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1. Einleitung

1.1  Lebertransplantation in Deutschland - ein aktueller Uberblick

1.1.1 Stellenwert und Indikationen zur Lebertransplantation
Die Lebertransplantation nimmt eine zentrale Rolle in der Viszeralchirurgie in Deutschland
ein, da sie fur eine mannigfaltige Anzahl an Lebererkrankungen, insbesondere bei hochgra-
dig eingeschrankter Leberfunktion, die einzig kurativ-therapeutische Option darstellt (1, 2).
Bei 760 Lebertransplantationen, die in Deutschland im Jahre 2017 mit postmortalen Spen-
derorganen durchgefiihrt wurden, entspricht das zwar einem Anteil von lediglich 0,03% der
durchgefiihrten viszeralchirurgischen Operationen (3, 4). Aufgrund der therapeutischen
Alternativlosigkeit bei terminal verlaufenden Lebererkrankungen bei fehlendem, addaquatem
Organersatzverfahren ist die Lebertransplantation dennoch von erhéhter wissenschaftlicher,

medizinischer und sozio6konomischer Relevanz (1, 5).

Ca. 50-60% aller Lebertransplantationen in Deutschland werden aufgrund einer terminalen
Leberzirrhose und -fibrose durchgefiihrt (2, 6). Hierbei stellte die alkoholische Leberkrank-
heit im Jahr 2017 die gréRte Gruppe fir eine Neuanmeldung zur Lebertransplantation dar,
wihrend siamtliche andere Atiologien der Leberzirrhose kumuliert eine minimal kleinere Ko-
horte bilden (3) (Abb. 1). Als dritthdufigste Indikation folgt dann die Gruppe der malignen,

lebereigenen Tumore, allen voran das hepatozelluldre Karzinom (6).

2017 DEUTSCHLAND
Indikationen fiir eine Lebertransplantation

DIE HAUFIGSTEN ICD-10 HAUPTDIAGNOSEN (BEI NEUANMELDUNG) n=1.213

K70 Alkoholische Leberkrankheit 288
K74 Fibrose und Zirrhose der Leber 274
c22 Bdsartige Neubildung der Leber und der intrahepatischen Gallengénge 204
K72 Leberversagen, anderenorts nicht klassifiziert 125
K83 Sonstige Krankheiten der Gallenwege 125
Q44 Angeborene Fehlbildungen der Gallenblase, der Gallengénge u. der Leber 96
K76 Sonstige Krankheiten der Leber 28
EB8 Sonstige Stoffwechselstérungen 25
E83 Stérungen des Mineralstoffwechsels 11
E74 Sonstige Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels 9

1.185

Bei einem Patienten sind mehrere Diagnosen mdoglich. Insgesamt: 19 Hauptdiagnosen bei 1.213 Féllen

Quelle: Eurotransplant

Abb. 1: Tabellarische Ubersicht tber die hiufigsten Hauptdiagnosen fiir eine Anmeldung zur Lebertransplantation in
absteigender Reihenfolge. Aus DSO, 2018 (3).

9



1.1.2 Quantitative und qualitative Einschrankungen der Organselektion in
Deutschland

Jedoch nimmt die Anzahl der in Deutschland durchgefiihrten Lebertransplantationen in den
vergangenen Jahren stetig ab, was zu einer Verscharfung des bereits bestehenden Missver-
haltnis aus zur Verfligung stehenden Transplantaten und auf der Organwarteliste befindli-
chen Empfangern fahrt (7). Wenngleich eine aktuelle Umfrage der Bundeszentrale fir
gesundheitliche Aufklarung ergab, dass 84% der Befragten einer Organspende eher positiv
gegenlber eingestellt sind, sprechen die von Eurotransplant erhobenen Daten eine andere
Sprache (8). So war im vergangenen Jahrzehnt ein deutlicher Riickgang in der Zahl der trans-
plantierten Lebern, wie auch der Spender allgemein, zu verzeichnen (3, 9) (Abb. 2).

2007 A

Neuanmeldungen und Lebertransplantationen

2.500
2.250

2.000

1.750

1.500

1.250 s T
1.000

750

500

250

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

- MNeuanmeldungen (nur Erstanmeldungen, keine Wiederholungsanmeldungen)
B Transplantationen gesamt
Transplantationen nach postmortaler Spende (inkl. Domino-Transplantationen)

Transplantationen nach Lebendspende

Quelle: Eurotransplant

Abb. 2: Graphische Darstellung der Anzahl der Erstanmeldungen fiir eine Lebertransplantation (blau), sowie der
durchgefiihrten Lebertransplantationen (dunkelgriin; nach postmortaler Spende mittelgriin, nach Lebendspende hellgriin)
im Laufe der Jahre in Deutschland. Aus DSO, 2018 (3).

Allerdings schrankt nicht nur die absolute Organknappheit allein die Prognose von Patienten,
die sich auf der Warteliste fiir die Lebertransplantation befinden, zunehmend ein. Durch den
Mangel an Spenderorganen und der damit verbundenen langeren Wartezeit auf ein Organ
steigt auch das relative Alter der Patienten auf der Warteliste und damit verbunden die Pra-
valenz an Komorbiditdten (5). In dem Zeitraum von 2002 bis 2016 ist das mediane
Patientenalter auf der Warteliste zur Lebertransplantation um nahezu vier Jahre gestiegen
(9). Zudem fiihrt der allgemeine Organmangel dazu, dass im Laufe der Zeit zunehmend altere
Spenderorgane zur Organtransplantation akzeptiert werden. Lag das mediane Organspen-
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deralter im Jahre 1996 noch bei 35, so lag es 20 Jahre spater im Jahr 2016 bereits bei 55 (9)
(Abb. 3). Auch unabhangig vom reinen Alter konnte in diesem Zeitraum festgestellt werden,
dass aufgrund des Organmangels zunehmend Organe von Spendern mit einer héheren An-
zahl an Komorbiditdten zur Transplantation angeboten und akzeptiert wurden (5, 6). Die
gerade in Deutschland spurbaren Entwicklungen der eingeschrankten quantitativen und
gualitativen Organselektion fiir eine Lebertransplantation ermutigen zur Erforschung weite-
rer Moglichkeiten, die vorhandenen Spenderorgane noch besser zu schiitzen und schadliche
Einflisse auf die Transplantate zu minimieren, um somit ldngeres Organ- und Empfanger-

Uberleben zu ermdglichen.

—
- Kdney
5 — Heart
/\/\/—/  Lung
Liver

jme Pancreas

[—or—

e Heart

w— Lung
Liver

e Pancress

Abb. 3: Links: Graphische Darstellung des medianen Alters eines Patienten auf der Warteliste fiir das jeweilige Organ im
Laufe der Zeit im gesamten Eurotransplant-Gebiet. Rechts: Graphische Darstellung des medianen Alters eines postmortalen
Organspenders je Organ im Laufe der Zeit im gesamten Eurotransplant-Gebiet. Der gelbe Graph entspricht dem jeweiligen,
medianen Alter bei Lebertransplantationen. Aus Eurotransplant, 2017 (9).

1.1.3 Komplikationen und Prognose
Im Rahmen einer Lebertransplantation ist das Auftreten von Friih- und Spatkomplikationen
direkt assoziiert mit einer eingeschrankten Prognose von transplantiertem Organ und
Empfanger (10). Friihkomplikationen reichen hierbei von thromboembolischen Ereignissen,
Blutungen und Galleleckagen liber akute AbstoRungsreaktionen zu Ischamien und Stenosen
des Gallengangsystems, sowie nicht zuletzt Infektionen (1, 10-12). Doch neben dem Risiko
der Infektion schranken die nach der Transplantation notwendigen Immunsuppressiva selbst
durch ihre Nephrotoxizitdt bis zur Dialysepflichtigkeit, Interaktionen mit anderen Medika-
menten, arterielle Hypertonie, sowie ihre Diabetogenitat langfristig die Prognose nach einer
Transplantation ein (1, 10, 13). Weiterhin wird das Risiko neu entwickelter Tumore durch
immunsuppressive Therapien signifikant erhoht und ist zu 30% an der Langzeitmortalitat
beteiligt (5, 14, 15). Rezidive bei initial maligner Transplantationsindikation zeichnen sich

noch flr 20% der Langzeitmortalitdt verantwortlich (5, 13).
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Eine klassische, wenn auch unvermeidliche Komplikation der Lebertransplantation stellt zu-
dem der Ischdamie-Reperfusionsschaden dar, der in unterschiedlich starker Auspragung auf-
tritt, wenn das hypoxische Spendergewebe mit sauerstoffreichem Blut des Empfanger re-
perfundiert wird. Der hierbei entstehende Gewebeschaden kann die Prognose von Spender-
organ und Empfanger nachhaltig beeinflussen (16-19). Dies liegt nicht zuletzt daran, dass der
Ischamie-Reperfusionsschaden nicht nur die postoperative Leberfunktion beeintrachtigt,
sondern auch in direktem Zusammenhang mit chronischer TransplantatabstoBung, primarer
Transplantatfunktionslosigkeit und verzogerter Organfunktion steht (20, 21). Da dies in
marginalen Spenderorganen und Empfangern mit einer Vielzahl an Komorbiditaten vermehrt
beobachtet werden konnte (5, 13, 22, 23), bedarf es entsprechender Forschungsansatze, um
das qualitativ beste Ergebnis aus den aktuell bestehenden Herausforderungen der Organ-

qualitat und —quantitat zu erzielen.
1.2  Hepatischer Ischamie-Reperfusionsschaden

1.2.1 Grundlagen des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens
Wie bereits dargestellt, stellt der hepatische Ischdamie-Reperfusionsschaden (IRI) eine
zentrale Komplikation der Lebertransplantation dar, die mit reduzierter Prognose von Spen-
derorgan und Empfangeriberleben einhergeht (20, 21). Die Lebertransplantation ist jedoch
nicht das einzige, chirurgisch relevante Teilgebiet, in dem der IRl eine ausschlaggebende
Rolle fur die Prognose spielt. Auch ausgedehnte Leberresektionen und Lebertrauma kdnnen
mit hepatischen IRl einhergehen (20, 24). Sogar der hamorrhagische und hypovolame
Schock, sowie der septische Schock, in dem septisch assoziierte Mikrozirkulationsstérungen
zur zellularen Minderperfusion der Leber fiihren, kdnnen zu IRI-bedingtem Leberschaden
flihren (25, 26). Somit ist der IRl zwar fir die Transplantation charakteristisch, jedoch nicht

spezifisch.

Entscheidend fiir das AusmaR des IRl ist neben anderen Faktoren vor allem die Lange der
vorangegangenen Ischdamie, also die Zeit mit unzureichender Versorgung eines Gewebes mit
Sauerstoff und Nahrstoffen (27, 28). In dieser Zeit entsteht in den der Ischdmie unterworfe-
nen Zellen ein hypoxisches Milieu, welches zum Wechsel des Zellmetabolismus’ von aero-
bem auf anaerobem Stoffwechsel fiihrt (20). Der konsekutive Mangel an ATP stellt einen
zentralen Aspekt in der Genese des IRI dar (29). Hierdurch und durch die Unterversorgung

mit Nahrstoffen werden die Zellen Gber verschiedene Mechanismen vulnerabler und anfalli-
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ger fir einen nachfolgenden Schaden, was wiederum die Korrelation des Gewebeschadens
mit der Lange der Ischamie erklart (30, 31). Der eigentliche IRl entsteht allerdings erst in
direkter Folge der Reperfusion und ist auch durch diese bedingt (31, 32). Der GbermaRige
Anfall von sauerstoff- und nahrstoffreichem Blut im sauer- und ndhrstoffarmen Gewebe
flhrt allen voran zur Ausbildung von Sauerstoffradikalen und reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), die wiederum selbst Kaskaden einleiten, die in der Schadigung des Zellgewebes miin-

den (33-35) (vgl. 1.2.2).

Diese Schadigung wird zu einem signifikanten Teil durch inflammatorische Mediatoren, pH-
Schwankungen und Mikrozirkulationsprobleme verursacht, welche die Ischdamie, durch die
sie verursacht werden, noch zusatzlich verstarkt (30). Hierbei spielt allen voran die komplexe
Interaktion von Kupfferzellen, den lebereigenen Makrophagen, mit neutrophilen Granulozy-
ten, T-Zellen, Endothelzellen, Hepatozyten und dem Komplementsystem eine entscheidende
Rolle (31). Die verschiedenen relevanten Interaktionswege sind in Abb. 4 dargestellt und

werden in den Folgekapiteln naher erldutert.

Intraceliular
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Abb. 4: Schematische Darstellung der wichtigsten, fir die Ausbildung des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschaden
verantwortlichen Signalketten. EC: Endothelzellen; ROS: reaktive Sauerstoffspezies; CAM: Zelladhdsionsmolekiile; PMN:
polymorphonukledre, neutrophile Leukozyten; TNF: Tumornekrosefaktor; IFN: Interferone; GM-CSF: Granulozytenmakro-
phagenkolonien-Stimulationsfaktor; PAF: Plattchenaktivierungsfaktor; CXC: CXC-Chemokine; IL: Interleukin. Aus Jaeschke,
2003 (31).
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1.2.2 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen im physiologischen und pathologischen Ablauf ver-
schiedener Zellzyklen entscheidende Rollen und sind hierbei neben dem IRI auch beispiels-
weise charakteristisch in der Onkogenese, Inflammation und dem physiologischen Altern zu
finden (36-38). Zu den wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies im IRl zdhlen das
Superoxidanion-Radikal (¢#0O,), Wasserstoffperoxid (H,0,) und das Hydroxyl-Radikal (¢OH),
welche durch Reduktion und Oxidation ineinander ibergehen kdonnen (39) (Abb. 5). Sauer-
stoff wird flr samtliche aeroben Stoffwechselprozesse des Organismus‘ bendtigt, stellt je-
doch chemisch betrachtet auch einen wohl bekannten Elektronenakzeptor dar, so dass die
Entstehung von ROS zu einem gewissen Teil unvermeidlich ist (39). Ein spontaner, univalen-
ter Elektronentransfer flihrt zur Reduktion von Sauerstoff zum Superoxidanion-Radikal, wel-
ches in der weiteren Folge zu Wasserstoffperoxid dismutieren kann (39). Diese Reaktion wird
Ublicherweise durch die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert (40). Wasserstoffperoxid kann
in einer eisenabhdngigen Reaktion zum Hydroxyl-Radikal weiterverstoffwechselt werden,
welches durch Protonenaufnahme erneut ein Wassermolekiil entstehen lasst (39). ROS wer-
den allerdings im natiirlichen Organismus nicht ausschliellich in Wasser umgewandelt, son-
dern beglinstigen durch ihre Radikalwirkung andere Stoffwechselprozesse, die wiederum
selbst Zellschaden anrichten (30, 31). Sind die Mechanismen, die ROS im Sinne weiterer Re-
dox-Schritte in Richtung Wasser verstoffwechseln, im Vergleich zu jenen, die neue ROS aus-

bilden, unterreprasentiert, spricht man von , oxidativem Stress“ (41).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der chemischen Formation der reaktiven Sauerstoffspezies Superoxidanion-Radikal (¢O,),
Wasserstoffperoxid (H,0,) und Hydroxyl-Radikal (¢OH), sowie deren Stoffwechselkaskade zu Wasser (H,0). Aus R&D Sys-
tem, 1997 (41).

Im hepatischen IRl existieren mehrere, nachgewiesene Quellen, die ROS produzieren und
somit den hepatischen Gewebeschaden einleiten kénnen. Die Kupffer-Zellen der Leber wer-
den durch Ischamie und Reperfusion aktiviert und sind somit in der Lage, selbststandig ROS
zu produzieren und in das GefalRsystem freizusetzen (42-45). Zugleich stellen sie die Haupt-

quelle fiir ROS im hepatischen IRI dar. Weiterhin fiihren die von den Kupffer-Zellen ausge-
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schiitteten proinflammatorischen Mediatoren zu einem Einstrom von neutrophilen Gra-
nulozyten in die Leber (30). Hierdurch kdnnen ebenfalls ROS aus den Neutrophilen freige-
setzt werden (30, 44, 45). Neben der inflammatorischen Antwort fiihrt der vermehrte Anfall
von Neutrophilen, vor allem im Bereich der Sinusoide, zu einer mediatorvermittelten Mikro-
zirkulationsstérung, die die bestehende Gewebsischamie verlangert und somit in der weite-
ren Folge zu einem vermehrten Anfall von ROS fihrt (30, 46, 47). Auch intrazelluldre ROS-
Quellen sind im Rahmen des IRl an der Ausbildung des oxidativen Stresses beteiligt. Hierbei
sind drei intrazelluldre Komponenten von zentraler Bedeutung: Die Xanthinoxidase, die
NADPH-Oxidase und das Mitochondrium (31). Wahrend der Ischdmie werden die schwinden-
den ATP-Reserven der Zellen zu Hypoxanthin umgebaut (29, 48). Fallt im Rahmen der
Reperfusion wieder Sauerstoff an, katalysiert Xanthinoxidase die Oxidierung zu Xanthin und
Harnsdure, wodurch ROS anfallen (29, 48). Im Rahmen der Phagozytoseaktivitit der
Endothelzellen und Hepatozyten formiert sich zudem intrahepatische ROS via NADPH-Oxi-
dase (49, 50). Zudem besitzen Mitochondrien die Fahigkeit durch ihre ATP-Synthesefunktion

selbststandig intrazelluldare ROS zu produzieren (51, 52).

Der Gewebeschaden, der mit einem vermehrten Anfallen an ROS einhergeht, beruht klassi-
scherweise auf unkontrollierter Lipidperoxidation von membranstandigen Fettsduren,
wodurch Membran- und Zellintegritat negativ beeinflusst werden, was wiederum zum Zell-
tod flihrt (35, 53, 54). Lange Zeit wurde dieser zentrale Effekt des ROS-vermittelten Zelltod
im IRl der vermehrten Leukotriensynthese durch die 5-Lipoxygenase zugesprochen (55-58).
In den vergangenen Jahren verlagerte sich der Fokus der Forschung in diesem Zusammen-
hang jedoch zunehmend auf andere, mutmaRlich potentere Lipoxygenasen wie die 12/15-

Lipoxygenase (vgl. 1.3.2) (59, 60).

1.2.3 Involvierte Mediatormechanismen
Wie bereits in Abb. 4 dargestellt, tragen diverse Mechanismen zur Ausbildung des zelluldren
Schadens nach Ischamie und Reperfusion im Lebergewebe bei (31). Eine ganz zentrale Rolle
nehmen hierbei die leberstdndigen Kupfferzellen ein, die durch Ischamie aktiviert werden
kdnnen und somit ROS produzieren (43, 44, 61). Diese kdnnen durch Oxidation von Pyridin-
nukleotiden und Akkumulation von Calcium in den Mitochondrien den direkten Untergang
von Hepatozyten und Endothelzellen einleiten (62, 63). Dies wiederum fiihrt zur vermehrten

Bildung von Superoxid-Radikalen in den Mitochondrien, was zur Dysfunktion der
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mitochondrialen Permeabilitdtsporen fihrt, einem Ausgangspunkt verschiedener Formen
des Zelltods (vgl. 1.2.4) (30). Weiterhin haben die Kupffer-Zellen die Eigenschaft, in der
Reperfusionsphase proinflammatorische Zytokine auszuschiitten, allen voran Tumornekro-
sefaktor Alpha (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) (64, 65). Diese Zytokine vermitteln ihre proin-
flammatorische Wirkung, indem sie neutrophile Granulozyten in das Lebergewebe rekrutie-
ren und aktivieren (66, 67). Diese sammeln sich hierdurch vor allem in den Sinusoiden und
Venolen an, verringern somit den Blutfluss und flihren zu Mikrozirkulationsstorungen,
wodurch die Ischamie im Gewebe verstarkt wird (31). Darliber hinaus werden durch das Vor-
handensein der oben genannten Zytokine sogenannte Zelladhasionsmolekiile (CAM) von den
Endothelzellen und Hepatozyten an deren Oberflache ausgebildet, welche mit den Oberfla-
chenmolekiilen der neutrophilen Granulozyten in Bindung gehen kdnnen (68, 69). Diese
vermitteln einerseits eine Endothelzelladhdrenz von Neutrophilen, sowie nach Extravasation
sekundar auch eine Interaktion zwischen Neutrophilen und Hepatozyten (70, 71). Neben
VCAM-1, E-Selektin und P-Selektin stellt in diesem Zusammenhang sicherlich ICAM-1 das
relevanteste CAM dar, welches nach Ischdmie und Reperfusion verstarkt auf Endothelzellen
der Venolen und Hepatozyten der Sinusoide exprimiert wird und in der weiteren Folge mit
den auf den Neutrophilen ausgebildeten B,-Integrinen einen festen Komplex bildet (68, 72,
73). Durch diese Adhdrenz an die jeweiligen Zelltypen werden die
Mikrozirkulationsstérungen verstarkt, somit die ROS-Bildung zusatzlich geférdert und im
weiteren Verlauf durch die Ausbildung von Proteasen der Abbau des jeweiligen Zelltyps ein-

geleitet (31).

Ein weiterer Signalweg in der Mediation des IRl ist die Aktivierung des Komplementsystems,
welches Uber die Aktivierung von Neutrophilen und Kupfferzellen in der Reperfusionsphase
indirekt zu einer vermehrten ROS-Produktion fihrt (31, 74, 75). Zudem werden auch CD4-
positive T-Lymphozyten postischdmisch aktiviert (31, 76). Diese produzieren ebenfalls proin-
flammatorische Zytokine, welche wiederum Kupfferzellen aktivieren und den Neutrophilen-
einstrom in die Leber verstarken (31, 76, 77). Dieser Einstrom von neutrophilen Granulozy-
ten wird ferner durch das vermehrte Aufkommen von CXC-Chemokinen verstéarkt, die in den
Kupfferzellen und Hepatozyten bereitgestellt werden (66, 78, 79). Endothelzellen wiederum
sind in der Lage inflammatorische Lipidmediatoren wie den Plattchenaktivierungsfaktor
(PAF) zu produzieren, welche in der Lage sind die Formation von Superoxidradikal in neutro-

philen Granulozyten zu stimulieren und das adharenzfordernde B,-Integrin auf deren Ober-
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flaiche zu aktivieren (42, 80, 81). Uber die hier dargestellten, komplexen Interaktionen zwi-
schen Kupffer-Zellen, Leukozyten, Hepatozyten und Endothelzellen wird der Zelluntergang

des IRl eingeleitet.

1.2.4 Involvierte Formen des Zelltods
Wiéhrend lange Zeit angenommen wurde, dass die meisten, fiir den hepatischen IRI relevan-
ten Zelltodmechanismen zu Nekrose flihren, konnten verschiedene Arbeitsgruppen in den
vergangenen Jahren zeigen, dass andere Formen des Zelltods ebenfalls im Rahmen der Re-
perfusionsphase eintreten (30, 82, 83). Das Verstandnis dafiir, dass verschiedene Zelltodme-
chanismen in die Entstehung des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens involviert
sind, ist essentiell, um sinnvolle Interventionsstrategien zur Minimierung des hepatischen IRI

deuten und entwickeln zu kénnen.

1.2.4.1  Nekrose
Die onkotische Nekrose ist hierbei charakterisiert durch eine postischamische Zellschwellung
mit konsekutiver Plasmamembranruptur, was wiederum mit einer flachigen Entziindungsre-
aktion einhergeht (95). Den klassischen Ausgangspunkt hierfiir stellt dabei der zuvor
beschriebene Mangel an ATP aus mitochondrialen Quellen dar. Aufgrund dieses relativen
ATP-Mangels werden Glycin-empfindliche Anionenkandle gedffnet, wodurch es zu einem
massiven  Einstrom von Anionen und Wasser in die Zelle kommt (30, 84). Die
Plasmamembran kann dem durch die Zellschwellung verursachten, intrazelluldren Druck in
der weiteren Folge nicht mehr Stand halten und rupturiert im Bereich zuvor entstandener
Membranausstilpungen (85, 86). Die Barrierefunktion der Zellmembran ist somit
aufgehoben und intrazelluldare Inhalte wie Enzyme koénnen austreten, was zu einer
inflammatorischen Antwort im Extrazellularraum fiihrt und somit die umliegenden Zellen

affektiert, die wiederum selbst nekrotisch werden kdonnen (30, 87).

1.2.4.2 Apoptose
Im Gegensatz hierzu ist die Apoptose dadurch gekennzeichnet, dass sie zwar zu einer
mitochondrialen Schwellung fihrt, die Zelle selbst jedoch durch verschiedene Kaskaden
schrumpft, der Zellkern kondensiert und sowohl Zellkern, als auch Zytoplasma in kleinere
Teilstlicke gespalten werden (88). Somit kommt es klassischerweise nicht zu einem Austritt
intrazelluldarer Enzyme, wodurch auch eine umgebende Entziindungsreaktion ausbleibt (95).

Ublicherweise wird Apoptose auch als programmierter Zelltod bezeichnet, da er durch eine
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Reihe biochemischer Kaskaden charakterisiert ist (88, 89). Prinzipiell unterscheidet man
hierbei zwischen extrinsischer, also Gber extrazelluldre Signale vermittelte Apoptose, bei der
verschiedene Zelltodrezeptoren in der Zellmembran zu einer konsekutiven
Caspasenaktivierung fiihren, und intrinsischer Apoptose, bei welcher mitochondrial auf
intrazelluldre Stresssignale reagiert wird (90). Klassische Vertreter von proapototischen
Proteinen, die auf extrazelluldre Stresssignale wie Strahlung, oxidativen Stress oder toxische
Substanzen reagieren, sind ERK und JNK, die wiederum selbst extrinsisch, wie auch
intrinsisch Apoptose vermitteln kénnen, indem sie zuvor von MAP-Kinasen phosphoryliert

und aktiviert wurden (90-92).

Eine besondere Stellung in der Apoptoseentwicklung wahrend des hepatischen IRl nimmt
neben teils unerforschten Kaskaden allen voran Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a) ein, da
TNF-a nach Bindung an den entsprechenden Zellrezeptor unter anderem die
proapoptotischen Proteine Caspase-8 und in der weiteren Folge Caspase-3 aktiviert (30, 93).
In Hepatozyten fiihrt diese Kaskade zu einer intrinsischen Apoptoseverstarkung (94). So
flhrt die Caspase-8-Aktivierung zu einer vermehrten Produktion von |8slichen Proteinen wie
Cytochrom C oder AIF im Zwischenmembranraum der Mitochondrien (95, 96). Andererseits
fihrt die TNF-a-Kaskade zu einer Offnung der Poren innerhalb der 3uBeren
Mitochondrienmembran, was als mitochondriale Permeabilitdtstransition (MPT) bezeichnet
wird (30). Hierdurch kommt es zu einer raschen Depolarisation und Schwellung der
Mitochondrien, wodurch eine Ruptur der mitochondrialen AuBenmembran bedingt wird
(30). Das nun in das Zytoplasma gelangte Cytochrom C bildet mit AIF und ATP einen als
Apoptosom bezeichneten Komplex, der Gber Zwischenschritte zur Aktivierung von Caspase-3
fihrt (30, 94). Caspase-3 selbst kann nach Spaltungsaktivierung neben anderen Caspasen
folglich Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) spalten, aktivieren und somit zum Schrumpfen

der Zelle, sowie Hydrolyse und Spaltung der DNA fiihren (30, 97-99).

1.2.4.3  Nekrapoptose
Die Unterscheidung zwischen den beiden genannten Formen des Zelltods ist nicht immer
eindeutig, da gewisse Eigenschaften sowohl bei onkotischer Nekrose, als auch bei Apoptose
anzutreffen sind (90). So kann auch Apoptose zeitweise durch Neutrophilenmigration oder
Ausschiittung von CXC Chemokinen eine sonst fiir Nekrose typische Entziindungsreaktion

auslésen (100-102). Andererseits kann auch in nekrotischen Zellen mitchondriales
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Cytochrom C freigesetzt werden (103). Noch relevanter fir den hepatischen IRl erscheint
jedoch die Erkenntnis, dass beide Zelltodformen ineinander tGibergehen kénnen, weshalb sich
der Begriff der Nekrapoptose in den vergangenen Jahren etabliert hat (30, 104, 105).
Ausgangspunkt hierfiir stellt die zuvor beschriebene MPT dar. Wahrend der Reperfusion
steigt der zuvor ischamisch-saure pH-Wert und Calciumgehalt der Zelle wieder an, wodurch
die MPT eingeleitet wird (30, 106, 107). Durch den hierbei stattfindenden Verbrauch von
ATP wird onkotische Nekrose begilinstigt (107). Ist in der Zelle jedoch ausreichend ATP
vorhanden, kann das durch Mitochondrienschwellung freigesetzte Cytochrom C ATP-
abhangige Caspasekaskaden initiieren (95). Daher wird der intrazellulare ATP-Gehalt auch als
»Schalter zwischen Apoptose und Nekrose” beschrieben (30, 108, 109). So wurde postuliert,
dass die Art des Zelluntergangs mit der Anzahl der von MPT betroffenen Mitochondrien
korreliert. Sind nur wenige Mitochondrien betroffen, kénnen diese per Autophagie entfernt
werden. Bei grolRerem Schaden wird primar die ATP-abhangige Apoptose eingeleitet. Ist der
Schaden jedoch so grof}, dass der allgemeine ATP-Gehalt deutlich sinkt, ist von einer

konsekutiven Nekrose im Gewebe auszugehen (Abb. 6) (30, 108, 109).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der der wichtigsten, fir die Ausbildung der Nekrapoptose nach hepatischem Ischa-
mie-Reperfusionsschaden verantwortlichen Ereignisse. MPT: Mitochondriale Permeabilitatstransition; CsA: Cyclosporin
A; ATPase: Adenosintriphosphatase; ATP: Adenosintriphosphat; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies. Aus Jaeschke et al.,
2003 (30).

19



1.2.4.4 Ferroptose
In den letzten Jahren ist es gelungen, die etablierten Zelltodarten hinsichtlich ihrer exakten,
molekularen Signalketten zu subklassifizieren (90). Zudem konnten ganzlich neue Formen
der Zelltodentwicklung beschrieben werden. Hierbei ist vor allen Dingen die Ferroptose zu
erwdhnen, die vor wenigen Jahren erstbeschrieben wurde (110, 111). Im Gegensatz zu den
beschriebenen Zelltodarten weisen ferroptotische Zellen keine Zytoplasmaschwellung und
Plasmamembranruptur auf wie bei Nekrose, ebenso ist kein apoptosetypischer Cytochrom
C-Ausstrom oder Caspasenaktivierung festzustellen (110, 112). Der Zellkern prasentiert sich
ebenfalls von normaler GrofRe und Beschaffenheit (113). Jedoch kann man in der Ferroptose
deutlich verkleinerte Mitochondrien mit erhohter Membrandichte und teils rupturierter Au-
Renmembran antreffen (110, 112, 113). Auch bei der Entstehung der Ferroptose scheinen
reaktive Sauerstoffspezies eine zentrale Rolle zu spielen (110, 111, 114). Im Zentrum der
Zelltodentwicklung steht hierbei intrazellulares Eisen, welches, wenn es nicht durch Chelati-
sierung in einen unschadlichen Zustand Gbergegangen ist, zu einer GibermafRigen Produktion
intrazellularer ROS fuhrt, wodurch der Untergang von Zellorganellen hauptsachlich bestimmt
ist (110, 113, 114). Diese ROS-Bildung erfolgt durch die Aktivitdit von spezifischen
Lipidperoxidasen, welche in Anwesenheit von intrazelluldrem Eisen membranstiandige Fett-
sauren aus den Zellmembranen spalten und somit die Zellintegritat relevant schadigen kon-
nen (114). Die Entstehung von Ferroptose scheint durch den Einfluss von Hitzeschockprotei-
nen, Transferrin, Cystein und Glutamin beeinflusst zu sein und die Aktivierung von AIF zu

bedingen (113-115).

1.3  Glutathion-Peroxidase-4-abhangige Signalkaskade
In den vergangenen Jahren enstand in Bezug auf die Zelltodvermittlung das Konzept, dass
unkontrollierte Lipidperoxidation fiir den massiven Anfall von ROS auf Membranebene und
die konsekutiv durch die MPT verursachten Membran- und Zellschaden maRgeblich mitver-
antwortlich sein kénnte (30, 35, 53, 54, 116). Das Zusammenspiel von Glutathion-Peroxi-
dase-4 (Gpx4) und 12/15-Lipoxygenase (12/15-LOX) auf die membranstandigen Fettsauren,
explizit auf den Arachidonsdurestoffwechsel, scheint in diesem Zusammenhang von hoher
Relevanz zu sein, da bereits auf zelluldrer Ebene, sowie in anderen Organsysteme gezeigt
werden konnte, dass diese Mediatoren bei Ischamie und Reperfusion interagieren (115, 117-

119).
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1.3.1 Arachidonsaure-Metabolismus
Den Ausgangspunkt stellt hierbei der Arachidonsdaure-Metabolismus dar. Die Arachidonsaure
ist eine vierfach ungesattigte Fettsaure, wird aus den essentiellen Fettsdauren Linol- oder y-
Linolensaure per Oxidation gebildet und reguliert die Viskositat zellularer Membranen (120,
121). Zudem ist die Arachidonsdure hormonell aktiv an der Kontrolle der meisten Lebensvor-
gdnge beteiligt, da sie als Substrat der Eicosanoid-Biosynthese dient. Die bekanntesten Ver-
treter der Eicosanoide sind Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene, die unter ande-
rem an der Entstehung von Hamostase, Entziindung, Allergie und sogar Tumoren beteiligt
sind (120, 122-127). Um Eicosanoide zu synthetisieren bendtigt der Organismus ein
extrazellulares Signal. Dieses flhrt dazu, dass ungesattigte Fettsduren, die in Zellen stets als
Phospholipide in der Zellmembran gespeichert sind, durch die intra- oder extrazellulare
Phospholipase A, als Arachidonsdure aus der Membran freigesetzt werden (120, 128, 129).
Diese wird in der weiteren Folge unmittelbar von Monooxygenasen, Lipoxygenasen,
Cyclooxygenasen oder ohne enzymatische Katalyse zu den jeweiligen, enzymspezifischen
Eicosanoiden weiterverarbeitet (120, 130). Die Arachidonsaure- und Eicosanoidbiosynthese

ist in Abb. 7 schematisch dargestellt.

Phospholipid

Extrazellulires - | PHOSPHOLIPASE Az
Signal, Umweltreiz

mo H Arachidonsaure
- I

| MONOOXYGENASEN I | LIPOXYGENASEN | | CYCLOOXYGENASEN H NICHT ENZYMATISCH |
Hydroxy- und Hydroxyeicosanoide Prostaglandine Isoprostane
Epoxyeicosanoide Leukotriene Prostacyclin
Lipoxine Thromboxan
Hepolixine (15-Epi-Lipoxine)
Trioxiline

Abb. 7: Links: Chemische Strukturformel der Arachidonsaure. Rechts: Schematische Darstellung der Arachidonsaure- und
Eicosanoidbiosynthese. Aus Marks, 2000 (120).

1.3.2 Die Enzymgruppe der Lipoxygenasen
Eine besondere Rolle im Arachidonsaurestoffwechsel nehmen die Lipoxygenasen (LOX) ein,
die sich unter anderem fiir die Leukotriensynthese verantwortlich zeigen (vgl. Abb. 7). LOX
sind Nichthdm-Eisenproteine, die die Ubertragung von zwei Sauerstoffatomen auf ungesit-

tigte Fettsduren stereospezifisch katalysieren (120). Das Produkt dieser Reaktion sind Hydro-
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peroxide, welche in der weiteren Folge reduziert werden oder Epoxide bilden kénnen (120).
Eine Klasse dieser Epoxide sind die sogenannten Hepoxiline, die aus der 12S-Hydroper-
oxyeicosatetraensdure (12S-HpETE), dem Produkt der enzymatischen Oxidierung von
Arachidonsdure mit 12-LOX, gebildet werden kodnnen (120). Hepoxiline kénnen den
Calciumgehalt im Zytoplasma einer Zelle durch vermehrten Ausstrom aus dem
endoplasmatischen  Retikulum erhohen, was unter anderem fir endokrine
Sekretionsvorgdnge und Kontraktion glatter Muskelzellen von Relevanz ist (120). Die 15-LOX,
die unter anderem in Retikulozyten, Kardiomyozyten und Endothelzellen zu finden ist, wird
im Gegensatz hierzu Uber proinflammatorische Mechanismen mit Atherosklerose,
Thromboseneigung und Glomerulonephritis in Verbindung gebracht (131-134). Die 8-LOX
scheint vor allem in Ausbildung maligner Zellen der Epidermis, sowie inflammatorischer
Hauterkrankungen eine Rolle zu spielen (123, 135, 136). Die bisher am meisten erforschte
und daher lange Zeit als wichtigste bezeichnete Lipoxygenase ist ohne Zweifel die 5-LOX, da
sie das Schlisselenzym zur Leukotriensynthese aus Arachidonsaure darstellt (137). Aus der
Reaktion derselbigen mit der 5-LOX entsteht als Primarprodukt 5S-HpETE, welche nach
nochmaliger Oxidierung durch 5-LOX zu Leukotrien A4 (LTA4) und konsekutiv enzymatisch zu
den weiteren Leukotrienen verstoffwechselt wird (120). Leukotrien B4 (LTB4) ist hierbei als
zentraler, unspezifischer Entziindungsmediator zu nennen, wadhrend die weiteren
Leukotriene &duBerst potente Vaso- und Bronchokonstriktoren darstellen, sowie die

Gefallpermeabilitat erhéhen (120, 137-139).

1.3.3 12/15-Lipoxygenase als Initiator des Zelltods nach oxidativem Stress
In letzter Zeit ist der Fokus der Forschung zunehmend auf die Rolle der dualen 12/15-LOX in
Ischdmie-Reperfusionsmodellen geraten (115). 12/15-LOX wurden in einer Vielzahl an Gewe-
ben, darunter Retikulozyten, eosinophilen Granulozyten, Epithelzellen, Monozyten und
Makrophagen, detailliert beschrieben und kénnen von T-Helfer-Zytokinen induziert werden
(140). Zum bisherigen Forschungsstand sind 12/15-LOX unter anderem mit inflammatori-
schen Erkrankungen, Diabetes, Atherosklerose, Osteoporose, Hypertension und Tumorge-
nese vergesellschaftet (140). Die 12/15-LOX kann, im Gegensatz zu 12-LOX und 15-LOX, so-
wohl am zwdlften, als auch am 15. Kohlenstoffatom der Arachidonsaure oxidieren und somit
neben den Produkten der jeweiligen singularen Enzymwege auch 12S/15S-Hydroper-

oxyeicosatetraensaure (12S/15S-HpETE) synthetisieren (60).
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Von erhohter Relevanz ist hierbei die Tatsache, dass 12/15-LOX diese Reaktion vor allem in
mitochondrialen Membranen katalysiert und dies auch mit komplexen Lipidestern in
Membranen und Lipoproteinen bewaltigt, was ihr wiederum ein wichtiges Alleinstellungs-
merkmal gegentiber anderen LOX verschafft (59, 141, 142). Die entstandene 12S/15S-HpETE
konnte auf Zellebene als wichtiger Ausgangsmetabolit zur Zelltodinduktion und als zentrale
Lipidperoxidquelle nach IRI in vitro nachgewiesen werden (vgl. 1.2.4) (115, 141). Der ver-
mehrte Anfall von 125/15S-HpETE verstarkt somit das Peroxidmilieu in Zelle und Membran,
wodurch die eisenabhdngige Aktivierung von 12/15-LOX weiter zunimmt und somit zusatzli-
che Lipidperoxide produziert werden (141). Es konnte gezeigt werden, dass diese vermehrte
Lipidperoxidation in direktem Zusammenhang mit zunehmendem Zelltod, potentiell via mi-
tochondrienabhangiger AIF-Mediation und somit potentiell Ferroptose, steht (115, 141). Die
genauen Zelltodmediatoren sind hierbei zum aktuellen Zeitpunkt jedoch unklar, es wird je-
doch neben 125/15S-HpETE die Bildung von Hepoxilinen (vgl. 1.3.2) und eine Assoziation mit
Caspase-Aktivierung diskutiert (141, 143, 144). In jedem Fall konnte nachgewiesen werden,
dass die Zelltodentwicklung nach oxidativem Stress auf zellularer Ebene eine funktionsfidhige
12/15-LOX bendtigt, da 12/15-LOX-Knockout-Zellen trotz oxidativen Stresses nicht zugrunde
gehen (115, 145).

1.3.4 Die Rolle des Glutathions und der Glutathionperoxidase-4
Glutathion ist ein in der Leber synthetisiertes, schwefelhaltiges Tripeptid, welches die drei
Aminosduren Glutaminsdure, Glycin und Cystein enthdlt, in allen Zellen des Kérpers anzu-
treffen ist und dessen antioxidative Wirkung schon langer bekannt ist (146-149) (Abb. 8).
Diese beruht darauf, dass die im reduzierten Glutathion enthaltene Sulfhydrylgruppe ein
potenter Elektronendonator ist, wodurch es unter eigener Oxidation als Radikalfanger fun-
giert (146, 149). Das Glutathion ist an DNA-Reparatur-Mechanismen beteiligt, dient der Bio-
transformation toxischer Substanzen, stellt eine natlirliche Aminosaurenreserve fiir die Pro-

teinsynthese dar und ist relevant fir Alterungsprozesse (146-150).

23



rl\.iH; o ie +2H° o C|H"
H
! o :
2 GGC"J\--"'\T" ‘T’JJ"‘“NACDD S - |
| H \\‘ 5
“ Ifh 0 b
2 +2H - Mz
SH H
ooc\r/\)l\m/l.\ N.__C00
NH;y H
i1
Glutathion (reduziert) Glutathiondisulfid (oxidiert)
GSH G556

Abb. 8: Schematische Darstellung der von Glutathionperoxidase katalysierten Oxidation des reduzierten Glutathions (GSH)
zu oxidiertem Glutathion (GSSG) mitsamt chemischen Strukturformeln. Aus Spektrum, 2001 (146).

Die Oxidation von reduziertem Glutathion erfolgt zu einem groRBen Teil durch Enzyme der
Selenoproteinfamilie der Glutathionperoxidasen (Gpx) (151) (Abb. 8). Von den acht bekann-
ten Gpx ist sicherlich die Glutathionperoxidase-4 (Gpx4) aufgrund ihrer breiten Substratspe-
zifitat und ihrer Wirkung als Phospholipidperoxidase einzigartig, da sie auch komplexe Lipid-
hydroperoxide mittels Proteinthiolen wie GSH reduzieren kann (152, 153). Gpx4 wurde von
Ursini im Jahre 1982 erstbeschrieben und kommt im Zytosol, den Mitochondrien und im
Zellkern vor (141). Unter den bekannten Selenoproteinen ist die Gpx4 dasjenige, welches als
unbedingt (berlebensnotwendig im Embryonalstadium von Sdugetieren erachtet werden
muss und den meisten Effekt auf regelrechte Gewebsfunktionen zu haben scheint (151, 152,

154-157).

Da die Gpx4 die einzige Gpx ist, die membranstandige Lipidhydroperoxide verarbeiten kann,
kann sie in der Wirkung als antagonistisch zur 12/15-LOX betrachtet werden (115, 141, 158).
Sie ist namlich in der Lage die 12S5/15S-HpETE in die entsprechende 12S/15S-Hydroxyeicosa-
tetraensaure (12S/15S-HETE) zu reduzieren (141). Wahrend 12S/15S-HpETE den Zelltod
einleitet, wirkt sich 125/15S-HETE nicht schadlich auf den Zellmetabolismus aus (141). Diese
Beobachtung konnte auf zellularer Ebene bestatigt werden. pr4'/'-Knockout-ZeIIen gingen
nach Zugabe von HpETE rasch unter, wahrend die Behandlung mit HETE keinen Effekt zeigte
(159). Im Tierversuch konnte bei Gpx4-depletierten Tieren massive Lipidperoxidation und
damit einhergehender Zelltod nachgewiesen werden (115). Wenn jedoch Sdugetiere Gpx4
Uberexprimieren, ist eine deutlich erhdhte Toleranz gegen oxidativen Stress die Folge (160).
Eine Therapie mit GSH, dem obligaten (Co-)Substrat der Gpx4, konnte bereits hepatoprotek-
tive Effekte nach warmer Ischamie zeigen, wenngleich zu diesem Zeitpunkt das Zusammen-
spiel aus Gpx4 und 12/15-LOX noch nicht bekannt war (161, 162). Eine kanadische Arbeits-
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gruppe konnte 2016 diese Beobachtungen dahingehend bestatigen, dass eine einge-
schrankte Glutathionbiosynthese mit einer deutlich erhéhten oxidativen Stressantwort und
damit einhergehend mit weit ausgepragterem Leberzellschaden nach IRl vergesellschaftet ist
(163). Die Arbeitsgruppe um Alexander Seiler konnte in einem Knockout-Mausmodell an
Nervenzellen darlber hinaus gehend zeigen, dass Gpx4 einen direkten, hemmenden Einfluss
auf die 12/15-LOX-Aktivitat und die damit verbundene Lipidoxidation zu haben scheint (115).
Zudem fuhrt Gpx4 in der Zellmembran zur Abnahme des Peroxidmilieus, was wiederum die
Aktivierung der 12/15-LOX limitiert (141). Somit konnte beschrieben werden, dass sich Gpx4
und 12/15-LOX auf einzigartige Weise gegenseitig regulieren und den lipidperoxidbasierten
Zelltod nach oxidativem Stress mediieren (115, 141) (Abb. 9). Diese regulatorische Funktion
der Gpx4-abhangigen Signalkaskade konnte im hepatischen IRl bislang jedoch noch nicht

suffizient erklart werden.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Interaktion von 12/15-LOX und Gpx4 im Rahmen der lipidperoxidbasierten Zelltodent-

wicklung innerhalb der Gpx4-abhangigen Signalkaskade. Gestrichelte Pfeile: Hemmung; 12/15-LOX: 12/15-Lipoxygenase;
GPx4: Glutathionperoxidase 4; 12S-H(p)ETE: 125(/15S)-Hydro(pero)xyeicosatetraensédure. Aus Loscalzo, 2008 (141).

