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1 Einleitung

1.1 Lebertransplantation und Bedeutung des Ischamie-

IReperfusionsschadens

Die orthotope Lebertransplantation (OLT) ist heute ein etabliertes Verfahren zur
Behandlung terminal leberinsuffizienter Patienten [3]. Bei den zugrunde liegenden
Erkrankungen handelt es sich um fortgeschrittene Leberzirrhose bei Virushepatitiden,
nutritiv-toxisch induzierte Leberzirrhose, primar biliare Zirrhose, wie auch primar und
sekundar sklerosierende Cholangitis, Budd-Chiari-Syndrom und primare Lebertumoren
in frthem Stadium [4]. Des Weiteren kommen als Indikationen das akute
Leberversagen, angeborene Erkrankungen wie M. Wilson und Zystenleber oder
Gallengangsagenesien in Betracht.

Seit der ersten erfolgreichen Lebertransplantation von Thomas E. Starzl in Denver,
Colorado/USA [5, 6, 7] fuhrten kontinuierliche Verbesserungen der Immunsupression,
der Organkonservierung, der chirurgischen Technik und des perioperativen
Managements zu den heute hervorragenden Ergebnissen dieser Operation.
Gegenwartig werden pro Jahr insgesamt uber 8000 OLT in Nordamerika und Europa
durchgefuhrt, in Deutschland allein sind es zwischen 700 und 750. An den
verschiedenen Transplantationszentren wurden in den letzten Jahren Uberlebensraten
von uber 90% nach einem Jahr und von Uber 80% bzw. 70% nach 5 bzw. 10 Jahren
erreicht.

Trotz dieser Erfolge steht die Transplantationsmedizin weiterhin vor Schwierigkeiten.
Der Mangel an geeigneten Spenderorganen fuhrt dazu, dass Patienten auf der
Warteliste versterben, bevor ein Spenderorgan zur Verfligung steht [8]. Daraus erfolgt
die Notwendigkeit, auch Organe zu transplantieren, die nur noch bedingt als
Transplantat geeignet sind (,marginale Qualitat) [9]. Diese Organe mit marginaler
Qualitat stehen in Zusammenhang mit dem Transplantatversagen und der
Transplantatdysfunktion, welche sich als multifaktorielle Geschehen aus der Summe
schadigender Einflisse wahrend der Spenderorganentnahme, Konservierung und
Reperfusion zusammensetzten. Hierbei stellt der mit der Konservierung
zusammenhangende Ischamie-Reperfusions (I/R) — Schaden ein wichtiges klinisches

Problem dar [12, 13, 14, 15, 16]. Die Auspragung dieses Schadens ist abhangig von der
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kalten und warmen Ischamiezeit, der Konservierungs- und Reperfusionsart und der
vorbestehenden Leberschadigung, z.B. durch Verfettung.

Durch die stetige Entwicklung und Verbesserung der Konservierungslosungen konnte
der Konservierungsschaden reduziert und die Konservierungsdauer der Leber
theoretisch auf bis zu 24 Stunden verlangert werden [17, 18]. Dennoch bleibt der I/R-
Schaden als ernstes Problem bestehen: Ein Transplantatversagen (primare
Nichtfunktion) ist eine der Hauptursachen fur das Nichtiberleben des Empfangers [19,
20, 21] und tritt in etwa 8 % der Falle auf [22, 23]. Des Weiteren kommt es bei einer
schweren Konservierungsschadigung zu starkeren AbstolRungsreaktionen des

Empfangers gegen das Transplantat [24, 25, 26].

1.2 Pathophysiologische Mechanismen des Ischamie-

IReperfusionsschadens

Die Mechanismen der Organschadigung durch Ischamie und Reperfusion sind vielfaltig
und deren Kenntnis ist die Grundlage zum Schutz der Leber vor primarer Nichtfunktion
und Dysfunktion. Die Ischamie findet in drei Formen statt: Als kalte Ischamie im
Rahmen der Organkonservierung bei Transplantationen, als warme Ischamie bei
Trauma, Schock, Leberchirurgie (Pringle Mandver) und Transplantation und als
Ischamie unter Wiedererwarmung im Rahmen von ex situ Manipulation an der Leber
oder wahrend der Implantation in der Phase vor Freigabe des Blutflusses. Die im
Folgenden aufgefuihrten Schadigungen werden durch diese drei Phasen der Ischamie
und der anschlieBenden Reperfusion hervorgerufen, wobei das Ausmal} der
Schadigung abhangig ist von der Dauer und der Art der Ischamiezeit. Die in der
Ischamiezeit entstandenen Zellveranderungen fuhren wahrend der Reperfusion zu
weiterer Schadigung [27, 28, 29]. Dabei sind Endothelzellen und Hepatozyten
unterschiedlich betroffen. So werden die Endothelzellen eher wahrend der kalten
Ischamie und die Hepatozyten besonders wahrend der warmen Ischamie geschadigt
[30, 31, 32].

Durch Unterbrechung der Blut- und damit der Sauerstoffzufuhr entsteht im
ischamischen Organ eine Hypoxie, die dazu flhrt, dass sauerstoffabhangige
Stoffwechselvorgange nur noch in begrenztem Male ablaufen kénnen. Damit wird die

oxidative Phosphorylierung von Adenosintriphosphat (ATP) unmdglich und
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vorhandenes ATP ist schnell aufgebraucht. Den ATP-abhangigen lonenpumpen
(Na+/K+-Pumpe, Ca++-Pumpe) fehlt die Energie und die steigenden intrazellularen
Na+- und Ca++-Spiegel fiuhren zu einem Einstrom von CI” -lonen und Wasser. Es
kommt zum Zellddem [33, 34, 35]. Das in der Zelle angesammelte Ca++ aktiviert
hydrolysierende Enzyme wie Phospholipasen und Proteasen, die das Organ schadigen
[36, 37, 38].

Die  Laktat- und  H+-Akkumulation durch  anaerobe  Glykolyse  bzw.
Nukleotidhydrolysierung fuhrt zur intrazelluldren Azidose, wodurch lysosomale
Membranen destabilisiert werden. Der dadurch gestdrte mitochondriale pH-Gradient
fuhrt zur Bildung von Ausstllpungen auf der Zelloberflache, die in direktem
Zusammenhang mit einem Aufbrechen des Zytoskeletts, irreversibler Zellschadigung
und Zelltod steht [39, 33]. Eine milde Azidose allerdings schitzt die Hepatozyten auch
vor dem nekrotischen Zelltod (pH Paradox) [40, 41].

Diese Zellveranderungen auf Grund der Hypoxie pradisponieren die Zellen wiederum
fur einen Schaden durch Reoxigenierung. So beschrieb McCord ein Modell, in dem er
erklarte, wie der ischamische Schaden durch Bildung von freien Sauerstoffradikalen bei
der Reoxigenierung noch vergrofRert wird [42]. Er machte die von der Xanthinoxidase
gebildeten Sauerstoffradikale verantwortlich. Die Xanthinoxidase entsteht wahrend der
Ischamie durch proteolytische Enzyme aus der Xanthindehydrogenase. Wenn diese
wahrend der Reperfusion Hypoxanthin und Xanthin oxidiert, werden freie
Sauerstoffradikale gebildet. Seither werden samtliche freien Sauerstoffradikale und
reaktive  Stickstoffverbindungen  fir  die  postischamische  Zellschadigung
mitverantwortlich gemacht. Diese fuhren zur Schadigung von Epithelzellen und
Hepatozyten indem sie zellulare und mitochondriale Membranen angreifen [43, 44, 45,
38]. Des Weiteren aktivieren sie Kupffer Zellen, die wiederum Zytokine und
Sauerstoffradikale ausschitten [46, 47]. In diesem Rahmen kommt es auch zur
Aktivierung und Infiltration von Leukozyten, vor allem von neutrophilen Granulozyten
und Lymphozyten [48, 49]. Bei der Aktivierung kommt es zur Ansammlung von
Leukozyten in den Lebersinusoiden, zu deren Adhasion an den Endothelzellen und zur
transendothelialen Migration mit nachfolgendem Parenchymschaden. Durch den
Ischamie-/Reperfusionsschaden werden an der Oberflache von Endothelzellen und
Leukozyten Adhasionsmolekule exprimiert, wobei TNF-a und IL-1 durch ihre Aktivierung

von Selektinen und B-Integrinen Uber IL-8-Synthese eine entscheidende Rolle spielen
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[50, 51]. Die Leukozyten setzen dann wiederum Sauerstoffradikale und Proteasen frei,
die zur Zellschadigung beitragen [52]. AuRerdem  wird durch die
Leukozytenakkumulation in den Sinusoiden die hepatische Mikrozirkulation erheblich
eingeschrankt. Dies wird durch verstarkte Thrombozytenadhasion noch unterstitzt [53].
Die sinusoidalen Randzellen, und hier gerade die Endothelzellen, haben bei den
Ischamie-/Reperfusionsvorgangen eine besonders exponierte Stellung und sind
dadurch neben den ischamischen auch unmittelbar mechanischen Belastungen wie
zum Beispiel dem Perfusionsdruck ausgesetzt. Die Parenchymzellschadigung ist
letztlich zu einem grof3en Teil auch Folge des Sinosoidalzellschadens [53, 54, 55, 56].
Gerade in Hinblick auf die sinosoidalen Endothelzellen ist es wichtig, die Rolle der
Apoptose bei der Entwicklung des Ischamie-/Reperfusionsschadens zu betrachten.
Borghi-Scoazec et al [57] beobachteten in ihrer Studie Uber menschliche
Lebertransplantate Apoptose sowohl bei Hepatozyten als auch bei Endothelzellen.
Beobachtet man die Zellschadigung jedoch in chronologischem Ablauf, stellt man fest,
dass bei Endothelzellen dem massiven Zelltod und den stark erhohten ALT-Werten
nach 24h Reperfusion eine Phase der Apoptose vorausgeht (4h nach Reperfusion),
wohingegen der Anteil der apoptotischen Hepatozyten gering ist [58]. Dies konnte
bedeuten, dass Endothelzellen durch Apoptose und Hepatozyten durch Nekrose ohne
vorherige Apoptose sterben. Vom zeitlichen Ablauf her findet eine Schadigung der
Endothelzellen zwar bereits wahrend der Phase der Ischamie statt, die Apoptose als
aktiver Vorgang ist aber abhangig von der Reperfusion und der mit ihr steigenden
Konzentrationen vom Energietrager ATP und von Mediatoren wie TNF-a [59, 60, 61].
Auf der Suche nach organprotektiven Strategien entdeckten Murry et al. 1986, dass
eine kurze Periode von Ischamie/Reperfusion ein Organ toleranter macht gegenuber
einem nachfolgenden langer andauernden Ischamie-/Reperfusionsschaden [62]. Diese
Technik, die anfanglich am Herzen und spater auch an Gehirn, Darm, Skelettmuskel
und Leber beschrieben wurde, heildt ,ischamische Prakonditionierung’. Die zu Grunde
liegenden zytoprotektiven Mechanismen sind noch unklar. Diskutiert wird zum Beispiel
Adenosin, das Uber die Stimulation von A2-Rezeptoren zu einem erhdhten NO-Spiegel
fuhrt [63]. Auch wird vermutet, dass durch die Prakonditionierung eine  Art
Energiesparmechanismus ausgelost wird, der sich in einer verringerten ATP-
Degradierung wahrend der Ischamiezeit zeigt und die Produktion von Laktat und

