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1. Einleitung:

1.1 Geschichte und aktuelle Probleme der Lebertransyktion

Die Lebertransplantation ist bis heute die einZkgeative Therapiemoglichkeit terminaler
Lebererkrankungen. Seit der ersten erfolgreichepetteansplantation am Menschen durch
Starzl 1963 in Denver wurden weltweit etwa 1000@bérn verpflanzt (7). Die beachtlichen
Fortschritte auf diesem Gebiet zeigen sich heuteiner 5-Jahresitberlebensrate von knapp
70% nach Transplantation(17), ein weitaus besséfert als beispielsweise nach vielen
Tumoroperationen.

Dennoch ist die Lebertransplantation noch immerungelosten Problemen konfrontiert:

Trotz verbesserter Immunsuppression entwickeln 4d@¥00rgane ein akutes- und innerhalb
der ersten 5 Jahre nach Operation Uber 30% dem®mgja chronisches Transplantatversagen
(72); (16).

Hinzu kommt, dass sich das IndikationsspektrumdeeilLebertransplantation in den letzten
Jahren hin zu viral bedingten Hepatitiden bezieBurgse deren Zirrhosen verlagert hat. So
stellen heute Patienten mit viralen Zirrhosen eretevante Gruppe innerhalb der zur
Lebertransplantation fiihrenden Erkrankungen dannfB®dionen und Rezirrhosen unter
Immunsuppression stellen hierbei ein zunehmendaddin dar, da hier unter Umstanden nur
eine erneute Transplantation zur Heilung flhrt.

Dartber hinaus fuhrt der in Deutschland herrschévidegel an geeigneten Spenderorganen
zum einen zum Tod von Patienten auf Wartelisternz@ie20-30%, Quelle: DSO 2006), zum
anderen zwingt er zur Transplantation sogenanntergimaler Organe. Dies sind
vorgeschadigte Organe, die beispielsweise eine rkelbheerfettung aufweisen, eine lange
Ischamiezeit tolerieren mussten, deren Spendenadies Alter hatten oder an internistischen
oder neurologischen Grunderkrankungen litten unddesen verstorben sind. Ebenfalls
negativ wirken sich auf die Organqualitdt Intenstisnsaufenthalte oder ein langer
dauernder Katecholaminbedarf des Spenders ausj16;49

Diese Transplantate und ihre Empfanger haben zuireife kiirzere Uberlebenszeit sowie
eine erhohte postoperative Morbiditat als Empfangeter Organe - Mangel, die aber
aufgrund der herrschenden Organknappheit akzeptienden. Die Aufgabe der Forschung
besteht hier in der Entwicklung von Strategien, @lige optimale Nutzung des bestehenden
Organpools ermdglichen beziehungsweise diesen dihtdlzbarmachung von marginalen

Organen vergrof3ern.



1.2 Pathomechanismen des Ischamie-Reperfusionsseinad

Die Hauptursache fir Organverlust innerhalb detear$Vochen nach Transplantation ist bei
gesunden wie marginalen Organen der sogenannténisetReperfusionsschaden(29).

Unter den Sammelbegriff Ischmie-ReperfusionssanddikS ) fallen Schadigungen, die
durch die hypotherme Konservierung des Organsedrgatund dann nach Wiederherstellung
der Blutversorgung Pathomechanismen in Gang setlrerzu schweren Komplikationen wie
Initialer Transplantat-Dysfunktion oder Primareramsplantat-Nonfunktion fihren kénnen.
Diese treten in 15-20% bzw. 5-10% der Falle auf(4@pbei diese Ereignisse bei
Transplantation geschadigter Organe nochmals dbutinsteigen(1;8;59)Klinisch sind
Transplantat-Non- bzw. Dysfunktion charakterisiert durch signifikante
Transaminasenanstiege auf (Uber 6000-8000 bezieweisgs Uber 2500 Ul,
Gerinnungsversagen, metabolische Entgleisungen @tdrungen des Saure-Basen-
Haushaltes(49)Wahrend sich bei der initialen Transplantatdysfionkdie Organe in 70 %
der Falle wieder erholen, verlieren diese bei dem&en Transplantat-Nonfunktion ihre
Funktion irreversibel und der Patient kann nur dueme Retransplantation gerettet werden.
Die Inzidenz des priméaren Transplantatversagenelkent dabei nicht zuletzt mit der Dauer
der Kaltlagerung(18)

Die Pathomechanismen von Ischamie-Reperfusionseohagind mittlerweile gut
charakterisiert: Wahrend deKaltlagerung kommt es zur Verarmung der Zellen an
energiereichen Phosphaten, was wiederum zum &tdst von lonenpumpen in
Zellmembranen fuhrt. Die Zellen schwellen durch d&instrom von Natrium-lonen an,
wodurch wahrend der Reperfusion u.a. die MikroZdakan behindert wird. Ansteigende
intrazellulare Kalzium-Spiegel aktivieren zusatalidMatrix-Metalloproteinasen, die das
Zytoskelett der Leber beschadigen(27;28).

Wahrend derReperfusion produzieren in einer initialen Phase Kupffer-Zelléber eine
membranstéandige NADPH-Oxidase radikale Sauerstedisp ( ROS )(25;30), die einerseits
unspezifisch Lipide peroxidieren oder DNA schadigamdererseits spezifisch Utber die
Aktivierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktorewie NF-kappaB oder AP-1 zur
verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen wi@AM-1(14;31;68) oder P-
Selektin(21;39;70) fuhren, was zusammen mit der iddung entsprechender
Entziindungskaskaden(10) zu einer verstarkten Lewdoadharenz fuhrt(30). Seinen
Hoéhepunkt erreicht dieses Geschehen circa 6-8 8tundch Beginn der Reperfusion. Die

eingewanderten Leukozyten sezernieren nun ihrergererse Zytokine und ROS, was eine



lokale und systemische Entziindungsreaktion und ddikkulationsstérungen bewirkt und

damit in der Konsequenz zum Transplantatverlugteiiifkann. (s. Abb. 1)

Ischamie Reperfusion
Hepatozyt Lebersinusoid

ATP |

Ca?+ T

Proteasen 1

Na* ¢
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I !
ET-1 Zytokine
l Eicosanoide
|

Mikrozirkulationsstérungen

Abb.1. Pathomechanismen von Ischamie-Reperfusiuigsn

Neben der Organschadigung durch Nekrose spielemn metiesten Erkenntnissen bei
Ischamie-Reperfusionsschdden auch apoptotische e$d®z an Hepatozyten und
Sinusendothelzellen eine bedeutende Rolle(24;3@)klthische Relevanz dieses Phanomens

ist jedoch nicht abschlie3end geklart.

1.3 Experimentelle Therapieansatze bei Ischamie-Bdpsionsschaden

Es handelt sich beim Ischamie-Reperfusionsschalderuan ein multifaktorielles Geschehen
und entsprechend bieten sich — zumindest theonetiscviele Ansatze an, diesen zu
minimieren.

Neben antioxidativen Ansatzen, wie beispielsweise ltbch wirksamen und in klinischer
Erprobung stehenden postischamischen Glutathiomiokinay(56;58) oder der Gabe von
Tocopherol(62) wurden auch interessante experiientAnsatze unternommen, den
Isch&amie-Reperfusionsschaden durch eine Verandetengsenexpression im Transplantat
zu vermindern. Hierzu zahlen unter anderem die orekte Transfektion mit
Superoxiddismutase(42), wiederum ein antioxidatiesatz, die Reduktion apoptotischer
Prozesse mittels bcl-2-Transfektion(51) oder dielMation von NFkB(46;64).



Medikamentos:

Chloroquin Kayawake et al., 1982

Chlorpromazin Chien et al., 1978; Churchill et
al., 1995

Tocopherol Soltys et al., 2001

Glutathion Schauer et al., 2004

Allopurinol Fernandez et al., 2002

Anti-TNFa Antikdrper Colletti et al., 1990

NO Serafin et al., 2002

Anti-ICAM-1 Antikorper Farhood et al., 1995

Anti-P-Selektin Antikorper Peralta et al., 2001

Konservierungslosung:

UW+Adenosin Busuttil, 2003

Transfektion:

SOD Transfektion (ROS- Fan et al., 1999

Scavenging)

Bcl-2 Transfektion Rentsch M., 2005
(Apoptose-Inhibition)

NFkB-Modulation Okaya, 2005

Adenovirale SOD-Erhéhung| Lehmann et al., 2003

Tabelle 1. Experimentelle Therapieansatze von Issed&Reperfusionsschaden der Leber

1.4 Glutathion als Therapetikum und Mediator desclgamie-Reperfusionsschadens

Unsere Arbeitsgruppe konnte die zentrale Rolle vd&0OS beim Ischamie-
Reperfusionsschaden durch die hoch wirksame pbétisische Gabe von Glutathion als
Radikalfanger in Modellen der warmen und kalterh#uie an normalen und verfetteten
Lebern eindrucksvoll unter Beweis stellen: Exogagefiihrtes Glutathion entgiftet ROS im
Sinusoidalraum, also am Ort ihrer Freisetzung duapfferzellen und Granulozyten, und
fuhrt zur Reduktion des Ischamie-Reperfusionssamad@vahrend im Blut physiologisch
geringe Konzentrationen an reduziertem Glutathiorliegen, besitzen Hepatozyten um den
Faktor 1000 hohere Mengen an intrazellularem Ghigatzur Entgiftung von ROS(6).