1.3.5 Relevanz in extrahepatischen Organsystemen
Jedoch konnten die hier beschriebenen Zusammenhéange bereits in anderen Organsystemen
nach Ischamie und Reperfusion sichtbar gemacht werden. So konnte gezeigt werden, dass
zerebraler IRI zu einer deutlichen 12/15-LOX-Aktivitatserhohung und neuronaler Zellschadi-
gung fuhrt (59, 117, 145, 164). Im Umkehrschluss gelang es mehreren Arbeitsgruppen, zu

zeigen, dass die Inhibiton von 12/15-LOX eine signifikante Abschwachung neuronalen Zell-

25



tods nach Ischamie und Reperfusion zur Folge hat (118, 145, 165). Die Folgen der erhéhten
12/15-LOX-Aktivitat nach zerebralem IRl sind unter anderem mit einer gestérten Blut-Hirn-
Schranke und Hirnédementwicklung vergesellschaftet (166, 167). Auch am Herzen zeigte die
spezifische Inhibition von 12/15-Lipoxygenase eine signifikante Abnahme untergehender
Kardiomyozyten nach Ischamie und Reperfusion (119). Im Umkehrschluss konnte mit Hilfe
einer transgenen Gpx4-Uberexpression in Herzzellen der Effekt IRI-assoziierter kardialer

Dysfunktion abgeschwacht werden (168).

1.3.6 Baicalein
Eine potente und spezifische Hemmung der 12/15-Lipoxygenase ist durch den Einsatz von
Baicalein moglich (169). Baicalein ist ein bioaktives Flavonoid, das aus der Wurzel der
Scutellaria baicalensis gewonnen wird und beispielsweise in der Krautermischung Sho-saiko-
to schon lange Zeit in der traditionell chinesischen und japanischen Medizin Verwendung
findet (170-173) (Abb. 10). Mit zunehmender Relevanz der evidenzbasierten Medizin konn-
ten in Baicalein jedoch auch antivirale, antioxidative, antiinflammatorische, antithromboti-
sche und antiproliferative Eigenschaften nachgewiesen werden, wobei die genauen Wirkme-
chanismen lange Zeit im Verborgenen blieben (172, 174-176). Es konnte gezeigt werden,
dass eine Baicalein-Therapie den oxidativen Stress in Kardiomyozyten nach Hypoxie und
Reoxygenation vermindern und die Auswirkungen eines Endotoxin-Schocks auf den Orga-
nismus abmildern kann (170, 172, 177). Ferner wurden deutliche antiproliferative Effekte in
Bezug auf hepatische Tumorzellen nachgewiesen (173, 178). In letzter Zeit konnte Baicalein
ebenfalls als Ferroptose-Inhibitor beschrieben werden, was mutmallich auf die hemmende

Wirkung auf die 12/15-LOX zuriickzufiihren ist (179, 180).

OH O
HO

HO O

Abb. 10: Links: Chemische Strukturformel von Baicalein. Aus Merck, 2008 (181). Rechts: Fotografie von Scutellaria
baicalensis, der Mutterpflanze des Baicaleins. Aus Floral Encounters, 2016 (182).
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1.4 Tacrolimus

1.4.1 Entwicklung und Indikation
Tacrolimus, auch FK506 genannt, wurde 1984 in Japan aus einer Kultur des Pilzes Streptomy-
ces tsukubaensis extrahiert und stellt heute eines der meistverwendeten Immunsuppressiva
dar (183, 184). Tacrolimus ist ein neutrales Makrolid und zyklisches Polypeptid, welches aus
11 Aminosauren besteht und als Calcineurininhibitor fungiert (183-185) (Abb. 11). Als sol-
cher hat es aufgrund seiner deutlich hoheren Potenz bei niedrigerer Konzentration und
niedrigerem Nebenwirkungsprofil dem zuvor etablierten Calcineurininhibitor Cyclosporin in
der Immunsuppression mittlerweile den Rang abgelaufen (183, 186, 187). Schon kurz nach
dessen Entdeckung wurden fiir Tacrolimus immunsuppressive und inhibitorische Effekte auf
die Zytokine Interleukin-2 (IL-2), IL-3 und Interferon-y, sowie das T-Zell-Wachstum nachge-

wiesen (183, 186).

In Deutschland ist Tacrolimus derzeit in Tabletten- und intravendser Darreichungsform
hauptsachlich als Immunsuppressivum zur Behandlung und Pravention von AbstofSungsreak-
tion in der Transplantationsmedizin zugelassen (188). Zudem besteht eine weitere Indikation
zur topischen Behandlung des schweren atopischen Ekzems (188). Dariiber hinaus wird Ta-
crolimus mittlerweile als Zweitlinientherapie bei schweren, therapierefraktaren Verlaufen

der Colitis ulcerosa eingesetzt (189).
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Abb. 11: Links: Chemische Strukturformel von Tacrolimus. Aus Kino et al., 1987 (183). Rechts: Schematische Darstellung der
Wirkweise von Tacrolimus. FK506: Tacrolimus; FKBP: FK506-bindendes-Protein; CaN: Calcineurin-Calmodulin-Komplex; NF-
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ATc: Kernfaktor aktivierter T-Zellen im Zytosol; NF-ATn: Kernfaktor aktivierter T-Zellen im Nukleus; P: Phospho-Gruppe; CsA:
Cyclosporin A. Aus Stepkowski, 2000 (185).

1.4.2 Wirkmechanismus

Tacrolimus fungiert — wie alle Calcineurininhibitoren — iber eine Blockade des intrazellularen
Calcineurin-Calmodulin-Komplexes der T-Zelle (Abb. 11) (185, 190, 191). Hierbei bindet zu-
nadchst Tacrolimus an das intrazelluldare FK506-bindende-Protein (FKBP), wodurch der zuvor
genannte Komplex inhibiert wird (185). Hierdurch wird die kalziumabhangige Phosphorylie-
rung des Kernfaktors aktivierter T-Zellen (NFAT) verhindert, was eine verminderte, nukleare
Transkription und Expression von Interleukin-2 (IL-2) und dessen Rezeptor zur Folge hat
(185, 186, 190, 192, 193). Somit gelingt eine effiziente CD4"- und CD8*-T-Zell-Inaktivierung,
da beide IL-2 zur Aktivierung bendtigen (190, 194).

Die T-Zell-Inaktivierung stellt daher den zentralen, immunsuppressiven Mechanismus einer
Tacrolimus-Therapie dar, da die entscheidende, proliferative Lymphozytenantwort auf Allo-
antigen-Stimulation somit potent unterbunden wird (186, 190, 195). Hierdurch werden z.B.
T-Zell-abhingige AbstoBungsreaktionen vermieden (187, 194, 196-199). CD4*-T-Zellen sind
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen auch in der Lage, verschiedene Zy-
tokine, Chemokine und Zelladhasionsmolekiile auszuschitten, die wiederum selbst die
Neutrophilenmigration ins Gewebe mediieren (vgl. 1.2) (31). Hierdurch sind T-Zellen auch fiir
Entziindungsreaktionen, unabhangig von AbstofRungsreaktionen, des Korpers von Relevanz
(200-203). Durch die Inaktivierung der T-Zellen und der damit verbundenen Prozesse wirkt

Tacrolimus somit nicht nur immunsuppressiv, sondern auch stark anti-inflammatorisch.

1.4.3 Hepatoprotektive Effekte
Neben den beschriebenen etablierten Indikationen zum Einsatz von Tacrolimus konnten in
den vergangenen Jahren zudem hepatoprotektive Effekte des Einsatzes von Tacrolimus her-
ausgearbeitet werden. So konnte nachgewiesen werden, dass Calcineurin-Inhibiton durch
Tacrolimus die durch hepatischen IRl verursachten Myokardschaden und mitochondrialen
Funktionsschdaden vermindern kann (204). Im Tierversuch konnten daher mehrere
Arbeitsgruppen einen positiven Effekt von systemischer Tacrolimusgabe auf die zellschadi-
genden Auswirkungen und das Organ- und Tierliberleben nach Kalt- und Warmischamie zei-
gen (205-209). Zu diesem Zeitpunkt schrieb man die protektiven Attribute des Tacrolimus
am ehesten seiner antientzlindlichen Wirkung zu, wie beispielsweise der verminderten Zyto-

kinausschiittung und der unterexprimierten Neutrophileninfiltration (206, 207, 210). Diese
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calcineurininhibitor-bedingt verminderte Neutrophileninfiltration fihrt zu deutlich geringer
ausgepragter, inflammatorischer Gewebsschadigung und verbesserter Mikrozirkulation (208,
211, 212) (vgl.1.2). Zudem wurde lange Zeit eine hepatotrophe Wirkung von Calcineurininhi-
bitor-Therapien fiir den positiven Effekt auf postischdmisch geschadigte Lebern diskutiert
(209, 213-215). In Lebertransplantationsexperimenten bei Ratten konnte ferner gezeigt wer-
den, dass Lebern, die unmittelbar vor der Transplantation mit Tacrolimus gesplilt wurden,
ebenfalls deutlich weniger IRl aufwiesen als die Kontrollgruppe (216). In diesen
Versuchsgruppen konnte ein gesteigerter Glutathionmetabolismus nachgewiesen werden,
wenngleich die genauen Signalkaskaden unklar waren (216). Zuvor konnten dhnliche, posi-
tive Auswirkungen einer Tacrolimusspillung von explantierten Lebern auch beim Menschen

festgestellt werden (217).
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2. Fragestellung

In Anbetracht des dargestellten, derzeitigen Stellenwertes der Lebertransplantation, sowie
der groBen, resezierenden Leberchirurgie, nimmt das Erforschen relevanter Faktoren, die
das Organ- und Patientenlberleben beeintrachtigen kénnen, eine zentrale Rolle in der aktu-
ellen, chirurgischen Forschung ein. Der hepatische Ischdmie-Reperfusionsschaden stellt
hierbei eine zentrale, wenngleich unvermeidliche Komplikation dar, die es in diesem Zu-
sammenhang besser zu verstehen gilt, um zukiinftig weitere potentielle Therapieansatze
erarbeiten und nutzen zu konnen. Die Glutathion-Peroxidase-4-abhangige Signalkaskade,
deren Relevanz bereits in diversen extrahepatischen Systemen nachgewiesen werden
konnte, kénnte in diesem Zusammenhang als vielversprechender Ansatz dienen. Ferner
konnte Tacrolimus, eines der am haufigsten verschriebenen Immunsuppressiva Deutsch-
lands, in friiheren Studien als protektiv in Bezug auf den hepatischen Ischamie-Reperfusions-
schaden beschrieben werden, wobei die genauen Mechanismen unklar blieben, jedoch stets

ein Zusammenhang mit der Glutathionhdamostase vermutet wurde.

Daher war das Ziel der Studie, den Stellenwert der Glutathion-Peroxidase-4-abhangigen Sig-
nalkaskade im System des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens zu erdrtern und wei-
tere Einblicke in die Wirkweise derselbigen zu erlangen. Konkret sollten folgende Fragen

erortert werden:

Lassen sich die Auswirkungen des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens durch
Inhibition der 12/15-Lipoxygenase, eines der Glutathion-Peroxidase-4 antagonistisch
wirkenden Enzyms, vermindern?

- Lasst sich ein potentiell protektiver Effekt der 12/15-Lipoxygenase-Inhibition durch
die Modulation des Glutathionmetabolismus erklaren?

- Kann somit eine Relevanz des Glutathionmetabolismus, vornehmlich der Glutathion-
Peroxidase-4, in der Entstehung des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens
postuliert werden?

- Welche Mediatoren werden von der potentiellen Modulation der

Glutathionhamostase beeinflusst und kdnnen somit zur Ausbildung des hepatischen

Ischamie-Reperfusionsschadens beitragen?
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- Besitzt Tacrolimus eine endogene Wirkung auf den Glutathionmetabolismus und die
beschrieben Signalkaskaden? Lassen sich somit zusatzliche Erkenntnisse Uber die
Wirkweisen eines etablierten Medikaments erlangen?

- Welche zusatzlichen, potentiell toxischen Effekte kdnnen die verabreichten Reagen-
zien im Organismus auslésen?

- Lassen sich potentiell protektive Effekte der verabreichten Medikamente durch

Kombination derselbigen verstarken?

Um diese Fragen addquat beantworten zu kdnnen und moglichst realitatsnahe Ergebnisse
erzielen zu kénnen, wurde die Studie im Sinne eines In-Vivo-Experiments durchgefiihrt. Auf-
grund der dem Menschen sehr dhnlichen Genexpression (218, 219) und Physiologie wurde
sich in diesem Zusammenhang fiir ein Mausmodell entschieden. Das Modell, sowie die ver-
schiedenen Analyse- und Auswertverfahren sollen im Folgenden eingehend erldutert wer-

den.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere dienten mannliche C57BL/6-Mause aus der Tierzuchtanstalt in Sulzfeld der
US-amerikanischen Firma ,Charles River Laboratories, Research Models and Services,
Germany GmbH". Die Versuchstiere waren zum Zeitpunkt der Operation allesamt 8 — 10
Wochen alt mit einem Kérpergewicht von ca. 25 Gramm. Wahrend der Haltung im Institut
far Chirurgische Forschung wurde auf kontinuierlichen, kafigstandigen Zugang zu standardi-
siertem Trockenfutter und frischem Wasser geachtet. Samtliche Experimente wurden in Ein-
klang mit dem deutschen Tierschutzgesetz und den Richtlinien der Regierung von
Oberbayern durchgefiihrt. Die hier beschriebenen Tierversuche wurden nach §8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes von der Regierung von Oberbayern unter der Antragsnummer 55.2.1.54-
2532-100-11 genehmigt. Nach Beendigung eines Tierversuchs wurden die verstorbenen Ver-
suchstiere gemald hausinternem Verfahren des Instituts fir Chirurgische Forschung zundchst

einer unverziglichen Kithlung und folglich der Kremierung zugefiihrt.

3.2 Modell

3.2.1 Verwendete Reagenzien und Operationsinstrumentarium

Reagenzien Hersteller
Isopropanol 70% Apotheke des Klinikums der Universitat Miinchen, Minchen (D)
Hautantiseptikum kodan® Tinktur forte Schillke & Mayr GmbH, Norderstedt (D)
farblos
Isotone Natriumchloridlésung 0,9% B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Heparin-Natrium Braun 25.000 I.E./5 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Midazolam 1mg/ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Medetomidinhydrochlorid 1mg/ml Orion Corporation, Espoo (FIN)
Fentanyl 0,1mg/2ml Janssen-Cilag GmbH, Neuss (D)
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem GmbH, Darmstadt (D)
Baicalein Merck KGaA, Darmstadt (D)
Tacrolimus (PROGRAF®) Astellas Pharma GmbH, Minchen (D)
Flussiger Stickstoff Linde AG, Miinchen (D)
Formaldehyd 4% (Formalin) Apotheke des Klinikums der Universitat Miinchen, Minchen (D)
Ethanol in einer Konzentration von 70%, . . e .
80%, 90% und 100% Apotheke des Klinikums der Universitdt Miinchen, Minchen (D)
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Xylol

Paraffinwachs (Tissue-Tek®)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen (D)

Tab. 1: Tabellarische Darstellung der fir den operativen Teil und die Probenasservation des Tierversuchs verwendeten

Reagenzien mitsamt Herstellerangaben.

Operationsinstrumente & -zubehor

Hersteller

Operationstisch mit unterliegender
Warmeplatte

Einmalspritze (1 ml)
Einmalkanule (25 G)
Chirurgische Schere
Mikroschere
Operationsmikroskop
Sterile Kompressen
Wattestabchen
Bipolare Pinzette mit Elektromodul
Chirurgische Mikropinzette
Anatomische Mikropinzette
GefaRdilatator
Metallhaken

Fine-Bore Polyethylene Katheterschlauch
(Innendurchmesser 0,28mm)

Geflochtene Ligatur 4-0

Mikroclip/-gefaRklemme mitsamt
Klemmenanlegepinzette

Druckwandler (P23 ID)

Elektromanometer (Press. Ampl. 863
E154E)
Serum-Mikro-Probengefald mit
Gerinnungsaktivator, 1,3ml
Pipettierhilfen und Pipettenspitzen in
verschiedenen GroRen
Reaktionsgefale in verschiedenen
Grolen

Einmalskalpell
Warmeschrank
Paraffinausgiefkonsole (Tissue-Tek®)
ParaffinausgieRformen (Tissue-Tek®)
Paraffinkthlplatte (Tissue-Tek®)

Paraffineinbettkassette (Tissue-Tek®)

Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH, Rosdorf (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Gebriider Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen (D)
S&T AG, Neuhausen (CH)

Carl Zeiss AG, Jena (D)

Lohmann & Rauscher International GmbH &Co. KG, Rengsdorf (D)
dm-drogerie markt GmbH & Co. KG, Karlsruhe (D)
Erbe Elektromedizin GmbH, Tubingen (D)
S&T AG, Neuhausen (CH)

S&T AG, Neuhausen (CH)

S&T AG, Neuhausen (CH)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

Smiths Medical International Ltd., Ashford (UK)
Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt (D)
S&T AG, Neuhausen (CH)

Gulton Statham Inc., Costa Mesa (USA)

Siemens Medizintechnik, Minchen (D)

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht (D)

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Eppendorf AG, Hamburg (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach (D)
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen (D)
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen (D)
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen (D)
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen (D)

Tab. 2: Tabellarische Darstellung der fiir den operativen Teil und die Probenasservation des Tierversuchs verwendeten
Operations- und Verarbeitungsinstrumente, sowie bendtigtes Zubehor, jeweils mitsamt Herstellerangaben.
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3.2.1.1 DMSO (Dimethylsulfoxid)
Da es sich bei Baicalein um einen Feststoff handelt, der primar nicht wasserl6slich ist, bedarf
es eines polaren Lésungsmittels als Tragerstoff, um eine Aufnahme von Baicalein in den Or-
ganismus des Versuchstieres zu gewahrleisten. Entsprechend der Herstellerangaben von
Baicalein werden Dimethylsulfoxid (DMSO; Abb. 12) und Aceton als Losungsmittel fir
Baicalein empfohlen (181). Dariiber hinaus stellen diverse Alkohole ebenfalls etablierte und
gut untersuchte Losungsmittel fiir Baicalein dar (220). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
die intraperitoneale Applikation von Alkohol selbst mit einer verminderten Gpx-Aktivitat
korreliert und somit zu vermehrtem oxidativen Schaden fiihren kann (221). Da Alkohole so-
mit potentiell mit den Signalkaskaden interagieren, die es in dieser Studie zu untersuchen
galt, kam in dem beschriebenen Experiment das in der Forschung etablierte DMSO als Tra-

gerstoff flr Baicalein zur Anwendung.

ﬁ
S

H3C/ \CH3

Abb. 12: Links: Chemische Strukturformel von Dimethylsulfoxid (DMSO). Rechts: Fotografie von Alexander Michailowitsch
Saizew, dem Entdecker des DMSO (222).

DMSO ist ein aprotisches Losungsmittel und wurde im Jahre 1867 vom russischen Chemiker
Alexander Michailowitsch Saizew (Abb. 12) als Produkt der Oxidation von Dimethylsulfid
erstbeschrieben (223). Schon kurz nach dessen Entdeckung machte man sich die I6senden
Eigenschaften des DMSO fur hydrophile Substanzen und dessen eigene Loslichkeit in Wasser
zu Nutze (224). Die Eigenschaften als membranpenetrierendes Vehikel nutzte man zunachst
fiir die perkutane Medikamentenaufnahme, beispielsweise von Insulin, Steroiden oder He-
parin (225-227). In den Folgejahren gelang es mehreren Studien, DMSO selbst zunehmend
haufiger anti-inflammatorische Effekte zuzuschreiben (224, 228-230). Als eine viel zitierte
Genese hierflr wird die antioxidative Wirkung von DMSO als Radikalfanger genannt (231-
233), welche auch den postulierten anti-ischamischen Effekten von DMSO im kardiovaskula-
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ren und zentralnervésen System zu Grunde liegt (234, 235). In den vergangenen Jahren ist
zunehmend von hepatoprotektiven Effekten — auch in postischamischen Modellen — berich-
tet worden, die von DMSO ausgeldst worden seien (236, 237). Daher diente DMSO in dieser
Studie nicht nur als Tragermolekiil, sondern sollte ferner selbst in Bezug auf dessen Wirkung

auf den hepatischen IRI mituntersucht werden.

3.2.2 Anasthesie
Im Rahmen der Narkosevorbereitung wurde auf ein keimarmes Operationsumfeld, sowie
einen stressfreien Transport der Versuchstiere zur endgiltigen Operationsstadtte geachtet.
Der Operationstisch wurde mit Hilfe der unterliegenden Warmeplatte konstant auf 37°C
erwdarmt. Die Andsthesie im durchgefiihrten Tierversuch wurde mit einer fiir Mausexperi-
mente etablierten Intraperitonealnarkose mit dem Benzodiazepin Midazolam, dem a,-
Adrenorezeptoragonisten Medetomidin und dem Opioid Fentanyl durchgefiihrt (238, 239).
Entsprechend des hausinternen und verdéffentlichter Tierversuchsprotokolle wurde die Nar-
kose vor Beginn eines jeden Versuches neu im Verhéltnis 1 (Fentanyl) : 10 (Medetomidin) :
100 (Midazolam) angemischt. So erhielt jedes Tier zur Narkoseeinleitung 500ug/kg Korper-
gewicht Medetomidin, 5mg/kg Korpergewicht Midazolam und 50ug/kg Korpergewicht
Fentanyl. Die Narkoseeinleitung erfolgte nach laboriiblichem Standard durch intraperitone-
ale Applikation des Anadsthesiegemisches in den linken Unterbauch. Die erzielte Narkosetiefe
wurde durch Uberpriifen eines negativen Lid- und Umdrehreflexes, sowie einer negativen

Schmerzantwort bei erhaltenen Atemexkursionen festgestellt.

Abb. 13: Fotographische Darstellung verschiedener mikrochirurgischer Schritte zur Realisierung der anasthesiologischen
Uberwachung im Rahmen der Tierversuchs. Links: Stumpfe Freipraparation der rechten Glandula submandibularis (*) aus
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dem umliegenden Bindegewebe. Rechts: Scharfes Absetzen der rechten Glandula submandibularis (*) nach vorheriger
Elektrokoagulation des versorgenden GefaRstiels. + = M. sternocleidomastoideus.

Zur Uberwachung von Narkose und intraoperativer Kreislauffunktionen wihrend des gesam-
ten Experiments erfolgte eine kontinuierliche, intraarterielle Uberwachung der hamodyna-
mischen Parameter (vgl. 3.3.1). Hierzu erfolgte die Positionierung des Versuchstieres in
Riickenlage auf dem erwadrmten Operationstisch unter dem Operationsmikroskop unter
leichter Uberstreckung des Kopfes zur Erleichterung der bei Nagetieren obligaten Nasenat-
mung, sowie abduzierender Auslagerung der Extremitaten. Im weiteren Verlauf wurde die
Rasur und Hautdesinfektion des Versuchstieres im ventralen Abdominal-, Thorax- und Hals-
bereich durchgefiihrt. Ferner erfolgte eine oberflachliche, quer verlaufende Hautinzision von
der Fossa jugularis zum rechts-lateralen Rand der Mandibula mit der Schere. Das sich nun
aufspannende Platysma wurde stumpf mit zwei Pinzetten er6ffnet und disseziert. Hierdurch
wurde die rechtsseitige Glandula submandibularis freigelegt, welche im weiteren Schritt re-
seziert wurde (Abb. 13). Somit konnten der M. sternocleidomastoideus und der M.
omohyoideus im nachsten Schritt ebenfalls jeweils ansatz- und ursprungsnah elektrokoagu-
liert und durchtrennt werden. Durch dieses Mandver kam die Arteria carotis communis
(ACC) dextra Uber eine weite Strecke gut zum Vorschein und konnte stumpf vom umliegen-
den lymphatischen Gewebe unter Schonung des Nervus vagus freiprapariert werden (Abb.

14).

Abb. 14: Fotographische Darstellung verschiedener mikrochirurgischer Schritte zur Realisierung der anasthesiologischen
Uberwachung im Rahmen der Tierversuchs. Links: Stumpfe Abpraparation der A. carotis communis dextra (*) aus dem
umliegenden lymphatischen Gewebe und vom N. vagus (#). Rechts: Vorlegen der kranialen und kaudalen Ligatur um die
rechte A. carotis communis (*) vor Einflihren des Katheters.
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Die ACC wurde nun nach distal mit einer Ligatur ligiert und nach proximal mit einer GefaR-
klemme temporar verschlossen. Nach proximal wurde ebenfalls eine Ligatur vorgelegt (Abb.
14). Nun erfolgte die oberflachliche fischmaulartige Er6ffnung des GefaRlumens mit der
Mikroschere, in welches der zuvor mit Heparin-Kochsalzlosung gespiilte Polyethylen-Kathe-
ter mit Hilfe des Gefalidilatators eingefiihrt wurde. Hiernach wurde die proximal applizierte
Gefallklemme gedffnet und der Katheter mit der vorgelegten Ligatur im GefaBlumen fixiert
(Abb. 15). Der arterielle Mitteldruck, wie auch die Herzfrequenz konnten somit mit dem
Elektromanometer, welches iber den Druckwandler mit dem arteriellen Katheter verbunden

war, kontinuierlich gemessen und ausgewertet.

Abb. 15: Fotographische Darstellung verschiedener anasthesiologischer Schritte im Rahmen der Tierversuchs. Situs der A.
carotis communis rechts (*) mit eingebrachtem arteriellen Katheter.

3.2.3 Operationsablauf

3.2.3.1 Induktion von Ischémie und Reperfusion
Nach Einleitung der Narkose, Etablierung einer intraarteriellen, himodynamischen Uberwa-
chung und gegebenenfalls vollzogener medikamentéser Vorbehandlung (vgl. Kapitel 3.5)
konnte zunachst eine oberflachliche Medianlaparotomie mit der chirurgischen Schere von
der Symphysis pubica bis zum Sternum durchgefiihrt werden. Hierbei wurde darauf geach-
tet, dass zunachst lediglich die Haut eroffnet wurde. Daraufhin erfolgte die mediane
Langseroffnung von Abdominalfaszie und Peritoneum unter penibler Schonung intraabdo-
minell befindlicher Organe und Gefal3strukturen. Nun wurde der Grof3teil des mobilen
Darmpakets des Versuchstieres mit Hilfe von Wattestabchen nach ex situ, lateral der linken
Kérperhélfte verlagert, um eine bessere Ubersicht iiber die Leber und ihre versorgenden
Strukturen zu erhalten. Zum Schutz des Darmes wurde dieser lediglich mit Wattestdbchen

stumpf mobilisiert und in eine feuchte, mit Kochsalzlésung getrankte Kompresse gewickelt.
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Somit konnten tGbermaRige Flissigkeits- und Temperaturverluste Gber den Darm vermieden
werden. Zudem wurde der Darm auf Zeichen der apperenten Distension hin untersucht, um
auszuschlieBen, dass die zuvor intraperitoneal zu applizierende Medikation unwillkirlich

intraluminal verabreicht wurde.

Die Leber der Maus ist in drei Lappen und insgesamt sechs Segmente unterteilt. Diese wer-
den in der Mausanatomie im Uhrzeigersinn als rechtes posteriores Segment (RPS), rechtes
mittleres Segment (RMS), rechtes anteriores Segment (RAS), linkes anteriores Segment
(LAS), linkes posteriores Segment (LPS) und omentales Segment (OS) bezeichnet (240) (Abb.
16A). In der hier beschriebenen Studie wurde eine Ischdmie des RAS, LAS und LPS erzeugt,
was je nach Literaturangabe einem der Ischamie zugefiihrten Leberanteil von 65 — 70% ent-
spricht (240-242). Die folgenden Praparationsschritte wurden entsprechend der etablierten

Protokolle der Arbeitsgruppen um Hori (240) und Mitchell (243) durchgefiihrt.

Nach der vorbeschriebenen Exposition der Leber wurde zur besseren Mobilisation der Le-
berlappen, in welchen ein Ischamie-Reperfusionsschaden induziert werden sollte, zunachst
das Ligamentum falciforme bis auf die Ebene der suprahepatischen Vena cava inferior mit
der Mikroschere scharf durchtrennt. In der weiteren Folge erfolgte die scharfe Dissektion
der membrands-ligamentaren Strukturen zwischen LPS und dem Zwerchfell, sowie zwischen
LPS und OS (Abb. 16B). Dariliber hinaus wurde die Membran, die zwischen LAS und LPS
einerseits und Leberhilus und Gastroduodenaltrakt andererseits verlauft, ebenfalls scharf
durchtrennt. Dies hatte zur Folge, dass sich nun RAS, LAS und LPS komplett mobil prasentier-
ten und lediglich Gber ihren gemeinsamen, zum Leberhilus ziehenden Pedikel fixiert waren
(Abb. 16C). Dieser gemeinsame Pedikel, in welchem die jeweilig versorgenden Pfortader-,
Leberarterien- und Gallengangsaste der genannten Lebersegmente verlaufen, wurde im
nachsten Operationsschritt mit einer MikrogefaRklemme versorgt und abgeklemmt (Abb.
16D). Hiernach war eine rasche Entfarbung zu blass-rosa von RAS, LAS und LPS als Zeichen
der Ischamieinduktion zu verzeichnen (Abb. 16E). Parallel wurde darauf geachtet, dass es zu
keiner Entfarbung der anderen Lebersegmente gekommen war, um eine Fehlpositionierung
der GefaRklemme auszuschliefen. Die Ischamiezeit betrug 60 Minuten, in welchen das Ab-
domen intermittierend mit warmer Kochsalzlésung versorgt wurde und mit Hilfe von Klem-
men provisorisch verschlossen wurde, um eine addaquate, peritoneale Flussigkeitssubstitu-

tion auf der einen Seite aufrechtzuerhalten und eine GbermaRige Flissigkeitsverdunstung
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Uber das Abdomen auf der anderen Seite zu vermeiden. Zuvor wurde das externalisierte

Darmpaket naturgemaf} wieder nach intraabdominell replatziert.

Abb. 16: Fotographische Darstellung verschiedener operativer Schritte des Tierversuchs. A: Lebersitus nach Externalisierung
des Darmpakets. RPS = rechtes posteriores Segment; RMS = rechtes mittleres Segment; RAS = rechtes anteriores Segment;
LAS = linkes anteriores Segment; LPS = linkes posteriores Segment; OS = omentales Segment; N= rechte Niere; GB = Gallen-
blase; Z = Zwerchfell. B: Praparation und Dissektion des Ligaments zwischen LPS und OS. C: Darstellung des gemeinsamen
Pedikels (*) von RAS, LAS und LPS nach entsprechender Freipraparation. D: Applikation eines Mikroclips auf den gemeinsa-
men Pedikel (*) von RAS, LAS und LPS. E: Lebersitus nach Ischdmie-Induktion. RAS, LAS und LPS présentieren sich im Ver-
gleich zu den anderen Lebersegmenten deutlich entfdrbt. F: Dunkelrotfarbung von RAS, LAS und LPS nach Entfernung des
Mikroclips in der Reperfusionsphase.
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Nach 60-mintiger Ischdamiezeit und konsekutiver Re-Externalisierung des Darmpakets
wurde die applizierte GefalRklemme vom gemeinsamen Pedikel des RAS, LAS und LPS ent-
fernt, woraufhin eine zligige, homogene Dunkelrotfarbung der betroffenen Lebersegmente
festzustellen war (Abb. 16F). Die nun folgende Reperfusionszeit betrug 90 Minuten, in wel-
chen nach Replatzierung des Darms erneut intraperitoneale Flissigkeitssubstitution mit
warmer Kochsalzlésung und ein provisorischer Abdominalverschluss vollzogen wurden. Nach

abgelaufener Reperfusionszeit erfolgte die Exsanguinierung und Probenasservation.

3.2.3.2  Scheinoperation
In der Kontrollgruppe zu der dargestellten Versuchsreihe wurde eine Scheinoperation ohne
Induktion eines postischamischen Leberschadens durchgefiihrt. Hierzu erfolgten Narkose-
vorbereitung, Narkosedurchfilhrung und intraarterielle hiamodynamische Uberwachung
analog zur Experimentalgruppe. Ebenfalls wurde die vorbeschriebene Operation bis zur Pra-
paration der Leber identisch durchgefiihrt. Die ligamentdar-membrandsen Strukturen um
RAS, LAS und LPS wurden wie in 3.2.3.1 dargestellt einschlielRlich des Ligamentum falciforme
scharf durchtrennt, um eine stumpfe Mobilisation der Leber zu erméglichen. Nach diesem
Schritt wurden die praparatorischen Schritte beendet. Es wurde keine Intervention im Be-
reich der hilaren Strukturen oder des Leberpedikels durchgefiihrt. Das Darmpaket wurde
nun nach intraabdominell replatziert und fir eine ausreichende intraperitoneale Flissig-
keitszufuhr mit warmer Kochsalzlosung gesorgt. Auch in der scheinoperierten Gruppe wurde
ein provisorischer Abdominalverschluss mit einer Klemme vollzogen. Um eine zur Experi-
mentalgruppe vergleichbare Operationszeit zu erzielen, wurde eine Operationspause von

150 Minuten eingehalten.

3.2.4 Probenasservation
Zum Ende des operativen Eingriffes wurde mit der Asservation der fiir die weiteren Analysen
bendtigten Proben begonnen. Hierzu erfolgte zunachst die Exsanguinierung des Versuchstie-
res, um einerseits eine adaquat zu verarbeitende Menge Blut fir die Serumprobe zu gewin-

nen und andererseits eine etablierte Form der Euthanasie einzuleiten (244).

Nach Ablauf des operativen Ablaufs wurde das Darmpaket erneut stumpf externalisiert, um
die infrahepatische Vena cava inferior freizulegen. Diese wurde im Folgenden mit einer 25G-
Kanile etwas kranial der Bifurkation punktiert und durch sanfte Aspiration so lange exsan-

guiniert, bis kein relevanter Blutriickstrom mehr festzustellen war. Das gewonnene Blut
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wurde nun in ein Serum-Probengefald mit Gerinnungsaktivator Giberfiihrt. Im weiteren post-
operativen Verlauf konnte das Blut entsprechend der Herstellerangaben bei 10.000 x g fir 5
Minuten zentrifugiert und das Serum abpipettiert werden (245). Das Serum wurde dann bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren gelagert.

Als nachster Schritt wurde die Explantation der fiir diesen Versuchsaufbau relevanten Leber-
segmente durchgefiihrt. Aufgrund der zuvor durchgefiihrten Freipraparation von RAS, LAS
und LPS von ligamentaren Strukturen war lediglich die Durchtrennung des gemeinsamen
Pedikels mit der Mikroschere von Noten, um die Lebersegmente von den hilaren Strukturen
zu l6sen. Durch die Durchtrennung der dorsal gelegenen Vena cava inferior lieRen sich die
Lebersegmente schlussendlich vollstandig explantieren. Nun erfolgte die Trennung der Le-
bersegmente mit dem Skalpell. Das LPS wurde nun in ein mit 4%igen Formalin gefilltes Pro-
bengefdR Gberfihrt. Das LAS und RAS wurden in ein stickstoffsicheres Probengefall einge-
bracht, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Das in
Formalin fixierte LPS wurde zur weiteren analytischen Aufarbeitung entsprechend des haus-
eigenen Protokolls in Paraffin gegossen. Zuvor bedurfte es hierzu der gewebeschonenden
Entwasserung des Gewebes mit Hilfe des etablierten, laboratorischen Prozesses der aufstei-
genden Alkoholreihe. Nach Ausguss, Abkiihlung und Aushartung des Paraffinblocks auf der
Kihlplatte konnte dieser bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemparatur gelagert wer-

den
3.3  Analyseverfahren

3.3.1 Makrohamodynamik
Wahrend des gesamten operativen Ablaufs wurden die Parameter der Makrohdamodynamik
Uberwacht (vgl. 3.2.2). Hierzu wurde das mechanische Signal des Blutflusses (iber den
gespllten, luftfreien und in die rechte Arteria carotis communis eingebrachten Katheter an
einen Druckwandler weitergeleitet. Dieser ermoglichte die Umwandlung des mechanischen
in ein elektrisches Impedanzsignal, welches wiederum selbst zur Auswertung an ein Elektro-
manometer fortgeleitet wurde. Somit gelang die kontinuierliche, graphische Darstellung der
Blutdruckkurven mit automatischer Berechnung von arteriellem Mitteldruck und Herzfre-
quenz. Die Dokumentation dieser Daten erfolgte im flinfmin(tigen Intervall. Neben der ver-

suchsgruppenspezifischen Auswertung der hamodynamischen Parameter konnte somit eine
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problemlose, fortwahrende Uberwachung der Narkosetiefe, welche gegebenenfalls medi-

kamentos angepasst werden konnte, gewahrleistet werden (vgl. 3.2.2).

3.3.2 TUNEL-Assay

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und
Gerdte

Hersteller

InSitu Cell Death Detection Kit,
Fluorescein (50 Tests)

Xylol

Ethanol in einer Konzentration von
100%, 96%, 80% und 70%

Destilliertes Wasser
Agua ad injectabilia
Proteinase K, 5ml

DNAsel, grade |

VECTASHIELD® Hard Set Mounting
Medium Hard with DAPI H-1500

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
pH-Kontroll-Lésungen mit pH = 4,00, pH
=7,00 und pH =10,00
Elektroden-Losung
Pinzette 130mm, stumpf
Kurzzeitmesser, 3-zeilig
Glaskasten 105x85x70
Farbegestell 85x60x45
Drahtbuigel
Reaktionsgefal3, 1,5ml
Menzel® Deckglaser 32 x 50mm
Pipettenspitzen blau, gelb
Feuchte Kammer
Pipetten in diversen GroRen
pH-Messer
Prazisionswaage

Heizplatte mit Rihrfunktion

Fluoreszenzmikroskop mit

Kameraanschluss

Hoffmann-La Roche AG, Basel (CH)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Apotheke des Klinikums der Universitat Minchen, Miinchen (D)

Apotheke des Klinikums der Universitat Miinchen, Minchen (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Hoffmann-La Roche AG, Basel (CH)
Hoffmann-La Roche AG, Basel (CH)

Vector Laboratories Inc., Burlingame (USA)

Merck KGaA, Darmstadt (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

HANNA Instruments Deutschland GmbH, Vohringen (D)

HANNA Instruments Deutschland GmbH, Véhringen (D)
Mollenkopf GmbH, Stuttgart (D)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Eppendorf AG, Hamburg (D)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)
Eppendorf AG, Hamburg (D)
Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach (D)

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG, Weilheim (D)

Sartorius AG, Gottingen (D)
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen (D)

Carl Zeiss AG, Jena (D)

Tab. 3: Tabellarische Darstellung der fiir den
Laborbedarf mitsamt Herstellerangaben.
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Um das Ausmal} des durch den hepatischen Ischamie-Reperfusionsschaden verursachten
Zelltod ermitteln zu kénnen, wurde die quantitative Ermittlung des Zelltodanteils im hepati-
schen Gewebe mittels TUNEL-Assay durchgefiihrt. TUNEL stellt hierbei die Abkirzung fir
,terminal deoxy-nucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end-labeling” (246) dar.
Diese immunhistochemische Farbemethode macht sich die Fahigkeit von TdT zu Nutze, an
freie Doppelstrangenden der DNA zu binden, die vorher durch das Aufbrechen derselbigen
entstanden sind (246, 247). Das Aufbrechen der DNA, beispielweise durch apoptosespezifi-
sche Endonukleasen, und das daraus resultierende Auftreten von DNA-Fragmenten und
freien DNA-Enden stellt ein Charakteristikum des Zelltods, allen voran des durch Apoptose
eingeleiteten Zelltods, dar (248-251). Aus dieser Erkenntnis wurde eine Technik entwickelt,
solche DNA-Fragmente flir eine konsekutive Analyse kenntlich zu machen und somit abge-
storbene Zellen identifizieren zu kdnnen (252). Hierzu werden zumeist modifizierte Nucleo-
tide, wie das in diesem Fall verwendete Fluorescein-dUTP, benutzt, welches in einer Reak-
tion, die durch TdT katalysiert wird, an die freien 3-OH-Enden fragmentierter DNA binden
kann (253). Das in dem Nucleotid-Polymer mit dUTP eingeschlossene Fluorescein ist ein

Triphenylmethan-Farbstoff mit fluoreszierenden Eigenschaften (254).

Um das zu untersuchende Lebergewebe der in-situ Fluoreszenz-Farbung zuganglich zu ma-
chen, wurden aus den in Paraffin gegossenen Leberlappen Gewebeschnitte von zwei Mikro-
meter Dicke angefertigt. Diese wurden ferner mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe ent-
paraffiniert und rehydriert. Es folgte eine Inkubation mit Proteinase K, um ein Trennen der
Zellkerne aus samtlichen Proteinverbindungen zu ermoglichen und somit die freien DNA-
Enden in den Zellkernen einer Bindung mit Fluorescein-dUTP zuganglich zu machen (252).
Nun konnte die TUNEL-Reaktion gestartet werden, indem die TdT- und Fluorescin-dUTP-hal-
tige Losungen auf die Gewebeschnitte aufgebracht und inkubiert wurden. Nach Auswaschen
der TUNEL-Losungen mit PBS war ein Eindecken der Gewebeschnitte mit einem DAPI-halti-
gen Mounting Medium moglich. Als Positivkontrolle wurde Lebergewebe verwendet, bei
welchem zuvor samtliche DNA mit Hilfe von DNAse | gespalten wurde und somit in jedem
Zellkern ein TUNEL-positives Signal erzeugt wurde (Abb. 17A). Die Negativkontrolle stellte
Gewebe dar, welches lediglich mit Fluorescein-dUTP, jedoch nicht mit TdT verarbeitet
wurde. Durch den fehlenden Katalysator TdT war somit ein Binden von Fluorescin-dUTP an

die freien DNA-Enden nicht moglich (Abb. 17B).
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Die Analyse der auf beschriebene Weise angefertigten TUNEL-Assays erfolgte mit Hilfe des
etablierten Verfahrens der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Exzitationswellenlange von
450-500 Nanometern, sowie einer Emissionswellenlange von 515-565 Nanometern zur De-
tektion von Fluorescin (253, 255). Das Eindeckmedium enthielt zudem DAPI, welches eben-
falls einen Fluoreszenzfarbstoff darstellt, der zuverldssig bei einer Exzitationswellenldnge von
360 Nanometern und einer Emissionswellenldnge von 460 Nanometern samtliche Zellkern-
DNA detektiert (256, 257). Somit konnte eine gleichmaRige Farbekontrolle der Gewebe-
schnitte gewahrleistet werden (Abb. 17C), welche durch das Computerprogramm des
Fluoreszenzmikroskops mit der Fluorescin-Detektion kombiniert werden konnte (Abb. 17D).
Samtliche Gewebeschnitte wurden bei 10-facher VergrofRerung unter dem Fluoreszenz-
mikroskop untersucht. Pro Gewebeschnitt wurden 10 Bilder aus unterschiedlichen Arealen

angefertigt, um somit den gesamten Gewebeschnitt mittels optischer Flachenfraktionsana-

lyse auswerten zu kénnen (vgl. 3.4.2).

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Lebergewebeschnitte bei 10x-VergrofRerung.
A: Positivkontrolle des TUNEL-Assays mit Fluorescin bei einer Exzitationswellenlange von 450nm, sowie einer Detektions-
wellenlange von 515nm; Samtliche Zellkerne sind griin fluoreszenzmarkiert als Zeichen der ubiquitdren DNA-Spaltung. B:
Negativkontrolle des TUNEL-Assays mit Fluorescin bei einer Exzitationswellenlange von 450nm, sowie einer Detektionswel-
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lenldnge von 515nm; Keine fluoreszenzmarkierten Zellen sind nachweisbar. C: Farbekontrolle mit DAPI bei einer
Exzitationswellenldnge von 360nm, sowie einer Detektionswellenlange von 460nm; Samtliche Zellkerne sind blau fluores-
zenzmarkiert. D: Ubereinander gelegte Aufnahme desselben Gewebeschnitts der DAPI-Firbekontrolle und des TUNEL-
Assays mit Fluorescin; Samtliche Zellkerne sind blau fluoreszenzmarkiert, abgestorbene Zellen griin.

3.3.3 Gewebelyse, Proteinmengenbestimmung und Western-Blot-

Untersuchungen

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und

. Hersteller
Gerate
Nunc Nalgene™ 96 Well Plate Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)
Pierce™ BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)

ReaktionsgefalRe in verschiedenen
Eppendorf AG, Hamburg (D)

GroBen

Petrischale Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht (D)

Einmalskalpell B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Micropistillmérser Eppendorf AG, Hamburg (D)

Zelllysepuffer (10x) Cell Signaling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main (D)

DL-Dithiothreitol-Losung (DTT) Merck KGaA, Darmstadt (D)
Protease-Inhibitor Merck KGaA, Darmstadt (D)

Vmax Kinetic ELISA Microplate Reader Molecular Devices, LLC, San José (USA)

Software “Softmax” Molecular Devices, LLC, San José (USA)
Ultraschall-Homogenisator Sartorius AG, Gottingen (D)

Pipettierhilfen und Pipettenspitzen in
. . Eppendorf AG, Hamburg (D)
verschiedenen GroRen

Tab. 4: Tabellarische Darstellung der fiir Gewebelyse und Proteinmengenbestimmung verwendeten Reagenzien, Verarbei-
tungsinstrumente und Laborbedarf mitsamt Herstellerangaben.

