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1 Einleitung

Der Abbau von Glukose unter Verbrauch von Sauerstoff und die damit erfolgende
chemische Energieumwandlung ist der wichtigste Stoffwechselprozess im
menschlichen Korper und Grundlage unseres Lebens. Dieser als ,aerobe Glykolyse*
bezeichnete Prozess des Energiestoffwechsels ist notwendig fur die Erhaltung und
Funktion fast jeder Zelle des menschlichen Organismus. Sauerstoff wird aus der Luft
uber die Lungen in den menschlichen Korper aufgenommen und dort in das Blut auf
spezielle Transportzellen Ubertragen. Mit Hilfe des Blutkreislaufes konnen alle Zellen
des Organismus unter physiologischen Bedingungen ausreichend mit Sauerstoff
versorgt werden. In der Zelle selbst setzt sich der Sauerstofftransport iber mehrere
Enzymsysteme fort, so dass schlie3lich in der Reaktion mit Glukose der chemische
Energietrager Adenosintriphosphat (ATP) generiert wird. Sauerstoff selbst sowie die
den Sauerstoff im Blut und in den Zellen transportierenden funktionellen Einheiten
der Proteine sind sehr reaktionsfreudig. Daher konnen wahrend des intravaskularen
und intrazellularen  Sauerstofftransportes  unerwinschte  physikochemische
Reaktionen ablaufen und fur den Organismus schadliche Reaktionsprodukte
entstehen. In dieser Synopsis sind eigene wissenschaftliche Untersuchungen
zusammengestellt, die sich mit den physiologischen Grundlagen einiger der
Komplikationen des intravaskularen und intrazellularen Sauerstofftransportes sowie
dem korpereigenen Schutzprogram gegenuber diesen Komplikationen mit Hilfe

spezieller endogener Proteine auseinandersetzen.

1.1  Sauerstoff

Sauerstoff ist nach Eisen das haufigste Element auf der Erde (Allegre et al., 2001).
Die Halfte der Erdhullenmasse besteht aus diesem Element und zusammen mit
Wasserstoff bildet Sauerstoff Wasser, das als wichtigste Komponente des
menschlichen Organismus ca. 70% seiner Masse ausmacht (Allegre et al., 2001;
Watson et al., 1980). Sauerstoff ist neben Wasserstoff, Kohlenstoff und Stickstoff Teil
der vier Elemente, die als Hauptbestandteil der organischen Verbindungen die
Grundlage fur die meisten Lebensvorgange bilden (Frieden, 1972). In elementarer
Form findet man Sauerstoff zumeist als Homodimer vor, einer Verbindung zweier
Sauerstoff-Atome (Gaworzewski et al., 1981). Man geht davon aus, dass vor 2,3 bis

3 Milliarden Jahren in den Ozeanen lebende Cyanobakterien mit der Photosynthese



zur chemischen Energiegewinnung begannen und als ,Abfallprodukt® Sauerstoff
produzierten (Flannery et al., 2012). Der Sauerstoff reagierte zunachst mit den ihn
umgebenden Elementen, insbesondere Eisen und Schwefel (Crowe et al., 2013).
Nachdem diese Verbindungen gesattigt waren, reicherte sich der weiterhin von den
Cyanobakterien produzierte Sauerstoff in den Ozeanen und danach auf den
Landflachen an, um nach deren Aufsattigung schliel3lich in die Atmosphare
,<auszugasen‘ (Crowe et al., 2013; Holland, 2006). Die grol’en Mengen an
elementarem Sauerstoff ermoglichten nun mit Hilfe der aeroben Zellatmung einen
viel effektiveren und ertragreicheren Stoffwechselweg zur chemischen
Energiegewinnung als die Stoffwechselwege, die unter anaeroben Bedingungen
moglich waren (Rich, 2003). In der Folge begannen die Lebewesen in Grofle und
Komplexitat zuzunehmen. Es entwickelten sich die Eukaryoten, in denen die Zelle in
verschiedenen, mit Spezialaufgaben betrauten Kompartimenten organisiert wurde.
SchlieBlich begannen sich vor 1,5 Milliarden Jahren die ersten Mehrzeller zu
entwickeln, aus denen vor weniger als einer Millionen Jahren die direkten Vorfahren

des modernen Menschen hervorgingen (Sperling et al., 2013).

1.2 Zellatmung und Atmungskette

LZellatmung® bzw. das Synonym ,innere Atmung“ beschreibt intrazellulare
Stoffwechselprozesse, bei denen mittels Oxydation aus energiereichen
Verbindungen wie der Glukose der universelle chemische Energietrager ATP
generiert wird. Mit Hilfe von Sauerstoff konnen bei der Zellatmung aus einem Molekul
Glukose bis zu 38 Molekile ATP generiert werden (Rich, 2003). Dies ist ein
Vielfaches mehr als die zwei ATP-Molekule, die bei der anaeroben Glykolyse aus
einem Glukosemolekil entstehen (Rich, 2003). Die Zellatmung setzt sich dabei aus

vier Teilprozessen zusammen:

1. Glykolyse

2. oxidativer Decarboxylierung

3. Citratzyklus

4. Endoxidation in der Atmungskette

Mit Ausnahme der Glykolyse, die im Zytoplasma ablauft, sind alle Reaktionsprozesse
im Mitochondrium lokalisiert. Hier wird von der ATP-Synthase, wahrend des



Prozesses der Endoxidation in der Atmungskette, auch die grof3te ATP-Ausbeute
innerhalb des Gesamtprozesses der Zellatmung synthetisiert.

Mitochondrien sind Zellorganellen, die von einer Doppelmembran
umschlossen sind und als primare Aufgabe die Synthese von ATP leisten. Die ATP-
Synthese findet dabei mit Hilfe der in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisierten Enzymsysteme der Atmungskette statt (Rich, 2003). Die Atmungskette
besteht aus vier Enzymkomplexen sowie Coenzym Q und Cytochrom c, die Uber
jeweils einzelne Redoxprozesse einen Transport von Elektronen innerhalb der
inneren Mitochondrienmembran bewirken (Rich, 2003). Diese Prozesse sind
zusatzlich mit der Aufnahme und Abgabe von Protonen vergesellschaftet, so dass es
im Verlauf der Zellatmung zu einer Anreicherung von Protonen im
Intermembranraum und der konsekutiven Ausbildung eines Protonengradienten tber
der inneren Mitochondrienmembran kommt (Rich, 2003). Die ebenfalls in der inneren
Mitochondrienmembran gelegene ATP-Synthase nutzt dann das Protonengefalle, um
aus Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat die Synthese von ATP zu katalysieren
(Saraste, 1999).

1.3 Die Atmungskette als Quelle reaktiver Sauerstoffverbindungen

In der Atmungskette sind multiple Enzymsysteme daran beteiligt, im Rahmen von
Redoxreaktionen Elektronen auf Sauerstoffatome zu Ubertragen. Insbesondere an
den Komplexen | und IV koénnen in diesem Zusammenhand reaktive
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species - ROS) wie Wasserstoffperoxid
oder Hydroxyl- und Superoxid-Radikale entstehen (Boveris et al., 1973; Kirkinezos et
al., 2001). Eine Akkumulation dieser ROS flhrt zu gesteigerter Proteinoxidation,
Lipidperoxidation und Schadigungen der DNA (Sies, 1986). Eine Stoffwechsellage
mit unphysiologisch hohen Mengen an ROS wird als ,oxidativer Stress“ bezeichnet
(Sies, 1986). Oxidativer Stress und Akkumulation reaktiver Sauerstoffverbindungen
wird mit einer Vielzahl systemischer Erkrankungen und pathophysiologischer
Prozesse in Verbindung gebracht, wie Inflammation, Arteriosklerose,
neurodegenerativen Erkrankungen oder Diabetes mellitus (Sugamura et al., 2011).