Die enzymatisch von Glutathion katalysierten Realdén lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

Initial von Kupfferzellen gebildetes O Superoxidanion ) wird Gber Superoxiddismutase

( SOD ) zu HO, umgebaut, welches enzymatisch Gber die GSH-Persxidad die Oxidation
von GSH zu GSSG entgiftet wird:

H,O,+ 2 GSH— 2 H,0 + GSSG ( GSH-Peroxidase )

GSSG wird wiederum NADPH-abhangig tber die GSSGuRede zu GSH reduziert:
GSSG + 2 NADPH- 2 NADP' + 2 GSH ( GSSG-Reduktase )

Daneben reagiert Glutathion aber auch nicht-enzgetatmit praktisch allen Formen von

ROS, was es intrazellular zu einem wirksamen emnuemge und extrazellular bei

therapeutischer Zufuhr zu einem ebenso wirksamelikRli#Enger macht(5;55).

Zelle
Sinusoid GSSG M

S — ) |
Kupffer ——0, GjSG

H;0 GSH H20,
Peroxidase
GSSG-

NADPH Redukiase  \app-

Abb.2. Glutathion-Stoffwechsel und ROS-Entgiftuergletberzelle

In den letzten Jahren mehren sich dabei die Hireyelass es sich bei Glutathion nicht nur
um ein potentes Antioxidans handelt, sondern das&d@rpereigenen Glutathion-Homdostase
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selbst eine zentrale Rolle bei der Vermittlung vdschamie-Reperfusionsschaden
zukommt(23).

Dabei konnen SH-Gruppen, deren gréfdtes intrazedisil®eservoir Glutathion darstellt, bei
Anwesenheit hoher Konzentrationen von ROS - wieldhamie und Reperfusion - Gber die
Bildung toxischer Thiylradikale Radikalkettenreaktionen anstossen, in deren Verlauf
toxisches Superoxidanion,Qund HO-, entstehen(12).

Thiolgruppen verschiedener Proteine (R-SH), dereil3tgs intrazellulares Reservoir
Glutathion darstellt, reagieren mit ROS)(Enter Bildung hochreaktiver Thiylradikale (R}S

R-SH + R— R-H + R-S

In einem weiteren Schritt reagieren Thiylradikal@ ihiolatanionen ( R-S) zu Disulfid-
Radikal-Anion ( RSSR):

R-S + R-S— R-SS-R

Disulfid-Radikal-Anion ( RSSR ) reagiert in einem weiteren Schritt mit, Cu

Superoxidanion ( & ):

R-SS-R+ O, —» R-SS-R + @°

Vermittelt durch Superoxiddismutase ( SOD ) wirdp&wxidanion ( @ ) zu HO,
umgewandelt, welches anschlieRend wiederum durcitiatBionperoxidase unter Oxidation
von GSH zu GSSG zuf abgebaut wird (s.0.):

20, +2H — O+ HO;

Daruberhinaus werden Thiylradikale ( R)Sunter Bildung toxischer Ascorbinsaureradikale

entgiftet:
R-S+ Asc — R-SH + Asc
Das bei oxidativem Stress vermehrt entstehende G8iB{et nach folgender Formel

unspezifisch Disulfidbriicken mit SH-Gruppen versdaner Proteine aus, die dadurch in

ihrer Funktion verandert werden(12):
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GSSG + R-SH- R-SSG + GSH
AulRerdem spielt Glutathion eine wichtige Rolle der Entgiftung von Medikamenten und

Giftstoffen(38) sowie bei der Zellzyklusprogresg@n

1.5 Uberlegungen zur Wahl eines Therapeutikums dsshamie-Reperfusionsschadens

und dessen Anwendung

Ziel unserer Arbeitsgruppe war immer die Entwickjwon Therapieformen des Ischéamie-
Reperfusionsschadens, die sich zeitnah und einMachExperiment in die Klinik Gbertragen
lassen, was mit der postischamischen Glutathionbabsits gelungen ist, die sich zur Zeit in
klinischer Erprobung befindet.

Um kurz- oder mittelfristig ein Medikament zur Ré&ton des Ischamie-
Reperfusionsschadens routinemassig klinisch eieseta konnen, sollte dieses neben seiner
nachgewiesenen Wirksamkeit in irgendeiner Formlimdchem Einsatz stehen, bereits eine
Zulassung, einen gunstigen Preis sowie geringe MNelbaungen besitzen.

DarUber hinaus sollte das Agens erst wéhrend odeh rder Ischamie, d.mach der
Explantation zum Einsatz kommen, was nachfolgetéitart werden soll:

In vielen erfolgreichen tierexperimentellen Ansétz@e beispielsweise dem Gentransfer von
SOD oder bcl-2 beginnt die Prakonditionierung dpsriflers zum Teil mehrere Tage vor der
Explantation(26;51). Ubertragen auf die klinisch@u&ion wiirde dies die kinstliche
Verlangerung eines Intensivstationsaufenthaltesh nkeststellen des Hirntods bis zur
Organentnahme erfordern, um die Behandlung tbetrduphfihren zu kénnen, was somit
nicht praktikabel ist. Die protektiven Effekte degrabreichten Substanz wirden durch die
zuvor beschriebenen schadigenden Wirkungen einesdivaufenthaltes oder einer langer
dauernden Katecholamingabe auf die Organqualit#9)6unter Umstanden konterkariert
werden. Um dieses Problem zu umgehen, misste miPmdéonditionierung der Patienten
bereits vor Feststellen des Hirntodes ,auf Verdasbgonnen werden, was selbstverstandlich
nicht moglich ist. Ein weiteres Problem bei eineystemischen Behandlung von
Organspendern ( auch nach festgestelltem Hirntedtgteht aus der ,Mitbehandlung” der
anderen zu explantierenden Organe, die die Zustmgmuder Dbeteiligten
Transplantationsteams beziglich ,ihres* Organsrded. Erschwerend kommt hinzu, dass
alle Therapieansatze des Ischamie-Reperfusionssebadr Zeit nur im Rahmen von Studien
zum Einsatz kommen, also der Genehmigung durchklmmissionen und der Einhaltung

regional unterschiedlicher administrativer Regalarbedirfen. Man stelle sich am Beispiel
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von Eurotransplant die Folgen vor, die die systeheskonditionierung eines Orgspenders
hatte: Nach Entnahme der vorbehandelten Organe rkammezahlige Patienten an
verschiedenen Orten als Empfanger der Organe igeFien Prinzip mussten daher an allen
Transplantationszentren entsprechende Studieniegtalverden, in die samtliche Patienten,
die auf ein Organ warten, aufgenommen werden nrissielbst Veranderungen der
Perfusionslosung waren unter diesem Aspekt vonli¢tegm Nutzen. Der entstehende
Aufwand ware enorm und die Durchfuhrbarkeit ein@slsen Projektes unklar.

Die Behandlung des Orgampfangerdzw. des explantierten Organs ist daher im Moment
die wahrscheinlich einzig praktikable Option zur dRktion des Ischamie-
Reperfusionsschadens. Eine Ausnahme hiervon lgk&bgtbenenfalls nur die Lebendspende.

1.6 Tacrolimus als Therapeutikum des Ischamie-Refperonsschadens

Diese Uberlegungen lenkten unsere Aufmerksamkditeme Substanz, deren hemmende
Wirkung auf Ischamie-Reperfusionsschaden bereikarh@ ist, was jedoch in eben jenen
Modellen gezeigt wurde, in denen ausschlie3lichn8ee prakonditioniert wurden: FK 506
oder Tacrolimus verringert bei Gabe beim Spendegra@schéden nach Transplantation(35-
37;52). In zahlreichen Arbeiten konnte dieser Hffgleichermassen fur Leber, Lunge, Herz
und Nieren gezeigt werden(40;67;71;73).