Die Evaluation der Zelltodmechanismen machte eine Untersuchung verschiedener
proapoptotischer Proteine unabdingbar. Die Enzymquantifizierung wurde in diesem Fall mit
Hilfe des etablierten Western Blot-Verfahrens im Rahmen einer Gelelektrophorese durch-
geflihrt (258-261). Hierflir war zunachst die Aufarbeitung der postischamischen Leberlappen
im Rahmen einer Gewebelyse erforderlich. Teile des bei -80°C gelagerten LAS und RAS (vgl.
3.2.4) wurden hierzu mit einem Micropistill gemorsert und mit Zelllysepuffer gemischt, um
eine Homogenisierung zu erreichen und ein vorzeitiges Denaturieren der im Gewebe enthal-
tenen Proteine zu verhindern (262). Nach Inkubation, Ultraschall-Homogenisation und
Zentrifugation bei 20.000 x g konnte das fertige Lysat abpipettiert und bis zur weiteren Ver-

arbeitung bei -80°C gelagert werden.

Aufgrund der Tatsache, dass naturgemal verschieden grolRe Gewebestiicke zur Lyse ver-

wendet wurden, unterschieden sich die Lysate zunachst in ihrem Gesamtproteingehalt. Da
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eine identische Proteinbeladung der verschiedenen Proben fiir eine addaquate Western Blot-
Untersuchung jedoch essentiell ist (263), erfolgte im weiteren Schritt eine Proteinmengen-
bestimmung der einzelnen Lysate. Hierzu wurden die Probenlysate einem Bicinchoninsaure-
Assay (BCA) unterzogen, der es sich zu Nutze macht, dass Proteine in alkalischem Milieu
zweifach geladene Kupferionen (Cu®*) zu einfach geladenem Cu* reduzieren (264). Dieses
einfach geladene Kupferion bildet zusammen mit dem hinzugefiigten BCA einen Chelatkom-
plex violetter Farbe, welcher direkt proportional zur Proteinmenge Licht einer Wellenlange
von 562 Nanometern absorbiert (265, 266). Durch den im ELISA-Mikroplatten-Lesegerat ge-
messenen Anteil an absorbiertem Licht konnte nach Bearbeitung durch die zugehorige Soft-
ware der Proteingehalt im Lysat im Verhaltnis zu zuvor festgelegten Standardproteinver-
diinnungen von Albumin bestimmt werden (265). Es wurden stets 3 Proben pro Lysat unter-
sucht, aus deren quantifiziertem Proteingehalt ein Mittelwert fir die weitere Verarbeitung

gebildet wurde.

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und
. Hersteller
Gerate

Pipettierhilfen und Pipettenspitzen in
. . Eppendorf AG, Hamburg (D)
verschiedenen GroRen
Reaktionsgefale in verschiedenen
. Eppendorf AG, Hamburg (D)
GréRen
Primare Antikdrper gegen murine
ERK1/2, Phopho-ERK1/2, Caspase-3,

SAPK/INK, Phospho-SAPK/INK und PARP,

jeweils aus Hase gewonnen

Cell Signaling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main (D)

Sekundarer Antikorper gegen Hasen-IgG,
gebunden an Meerrettichperoxidase Cell Signaling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main (D)
(HRP), aus Ziege gewonnen
Monoklonaler Antikérper gegen murine
Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), aus Hase
gewonnen

Cell Signaling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main (D)

Proteinstandard Precision + Protein Dual
Color Standard (500ul)

Rontgenkassette Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)

Amersham™ Hyperfilm ECL
Chemilumineszenzfilm
Polyvinylidenfluorid (PVDF) - Membran

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg (D)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)

(0,2 pm)
Whatman™ Filterpapier GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg (D)
Trisaminomethanhydrochlorid (TRIS-HCI) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
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Glycin
Natriumchlorid (NaCl)
Bromphenolblau
Bovines Serumalbumin (BSA), biotinfrei

Pinzette mit flachen Enden
10 x SDS Gelelektrophorese-Puffer
(Tris/Glycin/SDS)
SuperSignal® Chemilumineszenz-Losung
Glycerin
Methanol
Polysorbat-20 (Tween® 20)
2-Mercaptoethanol
Destilliertes Wasser
30% Acrylamid-Mix
1,5M TRIS (pH 8,8)
Ammoniumpersulfat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Ponceau S
Mini-Protean® 3 Elektrophorese-System
PowerPac™ 300 Elektrophorese-Netzteil
Biometra® WT16 Wipptisch
SCOPIX LR 520 Rontgenentwickler

Mini-Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell + Schwdmmchen

Blotter flir Semi-Dry-Methode

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Mollenkopf GmbH, Stuttgart (D)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)
Apotheke des Klinikums der Universitat Miinchen, Miinchen (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg (D)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)
Biometra GmbH, Gottingen (D)

Agfa HealthCare GmbH, Bonn (D)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen (D)

Tab. 5: Tabellarische Darstellung der fiir den Western-Blot verwendeten Reagenzien, Verarbeitungsinstrumente und
Laborbedarf mitsamt Herstellerangaben.

Entsprechend der hausinternen Protokolle und in Anlehnung an multiple Veréffentlichungen
wurden in der weiteren Folge die Western Blot-Analysen vorbereitet und durchgefiihrt (261,
263, 267, 268). Hierzu mussten zundchst die Proteine per Gelelektrophorese in ein Poly-
acrylamid-Gel eingebracht und entsprechend ihrer GroRRe aufgetrennt werden. In dem hier
beschriebenen Experiment wurde zundchst ein SDS-haltiges TRIS-Glycin-Gel mit 15%-igem
Polyacrylamidanteil als Trenngel und ein dariiber gelagertes Sammelgel mit 5%-igem Poly-
acrilamidanteil gegossen. Die jeweils 20 pg gesamtproteinenthaltenden Probenlysate wur-
den nun mit einem SDS-haltigen Gel-Auftrags-Puffer versetzt und in die Probenaussparungen
des Sammelgels eingebracht. Da an den Gelen nach Herstellung und Bestlickung mit Proben,
Proteinstandard, Negativ- und Positivkontrollen in Gelelektrophorese-Puffer lagernd eine

Spannung angelegt wurde, wurden die nun negativ geladenen Proteinen entsprechend ihrer
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Molekillmasse absteigend weit zur unterhalb des Gels angebrachten Anode gezogen. An-
hand des in der ersten Spalte eines jeden Gels eingebrachten Proteinstandards mit vordefi-
nierten ProteingréRen konnten Proteine in den Lysatproben beziiglich ihrer Molekilmasse

eingeschatzt werden.

Der Transfer der Proteine vom Gel auf eine Membran, welche zur spateren Immundetektion
von Proteinen verwendet wurde, erfolgte mittels Semi-Dry-Blotter-Methode. Hierbei wurde
erneut ein elektrisches Spannungsfeld zwischen Gel und der Polyvinylidenfluorid (PVDF) —
Membran erzeugt, auf welche die Proteine (ibertragen werden sollten. Die durch SDS nega-
tiv geladenen Proteine folgten erneut dem natlrlichen Weg in Richtung der angelegten
Anode und damit auf die PVDF-Membran, welche in Transferpuffer getrankt wurde, um ei-
nerseits ein Milieu fiir den Proteintransfer aufrecht zu erhalten und andererseits die Hydro-
phobie der Membranoberflache zu reduzieren (269). Der Erfolg des Proteintransfers wurde

umgehend mit einer reversiblen Proteinfarbung mit Ponceau S getestet (270).

NH Hzoz

+ N, + Visible
2

NH  HRrP Light
0”/ @t NH, O NH, O
! Luminol 3-aminophthalate
e
2°Ab E-_-
1°Ab o :
- a— — S —— N ——— —
.
//////////mﬁ{;/ =

Abb. 18: Links: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Immundetektion eines Proteins mittels Chemilumines-
zenz. Der primédre Antikorper (1°Ab, Quelle: Hase) bindet an das membranstdndige Protein, gegen das er gerichtet ist. Der
sekundare Antikorper (2°Ab) ist gegen Hasen-IgG gerichtet und bindet daher an den primaren Antikorper. Die an den se-
kundaren Antikorper konjugierte Meerettichperoxidase (HRP) katalysiert die Chemilumineszenzreaktion. Aus Cell Signaling,
2018 (271). Rechts oben: Reaktionsgleichung der Chemilumineszenzreaktion. Luminol wird mit Wasserstoffperoxid (H,0,)
katalysiert durch HRP zu 3-Aminopthalat oxidiert. Hierbei entsteht Stickstoff (N2) und sichtbares Licht. Aus: Farrell, 2010
(272). Rechts unten: Exemplarische Darstellung eines rontgenentwickelten Western-Blots von GAPDH. In der ersten Spalte
ist der nachgezeichnete Proteinstandard mit Farbmarkierungen bei 25 kDa und 75 kDa Proteinmasse dargestellt. In der
zweiten Spalte sind die Positivkontrolle, in der dritten Spalte die Negativkontrolle und in den restlichen Spalten Probenly-
sate mit Nachweis von GAPDH bei 37 kDa zu finden.

Die endgiiltige Darstellung der zu untersuchenden Proteine erfolgte mittels Immundetektion
und Chemilumineszenz (263, 267). Nach Blockierung der Membran mit 5%-igem bovinem

Serumalbumin (BSA) erfolgte die Inkubation mit dem im Blockierungspuffer geldsten pri-
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maren Antikérper fir das jeweils nachzuweisende Proteinantigen. Da in dieser Versuchs-
reihe lediglich Antikorper verwendet wurden, welche aus Hasen gewonnen wurden, erfolgte
im nachsten Schritt die Inkubation mit dem an Meerrettichperoxidase (HRP) gebundenen,
sekundaren Antikorper gegen Hasen-Immunglobulin G. Diese nun entstanden Komplexe aus
Proteinantigen, primdrem Antikorper und sekundarem Antikérper mit HRP konnten mit Hilfe
von Chemilumineszenzlosungen dargestellt werden (267) (Abb. 18). Das durch
Chemilumineszenzreaktion entstandene Licht konnte schlielllich bei kurzer Expositionszeit
auf einen Rontgenfilm gebracht und durch einen Réntgenentwickler sichtbar gemacht wer-
den (Abb. 18). Die somit dargestellten Proteinbanden entsprachen in Dichte und Dicke direkt

proportional dem effektiven Proteingehalt des dargestellten Proteins.

3.3.4 Laborchemische Serumanalysen

Photometrische Tests fiir Hitachi 917 Anbieter
Creatinine FS DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)
Bilirubin Auto Total FS DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)
Cholinesterase FS DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)
ASAT (GOT) FS (IFCC mod.) DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)
ALAT (GPT) FS (IFCC mod.) DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)
GLDH FS DGKC DiaSys Deutschland Vertriebs-GmbH, Flacht (D)

Tab. 6: Tabellarische Darstellung der fiir die laborchemischen Serumanalysen verwendeten, photometrischen Tests fir das
Laboranalysegerat ,Hitachi 917 der Firma Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz (CH).

In Kooperation mit dem Institut fir Laboratoriumsmedizin des Klinikums der Universitat
Minchen wurde das gewonnene Serum (vgl. 3.2.4) hinsichtlich des Gehalts verschiedener
laborchemischer Parameter mit Hilfe standardisierter Verfahren bestimmt. Maschinell ge-
stitzt konnte so der Gehalt des Nierenretentionsparameters Kreatinin, des Cholestasepara-
meters Gesamt-Bilirubin, des Lebersyntheseparameters Cholinesterase (ChE), sowie der Pa-
rameter der Leberzellschdadigung  Aspartat-Aminotransferase (GOT), Alanin-
Aminotransferase (GPT) und Glutamatdehydrogenase (GLDH) im Serum nachgewiesen
werden. Dies gelang durch die photometrischen Eigenschaften des Laboranalysegerats
yHitachi 917“ der Firma Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz (CH), und die

spezifisch fur dieses Gerat entwickelten und etablierten Testverfahren (Tab. 6).

Die Kreatininbestimmung im Serum erfolgte durch Zugabe von Pikrinsdaure im Rahmen eines

kinetischen Tests nach Jaffé (273). Hierdurch entstand ein orangeroter Farbkomplex, dessen
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Extinktion in der weiteren Folge bei 492 nm nach einer und zwei Minuten bestimmt wurde.
Die Differenz dieser beiden Extinktionsergebnisse verhielt sich hierbei direkt proportional zur

Kreatininkonzentration, welche somit errechnet werden konnte (273).

Durch die Zugabe von diazotiertem DCA zur Serumprobe war die Bestimmung von Bilirubin
moglich (274). Zunédchst wurde die Extinktion des Serums bei 546 nm nach Zugabe einer
Phosphatpufferlosung gemessen. In der weiteren Folge wurden Hydrogenchlorid (HCI) und
DCA zur Probe gegeben, welches mit direktem Bilirubin einen roten Azofarbstoff in saurem
Milieu bildet, dessen Extinktion ebenfalls bestimmt wurde (274). Aus der Extinktionsdiffe-

renz lieB sich dann der Gesamtbilirubingehalt errechnen (274).

Das Prinzip der Cholinesterasenbestimmung beruht auf dem Prinzip, dass Butyrylthiocholin
durch Cholinesterase zu Thiocholin und Butyrat hydrolysiert wird (275). Das hierbei entste-
hende Thiocholin wiederum kann gelbes Kaliumhexacyanoferrat(lll) zu farblosem Kalium-
hexacyanoferrat(ll) reduzieren (275). Dieser Farbverlust konnte bei 405 nm als
Extinktionsabnahme photometrisch nach definierten Inkubationszeiten im zeitlichen Verlauf

gemessen werden und ergab hierbei der Cholinesterasekonzentration (275).

GOT katalysiert die Reaktion von L-Aspartat und 2-Oxoglutarat zu L-Glutamat und Oxalacetat
(276). Fur den Indikatorschritt spielt hierbei das entstandene Oxalcetat die entscheidende
Rolle. Dieses wird namlich unter Verbrauch von NADH durch die Malatdehydrogenase zu L-
Malat und oxidiertem NAD" verstoffwechselt (276). NADH stellt hierbei die relevante Mess-
grolRe dar, da es bei UV-Licht von 340 nm photometrisch gemessen kann (277). Die GOT-
Konzentration steht hierbei in direkt proportionalem Verhaltnis zur Abnahme der NADH-Ex-

tinktion und liel8 sich somit errechnen (276).

Die GPT-Messung konnte analog durchgefiihrt werden, da erneut NADH die relevante Mess-
groRe darstellte (277). Der NADH-Verbrauch und damit deren Extinktionsabnahme resultier-
ten nun aus der durch die LDH katalysierte Reaktion von Pyruvat und NADH zu L-Lactat und
NAD" (278). Das Pyruvat selbst stammte aus der von GPT katalysierten Verstoffwechslung
von L-Alanin und 2-Oxoglutarat zu L-Glutamat und Pyruvat. So entsprach die Extinktions-

abnahme von NADH erneut direkt proportional der GPT-Konzentration (278).

NADH stellte auch bei der Bestimmung der GLDH-Konzentration die MessgroRe dar, deren

Extinktionsabnahme bestimmt wurde und aus der sich die GLDH-Konzentration kalkulieren
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lieR (279). Die Reaktion wurde durch die Zugabe von NADH zu a-Ketoglutarat und
Ammoniumacetat nach vorheriger Inkubation gestartet, da diese mit NADH und katalysiert

von GLDH zu L-Glutamat, NAD" und Wasser verstoffwechselt werden (279).

3.3.5 Glutathion-Messung
Um die Auswirkungen des Glutathion-Metabolismus untersuchen zu kénnen, wurde sich fiir
eine intrazelluldare, photometrische Messung von Substrat und Produkt der Glutathion-

Peroxidase 4 entschieden.

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und

. Hersteller
Gerate
Perchlorsaure (1,0 M) Merck KGaA, Darmstadt (D)
Phosphat-Puffer (0,1 M Kaliumphosphat;
5mM Ethylendiamintetraessigsaure Merck KGaA, Darmstadt (D)

(EDTA), pH: 7,4)
5,5'-Dithiobis-2-Nitrobenzoesaure
(DTNB; 1 mM)
Reduziertes Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH; 5 mM)

Glutathionreduktase (GR; 24 U/ml) Hoffmann-La Roche AG, Basel (CH)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Hoffmann-La Roche AG, Basel (CH)

Standard-GSSG-Stocklosung (1 mM) Merck KGaA, Darmstadt (D)
Perchlorsaure (1,0 M) mit EDTA (2 mM)
und N-Ethylmaleimid (NEM; 50 mM)
N-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS;
0,3 M)

Kalilauge (KOH) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)
Macherey-Nagel™ Chromafix™ C18
Festphasenextraktionskartuschen
Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)

Destilliertes Wasser Apotheke des Klinikums der Universitat Miinchen, Minchen (D)

Pipettierhilfen und Pipettenspitzen in
. . Eppendorf AG, Hamburg (D)
verschiedenen GroRen

ReaktionsgefalRe in verschiedenen

i Eppendorf AG, Hamburg (D)
GroRen

Spektrophotometer Beckman Coulter GmbH, Krefeld (D)

Tab. 7: Tabellarische Darstellung der fiir die Glutathion-Bestimmung verwendeten Reagenzien, Verarbeitungsinstrumente
und Laborbedarf mitsamt Herstellerangaben.

3.3.5.1 Bestimmung der Gesamt-Glutathionkonzentration
Zunachst erfolgte die Bestimmung des Gesamt-Glutathiongehalts im Lebergewebe ent-
sprechend des kinetischen, spektralphotometrischen Tests, der von Tietze et al. Im Jahre

1969 erstbeschrieben wurde (280). Hierzu mussten erneut Teile des schockgefrorenen LAS
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und RAS (vgl. 3.2.4) unter stetiger Kiihlung mit fllissigem Stickstoff mit einem Micropistill
gemorsert werden. Das nun pulverisierte Lebergewebe wurde mit Perchlorsdure gel6st und
in der weiteren Folge bei 5000 x g zentrifugiert, so dass der proteinfreie Uberstand abpi-
pettiert, in Phosphat-Puffer verdiinnt und als Probenmaterial weiterverwendet werden
konnte. Der Probenansatz des Tietze-Tests wurde in der hier beschriebenen Versuchsreihe
durch die Mischung von Phosphat-Puffer, Probenmaterial, NADPH, DTNB und Glutathion-

reduktase gestartet.

Der kinetische Test nach Tietze macht sich das in Formel 1 dargestellte Prinzip zu Nutze.
Zwei GSH-Molekiile werden von DTNB zu GSSG oxidiert, wobei zwei TNB-Molekile entste-
hen. Wahrend sich DTNB farblos verhilt, stellt TNB in Losung einen gelben Farbstoff dar,
dessen Extinktion bei 412 Nanometern spektralphotometrisch erfasst werden kann (281).
Die DTNB-Reduktion verlauft hierbei nicht-enzymatisch, da sich DTNB durch eine hohe Re-
zeptoraffinitat fur Thiol-Gruppen auszeichnet, wie sie in reduziertem GSH zu finden ist (282).
Die Geschwindigkeit der TNB-Bildung, deren Extinktion im zeitlichen Verlauf erfasst wurde,
verhdlt sich konstant zur Gesamtglutathion-Konzentration, wenn jene konstant gehalten
werden kann (280). Dies gelingt, indem dem Probenansatz GR und NADPH zugegeben wer-
den. Das in der ersten Reaktion entstandene GSSG wird somit direkt durch die GR neben
Anfallen von NADP" zu 2 GSH-Molekiilen reduziert. Diese stellen nun wieder das Substrat der
ersten Reaktion dar, wodurch sich ein konstanter Reaktionskreislauf und eine konstante
TNB-Bildungsgeschwindigkeit ergeben. Diese wurde als Extinktionsdifferenz erfasst, aus wel-

cher sich die Gesamtglutathion-Konzentration errechnen liel (280).

2 GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB

GSSG + NADPH + H' L 2 GSH + NADP*

Formel 1: Schematische Reaktionsgleichungen der fiir den kinetischen Test nach Tietze relevanten chemischen Formeln.
Zwei GSH-Molekile werden von DTNB nichtenzymatisch zu GSSG oxidiert, wobei das gelbfarbene TNB-Molekil zweimal
anfallt. GSSG kann im néchsten Schritt von der Glutathionreduktase katalysiert in einer Reaktion mit NADPH erneut zu zwei
GSH-Molekiilen reduziert werden. Hierdurch wird eine konstante TNB-Bildungsgeschwindigkeit gewahrleistet.

3.3.5.2 Bestimmung der GSSG-Konzentration
Im néachsten Schritt konnte oxidiertes GSSG nachgewiesen werden. Dies gelang mit Hilfe ei-
ner abgewandelten Variante des Tietze-Tests, welche von Lauterburg et al. 1984 prasentiert
wurde (283). Wie bereits zuvor beschrieben wurde erneut schockgefrorenes Lebergewebe

unter flissigem Stickstoff pulverisiert. Dieses Mal erfolgte die Losung in Perchlorsdure, wel-
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cher zuvor EDTA und N-Ethylmaleimid (NEM) zugesetzt wurde. NEM hat in diesem Versuchs-
aufbau erhohte Relevanz, da es zuverlassig das im Lebergewebe befindliche GSH zu einem
stabilen Komplex bindet und somit die unweigerliche Autooxidation des GSH zu GSSG ver-
hindert (283). Das in Losung gebrachte Probenmaterial wurde im Folgenden erneut zentrifu-
giert, abpipettiert und auf einen pH von 6,2 eingestellt. Das lGberschiissige NEM musste nun
durch die Technik der Festphasenextraktion (SPE) eliminert werden, da sonst durch GSSG-
Reduktion in der Folge anfallendes GSH ebenfalls in NEM-Bindung gehen wirde. Nach Elimi-
nation des NEM konnten die isolierten Probenbestandteile mit Phosphatpuffer vom Sorbens
der SPE-Kartusche eluiert werden, so dass nun NEM-freies Probenmaterial gewonnen wer-
den konnte (284). Dieses Probenmaterial konnte nun wie in 3.3.5.1 beschrieben dem Tietze-
Test zugefiihrt werden. Das errechnete Ergebnis entsprach nun der oxidierten GSSG-Kon-
zentration im Gewebe, da zuvor intrahepatisch befindliches GSH fiir die Reaktion durch die

NEM-Konjugation unbrauchbar gemacht wurde.

3.3.5.3 Bestimmung der GSH-Konzentration
Das reduzierte GSH lieR sich nach Nachweis der Gesamt-Glutathionkonzentration, sowie der
GSSG-Konzentration errechnen. Da die Gesamt-Glutathionkonzentration der Summe der
Konzentration von GSH und GSSG entspricht, errechnete sich die GSH-Konzentration durch

Subtraktion der GSSG-Konzentration von der Gesamt-Glutathionkonzentration (Formel 2).

CGesamt—Glutathion = CGssc T CgsH Cesy = CGesamt—Glutathion — CGSSG

Formel 2: Mathematische Gleichungen zur Berrechnung der Stoffmengenkonzentration (c) von Gesamt-Glutathion (links)
und reduziertem GSH (rechts).

3.4 Auswertungsverfahren

3.4.1 Statistische Methoden
Die angewandten statistischen Verfahren zur Auswertung von Vergleichen und Ergebnissen
der Versuchsreihen in Bezug auf ihre jeweilige statistische Signifikanz wurden mit Hilfe des
Computerprogrammes ,,GraphPad Prism 7 for Windows” (Version 7.02) der Firma GraphPad
Software Inc., La Jolla (USA) durchgefiihrt. Ergebnisse mit einem p-Wert, der sich kleiner als
0,05 verhielt, wurden hierbei als signifikant angenommen. Die Software ermoglichte zusatz-
lich neben dem Errechnen von Mittelwert, Standardabweichung und des Standardfehlers
des Mittelwerts auch die graphische Auswertung und Darstellung der verschiedenen Test-

verfahren.
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In den hier beschriebenen Experimenten wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt und
kam zum Einsatz, wenn die Mittelwerte von exakt zwei Gruppen miteinander verglichen
wurden. Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde das etablierte Test-
verfahren der Varianzanalyse (ANOVA) angewandt. Da bei zunehmender Anzahl der mul-
tiplen Vergleiche im Rahmen der Varianzanalyse das Risiko fiir primdre Fehler steigt, wurden
nach Durchfiihrung einer ANOVA diese zuséatzlich mit einem Post-Hoc-Test nach Tukey, wenn
alle Mittelwerte einer Gruppe mit samtlichen anderen Mittelwerten verglichen werden soll-
ten, und nach Sidak, wenn lediglich Mittelwerte von Subgruppen miteinander verglichen

wurden, nachgetestet (285-288).

Wurde eine Proportion oder Differenz von zwei Gruppenmittelwerten mit der Proportion
oder Differenz von zwei gepaarten, anderen Gruppenmittelwerten verglichen, so wurden die
jeweilige Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwerts der Differenz manu-
ell errechnet, um diese in der weiteren Folge wieder einer Signifikanzanalyse zuzufiihren.

Hierzu wurden folgende Formeln angewandt (289, 290):

012 | 077 0x1-%;
1422 SE. = 17%X2

Oy—_%- = —_— ——
X17X2 ny ns Hx1-x3 N— —
X1—X2

Formel 3: Links: Mathematische Formel zur Berechnung der Standardabweichung o der Differenz X; — X, der Mittelwerte
der Gruppen x; und x,. n beschreibt die jeweilige GruppengroRe, o die Standardabweichung des jeweiligen Gruppenmit-
t_elweis. Rechts: Mathematische Formel zur Berrechnung des Standardfehlers SE des Mittelwerts p der Gruppendifferenz
X1 — X»p.
3.4.2 Optische Flichenfraktionsanalyse

Die Auswertung der in 3.3.2 angefertigten TUNEL-Assays der Lebergewebeschnitte erfolgte
mit optischer Flachenfraktionsanalyse. Hierzu wurde das Java-basierte Open Source-Bildver-
arbeitungsprogramm ,Imagel) 1.47v"“ verwendet, welches vom ,Laboratory for Optical and
Computational Instrumentation (LOCI)“ der University of Wisconsin-Madison (USA) vertrie-
ben wird (291). Das Programm ermoglicht vielfaltige Einsatzmoglichkeiten zur Bearbeitung
und Auswertung wissenschaftlich erfasster Bilder, insbesondere von mikroskopischen Auf-
nahmen (292). Um eine objektive Analyse der im TUNEL-Assay erfassten TUNEL-positiven
Zellen in den Gewebeschnitten zu ermoglichen, wurde der Anteil des TUNEL-positiven Sig-
nals an der Gesamtflache des Gewebeschnitts ausgewertet. Dieses verhalt sich direkt pro-

portional zu der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen und wurde im Weiteren fiir den Vergleich

zwischen den Gruppen verwendet. Die einzelnen Schritte der Auswertung sind in Abb. 19
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dargestellt. Um Hintergrundrauschen und Fehlanalysen zu unterdriicken, wurden zunachst
der Kontrast und die Helligkeit des Bildes so angepasst, dass lediglich das fluoreszierende
Signal als kraftiges Griin auf schwarzem Hintergrund Ubrig blieb. Im nachsten Schritt wan-
delte das Programm das griin-schwarze-Bildsignal in ein schwarz-weilRes Binarsignal um. Nun
konnte ,Imagel”“ den Anteil des schwarzen Signals an der Gesamtflache als , Area Fraction®,

zu Deutsch Flachenfraktion, errechnen.
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Abb. 19: Exemplarische Darstellung der Arbeitsschritte der Auswertung eines TUNEL-Assays mittels Flachenfraktionsanalyse
mit dem Programm ,Imagel“. A: Eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Gewebeschnittes in 10x VergréfRerung
nach TUNEL-Assay wird mit dem Programm gedffnet. B: Helligkeit (Brightness) wird reduziert und der Kontrast (Contrast) so
weit erhoht, dass lediglich die fluoreszenzmarkierten Zellen auf schwarzem Untergrund sichtbar sind (C). D: Mit der Bi-
nareinstellung des Programms wird aus dem griin-schwarzen Bild ein schwarz-weiRes Binarbild erstellt. E: Das Binarbild
kann mit Hilfe des Programmes ausgewertet werden und der Anteil der schwarzen Areale am Gesamtbild dargestellt wer-
den (rote Markierung). Diese Flachenfraktion entspricht direkt proportional dem Anteil abgestorbener Zellen.
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3.4.3 Optische Dichtemessung
Ebenfalls mit dem Programm ,Imagel“ erfolgte die Bearbeitung und Auswertung der Wes-
tern Blot-Ergebnisse. Die dargestellten Proteinbanden konnten nach Einscannen der auf
Rontgenfilm projezierten Western Blots einer automatisierten, optischen Dichtemessung
unterzogen werden, deren Arbeitsschritte in Abb. 20 dargestellt sind. Die hierbei erhaltenen
Dichtewerte verhielten sich direkt proportional zum jeweiligen Proteingehalt im Gewebe

und konnten daher zu weiterer Berechnung verwendet werden.

U | 1
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— —
- — ;
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C D
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File Edit Font Results
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2 12507.206465
3 56158.861436
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& 2614.961941
7 2544 5979380 —
q ]

Abb. 20: Exemplarische Darstellung der Arbeitsschritte der Auswertung eines Western Blots mittels optischer Dichtemes-
sung mit dem Programm ,Imagel“. A: Ein auf Rontgenfilm projizierter und aufgenommener Western Blot wird mit dem
Programm geoffnet. B: Die einzelnen Laufbahnen (hier der Proben ohne Positiv- und Negativkontrolle) mitsamt Proteinban-
den werden mit einem angepassten Rechteck markiert und automatisch vom Programm nummeriert (hier 1 — 7). C: Das
Programm erstellt aus den Dichtewerten der Laufbahnen Parabeln, die den Proteinbanden entsprechen. Das von der Basis-
linie abgehobene Grundrauschen entspricht der Farbung des Hintergrunds. Diese wird durch Einfligen einer Horizontallinie
auf Hohe des Grundrauschens fiir die Auswertung eliminiert. Durch Auswahl einer abgeschlossenen Parabel (hier die un-
terste) wird deren Flache unter der Kurve und damit der Dichtewert der Proteinbande berechnet (D).

Hierzu wurden zunachst die einzelnen Laufbahnen der Proteine auf dem Western Blot-Film
manuell im Programm ausgewahlt. Im nachsten Schritt erfolgte eine automatisierte Dichte-
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bestimmung der Proteinbanden innerhalb der Laufbahnen. Die Proteinbanden wurden nun
entsprechend ihrer Dichte als verschieden groRe Parabeln dargestellt. Die Basislinie neben
den jeweiligen Parabeln entsprach hierbei der Hintergrundfarbung, welche durch manuelles
Verlangern der Basislinie innerhalb einer jeden Parabel eliminiert wurde. Im letzten Schritt
wurde nun die Flache unter der Kurve fiir jede Proteinbande als Pixelflache berechnet, die
sich somit proportional zur Dichte der Proteinbande und eben deren Proteingehalt verhielt.
Western Blot-Ergebnisse wurden in der weiteren Folge lediglich als Relationen, zum Beispiel
als Proportion des phosphorylierten Anteils zum Gesamtanteil eines Proteins angewandt,
beziehungsweise zur Positivkontrolle eines Proteins, weshalb die Einheit Pixel in den Folge-

berechnungen wieder herausgekiirzt wurde.

3.4.4 Spektralphotometrie

Sowohl in Proteinmengenbestimmung mittels BCA-Assay (vgl. 3.3.3), als auch in der
laborchemischen  Serumanalyse (vgl. 3.3.4), sowie fiur den Nachweis der
Glutathionkonzentration im Lebergewebe (vgl. 3.3.5) wurde die Technik der Spektralphoto-
metrie angewandt. Die Photometrie ermdglicht als etabliertes Verfahren der Laboranalytik
die Bestimmung der Konzentration von gel6sten Substanzen in einer L6sung durch
Lichtabsorption, wenn die zu untersuchenden Substanzen farbige Eigenschaften besitzen
oder zuvor durch spezifische chemische Reaktionen in eine farbige Verbindung gebracht
wurden (293). Wird zur Detektion der Substanzen monochromatisches Licht, also Licht einer
spezifischen Wellenldnge verwendet, spricht man von Spektralphotometrie (294). Als MaR
fiir die Lichtundurchlassigkeit und somit fir die Absorptionsstarke eines Stoffes gilt die Ex-
tinktion des Lichtes einer bestimmten Wellenldnge, welche durch Photometer erfasst wer-
den kann (295). Als Grundlage fir die Spektralphotometrie gilt das Lambert-Beersche Gesetz
(Formel 4). Dieses besagt, dass sich die Extinktion eines Stoffes bei einer Wellenlange linear
proportional zu durchstrahlten Schichtdicke und der molaren Konzentration der Probe ver-
halt (296). Ist das Absorptionsspektrum einer Verbindung also bekannt, so lasst sich aus der
gemessen Extinktion die Stoffkonzentration berechnen (Formel 4).

E;
E/l'd

I
E,1=log<1—0>=s,1-c-d c=
t

Formel 4: Physikalische Formeldarstellung des Lambert-Beerschen Gesetzes (links), sowie nach Umformulierung nach der
molaren Konzentration c (rechts). E = Extinktion bei einer Wellenlange A; I, = Intensitat des eingestrahlten Lichts; I, = Intensi-
tat des transmittierten Lichts; €, = molarer Extinktionskoeffizient eines Stoffes bei A; d = Schichtdicke. Nach Spektrum, 1998
(296).
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3.5 Versuchsgruppen und —protokolle
Im Folgenden sind die Versuchsprotokolle der Versuchsgruppen, in welchen eine Induktion
des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens durchgefiihrt wurde, schematisch aufge-
zeichnet. Flr jede der hier gezeigten Interventionsgruppen wurde eine Kontrollgruppe mit
nahezu identischem Protokoll, jedoch mit der in 3.2.3.2 beschriebenen Scheinoperation

untersucht. In samtlichen Versuchsgruppen betrug die GruppengréRe jeweils n = 10.

3.5.1 Hepatischer Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI)

In dieser Gruppe erfolgte keine medikamentdse Vorbehandlung (Abb. 21).
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Abb. 21: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Versuchsgruppe mit Induktion eines hepatischen Ischamie-
Reperfusionsschadens ohne medikamentése Vorbehandlung.

3.5.2 IRl mit Baicalein- Vorbehandlung
Die Baicalein-Vorbehandlung zur Inhibition der 12/15-Lipoxygenase erfolgte 30 Minuten vor
Laparotomie (Abb. 22). Hierzu wurden 120 mg/kg Korpergewicht an Baicalein intraperitoneal
verabreicht. Dies entsprach einer applizierten Menge von ca. 3mg Baicalein pro Versuchstier,

gelost in 150ul Dimethylsulfoxid (DMSO).
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Abb. 22: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Versuchsgruppe mit Induktion eines hepatischen Ischamie-
Reperfusionsschadens und Baicalein-Vorbehandlung.
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3.5.3 IRl mit DMSO-Vorbehandlung
Die alleinigen Auswirkungen der Tragerlosung DMSO, die zur LOsung von Baicalein verwen-
det wurde, wurden in dieser Versuchsgruppe untersucht. Hier erfolgte die Applikation
ebenfalls 30 Minuten vor Laparotomie intraperitoneal (Abb. 23). Wie auch in der Baicalein-

gruppe wurde hierbei ein Gesamtvolumen von 150l appliziert.
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Abb. 23: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Versuchsgruppe mit Induktion eines hepatischen Ischamie-
Reperfusionsschadens und alleiniger DMSO-Vorbehandlung.

3.5.4 IRI mit Tacrolimus-Vorbehandlung
Die Tacrolimus-Vorbehandlung wurde bereits 24 Stunden vor Laparotomie intiiert (Abb. 24).
Hierbei wurde erneut ein Gesamtvolumen von 150ul Lésung intraperitoneal verabreicht. Die
Tacrolimusdosis lag in diesem Fall bei 300 pg/kg Korpergewicht, gelost in 0,9%-iger Koch-
salzlésung. Dies entsprach 75 pg an verabreichtem Tacrolimus pro Versuchstier. Unmittelbar

vor Laparotomie wurde in diesem Fall keine Vorbehandlung mehr durchgefiihrt.
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Abb. 24: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Versuchsgruppe mit Induktion eines hepatischen Ischamie-
Reperfusionsschadens und Tacrolimus-Vorbehandlung.

3.5.5 IRl mit Tacrolimus- & Baicalein-Vorbehandlung
Zuletzt wurde zudem eine Versuchsgruppe untersucht, die die Vorbehandlung von
Tacrolimus und Baicalein kombinierte. Wie in den jeweiligen Einzelgruppen erfolgte hierbei

eine intraperitoneale Tacrolimusgabe (300 pg/kg Korpergewicht, gelost in 0,9%-iger Koch-
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salzlosung) 24 Stunden vor Laparotomie und eine intraperitoneale Baicalein-Vorbehandlung

(120 mg/kg Korpergewicht, geldst in DMSO) 30 Minuten vor Laparotomie (Abb. 25). Applika-
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Abb. 25: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Versuchsgruppe mit Induktion eines hepatischen Ischamie-
Reperfusionsschadens und kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung.
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4. Ergebnisse

4.1 Effekte des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens

4.1.1 Kreislaufparameter
Die alleinigen Effekte von Ischdamie und Reperfusion der oben genannten Leberlappen auf
den Kreislauf des Versuchstieres konnten untersucht werden, indem wir die Blutdruck- und
Pulskurven der nicht-vorbehandelten Sham-operierten Mduse mit denen der nicht vorbe-
handelten Tiere nach Induktion des Ischdmie-Reperfusionsschadens verglichen. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Versuchstiere beider Gruppen bei nahezu identischem Aus-
gangsmitteldruck zum Zeitpunkt der Kanilierung (Sham: 100,7 mmHg vs. IRI: 103,7 mmHg)
jeweils im Verlaufe des Experimentes einem kontinuierlichen Blutdruckabfall unterlagen
(Abb. 26). Wahrend der Blutdruck zum Ende des Experimentes in der Versuchsgruppe der
Sham-operierten Tiere nur leicht auf einen Wert von 82,0 mmHg absank, wiesen die Ver-
suchstiere nach Ischamie und Reperfusion einen deutlich niedrigeren Endmitteldruck von
60,3 mmHg auf. Dieser Unterschied von 21,7 mmHg der zuletzt gemessenen Mitteldriicke

war mit einem p-Wert von 0,0294 signifikant.

Weiterhin war festzustellen, dass die Versuchstiere, bei welchen ein IRl induziert wurde,
einen kurzfristigen, signifikanten Blutdruckabfall um durchschnittlich 18,0 mmHg in dem
Zeitraum von funf bis acht Minuten nach Reperfusion erlitten (p = 0,0226). Dieser zeigte sich
im Verlauf der folgenden zehn Minuten fast vollstandig reversibel. Da bei den Blutdruckkur-
ven der Sham-operierten Tiere keine solch evidenten Mitteldruckabfille in Ermangelung
einer Reperfusionsphase festzustellen war, konnte auch hier eine deutlich signifikante Kur-
vendifferenz (p<0,001) errechnet werden. Ab dem Zeitpunkt der Ischdmieinduktion er-
scheint der Mitteldruck der IRI-Gruppe durchschnittlich deutlich niedriger im Vergleich zur
Sham-Gruppe. Eine statistische Signifikanz ist phasenweise festzustellen (p < 0,05) (s. Abb.
26).
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Abb. 26: Graphische Darstellung der Blutdruck- (links) und Pulskurven (rechts) der Versuchsgruppen mit Scheinoperation
(schwarze Kurve, Sham Operation) und mit IRI-Induktion (blaue Kurve, IRI) im Verlauf des Experiments. Die Zeitpunkte
Ischdmie und Reperfusion sind nur firr die IRI-Versuchsgruppe relevant. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert <
0,001; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum
jeweiligen Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Weiterhin konnte belegt werden, dass es im Rahmen der Herzfrequenziiberwachung analog
zu den oben genannten Ergebnissen der Blutdruckkontrolle sowohl in der Sham-Gruppe, als
auch in der IRI-Gruppe zu einem Absinken der Herzfrequenz im Verlaufe des Experiments um
durchschnittlich 25,0 Schldage pro Minute und somit 16,5% kam (Abb. 26). Im Gegensatz zum
arteriellen Mitteldruck ist zwischen den Pulskurven der Sham- und IRI-Gruppe zu keinem
Zeitpunkt der Operation ein relevanter oder gar signifikanter Unterschied zu erkennen. Eine

pulswirksame Kreislaufreaktion auf die Reperfusionsphase war ebenfalls nicht festzustellen.

4.1.2 Zelltod
Im Weiteren erfolgte die Untersuchung des Zelltods durch mikroskopische Analyse der mit-
tels TUNEL-Assay fluoreszierend angefarbten, abgestorbenen Zellen im explantierten Leber-
gewebe (vgl. 3.3.2). Um den Effekt der Induktion eines hepatischen Ischamie-Reperfusions-
schadens auswerten zu konnen, wurde der Unterschied des Zelltodanteils an der Gesamtfla-
che der histologischen Leberschnitte zwischen den scheinoperierten Tieren (Abb. 27 links)

und der IRI-Gruppe (Abb. 27 rechts) ohne Vorbehandlung untersucht.
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Abb. 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewdhlter Lebergewebeschnitte nach Scheinoperation
(links) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts) bei 10x-VergroBerung und einer Exzitationswellenlange von 450nm,
sowie einer Detektionswellenlange von 515nm. Fluoreszenzmarkierungen entsprechen abgestorbenen Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass in der Sham-Gruppe postoperativ ein Anteil an toten Zellen
am Gesamtgewebe von 0,38% * 0,07% nachzuweisen war. Im Gegensatz hierzu konnte bei
der IRI-Gruppe in den betroffenen Leberarealen ein Zelltodanteil von 13,0% * 3,4%
gemessen werden. Hierbei war festzustellen, dass nach IRl der Anteil an toten Zellen im
Lebergewebe um 12,6% absolut hoher war als in der scheinoperierten Gruppe, was
wiederum einer relativen Steigerung des Zelltodnachweises um das 33,0-fache entspricht

(Abb. 28). Dieser Unterschied war mit p-Wert von 0,003 deutlich signifikant.

Zelltodanteil an Gesamtflache (%)
-
=

Sham Operation

Versuchsgruppen

Abb. 28: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion im
untersuchten Gewebe (blauer Balken, IRI). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise
beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.
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4.1.3 Proapoptotische Enzyme
Mit Hilfe von Western Blot-Analysen wurden die Proteinmengen verschiedener, zuvor ge-
nannter, proapoptotischer Enzyme im explantierten Lebergewebe gemessen. Dies wurde
durchgefihrt, um nach densitometrischer Auswertung der Proteinbanden die Proteinaktivi-
taten der einzelnen Enzyme berechnen zu kénnen und somit Aussagen Uber den Einfluss des
Ischamie-Reperfusionsschadens auf das jeweilige Enzymregulationsverhalten treffen zu kon-
nen. Hierzu wurden jeweils die Enzymaktivitditen nach Ischamie und Reperfusion mit jenen

der Sham-operierten Gruppe verglichen.

4.1.3.1 ERK1/2
Die Aktivitat der p44/42-Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (ERK1/2) konnte durch Bildung
eines Quotienten aus der phosphorylierten und damit aktivierten Form von ERK1/2 und des
gesamten ERK1/2-Gehalts im Gewebe errechnet werden (Abb. 29). Hierbei konnte festge-
stellt werden, dass die ERK1/2-Aktivitat durch stattgehabte Ischdmie und Reperfusion im
Vergleich zur Sham-Operation deutlich um das 5,0-fache gesteigert werden konnte. Wéh-
rend bei der Sham-Gruppe der ERK-Aktivitdtsquotient mit 0,085 + 0,023 gemessen werden
konnte, lag er in der IRI-Gruppe bei 0,51 + 0,15. Wenngleich damit ein deutlich positiver Re-
gulationstrend in der ERK-Aktivitat festzustellen war, war dieses Ergebnis knapp nicht signifi-

kant (p = 0,0674).
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Abb. 29: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
(schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe (blauer Balken, IRI). Der
Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinban-
den aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Scheinoperation (links, Sham
Operation) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts, IRI), jeweils bei 42 und 44 kDa.
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4.1.3.2 SAPK/INK
Bei Untersuchung des Aktivitdtsquotienten der Stress-aktivierten-Proteinkinase (SAPK/JNK),
welcher durch Teilung der aktivierten und phoysphorylierten Proteinmasse durch das Ge-
samtprotein berechnet werden konnte, konnte ein vergleichbares Ergebnis festgestellt wer-
den. Der Quotient konnte nach IRI-Induktion mit 0,89 £ 0,20 gemessen werden, wahrend er
in der Sham-Gruppe nur bei 0,054 + 0,005 lag (Abb. 30). Dies entsprach einer Steigerung der
Enzymaktivitdt um das 15,4-fache und konnte mit einem p-Wert von 0,0131 als signifikante

Differenz bestatigt werden.
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Abb. 30: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/JNK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Schein-
operation (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe (blauer Bal-
ken, IRI). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwi-
schen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausge-
wahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK (oben, p-JNK) und Gesamt-SAPK/INK (unten, t-
JNK) nach Scheinoperation (links, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts, IRI), jeweils bei 46 und 54
kDa.