Produkten der anaeroben Glykolyse senkt [64, 65]. Darlber hinaus konnte gezeigt
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werden, dass ischamische Prakonditionierung zu deutlich erniedrigten TNF-a Werten in
der Spatphase der Reperfusion (24-48h) nach verlangerter Ischamie fuhrt [66].
SchlieBlich wurde nach Prakonditionierung auch eine dramatische Reduktion der

apoptotischen Endothelzellen festgestellt [67, 68, 69].

1.3 Protektives Potenzial von Erythropoietin

Erythropoietin ist das wichtigste an der Hamatopoese beteiligte Cytokin und wird
hauptsachlich in der Niere und der Leber, aber auch im Gehirn, im Herzen und im
Uterus produziert. Es reguliert die Erythropoese von Saugetieren und hat diverse
zellulare Effekte in Geweben ohne hamatopoetische Funktion. Die Einfihrung von
rekombinantem menschlichen Erythropoietin (EPO) markierte einen signifikanten
Fortschritt in der Behandlung von Anamien bei chronischem Nierenversagen.
Gleichzeitig haben experimentelle Studien sein Potenzial als Mittel zur
Prakonditionierung entdeckt und gezeigt, dass es sowohl im Gehirn als auch im Herz
einen Schutz gegen Ischamie/Reperfusions(I/R)-Schaden bietet. Dies erreicht es zum
einen durch eine Verringerung der zellularen Apoptose und Nekrose und zum anderen
durch eine Unterdrickung der Entzindungsreaktion. Zusatzlich legt die Anwendung von
EPO zum Zeitpunkt der Reperfusion am isolierten Rattenherz nahe, dass es nicht nur
bei der Pravention sondern auch bei der Behandlung von ischamischen Episoden
natzlich sein kann [70].

EPO wird derzeit nur zur Behandlung der Ischamie bei Nierenversagen angewandt. Ein
besseres Verstandnis der starken protektiven Effekte einer EPO-Gabe bei I/R-Schaden
ist die Grundlage fur die Entwicklung weiterer klinischer Anwendungen dieses Molekils.
Verschiedene Studien weisen bereits auf die moglicherweise an dieser Protektion
beteiligten Mechanismen hin. So scheint die Fahigkeit von EPO die Apoptose zu
verringern einen wichtigen Beitrag zu leisten [70, 71, 72]. Der Schutzeffekt von EPO
wahrend I/R der Niere wurde mit der Induktion des Hitze Schock Protein 70 (HSP70) in
Zusammenhang gebracht [73]. Kurzlich berichteten Forscher Gber die antientzindlichen
Eigenschaften von rhEPO bei Gehirnschadigung. Weiterhin wird deklamiert, dass EPO
in einem Modell experimenteller Autoimmunenzephalomyelitis stark antiinflammatorisch
auf das zentrale Nervensystem (ZNS) wirkt [74]. GleichermalRen konnte gezeigt

werden, dass eine Vorbehandlung mit EPO in einem Ischamiemodell des Gehirns die
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Produktion von proinflammatorischen  Cytokinen und den Einstrom von
Entzindungszellen in das Schadigungsgebiet vermindert [75]. Fruhere Studien zeigten
bereits, dass EPO intrazellulare Signalwege uber NF-kB und AP-1 nutzt [76]. Es lie®
sich weiterhin zeigen, das EPO in einem Ischamiemodell des Herzens die I/R-induzierte
Aktivierung von NF-kB und AP-1 verringert, mit einer Reduzierung der TNF-a, IL-6 und
ICAM-1-Produktion und einer gesteigerten IL-10-Produktion [77].

Die antiapoptotische Wirkung von EPO wurde als erstes im Modell eines ischamischen
Hirnschadens demonstriert [78, 79]. Auch Endothelzellkulturen schutzt die Zugabe von
EPO vor Anoxie-induzierter Apoptose [80]. Erst kirrzlich wurde beobachtet, dass die
Gabe von EPO bei Ratten eine dramatische Schutzwirkung gegen kardialen
Ischamieschaden entfaltet, was an einer reduzierten Zahl von TUNEL-positiven Zellen
und einer reduzierten Aktivierung von Caspase 3 in den Herzen der behandelten Tiere
ablesbar ist [71, 81]. Eine Behandlung mit EPO reduziert auch die Apoptose nach in

vivo - Verschluld einer Koronararterie bei Kaninchen [70, 82, 83].

1.3.1 Modulation von EPO

Bekanntermallen ist EPO ein entscheidender Modulator der Erythrozytenproduktion.
Jedoch ist es nicht, wie man vermuten wirde, die verminderte Konzentration von roten
Blutkérperchen, die die Produktion und Sekretion von EPO stimuliert, sondern der
Sauerstoffmangel. Dem hypoxischen Reiz folgt die Sekretion von EPO ins periphere
Blut, wo es nach Ankunft im Knochenmark an seinen Rezeptor auf den erythroiden
Vorlauferzellen bindet und zur Erythropoese fuhrt [84], welches wiederum zu einer
erhdhten Zahl von Erythrozyten und damit zu einer Verbesserung der
Sauerstoffversorgung des Gewebes flhrt. In den meisten Geweben wird die
hypoxieabhangige EPO und Erythropoietinrezeptor (EPOR) Expression primar durch
den Hypoxie-induzierten-Faktor 1 (HIF-1) reguliert. Auf transkriptionaler Ebene resultiert
die hypoxieabhangige genetische Transkription von EPO und EPOR direkt aus einer
Aktivierung von HIF-1 unter hypoxischen Bedingungen [85].

Nicht nur Hypoxie, sondern auch andere Storungen im Stoffwechsel wie Hypoglykamie
und erhohtes intrazellulares Calcium flihren mdglicherweise zu einer verstarkten
Expression von EPO Uber die Aktivierung von HIF-1. AuRerdem kdnnen eine Reihe von
Cytokinen wie der Insulin-ahnliche-Wachstumsfaktor, TNF-a, IL -1 und IL-6 die
Produktion und Sekretion von EPO regulieren [86].
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1.3.2 Zytoprotektion durch EPO

Um mit einer zytoprotektiven Substanz Zellschaden zu vermindern oder gar zu
verhindern, ist es wichtig, die zellularen Signalwege zu kennen, die den Zelltod
herbeifihren. EPO ist an der Modulation einer Reihe dieser Signalwege beteiligt, die
von der Janus Kinase 2 (Jak2) und der Serin-Threonin-Kinase Akt ausgehen und an
denen weitere Zellsignalwege beteiligt sind, die unter anderen Nuclear Faktor kB
(NFkB), mitochondriale Permeabilitdt, Kaspasen und Signaltransduktions- und
Transkriptionsaktivator-Proteine STAT beinhalten.

Neben diesen Mechanismen, die die zellulare Integritat verbessern, kann EPO auch
Auswirkungen auf die Zellhomdostase haben, indem es direkt die Ausschittung
proinfammatorischer  Zytokine  wie IL-6 und TNF-a blockiert  [87].
EPOR gehort zur Familie der Typ 1 Zytokinrezeptoren und besteht aus einer
extrazellularen, einer transmembranaren und einer intrazellularen Domane. Nach der
Aktivierung von EPOR an der extrazelluldaren Domane wird an der intrazellularen
Domane Jak2 spezifisch gebunden und durch Phosphorylierung aktiviert. EPO scheint
bei seiner antiapoptostischen Wirkung von der Phophorylierung von Jak2 abhangig zu
sein, da ein Verlust der Jak2 Aktivitat die Zellschutzwirkung von EPO aufhebt [88]. Die
Signaltransduktions- und Transduktionsaktivator-Proteine STAT sind direkte Substrate
der Januskinasen. Die aktivierten STAT binden im Nucleus direkt an Promotorregionen
der DNA und fuhren zu Gentranskription. STAT Proteine sind grundlegend fiur die
pleiotropen Zellfunktionen als Antwort auf Zytokine und Wachstumsfaktoren. Die
Aktivierung von STATS kann zusatzlich die Proliferation von EPO sowie einen Schutz
der Zelle gegen Apoptose modulieren [89], wobei das EPO-abhangige Uberleben der
Zelle mit einer verlangerten DNA-Bindungsaktivitat von STAT5 und einer Reduktion der
Apoptoseinduktion einhergeht.