1.4 Endogene Protektion gegen reaktive Sauerstoffverbindungen
Der Organismus schitzt sich gegen eine Ubermaflige Produktion von ROS mit
organischen Verbindungen, Proteinen und Enzymsystemen, die allgemein als



Antioxidantien bezeichnet werden (Sies, 1993). Endogen wichtige Antioxidantien sind
z.B. das Peptid Glutathion, die Proteine Albumin, Transferrin, Hemopexin und
Haptoglobin und Enzyme wie Katalasen, Peroxidasen und die Superoxidismutase
sowie Stickstoffmonoxid (NO) (Sies, 1993). Zu den bekannten exogenen
Antioxidantien gehoren z.B. die Vitamine Ascorbinsaure, Tocopherol und Betacarotin
(Boaz et al., 2000; Kris-Etherton et al., 2004). Zu Beginn dieses Jahrhunderts
kristallisierte sich eine weitere Gruppe von Transmembranproteinen der inneren
Mitochondrienmembran als protektiv gegen eine Ubermalige Produktion von ROS
hervor, die Uncoupling Proteine (UCPs).

1.5 Uncoupling Proteine

UCPs sind mitochondriale Proteine, die in der Lage sind, die Atmungskette zu
entkoppeln, also den Protonengradienten Uber der inneren Mitochondrienmembran
ohne begleitende ATP-Synthese zu schwachen bzw. abzubauen. Es existieren funf
Isoformen der UCPs, von denen UCP-1 unter dem Namen Thermogenin am langsten
bekannt ist und ausschlieRlich in braunem Fettgewebe exprimiert wird (Ricquier et
al., 2000). Wahrend UCP-2 ubiquitédr und in besonders groRen Mengen in Darm,
Lunge und Milz nachweisbar ist, findet sich UCP-3 selektiv in Skelettmuskel und
braunem Fettgewebe (Ricquier et al., 2000). UCP-4 und UCP-5 sind bisher
ausschlieBlich im Gehirn detektiert worden (Hoang et al., 2012). UCP-1 entkoppelt in
den Mitochondrien des braunen Fettgewebes die Zellatmung, so dass die Uber die
Redoxvorgange umgewandelte Energie nicht zu ATP sondern in Warme umgesetzt
wird (Ricquier, 2017). Die Funktion der tbrigen UCPs ist bis heute nicht vollstandig
aufgeklart. Sicher scheint bisher, dass allen UCPs eine regulatorische Funktion bei
der Produktion von ROS in der Atmungskette zukommt, da eine vergroferte
.Protonenleckage” in der inneren Mitochondrienmembran mit einer reduzierten
Genese an ROS einhergeht (Ricquier et al., 2000). Die Rolle der UCPs bei Zell-Zell-
Interaktionen, Inflammation und systemischen Erkrankungen, wie Diabetes mellitus,
Herzinsuffizienz oder neurodegenerativen Erkrankungen sind weiter Gegenstand der

aktuellen Forschung (Busiello et al., 2015).

1.6  Sauerstoffversorgung der Zellen
Ein Grundmerkmal vielzelliger Organismen ist die zunehmende Differenzierung und

Spezialisierung der einzelnen Zellen. Diese organisieren sich dann auf der



makroskopischen Ebene wiederum in Organen und Organsystemen. Aufgrund der
Grolle der Vielzeller der hoheren Entwicklungsstufen kann der Sauerstoff aus der
Atmosphare nicht mehr zu jeder einzelnen Zelle per Diffusion vordringen. Beim
Menschen bildet sich daher schon in der dritten Woche der Embryonalentwicklung
das BlutgefalRsystem, ein Transportsystem, das den Sauerstoff von spezialisierten
Zellen/Organen der ,auleren Atmung“ zu allen anderen Zellen des Organismus fur
deren jeweilige ,innere Atmung“ transportiert (Cumano et al., 2007). Angetrieben
vom Pumpensystem des Herzens zirkuliert im BlutgefalRsystem das Blut, eine
Korperflissigkeit, die je etwa zur Halfte aus spezialisierten Zellen und dem
proteinreichen Plasma besteht. Neben dem Transport von Sauerstoff erflllt Blut
weitere Uberlebenswichtige Transport- und Kommunikationsfunktionen. Mit den
Erythrozyten stehen fur den Sauerstofftransport in jedem Mikroliter Blut 4,5 bis 5,5
Millionen spezielle kern- und mitochondrienlose Zellen zur Verfiigung. Ca. 90% der
Trockenmasse des Erythrozyten besteht aus Hamoglobin, einem tetrameren
Proteinkomplex mit je zwei a- und zwei B-Globin-Untereinheiten, von denen jede ein
Ham-Molekul bindet (Perutz et al., 1960). Durch die spezielle Formation der Globin-
Untereinheiten ist das Eisenatom innerhalb des Ham-Moleklls in der Lage,
reversibel Sauerstoff zu binden (Hoppe-Seyler, 1866). Jedes Hamoglobinmolekdil
kann somit insgesamt vier Homodimere an Sauerstoffatomen binden und

transportieren.

1.7 Pathophysiologie des freien Himoglobins und Hams

Im Erythrozyten sind die Hamoglobinmolekile von der Erythrozytenmembran
umschlossen, was ihre direkte Interaktion mit Plasma und endothelialen Strukturen
limitiert (Nakai et al., 1998). Wird die Erythrozytenmembran im Rahmen der
Hamolyse beschadigt, kommt es zur Freisetzung von Hamoglobin in das Blutplasma.
Der Hamoglobin-Tetramer zerfallt in zwei Dimere aus je einer a- und einer (3-
Untereinheit. Im Gefallsystem und perivaskular wirkt zellfreies Hamoglobin als
toxische Substanz. Durch seine hohe Affinitat zu NO verursacht es eine Depletion
von endothelial generiertem NO und eine damit assoziierte Vasokonstriktion (Yu et
al., 2008). Weiterhin verursacht zellfreies Hamoglobin bzw. das von ihm freigesetzte
hochreaktive freie Ham oxidativen Stress, Inflammation, fordert die
Thrombozytenaggregation und fuhrt zur Schadigung von Zellmembranen,



Plasmaproteinen, Lipiden und ganzen Geweben (Balla et al., 1991; Donadee et al.,
2011; Villagra et al., 2007).

1.8 Endogene Protektion gegen die Hamolyseprodukte Hamoglobin und
Ham

Saugetiere besitzen zwei hepatisch synthetisierte Glykoproteine, die die Aufgabe
haben, zellfreies Hamoglobin und freies Hdm zu binden und aus dem Gefallsystem
zu entfernen, Haptoglobin und Hemopexin (Schaer et al., 2013).

Hamoglobin-Dimere werden von Haptoglobin gebunden, einem Proteindimer,
das im Menschen in drei verschiedenen Isoformen vorkommt, Hp 1-1, Hp 1-2 und Hp
2-2 (Nielsen et al., 2009). Die Hdmoglobin-Haptoglobinbindung ist eine der starksten
bekannten Protein-Proteinbindungen im menschlichen Organismus (Hwang et al.,
1980). Weiterhin kann Haptoglobin bei fast allen Saugeretieren nachgewiesen
werden, was als weiterer Hinweis auf die entwicklungsgeschichtliche Relevanz
dieses Proteins bzw. der Problematik der Hamolyse allgemein zu werten ist (Wicher
et al., 2006). Durch die Bindung an Haptoglobin ist der Hamoglobin-Dimer nicht mehr
in der Lage, die Endothelbarriere zu passieren oder das Ham-Molekul zu
liberaliseren (Bunn et al., 1968; Schaer et al., 2013). Der Komplex aus Haptoglobin
und Hamoglobin wird, vermittelt Uber den spezifischen CD163-Rezeptor, von
Makrophagen in Leber und Milz aufgenommen und aus dem Blutplasma eliminiert
(Thomsen et al., 2013).

Das hochreaktive freie Ham kann von verschiedenen Plasmaproteinen,
insbesondere dem Albumin gebunden werden. Allerdings existiert mit Hemopexin ein
spezifischer Ham-Binder mit extrem hoher Bindungsaffinitat (Satoh et al., 1994).
Durch die Bindung an Hemopexin werden die pro-oxidativen und pro-
inflammatorischen Effekte des freien Hams blockiert, und der Komplex wird,
vermittelt Gber das LDL Receptor-related Protein 1 (LRP1), durch die Leber aus dem
Blutplasma eliminiert (Hvidberg et al., 2005; Schaer et al., 2013).