Tacrolimus ist in seiner eigentlichen Indikatiom é@mmunsuppressivum aus der Klasse der
Calcineurin-Inhibitoren, das heute routinemassighnbebertransplantation eingesetzt wird.
Tacrolimus wirkt als Immunsupressivum Uber eine RHemg der T-Zell-Aktivierung. Es
bindet intrazellular Uber das FK-binding proteirKBP) an den Calcineurin-Calmodulin-
Komplex (s.Abb.3), der an der Calcium-abhé&ngigen pHasphorylierung des
Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear factor of aetied T-cells) beteiligt ist. Sein

Transkriptionsprodukt - IL 2 - ist massgeblich am @-Zell-Aktivierung beteiligt(3;69).
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Ca?t
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Nukleus
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Abb.3: Wirkmechanismus viTacrolimus/FK 506
Nach: Expert Reviews in Molecular Medicine; CambeadJniversity Press 20

Als Ursache fiur die beschriebenen protektiven Widen von Tacrolimus auf IRS wird u.a.
eine Verbesserung der hepatischen Mikrozirkulatiiskutiert(36), vermittelt durch eine
verminderte Expression von Endothelin-1(61). Waiter konnten eine Erhdhung des
intrazellularen ATP-Gehalts sowie eine verbessertechondriale Funktion nach Ischamie
und Reperfusion gezeigt werden(33). Wenngleich Michanismen nicht abschliessend
geklart sind, konnte eine Reduktion der ROS-Pradoktnach kalter Ischdmie und
Reperfusion bei Tacrolimus-behandelten Lebern nawhegen werden(20;37). Diese Effekte

wurden jedoch in experimentellen Modellen der Spemdikonditionierung untersucht.

Eine amerikanische Arbeitsgruppe konnte in einariddhen Pilot-Studie zeigen, dass auch
eine postischamischeTacrolimus-Behandlung protektive Wirkung auf deschiamie-
Reperfusionsschaden entfaltet. Dabei wurde derl&uiilg, mit der die kaliumhaltige und
kardioplegische Perfusions- und Lagerungslosungeasaschen wird, Tacrolimus in einer
Konzentration von 20 ng/ml zugefugt. Eine FK-Zufulrer das Ubliche immunsuppressive
Regime hinaus fand wéhrend der Reperfusion nichit. sBereits eine circa 10-minutige

Kontaktzeit des Transplantats mit FK 506 unmitteNoar Reperfusion reichte aus, um einen
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signifikant niedrigeren Transaminasenanstieg zuiekm Die zugrunde liegenden
Mechanismen blieben unklar und wurden nicht untgs(63)(Abb.4).

1400

1200 4 GPT GOT
1000 -+
800 4 Tagl Tag2 Tag 1 Tag 2
5
600 -
400 -
200 +
0
FK Ko FK Ko FK Ko FK Ko

Abb.4. Reduktion des hepatischen Ischamie-Repensihadens durch Tacrolimus-Rinse
beim Meschen. Nach: St. Peter et al, Liver Trangjalion 2003

Unser Ziel war daher, diese Ergebnisse in einerexperimentellen Modell zu prifen und
nach Ursachen fir die protektive Wirkung der Taomak-Rinse zu suchen.
Dazu benutzte unsere Arbeitsgruppe zwei Modellee Bktrakorporale Perfusion der

Rattenleber sowie die orthotope Lebertransplantalmenfalls an der Ratte.

1.7 Vorversuche am isoliert perfundierten Modellrd@attenleber

Bei Vorversuchen in Zusammenarbeit mit PD Dr. MedfrBilzer untersuchte unsere
Arbeitsgruppe zunachst die Tacrolimus-Wirkung am delb der isoliert perfundierten
Rattenleber. Dabei wurde dem Perfusat Tacrolimes B Minuten in einer Konzentration
von 10- bzw. 50 ng/ml zugesetzt. Nach weiteren 3AQukén wurde dem Perfusat®h in
einer Konzentration von 0,5 mM beigemengt, um déhrend der Reperfusion herrschenden
oxidativen Stress zu simulieren. Anschliessend wald Mal3 fir den entstandenen zelluléren
Leberschadens die LDH im Effluat gemessen .

Die H,O.-Perfusion fuihrte zu einem massiven Anstieg der LDidser wurde jedoch durch

eine vorhergehende Perfusion mit Tacrolimus dobk@adjg verringert. (Abb.xyz).
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Diese Ergebnisse deuteten auf eine Ubertragbadkeiklinischen Daten der amerikanischen
Arbeitsgruppe in ein experimentelles Modell hine omplexitat der wahrend Ischamie und
Reperfusion ablaufenden Prozesse wird jedoch eneiartifiziellen Modell wie der isolierten

Organperfusion nur unzureichend wiedergegeben.

Daher war der nachste Schritt, die Tacrolimus-Rimse Modell der experimentellen

Transplantation an der Rattenleber zu untersudbaier formulierten wir folgende

1.8 Fragestellung:

1. Verringert die postischamische Spilung der Leber Taicrolimus den Ischamie-
Reperfusionsschaden in einem Modell der experiniente
Rattenlebertransplantation?

2. Besteht eine Dosisabhangigkeit der protektiven Witkin diesem Modell?

3. Konnen die der Protektion zugrunde liegenden Meishan abgeleitet werden?
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2. Material und Methoden:
2.1  Isolierte Organperfusion der Leber

2.1.1 Operative Technik:

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten (200-250g) (ChaReer Wiga GmbH, Sulzfeld)
wurden in einem klimatisierten Raum bei einem 12n8én hell-dunkel Zyklus gehalten. Bis
zum Versuchsbeginn erhielten die Tiere uneingeséiiraVasser und Standardfutter
(Altromin, Lage). Die Tiere wurden durch eine iqteaitoneale Pentobarbitalinjektion (50 mg
Nembutal/ kg Korpergewicht) anasthesiert. Nachkiinpe von 250 IU Heparin in die Vena
femoralis erfolgte die Laparotomie zur Darstelluwtey Leberpforte und Vena cava inferior.
Bei erhaltenem Blutkreislauf wurde die Pfortadert minem Polyethylen-Tubus (16 G)
kanuliert und und die Leber umgehend mit Krebs-ldisPuffer perfundiert (30-33ml/min).
Ein ausreichender Perfusatabfluss wurde durchitnzeder Aorta abdominalis sichergestellt.
Danach erfolgte die Thorakotomie zur Kanulierung dena cava inferior Gber den rechten
Herzvorhof. Anschlieend wurde die Vena cava ioferoberhalb des Abganges der
Nierenvenen und unterhalb der Lebervenen ligiegrddirch wurde das vendse Leberperfusat
ausschlief3lich Uber die in der Vena cava inferiatzierte Kantle abgeleitet. Zur Ableitung
der Galle wurde der Ductus choledochus mit einertyd@oylen-Katheter (Lange 5 cm,
Innendurchmesser 0,4mm) kanduliert.

Die volumenkonstante, nicht rezirkulierende Pedusierfolgte ausschliel3lich Gber die
Pfortader (Abb.5). Der Perfusatdurchflufd durchlaeber betrug 3,0-3,5ml/ min/ g Leber. Zur
Leberperfusion wurde ein Hamoglobin- und Albumireiér Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4)
verwendet, der durch einen thermostatisierten 8chiaxygenator mit Carbogen {©®5%,
CO, 5%) begast und auf eine Temperatur von 37° C emtwaurde. Der Schlauchoxygenator
bestand aus einem 15m langen Silikonschlauch (Warkes0,2mm, Innendurchmesser 2
mm), der um einen thermostatisierten Aluminiumblgekvickelt war. Diese Einheit befand
sich in einer isolierten Plexiglaskammer, die miriibgen begast wurde. Substanzzugaben
erfolgten Uber Infusionspumpen in das zuflieBendduBat vor Eintritt in eine Blasenfalle
(Volumen 10 ml), die circa 20 cm vor der Pfortaderlédle platziert war. Hierdurch wurde bei
einer Infusionsgeschwindigkeit von 200-400ul/mineehomogene Losung der zugefihrten
Stammlésungen sichergestellt. Die Anordnung der soleedenen Elemente der

Perfusionsanlage ist schematisch in Abbildung 5gekstellt. Galle- und Perfusatproben
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wurden in Eppendorf-Cups gesammelt und bis zur ysgalm Eisbad aufbewahrt. Am Ende
der Experimente wurde das Feuchtgewicht der Leéstiraomt.