Zusatzlich zur Aktivierung von Jak2 fuhrt EPO auch zur  Aktivierung von
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Pl 3-K) und der Proteinkinase B (PKB), auch bekannt als
Akt. Akt ist eine der Grundkomponenten in einer Reihe von Signalkaskaden, die das
Zelluberleben fordern und die Apoptose verhindern. In unterschiedlichen
Schadigungsszenarien wie oxidativem Stress [91, 92], Hypoxie [90] oder Trauma flhrt
eine Aktivierung von Pl 3-K zur Aktivierung von Akt, welches in seiner aktiven Form

(phospho-Akt) einen Schutz vor Apoptose induziert. In diesen Fallen kann EPO durch
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Jak2- und Pl 3-K — abhangige Phosphorylierung von Akt dessen Aktivitat signifikant
steigern und damit den Zellschutz verstarken. Diese Hochregulierung von Akt im Falle
einer Zellschadigung scheint fur die Schutzwirkung von EPO unverzichtbar zu sein, da
eine Verhinderung der Phosphorylierung von Akt den Zellschutz durch EPO blockiert
[91, 93, 94].

Akt kann unter anderem Bad inaktivieren, welches ein proapoptotisches Mitglied der
Bcl-2 Familie ist. Die Phosphorylierung von Bad durch Akt fuhrt zum Freiwerden von
Bcl-XL, welches zusammen mit Bcl-2 die Translocation von Bax ins Mitochondrium
verhindert, wodurch das Potential der mitochondrialen Membran aufrechterhalten
werden kann und die Ausschittung von Cytochrom C verhindert wird [95].
Zum Teil ist die Zytoprotektion durch EPO auch von der Aktivierung von NF-kB
abhangig, welches eine Reihe von antiapoptotischen Genen induziert. So fordert es
zum Beispiel die Expression der Apoptose—inhibierenden-Proteine (IAPs), welche
spezifisch aktive Formen der Kaspasen 3, 7 und 9 inhibieren [96]. Zusatzlich wird die
TNF-a induzierte Apoptose durch eine Hemmung der Kaspase 8 unterdruckt [97].
Aullerdem wurden JNK und Gadd45f als weitere Ziele von NFkB entdeckt. Gadd45(3
wird mit dem Zellzyklus und der DNA-Reparatur in Verbindung gebracht. Seine
Induktion durch TNF-a ist abhangig von NF-kB und verantwortlich flr die Hemmung der
Aktivierung von JNK und fur die Unterdrickung von Apoptose [96, 97, 98].
Weiterhin ist eine Zytoprotektion durch EPO eng mit der Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Membranpotentials (AWYm) verbunden. Der Verlust von AWm stellt
einen ausschlaggebenden Faktor fur Zellverletzungen und darauf folgende Einleitung
der Apoptose dar [91, 99]. In Studien Uber Schaden durch freie Radikale und Anoxie
verhinderte EPO die Depolarisation der mitochondrialen Membran durch
Aufrechterhaltung von AWm, und verhinderte so das Freiwerden von Cytochrom C [90,
100, 101]. Gleichwohl ist es moglich, dass EPO AWYm mit Hilfe der Aktivierung von Akt
und durch Regulation der Kaspasen-vermittelten Signalwege aufrechterhalt. Es scheint,
dass EPO sowohl auf pra- als auch auf postmitochondrialer Ebene Akt dafur benutzt,
Apoptose zu verhindern. Wahrend Akt pramitochondrial Kaspase 9 direkt aktiviert [91],
kann es postmitochondrial die Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium

verhindern, was wiederum die Aktivitat von Kaspase 3 und 9 blockiert [101].
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2 Fragestellung

Wir verwendeten das etablierte Modell der mikrochirurgischen orthotopen
Rattenlebertransplantation mit einer Kaltischamiezeit von 18 Stunden, um den Einfluss
von Erythropoietin auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden der Leber zu untersuchen.
Es wurden sowohl histologische als auch molekularbiologische Methoden verwendet,
um die Transplantatschadigung durch Ischamie und Reperfusion aufzuzeigen und den
Einfluss von EPO auf die verschiedenen Anteile dieser Schadigung und deren

Verhinderung darzustellen.

1. Lassen sich nach Lebertransplantation bei der Ratte mit einer Kaltischamiezeit
des Transplantats von 18 Stunden an Hand lichtmikroskopischer
Untersuchungen Zeichen des Leberzellschadens feststellen und zeigen sich
Unterschiede in der Auspragung zwischen EPO-behandelten und nicht

behandelten Tieren?

2. Lasst sich durch eine Vorbehandlung von Leberspender und -empfanger mit

EPO die Zahl der apoptotischen Zellen nach Transplantation verringern?

3. Lasst sich mit Hilfe einer immunhistochemische Farbung eine geringere Anzahl

hypoxischer Zellen bei den mit EPO behandelten Tieren beobachten?

4. Ist es moglich durch eine Vorbehandlung von Leberspender und -empfanger
mit EPO den an Hand der Leberenzyme gemessenen Leberzellschaden zu

verringern?

5. Wird durch eine Vorbehandlung mit EPO die Expression proinflammatorischer
Zytokine nach Transplantation verringert und wenn ja zu welchen Zeitpunkten

ist dies der Fall?
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3 Material und Methoden

3.1 Experimenteller Plan

Es wurden insgesamt 39 orthotope Lebertransplantationen bei Wistar Ratten mit einer
Kaltischamiezeit von 18 Stunden durchgefihrt. Dabei wurden in der
Behandlungsgruppe die Spendertiere eine halbe Stunde vor Explantation und die
Empfangertiere direkt nach Implantation mit jeweils 1000 IE Erythropoietin intraportal
behandelt. Es wurden vier Gruppen gebildet mit Totungszeitpunkten 4,5, 24 und 48
Stunden sowie sieben Tage postoperativ. In der ersten Gruppe wurde zusatzlich zwei
Stunden postoperativ eine Resektion des Lobus triangulatus zur histologischen und
molekularbiologischen Aufbereitung entnommen. In allen Gruppen wurden zum
Totungszeitpunkt Blut und Gewebsproben von der Leber entnommen. Die

Vergleichsgruppe erfuhr abgesehen von der Erythropoietingabe das gleiche Procedere.

3.1.1  Behandlungsgruppe (EPO-Gruppe)

Hier wurden die Spendertiere eine halbe Stunde vor Explantation und die
Empfangertiere direkt nach Transplantation mit je 1000 IE Erythropoietin intraportal
behandelt. Die Kaltischamiezeit betrug 18 Stunden. Die Toétungszeitpunkte waren 4,5,
24 und 48 Stunden sowie sieben Tage nach Transplantation. In der ersten Gruppe
wurde nach zwei Stunden eine Leberresektion durchgefuhrt. Eine halbe Stunde zuvor
erhielten diese Tiere den Hypoxyprobe™ - Marker (NPl Inc., Burlington, USA)

intravenos.
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Tabelle 1: Versuchsplan Behandlungsgruppe
Spender Empfanger Gewebeprobe Totungszeitpunkt n

1.1 1000 IE Epo 1000 IE 2h 4,5h 6
EPO

1.2 1000 IE Epo 1000 IE 24h 4
EPO

1.3 1000 IE Epo 1000 IE 48h 4
EPO

1.4 1000 IE Epo 1000 IE 7d 5
EPO

3.1.2 Vergleichsgruppe

Diese Tiere erhielten kein Erythropoietin, das ubrige Procedere glich dem der

Versuchsgruppe.

Tabelle 2: Versuchsplan Vergleichsgruppe

Spender Empfanger Gewebeprobe Totungszeitpunkt n

21 2h 4,5h 6

2.2 24h 4

2.3 48h 5

24 7d 5

Die behdrdliche Genehmigung flur die Tierversuche wurde am 15.03.2007 unter dem

Aktenzeichen G 0040/07 erteilt.
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3.2 Chirurgische Technik der Lebertransplantation

3.2.1  Operationsvorbereitungen und Anasthesie

Samtliche operative Eingriffe wurden unter Inhalationsnarkose mit Isofluran (Forene™,
Abott, Wiesbaden) und Distickstoffmonoxid durchgeflihrt. Zur Narkoseeinleitung wurden
die Versuchstiere in einen Plexiglaszylinder mit Narkosegaszufuhr und Absaugung
gesetzt. Anschliellend wurden sie Uber dem gesamten Abdomen geschoren und in
Ruckenlage mittels an den Extremitaten befestigten Pflasterstreifen auf einem Korkbrett

fixiert.

3.2.2 Spenderoperation und Hepatektomie

Alle Operationen erfolgten in sauberer nicht-steriler mikrochirurgischer Technik unter
Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops (M651™ Leica, Wetzlar) mit 6-40facher
VergroRerung und eingebauter Koaxial-Beleuchtung. Es wurden handelsubliche
mikrochirurgische Instrumente verwendet. Fur samtliche Ligaturen wurde 6-0 Seide
(Resorba™, Nunberg) verwendet. Wahrend des gesamten Eingriffs mussten alle
Organe mit einer mit physiologischer Kochsalzlosung getrankten Kompresse bedeckt
und mit groRer Sorgfalt behandelt werden. Die Spenderoperation erfolgte im
Wesentlichen der Originalbeschreibung von Lee [1] mit einer Modifikation der
Gallengangs- [2] und Arterienpraparation. Das Abdomen wurde durch eine mediane
Laparotomie von Xiphoid bis Blase eroffnet und der Zugang durch beidseits
kraniolateral verlaufende Schnitte bis zum Rippenbogen erweitert. Die so entstandenen
Bauchwandlappen wurden mit Kantlen am Korkbrett fixiert. Das Xiphoid wurde mit
einer Klemme nach kranial gezogen. Die Leber wurde vorsichtig nach kaudal gezogen
und das Ligamentum falciforme bis zur suprahepatischen V. cava durchtrennt. Nach
Durchtrennung der linkslateralen Ligamente der Leber wurde die subphrenische Vene
unterfahren, doppelt ligiert und durchtrennt. AnschlieBend wurden die beiden
Zentrallappen nach kranial geklappt und der obere Anteil des Lobus caudatus von
Bauchfelliberzug befreit, so dass der hepatodsophageale Plexus doppelt ligiert und
durchtrennt werden konnte. Nun wurde noch der untere Teil des Lobus caudatus
vollstandig mobilisiert. Der Darm wurde in einer feuchten Kompresse ohne Zug auf der
linken Seite neben der Ratte gelagert wodurch die infrahepatische V. cava und der

