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Einleitung und Grundlagen

1 Einleitung und Grundlagen

1.1 Die Lebertransplantation

Die orthotope Lebertransplantation (oLTX) stellt bis heute, die einzige kausale
Therapieoption einer Lebererkrankung im Endstadium dar. Die terminale
Leberinsuffizienz manifestiert sich in vielen Erkrankungsfallen als fortgeschrittene
Leberzirrhose. Wobei Virushepatitiden, sowie Alkohol (nutritiv-toxisch) und primare
bilidre Cholangitiden als Hauptursachen einer Leberzirrhose zu betrachten sind. Als
weitere Ursachen einer Leberzirrhose kommen nicht-alkoholische
Fettleberhepatitiden (NASH), oder das Budd-Chiari-Syndrom, sowie angeborene
Stoffwechselerkrankungen (z.B. M. Wilson) infrage. Andere Indikationen zur
Lebertransplantation sind das durch Toxine, Medikamente sowie Viren bedingte
akute Leberversagen und primare maligne Lebertumore im frihen Stadium. Im
Kindesalter fuhrt die Agenesie der Gallenwege (Gallengangsatresie) in vielen Fallen
zu einer LTX-Indikation (1, 2).

Die orthotope Lebertransplantation ist heutzutage ein standardisiertes operatives
Verfahren, das seit seiner Einfuhrung weitreichende Fortschritte gemacht hat. Als
Thomas E. Starzl 1963 die erste Lebertransplantation durchfiihrte, blieb dieser Erfolg
aber aufgrund der postoperativ nicht langer als ein Jahr Uberlebenden Patienten
begrenzt (3). Verschiedene Ursachen sollten diese dramatische Situation aber ab
1967 und den darauf folgenden Jahren drastisch umkehren. Zu den vorrangigen
Grinden dieser hohen postoperativen Letalitat gehorten die Abstol3ungsreaktionen,
die technischen Probleme und die mangelhaften Konservierungsmaoglichkeiten der
Transplantate.

Erst durch die Einfihrung von immunsupressiven Medikamenten wurde das grof3e
Problem der Abstof3ung vermindert. Durch den Einsatz des Anti-Metaboliten 6-
Mercaptopurin, wurde 1959 der erste Schritt zur Unterdrickung der Immunantwort
unternommen (4). Als Azathioprin als Folgeentwicklung entstand und zusammen mit
Kortikosteroiden  kombiniert wurde, gelang erstmals eine ausreichende
immunsupressive Therapie (5, 6). Mit der Zulassung von Cyclosporin A im Jahre
1981, reduzierte sich die Anzahl der immunologisch bedingten Transplantatverluste

deutlich (7-10). Seit der Etablierung von Tacrolimus, MMF, Sirolimus und
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spezifischen Antikdrpertherapien (anti-IL-2-Rezeptor, anti-CD3-Antikdrper), gegen
Ende der achtziger Jahre, stehen weitere Immunsupressiva zur Verfiugung (11-13).
Des Weiteren wurde das perioperative Management, sowie die operativen Techniken
verbessert und standardisiert. Unter anderem konnte durch die Verwendung eines
extrakorporalen Bypass-Systems in Form einer Biopumpe, sowie der Verbesserung
der Gefal3- und Gallengangsanastomosierung eine Senkung der Mortalitat und
Morbiditat erreicht werden (14).

Durch die fortwéhrende Entwicklung und Optimierung der Konservierungslésungen
konnte der Konservierungsschaden reduziert werden. In der Folge besserte sich die
Transplantatfunktion und die mdgliche Konservierungsdauer der Leber verlangerte
sich auf bis zu 24 Stunden (15, 16). Dieses fuhrte in den letzten Jahren zu einer
signifikanten Verbesserung des Uberlebens nach orthotoper Lebertransplantation.
Derzeitig nehmen 27 européische Staaten an der ,European Liver Transplant
Registry” (ELTR) teil und veroffentlichen alljahrlich die Jahresiberlebensraten nach
Lebertransplantation im europaischen Raum. Laut ELTR werden 5-, und 10-
Jahresiuberlebensraten von 71 bzw. 61 Prozent nach Lebertransplantation erreicht
(83). Hingegen werden im hiesigen Transplantationszentrum sogar 5-, und 10-
Jahresiuberlebensraten von 84 bzw. 76 Prozent nach Lebertransplantation erreicht.
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Abbildung 1 : Patienten-Uberleben am Transplantationszentrum der Chirurgischen Klinik, Campus

Virchow Klinikum, Charité Berlin im Vergleich zum europaischen Durchschnitt.
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Jede Leber wird im Verlauf der Transplantation zwangslaufig zu einem gewissen
Grad geschadigt. Manche Lebern jedoch so schwer, dass sie versagen und eine
sofortige Re-Transplantation erforderlich wird (primary nonfunction= PNF). Andere
funktionieren so schlecht, dass eine langere Behandlung der Patienten auf der
Intensivstation nétig wird (primary dysfunction= PDF).

Das primére Transplantatversagen (PNF), sowie die primare Transplantatdysfunktion
(PDF) und die Transplantatabsto3ung stellen immer noch grof3e Probleme dar und
sind die Hauptursachen fir eine Mortalitétsrate von 15 bis 25 Prozent in den ersten
beiden Jahren nach der Transplantation (17-21). Ein primares Transplantatversagen
konnte in 8,4 bzw. 7,8 Prozent der Falle nach orthotoper Lebertransplantation
beobachtet werden (22, 23) und ist somit eine Hauptursache fir das Nichttiberleben
des Empfangers (24-26). Zudem konnte klinisch nachgewiesen werden, dass es bei
einer schweren Konservierungsschadigung zu  verstarkten  Transplantat-
AbstolRungsreaktionen des Empfangers kommt (27, 28).

Die aktuelle weltweite Situation der Lebertransplantation wird von dem Dauerproblem
des Organmangels gepragt, so dass Patienten auf der Warteliste sterben bevor ein
geeignetes Spenderorgan zur Verfigung steht (3, 29). Diese Entwicklung hat dazu
gefuhrt, dass vermehrt Organe die nur bedingt zur Transplantation geeignet sind,
akzeptiert werden. Diese qualitativ schlechteren Transplantate, auch ,marginale”
Organe genannt, sind vermehrt mit primarem Transplantatversagen, primarer
Transplantatdysfunktion und einem verringerten Empfangertuberleben assoziiert. Es
wird angenommen, dass diese negativen Auswirkungen durch die
Transplantateigenschaften der ,marginalen® Organe in Verbindung mit der
Spenderorganentnahme, Konservierung und Reperfusion verursacht werden. Im
klinischen Fokus stehen hierbei die Organkonservierung und der unmittelbare
Zusammenhang mit auftretenden Ischamie/Reperfusionsschaden. Der Schweregrad
dieser Schaden ist unter anderem von der vorbestehenden Leberschadigung, der
kalten und warmen Ischamiezeit, sowie der Konservierungs- und Reperfusionsart
abhangig (1, 30-32).
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.Die Datenlage bezuglich ,marginaler* Organe ist dabei haufig widersprichlich und
schlecht vergleichbar, da fir ein bestimmtes Marginalitatskriterium in verschiedenen
Arbeiten oft unterschiedliche Auspragungsgrade als Grenze der Marginalitat
verwendet und die Ergebnisse einzelner Studien meistens retrospektiv erhoben
wurden (33)".

Die in der Tabelle 1 aufgezeigten Angaben entsprechen den
Konsensentscheidungen der grof3en Transplantationszentren beztglich ,marginaler*
Organe (34).

Tabelle 1: Faktoren die zur Marginalitat von Spenderorganen beitragen

Faktor Parameter
Spenderfaktoren Alter, Verfettung, Lange des Aufenthalts auf
der Intensivstation, Hypernatriadmie,

Hypotension, Reanimation, Katecholamine,

Infektionen

Entnahmebedingte Faktoren Manipulation, technische Probleme,

kardiozirkulatorische Instabilitat des

Spenders
Faktoren im Rahmen von Konservierung/ Perfusionsdruck, Konservierungslosung,
Ischamie-Reperfusion Ischamiezeit, Reperfusionsschaden
Implantationsassoziierte Faktoren Operationszeit, Transfusionen, technische
Probleme
Empfangerbedingte Faktoren praformierte Antikorper, ungenigende

Leberzellmasse (,small for size*), klinischer

Zustand (Herz-Kreislauf-Versagen,

Infektion/Sepsis)
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Von Seiten der Bundesarztekammer wurde im Rahmen der Richtlinien zur
Organtransplantation, eine Definition ,marginaler* Organe fiur Spenderlebern
(Extended Donor Criteria, EDC) erstellt (35):

. HBV oder HCV positiv

. Sepsis mit positiver Blutkultur

. Meningitis

. extrahepatische Tumorerkrankung

. Drogenabusus

. Spenderalter >65 Jahre

. Fettleber >40 Prozent (histologisch gesichert)

. Na >165 mmol/ | (letzter Wert vor der Spendermeldung)

. Intensivstation einschlie3lich Beatmung des Spenders >7 Tage

. Adipositas des Spenders mit BMI >30

. Kaltischamiezeit >13 Stunden
. AST oder ALT >3 x normal (letzter Wert vor der Spendermeldung)
. Bilirubin >3mg/dI (letzter Wert vor der Spendermeldung)

In diesem Zusammenhang beschéftigt sich diese Arbeit mit der Problematik der

Fettleber in der Transplantationschirurgie.
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1.2 Die Fettleber und ihre Rolle in der Transplanta  tionschirurgie

Verfettete Lebern stellen in den westlichen Landern ein allgemein verbreitetes
Problem dar. So wiesen 6 bis 11 Prozent der Lebern, die im Rahmen von Autopsien
untersucht wurden, Verfettungen auf (36, 37). Diese kdnnen unter anderem durch
Fettleibigkeit, Alkoholmissbrauch oder verschiedene metabolische Stérungen
verursacht sein (38, 39). Wobei histologisch zwischen der grof3tropfigen
(makrovesikularen) Form mit Verdrangung des Zellkerns an den Rand, sowie der
kleintropfigen (mikrovesikularen) Leberzellverfettung und den verschiedenen
Ubergangsformen unterschieden werden muss.

Der Einsatz einer makrovesikular verfetteten Leber im Rahmen einer
Organtransplantation ist mit einem erhéhten Risiko des priméaren
Transplantatversagens (PNF) oder einer schlechteren initialen Transplantatfunktion
(PDF) verbunden. Im Kontrast dazu stellt ein Spenderorgan mit einer
mikrovesikularen Steatosis hepatis, unabhangig vom Grad der Verfettung, keine
Prognoseverschlechterung flir den Empfanger dar (40). Erschwerend kommt ein
zunehmender Mangel an Spenderorganen hinzu, so dass in der Folge erhéhte
Mortalitdtsraten der potentiellen Organempfanger auftreten. Daher wurde ein
flexiblerer Umgang bezuglich der Akzeptanz von Spenderorganen noétig (41).

Die Pravalenz verfetteter Lebern betragt bei Kadaverspenden zwischen 13 und 28
Prozent und steigt mit dem zunehmenden Alter des Spenders (1% <20 Jahre, 18%
zwischen 20 und 40 Jahren, 39% >60 Jahre)(36, 42). Zum gegenwartigen Zeitpunkt
herrscht ein allgemeiner Konsens, dass Lebern die eine milde (10-30%) bis
moderate (30-60%) makrovesikulare Verfettung aufweisen, zur Transplantation
genutzt werden konnen. Studien demonstrierten, dass eine milde bis moderate
makrovesikulare Leberverfettung des Transplantates keine gesteigerte Mortalitat
nach einer Lebertransplantation aufweist (43). Eine makrovesikulare Fettleber die
einen Fettanteil von tber 50 Prozent aufweist, findet in den meisten Zentren fur
Transplantationschirurgie keine Bericksichtung. Diese Organe werden in den
meisten Fallen abgelehnt, da viele Studien eine erhdhte Mortalitat nach einer
Lebertransplantation mit einem schwer verfetteten Organ (>60%) aufzeigten (24).
Alle weiteren Angaben innerhalb dieser Arbeit zur verfetteten Leber beziehen sich,

aufgrund der oben genannten Griinde, auf makrovesikulare Verfettungsmuster.
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1.3 Ischamie/Reperfusionsschaden der Fettleber

Der Pathomechanismus des Ischamie/Reperfusionsschadens einer verfetteten Leber
unterscheidet sich deutlich von dem einer normal gesunden Leber (44). Viele dieser
Mechanismen sind nach wie vor ungeklart, allerdings gibt es vermehrte Hinweise
darauf, dass die Fettleber eine verringerte Toleranz gegeniber ischamischen
Insulten aufweist (45, 46). Wahrend in einer normal gesunden Leber vermehrt
apoptotische Prozesse im Rahmen eines Ischamie/Reperfusionschadens zu
beobachten sind, ist in der Fettleber eine hohere Anzahl von Nekrosen anzutreffen
(40).

Der Prozess der Nekrose tritt in der Zelle als Folge starker Zellschadigung auf. Dabei
setzt die nekrotische Zelle toxische Zellinhalte in die Umgebung frei, wodurch es zu
einer entzindlichen Reaktion kommt. Die Apoptose (programmierter Zelltod)
hingegen beginnt mit der Schrumpfung der Zelle. Danach stilpt sich die
Zellmembran aus (blebbing) und die genomische DNA sowie das Zytoskellett werden
fragmentiert. Die Zelle gibt nun ihren Inhalt ohne Entzindung in Vesikel
(apoptotische Korperchen) ab, die von Phagozyten aufgenommen werden.

Durch eine Ischamie kann das Apoptose-Programm der Zelle initiiert werden. Mit der
Ligandenbindung an Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-Rezeptor) und der
Ausschittung von pro-apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien stehen
verschiedene Mechanismen zur Aktivierung der Apoptose zur Verfigung. Die
Ligandenbindung fahrt zur Bildung des multimeren Komplexes DISC (death inducing
signaling complex). Dieser fuhrt schlie3lich zur Aktivierung von Proteasen so
genannten Caspasen (cystein-specific aspartate proteases). Durch protolytische
Spaltung von Effektorcaspasen und durch Apoptose-induzierende Stimuli wird der
zentrale pro-apoptotische Faktor Cytochrom C aus den Mitochondrien ins
Zytoplasma ausgeschuttet. Nachdem Cytochrom C ins Zytoplasma freigesetzt ist,
bindet es an das Adaptermolekil apoptosis protease activating factor-1 (Apaf-1) und
aktiviert zusammen mit desoxy-ATP eine weitere Caspase. Dieser Komplex wird als
Apoptosom bezeichnet. Hierdurch werden weitere Caspasen aktiviert und diese
fuhren schlief3lich zur DNA-Fragmentierung und Apoptose (Abb. 2) (117).

12
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Abbildung 2: Vereinfachte, schematische Darstellung der Signaltransduktionswege, die zur
Apoptose fuhren, modifiziert von T. Brunner (47)

Diese Mechanismen des programmierten Zelltodes gelten aber nach derzeitigen
Erkenntnissen nur bedingt fur die Fettleber. Die Fettanreicherungen fuhren durch ein
vermindertes sinusoidales Blutvolumen und eine herabgesetzte Mikrozirkulation zu
einer veranderten Anatomie der Fettleber. Durch intrazellulare Fettanreicherungen
ergeben sich Verdnderungen der Hepatozytenmorphologie, so dass es zu
vermehrten neutrophilen Adhé&sionen, sowie einer verminderten
Mitochondrienfunktion und zu einer verringerten ATP-Synthese kommt (44, 48). In
einem Modell mit homozygoten Zucker-Ratten (Genetisches Rattenmodell mit
defektem Leptin-Rezeptor und konsekutiver Verfettung der Leber) konnte
beispielsweise ein verminderter Galleflul3 in der Fettleber nachgewiesen werden
(49).

Die Ischamie/Reperfusionsschaden im Rahmen einer Transplantation fihren in der
Fettleber vorrangig zu Nekrosen. Der programmierte Zelltod im Sinne einer Apoptose
spielt nur eine untergeordnete Rolle. Vermutlich ist die vermehrte Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies einer erhdhten Konzentration von Triglizeriden,
Phospholipiden und Fettsauren in der Fettleber geschuldet. Folglich tritt durch die

vermehrte Fettanreicherung eine Kompression der Lebersinusoide auf (50, 51). Das
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resultierende reduzierte Sauerstoffangebot und die vermehrte Anzahl von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) bewirken eine verminderte ATP-Synthese (44). Hierdurch
wird die Synthese von Apoptose vermittelnden Proteinen eingeschrankt und in die
Funktionen der Kupferzellen verandert (40).

