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Abklrzungsverzeichnis
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PTX Pentoxifyllin
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TNF-alpha Tumornekrosefaktor-alpha

uw University of Wisconsin



Zusammenfassung 4

1 Zusammenfassung

Das primdre Organversagen stellt immer noch ein grol3es Problem bei
Lebertransplantationen dar. Es wurden bereits verschiedene Methoden der Vorbehandlung
von Spenderorganen entwickelt, mit dem Ziel Organschaden nach Organtransplantationen
Zu verringern.

Die erste Versuchsreihe wurde mit der Fragestellung durchgefiihrt, ob eine Multidrug Donor
Prakonditionierung (MDDP) in einem isolierten blutzellfreien ex vivo Perfusionsmodell an der
Rattenleber nicht nur den Schaden, der durch kalte Ischamie und Reperfusion entsteht,
vermindern sondern diesen auch vollstandig verhindern kann. Die Vorbehandlung mit MDDP
beinhaltete die intragastrale Applikation von 50 pg/kg Korpergewicht (KG) Curcumin und 5
mg/kg KG Simvastatin, die intraperitoneale Verabreichung von 150 mg/kg KG N-
Acetylcystein, 3000 IU/kg KG Erythropoietin, 50 mg/kg KG Pentoxifyllin und 10 mg/kg KG
Melatonin, sowie die intravendse Verabreichung von 100 mg/kg KG Glyzin und 5 mg/kg KG
Methylprednisolon. Die postischamische Reperfusion wurde mit 37C warmem Krebs
Henseleit Bikarbonatpuffer durchgefiihrt, nachdem das Organ einer kalten Ischamie Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden in 4T kalter HTK-Losung ausgesetzt war. Die
Ischamie/Reperfusion der Leber bewirkte eine massive Freisetzung von Kalium, den Verlust
von Proteinen und einen Anstieg von ASAT, ALAT und LDH. Hiermit verbunden war eine
signifikante Hamoxygenase-1 (HO-1) Stressantwort, eine verstarkte Bildung von
Malondialdehyd, eine Zunahme der Produktion von TNF-alpha und IL-6, eine ausgepragte
Gewebeinfiltration von Leukozyten und eine Zunahme des durch Apoptose verursachten
Zelltods. Die MDDP Prékonditionierung bewirkte eine signifikante Reduktion der
postischamischen Stressantwort und der inflammatorischen Reaktion auf die Zellen und
zeigte sich geeignet, der Manifestierung von parenchymatdosen Schéden vollstéandig
entgegen zu wirken. Verglichen mit der Vorbehandlung durch Gabe einer einzelnhen
Substanz koénnte die Prakonditionierung durch MDDP folglich eine starkere protektive
Wirkung hervorrufen und wirde daher einen interessanten Ldsungsansatz darstellen, um
das Ergebnis bei Lebertransplantationen zu verbessern.

Im zweiten Teil der Arbeit war das Ziel herauszufinden, wie sich eine Vorbehandlung mit
Amiodaron (AM) auf die Funktion und Morphologie der Leber wahrend einer Reperfusion
nach vorausgegangener kalter Ischamie auswirkt. Bei AM handelt es sich um eines der am
haufigsten eingesetzten anti-arrhythmisch wirkenden Medikamente auch bei Organspendern,
welches insbesondere in Notfallsituationen gegeben wird. Neben seinem anti-
arrhythmischen Wirkungspotential besitzt AM auch antioxidative Eigenschaften in den
Herzmuskelzellen. Daher war es von Interesse herauszufinden, ob die Prékonditionierung

durch Gabe von AM sich als wirkungsvoll erweist, die Qualitat und Funktion von Lebern, die



Zusammenfassung 5

fur die Konservierung und Transplantation bereitgestellt werden, zu verbessern.

Die Spenderratten wurden mit AM vorbehandelt (5 mg/kg KG), 10 Minuten bevor die
Durchspillung der Lebern mit 4C kalter HTK-Lésung erfolgte. Vergleichbar wie im ersten
Versuchsabschnitt wurden die Lebern anschliel3end tiber einen Zeitraum von 24 Stunden bei
4 aufbewahrt, bevor die ex situ Reperfusion mit 37C warmer Krebs Henseleit-Losung 60
Minuten lang in einem nicht rezirkulierenden System erfolgte. Am Ende der Reperfusion
wurden die Gewebeproben fir histologische und Western Blot Untersuchungen entnommen.
Tiere, die nur den Tragerstoff erhielten (0,9% NaCl), dienten als Kontrollen (I/R-Kontrollen).
Lebern von unbehandelten Tieren, welche keiner 24-stiindigen kalten Ischamie ausgesetzt
waren, dienten als Sham-Kontrollen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Vorbehandlung mit AM wirkungsvoll die Lipidperoxidation,
die Freisetzung von Stressproteinen und den durch Apoptose ausgelosten Zelltod
vermindern konnte. Dies ergab sich aus einer durch AM vermittelten Reduktion des
Malondialdehyds, der HO-1 und der Caspase-3 Aktivitat. Dennoch fihrte die Vorbehandlung
mit AM auch zu Schaden an den Mitochondrien und verursachte exkretorische Dysfunktion
der Leber, was durch einen signifikanten Anstieg der GLDH Aktivitat und einer verminderten
Galleproduktion zum Ausdruck kam. Im zweiten Versuchsabschnitt stellte sich also heraus,
dass die Vorbehandlung mit AM antioxidative Schutzfunktionen auf die Leber wéahrend der
Konservierung und Reperfusion ausubt. Allerdings geht diese protektive Wirkung des AM
auch mit der Induktion von mitochondrialen Schaden und einer hepatozelluldren
Funktionsbeeintrachtigung einher. Daher sollte die Vorbehandlung von Spendern mit AM zur

antiarrhythmischen Therapie mit Vorsicht durchgefiihrt werden.
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Summary

Primary graft dysfunction still represents a major challenge in liver transplantation. Various
modes of donor preconditioning have been introduced to reduce post-transplant organ injury.
By asking the question whether a multidrug donor preconditioning (MDDP) in an ex vivo
blood-cell-free isolated rat liver perfusion model is able not only to reduce but to completely
prevent cold ischemia-reperfusion injury in liver | conducted the first series of experiments.
MDDP included pre-ischemic intragastric application of 50ug/kg body weight (bw) curcumin
and 5mg/kg bw simvastatin, intraperitoneal application of 150mg/kg bw N-acetylcysteine,
30001U/kg bw erythropoietin, 50mg/kg bw pentoxyphylline and 10mg/kg bw melatonin, as
well as intravenous application of 100mg/kg bw glycine and 5mg/kg bw methylprednisolone.
Postischemic reperfusion was performed after 24h cold storage in 4C HTK solution with
37T Krebs Henseleit bicarbonate buffer. Cold hepatic i schemia-reperfusion (I/R) resulted in
a massive K’ release, protein loss, and ASAT, ALAT and LDH elevation. This was
associated with a significant heme oxygenase-1 (HO-1) stress response, increased
malondialdehyde formation, enhanced TNF-alpha and IL-6 production, pronounced
leukocytic tissue infiltration, and apoptotic cell death. MDDP abolished the postischemic
stress and inflammation response and was capable of completely preventing the
manifestation of parenchymal injury. Thus, MDDP potentiates the protective effects reported
after single-drug donor preconditioning, and may therefore be an interesting approach to
improve the outcome in clinical liver transplantation.

In the second part of my thesis the effects of a pretreatment with amiodarone (AM) were
studied on liver function and hepatocellular morphology during reperfusion after cold
ischemia of 24h. AM is one of the most frequently used anti-arrhythmic drugs also given in
organ donors which is given in particular in emergency situations. Apart from its anti-
arrhythmic actions AM has been shown to provide anti-oxidative properties in
cardiomyocytes. Thus, | was interested whether AM donor pretreatment affects organ quality
and function of livers procured for preservation and transplantation.

Donor rats were pretreated with AM (5mg/kg bw) 10min before flushout the liver with 4C
cold HTK solution. Like in the first part of my experimental studies livers were then stored for
24h at 4C before ex situ reperfusion was performed with 37C Krebs Henseleit solution for
60min in a non-recirculating system. At the end of reperfusion tissue samples were taken for
histology and Western blot analyses. Animals treated with vehicle only (0.9% NacCl) served
as ischemia/reperfusion (I/R) controls. Additional livers of untreated animals not subjected to
24h cold ischemia served as sham controls.

AM pretreatment effectively attenuated lipid peroxidation, stress protein expression and

apoptotic cell death. This was indicated by an AM-mediated reduction of malondialdehyde,
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heme oxygenase-1 and caspase-3 activation. However, AM treatment also induced
mitochondrial damage and hepatocellular excretory dysfunction, as indicated by a
significantly increased GLDH concentration in the effluate and a decreased bile production.

Thus, AM donor pretreatment exerts anti-oxidative actions in liver preservation and
reperfusion. However, this protective AM action is counteracted by an induction of
mitochondrial damage and hepatocellular dysfunction. Accordingly, AM pretreatment of

donors for anti-arrhythmic therapy should be performed with caution.
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2 Einleitung

Der Konservierungs- und Reperfusionsschaden, der trotz der erfolgreichen Verwendung von
verschiedenen Konservierungslosungen fir Organe, wie zum Beispiel der Histidine-
Tryptophan-Ketoglutarate (HTK)-Ldsung und der University of Wisconsin (UW)-Ldsung noch
immer auftritt, stellt bei der Lebertransplantation ein grof3es Problem dar [Franco-Gou R et
al., 2007]. Der Schaden am Spenderorgan, der durch die kalte Ischamie und Reperfusion
ausgelost wird und durch Beeintrachtigung der sinusoidalen Zellen hervorgerufen wird
[McKeown CMB et al.,, 1988], kann zum primaren Versagen der Spenderleber fihren.
Tatsachlich tragt das primare Versagen der Spenderleber mafigeblich zur Morbiditdt und
Mortalitdt unter den Empfangern der transplantierten Lebern bei [Jain A et al., 2000]. Die
Inzidenz des priméaren Organversagens nach Transplantation wird mit 4,6 bis 14,6% [Jain A
et al., 2000; Schrem H et al., 2008] angegeben. Im Hinblick auf die weltweite Knappheit von
Spenderorganen sollten Verfahren etabliert werden, mit dem Ziel Schadigungen, die durch
Ischamie/Reperfusion (I/R) entstehen, weiter zu reduzieren [Franco-Gou R et al.,, 2007,
Fukuda C et al., 2002; Hata K et al., 2006].

Die Prakonditionierung von Spenderlebern ist eine zusétzliche Methode, Ischamie- und
Reperfusionsschaden, die an dem Organ bereits wahrend der Explantation auftreten kénnen,
weiter zu minimieren [Nishizawa H et al., 1997; Lai IR et al., 2008; Montero EF et al., 2005].
Hierbei werden die Wirkstoffe unter physiologischen Bedingungen bei ausreichend zur
Verfigung stehenden energiereichen Phosphaten, die fur die intrazellulare Aufnahme der
Substanzen notwendig ist, appliziert (Sandker GW et al., 1992; Schilling M et al., 1998].
Hingegen ware das Hinzufiigen dieser Wirkstoffe in die Konservierungslosung mit
pharmakologischen Nachteilen verbunden, da der Verbrauch energiereicher Phosphate
wahrend der Konservierungsphase steigt und somit unter Umstanden sogar zu
entgegengesetzten Effekten fihren kann. [Ainscow EK et Brand MD, 1999].

Versuche mit etablierter Vorbehandlung wurden sowohl in Kurzzeit-, wie in Langzeitstudien
durchgefuhrt. Langzeitstudien, in denen die Regulierung der Kupfferzellen oder die
Expression des durch Doxorubicin induzierten Hitzeschockproteins 72 beschrieben wurden
[Chen H et al., 2004; Rentsch M et al.,, 2005], kénnen aufgrund der eingeschréankten
Umsetzbarkeit bei der Organaufbewahrung nicht auf die klinische Routinetatigkeit Ubertragen
werden. Dagegen wurden interessante Versuche in Kurzzeitstudien durchgefuhrt, die
Curcumin [Shen SQ et al., 2007], Pentoxifyllin [Nishizawa H et al., 1997; EI-Ghoneimi A et
al., 2007], Simvastatin [Lai IR et al.,, 2008], N-Acetylcystein [Montero EF et al., 2005],
Erythropoietin [Johnson DW et al., 2006; Schmeding M et al., 2007], Melatonin [Kim SH et
al., 2009; Zhang SJ et al., 2006], Glyzin [Duenschede F et al., 2006] und Methylprednisolon
[Glanemann M et al., 2004; Chimalakonda AP et Mehvar R, 2003] eine Schutzfunktion fir
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transplantierte Organe zusprechen. Diese kénnten in der Tat in die klinische Praxis
umgesetzt werden und damit die klinischen Ergebnisse bei der Lebertransplantation
verbessern.