AbflieRendes
Perfusat

0,(95%) Hydrg;tj\ltésche
CO,(5%)
T
: T Blasenfalle
Thermostat Oxygenator Vena
(37) Do - | Portae
1
1
Membran- = 0,/CO; ZuflieRendes
pumpe Perfusat
Krebs- Ductus
FemaEE Choledochus
Puffer

Abb. 5: Versuchsanordnung isoliert perfundiertesi®bder Rattenleber

2.1.2 Versuchsprotokoll:

Lebern wurden Gber 100 Minuten in der oben besbhrien Weise in-situ perfundiert. In der
Kontrollgruppe wurden die Lebern mit Krebs-HendelRiffer perfundiert, in den
Interventionsgruppen wurde dem Perfusat Gber 1QidimTacrolimus in einer Konzentration
von 10- bzw. 50 ng/ml zugefigt. Nach weiteren 3hiién wurde dem Perfusat fur 10
Minuten HO, in einer Konzentration von 0,5 mM beigemengt, uen dvahrend der
Reperfusion herrschenden oxidativen Stress zu g&real Anschliessend wurde als Mal} fir

den entstandenen zellularen Leberschadens die hDEffluat gemessen (Abb.6).
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Tacrolimus H,O,
10/50ng/ml 0,5mM

// //
| 77 | | 77
0 60 ° 70" 100 min

Abb. 6: Versuchsprotokoll isoliert perfundiertes détl der Rattenleber

2.2 Orthotope Lebertransplantation

2.2.2 Operative Techniken

Die Durchfihrung der Versuche wurde von der Regigrivon Oberbayern mit dem
Aktenzeichen 89/05 genehmigt. Fir die tierexperit@idan Untersuchungen wurden
mannliche Lewisratten mit einem Gewicht von 250€88d einem Alter von 10-12 Wochen
aus der Versuchstierzucht Charles-River Wiga, $ldzf Deutschland, verwendet. Die
Versuchstiere wurden in Doppelkafigen bei zwdlfsligem Hell-Dunkelzyklus, einer
autoregulierten Raumtemperatur von 21°C und eindifduchtigkeit von 60% gehalten. Die
Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter.Sdandarddiat wurde von der Firma Sniff
Spezialdiaten, Soest, Deutschland bezogen undedintblgende Inhaltsstoffe: Rohprotein
(19%), Methionin (0,3%), Lysin (1,0%), Rohfett (3], Rohfaser (5,2%), Rohasche (6,7%),
Calcium (1,1%), Phosphor (0,8%), Natrium (0,25%)agvesium (0,2%). Pro Kilogramm
Futter waren an Zusatzstoffen enthalten: VitamiG18000IE), Vitamin D 3 (1280IE) und
Vitamin E (120 mg). Bei den Empfanger-, nicht jelddzei den Spendertieren wurde vor
Operation eine zwolfstiindige Nahrungskarenz béeiineZugang zu Wasser eingehalten. Die

Transplantationen wurden modifiziert nach Kamada @alne(34) durchgefihrt.
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Zunachst wurde den Tieren Atropinsulfat in einer nkKentration von 0,2mg/kg
Korpergewicht zur Reduktion der narkosebedingteonthialen Hypersekretion und zur
Prophylaxe eines Laryngospasmus subcutan injiA@schliessend wurde eine Athernarkose
(Ather fir Narkose, Fa. Hoechst, Frankfuuiter standiger Kontrolle der Vitalfuktionen
induziert. Am betaubten Tier erfolgte dann die Rakes Bauchfells sowie des Fells am Hals
mit nachfolgender alkoholischer Desinfektion. Dipetationen fanden unter sauberen, jedoch
nicht aseptischen Bedingungen statt. Verwendet evalalzu ein Operationsmikroskop der
Firma Zeiss. Die Ratten wurden in Ruckenlage aufierai speziell entwickelten
Operationstisch mit integriertem Heizteil (Fa. Efberger, Minchen) unter Fixierung der vier
Extremitaten an atraumatischen Haltemagneten geldgee Kérpertemperatur wurde Uber
eine rektal eingefiihrte Thermosonde, die an dasn&@ggregat mit einem Rickkoppelungs-
Steuerungsmechanismus angeschlossen war, konlichuigemessen und zwischen 36,5°C
und 37,5°C konstant gehalten. Die Narkosefiuihrufggte im offenen System mit einer dem
Kopf des Versuchstieres vorgelagerten Atemmaske uit einer Ather-getrankten
Kompresse bestiickt war. Zusatzlich erfolgte tGibee gietrennte Sauerstoffleitung die Zufuhr
von 4 | @Q/min. Zum kontinuierlichen Monitoring des mittleranteriellen Butdrucks ( MAP )
und der Herzfrequenz, sowie zur Entnahme von Bhak zur Injektion von Pharmaka wurde
in die linke A. carotis communis ein Polyethylenriweilkatheter ( PE 50, Aussen-
/Innendurchmesser 0,96/0,58 mm, Fa. Portex, Hyfmgland ) platziert. Der Blutdruck
wurde Uber einen Druckaufnehmer ( Statham Gouldstéieker Typ 864, Fa. Siemens,
Mianchen ) als MAP-Wert wiedergegeben. Ein weitekatheter (PE 50) wurde zur
Applikation von Pharmaka und Farbstoffen in dikdéirVena jugularis interna implantiert.
Die perioperative Infusionstherapie orientiertensen Blutverlust und MAP und wurde mit
steriler Vollelektrolytldsung ( Tutofusin, Fa. Baxt Unterschleissheim, Deutschland ) und 5-
prozentiger Humanalbuminlésung ( Humanalbumin, HZaxter, Unterschleissheim,
Deutschland ) durchgefuhrt. Anhand der Blutgaswértarterieller pQ ,pCQ,, pH und
Standard Base Excess ) wurde der Saure-Basen-Hiadshaliere regelmalRig kontrolliert
und, sofern notig, durch Gabe von NaH{ONatriumhydrogencarbonat-Lésung 8,4%, Fa.
Delta-Pharm, Pfullingen ) korrigiert. Die Kathetearden durch kontinuierliche Infusion von
Vollelektrolytlosung ( Tutofusin, Fa. Baxter, Urgehleissheim ) mit jeweils 2 ml / Stunde
wahrend der gesamten Operation offen gehalten.eDirfusion diente gleichzeitig der
basalen Substitution des Volumenverlustes durcliliestung tber die Laparotomie und die

durchgefuhrten Blutentnahmen.



20

2.1.2 Spenderoperation:

Die Operationen wurden modifiziert nach Kamadd.edachgefihrt(34).

Nach alkoholischer Desinfektion wurde das Abdomenit meiner queren
Oberbauchlaparotomie er6ffnet und die epigastris¢befal3e koaguliert. Das Operationsfeld
wurde nach kranial durch Setzen eines Klemmchens dam Processus xiphoideus
offengehalten, nach lateral mit speziell gefertigiéaken-Retraktoren. Hierdurch ergab sich
eine breite Exposition des gesamten Oberbaucheschlial3end wurde die Leber mobilisiert
mit Durchtrennung aller ligamentaren Verbindungend uKoagulation einer regelhaft
zwischen Osophagus und dem linken Leberlappen wferiden Arterie. Die linke
Zwerchfellvene wurde durch Koagulation oder Ligatarsorgt, die rechte Vena suprarenalis
wurde koaguliert. Bei sdmtlichen weiteren Operasmhritten wurde die Leber zum Schutz
vor unbeabsichtigten L&asionen sowie vor Austrocighumit einer angefeuchteten
Frischhaltefolie abgedeckt. Zur besseren Expositlea Leberhilus wurde das Duodenum
mobilisiert und anschlieBend der gesamte Dinnddme Zug am Mesenterium nach links-
lateral ausgelagert und mit feuchter Frischhaltefdledeckt. Zur Messung der basalen
Galleproduktion tber 15 Minuten wurde der Ductusleiochus dargestellt, distal ligiert und
zentral mit einem Polyethylenkatheter (PE 50, Aogsenendurchmesser 0,80/0,40mm, Fa.
Portex, England) kanuliert. Anschlie3end wurde Alieeria gastroduodenalis abgangsnah an
der Arteria hepatica ligiert sowie eine Ligatur uten rechten Nierenstiel vorgelegt. Die
Aorta wurde oberhalb des Abgangs des Truncus @adiainterfahren und eine Ligatur
wiederum nur vorgelegt, jedoch noch nicht zugezpgeséatzlich wurde eine systemische
Heparinisierung mit 200 IE Heparin Uber eine Pwiktiler Vena cava inferior durchgefihrt.
Zur Perfusion der Leber wurde eine VenenverweilkafiiBG, Fa Abboth, Wiesbaden) in die
Aorta abdominalis eingefuhrt. Danach startete detrograde aortale Perfusion der
Bauchorgane mit 15ml 4°C kalter University-of-Wisstm-L6sung (UW) (Fa. Via Span, Du
Pont, Bad Homburg) mit einer Perfusionsgeschwingiigkron 100 ml/h, wodurch anndhernd
physiologische mittlere arterielle Blutdruckwerteonv 70-80 mmHg erreicht wurden.
Unmittelbar nach Beginn der Perfusion wurden diegetegten Ligaturen um den rechten
Nierenstiel sowie um die Aorta abdominalis zugenoged die Vena cava unterhalb der
Nierenvene sowie zwischen Leber und Zwerchfell dueme breite Inzision er6ffnet. Die
Narkosetiefe wurde nun vertieft, sodass das Tidieiier Athernarkose ausblutete. Wahrend
der UW-Perfusion wurde gleichzeitig die Leberolkimfie mit 4°C kalter Ringer-Laktat-
Losung gekuhlt. Zur anschliessenden Hepatektomielevdie bei der Ratte innerhalb der
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Leber verlaufende Vena cava inferior oberhalb devdr am Zwerchfelldurchtritt, unterhalb
der Leber auf Abgangshdhe der rechten Nierenverghttannt. Von der Pfortader wurde ein
maoglichst langes Segment exzidiert, der arteri@llduss der Leber wurde inklusive Truncus

coeliacus und dem entsprechenden Stiick der Aot@mmen.
2.1.3 Kaltpraparation und Konservierung:

Sofort nach Hepatektomie wurde die Leber zunactewogen und anschlieBend zur
Kaltpraparation in eine Schale mit 50 ml eisgel@mhlW-Losung gelegt, die wiederum in
einer Schale mit Eis zur Kuhlung gelagert war. Nfghder Cuff-Technik (Abb.7) wurde der
infrahepatischen Vena cava sowie der Pfortader jeimeils auf wenige Millimeter
zugeschnittenes zirkulares Teilstlick einer Venemggkanile (GrolR3e 13G beziehungsweise

14G, Fa. Abbott, Wiesbaden) mit exzentrischer \fegéiung als Haltehilfe angelegt, indem

Abb.7. Anbringen deGefass-Cuffs auf Spenderseite

das Gefal3 durch die Kanule gezogen, nach aul3erstiifgeund mit einer zirkularen Ligatur
fixiert wurde.