1.9 Die Bedeutung der Himolyse bei intensivmedizinischen Erkrankungen

Neben den genetisch bedingten hamolytischen Erkrankungen wie der
Sichelzellkrankheit und den Thalassamien bzw. neben Infektionserkrankungen wie
der Malaria ist die intravasale Hamolyse eine relevante Komplikation vielfaltiger
intensivmedizinisch relevanter Krankheitsbilder und kann auch Folge von



TherapiemalBnahmen sein (Schaer et al., 2013). Die Transfusion von langer
gelagerten Erythrozytenkonzentraten, extrakorporale Therapieverfahren, wie z.B. der
kardiopulmonale Bypass (Herz-Lungen-Maschine), aber auch die Sepsis oder das
schwere akute Lungenversagen (ARDS), sind mit erhdhten Hamolyseparametern
assoziiert (Hod et al., 2011; Schaer et al.,, 2013). Hohe Plasmakonzentrationen
zellfreien Hamoglobins und Hams sind dabei mit vermehrten Komplikationen bzw.
schwereren Erkrankungsverlaufen vergesellschaftet. Besonders vulnerabel scheinen
hier Organe wie die Nieren oder Lungen, das Gefall- und das Immunsystem (Berra
et al., 2014; Gladwin et al., 2004; Koch et al., 2008; Vermeulen-Windsant et al.,
2014). Gegenwartig haben noch keine spezifischen Therapieverfahren zur
Pravention bzw. Behandlung der durch vermehrte Hamolyse verursachten

Komplikationen Eingang in die klinische Routine gefunden.

1.10 Zielsetzung

In der vorliegenden Synopsis sind grundlagenwissenschaftliche Arbeiten
zusammengefasst, die sich mit Komplikationen des intravasalen und intrazellularen
Sauerstofftransports  beschaftigen.  Weiterhin  werden in  den  Arbeiten
evolutionsgeschichtlich wichtige korpereigene Proteine untersucht, die mit dem
Sauerstofftransport assoziierte Komplikationen (oxidativer Stress) verhindern kdnnen
bzw. regulatorisch in den Pathomechanismus eingreifen. Zusatzlich wird in den
Arbeiten auch die therapeutische Anwendung endgener Schutzproteine (Haptoglobin

und Hemopexin) analysiert.



2 Zusammenfassung der Ergebnisse eigener Arbeiten

2.1 Haptoglobin oder Hemopexin als therapeutische Option bei Transfusion
von prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten

Hintergrund: Wahrend der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten kommt es zu
biochemischen und morphologischen Veranderungen der Erythrozyten, die mit einer
Beschadigung der Integritat der Erythrozytenmembran einhergehen. Aufgrund von
vermehrter Himolyse steigen die Plasmakonzentrationen von zellfreiem Hamoglobin
und extrazellularem Ham nach Empfang einer Transfusion von prolongiert gelagerten
Erythrozytenkonzentraten. Nach hamorrhagischem Schock sind daher perfusions-
empfindliche Organe wie z.B. die Nieren nicht nur aufgrund der Hypoperfusion
wahrend des Schocks, sondern auch durch die hohen Plasmakonzentrationen an
zellfreiem Hamoglobin und Ham gefahrdet. Im menschlichen Organismus sind die
Hamoglobin- und Ham-Bindeproteine Haptoglobin und Hamopexin in der Lage,

zellfreies Hamoglobin und Ham zu binden und aus dem Plasma zu entfernen.

Zielsetzung: In einem murinen Transfusionsmodell, das die maximal erlaubte 42-
tagige Lagerungsdauer humaner Erythrozytenkonzentrate imitiert, wurden
Uberlebensraten, systemische Inflammation und Nierenfunktion nach einem
hamorrhagischen Schock mit einer zweistindigen kontrollierten Hypotension und
nachfolgender Transfusion von entweder frischen oder prolongiert gelagerten
murinen Erythrozytenkonzentraten verglichen. In weiteren Versuchsgruppen wurde
untersucht, ob eine Co-Infusion mit Haptoglobin oder Hemopexin protektive
Auswirkungen auf das Uberleben, die Inflammation und die Nierenfunktion nach
zweistundigem hamorrhagischem Schock und anschlieRender Transfusion muriner

Erythrozytenkonzentrate hatte.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Mause, die nach hamorrhagischem Schock
eine Transfusion mit prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten erhielten,
zeigten eine hohere Mortalitat, eine vermehrte Inflammation sowie eine
Hamoglobinurie und schwerere Nierenschadigung als Mause, die frische
Erythrozytenkonzentrate erhielten. Co-Infusion mit Haptoglobin oder Hemopexin war
mit einem deutlichen Uberlebensvorteil nach Transfusion prolongiert gelagerter



Erythrozytenkonzentrate vergesellschaftet. Weiterhin konnte durch Co-Infusion von
Haptoglobin die durch die Transfusion von prolongiert gelagerten
Erythrozytenkonzentraten induzierte Hamoglobinurie sowie der gesteigerte
Nierenschaden verhindert werden.

Das therapeutische Potential der beiden natirlich vorkommenden
Plasmaproteine Haptoglobin und Hemopexin kdnnte somit mdglicherweise bei
Erkrankungen und Therapieverfahren, die mit einer schwerer Hamolyse nach
prolongierter Hypotension vergesellschaftet sind, nutzbar sein.
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2.2 Pulmonalarterieller Hypertonus nach Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate und maégliche Therapieoptionen durch eine

Behandlung der Blutkonserven mit Stickstoffmonoxid

Hintergrund: Zellfreies Hamoglobin, das durch Hamolyse im Zuge der Transfusion
prologiert gelagerter Erythrozytenkonzentrate ins Plasma freigesetzt wird, bindet
endothelial synthetisietes NO mit hoher Affinitdt und erzeugt so eine
Vasokonstriktion. Gerade das Niederdrucksystem der Pulmonalstrombahn zeigt sich
sensibel fir Anderungen in der NO-Homdostase. Es ist bekannt, dass eine Therapie
des Transfusionsempfangers mit inhalativem NO den mit der Transfusion prologiert
gelagerter Erythrozytenkonzentrate einhergehenden pulmonalarteriellen

Blutdruckanstieg vermindern kann.

Zielsetzung: Im Rahmen dieser Studie wurde der Frage nachgegangen, ob auch
eine ex vivo Behandlung der Erythrozytenkonzentrate mit NO den
pulmonalarteriellen Blutdruckanstieg verhindern kann. Unter kontinuierlichem
invasivem Monitoring der pulmonalen und systemischen Hamodynamik erhielten
wache Polypay Schafe eine Transfusion autologer, prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate, die unmittelbar vor der Transfusion entweder mit
gasformigem NO oder mit NO-freisetzenden Molekilen behandelt wurden. Eine
weitere Versuchsgruppe erhielt Erythrozytenkonzentrate, die vor der Transfusion
gewaschen wurden. Mit Hilfe chemisch markierter Erythrozyten wurde die in vivo

Uberlebensdauer der Erythrozyten gemessen.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Beide Methoden der NO-Behandlung, nicht
aber das Waschen der Erythrozytenkonzentrate, konnten den durch zellfreies
Hamoglobin induzierten pulmonalarteriellen Blutdruckanstieg verhindern. Die ex vivo
NO Therapie fiuhrte dabei zu einer Oxidation des freien Hamoglobins zu
Methamoglobin, welches nicht mehr in der Lage ist, NO zu binden. NO Behandlung
flihrte zudem zu einer verbesserten in vivo Uberlebensdauer der Erythrozyten
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Transfusion. Wahrend dieser Zeitspanne nach
Transfusion gingen 25% der aus prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten
transfundierten Erythrozyten aus der Zirkulation verloren.
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Der durch die Transfusion prolongiert gelagerter Erythrozytenkonzentrate
ausgeloste pulmonale Hypertonus lasst sich somit auch mit einer ex vivo Behandlung

mit NO bzw. NO-freisetzenden Molekulen verhindern.
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2.3 Haptoglobin als therapeutische Option gegen Hamoglobin-induzierte
Hypertension bei gesundem Endothel, jedoch nicht bei endothelialer