4.1.3.3 Caspase-3
Das Aktivitatsniveau der Caspase-3 liefd sich durch Bildung eines Quotienten aus der Masse
des gemessenen aktivierten Proteins und der verwendeten Ladekontrolle Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ablesen. Nach Ischamie und Reperfusion belief sich der
Quotient hierbei auf 0,75 + 0,04, wahrend er in den unbehandelten Leberlappen lediglich bei
0,06 + 0,009 lag (Abb. 31). Somit konnte die Caspase-3-Aktivitat signifikant um das 11,1-

fache durch IRI-Induktion gesteigert werden (p < 0,001).
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Abb. 31: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (schwarzer Bal-
ken, Sham Operation) und nach IRl im Gewebe (blauer Balken, IRI). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von <
0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel-
werts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3
(oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle GAPDH (unten, GAPDH) nach Scheinoperation (links, Sham Operation) und nach
Ischdamie und Reperfusion (rechts, IRI), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

4.1.3.4 PARP
Auch die Enzymaktivitat der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) war bei IRl im Vergleich zur
Sham-Operation signifikant gesteigert (p = 0,0442) (Abb. 32). Nach Errechnen des Aktivitats-
guotienten aus der enzymatisch gespaltenen aktiven Proteinform und des Gesamtproteins
konnte eine Hochregulation der Aktivitat von 0,082 + 0,008 in den unbehandelten Lebern
auf 0,66 * 0,18 in den postischamischen Leberlappen gemessen werden. Dies entsprach

einer Erhéhung der Enzymaktivitat um das 7,1-fache.
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Abb. 32: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
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(schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe (blauer Balken, IRI).
Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den
markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter
Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Schein-
operation (links, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts, IRI), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa
(t-PARP).
4.1.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen

Die aus den Serumanalysen gewonnen Ergebnisse sollten dem Zwecke dienen, einerseits
durch Unterschiede in der Leberwertkonzentrationen endogene Effekte einer spezifischen
Vorbehandlung auf den Organismus, andererseits die Auswirkungen der Therapien auf den

Ischamie-Reperfusionsschaden im Serum deutlich zu machen.

Laborchemisch untersuchte Versuchsgruppen Steigerungsfaktor
Serumparameter Sham Operation IRI nach IRI-Induktion
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0 0,8+0 0% * 0%
Bilirubin (mg/dI) 0,9+0,1 1,1+0,2 +20,0% + 8,1%

GOT (U/l) 152,0 + 34,3 794,0 +213,9 +422,4% + 40,4% (*)
GPT (U/I) 121,0+ 26,5 928,9 +316,9 +667,7% + 78,9% (**)
GLDH (U/1) 14,5+3,9 131,3+£25,7 +805,5% + 56,7% (*)
ChE (ku/I) 29+0,1 29+0,1 +0,9% + 1,3%

Tab. 8: Tabellarische Darstellung der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivitaten (fur GOT, GPT,
GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischdmie und Re-
perfusion (IRI) im Serum, jeweils ohne medikamenttse Vorbehandlung. Die relative Differenz nach Induktion eines Ischa-
mie-Reperfusionsschaden zur Scheinoperation ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor angegeben. Statistik (t-Test;
Sidak-Test): ** Hintergrund entspricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise
beziehen sich auf die durch die parameterspezifischen Steigerungsfaktoren dargestellten Unterschiede. Der Standardfehler
des Mittelwerts ist angegeben.

Wie in Tab. 8 dargestellt, wurden die laborchemisch analysierten Parameter zur Nierenfunk-
tion, Leberzellschadigung, Leberexkretion und Lebersynthese nach Scheinoperation und
nach Ischamie und Reperfusion erhoben, sowie im Folgenden parameterspezifisch miteinan-
der verglichen. Die relativen Differenzen zwischen den beiden Versuchsgruppen wurden
konsekutiv fir jeden untersuchten Blutwert als parameterspezifischer Steigerungsfaktor er-
rechnet, um somit eine Vergleichbarkeit des Einflusses der Induktion eines Ischamie-Reper-
fusionsschadens zwischen den jeweiligen Blutwerten zu erzeugen. Hierbei konnte festge-
stellt werden, dass die Konzentrationen von Kreatinin und Bilirubin, sowie die Volumenakti-
vitat der Cholinesterase nach postischamischer Schadigung der Leber keine signifikanten
Alterationen zeigten (Tab. 8, vgl. Abb. 33). Zwar zeigte die Auswertung von Bilirubin eine
tendenzielle Konzentrationssteigerung um 20,0% * 8,1% in der IRI-Gruppe, eine statistische

Signifikanz konnte mit einem p-Wert von 0,61 jedoch nicht dargestellt werden. Im Gegensatz
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hierzu war die Steigerung der Volumenaktivitdt der Aspartat-Aminotransferase (GOT) um
422,4% + 40,4% (p = 0,0423) und der Alanin-Aminotransferase (GPT) um +667,7% + 78,9% (p
= 0,0041) nach IRI-Induktion ebenso signifikant wie der Steigerungsfaktor von +805,5% *
56,7% (p = 0,0200) fur die Volumenaktivitat der Glutamatdehydrogenase (GLDH).
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Abb. 33: Links: Graphische, logarithmische Darstellung der Konzentrationen (fir Kreatinin und Bilirubin) und
Volumenaktivitdten (fir GOT, GPT, GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (schwarzer
Balken, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion (blauer Balken, IRI) im Serum, jeweils ohne medikament&se
Vorbehandlung. Die parameterspezifischen Einheiten sind in der X-Achsen-Beschriftung angegeben. Rechts: Graphische
Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch untersuchten Serumparameter
nach Ischdmie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbehandlung. Statistik (t-Test; Sidak-Test):
**% entspricht einem p-Wert von < 0,001; ** entspricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifi-

kanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist
angegeben.

Wie aus den oben genannten Daten zu erwarten war, zeigten sich die zuvor beschriebenen,
signifikanten Steigerungsfaktoren der GOT, GPT und GLDH jeweils hochsignifikant (p < 0,001)
gegenlber den Steigerungsfaktoren von Kreatinin, Bilirubin und Cholinesterase erhoht (Abb.
33). Innerhalb dieser drei Transaminasen mit relevant gesteigerter Volumenaktivitat zeigten
sich ebenfalls Unterschiede in der Aktivitatssteigerung. So zeigte die GLDH einen um 90,7%
signifikant erhohten Steigerungsfaktor gegeniiber der GOT-Zunahme (p < 0,001), wahrend
die GLDH-Steigerung im Vergleich zur GPT-Zunahme zwar mit 20,6% tendenziell grofRer aus-
fiel, jedoch ohne statistische Signifikanz (p = 0,2277). Der Steigerungsfaktor der GPT zeigte

sich jedoch im Vergleich zu jenem der GOT signifikant um 58,1% erhoht (p = 0,0023).

4.1.5 Substratverbrauch von Gpx4
Im weiteren Verlauf erfolgte die Auswertung des intrazelluldren Glutathionmetabolismus.
Hierbei sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob die Induktion eines Ischamie-Re-
perfusionsschadens im hepatischen Gewebe eine Auswirkung auf die Aktivierung von
Glutathion-Peroxidasen hat und sich somit indirekte Aussagen Uber die Aktivitdt der Gpx4

treffen lassen. Der Quotient aus dem Produkt GSSG und dem Substrat GSH beschreibt in
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diesem Zusammenhang die Aktivitat der Glutathion-Peroxidase (Tab. 9). Zunachst erfolgte
analog zu den Voruntersuchungen der Vergleich der unbehandelten Versuchsgruppen nach
Induktion eines hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens und nach Scheinoperation, um

den singuldren Effekt der beschriebenen Operationsmethode darzustellen.

Intrazelluldrer Gehalt (umol / g) von Aktivitatsquotient der
Versuchsgruppen . -~
GSH GSSG Glutathionoxidierung (GSSG / GSH)
Sham Operation 6,89+ 1,44 32,45+12,65 519+1,77
IRI 5,98 + 0,65 27,23 £ 2,00 4,99 £ 0,68

Tab. 9: Tabellarische Darstellung des mittels Spektralphotometrie intrazelluldar nachgewiesenen Gehalts von reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion (IRIl) im Leberge-
webe, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung, in umol/g. Das Verhaltnis von GSSG zu GSH ist als versuchsgruppen-
spezifischer Aktivitatsquotient der Glutathionoxidierung angegeben.

Hierbei zeigte sich, dass sich der errechnete Aktivitdtsquotient der Glutathionoxidierung aus
oxidiertem GSSG und reduziertem GSH nach IRI-Induktion nicht relevant von jenem nach
Scheinoperation unterschied (Abb. 34). Wahrend der Aktivitatsquotient der Glutathion-
Peroxidase im scheinoperierten Gewebe bei 5,19 + 1,77 lag, war dieser in der postischami-
schen Leber mit 4,99 + 0,68 minimal niedriger auszuwerten. Die relative Differenz der Mit-
telwerte betrug somit 3,9% und war mit einem p-Wert von 0,8987 statistisch nicht signifi-

kant.
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Abb. 34: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den
Versuchsgruppen nach Scheinoperation (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Ischamie und Reperfusion im unter-
suchten Gewebe (blauer Balken, IRI). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.
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4.2 Effekte der Baicalein-Vorbehandlung

4.2.1 Kreislaufparameter
Um die Effekte einer Baicalein-Vorbehandlung auf den perioperativen Kreislauf des Ver-
suchstieres zu untersuchen, wurden zunachst die Blutdruck- und Pulskurven der Sham-ope-
rierten Mause ohne und mit Baicalein-Vorbehandlung miteinander verglichen. AnschlieRend
wurden die unbehandelten und die Baicalein-vorbehandelten Mause nach IRI Induktion auf
gruppenspezifische Unterschiede untersucht. In diesem Rahmen war ein initialer durch-
schnittlicher Mitteldruck nach Kanilierung und damit eine halbe Stunde nach intraperitone-
aler Baicalein-Applikation von 77,3 mmHg zu messen, welcher im Verlauf der Operation auf
82,0 mmHg anstieg (Abb. 35). Nach statistischer Auswertung erwies sich vor allen Dingen der
Initial-Mitteldruck bei Kantlierung um 26,3 mmHg als signifikant (p < 0,001) geringer als in
der unbehandelten Gruppe. Im weiteren Verlauf glichen sich die Druckverldaufe wieder
einander an. Bei Induktion eines hepatischen IRl war ein dhnliches Blutdruckverhalten zu
beobachten. Auch hier konnte ein signifikanter Unterschied von 25,7 mmHg (p = 0,0303)
zwischen der unbehandelten Versuchsgruppe und der mit Baicalein vorbehandelten Gruppe
bezliglich des initialen Mitteldrucks errechnet werden (Abb. 35). Analog zu den Ergebnissen
in 4.1.1 konnte auch in der Baicalein-Gruppe nach IRI eine abfallende Blutdrucktendenz von
75 mmHg MAP auf 60,7 mmHg im Verlauf der Operation gemessen werden. Der selbstlimi-
tierende Blutdruckabfall post reperfusionem war hierbei um 14,3 mmHg ebenfalls wieder als

signifikant zu beobachten (p = 0,0218).
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Abb. 35: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbe-
handlung (schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein-Vorbehandlung (magenta Kurve, Sham Baicalein),
sowie mit IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein-Vorbe-
handlung (violette Kurve, IRl Baicalein) im Verlauf des Experiments. Statistik (Siddk-Test): *** entspricht einem p-Wert <
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0,001; ** entspricht einem p-Wert < 0,01. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum
jeweiligen Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Auch nach Baicalein-Vorbehandlung konnte bei den Sham-operierten Mausen eine Abnahme
der Herzfrequenz im Experimentverlauf gemessen werden (Abb. 36). Diese fiel mit einer
Pulsreduktion um durchschnittlich 163,4 Schlage pro Minute weitaus deutlicher aus als ohne
Vorbehandlung (vgl. 4.1.1). Dies lag vor allen Dingen an der signifikant erhdhten
Initialherzfrequenz von durchschnittlich 307,7 bei Kandlierung (p < 0,01). Analog zur oben
beschrieben Blutdruckkurve glich sich auch die Herzfrequenz bereits nach 15 Minuten wie-
der soweit an die Kurve der unbehandelten Sham-Gruppe an, dass kein signifikanter Unter-
schied mehr zu errechnen war. Dieses Phanomen konnte ebenso zwischen den IRI-Gruppen
ohne Vorbehandlung und mit Baicalein-Vorbehandlung beobachtet werden. Auch hier
konnte zu Beginn der Operation eine signifikante Pulsdifferenz von 139,0 Schlagen pro Mi-
nute gemessen werden (p<0,001), welche sich analog zur Sham-Gruppe im Verlauf des Ein-

griffes zligig regredient zeigte (Abb. 36).

400 4001
@ Sham ohne Vorbehandlung # IRI ohne Vorbehandlung
_ 4 Sham Baicalein 4 IRI Baicalein
o) S
2 300 2 3004
= =
e 2
k=% a
g 200 g 2004
g g
g g
g g
T 100 § 100
T -
0 . 0
Sr o & » & P & S L & 5 & o &
) @‘\oe S R R 45 4 a8 ) é°i§b¢g e &° NP rb.u rb?-’ n_,.“
S S d?-&}@
'l"b\?&w ‘l'?e &N
Opt ionszeit i mit OP-r ity Operati it (Stunden:Minut: mit OP. i 1

Abb. 36: Graphische Darstellung der Pulskurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein-Vorbehandlung (magenta Kurve, Sham Baicalein), sowie mit
IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein-Vorbehandlung (vio-
lette Kurve, IRI Baicalein) im Verlauf des Experiments. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; * ent-
spricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum jeweiligen
Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.2.2 Zelltod
Die Baicalein-Vorbehandlung und deren Auswirkungen auf Zelltod wurden im Folgenden
untersucht. Hierbei wurden erneut zunédchst die scheinoperierte Versuchsgruppe ohne Vor-
behandlung mit jener nach Baicalein-Gabe (Abb. 37 links) verglichen. In der Folge wurden die
unbehandelten und mit Baicalein vorbehandelten Tiere nach Ischamie und Reperfusion

(Abb. 37 rechts) auf den daraufhin entstandenen Schaden miteinander verglichen.
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Abb. 37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Lebergewebeschnitte nach Baicalein-Vorbe-
handlung nach Scheinoperation (links) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts) bei 10x-VergroBerung und einer Exzita-
tionswellenlange von 450nm, sowie einer Detektionswellenldnge von 515nm. Fluoreszenzmarkierungen entsprechen abge-
storbenen Zellen.

Im entnommenen Lebergewebe der scheinoperierten Mduse konnte nach beschriebener
Baicalein-Vorbehandlung ein Zelltodanteil von 1,15% * 0,16% bezogen auf die Gesamtfldache
nachgewiesen werden. Dieser Anteil lag damit signifikant um 0,76% + 0,18% und somit um
den Faktor 2,0 héher als in der unbehandelten Sham-Gruppe (p < 0,001) (Abb. 38). Allerdings
konnte in den Leberlappen, die einen Ischamie-Reperfusionsschaden entwickelten, eine sig-
nifikante Zelltodreduktion im Vergleich zur unbehandelten Gruppe festgestellt werden (p <
0,001). Da hier nur 4,6% + 0,8% des Lebergewebes vom Zellzerfall betroffen war, entsprach
dies einer Reduktion um absolut 8,4% * 2,3% apoptotischer Zellen. Somit verringerte die
Vorbehandlung mit Baicalein den hepatischen Zelltod nach Ischdmie und Reperfusion um

relativ 74,8% im Vergleich zur unbehandelten IRI-Gruppe (Abb. 38).
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Abb. 38: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit Bai-
calein-Vorbehandlung (magenta Balken, Sham Baicalein), sowie nach Ischamie und Reperfusion (rechts) im untersuchten
Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung (violetter Balken, IRI Baicalein). Statis-
tik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den
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markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Die Skalen der Diagramme unterscheiden sich ca. um
den Faktor 15.

4.2.3 Proapoptotische Enzyme
Um Riickschliisse auf potentielle Anderungen der diversen Enzymaktivitdten durch Baicalein-
Vorbehandlung ziehen zu kénnen, wurden erneut die entsprechenden Aktivitatsquotienten
errechnet und mit denen der unbehandelten Gruppen statistisch verglichen. Dies erfolgte

sowohl in den Sham-, als auch in den IRI-Gruppen.

4.2.3.1 ERK1/2
Nach Baicalein-Vorbehandlung lieR sich eine leichte Reduktion des ERK1/2-Aktivitdtsquotien-
ten, des Quotienten aus der aktiven, phophorylierten ERK1/2-Form und der gesamten
ERK1/2-Proteinmasse, von 0,085 * 0,022 im unbehandelten Lebergewebe auf 0,063 + 0,006
bei den scheinoperierten Tieren feststellen (Abb. 39). Der Aktivitdtsabnahme um 25,5% er-

wies sich jedoch nicht als statistisch signifikant (p = 0,3762).
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Abb. 39: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (magenta Balken, Sham
Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-
Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Scheinopera-
tion ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Baicalein), jeweils bei
42 und 44 kDa.

Auch in der IRI-Gruppe konnte eine leichte, ebenfalls insignifikante Aktivitatsreduktion von
ERK1/2 um 36,8% registriert werden (p=0,3552) (Abb. 40). Wahrend der Mittelwert des
ERK1/2-Aktivitatsquotienten der unbehandelten Tiere nach IRI-Induktion bei 0,51 + 0,15 zu

messen war, lag er nach Baicalein-Vorbehandlung lediglich noch bei 0,32 + 0,12.
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Abb. 40: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung (violetter
Balken, IRl Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter
Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach
Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung
(rechts, IRI Baicalein), jeweils bei 42 und 44 kDa.

4.2.3.2 SAPK/INK
Die Auswertung des SAPK/JNK-Aktivitatsquotienten, welcher sich als Division des phospho-
rylierten SAPK/JNK-Anteils durch die gesamte SAPK/JNK-Masse errechnen lasst, ergab, dass
bereits in der Sham-operierten Gruppe eine signifikante Aktivitatsabnahme von SAPK/JNK
nach Baicalein-Vorbehandlung gegeniiber der untherapierten Gruppe um 29,5% zu erzielen
war (p = 0,0289) (Abb. 41). Der Aktivitatsquotient nahm durch die Baicalein-Vorbehandlung
von 0,054 + 0,005 auf 0,038 + 0,002 ab.
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Abb. 41: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/INK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Schein-
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operation ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (magenta Balken,
Sham Baicalein). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede
zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch
ausgewdhlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK (oben, p-JNK) und Gesamt-SAPK/JNK
(unten, t-JNK) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung
(rechts, Sham Baicalein), jeweils bei 46 und 54 kDa.

Dieser Effekt konnte nach Induktion des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens noch
deutlich gesteigert werden. Wahrend der SAPK/INK-Aktivitdtsquotient im postischamischen
Lebergewebe noch mit 0,89 + 0,20 in der untherapierten Gruppe gemessen wurde, zeigte
die Baicalein-vorbehandelte Gruppe mit 0,15 + 0,11 eine deutlich reduzierte SAPK/JNK-AKkti-
vitat (Abb. 42). So konnte die Aktivitat von SAPK/JNK nach Baicalein-Vorbehandlung in der

IRI-Gruppe um 83,0% signifikant reduziert werden (p = 0,0068).
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Abb. 42: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/INK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie
und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung
(violetter Balken, IRI Baicalein). Statistik (t-Test): ** entspricht einem p-Wert von < 0,01. Signifikanzhinweise beziehen sich
auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK (oben, p-JNK) und Gesamt-
SAPK/INK (unten, t-JNK) nach Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRl) und nach
Baicalein-Vorbehandlung (rechts, IRI Baicalein), jeweils bei 46 und 54 kDa.

4.2.3.3 Caspase-3
Der Aktivitdtsquotient aus aktivierter Caspase-3 und der Ladekontrolle GAPDH unterschied
sich nach Baicalein-Gabe mit 0,055 + 0,005 nur marginal von jenem der untherapierten
Gruppe mit 0,061 + 0,009 (Abb. 43). Dies entsprach einer insignifikanten Aktivitatsreduktion
um 11,0 % (p = 05297).
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Abb. 43: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (magenta Balken, Sham
Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-
Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle (unten, GAPDH) nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Baicalein), jeweils bei 19
kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

Allerdings zeigte sich auch im Aktivitdtsniveau der Caspase-3 eine signifikante Abnahme um
45,0 % nach Baicalein-Vorbehandlung in den Ischamie-Reperfusions-geschadigten Leberlap-
pen im Vergleich zur unbehandelten Gruppe (p < 0,001) (Abb. 44). Wahrend der
Aktivitatsquotient der Caspase-3 in der unbehandelten IRI-Gruppe bei 0,75 + 0,04 lag,

konnte dieser nach Baicalein-Vorbehandlung nur noch mit 0,41 + 0,06 gemessen werden.
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Abb. 44: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung (violetter
Balken, IRI Baicalein). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf
Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle
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(unten, GAPDH) nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach Bai-
calein-Vorbehandlung (rechts, IRl Baicalein), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

4.2.3.4 PARP
Der Effekt einer Baicalein-Vorbehandlung bei den scheinoperierten-Méausen auf das Aktivi-
tatsprofil der PARP erbrachte mit einer Aktivitdtsabnahme um 7,8% keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,5686) (Abb. 45). Der Quotient aus aktiver, gespaltener PARP und der
gesamten PARP-Proteinmasse unterschied sich mit 0,082 + 0,008 bei den unbehandelten

Tieren und 0,075 * 0,007 bei Baicalein-Vorbehandlung nur unwesentlich.
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Abb. 45: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation ohne
Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (magenta Balken, Sham Baicalein).
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Protein-
banden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Scheinoperation ohne Vorbe-
handlung (links, Sham Operation) und nach Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Baicalein), jeweils bei 89 kDa (c-PARP)
und 116 kDa (t-PARP).

Hingegen konnte nach Untersuchung der postischdamisch geschadigten Leberlappen festge-
stellt werden, dass eine Baicalein-Vorbehandlung zu einer signifikanten PARP-Aktivitatsre-
duktion im hepatischen IRl um 73,8% gegeniliber der unbehandelten IRI-Gruppe fiihrt (Abb.
46). Hierbei sank der PARP-Aktivitdtsquotient von 0,66 + 0,18 bei den untherapierten Tieren
auf 0,17 £ 0,04 ab (p = 0,0224).
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Abb. 46: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung (violetter Bal-
ken, IRl Baicalein). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unter-
schiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exempla-
risch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-
PARP) nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach Baicalein-Vorbe-
handlung (rechts, IRI Baicalein), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa (t-PARP).

4.2.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen
Auch in der Analyse der laborchemisch untersuchten Serumparameter wurde zunachst der
endogene Effekt einer Baicalein-Vorbehandlung auf das Versuchstier und deren Auswir-
kungen auf die Blutwerte nach Scheinoperation untersucht (Tab. 10). Da die hieraus resultie-
renden Enzymaktivitatssteigerungen auf die alleinige Medikamentengabe zurlickzufiihren
waren, wurden sie im weiteren Verlauf als toxischer Faktor des entsprechenden Medika-
ments, in diesem Fall Baicalein, fir den jeweiligen Laborwert bezeichnet. Hierbei konnte
zunachst beobachtet werden, dass die prdoperative Gabe von Baicalein keine signifikanten
oder relevanten Auswirkungen auf die Konzentration von Kreatinin oder Bilirubin zu haben
scheint. Jedoch konnte eine signifikante Zunahme der Lebersyntheseleistung (p =0,0319) in
der scheinoperierten und mit Baicalein vorbehandelten Gruppe von 22,6% * 4,1% in Bezug
auf die Volumenaktivitat der Cholinesterase (ChE) festgestellt werden. Des Weiteren konn-
ten deutliche Steigerungen der Volumenaktivitaten der GOT, der GPT und der GLDH gemes-
sen werden (Abb. 47). So konnte die Aktivitat der GPT nach Baicalein-Behandlung, verglichen
mit der Versuchsgruppe ohne medikamentdse Vorbehandlung, im Sinne eines positiven Re-
gulationstrends um 100,8% + 34,1% gesteigert gemessen werden, wenngleich ohne statisti-
sche Signifikanz (p = 0,1896). Im Gegensatz hierzu prasentierte sich der Effekt einer Bai-

calein-Gabe in Bezug auf die Aktivitat der GOT mit einer Steigerung um 312,5% * 35,4% ge-
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genlber den unbehandelten Versuchstieren deutlich ausgepragter und statistisch signifikant
(p < 0,001). Die Aktivitdat der GLDH wurde ebenfalls in der Baicalein-Therapiegruppe um
519,0% + 74,1% gesteigert. Auch diese Differenz erzielte mit einem p-Wert von 0,0128 statis-

tische Signifikanz.

Versuchsgruppen
Laborchemisch . Steigerungsfaktor
untersuchte Sham Operation IRI von Baicalein nach
Serumparameter Ohne Vor- ) ) Toxischer Faktor Ohne Vor- ) ) Toxischer Faktor IRI-Induktion
Baicalein ) ) Baicalein ) )
behandlung Baicalein behandlung Baicalein
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0,80 0,8+0 0% = 0% 0%
Bilirubin (mg/dl) 09+0,1 1,0+0,2 +11,1% + 12,4% 1,1+0,2 1,3+0,1 +20,4% + 7,5% +30,0% + 7,9%
GOT (U/l) 152,04 34,3 627,0+102,0 | +312,5% + 35,4% (***) 794,0 +213,9 1780,5+455,7 | +124,2% + 22,4% (*) +184,0% + 26,3%
GPT (U/) 121,0426,5 243,04 78,1 +100,8% + 34,1% 928,9+316,9  1593,1+626,9 +71,5% + 28,6% +555,6% * 98,3% (*)
GLDH (U/1) 14,5+3,9 89,8+21,1 +519,0% * 74,1% (*) 131,3+25,7 363,8+132,9 +177,1% * 36,4% +305,3% + 53,0%
ChE (ku/1) 29+0,1 3,5+0,2 +22,6% +4,1% (*) 29+0,1 3,3+0,2 +13,6% + 2,3% (*) -6,7%+2,7%

Tab. 10: Tabellarische Darstellung der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivitdten (fir GOT, GPT,
GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischamie und Re-
perfusion (IRI) im Serum, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung und nach Baicalein-Vorbehandlung. Die relative
Differenz nach Baicalein-Vorbehandlung zu keiner Vorbehandlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angegeben,
jeweils pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach Induktion eines Ischamie-Reperfusionsschaden und nach Baicalein-
Vorbehandlung zur Scheinoperation nach Baicalein-Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor von
Baicalein angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; * entspricht einem p-Wert < 0,05.
Signifikanzhinweise beziehen sich auf die durch die parameterspezifischen toxischen Faktoren bzw. Steigerungsfaktoren
dargestellten Unterschiede. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Im weiteren Verlauf erfolgte die Untersuchung der Konzentrations- und Enzymaktivitatsun-
terschiede zwischen der Baicalein-Therapiegruppe und den unbehandelten Versuchstieren
nach Induktion des hepatischen Ischdmie-Reperfusionsschadens, und somit der toxischen
Faktoren von Baicalein in der IRI-Gruppe (Tab. 10). Auch im Rahmen dieser Analyse zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede fiir die Laborwerte Kreatinin und Bilirubin (Abb. 47).
Jedoch zeigten sich erneut deutlich gesteigerte toxische Faktoren der GOT, GPT und GLDH.
Wahrend die Volumenaktivitdt der GPT um 71,5% * 28,6% nach Baicalein-Vorbehandlung
gegenlber keiner medikamentdsen Behandlung gesteigert gemessen wurde (p = 0,2451), lag
dieser toxische Faktor fiir die GLDH sogar bei +177,1% + 36,4% (p = 0,0736). Diese Ergebnisse
waren nur als Trends zu werten, da sie keine statistische Signifikanz erzielten. Der Baicalein-
spezifische toxische Faktor fiir die GOT nach IRI-Induktion war mit +124,2% + 22,4% und ei-
nem p-Wert von 0,0188 statistisch signifikant. Ebenso war erneut eine signifikante Steige-

rung der ChE um 13,6% + 2,3% zu messen (p = 0,0389).
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Abb. 47: Graphische, logarithmische Darstellungen der Konzentrationen (fur Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivita-
ten (fir GOT, GPT, GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (oben links) ohne Vorbe-
handlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit Baicalein-Vorbehandlung (magenta Balken, Sham Baicalein), sowie
nach Ischamie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRIl) und nach Baicalein-Vorbehandlung
(violetter Balken, IRI Baicalein) im Serum, sowie (unten) nach Scheinoperation (magenta Balken, Sham Baicalein) und nach
Ischamie und Reperfusion (violetter Balken, IRI Baicalein), jeweils nach Baicalein-Vorbehandlung. Die parameterspezifischen
Einheiten sind in der X-Achsen-Beschriftung angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert von <

0,001; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten
Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Um nun darstellen zu kénnen, in wie weit sich eine spezifische medikamentdse Therapie, in
diesem Fall Baicalein, auf die Effekte einer dezidierten operative Behandlung, in diesem Fall
die Erzeugung eines hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens, auswirkt, war die Bildung
des therapiespezifischen Steigerungsfaktor fiir die jeweiligen Laborparameter notwendig
(Tab. 10; vgl. 4.1.4). Hierzu wurden zunachst die Konzentrationen und Volumenaktivitdten
der beschriebenen Serumparameter nach Ischdmie und Reperfusion und Baicalein-Vorbe-
handlung mit jenen verglichen, die nach der Scheinoperation und Baicalein-Vorbehandlung
erhoben wurden (Abb. 47). Hierbei zeigten sich keine relevanten oder signifikanten Unter-
schiede bei der Untersuchung von Kreatinin, Bilirubin oder ChE. Allerdings fand sich erneut
ein tendenzieller, wenn auch insignifikanter, Enzymanstieg nach Ischamie und Reperfusion
flir GOT um 184,0% * 26,3% (p = 0,1129) und GLDH um 305,3% * 53,0% (p = 0,1863). Dieser
Baicalein-spezifische Steigerungsfaktor zwischen Ischamie-Reperfusionsschaden und Schein-
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operation betrug fur die GPT sogar +555,6% * 98,3% und war statistisch signifikant (p =
0,0201). Diese medikamentenspezifischen Steigerungsfaktoren konnten im Weiteren nun
mit den in 4.1.4 errechneten Steigerungsfaktoren der unbehandelten Versuchsgruppen
verglichen werden (Abb. 48). Hierbei zeigten sich, analog zu den Voruntersuchungen, keine
relevanten Differenzen in der Ausprdagung der Steigerungsfaktoren flr Kreatinin, Bilirubin
und ChE. Jedoch konnte eine relative Abnahme des Steigerungsfaktors der GPT nach Bai-
calein-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Gruppe um 16,8% * 5,9% festgestellt
werden, wenngleich insignifikant (p = 0,3072). Statistisch hochsignifikant prasentierte sich im
Vergleich hierzu die relative Reduktion des Steigerungsfaktors nach Baicalein-Vorbehandlung
flr GOT und GLDH (jeweils p < 0,001). Der Steigerungsfaktor fiir GOT lag nach Baicalein-Gabe
56,4% *+ 4,0% niedriger als bei den unbehandelten Versuchstieren, fiir die GLDH lag der Bai-
calein-spezifische Steigerungsfaktor sogar 62,1% * 2,9% niedriger. Die relativen Differenzen
der verglichenen Steigerungsdifferenzen von Baicalein- und keiner Vorbehandlung konnten
daher als relative Steigerungsfaktoren nach Baicalein-Vorbehandlung laborparameterspezi-
fisch verglichen werden (Abb. 48). Dies erfolgte aufgrund der bisher dargestellten Relevanz
lediglich flir die Parameter der Leberzellschadigung. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
Abnahme der Enzymwerterhéhung nach Ischdmie und Reperfusion und Baicalein-Vorbe-
handlung im Vergleich zur unbehandelten Versuchsgruppe hochsignifikant starker fiir GOT
und GLDH ausfiel als fiir GPT (jeweils p < 0,001). Somit fiihrte die Baicalein-Vorbehandlung in
der Analyse von GOT, GPT und GLDH zu einer deutlich erniedrigten Enzymwertwerterhéhung

nach IRI-Induktion, signifikanterweise fir GOT und GLDH.
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Abb. 48: Links: Graphische Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch
untersuchten Serumparameter nach Ischamie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbe-
handlung (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein-Vorbehandlung (violetter Balken, Baicalein). Rechts:
Graphische Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach Baicalein-Vorbehandlung der jeweili-
gen laborchemisch untersuchten Serumparameter als relativer Unterschied der jeweiligen Steigerungsfaktoren nach Bai-
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calein-Vorbehandlung im Vergleich zu keiner Vorbehandlung. Statistik (Sidak-Test; Tukey-Test): *** entspricht einem p-
Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler
des Mittelwerts ist angegeben.

4.2.5 Substratverbrauch von Gpx4
Im Weiteren erfolgte die Auswertung der Auswirkungen einer Baicalein-Behandlung auf den

Glutathion-Metabolismus im explantierten Lebergewebe (Tab. 11).

Intrazelluldrer Gehalt (umol / g) von Aktivitatsquotient der
Versuchsgruppen . -
GSH GSSG Glutathionoxidierung (GSSG / GSH)
Sham Operation 6,89+ 1,44 32,45+12,65 519+1,77
Sham Baicalein 4,79 £ 0,45 29,89 + 6,55 6,10+ 1,04
IRI 5,98 + 0,65 27,23 £2,00 4,99 £ 0,68
IRI Baicalein 4,82 +0,70 33,29 +3,93 7,27 £ 0,68

Tab. 11: Tabellarische Darstellung des mittels Spektralphotometrie intrazellular nachgewiesenen Gehalts von reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation (Sham (Operation)) und nach Ischamie und Reperfusion (IRl) im Leberge-
webe, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung und nach Baicalein-Vorbehandlung, in umol/g. Das Verhiltnis von GSSG
zu GSH ist als versuchsgruppenspezifischer Aktivitatsquotient der Glutathionoxidierung angegeben.

Zunachst wurde der alleinige Effekt der Baicalein-Vorbehandlung auf die Glutathionoxidie-
rung im scheinoperierten Lebergewebe analysiert. Hierzu wurden die Aktivitatsquotienten
der scheinoperierten Tiere, die mit Baicalein therapiert wurden, mit jenen ohne Vorbe-
handlung verglichen (Abb. 49). Hierbei zeigte sich, dass die Baicalein-Vorbehandlung bereits
in der Sham-operierten Gruppe zu einer diskreten Steigerung des Aktivitdtsquotienten des
Glutathionmetabolismus’ um 17,5% von 5,19 + 1,77 in der unbehandelten Gruppe auf 6,10 +
1,04 zur Folge hatte. Allerdings konnte fiir dieses Ergebnis keine statistische Signifikanz

nachgewiesen werden (p = 0,6741).
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Abb. 49: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den
Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit Baicalein-
Vorbehandlung (magenta Balken, Sham Baicalein), sowie nach Ischamie und Reperfusion (rechts) im untersuchten Gewebe
ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein-Vorbehandlung (violetter Balken, IRl Baicalein). Statistik (t-
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Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten
Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Statistisch signifikant prasentierte sich im Unterschied hierzu diese Differenz nach Ischamie
und Reperfusion (p = 0,0329). Im Rahmen der Evaluation des Baicalein-Effektes auf den
Glutathion-Stoffwechsel im postischamischen Gewebe betrug der Aktivitatsquotient der
unbehandelten Versuchsgruppe 4,99 + 0,68, wahrend in der Baicalein-Gruppe ein Wert von
7,27 + 0,68 errechnet werden konnte. Dies entsprach einer Steigerung der Glutathionoxidie-

rung um 45,7%, die durch die Baicalein-Vorbehandlung hervorgerufen wurde (Abb. 49).
4.3 Effekte der DMSO-Vorbehandlung

4.3.1 Kreislaufparameter
Die kreislaufwirksamen Effekte, die durch die alleinige DMSO-Vorbehandlung ausgeldst wur-
den, wurden ebenfalls in der Art und Weise untersucht, dass zunachst die scheinoperierten
Tiere nach DMSO-Vorbehandlung mit denen ohne Vorbehandlung hinsichtlich des arteriellen
Mitteldrucks und der Herzfrequenz verglichen wurden. Von einem Mitteldruck von 69,0
mmHg zum Zeitpunkt der Kanilierung stieg der Blutdruck im Verlauf der Operation auf 77,7
mmHg an (Abb. 50). Auch hierbei war festzustellen, dass vor allem zu Beginn des Experi-
ments signifikant niedrigere Mitteldruckwerte zu messen waren. So lag beispielsweise der
Kantlierungsmitteldruck mit 69,0 mmHg um 34,7 mmHg signifikant unterhalb des Kaniilie-
rungsdrucks der unbehandelten Sham-Gruppe (p<0,001). Auch der Blutdruck der scheinope-
rierten DMSO-Gruppe glich sich im Verlauf wieder dem Mitteldruck der unbehandelten
Gruppe an, allerdings waren hierbei erst nach 65 Minuten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen mehr darstellbar (p>0,05). Dennoch konnte beobachtet werden, dass
die Blutdruckmittelwerte der DMSO-Gruppe auch im weiteren Verlauf stets geringer waren

als die der DMSO-Gruppe, wenn auch nicht signifikant.

Auch in der IRI-Versuchsgruppe nach DMSO-Gabe konnte festgehalten werden, dass mit 66,0
mmHg bei Kanllierung initial ein um 34,6 mmHg signifikant niedrigerer Blutdruck zu messen
war als bei den unbehandelten Tieren (p<0,001) (Abb. 50). Analog zu den Ergebnissen der
Baicalein-Gruppe mit hepatischem IRI (vgl. 4.2.1), glich sich die Blutdruckkurve bereits 15
Minuten nach Ischdmieinduktion der Kurve der unbehandelten Tiere derart an, dass kein

signifikanter Unterschied mehr festzustellen war. Der Postreperfusionsabfall des Blutdruckes
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um 16,3 mmHg konnte erneut als signifikant (p = 0,0478) beobachtet werden und prasen-

tierte sich analog zu den anderen IRI-Versuchsgruppen selbstlimiterend.
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Abb. 50: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbe-
handlung (schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit DMSO-Vorbehandlung (goldene Kurve, Sham DMSO), sowie
mit IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung) und mit DMSO-Vorbehandlung
(griine Kurve, IRl DMSO) im Verlauf des Experiments. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; * ent-
spricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum jeweiligen
Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Die gemessene Herzfrequenz der scheinoperierten Tiere lag mit 282,7 nach DMSO-Gabe zum
Zeitpunkt der Kantlierung um 128,7 Schldage pro Minute signifikant hoher als ohne Vorbe-
handlung (p<0,001) (Abb. 51). Dies hatte zur Folge, dass eine deutliche Pulsabnahme um
durchschnittlich 151 Schldage pro Minute im Verlauf des Experiments festzustellen war.
Ebenso wie in der Baicalein-Gruppe beobachtet, erreichte die scheinoperierte und mit
DMSO vorbehandelte Versuchsgruppe 15 Minuten nach Laparotomie keine signifikant ver-

anderten Herzfrequenzen im Vergleich zur unbehandelten Sham-Gruppe.

Ein vergleichbares Pulsverhalten zeigten die Versuchstiere der IRI-Gruppe nach DMSO-Gabe.
Auch hier war eine signifikante Pulserhéhung um durchschnittlich 124 Schlage pro Minute im
Vergleich zur unbehandelten IRI-Gruppe zu beobachten (p<0,001). Vergleichbar mit den
scheinoperierten Tieren war auch bei den Mausen mit IRI-Induktion ein rascher Abstieg der
Herzfrequenz zu beobachten, so dass bereits kurz nach Ischdmie der entsprechenden Le-
berlappen kein signifikanter Unterschied zwischen den Pulskurven der DMSO- und der un-

behandelten Gruppe zu verzeichnen war (Abb. 51).
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Abb. 51: Graphische Darstellung der Pulskurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit DMSO-Vorbehandlung (goldene Kurve, Sham DMSO), sowie mit IRI-
Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung) und mit DMSO-Vorbehandlung (griine
Kurve, IRl DMSO) im Verlauf des Experiments. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; * entspricht
einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum jeweiligen Zeitpunkt.
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.3.2 Zelltod
Auch nach alleiniger DMSO-Vorbehandlung erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chung des Lebergewebes beziglich des Zelltods. Erneut wurden sowohl die unbehandelte
mit der DMSO-behandelten Shamgruppe (Abb. 52 links), als auch die unbehandelte mit der
DMSO-vorbehandelten IRI-Gruppe (Abb. 52 rechts) verglichen.

Abb. 52: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Lebergewebeschnitte nach DMSO-Vorbe-
handlung nach Scheinoperation (links) und nach Ischdamie und Reperfusion (rechts) bei 10x-VergroBerung und einer Exzita-
tionswellenlange von 450nm, sowie einer Detektionswellenlange von 515nm. Fluoreszenzmarkierungen entsprechen abge-
storbenen Zellen.

Ahnlich wie in der Baicalein-Gruppe (vgl. 4.2.2) konnte auch nach DMSO-Vorbehandlung
eine signifikante Steigerung an toten Zellen im Lebergewebe der Sham-operierten Tieren um

1,70% * 0,47% im Vergleich zur unbehandelten Sham-Gruppe nachgewiesen werden, was
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einer Zelltodzunahme um das 4,7-fache entspricht (p<0,001) (Abb. 53). Der gemessene An-
teil an abgestorbenen Zellen bezogen auf die Gesamtflache lag hierbei bei 2,09% + 0,46%.
Die Leberlappen, bei welchen ein Ischamie-Reperfusionsschaden induziert wurde, wiesen
nach fluoreszenzmikroskopischer Auswertung mit 9,98% + 1,60% einen um absolut 3,02% +
2,67% niedrigeren Anteil zerfallener Zellen auf als die unbehandelte IRI-Gruppe (Abb. 53).
Auch wenn mit einer relativen Zelltodreduktion von 23,2% ein deutlich negativer Regula-

tionstrend zu erkennen war, konnte keine Signifikanz errechnet werden (p = 0,2596).
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Abb. 53: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit
DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO), sowie nach Ischdmie und Reperfusion (rechts) im untersuchten
Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (griiner Balken, IRI DMSO). Statistik (t-
Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markier-
ten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Die Skalen der Diagramme unterscheiden sich ca. um den
Faktor 7.

4.3.3 Proapoptotische Enzyme
Analog zu den restlichen Therapiegruppen wurden die Unterschiede einer DMSO-Vorbe-
handlung auf die Aktivitat der gemessenen proapoptotischen Proteine nach Sham- und IRI-

Operation mit den jeweiligen unbehandelten Versuchsgruppen statistisch verglichen.

4.3.3.1 ERK1/2
Nach DMSO-Vorbehandlung konnte im Vergleich mit der unbehandelten Gruppe kein signifi-
kanter Unterschied der ERK1/2- Aktivitdt bei den Sham-operierten Tieren festgestellt wer-
den (p = 0,9546). Der ERK1/2-Aktivitatsquotient aus dem phosphorylierten ERK1/2-Anteil
und der gesamten ERK1/2-Proteinmasse lag ohne Vorbehandlung nach Scheinoperation bei
0,085 * 0,02, wahrend das DMSO-vorbehandelte Lebergewebe eine ERK1/2-Aktivitdt von
0,086 + 0,01 aufwies (Abb. 54).
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Abb. 54: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO).
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Protein-
banden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Scheinoperation ohne
Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (rechts, Sham DMSO), jeweils bei 42 und 44 kDa.

In der Gruppe nach IRI-Induktion bot sich ein vergleichbares Bild. Auch hier war kein relevan-
ter oder gar signifikanter Unterschied der ERK1/2-Aktivitat zwischen den DMSO-vorbehan-
delten Mausen und jenen ohne Vorbehandlung nachzuweisen (p = 0,9471) (Abb. 55). In den
postischamischen Leberlappen der DMSO-vorbehandelten Tiere fand sich ein ERK1/2-Aktivi-
tatsquotient von 0,50 = 0,19, der Mittelwert der ERK1/2-Aktivitat lag ohne Vorbehandlung

bei 0,51 + 0,15 und war somit fast identisch ausgepragt (-3,2%).
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Abb. 55: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (griiner Bal-
ken, IRI DMSO). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Wes-
tern-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Ischamie
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und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (rechts, IRI
DMSO0), jeweils bei 42 und 44 kDa.

4.3.3.2 SAPK/INK
Auch bei Untersuchung des SAPK/JNK-Aktivitatsquotienten aus phosphorylierter SAPK/JNK
und des gesamten SAPK/JNK-Proteinanteils konnte bei den Sham-operierten kein relevanter
Unterschied nach DMSO-Gabe gemessen werden. Bei den scheinoperierten, unbehandelten
Tieren konnte im Lebergewebe ein Aktivitatsquotient von 0,054 + 0,005 errechnet werden,
nach DMSO-Vorbehandlung lag dieser Wert bei 0,050 + 0,004 (Abb. 56). Die relative,
insignifikante Aktivitatsabnahme von SAPK/JNK lag somit bei 8,5% (p = 0,4826).
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Abb. 56: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/INK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Schein-
operation ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken,
Sham DMSO). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-
Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK (oben, p-JNK) und Gesamt-SAPK/IJNK (unten, t-JNK) nach
Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (rechts, Sham DMSO), je-
weils bei 46 und 54 kDa.

Ein weitaus deutlicheres Ergebnis wurde durch die Auswertung des SAPK-JNK-Aktivitat-Ni-
veaus nach hepatischer Ischamie und Reperfusion deutlich. Wahrend der SAPK/JNK-Aktivi-
tatsquotient nach IRl ohne Vorbehandlung bei 0,90 * 0,20 lag, konnte SAPK/JNK nach DMSO-
Gabe nur noch mit 0,27 + 0,09 aktiv gemessen werden (Abb. 57). Somit war nach DMSO-
Therapie eine signifikante Aktivitatsreduktion von SAPK/INK um 69,7% festzustellen (p =
0,0147)
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Abb. 57: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK und Gesamt-
SAPK/INK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie
und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRl) und nach DMSO-Vorbehandlung (gru-
ner Balken, IRI DMSO). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unter-
schiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exempla-
risch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK (oben, p-JNK) und Gesamt-
SAPK/INK (unten, t-JNK) nach Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach
DMSO-Vorbehandlung (rechts, IRl DMSO), jeweils bei 46 und 54 kDa.