Nach Abpraparation samtlicher Bindegewebsanteile der Leber wurden im Bereich des
arteriellen Zuflusses die Gefal3stimpfe der Artéemalis und der Arteria gastrica sinistra
ligiert swie das aortale Segment als rechteckiggchPzurechtgeschnitten. An der Pfortader
wurden Vena coronaria ventriculi/pylorica, Venanhés und Vena mesenterica inferior mit
Ligaturen versorgt und abgesetzt. Nach Abschlusskaétpraparation wurde die Leber in
einer mit 50 ml frischer UW-LAsung geflllten Schaheeinem Temperatur-kontrollierten
Kihlschrank bei konstant 4°C lber 24h gelagert.
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2.1.4 Empfangeroperation

Die Praparation und Kanitlierung der Halsgefal3elgidowie bei der Spenderoperation,
gefolgt von einer medianen Oberbauchlaparotomis. ébkter Praparationsschritt im Situs
wurde der Ductus choledochus im Leberhilus dar@iestad hilusnah koaguliert. Arteria
hepatica propria und Arteria gastroduodenalis wurjggveils dargestellt, doppelt ligiert und
durchtrennt, sodass sich zusammen mit der zuflilbreAdteria hepatica communis eine Y-
formige Struktur ergab, deren Basis, die Arterigodtea communis, unter besonders
vorsichtiger Schonung der parallel verlaufenden &/enronaria ventriculi, mobilisiert und
unter dem Ligamentum hepatoduodenale nach kauddieimdurchgezogen wurde. Die
Arteria hepatica communis wurde nun mit einem Mikp verschlossen und die
Aufzweigung von Arteria hepatica propria und Ardegiastroduodenalis langs eréffnet. Dieses
zuvor beschriebene ,Y* wurde nun zur EinflhrungesirPolyethylen-Stents (PE 60 , Fa.
Portex, England) folgendermal3en aufgespannt: Diteriar gastroduodenalis wurde am
Fadenende der sie verschlieRenden Ligatur mit eirdlemmchen, das auf einem
Magnethalter befestigt war, fixiert. Die Arteriagaica propria wurde mit einer in der linken
Hand ruhenden Pinzette an der Ligatur gefasst amdt las ,Y* aufgespannt, sodass mit der
rechten Hand der Polyethylenstent in die Arterigdtea communis eingefihrt werden
konnte. Dieser wurde anschlielend mit einer Ligétaert. Es folgten das Unterfahren der
Vena cava inferior zwischen Zwerchfell und Lebeie Bréaparation und Mobilisation der
Pfortaderaufzweigung im Leberhilus sowie die Prapan und Mobilisation der
infrahepatischen Vena cava bis zur Einmindungetghten Nierenvene.

Die Spenderleber wurde nun mit 20 ml 4°C kalter-fr@&entiger NaCl-Lésung (Fa. B.
Braun, Melsungen) und einem Perfusionsdruck vorcrhiOWassersaule ausgespult und die
stark kaliumhaltige UW-L6sung ausgewaschen.

In den Interventionsgruppen wurde der Perfusionsigs Tacrolimus (Fa. Astellas
Deutschland, Minchen) in einer Konzentration vonot@r 50 ng/ml zugegeben. Parallel
dazu begann die anhepatische Phase durch Abklerderesuprahepatischen Vena cava mit
einer speziell gefertigten Satinsky-Klemme sowie kérahepatischen Vena cava und der
Pfortader mit einem Mikroclip. Aufgrund des hepettien Metabolismus von Ather wurde die
Athermaske entfernt und die Tiere atmeten nun reiauerstoff (4 I/min). Es folgte die
Hepatektomie mit Erhaltung langer empfangerseitigeefallstumpfe zur spateren

Anastomosierung. Zunachst wurde die suprahepati€ava-Anastomose mit fortlaufender
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8,0 Prolenenaht bei zehnfacher Vergrol3erung helffesEs folgte die nahtfreie Cuff-
Anastomosierung der Pfortader und der infrahepaisd/ena cava inferior, sowie der

3

Abb.8. Schematische Darstellung der Cuff-Anastosnaisg von Vena cava und Pfortader

arteriellen Anastomose durch Uberstreifen des sgseitigen aortalen Patches uber den
empfangerseitig bereits in die Arteria hepatica ieamis eingefuihrten Polyethylenstents.

Zu Beginn der Reperfusion warc.2 zunachst die ausdprahepatischen Vena cava sitzende
Satinsky-Klemme gedéffnet, gefolgt von den Clips defiortader und Arteria hepatica

communis und zuletzt dem Clip auf der infrahepatsc Vena cava. Die Dauer der

anhepatischen Phase lag dabei in allen Fallen @atkfinuten.

Zum Ausgleich von Flussigk:itsverlusten wahrend dehepatischen Phase wurden nach
Reperfusion 1-2 ml 10-prozentiger Humanalbuminl@si{ra. Baxter, Unterschleissheim)

Uber die liegenden Katheter substituiert. Zum Aeisfjl einer metabolischen Azidose wurde
entsprechend den durchgeflhrten arteriellen Blatgalgsen bilanziert Natriumbicarbonat

zugefuhrt. Der intraoperative Blutverlust lag ber &mpfangeroperation maximal zwischen

0,5 und 1 ml. Bei ersten Zeichen des Erwachens Tieses und entsprechenden

Blutdruckanstiegen durch Wiedereinsetzen der Leib&tfon wurde die Athermaske wieder

vor der Schnauze des Tieres platziert.

2.2 Versuchsprotokoll

Wir verglichen eine Kontrollgruppe, die 20 ml 0,9aCI-Losung als Rinse-Solution erhalten
hatte, mit zwei Interventionsgruppen, bei denen Berse-Solution Tacrolimus in einer
Konzentration von 10- oder 50 ng/ml zugesetzt worndar. Die Dauer der Spilung betrug

circa 3 Minuten, der Perfusionsdruck lag bei 10Whassersaule.

Die Gruppengroél3e betrug jeweils n=5. (Abb.9)
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Spender LTX Empfanger
Tacrolimus Rinse
10/50 ng/mi

24 Stunden

) Reperfusion 120 Min.
Konservierung

Abb. 9: Versuchsprotokoll Tacrolimus-Rinse und expentelle Lebertransplantation

2.2.1 Explantation:

Nach Narkoseeinleitung wurde aus dem liegendenéfathn der Arteria carotis communis
Blut entnommen fur Serumproben ( Transaminasen, ,G&I$SG ) und arterielle

Blutgasanalysen. Nach Praparation und Kanulierures ductus choledochus des
Spendertieres wurde die Galle tber einen Zeitraom 35 Minuten gesammelt und fur die
Auswertung angegeben. Kurz vor UW-Perfusion wurged IE Heparin i.v. gegeben. Nach
der Hepatektomie wurde die Kaltpraparation durchigefund die Leber fiir 24 Stunden in 50

ml UW-L6sung bei 4°C konserviert.

2.2.2 Transplantation:

Wahrend der zweistindigen Reperfusionsphase wuiddiB Serumproben (Transaminasen,
GSH, GSSG) und Blutgasanalysen zu den ZeitpunkteB0Q 60, 90 und 120 Minuten

entnommen, sowie zu denselben Zeitpunkten tUbekadeiilierten Ductus choledochus Galle
in gewogenen Behéltern (Eppendorf-Tubes, Fa. EppéndHamburg) zur quantitativen

Messung der Exkretionsleistung und fur nachfolgefdalysen gesammelt.

Am Ende der Reperfusionsphase wurden die Tiereteget®m noch lebenden, tief

narkotisierten Tier Gewebeproben von Leber, Niegré bunge entnommen und in Formalin
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fixiert beziehungsweise in flissigem Stickstoff €flie anschlieRende Kryokonservierung bei -
80°C gelagert.