In der Literatur werden zahlreiche Versuche beschrieben, die auf Vorbehandlungen in Form
kurzzeitiger Einzelwirkstoffgaben basieren, und eine Verminderung der kalten bzw. warmen
hepatischen I/R Schadigung bewirken [Nishizawa H et al., 1997; Lai IR et al., 2008; Montero
EF et al., 2005; Shen SQ et al., 2007; EI-Ghoneimi A et al., 2007; Johnson DW et al., 2006;
Schmeding M et al., 2007; Kim SH et al., 2008; Zhang WH et al., 2006; Duenschede F et al.,
2006; Glanemann M et al., 2004; Chimalakonda AP et Mehvar R, 2003].

Mit dem Ziel den Schutz vor I/R wahrend der kalten Leberkonservierung und Reperfusion
weiter zu verbessern, wurde im ersten Versuchsabschnitt an Hand von einem isolierten
Rattenleberperfusionsmodell untersucht, ob die Prakonditionierung durch Gabe einer
Kombination von protektiven Substanzen (Multidrugs), namlich Curcumin, Pentoxifyllin,
Simvastatin, N-Acetylcystein, Erythropoietin, Melatonin, Glyzin und Methylprednisolon, dazu
geeignet ist, den kalten Ischamie-Reperfusionsschaden nicht nur zu vermindern, sondern
diesen vollstandig aufzuheben.

Eine weitere Herausforderung in der Transplantationsmedizin ist die Tatsache, dass weltweit
die Zahl der Menschen, die auf ein Spenderorgan warten, jahrlich steigt, das Angebot an
Transplantaten hingegen wesentlich langsamer zunimmt. Da die Nachfrage nach
Spenderlebern das Angebot bei weitem Ubersteigt, fuhrt die zunehmende Diskrepanz dazu,
dass vermehrt Organe minderer Qualitat von hirntoten Spendern flr die Transplantation
bereitgestellt werden [Eurotransplant Report 2007; Wolff M et al., 2003; Moussavian MR et
al., 2007]. Mit dem Ziel, die organischen Funktionsbeeintrachtigungen nach erfolgter
Transplantation zu minimieren, konzentrierten sich die Bemihungen in der Forschung
wahrend der letzten zehn Jahre nicht nur auf neue therapeutische Ansatze, um den
Schaden, der durch die Konservierung und Reperfusion entsteht zu reduzieren, sondern
beinhalteten auch die Mdglichkeiten der Vorbehandlung dieser als kritisch einzustufenden
Organspender [Zhang SJ et al., 2006; Cicco G et al., 2005; Richter S et al., 2000].

Hirntote Spender zeigen haufig kardiopulmonale Begleiterkrankungen. Dabei entwickeln
zwischen funfzig und neunzig Prozent der Spender mit Subarachnoidalblutungen oder einem
Schlaganfall kardiale Rhythmusstérungen [Di Pasquale G et al., 1987; Wartenberg KE et al.,
2006; Cheung RT et Hachinski V, 2004; Colivicchi F et al., 2004]. Die Mehrzahl von diesen
Herzrhythmusstérungen sind benigne, so zum Beispiel Sinustachykardie, Sinusbradykardie
und vorzeitig auftretende atriale oder ventrikulare Extrasystolen. Bei bis zu flnf Prozent aller
Spender jedoch treten Kammertachykardien und Vorhoftachyarrhythmien auf, welche die
kardiale Pumpleistung und in dem Zusammenhang auch die Perfusion des Spenderorgans
erheblich beeintrachtigen [Naidech AM et al., 2005; Salim A et al., 2006; Nygaard CE et al.,
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1990]. Um die Flllung des Herzens wahrend der Diastole zu stabilisieren und um
Durchblutungsstérungen  oder Embolien im Organ zu vermeiden, werden
Herzrhythmusstérungen héaufig mit Amiodaron (AM) behandelt [Tomlinson DR et al., 2008;
Vassallo P et Trohman RG, 2007]. Wahrend die antiarrhythmischen Eigenschaften von AM
bereits ausfuhrlich erforscht wurden, ist noch immer wenig Uber dessen pharmakologische
Auswirkungen bei Hirntodspendern bekannt. Interessant ist hierbei, dass fir AM bereits
antioxidative Schutzeigenschaften neben seinem antiarrhythmischen Wirkungspotential
nachgewiesen wurden [Lapenna D et al., 2001]. Andererseits werden in experimentellen und
klinischen Untersuchungen aber auch hepatotoxische Auswirkungen, die durch AM bedingt
sind, beschrieben [Chan AL et al., 2008; Ratz Bravo AE et al., 2005; Reasor MJ et al., 1996].
Diese konnten sich negativ auf die Morphologie und die Funktion der Leber nach einer
Konservierung fiir den Zweck der Organtransplantation auswirken.

Mit dem Ziel die Eigenschaften von AM im Rahmen der Konservierung und Transplantation
weiter zu klaren, wurden im zweiten Versuchsabschnitt die Auswirkungen der
Prakonditionierung mit AM auf Stressantwort, Lipidperoxidation, hepatozellulare Morphologie
und Leberfunktion in einem Model der kalten Ischdmie und Reperfusion an der Rattenleber

untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1  Versuchstiere

Nach Genehmigung der zustéandigen Tierschutzbehdrde wurden die Versuche entsprechend
den Vorgaben der nationalen Institute, die fur die Pflege und Verwendung von
Versuchstieren zustandig sind durchgefuhrt (NIH publication 86-23, revised 1985).
Verwendet wurden Sprague-Dawley Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Kdrpergewicht
zwischen 280 und 330 Gramm. Die Tiere wurden in Einzelkafigen bei 22T bei einem 12
Stunden Hell-Dunkel Zyklus gehalten und erhielten Standardnahrung und Wasser ad libitum.
Durchgefuihrt wurden die Versuche im Institut fir klinisch-experimentelle Chirurgie der

Universitat des Saarlandes.

3.2 Leberexplantation

Die Ratten wurden mit Pentobarbital Natrium (50 mg/kg KG i.p. (Narcoren, Merial,
Halbergmoons, Germany)) anasthesiert. Um die Spontanatmung zu erleichtern wurde eine
Tracheotomie durchgefiihrt. Nach der Laparotomie wurde der Hauptgallengang kandliert und
die Galle Uber einen Zeitraum von 20 Minuten gesammelt, um Ausgangswerte zur
Produktionsmenge an Galleflissigkeit zu bestimmen. Nach einer systemischen
Antikoagulation mit 500 I.E. Heparin, wurden die Lebern mit 100 ml 4C kalter HTK-Ldsung
(Custodiol®, Kohler Chemie, Alsbach-Hahnlein, Germany) Uber einen aortalen Katheter mit
einem Druck von 90 cm Wassersaule durchspult. Die Lebern wurden direkt entnommen,

gewogen und in 4C kalter HTK-LOsung aufbewahrt.

3.3 Die isolierte Leberperfusion

Nach 24 Stunden kalter Konservierung wurden die Lebern Gber die Portalvene in einem nicht
rezirkulierenden System reperfundiert [Moussavian MR et al., 2009]. Die Perfusion erfolgte
mit frisch zubereitetem Krebs Henseleit Bikarbonat Puffer (KHB), der mit Carbogen
angereichert wurde. Unter Verwendung einer pulsatilen Perfusionspumpe (Beta/4,
ProMinent, Heidelberg, Germany) erfolgte die Reperfusion bei einer Flussrate von 2
ml/min*g Lebergewebe. Dadurch konnte der portalvendse Druck kontinuierlich wahrend der
Reperfusion gemessen werden. Proben aus dem Effluat wurden nach 1 Minute, 30 Minuten
und 60 Minuten Uber einen infrahepatischen Katheter der Vena cava gesammelt, um die
Enzymaktivitditen der Alanintransaminase (ALAT), Aspartattransaminase (ASAT),
Laktatdehydrogenase (LDH) und Glutamatdehydrogenase (GLDH), sowie die

Konzentrationen von Kaliumionen (K*), Malondialdehyd (MDA) und dem Gesamtprotein (GP)
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Zu messen.
Um die exkretorische Funktion der Leber zu bestimmen, wurde das Gewicht der
Galleflissigkeit in Intervallen von 30 Minuten Uber einen Gesamtzeitraum von 60 Minuten
gemessen. AulRerdem wurden Perfusatproben aus dem Einstrom in die Portalvene und dem
Ausstrom aus der infrahepatischen Vena cava nach 1 Minute, 30 Minuten und 60 Minuten
zur Bestimmung des pH-Werts entnommen. Ferner wurde in jeder Perfusatprobe der pO,
und der pCO, gemessen. Der Sauerstoffverbrauch der Leber wurde dann folgendermallen
errechnet: Sauerstoffverbrauch [mol/min*g Lebergewebe] = (pO; Einstrom - pO, Ausstrom
[mMmHQ])*0.00136 [mol/m*mmHg]/Flul3rate [ml/min*g Lebergewebe]. Die CO, Produktion

wurde aus der Differenz zwischen pCO, Ausstrom und pCO, Einstrom errechnet.

3.4 Proben

Das Volumen der Galleflissigkeit wurde gemessen und auf Gramm Lebergewicht
umgerechnet [uL/min*g Lebergewebe]. Die Leberenzyme LDH, GLDH, ASAT und ALAT aus
den Perfusatproben wurde mit der spektrophotometrischen Methode bestimmt. Kalium, pH
und Blutgase wurden durch Blutgas- und Elektrolytanalysen ermittelt (Rapidlab 855, Bayer
Health Care, Fernwald, Germany). Plasma Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) und
Interleukin-6 (IL-6) wurden Uber das Verfahren des Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
(ELISA) gemal? der Fabrikationsanleitung (R&D Systems, Wiesbaden Nordenstadt,
Germany) bestimmt. Nach der kalten Konservierung und postischdmischen Reperfusion
wurde das Lebergewebe fir histologische Untersuchungen in Formalin und Western Blot

Analysen bei -80C aufbewabhrt.

3.5 Lipidperoxidation

Der oxidative Stress wurde Uber die Bildung von Malondialdehyd (MDA) ermittelt. MDA
wurde spektrophotometrisch bestimmt. Das Probenmaterial wurde mit 10-prozentiger
Trichloroacetatsaure im Verhaltnis 1:3 auf Eis inkubiert, um die Eiweil3e auszufallen. Danach
erfolgte eine Zentrifugation bei 2200*g. Der dadurch gewonnene Uberstand wurde 1:2 mit
0,67-prozentiger Thiobarbituratsaure vermischt und anschlieRend 10 Minuten lang in einem
kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkihlen erfolgte die Messung mittels eines
Elisareaders (DigiScan, Asys Hitech, Deelux Labortechnik, Goédendorf, Germany). Die
Absorption wurde in einem Bereich von 550 nm gemessen. Das Ausmald der
Thiobarbituratsaure-Reaktion in Konzentrationen zwischen 0 und 100 umol wurde dabei fur

die Etablierung der Standardkurve verwendet.
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3.6 Histologie und Immunhistochemie

Fur die Auswertung der hepatozellularen Vakuolisierung, der zellularen Stressantwort und
des durch Apoptose hervorgerufenen Zelltods wurde das Lebergewebe 2-3 Tage in 4%
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. 5-Mikrometer dicke Schnitte wurden aus den
Gewebeblécken gefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Die zytoplasmatische
Vakuolenbildung der Hepatozyten wurde in 20 High-Power Feldern ausgezé&hlt und in einem
semiquantitativen Score der Kategorie 0 bis 4 eingeteilt. Dabei entsprechen die Kategorien 1
bis 4 dem prozentualen Ausmald der unter dem Lichtmikroskop (40 x Objektiv, 0,65
numerische Apertur) sichtbar mit Vakuolen versehenen Zellen. Keine Vakuolen = 0; minimal
(weniger als 10% der Hepatozyten) = 1; mild (10-25% der Hepatozyten) = 2; moderat (25-
50% der Hepatozyten) = 3; und stark ( mehr als 50% der Hepatozyten) = 4.