Leberhilus besser erreicht werden konnten. Es folgte die Befreiung der infrahepatischen
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Vena cava von umgebendem Fettgewebe und die einfache Ligatur der rechten V.
suprarenalis. Die Praparation des Leberhilus begann mit der doppelten Ligatur und
Durchtrennung der prapylorischen Vene. An dieser Stelle wurde die V. portae
unterfahren und mobilisiert. Die A. gastroduodenalis wurde doppelt ligiert und
durchtrennt. Der Truncus coeliacus wurde bis zu seinem aortalen Ursprung freigelegt,
die Aorta unterfahren und die Aa. gastrica sinistra und lienalis wurden identifiziert,
doppelt ligiert und durchtrennt. Der Ductus choledochus wurde unter leichtem Zug an
seiner Einmundung in das Pankreas inzidiert und ein etwa 6 mm langer, an beiden
Seiten schrag angeschnittener Polyathylensplint zur Halfte in die entstandene Offnung
eingefihrt und mit einer Ligatur fixiert. Der Splint wurde aus einer dinnen 22 G
Venenverweilkanule (Becton Dickinson, Heidelberg) zurechtgeschnitten. Zum Schluss
wurde das dorsale Ligament der Leber zwischen der V. suprarenalis und der
suprahepatischen V. cava durchtrennt und somit alle Vorbereitungen fir eine Perfusion
der Leber getroffen. Dazu wurde die infrahepatische V. cava inferior zunachst von
rechts mit einer Mikro-GefalRklemme nahe ihrer Einmundung in die Leber abgeklemmit.
Eine gebogene Pinzette wurde am Ursprung des Truncus coeliacus unter der Aorta
positioniert. Die V. portae wurde distal der Leber abgeklemmt, ertffnet, mit einer 16 G
Venenverweilkanile (Becton Dickinson, Heodelberg) kanuliert und die Leber mit
insgesamt 30 ml 4°C kalter UW - LOsung Uber ein Infusionssystem und einen
Dreiwegehahn perfundiert. Nach Phrenotomie wurde die suprahepatische V. cava
inferior cranial des Zwerchfells durchtrennt, um einen ungehinderten Abfluss der
Perfusionslosung zu gewahrleisten. Anschlieltend wurde der Truncus coeliacus mitsamt
einem Aortenpatch abgesetzt und Uber eine 24 G Venenverweilkanile (Becton
Dickinson, Heidelberg) mit 1 ml 4°C kalter physiologischer NaCl — Losung perfundiert.
Um die suprahepatische V. cava fur die Implantation vorzubereiten, wurde sie nun an
ihrer Einmindung in das Zwerchfell abgesetzt und mit zwei Prolene™ 7-0 (Ethicon,
Norderstedt) Eckfaden versehen. Daraufhin konnte die Entnahme der Leber erfolgen.
Dazu wurde die Venenverweilkanule mittels einer unter lediglich schwacher Spannung
stehenden GefalRklemme an der V. portae fixiert und mitsamt des Vierwegehahns dort
belassen, wahrend die V. portae nun vollstandig durchtrennt wurde. Die infrahepatische
V. cava wurde mit einer beschuhten Moskitoklemme versehen und mit einem
ausreichend langen Venenstumpf abgesetzt. Die V. suprarenalis wurde so abgesetzt,

dass die Ligatur an ihrem leberseitigen Ende verblieb. Die Leber wurde mit Hilfe der
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Moskitoklemme entnommen und in 4°C kalter UW — Lésung gelagert. Danach wurde
die Moskitoklemme, die nur dem Handling diente, wieder entfernt. Die Kaltischamiezeit

betrug bei allen Lebern 18 Stunden.

Abb. 1: Praparation der Aa. gastrica sinistra und lienalis. Rechts daneben V. cava inferior, links Pfortader

und Gallengang mit umgebendem Pankreasgewebe.

Abb. 2: Ausschneiden des Aortenpatchs. Rechts ist die V. cava mit GefaBklemmen versehen, die

Pfortader ist kaniliert und die Leber homogen mit UW-Lésung perfundiert.
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3.2.3 Empfangeroperation

Der Zugang beim Empfangertier erfolgte tUber eine mediane Laparotomie ohne laterale
Erweiterung. Die Mobilisierung der Leber und die Praparation der subphrenischen
Vene, des Osophagealen Plexus, der V. suprarenalis und der prapylorischen Vene
glichen in wesentlichen Zigen dem Vorgehen bei der Spenderoperation. Danach
wurden sowohl die A. hepatica propria als auch die A. gastroduodenalis doppelt ligiert
und durchtrennt, so dass die A. hepatica communis als T-férmiger, pulsierender Stumpf
stehen blieb. Die V. portae wurde bis zu ihrer Gabelung mobilisiert und der Gallengang
im Leberhilus einfach ligiert und mitsamt der Ligatur abgetrennt. Somit war der
Empfangersitus flir das Abklemmen der Gefale und das Herausnehmen der Leber
prapariert. Die infrahepatische V. cava wurde oberhalb der rechten Nierenvene, die V.
portae distal der Ligatur der prapylorischen Vene abgeklemmt. Darauf folgte die
Abklemmung der suprahepatischen V. cava durch eine Satinsky-Klemme unter
Mitnahme eines schmalen Zwerchfellsaums. Die Leber wurde an den entsprechenden
Gefallen lebernah herausgetrennt, die Ligatur auf der V. suprarenalis verblieb im
Empfangertier. Im Situs wurde eine mit physiologischer Kochsalzlosung getrankte
Kompresse platziert und die Ratte um 180 Grad gedreht, so dass ihr Kopf nun zum
Operateur zeigte. Da das Tier wahrend der anhepatischen Zeit aufgrund des stark
erniedrigten Herzzeitvolumens sehr sensibel auf das Anasthetikum reagierte konnte die
Narkosezufuhr stark vermindert werden ohne ein Aufwachen des Tieres zu riskieren.
Das zuvor mit 30 ml 4°C kalter physiologischer Kochsalzlésung gespulte Transplantat
wurde anatomiegerecht im Situs platziert und es wurde die Anastomose der
suprahepatischen V. cava mit einer fortlaufenden mikrochirurgischen Naht durchgefiihrt.
Nach Fertigstellung der Anastomose wurde das Tier wieder in Ausgangslage gedreht.
Die beiden Gefallenden der Pfortader wurden identifiziert und mit zwei Prolene™ 8-0
(Ethicon, Norderstedt) Eckfaden versehen. Daraufhin erfolgte die Anastomose der
Pfortader in gleichartiger fortlaufender Nahttechnik. Vor Freigabe des portalen
Blutstroms und vor Lésung der Satinsky Klemme wurden die Anastomosen jeweils mit
korperwarmer Kochsalzlésung bedeckt, um Luftembolien zu vermeiden. Die
anhepatische Zeit betrug hierbei durchschnittlich 17 Minuten und die Leber war bald
wieder gleichmaRig mit Blut perfundiert. Als nachstes wurde die infrahepatische Vena

cava in gleicher Weise mit 8-0 Prolene™ (Ethicon, Norderstedt) anastomosiert. Sobald
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der Blutstrom aus der unteren Korperhalfte wieder freigegeben war, erhdhte sich das
Herzzeitvolumen und die Eingeweide wurden wieder deutlich besser perfundiert. Nun
folgte der arterielle Wiederanschluss. Hierzu wurde die zuvor praparierte A. hepatica
communis an ihrer Basis abgeklemmt, der T-formige Stumpf eingeschnitten und ein aus
einem 24 G  Venenverweilkathether  (Bectom Dickinson, Heidelberg)
zurechtgeschnittener Splint eingebracht und mit einer Ligatur fixiert. Daraufhin wurde
der Truncus coeliacus des Transplantats mit Hilfe des Aortenpatchs tber den Splint
gezogen und in gleicher Weise mit einer Ligatur fixiert. Nach Losen der GefalRklemme
kam es zu deutlich sichtbarer Pulsation in der gesamten A. hepatica. Zur Anastomose
des Gallengangs wurde der Gallengang des Empfangertiers distal eingeschnitten, tUber
den Splint im Gallengang des Transplantats gestllpt und anschliefend mit zwei
gegenuberliegenden 8-0 Einzelknopfnahten fixiert. AbschlieRend wurde das Abdomen
inspiziert und mit kérperwarmer Kochsalzlésung gespult. Die Nahte von Bauchwand
und Haut erfolgten mit PDS Il 4-0 resorbierbarem Nahtmaterial. Postoperativ wurden
die Tiere unter eine Warmelampe gelegt und nach dem Aufwachen in

Einzelhaltungskafige gesetzt. Dort hatten sie freien Zugang zu Wasser und Futter.

Abb. 3: Suprahepatische V. cava nach Fertigstellung der Anastomose mit 7-0 Prolene.
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Abb. 4: Situs nach Naht der Pfortader und infrahepatischer V. cava inferior. Die Leber ist homogen

perfundiert, oben im Bild der Aortenpatch vor Rekonstruktion.