4.3.3.3 Caspase-3
Nach Auswertung des Caspase-3-Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und der je-
weiligen Ladekontrolle GAPDH konnte festgestellt werden, dass es bei den scheinoperierten
Tieren zu einem leicht positiven Regulationstrend der Caspase-3-Aktivitat nach DMSO-Gabe

0,4608) (Abb. 58). Das Caspase-3-

kam. Dieser war mit 15,0% jedoch nicht signifikant (p
Aktivitatsniveau der unbehandelten Tiere lag bei 0,061 + 0,009, jenes der DMSO-vorbehan-

delten Versuchstiere mit Sham-Operation bei 0,71 + 0,008.
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Abb. 58: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
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ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO).
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Protein-
banden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle GAPDH (unten, GAPDH) nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (rechts, Sham DMSO), jeweils bei 19 kDa
(Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

Ein dhnliches Bild prasentierte sich bei Auswertung der postischamisch geschadigten Leber-
lappen. In der IRI-Gruppe kam es nach DMSO-Gabe ebenfalls zu einem leichten Mittelwert-
anstieg des Caspase-3-Aktivitdtsquotienten von 26,0% im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trollgruppe (Abb. 59). Jedoch konnte fiir diese Ergebnis ebenfalls keine Signifikanz errechnet
werden (p = 0,0597). Die Aktivitatsmittelwerte der Caspase-3 stiegen von 0,75 + 0,04 in den
unbehandelten Lebern der IRl Gruppe auf 0,94 + 0,08 im hepatischen Gewebe nach IRI-In-
duktion und DMSO-Vorbehandlung an.
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Abb. 59: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (griiner Bal-
ken, IRl DMSO). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Wes-
tern-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle GAPDH (unten, GAPDH) nach
Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung
(rechts, IRI DMSOQ), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

4.3.3.4  PARP
Vergleichbar mit den zuvor genannten Apoptose-Enzymen, konnte auch bei dem Vergleich
des PARP-Aktivitatsquotienten aus aktiver, gespaltener PARP und deren Gesamtmasse zwi-
schen den unbehandelten Sham-Lebern und den DMSO-vorbehandelten Sham-Lebern kein
nennenswerter Unterschied festgestellt werden. Die PARP-Aktivitdt lag nach DMSO Vorbe-
handlung mit 0,080 + 0,009 nur marginal unterhalb des PARP-Aktivitatsquotienten von 0,082
+ 0,008 in der unbehandelten Sham-Gruppe (Abb. 60).
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Abb. 60: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation ohne
Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO). Der
Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewdhlter Western-Blot-Proteinban-
den aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Scheinoperation ohne Vorbe-
handlung (links, Sham Operation) und nach DMSO-Vorbehandlung (rechts, Sham DMSO), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und
116 kDa (t-PARP).

Allerdings konnte auch bei PARP wieder ein signifikanter Aktivitatsunterschied in den Grup-
pen nach IRI-Induktion zwischen den unbehandelten Mausen und jenen nach DMSO-Thera-
pie gemessen werden (p = 0,0369) (Abb. 61). Wahrend der Aktivitatsquotient in der
unbehandelten IRI-Gruppe bei 0,66 + 0,18 lag, sank dieser nach DMSO-Vorbehandlung auf
0,21 + 0,06 ab. Somit konnte die PARP-Aktivitdt durch DMSO-Vorbehandlung um 68,9% re-

duziert werden.
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Abb. 61: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdmie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRl) und nach DMSO-Vorbehandlung (griiner Balken, IRI
DMSO). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwi-
schen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausge-
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wahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach
Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung
(rechts, IRI DMSO), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa (t-PARP).

4.3.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen

Bei der Analyse der Serumparameter war festzustellen, dass die Werte von Kreatinin und
Bilirubin durch die DMSO-Vorbehandlung nicht signifikant alteriert waren (Tab. 12). Die ChE
zeigte mit +11,3% * 3,6% einen leicht erhoht messbaren Wert, wenngleich nicht signifikant
(p = 0,17). Die Parameter der Leberzellschadigung zeigten erneut deutlichere Enzymaktivi-
tatssteigerungen (Abb. 62). Wahrend die GLDH nach DMSO-Gabe um 172,4% * 64,4%
tendenziell, aber insignifikant (p = 0,23) erhoht messbar war, war der toxische Faktor der
GOT mit +107,8% * 24,3% signifikant erhoht (p = 0,0047). Der toxische Faktor der GPT lag bei
signifikanten +122,3% * 32,4% sogar noch hoher (p = 0,0125).

Versuchsgruppen
Laborchemisch . Steigerungsfaktor
untersuchte Sham Operation IRI von DMSO nach IRI-
Serumparameter Ohne Vor- Toxischer Faktor Ohne Vor- Toxischer Faktor Induktion
DMSO DMSO
behandlung DMSO behandlung DMSO
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0%
Bilirubin (mg/dl) 0,9+0,1 1,1+0,3 +22,2% + 17,5% 1,1+0,2 1,2+0,2 +7,4% + 8,1% +5,5% +10,1%
GOT (U/1) 152,0+34,3 315,8+65,4 +107,8% + 24,3% (**) 794,0 +213,9 1162,8 +310,5 +46,4% * 15,0% +268,3% * 31,8%
GPT (U/1) 121,0 26,5 269,0£73,8 +122,3% * 32,4% (*) 928,9 +316,9 1280,8 +427,0 +37,9% + 18,1% +376,1% + 50,9% (*)
GLDH (U/1) 145+39 39,5+18,3 +172,4% * 64,4% 131,3+25,7 230,3+68,3 +75,4% + 17,6% +483,0% * 56,6%
ChE (kU/1) 29+0,1 3,2+0,2 +11,3% + 3,6% 2,9+0,1 3,3+0,1 +12,1% + 1,4% (*) +1,6% + 2,0%

Tab. 12: Tabellarische Darstellung der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivitdten (fir GOT, GPT,
GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischdmie und Re-
perfusion (IRI) im Serum, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung und nach DMSO-Vorbehandlung. Die relative Diffe-
renz nach DMSO-Vorbehandlung zu keiner Vorbehandlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angegeben, jeweils
pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach Induktion eines Ischamie-Reperfusionsschaden und nach DMSO-Vorbe-
handlung zur Scheinoperation nach DMSO-Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor von DMSO ange-
geben. Statistik (Sidak-Test): ** entspricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise
beziehen sich auf die durch die parameterspezifischen toxischen Faktoren bzw. Steigerungsfaktoren dargestellten Unter-
schiede. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Der alleinige Effekt der DMSO-Gabe auf die Serumparameter nach Induktion eines hepati-
schen Ischamie-Reperfusionsschadens wurde im Folgenden durch den Vergleich der Serum-
parameter und Bildung der jeweiligen DMSO-spezifischen toxischen Faktoren in der IRI-
Gruppe untersucht (Tab. 12; Abb. 62). Eine relevante oder gar signifikante Differenz in der
Auspragung der Kreatinin- oder Bilirubin-Konzentrationen war hierbei nicht festzustellen.
Die Parameter der Leberzellschadigung GOT, GPT und GLDH zeigten einen positiven
Regulationstrend mit toxischen Faktoren von +46,4% + 15,0% (p = 0,37) fir die GOT, +37,9%
+ 18,1% (p = 0,52) fur die GPT und +75,4% * 17,6% (p = 0,19) fiir die GLDH. Eine statistische
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Signifikanz war jedoch fiir keinen der genannten Blutwerte zu errechnen. Anders verhielt es
sich bei der ChE. Der Lebersyntheseparameter konnte erneut gesteigert gemessen werden,

dieses Mal statistisch signifikant um 12,1% + 1,4% (p = 0,01).
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Abb. 62: Graphische, logarithmische Darstellungen der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivita-
ten (fir GOT, GPT, GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (oben links) ohne Vorbe-
handlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit DMSO-Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO), sowie nach
Ischamie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRl) und nach DMSO-Vorbehandlung (griiner
Balken, IRl Baicalein) im Serum, sowie (unten) nach Scheinoperation (goldener Balken, Sham DMSO) und nach Ischamie
und Reperfusion (griiner Balken, IRl DMSO), jeweils nach DMSO-Vorbehandlung. Die parameterspezifischen Einheiten sind
in der X-Achsen-Beschriftung angegeben. Statistik (Sidak-Test): ** entspricht einem p-Wert von < 0,01; * entspricht einem

p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des
Mittelwerts ist angegeben.

Auch fir die DMSO-Gruppe erfolgte die Gegenliberstellung der zuvor ermittelten Blutwerte
nach Scheinoperation und nach Ischamie und Reperfusion, um den DMSO-spezifischen Stei-
gerungsfaktor zu errechnen (Tab. 12; Abb. 62). Hierbei konnten keine relevanten Alteratio-
nen der Konzentrationen von Kreatinin und Bilirubin oder Volumenaktivitdten der ChE zwi-
schen den beiden beschriebenen Gruppen beobachtet werden. Die DMSO-spezifischen Stei-
gerungsfaktoren nach IRI-Induktion fiir die Leberzellschadigungsparameter GOT, GPT, GLDH
zeigten hingegen relevante Unterschiede. Hierbei waren die Steigerungsfaktoren der GOT

mit +268,3% + 31,8% (p = 0,1190) und der GLDH mit +483,0% + 56,6% (p = 0,1119) zwar rele-
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vant different, statistisch signifikant war dies jedoch nicht. Mit einem p-Wert von 0,0322
signifikant prasentierte sich die Differenz der Volumenaktivitaten der GPT nach IRl im Ver-
gleich zur scheinoperierten Gruppe. Der Steigerungsfaktor betrug hierbei +376,1% + 50,9%.
Um in der weiteren Folge darzustellen, inwiefern sich die DMSO-Behandlung auf die messba-
ren Effekte im Serum nach Induktion eines IRl auswirkt, erfolgte erneut der Vergleich der
soeben errechneten DMSO-spezifischen Steigerungsfaktoren mit jenen der unbehandelten
Versuchsgruppen (Abb. 63). Wie zu erwarten war, zeigten sich keine signifikanten Differen-
zen zwischen den Steigerungsfaktoren in der Analyse von Kreatinin, Bilirubin oder ChE.
Allerdings fuhrte die DMSO-Vorbehandlung zu relevant und signifikant gesenkten Steige-
rungsfaktoren der GOT, GPT und GLDH. So nahm die Enzymwerterhéhung der GOT um
36,5% + 4,5% (p = 0,0077) ab, wahrend die Volumenaktivitatssteigerung der GPT sogar um
43,7% * 4,8% (p < 0,001) gesenkt gemessen wurde. Dieser relative Steigerungsfaktor betrug
fiir die GLDH -40,0% % 3,1% (p < 0,001). Signifikante Unterschiede zwischen den relativen
Steigerungsfaktoren der einzelnen Serumparametern waren hierbei nicht festzustellen (Abb.

63).
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Abb. 63: Links: Graphische Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch
untersuchten Serumparameter nach Ischamie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbe-
handlung (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit DMSO-Vorbehandlung (griiner Balken, DMSO). Rechts: Graphische
Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach DMSO-Vorbehandlung der jeweiligen laborche-
misch untersuchten Serumparameter als relativer Unterschied der jeweiligen Steigerungsfaktoren nach DMSO-Vorbe-
handlung im Vergleich zu keiner Vorbehandlung. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001; **
entspricht einem p-Wert von < 0,01. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken.
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.3.5 Substratverbrauch von Gpx4
Aus den spektralphotometrischen Auswertungen konnte erneut der Aktivitatsquotient der
Glutathionoxidierung gebildet werden und somit eine Aussage Uber die Auswirkungen einer
DMSO-Therapie auf den Glutathionmetabolismus getroffen werden (Tab. 13).
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Intrazelluldrer Gehalt (umol / g) von Aktivitidtsquotient der
Versuchsgruppen . .
GSH GSSG Glutathionoxidierung (GSSG / GSH)
Sham Operation 6,89 +1,44 32,45+12,65 5,19+1,77
Sham DMSO 4,89 + 0,54 35,41 +£9,98 7,24 + 1,85
IRI 5,98 + 0,65 27,23 £ 2,00 4,99 £ 0,68
IRI DMSO 6,96 £ 0,71 41,86 £5,52 6,29 £ 0,89

Tab. 13: Tabellarische Darstellung des mittels Spektralphotometrie intrazelluldr nachgewiesenen Gehalts von reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation (Sham (Operation)) und nach Ischdmie und Reperfusion (IRl) im Leberge-
webe, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung und nach DMSO-Vorbehandlung, in umol/g. Das Verhiltnis von GSSG
zu GSH ist als versuchsgruppenspezifischer Aktivitatsquotient der Glutathionoxidierung angegeben.

Um darzustellen, inwiefern eine DMSO-Therapie auf den Glutathion-Stoffwechsel ohne oxi-
dativen Stress wirkt, wurden die Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung in den Sham-
Gruppen ohne und nach DMSO-Vorbehandlung verglichen (Abb. 64). Ein positiver
Regulationstrend nach DMSO-Gabe und Scheinoperation um 39,4% konnte im Vergleich zur
unbehandelten, scheinoperierten Gruppe beobachtet werden. So lag der Aktivitatsquotient
nach DMSO-Gabe bei 7,24 + 1,85, wahrend in der unbehandelten Gruppe ein Wert von 5,19

+ 1,77 zu messen war. Statistische signifikant war dies jedoch nicht. (p = 0,4548).
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Abb. 64: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den
Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit DMSO-
Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO), sowie nach Ischamie und Reperfusion (rechts) im untersuchten Gewebe
ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (griner Balken, IRI DMSO). Der Standardfehler
des Mittelwerts ist angegeben.

Im Lebergewebe nach IRl konnte ein dhnlicher Effekt der DMSO-Therapie beobachtet wer-
den (Abb. 64). Hier zeigte sich eine Steigerung des oxidativen Stoffwechsels von Glutathion
von 4,99 + 0,68 im medikamentds unbehandelten Gewebe auf 6,29 + 0,89 nach DMSO-Gabe.
Dies entsprach einer relativen Steigerung um 26,1%. Mit einem insignifikanten p-Wert von

0,2643 war dieses Ergebnis als positiver Regulationstrend zu werten.
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4.4 Effekte der Tacrolimus-Vorbehandlung

4.4.1 Kreislaufparameter
Um Auswirkungen der Tacrolimus-Therapie auf den Kreislauf des Tieres sichtbar zu machen,
wurden die Sham-operierten Tiere mit und ohne Vorbehandlung bezliglich der Vitalparame-
ter verglichen, um im Anschluss Selbiges in der Gruppe mit IRI-Induktion zu wiederholen. Im
Verlauf des Sham-Experiments sank der Mitteldruck von 95,7 mmHg bei Kanilierung bis auf
84,3 mmHg zum Ende der Operation ab (Abb. 65). Zu keinem Zeitpunkt konnte hierbei ein
signifikanter Unterschied des Blutdruckkurvenverlaufs zu der unbehandelten Gruppe festge-
stellt werden. Bei der Auswertung der Vitalparameterdaten konnte ein dhnliches Ergebnis
far die Versuchsgruppen mit IRI-Induktion festgehalten werden. Auch hier war wahrend des
gesamten Experiments kein signifikanter Unterschied zwischen den Blutdruckkurven nach
Tacrolimusgabe und ohne Vorbehandlung festzustellen. Wie in 4.1.1 beschrieben, kam es
auch nach Tacrolimus-Vorbehandlung zu einem konsekutiven, leichten Mitteldruckverlust
von initial 94,3 mmHg auf 62,3 mmHg. AuBerdem konnte ebenfalls ein signifikanter (p =
0,0073) Postreperfusionsabfall des Mitteldrucks um max. 23 mmHg festgestellt werden, wel-

cher sich analog zu den anderen Versuchsgruppen selbststindig regredient zeigte.
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Abb. 65: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven der Gruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Kurve, Sham Tacrolimus), sowie mit
IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRI ohne Vorbehandlung) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (rote
Kurve, IRI Tacrolimus) im Verlauf des Experiments. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Der Verlauf der erhobenen Pulskurven dieser Versuchsgruppen zeigte ein vergleichbares
Ergebnis. Sowohl bei den scheinoperierten Tieren, als auch bei der IRI-Gruppe konnte nach
Tacrolimus-Vorbehandlung kein signifikanter Unterschied zu den jeweiligen Kurven der un-

behandelten Gruppen errechnet werden. Im Gesamten lagen die Blutdruckmittelwerte in
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der Sham- und IRI-Gruppe zu jedem Zeitpunkt unter den Vergleichswerten der unbehandel-

ten Tiere, dies jedoch nur insignifikant.
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Abb. 66: Graphische Darstellung der Pulskurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Kurve, Sham Tacrolimus), sowie mit
IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (rote
Kurve, IRl Tacrolimus) im Verlauf des Experiments. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.4.2 Zelltod
Analog zur den anderen Versuchsgruppen, erfolgte zunachst die statistische Auswertung des
Effektes einer Tacrolimus-Vorbehandlung auf die native Leber ohne oxidativen Stress durch
Vergleich der Tacrolimus- (Abb. 67 links) und der unbehandelten Gruppe nach Sham-Opera-
tion. Weiterhin wurden die jeweiligen Gruppen mit hepatischem IRl beziglich relevanter

Unterschiede getestet (Abb. 67 rechts).

Abb. 67: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Lebergewebeschnitte nach Tacrolimus-Vorbe-
handlung nach Scheinoperation (links) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts) bei 10x-VergroRerung und einer Exzita-
tionswellenlange von 450nm, sowie einer Detektionswellenlange von 515nm. Fluoreszenzmarkierungen entsprechen abge-
storbenen Zellen.
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So kam es auch nach Tacrolimus-Vorbehandlung zu einer signifikanten Steigerung der
apoptotischen Zellen nach Sham-Operation im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
(p<0,001) (Abb. 68). Es konnte hierbei eine absolute Steigerung des intrahepatischen Zell-
tods um 0,69% + 0,19% auf 1,07% + 0,18% der Leberflaiche gemessen werden, also eine rela-
tive Erhohung um das 1,8-fache. Bei Untersuchung des postischamischen Lebergewebes
nach Tacrolimusgabe konnte festgehalten werden, dass auch hier eine absolute Reduktion
des Zelltods um 8,03% + 2,49% auf einen Flachenfraktion von 4,97 % + 0,92% im Vergleich
zur unbehandelten IRI-Gruppe beobachtet werden konnte (Abb. 68). Dieses Ergebnis war

hochsignifikant (p = 0,0015) und entsprach einer relativen Zelltodreduktion um 61,8%.
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Abb. 68: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit
Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham DMSO), sowie nach Ischdmie und Reperfusion (rechts) im untersuchten
Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (roter Balken, IRl DMSO). Statistik (t-
Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001; ** entspricht einem p-Wert von < 0,01. Signifikanzhinweise beziehen sich
auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Die Skalen der Dia-
gramme unterscheiden sich ca. um den Faktor 15.

4.4.3 Proapoptotische Enzyme
Der Effekt der Tacrolimus-Vorbehandlung auf die im Lebergewebe aktiven proapoptotischen
Proteine erfolgte erneut durch Vergleich der Enzymaktivitditen ohne Vorbehandlung und

nach Tacrolimus-Vorbehandlung, jeweils fir die Sham- und die IRI-Gruppe.

4.4.3.1 ERK1/2
Es konnte auch nach isolierter Tacrolimus-Vorbehandlung kein relevanter Unterschied des
ERK1/2-Aktivitatsquotienten im Vergleich zur unbehandelten Gruppe nach Scheinoperation
festgestellt werden (p = 0,8486). Wahrend der Aktivitatsquotient von ERK1/2 nach
Tacrolimus-Vorbehandlung bei 0,080 + 0,009 gemessen wurde, lag dieser in der unbehandel-

ten Gruppe nur insignifikant hoher bei 0,085 + 0,022 (Abb. 69).
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Abb. 69: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham
Tacrolimus). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-
Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Scheinopera-
tion ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus), jeweils
bei 42 und 44 kDa.

Nach Induktion eines hepatischen IRl war ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
den unbehandelten und den mit Tacrolimus vorbehandelten Mausen in der ERK1/2-Aktivi-
tatsmessung festzustellen (p = 0,6717). Allerdings fiel das Ergebnis etwas deutlicher aus als
in den unbehandelten Gruppen. Ein negativer Regulationstrend um -19,1% durch die
Tacrolimus-Behandlung konnte im Vergleich zur Gruppe ohne Vorbehandlung konstatiert
werden. Die Mittelwerte der ERK1/2-Aktivitdtsquotienten nahmen durch die Tacrolimusgabe

von 0,51 £ 0,15 im unbehandelten Lebergewebe auf 0,41 £ 0,17 ab (Abb. 70).
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Abb. 70: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdmie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (roter
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Balken, IRI Tacrolimus). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter
Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Is-
chamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRl) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung
(rechts, IRI Tacrolimus), jeweils bei 42 und 44 kDa.

4.4.3.2 SAPK/INK
Der Aktivitatsquotient von SAPK/JNK konnte im Vergleich zur ERK1/2-Untersuchung bereits
in der Sham-Gruppe durch Tacrolimusgabe signifikant verringert werden (p = 0,0335). Wah-
rend die unbehandelten, scheinoperierten Mause eine SAPK/JNK-Aktivitat von 0,054 + 0,005
aufwiesen, lag der Mittelwert nach Tacrolimus-Behandlung bei lediglich 0,040 £ 0,002. So

flhrte die Tacrolimus-Vorbehandlung zu einer Aktivitatsreduktion um 25,8 % (Abb. 71).
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Abb. 71: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/JNK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Schein-
operation ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken,
Sham Tacrolimus). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unter-
schiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exempla-
risch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/IJNK (oben, p-JNK) und Gesamt-
SAPK/JNK (unten, t-JNK) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbe-
handlung (rechts, Sham Tacrolimus), jeweils bei 46 und 54 kDa.

Ein noch deutlicheres Bild zeigte sich beim Vergleich der Vorbehandlungen in der IRI-Gruppe.
Der SAPK/JNK-Aktivitatsquotient lag in der unbehandelten-Gruppe hierbei bei 0,89 * 0,20. In
der Gruppe nach Tacrolimus-Vorbehandlung konnte dieser Wert auf 0,14 £ 0,10 gesenkt
gemessen werden. Damit wurde eine signifikante Abnahme der SAPK/JNK-Aktivitdt um

84,6% durch die Vorbehandlung mit Tacrolimus registriert (p = 0,0059) (Abb. 72).
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Abb. 72: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK und Gesamt-
SAPK/JNK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie
und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung
(roter Balken, IRl Tacrolimus). Statistik (t-Test): ** entspricht einem p-Wert von < 0,01. Signifikanzhinweise beziehen sich
auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewadhlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK (oben, p-JNK) und Gesamt-
SAPK/INK (unten, t-JNK) nach Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach
Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, IRI Tacrolimus), jeweils bei 46 und 54 kDa.

4.4.3.3 Caspase-3
Der Aktivitatsquotient von Caspase-3 aus aktivierter Caspase-3 und GAPDH wurde nach
Sham-Operation von der Tacrolimus-Behandlung nur insignifikant beeinflusst (p = 0,2234).
Die unbehandelte Sham-Gruppe wies einen Caspase-3-Aktivitatsquotienten von 0,061 *
0,009 auf. Im Vergleich hierzu war die Aktivitdt der Caspase-3 mit 0,048 + 0,004 nach
Tacrolimusgabe leicht reduziert. Der negative Regulationstrend der Caspase-3-Aktivitat in

der Tacrolimus-Gruppe nach Sham-Operation lag somit bei -21,3% (Abb. 73).
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Abb. 73: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
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ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham
Tacrolimus). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-
Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle (unten, GAPDH) nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus), jeweils bei 19
kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

Eine hohe Signifikanz konnte jedoch beim Vergleich der Tacrolimusgabe mit der unbehandel-
ten Gruppe nach IRI-Induktion errechnet werden (p = <0,001). Caspase-3 lag zu einem Anteil
von 0,75 + 0,04 in den unbehandelten, postischamischen Leberlappen aktiviert vor. Im Ver-
gleich hierzu betrug der Aktivitdtsquotient der Caspase-3 nach Tacrolimus-Vorbehandlung
lediglich 0,25 + 0,02. Somit flhrte die Tacrolimus-Vorbehandlung zu einer Aktivitatsabnahme

von Caspase-3 um 66,9% nach Induktion eines hepatischen IRl (Abb. 74).
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Abb. 74: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (roter
Balken, IRI Tacrolimus). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf
Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle
GAPDH (unten, GAPDH) nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach
Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, IRl Tacrolimus), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

4.4.3.4 PARP
Die Vorbehandlung mit Tacrolimus fihrte zu keinem signifikanten Unterschied der PARP-
Aktivierung nach Sham-Operation. Der Aktivitdtsquotient aus aktivierter, gespaltener PARP
und Gesamt-PARP lag in der Gruppe der unbehandelten Tiere bei 0,082 + 0,008. Nach
Tacrolimus-Vorbehandlung und Sham-Operation lag dieser insignifikant verringert bei 0,079

+ 0,012 (p = 0,8433) (Abb. 75).
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Abb. 75: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation ohne
Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham Tacrolimus).
Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Protein-
banden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Scheinoperation ohne Vorbe-
handlung (links, Sham Operation) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus), jeweils bei 89 kDa (c-
PARP) und 116 kDa (t-PARP).

Ein deutlicherer Unterschied konnte bei Analyse der postischamisch geschadigten Leberlap-
pen registriert werden (Abb. 76). Wahrend der Aktivitatsquotient von PARP nach IRI-Induk-
tion im unbehandelten Lebergewebe bei 0,66 + 0,18 lag, konnte die Aktivitdt von PARP nach
Tacrolimus-Vorbehandlung im postischamischen Lebergewebe bei 0,26 + 0,07 gemessen
werden. Dies entspricht einer Aktivitatsreduktion von PARP um 59,9% nach Tacrolimusgabe.

Dieses Ergebnis war mit einem p-Wert von 0,0834 knapp nicht signifikant.
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Abb. 76: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdmie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (roter Balken,
IRI Tacrolimus). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Wes-
tern-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Ischdmie und

103



Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung (rechts, IRI
Tacrolimus), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa (t-PARP).

4.4.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen
Wie auch in den zuvor untersuchten Therapiegruppen erfolgte eine Blutserumanalyse nach
Tacrolimus-Vorbehandlung, um Auswirkungen einer solchen Therapie auf die Nieren- und
Leberfunktionsparameter darstellen und verdeutlichen zu kénnen. Zunéachst erfolgte die
Auswertung des alleinigen Effekts einer Tacrolimus-Vorbehandlung auf den scheinoperierten
Organismus, um somit den toxischen Faktor eines jeden Blutwerts zu prasentieren (Tab. 14).
Hierbei konnten keine relevanten Unterschiede in den Konzentrationen von Kreatinin und
Bilirubin nach Tacrolimus-Vorbehandlung im Vergleich zur unbehandelten, sham-operierten
Gruppe festgestellt werden (Abb. 77). Auch in der Tacrolimus-Gruppe konnte, verglichen mit
der unbehandelten Gruppe, einer Steigerung der Lebersyntheseleistung nach Scheinopera-
tion beobachtet werden. So kam es zu einer um +19,1% * 3,5% signifikant gesteigert mess-
baren Cholinesterase (p = 0,04). Bei den Leberenzymen GOT, GPT und GLDH kam es interes-
santerweise nach Tacrolimus-Behandlung zu einer Abnahme der Volumenaktivitdt und somit
zu negativen toxischen Faktoren. Auch wenn die Ergebnisse der toxischen Faktoren nach
Scheinoperation allesamt nicht signifikant waren, so konnten sie mit einer relativen Ab-
nahme der Enzymaktivitdat um -30,9% + 12,5% (p = 0,26) fiir die GOT, um -33,9% + 16,1% (p =
0,33) fiir die GPT und um -6,9% * 14,6% (p = 0,82) flir die GLDH zumindest als leichtgradige,

negative Regulationstrends betrachtet werden.

Versuchsgruppen
Laborchemisch Steigerungsfaktor von
untersuchte Sham Operation IRI Tacrolimus nach IRI-
Serumparameter Ohne Vor- . Toxischer Faktor Ohne Vor- . Toxischer Faktor Induktion
Tacrolimus . Tacrolimus .
behandlung Tacrolimus behandlung Tacrolimus

Kreatinin (mg/dl) 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0,8+0 0,8+0 0% = 0% 0%

Bilirubin (mg/dl) 0,9+0,1 0,9+0,1 0% *+7,9% 1,1+0,2 1,2+0,2 +11,1% +7,8% +33,3% £ 6,9%
GOT (U/I) 152,0 +34,3 105,0 + 16,4 -30,9% + 12,5% 794,0 213,9 420,7+79,5 -47,0% + 11,7% +300,6% * 31,6% (***)
GPT (U/1) 121,0% 26,5 80,0 £ 28,5 -33,9% £ 16,1% 928,9 £ 316,9 328,7+101,8 | -64,6%114,6% (**) | +310,8%+54,0% (***)

GLDH (U/1) 14,5+3,9 13,5+1,7 -6,9% * 14,6% 131,3+£25,7 118,6 £32,9 -9,7% + 14,2% +778,5% + 109,1% (*)
ChE (ku/I) 2,9+0,1 3,4+0,17 +19,1% + 3,5% (*) 2,9+0,1 2,8+0,05 -4,1% + 0,8% -18,8% + 1,6% (***)

Tab. 14: Tabellarische Darstellung der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivitaten (fir GOT, GPT,
GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischdmie und Re-
perfusion (IRI) im Serum, jeweils ohne medikamentose Vorbehandlung und nach Tacrolimus-Vorbehandlung. Die relative
Differenz nach Tacrolimus-Vorbehandlung zu keiner Vorbehandlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angege-
ben, jeweils pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach Induktion eines Ischamie-Reperfusionsschaden und nach
Tacrolimus-Vorbehandlung zur Scheinoperation nach Tacrolimus-Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungs-
faktor von Tacrolimus angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001; ** entspricht
einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf die durch die parameter-
spezifischen Steigerungsfaktoren dargestellten Unterschiede. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.
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Im Weiteren wurde der Tacrolimus-spezifische toxische Faktor nach IRl errechnet (Tab. 14).
Hierbei konnte keine relevante Differenz zwischen der unbehandelten und der Tacrolimus-
Gruppe in Bezug auf die Konzentrationen von Kreatinin und Bilirubin dargestellt werden
(Abb. 77). Nachdem die Lebersyntheseleistung mit einer Zunahme der Volumenaktivitat der
ChE nach Scheinoperation durch Tacrolimus erhoht werden konnte, war nun kein signifikan-
ter Unterschied zwischen der unbehandelten und der Tacrolimus-Gruppe nach IRI-Induktion
mehr festzustellen. Tendenziell kam es nun sogar zu einer minimalen Abnahme der Cholines-
terase-Mittelwerte um -4,1% + 0,8% (p = 0,14). Erneut fanden sich Abnahmetendenz in der
Aktivitat der GOT, GPT und GLDH bei Auswertung des toxischen Faktors. Wahrend die GLDH
um 9,7% + 14,2% (p = 0,77) und die GOT um 47,0% + 11,7% (p = 0,17) tendenziell, wenn auch
insignifikant in deren Volumenaktivitdat nach Tacrolimusgabe reduziert messbar waren, war
der Unterschied der GPT-Aktivitdat mit einem toxischen Faktor von -64,6% + 14,6% hoch-

signifikant (p = 0,2289).
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Abb. 77: Graphische, logarithmische Darstellungen der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivita-
ten (fir GOT, GPT, GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (oben links) ohne Vor-
behandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham Tacrolimus), sowie
nach Ischamie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus-Vorbehandlung
(roter Balken, IRl Tacrolimus) im Serum, sowie (unten) nach Scheinoperation (rosé Balken, Sham Tacrolimus) und nach
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Ischamie und Reperfusion (roter Balken, IRI Tacrolimus), jeweils nach Tacrolimus-Vorbehandlung. Die parameterspezifi-
schen Einheiten sind in der X-Achsen-Beschriftung angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert
von < 0,001; ** entspricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich
auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Um nun den Tacrolimus-spezifischen Steigerungsfaktor und damit den tatsédchlichen Effekt
der IRI-Vorbehandlung auf die Serumparameter in der Tacrolimus-Gruppe ausrechnen zu
konnen, erfolgte erneut der Vergleich der Blutwerte nach Tacrolimus-Vorbehandlung und
IRI-Induktion mit jenen nach Scheinoperation und Tacrolimusgabe (Tab. 14). Hierbei ergab
sich kein relevanter Unterschied beim Vergleich der Nierenfunktion und der hepatischen
Exkretion. Die anderen untersuchten Leberwerte prasentierten sich jedoch mit signifikanten
Differenzen (Abb. 77). So fiihrte die Induktion des hepatischen IRl nach Auswertung der ChE-
Volumenaktivitat zu einer signifikanten Abnahme der Lebersyntheseleistung um 18,8% *
1,6% (p < 0,001). Parallel hierzu erfuhren die Volumenaktivitaten der Parameter der Leber-
zellschadigung jeweils eine signifikante Steigerung. Fiir die GOT lag der Steigerungsfaktor
hierbei bei +300,6% + 31,6% (p < 0,001), fur die GPT lag dieser Wert bei +310,8% + 54,0% (p
< 0,001). Die Aktivitat der GLDH prasentierte sich in dieser Auswertung sogar um 778,5% +
109,1% gesteigert (p = 0,0259). In der weiteren Folge erfolgte der Vergleich der soeben er-
mittelten Tacrolimus-spezifischen Steigerungsfaktoren mit jenen der unbehandelten Expe-
rimentalgruppen (Abb. 78). Hierbei ergab sich erneut kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den entsprechenden Steigerungsfaktoren von Kreatinin oder Bilirubin. Da
sich der Steigerungsfaktor der Cholinesterase, wie vorhin dargestellt, in der Tacrolimus-
gruppe jedoch negativ prasentierte war der Unterschied zum unbehandelten Steigerungsfak-
tor mit einer relativen Abnahme um das 22,7-fache entsprechend signifikant (p < 0,001).
Wahrend dieses Ergebnis eher einer zunehmenden Einschrankung der Leberfunktion durch
Tacrolimus nach IRI-Induktion entsprach, zeigte sich die Wirkung von Tacrolimus auf die En-
zymwerterhéhung von GOT, GPT und GLDH tendenziell reduktiv. So fuhrte die Tacrolimus-
Vorbehandlung zu einer signifikanten, relativen Reduktion des Steigerungsfaktors von GOT
um 28,8% + 4,1% (p = 0,0190), sowie zu einer ebenfalls signifikanten Abnahme der GPT-Er-
héhung um 53,4% + 4,5% (p < 0,001). Die GLDH-Aktivitatssteigerung konnte nur insignifikant
reduziert werden (p = 0,7811), zeigte mit einem relativen Steigerungsfaktor von -3,4% +
3,8% aber eine diskrete negative Regulationstendenz. Der Vergleich der relativen
Tacrolimus-spezifischen Steigerungsfaktoren von GOT, GPT und GLDH konnte im Weiteren
einen signifikanten Unterschied in der Ausprdagung der Steigerungsfaktorreduktionen dar-

stellen (Abb. 78). So prasentierte sich die GPT im Vergleich zu den anderen beiden Parame-
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tern der Zellschadigung signifikant starker in ihrem Steigerungsfaktor reduziert (jeweils p <
0,001), wahrend die GOT-Erhéhung ebenfalls noch signifikant starker reduziert wurde als
dies bei der GLDH der Fall war (p < 0,001). Somit flihrt die Tacrolimus-Vorbehandlung sowohl
zu einer signifikanten Reduktion der GOT- und GPT-Aktivitdtserhohung nach Ischamie und
Reperfusion, wobei diese fiir die GPT am signifikant starksten ausfiel, als auch zu einer Ab-

nahme der Lebersynthesefunktion.
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Abb. 78: Links: Graphische Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch
untersuchten Serumparameter nach Ischamie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbe-
handlung (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (roter Balken, Tacrolimus). Rechts:
Graphische Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach Tacrolimus-Vorbehandlung der
jeweiligen laborchemisch untersuchten Serumparameter als relativer Unterschied der jeweiligen Steigerungsfaktoren nach
Tacrolimus-Vorbehandlung im Vergleich zu keiner Vorbehandlung. Statistik (t-Test; Sidak-Test; Tukey-Test): *** entspricht
einem p-Wert von < 0,001; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwi-
schen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.4.5 Substratverbrauch von Gpx4
Auch in der Tacrolimusgruppe wurde der Einfluss des applizierten Medikaments auf den oxi-
dativen Stoffwechsel des Glutathions untersucht und der Aktivitatsquotient aus oxidiertem

GSSG und reduziertem GSH nach Spektralphotometrie ausgewertet (Tab. 15).

Intrazelluldrer Gehalt (umol / g) von Aktivitdtsquotient der
Versuchsgruppen . -
GSH GSSG Glutathionoxidierung (GSSG / GSH)
Sham Operation 6,89 + 1,44 32,45+ 12,65 5,19+1,77
Sham Tacrolimus 4,89 + 0,54 35,41 +£9,98 4,64 +1,04
IRI 5,98 + 0,65 27,23 +2,00 4,99 +0,68
IRI Tacrolimus 6,68 +0,72 45,79 £ 5,93 8,74 £1,59

Tab. 15: Tabellarische Darstellung des mittels Spektralphotometrie intrazelluldr nachgewiesenen Gehalts von reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation (Sham (Operation)) und nach Ischamie und Reperfusion (IRI) im Leberge-
webe, jeweils ohne medikamentése Vorbehandlung und nach Tacrolimus-Vorbehandlung, in umol/g. Das Verhaltnis von
GSSG zu GSH ist als versuchsgruppenspezifischer Aktivitdtsquotient der Glutathionoxidierung angegeben.
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Zunachst erfolgte der Vergleich der Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung in den
scheinoperierten Gruppen. Hierbei zeigte sich keine signifikante Differenz (p = 0,7959) zwi-
schen den Aktivitatsquotienten der unbehandelten, scheinoperierten Gruppe und jener, die
mit Tacrolimus vorbehandelt wurde (Abb. 79). Im Gegensatz zu der Baicalein- und der
DMSO-Gruppe war sogar ein diskreter negativer Regulationstrend nach Tacrolimusgabe um
10,7% zu beobachten. Die Mittelwerte der Aktivitdtsquotienten lagen in der unbehandelten

Gruppe bei 5,19 £ 1,77, in der Tacrolimus-Gruppe betrug dieser Wert 4,64 + 1,04.
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Abb. 79: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den
Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit
Tacrolimus-Vorbehandlung (rosé Balken, Sham Tacrolimus), sowie nach Ischamie und Reperfusion (rechts) im untersuchten
Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO-Vorbehandlung (roter Balken, IRl Tacrolimus). Statistik (t-
Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten
Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Die Auswertung der Effekte der Tacrolimus-Behandlung nach IRl prasentierte sich hierbei
diametral anders (Abb. 79). Wahrend der Aktivitatsquotient der Glutathionoxidierung in der
postischamischen Leber ohne Vorbehandlung bei 4,99 + 0,68 lag, wurde dieser nach
Tacrolimusgabe bei 8,74 + 1,59 gemessen, was einer relativen Steigerung der Glutathionoxi-
dierung nach IRI-Induktion um 75,1% entsprach. Diese deutliche Steigerung des oxidativen

Glutathionstoffwechsels prasentierte sich statistisch signifikant (p = 0,0302).
4.5 Effekte der kombinierten Tacrolimus- & Baicaleinvorbehandlung

4.5.1 Kreislaufparameter
Die Versuchsgruppen, welche mit Baicalein und Tacrolimus als Kombinationstherapie vorbe-
handelt wurden, wurden analog zu den zuvor beschriebenen Versuchsgruppen in Bezug auf
die Kreislaufeffekte der Vorbehandlung untersucht. Hierbei fiel auf, dass die Sham-operier-

ten Tiere, die mit Tacrolimus und Baicalein vorbehandelt wurden, wahrend des gesamten
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operativen Verlaufs einen deutlich und signifikant reduzierten Mitteldruck aufwiesen im
Vergleich zu den Sham-operierten Tieren, die keine Vorbehandlung erhielten (Abb. 80). So-
mit konnte die gesamte Mitteldruckkurve als signifikant reduziert errechnet werden
(p<0,001). Die durchschnittliche Blutdruckabnahme im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
betrug 34,6 mmHg. Ein vergleichbares, wenn auch nicht derart eindriickliches Ergebnis
konnte in der IRI-Gruppe beobachtet werden. Der initial gemessene Mitteldruck bei Kaniilie-
rung lag zwar analog zu den Sham-operierten Tieren nach kombinierter Vorbehandlung um
43,3 mmHg signifikant niedriger als in der unbehandelten IRI-Gruppe (p<0,001). Jedoch war
bereits 30 Minuten nach Ischamieinduktion keine Signifikanz in den Kurvenunterschieden
mehr zu errechnen, wenngleich die mittleren Blutdruckwerte der kombiniert therapierten
IRI-Gruppe zu jedem Zeitpunkt niedriger waren als die der unbehandelten IRI-Gruppe (Abb.
80). Eine Ausnahme stellt hierbei das Zeitfenster 15 Minuten nach Reperfusion (-21,7 mmHg;
p = 0,0387), sowie 45 Minuten nach Reperfusion (-23,7 mmHg; p = 0,0169) dar. Auch in die-
ser Versuchsgruppe war ein selbstlimitierender, signifikanter Blutdruckverlust post reperfu-

sionem festzustellen (p = 0,0285).
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Abb. 80: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbe-
handlung (schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung
(gelbe Kurve, Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie mit IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne
Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein -Vorbehandlung (orange Kurve, IRl Tacrolimus + Baicalein)
im Verlauf des Experiments. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; * entspricht einem p-Wert < 0,05.
Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den Kurven zum jeweiligen Zeitpunkt. Der Standardfehler des
Mittelwerts ist angegeben.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den unbehandelten und kombiniert vortherapierten
Gruppen war auch nach Analyse der Pulskurven festzustellen. Sowohl bei den Sham-operier-
ten Mausen, als auch in der jeweiligen IRI-Gruppe waren die Mittelwerte der Pulskurven
nach kombinierter Vortherapie stets deutlich hoher als bei den unbehandelten Tieren (Abb.
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81). Dennoch war keine Signifikanz zwischen den jeweiligen Kurven zu errechnen. Ursachlich
dafiir ist eine relativ groRe interindividuelle Varianz der Herzfrequenzen innerhalb der kom-
biniert vortherapierten Gruppen. Hierdurch ergaben sich Standardabweichungen von bis zu

68,3%, weshalb keine Signifikanz zu erzielen war.
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Abb. 81: Graphische Darstellung der Pulskurven der Versuchsgruppen mit Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (gelbe Kurve,
Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie mit IRI-Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRl ohne Vorbehandlung)
und mit Tacrolimus-Vorbehandlung (orange Kurve, IRl Tacrolimus) im Verlauf des Experiments. Der Standardfehler des
Mittelwerts ist angegeben.

4.5.2 Zelltod
Mittels TUNEL-Assay wurde ebenfalls zunachst der Effekt der Kombinationsbehandlung auf
die Leber der scheinoperierten Tiere (Abb. 82 links) durch Vergleich mit den unbehandelten

Tieren untersucht, in der Folge analog im postischamen Lebergewebe (Abb. 82 rechts).

Abb. 82: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarisch ausgewdhlter Lebergewebeschnitte nach kombinierter
Tacrolimus- und Bacialein-Vorbehandlung nach Scheinoperation (links) und nach Ischamie und Reperfusion (rechts) bei 10x-
VergroRerung und einer Exzitationswellenlange von 450nm, sowie einer Detektionswellenlange von 515nm. Fluoreszenz-
markierungen entsprechen abgestorbenen Zellen.

110



Die kombinierte Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein fiihrte signifikanterweise zu
einer Zunahme des Zelltods bei den scheinoperierten Mausen verglichen mit den unbehan-
delten Tieren (p<0,001) (Abb. 83). Der Flachenanteil toter Zellen stieg nach der
Kombinationstherapie um absolut 1,03% + 0,30% auf 1,41% + 0,33% an, was einer relativen
Erhéhung um das 2,7-fache entsprach. Jedoch verursachte die kombinierte Vorbehandlung
eine signifikante Abnahme abgestorbener Zellen in den IRI-geschadigten Leberlappen im
Vergleich zur untherapierten Gruppe (p<0,001) (Abb. 83). Hier konnte eine absolute Reduk-
tion der zerfallenen Zellen um 8,10% + 2,27% auf einen Flachenanteil von 4,90% + 0,58%

gemessen werden, was einer relativen Reduktion von 62,3% gleichzusetzen war.
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Abb. 83: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit kom-
binierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie nach Ischamie und
Reperfusion (rechts) im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus-
und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert
von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des
Mittelwerts ist angegeben. Die Skalen der Diagramme unterscheiden sich ca. um den Faktor 10.

4.5.3 Proapoptotische Enzyme
Die Untersuchung auf Aktivitatsalterationen der proapoptotischen Proteine erfolgte analog

zu den restlichen Therapiegruppen fiir die kombinierte Tacrolimus-Baicalein-Therapie.

4.5.3.1 ERK1/2
Auch nach kombinierter Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein konnte kein signifikan-
ter Unterschied zu der unbehandelten Versuchsgruppe nach Scheinoperation in Bezug auf
die ERK1/2-Aktivitat errechnet werden (p = 0,7898). Der ERK1/2-Aktivitatsquotient lag nach
kombinierter Therapie und Sham-Operation bei 0,078 + 0,009, wahrend dieser in der unbe-
handelten Sham-Gruppe mit 0,085 + 0,022 nur knapp erhéht war (Abb. 84).
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Abb. 84: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung
(gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-ERK) und Gesamt-
ERK (unten, t-ERK) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus-
und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 42 und 44 kDa.