Zur Untersuchung der Leukozyteninfiliration in das Gewebe wurden neutrophile
Granulozyten mit der Naphthol-AS-D-Chloroacetatesterase (CAE) Technik angefarbt. Die
Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop durch ein leuchtend-rotes Farbsignal identifiziert.
CAE-positive Zellen wurden in 20 konsekutiven High-Power Feldern ausgezahlt (40 x
Objectiv, 0,65 numerische Apertur) und in Zahl pro high power field angegeben.

Zur Abschéatzung des Glykogengehalts wurden zudem die Schnitte unter Anwendung der
Periodic Acid Schiff (PAS) Methode angefarbt. Die semiquantitative Beurteilung des PAS-
positiven Gewebes wurde mit folgender Scoreeinteilung durchgefiihrt: 1 = <30% der
Hepatozyten; 2 = 30-70% der Hepatozyten; und 3 =>70% der Hepatozyten.

Um das Ausmall des durch Apoptose verursachten Zelltodes zu erfassen, wurde die
Aktivierung der cleaved Caspase-3 unter Anwendung von indirekten
Immunperoxidasetechniken [El-Gibaly et al.,, 2004] analysiert. Hierbei wurden die
deparaffinierten Schnitte mit 3% H,O, und 2% Ziegenserum inkubiert, um die endogenen
Peroxidasen und die unspezifischen Bindungsseiten zu blockieren. Ein polyklonaler anti-
cleaved Caspase-3 Antikorper vom Kaninchen (1:100, Cell Signaling Technology, Frankfurt,
Germany) wurde dabei als Primarantikdrper verwendet. Als Sekundarantikérper diente ein
mit Peroxidase markierter goat-anti-rabbit 1gG Antikérper. 3,3' Diaminobenzidin
(DakoCytomation, Hamburg, Germany) wurde als Chromogen verwendet. Gegengefarbt
wurden die Schnitte mit Hamalaun. Caspase-3 positive Zellen wurden in 20 high power fields
ausgezahlt (40 x Objectiv, 0,65 numerische Apertur) und die Anzahl pro high power field
angegeben.

Um die Daten zum apoptotischen Zelltod zu bestéatigen, wurde bei den Gewebeproben, die
aus der I/R Gruppe, der Sham Kontrollgruppe und der mit Amiodaron vorbehandelten
Gruppe stammten, zusatzlich eine TUNEL (terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP-biotin nick end labeling) Untersuchung durchgefiihrt. Aus den in Paraffin eingebetteten

Gewebeblécken wurden 5 Mikrometer dicke Schnitte auf mit Poly-L-Lysin beschichtete
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Objekttrager aufgezogen und nach den apoptotisch spezifischen Farbungsansatzen
(ApopTag, Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) entsprechend den Anleitungen
des Herstellers angefarbt. TUNEL positive Zellen wurden in 20 konsekutiven Gesichtsfeldern
gezahlt (40 x Objektiv, 0,65 numerische Apertur) und in Prozent zu allen Gbrigen unter dem

Mikroskop sichtbaren Zellen angegeben.

3.7  Western Blot Analysen

Zur Bestimmung der Proteinexpression der Caspase-3 und Hamoxygenase-1 (HO-1) wurde
fur alle Proteinextraktionen und Western Blot Analysen das Lebergewebe in Lysis Puffer
(10mM Tris (pH 7,5), 10mM NacCl, 0,1mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,5%
Triton-X 100, 0,02% NaNj3, 0,2mM phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF)) homogenisiert. Die
Lysate wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert und fur weitere 30 Minuten mit 16000*g bei 4T
zentrifugiert. Dem Lysis Puffer, dem noch zuséatzlich vor Gebrauch Protease-Inhibitorcocktail
(1:100 v/v, Sigma, Taufkirchen, Germany) zugesetzt wurde, diente als Gesamtzellextrakt zur
anschlieenden Analyse. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Lowry Methode
mit Rinderserumalbumin als Standard ermittelt.

30 Mikrogramm Protein pro Tasche wurden jeweils diskontinuierlich auf 10% Natrium-
dodecyl-sulfatpolyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Polyvinylendifluoridmembran
geblottet (BioRad, Munich, Germany). Nach Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen
wurden die Membranen 2 Stunden lang bei Raumtemperatur mit polyklonalen Kaninchen-
anti-cleaved Caspase-3 oder Kaninchen-anti-HO-1 Antikdrpern (1:800, Cell Signaling
Technology) inkubiert. Anschliel3end wurde ein sekundarer mit Peroxidase konjugierter Esel-
anti-Kaninchen-1gG Antikorper (1:5000, GE Healthcare, Freiburg, Germany) verwendet. Die
Proteinexpression wurde mit Hilfe der Chemilumineszenz-Methode auf einen
blaulichtempfindlichen Autoradiographiefilm (Hyperfiim ECL, GE Healthcare) sichtbar
gemacht. Die Signale wurden densitometrisch gemessen und zur Korrektur ungleicher
Beladung in Relation zu den beta-Aktin Signalen (Maus monoklonale anti-B-Aktin Antikorper,
1:5000) berechnet.

3.8  Versuchsaufbau und Versuchsprotokoll

Die vorliegende Arbeit bestand aus insgesamt zwei Abschnitten. Im ersten Abschnitt wurde
die potentielle protektive Wirkung einer MDDP Prakonditionierung auf die in HTK-L6sung
aufbewahrten Lebern zur Verminderung von Konservierungs- und Reperfusionsschaden
untersucht. Im zweiten Abschnitt wurden die Auswirkungen einer Vorbehandlung mit

Amiodaron auf die Konservierungs- und Reperfusionsschadigung untersucht.
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Die Tiere wurden in beiden Versuchsabschnitten in jeweils drei Behandlungs- und
Konservierungsgruppen unterteilt. Aus dieser Einteilung ergab sich in beiden
Versuchsabschnitten jeweils eine Ischamie-Reperfusionsgruppe (I/R; n=8), eine Sham
operierte Kontrollgruppe (Sham; n=8) und eine Gruppe, die den Namen des jeweils
vorbehandelten Wirkstoffes tragt, namlich die MDDP Gruppe (I/R-MDDP; n=8) im ersten
Abschnitt und die mit AM vorbehandelte Gruppe (Amiodaron; n=8) im zweiten Abschnitt. In
der Ischamie-Reperfusionsgruppe erhielten die Tiere 2,0 ml Tragerflissigkeit (0,9% NacCl) 10
Minuten bevor die kalte Leberperfusion mit 4C kalter HTK-L6sung erfolgte. Die Lebern der
I/R Gruppe, der I/R-MDDP Gruppe und der Amiodaron Gruppe wurden jeweils tUber einen
Zeitraum von 24 Stunden in 4T kalter HTK-LOsung au foewahrt. Bei der Sham operierten
Kontrollgruppe (n=8) wurden die unbehandelten Lebern mit 4T kalter HTK-Ldsung

perfundiert und anschlieRend nach kurzer Lagerung in HTK-L&sung direkt reperfundiert.

3.9 MDDP Prékonditionierung

Die MDDP Gabe im ersten Teil der Arbeit erfolgte 30 Minuten vor Beginn der kalten
Perfusion mit der HTK-Konservierungslésung, indem 50 mg/kg KG Curcumin (Sigma Aldrich
Chemie Holding Gmbh, Taufkirchen, Germany), geldst in 0,33 ml DMSO [Shen SQ et al.,
2007] und 5 mg/kg KG Simvastatin (SimvaHEXAL®, Hexal AG, Holzkirchen, Germany),
geldst in 0,67 ml 100% Ethanol [Lai IR et al., 2008] intragastral unter Verwendung einer
0,45*13 mm Kanule verabreicht wurden (Tabelle 1). MDDP beinhaltete zusatzlich die
intraperitoneale Gabe von 150 mg/kg KG N-Acetylcystein (Fluimucil®, Pierre Fabre Pharma,
Freiburg, Germany ), gelost in 0,67 ml 0,9% NaCl Losung [Montero EF et al., 2005], 3000
I.LE./kg KG Erythropoietin (Epoetin alfa HEXAL®, Hexal AG, Holzkirchen, Germany)
[Schmeding M et al., 2007], 50 mg/kg KG Pentoxifyllin (Trental®, Sanofi-Aventis, Frankfurt,
Germany), gel6st in 0,67 ml 0,9% NaCl [Nishizawa H et al., 1997; EI-Ghoneimi A et al., 2007]
und 10 mg/kg KG Melatonin (Sigma Aldrich Chemie Holding GmbH, Taufkirchen, Germany),
geldst in 0,67 ml 20% Ethanol [Kim SH et al., 2008; Zhang SJ et al., 2006], 30 Minuten bevor
die kalte Perfusion erfolgte (Tabelle 1). Die MDDP Gabe wurde schliel3lich durch intraventse
Gabe von 100 mg/kg KG (300mM) Glyzin (Sigma Aldrich Chemie Holding GmbH,
Taufkirchen, Germany), gelést in 0,67 ml 0,9% NaCl [Duenschede F et al., 2006] und 5
mg/kg KG Methylprednisolon Urbason®, Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), gel6st in 0,67
ml 0,9% NaCl Lésung [Chimalakonda AP et al., 2003] Uber die Portalvene 10 Minuten vor
Durchfuihrung der kalten HTK-Perfusion (Tabelle 1) vervollstandigt.
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Substanzen i.g. i.p. i.v. Dosierung Applikationszeitp unkt
Curcumin X 50 mg/kg KG ~ 30min
Simvastatin X 5 mg/kg KG 30min
N-Acetylcystein X 150 mg/kg KG  30min
Erythropoietin X 3000 IU/kg KG  30min
Pentoxifyllin X 50 mg/kg KG  30min
Melatonin X 10 mg/kg KG  30min
Glyzin X 100 mg/kg KG  10min
Methylprednisolon X 5 mg/kg KG 10min

Tabelle 1 Die Vorbehandlung mit MDDP wurde 10-30 Minuten vor Beginn der kalten Perfusion mit der
HTK-Konservierungslosung durchgefiihrt. Dabei wurden Curcumin und Simvastatin intragastral (i.g.)
appliziert, wahrend N-Acetylcystein, Erythropoietin, Pentoxifyllin, Melatonin intraperitoneal (i.p.) und

Gyzin sowie Methylprednisolon intravenés (i.v.) Uber die Pfortader verabreicht wurden.

3.10 Amiodaron Prakonditionierung

Im zweiten Versuchsabschnitt erhielten die Ratten in der mit AM vorbehandelten Gruppe 5
mg AM (Cordarex®, Sanofi Aventis, Frankfurt, Germany) /kg KG Uber einen Karotiskatheter
10 Minuten bevor die Leberperfusion mit der 4C kalten HTK-Losung erfolgte. Die
verwendete Dosierung entsprach jener, die vom Hersteller empfohlen wird und welche in
klinischen Untersuchungen verwendet wurde, um eine antiarrhythmische Wirkung zu
erzielen [Roy D et al., 2000]. Mit dieser Dosierung wurde eine Serumkonzentration des AM
von 4,39 + 0,52 pg/ml erreicht. Laut Information des Herstellers befindet sich diese
Konzentration innerhalb des therapeutischen Fensters und unterhalb der Toxizitatsschwelle

von 5 pg/ml, die fur diese Substanz angegeben ist.
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3.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben. Der statistische Vergleich zwischen 2
Gruppen wurde mit einem gepaarten T-Test durchgefiihrt. Vergleiche zwischen mehreren
Gruppen wurden Uber eine One-Way Analysis of Variance (ANOVA) berechnet, gefolgt von
einem paarweisen Dunnett post-hoc Test unter Verwendung des statistischen Software
Packets SigmaStat (Jandel Scientific, CA, USA). Die post-hoc Analyse beinhaltete die
Korrektur des alpha Fehlers nach Bonferroni zur Kompensation multipler Analysen.