Dysfunktion

Hintergrund: Wie in Kapitel 2.2 beschrieben, weist zellfreies Hamoglobin eine sehr
hohe Affinitat zu NO auf. Im Rahmen der NO-Deoxygenierungsreaktion entstehen
aus dem zweiwertigen Eisenion des Hamoglobinmolekils und NO dreiwertiges Eisen
und Nitrat. Die intravasale Verstoffwechselung und Depletion des von den
Endothelzellen synthetisierten NO fuhrt in der Folge zu einer Vasokonstriktion. Wie in
Kapitel 2.1 dargelegt, existieren im menschlichen Organismus mit dem Hamoglobin-
Bindeprotein Haptoglobin und dem Ham-Binder Hemopexin zwei Proteine, die mit
hoher Affinitat zellfreies Hamoglobin bzw. freies Ham binden und aus dem Plasma
eliminieren. So bestand die Hypothese, dass mit Hilfe dieser Proteine alternativ zum
Einsatz einer patientenseitigen Therapie mit inhalativ appliziertem NO bzw. einer
Oxidation des zellfreien Hamoglobins zu Methamoglobin die Hamoglobin-induzierte
Vasokonstriktion verhindert werden konne.

Zielsetzung: In einem Mausmodell wurden an wachen und gesunden C57BI6-
Mausen die akuten hamodynamischen Auswirkungen einer intravendsen Infusion
von zellfreiem, murinem Hamoglobin mittels nicht-invasiven Blutdruckmonitorings
untersucht. Zusatzlich wurden die hamodynamischen Reaktionen einer intravendsen
Infusion von zellfreiem Hamoglobin zusammen mit einer Co-Infusion von Haptoglobin
bzw. von Hamoglobin zusammen mit einer Co-Infusion von Hemopexin analysiert.
Neben den Studien an gesunden und wachen C57BIl6-Mausen wurden die
Auswirkungen der Co-Infusion von Haptoglobin auf die Hamoglobin-induzierte
Vasokonstriktion an adipésen Mausen (hochkalorischer Diat) bzw. an Mausen mit
einem genetisch induzierten Diabetes mellitus untersucht. Sowohl Adipositas als
auch Diabetes mellitus sind Erkrankungen, die mit einem kompromittierten
endothelialen NO-Stoffwechsel, der sogenannten endothelialen Dysfunktion,
einhergehen.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Die Co-Infusion von zellfreiem, murinem
Hamoglobin zusammen mit exogenem Haptoglobin, jedoch nicht zusammen mit

exogenem Hemopexin, verhinderte die Hamoglobin-induzierte systemische
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Hypertension bei gesunden und wachen C57BI6 Mausen. Dabei wurde zellfreies
Hamoglobin nach Bindung an Haptoglobin im Plasma retiniert und eine
Ausscheidung des Hamoglobins Uber die Nieren verhindert. Bei adipdsen sowie bei
diabetischen Mausen konnte die Co-Infusion mit exogenem Haptoglobin die
Hamoglobin-induzierte Hypertension jedoch nicht unterbinden. Auch hier wurde
zellfreies Hamoglobin nach Bindung an Haptoglobin im Plasma retiniert und die
renale Ausscheidung unterdruckt.

Haptoglobin scheint bei gesunden Mausen die Interaktion mit dem endothelial
synthetisierten NO durch Sequestration des zellfreien Hamoglobins im Plasma zu
verhindern und so der Hamoglobin-induzierten systemischen Hypertension
vorzubeugen. Bei Erkrankungen, die mit endothelialer Dysfunktion assoziiert sind,
scheint anders als bei gesundem Endothel eine Co-Infusion mit Haptoglobin nicht

ausreichend, um die Hdmoglobin-induzierte Vasokonstriktion zu verhindern.
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2.4 Eisenuberladung stort die mitochondriale Homoéostase, verstarkt die
mitochondriale Produktion freier Radikale und steigert die

Inflammationsantwort auf Lipopolysaccharide.

Hintergrund: Eisen ist ein weiteres Erythrozytenzerfallsprodukt, das bei Hamolyse in
das Plasma freigesetzt wird. Nach Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate kann es zu einer akuten Eisenuberladung des Organismus
kommen. Wenn freies Eisen mit Sauerstoff reagiert, werden im Rahmen der ,Fenton-
Reaktion“ freie Radikale generiert. Die mitochondriale Produktion freier Radikale ist

zugleich ein zentraler Mechanismus von akuten Inflammationsreaktionen.

Zielsetzung: In humanen Makrophagen wurde die akute Inflammationsreaktion nach
Stimulation mit Lipopolysaccharid in Zusammenhang mit einer akuten
Eisenuberladung untersucht. Weiterhin wurde die Inflammationsantwort auf
Lipopolysaccharid nach parenteraler Gabe von Eisen bei gesunden C57BI/6 Mausen
analysiert. Neben Inflammationsmarkern wurde die mitochondriale ROS-Produktion
quantifiziert. Informationen Uber den Mitochondrien-Umsatz wurden mit Hilfe einer
Analyse der mit mitochondrialer Biogenese assoziierten Geneexpression gewonnen
und der Funktionsgrad der Mitochondrien in humanen Makrophagen nach
Eisenuberladung und Stimulation mit Lipopolysaccharid mit Hilfe differenzierter
Farbemethoden analysiert.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Eine akute EisenlUberladung potenzierte die
Inflammationsantwort auf einen Stimulus mit Lipopolysaccharid und fuhrte zu einer
erhdhten mitochondrialen Produktion von ROS. Auch wenn eine akute
Eisenuberladung die mitochondriale Biogenese stimulierte, kam es im
Zusammenhang mit einem Inflammationsstimulus zu einer Akkumulation
dysfunktionaler Mitochondrien. Eine akute Eisenuberladung scheint daher im Kontext
eines Inflammationsstimulus uber eine signifikante Storung der mitochondrialen
Homobostase und Uber eine deutlich ausgeweitete Produktion von ROS die
Inflammationsantwort erheblich zu steigern.

Es bleibt Gegenstand weiterer Forschung, ob perioperativ durchgefuhrte
parenterale Gaben von Eisen im Rahmen einer Anamietherapie oder die indirekte

Eisenzufuhr in Form von Bluttransfusionen bei kritisch kranken Patienten als
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relevanter Cofaktor Auswirkungen im Sinne einer gesteigerten Inflammationsantwort

oder erhdhten Morbiditat im menschlichen Organismus haben.
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2.5 Uncoupling Proteine als therapeutische Option gegen oxidativen
Zellstress im Gehirn

Hintergrund: Der Elektronentransfer innerhalb der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran ist eine der Hauptquellen fur die Produktion freier Radikale
bzw. reaktiver Sauerstoffverbindungen innerhalb einer Zelle. Eine unphysiologisch
hohe Produktion von ROS muindet in der Stoffwechsellage des oxidativen
Zellstresses. Die Zelle schitzt sich gegen ROS mit enzymatischen und nicht-
enzymatischen Radikalfangern sowie Antioxidantien. Eine Gruppe von
Transmembranproteinen der inneren Mitochondrienmembran ist in der Lage, den
Protonengradienten der Atmungskette zu schwachen. Als Nebeneffekt dieser
Entkopplung der Atmungskette durch die sogenannten ,Uncoupling Proteine® kommt
es zu einer reduzierten Produktion von mitochondrial generierten ROS.

Zielsetzung: In einem Nagetiermodell wurden die Auswirkungen einer 12-wochigen
Diat mit einem 5%igen Ethanolanteil auf das Gehirn untersucht. Es wurden
Apoptosemarker und die Neurodegeneration mit Hilfe mitochondrialer Cytochrom ¢
Freisetzung und direkter Fluoro-Jade B Farbung histologisch aufbereiteter
Hirngewebe in Tieren verglichen, die oben genannte Diat oder eine normale Diat
ohne Alkoholanteil erhielten. Weiterhin wurde in beiden Gruppen die zerebrale Gen-
und Proteinexpression der Uncoupling Proteine UCP-2 und UCP-4 quantifiziert.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Chronischer Alkoholkonsum fuhrte zu einer
vermehrten Neurodegeneration. Eine vermehrte mitochondriale Cytochrom ¢
Freisetzung war Hinweis fur einen fortschreitenden Zelluntergang. Weiterhin kam es
bei den Tieren, die die 12-wdchige Alkoholdiat erhalten hatten, zu einer vermehrten
Gen- und Proteinexpression von zerebral exprimiertem UCP-2 und UCP-4.