Die Ursache des erhodhten Ischdmie/Reperfusionsschadens in der Fettleber wird von
Koneru und Dikdan als dichotomer Prozess betrachtet. Laut dieser ,Doppelhit-
Hypothese” sind die Verfettung und die vermehrte Bildung von radikalen
Sauerstoffspezies wahrend der Reperfusion die Bestandteile dieses Prozesses.
Schlielich wird die bereits erlauterte Zellkaskade mit einer konsekutiven
Zellschadigung und einem finalen Zelltod initiiert (48).

Die kalte Ischamie und die anschlieBende Reperfusion, erzeugen lysosomale
Schaden in der verfetteten Transplantatleber. Diese flihren vermutlich zu einer
erhohten Permeabilitdt der Mitochondrienmembran und schranken die
mitochondriale Funktion ein. Als Folge davon kommt es durch die verminderte
Ausschleusung von Proteasen und Wasserstoffionen zu Nekrosen und Apoptosen
der Hepatozyten (52). In der Fettleber setzt zudem die Proliferation der Hepatozyten

nach einer Leberresektion verzogert ein (40).

14
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1.4 Eigenschaften und Anwendungen von Erythropoieti n

Das Glykoprotein Erythropoietin (EPO) gehort zur Gruppe der hamatologischen
Wachstumsfaktoren und wird hauptséchlich in den peritubularen Interstitiumzellen
der Niere produziert. Allerdings sind auch Organe wie die Leber, der Uterus und das
Gehirn zu einer EPO-Synthese befahigt. In der Leber findet die zweithGchste
Produktion und Sekretion von EPO durch die Hepatozyten, Hepatom- und
Kupfferzellen statt (53). Im Zielorgan Knochenmark stimuliert es die Vorlauferzellen
der erythroiden Reihe und fihrt zu einem Anstieg von Retikulozyten und
Erythrozyten (54). Die Halbwertszeit von Erythropoietin betragt circa 6 bis 8 Stunden
(55). Bei exogen zugefuhrtem rekombinantem humanen Erythropoietin (rhEPO) ist
sie von der Applikationsform abhéngig. Erythropoietin verteilt sich nach der Injektion
innerhalb einer halben Stunde in einem Plasmaraum von circa 75 ml/kg
Korpergewicht, entsprechend einem Volumen von 5 bis 6 Litern (56).

In den letzten 15 Jahren ist rhEPO vielfach in den Kliniken zum Einsatz gekommen,
vor allem bei Blutarmut infolge von Nierenversagen, bei Tumoranamie oder bei der
Gewinnung von Blutkonserven aus Eigenblut. Dabei hat es sich bei Millionen von
Menschen als ausgesprochen gut vertraglich und sicher in der Anwendung erwiesen
(57, 58).

Die EPO-Synthese wird nicht etwa durch eine verminderte Menge der Erythrozyten,
sondern durch einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck im Blut induziert. Sobald ein
hypoxischer Zustand im Organismus entsteht, wird EPO in das periphere Blut
freigesetzt. Diese hypoxieabhangige EPO Expression wird primar durch das
heterodimere Protein HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) reguliert (59). Die
Gentranskription wird tber einen Enhancer vermittelt, welcher sich am 3’-Ende des
EPO Gens befindet und eine spezielle Bindungsstelle fur HIF-1 darstellt (60). HIF-1
ist ein aus zwei Untereinheiten bestehender Transkriptionsfaktor, wovon eine
sauerstoffunabhéngig ist (61). Die andere grél3ere Untereinheit ist sauerstofflabil,
daher wird sie unter normoxischen Bedingungen abgebaut. Bei einer Hypoxamie
wird das Hippel-Lindau Protein blockiert und es kommt in der Folge zu einer
Hemmung des katalytischen Abbaus der HIF-1 Untereinheit (HIF-1a) (62). Die HIF-1

Untereinheit dringt in den Zellkern ein, wird zum Heterodimer und verbindet sich dort
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mit einer hypoxieresponsiven Region des EPO Gens, wodurch die EPO-
Transkription gesteigert wird (63).

Nicht nur die Hypoxie, sondern auch andere Stdérungen im Stoffwechsel wie eine
Hypoglykdmie oder erhohte intrazellulare Calciumspiegel fuhren mdglicherweise zu
einer verstarkten Expression von EPO uber die Aktivierung von HIF-1. Auf3erdem
konnen eine Reihe von Zytokinen wie der Insulin-&hnliche-Wachstumsfaktor (Insulin-
like growth factor-1, IGF-1), Tumornekrosefaktor-a (Tumor necrosis factor-a, TNF-a),
Interleukin-1p (IL-18) und Interleukin-6 (IL-6) die Produktion und Sekretion von EPO
regulieren (64).

EPO ist auf die Bindung mit dem EPO-Rezeptor (EPO-R) angewiesen, ohne ihn
konnte EPO keine Wirkung austben. Der EPO-Rezeptor befindet sich auf der
Oberflache von erythroiden und nicht-erythroiden Blutzelllinien, wie den colony-
formingunit (CFU) Erythrozyten und Pronormoblasten (65, 66), sowie den myeloiden
Zellen, Lymphozyten und Megakaryozyten (67). EPO fordert die Proliferation, die
Differenzierung und das Uberleben erythrozytarer Vorlauferzellen im Knochenmark,
indem es an deren Rezeptoren bindet. Durch die Bindung von EPO an seinen
Rezeptor und der daraus resultierenden Konformationsanderung, wird eine an die
transmembrane Doméne des Rezeptors assoziierte tyrosinspezifische Proteinkinase,
die Januskinase 2 (JAK2), durch Autophosphorylierung aktiviert (68-70). Die JAKs
phosphorylieren unter anderem acht Tyrosinreste der zytoplasmatischen
Rezeptordomane. Uber diese binden als STATSs (signal transducers and activators of
transcription) bezeichnete Transkriptionsfaktoren an die Tyrosylphosphate. Die
Tyrosinphosphorylierung der STATs, ermdglicht ihnen das Eindringen in den Zellkern
und schlieBlich die Aktivierung der Transkription spezifischer Gene pleiotroper Zellen
(71). Hierdurch kommt es unter anderem zu einer Proliferation von EPO und einer
Reduktion der Apoptoseinduktion in der Zelle (72).

Die Uberlebenskapazitat der Zellen und die Hemmung der Apoptose kann auch
durch die Protein-Kreatinin-Kinase (PKC) positiv beeinflusst werden. Einige Kinasen
der PKC Familie sind der Lage, die durch EPO induzierte Proliferation und
Differenzierung von erythroiden Zellen zu steuern (71).

Eine weitere Einflussmoéglichkeit von EPO, sind die mitogenaktivierten
Proteinkinasen (MAPKs). Diese bestehen aus Serin- und Threoninkinasen,
extrazellularen Signalkinasen (ERKSs), c-Jun Aminoendekinasen (JNKs) sowie der
p38 MAP Kinase und werden meist entweder Uber ,Survival factors” oder durch
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.Death Promoting Receptors® aktiviert. Durch die EPO vermittelte MAPK/ERK
Signalkaskaden Aktivierung, translozieren diese in den Zellkern, um dort die
Transkription verschiedener Gene zu aktivieren, die wiederum Zelldifferenzierung,
Zellwachstum oder Zelltod vermitteln. Eine Zytoprotektion kann Uber die ERK1/2
Kaskade induziert werden, wobei die ERK Kaskade hauptsachlich die Apoptose
reguliert (73).

Im Tiermodel bewies die Anwendung von rhEPO, dass es sowohl im Gehirn als auch
im Herz einen Schutz gegentber Ischamie/Reperfusionsschaden bietet. Dieser
Schutz reicht von neurologischen und entzindlichen Erkrankungen, uber
Leberschaden bis hin zu Herzinfarkten. Es wurde zahlreich demonstriert, dass
rhEPO beim Menschen Nervenzellen vor Apoptose schiitzt, zerstorerische reaktive
Sauerstoffspezies im Blut abfangt und entziindungshemmend wirkt. Zudem fordert
es das Wachstum und die Verzweigung von Nervenzellen sowie die Bildung und
Verastelung von Blutgefalien (74). Studien zeigten, dass rhEPO das Nervengewebe
selbst vor den Wirkungen eines Schlaganfalls schitzt. Wenn rhEPO rasch nach
einem solchen Infarkt verabreicht wurde, war es gut vertraglich und reduzierte
deutlich die neurologischen Ausfélle sowie die Grdl3e des vom Infarkt geschéadigten
Hirngewebes (75). Am Herz schitzt rhEPO in vitro die kardialen Myoblasten und in
vivo die Kardiomyozyten gegen ischamische Gewebeschaden und Apoptose, wenn
es frihzeitig eingesetzt wird. Die myokardiale Funktion war in den Studien nach dem
Infarkt signifikant verbessert. Diese kardiale Funktionsverbesserung ging mit einer
herabgesetzten Myozytenapoptose, grof3eren intakten Myokardarealen und einer
geringeren linksventrikularen Dysfunktion einher (76).

Zur Zytoprotektion nutzt rhEPO unter anderem intrazellulare Signalwege Uber eine
Hemmung der zwei Transkriptionsfaktoren NF-kB (Nuklearfaktor-kappa-B) und AP-1
(Aktivatorprotein-1). Diese beiden Transkriptionsfaktoren sind unter anderem fur
hochgradige inflammatorische Reaktionen verantwortlich und fihren zur Expression
von antiapoptotischen Genen, wie zum Beispiel den Apoptose—inhibierenden-
Proteinen (IAPs). Diese inhibieren spezifisch die aktiven Formen der Kaspasen 3, 7
und 9 (77, 78).

Die durch den auftretenden Ischamie/Reperfusionsschaden aktivierten NF-kB und
AP-1 werden durch rhEPO reduziert. Es erfolgt eine konsekutiv herabgesetzte

Expression von TNF-q, IL-6 und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) mit einer
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Steigerung der IL-10 Expression (79) und schlie3lich eine verringerte Aktivierung der
Caspasen 3 und 8 (76, 80-83).

Abseits der Verbesserung der zellularen Integritat, wirkt EPO auf die Zellhoméostase
ein, indem es die Freisetzung direkter proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6 und
TNF-a, hindert (84). TNF-a stellt vermutlich eines der Hauptzytokine dar, welches die
Zytokinkaskade triggert und die Entziindungsreaktion initiiert (85). Der durch einen
Ischamie/Reperfusionsschaden induzierte Zelluntergang wird durch eine komplexe
Interaktion verschiedener Zytokine und Adhasionsmolekiile verursacht. Diese
Proteine werden wahrend der Reperfusion aktiviert. Das Adh&sionsmolekil ICAM-1
ermdglicht sowohl die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in
reperfundiertes Gewebe, als auch deren adhéasionsvermitteltes zytotoxisches
Verhalten, was den Zelltod von parenchymatdsen Zellen zur Folge hat. Die Induktion
von ICAM-1 im reperfundierten Gewebe wird von TNF-a und IL-6 reguliert.
Moglicherweise werden hierdurch die Interaktionen zwischen transmigrierten
neutrophilen Granulozyten und den betroffenen Zellen forciert. Die Interaktion der
akkumulierten Neutrophilen und der proinflammatorischen Mediatoren bestimmt den
Grad der Zerstérung der Zellen (86, 87). Ein stabiles mitochondriales
Membranpotential (AWm) ist ein essentieller Faktor der Zellintegritat und dient dem
Schutz vor Apoptose (88, 89). EPO verhindert die Schaden an den Mitochondrien,
die durch reaktive Sauerstoffspezies und Anoxie verursacht werden. Dieses gelingt
durch die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials AWYm und die
folglich fehlende Freisetzung von Cytochrom C (90-92). Zusatzlich wirkt EPO
vermutlich durch die Regulation der Kaspasen-vermittelten Signalwege, positiv auf

den Erhalt des mitochondrialen Membranpotentials (92).
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2  Fragestellung

Die zunehmenden Erfolge der Lebertransplantation in den vergangenen
Jahrzehnten, haben zu einem deutlich verbesserten Uberleben der Organempfanger
gefuhrt. Die mangelnde Verfugbarkeit von Spenderorganen steht dem diametral
entgegen. Der rasante medizinische Fortschritt Iasst zudem immer breiter gefacherte
Indikationsstellungen zur Lebertransplantation zu. In der Folge werden die
Wartelisten fur potentielle Empfanger kontinuierlich langer. Daher wird die Kluft
zwischen Organangebot und Organnachfrage immer gro3er. Wie bereits erlautert, ist
ein moglicher Weg diesem Problem adéaquat entgegenzustehen, der Einsatz von
.,marginalen“ Organen. Es findet also eine Adaptation der Allokation fir diese Organe

statt. Hieraus ergeben sich hinsichtlich dieser Arbeit folgende Fragen.

2.1 Ist rhEPO zur Pravention von Ischamie/Reperfusionsschaden nach orthotoper
Lebertransplantation im Rattenmodell mit Fettleber und sechs Stunden

Ischamie geeignet?

2.2 Ist das Versuchsmodell dieser tierexperimentellen Arbeit auf den Menschen
Ubertragbar und lassen sich Rickschlisse bezuglich einer mdoglichen

humanen Anwendung ziehen?

2.3 Durch die Verwendung von ,marginalen“ Organen treten vermehrt Félle von
primarer Transplantatdysfunktion und primédrem Transplantatversagen auf.
Konnten diese Probleme durch den Einsatz von rhEPO im Rahmen der

Lebertransplantation verringert werden?
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3 Material und Methoden
3.1 Experimenteller Plan

Es wurden insgesamt 70 Lebertransplantationen mit Fettleber und 6 Stunden
Kaltischamiezeit am Rattenmodell durchgefuhrt. Daher ergibt sich durch die Anzahl
der Spender- und Empfangertiere eine gesamte Tieranzahl von 140 Lewis Ratten,
die in dieser Arbeit randomisiert Verwendung fanden.

Samtliche Spendertiere erhielten zur Bildung einer Fettleber, 5 Tage eine Methionin-
Cholin-Defizit-Diat (MCDD) (Dyets Inc., Bethlem, PA, USA), die als gangiges Modell
zur Induktion einer Fettleber haufig beschrieben wird (93). Wie bereits aus zuvor
durchgefiihrten Versuchen bekannt war, konnte in dieser Zeit eine Verfettung von
mindestens 50 Prozent erreicht werden. Die Tiere wurden in diesen funf Tagen
taglich hinsichtlich ihres Allgemeinzustandes beobachtet. Sie wurden immer zu zweit

in einem Kafig gehalten und erhielten taglich jeweils circa 80 Gramm der MCDD

Nahrung.

Abbildung 3: Reprasentative histologische Abbildung der Fettleber eines Spenderorganes
(Verfettung 250%). Verfettung durch Methionin-Cholin-Defizit-Diat induziert. H.E.-Farbung, 20-fache

VergroRerung;
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In der Behandlungsgruppe erhielten sdmtliche Spendertiere eine halbe Stunde vor
dem Abklemmen der Pfortader und alle Empféangertiere direkt nach der Reperfusion,
4000 Einheiten rhEPO pro Kilogramm Korpergewicht (0,1 mL NeoRecormon
[RhEPOetin beta, Roche Pharma, Welwyn Garden City, GroRRbritannien] in Kochsalz
gelost) portalvends injiziert (EPO-Gruppe). Der Applikationsform und dem Zeitpunkt
liegt die Pharmakokinetik des Erythropoietins zu Grunde.

Samtlichen Tieren der Kontrollgruppe wurde anstatt rhEPO, 0,9-prozentige
Kochsalzlésung in aquivalenter Menge appliziert (Kontrollgruppe). Bis auf die
fehlende EPO-Applikation glich das Procedere exakt dem der oben genannten
Behandlungsgruppe.