Signifikante Unterschiede wurden bei p<0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 MDDP Prakonditionierung

4.1.1 Metabolische Parameter und Leberschadigung

I/R verursachten einen signifikanten Anstieg des Kaliums (K*) und der Gesamtproteine (GP)
im ersten Effluat nach einminitiger Reperfusion im Vergleich zu den Sham-Kontrollen.
Hierbei ist von Interesse, dass MDDP diesen Anstieg von K* und GP vollstandig verhindern
konnte. So wurden in der MDDP Gruppe Werte gemessen, die mit denen der Sham-
Kontrollen vergleichbar waren (Abb. 1A und 2A). Nach 60-mindtiger Reperfusion erfolgte bei
allen Lebern, die einer kalten ischamischen Aufbewahrung ausgesetzt waren, eine
Freisetzung von K* und Proteinen, die in ihrem AusmaRB mit der Freisetzung der nicht
ischamischen Sham-Kontrollen vergleichbar war (Abb. 1B und 2B). Die Bestimmung des pH-

Werts ergab keine grundlegenden Unterschiede zwischen den drei Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 1. Die Kaliumkonzentration (K*) des Effluats zum Zeitpunkt 1min (A) und 60min (B)
Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HT K-L6sung. Bei Spendertieren wurde eine MDDP
(/R-MDDP) oder NaCl (I/R) Behandlung durchgefiihrt. Die Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner
24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Shamkontrollgruppe (Sham). Die Daten sind
als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.

Die Analysen zu ASAT, ALAT und LDH, welche als Hinweis fir parenchymatdse Schadigung
gelten, ergaben einen 5- bis 10-fachen Anstieg im ersten Effluat bei den I/R Lebern im
Vergleich zur Sham Kontrollgruppe (Tabelle 2). MDDP konnte diese Zunahme der
hepatozellularen Enzymfreisetzung fast vollstandig verhindern, so dass sich die Werte aus
der MDDP Gruppe nicht signifikant von denen der Sham Kontrollgruppe unterschieden
(Tabelle 2). Nach 30- und 60-minutiger Reperfusion wurde im Vergleich zu den Kontrollen
aus der Sham Gruppe geringfligig héhere Enzymwerte bei den I/R Lebern und I/R-MDDP

Lebern gemessen. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Tabelle 2).
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Die Messung des Galleflusses diente als Indikator der exkretorischen Funktion der Leber.
Nach 60 Minuten Reperfusion produzierten die Sham-Kontrollen einen Gallefluss von 0,23 +
0,05 ul/g Lebergewebe*min. Im Vergleich hierzu ergab sich bei den I/R Lebern eine
Galleflussmenge von 0,17 + 0,03 pl/g Lebergewebe*min. Unter MDDP Vorbehandlung

konnte ein Gallefluss von 0,22 + 0,05 pl/g Lebergewebe*min gemessen werden.
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Abbildung 2. Die Gesamtproteinkonzentration des Effluats, die den Verlust an Proteinen zum
Zeitpunkt 1 min (A) und 60 min (B) Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter H TK-L&sung
kennzeichnet. Bei Spendertieren wurde eine MDDP (I/R-MDDP) oder NaCl (I/R) Behandlung
durchgefiihrt. Die Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt
waren, dienten als Shamkontrollgruppe (Sham). Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder
Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.

Parameter (U/l) 1min 30min 60min
ASAT
Sham 31,8+7,6 0,2+0,2 0,6 +0,4
I/R 220,6 + 40,97 7,7+22% 9,0+4,6
I/R-MDDP 55,1 + 10,6* 78+1,7% 9,6 +4,7
ALAT
Sham 13,0 £4,0 0,6+0,2 0,6 +0,4
I/R 138,0 + 32,27 28+15 1,4+0,7
I/R-MDDP 27,9 +5,9* 2,4+0,9 22+1,0
LDH
Sham 239,9+ 95,7 1,2+0,6 0,9+0,5
I/R 994,0 + 158,9" 53+2,0 35+1,3
I/R-MDDP 476,0 + 156,6* 6,8+1,3 49+1,1

Tabelle 2. Die Freisetzung der Alaninaminotransferase (ALAT), Aspartataminotransferase (ASAT) und
Laktatdehydrogenase (LDH) im Effluat zum Zeitpunkt 1 Minute, 30 Minuten und 60 Minuten
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Reperfusion nach 24 h Konservierung in 4C kalter H TK-Losung. Spendertiere wurden mit MDDP (I/R-
MDDP) oder NaCl (I/R) vorbehandelt. Die Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner 24-stiindigen
kalten Konservierung ausgesetzt wurden, dienten als Shamkontrollgruppe (Sham). Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.

4.1.2 Zytokinfreisetzung

Die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha und IL-6 in das Effluat
wahrend der postischAmischen Reperfusion wurde mittels ELISA Technik untersucht. Die
kalte Aufbewahrung der Lebern Gber 24 Stunden verursachte eine signifikante Zunahme der
TNF-alpha und IL-6 Konzentrationen im ersten Effluat nach einer Minute, welche auch Uber
den gesamten Zeitraum der 60-minttigen Reperfusion erhéht blieb (Abb. 3 und 4). Von
Interesse ist hierbei, dass nach einminitiger Reperfusion die MDDP Vorbehandlung den
Anstieg von TNF-alpha verhindern und die Menge an freigesetztem IL-6 signifikant
reduzieren konnte. Auch nach 60-minitiger Reperfusion ergaben die Zytokinmessungen im
Effluat der I/R-MDDP Gruppe niedrige Werte, die sich von den Zytokinwerten aus der Sham
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden (Abb. 3 und 4).
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Abbildung 3. Die Konzentration von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) im Effluat zum Zeitpunkt
Imin (A) und 60min (B) Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HTK-LOsung. Bei
Spendertieren wurde eine MDDP (I/R-MDDP) oder NaCl (I/R) Behandlung durchgefiihrt. Die Lebern
der unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Shamkontrollgruppe (Sham). Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben;
#p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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Abbildung 4. Die Konzentration vom Interleukin-6 im Effluat zum Zeitpunkt 1min (A) und 60min (B)
Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HT K-L&sung. Bei Spendertieren wurde eine MDDP
(/R-MDDP) oder NaCl (I/R) Behandlung durchgefiihrt. Die Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner
24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Shamkontrollgruppe (Sham). Die Daten sind
als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.

4.1.3 Stressantwort und Lipidperoxidation

HO-1 wurde als ein Indikator fur zellularen Stress nach kalter Ischamie und Reperfusion
betrachtet. Immunhistochemische Untersuchungen nach 60-minltiger Reperfusion ergaben
einen geringen, allerdings nicht signifikanten Anstieg der Zahl HO-1 positiver Zellen nach I/R
im Vergleich zu den nicht-ischdmischen Kontrollen. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den
I/R-MDDP Lebern dieser Anstieg vollstandig aufgehoben (Abb. 5A-5D). Um das Ausmal? der
HO-1 Expression naher zu untersuchen, wurden Western Blot Analysen durchgefihrt. Diese
Untersuchungen ergaben einen signifikanten Anstieg um das 2,5-fache nach I/R verglichen
mit der Kontrollgruppe, wahrend die Stressantwort bei den MDDP Lebern sich nicht
wesentlich von der Stressantwort der nicht-ischAmischen Kontrollorgane unterschied (Abb.
5E und 5F).

Die Bildung von MDA gilt als ein Indikator fir Lipidperoxidation und Membranzerfall. Im
ersten Effluat nach einmindtiger Reperfusion wurde bei den I/R Lebern eine signifikante
Zunahme der MDA Konzentration um nahezu das 5-fache im Vergleich zu den Sham-
Kontrollen beobachtet, die auch bis zum Ende des 60-minitigen Beobachtungszeitraums
stark erhoht blieb (Abb. 6). Die Verabreichung der MDDP Substanzen vor der 24-stiindigen
kalten Ischamie zeigte sich erfolgreich die MDA Zunahme Uber die gesamte Dauer der

Reperfusion zu verhindern (Abb. 6).
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Abbildung 5. Hamoxygenase-1 (HO-1) Expression nach 60min Reperfusion bei Lebern, die 24h in
4T kalter HTK-L6sung konserviert wurden ( A-D, Immunhistochemie; E und F, Western Blot). Bei
Spendertieren wurde eine MDDP (I/R-MDDP, C) oder NaCl (I/R, B) Behandlung durchgefiihrt. Die
Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Shamkontrollgruppe (Sham, A). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe)
angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R. VergrolRerung (A-C): x120
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Abbildung 6. Die Konzentration an Malondialdehyd (MDA) im Effluat zum Zeitpunkt 1min (A) und
60min (B) Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HTK-L6sung. Bei Spendertieren wurde
eine MDDP (I/R-MDDP) oder NaCl (I/R) Behandlung durchgefuhrt. Die Lebern der unbehandelten
Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Shamkontrollgruppe
(Sham). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham,
*p<0,05 vs. I/R.

4.1.4 Leukozyteninvasion

Nach 60-minutiger Reperfusion zeigten die mit Kochsalz behandelten I/R Lebern eine
deutlich erhoéhte Anzahl infiltrierter Leukozyten im Gewebe. Die Vorbehandlung der Lebern
mit MDDP ermoglichte die vollstdndige Verhinderung der durch I/R hervorgerufenen

Zunahme der Invasion von Leukozyten in das Gewebe (Abb. 7).
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Abbildung 7. Intrahepatische Leukozyteninfiltration (AS-D Chloracetatesterasefarbung) zum
Zeitpunkt 60min Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HTK-Ldsung. Bei Spendertieren
wurde eine MDDP (I/R-MDDP, C) oder NaCl (I/R, B) Behandlung durchgefiihrt. Die Lebern der
unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Shamkontrollgruppe (Sham, A). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe)
angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R. VergroRerung (A-C): x120. Infiltrierte Leukozyten sind
mit Pfeilen markiert (A-C).

4.1.5 Histomorphologie und apoptotischer Zelltod

Die Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Gewebeschnitte zeigten einen starken Anstieg der
Vakuolisierung in den Hepatozyten nach I/R, verglichen mit den Sham-Kontrollen, was
hinweisgebend fir hypoxische parenchymattse Schadigungen ist. MDDP war in der Lage,
die Vakuolisierung signifikant zu reduzieren. Obwohl der Vakuolisierungsgrad nach MDDP
Gabe noch immer hoher ausfiel als der bei der Sham Kontrollgruppe, erwies sich dieser
Unterschied nicht als statistisch signifikant (Abb. 8).

AulRerdem zeigte sich in der Immunhistochemie und den Western Blot Untersuchungen eine
signifikante Zunahme der cleaved Caspase-3 Expression bei den Kochsalz-behandelten I/R
Lebern im Vergleich zu den Sham-Kontrollen. Von Interesse ist dabei, dass MDDP vor der
24-stundigen kalten Konservierung den Anstieg der cleaved Caspase-3 vollstandig aufhob,

was die Schutzfunktion gegeniiber dem apoptotischen Zelltod belegt (Abb. 9).
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Abbildung 8. Zytoplasmatische hepatozellulare Vakuolenbildung (Hamatoxylin-Eosin Farbung) zum
Zeitpunkt 60min Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HTK-Losung. Bei Spendertieren
wurde eine MDDP (I/R-MDDP, C) oder NaCl (I/R, B) Behandlung durchgefiihrt. Die Lebern der
unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Shamkontroligruppe (Sham, A). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe)
angegeben; “p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R. VergroRerung (A-C): x120
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Abbildung 9. Intrahepatische Cleaved Caspase-3 Expression zum Zeitpunkt 60min nach 24h
Konservierung in 4C kalter HTK-Lésung ( A-D, Immunohistochemie; E und F, Western Blot). Bei
Spendertieren wurde eine MDDP (I/R-MDDP, C) oder NaCl (I/R, B) Behandlung durchgefiihrt. Die
Lebern der unbehandelten Tiere, die keiner 24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Shamkontrollgruppe (Sham, A). Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe)
angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R. VergroRerung (A-C): x120. Cleaved Caspase-3-
positive Zellen sind mit Pfeilen markiert.
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4.2  Amiodaron Prakonditionierung

4.2.1 Hamodynamische und metabolische Parameter

Uber den einstiindigen Reperfusionszeitraum verminderte sich der portalvendse Druck von
5-12 mmHg auf 4-8 mmHg ohne signifikante Unterschiede zwischen den AM, I/R und Sham
Lebern. Wahrend der ersten Minute nach Beginn der Reperfusion war der
Sauerstoffverbrauch bei den mit AM vorbehandelten Lebern im Vergleich zu den I/R- und
Sham-Kontrollen signifikant erhdht. Bei allen Gruppen sank die pCO, Differenz wahrend des
einstindigen Reperfusionszeitraums (Tabelle 3). Interessant ist dabei, dass die AM
Vorbehandlung eine signifikante Verminderung des pH-Werts nach 30 und 60 Minuten,
verglichen mit den Sham-Kontrollen bewirkte (p<0,05; Abb. 10). AuRBerdem verursachte die
24-stiindige kalte Ischamie (in der IR Gruppe und AM Gruppe) einen signifikanten Anstieg
der Kaliumkonzentration im ersten Effluat im Vergleich zu den Sham-Kontrollen (Abb. 4).
Wahrend der spateren Reperfusionsperiode hingegen fiel die Kaliumkonzentration auf Werte

ab, die vergleichbar zu denen der Shamgruppe waren (p<0,05; Abb. 11).