Abb. 5: Rekonstruktion des Gallengangs. Die Galleproduktion ist ein Zeichen der Funktionsaufnahme des

Transplantates nach Reperfusion.
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3.3 Tierwahl und Tierhaltung

Fir alle Versuche wurden mannliche, riickgeziichtete Wistar Ratten mit einem Gewicht
zwischen 250 und 300 Gramm und einem Alter von 8-14 Wochen verwendet. Bei
diesen Tieren treten keine transplantationsimmunologischen Vorgange auf. Sie wurden
frei von spezifischen Pathogenen von der Firma Harlan Winkelmann, Borchen,
Deutschland, geliefert und in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus
Virchow-Klinikum, gehalten. Bis zur Operation wurde jeweils eine
Akklimatisierungsphase von mindestens einer Woche eingehalten, wobei die Tiere

jederzeit freien Zugang zu Wasser und Standardnagerfutter hatten.
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3.4 Perfusions-, Konservierungs- und Reperfusionsliosungen

University of Wisconsin Lésung (Viaspan™, DuPont Pharma, Wilmington, USA)
1000 ml enthalten:

Tabelle 3: Inhaltsstoffe von 1000 ml University of Wisconsin Lésung

Hydroxyathylstarke 509/l (Pentafraktion) 500 ml
Laktobionsaure 100 mM 35,83 g
KH2PO4 25mM 3449
MgS0O4 x 7H20 5mM 1,23 g
Raffinose x 5H20 30 mM 17,83 g
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

Natrumchlorid 0,9% (Isotonische Kochsalzlosung Fresenius, Fresenius Kabi, Bad
Homburg)
1000 ml enthalten:

Tabelle 4: Inhaltsoffe von 1000 ml NaCl 0,9%

NaCl 145 mM 9,00 g
ad ddH20

3.5 Histologische und molekularbiologische Methoden

3.5.1 Probengewinnung

Fir die feingewebliche Aufarbeitung von Gewebeproben der Tiere wurden an den

entsprechenden postoperativen Tagen nach Ausbluten der Tiere Proben von Leber und
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Lunge in einem standardisierten Verfahren enthommen und in Formalin (10%, wassrig,
gepuffert) fixiert. Der Rest des Materials wurde sofort in flussigem Stickstoff gefroren
und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Das Ausbluten der Tiere erfolgte

in Narkose mit einem Katheter (Terumo 24 G) in der infrarenalen Aorta.

3.5.2 Isolierung von RNA und Protein

3.5.2.1 Materialien

Verbindung Hersteller

5x Reaktionspuffer fur reverse Transkription Peqlab, Erlangen
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)-L6sung Biorad, Munchen
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Deisenhofen
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Chloroform Merck
Coomassie-Lésung; G-250, Bio-Soft™ Biorad

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

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Buchs, Schweiz
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva, Heidelberg
Dinatriumhydrogenphosphat, Dihydrat (Na,HPO4 x | Merck

2 Hx0)

Dithiothreitol (DTT) Promega

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

Essigsaure (HOAc); Eisessig Merck
Ethanol; 70%, vergallt Merck
Ethanol; absolut Merck
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma

Fotales Kalberserum (FKS) Invitrogen
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Gentamycin Ratiopharm, Ulm
Glycerol Sigma

Glycin Sigma

Glycogen Peqlab
Isopropanol Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck
L-Ascorbinsaure Sigma

Light Cycler Hybridisation- Probe Fast Start-Kit

Roche, Mannheim

Magnesiumchlorid (MgCly)

Promega

Methyl-[°H]-Thymidindesoxyribonukleotid
Thymidin)

(CHI-

Amersham, Little
UK

Chalfont,

Molekulargewichts(M,)-Standard  fur  Proteine; | Pierce, Bonn
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
Ca*/Mg?, pH 7,2 (PBS)

Kochsalzlésung

ohne

Biochrom, Berlin

Reverse Transkriptase; ImProm-II"™ Promega
RNA-EXxtraktionsreagenz; RNAPure Peqlab
RNase-Inhibitor; RNAsin Promega
Salzsaure (HCI) Merck

Growth

recombinant, human

Transforming Factor (TGF)-B

; | Biomol, Hamburg
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Trichloressigsaure (TCA) Merck
Trishydroxyethylaminomethan (Tris) Sigma
Triton-X100 Sigma
Trypanblau (0,05%)-L6sung Biochrom

Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%), sterile Losung in|Biochrom
PBS

3.56.2.2 Durchfiihrung

Fur die Paparation der Gesamt-RNA aus Zellen wird eine LoOsung, die
Guanidinisothiocyanat und Phenol enthalt (RNApure), verwendet.
Guanidinisothiocyanat besitzt chaotrope Eigenschaften und denaturiert wie Phenol
Proteine. Durch Zugabe von Chloroform erhalt man ein Dreiphasen-Gemisch. In der
oberen, wassrigen Phase liegt die RNA gelost vor und kann mit Isopropanol daraus
gefallt werden. Die Interphase und die untere organische Phase enthalten die Proteine
und die DNA aus den Zellen.

Fir die Echtzeit-PCR wurden jeweils 5x10* Zellen mit 3,2 mL Standardmedium in die
Vertiefungen einer 6-Lochplatte ausgesat. Zur Unterstutzung der Zelladhasion wurden
die Zellen bei 800 U/min 10 min zentrifugiert und danach 24 h im Brutschrank
angezichtet. Anschlieend wurde das Medium vorsichtig abgegossen und die
Zellenrasen zweimal mit je 3 mL Grundmedium gewaschen. Danach wurde in jede
Vertiefung 3,2 mL Reduktionsmedium hineinpipettiert. Nach 24 h wurde das
Reduktionsmedium abgenommen, vollstandig durch Reduktionsmedium mit KVI-F oder
mit TGF-B ersetzt und die Zellen wurden fur weitere 24 h inkubiert. Fur die Arbeiten mit
freier RNA und DNA wurde ausschliel3lich Wasser verwendet, das mit DEPC behandelt
war. Dazu wurden 500 mL Aqua bidest. mit 250 yL DEPC versetzt und 24 h bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Das DEPC wurde durch Autoklavieren (25 min,
121°C, 1 atm) zerstort.

Die Zellen aus der Kultur in den Vertiefungen einer 6-Loch-Platte wurden direkt mit je
1 mL der Guanidinisothiocyanat-Phenol-Losung lysiert und mit 200 pL Chloroform
versetzt. Die Lysate wurden in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt mit der Hand kraftig
geschuttelt und 10 min bei 12.000 U/min zentrifugiert. Diese Bedingungen galten auch

fur alle weiteren Zentrifugationsschritte. Die obere Phase wurde vorsichtig mit



3 Material und Methoden 27

abpipettiert in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt, mit 500 pL Isopropanol und 2 uL
Glycogen versetzt. Nach 1 h bei -20 °C wurden die Ansatze zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und das Prazipitat zweimal mit 1 mL 75% Ethanol (unvergallt) gewaschen.
Anschlieend wurde das Pellet luftgetrocknet und in 20 uL DEPC-behandeltem Wasser

gelost.

3.5.2.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Fur die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA wurden die Absorptionen
der RNA-Praparation bei Wellenlangen von 260 nm wund 280 nm, den
Absorptionsmaxima von Nukleinsduren und Proteinen bzw. Phenol, ermittelt. Da die
genauen Sequenzen der RNA unbekannt sind und eine groRe Vielfalt der Molekile
vorliegt, wird fur die Konzentrationsbestimmung ein Nahrungswert verwendet. Dabei
entspricht eine Absorption von ,1“ bei 260 nm einer Konzentration von 40 pg/mL
einzelstrangiger RNA. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm macht
eine Aussage uber die Reinheit der RNA-Praparation. Dabei sollte der Wert zwischen
1,8 und 2 liegen. Niedrige Verhaltniswerte weisen auf eine Kontamination durch
Proteine oder Phenol hin.

FUr die photometrische Bestimmung wurden 4 pyL RNA-Lésung mit 96 uL DEPC-
behandeltem Wasser verdinnt und in eine Quarzkivette UuberfUhrt und die
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm wurden im Vergleich zu DEPC-behandeltem

Wasser gemessen.

3.5.2.4 Reverse Transkription

Mit Hilfe der reversen Transkription wird die isoliete mRNA in die korrespondierende
cDNA umgeschrieben. Fur die Erststrangsynthese wurden 1 ug Gesamt-RNA mit 0,5 uL
500 pmol/L Oligo dT-Primer und 0,5 yL 200 ymol/L Random Hexamer Primer in einem
Reaktionsgefall gemischt und das Volumen mit DEPC-behandeltem Wasser auf 9,6 pL
aufgefullt. Die Losung wurde im Thermocycler 10 min bei 70°C denaturiert und danach
auf Eis abgekuhlt um ein Renaturieren zu verhindern. AnschlieRend erhielt jeder
Reaktionsansatz 4 pL 5x Reaktionspuffer fur die reverse Transkription, 2 uL MgCl,-
Losung, 1 yL einer Mischung mit je 10 mmol/L dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1 yLRNAsin,
1 puL 0,1 mol/L DTT und 1 pL Reverse Transkriptase. Im Thermocycler erfolgte die
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Anlagerung der Primer an den RNA-Strang fur 10 min bei 25°C und anschlie3end die
reverse Transkription fur 1 h bei 42°C. Abschliefend wurde das Enzym durch Erhitzen
fur 15 min auf 70°C inaktiviert. Die Reaktionsansatze wurden unmittelbar nach der
reversen Transkription in die PCR-Reaktion uUberfihrt oder wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

3.5.3 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

3.5.3.1 Primer

Es wurden die QuantiTect Primer Assays Rn_Il1b_1 SG und Rn_lI6_1_RG von der

Firma Qiagen, Hilden verwendet. Wir wurden gebeten, die Sequenzen nicht anzugeben.

3.56.3.2 Durchfiihrung der RT-PCR

Die PCR ist eine Methode zur Vervielfaltigung (Amplifizierung) von DNA bei der mit
einer Polymerase eine Sequenz amplifiziert wird, die zwischen zwei Regionen
bekannter Basensequenz liegt. An diese Regionen binden spezifisch komplementare
Oligonucleotide, die der DNA-Polymerase als Startsequenz dienen und deshalb auch
Primer genannt werden. Die Primer binden an den vorher aufgetrennten Doppelstrang
an den Sense-Strang und an den komplementaren Antisense-Strang. Ausgehend von
den 3'-OH-Enden der Primer synthetisiert die DNA-Polymerase den neuen Strang nur
vom 5- zum 3'-Ende. Die wiederholte Abfolge des Aufschmelzen des DNA-
Doppelstranges (Denaturierung), der Anlagerung der Primer an die komplementaren
Sequenzen (Annealing) und die Synthese des neuen, komplementaren Stranges
(Elongation) wird als Zyklus bezeichnet. Dabei dienen die neu synthetisierten DNA-
Strange als Matrize flr den nachsten Amplifikationsschritt. Man konnte theoretisch
ausgehend von einem DNA-Molekul nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen (n) eine
Anzahl von 2" Molekilen produzieren. Fir die heute gebrauchlich PCR wird eine DNA-
Polymerase verwendet, die urspringlich aus dem Eubakterium Thermus aquaticus
(Taq) isoliert wurde und durch ihre Thermostabilitdt das strenge Temperaturregime
ohne Verlust ihrer enzymatischen Aktivitat toleriert.