Entsprechend den verschiedenen Toétungszeitpunkten in den Behandlungs- und
Kontrollgruppen, wurden jeweils vier Untergruppen gebildet. Aufgrund des
Zeitablaufes der Ischamie/Reperfusionsschéaden in der Ratte wurden die Tiere 4,5,
24 und 48 Stunden, sowie 7 Tage nach der Reperfusion des Transplantates getotet.

Tabelle 2: Versuchsplan (Verstorbene Tiere hierbei nicht aufgefuhrt)

Gruppen |Untersuchungszeitpunkt Tjeranzahl rhEPO n

I/1 2 Stunden 7 Empfanger/ nein 7
7 Spender

1/2 7 Empfanger/ ja 7
7 Spender

/1 4,5 Stunden 7 Empfanger/ nein 7
7 Spender

/2 7 Empfanger/ ja 7
7 Spender

/1 24 Stunden 7 Empfanger/ nein 7
7 Spender

/2 7 Empfanger/ ja 7
7 Spender

IV/1 48 Stunden 7 Empfanger/ nein 7
7 Spender

IV/2 7 Empfanger/ ja 7
7 Spender

V/1 7 Tage 5 Empfanger/ nein 5
5 Spender

V/2 5 Empfanger/ ja 5
5 Spender
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Die Tierzuordnungen der zehn Versuchsgruppen und die vorherige Einteilung der
Spender- beziehungsweise Empfangergruppen erfolgten jeweils randomisiert.
Erganzend wurde zwei Stunden nach der Reperfusion an den Tieren die 4,5 Stunden
nach Reperfusion getdtet wurden, eine Resektion des Lobus triangulatus zur
histologischen und molekularbiologischen Aufbereitung durchgefthrt. Eine halbe
Stunde vor der Toétung erhielten diese Tiere den Hypoxie-Marker (Hypoxyprobe™,
NPI Inc., Burlington, USA) in die Vena dorsalis penis appliziert. Von samtlichen
Tieren wurde zum Totungszeitpunkt Blut und Lebergewebe asserviert.

Die verstorbenen Tiere verendeten alle innerhalb der ersten vier Stunden nach der
Reperfusion des Transplantates, ohne Hinweise auf einen operativen oder
technischen Fehler.

Nachdem die Leber explantiert war, wurde sie bei vier Grad Celsius in einer
Konservierungslosung (University of Wisconsin-Losung) gekihlt und aufbewahrt. Es

wurde eine Kaltischdmiezeit von 6 Stunden eingehalten.

Tabelle 3: Perfusions- und Konservierungslésung, Inhaltsstoffe von 1000 ml University of Wisconsin
Lésung (Viaspan™, DuPont Pharma, Wilmington, USA)

Hydroxyathylstarke 50g/l (Pentafraktion) 500 ml
Laktobionsédure 100 mM 35,83 g
KH2PO4 25mM 349
MgSO4 x 7H20 5mM 1,23 g
Raffinose x 5H20 30 mM 17,83 ¢
Adenosin 5mM 1,34 g
Allopurinol 1mM 0,136 g
Gluthathion 3mM 0,922 g
KOH 10N 11,5 ml
NaOH zur pH-Einstellung (7,4)

ad ddH20

Tabelle 4: Perfusions- und Reperfusionslésung, Inhaltstoffe von 1000 ml NaCl 0,9% (Isotonische
Kochsalzldsung Fresenius, Fresenius Kabi, Bad Homburg)

NaCl 145 mM 9,00 g
ad ddH20
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3.2 Tierwahl und Tierhaltung

Samtliche Tierversuche waren von der zustandigen Behdrde ordnungsgemal
genehmigt und die vom Gesetz geforderten Voraussetzungen zur Haltung und
Uberwachung der Versuchstiere waren gegeben. Die ordnungsgemafie Entsorgung
der Tiere nach der Beendigung der Versuche, wurde durch den zustandigen
Veterinar und die ausgebildeten Tierpfleger der tierexperimentellen Einrichtung des
Biomedizinischen Forschungszentrums des Virchow-Klinikums Berlin gewéhrleistet.
Fur die Untersuchungen wurde die kommerziell erhaltliche, rickgeziichtete Lewis-
Rattenrasse verwendet. Diese Tiere wurden frei von spezifischen Pathogenen von
der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) geliefert und in der
tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum, gehalten.
Nach einer Akklimatisierungsphase von mindestens einer Woche mit einer
Tag/Nacht-Zeitschaltung von jeweils 12 Stunden, wurden die Tiere fur die Versuche
verwendet und nach den Operationen wieder in den gleichen Raum gebracht. Alle
verwendeten Tiere hatten zu jeder Zeit freien Zugang zu Wasser und
Standardnagerfutter beziehungsweise einer Methionin-Cholin-Defizit-Diat. Die
Versuche wurden mit mannlichen Ratten im Alter von 8-14 Wochen und mit einem
Gewicht von 250-300 g durchgefihrt. Es handelte sich um Tiere aus
Inzuchtstammen, fur deren Aufbau 10 bis 50 Jahre kontrollierter Zuchtarbeit
erforderlich waren. Uber mindestens 20 Generationen musste ein Zuchtkern in
engster Verwandtschaftspaarung fortgefihrt werden, bei dem die Weiterfiihrung zur
nachsten Generation fur die ganze Population jeweils auf einem einzigen Bruder-
Schwester-Paar beruhte. Durch regelmallige Kontrollen an vielen verschiedenen
Genorten wurde gesichert, dass es sich tatsachlich um genetisch identische Tiere
handelte. Die behordliche Genehmigung fur die Tierversuche wurde am 08.06.2009
unter dem Aktenzeichen G0076/09 erteilt.
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3.3 Technik der Lebertransplantation

3.3.1 Anéasthesie und Operationsvorbereitung

Alle operativen Eingriffe wurden unter einer Inhalationsnarkose durchgefuhrt. Hierzu
wurden die Narkosemittel Isofluran und Lachgas in eine Plexiglaskammer eingeleitet.
Nach Erreichen einer erfahrungsgemald ausreichend tiefen Narkose und guter
Muskelrelaxation wurde das Tier aus der Kammer entnommen und anschlie3end
Uber dem gesamten Abdomen geschoren und in Rickenlage auf einem Korkbrett

fixiert.

3.3.2 Spenderoperation und Hepatektomie

Der gesamte operative Eingriff wurde in einer sauberen, nicht-sterilen,
mikrochirurgischen Technik durchgefuhrt. Die Originalbeschreibung von Lee (94) mit
einer Modifikation der Gallengangs-Anastomose (95) und Arterienpréaparation fand
hierbei hauptsachlich Bertcksichtigung. Es wurde eine vom Xyphoid bis zur Blase
reichende mediane, sowie eine bis zum Rippenbogenunterrand reichende laterale
Laparotomie zur Ero6ffnung der Bauchhohle durchgefuhrt. Zuerst wurde das
Ligamentum falciforme bis zur suprahepatischen Vena cava inferior durchtrennt. Die
linke subphrenische Vene wurde unterfahren, doppelt mit Seide 6-0 ligiert und
durchtrennt. Diese Vene ist meist prall geftllt und drainiert das linke Zwerchfell.

Der Lobus caudatus wurde nach Durchtrennung der linkslateralen Leberbander
mobilisiert, so dass der zwischen Osophagus und Leberarterie verlaufende arterielle
Plexus durchtrennt werden konnte. Die infrahepatische V. cava inferior und die
rechte V. renalis wurden anschlieend im Bereich der Einmindung mobilisiert. Die
weitgehend mobilisierte Leber konnte danach auf die linke Seite des Tieres
geschwenkt werden und es erfolgte die scharfe Ldosung des retrocavalen
Bindegewebes von Hohe der rechten Nebennierenvene bis zur Einmindung der
Lebervenen. Die rechte Vena suprarenalis wurde mit Seide 6-0 einfach ligiert. Die
Praparation des Leberhilus erfolgte durch die Darstellung, Unterfihrung und doppelte
Ligatur der prapylorischen Vene.

Die Pfortader wurde in H6he der Einmindung der prapylorischen Vene unterfahren
und leberwarts Uber eine Strecke von circa 5 mm stumpf mobilisiert. Es erfolgte die
Identifizierung der A. hepatica communis und die Separation der A.

gastroduodenalis.
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Abbildung 4: Ligatur der linken Zwerchfellvene.

Die A. gastrica sinistra und A. lienalis wurden ligiert und durchtrennt, danach konnte
der Truncus coeliacus bis zum aortalen Ursprung freigelegt werden. Durch eine am
Pankreasoberrand angelegte Ligatur wurde der Ductus choledochus angespannt.
Der kontinuierliche Gallefluss fuhrte zu einer leichten Dilatation des Gallenganges, so
dass eine Uber die halbe Zirkumferenz des Ganges reichende Inzision, angelegt
werden konnte. In diese Offnung wurde ein an beiden Seiten schrag
angeschnittener, circa 5 mm langer Polyathylensplint auf halber Lange die Offnung
eingefihrt und mit Seide 6-0 eingebunden. Die Grundlage des Splintes stellte eine
dinne zurechtgeschnittene Dauerverweilkanile (22G) dar. Hiernach erfolgte die
Ablésung der verbliebenen dorsalen Béander. Somit waren hiernach alle
praparatorischen Vorbereitungen zur Leberperfusion getroffen.

Die Leber wurde zunachst portalvents mit reduzierter Tropfgeschwindigkeit durch
eine Schwerkraftperfusion von 25 cm Wassersaule uber ein Standardinfusionsset
und die eingelegte Kanile mit vier Grad Celsius kalter Konservierungslésung
perfundiert.
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Abbildung 5: Truncus coeliacus mit Darstellung der Abgange nach Durchtrennung der prapylorischen
Vene, die in die Vena portae mindet. Rechts davon der Gallengang mit umgebendem
Pankreasgewebe.

Wahrend der anhaltenden Pfortaderperfusion wurde der Truncus coeliacus mit einem
kleinen Patch von der Aorta abgesetzt. Dieser wurde anschlieRend mit einer vier
Grad Celsius kalten Konservierungslésung manuell Gber einen 24 G Venenkatheter
in Verbindung mit einer 20 ml Spritze perfundiert. Das Perfusionsvolumen betrug
portal-vents 25 und arteriell 2 ml NaCl-Lésung. Die Pfortader konnte mit Abschluss
der Perfusion direkt oberhalb der Klemme durchtrennt werden und die rechte
Nebennierenvene wurde unter dem Verbleib der zuvor gelegten Ligatur, am
Transplantat durchtrennt. Die suprahepatische Vena cava inferior wurde direkt am
Ubergang zum Zwerchfell abgesetzt. Unter Beendigung der Hepatektomie wurde
das Transplantat in eine mit 4°C kalter UW-LOsung gefullte, auf Eis stehende Schale
gelegt. Zwei Prolene 7-0 Eckfaden wurden zuletzt an der suprahepatischen Vena
cava, sowie ein Prolene 8-0 Eckfaden an der V. portae hepatis vorgelegt und mit
einem Knoten fixiert, um die Anastomosierungszeit und damit die anhepatische Zeit
vom Empfangertier moglichst kurz zu halten.
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Abbildung 6: Perfusion mit vier Grad Celsius kalter Konservierungslosung und unmittelbar vor
Ausschnitt des Aortenpatches. Die infrahepatische V. cava inferior ist mit einem Microclip
verschlossen.

3.3.3 Empfangeroperation

Der operative Zugangsweg des Empfangertiers stellte eine mediane Laparotomie
vom Xyphoid bis zur Blase dar. Die Lebermobilisation glich im Wesentlichen dem
Vorgehen der Spenderoperation. Nach dem Absetzen der préapylorischen Vene
wurde der Leberhilus Uber die Mobilisation der Pfortader bis zur Gabelung prapariert.
Wenige Millimeter nach ihrem Abgang aus der A. hepatica communis wurde die A.
hepatica propria und die A. gastroduodenalis ligiert und durchtrennt, so dss die A.
hepatica communis als pulsierender Gefal3stumpf erhalten blieb. Unmittelbar an
seiner Gabelung wurde der Gallengang abgesetzt. Somit war das Empfangertier zur
Ausklemmung der nativen Empfangerleber und Implantation des Transplantates
vorbereitet.

Durch das Setzen von Microclips auf die infrahepatische V. cava inferior und die V.
portae hepatis wurde die Leber ausgeklemmt. Unter Mithahme eines schmalen
Zwerchfellsaums wurde auf die suprahepatische V. cava inferior eine Neonatal-
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Klemme gesetzt. Die entsprechenden Geféal3e wurden lebernah abgesetzt und die
Leber konnte herausgetrennt werden. Das anhepatische Tier wurde um 180 Grad
gedreht, so dass der Kopf des Tieres auf den Operateur zeigte. Wahrend der
anhepatischen Phase reagierte die Ratte bei stark reduziertem Herzminutenvolumen
sehr empfindlich auf Narkosemittel, so dass die An&sthesie wahrend dieser
Operationsphase stark vermindert beziehungsweise ganz ausgesetzt werden
musste. Das Spenderorgan durfte erst nachdem die UW-L&sung mit physiologischer
Kochsalzlésung herausgespilt worden war, implantiert werden. Entsprechend der

Anatomie wurde das Transplantat im Situs platziert. Die Anastomisierung der

suprahepatischen Vena cava inferior erfolgte zuerst.

Abbildung 7: Gespannte Eckfaden mit Prolene 7-0 vor Beginn der Anastomosierung der

suprahepatische Vena cava inferior.

Das Gefal3lumen wurde vor der Knotung des letzten Eckfadens mit physiologischer
Kochsalzlosung uber eine stumpfe Kanule gefillt, um den Verbleib von Luftblasen
und eine potentiell letale Luftembolie nach Blutstromfreigabe auszuschliel3en. Das
Tier wurde folglich wieder in die Ausgangslage gedreht und der Pfortaderstumpf am
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Transplantat identifiziert und mit Prolene 8-0O anastomisiert. Vor der Freigabe des
portalen Blutstroms wurde das obere Abdomen mit kdrperwarmer Kochsalzlésung
gefullt, um nach der Entfernung der Neonatal-Klemme von der suprahepatischen
Vena cava inferior Luftembolien durch noch nicht geronnene Stichkanédle zu
vermeiden. Dieser operative Vorgang bedingte eine anhepatische Zeit von circa 15
Minuten. In gleicher Weise wurde darauf folgend die infrahepatische Vena cava
inferior identisch zur Pfortader fortlaufend mit Prolene 8-0 anastomosiert. Durch den
Ruckflull des gestauten Blutes aus der unteren Korperhélfte, kam es zu einem

Anstieg des Herzminutenvolumens. In der Folge wurde eine verbesserte Perfusion

der Eingeweide sichtbar.

Abbildung 8: Anastomosierte Vena portae hepatis und bereits aufgespannte Eckfaden der

infrahepatischen Vena cava inferior.

Uber die zuvor freigelegte A. hepatica communis erfolgte der arterielle
Wiederanschluf3. Diese wurde an ihrer Basis mit einem Mikroclip geklemmt, in den
Stumpf wurde eine 24G Dauerverweilkanile eingebracht und mit einer Ligatur fixiert.
In der Folge wurde der Truncus coeliacus des Spenders Uber den Stent gezogen und
mit einer 6-0 Seidenligatur gegen ein Abrutschen gesichert. Es kam nach der
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Entfernung des Mikroclips an der Arterienbasis zu einer sofortigen, deutlich
sichtbaren Pulsation der supraanastomotischen Arterie und ihrer Aufzweigung im
Leberhilus. Fir die Gallengangsanastomose wurde eine 8-0 Prolene-Naht distal der
Sicherungsligatur des Splints, durch den freien Rand des Spendergallenganges
gefuhrt. Der Splint wurde anschlieend in den empfangerseitigen Ductus
choledochus eingefihrt und die beiden R&nder konnten mit drei Prolene 8-0

Einzelknopfnéhten verbunden werden.

Abbildung 9: AbschlieRender Blick auf den Leberhilus und die infrahepatische Vena cava inferior

nach kompletter Anastomosierung der Strukturen.