Parameter 1 Minute 30 Minuten 60 Minuten
Portalvenéser Druck (mmHg)
Sham 10,00+2,26 8,71 +1,52 543 +1,27
Ischamie/Reperfusion 9,72 + 2,63 7,50 + 2,95 7,17 £2,52
Amiodaron 8,00 £1,00 6,38 £1,35 513+1,16
O, Verbrauch (mmHg/min*g Lebergewebe)
Sham 0,32+0,13 0,51 +0,10 0,44 £0,11
Ischamie/Reperfusion 0,44 + 0,15 0,31+0,04 0,32 +0,02
Amiodaron 0,65+0,12*" 0,40+0,03  0,41+0,04
pCO, Differenz (mmHg/g Lebergewebe)
Sham 1,50+0,42 1,15+0,15 0,85+0,12
Ischdmie/Reperfusion 1,80+£0,34 0,94 + 0,17 0,81 +0,12
Amiodaron 1,78+0,43 0,88 £ 0,10 0,74 £ 0,06

Tabelle 3. Hamodynamische und metabolische Parameter zum Zeitpunkt 1, 30 und 60 Minuten
Reperfusion nach 24h Konservierung in 4C kalter HT K-Ldsung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg
Korpergewicht Amiodaron oder Kochsalzldsung (Ischamie/Reperfusion) vorbehandelt. Lebern
unbehandelter Tiere, welche keiner 24-stiindigen kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Sham-Kontrolle. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 VS.
Sham, *p<0,05 vs. I/R.



Ergebnisse 28

76

7,5

e

7.3 7

pH

7.2 4

7.1 4

7.0

7.6

7.5 1

7.4

pH

7.3 1

724

7,14

7,0

7.6
7.5

7.4 T f

7.3

pH

7.2

7,14

7,0 T
Sham I'R Amiodaron

Abbildung 10. pH des Reperfusionseffluats zum Zeitpunkt 1min (A), 30min (B) und 60min (C)
Reperfusion mit 37C warmer KH-Losung nach 24h Kons ervierung in 4C kalter HTK-L6sung. Die
Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken) oder Kochsalzlésung (I/R,
schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24h kalten Konservierung
ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (weiRe Balken). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM

(n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0.05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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Abbildung 11. Kaliumkonzentration (K*) im Reperfusionseffluat zum Zeitpunkt 1min (A), 30min (B)
und 60min (C) Reperfusion mit 37°C warmer KH-Losung. nach 24h K onservierung in 4C kalter HTK-
Losung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken) oder
Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24h
kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (wei3e Balken). Die Daten sind

als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham.
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4.2.2 Ischamische Parameter und Leberschadigung

Wie zu erwarten zeigten sich die LDH Konzentrationen wahrend der Reperfusion deutlich
erhdht gegentber den Sham-Kontrollen (p<0,05; Abb. 12). Die Vorbehandlung mit AM
konnte den LDH Anstieg im ersten Effluat nicht verhindern, was auf einen unbeeinflussten
Konservierungsschaden hindeutet (Abb. 12). Dennoch konnte AM im weiteren Verlauf die
Hepatozyten vor Reperfusionsschaden schiitzen, was sich in den LDH Konzentrationen
widerspiegelte, die nach 30 und 60 Minuten Reperfusion auf Werte abfiel, die unterhalb der
Nachweisgrenze liegen (p<0,05; Abb. 12).

Ebenso verminderte AM die Aktivitaten der ASAT und ALAT erheblich im Vergleich zu denen
der unbehandelten Lebern, welche ebenfalls einer kalten Ischdmie ausgesetzt waren,
obgleich die Unterschiede gegenulber der I/R Gruppe zu keinem der gemessenen Zeitpunkte
signifikant waren (Tabelle 4). Die Untersuchungen des Gesamtproteins ergaben keine
Unterschiede  zwischen den einzelnen  Gruppen innerhalb des gesamten

Beobachtungszeitraums (Tabelle 4).
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Abbildung 12. Die Aktivitat der Laktatdehydrogenase (LDH) im Effluat zum Zeitpunkt 5s (A), 30min
(B) und 60min (C) Reperfusion mit 37C warmer KH-L6sung nach 24h Ko nservierung in 4C kalter
HTK-L6ésung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken) oder
Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24h
kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (wei3e Balken). Die Daten sind

als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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Parameter 1 Minute 30 Minuten 60 Minuten
ASAT (U/l)
Sham 31,81 +£7,56 0,22 +0,15 0,62 £ 0,35
Ischamie/Reperfusion 182,89 + 39,95" 7,67+2,24" 7,0043,72
Amiodaron 133,00 + 36,58" 0,50 + 0,27+ 0,63 0,50
ALAT (U/l)
Sham 13,00 £4,01 0,56 + 0,24 0,56 + 0,44
Ischdmie/Reperfusion 138,00 + 32,17" 2,78 +1,52 7,89 + 6,54
Amiodaron 102,75 + 28,11" 1,38 £ 0,38 1,00 £ 0,50
Totalprotein (g/dl)
Sham 3,16 + 0,93 0,04 + 0,02 0,14 + 0,05
Ischamie/Reperfusion 5,12 + 0,66 0,12 + 0,03 0,13 £ 0,03
Amiodaron 6,41 +1,20 0,09 £ 0,06 0,04 £ 0,02

Tabelle 4. Alaninaminotransferase (ALAT), Aspartataminotransferase (ASAT) und Totalprotein (TP)
zum Zeitpunkt 5 Sekunden, 30 Minuten und 60 Minuten Reperfusion der Lebern mit 37C warmer KH-
Lésung nach 24h Konservierung in 4C kalter HTK-L6s ung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg
Kdrpergewicht Amiodaron oder Kochsalzlésung (Ischéamie/ Reperfusion) vorbehandelt und die Lebern
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in 4T kalter HT K-Lésung aufbewahrt. Lebern unbehandelter
Tiere, welche keiner 24-stiindigen kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-
Kontrolle. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham,
*p<0,05 vs. I/R.

4.2.3 Mitochondriale Schadigung und Lipidperoxidati on

Die GLDH Aktivitat diente als Indikator fur das Ausmalf3 der mitochondrialen Schéadigung. I/R
verursachten einen Anstieg der GLDH Aktivitdt, welche Uber den gesamten
Reperfusionszeitraum signifikant gegeniber der der Sham-Kontrollen erhéht war (p<0,05;
Abb. 13). Die Vorbehandlung mit AM fihrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der
GLDH Aktivitat. Bemerkenswert war dabei, dass am Ende der Reperfusionsperiode die
GLDH Aktivitat nach Vorbehandlung mit AM sogar um mehr als das dreifache im Vergleich
zur I/R Gruppe erhoéht war (p<0,05; Abb. 13).

I/R verursachte zuséatzlich einen signifikanten Anstieg der MDA Konzentration innerhalb der
ersten 30 Minuten nach Beginn der Reperfusion im Vergleich zur Sham-Kontrolle (p<0,05;
Abb. 14). Die AM Vorbehandlung reduzierte das Ausmald der Lipidperoxidation signifikant
(p<0,05; versus I/R) auf das Niveau von den Sham behandelten Tieren nach 30- und 60-

minutiger Reperfusion (Abb.14).
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Abbildung 13. Die Aktivitdt der Glutamatdehydrogenase (GLDH) im Effluat zum Zeitpunkt 5s (A),
30min (B) und 60min (C) Reperfusion mit 37C warmer KH-Lésung nach 24h Ko nservierung in 4C
kalter HTK-L6sung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Kérpergewicht Amiodaron (graue Balken)
oder Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner
24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrollen (wei3e Balken). Die Daten

sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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Abbildung 14. Die Konzentration von Malondialdehyd (MDA) im Effluat nach 5s (A), 30min (B) und
60min (C) Reperfusion mit 37°C warmer KH-L6sung nach 24h Ko nservierung in 4C kalter HTK-
Lésung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken) oder
Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24h
kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrollen (weil3e Balken). Die Daten sind

als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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4.2.4 Gallefluss und Lebergewicht

Der Gallefluss wurde als ein Indikator fur die exkretorische Leberfunktion gemessen. I/R
bewirkte eine Verringerung des Galleflusses nach 30 und 60 Minuten Reperfusion
gegenuber Sham Kontrollen. Diese Reduktion war jedoch nicht signifikant (Abb. 15).
Dagegen war nach AM Vorbehandlung der Gallefluss bereits wahrend der Organentnahme
signifikant reduziert (p<0,05; Abb. 15A). Nach 30 und 60-minutiger Reperfusion sank der
Gallefluss weiter auf Werte nahe Null ab, was signifikant niedriger als bei den Lebern der I/R
Gruppe und denen der Shamkontrollgruppe war (p<0,05; Abb. 15B,C).

Das Gewicht der Lebern der I/R Gruppe unterschied sich nicht wesentlich von dem der
Sham behandelten Tiere, weder nach flushing und Enthahme noch nach der 60-minltigen
Reperfusion (Tabelle 5). Die mit AM vorbehandelten Lebern zeigten ein signifikant
vermindertes Gewicht bereits nach flushing und Entnahme im Vergleich zu den Sham-
Kontrollen (p<0,05) und ebenso nach 24-stiindiger kalter Konservierung (p<0,05; Tabelle 5).
Nach 60-minutiger Reperfusion war das Gewicht der mit AM vorbehandelten Lebern

vergleichbar mit dem Gewicht, das nach Organentnahme gemessen wurde.

Sham Ischamie/Reperfusion Amiodaron
Lebergewicht nach “
) 12,35+ 0,29 12,08 £ 0,30 10,81 £ 0,31
flushing [g]
Lebergewicht nach
_ 12,99 £ 0,37 11,54 £ 0,40*
Konservierung [g]
Lebergewicht nach
11,72 £ 0,54 12,09 £ 0,39 10,83 £ 0,43

Reperfusion [g]

Tabelle 5. Das Lebergewicht nach flushing mit HTK, nach 24-stiindiger Konservierung in HTK-L&sung
und nach 60-mindtiger Reperfusion mit 37C warmer KH-Ldsung. Die Spendertiere wurden mit 5
mg/kg Koérpergewicht Amiodaron oder Kochsalzlésung (Ischamie/Reperfusion) vorbehandelt und die
Lebern Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in 4C kalter HTK-Losung aufbewahrt. Lebern
unbehandelter Tiere, welche keiner 24-stiindigen kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als
Sham-Kontrolle. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs.
Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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Abbildung 15. Gallefluss wahrend der Explantationsdurchfiihrung in vivo (A), sowie nach 30min (B)

und 60min (C) der Reperfusion mit 37°C warmer KH-Losung nach 24 h Konservierung in 4C kalter

HTK-L6ésung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken) oder

Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24h

kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (wei3e Balken). Die Daten sind

als Mittelwerte £+ SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
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4.2.5 Histologie der Lebern

Im Vergleich zu den Sham-Kontrollen konnte bei den Lebern der I/R Gruppe ein signifikanter
Anstieg der Vakuolenbildung in den Hepatozyten beobachtet werden (p<0,05; Tabelle 6). Bei
den mit AM vorbehandelten Lebern zeigte sich die Vakuolisierung ebenfalls gegentber den
Sham Kontrollen (p<0,05) signifikant erhdht (Tabelle 6). Verglichen mit den I/R Kontrollen
konnte bei den mit AM vorbehandelten Lebern eine geringfligig hohere Vakuolisierung
festgestellt werden, die jedoch nicht signifikant war (Tabelle 6).