Bei der LightCycler-Echtzeit-PCR nach der Tagman-Methode wird zusatzlich zu den
beiden endstandigen Primern flr die Amplifikation ein drittes Oligonukleotid eingesetzt,

das an eine Sequenz zwischen diesen beiden Primern bindet. Wird die
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fluoreszenzmarkierte Sonde durch die Exonuklease der Taqg-Polymerase bei der
Elongation abgebaut, gehen die Nukleotide in Losung und eine fur den Reporter
typische Emission kann gemessen werden. Die Analyse erfolgt Uber den so genannten
Cycle Threshold (CT-Wert). Der CT-Wert ist dann diejenige Zyklenzahl, bei der zum
ersten Mal das Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes Uber der Basislinie der
Fluoreszenz erscheint.

Fir die RT-PCR wurde fur jeden Reaktionsansatz jeweils 1 yL der cDNA aus dem
Ansatz der reversen Transkription und 9 pL eines Gemisches aus 6,5 yL DEPC-
behandeltem Wasser, 1,2 yL MgCl,-Lésung und 1 pyL Primer-Sonden-Mix (0,5 pumol/L
Primer, 0,125 pmol/L Sonde) in spezielle Glaskapillaren pipettiert. Die Kapillaren
wurden verschlossen und anzentrifugiert (3000 U/min, 1 s). Die quantitative PCR wurde

mit den folgenden Parametern durchgefuhrt:

Tabelle 5: Prozessparameter fur die Echtzeit-PCR. Die aufgefuhrte Haltezeit ist der Zeitraum die bis zur
néachsten Anderung der Temperatur beibehalten wurde. Alle Temperaturen wurden mit einer Steilheit von
20°C/sec geandert.

Prozess Temperatur (°C) | Haltezeit (sec) Zyklenzahl
Initiale Denaturierung | 95 600 1
Denaturierung 95 0

Annealing 60 15 30
Elongation 72 6

3.5.4 Histologische Techniken

3.5.4.1 Hamatoxilin-Eosin (H.E.) — Farbung

Zur Untersuchung der morphologischen Organschaden wurden aus der in Formalin
fixierten Leber Gewebeblocke entnommen. Diese wurden in einen Paraffinblock
eingebettet, mit dem Mikrotom in Schichten von 5 pm geschnitten und auf Objekttragern
fixiert. Es wurden Eosin und Hamatoxilin von der Firma Sigma, Steinheim (HAT 110232
bzw. HH S32) verwendet, EtOH stammt von der Firma Herbeta, Berlin (200-578-5).
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Tabelle 6: Technik der HE-Farbung: Arbeitsschritte und Zeitdauer

Paraclear 2 x 15 min

EtOH 100% 2 x 2 min

EtOH 96% 2 min

EtOH 80% 2 min

EtOH 70% 2 min

Aqua dest. Kurz spulen

Harris Hamatoxilin 20 min (auf dem Schdttler)
Leitungswasser, handwarm, flieRend 3 min

Eosin (wassrig) plus 100 pl Eisessig 1-2 min, von Hand etwas schitteln
Aqua dest. Kurz spulen

EtOH 80% 1 min

EtOH 96% 2 min

EtOH 100% 2 X 2 min

Paraclear 2 x 15 min

3.56.4.2 Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Férbung

Die PAS Farbung ist eine der meist verwendeten chemischen Methoden in der
Histologie. Bei der PAS-Farbung wird das Material mit Periodsaure behandelt, dabei
werden die 1,2-Glykole zu Aldehydgruppen oxidiert. Die Aldehyde geben mit Schiffs
Reagenz eine leuchtend rote Farbreaktion. Die PAS-Farbung gibt mit unsubstituierten
Polysacchariden, neutralen Mukopolysacchariden, Mukoproteinen und Glykoproteinen,
Glykolipiden und Phospholipiden eine spezifische Farbreaktion.
FiUr die PAS-Farbung wurde das PAS-Farbekit der Firma Merck, Darmstadt verwendet
(Art. 1.01646).
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Tabelle 7: Bestandteile des PAS-Farbekits

Periodsaure 0,5%, waldrig 500 ml

Schiffs Reagenz 500 ml

Tabelle 8: Arbeitsschritte und Zeitdauer der Farbeschritte der PAS-Farbung

Schnitte in typischer Weise

entparaffinieren und rehydratisieren

Spulen in Aqua dest.

Periodsaure 5 min

Leitungswasser, flieRend 3 min

Spulen in Aqua dest.

Schiffs Reagenz 15 min

Leitungswasser, flieRend 3 min

Apulen in Aqua dest.

Hamatoxylin Ldsung modifiziert nach | 2 min
Gill 111

Leitungswasser, flieRend 3 min

Aufsteigende Alkoholreihe, 2 x Xylol

Eindecken mit Entellan® Neu

3.5.4.3 TUNEL — Technik

Diese Technik erlaubt durch die Detektion und Markierung von freien 3°-OH-Enden den
Nachweis von Strangbrichen in der genomischen DNA. Diese Strangbriche sind

typisch fur apoptotische Zellen. Eingesetzt wurde das ,In Situ Apoptosis Detection Kit
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TACS TdT DAB*“ (R&D Systems, TA 4625, MN, USA). Kryostatschnitte der Leber mit
einer Dicke von 5 ym wurden 2 Stunden bei 37° Celsius getrocknet und dann mit
FormaldehydIosung fixiert. Um die DNA-Fragmente den Reaktionsenzymen zuganglich
zu machen, erfolgte die Permeabilisation durch 15-minttigen Proteinase K-Verdau.
AnschlieRend wurde durch die 5-minitige Anwendung einer hydrogenperoxidhaltigen
Quenchin-Solution die endogene Peroxidase-Aktivitat blockiert. Auf die eigentliche
Labeling-Reaktion wurden die Schnitte dann noch 5 Minuten mit TdT-Labeling-Puffer
vorbereitet. Beim Labeling werden biotinilierte Nukleotide an die freien 3'-OH Enden der
DNA-Strangbriche mittels terminaler Desoxynukleotidtransferase (TdT-dNTP)
gebunden. Dazu wurden die Schnitte mit dem Labeling Reaction Mix bei 37°C eine
Stunde lang im Brutschrank aufbewahrt. Zum Stoppen der Reaktion diente das 5-
minutige Eintauchen der Schnitte in den TdT Stopp-Puffer. Die biotinilierten Nukleotide
wurden dann Uber eine Zeit von 10 Minuten mit Streptovidin-Peroxidase Konjugaten
identifiziert, woran in der anschlieRenden Farbereaktion der Farbstoff Diaminobenzidin
(DAB) andocken konnte. Die Einwirkzeit der DAB-Working-Solution betrug etwa 2
Minuten. Darauf folgte die Gegenfarbung durch 12-sekundiges Eintauchen der Schnitte

in Methylgrin Losung.

3.6.4.4 Immunhistochemische Farbung nach der Labeled-Streptavidin-Biotin (LSAB)
Methode

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen lassen sich je nach verwendetem
Antikdrper entsprechende Zelloberflachenantigene detektieren. Bei der hier
verwendeten LSAB Methode wird neben dem spezifischen Antikérper ein biotinylierter
Brickenantikérper und Peroxidase-konjugiertes Streptavidin eingesetzt, welches
letztendlich wieder zur Sichtbarmachung mit DAB gefarbt und mit Hematoxylin
gegengefarbt wird.

Zur Vorbereitung auf die Farbung wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert und
rehydriet wonach die endogene Peroxidase-Aktivitat mit Hilfe einer
wasserstoffperoxidhaltigen Losung blockiert wurde. Vor Hinzugabe des Antikorpers
wurden die Schnitte zur Antigendemaskierung 20 Minuten lang in Citratpuffer gekocht.
Zusatzlich wurde eine Protein Blocking Solution zur Verhinderung unspezifischer
Bindungen aufgetragen. Nun erfolgte die 30-mindltige Inkubation mit dem gewtlnschten

Antikorper und anschliefend die 15- bis 30-minutige Inkubation mit dem biotinylierten
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Bruckenantikorper welcher dann  Uber den gleichen Zeitraum  mittels
Streptavidinperoxidase indentifiziert wurde. Farbung und Gegenfarbung erfolgten mit

DAB bzw. Hematoxylin.

35441 Verwendeter Antikbrper

Tabelle 9: Antikdrper flr immunhistochemische Farbung

Name Firma

Hypoxyprobe ™-1 Chemicon International, Temecula, CA

3.5.4.5 Leberzellschaden

Das Ausmal} des Leberzellschadens wurde 4,5, 24 und 48 Stunden sowie 7 Tage nach
Transplantation durch spektrometrische Messung von ALT, AST, LDH und GLDH

ermittelt.

3.5.4.6 Statistik

Die Ergebnisse der Leberenzym- und der Interleukinmessung wurden als Mittelwerte
mit Standardabweichung angegeben. Nach Varianzanalyse mit dem Levene's Test
wurden die Gruppenunterschiede mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben
uberpruft. Statistische Signifikanz wurde fur p-Werte kleiner 0,05 akzeptiert. Alle
statistischen Analysen und graphische Darstellungen wurden mit der SPSS Software
(SPSS 16.0.1, SPSS Inc., USA) durchgeflhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberleben

Es gab keine Unterschiede in den Uberlebenszahlen der Tiere. In beiden Gruppen

konnten alle Tiere zu den vorgesehenen Zeitpunkten getotet werden.