Abschlieend wurde das Abdomen inspiziert und mit warmer Kochsalzldsung
gespilt.  Zusatzlich erhielten die Tiere 1-2 ml Kochsalzlésung zur
Volumenunterstiitzung intravends appliziert. Das Fell und die Bauchwand wurden
zweischichtig mit absorbierbarem Nahtmaterial (PDS 4-0) fortlaufend vernaht. Nach
der Operation wurden die Tiere unter eine Warmelampe gelegt. Dort verblieben sie
bis zum Erwachen und konnten anschlielend in Einzelhaltungskafige gesetzt
werden. Samtliche Tiere hatten postoperativ freien Zugang zu Wasser und Futter ad

libitum.
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3.4 Histologische und molekularbiologische Untersuc hungen

3.4.1 Probengewinnung

Mittels eines standardisierten Verfahrens wurde den Tieren flur die feingewebliche
Aufarbeitung von Gewebeproben und der Analyse des Blutes, zu den
entsprechenden Zeitpunkten nach Reperfusion der Transplantatleber, Proben von
Blut, Leber und Lunge entnommen. Diese wurden in Formalin (4%, wassrig,
gepuffert) fixiert, beziehungsweise in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80C gelagert. Die Entna hme erfolgte in Narkose, und der
Tod des Tieres trat durch die Blutentnahme mit einem Katheter (Terumo 24 G) in der

infrarenalen Aorta ein.

3.4.2 Isolierung von RNA

3.4.2.2 RNA-Praparation

Es wurde eine Losung die Guanidinisothiocyanat und Phenol enthielt (RNApure), fur
die Paparation der Gesamt-RNA aus Zellen genutzt. Durch die chaotropen
Eigenschaften von Guanidinisothiocyanat werden Phenol-Proteine denaturiert. Es
wurde ein Dreiphasen-Gemisch durch die Zugabe von Chloroform generiert. Mit
Isopropanol wurde die in der oberen wassrigen Phase gelost liegende RNA
ausgefallt. Die Proteine und die DNA aus den Zellen waren in der Interphase und der
unteren organischen Phase enthalten. Es wurden jeweils 5x10* Zellen mit 3,2 mL
Standardmedium in die Vertiefungen einer 6-Lochplatte fur die Echtzeit-PCR
ausgesat. Die Zellen wurden bei 800 U/min 10 min zentrifugiert und danach 24
Stunden im Brutschrank zur Unterstitzung der Zelladhasion angezichtet. Das
Medium wurde vorsichtig abgegossen und es erfolgte die Waschung der Zellenrasen
zweimal mit je 3 mL Grundmedium. In jede Vertiefung wurde anschliel3end 3,2 mL
Reduktionsmedium pipettiert. Das Reduktionsmedium wurde nach 24 Stunden
abgenommen und komplett mit KVI-F oder mit TGF-B als Reduktionsmedium ersetzt.
Fur weitere 24 Stunden erfolgte nun die Inkubation der Zellen. Die freie RNA und
DNA wurden ausschlie3lich mit DEPC behandeltem Wasser bearbeitet. Daher wurde
500 mL Aqua bidest. mit 250 uL DEPC versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Durch Autoklavierung (25 min, 121°C, 1 atm) gelangte das DEPC
zur Zerstorung. Die in den Vertiefungen einer 6-Loch-Platte befindlichen Zellen aus
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der Kultur wurden direkt mit je 1 mL der Guanidinisothiocyanat-Phenol-Losung lysiert
und mit 200 pL Chloroform versetzt. Nach der Uberfilhrung in ein ReaktionsgefaR,
wurden die Lysate mit der Hand kréftig geschuttelt und 10 Minuten bei 12.000 U/min
zentrifugiert. Samtliche weiteren Zentrifugationsschritte wurden entsprechend gleich
durchgefiihrt. Nach der achtsamen Abpipettierung und Uberfiihrung der oberen
Phase in ein neues Reaktionsgefald, wurde diese mit 500 uL Isopropanol und 2 pL
Glycogen versetzt. Die Anséatze wurden nach 1 Stunde bei -20 T zentrifugiert und
der Uberstand konnte entfernt werden. Das entsprechende Prazipitat wurde zweimal
mit 1 mL 75% Ethanol (unvergallt) gewaschen. Nach der erfolgten Lufttrocknung
wurde das Pellet in 20 pL DEPC-behandeltem Wasser geldst.

3.4.2.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Absorptionen der RNA-Praparation wurden bei Wellenlangen von 260 nm und
280 nm, den Absorptionsmaxima von Nukleinsduren und Proteinen beziehungsweise
Phenol, fir die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA ermittelt. Fur
die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde ein Nahrungswert verwendet, da die
genauen Sequenzen der RNA unbekannt sind und eine gro3e Vielfalt der Molekile
vorlag. Eine Konzentration von 40 pg/mL einzelstrangiger RNA entsprach hierbei
einer Absorption von ,1“ bei 260 nm. Eine Aussage uber die Reinheit der RNA-
Praparation kann tber das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm
gemacht werden, dieser Wert sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Sind die
Verhéltniswerte niedriger weist dieses auf eine Kontamination durch Proteine oder
Phenol hin. Zur Verdiunnung der 4 pL RNA-LOsung wurde 96 uL DEPC-behandeltes
Wasser benutzt, anschlieend wurde dieses Produkt fir die photometrische
Bestimmung in eine Quarzkuvette Uberfihrt. Bei 260 nm und 280 nm wurden die

Absorptionen im Vergleich zu DEPC-behandeltem Wasser gemessen.

3.4.2.4 Reverse Transkription

Die isolierte  mRNA wurde mit Hilfe der reversen Transkription in die
korrespondierende cDNA umgeschrieben. In einem Reaktionsgefal? wurden fiur die
Erststrangsynthese 1 pg Gesamt-RNA mit 0,5 pL 500 pmol/L Oligo dT-Primer und
0,5 pL 200 pumol/L Random Hexamer Primer gemischt und daraufhin konnte das

Volumen mit DEPC-behandeltem Wasser auf 9,6 pL aufgeflillt werden. Zur
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Verhinderung eines Renaturierens wurde die Losung im Thermocycler 10 Minuten
bei 70C denaturiert und danach mit Eis abgekuhlt. Jeder Reaktionsansatz wurde mit
4 uL 5x Reaktionspuffer fur die reverse Transkription, 2 uL MgCl,-Lésung, 1 pL einer
Mischung mit je 10 mmol/L dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1uLRNAsIin, 1 pL 0,1 mol/L
DTT und 1 puL reverser Transkriptase befillt. Die Anlagerung der Primer an den
RNA-Strang sowie die anschlielende reverse Transkription geschah im
Thermocycler fur 10 Minuten bei 25C und fur 1 Stu nde bei 42<C. Das Enzym wurde
zuletzt durch eine 15 Minuten dauernde Erhitzung auf 70T inaktiviert. Die
Reaktionsansatze wurden unmittelbar nach der reversen Transkription in die PCR-
Reaktion uberfuhrt oder bei -20C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.4.3 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.5.3.1 Oligonukleotide (Primer)

Primer fur die reverse Transkription (beide Peglab):
Oligo-dTys 5-TTTTTTTTTTTITTTITTTITTIT -3
Random Hexamer Primer 5 — NNN NNN -3’

Tabelle 5: Spezifische Primer-Sequenzen fiir die Gene der Ratte

Target Primer Sequenz

HGF sense 5-GCTGCCTCCTTTACCAATGA -3
antisense 5-CCCCTATGCAGAAGGACAGA -3

HIF-1a sense 5-GCTGAAGACACAGAAGCAAAG -3
antisense 5-CGTTAGGGCTTCTTG GATGAG -3

IL-18 sense 5-AAGAAGGTGCTTGGGTCCTCATCG -3
antisense 5-CTTCCTTGTGCAAGTGTCTGAAGC -3’

IL-6 sense 5-GGTAGAAACGGAACTCCAGAAGAC -3’
antisense 5-GGAACGAAAGTCAACTCCATCTGC -3

TGE-R1 sense 5-TGCGTCTGCTGAGGAGGCTCAA -3’
antisense 5-TCCTGGCGATACCTCAGCAA -3’

VEGF sense 5-GGTGTGGTGGTGACATGGTTAATC -3
antisense 5"-CCAGCACATAGGAGAGATGAGCTT -3

GAPDH sense 5"-CCTGCCAAGTATGATGACATCAAGA -3
antisense 5-GTAGCCCAGGATGCCCTTTAGT -3’

Primer und Tagman-Sonden fur die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (PCR):
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Alle in Tabelle 5 aufgezeigten Oligonukleotide wurden durch die Firma Sigma
synthetisiert und hatten eine fir die PCR geeignete Reinheit. Alle Sonden waren am
5-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAM) und am 3-Ende mit 6-
Carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) konjugiert.

3.4.3.2 Durchfuihrung der Echtzeit-PCR

Zur Vervielfaltigung (Amplifizierung) von DNA ist die PCR ist eine Methode bei der
mit einer Polymerase eine Sequenz amplifiziert wird, die zwischen zwei Regionen
bekannter Basensequenzen liegt. Spezifisch komplementare Oligonucleotide auch
Primer genannt binden an diese Regionen und dienen der DNA-Polymerase als
Startsequenz. Die Bindung der Primer erfolgt an dem vorher aufgetrennten
Doppelstrang, jeweils an dem Sense-Strang und an dem komplementéren
Antisense-Strang. Die DNA-Polymerase synthetisiert von den ausgehenden 3'-OH-
Enden der Primer, den neuen Strang nur vom 5-zum 3 -Ende. Die Denaturierung,
also die wiederholte Abfolge des Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges, die
Anlagerung der Primer an die komplementaren Sequenzen, Annealing genannt, und
die Synthese des neuen komplementaren Stranges, auch Elongation genannt,
werden in ihrer Gesamtheit als Zyklus bezeichnet. Die synthetisierten neuen DNA-
Strange dienen als Matrize fir den nachsten Schritt der Amplifikation. Von einem
DNA-Molekul konnte man theoretisch nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen (n)
eine Anzahl von 2" Molekilen produzieren. Heutzutage wird eine DNA-Polymerase
die urspringlich aus dem Eubakterium Thermus aquaticus (Taq) isoliert wurde, fur
die gebrauchliche PCR verwendet. Diese zeichnet sich durch ihre Thermostabilitat
aus und toleriert strenge Temperaturregime ohne Verlust ihrer enzymatischen
Aktivitat.

Zusatzlich wird fur die Amplifikation zu den beiden endstandigen Primern bei der
LightCycler-Echtzeit-PCR nach der Tagman-Methode, ein drittes Oligonukleotid
eingesetzt, das an eine Sequenz zwischen diesen beiden Primern bindet. Die
Exonuklease der Tag-Polymerase baut die fluoreszenzmarkierte Sonde bei der
Elongation ab, hierdurch gehen die Nukleotide in Losung und eine typische Emission
des Reporters kann gemessen werden. Der ,Cycle Threshold* (CT-Wert) diente der
Analyse. Er beschreibt die Zyklenanzahl, bei der sich zum ersten Mal das
Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes Uber der Basislinie der Fluoreszenz

darstellt.
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Es wurde fur jeden Reaktionsansatz jeweils 1 uL der cDNA aus dem Ansatz der
reversen Transkription und 9 pL eines Gemisches aus 6,5 pL DEPC-behandeltem
Wasser, 1,2 uL MgCly-Lésung und 1 pL Primer-Sonden-Mix (0,5 pmol/L Primer,
0,125 pmol/L Sonde) in spezielle Glaskapillaren fur die Echtzeit-PCR pipettiert. Nach
dem Verschluss der Kapillaren wurden diese 1 Sekunde bei 3000 U/min
anzentrifugiert. Mit den folgenden Parametern wurde die quantitative PCR
durchgeflhrt (Tab.6).

Neben dem mRNA-Spiegel der zu untersuchenden Gene wurde auch die Expression
des Haushaltgenes Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) bestimmit.
In der Leber wird es in groBen Mengen relativ konstant auf einem hohen
Expressionsniveau und unabhéngig von auferen Einflussen in der Zelle konstant
exprimiert. Somit dient es als BezugsgroRRe fur die Zellmenge der verwendeten
Probe.

Tabelle 6: Prozessparameter der Echtzeit-PCR. Die genannte Haltezeit ist der Zeitraum die bis zur
nachsten Anderung der Temperatur beibehalten wurde. Samtliche Temperaturen wurden mit einer

Steilheit von 20C/sec verandert.

Prozess Temperatur (C) Haltezeit (sec) Zyklenzahl
Initiale Denaturierung | 95 600 1
Denaturierung 95 0 30
Annealing 60 15

Elongation 72 6

Tabelle 7: Stoffe fur die Laboruntersuchungen

Verbindung Hersteller

5x Reaktionspuffer flr reverse Transkription Peglab, Erlangen, BRD
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)-L6sung Biorad, Minchen, BRD
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Deisenhofen, BRD
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, BRD
Chloroform Merck
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Coomassie-Lésung; G-250, Bio-Soft™

Biorad

Desoxynukleotidtriphosphat (dATP, dCTP dGTP,
dTTP); Losungen: 100 mmol/L

Promega, Mannheim, BRD

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Fluka, Buchs, Schweiz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva, Heidelberg, BRD

Dinatriumhydrogenphosphat, Dihydrat (Na;HPO4 x | Merck
2 H,0)
Dithiothreitol (DTT) Promega

Dulbeccos Modified Eagle Medium mit 862 mg/L L-
Alanyl-Glutamin und 110 mg/L Na-Pyruvat (DMEM)

Invitrogen, Karlsruhe, BRD

Essigsaure (HOAC); Eisessig Merck
Ethanol; 70%, vergallt Merck
Ethanol; absolut Merck
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma
Fotales Kalberserum (FKS) Invitrogen

Gentamycin Ratiopharm, Ulm, BRD
Glycerol Sigma

Glycin Sigma

Glycogen Peglab

Isopropanol Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,) Merck
L-Ascorbinséure Sigma

Light Cycler Hybridisation-Probe Fast Start-Kit

Roche, Mannheim, BRD

Magnesiumchlorid (MgCly,)

Promega

Methyl-[*H]-Thymidindesoxyribonukleotid ([*H]-
Thymidin)

Amersham, Little Chalfont, UK
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Molekulargewichts(M,)-Standard  fir  Proteine; | Pierce, Bonn, BRD
Tricom

N,N,N",N"-Tetrametylethylendiamin (TEMED) Sigma
Natriumazid Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
N-Ethylmaleimid (NEM) Sigma

Pepsin Sigma
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Sigma

Phosphat-gepufferte ohne

Ca**/Mg*, pH 7,2 (PBS)

Kochsalzlésung

Biochrom, Berlin, BRD

Reverse Transkriptase; ImProm-1I™ Promega
RNA-Extraktionsreagenz; RNAPure Peglab
RNase-Inhibitor; RNAsin Promega
Salzsaure (HCI) Merck
Transforming Growth Factor (TGF)-B1; | Sigma
recombinant, human

Trichloressigsaure (TCA) Merck
Trishydroxyethylaminomethan (Tris) Sigma
Triton-X100 Sigma
Trypanblau (0,05%)-Ldsung Biochrom
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%), sterile Losung in | Biochrom

PBS

Tabelle 8: Materialien und Gerate fir die Laboruntersuchungen

Bezeichnung

Hersteller
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Analysenwaage

Sartorius, Gottingen, BRD

Anlage zur Herstellung von Aqua bidest.