Gehirnzellen scheinen demnach bei durch chronischen Alkoholkonsum
ausgelostem oxidativem Stress mit einer verstarkten Produktion der zerebralen
Uncoupling Proteine UCP-2 und UCP-4 zu reagieren. Eine exogene Aktivierung oder
Stimulation der Produktion von UCP-2 oder UCP-4 konnte somit therapeutische
Optionen in Situationen vermehrter intrazellularer Produktion von ROS im Gehirn
bieten.
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2.6 Uncoupling Proteine als therapeutische Option gegen oxidativen
Zellstress in Leber und Lunge

Hintergrund: Eine ,milde Entkopplung® der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran mit konsekutiver Reduktion des Protonengradienten
vermindert die Produktion von ROS und den oxidativen Zellstress. Chronischer
Alkoholkonsum ist ein potenter Trigger fur die Produktion von ROS. In Gehirnzellen
kommt es unter chronischem Alkoholkonsum zu vermehrtem oxidativem Stress,
verstarkter Neurodegeneration und kompensatorisch erhohter Produktion der
mitochondrialen Entkopplungsproteine UCP-2 und UCP-4. Die hochste endogene
Proteinexpression des ubiquitar exprimierten UCP-2 ist unter physiologischen

Bedingungen in den Lungen und der Milz zu verzeichnen.

Zielsetzung: Nachdem in der Vorarbeit gezeigt werden konnte, dass vermehrter
oxidativer Stress durch chronischen Alkoholkonsum im Nagetiermodell mit einer
erhohten Gen- und Proteinexpression von zerebralem UCP-2 und UCP-4 assoziiert
war, wurde im gleichen Modell die Regulation von UCP-2 in Lungen und Milz, den
Organen mit der hochsten endogenen UCP-2-Expression untersucht. Um das
Ausmal des Alkohol-induzierten Zellstresses nachzuweisen, wurde weiterhin die
Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien in das Zytoplasma beider Organe

untersucht.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Es zeigte sich, dass der chronische
Alkoholkonsum in beiden Organen zwar zu erhdhter Cytochrom c¢ Freisetzung aus
den Mitochondrien fuhrte, aber keinen Einfluss auf die Regulation der Gen- oder
Proteinexpression von UCP-2 hatte. Vermehrter oxidativer Stress, ausgel6st durch
chronischen Alkoholkonsum, fuhrt demnach zu einer organspezifischen Regulation
der UCP-2 Expression.

Maoglicherweise wirde eine weitere Induktion der UCP-2 Proteinproduktion in
Organen mit hohem ATP-Bedarf und gleichzeitig hoher physiologischer UCP-2
Expression, wie den Lungen und der Milz, zu einer eher nachteiligen Entkopplung
der Atmungskette mit konsekutiver, unvorteilhaft hoher Reduktion der ATP-
Produktion fuhren.
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3 Diskussion

Die in Kapitel 2 vorgestellten Arbeiten untersuchten Komplikationen und erste
experimentelle  Therapieoptionen, die im Zusammenhang mit  dem
sauerstoffabhangigen Stoffwechsel vieler mehrzelliger Lebewesen relevant sind.
Dabei wurden einer Systematik folgend von der systemischen Ebene bis hin zur
intrazellularen Ebene die folgenden Teilaspekte im Rahmen von tierexperimentellen
Studien untersucht:

* Die Auswirkungen der Transfusion von intravasalen Sauerstofftransportern in
Form von prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten und die Folgen der
assoziierten intravasalen Hamolyse auf Mortalitdt, Nierenschaden und
Inflammation (Kapitel 2.1).

* Die Grundlagen der hamodynamischen Nebenwirkungen intravasaler
Hamolyse und mdgliche Therapieoptionen (Kapitel 2.2 und 2.3)

* Die Wirksamkeit einer Therapie mit dem endogenen Hamoglobin-Binder
Haptoglobin bzw. dem endogenen Ham-Binder Hemopexin um die Hamolyse-
assoziierten Komplikationen auf Mortalitat, Nierenschaden, Inflammation und
Hamodynamik zu verhindern (Kapitel 2.1 und 2.3)

* Die Auswirkungen des bei der Hamolyse in groRen Mengen freigesetzten
Eisens auf Inflammation und den intrazellularen sauerstoffabhangigen
mitochondrialen Stoffwechsel (Kapitel 2.4)

*» Das protektive und regulatorische Potential endogener mitochondrialer
Proteine, um die intrazellulare Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen
als Antwort auf einen externen Stressor zu kontrollieren (Kapitel 2.5 und 2.6)

Die Problematik der Transfusion von prolongiert gelagerten Erythrozyten-
konzentraten

Die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten ist gerade im perioperativen
Bereich eine der haufigsten arztlichen Tatigkeiten und oftmals lebensrettend (Klein et
al., 2007). Sie dient primar der Wiederherstellung bzw. Optimierung der
Sauerstofftransportkapazitat des Blutes und sichert so die Perfusion und
Sauerstoffversorgung der Organe. Erythrozytenkonzentrate konnen den aktuellen
Standards der Herstellung entsprechend fur maximal 42 Tage gelagert werden
(Glynn et al., 2016). Allerdings kommt es schon viel friher wahrend der
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Lagerungszeit zu biochemischen und morphologischen Veranderungen der
Erythrozyten (Bennett-Guerrero et al., 2007). Dabei entstehen im weiteren Verlauf
Schaden in der Integritat der Erythrozytenmembran. Bei der folgenden Hamolyse
wird dann der Erythrozyteninhalt unter anderem bestehend aus Hamoglobin, Ham,
Eisen, Mikropartikeln, Kalium und Laktat freigesetzt (Bennett-Guerrero et al., 2007).
Ob die Transfusion prolongiert gelagerter Erythrozytenkonzentrate beim Menschen
mit einer erhohten Mortalitat und Morbiditat vergesellschaftet ist, wird zur Zeit sehr
kontrovers diskutiert. Drei aktuell viel beachtete klinisch-prospektive Studien konnten
einen nachteiligen Effekt der Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate nicht nachweisen (Heddle et al., 2016; Lacroix et al., 2015;
Steiner et al., 2015). Im Gegensatz dazu fanden frihere Beobachtungsstudien eine
Assoziation zwischen prolongierter Lagerungsdauer von Erythrozytenkonzentraten,
verlangerter Intensivverweildauer und erhdhter Mortalitat und Morbiditat (Koch et al.,
2008; Wang et al, 2012; Zallen et al., 1999). Keine der drei aktuellen groRRen
negativen Studien war allerdings konzipiert worden, um eine valide Aussage
bezuglich der Auswirkungen der Transfusion von Erythrozytenkonzentraten aus dem
letzten Drittel des Erythrozytenkonzentrat-Lagerungszeitraumes treffen zu konnen.
Gerade dieser Abschnitt der Lagerungsdauer ist jedoch nachweislich mit den
beschrieben Erythrozytenveranderungen und gesteigerter Hamolyse assoziiert
(Bennett-Guerrero et al., 2007; Donadee et al., 2011; Rapido et al., 2017).

Tiermodelle zur Simulation der Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate

Mit den beiden in Kapitel 2.1 und 2.2 beschriebenen Tiermodellen war es
moglich, unter kontrollierten Bedingungen die Transfusion von ausschlief3lich
frischen mit der Transfusion von ausschlieBlich prolongiert gelagerten
Erythrozytenkonzentraten zu simulieren, die Pathophysiologie der unerwinschten
Nebenwirkungen aufzuklaren und maogliche Therapieoptionen unter experimentellen
Bedingungen zu testen (Graw et al., 2016; Muenster et al., 2016). Zugleich konnten
hier die Ergebnisse aus zahlreichen verwandten Klein- und Groftiermodellen
reproduziert werden (Baek et al., 2012; Baron et al., 2012; Hod et al., 2010). Einige
dieser spezifischen, mit der Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate assoziierten Nebenwirkungen, wie der pulmonalarterielle
Blutdruckanstieg oder die parenterale Eisenuberladung mit einer gesteigerten
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Empfindlichkeit gengenuber infektiosen Stimuli, konnten in kleineren prospektiven
klinischen Studien nachgewiesen werden (Berra et al., 2014; Hod et al., 2011).