Die PAS Farbung zeigte einen deutlich reduzierten Glykogengehalt der I/R Lebern im
Vergleich zu Sham-Kontrollen (p<0,05; Tabelle 6). Interessanterweise veranderte die AM
Vorbehandlung den hepatozellularen Glykogengehalt nicht, verglichen mit den
unbehandelten Lebern, die einer 24-stindigen kalten Ischamie und 60 Minuten dauernden

Reperfusion ausgesetzt waren (Tabelle 6).

Sham Ischamie/Reperfusion Amiodaron
Zytoplasmatische M 4
o 1,63+0,38 3,10+ 0,17 3,25+0,25
Vakuolisierung
PAS 1,21+0,05 0,84 +0,05" 0,80 + 0,09

Tabelle 6. Die semiquantitative Beurteilung der zytoplasmatischen Vakuolenbildung erfolgte mit einem
Score von 0-4, die des periodic acid Schiff (PAS) positiven Gewebes mit einem Score von 1-3 (siehe
Material und Methoden) nach 60-minltiger Reperfusion mit 37C warmer KH-Ldsung. Die
Spendertiere  wurden mit 5 mg/kg Koérpergewicht Amiodaron oder Kochsalzlésung
(Ischamie/Reperfusion) vorbehandelt und die Lebern Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in 4C
kalter HTK-L6sung aufbewahrt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner 24-stiindigen kalten
Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM

(n=8 in jeder Gruppe) angegeben; #p<0,05 vs. Sham.

4.2.6 Apoptotischer Zelltod und Stressantwort

Die cleaved Caspase-3 Produkte wurden als Indikator fir den programmierten Zelltod
gewertet. I/R l6ste eine signifikante Erhéhung der Caspase-3 Aktivitat im Vergleich zu den
Sham-Kontrollen (Abb. 16) aus. Die Vorbehandlung mit AM verringerte den apoptotischen
Zelltod signifikant, wie dies in der Immunhistochemie und den Western Blot Analysen
(p<0,05; Abb. 16) zum Ausdruck kam. Die TUNEL Analyse bestatigte den signifikanten
Anstieg des apoptotischen Zelltodes bei den Leberpraparaten, die einer kalten Ischamie und
Reperfusion ausgesetzt wurden. Zudem konnte unter Verwendung der TUNEL Methode die

signifikante Verringerung des apoptotischen Zelltods bei den Lebern, die mit AM
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vorbehandelt wurden, bestétigt werden (p<0,05; Abb. 16).

Die Hamoxygenase (HO)-1 wurde als hinweisgebend fur zellularen Stress nach kalter
Ischamie und Reperfusion gemessen. I/R bewirkte eine signifikante Zunahme von HO-1 im
Vergleich zu Sham-Kontrollen (p<0,05; Abb. 17). Die Vorbehandlung mit AM reduzierte den
zellularen Stress auf Werte, die mit den HO-1 Werten in Sham-Kontollen vergleichbar waren
(Abb. 17).
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Abbildung 16. Ausmal} des apoptotischen Zelltods gemessen mit Immunhistochemie (A-C) und
Western Blot Analyse (D, E) von cleaved Caspase-3 Produkten (A-E) und TUNEL Analyse (F). Die
Untersuchung wurde nach 60min Reperfusion mit 37C warmer KH-Ldsung durchgefiihrt. Die
Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Koérpergewicht Amiodaron (C, graue Balken in E, F) oder
Kochsalzlésung (I/R; B, schwarze Balken E, F) vorbehandelt und die Lebern tber einen Zeitraum von
24h in 4T kalter HTK-L6sung aufbewahrt. Lebern unb ehandelter Tiere, welche keiner 24h kalten
Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (A, wei3e Balken in E, F). Die Daten
sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham, *p<0,05 vs. I/R.
VergréRerung (A-C): x120
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Abbildung 17. Immunhistochemie (A-C) und Western Blot Analyse (D,E) der Hamoxygenase (HO)-1.
Die Untersuchung wurde nach 60min Reperfusion mit 37C warmer KH-Ldsung durchgefiihrt. Die
Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Koérpergewicht Amiodaron (C; graue Balken in E) oder
Kochsalzlésung (I/R; B, schwarze Balken in E) vorbehandelt und die Lebern tber einen Zeitraum von
24h in 4T kalter HTK-L6sung aufbewahrt. Lebern unb ehandelter Tiere, welche keiner 24h kalten
Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (A, wei3e Balken in E). Die Daten sind

als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben; “p<0,05 vs. Sham. VergréRerung (A-C): x120
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4.2.7 Tumornekrosefaktor-alpha

Die Freisetzung von TNF-alpha in das Effluat wurde mittels ELISA gemessen. Im ersten
Effluat nach I/R ergab die Konzentration von Zytokinen einen dreifachen Anstieg gegenuber
der Sham-Kontrolle (Abb. 18). Das Ausmald an TNF-alpha blieb auch wahrend des weiteren
Beobachtungszeitraums von 60 Minuten erhoht, obgleich diese Erhdhung sich als nicht
signifikant erwies, was hdchstwahrscheinlich durch die starken Schwankungen, die bei dem
Anstieg der TNF-alpha Konzentrationen auftraten, bedingt war. Die Vorbehandlung mit AM
konnte erfolgreich den Anstieg der TNF-alpha Konzentrationen iber den gesamten

Beobachtungszeitraum hinweg vollstandig verhindern (Abb. 18).
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Abbildung 18. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) Konzentration im Effluat zum Zeitpunkt 5s (A),
30min (B) und 60min (C) Reperfusion mit 37<C warmer KH-Lésung nach 24h Ko nservierung in 4C
kalter HTK-LAsung. Die Spendertiere wurden mit 5 mg/kg Korpergewicht Amiodaron (graue Balken)
oder Kochsalzlésung (I/R, schwarze Balken) vorbehandelt. Lebern unbehandelter Tiere, welche keiner
24h kalten Konservierung ausgesetzt waren, dienten als Sham-Kontrolle (weil3e Balken). Die Daten

sind als Mittelwerte + SEM (n=8 in jeder Gruppe) angegeben.
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5 Diskussion

Das wesentliche Ergebnis des ersten Abschnitts der vorliegenden Studie besteht darin, dass
die kurzfristige Multidrug Donor Prakonditionierung (MDDP) von Lebern nach 24-stiindiger
kalter Konservierung, dem postischamischen Reperfusionsschaden nahezu vollstandig
entgegenwirkt. Diese Schutzfunktion ist durch die anti-oxidative, anti-inflammatorische und
anti-apoptotische Wirkung der MDDP Vorbehandlung bedingt.

Fur die Versuchsreihe wurde ein isoliertes Reperfusionsmodell an der Rattenleber nach
einer 24-stindigen kalten Ischamie verwendet. Dadurch war es mdglich, eine relevante
postischamische Schadigung nach 60-mintiger Reperfusion zu erzielen. Diese beinhaltete
die gesamte Breite bereits bekannter I/R Folgen, einschlieRlich der Produktion von
Sauerstoffradikalen, der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, der Infiltration von
neutrophilen Granulozyten, der Stressantwort im Gewebe und des apoptotischen und
nekrotischen Zelltodes.

Die UW- und HTK-Losungen erwiesen sich bei der Verringerung von
Konservierungsschaden bei transplantierten Lebern als erfolgreich [Mihlbacher F et al.,
1999]. Beide Losungen bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl an Substanzen, die alle
geeignet sind, Konservierungs- und I/R- Schaden im Vergleich zur Ringer-Losung zu
reduzieren. [Mihlbacher F et al., 1999].

Aktuelle Studien haben aber auch zeigen konnen, dass die Prakonditionierung mit
pharmakologischen Substanzen in der Lage ist, den Schutz der Leber vor postischdmischer
Schadigung gegeniuber herkdmmlichen Konservierungslosungen zu verbessern [Nishizawa
H et al., 1997; Lai IR et al., 2008; Montero EF et al., 2005; Shen SQ et al., 2007; El-
Ghoneimi A et al., 2007; Johnson DW et al., 2006; Schmeding M et al., 2007; Kim SH et Lee
SM, 2008; Zhang SJ et al., 2006; Duenschede F et al., 2006; Glanemann M et al., 2004;
Chimalakonda AP et Mehvar R, 2003]. Dementsprechend wird die Vorbehandlung von
Spenderorganen als ein vielversprechender Ansatz bei der Verbesserung der Ergebnisse
der Organkonservierung und Transplantation diskutiert [Lai IR et al., 2008; Duenschede F et
al., 2006; Glanemann M et al., 2004; Chimalakonda AP et Mehvar R, 2003]. Mit dem Ziel den
bestmdéglichen Schutz fir das Spenderorgan durch eine zusatzliche Préakonditionierung zu
erreichen und die postischamische Leberschadigung abzuschwachen, wurden acht
unterschiedliche Wirkstoffe in der gegenwértigen MDDP Untersuchung eingesetzt. Diese
Substanzen liefern Schutz vor I/R Schaden am Spenderorgan auf Grund von anti-oxidativen,
anti-inflammatorischen und anti-apoptotischen Eigenschaften und zeichnen sich vor allem
durch ihr pleiotropes Wirkungsprofil aus [Menger MD et Vollmar B, 2007], wie dies
beispielsweise bei Simvastatin [Dold S et al., 2009], Glycin [Moussavian MR et al., 2007,
Moussavian MR et al., 2008], Erythropoietin [Le Minh K et al., 2007; Seehofer D et al., 2008]
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und Methylprednisolon [Chimalakonda AP et Mehvar R, 2003] beschrieben wurde. Die Daten
unserer gegenwartigen Untersuchung zeigen nun, dass die kombinierte Gabe von
protektiven Wirkstoffen in Form von MDDP es ermdglicht, den kalten I/R Schaden nahezu
vollstdndig zu verhindern. Obwohl keine detaillierte Information Uber den individuellen
Beitrag jeder einzelnen dieser Substanzen geliefert werden konnte, kann zusammengefasst
werden, dass MDDP einen Ansatz darstellt, bei dem ahnlich wie bei der erwahnten UW- oder
HTK-LOsung unterschiedliche Inhaltsstoffe sich als wirkungsvoll im Hinblick auf die
Verbesserung der Organqualitat nach Konservierung erweisen. Bei der I/R spielen
verschiedene pathophysiologische Mechanismen eine Rolle, so dass auch unterschiedliche
Substanzen mit verschiedenen Wirkmechanismen zur Verminderung der I/R Schaden
notwendig sind.

Bei Curcumin handelt es sich um einen gelb-orangenen Farbstoff, der aus dem Gelbwurz
Gewtrz stammt. Shen und Mitarbeiter [Shen SQ et al., 2007] haben gezeigt, dass dieser
Wirkstoff Schutzfunktionen in einem warmen I/R Rattenmodell austbt und dass diese
Schutzwirkung mit der Verminderung der Hitzeschockproteine, der anti-oxidativen Enzyme
und des apoptotischen Zelltods einhergeht. Diese Wirkungseigenschaften des Curcumins
tragen zur Verhinderung der HO-1 Expression, der Bildung von MDA und der Caspase-3
Aktivierung bei, wie dies in der aktuellen Studie beobachtet werden konnte.