Millipore, Bedford, USA

Autoklav Typ Varioclav

H+P Labortechnik, Miunchen,
BRD

Cell Harvester; Typ 11900

Skatron, Lier, Norwegen

CO,-Brutschrank; Typ BB16

Heraeus, Hanau, BRD

Multipette mit Combitips

Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Dialyseschlauch; Ausschlussgrofe ~ 30.000 Dalton

Serva

Einwegpipetten; steril

BD Biosciences, Heidelberg,

Gefriertrocknungsanlage; Typ Beta 1-8K

Christ, Osterode, BRD

Glasfaserfilter; Filtermat 102 x 258 mm

LKB Wallac, Turku, Finnland

Glaskapillaren fur LightCycler

Roche

Heizblock

Brandt, Wertheim, BRD

Bezeichnung

Hersteller

Horizontalschttler

GFL, Wunstorf, BRD

Inkubator, Typ 6120

Heraeus

Inverses Mikroskop mit Phasenkontrast

Zeiss, Oberkochen, BRD

Kammer und Zubehor fir die vertikale | Biorad
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE); Mini-

Protean I

Kihlbox Roche

Kihlschrank (4C) Bosch, Stuttgart, BRD

Kahlzentrifuge, Typ CH-J2

Beckman Palo

Alto, USA

Instruments,

Lagertank fur flussigen Stickstoff

Teclab, Konigstein, BRD

LightCycler

Roche
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Oberschalenwaage

Acculab, Goéttingen, BRD

Objekttrager und Deckglaschen

Menzel Glaser, Braunschweig,

pH-Meter mit

Calimatic

Einstabsmesskette; Typ 766

Knick, Berlin, BRD

Quarzglaskuvetten

Hellma, Mullheim, BRD

Reaktionsgefalie (0,4 ml und 1,5 ml; Polypropylen)

Peglab

Ruhrmotor mit Propellerrihrer; Typ RW-15

IKA, Staufen, BRD

Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom

Flow Laboratories,
Meckenheim, BRD

Spektrophotometer Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Stromversorger Biorad

Szintillationswachs LKB Wallac

Szintillationszahler 1450-Microbeta LKB Wallac

Thermocycler Biorad

Tiefkihlschrank (-20C) Bosch

Tiefklihlschrank (-80C) Forma Scientific, Karlsruhe,
BRD

Ultraturrax IKA

Vortex IKA

Wasserbad; Typ 1002 GFL

Zahlkammer nach Neubauer Brandt

Zellkulturflaschen, 75 cm2 Bodenflache

Nunc, Roskilde, Danemark

Zellkulturplatten, 6-Loch, Flachboden

BD Biosciences

Zellkulturplatten, 96-Loch, Flachboden

BD Biosciences

Zentrifuge fur Reaktionsgefalde, Typ Minifuge RF

Heraeus
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3.4.4 Paraffineinbettung

Das Lebergewebe wurde am Tag der Entnahme fiir mindestens 24 Stunden in
4-prozentigem PBS-gepuffertem Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Die
Einbettung erfolgte im Paraffin-Einbettautomaten Hypercenter-XP der Firma
Shandon.

3.4.5 Hamatoxilin-Eosin (H.E.)-Farbung

Zur histologischen Bewertung der Praparate, insbesondere der Kontrolle der
Verfettung, wurde eine Hamatoxilin-Eosin (H.E.)-Farbung durchgefuhrt. Vom
eingebetteten Material wurden hochstens 5 ym starke Paraffinschnitte angefertigt.
Anschliel3end wurden diese zur Aufbereitung und Glattung in einem Wasserbad bei
20 und nachfolgend 40 Grad Celsius schwimmend gelagert. Danach wurden die
Schnitte auf einen Superfrost Plus Objekttrager aufgetragen und tber Nacht bei
Raumluft getrocknet. Danach erfolgte wie nachfolgend beschrieben die
Entparaffinierung:

2x Paraclear-Losung fir je 15 min, 1x Alkohol 100 % fir 2 min, 1x Alkohol 96 % fur 2
min, 1x Alkohol 80 % flr 2 min, 1x Alkohol 70% fur 2min. Unmittelbar danach erfolgte
das Abspulen mit Aqua dest. und Farbung der Kerne mit Harris-Hamatoxilin-Lésung
fur 20 Minuten. Danach erfolgte Spulung unter fliessendem Wasser fir 3 Minuten.
Die Schnitte wurden fur 2 Minuten in Eosin-Losung getaucht. Die Eosin-Farbung
fuhrt zur Darstellung der Proteine und des Plasmas in den Zellen.

AbschlieRend wurden die Praparate in 80 % Ethanol gespult und Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe in Paraclear-Losung Uberfuhrt. Die Schnitte wurden mit
Roti-R-Histokit eingedeckt. Es wurden Eosin und Hamatoxilin von der Firma Sigma,
Steinheim (HAT 110232 bzw. HH S32) verwendet, EtOH stammte von der Firma
Herbeta, Berlin (200-578-5).

3.4.6 Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Farbung

Die Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Farbung wurde zur Bestimmung der Nekrosen
durchgeftihrt. Hierzu wurden die in destilliertem Wasser gespulten Objekttrager mit
den Leberschnitten fur 10 bis 15 Minuten in Periodsaure (0,7 % in 70 % Ethanol)
gestellt, dann zweimal in Wasser gespult und mit Schiffs-Reagenz gefarbt. Dann
wurden die Objekttrager unter flieRendem kaltem Leitungswasser gespult und
nochmals 5 Minuten im Wasser stehen gelassen. Anschliel3end erfolgte eine
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Gegenfarbung der Schnitte mit Hamalaun (Kernfarbung) tber einen Zeitraum von
einer Minute. Die Préparate wurden kurz in HCI-Alkohol (1 % in ca. 70 % Ethanol)
differenziert, in warmem Wasser gespllt und tiber Nacht luftgetrocknet. Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe erfolgte die Entwasserung der Schnitte, anschlieend
wurden die Praparate mit Entellan und einem Deckglas eingedeckt. Fiur die PAS-
Farbung wurde das PAS-Farbekit der Firma Merck, Darmstadt verwendet (Art.
1.01646).

3.4.7 Bestimmung der relativen Nekroseflache

Samtliche Objekttrager die mit der Standardfarbung PAS gefarbt waren, wurden zur
Bestimmung der Nekrose herangezogen. Hierzu wurde die Gesamtflache des auf
dem Objekttrager jeweils befindlichen Leberparenchyms an einem LaborluxS-
Lichtmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutschland) und dem Programm Scan®Pro
Version 2.0 (Jandel Sigma, Erkrath, Deutschland) bestimmt. Die Ausmessung der
Nekroseflache erfolgte an einem Lichtmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) mit
digitaler Kamera und einer digitalen Bildverarbeitungssoftware (Meta Imaging Series,
Visitron Systems, Puchheim, Deutschland). Den prozentualen Anteil der
Nekroseflache an der gesamten Leberparenchymflache erhéalt man nach folgender

Formel:

Nekrosefl&hex 100
Z Gesamtlebdlache

Relative Nekroseflache der Leber in % =

3.4.8 Immunhistochemische Verfahren (LSAB mit HRP/D  AB Féarbung)

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden aus dem Formalin fixierten
Gewebe Paraffinschnitte in der Starke von 2 — 3 ym angefertigt. Die Einbettung und
Entparaffinierung erfolgte wie unter 3.4.4 beschrieben. Nach der Entparaffinierung
erfolgte die spezielle Vorbehandlung fir die Immunhistochemie. Dieser Prozess ist
wegen des erforderlichen Qualitatsmanagements durch die Firma DakoCytomation
standardisiert. Hierfir wurde der Dakon K0679 LSAB-Kit benutzt. Die Blockierung
der endogenen Phosphatase erfolgte durch entsprechendes Eintauchen in die
Losung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Danach erfolgte das Abspilen der
Schnitte mit Aqua dest und Einbringung in TBS-Puffer fir 10 Minuten. Danach

wurden die Schnitte fir mindestens 20 min im Dampfgarer mit einem Citrat-Puffer bei
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einem pH-Wert von 6,0 gekocht um eine Antigen-Demaskierung zu erzeugen.
Hiernach erfolgte ein erneutes Absptlen unter flielBendem Wasser.

Hinzu kam eine Ldsung zur Blockade der Proteine. Hiernach erfolgte eine Inkubation
Uber mindestens 30 Minuten mit primaren Antikérpern, deren Angaben sind in der
Tabelle 9 zu ersehen. Das LSAB+ System HRP/ DAB Féarbung Kit basiert auf einer
indirekten  Streptavidin-Biotin-Methode.  Hierbei reagiert das biotinylierte
Antikdrperreagenz mit Kaninchen-, Ratten- und Mausimmunglobulin. Diese Methode
erfordert nur die Anwesenheit eines sekundaren Reagenz fur primére Kaninchen-
und Mausantikérper. Das sekundare Antikorperreagenz wurde unter Verwendung
eines mit 7 Atomen besetzten Spacer-Arms mit Biotin markiert. Diese sekundaren
Antikdrper wurden fur circa 15 Minuten inkubiert und es erfolgte die obligatorische
Spulung mit TBS-Losung. So war es mdglich, dass jedes biotinylierte
Antikorpermolekil mit  eigenen an alkalische Phosphatase konjugierten
Streptavidinmolekilen reagieren konnte. Diese Ldsung wurde ebenfalls fir 15
Minuten inkubiert. Die Farbung war nach der Inkubation mit der Substrat-
Chromogen-Lésung (DAB-Farbung) durchgefihrt worden. Die angeféarbten
Gewebeschnitte wurden danach mit Hamatoxilin gegengefarbt, dann erfolgte das
Blauen unter Leitungswasser. Die Schnitte wurden abschlie3end mit Glyceringelatine
eingedeckt. Die Diagnosestellung erfolgte jeweils am H.E.-gefarbten Paraffinschnitt.
Die unmittelbar anschlieRenden Schnitte des paraffinfixierten Gewebeblockes
wurden fur die immunhistochemischen Farbungen verwendet. Es wurden bei allen
jeweiligen Objekttragern, neun ,high power fields* analysiert, sowie entsprechende
markierte Zellen gezahlt und miteinander ins Verhdaltnis gesetzt. Die Auswertung

erfolgte randomisiert und ohne Wissen um die experimentelle Gruppe.

Tabelle 9: Antikorper der LSAB-Methode

Antigen Klon Verdinnung Bezugsquelle
Hypoxyprobe™-1 Mabl |IgG 4.3.11.3 1:50 Chemicon
TNF-a Polyklonal 1:250 Biomol

3.4.8.1 Hypoxyprobe™

Das Hypoxyprobe™-1-Kit dient der Detektion von Gewebehypoxie (Pimonidazol von
Chemicon, USA und Kanada). Der Marker besitzt eine heterozyklische

Nitroverbindung (Nitroimidazol). Es handelt sich dabei um eine Substanz, die durch
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intrazellulare Nitroreduktasen zu einem Nitroradikal-Anion reduziert wird (96), das
anschlieBend an ein Makromolekul (in erster Linie RNA) der Zelle bindet. Hierbei ist
das reduzierte Anion fur diesen Bindungsvorgang nur in Abwesenheit von Sauerstoff
ausreichend stabil, so dass die Bindung dieser aromatischen Nitroverbindung nur in
hypoxischen bzw. anoxischen Zellen mdglich ist (97).

Den Tieren der Gruppen II/1 und 11/2 wurden 30 Minuten vor der Tétung, 60 mg pro

Kilogramm Kdorpergewicht Hypoxyprobe™ verabreicht.

3.4.9 Laborchemische Untersuchung

Zur Bestimmung der AST, ALT, LDH und GLDH wurden den Tieren zum
Totungszeitpunkt Blutproben entnommen.

Aspartat-Amino-Transferase,  abgekurzt AST, auch  Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) genannt, ist ein Enzym mit hdchsten Konzentrationen im
Herzmuskel, im Skelettmuskel und in der Leberzelle. Erhéhte Werte finden sich bei
Erkrankungen der Leber- und Gallenwege, beim frische Infarkt und Erkrankungen
der Muskulatur. Das Enzym katalysiert folgende Reaktion:

Ketoglutarat + AspartatDGOTDGIlutamat+Oxalacetat

Oxalacetat + NADH + H+D LDH D Pyruvat + NAD+

Die NADH-Abnahme ist photometrisch bestimmbar und proportional zur
Enzymaktivitat.

Alanin-Aminotransferase, abgeklrzt ALT, auch Glutamat-Pyruvat-Transaminase
(GPT) genannt, kommt in héchster Konzentration in der Leberzelle vor, aber auch in
Skelettund Herzmuskulatur. Schon geringe Zellschadigungen kénnen zu erhdhten
Blutwerten fuhren. Erhohte Werte finden sich bei Erkrankungen der Leber- und
Gallenwege, insbesondere Virushepatitis, Mononukleose und toxischen
Leberschadigungen in Kombination mit erhéhten GGT- und GOT (AST)-Werten.

Das Enzym katalysiert folgende Reaktion:

Ketoglutarat + AlaninDGPTDGIlutamat+Pyruvat

Pyruvat + NADH + H+ D LDH D Lactat + NAD+

Die NADH-Abnahme ist photometrisch bestimmbar und ist proportional zur
Enzymaktivitat.

Die Glutamatdehydrogenase (GLDH) ist in den Hepatozyten ausschlie3lich
intramitochondrial lokalisiert. lhre Zunahme im Blut wird durch eine Schadigung

dieser Zellen hervorgerufen und deutet also auf einen besonders schweren
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Leberschaden hin. Sie erlaubt somit eine Beurteilung von Schwere und Ausmalf}
einer akuten Leberparenchymschadigung. Die Messung erfolgte durch enzymatische
Tests mit Messung der Indikatorreaktion (Absorptionsabnahme des NADH).

Die Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Blut wird in Wirklichkeit nicht von einem
Enzym, sondern von funf zwar &hnlichen, aber doch verschiedenen Enzymen, den
LDH-Isoenzyme 1 bis 5 verursacht. Im Herzmuskel und den roten Blutkdrperchen
vorwiegend LDH 1 und LDH 2, in Milz, Lunge und Lymphknoten LDH 3 und in Leber
und Muskel LDH 4 und LDH 5. Starker erhéhte Werte finden sich dementsprechend
bei Hamolyse, Herzinfarkt, Lebererkrankungen, malignen Erkrankungen, letztlich bei
allen Erkrankungen, bei denen es zu einer Zellschadigung kommen kann, ohne
jedoch spezifisch zu sein. Auch Leistungssport und korperliche Arbeit kdnnen zu
Erh6éhungen fuhren. Das Enzym katalysiert eine Reaktion bei der NAD zu NADH
reduziert wird. Die NADH-Zunahme ist photometrisch bestimmbar und ist
proportional zur Enzymaktivitét.

L — Lactat + NAD+ D LDH D Pyruvat + NADH + H+

Die Blutbestimmungen wurden mit einem Analyseautomaten der Firma Roche/
Hitachi (Modular P800) durchgefiihrt. Die genutzten in vitro Tests zur quantitativen
Bestimmung von ALT und AST waren von der Firma Roche und Tests fiur die
Bestimmung von LDH und GLDH stammten von der Firma Boehringer Mannheim

Systems.

3.4.10 Apoptose-Nachweis in Zellen mittels TUNEL-Re  aktion

Durch die Detektion und Markierung von freien 3"-OH-Enden wurde der Nachweis
von Strangbriichen in der genomischen DNA durch die ,TdT-mediated dUTP-biotin
nick end labeling-Reaktion* (TUNEL) erbracht. Diese Strangbriche sind typisch fir
apoptotische Zellen. Hierzu wurde das ,In Situ Apoptosis Detection Kit TACS TdT
DAB* (R&D Systems, TA 4625, MN, USA) genutzt. 5 um dicke Kryostatschnitte der
Leber wurden 2 Stunden bei 37° Celsius getrocknet und dann mit
Formaldehydlosung fixiert. Durch die 15-minutige Proteinase K-Verdau wurden die
DNA-Fragmente flr Reaktionsenzyme sensibilisiert und es erfolgte die
Permeabilisation. Die endogene Peroxidase-Aktivitat wurde durch die 5-minitige
Anwendung einer hydrogenperoxidhaltigen Quenchin-Solution blockiert. Die Schritte
der eigentlichen Labeling-Reaktion wurden dann noch 5 Minuten mit TdT-Labeling-

Puffer vorbereitet. Biotinilierte Nukleotide werden beim Labeling an die freien 3'-OH
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Enden der DNA-Strangbriche mittels terminaler Desoxynukleotidtransferase (TdT-
dNTP) gebunden. Die Schnitte wurden hierzu mit dem Labeling Reaction Mix bei
37T eine Stunde lang im Brutschrank aufbewahrt. Da s 5-minitige Eintauchen der
Schnitte in den TdT Stopp-Puffer diente der Unterbindung der Reaktion. Uber eine
Zeit von 10 Minuten wurden die biotinilierten Nukleotide mit Streptovidin-Peroxidase
Konjugaten identifiziert, hieran konnte dann in der anschlieRenden Farbereaktion der
Farbstoff Diaminobenzidin (DAB) andocken. Die DAB-Working-Solution wirkte 2
Minuten ein und die Gegenfarbung erfolgte danach durch 12-sekiindiges Eintauchen
der Schnitte in Methylgriin Lésung. Es wurden bei allen Objekttragern, neun ,high
power fields“ analysiert, sowie entsprechende apoptotische Zellen gezahlt und
miteinander ins Verhaltnis gesetzt. Die Auswertung erfolgte randomisiert und ohne

Wissen um die experimentelle Gruppe.