4.2 Leberenzyme

4,5 Stunden nach Transplantation waren samtliche Leberenzyme deutlich erhéht und
fielen mit der Zeit kontinuierlich ab, um sich nach sieben Tagen wieder im Normbereich
zu befinden. Alle gemessenen Leberenzyme waren 4,5, 24 und 48 Stunden nach
Transplantation in der Behandlungsgruppe deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe,
wobei statistische Signifikanz nur fur LDH nach 24 und fur ALT nach 48 Stunden

erreicht wurde (p jeweils < 0,05).

Gruppe

W4 5h Kortrolle
W4 5h Epo

50,000,007

40.000,005
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Abb. 6: Plasmaaktivitaten von AST, ALT, LDH, GLDH 4,5h nach Reperfusion und 18h kalter Ischamie.
Kontrollgruppe ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten
angegeben mit Mittelwert +/- Standardabweichung, n=6
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Gruppe
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Abb. 7: Plasmaaktivititen von AST, ALT, LDH, GLDH 24 h nach Reperfusion und 18h kalter Ischamie.
Kontrollgruppe ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten

angegeben mit Mittelwert +/- Standardabweichung. *p<0,05 vs Kontrolle LDH; n=4

Gruppe
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Abb. 8: Plasmaaktivitaten von AST, ALT, LDH, GLDH 48 h nach Reperfusion und 18h kalter Ischamie.
Kontrollgruppe ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten
angegeben mit Mittelwert +/- Standardabweichung. *p<0,05 vs Kontrolle ALT; n=5 (4)



4 Ergebnisse 36

4.3 TUNEL Farbung

Die TUNEL Farbung zeigte eine Reduzierung der Apoptoserate in der
Behandlungsgruppe sowohl 2 als auch 4,5 Stunden nach Transplantation. Die
Apoptoserate konnte nach 2 Stunden in der Behandlungsgruppe auf 2,9% von 4,3% in
der Kontrollgruppe gesenkt werden. Nach 4,5 Stunden zeigte sich immer noch eine
Reduktion auf 2,6% von 4,1%. Nach 24 und 48 Stunden war die apoptotische Aktivitat

insgesamt weniger ausgepragt, Unterschiede waren nur noch marginal.

Abb. 9: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Tunel-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h
kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe), 20-fache VergréRerung. (Pfeil:
Apoptotische Zelle)
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Abb. 10: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Tunel-Farbung 4h nach Reperfusion und 18h
kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe), 20-fache Vergréferung

Abb. 11: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Tunel-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung , 20-fache Vergroferung
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Abb. 12: Repréasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Tunel-Farbung 4,5h nach Reperfusion und

18h kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung , 20-fache Vergrofierung
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4.4 HE und PAS Farbung

In der HE und PAS Farbung zeigten sich vor allem Unterschiede in der Zahl der
nekrotischen Zellen. Wahrend in der Behandlungsgruppe 2 Stunden nach
Transplantation nahezu keine nekrotischen Zellen detektierbar waren, stieg die
Nekroserate in der Kontrollgruppe auf bis zu 30%. Ahnlich ausgepragt waren die
Unterschiede 4,5 Stunden nach Transplantation: In der Behandlungsgruppe sah man

nur vereinzelt Nekrosen, in der Kontrollgruppe bei jedem Tier bis zu 40%.

Abb. 13: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit HE-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe), 20-fache VergréRerung

Abb. 14: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit PAS-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe) , 20-fache VergréRerung
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Abb. 15: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit HE-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 20-fache Vergréferung

Abb. 16: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit PAS-Farbung 2h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 20-fache Vergréflierung
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Abb. 17: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit HE-Farbung 4,5h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe), 20-fache VergréRerung

Abb. 18: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit PAS-Farbung 4,5h nach Reperfusion und
18h kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe) , 20-fache Vergréfierung
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Abb. 19: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit HE-Farbung 4,5h nach Reperfusion und 18h

kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 20-fache Vergréerung

AR
AN

Abb. 20: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit PAS-Farbung 4,5h nach Reperfusion und

18h kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 20-fache VergréRerung
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4.5 Immunhistochemische Farbung (Hypoxyprobe ™)

Mit Hilfe des Hypoxyprobe™ Markers und einer immunhistochemischen Farbung unter
Benutzung des Hypoxyprobe ™-1 Antikorpers lasst sich der Sauerstoffgradient einzelner
Zellen nachweisen und lichtmikroskopisch darstellen [107]. Bei der Auswertung wurden
bei jedem Tier drei Gesichtsfelder ausgezahlt und der Mittelwert der positiven Zellen als
Prozent der Gesamtzellen dargestellt. Hier zeigte sich 2 Stunden nach Transplantation
in der EPO-Gruppe eine deutlich geringere Zahl hypoxischer Zellen als in der
Kontrollgruppe. Wahrend alle Tiere der Kontrollgruppe etwa 30% hypoxische Zellen
aufwiesen, hatten nur zwei der mit EPO behandelten Tiere einen so hohen Wert. Die
ubrigen Tiere lagen mit unter 5% beziehungsweise unter 1% hypoxischen Zellen

deutlich darunter.
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Tabelle 10: Auszahlung der immunhistochemischen Farbung mit dem Hypoxyprobe™-1 Antikorper.
Vergleichsgruppe: Tiere 1.1 bis 1.6, EPO-Gruppe: 1.7 bis 1.12. GF = Gesichtsfeld, MW = Mittelwert

Tier MW GF GF 1 GF 2 GF3 MW GF Prozent
alle Zellen  pos.Zellen  pos.Zellen  pos.Zellen  pos.Zellen  pos. Zellen
1.1 689 205 235 220 220 31,90%
1.2 707 198 202 179 193 27,29%
1.3 722 152 178 209 179 24,80%
1.4 707 146 187 193 175,3 24,70%
1.5 733 173 159 184 172 23,40%
1.6 727 169 160 158 162,3 22,28%
1.7 713 279 218 214 237 33,20%
1.8 701 214 206 239 219 31,30%
1.9 683 22 38 32 30,6 4,48%
1.10 714 40 37 21 32,6 4,57%
1.11 691 3 3,66 0,53%
1.12 726 1 3 0,41%

Abb. 21:

Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Hypoxyprobe™-Farbung 2h nach

Reperfusion und 18h kalter Ischdmie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontrollgruppe), 20-fache

Vergrofierung
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Abb. 22: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Hypoxyprobe™-Farbung 2h nach
Reperfusion und 18h kalter Ischamie ohne Erythropoietinvorbehandlung (Kontroligruppe), 40-fache
VergréRerung. (Pfeil: Hypoxische Zelle)

Abb. 23: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Hypoxyprobe™-Farbung 2h nach
Reperfusion und 18h kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 20-fache VergréRerung. Es sind

nur vereinzelt hypoxische Zellen zu sehen.
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Abb. 24: Reprasentative Abbildung eines Leberschnittes mit Hypoxyprobe™-Farbung 2h nach

Reperfusion und 18h kalter Ischamie mit Erythropoietinvorbehandlung, 40-fache Vergréfierung.

4.6 IL 1b mRNA Expression

IL 1b wurde mittels RT-PCR 2, 4,5, 24 und 48 Stunden nach Transplantation
gemessen. Es steigt in der Kontrollgruppe 24 Stunden nach Transplantation auf seinen
Hochstwert, um nach 48 Stunden wieder leicht abzufallen. In der EPO-Gruppe ist IL 1b
nach 24 Stunden noch deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe, es nahert sich erst
nach 48 Stunden der Kontrollgruppe an. Zu allen Messzeitpunkten sind die Mittelwerte
in der EPO-Gruppe deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe, wobei wegen hoher
Standardabweichungen bei kleinen GruppengrofRen keine statistische Signifikanz

erreicht wird.

4.7 IL 6 mRNA Expression

IL 6 wurde mittels RT-PCR 2, 4,5, 24 und 48 Stunden nach Transplantation gemessen.
Es steigt in beiden Gruppen 4,5 Stunden nach Transplantation auf seinen Hochstwert
und fallt danach wieder ab. Die Mittelwerte sind bis zu 24 Stunden nach Transplantation
in der EPO Gruppe niedriger als in der Kontrollgruppe, statistische Signifikanz wird
allerdings nicht erreicht.
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Gruppe
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Abb. 25: Expression von IL13 und IL6 2h nach Reperfusion und 18h kalter Ischamie. Kontrollgruppe
ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten angegeben mit

Mittelwert +/- Standardabweichung, n=6
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Abb. 26: Expression von IL13 und IL6 4,5h nach Reperfusion und 18h kalter Ischamie. Kontrollgruppe
ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten angegeben mit

Mittelwert +/- Standardabweichung, n=6
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Abb. 27: Expression von IL1B und IL6 24h nach Reperfusion und 18h kalter Ischdmie. Kontrollgruppe
ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten angegeben mit

Mittelwert +/- Standardabweichung, n=4
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Abb. 28: Expression von IL1B und IL6 48h nach Reperfusion und 18h kalter Ischdmie. Kontrollgruppe
ohne Vorbehandlung. Epo-Gruppe mit intraportaler Erythropoietininjektion. Daten angegeben mit
Mittelwert +/- Standardabweichung, n=5 (4)
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5 Diskussion

Der positive Einfluss von Erythropoietin auf die strukturelle Integritat verschiedener
Gewebe durch die Minimierung des Ischamie-/Reperfusionsschadens konnte bereits
mehrfach gezeigt werden. So kann es im Gehirn durch einen direkten Einfluss auf
Neurone, Astrozyten und Mikroglia die InfarktgroRe deutlich reduzieren [102]. Hierbei
werden die Produktion proinflammatorischer Zytokine, der Einstrom von
Entzindungszellen und die Zahl der apoptotischen Zellen reduziert. Im Herzen konnte
in Ischamiemodellen gezeigt werden, dass EPO den I/R Schaden durch eine Reduktion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL 6 verringert. Auch hier konnte eine
Verminderung der Anzahl apoptotischer Zellen durch EPO erreicht werden [75-83].
Daruber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass Mausenieren weniger empfindlich
auf eine experimentell erzeugte Ischamie reagieren, wenn sie mit EPO vorbehandelt
wurden [103].