Sowohl der Mensch als auch Saugetiere (z.B. Schafe) reagieren auf die
Transfusion prolongiert gelagerter Erythrozytenkonzentrate mit einem Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (Baron et al., 2012; Berra et al., 2014). Dieser
transfusionsassoziierte pulmonalarterielle Druckanstieg konnte durch
Inhalationstherapie mit dem selektiven pulmonalen Vasodilatator NO verhindert
werden (Baron et al.,, 2012; Berra et al.,, 2014). In Kapitel 2.2 wurde zudem
beschrieben, dass eine ex vivo Behandlung der prolongiert gelagerten
Erythrozytenkonzentrate entweder mit gasféormigem NO oder mit NO-freisetzenden
Molekulen, nicht aber das Waschen der Konserven vor der Transfusion, ebenfalls
den transfusionsassoziierten pulmonalarteriellen Druckanstieg verhindern konnte.
Dies und die in Kapitel 2.1 dargestellten Daten verdeutlichten einmal mehr, dass der
Groldteil der Hamolyse von prolongiert gelagerten Erythrozyten erst nach der
Transfusion in vivo stattfindet. Die Behandlung des Transfusionsempfangers mit
inhalativem NO hat zum Ziel, das durch zellfreies Hamoglobin Uber die NO-
Deoxygenierungsreaktion depletierte endotheliale NO zu ersetzen (Baron et al.,
2012; Berra et al., 2014).

Haptoglobin zur Therapie der mit zellfreiem Hamoglobin assoziierten
hamodynamischen Nebenwirkungen

Ein alternativer Ansatz, die hamodynamischen Nebenwirkungen einer akuten
Hamolyse zu therapieren bzw. ihnen vorzubeugen, wurde in Kapitel 2.3 beschrieben.
Durch Bindung der zellfreien Hamoglobin-Dimere an das hepatische Glykoprotein
Haptoglobin konnte die Hamoglobin-induzierte Vasokonstriktion verhindert werden.
Haptoglobin verandert durch seine Bindung an Hamoglobin dabei nicht die Affinitat
von Hamoglobin zu NO, sondern verhindert durch die Bildung eines Hamoglobin-
Haptoglobin Komplexes mit hohem Molekulargewicht die Interaktion von Hamoglobin
mit endothelialen und subendothelialen Strukturen und damit die Reaktion mit und
Depletion von endothelialem NO (Baek et al., 2012; Schaer et al., 2016). Hemopexin,
das von Hamoglobin freigesetztes Ham bindet, spielt fur die Prophylaxe der
hamodynamischen Nebenwirkungen bei der akuten Hamolyse hingegen nur eine
untergeordnete Rolle. Es scheint aber bei mit chronischer Hamolyse assoziierten
Erkrankungen, wie der Sichelzellkrankheit oder der B-Thalassamie, die endotheliale
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NO-Synthaseaktivitat zu stabilisieren und die Bildung von ROS in Endothelndhe zu
reduzieren (Belcher et al., 2014). Auf diese Weise verhindert Hemopexin die
Hamoglobin-abhangigen Vasookklusionen und kann dem chronisch erhdhten
Blutdruck zumindest im experimentellen Ansatz vorbeugen (Belcher et al., 2014;
Vinchi et al., 2013).

Auf den ersten Blick erscheint es attraktiver, den akuten Hamoglobin-
induzierten Hypertonus mit einer Infusion des korpereigenen Proteins Haptoglobin zu
therapieren, statt eine technisch aufwandigere Applikation einer inhalativen NO-
Therapie durchzufuhren. Allerdings beschreibt Kapitel 2.3 auch, dass im
Zusammenhang mit einer endothelialen Dysfunktion die Therapie mit Haptoglobin
nicht suffizient Hamolyse-assoziierte hamodynamische Nebenwirkungen verhindern
kann. Eine endotheliale Dysfunktion ist mit einer reduzierten NO-Synthaseaktivitat
assoziiert und ein haufiges Begleitphanomen bei Diabetes mellitus und
Hyperlipidamie (Pannirselvam et al., 2005; Roberts et al., 2005). Schon bei den
Versuchen mit kunstlichen Sauerstofftragern auf Hamoglobinbasis (HBOCs) zeigte
sich, dass Gefalde mit dysfunktionalem Endothel eine verstarkte Vasokonstriktion als
Antwort auf die Stimulation mit zellfreiem Hamoglobin aufwiesen (Yu et al., 2010).
Auch HBOCs mit hohem Molekulargewicht, die in Mdusen mit gesundem Endothel
den Hamoglobin-induzierten Hypertonus suffizient verhinderten, verursachten eine
Hypertension in diabetischen oder adipésen Mausen (Yu et al., 2010). Die Parallelen
zur hamodynamischen Wirkung des hochmolekulargewichtigen Hamoglobin-
Haptoglobin Komplexes sind offensichtlich. Ob geringe Mengen niedermolekularen
zellfreien Hamoglobins oder eine direkte luminale, endotheliale oder subendotheliale
Wirkung der hochmolekulargewichtigen Komplexe fur die hamodynamischen
Wirkungen im Kontext der endothelialen Dysfunktion verantwortlich sind, ist weiter
Gegenstand aktueller Forschung (Schaer et al., 2016).

Haptoglobin zur Prophylaxe der mit zellfreiem Hamoglobin assoziierten renalen
Nebenwirkungen

Zusatzlich zu den Erkenntnissen hinsichtlich der pathophysiologischen
Grundlagen und Nebenwirkungen der Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate beschreibt die in Kapitel 2.1 angefUhrte Studie weitere
Einsatzgebiete einer Therapie mit den Hamoglobin- und Ham-Bindeproteinen
Haptoglobin und Hemopexin, die fur weitere Hamolyse-assoziierte Krankheitsbilder
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relevant sein konnten. Erhohte Plasmakonzentrationen zellfreien Hamoglobins
fuhren zu einer erhdhten glomerularen Filtration von Hamoglobin in der Niere und
einer damit assoziierten Hamoglobinurie (Deuel et al., 2016; van Swelm et al., 2016).
Erhohte Plasmahamoglobinkonzentrationen und Hamoglobinurie sind wiederum mit
einer verstarkten Schadigung der Nierentubuli vergesellschaftet (Vermeulen et al.,
2010, Deuel et al., 2016). Dies gilt insbesondere in Situationen, in denen zellfreies
Hamoglobin als sekundar schadigende Substanz nach einer Primarschadigung der
Niere wirkt, zum Beispiel durch eine Dehydratation oder nach Extrakorporalverfahren
(Lalich, 1947; Vermeulen et al., 2014).

In der in Kapitel 2.1 angefuhrten Studie konnte belegt werden, dass in Mausen
nach hamorrhagischem Schock der Anteil der Nierenschadigung, der durch die
vermehrte Hamolyse nach Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate ausgelost wurde, durch eine Therapie mit Haptoglobin und
der dadurch verhinderten renalen Hamoglobinfiltration verhindert werden konnte.
Einige Fallberichte und -serien von Patienten, die in Japan nach prologiertem
kardiopulmonalem Bypass eine Haptoglobininfusion erhielten, legen nahe, dass eine
Verhinderung der Hamoglobinurie und eine damit assoziierte Nephroprotektion in
diesem Zusammenhang auch in der klinischen Anwendung Potential haben konnten
(Hashimoto et al., 1997; Tanaka et al., 1991). Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist leider
weder exogenes Haptoglobin noch Hemopexin in einer ausreichenden Menge und
Qualitat auf dem Markt verfugbar, um eine entsprechende klinische Anwendung zu
erproben.