3.4.11 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das SPSS Software-Paket Version 16.0 (SPSS
Corp., Birmingham, AL, USA) verwendet. Die graphische Darstellung erfolgte mit
SPSS und Sigma-Plot (Sigma-Plot Version 8.0). Die Ergebnisse wurden als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Nach Varianzanalyse mit dem
Levene's Test wurden die Gruppenunterschiede mit dem Mann-Whitney-U-Test flr
unabhangige Stichproben iberpriift. Die Differenzen der Uberlebenszeiten wurden
mit Kaplan-Meier Kurven dargestellt und Unterschiede mit dem log-rank Test
bestimmt (generalisierter Savage/Mantel Cox Test). Statistische Signifikanz wurde

bei allen Untersuchungen bei einem p-Wert kleiner 0,05 akzeptiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberleben

Die kumulative Uberlebensrate der Tiere die mit rhEPO behandelt worden sind, war
signifikant hoher, als die der Tiere die nur mit Kochsalzlésung behandelt wurden.
RhEPO vs. NaCl: 86,6% (n=30; 26 uberlebt/4 gestorben) vs. 65% (n=40; 26
Uberlebt/14 gestorben) (p=0,031). Samtliche verstorbenen Tiere kamen circa
innerhalb der ersten 4 Stunden nach der Operation zu Tode und wiesen in der
Obduktion alle Zeichen eines hyperakuten Transplantatversagens auf (Abb. 10).
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Abbildung 10: Darstellung des kumulativen Uberlebens mit Zensur zu den jeweiligen elektiven
Totungszeitpunkten. Daten angegeben in Prozent und Stunden; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion.

Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;
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4.2 Nekrosebestimmung durch PAS-Farbung

In der Gruppe die mit rekombinantem humanen Erythropoietin behandelt wurde,
zeigten sich nach 2 Stunden deutlichere Nekrosen als in der Kontrollgruppe
(Mittelwertt Standardabweichung): 0,0107+ 0,0284 (Gruppe /1, n=7) vs. 0,436%
0,954 (Gruppe 1/2, n=7). Die Nekrosen waren nach 4,5 Stunden immer noch deutlich
ausgepragter in der Behandlungsgruppe anzutreffen, allerdings nahm der
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe ab (Mittelwertz Standardabweichung):
0,0374+ 0,0536 (Gruppe II/1, n=7) vs. 0,146+ 0,338 (Gruppe II/2, n=7). So stellte sich
nach 24 Stunden eine geringere Nekroserate in der Behandlungsgruppe dar
(Mittelwertt Standardabweichung): 0,7510+ 1,1380 (Gruppe IlI/1, n=7) vs. 0,677+
0,77 (Gruppe 1ll/2, n=7). Diese verhaltnismalige Verringerung der Nekroserate zu
Gunsten der Behandlungsgruppe nahm in den nachfolgenden
Untersuchungszeitpunkten zu (Mittelwertt Standardabweichung): 0,1320+ 0,2680
(Gruppe V/1, n=5) vs. 0,0014+ 0,0033 (Gruppe V/2, n=5) (Abb. 11, 12, 13). Die

ermittelten Werte wiesen keine Signifikanz auf.
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I Kontrollgruppe
I Behandlungsgruppe

2’5 .........................................................................................................................

2’0 .........................................................................................................................

Relative Nekroseflache (%)

2h 4,5h 24h 48h 7d

Untersuchungszeitpunkt
Abbildung 11: Vergleich der relativen Nekroseflache zwischen der Behandlungs- und Kontrollgruppe;

Daten sind in Prozent (Mittelwertt Standardabweichung), Stunden und Tagen angegeben;

Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;
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%

o .

Abb. 12: PAS-Farbung eines Leberschnittes. Abb. 13: PAS-Farbung eines Leberschnittes.

Kontrollgruppe 48 h nach Reperfusion. Behandlungsgruppe 48 h nach Reperfusion.
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion.
Nekrose mit Pfeil markiert. Nekrose mit Pfeil markiert.

20-fache VergréRRerung; 20-fache VergréRRerung;

4.3 Apoptosebestimmung durch TUNEL-Farbung

In Ergdnzung dazu zeigte sich, dass der Apoptosegrad der mittels TUNEL-Test
bestimmt wurde, zu fast allen Zeitpunkten, in den Gruppen die mit rhEPO behandelt
wurden im Vergleich mit den Kontrollgruppen geringer ausfiel. Der Apoptosegrad war
nach zwei Stunden in der Behandlungsgruppe niedriger (Mittelwertt
Standardabweichung): 37,5+ 27,5 (Gruppe /1, n=7) vs. 29+ 14,5 (Gruppe /2, n=7).
Es fand sich nach 4,5 Stunden ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppe (Mittelwert+ Standardabweichung): 26,4+ 18,3 (Gruppe II/1,
n=7) vs. 13,2+ 9(Gruppe II/2, n=7) (p: 0.048). Allerdings war nach 24 Stunden eine
geringere  Apoptoserate in der Kontroligruppe zu sehen (Mittelwertx
Standardabweichung): 1+ 0,8 (Gruppe Ill/1, n=7) vs. 4,5+ 8,6 (Gruppe Ill/2, n=7).
Diese Veranderungen setzten sich aber nicht fort, da nach 48 Stunden eine
signifikante niedrigere Apoptoserate in der Behandlungsgruppe anzutreffen war
(Mittelwertt Standardabweichung): 37,5+ 4 (Gruppe IV/1, n=7) vs. 29,5+ 3,8 (Gruppe
IV/2, n=7) (p: 0,009) (Abb. 14, 15, 16).
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Abbildung 14: Vergleich der Apoptoserate zwischen der Behandlungs- und Kontrollgruppe; Daten

sind in Prozent (Mittelwert+ Standardabweichung) und Stunden angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-
Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion. (* p< 0,05);

S

S By ™ $ o
Abb. 15: TUNEL-Farbung Abb. 16: TUNEL-Farbung
eines Leberschnittes. eines Leberschnittes.
Kontrollgruppe 4,5 h nach Reperfusion. Behandlungsgruppe 4,5 h nach Reperfusion.
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion.
TUNEL positv mit Pfeil markiert. TUNEL positv mit Pfeil markiert.
20-fache VergréRRerung; 20-fache VergréRRerung;
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4.4 Hypoxiebestimmung durch immunhistochemische Far bung
(Hypoxyprobe™)

AuBerdem liel sich in der Behandlungsgruppe nach 4,5 Stunden ein signifikanter
geringerer Nachweis von hypoxischen Zellen erbringen, so dass von einer
geringeren Ischamie auszugehen ist (Mittelwertt Standardabweichung): 27,4+ 7,41
(Gruppe 11/1, n=7) vs. 13,64+ 2,77(Gruppe II/2, n=7) (p: 0,014) (Abb. 17, 18, 19).

40

I Kontrollgruppe
I Behandlungsgruppe

Relativer Anteil an hypoxischen Zellen (%)

4,5h

Untersuchungszeitpunkt
Abbildung 17: Vergleich der prozentualen Hypoxie-Farbung mittels Hypoxyprobe™ zwischen der

Behandlungs- und Kontrollgruppe; Daten sind in Prozent (Mittelwertx Standardabweichung) und

Stunden angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion.
(* p< 0,05);
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Kontrollgruppe nach 4,5 h. Behandlungsgruppe nach 4,5 h.
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion.
Hypoxie positv mit Pfeil markiert. Hypoxie positv mit Pfeil markiert.

40-fache Vergroéf3erung; 40-fache Vergroéf3erung;

4.4 Bestimmung der TNF- a Expression durch

immunhistochemische Féarbung

In der Abbildung 20 ist eine verringerte TNF-a Expression nach 2 Stunden in der
Behandlungsgruppe zu erkennen (Mittelwertt Standardabweichung): 1+ 0,61
(Gruppe 1lI/1, n=7) vs. 0,75+ 0,76 (Gruppe 111/2, n=7).Dieser Unterschied war nach 48
Stunden signifikant (Mittelwert+ Standardabweichung): 0,86+ 0,63 (Gruppe IV/1, n=7)
vs. 0,14+ 0,24 (Gruppe IV/2, n=7) (p: 0,015) (Abb. 20, 21, 22).
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Histologische TNF-a Expression

24h 48h

Untersuchungszeitpunkt
Abbildung 20: Vergleich der histologischen TNF-a Expression zwischen der Behandlungs- und

Kontrollgruppe; Daten sind in Prozent (Mittelwert+ Standardabweichung) und Stunden angegeben;
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion. (* p< 0,05);

Abb. 21: TNF-a Farbung Abb. 22: TNF-a Farbung

eines Leberschnittes. eines Leberschnittes.

Kontrollgruppe 48 h nach Reperfusion. Behandlungsgruppe 48 h nach Reperfusion.
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion.
TNF-a Anfarbung mit Pfeil markiert. TNF-a Anfarbung mit Pfeil markiert.
20-fache VergréRRerung; 20-fache VergréRRerung;
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4.5 Bestimmung der IL-1 B8 mRNA-Expression durch PCR

Die mRNA-Expression war nach 2 Stunden in der Behandlungsgruppe ausgepréagter
(Mittelwertt Standardabweichung): 516+ 131 (Gruppe /1, n=7) vs. 1559+ 2867
(Gruppe /2, n=7). Diese vermehrte IL-18 mRNA-Expression in der
Behandlungsgruppe setzte sich fort (Mittelwertt Standardabweichung): 261+ 182
(Gruppe 1I/1, n=7) vs. 681+ 749 (Gruppe 1I/2, n=7), 250% 205 (Gruppe IlI/1, n=7) vs.
449+ 661 (Gruppe Ill/2, n=7) und 552+ 501 (Gruppe IV/1, n=7) vs. 832+ 1305
(Gruppe IV/2, n=7). Nach 7 Tagen fand sich eine deutlich hohere IL-18 mRNA-
Expression in der Kontrollgruppe (Mittelwert+ Standardabweichung): 7946+ 7007
(Gruppe V/1, n=5) vs. 1712+ 1142 (Gruppe V/2, n=5) (Abb. 23). Die ermittelten Werte

wiesen keine Signifikanz auf.
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Abbildung 23: Vergleich der IL-18 mRNA-Expression zwischen der Behandlungs- und
Kontrollgruppe; Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung), Stunden und Tagen

angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;

53



Ergebnisse

4.6 Bestimmung der IL-6 mRNA-Expression durch PCR

Die mittels PCR ermittelte IL-6 mRNA-Expression war zu allen Zeitpunkten erhoht
(Mittelwertt Standardabweichung): 124,5+ 63,3 (Gruppe 1I/1, n=7) vs. 152,9+ 216,5
(Gruppe /2, n=7). Diese vermehrte IL-6 mMRNA-Expression in der
Behandlungsgruppe setzte sich fort (Mittelwert+ Standardabweichung): 48,7+ 57,9
(Gruppe II/1, n=7) vs. 118,4+ 199,2 (Gruppe lI/2, n=7) und 4,7+ 2,7 (Gruppe IlI/1,
n=7) vs. 23,4+ 34,1 (Gruppe I1l/2, n=7) (Abb. 24). Die ermittelten Werte wiesen keine

Signifikanz auf.
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Abbildung 24: Vergleich der IL-6 mRNA-Expression zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe;
Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung) und in Stunden angegeben; Kontrollgruppe

mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;
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4.7 Bestimmung der VEGF mRNA-Expression durch PCR

Wie in der Abbildung 26 zu erkennen ist, zeigte sich dass die VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) mRNA-Expression in den ersten 24 Stunden innerhalb
der Behandlungsgruppen ausgepragter war, zudem war das Ergebnis nach 4,5
Stunden signifikant (Mittelwertx Standardabweichung): 52,8+ 31,3 (Gruppe /1, n=7)
vs. 74,5+ 85 (Gruppe /2, n=7), 17,6+ 13,8 (Gruppe II/1, n=7) vs. 65,3+ 62,5 (Gruppe
[1/2, n=7) (p: 0,009) und 19,8+ 15,7 (Gruppe Ill/1, n=7) vs. 46+ 82 (Gruppe 1lI/2,
n=7). Nach 48 Stunden und 7 Tagen fand sich eine erhohte VEGF mRNA-
Expression in der Kontrollgruppe (Mittelwertz Standardabweichung): 47,9+ 39,1
(Gruppe IV/1, n=7) vs. 31,6 17,5 (Gruppe IV/2, n=7) und 42,1+ 29,7 (Gruppe V/1,
n=5) vs. 11,1+ 12,9 (Gruppe V/2, n=5) (Abb. 26).
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Abbildung 26: Vergleich der VEGF mRNA-Expression zwischen der Behandlungs- und
Kontrollgruppe; Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung), Stunden und Tagen

angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion. (* p< 0,05);
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4.8 Bestimmung der HIF-1 a mRNA-Expression durch PCR

Die mittels PCR detektierte HIF-la mRNA-Expression war zu allen bestimmten
Zeitpunkten in der Behandlungsgruppe hoher anzutreffen (Mittelwertx
Standardabweichung): 8,3+ 3,4 (Gruppe /1, n=7) vs. 17,3+ 9,6 (Gruppe /12, n=7),
7,4% 6,5 (Gruppe Il/1, n=7) vs. 15,7+ 13,2 (Gruppe 11/2, n=7), 118,9+ 130,4 (Gruppe
/1, n=7) vs. 220,2+ 256,3 (Gruppe 1ll/2, n=7) und 191,3% 141,5 (Gruppe 1V/1, n=7)
vs. 220,91+ 221 (Gruppe 1V/2, n=7) (Abb. 27). Die ermittelten Werte wiesen keine
Signifikanz auf.
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Abbildung 27: Vergleich der HIF-la mRNA-Expression zwischen der Behandlungs- und
Kontrollgruppe; Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung) und in Stunden

angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;
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4.9 Bestimmung der HGF mRNA-Expression durch PCR

Die Hepatozyten-Wachstumsfaktor (,Hepatocyte Growth Factor®, HGF) mRNA-
Expression war in den ersten 24 Stunden in der Behandlungsgruppe erhoht
(Mittelwertt Standardabweichung): 482+ 329 (Gruppe /1, n=7) vs. 504+ 727 (Gruppe
1/2, n=7), 80 70 (Gruppe 1l/1, n=7) vs. 176+ 232,4 (Gruppe II/2, n=7) und 126+ 81
(Gruppe IlIl/1, n=7) vs. 260x 443 (Gruppe lIl/2, n=7). Nach 48 Stunden und 7 Tagen
war eine leichte Erhéhung der HGF mRNA-Expression in der Kontrollgruppe zu
sehen (Mittelwert+ Standardabweichung): 130+ 95 (Gruppe IV/1, n=7) vs. 127+ 89
(Gruppe IV/2, n=7) und 432+ 162 (Gruppe V/1, n=5) vs. 409+ 202 (Gruppe V/2, n=5)
(Abb. 28). Die ermittelten Werte wiesen keine Signifikanz auf.
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Abbildung 28: Vergleich der HGF mRNA-Expression zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe;

Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung), in Stunden und Tagen angegeben;

Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion;
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4.10 Bestimmung der ALT-Aktivitat im Plasma

Die ALT-Werte waren nach 4,5 Stunden in der Behandlungsgruppe erhoht
(Mittelwertt Standardabweichung): 1037+ 1084 (Gruppe 1l/1, n=7) vs. 1570+ 1410
(Gruppe 11/2, n=7). Nach 24 Stunden waren alle ALT-Werte in Behandlungsgruppe
niedriger als in der Kontrollgruppe, der nach 48 Stunden gemessene Wert war
signifikant (Mittelwert+ Standardabweichung): 1180+ 896 (Gruppe lll/1, n=7) vs.
705% 494 (Gruppe 1I/2, n=7), 459+ 363 (Gruppe IV/1, n=7) vs. 161+ 120 (Gruppe
IV/2, n=7) (p: 0,025) und 84+ 51 (Gruppe V/1, n=5) vs. 66 56 (Gruppe V/2, n=5)
(Abb. 29).
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Abbildung 29: Vergleich der ALT-Aktivitat im Plasma zwischen der Behandlungs- und Kontrollgruppe;
Daten sind als Quotient (Mittelwertz Standardabweichung), in Stunden und Tagen angegeben;
Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion. (* p< 0,05);