Ein etwas deutlicheres Bild prasentierte sich im Vergleich der unbehandelten und kombiniert
mit Tacrolimus und Baicalein vorbehandelten Versuchsgruppen nach Induktion eines IRI
(Abb. 85). Der Aktivitatsquotient von ERK1/2 lag hierbei in der unbehandelten IRI-Gruppe bei
0,508 + 0,150, wohingegen die Kombinationsbehandlung zu einer Abnahme der ERK1/2-Ak-
tivitdat um 28,1% fuhrte. In dieser Versuchsgruppe lag der Quotient aus phosphorylierter
ERK1/2 und deren Gesamtanteil bei 0,365 + 0,088. Jedoch war dieser negative Regulations-

trend mit einem p-Wert von 0,4287 statistisch nicht signifikant.
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Abb. 85: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Bai-
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calein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.
Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewéahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 (oben, p-
ERK) und Gesamt-ERK (unten, t-ERK) nach Ischdamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (links,
IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, IRI Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 42 und
44 kDa.

4.5.3.2 SAPK/INK
Die kombinierte Vorbehandlung der Sham-operierten Maduse mit Baicalein und Tacrolimus
flihrte in der Auswertung des Proteingehalts im untersuchten Lebergewebe ebenfalls zu kei-
ner relevanten Alteration in der Aktivitat der SAPK/JNK im Vergleich zur unbehandelten Ver-
suchsgruppe (Abb. 86). Der Quotient aus phosphorylierter SAPK/JINK und deren Gesamtpro-
teingehalt lag in der unbehandelten Gruppe nach Sham-Operation bei 0,054 + 0,005. Die
kombiniert vorbehandelte Gruppe wies in dieser Untersuchung eine Aktivitdt von 0,050 +
0,004 auf. Die relative Differenz der Aktivitatsquotienten zwischen den beiden Versuchs-

gruppen war somit mit 8,6% marginal (p = 0,4838).
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Abb. 86: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/JNK und Gesamt-
SAPK/JNK im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Schein-
operation ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung (gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts:
Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, phosphorylierter SAPK/INK (oben, p-JNK)
und Gesamt-SAPK/JNK (unten, t-JNK) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach kombi-
nierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 46 und 54 kDa.

Nach kombinierter Baicalein-Tacrolimus-Vorbehandlung im postischamischen Lebergewebe
konnte im Vergleich zur unbehandelten IRI-Versuchsgruppe ein deutlich negativer Regula-
tionstrend von -34,5 % nachgewiesen werden, jedoch nicht statistisch signifikant (p =
0,3017) (Abb. 87). Wahrend der Mittelwert des errechneten Aktivitatsquotienten der
SAPK/INK in der unbehandelten postischamischen Leber bei 0,892 + 0,201 lag, betrug dieser

nach oben beschriebener, kombinierter Vorbehandlung 0,585 + 0,202.
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Abb. 87: Links: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus phosphorylierter SAPK/JINK und Gesamt-SAPK/JNK im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdmie und Reperfu-
sion ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Kombinationsbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Bai-
calein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-
Proteinbanden phosphorylierter SAPK/JNK (oben, p-JNK) und Gesamt-SAPK/JNK (unten, t-JNK) nach IRl ohne Vorbe-
handlung (links, IRI) und nach Kombinationsbehandlung (rechts, IRI Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 46 und 54 kDa.

4.5.3.3 Caspase-3
Analog wurden ebenfalls die gewonnen Ergebnisse der Aktivitatsauswertung der Caspase-3
nach Kombinationsbehandlung mit jenen der entsprechenden unbehandelten Gruppen ver-
glichen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass der Aktivitatsquotient aus aktivierter
Caspase-3 und GAPDH im Lebergewebe nach Scheinoperation bei den unbehandelten Tieren
einen Wert von 0,061 + 0,009 aufwies, wahrend die Caspase-3-Aktivitdt der kombiniert vor-
behandelten Sham-Gruppe bei 0,057 *+ 0,007 lag (Abb. 88). Diese sehr diskrete Aktivitatsab-

nahme um 7,2% war mit einem p-Wert von 0,7045 als insignifikant zu werten.
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Abb. 88: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation
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ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung
(gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3 (oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle
GAPDH (unten, GAPDH) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach kombinierter
Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa
(GAPDH).

Ein ungleich deutlicheres Ergebnis konnte im Rahmen der Caspase-3-Aktivitdtsauswertung
nach Induktion eines hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens festgestellt werden (Abb.
89). Der Aktivitatsquotient der Caspase-3, welcher im postischamischen Gewebe der
unbehandelten Gruppe bei 0,745 + 0,034 lag, konnte durch die Vorbehandlung mit
Tacrolimus und Baicalein auf 0,304 + 0,050 gesenkt werden. Dies entsprach einer Akitivitats-

reduktion um 59,2%, was als statistisch hochsignifikant (p<0,001) zu werten war.
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Abb. 89: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Bai-
calein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRI Tacrolimus + Baicalein). Statistik (t-Test): *** entspricht einem p-Wert von <
0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel-
werts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter Caspase-3
(oben, Caspase-3) und deren Ladekontrolle (unten, GAPDH) nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne
Vorbehandlung (links, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, IRl Tacrolimus + Bai-
calein), jeweils bei 19 kDa (Caspase-3) und 37 kDa (GAPDH).

4.5.3.4  PARP
Die Aktivitatsmessung von PARP erbrachte bei den scheinoperierten Versuchstieren bereits
einen diskreten, statistisch nicht signifikanten (p = 0,3041), negativen Regulationstrend von
14,6% nach kombinierter Vorbehandlung im Vergleich zu der unbehandelten Experimental-
gruppe (Abb. 90). Wahrend die Aktivitdt von PARP in der unbehandelten Versuchsgruppe bei
0,082 £ 0,008 zu messen war, lag dieser Wert in den Lebern der kombiniert vorbehandelten

Mausen in der Hohe von 0,067 + 0,007.
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Abb. 90: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation ohne
Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung
(gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen
exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP (unten, c-PARP) und Gesamt-PARP
(oben, t-PARP) nach Scheinoperation ohne Vorbehandlung (links, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus- und
Baicalein-Vorbehandlung (rechts, Sham Tacrolimus + Baicalein), jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa (t-PARP).

Nach Induktion eines hepatischen IRl zeigte sich hierbei jedoch ein deutlich signifikanter Un-
terschied (Abb. 91). Das postischamische Lebergewebe in der unbehandelten Gruppe wies
einen PARP-Aktivitatsquotienten von 0,660 + 0,182 auf. Im Vergleich hierzu bewirkte die
kombinierte Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein eine deutliche Aktivitatsreduktion
von PARP um 80,1% auf 0,131 * 0,060. Diese Abnahme der PARP-Aktivitat konnte mit einem

p-Wert von 0,0262 als statistisch signifikant errechnet werden.
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Abb. 91: Links: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdamie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifi-
kanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist
angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewahlter Western-Blot-Proteinbanden aktivierter, gespaltener PARP
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(unten, c-PARP) und Gesamt-PARP (oben, t-PARP) nach Ischdmie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbe-
handlung (links, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (rechts, IRI Tacrolimus + Baicalein),
jeweils bei 89 kDa (c-PARP) und 116 kDa (t-PARP).

4.5.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen

Im Folgenden wurde erneut zunachst mittels Vergleich der Blutwerte nach Scheinoperation
und kombinierter Vorbehandlung mit jenen nach Scheinoperation ohne medikamentdse
Therapie der toxischer Faktor der Kombinationstherapie anhand der Serumparameter unter-
sucht (Tab. 16). Hierbei war erneut keine relevante Differenz der bilidgren Exkretion oder der
Nierenfunktion festzustellen. Wie schon in den Vorgruppen der jeweiligen Monotherapien
(vgl. 4.2.4 & 4.4.4) fiihrte die Kombinationstherapie ebenfalls zu einer signifikanten Steige-
rung der Volumenaktivitat der Cholinesterase in der scheinoperierten Versuchsgruppe (Abb.
92). Der toxische Faktor der ChE, der in diesem Falle mit einer protektiven Synthesezunahme
einherging, lag somit bei +21,7% + 3,8% (p = 0,02). Im Gegensatz zur alleinigen Tacrolimus-
gabe war nach Kombinationsbehandlung erneut eine Zunahme der Leberzellschadigungspa-
rameter GOT, GPT und GLDH zu verzeichnen. Wahrend die Volumenaktivitat der GPT um
46,3% + 13,3% nur insignifikant, aber tendenziell gesteigert gemessen wurde (p = 0,14), wa-
ren bei der Auswertung von GPT und GLDH signifikante Steigerungen darzustellen. So fiihrte
die kombinierte Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung in Bezug auf die Volumenaktivitat
der GOT zu einer Steigerung um 282,4% + 37,4% (p < 0,001), bei der GLDH fiel der toxische
Faktor mit signifikanten +417,2% + 78,8% (p = 0,02) sogar noch hdher aus.

Versuchsgruppen
. Steigerungsfaktor
Laborchemisch Sham Operation IRI i
von Tacrolimus +
untersuchte Toxischer Faktor Baicalein nach IRI
Serumparameter Ohne Vor- Tacrolimus + Toxischer Faktor Ohne Vor- Tacrolimus + i aicalein nac
. ) L L. Tacrolimus + Induktion
behandlung Baicalein Tacrolimus + Baicalein behandlung Baicalein L
Baicalein
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0,8+0 0,8+0 0% + 0% 0%
Bilirubin (mg/dl) 0,9+0,1 1,0+0,1 +7,4% + 10,0% 1,1+0,2 1,0+0,2 -7,4% +£7,7% +3,4% + 6,6%
GOT (U/l) 152,04 34,3 581,3+92,2 +282,4% +37,4% (***) | 794,0+213,9  1455,4+313,7 +83,3% + 18,1% (*) +150% + 21,3% (*)
GPT (U/l) 121,0£26,5 177,0£85 +46,3% + 13,3% 92893169 123534177 +33,0% + 23,0% +597,9% + 96,4% (**)
GLDH (U/I) 14,5+3,9 75,0+ 19,4 +417,2% + 78,8% (*) 131,3+25,7 394,4 +152,2 +200,4% * 44,4% +425,9% +77,3%
ChE (kU/1) 2,9+0,1 3,5%0,2 +21,7% + 3,8% (*) 2,9+0,1 3,7+0,1 +27,2% + 1,4% (*¥**) +5,4% +1,7%

Tab. 16: Tabellarische Darstellung der Konzentrationen (fiir Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivitaten (fir GOT, GPT,
GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (Sham Operation) und nach Ischamie und Re-
perfusion (IRI) im Serum, jeweils ohne medikament6se Vorbehandlung und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung. Die relative Differenz nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung zu keiner Vorbe-
handlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angegeben, jeweils pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach
Induktion eines Ischdamie-Reperfusionsschaden und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung zur
Scheinoperation nach kombinierter Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor von Tacrolimus + Bai-
calein angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** entspricht einem p-Wert < 0,001; ** entspricht einem p-Wert von <
0,01; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf die durch die parameterspezifischen Steige-
rungsfaktoren dargestellten Unterschiede. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.
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Auch bei dieser Auswertung des spezifischen toxischen Faktors der Kombinationstherapie
nach IRI-Induktion war kein relevanter Unterschied in der Analyse von Kreatinin und Bilirubin
festzustellen (Tab. 16). Nun konnte ein signifikanter Anstieg der ChE nach IRI-Induktion und
kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Therapie dargestellt werden (p < 0,001). So prasen-
tierte sich die entsprechende Volumenaktivitdt des Syntheseparameters um 27,2% + 1,4%
gesteigert (Abb. 92). Auch bei der Analyse von GOT, GPT und GLDH konnte eine Enzymaktivi-
tatssteigerung nach Ischamie und Reperfusion mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung beobachtet werden. Allerdings lagen fiir die GPT mit +33,0% * 23,0% (p =
0,56) und fiir die GLDH mit +425,9% + 77,3% (p = 0,06) lediglich deutlich positive Regula-
tionstrends vor, da keine statistische Signifikanz erzielt werden konnte. Statistisch signifikant
hingegen prasentierte sich der Unterschied in der GOT-Enzymaktivitdtsauspragung (p =
0,0396). Hier konnte nach IRI-Induktion in der kombiniert vorbehandelten Versuchsgruppe

eine Steigerung um 83,3% + 18,1% verzeichnet werden.
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Abb. 92: Graphische, logarithmische Darstellungen der Konzentrationen (fur Kreatinin und Bilirubin) und Volumenaktivita-
ten (fir GOT, GPT, GLDH & ChE) laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (oben links) ohne Vorbe-
handlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (gelber
Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie nach Ischdmie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer
Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein)
im Serum, sowie (unten) nach Scheinoperation (gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein) und nach Ischamie und Re-
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perfusion (oranger Balken, IRI Tacrolimus + Baicalein), jeweils nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung.
Die parameterspezifischen Einheiten sind in der X-Achsen-Beschriftung angegeben. Statistik (t-Test; Sidak-Test): *** ent-
spricht einem p-Wert von < 0,001; ** entspricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanz-
hinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angege-
ben.

Der tatsachliche Effekt der Induktion eines Ischamie-Reperfusionsschadens auf die kombi-
niert vorbehandelten Versuchstiere wurde in der weiteren Folge erneut durch Errechnung
des spezifischen Steigerungsfaktors der kombinierten Tacrolimus-Baicalein-Therapie ausge-
wertet (Tab. 16). Hierzu erfolgte der Vergleich der entsprechenden Serumparameter nach
Induktion des Ischamie-Reperfusionsschaden mit den scheinoperierten Tieren, jeweils nach
kombinierter Vortherapie. Hierbei konnte erneut kein relevanter Unterschied in der Auspra-
gung der Konzentrationen von Bilirubin und Kreatinin festgestellt werden (Abb. 92). Da so-
wohl in der kombiniert vorbehandelten Sham-, als auch in der IRI-Gruppe eine signifikante
Syntheseleistungssteigerung im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Versuchstieren
festgestellt werden konnte, war der Steigerungsfaktor der ChE zwischen den scheinoperier-
ten und postischamischen Versuchsgruppen nach jeweiliger kombinierter Vortherapie mit
+5,4% + 1,7% (p = 0,4240) nun nicht mehr signifikant. Eine deutliche Steigerung der Volu-
menaktivitdt konnte in diesem Zusammenhang jedoch bei der Evaluation der Leberzellscha-
digungsparameter beobachtet werden. Wahrend die GLDH zwar um 425,9% * 77,3% deut-
lich gesteigert gemessen werden konnte, dies mit einem p-Wert von 0,2216 jedoch statis-
tisch nicht signifikant war, konnten bei der Auswertung der GOT und GPT deutliche und sig-
nifikante Unterschiede dargestellt werden. So wurde die Volumenaktivitdat der GOT im Se-
rum nach Induktion des Ischamie-Reperfusionsschadens um 150% + 21,3% gesteigert (p =
0,0282), der Steigerungsfaktor der GPT fiel mit +597,9% * 96,4% (p = 0,0060) sogar noch
deutlicher aus. Im Weiteren erfolgte der Vergleich des spezifischen Steigerungsfaktors der
Kombinationstherapie mit jenem der unbehandelten Versuchsgruppen (Abb. 93). Erneut
ergab dieser Vergleich keine relevanten Unterschiede zwischen den Steigerungsfaktoren von
Kreatinin, Bilirubin, sowie der Cholinesterase (vgl. 4.2.4 & 4.3.4). Im Gegensatz hierzu konn-
ten allerdings deutliche Abnahmen der Steigerungsfaktoren von GOT, GPT und GLDH
beobachtet werden. So fiel die Volumenaktivitatssteigerung der GPT nach IRI-Induktion und
kombinierter Vorbehandlung um 10,4% + 5,6% vermindert aus als in der unbehandelten Ver-
suchsgruppe. Dieses Ergebnis besaR jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,5287). Statis-
tisch hochsignifikant prasentierten sich allerdings die relativen Steigerungsfaktoren der GOT

und GLDH (jeweils p < 0,001). Die messbare Enzymaktivitaitszunahme konnte postischam
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somit nach kombinierter Vorbehandlung um 47,1% £ 3,4% fir die GLDH reduziert werden,
im Rahmen der GOT-Messung lag der relative Steigerungsfaktor sogar bei hochsignifikanten -
64,4% * 3,8%. Ein Vergleich dieser relativen Steigerungsfaktoren der Leberzellschadigungs-
parameter nach kombinierter Baicalein-Tacrolimus-Vorbehandlung konnte zeigen, dass die
Abnahme der Volumenaktivitatssteigerung der GOT und GLDH signifikant starker ausfiel als
jene der GPT (jeweils p < 0,001), wobei die Abnahme bei der GOT am starksten ausfiel (Abb.
93). Der relative Steigerungsfaktor der GOT fiel in diesem Zusammenhang sogar signifikant
negativer aus als jener der GLDH (p = 0,0164). Somit konnte dargestellt werden, dass die
kombinierte Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein die leberzellschadigenden Serum-
effekte nach Ischamie und Reperfusion reduziert, signifikanterweise im Rahmen der GOT-

und GLDH-Auspragung, wobei bei der GOT dieser Effekt am signifikant starksten ausfallt.
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Abb. 93: Links: Graphische Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch
untersuchten Serumparameter nach Ischamie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbe-
handlung (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger
Balken, Tacrolimus + Baicalein). Rechts: Graphische Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren
nach Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung der jeweiligen laborchemisch untersuchten Serumparameter als relativer
Unterschied der jeweiligen Steigerungsfaktoren nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung im Vergleich
zu keiner Vorbehandlung. Statistik (Sidak-Test; Tukey-Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001; * entspricht einem p-

Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler
des Mittelwerts ist angegeben.

4.5.5 Substratverbrauch von Gpx4
Die kombinierte Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein wurde im Folgenden in Bezug
auf deren Auswirkung auf den Glutathionstoffwechsel untersucht. Hierzu wurde erneut der
intrazellulare Gehalt von GSH und GSSG spektralphotometrisch erfasst und durch Errech-

nung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung ausgewertet (Tab. 17).
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Intrazelluldrer Gehalt (umol / g) von Aktivitidtsquotient der
Versuchsgruppen . .
GSH GSSG Glutathionoxidierung (GSSG / GSH)
Sham Operation 6,89 +1,44 32,45+12,65 519+1,77
Sham Tacrolimus +
. . 5,43 +0,37 16,21 £ 3,54 2,97 £ 0,56
Baicalein
IRI 5,98 + 0,65 27,23 +£2,00 4,99 £ 0,68
IRl Tacrolimus +
] . 4,58 £ 0,49 32,81 +5,05 7,17 £0,70
Baicalein

Tab. 17: Tabellarische Darstellung des mittels Spektralphotometrie intrazelluldr nachgewiesenen Gehalts von reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation (Sham (Operation)) und nach Ischdmie und Reperfusion (IRI) im Leberge-
webe, jeweils ohne medikamentdse Vorbehandlung und nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung, in
umol/g. Das Verhiltnis von GSSG zu GSH ist als versuchsgruppenspezifischer Aktivitdtsquotient der Glutathionoxidierung
angegeben.

Die Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung der scheinoperierten Gruppen wurden
wurden daher erneut miteinander verglichen. Die unbehandelte, scheinoperierte Gruppe
zeigte hierbei einen Quotienten von 5,19 + 1,77, im kombiniert vorbehandelten Gewebe
konnte ein Wert von 2,97 + 0,56 errechnet werden (Abb. 94). Somit konnte ein tendenzielles
Absinken der oxidativen Aktivitat im scheinoperierten Gewebe nach Kombinationstherapie
um 42,7% im Vergleich zur medikamentds unbehandelten Versuchsgruppe beschrieben

werden, wenngleich keine statistische Signifikanz (p = 0,3493) nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 94: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den
Versuchsgruppen nach Scheinoperation (links) ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit kombi-
nierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (gelber Balken, Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie nach Ischamie und
Reperfusion (rechts) im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach kombinierter Tacrolimus-
und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein). Statistik (t-Test): * entspricht einem p-Wert von <
0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel-
werts ist angegeben.

Nach Induktion des hepatischen IRI zeigte sich ein deutlich unterschiedliches Ergebnis (Abb.
94). Erneut konnte die oxidative Aktivitat im Glutathionmetabolismus des postischamischen
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Lebergewebes nach kombinierter Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein im Vergleich
zur unbehandelten Gruppe als deutlich gesteigert nachgewiesen werden, in diesem Fall um
43,7%. So konnte die Kombinationsvorbehandlung den Aktivitatsquotienten von 4,99 £ 0,68
im medikamentennaiven Gewebe auf 7,17 + 0,70 steigern. Dieser Unterschied war mit ei-

nem p-Wert von 0,0422 als statistisch signifikant einzustufen.

4.6 Vergleichende Zusammenfassung der Ergebnisse nach Induktion des
hepatischen Ischamie-Reperfusionsschaden

Um die diversen Effekte der verschiedenen, angewandten Therapien untereinander addquat

vergleichen zu kdnnen, folgen zum besseren Verstandnis fir samtliche untersuchte Parame-

ter gruppenspezifische Vergleiche nach Induktion des hepatischen IRI.

4.6.1 Kreislaufparameter
Es konnte festgestellt werden, dass wahrend des GrofRteils der Mitteldruckkurvenverlaufe
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen zu evaluie-
ren ist (Abb. 95). Alle Gruppen wiesen ein abnehmendes Kurvenprofil auf, wenn auch in
unterschiedlichem Ausmal. Die groRte Spanne zwischen Blutdruck zum Start des Experi-
ments und jenem zum Ende konnte in der Tacrolimusgruppe festgestellt werden und ist vor
allen Dingen dadurch erklarbar, dass die Mitteldruckwerte der Tacrolimusgruppe zu Beginn
der Operation signifikant héher war als die der Gruppe mit kombinierter Tacrolimus und
Baicalein-Vorbehandlung (p = 0,002), sowie der DMSO-Gruppe (p<0,001). In beiden Fallen
war jedoch bereits 15 Minuten nach Ischamieinduktion an der Leber keine signifikante Blut-

druckdifferenz mehr festzustellen.

Im weiteren Verlauf war bei allen Versuchsgruppen ein selbstlimitierender Blutdruckabfall zu
beobachten, welcher seinen minimalen Mitteldruck kurz nach Reperfusion erreichte und
nach t-Test in allen Versuchsgruppen signifikant war. 15 Minuten nach Reperfusion konnten
wieder Mitteldruckwerte gemessen werden, die sich in keiner der genannten Versuchsgrup-
pen mehr signifikant von den vor Reperfusion gemessenen Blutdruckwerten unterschieden.
In der weiteren Folge waren lediglich vereinzelt signifikante Unterschiede zwischen der
Tacrolimus- und der kombinierten Therapiegruppe festzustellen (p = 0,0146 — 0,0094; siehe
Abb. 95).
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Abb. 95: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven (links), sowie der Pulskurven (rechts) der Versuchsgruppen mit IRI-
Induktion ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRI ohne Vorbehandlung), mit Baicalein- (violette Kurve, IRI Baicalein), DMSO-
(griine Kurve, IRI DMSO), Tacrolimus- (rote Kurve, IRI Tacrolimus) und kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbe-
handlung (orange Kurve, IRI Tacrolimus + Baicalein) im Verlauf des Experiments. Statistik (Sidak-Test): *** entspricht einem
p-Wert < 0,001; ** enstpricht einem p-Wert < 0,01; * entspricht einem p-Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf
Unterschiede zwischen den mit T farblich markierten Kurven zum jeweiligen Zeitpunkt. Signifikante Unterschiede zu IRI
ohne Vorbehandlung sind in den Vorkapiteln behandelt worden und wurden nicht erneut angegeben. Der Standardfehler
des Mittelwerts ist angegeben.

Abgesehen von den Unterschieden zur unbehandelten IRI-Gruppe, die in den vorherigen
Kapiteln bereits behandelt wurden, war zwischen den Therapiegruppen mit Induktion eines
hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens beziglich der Pulskurvenverldaufe groRtenteils
kein signifikanter Unterschied festzustellen (Abb. 95). Die Herzfrequenzen nahmen in jeder
Versuchsgruppe wahrend des Experimentzeitraumes ab. Die Differenzen in der Pulsabnahme
der verschiedenen Gruppen ist vor allen Dingen durch den unterschiedlichen Initialpuls bei
Kandlierung zu erklaren, welcher in der Baicalein-Gruppe (p = 0,042) wie auch in der DMSO-
Gruppe (p = 0,048) signifikant schneller war als in der Tacrolimus-Gruppe. Im weiteren Ver-
lauf erreichte die Pulskurve der IRI-Gruppe nach kombineirter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung die héchsten Werte. Ein signifikanter Unterschied konnte hierbei jedoch
aufgrund der in 4.5.1 beschriebenen interindividuellen Pulsvarianz der Gruppe nicht darge-

stellt werden.

4.6.2 Zelltod
Des Weiteren konnten wir zeigen, dass alle eingesetzten Therapiegruppen zu einer relevan-
ten Zelltodreduktion nach Induktion eines hepatischen Ischamie-Reperfusionsschaden im
Vergleich zur unbehandelten IRI-Gruppe fihren (Abb. 96). Wahrend der Unterschied zwi-
schen der unbehandelten und der DMSO-Gruppe hierbei nur als negativer Regulationstrend
ohne Signifikanz zu verzeichnen war, konnten die Differenzen zur nicht vorbehandelten

Gruppe fir die Baicalein- (p < 0,001), die Tacrolimus- (p = 0,0015) und die kombinierte
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Tacrolimus- und Baicalein-Gruppe mittels t-Test als statistisch signifikant errechnet werden.
Die Therapiegruppen wurden weiterhin untereinander verglichen. Hierbei konnte eine signi-
fikante Zelltodabnahme um relativ 54,1% nach Baicalein-Gabe im Vergleich zur Vorbe-
handlung mit DMSO errechnet werden. Die weiteren Therapiegruppen zeigten untereinan-

der keine signifikanten Unterschiede.

204

Zelltodanteil an Gesamtflache (%)

IRI IRI Baicalein  IRI DMSO IRI TAC IRI TAC + Baicalein

Versuchsgruppen

Abb. 96: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zelltodanalyse im explantierten Lebergewebe mittels TUNEL-Assay in
den Versuchsgruppen nach Ischamie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRl),
nach Baicalein- (violetter Balken, IRI Baicalein), DMSO- (grtiner Balken, IRI DMSO), Tacrolimus- (roter Balken, IRI TAC), sowie
nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl TAC + Baicalein). Statistik (ANOVA, Tukey-
Test): *** entspricht einem p-Wert von < 0,001; ** entspricht einem p-Wert von < 0,01; * entspricht einem p-Wert von <
0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel-
werts ist angegeben.

4.6.3 Proapoptotische Enzyme

4.6.3.1 ERK1/2
Wie zuvor beschrieben, konnten in allen eingesetzten Therapiegruppen verglichen mit den
unbehandelten postischamischen Lebern negative Regulationstrends in Bezug auf den Akti-
vitatsquotienten der ERK1/2 nachgewiesen werden (Abb. 97). Diese Abnahmen im Mittel-
wert nach entsprechender Vorbehandlung waren jedoch in keinem der eingesetzten Thera-
pieverfahren signifikant. Die deutlichste Mittelwertreduktion des Aktivitatsquotienten von

ERK1/2 zeigte hierbei die Baicalein-Vorbehandlung.

Auch der Gruppenvergleich konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einge-

setzten Therapiegruppen ergeben. Es zeigte sich jedoch ein deutlicher negativer Regulations-
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trend der ERK1/2-Aktivitat nach Baicalein-Applikation im Vergleich zur DMSO-Vorbe-

handlung, wahrend dieser in den anderen beiden Gruppen deutlich schwacher ausfiel.

0.84

Aktivitatsquotient von ERK 1/2 (phosphoryliert / Gesamt)

IRI IRI Baicalein IRI DMSO IRI TAC IRI TAC + Baicalein

Versuchsgruppen

Abb. 97: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter ERK1/2 und Gesamt-ERK im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI), nach Baicalein- (violetter Balken, IRI Baicalein),
nach DMSO- (griiner Balken, IRl DMSO), nach Tacrolimus- (roter Balken, IRI TAC), sowie nach kombinierter Tacrolimus- und
Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRI TAC + Baicalein). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.6.3.2  SAPK/INK
Vergleichbar mit den Ergebnissen der ERK1/2-Auswertungen konnte im Rahmen der Evalua-
tion des SAPK/JNK-Aktivitatsquotienten im postischamisch geschadigten Lebergewebe
ebenfalls eine Aktivitditsabnahme in samtlichen Therapiegruppen im Vergleich zur unbehan-
delten Versuchsgruppe festgestellt werden (Abb. 98). Allerdings erreichten im Gegensatz zu
den zuvor gezeigten Ergebnissen der ERK1/2-Aktivitat die Therapiegruppen, welche mit Bai-
calein, DMSO und Tacrolimus vorbehandelt wurden, deutliche Aktivitatsreduktionen der
SAPK/JNK von statistischer Signifikanz, in der kombiniert behandelten Gruppe nur ein nega-

tiver, aber deutlicher Regulationstrend.

In der Auswertung der Therapiegruppen untereinander fielen erneut Differenzen unter-
schiedlichen Ausmalies auf, jedoch ohne statistische Signifikanz. So prasentierte sich die
Gruppe mit kombinierter Vorbehandlung mit einer deutlich erhéhten Enzymaktivitat von
SAPK/INK im Vergleich zu den Gruppen mit den alleinig verabreichten Substanzen. Die ande-

ren Gruppen unterschieden sich statistisch nur irrelevelant.
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Abb. 98: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, phosphorylierter SAPK/IJNK und Gesamt-SAPK/JNK
im explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischdmie und Re-
perfusion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI), nach Baicalein- (violetter Balken, IRI Bai-
calein), nach DMSO- (griuner Balken, IRl DMSO), nach Tacrolimus- (roter Balken, IRl TAC), sowie nach kombinierter
Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl TAC + Baicalein). Statistik (ANOVA, Tukey-Test): ** entspricht
einem p-Wert von < 0,01; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwi-
schen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.6.3.3 Caspase-3
Die Analyse der der verschiedenen Vorbehandlungsmethoden und deren Vergleich mit der
unbehandelten Gruppe in Bezug auf die Aktivitdt der Caspase-3 nach Ischamie und Reperfu-
sion ergab ein divergierendes Ergebnis. Die Aktivitdt der Caspase-3 konnte namlich nach
DMSO-Vorbehandlung im Vergleich zu den unbehandelten Versuchstieren im Lebergewebe
gesteigert nachgewiesen werden (Abb. 99). In den restlichen Versuchsgruppen konnte eine
hochsignifikante Enzymaktivitatsreduktion der Caspase-3 im Vergleich zur unbehandelten

Kontrollgruppe festgestellt werden.

Somit ergab die Differenzierung der Therapieeffekte signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Therapiegruppen, vor allem im Bezug auf DMSO. Im Vergleich zu den Lebern der
mit DMSO vorbehandelten Tiere wies das untersuchte Gewebe in der Baicalein-Gruppe ei-
nen signifikant reduzierten Caspase-3-Aktivitatsquotienten auf, wie auch nach Tacrolimus-
Behandlung und kombinierter Vorbehandlung (jeweils p <0,001). Zwischen den drei medi-
kamentosen Versuchgruppen, die eine signifikant verringerte Caspase-3-Aktivitat im post-
ischamischen Lebergewebe aufwiesen als die DMSO-Gruppe, konnten keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 99: Graphische Darstellung des Aktivitatsquotienten aus Caspase-3 und deren Ladekontrolle GAPDH im explantierten
Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Reperfusion im unter-
suchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI), nach Baicalein- (violetter Balken, IRl Baicalein), nach DMSO-
(griiner Balken, IRI DMSO), nach Tacrolimus- (roter Balken, IRl TAC), sowie nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-
Vorbehandlung (oranger Balken, IRl TAC + Baicalein). Statistik (ANOVA, Tukey-Test): *** entspricht einem p-Wert von <
0,001; ** entspricht einem p-Wert von < 0,01; * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf
Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

4.6.3.4  PARP
In der Analyse der PARP-Aktivitat im postischdmisch geschadigten Lebergewebe konnte fest-
gestellt werden, dass jede untersuchte, medikamentdse Therapie zu einer Reduktion der
PARP-Aktivitat im Vergleich zur Gruppe der Tiere ohne Vorbehandlung fiihrte (Abb. 100). Die
alleinige Tacrolimus-Vorbehandlung war hierbei die einzige, die kein signifikantes Ergebnis
erzielen konnte, wenngleich sie mit einem deutlich negativen Regulationstrend einherging.
In den restlichen, medikamentdsen Versuchsgruppen konnte eine signifikant gesenkte PARP-

Aktivitat gemessen werden.

In der Untersuchung der gruppenindividuellen Unterschiede der PARP-Aktivitdt konnte je-
doch fiir keine der untersuchten Medikamentengruppen ein signifikanter Unterschied zu

einer jeweils anderen Vorbehandlungsgruppe errechnet werden.
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Abb. 100: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten aus aktivierter, gespaltener PARP und Gesamt-PARP im
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischamie und Reperfu-
sion im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI), nach Baicalein- (violetter Balken, IRI Baicalein),
nach DMSO- (griiner Balken, IRI DMSO), nach Tacrolimus- (roter Balken, IRI TAC), sowie nach kombinierter Tacrolimus- und
Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl TAC + Baicalein). Statistik (ANOVA, Tukey-Test): * entspricht einem p-Wert
von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des
Mittelwerts ist angegeben.

4.6.4 Alteration der Serum-Leberwertkonzentrationen
Relevante und signifikante Unterschiede in der Auspragung der parameterspezifischen Stei-
gerungsfaktoren waren als vorbehandlungskorrelierte, relative Blutwerterh6hungen nach
Induktion eines Ischamie-Reperfusionsschadens im Vergleich zur Scheinoperation mit ent-
sprechender Vorbehandlung vor allen Dingen bei der GOT, GPT und GLDH festzustellen (Abb.
101). Die Steigerungsfaktoren von Kreatinin und Bilirubin hingegen prasentierten sich in
samtlichen Gruppen ohne signifikante Differenzen. Wahrend die Steigerungsfaktoren der
Cholinesterase in der Baicalein- und der DMSO-Gruppe keine relevanten oder signifikanten
Differenzen zur Auspragung in der unbehandelten Gruppe zeigten, konnte jedoch eine signi-
fikante Abnahme des Steigerungsfaktors der Cholinesterase in der Tacrolimusgruppe festge-
stellt werden. Dies lag vor allem daran, dass die ChE nach IRI-Induktion und Tacrolimus-Vor-
behandlung im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe signifikant vermindert nachgewiesen
werden konnte (vgl. Abb. 77), wahrend in samtlichen anderen Versuchsgruppen hierbei

keine signifikanten Unterschiede festzustellen waren.

Im Gegensatz zur ChE-Auswertung prasentierten sich die Unterschiede der Steigerungsfakto-

ren in der Analyse der Transaminasen GOT und GPT, sowie der GLDH als relevant. So konn-
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ten die Steigerungsfaktoren der GOT in jeder einzelnen, medikament&sen Versuchsgruppe,
verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe, in unterschiedlichem Ausmalie signifikant
gesenkt werden. Auch die GPT-Volumenaktivitatserhohung nach IRI-Induktion konnte, ver-
glichen mit der unbehandelten Gruppe, in allen Therapiegruppen reduziert werden. Hierbei
zeigten sich in der Baicalein- und der kombiniert vorbehandelten Versuchsgruppe lediglich
insignifikante relative Steigerungsfaktoren, nach DMSO- und Tacrolimus-Applikation waren
diese signifikant. Ein anderes Bild zeigte sich in der Tacrolimus-Gruppe nach Auswertung des
GLDH-Steigerungsfaktors. Zwar war im Mittelwert erneut eine diskrete Abnahme der GLDH-
Volumenaktivitatserhohung festzustellen, diese jedoch ohne statistische Signifikanz. Im Ge-
gensatz hierzu zeigten die relativen Abnahmen der GLDH-Steigerungsfaktoren nach Bai-
calein-Vorbehandlung, nach DMSO-Vorbehandlung, sowie nach kombinierter Tacrolimus-
Baicalein-Behandlung hohe statistische Signifikanz im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-

gruppe.
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Abb. 101: Links: Graphische Darstellung der parameterspezifischen Steigerungsfaktoren der jeweiligen laborchemisch
untersuchten Serumparameter nach IRl im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbehandlung (blauer Balken,
ohne Vorbehandlung), nach Baicalein- (violetter Balken, Baicalein), nach DMSO- (griiner Balken, DMSO), nach Tacrolimus-
(roter Balken, Tacrolimus), sowie nach kombinierter Vorbehandlung (oranger Balken, IRl Tacrolimus + Baicalein). Rechts:
Graphische Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach IRI-Induktion der jeweiligen
laborchemisch untersuchten Serumparameter als relativer Unterschied der jeweiligen Steigerungsfaktoren, errechnet als
relative Differenz zwischen Baicalein- (violetter Balken, Baicalein), DMSO- (griiner Balken, DMSO), Tacrolimus- (roter
Balken, Tacrolimus) oder kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken) und keiner
Vorbehandlung, jeweils nach IRI im Vergleich zur Scheinoperation. Statistik (ANOVA, Sidék-Test; t-Test): * entspricht einem
p-Wert < 0,05; ** entspricht einem p-Wert < 0,01; *** entspricht einem p-Wert < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich
auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

Der statistische Vergleich der einzelnen medikamentdsen Therapiegruppen untereinander in
Bezug auf die jeweiligen relativen Steigerungsfaktoren (Abb. 101) erbrachte, dass die GOT-,
GPT- und GLDH-Erhéhung in signifikant unterschiedlichem Ausmafe durch die entsprechen-

den Vortherapien reduziert werden kénnen. So konnte die GOT-Erhéhung durch die alleinige
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Baicalein-Vorbehandlung, wie auch nach kombinierter Therapie signifikant starker reduziert
werden als nach DMSO oder alleiniger Tacrolimus-Therapie. Die beiden erstgenannten The-
rapiegruppen zeigten hierbei ebenfalls keine signifikante Differenz untereinander, wie auch
die beiden letztgenannten. Ein dhnliches Ergebnis prasentierte sich nach Auswertung der
relativen Steigerungsfaktoren fiir die GLDH, wenngleich die therapiespezifische Abnahme
der Leberwertsteigerung nach Baicalein-Therapie am starksten und somit signifikant starker
als nach Tacrolimus- und DMSO-Therapie ausfiel, welche jedoch selbst noch signifikant we-
niger relative GLDH-Ausschiittung zur Folge hatte als die Tacrolimus-Gruppe. Ein dhnlich sig-
nifikantes Ergebnis in Bezug auf die Tacrolimus-Gruppe und die relative GLDH-Freisetzung
zeigte die kombinierte Vorbehandlung. Samtliche anderen relativen Steigerungsfaktoren der
GLDH unterschieden sich nicht signifikant untereinander. Die Auswertung der GPT-spezifi-
schen relativen Steigerungsfaktoren zeigte hierbei nun ein anderes Ergebnis als nach Aus-
wertung von GOT und GLDH. Hier prasentierte sich die relative Abnahme der GPT-Erh6hung
nach Tacrolimus-Therapie, sowie nach DMSO-Vorbehandlung am negativsten und damit je-
weils signifikant starker als nach alleiniger Baicalein-Vorbehandlung oder kombinierter The-
rapie. Hierbei unterschieden sich weder die beiden negativeren relativen Steigerungsfakto-
ren der DMSO- und Tacrolimus-Gruppe signifikant voneinander, noch die beiden schwache-

ren Reduktionsfaktoren der Baicalein- und Kombinationsgruppe.

Somit konnte dargestellt werden, dass die alleinige Baicalein-Vorbehandlung, sowie die
kombinierte Baicalein-Tacrolimus-Vorbehandlung vor allen Dingen Uber eine signifikante
Reduktion der Volumenaktivitatserhohung von GOT und GLDH fungieren, wahrend die allei-
nige Tacrolimus-Therapie vor allen Dingen zu einer starkeren Abnahme der GPT-Steigerung
fihrt. Die alleinige DMSO-Behandlung flihrt hierbei zu einer gleichmaRigen Reduktion der
Steigerungsfaktoren aller untersuchten Leberzellschadigungsparameter, wobei diese fiir GOT
und GLDH signifikant schwacher ausfallt als nach Baicalein-Behandlung, sowie fiir GPT signi-

fikant starker ausfallt.

4.6.5 Substratverbrauch von Gpx4
Die Analysen der Effekte auf den Glutathionmetabolismus zeigten, dass die Vorbehand-
lungen mit Baicalein, Tacrolimus, sowie der kombinierten Gabe beider Medikamente zu ei-
ner signifikanten gesteigerten Glutathionoxidierung im Vergleich zur medikamentds unbe-

handelten Kontrollgruppe fiihrten (Abb. 102). Die alleinige DMSO-Applikation prasentierte

130



ebenfalls einen positiven Regulationstrend, jedoch erzielte dieses Ergebnis keine statistische

Signifikanz.

Um potentielle Therapiesuperioritdten aufzeigen zu konnen, erfolgte ein Gruppenvergleich.
Hierbei konnte zwischen den verschiedenen verwendeten Therapeutika allerdings kein sig-
nifikanter Unterschied verzeichnet werden. Die Tacrolimus-Therapie ging hierbei zwar mit
der starksten Zunahme an Oxidierungsaktivitat einher und somit auch im Trend etwas star-
ker als die Baicalein-Gruppe (p = 0,2732) und deutlich starker als die die schwachste Gruppe
nach DMSO-Behandlung (p = 0,0781). Jedoch waren diese Unterschiede statistisch, wenn

teilweise auch nur knapp, nicht signifikant.
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Abb. 102: Graphische Darstellung des Aktivitdtsquotienten der Glutathionoxidierung aus oxidiertem Glutathion-Disulfid
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung und
Induktion eines hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI), nach Baicalein-
(violetter Balken, IRI Baicalein), nach DMSO- (griner Balken, IRl DMSO), nach Tacrolimus- (roter Balken, IRl TAC), sowie
nach kombinierter Tacrolimus- und Baicalein-Vorbehandlung (oranger Balken, IRl TAC + Baicalein). Statistik (ANOVA, Tukey-
Test; t-Test): * entspricht einem p-Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den mar-
kierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben.

131



5. Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung
In Zeiten, in denen der Organmangel sich weiter verscharft, zunehmend marginale Organe
zur Transplantation akzeptiert werden missen und die Prognose von Patienten, die sich auf
der Warteliste zur Lebertransplantation befinden, zusehends abnimmt, ist es Aufgabe der
Forschung, Moglichkeiten zu evaluieren, wie man die wenigen, zu Verfligung stehenden Or-
gane besser schiitzen kann. Hierbei ist der Gedanke, bereits bei der Entstehung des Ischa-
mie-Reperfusionsschadens (IRI) anzusetzen, einleuchtend, da er eine unvermeidliche Haupt-
komplikation der Lebertransplantation, wie auch der ausgedehnten Leberresektion, darstellt
(20, 21, 24). Der IRI betrifft jedes zu transplantierende Organ, kann zu einer langfristigen
Schadigung eines Lebertransplantats fliihren und unmittelbar das Organiberleben ein-
schranken (17, 24). Natdrlich ist dieser Forschungsansatz nicht neu, jedoch wurde lange Zeit
die Kaltischamie als zentraler Initiator des IRl betrachtet, was schlussendlich in der Entwick-
lung neuer Organperfusionslésungen und logistischer Infrastrukturen innerhalb des Euro-
transplant-Netzwerks miindete (19, 297-299). Hierdurch konnten Kaltischamiezeiten verrin-
gert, die Organqualitdt verbessert und das Transplantatiiberleben verlangert werden (6,
297). Mit der Entdeckung, dass Warmischdamie zu unterschiedlichen Gewebsschadigungen
fUhrt als Kaltischdamie, allen voran zu Untergang von parenchymalen Leberzellen und Schadi-
gung der Gallenwege, hat sich der Fokus der Forschung aufgrund der Diversitat dieser Is-

chamieformen etwas verschoben (300-302).

Zahlreiche Forschungsgruppen konnten zeigen, dass mehrere Formen des Zelltods an der
Entwicklung des hepatischen IRI teilnehmen, vor allem nach warmer Ischamie (30, 113, 116).
Jede einzelne dieser Zelltodformen vermittelt organspezifische Schiaden auf verschiedene
Weise, weshalb das Wissen hierliber fiir eine gezielte Therapie von Relevanz ist. Weitlaufig
wird Apoptose nach wie vor als hauptsachliche Form des Zelltods im hepatischen IRI be-
trachtet, wenngleich mittlerweile bekannt ist, dass verschiedene Zelltodarten unter gewis-
sen Vorraussetzungen ineinander (ibergehen kénnen (30). Am Anfang steht hierbei stets die
postischamische Entwicklung von ROS und groRteilig die MPT (303). Die Plasmamembran-
ruptur nach Zellschwellung bei Nekrose flihrt zum Ausstrom intrazelluldrer Bestandteile wie

Zytokine, Alarmine und sogenannter DAMPs, die wiederum selbst kdrpereigene Immunzel-
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len aktivieren und zu einer Entziindungsreaktion im Gewebe fiihren (304). Dies wird als
wahrscheinlicher Grund fiir die Korrelation von IRl und AbstoBungsreaktionen nach Leber-
transplantation erachtet (305). Dartiber hinaus wurden in den letzten Jahren weitere Zelltod-
mechanismen, allen voran die Ferroptose, nach oxidativem Stress auf zelluldrer Ebene be-
schrieben (110, 113). Deren Rolle im hepatischen IRl konnte in vivo bisher jedoch noch nicht
ausreichend dargestellt werden. Jedoch scheint sie in eindeutigem Zusammenhang mit
UberschieBender Membranlipidperoxidation zu stehen und somit mit der Gpx4-abhangigen
Signalkaskade (114, 115). Diese konnte im IRl extrahepatischer Organsysteme bereits als
relevant nachgewiesen werden (119, 145). Zuvor konnte auch das etablierte und viel
verwendete Immunsuppressivum Tacrolimus mit hepatoprotektiven Effekten und Einfluss
auf den Glutathionmetabolismus assoziiert werden (216). Daher scheint die Darstellung der
Rolle des Glutathionmetabolismus durch Hemmung der 12/15-LOX, einem zur Gpx4 antago-
nistisch wirkenden Enzym, und Tacrolimus-Applikation ein sinnvoller Ansatz zu einem besse-
ren Verstandnis des hepatischen IRI nach warmer Ischamie zu sein. Eine umfassende Analyse
verschiedener Zelltodmediatoren wie bekannter proapoptotischer Proteine stellt hierbei ein
probates Mittel dar, um neue Erkenntnisse zur Differenzierung der Zelltodformen und Sig-

nalkaskaden zu gewinnen, die zum aktuellen Zeitpunkt nicht vollumfassend verstanden sind.