Pentoxifyllin stellt ein Methylxanthinderivat und einen Phosphodiesterasehemmer dar und
kommt Ublicherweise zur Behandlung von peripheren GefaRerkrankungen zum Einsatz.
Nishizawa und Mitarbeiter [Nishizawa H et al., 1997] zeigten in einem Spender
Vorbehandlungsversuch an Rattenlebern, dass Pentoxifyllin die Aktivierung der Kupfferzellen
unterdrickt und die durch die I/R hervorgerufene Schadigung vermindert. Pentoxifyllin
verhindert nicht nur die Produktion von TNF-alpha wéhrend der hepatischen I/R, sondern
vermindert auch die Aktivierung der Leukozyten und das Ausmall des durch Apoptose
verursachten Zelltods im mikrovaskuldren Gewebe in der postischdmischen Phase [Rudiger
HA et al., 2002; Miller JM et al., 1997]. Diese Wirkungsweise des Pentoxifyllins ist in der
Lage, die TNF-alpha Freisetzung, die Leukozyteninfiltration und den apoptotischen Zelltod
aufzuheben, wie dies bei den I/R Lebern nach Gabe des MDDP beobachtet wurde.
Simvastatin ist ein Hemmer der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)
Reduktase und als Leberenzym fur die Hemmung der Umwandlung von HMG-CoA zu
Mevalonsaure, die einen Vorlaufer der Sterole und des Cholesterols darstellt, verantwortlich.
Die Inhibierung der HMG-CoA Reduktase vermindert die Anhdufung von Mevalonsaure und
damit auch den Gehalt an Cholesterol in den Leberzellen [Yeung AC, 2002]. Neueste
experimentelle  Untersuchungen  haben  ergeben, dass Statine auch die
Entzindungsreaktionen und die Zellproliferation in den GefaRendothelien und den glatten
Muskelzellen unterdrticken [Lai IR et al., 2008; Horimoto H et al., 2002] und den I/R Schaden
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in der Leber [Lai IR et al., 2008] und der Niere [Inman SR et al., 2003] vermindern kénnen.
Von Interesse ist dabei, dass die pleiotropen Wirkungen der Statine nicht ihren
lipidsenkenden Eigenschaften zugeschrieben werden [Yeung AC et al., 2002; Lefer DJ,
2002], sondern eher durch anti-oxidative Fahigkeiten [Yeung AC et al., 2002; Lefer DJ,
2002], sowie durch ein inhibitorisches Wirkprofil auf die Leukozytenadhasion [Dold S et al.,
2009; Schramm R et al., 2007] und eine regulierende Funktionsweise auf die Mikrozirkulation
bedingt sind [Dold S et al, 2009; Tokunaga T et al, 2008]. Diese dargestellten
Eigenschaften der Statine kdnnten ebenfalls zur Schutzfunktion der MDDP Vorbehandlung in
der I/R-MDDP Gruppe beigetragen haben.

N-Acetylcystein (NAC) ist eine Thiol-enthaltende Verbindung, die eine Vorstufe des
Glutathion darstellt [Montero EF et al., 2005]. Es kann auch unmittelbar als Radikalfanger
von freien Sauerstoffradikalen dienen [Nagasaki H et al., 1998]. Glutathion kann zuséatzlich
als zellularer Oxidationshemmer agieren [Nagasaki H et al., 1998]. Die I/R Schéadigung der
Leber geht mit der Entleerung der GSH Speicher einher [Smyrniotis V et al., 2005].
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die Auffullung des Glutathions das Ausmalf der I/R
Schadigung wahrend der postischamischen Reperfusion reduziert, und dass NAC sich als
wirkungsvoll bei der Wiederherstellung der Glutathionspeicher in der Leber erweist
[Smyrniotis V et al., 2005]. Hierdurch sind wohl die protektiven Eigenschaften im I/R Modell
bedingt [Montero EF et al., 2005]. Neben den antioxidativen Eigenschaften des NAC kdnnte
das positive Wirkprofil gegentber I/R Schaden zusatzlich durch sein antiinflammatorisches
Potential, welches die Verminderung der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
und die Aggregation von Leukozyten beinhaltet [Zhang SJ et al., 2006; Koeppel TA et al.,
1996], bedingt sein.

Bei Erythropoietin (EPO) handelt es sich um ein endogenes Hormon, dass von den
intestinalen Fibroblasten der Niere und der fetalen Leber gebildet wird. Es ist ein potentieller
Stimulator der Knochenmarksaktivitdt und erhdht die Bildung der roten Blutkdrperchen
[Perez-Ruixo JJ et al., 2008]. Die Eigenschaften von EPO, die eine Schutzfunktion vor I/R
Schaden bewirken, kénnen antioxidative und antiapoptotische Effekte beinhalten [Sepodes B
et al., 2006] und auch mit einer Downregulation der TNF-alpha Produktion und einer
vermehrten Expression von eNOS [Lindenblatt N et al., 2007] einhergehen. Da TNF-alpha
eine postischamische Leukozyteninfiltration induziert [Donnahoo KK et al., 1999] und eNOS
die Fahigkeit besitzt, die Anhaftung der Leukozyten zu vermindern und die Mikrozirkulation
durch Vasodilatation zu verbessern [Gao x et al., 2007; Chan BP et al., 2004], kénnten beide
Eigenschaften des EPOs zur Reduktion des I/R Schadens beigetragen haben.

Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxy-Tryptamine) ist ein lipophiles Indoleaminprodukt, das von der
Epiphyse gebildet wird. Melatonin und seine Metaboliten sind stark wirksame Antioxidantien,

die sich als gut vertraglich und nicht giftig erwiesen haben [Korkmaz A et al., 2009]. Uber
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Melatonin wird berichtet, dass es den hepatozellularen Schaden nach warmer I/R vermindert
[Kim SH et Lee SM, 2008] und die Funktion der Leber nach kalter Konservierung und
Reperfusion verbessert [Zhang WH et al., 2006; Freitas | et al., 2006]. Exogenes Melatonin
Ubt seine antioxidative Wirkung auch dadurch aus, dass es die Aktivitat der
Superoxiddismutase und der Glutathionperoxidase nach I/R verbessert und dabei die
Anhaufung von MDA im postischamischen Lebergewebe vermindert [Korkmaz A et al., 2009;
Freitas | et al., 2006]. Dadurch kdnnte Melatonin im Rahmen der MDDP Behandlung zum
Schutz vor Reperfusionsschaden durch die Aufhebung der Wirkungen der Sauerstoffradikale
und der damit im Zusammenhang stehenden Anhaufung von MDA einen wichtigen Beitrag
geleistet haben. Interessant ist dabei, dass Melatonin die Leistungsfahigkeit der
Mitochondrien erhoht und hepatischen I/R Schaden auch dadurch entgegenwirkt, dass es
das Gleichgewicht zwischen Stickstoffmonoxid und Endothelin verbessert [Zhang WH et al.,
2006]. Diese Ergebnisse heben die pleiotropen Eigenschaften von Melatonin hervor und
lassen darauf schlieen, dass auch andere Wirkmechanismen als die anti-oxidativen
Eigenschaften an der durch MDDP vermittelten Schutzfunktion vor kalter Ischamie und
Reperfusion beteiligt sein kénnten.

Glyzin ist eine nicht-essentielle Aminosaure und stellte sich bei der Verminderung von
Schaden, die durch kalte Ischamie und Reperfusion verursacht werden, in mehreren
Versuchen als erfolgversprechend dar [Duenschede F et al., 2006]. Die Wirkung des Glyzins
wahrend der kalten Ischamie beruht auf einer Abschwéchung der Kupfferzellaktivierung,
woraus eine signifikante Verringerung der Freisetzung von TNF-alpha resultiert [Duenschede
F et al., 2006]. Bemerkenswert hierbei ist, dass Glyzin es auch ermdglicht, den
apoptotischen Zelltod der sinusoidalen Endothelzellen nach kalter I/R in der Leber zu
verhindern [Zhang SJ et al., 2005; Jacob T et al., 2003]. Folglich kénnte die verminderte
TNF-alpha Freisetzung und das Ausbleiben der cleaved Caspase-3 Expression nach MDDP
Behandlung durch das Wirkprofil von Glyzin verursacht sein.

Die ersten Befunde Uber die protektiven Wirkungen der Steroide auf die Leberischamie
wurden 1975 von Santiago Delpin und Figueroa veroffentlicht [Santiago Delpin EA et
Figueroa I, 1975]. Sie beschrieben, dass die Gabe von Methylprednisolon vor der
Leberentnahme eine Zunahme der Uberlebenszeit bei den Tieren und einen verminderten
Leberschaden im Vergleich zur nicht behandelten ischdmischen Kontrollgruppe bewirkte
[Santiago Delpin EA et Figueroa 1, 1975]. Von Interesse hierbei erscheint, dass
Methylprednisolon keinen Einfluss auf die hepatische Proteinsynthese wahrend der Ischamie
ausubt, deren Reaktivierung wahrend der Reperfusion hingegen wirkungsvoll erhoht. Diese
Wirkmechanismen konnten immer noch nicht ganz geklart werden. Man geht davon aus,
dass Methylprednisolon in der Lage ist, die Zellmemran durch die Stabilisierung der

lysosomalen Membran zu schitzen, oder die Freisetzung toxischer Substanzen aus der
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Leber wahrend der Ischamie einzuschréanken [Wang Y et al., 1996]. Abgesehen hiervon
kénnte Methylprednisolon den I/R Schaden dadurch verringern, dass es die wahrend der
Konservierung hervorgerufene Schadigung durch Kupfferzellen einddmmt [Chimalakonda AP
et Mehvar R, 2003].

Man kann zusammenfassen, dass die kurzfristige pharmakologische Prakonditionierung eine
wirkungsvolle, klinisch gut anwendbare Erganzung bei der Verbesserung der
Organkonservierung darstellen konnte. Alle Substanzen, die in unserem MDDP Protokoll
enthalten sind, erwiesen sich in den gegenwartigen Untersuchungen wirkungsvoll, die
Leberschadigung nach Ischdmie und Reperfusion zu reduzieren. Interessant war dabei die
Tatsache, dass MDDP sich in diesen Versuchen als geeignet herausstellte, den hepatischen
Reperfusionsschaden trotz der langen Konservierungsdauer von 24 Stunden in HTK-Ldsung
nahezu vollstandig aufzuheben. Obgleich die Eigenschaften und Auswirkungen der
verwendeten Substanzen bereits intensiv untersucht wurden, erschien es uns
erstrebenswert, das Ausmal der Wirkungen von den einzelnen Substanzen in Kombination
zu erfassen. Tatsache ist, dass die MDDP Vorbehandlung die durch I/R verursachte
Produktion von Sauerstoffradikalen, die durch Zytokine ausgeltste zellulare Stressreaktion,
die Infiltration von neutrophilen Granulozyten und den apoptotischen Zelltod nahezu
vollstdndig aufhebt. Die Prakonditionierung mit MDDP koénnte gerade bei kritischen
Transplantaten einen wichtigen Beitrag zur Reduzierung des primdren Organversagens

leisten.

Die wesentlichen Ergebnisse im zweiten Versuchsabschnitt dieser Studie bestanden darin,
dass die Prakonditionierung mit Amiodaron eine anti-oxidative Wirkung zeigt, aber dass
diesem protektiven Wirkprofil des AM gleichzeitig das Auftreten von mitochondrialer
Schadigung und hepatozellularer Funktionsbeeintréachtigung entgegenstehen.

Auch im zweiten Versuchsabschnitt wurde ein isoliertes Leberperfusionsmodel ex vivo mit
einem Perfusat, welches frei von Blutzellen war, verwendet. Ich bin mir dariber bewusst,
dass die einzelnen Blutzellen, wie beispielsweise Leukozyten und Thrombozyten, eine
wesentliche Rolle bei der Ausldsung von Reperfusionsschéden spielen. Dennoch war es fur
uns von Interesse die antioxidativen Eigenschaften und die unmittelbare Toxizitat des AM auf
die Leber selektiv zu erforschen. Daher haben wir uns bei diesem reduktiven Ansatz
entschieden, die Versuche zur Reperfusion ohne Blutzellen durchzufihren, um komplexere
Interaktionen und additive Freisetzungen von proinflammatorischen Zytokinen und sonstigen
Mediatoren aus diesen Blutzellen mit den direkten Wirkungen des AM zu verhindern.

Durch Sauerstoffradikale entstandener Schaden ist dafir bekannt, innerhalb von Sekunden
bis Minuten nach Einsetzen der postischdmischen Reperfusion zu wirken. Auch in diesem

Modell bewirkte die initiale Reperfusionsdauer von einer Stunde eine Lipidperoxidation, eine
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Membranschadigung, eine Beeintrachtigung der hepatischen exkretorischen Funktion und
einen apoptotischen Zelltod.