Auch fur die Leber gibt es Hinweise fur die protektive Wirkung von Erythropoietin in
Bezug auf den I/R-Schaden. Die hierzu bisher vorliegenden Untersuchungen
fokussieren sich insbesondere auf Schadigungen durch ausschlieBlich warme
Ischamiezeiten und den Einfluss der Applikationsweise von Erythropoietin. Die
intraportalvenose Gabe von EPO war hier den anderen Applikationsformen klar
uberlegen. [104, 105, 106].

Mit der hier vorliegenden Arbeit soll erstmals der Einfluss von EPO auf den
kaltischamischen Schaden im Rahmen der Lebertransplantation untersucht werden.
Hierzu wurden in einem standardisierten orthotopen Transplatationsmodell
Rattenlebern mit einer prolongierten kalten Ischamiezeit von 18 Stunden transplantiert
und zu festen Zeitpunkten sowohl Gewebe- als auch Plasmaproben asserviert. In den
entsprechenden Proben wurden zur Quanti- und Qualifizierung des I/R-Schadens
sowohl die klinisch etablierten Aktivitaten der Leberenzyme bestimmt als auch eine
histologische Aufarbeitung der transplantierten Lebern zur Bestimmung von
nekrotischen und apoptotischen Zellen durchgeflhrt.

Bei der Messung der Leberenzyme fiel auf, dass zu allen Messzeitpunkten zwischen
4,5 und 48 Stunden nach Transplantation die Mittelwerte der mit EPO behandelten
Tiere deutlich niedriger lagen als die der unbehandelten Tiere. Eine statistische
Signifikanz (p<0,05) lieR sich fur LDH nach 24 und fur die ALIT nach 48 Stunden
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ermitteln. Bei den Ubrigen Enzymen und zu den restlichen Messzeitpunkten liel} sich
zwar ein klarer Trend erkennen, der sich aber durch hohe Standardabweichungen bei
modellbedingt kleiner Gruppengrolie statistisch nicht ausreichend objektivieren lield.
Diese deutliche Erniedrigung der Leberenzyme weist auf einen geringeren Zellschaden
in der Behandlungsgruppe hin, der moglicherweise durch die zytoprotektive Wirkung
von EPO verursacht und gut mit den Ergebnissen der Studien an Herz- und
Nervengewebe zu vereinbaren ist.

In der frihen Phase nach Transplantation lasst sich das unterschiedliche Ausmal} der
Zellschadigung auch histologisch darstellen:

In der Auszahlung der nekrotischen Zellen Uber HE- und PAS-Farbung waren in der
EPO-Behandlungsgruppe sowohl 2 als auch 4,5 Stunden nach Transplantation nahezu
keine nekrotischen Zellen detektierbar, in der Vergleichsgruppe jedoch bis zu 30 bzw.
40%.

Die Auszahlung der TUNEL positiven Zellen ergab in dieser Untersuchung in beiden
Gruppen einen insgesamt geringen Anteil apoptotischer Zellen. Zwischen zwei und
viereinhalb Stunden nach Transplantation bewegte sich dieser in beiden Gruppen
zusammen zwischen 1,5 und 7,9%, wobei die Mittelwerte der untersuchten Tiere in der
EPO Gruppe sowohl 2 als auch 4,5 Stunden nach Transplantation mit 2,9 bzw. 2,6 %
deutlich niedriger waren als in der Vergleichsgruppe mit 4,3 bzw. 4,1%. 24 und 48
Stunden nach Transplantation war der Anteil der apoptotischen Zellen so niedrig, dass
eine Differenzierung nicht sinnvoll schien.

Auf Grund der insgesamt niedrigen Menge apoptotischer Zellen in beiden Gruppen ist
es schwierig, die Ergebnisse anderer Untersuchungen bezuglich des Ausmalles der
Verringerung der Apoptose durch EPO-Behandlung zu bestatigen. Jedoch ist auch in
diesem niedrigen Bereich im Mittel noch eine geringere Anzahl apoptotischer Zellen in
der Behandlungsgruppe zu erkennen. Im Falle der histologisch nekrotischen Zellen sind
die Unterschiede deutlicher. Insgesamt findet man die durch die Leberenzym-Messung
suggerierten Unterschiede der Zellschadigung im histologischen Bild bestatigt.
Zur weiteren Aufklarung der Mechanismen des gezeigten reduzierten Ischamie-
/Reperfusionsschadens unter EPO-Behandlung wurde mit Hilfe der Hypoxyprobe™
Farbung das Verhaltnis von hypoxischen zu normoxischen Zellen bestimmt [107]. Hier
zeigte sich, dass sich durch die Gabe von EPO bei vier von sechs Tieren die Zahl der

hypoxischen Zellen zwei Stunden nach Transplantation auf unter 5%, bei zweien davon
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sogar auf unter 1% senken lief3. In der Kontrollgruppe lag die Zahl der hypoxischen
Zellen bei allen Tieren Uber 30%. Es lasst sich vermuten, dass der hohere Anteil
nekrotischer Zellen in der Kontrollgruppe eine direkte Folge der durch die
Hypoxyprobe ™-Farbung angezeigten ischamischen Zellschadigung ist. Eine Ursache
der Apoptose als aktiver, energieabhangiger Vorgang wird von dieser Methode
allerdings nicht erfasst.

Die schon unter anderem im Ischamiemodell des Gehirns [75] und Herzens [77]
gezeigte antientzundliche Wirkung von EPO sollte in dieser Untersuchung mit Hilfe der
Messung der proinflammatorischen Cytokine IL6 und ILB auch im Transplatationsmodell
der Leber nachvollzogen werden. Insgesamt zeigte sich vor allem in der frihen Phase
nach Transplantation eine starke Erhdhung dieser beiden Cytokine, die im Mittel in der
EPO-Gruppe deutlich niedriger waren als in der Kontrollgruppe. Im Einzelnen erreichte
IL 1B in der Kontrollgruppe seinen Hochstwert 24 Stunden nach Transplantation und fiel
danach wieder ab, wahrend es in der Behandlungsgruppe erst nach 48 Stunden seinen
Hochstwert erreichte und die Mittelwerte zu jedem Zeitpunkt unter denen der EPO
Gruppe lagen. Hiernach lasst sich vermuten, dass die antiinflammatorische Wirkung
von EPO bis zu 24 Stunden anhalt. Wenn man den zeitlichen Verlauf von IL 6
betrachtet, Iasst sich das gleiche Phanomen beobachten, wobei der Hochstwert von IL
6 bereits nach 4,5 Stunden erreicht wurde und nach 48 Stunden der Mittelwert der
Behandlungsgruppe sogar etwas Uber dem der Kontrollgruppe lag.

Die erhobenen Daten sprechen insgesamt fur eine protektive Wirkung von EPO vor
einem Ischamie-/Reperfusionsschaden nach Lebertransplantation.  Mdoglicher
Mechanismus ist eine insbesondere kurz nach Reperfusion deutlich geringere
Konzentration der proinflammatorischen Cyrokine IL 6 und IL 1 3.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse wurden im Marz 2009 in Transplantation

International veroéffentlicht (siehe Publikationsliste).
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6 Zusammenfassung

Humanem rekombinantem Erythropoietin (EPO) wird seit einiger Zeit die Fahigkeit
zugesprochen, eine starke protektive Wirkung gegen ischamische Schadigung in
verschiedenen Geweben auszuuben. Sowohl im Herzen als auch in neuronalem
Gewebe wurde durch eine Vorbehandlung mit EPO bereits eine signifikante Reduktion
des Zellschadens nach ischamischen Episoden erreicht. Auch im Ischamiemodell der
Leber gibt es bereits Untersuchungen, die auf eine solche Wirkung hinweisen. Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen von EPO auf den Ischamie-
/Reperfusionsschaden im Lebertransplantationsmodell bei der Ratte.

Es wurden Lebertransplantationen bei Wistar Ratten mit einer Kaltischamiezeit von 18
Stunden durchgefuhrt. Dabei wurden die Spendertiere eine halbe Stunde vor
Explantation und die Empfangertiere direkt nach Implantation mit jeweils 1000 IE
Erythropoietin intraportalvends behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt keine Behandlung
mit EPO. Es wurden vier Gruppen gebildet mit Totungszeitpunkten 4,5, 24 und 48
Stunden sowie sieben Tage postoperativ. In der ersten Gruppe wurde zusatzlich zwei
Stunden postoperativ eine Resektion des Lobus triangulatus zur histologischen und
molekularbiologischen Aufbereitung entnommen. In allen Gruppen wurden zum
Totungszeitpunkt Blut und Gewebsproben von der Leber enthommen. Es wurden
Leberenzyme bestimmt und die Gewebsproben bezlglich Apoptose, Nekrose und
Hypoxie untersucht. Die Expression der Cytokine IL6 und IL 1B wurde mittels Real-Time
PCR bestimmt.

Alle gemessenen Leberenzyme lagen in der mit EPO behandelten Gruppe viereinhalb,
24 und 48 Stunden nach Transplantation deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe,
wobei statistische Signifikanz nur fur LDH nach 24 und fur ALT nach 48 Stunden
erreicht wurde. Die Zahl der hypoxischen und nekrotischen Zellen war in der
Behandlungsgruppe zwei und 4,5 Stunden nach Transplantation deutlich niedriger als in
der Kontrollgruppe, die Zahl der apoptotischen Zellen konnte bei insgesamt geringer
Apoptoserate unter EPO-Behandlung gesenkt werden. IL6 und IL 13 waren bis zu 24
Stunden nach Transplantation in der Behandlungsgruppe niedriger als in der
Kontrollgruppe.

Die erhobenen Daten sprechen insgesamt fur eine protektive Kapazitat von EPO im

Falle eines Ischamie-/Reperfusionsschadens nach Lebertransplantation.
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