58



Ergebnisse

4.11 Bestimmung der AST-Aktivitat im Plasma

Die AST-Werte waren nach 4,5 und 24 Stunden in der Behandlungsgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht (Mittelwertx Standardabweichung): 1529+ 1105
(Gruppe 11/, n=7) vs. 2470 2177 (Gruppe /2, n=7, n=7) und 1276+ 817 (Gruppe
/1, n=7) vs. 2266+ 3329 (Gruppe Ill/2, n=7). Nach 48 Stunden waren alle AST-
Werte in Behandlungsgruppe niedriger als in der Kontrollgruppe, wobei die
Ergebnisse nach 48 Stunden signifikant waren (Mittelwertx Standardabweichung):
443+ 197 (Gruppe IV/1, n=7) vs. 254+ 195 (Gruppe 1IV/2, n=7) (p: 0,048) und 171+ 85
(Gruppe V/1, n=5) vs. 156+ 127 (Gruppe V/2, n=5) (Abb. 30).
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Abbildung 30: Vergleich der AST-Aktivitst im Plasma zwischen der Behandlungs- und
Kontrollgruppe; Daten sind als Quotient (Mittelwert+ Standardabweichung), in Stunden und Tagen

angegeben; Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion. Behandlungsgruppe mit rhEPO-Injektion. (* p< 0,05);
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4.12 Bestimmung der LDH-Aktivitat im Plasma

Die LDH-Werte waren zu allen Zeitpunkten in der Behandlungsgruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe erhoht (Mittelwertt Standardabweichung): 6242+ 7531 (Gruppe
[I/1, n=7) vs. 14642+ 18255 (Gruppe /2, n=7), 545+ 319 (Gruppe Ill/1, n=7) vs.
3991+ 7848 (Gruppe lll/2, n=7), 228+ 100 (Gruppe 1V/1, n=7) vs. 379+ 133 (Gruppe
IV/2, n=7)(p: 0,047) und 244+ 61 (Gruppe V/1, n=5) vs. 394+ 155 (Gruppe V/2, n=5)
(p: 0,047) (Abb. 31).
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4.13 Bestimmung der GLDH-Aktivitat im Plasma

Die GLDH-Werte waren nach 4,5 und 48 Stunden in der Behandlungsgruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht (Mittelwertt Standardabweichung): 559+ 255
(Gruppe 1l/1, n=7) vs. 758+ 695 (Gruppe 1l/2, n=7), 1458+ 665 (Gruppe IlI/1, n=7) vs.
2815+ 2468 (Gruppe Ill/2, n=7). So lieBen sich dagegen nach 48 Stunden und 7

Tagen niedrigere GLDH-Werte in der Behandlungsgruppe im

Vergleich zur

Kontrollgruppe detektieren (Mittelwertt Standardabweichung): 886+ 366 (Gruppe
IV/1, n=7) vs. 610% 545 (Gruppe 1IV/2, n=7) und 72+ 56 (Gruppe V/1, n=5) vs. 70+
72,3 (Gruppe V/2, n=5) (Abb. 32). Die ermittelten Werte wiesen keine Signifikanz auf.
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5 Diskussion

Die orthotope Lebertransplantation ist und bleibt vorerst die einzige kausale Therapie
verschiedener leberspezifischer Erkrankungen.

Wie bereits erwadhnt, gibt es aufgrund des medizinischen Fortschrittes und einer
damit verbundenen vermehrten Indikationsstellung zur Lebertransplantation, einen
fortlaufend steigenden Organbedarf. Das Angebot von Organen nimmt hingegen
nicht zu, so dass langere Wartezeiten fir die zur Lebertransplantation gelisteten
Patienten entstehen. Somit sind fir diese Patienten in Zukunft, steigende Mortalitats-
und Morbiditatsraten zu erwarten (3, 29). Ein potentieller Weg zur
Angebotssteigerung von Organen liegt in der Transplantation von ,marginalen®
Organen. Hierbei gibt es unterschiedliche Ldsungsansatze, diese Organe
JLransplantierbar® zu machen und das Risiko fur die Empfanger zu mindern. Diese
Arbeit hat sich dem Problem der Fettleber als ,Marginalorgan“ angenommen. In
diesem Zusammenhang wurde der Einfluss der Applikation von rhEPO im Rahmen
einer orthotopen Lebertransplantation am Tiermodell untersucht.

Es gibt verschiedene Tiermodelle die eine Verfettung der Leber induzieren kénnen
(98), unter anderem die in dieser Arbeit angewendete Methionin-Cholin-Defizit-Diat
(MCDD). Diese Methode wird haufig zur Genese einer Fettleber im Rattenmodell
genutzt. Die MCDD fihrt in Form einer deutlichen Zunahme des Triglyzerid-Anteils in
der Leber zu einer massiven Verfettung des Organs. Die entstehende Steatohepatitis
erklart sich zum einen tber den hohen Fettanteil und zum anderen durch den Mangel
von Methionin und Cholin. Der Methionin-Mangel verringert die Glutathion Synthese
und fuhrt dadurch zu einer schwacheren Exprimierung von Antioxidantien, die zum
Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dienen. Der Cholin-Mangel fuhrt durch
eine konsekutiv abnehmende Phosphatidylcholin-Synthese, zu einer geringeren
Ausschleusung von Fettsauren aus der Leber (99).

Die MCDD wird im Rattenmodell als Referenzmethode zur Generierung einer
inflammatorischen Fettleber betrachtet. Diese nutritiv erzeugte Fettleber entspricht
am ehesten einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (,non-alcoholic steatohepatitis®,
NASH), wie sie beim Menschen zu finden ist und kommt daher haufig im Tiermodell
zur Anwendung (100, 101). Allerdings fehlen in diesem Tiermodell, im Vergleich mit

einem an einer NASH leidenden Menschen, wichtige weitere pathologische
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Kennzeichen, wie beispielsweise eine abdominelle Fettleibigkeit und eine erhdhte
Kalorienaufnahme (93).

Eine NASH ist als Stadium einer nicht alkoholischen Fettleberkrankheit (,non-
alcoholic fatty liver disease”, NAFLD) zu betrachten und zeichnet sich durch eine
Verfettung, sowie eine Entziindung aus. Sie ist als Progress einer Fettleber zu
verstehen (102). Die einfache Fettleber (Steatosis hepatis) ist meist mit einem guten
Verlauf behaftet. Hingegen kann die NASH mdoglicherweise mit einer Fibrose
einhergehen und im Verlauf zu einer Zirrhose fuhren. Im ungtinstigsten Fall kann die
Genese eines hepatozellularen Karzinoms begunstigt werden (103).

Die NAFLD zeichnet sich unter anderem durch eine vermehrte Fetteinlagerung in
den Hepatozyten aus. Zur Diagnosestellung einer NAFLD muss zuerst der
Ausschluss einer viralen, autoimmunen oder metabolischen Lebererkrankung erfolgt
sein. Hierbei ist insbesondere die Abgrenzung von der alkoholischen Steatohepatitis
(,alcoholic steatohepatitis“, ASH) wichtig. Die Unterscheidung der NAFLD von der
alkoholinduzierten Fettlebererkrankung (,alcoholic fatty liver disease“, AFLD) ist
einzig und allein von der Menge des Alkoholkonsums des Patienten abhéngig. Die
Verifizierung des Alkoholkonsums erfolgt primar tGber die Anamnese, so wird haufig
ein taglicher Alkoholkonsum von 40g bei Mannern und 20g bei Frauen als
Diagnosekriterium herangezogen (104).

Der Goldstandard der diagnostischen Sicherung einer NAFLD ist die Leberbiopsie. In
der Folge lasst sich die NAFLD histologisch in vier verschiedene Typen klassifizieren:
Typl entspricht einer einfachen Fettleber, Typ2 beinhaltet zusatzliche lobulare
Entzindungen, Typ3 weist eine zuséatzliche Ballonierung der Hepatozyten auf und
Typ4 zeigt sich mit einem zusétzlichen Nachweis von Mallory-Kérpern und einer
Fibrose (105). In nachfolgenden Studien zeigte sich, dass die NAFLD Typen 3 und 4
zu einem grof3en Teil korrelieren und nicht getrennt betrachtet werden kénnen. Daher
wurden diese Gruppen zusammengefasst und gemeinsam als NASH definiert (106).
Patienten mit einer NAFLD haben in bis zu 85 Prozent der Falle einen BMI Uber
25kg/m2 und circa 30 Prozent leiden an einem metabolischen Syndrom. Somit gelten
Ubergewicht, Glukoseintoleranz, Hyperlipidamie und arterieller Hypertonus als
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer NAFLD (107).

Der Pathomechanismus der NAFLD und NASH ist nach wie vor nicht ausreichend
geklart, allerdings gilt die ,Zwei-Schritt-Hypothese" als eine weit verbreitete und
akzeptierte Theorie(108).
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Dabei wird die Entstehung der Steatosis hepatis als der ,Erste Schritt“ gesehen. Im
Vordergrund steht hierbei die vorhandene Zunahme von Fettgewebe mit einer
Insulinresistenz. Vor allem bei viszeraler Fettleibigkeit werden vermehrt freie
Fettsauren freigesetzt. Das viszerale Fettgewebe zeichnet sich durch die vermehrte
Produktion von insulinresistenzbildenden Proteinen wir Tumornekrosefaktor alpha
(TNF-a), Resistin und Kortisol aus. Die bei einer Insulinresistenz bestehende
gesteigerte Lipolyse wird durch TNF-a weiter verstarkt. Hierdurch werden
intrazellulare Signalwege gehemmt, wodurch noch mehr freien Fettsauren im
Pfortaderblut vorhanden sind und schlielich nach einer intrahepatischen
Veresterung zu einer gesteigerten Lipideinlagerung fihren. Als Folge der
vorhandenen Insulinresistenz und der Hyperinsulindmie wird die intrahepatische (-
Oxidation verringert und folglich werden vermehrt Triglyzeride synthetisiert, die dann
in den Hepatozyten gespeichert werden. Die intraheptische Fettspeicherung verstarkt
dann die weitere Produktion der proinflammatorischen Zytokine, in deren Folge die
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Apoptose und Nekrose
begulnstigt ist (109).

Durch den ,Ersten Schritt“ der Entstehung der Steatosis hepatis, ist die Leber fur die
nachfolgenden Pathomechanismen sensibilisiert. Der primare Pathomechanismus
des ,Zweiten Schrittes” ist die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies, die zu
einem oxidativen Stress und einer Gewebeschadigung fihren. Dem liegen
Veranderungen der Mitochondrien zu Grunde, die durch ihre funktionelle Beteiligung
an der erhothten [B-Oxidation von Fettsauren und der Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen bedingt sind. Durch Oxidation ungesattigter Fettsduren und
Lipidperoxidation werden Schaden an der mitochondrialen DNA induziert. Durch die
vermehrte Expression von TNF-a wird die mitochondriale Atmungskette negativ
beeinflusst, wodurch eine geringere ATP-Synthese auftritt. Der Mangel an ATP in
einer Fettleber gilt als mogliche Ursache der verminderten Toleranz gegeniber einer
Ischamie und einer verminderten Regeneration nach einer chirurgischen Resektion
(110). Die reaktiven Sauerstoffspezies induzieren dazu vermehrt die Expression der
Zytokine TNF-qa, Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8). Das Zytokin TNF-a
bewirkt  eine  zusatzliche  mitochondriale  Schadigung, IL-8  rekrutiert
Entztndungsstellen und sorgt so fur einen proinflammatorischen Zustand. Das IL-6
ist in seiner Funktion umstritten, so wird ihm unter anderem eine Verstarkung der

Insulinresistenz nachgesagt (111, 112). Zusatzlich entstehen durch Lipidperoxidation
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Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (HNE) und verstarken mittels
Chemotaxis von neutrophilen Zellen die Nekroinflammation. Zudem wird die
Produktion von extrazellularen Matrixproteinen durch die vermehrte Zytokin-
Expression des transformierenden Wachstumsfaktors (, Transforming Growth Factor*,
TGF-B) ausgelést. Daraufhin induzieren die hepatischen Sternzellen eine
Leberfibrose. Schliel3lich fuhren die Induktion des Fas-Liganden und die
zytotoxischen Effekte der Lipidoxidation zu Zelluntergangen in der Leber (113).

Die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Arbeit zeigen ein sehr differenziertes Bild
auf. Dieser Umstand offenbart auch die bis dato in vielen Belangen unklaren
auftretenden Schadigungsmechanismen in der Fettleber.

Insgesamt wurden 70 erfolgreiche Lebertransplantationen mit vornehmlich
makrovesikular verfetteten Spenderlebern am Rattenmodell durchgefuhrt. Das
kumulative Uberleben war in der mit rhEPO behandelten Gruppe signifikant
verbessert (RhEPO vs. NaCl: 86,6% vs. 65%, p=0,031). Die verstorbenen Tiere
verendeten alle innerhalb der ersten vier Stunden nach der Reperfusion des
Transplantates, ohne Hinweise auf einen operativen oder technischen Fehler. Dieses
positive Ergebnis stimmt mit denen bis dato vero6ffentlichten Publikationen tberein
(114, 115). So demonstrierten tierexperimentelle Studien ein signifikant verbessertes
Uberleben bei einer 90-prozentigen Leberteilresektion an Ratten unter
entsprechender rhEPO-Applikation. Ebenso gelang derselben Arbeitsgruppe der
Nachweis eines signifikanten Uberlebensvorteils bei partieller Lebertransplantation
am Rattenmodell unter rhEPO-Gabe(116). Eine zuvor durchgefihrte
tierexperimentelle Studie bezlglich eines Ischamie/Reperfusionsschadens am
Rattenmodell, konnte ebenfalls einen signifikanten Uberlebensvorteil unter rhEPO
beweisen. Hierbei wurden die coeliakalen sowie mesenterialen Arterien zeitweise
ausgeklemmt. Der ausgepragte Schock der Visceralorgane fuhrte bei allen Tieren
ohne rhEPO-Behandlung zum Tod, hingegen uberlebten signifikant mehr Tiere unter
rhEPO-Applikation (117).

Die Hbhe der Lebertransaminasen lieferte kein eindeutiges Ergebnis zu Gunsten der
Behandlungsgruppe, so war nur nach 48 Stunden eine signifikante Reduktion in der
Behandlungsgruppe zu sehen. Diese Daten stehen im Kontrast zu den bis dato
veroffentlichten Publikationen, die Lebertransplantationen mit nicht verfetteten
Lebern unter rhEPO-Behandlung durchfuhrten (118). Ein Grund fir die

uneinheitlichen Ergebnisse kdnnte die Fettleber selbst sein. Es konnte nachgewiesen

65



Diskussion

werden, dass im Vergleich zu einer normal gesunden Leber, die
Ischamie/Reperfusionsschéaden in einer Fettleber zu einer verstarkten Leberenzym-
Ausschuttung fuhren (119). Zudem konnte der Effekt von rhEPO durch die teilweise
stark erhéhten Transaminasenniveaus mit einer betrachtlichen Standardabweichung
maskiert sein.

Die immunhistologische Hypoxyprobe™-Farbung zeigte signifikant niedrigere
hypoxische Zellveranderungen in den Hepatozyten der transplantierten Leber der
rhEPO-Gruppe an. Dieser Umstand konnte ein Hinweis darauf sein, dass in der
rhEPO-Gruppe moglicherweise in Regionen mit weniger auftretenden hypoxischen
Zellen auch weniger reaktive Sauerstoffspezies entstehen (120). Die signifikant
verringerte Apoptoserate nach 4,5 Stunden in der rhEPO-Gruppe spiegelt diese
Reaktion wieder.

Der Nachweis von Apoptosen und Nekrosen in der transplantierten Fettleber wurde
in dieser Arbeit via TUNEL-, HE- und PAS-Farbung erbracht. Diese beiden
Mechanismen des Zellunterganges spielen eine groBe Rolle Dbei
Ischamie/Reperfusionsschaden.