Der Kaliumkanalblocker AM wird haufig fur die Behandlung supraventrikularer und
ventrikularer Herzrhythmusstérungen eingesetzt [Vassallo P et Trohman RG, 2007]. Bei AM
handelt es sich um ein Antiarrhythmikum der Klasse lll, welches die Phase drei des kardialen
Aktionspotentials verlangert [Feld GK et al., 1984]. AM zeigt Wirkeigenschaften auf den
sinuatrialen und atrioventrikularen Knoten, die denen von Betablockern &hneln und die
Refraktarphase durch die Blockierung von Kaliumkanalen verlangern und die intrakardiale
Leitungsgeschwindigkeit des Aktionspotentials im Herzen verlangsamen [Toyama J et al.,
1996]. AM wird weitgehend in der Leber verstoffwechselt und hemmt die Aktivitat der
Cytochrom P450 Isoenzymgruppe [Klotz U, 2007; Waldhauser KM et al., 2006]. Lapenna
und Mitarbeiter [Lapenna D et al., 2001] waren die ersten, die die anti-oxidative Aktivitat von
AM im Kupffer-katalysierten Oxidationsmodell der non-HDL Fraktion demonstrierten.

AM konnte die Oxidation Uber eine Reduktion der Thiobarbituratsdure-reaktiven Substanzen,
der Lipidperoxidation und der konjugierten Dienebildung hemmen. Diese protektive Wirkung
konnte auch in vivo bei therapeutisch anwendbaren Wirkstoffkonzentrationen nachgewiesen
werden [Lapenna D et al., 2001]. Hingegen konnten andere Wissenschaftler zeigen, dass
AM auch in der Lage ist, pro-oxidative Wirkungen hervorzurufen. Nicolescu und Mitarbeiter
[Nicolescu AC et al.,, 2008] wiesen die Zytotoxizitit von AM in HPL1A Zellen im
menschlichen peripheren Lungenepithel nach. Diese war durch eine unmittelbare
Funktionsbeeintrachtigung der Mitochondrien bedingt, welcher die Entstehung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) vorausgegangen war. Im Einklang zu dieser Beobachtung
demonstrierten Waldhauser und Mitarbeiter [Waldhauser KM et al., 2006] an isolierten
Leberzellen einen durch AM hervorgerufenen Anstieg der ROS, welche einen apoptotisch
und nekrotisch bedingten Zelltod verursachte. In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte
zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Vorbehandlung mit AM zu einer signifikanten
Reduktion der Lipidperoxidation nach 24-stindiger kalter Ischdmie und 60-minitiger
Reperfusion fuhrt. Dies konnte durch die verminderte Konzentration an MDA im Effluat
nachgewiesen werden.

Die Daten der vorliegenden Studie bestatigen, dass die kalte I/R die Bildung der ROS und
die Manifestierung des apoptotischen Zelltods begunstigt. Dies konnte durch die erhdhten
MDA Werte und TNF-alpha Konzentrationen und eine Zunahme der cleaved Caspase-3
bestatigt werden. ROS sind dafir bekannt, apoptotischen Zelltod auszulésen [Orrenius S et
al., 2007]. Folglich bestand ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der MDA und TNF-
alpha Werte nach AM Vorbehandlung mit einer Reduktion der cleaved Caspase-3 und der
Anzahl TUNEL-positiver Zellen, was die anti-oxidative Schutzwirkung des AM belegt.

Die Untersuchungen des Zellmembranschadens Uber die Freisetzung der LDH im Effluat
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ergaben eine signifikant reduzierte Membranintegritat innerhalb der I/R Gruppe. Die
Vorbehandlung mit AM war hierbei nicht in der Lage, die Membranschaden im ersten Effluat
der Reperfusion zu vermindern. Dagegen konnte AM im weiteren Verlauf der Reperfusion
die LDH Freisetzung aus den Leberzellen deutlich reduzieren. Dieses Ergebnis korreliert mit
der verminderten Lipidperoxidation durch eine AM Prékonditionierung, die wahrend der
Reoxygenierung erzeugt wird, worliber auch schon andere Wissenschaftler berichtet haben
[Baudin B et al., 1996].

Es konnte gezeigt werden, dass der oxidative Stress eine wichtige Rolle bei der
Pathophysiologie des Reoxygenierungsschadens in der Leber spielt [Marzi | et al., 1992].
Reaktive Sauerstoffradikale haben schadigende Auswirkungen auf die Leberzellen, zu denen
auch die Schadigung der Mitochondrien zahlt [Lee WY, 2005]. In vitro Versuche mit
Herzmuskelzellen und Lebermitochondrien haben ergeben, dass AM eine inhibitorische
Wirkung auf die durch Sauerstoffradikale vermittelte Lipidperoxidation der Mitochondrien des
Herzens und der Rattenleber ausibt [Ide T et al., 1999; Ribeiro SM et al., 1997]. Allerdings
war in der vorliegenden Studie die GLDH, welche als Hinweis fur mitochondriale Schadigung
dienen kann, nach AM Vorbehandlung nicht verringert. Vielmehr zeigte sich die GLDH
Aktivitat nicht nur im Vergleich zu den Sham-Kontrollen, sondern auch im Vergleich zu den
mit Kochsalzlésung vorbehandelten I/R Lebern signifikant erhoht. Dies kdnnte auf eine
ausgepragte, durch Radikale hervorgerufene Schadigung oder auf eine durch AM
unmittelbar ausgeloste mitochondriale Toxizitat hinweisen. Obwohl angenommen wird, dass
AM die Entstehung von intrazellularen Radikalen férdert [Waldhauser KM et al., 2006], gibt
es Belege dafir, dass die durch AM verursachte Toxizitat eher aufgrund von mitochondrialen
Funktionsbeeintrachtigungen als durch eine Uberproduktion von ROS entsteht [Nicolescu AC
et al., 2008]. Tatsachlich hatte ich auch eine Zunahme des apoptotischen Zelltods und damit
auch eine Zunahme der Freisetzung an cleaved Caspase-3 erwartet, wenn in der
vorliegenden Studie die mitochondriale Schéadigung nach AM Vorbehandlung durch eine
Uberexpression von ROS erzeugt worden wére. Die signifikante Abnahme der Caspase-3
Aktivitdt nach AM Gabe belegt, dass AM antioxidativ wirkt und dass der ausgepragte
mitochondriale Schaden durch einen Mechanismus ausgelost wird, der unabhéngig von der
Entstehung von ROS ist.

Es wird davon ausgegangen, dass die mitochondriale Schadigung, wie sie nach
Vorbehandlung mit AM beobachtet wurde, mit einem erhéhten mitochondrialen Zelltod in
Zusammenhang steht. Dennoch muss sich aus dem mitochondrialen Schaden, der durch AM
erzeugt wurde, nicht notwendigerweise ein apoptotischer Zelltod ergeben [Varbiro G et al.,
2003]. Die Tatsache, dass der apoptotische Zelltod nach AM Vorbehandlung verglichen mit
den unbehandelten I/R Tieren verringert werden konnte, ist sehr wahrscheinlich auf die

Tatsache zuritickzufiihren, dass die antioxidativen Eigenschaften deutlich starker zum
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Ausdruck kommen, als die Induktion der Apoptose aufgrund der mitochondrialen Toxizitat
des AM. Um weiter zu klaren, ob der apoptotische Zelltod in der vorliegenden Studie durch
Mechanismen ausgeldst wird, die nicht unmittelbar mit einer Schadigung der Mitochondrien
einhergehen, stellten wir die Uberlegung an, ob Apoptose auch durch eine Zunahme der
TNF-alpha Freisetzung aus den Kupfferzellen hervorgerufen werden koénnte. Diese
Hypothese wird durch unsere Daten, die eine Zunahme der TNF-alpha Werte nach I/R
aufwiesen, welche nach AM Vorbehandlung allerdings deutlich verringert war, gestiitzt.
Dadurch kénnte auch die Abschwachung des apoptotischen Zelltods durch AM trotz der
erhohten mitochondrialen Schadigung erklart werden.

Der Gallefluss wird als ein wesentlicher Indikator fur die exkretorische Funktion der
Leberzellen verwendet [Xu H et al., 2004; Jonas E et al., 2006; Smrekova R et al., 2000;
Bowers BA et al., 1987]. In unseren Experimenten drosselte die Vorbehandlung mit AM den
Gallefluss bereits wahrend der Operation des Spendertieres, bevor das Organ durchspilt
und der kalten Ischamie ausgesetzt wurde. Unsere Daten kdnnen nicht klaren, ob diese
Funktionsstoérung der Lebern durch die hepatotoxische Wirkung des AM verursacht wurde,
oder ob sie durch die durch AM vermittelte Funktionshemmung der Kaliumkandle bedingt ist.
Hill berichtete, dass der 4,4'-Diisothiocyanatostilbene-2,2'-Disulfonat-Anionentransport-
hemmer einen Kaliumkanalblocker-sensitiven K* Einstrom, der mit verminderter hepatischer
exokriner Sekretion einhergeht, aktiviert [Hill CE, 1999]. In der Tat stellen der Na'-K*-2CI
Cotransport, der CI/HCO; Austausch und die Barium-sensitiven K' Kanale wichtige
Komponenten bei der Stimulierung der Galleflusssekretion in den Leberzellen dar [Hill CE et
al.,, 2002]. Dies deutet darauf hin, dass die Kaliumkanalblockade die exkretorische
Funktionsfahigkeit der Leberzellen sowohl unter Standardbedingungen als auch nach kalter
Ischdamie und Reperfusion beeintrachtigen kann. Allerdings kann ich auch nicht
ausschlieRen, dass AM die exkretorische Funktion der Leber durch die Verursachung eines
frihen mitochondrialen Schadens negativ beeinflusst hat.

Die Blockierung von K* Kanalen spielt eine Schltsselrolle bei der Regulierung des
Zellvolumens und des pH-Werts [Ollivier H et al.,, 2006; H&ussinger D et al., 2006].
Dementsprechend ist die Verringerung des pH-Werts nach AM Vorbehandlung sehr
wahrscheinlich auf die Blockierung von K* Kanalen durch die Hemmung des Austausches
von Wasserstoffionen zurtickzufiihren. Die Regulierung des Zellvolumens, welche aufgrund
einer Zellschwellung erfolgt, geht mit der Freisetzung von lonen durch Aktivierung von K*
Kanalen und/oder Anionenkanélen, des KCI-Cotransports oder der gleichzeitigen Aktivierung
des K*/H" und CI/HCO; Austausches einher. Die Zellvolumenregulierung, die aufgrund einer
Schrumpfung der Zellen eingeleitet wird, fihrt zur Anhaufung von lonen durch Aktivierung
des Na'-K*-2CI-Cotransports, des Na'/H" Austausches parallel zum CI/HCO; Austausch,

oder parallel zur Aktiverung von Na* Kanalen [Panayiotidis Ml et al., 2006]. Die Blockierung
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von K* Kanalen innerhalb dieser Kaskade, die durch das AM eingeleitet wird, konnte nicht
nur den pH-Wert, sondern auch das Zellvolumen vermindert haben. Dies kénnte der Grund
fur die Verringerung des Lebergewichtes sein, wie es nach AM Vorbehandlung beobachtet
wurde.

Schlie3lich konnte bei unseren Versuchen gezeigt werden, dass die Vorbehandlung von
Organspendern mit dem Kaliumkanalblocker AM signifikante anti-oxidative Wirkungseigen-
schaften bei der kalten IschAmie und Reperfusion der Leber hervorruft. Neben diesen
protektiven Funktionen zeigt AM allerdings auch hepatotoxische Eigenschaften, die die
Erzeugung von Schadigungen der Mitochondrien und die Beeintrchtigung der
exkretorischen Funktionsféhigkeit der Leberzellen beinhalten. Da diese Leberzelltoxizitat das
Versagen des Spenderorgans herbeifihren kann [Lewis JH et al., 1989; Norris W et al.,
2007; Lim PK et al., 1984], sollte die Behandlung mit AM als antiarrhythmische Therapie bei

potentiellen Leberspendern mit Vorsicht durchgefuhrt werden.
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