2.3 Parameter und MelRmethoden

2.3.1 Systemische Hamodynamik

Der arterielle Mitteldruck wurde Uber einen Druckehmer gemessen und auf einem
Monitor kontinuierlich als MAP in mmHg angezeigh &arteriellen Blutproben wurden der
pO, pCQO,, Saure-Basen-Status, Sauerstoffsattigung sowieHdenoglobingehalt in einem

Blutgasmessgerat (ABL 300, Radiometer Copenhaganeiark) bestimmt.

2.3.2 Transaminasen

Als Mal der hepatischen Integritat diente die Bestung der spezifischen Leberenzyme
Glutamat-Oxalacetat-Transferase (GOT) und GlutaPyatrvat-Transferase (GPT).

Die Proben wurden jeweils 2 Stunden nach Reperfudes Transplantats gewonnen. Dazu
wurde je nach Korpergewicht des Tieres circa 1 ngrielles Blut in speziellen Mikro-
Serum-Rohrchen gesammelt. Nach halbstiindiger Setttnen wurden die Proben bei 4°C
und 3000 Umdrehungen zentrifugiérEppendorf R2D2 und das gewonnene Serum bis
zum Zeitpunkt der Bestimmung bei -70°C eingefroigre Aktivitaten der Enzyme wurden
spektrophotometrisch ( Eppendorf PCP 61212, Faheéit und Hinz, Hamburg ) bei einer
Wellenlange von 334 nm im Institut fur Klinische €hie , Klinikum Grol3hadern der LMU

Miinchen, bestimmt.

2.3.3 Lichtmikroskopie der Leber

Zur histologischen Beurteilung der Leber wurden ¥ersuchsende Gewebeproben aus
verschiedenen Leberlappen enthommen und unmitteldanach in 10-prozentiger

Formalinlésung fixiert. Die Probem wurden anscleied®® 30 Minuten flieRend entwéassert und
fur 12 Stunden in Ethanol ( 70% ) verbracht undetstaufsteigender Ethanol-Reihe wieder
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entwassert. Anschlie3end wurden die Proben fliudd&n in den Intermedien Methylbenzoat
und Benzol inkubiert.

Nach 24-stindiger Einlage in Paraffin erfolgte @&edeinbettung der Proben ebenfalls in
Paraffin. Am Schlittenmikrotom (Mod Hn 40, Fa. Reect-Jung/Leica, Minchen), wurde das
Gewebe 3um dunn geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin (Fardk, Darmstadt) gefarbt
und auf einem Objekttrager zur Mikroskopie fixielie in dieser Arbeit vorgestellten
lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden unterwéedung verschiedener Rot- und
Blaufilter bei 40-facher VergrolRerung mittels Fotkroskop ( Axiophot, Fa. Zeiss,
Oberkochen ). Die Begutachtung erfolgte durch aweibhangige Pathologen ohne Kenntnis

Uber die Zuordnung der Praparate zu den Versuchggnu

2.3.4 Hepatozellulare Funktion/ Gallefluss

Der Gallefluss gilt als geeigneter Parameter depatwzellularen Funktion(65). Nach
Laparotomie wurde ein Verweilkatheter (PE50) in déuctus choledochus zur
kontinuierlichen Ableitung der Galle implantiertdidie abflieRende Galle Giber 30-mindtige
Intervalle gesammelt. Die nach 2 Stunden Repenfugewonnene Gallemenge wurde auf das
Leberfeuchtgewicht bezogen undptimin/g angegeben. Die Leber der Versuchstiere wurd

dazu am Versuchsende enthommen und gewogen.

2.3.5 GSH- und GSSG-Bestimmung im Plasma

Die Summe (GSH des oxidierten (GSSG) und reduzierten (GSH) wuddech einen

kinetischen Test bestimmt(66), der auf folgendezk®en basiert:

2 GSH + DTNB— GSSG + TNB
GSSG + NADPH + H— 2 GSH + NADP

Die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme wahreled nichtenzymatischen Reduktion
von 5,5’ Dithiobis(nitrobenzoesaure) (DTNB) durclsi® wurde bei 405 nm aufgezeichnet.
Das bei dieser Reaktion entstandene GSSG wurdenetizgh durch die Glutathionreduktase
(GR) reduziert, so dass ReaktionsgeschwindigkeitDdeNB-Reduktion konstant blieb. Der

verwendete Testansatz war wie folgt:
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800 pl Phosphat-Puffer (pH 7,4)

50 pl NADPH (5 nM)

50 pl DTNB (1mM)

50 ul Plasma

20 pl Glutathionreduktase (24 U / ml)
50 pl GSH-Standard (4 pM)

Funf Minuten nach Beginn der Reaktion wurden demstaresatz 50 pl GSH Standard (4 uM)
zugefuhrt, umTesthemmungen auszuschliessen. Dalsahfes GSH / GSSG betragt im
Plasma von Ratten (und Menschen) ca. 10:1. Die iBeging der Plasma-GSSG
Konzentration erfordert daher MalBhahmen zur Veroredeiner einer spontanen GSH-
Autooxidation zu GSSG. Zur Bestimmung der GSSG+R&a&onzentration wurde daher die
von Lauterburg beschriebene Methode der GSH-Komjganit N-Ethylmaleimid (NEM)
verwendet. 200 pl Blut wurden unmittelbar nach Alenahme mit 200 pl NEM-L6sung (10
mM) versetzt. Durch die spontane Reaktion zwiscB&H und NEM zu einem Glutathion-
Konjugat wurde GSH gebunden und eine GSH-Autooidatzu GSSG verhindert.
Uberschiissiges NEM, das den kinetischen Test hemuntie durch Trennung tiber Sep-Pak
Cig-Kartuschen eliminiert. Sep-Pak;g&Kartuschen wurden hierzu mit 10 ml absolutem
Methanol und 10 ml Aqua-bidest konditioniert. Ankessend wurden 200 pl NEM-Plasma
aufgetragen und 1 ml Phosphat-Puffer (pH 7,4) dluie GSSG-Konzentrationen der NEM-
freien Eluate wurden mit dem o.g. kinetischen Tesnittelt. Die GSSG-Wiederfindung
betrug 90 %. Die GSH-Plasma-Konzentration wurdedmrsDifferenz von GSHund GSSG

berechnet.

2.3.6 GSH- und GSSG-Bestimmung im Gewebe

Praparation des Lebergewebes

Lebergewebe (1-1,5g) wurde mit einer in flussigetickStoff vorgekuhlten Aluminium-

Zange schockgefroren. Das Lebergewebe wurde aassbhd unter flissigem Stickstoff
pulverisiert und mit Perchlorsaure (1,0 M) im Vdthi& 3 ml / g Leber versetzt. Die
Séaureextrakte wurden 5 min bei 5000 x g zentrifdgiend (4°C) und der Protein-freie

Uberstand zur Bestimmung intrazellularer Metabolgevendet.
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Gesamt-Glutathion-Gehalt

Die Protein-freien Saureextrakte wurden in Phosphdter (pH 7,4) 1:1000 verdinnt. 50 pl
dieser Verdinnungen wurden anschliessend im kofedis Test zur Glutathionbestimmung

(s.0.) eingesetzt.

2.3.7 GSH- und GSSG-Bestimmung in der Galle

Die Summe des oxidierten und reduzierten Glutathionder Galle wurde durch den oben
beschriebenen kinetischen Test bestimmt. Die Gallm wurden vor der Bestimmung im
Verhaltnis 1:1000 mit Phosphat-Puffer ( pH 7,4 ndémnt.

Die GSSG-Bestimmung erfolgte durch Registrierungr ddADPH-Oxidation im
Doppelwellenlangenverfahren bei 340-400 nm nachrt&ta des Testansatzes mit

Glutathionreduktase.

Testansatz: 1000 pl Phosphatpuffer
5ul  NADPH
10 ul Galle
2 Il Glutathionreduktase (40 U / ml)
Der Extinktionskoeffizient 256,22 mM'cm® wurde zur Berechnung der GSSG-
Konzentration verwendet.
Die GSH-Konzentration wurde aus der Differenz zWwest Gesamt-Glutathion nach oben

beschriebenem Verfahren berechnet.

2.4  Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde computergestitztclyefihrt (Sigma Stat 3.0, Jandel
Scientific, Erkrath). Die Ergebnisse sind als Mittert + Standardabweichung (STABW)
angegeben. Bei Vergleichen zwischen zwei Gruppewtaeen wir den Rank - Sum - Test
(Mann - Whitney -Test). Vergleiche mehrerer Gruppamden mittels einer Varianzanalyse
(ANOVA on ranks) verglichen. Ein p - Wert von un@®&05 wurde als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Modell der isoliert perfundierten Rattenleber(Dr. Bilzer)

LDH-Efflux
# #p<0,05 vs Kontrolle und FK 50
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Abb. 10: LDH-Konzentration im Effluat bep®3-Perfusion und FK-Prakonditionierung

Nach HO,-Perfusion (0,5mM) kam es zu einer signifikantern@hume des kumulativen
LDH-Efflux (mU/40min x g Leber) (p<0,05): Kontrolld00+40 vs. 1605k57. Die Perfusion
mit Tacrolimus in einer Konzentration 50 ng/ml figheu einer signifikanten Reduktion des
LDH-Efflux auf 565+167 mU/40min x g Leber. (Abb.10)
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Intrazellularer GSSG-Gehalt

#p<0,05 vs Kontrolle und FK 50
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Abb. 11: Intrazellularer GSSG-Gehalt nachOptPerfusion und FK-Prakonditionierung

Nach Perfusion mit p0, kam es in den unbehandelten Lebern zu einem digniien Anstieg
des oxidiertem Glutathions ( GSSG ). Ko _18+3 v99#7 nmol/g Leber. Die Behandlung
mit Tacrolimus fuhrte zu einer Reduktion der imularen GSSG-Konzentration, wobei in

der 50ng-Gruppe (65+10 nmol/g Leber) statistisdgeifikanz erreicht wurde. (Abb.11).