Nach zwei Stunden liel3en sich vermehrt Nekrosen in der rhEPO-Gruppe nachweisen
und zeitgleich stand dem eine verminderte Apoptoserate in der identischen Gruppe
entgegen. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass unter rhEPO vermehrt
unkontrollierte  Zelluntergange stattfinden, gleichzeitig aber das regelrechte
Leberparenchym verbesserte funktionelle Eigenschaften aufweist. Das verringerte
Ausmall der Apoptosen in der rhEPO-Gruppe stimmt mit den bisherigen
wissenschaftlichen Ergebnissen Uberein und ist als direkter Schutz vor
Ischamie/Reperfusionsschaden durch rhEPO zu deuten (118). Im Kontrast hierzu
steht die erhdhte Anzahl an nekrotischem Gewebe in der rhEPO-Gruppe nach 2
Stunden. Allerdings findet vermutlich durch rhEPO eine effektivere Elimination des
nekrotischen Gewebes statt. So war dieses an den erhdhten Nekroseanteilen in der
Kontrollgruppe nach 24 Stunden bemerkbar und wurde durch erhdhte
leberspezifische GLDH-Werte untermauert. Denn diese waren nach 24 Stunden auch
eindeutig zu Gunsten der Behandlungsgruppe verschoben. RhEPO schitzt die
Zellen nicht nur direkt vor Ischamie/Reperfusionsschaden, sondern fuhrt vermutlich
durch ein verbessertes zellulares ,Remodelling“ zu einer ztigigeren und anhaltenden

Leberregeneration.
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Eine verbesserte Leberregeneration durch rhEPO konnte bereits nachgewiesen
werden. So liel3 sich dieser positive Umstand durch ausgedehnte Leberresektionen
unter rhEPO-Gabe am Rattenmodel demonstrieren (121). Es konnten zudem
ahnliche Feststellungen im Bereich der Regeneration von Neuronen und
Kardiomyozyten angestellt werden (76, 122-124).

Die Auswertung der multiplen mRNA Bestimmungen der Zytokine bot, unter anderem
aufgrund der teilweise hohen Standardabweichung, auf den ersten Blick kein
eindeutiges Bild zu Gunsten der rhEPO-Therapie.

Bei genauerer Analyse der regenerations-assozierten Zytokine HIF1-a, HGF und
VEGF bestétigte sich allerdings die bereits erhobene Vermutung einer verbesserten
Regeneration unter rhEPO, da diese Zytokine alle in den ersten 24 Stunden vermehrt
in der RhEPO-Gruppe exprimiert wurden. Es konnte bereits in anderen Studien
gezeigt werden, dass eine erhohte HIF1l-a Expression im Rahmen der
Leberregeneration vorhanden ist. Diese ist mit einer erhbhten VEGF-Expression
assoziiert (125, 126) und man geht derzeitig davon aus, dass dieses einen positiven
Effekt auf die Rekonstruktion der sinusoidalen Endothelzellen der Leber wahrend der
Regeneration hat (127, 128).

Erganzend hierzu war die mRNA-Expression des unter anderem antiinflammatorisch
wirksamen IL-6 bei den mit rhEPO behandelten Tieren erhdht, wenn auch vermutlich
durch die hohe Standardabweichung keine statistische Signifikanz erreicht wurde.
Das Zytokin IL-6 wird als ein bedeutender Faktor der Leberregeneration nach einem
stattgefundenen Ischamie/Reperfusionsschaden betrachtet (129, 130). Allerdings ist
die klare Zuordnung der pro- oder antiinflammatorischen Wirkung des IL-6 umstritten.
Im Gegensatz zu einer ausschlie3lich verfetteten Leber, kann in einer NASH-Leber
ein erhohter IL-6 Spiegel nachgewiesen werden. Diese Erkenntnis fuhrte zu der
Schlussfolgerung, dass IL-6 eine Rolle in der Entstehung einer NASH-Leber spielt
und es wird daher in Teilen der Literatur als ein proinflammatorisches Zytokin
angegeben (131).

Hingegen war die mRNA-Expression des proinflammatorischen Interleukin-10 (IL-10)
vermehrt in der rhEPO-Gruppe anzutreffen, jedoch ebenso ohne Signifikanz. IL-1
wird in der NASH-Leber, ebenso wie das TNF-a, vermehrt nachgewiesen. Daher wird
angenommen, dass diese Zytokine durch ihre proinflammatorische Wirkung die
Entstehung einer NASH-Leber beginstigen (132).
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Um das Ausmald der Leberzellschadigung nach einer stattgehabten Ischamie mit
anschlieBender Reperfusion des Organs einzuschatzen, wird haufig die H6he der
TNF-a Expression herangezogen (133-135). Diese Arbeit konnte zeigen, dass die
TNF-a mRNA-Expression in der rhEPO-Gruppe signifikant reduziert war. So
erscheint allerdings eine isolierte Betrachtungsweise der beteiligten Zytokine wenig
sinnvoll, da erhdhte Expressionen von IL-1 und TNF-a zu einer vermehrten HIF-1
Expression fuhren (136). Diese auftretenden widersprichlichen Zytokin-Aktivitaten
kénnten ihre Erklarung in der abnormalen Stoffwechselaktivitat der Fettleber haben
(113).

Unter Berlcksichtigung aller erfassten Daten zeigt diese Arbeit, dass die Gabe von
rhEPO an Spendertier und Empfangertier zu einer Senkung von
Ischamie/Reperfusionsschéaden in dem Fettlebertransplantat fuhrt. Zudem wurde der
Nachweis eines signifikanten Uberlebensvorteils erbracht. Diese Ergebnisse decken
sich mit bereits erschienen Publikationen, die den protektiven Einfluss von rhEPO auf
die Zellintegritst verschiedener Gewebe durch die Reduzierung von
Ischamie/Reperfusionsschaden nachweisen konnten. So wurde bereits gezeigt, dass
rhEPO zu einer Reduzierung von Ischamie/Reperfusionsschaden nach oLTX mit 18
Stunden kalter Ischamie an der Ratte fuhrt (118).

Die  epidemiologischen  Daten  verdeutlichen den  Stellenwert dieser
tierexperimentellen Arbeit im Hinblick einer méglichen klinischen humanen Relevanz.
Die NAFLD stellt vermutlich die haufigste Lebererkrankung in der westlichen Welt
dar. So zeigte sich in Autopsien, dass bis zu 70 Prozent der Patienten mit
Ubergewicht und 30 Prozent der Patienten mit Normalgewicht von einer NAFLD
betroffen waren (104).

Die entsprechenden Daten beziglich der Pravalenz einer NASH reichen von 2,7
Prozent bis zu 18,5 Prozent. Die Patienten mit einem Typ 2 Diabetes mellitus wiesen
in bis zu 75 Prozent der Félle eine NAFLD in unterschiedlichen Stadien auf. Bei
Menschen mit Ubergewicht, also einem Body MafR Index zwischen 25 und 29,9
kg/m2, konnte in 3 Prozent der Félle eine Leberzirrhose nachgewiesen werden.
Wiesen diese Menschen als Komorbiditéat einen Diabetes mellitus auf, belief sich die
Pravalenz einer Leberzirrhose sogar auf bis zu 19 Prozent (104).

Diese Daten machen deutlich, welchen Stellenwert die NASH bereits aktuell in der
Medizin einnimmt. Das amerikanische ,Center for Disease Control (CDC) schétzt,
dass im Jahre 2025 bis zu 50 Prozent der Menschen in den USA an Fettleibigkeit
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(BMI >30kg/m?) leiden. In Anbetracht dieser Entwicklung und der derzeitig
angenommenen Pravalenz der NASH in Assoziation mit einer Fettleibigkeit gehen
Schéatzungen davon aus, dass im Jahre 2025 utber 25 Millionen Menschen in den
USA an einer NASH leiden werden. Sollte diese Entwicklung tatséachlich so eintreten,
wirde die Pravalenz der NASH im Jahre 2025 die der aktuellen Hepatitis C Infektion
um das 10-fache in den USA Ubersteigen (137).

In diesem Zusammenhang ist die Progression der NASH zu einer Zirrhose und einer
terminalen Lebererkrankung nicht hinreichend geklart. So reicht die Pravalenz einer
Leberzirrhose bei Patienten mit einer NASH von 3 bis zu 15 Prozent (138-140). Es
gibt derzeitig keine ausreichenden Daten beziglich des prozentualen Anteils der
durchgefuihrten Lebertransplantationen aufgrund einer NASH. Allerdings zeigten
mehrere Studien, dass bis zu 50 Prozent aller Lebertransplantationen bei einer
kryptogenen Leberzirrhose, womdoglich einer nicht erkannten NASH geschuldet
waren (141, 142). Derzeitig werden in Europa circa 8 Prozent der
Lebertransplantationen aufgrund einer kryptogenen Zirrhose durchgefuhrt (143).
Sollten die Prognosen bezuglich der zukinftigen Zunahme der NAFLD zutreffen,
kénnte die Anzahl der durchgeflhrten Lebertransplantationen, aufgrund einer
kryptogenen beziehungsweise NASH bedingten Leberzirrhose, in 15 Jahren um ein
mehrfaches steigen (137). Hinzu kdame wahrscheinlich noch eine hohe Anzahl von
Patienten mit einer NASH bedingten Zirrhose, die aufgrund ihrer Komorbiditaten nicht
fir eine Lebertransplantation geeignet waren (144). Ferner kénnte eine Fettleibigkeit
maoglicherweise zu einer verstarkten Progression bereits bestehender HCV- oder
Alkohol-assoziierter Lebererkrankungen fuhren (145, 146).

Trotz der zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen, die es zu mdglichen
protektiven Substanzen im Zusammenhang mit Ischamie/Reperfusionsschéaden bei
der Lebertransplantation gibt, konnte dieses Wissen nur vergleichsweise wenig im
klinischen Alltag etabliert werden (135). Ein gro3er Anteil dieser Substanzen ist nicht
fur den klinischen Gebrauch am Menschen zugelassen. Daher ist der Klinische
Einsatz nicht moglich oder sehr erschwert. RhEPO ist hingegen bereits seit Jahren
als Medikament im Kklinischen Einsatz etabliert und kann als eine relativ sichere
Substanz, mit einigen wenigen Nebenwirkungen, betrachtet werden (147-153).

Die Verringerung von Ischamie/Reperfusionsschaden bringt rhEPO in Verbindung mit
einer verbesserten Geweberegeneration, in eine viel versprechende Position

bezuglich einer méglichen Anwendung von ,marginalen“ Transplantaten und einer
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maoglicherweise damit verbundenen verbesserten initialen Transplantatfunktion. Der
in dieser Arbeit bewiesene signifikante Uberlebensvorteil der mit rhEPO behandelten
Ratten untermauert diese These.

Daher kénnte die Konditionierung eines ,marginalen“ Organes zur Verbesserung der
initialen Transplantatfunktion, durch die Gabe von rhEPO vor und nach der

Transplantation, als wertvolles Werkzeug dienlich sein (154).
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6 Zusammenfassung

Der Mangel von geeigneten Spenderorganen stellt eines der Hauptprobleme in der
heutigen Transplantationschirurgie dar. Dieser Umstand zwingt den Chirurgen immer
ofter zur Akzeptanz von ,marginalen® Organen. Diese qualitativ schlechteren
Transplantate sind vermehrt mit einem priméren Transplantatversagen, einer
primaren Transplantatdysfunktion und einem verringerten Empfangeriberleben
assoziiert. Tierexperimentelle Untersuchungen konnten bereits mehrfach die
positiven Auswirkungen von rekombinantem humanen Erythropoietin (rhEPO)
gegenuber  verschiedenen Organsystemen  demonstrieren. In diesem
Zusammenhang konnte der protektive Einfluss von rhEPO gegenuber
Ischamie/Reperfusionsschaden in der Leber, der Lunge und dem Gehirn
nachgewiesen werden.

Diese Arbeit hat es sich zum Ziel gemacht die Auswirkungen von Erythropoietin auf
die Isch&dmie/Reperfusionsschaden der Fettleber nach orthotoper
Lebertransplantation am Rattenmodell zu beleuchten.

Es wurden insgesamt 140 Lewis Ratten verwendet und 70 Lebertransplantationen
am Rattenmodell durchgefiihrt. Zur Induktion einer Fettleber (Verfettung >50%)
wurde eine Methionin-Cholin-Defizit-Diat (MCDD) bei allen 70 Spendertieren
angewendet. Die Behandlungsgruppen bestanden aus 60 Spender— und
Empfangertieren und diese erhielten jeweils 4000 Einheiten rhEPO pro Kilogramm
Korpergewicht portalvenos injiziert. Die anderen 80 Spender- und Empfangertiere der
Kontrollgruppen erhielten jeweils eine portalvendse Injektion mit Kochsalzlésung. Die
Injektionen erfolgten eine halbe Stunde vor der Organentnahme in der
Spendergruppe und direkt nach der Organreperfusion in der Empfangergruppe. Bei
samtlichen Transplantaten wurde eine Kaltischamiezeit von 6 Stunden eingehalten
und die Organe wurden mit der University of Wisconsin-Losung konserviert. Die Tiere
wurden 4,5, 24 und 48 Stunden, sowie 7 Tage nach der Reperfusion getttet. Zwei
Stunden nach der Reperfusion war bei den Tieren die 4,5 Stunden nach Reperfusion
getdtet wurden, eine Resektion des Lobus triangulatus zur histologischen und
molekularbiologischen Aufbereitung durchgefiihrt worden. Von samtlichen Tieren
wurde zum ToOtungszeitpunkt Blut- und Lebergewebe asserviert. Es erfolgten
Laboranalysen der Leberenzyme (AST, ALT, LDH, GLDH), histologische

Untersuchungen (H.E.-, PAS-Farbung), sowie immunhistologische Analysen
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(TUNEL, Hypoxyprobe™, TNF-a) und Bestimmungen der mRNA-Expression
bestimmter Zytokine mittels Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (HGF, HIF-1a, IL-1 3,
IL-6, TNF-a, VEGF).

Die kumulative Uberlebensrate der Tiere die mit rhEPO behandelt worden sind, war
signifikant hoher, als die der Tiere die nur mit Kochsalzlésung behandelt wurden.
RhEPO vs. NaCl: 86,6% (n=30; 26 Uberlebt/4 gestorben) vs. 65% (n=40; 26
Uberlebt/14 gestorben) (p=0,031). Samtliche verstorbenen Tiere kamen circa
innerhalb der ersten 4 Stunden nach der Operation zu Tode und wiesen in der
Obduktion alle Zeichen eines hyperakuten Transplantatversagens auf. Der
beobachtete signifikante Uberlebensvorteil unter rhEPO-Applikation, stimmt somit mit
vielen bis dato publizierten tierexperimentellen Studien tUberein (114-116).

Die ALT- und AST-Aktivitat im Plasma war in der mit rhEPO behandelten Gruppe 48
Stunden nach der Reperfusion des Transplantates, signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe. Alle anderen gemessenen Leberenzyme zeigten sehr uneinheitliche
Ergebnisse auf. Der prozentuale Anteil des nekrotischen Lebergewebes konnte
weder in der Kontroll- noch in der Behandlungsgruppe ein eindeutiges Ergebnis
erbringen. Die immunhistologische Hypoxyprobe™-Farbung zeigte signifikant
niedrigere hypoxische Zellen 4,5 Stunden nach Reperfusion in der rhEPO-Gruppe
auf. Es wurde eine signifikant verringerte Apoptoserate in der rhEPO-Gruppe nach
4,5 Stunden festgestellt. Fast samtliche Zytokine konnten keine signifikanten
Ergebnisse aufweisen. Lediglich die TNF-a Expression war in der rhEPO-Gruppe
nach 48 Stunden signifikant reduziert. Die VEGF mRNA-Expression war in der
rhEPO-Gruppe ergénzend dazu nach 4,5 Stunden signifikant erhéht. Zudem konnte
der Nachweis eines signifikanten Uberlebensvorteils fir die mit rhEPO behandelten
Tiere erbracht werden.

RhEPO verringert die Ischamie/Reperfusionsschaden und verbessert in Verbindung
mit einer gesteigerten Geweberegeneration das Uberleben, im Rahmen der

Transplantation einer Fettleber bei der Ratte.
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