Im Rahmen weiterer praklinischer Tierversuche konnte jedoch der
nephroprotektive Effekt einer Therapie mit Haptoglobin im Zusammenhang mit einer
Hamolyse-assoziierten Nierenschadigung weiter gesichert werden (Baek et al., 2012;
Lipiski et al., 2013; Minneci et al., 2005). Auch in weiteren Modellen klassischer, mit
Hamolyse assoziierter Erkrankungen, wie der Sichelzellerkrankung und den
Thalassamien oder der Sepsis und Inflammation, zeigte die Gabe von exogenem
Haptoglobin oder Hemopexin im Tiermodell, im Einklang mit den Ergebnissen der in
Kapitel 2.1 vorgestellten Arbeit, therapeutisches Potential im Hinblick auf eine
verringerte Mortalitdt und Morbiditat (Belcher et al., 2014; Larsen et al., 2010; Vinchi
et al., 2013).
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Die Bedeutung einer erhéhten Zufuhr von freiem Eisen fir die Stimulation des
oxidativen Stresses

Neben den Erythrozytenzerfallsprodukten Hamoglobin und Ham wird bei der
Hamolyse eine grole Menge an Eisen freigesetzt. Eisen spielt im menschlichen
Organismus eine bedeutende Rolle beim intravaskuldren und intrazellularen
Sauerstofftransport. Allerdings ist sein hohes Potential, Reaktionen mit Sauerstoff
einzugehen, gleichzeitig die Grundlage flir seine potentielle Toxizitat (Hod et al.,
2011). Bei der Reaktion mit Sauerstoff entsteht dreiwertiges Eisen und das
hochreaktive Hydroxyl-Radikal als reaktive Sauerstoffverbindung (Koskenkorva-
Frank et al, 2013). Einige der pro-inflammatorischen Nebenwirkungen der
Transfusion von prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten werden daher auch
der Zufuhr groRerer Mengen freien Eisens zugeschrieben (Cortes-Puch et al., 2014;
Hod et al., 2010; Hod et al., 2011; Prestia et al., 2014).

Andere Studien sehen in einer Eisenuberladung und der einhergehenden
vermehrten Produktion des Eisen-regulierenden Hormons Hepcidin vornehmlich anti-
inflammatorische Effekte (De Domenico et al., 2010; Pagani et al., 2011).

In der in Kapitel 2.4 aufgefuhrten Originalarbeit konnte mit Hilfe von
Zellkulturexperimenten und Mausmodellen beschrieben werden, dass eine akute
Eisenluberladung die mitochondriale Produktion von ROS stimulierte und die
Inflammationsantwort auf einen Stimulus mit Lipopolysaccharid potenzierte.
Weiterhin fuhrte die Eisenuberladung zu einer Veranderung der mitochondrialen
Homoostase, indem freies Eisen in Verbindung mit Lipopolysaccharid-Stimulation die
Biogenese von Mitochondrien aktivierte und gleichzeitig die Zahl an dysfunktionalen
Mitochondrien, insbesondere in Makrophagen, steigerte. Zusammenfassend kann
also festgehalten werden, dass das fur die Sauerstoffbindung im Hamoglobinmolekul
und damit fUr den intravasalen Sauerstofftransport essentielle Eisen bei Hamolyse
oder sonstiger Uberschussiger intrazellularer Aufnahme Uber eine Stimulation der

mitochondrialen Genese von ROS eine nachhaltig toxische Wirkung entfaltet.

Die Bedeutung der Uncoupling Proteine im Kontext vermehrten oxidativen
Stresses und als mogliche Kandidaten eines intrazelluliren Schutzes vor
tibermaRiger Synthese von freien Radikalen

Im vorangegangenen Abschnitt wurde beschrieben, dass eine akute,

vermehrte intrazellulare Aufnahme von Eisen nach Eisenuberladung unter anderem
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die vermehrte mitochondriale Synthese von ROS stimuliert. Eine Therapie mit
Chelatorkomplexen, die spezifisch Uberschussiges Eisen im Plasma binden, kdnnte
die zellulare EisenlUberladung signifikant reduzieren bzw. verhindern. Allerdings
leiden viele kritisch kranke Patienten unter einer Hypoferriamie (Munoz et al., 2005).
Eine Therapie mit Eisen-Chelatorkomplexen wirde so die Hypoferriamie weiter
verstarken. Zusatzlich konnte das Risiko fur bakterielle Infektionen durch
Organismen, die Eisen aus den Chalatorkomplexen extrahieren koénnen, steigen
(Lesic et al., 2002).

Die in Kapitel 2.5 und 2.6 aufgefiuihrten Originalarbeiten gingen daher der
Frage nach, ob auch intrazellular mogliche Kandidatenproteine existieren, die
regulatorisch in den Prozess der Produktion von ROS eingreifen kénnen und bei
Situationen mit gesteigertem oxidativem Stress die massiv gesteigerte Synthese
freier Radikale inhibieren konnen. In Kapitel 2.5 wurde dargelegt, dass die Zellen des
Gehirns unter chronischer Exposition des Organismus gegenuber Alkohol mit einer
verstarkten Neurodegeneration und einer gesteigerten Apoptoserate reagieren. Die
beiden im Gehirn moderat exprimierten Uncoupling Proteine UCP-2 und UCP-4
werden auf den Alkoholstimulus hin jedoch vermehrt synthetisiert. Da beide Proteine
die mitochondriale Atmungskette entkoppeln kbnnen und so die Produktion von ROS
reduzieren, liegt es nahe zu vermuten, dass die einzelnen Zellen, mit vermehrter
Synthese dieser Proteine, ausufernden oxidativen Stress, der zum Untergang der
Zelle fuhren konnte, verhindern mochten. Dass im Gehirn gleich zwei Isoformen der
Uncoupling Proteine reguliert und synthetisiert werden, konnte in der regional
differenzierten Expression von UCP-2 und UCP-4 in den verschiedenen Hirnregionen
begriindet sein (Smorodchenko et al., 2009).

In der Gesamtschau ist die Verhinderung einer UbermafRigen ROS-Produktion
mit Hilfe der Uncoupling Proteine fur die Zelle nur auf den ersten Blick attraktiv. Die
gesteigerte Entkopplung der Atmungskette bedingt, dass ein nun deutlich grol3erer
Anteil der in der aeroben Glykolyse umgesetzten Energie nicht mehr zur Synthese
von ATP verwendet wird, sondern als Warme verloren geht. In einer Situation, in der
zur Abwehr der den oxidativen Stress verursachenden Stressoren oft zusatzliche
Energieressourcen benotigt werden, ist zu vermuten, dass die Uncoupling Proteine
moglicherweise eine nur temporar begrenzte Pufferfunktion einnehmen. Diese
Hypothese wird durch die Daten der Originalarbeit des Kapitels 2.6 unterstitzt.

Zellen in Organen mit einer schon unter physiologischen Bedingungen sehr hohen
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Expression von Uncoupling Proteinen, wie zum Bespiel die makrophagenreichen
Organe Milz und Lungen fur UCP-2, zeigen keine gesteigerte Expression von UCP-2
nach Induktion von oxidativem Stress durch chronische Alkoholexposition. Zusatzlich
kann man anhand dieser Daten vermuten, dass neben der basalen auch die
stimulationsabhangige Expression der Uncoupling Proteine differenziert und
gewebespezifisch erfolgt.

Perspektive fiir die Translation der grundlagenwissenschaftlichen Ergebnisse
in die klinische Anwendung

Tierexperimentelle Untersuchungen dienen der Aufklarung physiologischer
und pathologischer Stoffwechsel- und Signalwege sowie der Erprobung innovativer
medizinischer Therapiemoglichkeiten. In dieser Synopsis wurden Studien
zusammengefasst, die in der klinischen Patientenbehandlung haufig vorkommende
TherapiemaRnahmen und Erkrankungen wie die Transfusion gelagerter
Erythrozytenkonzentrate, die intravasale Hamolyse oder den chronischen
Alkoholkonsum im Tiermodell simuliert haben.