Intrazellularer GSH-Gehalt
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Abb. 12: Intrazellularer GSH-Gehalt nach®4-Perfusion und FK-Prakonditionierung
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Die FK-Prakonditionierung zeigte ebenfalls keinerkding auf die Aktivitat der an Oxidation
und Reduktion von intrazellularem Glutathion beggdn Enzyme GSH-Peroxidase (Abb.13),
GSH-Reduktase (Abb.14) und Katalase (Abb.15).

3.2 Orthotope Lebertransplantation

GOT 2h nach Reperfusion
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Abb. 16: GOT 2h nach Lebertransplantation, n=5

Zwei Stunden nach Reperfusion kam es bei den Viesguappen, in denen der Rinse solution
FK 506 in einer Konzentration von 50- beziehungseeiO ng/ml zugefiigt worden war, zu
einer signifikanten Reduktion der GOT gegeniberKtamntrollgruppe ( 2854,3 + 676 U/l ).
Im Gegensatz zu den Versuchen im isoliert-perfutelie Modell war die Tacrolimus-
Wirkung bei der orthotopen Lebertransplantatiorhhaosisabhéangig, im Gegenteil: Die GPT
als Mal3 fur die hepatozellulare Integritdt war ier dO ng-Gruppe zwei Stunden nach
Reperfusion niedriger ( 1470 + 812 U/l )als in &ér ng-Gruppe ( 2324 484 U/l ). Der
Unterschied zwischen den Interventionsgruppen wabeid jedoch ohne statistische
Signifikanz (Abb.16).
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GPT 2h nach Reperfusion
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Abb. 17: GPT 2h nach Lebertransplantation, n=5

Auch bei der GPT, ebenso wie die GOT ein Markerdiér hepatozellulare Integritat, zeigte
sich eine inverse Dosis-Wirkungs-Beziehung. Es teegjch eine statistische Signifikanz
zwischen Kontrolle ( 3691 + 1144 U/l ) und der 1@agippe ( 1740 4169 U/l ), wahrend
die Unterschiede zwischen Kontrolle und der FK 50gpe ( 2390 _+ 1013 U/l ) keine
statistische Signifikanz erreichten (Abb.17).
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LDH 2h nach Reperfusion
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Abb. 18: LDH 2h nach Lebertransplantation, n=5

Besonders ausgepragt zeigte sich die Tacrolimugihg bei der LDH, einem Organ-

unspezifischem Marker der Zellintegritat. Gegenikentrolle ( 22200 + 6375 U/l ) kam es
zwei Stunden nach Reperfusion bereits bei den agtdlimus in einer Konzentration von 50
ng/l gespulten Lebern zu einer Reduktion der LDH @13154 + 5196 U/l ). Bei den

Organen, die mit Tacrolimus in einer Konzentratwom 10 ng/ml gespult worden waren, lag
die LDH bei 6777 + 4566 U/l, was einer Reduktiori beinahe ein Drittel des Wertes der
Kontrollen gleichkommt (Abb.18).
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GLDH 2h nach Reperfusion
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Abb.19: GLDH 2h nach Lebertransplantation, n=5

Ein widersprichliches Bild zeigt sich dagegen ber GLDH, ein ebenso wie die LDH
Organ-unspezifischer Marker der Zellintegritat. \Wedd die GLDH in der Kontrollgruppe
bei 172 + 64 U/l lag, stieg sie bei den mit Taemls in einer Dosis von 50 ng/ml gespulten
Lebern auf 191 + 123 U/l an. In der mit 10 ng/mihdedelten Gruppe fiel die LDH auf 114 +
74 U/l ab. All diese Werte waren jedoch ohne diatike Signifikanz (Abb.19).
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Intrazellulares GSH 2h nach Reperfusion
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Abb.20: Intrazellulares GSH 2h nach Lebertranspddioin, n=5

Keine Signifikanzen zeigten sich beim Vergleichrazellularen Gesamt-GSH-Gehalte. Dabei
ist wichtig zu beachten, dass es sich hierbei uenGksamt-Konzentration an reduziertem
GSH und oxidiertem GSSG handelt. Wahrend die iethalZre Konzentration an Glutathion

in der Kontrollgruppe zwei Stunden nach Reperfusbm 3,69 _+ 0,61 pumol GSH/ g

Lebergewebe lag, war die Konzentration in der 5@mngppe mit 3,81 + 0,734 umol GSH/ g
Lebergewebe auf einem vergleichbaren Niveau. Etwadriger, jedoch ohne statistische
Signifikanz, lag der intrazellulare Glutathionspégn der 10 ng-Gruppe mit 2,49 + 1,652
pmol GSH/ g Lebergewicht (Abb.20).
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GSSG intrazellular 2h nach Reperfusion
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Abb.21: Intrazellulares GSSG 2h nach Lebertransgaiton, n=5

Die Tacrolimus-Rinse bewirkte eine Reduktion dedraellularen GSSG, dessen
zytotoxische Eigenschaften in der Literatur besdien werden. Wahrend es bei den
Empfangern von mit Tacrolimus in einer Konzentmatimwn 50 ng/ml perfundierten Lebern
zu einer Abnahme von 71,80 + 30,64 nm GSSG/ g lgelvezbe bei den Kontrolltieren auf
63,87 + 10,05 nm GSSG/ g Lebergewebe kam, war dieaAme bei den Tieren, denen mit
Tacrolimus in einer Konzentration von 10 ng/ml pedierte Lebern implantiert worden

waren auf 47 + 10,38 nm GSSG / g Lebergewebe wiedstarker und signifikant (Abb.21).
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Mittleres Gesamt-GSH in der Galle nach Reperfusion
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Abb. 22: Mittleres biliares Gesamt-GSH nach Lelsersplantation, n=5

Eine Ursache der niedrigeren intrazellularen Ghutat- beziehungsweise GSSG-Spiegel liegt
in einer vermehrten Freisetzung von Glutathioniem@alle. Die Behandlung mit Tacrolimus
bewirkte eine Steigerung der Konzentration des fesautathions ( GSH und GSSG ) in
der Galle von 109,86 + 19,71nM in der Kontrollgrepguf 191,06 84,19 nM in der 50 ng-
Gruppe. Die starkste Steigerung des Glutathion-Bgpaergab sich bei Spulung der Lebern
mit Tacrolimus in einer Konzentration von 10 ng/imkr lag die Konzentration in der Galle
bei 320,38 + 161,66 mM und damit signifikant GUbemdNiveau der Kontrolltiere (Abb.22).
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Mittleres GSSG in der Galle nach Reperfu sion
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Abb.23: Mittlere bilidre Konzentration von GSSG haebertransplantation, n=5

Der Export von GSSG war in der 10 ng-Gruppe ( ;18035 mM ) gegeniuber Kontrolle
(0,13 + 0,043 mM) signifikant erhoht. Die Verandeguder GSSG-Ausscheidung in der 50
ng-Gruppe war dagegen gegentber Kontrolle nur nah({kbb.23).
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Gallefluss wahrend 120 Minuten Reperfusion
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Abb.24: Gallefluss zu verschiedenen Zeitpunktenrevithder Reperfusion, n=5

Der Gallefluss nach Lebertransplantation war bei ohé Tacrolimus gespulten Lebern nach
Reperfusion zwar insgesamt hoher, dies jedoch etatistische Signifikanz. Ausgehend von
einem hohen Ausgangsniveau bei den Spendertierenisprechend der basalen
Galleproduktion ausgedrickt in pl/ g Lebergewiahth, zeigen sich hohere Gallefliisse in

der 10ng-Gruppe als in der 50ng-Gruppe (Abb.24).
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Mittlerer Gallefluss nach Reperfusion
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Abb. 25: Mittlerer Gallefluss nach Lebertransplatiba, n=5