Um die Auswirkungen von Baicalein, einem 12/15-LOX-Hemmer, und Tacrolimus auf den
Organismus und spezifisch auf den hepatischen IRl méglichst realitdtsnah zu untersuchen,
wurde sich fir ein in-vivo-Experiment und somit fiir ein Mausmodell mit Induktion warmer

Leberischamie entschieden.

5.2 Diskussion von Material und Methoden

5.2.1 Diskussion des Modells
In der hier dargestellten Versuchsreihe wurde die warme Ischamie in den IRI-Versuchsgrup-
pen durch das Abklemmen des gemeinsamen Pedikels von RAS, LAS und LPS induziert. Ent-
sprechend der Methodenpublikation von Hori et al. aus dem Jahre 2011 entspricht dies ei-
nem der Ischamie zugefiihrten Leberanteil von ca. 65%, weshalb in der Literatur bei dieser
Art von Operation von 2/3-Ischamie, beziehungsweise 2/3-Hepatektomie bei Resektionsex-
perimenten die Rede ist (240, 243). Es wurde sich fiur diese Art von Operation entschieden,
weil der gemeinsame Leberlappenpedikel operativ gut darzustellen ist und somit eine si-

chere, wie auch reproduzierbare Ischamie durchzufiihren ist. Darliber hinaus bietet diese
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Form der Operation den groRen Vorteil, einerseits ausreichend Lebergewebe fiir nachfol-
gende Untersuchungen und systemisch messbare Effekte auf Kreislauf und Laborparameter
zur Verfligung zu haben. Andererseits konnte in der Literatur beschrieben werden, dass eine
2/3-Ischamie oder —Hepatektomie vom GroRteil der Versuchstiere gut kompensiert werden
kann, wahrend dariber hinaus gehende Resektionen oder Ischamieoperationen zu einem
massiven, systemisch wirksamen Leberversagen fiihren, wodurch das Risiko von Verfal-
schungen, Versuchsabbruch und Versuchstiersterben deutlich erhéht wird (240-243). Somit
handelt es sich bei der hier durchgefiihrten Operation um ein etabliertes und sicheres Ver-

fahren mit validen und reproduzierbaren Ergebnissen.

Ebenfalls etabliert ist die durchgefiihrte opiodbasierte Narkose unter intraarterieller Kreis-
laufiberwachung, die fiir das Monitoring der Narkosetiefe eminent wichtig ist (238, 239).
Die hierflir notwendige Kanilierung von ACC wurde ebenso in mehreren Publikationen als
sicher durchfiihrbar beschrieben, ohne dabei Hinweise auf eine Verfalschung des Restexpe-
riments zu bieten (306). Eine fir diese Form der Narkose typische Hypothermie wurde durch
die Anwendung einer Warmeplatte verhindert (239). Die Probenasservation wurde mit der
Exsanguinierung begonnen, um ausreichend Volumen an Vollblut fir die spateren Serum-
analysen gewinnen zu kdnnen. Dies ist insofern wichtig, da es bei einer vorgezogenen Ex-
plantation der entsprechenden Leberlappen vor der Blutentnahme einerseits zu groReren
Blutungen kommen kann, wodurch eine addquate vendse Blutentnahme unmoglich wird,
andererseits hierdurch massiv Leberzellparameter in das Blut ausgeschiittet werden kénn-
ten. Dies hatte fehlerhafte Werte in der Serumanalyse zur Folge. Kritisch muss jedoch ange-
merkt werden, dass durch die angewandte Reihenfolge Minderperfusionseffekte in den kon-
sekutiv entnommenen Leberlappen auftreten konnen. Dieser Effekt ist aus Autorensicht im
Vergleich zu den potentiellen Auswirkungen einer umgekehrten Reihenfolge jedoch deutlich

zu vernachlassigen.

Die zu verabreichenden Medikamente wurden intraperitoneal appliziert, was eine prakti-
kable und relativ sichere Applikationsmethode fiir Medikamente bei Versuchstieren darstellt
(307-310). Das Risiko der intraluminalen Praparatapplikation in ein Hohlorgan wurde durch
Kontrolle des Darmdurchmessers Uberprift (309). Die peritoneale Resorption von
Medikamenten bendétigt Giblicherweise die doppelte bis dreifache Zeitspanne wie jene von

intravenos verabreichten Praparaten (310). Daher wurde eine mindestens 30-miniitige Peri-
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ode zwischen Medikamentengabe und Laparotomie abgewartet. Die Tacrolimusgabe er-
folgte sogar bereits 24 Stunden vor Laparotomie, da verschiedene Studien nachweisen konn-
ten, dass sich die Tacrolimus-Serumkonzentration in Tierexperimenten nach intraperitonea-
ler Applikation nach dieser Zeit in den entsprechend der verabreichten Dosis therapeuti-

schen Bereichen befindet (311, 312).

Diverse Modelle zu IRI-Versuchen sind bekannt, bei denen jeweils unterschiedliche Langen
der Ischdamie- und Reperfusionsphasen angewendet werden (313, 314). In dem hier
dargestellten Forschungsprojekt wurde eine Ischdmiezeit von 60 Minuten, sowie eine ver-
haltnismaRig kurze Reperfusionsphase von 90 Minuten etabliert, bevor das Gewebe der Un-
tersuchung zugefiihrt wurde. Kritisch konnte man anmerken, dass mit langerer Ischdmie und
langerer Reperfusion gegebenenfalls deutlichere Ergebnisse erzielt werden hatten kdnnen,
da das Ausmal des hepatischen IRl mit der Dauer der Ischamie korreliert (27, 28). Bewusst
wurde die Lange von Ischdamie und Reperfusion jedoch relativ kurz, aber noch ausreichend
zur Entwicklung eines manifesten IRl gewahlt, da mit langerer Ischamie deutlich geringere
Uberlebensraten der Versuchstiere beschrieben sind, aber auch bei lingerer Reperfusion
bereits endogene Reparaturmechanismen beginnen, die eigentlichen Therapieeffekte zu

kaschieren (313, 314).

Die Sham-Operation beinhielt nicht nur das Offnen der Peritonealhdhle, wie es in anderen
Experimenten Ublich ware. Bewusst wurden ebenfalls die ligamentaren, der Leber adhéaren-
ten Strukturen gelost und somit - wie in der Versuchsgruppe der IRI-Induktion — der Pedikel
von RAS, LAS und LPS freigelegt. Diese prdaparatorischen Schritte schlugen sich in der Serum-
analyse der Parameter der Leberzellschadigung wieder. Nach Scheinoperation konnten Se-
rumwerte der GOT von 152,0 + 34,3 U/I, sowie der GPT von 121,0 + 26,5 U/I gemessen wer-
den, wobei der murine Normwert fiir die GOT bei 40-60 U/| und fir die GPT bei 24-40 U/I
liegt (315). Die Praparation schien somit zu einem alleinigen Transaminasenanstieg als Aus-
druck der Leberzellschadigung bei hepatischer Praparation gefiihrt haben. Die somit gewon-
nen Laborparameter wurden zur weiteren Berechnung als Basiswert fiir konsekutive Verglei-
che verwendet. Hierdurch sollte verhindert werden, dass allein durch die Praparation ange-

fallene Transaminasenerhéhungen als Therapieeffekte fehlgedeutet werden kénnen.
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5.2.2 Diskussion der Analyseverfahren
Die systemischen Kreislaufparameter wahrend eines operativen Experimentes zu erfassen,
zahlt zu den relevantesten Grundvoraussetzungen, um reproduzierbare und valide Ergeb-
nisse zu erhalten. Nur so kann sichergestellt werden, dass beobachtete Therapieeffekte tat-
sachlich mit einer applizierten Therapie vergesellschaftet sind und nicht durch Kreislaufin-
suffizienzen, die beispielsweise durch eine inaddquat vollzogene Anasthesie entstanden sind.
Dies wurde in diesem Fall invasiv durch ein intraarterielles Blutdruck- und Herzfrequenzmo-
nitoring mit Elektromanometer durchgefiihrt, welches von der Funktionsweise der Kreislauf-
Uberwachung eines menschlichen Patienten wahrend einer Operation entspricht und somit
ein etabliertes Verfahren darstellt. Auch das in diesem Versuch verwendete System konnte
bereits in vorherigen Tierversuchen valide Ergebnisse liefern (238, 316). Mit Blick auf die
aktuelle Literatur konnte man kritisch anmerken, dass mittlerweile auch in Tierversuchen
nicht-invasive Methoden der Kreislaufliberwachung zunehmend eingesetzt werden, welche
naturgemal ein deutlich niedrigeres Trauma verursachen (238, 317, 318). Jedoch wurde sich
bewusst fir die intraarterielle Messmethode entschieden, da somit einerseits kontinuierli-
che und exaktere Ergebnisse zu erzielen sind, sowie andererseits durch den geplant letalen
Ausgang des Experiments die Auswirkungen einer VergroRRerung des Operationssitus fiir ei-

nen etwaigen postoperativen Verlauf zu vernachladssigen waren (306, 319).

Die Auswertung des Zelltods war fiir die Fragestellung dieses Experiments elementar. Zur
Messung des Zelltods, vor allem jenes der durch Apoptose verursacht wird, stehen diverse
Verfahren zu Verfligung, die von der rein histologischen Beurteilung, Giber Caspase- und Cy-
tochrom-Messung, bis zur Auswertung der mitochondrialen Depolarisation und supravitalen
Zellkernfarbung reichen (30). Der Zelltod wurde im hier beschriebenen Experiment mit Hilfe
des TUNEL-Assays ausgewertet. Lange Zeit galt der TUNEL-Assay als spezifisches Mess-
instrument fir apoptotische Zellen, da hierbei fragmentierte DNA gefarbt wird, was Ubli-
cherweise als Charakteristikum der Apoptose beschrieben wurde (248-252). Mittlerweile ist
bekannt, dass ein TUNEL-Assay nicht zwischen freien DNA-Enden unterscheiden kann, die
einerseits nach internukleosomaler Spaltung durch Apoptose entstanden sind, und solchen,
welche in zerstorten, nekrotischen Zellkernen enthalten sind (30). Dieser TUNEL-positive
Effekt in nekrotischen Zellen ist vor allem durch eine postnekrotische DNA-Hydrolyse und
kalziumabhangige Aktivierung von Endonukleasen zu erkldren (30, 320, 321). Der etablierte

TUNEL-Assay wurde dennoch aufgrund seiner guten Anwend- und Reproduzierbarkeit be-
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nutzt (253). Zudem war die Darstellung samtlicher, abgestorbener Zellen erwiinscht, da ein
Einblick in die Apoptosedifferenzierung vor allen Dingen durch die Auswertung der verschie-

denen proapoptotischen Proteine erfolgen sollte.

Ebenfalls etabliert ist das Verfahren, das zur Proteinanalyse im Gewebe angewandt wurde.
Seit seiner Entwicklung im Jahre 1979 wurde das Western Blot-Verfahren stetig weiterent-
wickelt und standardisiert, so dass es derzeit das am haufigsten verwendete Verfahren zur
Proteindetektion im Laborumfeld darstellt (259, 261). Die Vorteile sind hierbei vor allem in
der einfachen Reproduzierbarkeit und dem kostengiinstigen Preis zu sehen. In den ver-
gangenen Jahren haben sich weitere Untersuchungen zur selektiven Proteinquantifizierung
in verschiedenen Anwendungsfeldern etabliert. So ist die gezielte Massenspektometrie zur
Detektion spezifischer Proteine heute ebenso in Gebrauch wie Echtzeit-Polymerase-Ketten-
reaktionen (rt-PCR) (322-324). Diese kostenintensiveren Verfahren, die teilweise sogar ho-
here Spezifitaten als der Western Blot aufweisen, bendtigen Ublicherweise jedoch deutlich
grofRere Mengen an zu untersuchendem Material, weshalb sie (iblicherweise haufiger bei
menschlichen Blutuntersuchungen zum Einsatz kommen (322-324). Aufgrund der geringen
Menge an zu untersuchendem, murinem Lebergewebe, wurde sich daher fiir den etablierten

Western Blot mit vielfach erprobten Antikérpern entschieden.

Die im Rahmen dieser Versuchsreihen verwendeten laborchemischen Verfahren zur Serum-
analysen wurden durch das Institut flr Laboratoriumsmedizin des Klinikums der Universitat
Minchen betreut. Da das Institut fiir Laboratoriumsmedizin tagtigliche Erfahrung mit der
Analyse von humanen Produkten in klinischer Umgebung hat, konnte ein hoher Qualitats-
standard gewahrleistet werden. Hierzu trug ebenso bei, dass die angewandten, photometri-
schen Verfahren der Mausserumanalyse exakt jenen entsprachen, die in dhnlicher Frage-
stellung beim Menschen angewendet werden und auf vergleichbaren Referenzgeraten
durchgefihrt wurden, welche in regelmaRigen Abstdnden nach griindlichen Kontrollen un-
abhangiger Prifinstitute zertifiziert werden. Somit entsprachen die Serumanalysen einem

dulerst etablierten, hochqualitativen Verfahren.

Der im Rahmen der hier beschriebenen Versuchsreihen angewandte Testaufbau zur Dar-
stellung der Glutathionkonzentrationen beruht auf den kinetisch-spektralphotometrischen
Nachweisverfahren, die von Tietze 1969 erstbeschrieben und im weiteren Verlauf von Lau-

terburg 1984 modifiziert und optimiert wurden (280, 283). Somit wurden Nachweisverfah-
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ren angewandt, welche schon mehrere Jahrzehnte in regelmalligem Einsatz im experimen-
tellen Labor stehen und somit als etabliert und valide betrachtet werden kénnen (325, 326).
Mittlerweile werden auch alternative Verfahren zum Nachweis von Glutathionkonzentra-
tionen angewandt, wie beispielsweise die Flissig-Chromatographie, welche auf UV-Ab-
sorption beruht, oder auch massenspektometrische Verfahren (325, 326). Der Vorteil der
Glutathion-Messung mit Hilfe der Tietze-Methode ist eindeutig in der Sensitivitdt und einfa-
chen Handhabung zu sehen, wahrend die Vorteile der Alternativmethoden vor allem dahin-
gehend zu betrachten sind, dass sie Ublicherweise mit noch geringerer und unverdiinnter
Materialmenge zu bewerkstelligen sind (325, 326). Dennoch konnten bislang keine
signifikanten Unterschiede in Sensitivitat und Spezifitdt der verschiedenen Nachweisverfah-
ren von Glutathion dargestellt werden (325). Da die Tietze-Methode in dem Labor, in wel-
chem die Versuche durchgefiihrt wurden, primar eingesetzt wird und somit am meisten Er-

fahrung hiermit bestand, wurde sich fiir den Einsatz dieses Verfahrens entschieden.

5.2.3 Diskussion der Auswertungsverfahren
Das verwendete Statistikprogramm ,,GraphPad Prism 7 for Windows“ (Version 7.02) stellt ein
mittlerweile vielfach verwendetes und im wissenschaftlichen Umfeld etabliertes Statistik-
und Grafikprogramm dar. Mehrere internationale Studien haben bislang dieses Programm
zur statistischen Auswertung ihrer Ergebnisse verwendet. So erbrachte eine Suche zu dem
Suchbegriff ,,GraphPad Prism“ auf der international etablierten Suchplattform , PubMed” fiir
medizinische Veroffentlichungen 408 Artikel, welche diese Begriffe sogar in ihren Schlagwor-
tern angebracht hatten (Stand: November 2018). Somit ist davon auszugehen, dass die An-
zahl an Studien, die effektiv mit diesem Programm gearbeitet haben, um ein Vielfaches ho-
her liegt. Dariber hinaus stellen die mit Hilfe dieses Programms angewendeten statistischen
Testverfahren und Post-Hoc-Tests ebenfalls weit etablierte Verfahren fir die entsprechen-

den Fragestellungen dar (285-290, 327).

Ferner erfolgte die Auswertung der fluoreszenzgefarbten, toten Zellen des Lebergewebes
nach Anwendung des TUNEL-Assays mit Hilfe der halbautomatisierten, optischen Flachen-
fraktionsanalyse. Klassische Methoden der Auswertung eines TUNEL-Assays sehen Ublicher-
weise vor, die TUNEL-positiven Zellen per Hand zu zdhlen und im Weiteren diese Zellzahl
miteinander zu vergleichen. Nicht nur stellt dieses Verfahren bei ungefahr 100 angefertigten

Bildausschnitten pro Versuchsgruppe eine miihselige Arbeitsweise dar, sie prasentiert sich
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auch anfallig fir Auswertungsfehler. So kdnnen unmittelbar benachbarte Zellkerne, deren
TUNEL-positive Fluoreszenzsignale sich iberlagern, als ein Zellkern fehlgedeutet werden und
somit zu falsch niedrigen Ergebnissen fiihren. Die optische Flachenfraktionsanalyse mini-
miert dieses Risiko und evaluiert das insgesamt anfallende Fluoreszenzsignal objektiv im
Verhaltnis zur Gesamtflache. Kritisch kann angemerkt werden, dass durch die benutzerab-
hdngige, manuelle Einstellung von Kontrast und Helligkeit eines Bildes Potential fiir subjek-
tive Uber- und Unterschiatzung TUNEL-positiver Areale und somit Fehler besteht. Diese Ge-
fahr wurde dadurch minimiert, dass die Auswertung der Bildausschnitte verblindet erfolgte,
sowie durch den Einsatz von jeweils zwei Untersuchern pro Bildausschnitt. Der Mittelwert
beider gewonnener Ergebnisse wurde im Weiteren verarbeitet. Ahnliche Methodik wurde
bereits in Referenzveroffentlichungen angewendet (328, 329). Auch die Auswertung von
Western Blots mit Hilfe von ,Imagel” stellt ein mehrfach angewendetes und etabliertes

Verfahren dar (330).

Ein weiteres Verfahren zur Auswertung, welches mehrfach angewandt wurde, stellt die
Spektralphotometrie dar. Die Bestimmung von Adsorptionsintensitdt und Extinktion von
bestimmten Stoffen stellt ein absolutes Standardverfahren in der Analyse von Stoffkon-
zentrationen dar (294). Dieses Verfahren ist mittlerweile derart etabliert, dass der absolute
Groldteil dieser Auswertungen mittlerweile automatisiert vonstattengeht. Somit konnten
untersucherabhidngige  Fehler auf ein  Minimum  reduziert werden, was

spektralphotometrsichen Untersuchungen einen dufSerst reliablen Charakter verleiht.
5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Kreislaufstabilitat und —unterschiede der Versuchsgruppen
Um die Untersuchungsergebnisse vergleichbar zu gestalten, musste darauf geachtet werden,
dass die Kreislaufparameter der Versuchstiere kontinuierlich auf eventuelle Blutdruck- und
Herzfrequenzschwankungen hin streng kontrolliert wurden. Langere hypotensive Episoden
konnen namlich einerseits das hepatische Untersuchungsergebnis relevant beeinflussen
(306). Dariliber hinaus kénnen diese Schwankungen durchaus zur Interpretation von Auswir-

kungen verschiedener Medikamente und Interventionen herbei gezogen werden.

Da bei samtlichen Versuchstieren die gleiche Operation in standardisierter Vorgehensweise

mit derselben, gewichtsadaptierten Narkose durchgefiihrt wurde, wurden Unterschiede im
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Rahmen des Kreislaufmonitorings am ehesten im Rahmen der jeweiligen medikament&sen
Therapie gewertet, worauf in den entsprechenden Folgekapiteln nochmalig im Detail einge-
gangen wird. GrofSteilig wiesen samtliche, untersuchte Versuchstiere der IRI-Gruppen einen
vergleichbaren Verlauf Ihrer Blutdruck- und Pulskurven auf, wenngleich die Druckverhalt-
nisse im Durchschnitt signifikant unterhalb jenen der scheinoperierten Gruppen lagen. Ob-
wohl eine konsequente Flissigkeitssubstitution Uber das offene Abdomen angewandt
wurde, kénnten diese Druckunterschiede auch durch die verldngerte Operationszeit und
somit der prolongierten Offnung des Abdomens in Einklang zu bringen sein. Was alle Grup-
pen gemein hatten, war ein Mitteldruckabfall unmittelbar anschlieBend an die Reperfusion,
welcher sich zu einem Grof3teil selbstlimitierend pradsentierte. Dieser Mitteldruckabfall ist
dahingehend zu interpretieren, dass das durch die Pedikelklemmung verursachte vaskulare
Totraumvolumen von ca. 2/3 der Leber in dieser Zeit wieder mit Blut versorgt wurde, was
eine relative Hypovolamie des restlichen Blutkreislaufs zur Folge hatte. In relativ kurzer Zeit
gelang es dem kardiovaskuldaren Organismus des Versuchstieres wieder, iber vasokonstrik-
tive und positiv inotrope Prozesse den Mitteldruck zu einem gewissen Teil wieder auszu-
bauen. Dieses Phanomen ist im Rahmen von operativen Prozessen, in denen Teile des Blut-
kreislaufs der Zufuhr oder des Abflusses durch den restlichen Blutkreislauf unterbunden und

wieder zugefiihrt werden, bekannt und erwartbar (306, 331).

Relevante und teils auch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren vor allen
Dingen zu Beginn des Experiments festzustellen, da sich hier die Versuchsgruppen, bei denen
DMSO angewandt wurde, also jene mit DMSO-Monotherapie, Baicalein-Therapie und kom-
binierter Tacrolimus-Baicalein-Therapie, mit deutlich erniedrigten Mitteldruckwerten und
gesteigerten Herzfrequenzwerten prasentierten als jene ohne DMSO-Gabe. Ebenso wie die
Tatsache, dass die kombiniert mit Tacrolimus und Baicalein therapierte Versuchsgruppe im
Verlauf des gesamten Experiments einen durchschnittlich niedrigeren Mitteldruckverlauf,
sowie einen durchschnittlich erhéhte Herzfrequenz aufwiesen, sind diese Beobachtungen
am ehesten auf eine potentielle Toxizitat der jeweils verwendeten Substanzen zurlickzufiih-
ren (vgl. 5.3.6, 5.3.7 & 5.3.8). Der gegebenenfalls zu vermutende Verdacht, dass die
intraperitoneal verabreichten Substanzen eventuell abdominelle Kompartmentsyndrome
ausgeldst haben konnten, welche sich in Bezug auf die Kreislaufparameter dhnlich prasentie-
ren kénnten, wurde durch die Anwendung von intraperitonealen Injektionsvolumina deut-

lich unterhalb des etablierten, maximalen Injektionsvolumens minimiert (310, 332).
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Da sich auch die initialen Unterschiede schnell selbststandig limitierten, konnte der Grof3teil
des operativen Ablaufs in allen Versuchsgruppen als kreislaufstabil beschrieben werden und
somit in Einklang mit Normwerten fir Mausexperimente aus der Literatur (306, 333). Daher
ist nicht davon auszugehen, dass die Ergebnisse relevant von Kreislaufveranderungen ver-

falscht wurden.

5.3.2 Inhibition von 12/15-Lipoxygenase verhindert Zelltod nach hepatischem
IRI

Die Daten dieser Versuchsreihe konnten zeigen, dass die Vorbehandlung mit Baicalein in
einem murinen, hepatischen Ischamie-Reperfusionsmodell zu einer signifikanten Abnahme
des Zelltods im Lebergewebe fuhrt. Da Baicalein als potenter und spezifischer Inhibitor der
12/15-Lipoxygenase nachgewiesen werden konnte, konnen diese Daten nur dahingehend
gedeutet werden, dass die Hemmung der 12/15-LOX zu deutlich verringertem Zelltod nach
hepatischem IRI fiihrt (169). In der weiteren Folge drangte sich nun die Frage nach dem Zell-
todmodus auf. Wenngleich die hier dargestellten Daten keinen eindeutigen Nachweis eines
spezifischen Zelltodmodus’ erbringen, so scheint es doch eher unwahrscheinlich, dass ein
Grol3teil des beobachteten Zelltods von unregulierter Nekrose eingenommen wird. Vorange-
gangene Arbeiten konnten namlich in IRI-Modellen der Leber zeigen, dass Gewebsnekrose
Ublicherweise erst liber drei Stunden nach Einsatz des nekrotischen Reizes nachzuweisen ist,
was einer Zeitspanne entspricht, die in dieser Versuchsreihe nicht erreicht wurde (303). Da-
her ist primar davon auszugehen, dass andere Formen des Zelltods wie Apoptose, Nekrop-
tose oder die erst kiirzlich beschriebene Ferroptose zu den beobachteten zellularen Unter-
gangen fuhren. Dass Ferroptose hierbei von Relevanz zu sein scheint, steht in Einklang mit
den Ergebnissen, welche die Arbeitsgruppe um Xie im Jahre 2016 erhoben hat. Diese war in
der Lage, einen abmildernden Effekt von Baicalein auf die Ferroptoseentwicklung in Pan-
kreaskarzinomzellen nachzuweisen (179). Ferner konnte auf hepatozelluldrer Ebene eben-
falls bereits beschrieben werden, das Gpx4 degenerative Prozesse verlangsamen und teil-

weise verhindern kann (152).

In Einklang mit diesen Erkenntnissen lassen die hier erhobenen Daten daher den spekulati-
ven Ruckschluss zu, dass die Gpx4-abhangie Signalkaskade, in welcher 12/15-LOX das Schlus-
selenzym zur Entwicklung des Zelltods darstellt, auch im hepatischen IRI eine relevante Rolle

zu spielen scheint.
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5.3.3 Relevante Rolle der Gpx4-abhidngigen Signalkaskade nach hepatischem
IRI

Der direkte Einfluss des Glutathionstoffwechsels auf oxidativen Stress und dessen Auswir-
kungen in Ischamie-Reperfusionsmodellen konnte in der Literatur bereits beschrieben wer-
den (163). Dieser oxidative Stress gilt durch das vermehrte Auftreten von reaktiven Sauer-
stoffspezies, welche zum unmittelbaren Organschaden fiihren kdnnen, als Haupttriebfeder
des IRl (116). Die hier gezeigten Daten konnten darlegen, dass das beobachtete, verminderte
Ausmall an Zelltod mit einer signifikanten Steigerung des Glutathionmetabolismus nach
Baicalein-Therapie einherging. Diese postischamische Zunahme an Glutathionoxidierung
nach Hemmung der 12/15-LOX dampfte somit mutmaRlicherweise den IRI-bedingten Leber-
schaden signifikant ab. Daher ist davon auszugehen, dass die hepatoprotektiven Effekte der
12/15-LOX-Inhibition durch Baicalein am ehesten im Rahmen einer Abnahme des oxidativen
Stresses und folglich einer deutlich reduzierten Ausbildung reaktiver Sauerstoffspezies zu
werten sind, was mutmaRlich dem Einfluss der Glutathionperoxidasen, vor allem der Gpx4,

zuzuschreiben ist.

Somit ist zusammenfassend festzustellen, dass die hier erhobenen Daten die zuvor beschrie-
benen Modelle der antagonistischen Wirkung von 12/15-LOX und Gpx4 innerhalb deren Sig-
nalkaskade deutlich bekraftigen (115, 141). Baicalein, dessen effektive, hemmende Wirkung
auf die 12/15-LOX wissenschaftlich verburgt ist, konnte nach entsprechender Verabreichung
somit das Lebergewebe tatsachlich vor einem postischamischen Zelluntergang signifikant
schiitzen, was am ehesten auf die Abschwéachung des oxidativen Stresses zuriickzufiihren ist
(169). Diese Abschwachung fihrt nach Interpretation der Ergebnisse zu einer zunehmenden
Glutathionoxidierung, beziehungsweise wird durch diese unterstiitzt, was durch eine relative
Zunahme des (Per-)Oxidationsprodukts GSSG im Vergleich zu dessen reduzierten Substrats
GSH gemessen werden konnte. Die 12/15-LOX wird vor allem durch reaktive Sauerstoffspe-
zies aktiviert, welche wiederum selbst durch die Aktivitat der Gpx4 vermindert werden kon-
nen, was ein reduziertes Peroxidmilieu zur Folge hat (141). Daher liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass Baicalein nicht nur durch seine allgemein antioxidative Eigenschaften das Per-
oxidmilieu der Zelle reduziert, sondern auch einen spezifischen, aktivierenden Einfluss auf
den oxidativen Glutathionmetabolismus besitzt und somit mutmaRlicherweise auf die Gpx4.
Diese beiden Effekte tragen folglich maBgeblich zu einer Abnahme der 12/15-LOX-Aktivitat

bei, was in verbessertem Leberzelliberleben resultiert.
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Die Gpx4-abhangige Signalkaskade wurde in Bezug auf ihre Relevanz in der Entwicklung des
ferroptotischen Zelltods bereits in den vergangenen Jahren tiefgriindig erforscht. Hierbei
konnte auf zellularer Ebene gezeigt werden, dass es vor allem Einflisse dieser Kaskade sind,
die eine Art Schalter zur Entwicklung der Ferroptose darstellen (111, 180, 334). Betrachtet
man nun diese Daten griindlich und kombiniert sie mit den Beobachtungen des Wechsel-
spiels aus oxidativem Stress, Gpx4 und 12/15-LOX, die 2008 von Seiler und Loscalzo verof-
fentlicht wurden, kann man auf fundierter Grundlage zu dem Schluss kommen, dass anhal-
tender oxidativer Stress zu einer eingeschrankten Funktion der Gpx4 und im Umkehrschluss
zur deutlichen Aktivierung der 12/15-LOX fuhrt (115, 141). Dies wiederum hat aufgrund der
massiv gesteigerten Membranlipidperoxidation eine Steigerung des Peroxidmilieus innerhalb
der Zelle zur Folge. Darlber hinaus weisen die in dieser Studie erhobenen Daten auf eine
ausgesprochene Relevanz dieser Wechselwirkungen auch innerhalb des hepatischen IRI hin,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass ein Grofteil des beobachteten Zelltods von
Alternativmechanismen zur Nekrose verursacht wird, entsprechend der Datenlage der Lite-
ratur mutmaflich auch durch Ferroptose. Jedoch konnten auch deutliche Alterationen von
proapoptotischen Proteinen beobachtet werden, so dass ein Teil des Zelltods sicherlich auch

der Apoptose zugeschrieben werden kann (vgl. 5.3.4).

Die durch die 12/15-LOX entstandene 12S/15S-HpETE konnte auf Zellebene als wichtiger
Ausgangsmetabolit zur Zelltodinduktion und als zentrale Lipidperoxidquelle nach IRl in vitro
nachgewiesen werden, was mutmaRlich auf die mitochondriale Lage des Metaboliten und
den damit verbundenen direkten und (iber Hepoxiline indirekten Einfluss auf die MPT zu-
rickzufihren ist (vgl. 1.2.4). Die mitochondriale Membranstandigkeit dieser Metabolite lasst
daher den Schluss zu, dass die protektive Wirkung der Glutathionoxidation primar durch
Gpx4 verursacht wird, da diese die einzige Gpx ist, die membranstandige Lipidhydroperoxide
metabolisieren kann (115, 141, 158). Explizit bei der Untersuchung des hepatischen IRI ist
hierbei zu erwahnen, dass die Gpx4 im Zell- und Tierversuch als entscheidend fiir das Uber-
leben von Hepatozyten beschrieben werden konnte (152). Eine Abnahme an mitchondrial
verursachter Apoptose wurde daher bereits der Gpx4 zugeschrieben (141). Am ehesten wird
in diesem Rahmen davon ausgegangen, dass das durch Gpx4-vermittelte Substratoxidierung
verminderte Auftreten von Lipidhydroperoxiden zu einer Abnahme der MPT und somit zu
verminderter Cytochrom C-Ausschittung fihrt (160, 335). Mitochondriales GSH, welches

ungefahr 15% des gesamten GSH-Reservoirs des menschlichen Organismus’ ausmacht,
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konnte bereits als relevantes Antioxidans fur das Zelliberleben ausgemacht werden (149).
Die nun erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die zuvor gewonnenen Ergebnisse durch-
aus mit der Aktivierung der Gpx4-abhangigen Signalkaskade in Einklang zu bringen sind, da
GSH als obligates Co-Substrat der Gpx4 fungiert. Explizit die mitochondriale Lage des GSH
und die Relevanz der MPT fiir den hepatischen IRI (vgl. 1.2.4) lassen die Schlussfolgerung zu,
dass der in dieser Arbeit nachgewiesene Glutathionmetabolismus zu einem beachtlichen

Anteil auf mitochondrialer Ebene vonstattengeht.

5.3.4 Relevante zelltodvermittelnde Mediatoren in Gpx4-abhangiger Signal-
kaskade

Wenngleich die genannten TUNEL-Ergebnisse alleine betrachtet nicht den Anteil an
Apoptose nachweisen kénnen, ist aufgrund der deutlichen Alteration etablierter proapopto-
tischer Proteine davon auszugehen, dass ein signifikanter Anteil der toten Zellen auf
Apoptose zurlickzufiihren ist. Vermutete man vor gut 10 Jahren noch den Apoptose-induzie-
renden Faktor AIF als zentrales, caspase-unabhdngiges Effektormolekiil des 12/15-LOX-asso-
ziierten Zelltods, lassen die aktuell erhobenen Daten, sowie neuere Literaturdaten Raum fir
Diskussion zu (115). So konnte im Jahr 2008 durch die Arbeitsgruppe um Seiler in
postischamischen Knockout-Zellen, in welchen die Genexpression von Gpx4 unterdriickt
wurde, keine Caspase-3-Aktivierung nachgewiesen werden, weshalb die Hypothese zur AlF-
Induktion durch 12S-HpETE, dem unmittelbaren Produkt der 12/15-LOX-Aktivierung, aufge-
stellt wurde (115, 141). Im Gegensatz hierzu konnten mehrere vorangegangene Publikatio-
nen nachweisen, dass Caspase-3 eines der Schlissel- und Effektorenzyme des hepatischen
Ischamie-Reperfusionsschadens darstellt (298, 336). Ebenso konnten die hier erhobenen
Daten zeigen, dass Caspase-3-Aktivierung durchaus in signifikanter Weise einerseits im hepa-
tischen IRl erh6ht wird, andererseits durch die Inhibition von 12/15-LOX vermindert wird.
Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Situation in vivo durchaus differenzierter betrach-
tet werden kann. Gestlitzt wird diese Schlussfolgerung auch durch die Tatsache, dass das
internationale Komitee fiir die Nomenklatur des Zelltods (NCCD) in seiner 2012 verof-
fentlichten, revidierten Klassifikation explizit auf die unterschiedlich zu wertenden Charakte-
ristika von in vitro- und in vivo-Zelltod eingeht (90). Ferner stellt Caspase-3 das gemeinsame
proapoptotische Effektorenzym der extrinsischen TNF-basierten, sowie der intrinsischen
Cytochrom C-abhdngigen Apoptosekaskade dar (90, 149). Als Schlussfolgerung der

beschriebenen Daten muss davon ausgegangen werden, dass im Rahmen des hepatischen
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IRl beide Apoptosewege angesprochen werden und durch Baicalein gechemmt werden kon-

nen.

Neben Caspase-3 konnte ebenfalls eine signifikante Abnahme von PARP- und JNK-Aktivie-
rung nach 12/15-LOX-Hemmung nachgewiesen werden, weshalb diesen Molekiilen ebenfalls
eine relevante Rolle in einer Caspase-abhangigen Zelltodentwicklung innerhalb der Gpx4-
Signalkaskade zugeschrieben werden konnte. Explizit in Bezug auf PARP erscheint diese
Schlussfolgerung logisch, da PARP als nachgeschaltetes Enzym in der Caspase-3-Kaskade ge-
spalten und aktiviert wird, womit eine weitere Zelltodvermittlung einhergeht (97-99).
Andererseits konnten fiir PARP ebenfalls caspasenunabhangige Wirkweisen beschrieben
werden, welche mit AlF-Induktion vergesellschaftet waren und zum Zelluntergang fihrten
(90). Daher konnte PARP auch als ein Initiator der regulierten Nekrose, analog zur
Nekrapoptose durch ATP- und NAD*-Depletion, nachgewiesen werden (90). JNK hingegen ist
bekannt dafiir, im Rahmen von Stressreaktionen, die von extrazellularen Signalen ausgehen,
Apoptose zu vermitteln (91, 337). Bereits zuvor konnten hierbei ROS als effektiver JNK-
Aktivatoren nachgewiesen werden, indem sie zu einer vermehrten Phosphorylierung von
JNK Gber MAP-Kinasen flhrten und somit Apoptose Uber Aktivierung von Transkriptionsfak-
toren proapoptotischer Gene vermittelten, sowie mitochondriale Zelltodkaskaden (iber ein
vermehrtes Cytochrom C-Angebot aktivierten (91, 337). Da in der hier dargestellten
Versuchsreihe ebenfalls ROS als zentrale Effektormolekiile vermutet werden, erscheint die
Schlussfolgerung, dass JNK von Relevanz in der Gpx4-abhangigen Signalkaskade von Rele-
vanz ist, nur logisch. Auch hierbei ist davon auszugehen, dass sowohl die intrinische, wie
auch die extrinsische Zelltodkomponente angesprochen werden. Da auch ERK mit vermehr-
ter Cytochrom C-Freisetzung durch die Modulation der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinfa-
milie, Caspase-3- und PARP-Aktivierung assoziiert ist und durch extrazellulare Signale wie
ROS aktiviert werden kann, wurde erwartet, dass auch bei ERK1/2 signifikante Expressions-
alterationen beobachtet werden kdnnten (92). Im Gegensatz zu PARP, JNK und Caspase-3
konnte fir ERK jedoch keine statistische Signifikanz in Bezug auf dessen Aktivitatsabnahme
nach Baicalein-Therapie erzielt werden, wenngleich ein negativer Regulationstrend zu ver-
zeichnen war. Dies kénnte eventuell dadurch zu erklaren sein, dass kinetische Analysen zur
ERK-Aktivierung zeigen konnten, dass nach Eintreten eines Zelltodreizes bereits innerhalb
der ersten 20 Minuten die hauptsachliche Phosphorylierung und somit Aktivierung von ERK

zu verzeichnen ist, was wiederum in einem raschen Abfall der messbaren ERK-Phosphorylie-
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rung miindet (338). In dem hier dargestellten Tiermodell entspricht dieser Zelltodreiz somit
am ehesten der Initiierung der Reperfusion, in dessen Folge erst nach 90 Minuten das Leber-
gewebe zur weiteren Diagnostik entnommen wurde. Da zu diesem Zeitpunkt zumindest
noch ein negativer Regulationstrend der ERK-Aktivierung nachzuweisen war, sollte ERK1/2
als relevant innerhalb der Gpx4-Signalkaskade des hepatischen IRl erwdahnt werden. Ein-
schrankend muss jedoch festgehalten werden, dass ERK1/2 nicht ausschlieBlich mit Apopto-
seentwicklung vergesellschaftet ist, da ihr auch eine lysosomale und autophagische Zelltod-

komponente zugeschrieben werden kann (92).

Der relevante Nachweis des Einflusses der grofteilig propapoptotisch fungierenden Media-
toren ERK1/2, PARP, JNK und Caspase-3 innerhalb des hier gezeigten Experiments zur Gpx4-
abhdngigen Signalkaskade deutet zwar auf einen relevanten Anteil von Apoptose am be-
obachteten Zelltod hin, sollte jedoch nicht als alleinig relevant gewertet werden. Entspre-
chend den zuvor beschriebenen alternativen Zelltodmechanismen und deren Relevanz in
Bezug auf Gpx4 sollten beispielsweise Ferroptose und Nekroptose ebenfalls in dieser Kas-
kade Beriicksichtigung finden. Darliber hinaus weisen die genannten Mediatoren bei Wei-
tem keine streng apoptosespezifischen Charakteristika mehr auf. So konnten beispielsweise
ERK und JNK neben p38 ebenfalls in reinen Ferroptose-Modellen als modulatorisch von Be-
deutung nachgewiesen werden (113). Dieses Beispiel zeigt daher die Schwierigkeit den An-

teil eines bestimmten Zelltodmediators an einer spezifischen Zelltodform nachzuweisen.

Dennoch ist davon auszugehen, dass Caspase-3 und PARP durch ihre zuvor zahlreich be-
schriebenen Rollen in Apoptoseentwicklung, sowie im hepatischen IRl als zentrale und spe-
zifische Zelltodmediatoren, vor allem der Apoptose und regulierten Nekrose, zu werten sind
(90, 336, 339). INK und ERK sind im Gegensatz hierzu eher als unspezifische Indikatoren fir
zellulare Stressreaktionen beschrieben, weshalb diese zunachst an einer friiheren Stelle der
Signaltransduktionskette zu vermuten sind (340, 341). Daher kdnnte allein die rein antioxida-
tive Wirkung des Baicalein bereits einen positiven Einfluss auf deren Zelltodmediation ha-

ben, was sich wiederum Uber verschiedene Formen des Zelltods auswirken konnte.

5.3.5 Hepatoprotektivitait von DMSO
Um ein valides Ergebnis erzielen zu kdénnen, wurde DMSO als Tragerldésung flir Baicalein
ebenfalls in Bezug auf ihren Einfluss auf Zelltod und Mediatormechanismen untersucht.

Hierbei wurde bewusst DMSO ausgewahlt, da es nicht nur ein erstklassiges Tragermedium
146



darstellt, sondern auch zuvor in zahlreichen Studien anderer Autoren als postischam he-
patoprotektiv beschrieben werden konnte (236, 237). Die bisherigen Erklarungsansatze die-
ses Phanomens bezogen sich vor allen Dingen auf eine beobachtete, verminderte Kupffer-
zell-Aktivierung durch DMSO, was in der Folge mit einer verminderten Leukozytenadhasion,
inflammatorischen Reizantwort und somit verbesserter Mikrozirkulation vergesellschaftet ist
(342). Dass die Kupffer-Zellen durch Modulation der Ausbildung reaktiver Sauerstoffspezies
von zentraler Bedeutung fir den hepatischen IRI sind, wurde bereits thematisiert (33, 343,
344). Dariiber hinaus ist DMSO dafiir bekannt, intrazelluldre Vitamin C-Speicher wieder

auffillen zu kénnen, was ihm eine allgemein antioxidative Wirkung verleiht (345).

Die hier gezeigten Daten kdnnen weitere Erkenntnisse zum Verstandnis der hepatoprotekti-
ven Wirkung von DMSO beitragen. So konnte nicht nur eine leichtgradige Abnahme des Zell-
tods nach hepatischem IRl und DMSO-Vorbehandlung beobachtet werden, sondern auch
eine tendenzielle Aktivitatszunahme des Glutathionmetabolismus, wenngleich diese Ergeb-
nisse statistisch nicht signifikant waren. Dies kdnnte der verminderten Aktivitdt der zelltod-
vermittelnden PARP und JNK durch DMSO zugeschrieben werden, wobei zu beachten ist,
dass diese Aktivitdatsabnahme weniger stark ausfiel als nach Baicaleingabe. Ein relevanter
Unterschied zur Baicalein-Therapie zeigt sich in Bezug auf die DMSO-Vorbehandlung, wenn
man die Ergebnisse der Auswertung der Caspase-3- und ERK1/2-Aktivierung betrachtet.
Wadhrend diese beiden, klassisch als proapoptotisch bezeichneten Enzyme nach Baicalein-
Behandlung relevant aktivitatsgemindert untersucht wurden, zeigten sie nach alleiniger
DMSO-Vorbehandlung keine relevante AktitvitatseinbuRe. Aufgrund der Relevanz von
Caspase-3 im hepatischen IRl ist somit potentiell die verminderte Zelltodreduktion durch

DMSO im Vergleich zu Baicalein zu erklaren.

Diese Ergebnisse legen daher nahe, dass ein Teil der hepatoprotektiven Wirkung von DMSO
Uber einen dhnlichen Signalweg mediiert wird wie jener, der nach 12/15-LOX-Inhibition be-
obachtet werden konnte. Jedoch zeigt die 12/15-LOX-Inhibition einen weitaus deutlicheren
Einfluss auf den Glutathionstoffwechsel und deren postulierte Zelltodmediatoren, allen vo-
ran Caspase-3. Da dies eines der zentralen Effektormolekiile des hepatischen IRI darstellt,
liegt nahe, dass DMSO nicht komplett tiber dieselben Kaskaden fungieren kann wie die Gpx4-
abhangige Signaltransduktion, deren Relevanz im hepatischen IRl zuvor beschrieben wurde

(298, 336). Eher sprechen diese Ergebnisse fir eine allgemein antioxidative, unspezifische
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Wirkung des DMSO durch Abdampfung von oxidativen Stressreizen tber JNK-Aktivitatsmin-
derung und Abnahme caspase-basierter, regulierter Nekrose durch PARP-Reduktion (90,

339, 340).