Mit Hilfe der Transfusions- und Hamolysemodelle konnten zwei korpereigene
Proteine identifiziert werden, die sich protektiv wirksam gegenuber Hamolyse-
assoziierten Nebenwirkungen wie gesteigerter Mortalitat, Nierenschaden,
Inflammation und Vasokonstriktion zeigten. Die Ergebnisse stimmten mit ahnlichen
Ergebnissen, die in vergleichbaren Tiermodellen in anderen Spezies wie Ratten,
Meerschweinchen oder Hunden gewonnen wurden, Gberein (Baek et al., 2012; Baek
et al., 2017; Lipiski et al., 2013; Minneci et al., 2005; Schaer et al., 2016). Zugleich
weisen die bisher existierenden kleinen Fallserien aus Japan darauf hin, dass der
physiologische Wirkmechanismus zumindest in Bezug auf das Haptoglobin auch
beim Menschen zu existieren scheint (Hashimoto et al., 1997; Tanaka et al., 1991).
Zusatzlich zeigte sich trotz einer in den Studien haufig durchgeflhrten
Hochdosistherapie in keinem der verschiedenen Tierversuche eine toxische
Nebenwirkung der Therapie mit den beiden endogenen Proteinen Haptoglobin und
Hemopexin. Gleiches gilt bezuglich des Haptoglobins fur die Patienten der klinischen
Fallserien. Es ist somit zu erwarten, dass erste klinische Pilotstudien begonnen
werden, sobald diese beiden Produkte in adaquater Qualitat und Menge verfugbar
sind. Von grof3tem Interesse sind dabei vermutlich Patientengruppen mit gesicherten

Episoden massiver intravasaler Hamolyse und damit assoziierten Komplikationen

88



wie zum Beispiel Patienten mit den genetisch determinierten hamolytischen
Erkrankungen wie der Sichelzellkrankheit oder der Thalassamien bzw. Patienten
nach prologiertem kardiopulmonalem Bypass.

In Bezug auf den komplex regulierten Eisenstoffwechsel und eine potentielle
systemische Eisenchelatorkomplextherapie bei Hamolyse oder systemischer
Eisenuberladung wurde die uneinheitliche, mittlerweile auch mit scheinbar
widerspruchlichen Daten unterstltzte aktuelle kontroverse Diskussion im
vorangegangenen Abschnitt dieser Diskussion abgehandelt.

Bezlglich des therapeutischen Potentials einer Aktivierung der Uncoupling
Proteine zeigte sich die Problematik einer Ambivalenz zwischen reduzierter
Produktion von ROS bei gleichzeitig damit einhergehender deutlich reduzierter ATP-
Synthese. Da die konkrete Funktion der Uncoupling Proteine weiter nicht vollstandig
aufgeklart ist, sie in vielen komplexen Stoffwechsel- und Signalwegen involviert sind
und gleichzeitig bis dato kein selektiver und potenter Aktivator der UCP-Funktion
bekannt ist, missen zunachst weitere grundlagenwissenschaftliche Studien erfolgen,
bis sowohl eine pathologische Entitat sowie eine mogliche therapeutische Option flr
diese Zielgruppe an Patienten identifiziert sind.
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4 Zusammenfassung

Der Abbau von Glukose unter Verbrauch von Sauerstoff und die damit erfolgende
chemische Energieumwandlung ist der wichtigste Stoffwechselprozess im
menschlichen Korper und Grundlage unseres Lebens. Die ertragreichsten Schritte
dieses Prozesses laufen in spezialisierten Kompartimenten fast jeder Zelle ab, den
Mitochondrien. Hier befindet sich die sogenannte Atmungskette fur die ,innere
Atmung®“. Zu den einzelnen Zellen gelangt Sauerstoff mit Hilfe des Blutkreislaufs. Der
Transport im Blut erfolgt dabei durch Erythrozyten. Dies sind Zellen, die Uber das in
ihnen enthaltene Hamoglobin reversibel Sauerstoff binden kénnen und auf diese
Weise den Sauerstoff in den Lungen, dem Organ der ,aulleren Atmung®, aufnehmen
und in das Kapillarsystem jedes Gewebes transportieren.

In der vorliegenden Synopsis sind grundlagenwissenschaftliche Arbeiten
zusammengefasst, die sich mit Komplikationen des intravasalen und intrazellularen
Sauerstofftransports  beschaftigen. Weiterhin wurde die Funktion einiger
korpereigener Proteine untersucht, die regulatorisch in diese Pathomechanismen
eingreifen konnen. Moglicherweise besitzen sie therapeutisches Potential, um
spezifische, mit dem Sauerstofftransport assoziierte Komplikationen im menschlichen
Organismus zu verhindern.

Die Untersuchungen mit Hilfe verschiedener Tiermodelle konnten zeigen, dass
eine Transfusion mit prolongiert gelagerten Erythrozytenkonzentraten im Vergleich
zur Transfusion frischer Erythrozytenkonzentrate aufgrund einer ausgepragten
intravasalen Hamolyse mit einer hoheren Mortalitédt, vermehrter Inflammation,
ausgepragter Nierenschadigung und einem pulmonalarteriellen Blutdruckansteig
assoziiert war. Gleichzeitig konnte mit dem Hamoglobin-Binder Haptoglobin ein
endogenes Protein identifiziert werden, das bei Mausen mit gesundem Endothel
therapeutisch genutzt werden konnte, um den Hamoglobin-assoziierten Hypertonus
zu verhindern. Weiterhin konnte die Therapie mit Haptoglobin den durch zellfreies
Hamoglobin verursachten Nierenschaden verhindern. Haptoglobin und das Ham-
Bindeprotein Hemopexin zeigten protektive Effekte auf das Uberleben und die
Inflammationsreaktion bei Mausen, die nach zweistundigem, hypotensivem
hamorrhagischem Schock eine Massivtransfusion von prolongiert gelagerten
Erythrozytenkonzentraten erhielten. In weiteren Untersuchungen konnte demonstriert
werden, dass freies Eisen als weiteres Erythrozytenzerfallsprodukt Uber eine
verstarkte Produktion von reaktiven Sauerstoffmetaboliten in den Mitochondrien die
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Inflammationsantwort von Immunzellen nach Stimulation mit Lipopolysaccharid
massiv steigerte.

Die Atmungskette in den Mitochondrien ist die Hauptquelle fur die Produktion
von reaktiven Sauerstoffradikalen bei oxidativem Stress. Mit den Uncoupling
Proteinen existieren induzierbare Membrankanale, die Uber eine Entkopplung der
inneren Atmung die Produktion der reaktiven Sauerstoffradikale reduzieren konnen.
Die weiteren Untersuchungen in Tiermodellen, in denen chronische
Alkoholaufnahme oxidativen Stress induzierte, zeigten, dass im Gehirn die
Produktion der Uncoupling Proteine UCP-2 und UCP-4 signifikant gesteigert wurde.
In Organen, die eine hohe Expression von UCP-2 unter physiologischen
Bedingungen aufwiesen, geschah dies hingegen nicht.

Im Rahmen der hier zusammengefassten Arbeiten konnte das Verstandnis
uber korpereigene Proteine, die protektiv gegenuber der Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen in den Mitochondrien wirken sowie Uber zwei weitere
endogene Proteine, die Nebenwirkungen der Erythrozytenzerfallsprodukte
Hamoglobin und Ham verhindern, erweitert werden. Auch wenn die organspezifische
Wirkung und selektive Aktivierung der Uncoupling Proteine weitere
grundlagenwissenschaftliche Aufklarung erfordert, so konnten andererseits mit
Haptoglobin und Hemopexin zwei vielversprechende Kandidaten identifiziert werden,
die moglicherweise auch beim Menschen ein hohes therapeutisches Potential
aufweisen, um mit Hamolyse vergesellschaftete Komplikationen zu therapieren oder
zu verhindern. Dies kann nicht nur relevant sein fur Patienten mit genetisch
determinierten hamolytischen Erkrankungen, wie der Sichelzellkrankheit oder den
Thalassamien, sondern neben der Malaria auch in vielen relevanten
intensivmedizinischen Situationen wie der Transfusion prolongiert gelagerter
Erythrozytenkonzentrate, nach prologiertem kardiopulmonalem Bypass, in der Sepsis

oder bei einem schweren ARDS.
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