5.3.6 Toxizitdt von DMSO und Baicalein
Die beobachteten, hepatoprotektiven Effekte, die fir die verwendeten Einzelsubstanzen
beobachtet werden konnten, wurden augenscheinlich auf den ersten Blick durch das Unter-
suchungsergebnis der Serumparameter getribt. Wahrend die Analyse der Nierenfunktion,
bilidren Sekretion und Lebersynthese keine relevanten Unterschiede erbrachte, waren es vor
allen Dingen die Parameter der Leberzellschadigung GOT, GPT und GLDH, die es zu diskutie-
ren galt. Hier fiel eine zumeist signifikante Zunahme dieser Parameter nach Ischamie und
Reperfusion auf, obwohl die entsprechenden Auswirkungen auf das hepatische Zelliiberle-
ben doch kontradr zu werten waren. Dieser Effekt sollte in der weiteren Folge als Folgeer-

scheinung der Toxizitat der verwendeten Substanzen zu interpretieren sein.

Betrachtet man namlich die vergleichende Zelltodanalyse nach Scheinoperation wird diese
Interpretation erklarbar. Sowohl nach Baicalein-, als auch nach DMSO-Therapie waren signi-
fikante Anstiege der Anzahl abgestorbener Zellen zu beobachten, wobei dieses Ausmal’ nach
DMSO-Therapie deutlich héher ausfiel als nach Baicalein-Vorbehandlung. Dieser Effekt muss
daher als durch die Medikamente direkt induziert betrachtet werden und somit als Ausdruck
der Toxizitat. Diese Erkenntnis wird zudem durch die Tatsache unterstiitzt, dass die Ver-
suchstiere einen zunehmend positiven Schockindex, der als Quotient aus Herzfrequenz und
systolischem Blutdruck zum selben Zeitpunkt definiert ist, zu Beginn eines Experiments und
somit nach Applikation von DMSO mit oder ohne Baicalein entwickelten (346). Dieser Effekt
prasentierte sich nach einigen Minuten selbstlimitierend. Diese Beobachtung ist in der Lite-
ratur bei toxischen Ereignissen in Zusammenhang mit anderen Medikamenten bereits be-
schrieben, weshalb die Schlussfolgerung nahe liegt, diesen initialen Anstieg der Herzfre-

guenz im Rahmen der Medikamententoxizitdt zu werten (347, 348).

Explizit fir DMSO konnten in den vergangenen Jahren zahlreiche, dosisabhdngige toxische
Effekte nachgewiesen werden. Diese beruhen vor allem auf der Wirkung von DMSO an
Phospholipidmembranen, da hier mit steigender Dosis eine vermehrte Porenbildung indu-
ziert wird, was wiederum mit einer konsekutiven Membranpermeabilitat und —zerstérung

einhergeht (349). Die dosisabhdngige Toxizitat von DMSO konnte bereits ebenfalls nach ent-
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sprechender Behandlung von in fllissigem Stickstoff schockgefrorenen Stammzellen nachge-
wiesen werden (350). Einhergehend mit den Beobachtungen der hier prasentierten Studie,
konnte die Arbeitsgruppe um Jacob bereits im Jahre 1966 aufzeigen, dass toxische Kon-
zentrationen von DMSO zu Leberzellschadigungen mit massiver Transaminasenfreisetzung
fihren (351). Diese Lebertoxizitat wird je nach Applikationsart und Versuchstierrasse bei
unterschiedlichen Schwellenwertkonzentrationen erzielt (351). Somit lag die maximal tole-
rierte Dosis von DMSO intraperitonealer Applikation bei 2500 mg/kg Korpergewicht bei
Mausen, wahrend die mediane, letale Dosis zwischen 14670 und 20060 mg/kg Korperge-
wicht anzusiedeln war (351). In der hier dargestellten Versuchsreihe wurde eine DMSO-Dosis
von 6600 mg/kg Korpergewicht angewandt, was somit deutlich oberhalb der maximal tole-
rierten Dosis, wenngleich noch unterhalb der median letalen Dosis lag. Der Grund hierfur ist
bei der Loslichkeit des Baicalein zu suchen. Diese wird laut Hersteller bei 20 mg/ml DMSO
angegeben, was bei einem applizierten Volumen von 150 ul einer Baicalein-Konzentration
von 120 mg/kg Korpergewicht entspricht (181). Exakt diese relativ hohe Konzentration
wurde in vorbeschriebenen Tierexperimenten mit Baicalein angewandt und etabliert (352,
353). Um eine valide Aussage Uber die Auswirkungen von Baicalein auf die Gpx4-abhangige
Signalkette treffen zu kénnen, wurde sich bewusst fir eine entsprechend hohe Konzentra-
tion entschieden, zumal Vorldauferexperimente zu dieser Studie bei niedrigeren Baicalein-

Stoffkonzentrationen keine reliablen Ergebnisse zeigten.

Die hier verwendete, auRerordentlich hohe Konzentration von DMSO fiihrte somit scheinbar
zu einer relevanten, in Einklang mit der Literatur erwartbaren, toxischen Leberzellreaktion.
Da dieser Effekt nach Baicalein-Therapie deutlich geringer ausfiel, ist schlussfolgernd zu pos-
tulieren, dass der Hauptanteil an Toxizitdt der Baicalein-Gabe durch den Tragerstoff DMSO
verursacht wird. Vergleichbare Experimente mit signifikant geringeren DMSO-Dosen von 500
mg/kg Korpergewicht erbrachten nach Ischamie und Reperfusion der Leber beispielsweise
keine gesteigerten GOT-, GPT- und GLDH-Werte (236, 237). Zudem kann die reduzierte toxi-
sche Reaktion nach Baicalein-Gabe durch dessen beschriebene protektive Wirkung in Bezug
auf Phospholipidmembranen und somit auf eben jene vermutete zentrale Genese der

DMSO-Toxizitat erklart werden (vgl. 5.3.3) (349).

Jedoch konnten auch Baicalein selbst bereits potentiell toxische Effekte nachgesagt werden.

So soll Baicalein bei auRerordentlich hohen Konzentrationen und langen Applikationszeit-
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raumen den mitochondrialen Biostoffwechsel negativ beeinflussen, was in Zytotoxizitat en-
det (354). Darliber hinaus sind Daten in der Literatur zu finden, die besagen, dass Baicalein
ebenfalls die toxische Wirkung von Medikamenten wie platinhaltiger Chemotherapeutika
verstarken kann, indem die interzellulare Kommunikation tGber sogenannte ,gap junctions”,
also Zellenzwischenraumverbindungen, gesteigert wird (355). Diese Ergebnisse wurden aller-
dings bei Baicaleinkonzentrationen, die ein Vielfaches der hier verwendeten Dosis darstellen,

erreicht und somit flr die Interpretation der hier erlangten Ergebnisse nur bedingt geeignet.

Ferner ist der hepatoprotektive Effekt vor allem in der postischamischen Leber durch die
verwendeten Substanzen als derart schiitzend zu betrachten, dass sich das AusmaR der
TUNEL-positiven Zellen nach IRl im Vergleich zu den toxischen Effekten offensichtlich amorti-
siert. Vor allem der gesteigerte Ausstrom von Transaminasen und GLDH lieB sich jedoch
noch deutlich gesteigert nach Medikamentengabe nachweisen. Betrachtet man diesen En-
zymausstrom aber mit Blick auf die errechneten relativen Steigerungsfaktoren eines Serum-
parameters, so konnte auch hier gezeigt werden, das postischam deutlich abnehmende Re-
lativtendenzen fiir alle drei Parameter der Leberzellschadigung anzutreffen waren. Dies be-
deutet, dass das Ausmal der gesteigerten Freisetzung der Leberenzyme nach Induktion des
IRl und medikament&dser Vorbehandlung mit Baicalein und DMSO grof3teilig signifikanter-
weise um ein Vielfaches geringer ausfiel als nach ausgebliebener Vorbehandlung. Interessan-
terweise fiel dieses Phanomen bei GOT und GLDH nach Baicaleingabe deutlich starker aus als
nach DMSO-Gabe, wihrend die DMSO-Gruppe eine deutlichere GPT-Steigerungsabnahme
aufwies. Wie diese spezifischen Toxizitdatsverhalten zu werten sind, kann in der hier vorge-
legten Studie nicht abschlieBend beurteilt werden und bedarf weiterer, zukinftiger Untersu-

chungen.

Somit bleibt festzuhalten, dass die toxischen Effekte der verwendeten Substanzen auch nach
Ischamie und Reperfusion nachzuweisen sind, jedoch bei Weitem nicht mehr in dem Ausmal’
wie in der scheinoperierten Gruppe, da die hepatoprotektiven Effekte postischdm die toxi-

schen Reize der Medikamente zu einem gewissen Teil Uberwiegen.

5.3.7 Hepatoprotektivitat und Toxizitdt von Tacrolimus
In der hier dargestellten Versuchsreihe wurden neben Baicalein und DMSO, denen eine anti-

oxidative Wirkung bereits zuvor bescheinigt werden konnte, auch Tacrolimus und dessen
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Einfluss auf den hepatischen IRl untersucht. Der Hintergedanke hiervon ist neben der im-
munsuppressiven vor allem in der antiinflammatorischen Wirkung des Tacrolimus zu finden.
Entziindung stellt einen relevanten Teil in der Entstehung des hepatischen IRI dar (31). Vor
allem der Einfluss von Kupffer-Zellen und CD4+-Zellen, welche (ber Zytokinausschiittung
und damit einhergehender Mikrozirkulationseinschrankung Entziindungsreaktionen mediie-
ren, wird im Modell des hepatischen IRl als zentral angesehen (76, 356-358). CD4+-Zellen
werden zudem als elementar wichtig fiir die Auspragung des hepatischen IRI betrachtet, da
sie neben ihrer eigenstiandigen Wirkung auch mit Kupffer-Zellen interagieren und somit zur
einer verstarkten ROS-Ausbildung fiihren (31, 357, 358). Aufgrund dieser Zusammenhange
schien die Erforschung einer immunsuppressiven Medikamentenklasse nur sinnvoll, da
durch die Reduktion der Immunantwort eben auch proinflammatorische Marker vermindert
werden. Bisher wurden potentiell hepatoprotektive Effekte namlich stets in diese Richtung

gehend gewertet (vgl. 1.4.3).

Die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Daten konnten die vermuteten hepatoprotekti-
ven Eigenschaften, vor allem jene nach Ischdamie und Reperfusion, deutlich bestarken. In den
postischamisch geschadigten Leberlappen war ein signifikanter Abfall von abgestorbenen
Zellen mittels TUNEL-Assay nachzuweisen. Somit konnte bestdtigt werden, dass eine
Tacrolimus-Vorbehandlung, wie sie in diesem Experiment in fliir den Menschen durchaus
Ublicher Mengenkonzentration durchgefiihrt wurde, zu einem besseren postischamischen

Leberzelliberleben fuhrt.

Hieraus ergab sich in der weiteren Folge ebenfalls die Uberlegung, (iber welche Mediatoren,
die im Rahmen der Baicalein-Analyse bereits als relevant herausgestellt werden konnten,
Tacrolimus gegebenenfalls seine hepatoprotektive Wirkung entfaltet. Neben der allgemein
antiinflammatorischen Antwort ist in diesem Zusammenhang nur beschranktes Wissen lber
die postischamischen Wirkweisen des Tacrolimus bekannt. Auf der einen Seite konnten
antiinflammatorische Wirkprofile wie die Hemmung der Endothelin-1-Ausschiittung postu-
liert werden, was in einer verbesserten Mikrozirkulation miindet (359). Andererseits sind
aber auch allgemein antioxidative Wirkungen denkbar. So kann Tacrolimus Kupffer-Zellen in
ihrer Wirkung direkt supprimieren und somit einen geringeren Anfall von reaktiven Sauer-
stoffspezies generieren (360). Zudem konnten bereits andere Calcineurininhibitoren wie das

Cyclosprin A als spezifische MPT-Blocker herausgestellt werden, was ebenfalls zu verminder-
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tem oxidativem Schaden fihrt (30). Einen weiteren Aufschluss liefern die hier vorgestellten
Ergebnisse. Nachdem die antiapoptotischen Effekte des Tacrolimus‘ auf Hepatozyten schon
in der Vergangenheit dargestellt werden konnten, deutet die hier beschriebene Modulation
der proapoptotischen Proteine ebenfalls auf eine verminderte Apoptose hin (361, 362).
Wahrend bisher kein eindeutiger Nachweis der Effektormolekiile moglich war, konnte nun
gezeigt werden, dass vor allen Dingen JNK und Caspase-3 nach IRI deutlich aktivitatsgemin-
dert waren. Aufgrund der bereits dargestellten Relevanz von Caspase-3 fir den hepatischen
IRI ist somit auch die protektive Auswirkung auf den Zelltod erkldrbar. Auch der Rolle des
extrinsisch aktivierten Stessmediator JNK fir den hepatischen IRl konnte in den Vorkapiteln
bereits ausfihrlich dargestellt werden. Vergleichbar mit der Baicalein-Gruppe konnte nur ein
geringgradiger, negativer Regulationstrend fir das Stressreaktionsprotein ERK1/2 dargestellt
werden, wobei dieses Ergebnis aufgrund der zeitlichen Latenz zwischen Gewebsentnahme
und Reperfusionsreiz eingeschrankt zu betrachten ist (vgl. 5.3.4). Ein deutlich negativer
Regulationstrend, wenngleich nicht signifikant, fiel erneut fir PARP auf, einem klassischen
Vertreter der regulierten Nekrose und Apoptose (90). Somit konnten sich ebenfalls samtli-
che, klassischerweise propapoptotischen Proteine durch die Tacrolimus-Prdakonditionierung
affektiert zeigen, welche auch als relevant in der Gpx4-abhangigen Signalkaskade vermutet

wurden (vgl. 5.3.4).

Noch deutlicher werden die Uberschneidungen zur Gpx4-abhingigen Signalkaskade, wenn
man den Einfluss von Tacrolimus auf die Glutathionoxidierung nach Ischamie und Reperfu-
sion der Leber betrachtet. Hierbei konnte in der Tat ebenfalls eine signifikante relative Stei-
gerung des oxidierten Produkts GSSG im Vergleich zum oxidierten Produkt der Glutathion-
peroxidase, GSH, nachgewiesen werden. Somit konnte ein eindeutig positiver oxidativer Ein-
fluss auf den Glutathionmetabolismus durch Tacrolimus nachgewiesen werden. Aufgrund
der vergleichbaren Ergebnisse, die nach Hemmung der 12/15-Lipoxygenase und nach
Tacrolimusgabe festgestellt wurden, kann gemutmalt werden, dass Tacrolimus die Gpx4-
12/15-LOX-Interaktion auf dhnliche Weise beeinflusst wie Baicalein. Aufgrund der berichte-
ten Relevanz der Gpx4-abhangigen Signalkaskade im Rahmen der Ferroptoseentwicklung
kénnte Tacrolimus somit neben der bekannten, hepatozytenspezifischen, antiapoptotischen
Eigenschaft gegebenenfalls sogar ein hemmender Einfluss auf die Ausbildung dieser spezifi-

schen Unterform des Zelltods zugeschrieben werden (111, 180, 334, 361, 362). Diese Hypo-
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these kann selbstverstandlich mit den aktuell verfiigbaren Daten nicht endgiiltig bestatigt

werden und muss in kommenden Experimenten weiter untersucht werden.

Dass Tacrolimus und der Glutathionstoffwechsel in postischamischen Lebern in einer bisher
nicht weiter definierten Verbindung zu stehen scheinen, konnten Lebertransplantationsex-
perimente an Ratten, deren Lebertransplantate ex vivo mit Tacrolimus gespliilt wurden, be-
reits zeigen (216). Aus diesem Grunde wurden weiterfiihrende Studien wie die TOP-Studie
beim Menschen initiiert, die den Einfluss einer extrakorporalen Tacrolimusspilung von
Spenderlebern unmittelbar vor einer Lebertransplantation untersuchen sollte (190). Jedoch
war es dieser Studie nicht moglich, signifikante, positive Effekte der Tacrolimusspiilung ex
vivo aufzuzeigen, mutmallich aufgrund des Studiendesigns mit Marginalorganen und feh-

lender Spenderprakonditionierung (363).

Interessanterweise zeigte die Evaluation der Parameter der Leberzellschadigung deutlich
andere Ergebnisse als jene der Baicalein- und DMSO-Gruppe. Hier konnte keine signifikant
gesteigerte Ausschiittung der Transaminasen und GLDH im Blut nach Scheinoperation, sowie
nach IRI-Induktion im Vergleich zur unbehandelten Gruppe festgestellt werden. Gegenteili-
gerseits war sogar eine relative Abnahme dieser Laborwerte, im Falle von GPT sogar signifi-
kant, im hepatisch postischamen Organismus festzustellen. Dies diirfte einerseits durch die
zuvor ausfihrlich dargestellte, hepatoprotektive Wirkung des Tacrolimus zu werten sein.
Dariliber hinaus war sogar eine leichtgradige Syntheseleistungssteigerung der Leber nach
Scheinoperation und Tacrolimustherapie darzustellen, was sich jedoch nicht in der post-
ischamischen Gruppe reproduzieren lieR. Andererseits dirften diese Effekte wohl auch da-
hingehend interpretiert werden, dass Tacrolimus ein deutlich unterschiedliches toxisches
Profil besitzt als die anderen, untersuchten Substanzen. Dass Tacrolimus auch hepatotoxisch
wirken kann, ist bekannt (364-368). Wahrend in der taglichen Arbeit mit
tacrolimustherapierten Patienten vor allen Dingen die Nephrotoxizitdt aufgrund der engen
therapeutischen Breite von Tacrolimus im Vordergrund steht, ist in den vergangen Jahren
der Fokus auch auf die hepatotoxische Wirkung von Tacrolimus, explizit bei lebervorerkrank-
ten Patienten, gefallen (364, 365). Als Genese wird hierbei oxidativer Stress, welcher durch
Tacrolimus selbst verursacht wird, diskutiert, wenngleich ein Effekt auf die metabolische
Funktion von Hepatozyten im Zellversuch nicht nachgewiesen werden konnte (365, 366,

369). Insbesondere ein Einfluss von Tacrolimus auf die Superoxiddismutase, einem Enzym,
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welches in der ROS-Entstehung von zentraler Bedeutung ist, erscheint hierbei von Relevanz
(365). Dies wiirde natlrlich im Gegensatz zur dargestellten hepatoprotektiven und

antioxidativen Eigenschaft Tacrolimus’ stehen.

Auch in den hier dargestellten Daten konnte ein potentiell toxischer Effekt von Tacrolimus
dargestellt werden, da die scheinoperierte Gruppe nach Tacrolimus-Vorbehandlung eine
signifikant héhere Anzahl abgestorbener Zellen aufwies. Da dies offensichtlicherweise nicht
mit einem vermehrten Ausstrom von Leberzellschadigungsparametern ins Blut einherging,
konnte postuliert werden, dass sich die Toxizitat von Tacrolimus anderweitig auswirkt als
jene, die bei Baicalein und DMSO beobachtet wurde. Dahingehend ist auch die unterschied-
liche Auswirkung auf das anfangliche Blutdruck- und Herzfrequenzverhalten zu werten, wel-
che nach Tacrolimustherapie keine signifikante Anderung zur unbehandelten Gruppe auf-
weist, wahrend in der Baicalein- und DMSO-Gruppe anfanglich weitaus positivere Schockin-
dizes erzielt werden. Potentielle Erklarungsansdtze kénnten darin zu finden sein, dass die
Tacrolimusgabe bereits 24 Stunden vor der geplanten Operation erfolgte und somit ein Aus-
strom von Transaminasen beispielsweise schon friihzeitiger erfolgte und zum Entnahmezeit-
punkt nicht mehr messbar war. Die Zellen kénnten ebenfalls zu einem friiheren Zeitpunkt
bereits untergegangen sein, sodass dieser Zelltod nicht erst im Rahmen der Scheinoperation
auftrat. Im Einklang mit Literatur ist auch moglich, dass Tacrolimus das Lebergewebe anfalli-
ger fir Leberschaden macht und somit die Scheinoperation schon einen derartigen Zellun-
tergang verursacht (364). Hierdurch ware andererseits der fehlende Anfall von Transamina-
sen kaum zu erklaren. Diese Theorien konnen durch die hier gezeigten Daten jedenfalls nicht
erklart werden. Welche dieser Hypothesen schlussendlich auch zutrifft, das Toxizitatsverhal-
ten von Tacrolimus ist als weitaus weniger schadlich als jenes von DMSO mit oder ohne
Baicalein einzustufen und wird durch seine leberschitzenden Eigenschaften im IRI-Modell

deutlich tberwogen.

5.3.8 Fehlende Steigerung eines Therapieeffekts durch die
Kombinationstherapie aus Baicalein und Tacrolimus

Nachdem sowohl fiir Tacrolimus, als auch fir Baicalein ein protektiver Effekt auf die Ausbil-

dung des hepatischen Zellschadens nach Ischamie und Reperfusion in mehreren Publikatio-

nen, sowie in den Vorkapiteln aufgezeigt werden konnte, lag die Schlussfolgerung nahe, eine

Kombination beider Medikamente in Bezug auf einen potentiell gesteigerten Therapieeffekt
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zu untersuchen. Die zellschiutzenden Wirkweisen beider Medikamente konnten dank der
hier beschriebenen Daten in den Vorkapiteln weiter beleuchtet werden. Jedoch wurde eine

Kombination beider Therapeutika bisher nicht ausreichend untersucht.

Wie zu erwarten war, fiihrte auch die Kombination der beiden, in den Vorkapiteln ausfihr-
lich als hepatoprotektiv beschriebenen Substanzen Baicalein und Tacrolimus zu einer signifi-
kant reduzierten Anzahl abgestorbener Zellen. Somit verringert also auch die Kombinations-
therapie dieser beiden Medikamente den Zelltod nach hepatischer Ischamie und Reperfu-
sion. Betrachtet man hierbei nun aber den Vergleich zu den einzeln untersuchten Therapie-
ansatzen von Tacrolimus und Baicalein, ist festzustellen, dass es zu keiner zusatzlichen Stei-
gerung der Zelltodabnahme durch die Kombinationstherapie kommt. Dafiir, dass allerdings
die beobachteten, hepatoprotektiven Eigenschaften der Kombinationstherapie nach Ischa-
mie und Reperfusion der Leber auch durch den positiven Einfluss auf die Glutathionoxidie-
rung zu erkldren sind, lieferten die Untersuchungen des Glutathionmetabolismus ausrei-
chend Hinweise. So konnte erneut vermehrt oxidiertes GSSG im Vergleich zu reduziertem
GSH gemessen werden, was fir eine gesteigerte Glutathionperoxidase-Aktivitat spricht,
analog zu den Vorkapiteln mutmaflich durch Gpx4 (vgl. 5.3.3 und 5.3.7). Jedoch konnte auch
hierbei kein gesteigerter Glutathionoxidierungseffekt durch die Kombination Substanzen
Baicalein und Tacrolimus beobachtet werden. Ferner lieferte auch die Analyse der
proapoptotischen Proteine ein analoges Bild. Zwar wurden auch die fir den hepatischen IRI
relevanten Enzyme Caspase-3 und PARP durch die kombinierte Vortherapie signifikant in
ihrer Aktivitat reduziert, sowie die ERK1/2- und JNK-Aktivitdt zumindest leichtgradig negativ
reguliert, jedoch war bei keinem dieser Enzyme eine signifikant verstarkte Negativregulation
im Vergleich zu den Ergebnissen nach jeweiliger Einzeltherapie festzustellen. Die hier darge-
stellten Daten lassen somit den Schluss zu, dass eine kombinierte Therapie mit Tacrolimus
und 12/15-LOX-Hemmung zwar in dhnlicher Weise hepatoprotektiv nach hepatischem IRI
wirkt und somit auch die Gpx4-abhangige Signalkaskade zum Zelliiberleben hin positiv be-
einflusst, jedoch keinen zusatzlichen Zellschutz oder gesteigerten Mediatoreinfluss nach he-
patischer Ischamie und Reperfusion bietet als die Therapie mit den jeweiligen Einzelsubstan-

zen.

Was jedoch im Rahmen der Analysen der Kombinationstherapie auffiel, ist, dass in der

scheinoperierten Versuchsgruppe erneut signifikant vermehrt abgestorbene Zellen nach
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kombinierter Vorbehandlung mit Baicalein und Tacrolimus nachzuweisen war. Dieser Effekt
konnte analog zu den Untersuchungen in Kapitel 5.3.6 und 5.3.7 als durch die Hepatotoxizi-
tat der Einzelsubstanzen verursacht zu sein gewertet werden. Da Tacrolimus vor allen
Dingen seine hepatotoxische Wirkung in (vor)geschadigtem Lebergewebe entfaltet und eine
toxische Leberschadigung — wie vorbeschrieben — nach DMSO-Gabe eintritt, konnte dies
erklaren, warum die toxizitdtsbezogene Zelltodanalyse der kombinierten Therapie sogar
ausgepragter ausfallt als bei der Untersuchung der jeweiligen Einzelsubstanzen, wenngleich
dies nicht statistisch signifikant war (364). Die Theorie der Toxizitatsbelastung des Gewebes
wird dariber hinaus durch die Analyse der Kreislaufparameter in der scheinoperierten
Gruppe gestitzt. Wahrend des gesamten Experiments flhrt die kombinierte Vortherapie zu
einer signifikanten Abnahme des arteriellen Mitteldrucks, sowie zu einer deutlichen Zu-
nahme der Herzfrequenz. Auch dies kann als systemische, toxische Reaktion zu werten sein,
wie sie auch bei der Analyse der Einzelsubstanzen Baicalein und DMSO auffiel. Dass es bei
Kombination mit Tacrolimus nun nicht zu der in den entsprechenden, anderen Gruppen be-
obachteten, raschen Normalisierung dieser Werte kam, kénnte ebenfalls durch eine Steige-
rung des toxischen Potenzials der Einzelsubstanzen in Kombinationstherapie zu erklaren
sein. Auch in der IRI-induzierten Gruppe waren im Durchschnitt, teils auch signifikant, niedri-
gere Blutdruckwerte und hohere Herzfrequenzraten festzustellen, jedoch nicht in dem Aus-
mal wie nach Scheinoperation. Erneut konnte diese angedeutete, relative Normalisierung
der Kreislaufparameter auf die postischamisch positiven Effekte der Kombinationstherapie
zurlickzufiihren sein — ein Phanomen, welches bereits in den Vorkapiteln diskutiert wurde.
Ebenfalls flr die Theorie der gesteigerten Toxizitat durch die Verwendung mehrerer, poten-
tiell hepatotoxischer Substanzen spricht die erneut gesteigert gemessene Transaminasen-
und GLDH-Ausschittung ins Blut. Wahrend dies nach alleiniger Tacrolimus-Prakonditionie-
rung nicht festzustellen war und hierbei sogar erniedrigt gemessene Leberzellschadigungs-
parameter im Serum anzutreffen waren, wurde dieser Tacrolimus-Effekt durch die Kombina-
tionstherapie diametral geandert. Vor allem GOT und die GLDH waren erneut betroffen. Je-
doch waren es auch erneut exakt diese Werte, deren Steigerung nach IRI-Induktion aufgrund
der hepatoprotektiven Effekte der angewandten Therapie nicht so ausgepragt ausfiel wie
ohne Vorbehandlung. Eine relevante Verbesserung des relativen Steigerungsfaktors dieser
Laborparameter beispielsweise im Vergleich zur alleinigen Baicalein-Therapie war allerdings

nicht festzustellen.

156



Somit bleibt festzuhalten, dass von einer gesteigerten Hepatotoxizitdt durch die Kombina-
tion der verwendeten Substanzen ausgegangen werden muss, wenngleich postischamisch
hepatoprotektive Effekte durchaus festzustellen waren. Jedoch konnten diese positiven The-
rapieeffekte durch die Kombination der Einzelsubstanzen im Vergleich zu deren alleiniger
Nutzung nicht relevant gesteigert werden. Hierfiir kénnte man zwei Hypothesen, die es in
Zukunft zu untersuchen gilt, diskutieren. Einerseits konnte die beschriebene Toxizitatssteige-
rung durch den Einsatz der Kombinationstherapie potentiell starkere Therapieeffekte nivel-
lieren. Andererseits konnte diskutiert werden, dass Tacrolimus und Baicalein beide in die
Gpx4-abhangige Kaskade eingreifen und dadurch gewisse Signalketten bereits durch den
Einsatz eines der beiden mutmalilich zumindest teilweise synergistisch wirkenden Medika-
mente effektiv blockiert werden. Dadurch kdnnte das zweite Medikament seine entspre-

chende Wirkung nicht mehr addquat entfalten.

5.4  Wertung und Ausblick
Die hier vorgelegten Studienergebnisse konnten weitere Einblicke in die molekularbiologi-
schen Wirkweisen der Gpx4-abhdngigen Signalkaskade erlauben, die Relevanz dieser Kas-
kade im hepatischen Ischamie-Reperfusionsschaden aufzeigen und somit das Verstandnis fiir
die Pathogenese dieser zentralen Komplikation der Transplantationschirurgie verbessern.
Zudem gelang es, die Interaktion dieser Signalkaskade mit den beiden etablierten Medika-
menten Tacrolimus und Baicalein fundiert darzustellen und im Kontext der bereits vorhan-
denen Literatur wissenschaftlich zu beleuchten. Zwar konnten einige Studien zuvor bereits
zeigen, dass die Hemmung von 12/15-LOX scheinbar zu einer Steigerung der Glutathionoxi-
dierung fuhrt, sowie dass gesteigerte 12/15-LOX-Aktivat mit vermehrtem Zelltod einhergeht
(115). Jedoch konnten diese linearen Zusammenhange bisher noch nicht auf adaquate Weise
in einem in-vivo-Modell mit Wildtyp-Versuchstieren fiir den hepatischen IRI bestatigt wer-
den, was dieser Studie gelang. Zudem waren die exakten Zelltodmechanismen und —kaska-
den des hepatischen IRl bislang ebenfalls noch nicht mit letzter Gewissheit erforscht, wozu
diese Studie zumindest mit dem Nachweis relevanter Zelltodmediatoren zusatzliche Er-
kenntnisse liefern konnte. Die prinzipielle Interaktion von Tacrolimus mit dem Glutathion-
stoffwechsel konnte ebenfalls bereits in frilheren Studien dargelegt werden (216). Jedoch
gelang es dieser Studie, diese Interaktion noch detaillierter als zuvor zu beschrieben und in

den Kontext mit den ebenfalls beschriebenen, neuen Erkenntnissen zum hepatischen IRl und
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der Gpx4-Kaskade zu stellen. Somit kdnnen diese Studienergebnisse durchaus als AnstoR fir
weitere Entwicklungen der medikamentosen Therapie und Pravention des hepatischen
Ischamie-Reperfusionsschadens, wie auch als Initiator einer neuen Diskussion Uber eine po-
tentiell breitere Indikation flir den Einsatz zweier etablierter Medikamente verstanden wer-

den.

Dariber hinaus ist die Problematik des Ischdmie-Reperfusionsschadens nicht exklusiv auf die
Transplantation beschrankt. Bei ausgedehnten Leberresektionen oder solchen, die aufgrund
anatomischer Begebenheiten oder tumorbedingt einen erhéhten intraoperativen Blutverlust
erwarten lassen, kann beispielsweise intermittierend das sogenannte Pringle-Mandver an-
gewandt werden (370-372). Hierbei wird mithilfe einer Klemme oder eines Tourniquets das
Ligamentum hepatoduodenale und somit der Bluteinstrom via Vena portae und Arteria he-
patica gedrosselt, wenn nicht komplett unterbunden (370, 372). Durch den verminderten
Einstrom von Blut und der hierdurch erzielten intrahepatischen Hypotonie sollen sich auch
komplexe Resektionen mit Gberschaubarem Blutverlust durchfiihren lassen, wenngleich der
Einsatz und vor allen Dingen der Nutzen des Mandvers in den letzten Jahren kontrovers dis-
kutiert wurde (370, 372, 373). Allerdings konnten auch nach Beendigung des Pringle-Mano-
vers und der daraus resultierenden Reperfusion mit sauerstoff- und nahrstoffreichem Blut
oxidativer Stress mit der Konsequenz von hepatischen IRl beobachtet werden (374). Somit
konnen die in dieser Studie erhobenen Daten und Schlussfolgerungen nicht nur fir die
Transplantationschirurgie, sondern fiir die Leberchirurgie im Allgemeinen von Relevanz sein

und weitere therapeutische Anséatze folgen lassen.

Ferner tritt nach ausgedehnten Leberresektionen nicht selten eine zumindest passagere,
teilweise Funktionseinschrankung der Leber auf, die allgemein als sogenanntes , Small-for-
Size-Syndrom” bekannt ist (375). Dieses beruht darauf, dass der verbliebene Leberrest auf-
grund seiner geringen Grof3e reversibel oder teils auch irreversibel nicht in der Lage ist, die
bendtigte Synthese- und Exkretionskapazitat fiir den gesamten Bedarf des Organismus’ auf-
zubringen (376). Dies kann ebenfalls bei Lebertransplantationen auftreten, bei denen ein
»,GroBenmismatch” zwischen Spender und Empfanger zu verzeichnen ist, also ein relativ
kleines Spenderorgan in einen relativ zu groRvolumigen Spenderorganismus transplantiert
wird (376, 377). Neben des reinen GréRenunterschieds wird hierbei auch eine oxidative Zell-

schadigung der Restleber als Pathogenese des ,Small-for-Size-Syndroms“ diskutiert, bei der
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eine relative Hyperperfusion, vor allem durch die Pfortader, atiologisch diskutiert wird (375,
378, 379). Dieser Zellschaden erscheint daher dem IRI sehr dhnlich zu sein, da er mutmallich
auf dhnlichen Grundprinzipien der Entstehung beruht (375). Aus diesem Grunde wird unsere
Arbeitsgruppe versuchen, in weiteren Experimenten auf Boden der hier dargestellten Ergeb-
nisse die Rolle des Glutathionstoffwechsels mitsamt der beschriebenen Wirkweisen auch im
hyperperfundierten Lebergewebe nach ausgedehnter Leberresektion zu untersuchen. So
konnte gegebenenfalls ein weiterer Einblick in die Pathogenese des Hyperperfusions-

schadens der Leber gewonnen werden.

Die hier gezeigten Ergebnisse erbrachten neben den unbestritten hepatoprotektiven Effek-
ten nach IRI-Induktion durch die applizierten Medikamente auch den Nachweis von Toxizitat
durch deren Einsatz. Diese Toxizitat schien sowohl den Gesamtorganismus, wie auch die Le-
ber direkt zu affektieren. Besonders fiel hierbei die unterschiedliche Auspragung der Toxizi-
tat durch die verwendeten Medikamente Baicalein, DMSO und Tacrolimus auf. Wenngleich
die meisten beobachteten toxischen Effekte durch die positiven Effekte amortisiert zu sein
schienen, kann sich dies im klinischen Einsatz selbstverstandlich anders darstellen. Um von
den hier gewonnen Ergebnissen also zu einem potentiellen Einsatz im klinischen Umfeld zu
gelangen, mussen potentielle medikamentdse Losungsansatze, die 12/15-LOX hemmen, ei-
ner wissenschaftlichen Risiko-Nutzen-Analyse streng unterzogen werden. Dem muss eine
spezifische Analyse der Toxizitdatsentwicklung der beschriebenen Medikamente vorausge-
hen. Entsprechende Experimente zu Dosisfindung und noch tiefgriindigerer Toxizitdatsanalyse

befinden sich derzeit in Vorbereitung durch unsere Arbeitsgruppe.

Der positive Effekt von Tacrolimus auf den hepatischen IRl konnte in dieser Studie bestatigt
und noch weiter ergriindet werden. Vorherige Studien, die den Einsatz von Tacrolimus als
Spillésung marginaler Organe vor einer Transplantation untersuchten, konnten jedoch keine
positive Abweichung des Organ- oder Patienteniiberlebens nachweisen (363). Betrachtet
man die hier gezeigten Daten erscheint dies insofern erklarbar, da in einem ex-vivo-Einsatz
von Tacrolimus mutmalRlich nicht die Zellpriakonditionierung erreicht wird wie in einem
perfundierten Organismus und 24-stiindiger Therapiezeit. Als logische Schlussfolgerung
konnte man also ziehen, dass die Tacrolimustherapie schon vor Eintritt der Ischamie erfolgen
musste, was in der Transplantation die Therapie des Spenders vor Explantation voraussetzen

wirde. Dass dies eine erhdhte logistische Herausforderung bedeutet und auch zusatzliche
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ethische Fragestellungen aufwirft, erscheint klar und bedarf daher einer griindlichen Vorbe-

reitung, sollte man eine entsprechende klinische Studie erwagen.

Auch wenn derartige klinische Studien aus genannten Griinden mutmallich duRerst schwie-
rig zu realisieren sind, wird es in Zeiten des Organmangels, in denen vermehrt marginale
Organe zur Transplantation akzeptiert werden, notwendig sein, entsprechende L&sungs-
ansdtze zu suchen. Damit einhergehend konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass margi-
nale Spenderorgane deutlich anfalliger fiir Ischamie und somit flir das Ausmal$ des IRI sind,
wodurch die bereits bei Allokation reduzierte Organqualitdt zuséatzlich herabgesenkt wird
(20). In diesem Zusammenhang nimmt die Erforschung des IRl also eine immer wichtigere
Rolle ein. Diese Studie kann daher dazu beitragen, die genauen Abldufe des hepatischen IRI
noch besser zu verstehen und einen Grundstein flr potentielle Therapieansatze zur Vermin-

derung des AusmaRes des hepatischen IRl zu legen.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund

In Zeiten des Organmangels, in denen vermehrt marginale Spenderorgane zur Transplanta-
tion akzeptiert werden, steht die Erforschung potentieller Mechanismen der Verbesserung
von Organqualitat und Verlangerung von Transplantatiiberleben im Vordergrund. Der hepa-
tische Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) stellt hierbei eine der zentralen Komplikationen
nach Lebertransplantationen dar, weil er das Organiberleben signifikant einschrankt. Der
hepatische IRl entsteht durch die Ausbildung von oxidativem Stress nach der Gewebsreper-
fusion, ist charakterisiert durch ein komplexes Zusammenspiel aus Mikrozirkulationsstorung,
zelluldarer Immunantwort, sowie proinflammatorischen Mediatoren und miindet in unter-
schiedlichen Formen des Zelltods. In den letzten Jahren konnte die Relevanz der Glutathion-
peroxidase-4 (Gpx4) -abhangigen Signalkaskade, in welcher die 12/15-Lipoxygenase (12/15-
LOX) als Lipidperoxidquelle einen oxidativen Zelltodinitiator darstellt, im IRl anderer Organ-
systeme nachgewiesen werden. Jedoch konnten die genauen Wirkmechanismen und Zell-
todmediatoren der Gpx4-abhangigen Signalkaskade bisher noch nicht vollstandig geklart
werden. Zudem wurde das etablierte Immunsuppressivum und Calcineurininhibitor
Tacrolimus in den vergangenen Jahren immer wieder mit einer Wirkung auf den Gluta-
thionmetabolismus in Verbindung gebracht, wenngleich auch hier die genaue Interaktion
nicht endgliltig beschrieben werden konnte. Ziel dieser Studie war daher, die Relevanz der
Gpx4-abhangigen Signalkaskade fir den hepatischen IRl zu erdrtern, neue Erkenntnisse tGber
potentielle Mediatormechanismen zu erlangen und die Interaktion dieser Signalkaskade mit

Tacrolimus zu beleuchten.
Methoden

An Lebern von C57BL/6-Mausen wurde unter peritoneal applizierter Narkose operativ ein
hepatischer IRl induziert, indem der gemeinsame Pedikel des rechten anterioren, linken an-
terioren und linken posterioren Lebersegments fiir 60 Minuten abgeklemmt wurde, was eine
65%ige Leberischamie zur Folge hatte. In der weiteren Folge erfolgte eine 90-minltige Re-
perfusionsphase. Die verschiedenen Versuchstiere wurden entsprechend ihrer Experimen-
talgruppe ohne medikamentése Vorbehandlung untersucht, beziehungsweise nach 30-min-
tiger Vorbehandlung mit Baicalein, einem potenten Hemmstoff der 12/15-LOX, und der Tra-

161



gerlésung von Baicalein, DMSO. Zudem wurde eine Versuchsgruppe 24 Stunden vor
Laparotomie mit Tacrolimus vorbehandelt, sowie eine Versuchsgruppe kombiniert mit
Tacrolimus und Baicalein. Das Gewebe der postischamischen Lebersegmente wurden hin-
sichtlich des Zelltodausmales mittels TUNEL-Assay quantifiziert, bezliglich der proapopto-
tischen Proteine ERK1/2, JNK, PARP und Caspase-3 mithilfe von Western Blot-Analysen ana-
lysiert und fiir die Bestimmung der Glutathionextinktion spektralphotometrisch untersucht.
Ferner erfolgten eine laborchemische Auswertung der Mausseren zum Ende des Experi-
ments in Bezug auf Leber- und Nierenparameter, sowie eine kontinuierliche, intraarterielle
Kreislaufiiberwachung. Fir samtliche Versuchsgruppen wurden zudem scheinoperierte Kon-

trollgruppen anhand derselben Verfahren untersucht.
Ergebnisse

Die Analyse der TUNEL-Assays ergab eine signifikante Abnahme abgestorbener Zellen nach
IRI-Induktion und Vorbehandlung mit Baicalein (-74,8%; p<0,001), Tacrolimus (-61,8%;
p<0,01) und der kombinierten Vortherapie mit beiden Medikamenten (-62,3%; p<0,001).
Nach alleiniger DMSO-Therapie konnte zumindest ein negativer Regulationstrend hinsicht-
lich der Zelltodabnahme festgestellt werden (-23,2%). Die Western Blot-Analysen ergaben
eine tendenzielle Minderexpression von ERK1/2 nach Baicalein- (-36,8%), Tacrolimus- (-
19,1%) und Kombinationstherapie (-28,1%), sowie eine signifikante Abnahme der Aktivitat
von JNK durch Baicalein- (-83,0%; p<0,01), DMSO- (-69,7%; p<0,05) und Tacrolimusgabe (-
84,6%; p<0,05), von PARP durch Baicalein- (-73,8%; p<0,05), DMSO- (-68,9%; p<0,05) und
Kombinationstherapie (-80,1%; p<0,05), wie auch von Caspase-3 nach Baicalein- (-45,0%;
p<0,001), Tacrolimus- (-66,9%; p<0,001) und kombinierter Applikation (-59,2%; p<0,001). Ein
negativer Regulationstrend der PARP-Aktivitat konnte auch nach Tacrolimusgabe verzeichnet
werden (-59,9%). Zudem war eine signifikante Steigerung des oxidativen Glutathionmetabo-
lismus nach Baicalein- (+45,7%; p<0,05), Tacrolimus- (+75,1%; p<0,05) und kombinierter The-
rapie (+43,7%; p<0,05) festzustellen. Wahrend allein die Gabe von Baicalein, DMSO oder der
Kombinationstherapie zu einer signifikant gesteigerten Ausschittung der Transaminasen
und GLDH ins Blut fuhrte, konnte eine relative Abnahme der postischam erfassten Labor-
werte nach Baicalein- (GOT -56,4%; p<0,001; GPT: -16,8%; GLDH -62,1%; p<0,001), DMSO-
(GOT -36,5%; p<0,01; GPT -43,7%; p<0,001; GLDH -40,0%; p<0,001), Tacrolimus- (GOT -
28,8%; p<0,05; GPT -53,4%; p<0,001; GLDH -3,4%) und der Kombinationstherapie (GOT -
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64,4%; p<0,001; GPT -10,4%; GLDH -47,1%; p<0,001), groftenteils signifikant, gemessen

werden.

Schlussfolgerung

Die Vorbehandlung mit Baicalein flihrt zu einer signifikanten Zelltodabnahme nach hepati-
schem IRI, sowie zu einer signifikanten Steigerung der Glutathionoxidierung. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die Gpx4-abhangige Signalkaskade eine relevante Rolle im
hepatischen IRI zu spielen scheint. Diese hepatoprotektiven Effekte werden durch die signifi-
kante Reduktion der JNK-, PARP- und Caspase-3-Aktivitdt, sowie durch eine tendenzielle Ab-
nahme der ERK1/2-Aktivitat bewirkt, welche somit relevante Zelltodmediatoren in der Gpx4-
abhéangigen Signalkaskade zu sein scheinen. Auch eine Tacrolimustherapie hat dhnliche Aus-
wirkungen auf die Zelltodentwicklung und den Glutathionmetabolismus zur Folge, wahrend
sie dieselben Zelltodmediatoren in vergleichbarer Weise affektiert. Somit ist zu mutmaRen,
dass auch Tacrolimus seine postischam hepatoprotektiven Eigenschaften durch die Inter-
aktion mit dem Gpx4-Signalweg erhalt. Ebenso scheint die als Antioxidans bekannte Trager-
[6sung DMSO in weitaus diskreterem Ausmal als die anderen beschriebenen Substanzen
Teile der dargestellten Signalketten des oxidativen Glutathionstoffwechsels positiv zu beein-
flussen. Eine Kombinationstherapie aus Tacrolimus und Baicalein konnte jedoch keine Stei-
gerung der jeweiligen Therapieeffekte erbringen. Dies ist am ehesten auf die nachgewiese-
nen, relevanten toxischen Effekte der Einzelsubstanzen auf Zelltod, Leberwerte im Serum
und Kreislaufparameter zurilickzufiihren, welche im postischamischen Umfeld jedoch durch
die protektiven Effekte amortisiert zu sein schienen. Baicalein und Tacrolimus stellen somit
potentielle Therapieansatze zur Reduktion des hepatischen IRI dar, sofern ein sinnvolles Mal3

an Protektivitat im Vergleich zur Toxizitat erlangt werden kann.
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