Anschaulicher prasentiert sich der tUber 2 Stundemittelte Gallefluss. Dazu wurden die
Mittelwerte der Galleflisse der verschiedenen Meskfe jedes einzelnen Tieres gebildet
und diese anschlie3end der statistischen Auswertitigls Mann-Whitney-Rangsummentest
zugefuhrt. Nach Reperfusion kam es bei den Komieodn zu einer Reduktion des
Galleflusses auf knapp ein Drittel der Werte varthBamie. Die FK-Behandlung bewirkte
bessere Galleflisse gegentber der Kontrollgruppegexdruckt in pl/ g Lebergewicht/ min.
Wenngleich keine statistische Signifikanz erreishirde, zeigten sich auch hier wiederum
hohere Galleflisse bei den mit 10ng Tacrolimus @ksp Lebern als bei den mit 50 ng
behandelten Tieren (Abb.25).
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Lichtmikroskopische Befunde:

Ko, 2h Reperfusic

Tacrolimus 50 ng/ml, 2h
Reperfusio

Tacrolimus 10 ng/ml, 2h
Reperfusio

Abb.26: Leber 2h nach LTX, HE-Farbung, 40-fachgvésserung

Die lichtmikroskopische Untersuchung ergab zwisclidem Kontrollgruppe und den mit
Tacrolimus behandelten Gruppen keine relevanteerdciiiede zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 120 Minuten nach Reperfusion (Apb.26

Einen Hinweis auf die Frage, ob diese Beobachtunlgech lokale oder systemische Effekte

von Tacrolimus hervorgerufen werden, liefern urtienstanden Untersuchungen der Rinse
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Solution, nachdem diese die Lebern durchflosseriematin jeweils zwei in der 10-
beziehungsweise 50-ng-Gruppe durchgefiuihrten FK-Magn lagen die gemessenen Werte
in der 10-ng Gruppe unterhalb der Nachweisgrenre5Svog/ml und in der 50 ng-Gruppe bei
4- Dbeziehungsweise 9 ng/ml. Die Lebern hatten Tmous offenbar vollstandig

aufgenommen.
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4, Diskussion
4.1  Tacrolimus und Ischdmie-Reperfusionsschaden

Seit Beginn der neunziger Jahre sind protektivekWigen von Calcineurininhibitoren auf
Ischamie-Reperfusionsschédden an der Leber bekdnb®(B5;37;41;52;53). Als
problematisch erweist sich jedoch die in allen Awbe angewandte Methode der
Spenderprakonditionierung, die im einem Klinisciditag nicht umsetzbar erscheint. Eine
klinische Arbeit einer amerikanischen Gruppe zeiggdoch einen neuen protektiven
Therapieansatz mit Tacrolimus auf: Konservierte &menLebern wurden vor Implantation
mit handelsublicher Rinse-Losung ( Plasma-Lyte A, Baxter ) gespiilt, der Tacrolimus in
einer Konzentration von 20 ng/ml zugesetzt wordesr. Wwiese Behandlung fuhrte bei
insgesamt 10 behandelten Patienten zu einer dgnitBn Reduktion des

Transaminasenanstiegs an den ersten beiden pagioperTagen(63).

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz aals Modell der experimentellen
Lebertransplantation bei der Ratte Ubertragen. D&benten wir eine Reduktion des
Ischamie-Reperfusionsschadens durch eine Spulu@gm der Lebern mit Tacrolimus
unmittelbar vor Implantation zeigen. Unsere Untehsungen der zugrunde liegenden
Wirkmechanismen konzentrierten sich dabei auf ddlularen Glutathion-Stoffwechsel. Die

Griunde hierfur sollen nachfolgend erlautert werden.

4.2  Glutathion als Therapeutikum und Mediator hepatscher Ischamie-

Reperfusionsschaden

An dieser Stelle sei nochmals auf die Bedeutung RE&S-Freisetzung bei IRS durch
Kupfferzellen und Granulozyten wahrend der Repé&sfus/erwiesen(30). ROS schéadigen
unspezifisch Gewebe aber induzieren auch spezifaglufende Entzindungskaskaden
(28;32) und Mikrozirkulationsstérungen (25). Diesrdv heute als einer der zentralen
Pathomechanismen von Ischamie-Reperfusionsschadesehen

In diesem Zusammenhang konnte unsere Arbeitsgrupgenem Modell der kalten Ischamie
bei Transplantation von Fettlebern die protektiverkdhg von exogen zugefuhrtem
Glutathion (200 pmol/h/kg) zeigen (n=5, Reperfusimit 120 min). (Abb. 27).



45

Reduktion hepatischer IRS durch exogenes Glutat
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Abb.27: GPT 2h nach Lebertransplantation an Fetaat Signifikant starkerer Schaden bei

Transplantation steatotischer Lebern gegentber abem Lebern, signifikante Verringerung

des zellularen Schadens durch intravendse ZufulmiGlatathion (200 pmol/h/kg).

Neben dieser effizienten Wirkung als Radikalfanged Therapeutikum bei hepatischen IRS

gibt es jedoch auch Hinweise, dass Glutathion ubestimmten Bedingungen auch ein

Zytokin-ahnliches Agens darstellt.

Eine wichtige Rolle spielt dabei die ATP-abhhangigeretion von GSH bzw. GSSG ins

Blut beziehungsweise in die Blutbahn (50) unter
h
@ bile acids BSEP > BA
@ org. anions v oo GSSG
GSSG
GSH @ GSH ??? » GSH
GSSG GSSG
J \_ /

Abb. 28: Hepatobilidare Transporterproteine
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anderem Uber das in der basolateralen Membranidakad Gallensaure-Transportprotein
mrp (multidrug resistance-associated protein) @) (@der in die Galle Uber das in der
kanalikularen Membran angesiedelte mrp2 (Abb.28)eihem experimentellen Modell der
Dunndarmischamie konnte eine umgekehrte Korrelatischen der mrp2-Expression der
Leber und dem Serum-Spiegel von IL-6 gezeigt wer{i&s). IL-6 wird beim Ischamie-
Reperfusionsschaden der Leber vermehrt freigeseidt spielt nicht zuletzt eine wichtige
Rolle fir die Rekrutierung und Adhéarenz von Leukeny einer wesentlichen Ursache von
Mikrozirkulationsstérungen (28). Wenngleich in dedtierten Arbeit keine primare
Leberischamie angelegt wurde, ist einerseits jedioelBedeutung von IL-6 fir den Ischamie-
Reperfusionsschaden der Leber unstrittig, zumatdliacus den systemischen IL-6 Spiegel
nach experimenteller Lebertransplantation senk). (A@dererseits kommt es wahrend der
anhepatischen Phase bei Lebertransplantation arRdie sehr wohl zu einer Form von
Darmischamie, wenn sich das normalerweise UbePthetader abflieRende Blut im Darm
zurtckstaut. Nach eigener Anschauung und der Enfghaus weit mehr als den in dieser
Arbeit dargestellten Lebertransplantationen an Beatte spielen Endotoxine aus dem
hamorrhagisch veranderten Darm wahrend dieser Rhiaseganz wesentliche Rolle bei der
systemischen Vermittlung hepatischer IRS, da digeRan Gegensatz zum Menschen, bei
dem immer chronische Lebererkrankungen zur Transgian fihren, Uber keine
vergleichbaren portosystemischen Umgehungskressl&effligt. Jedoch bleiben Aussagen
zur Bedeutung dieser Sachverhalte zum jetzigenpdekt spekulativ, da vor allem
Untersuchungen der Zytokinantwort zum Zeitpunkt deertigstellung dieser Arbeit
ausstehen.

Dessen ungeachtet sind kanalikulare und sinusoifalesportproteine fir die Ausscheidung
von Giftstoffen und Medikamenten von Bedeutung, wéglichen Veranderungen auf dieser
Ebene eine weit uUber die Glutathionhomoostase Breszhende Rolle verleiht. Glutathion
spielt eine Rolle bei der Zellzyklusprogressiong®wie bei der Entgiftung von toxischen
Stoffen und Medikamenten (38), wodurch Anderungen Glutathion-Homoostase auch
Bedeutung im Arzneimittelmetabolismus erlangen.

Gleichzeitig konnen SH-Gruppen, deren groldtesaethalares Reservoir Glutathion darstellt,
bei Anwesenheit hoher Konzentrationen von ROS - ke der Reperfusion - tber die
Bildung toxischer Thiylradikale Radikalkettenreakien induzieren, in deren Verlauf
toxische Superoxidanion ¢Q und HO, entstehen.

Darlber hinaus kann bei oxidativem Stress vermaatfellendes GSSG unspezifisch mit SH-

Gruppen anderer Proteine gemischte Disulfide bildenl diese entsprechend in ihrer
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Funktion verandern. Obwohl oxidiertes GSSG normeese nur 1% des gesamten
Glutathions ausmacht, steigt es bei oxidativemsStia der Zelle als Mal} fur oxidativen
Stress an, ausgedrickt in der sogenannten GSH-G&HG- Wenngleich diese Reaktion
reversibel ist, haben die entstehenden gemischtsulfide eine langere Halbwertszeit als
GSSG und diese Proteine sind in ihrer Funktionneei#(4;12;13;23;60).

Da Thiolgruppen ubiquitér in der Zelle an versckiesten Proteinen vorkommen, existieren
Uber die Auswirkungen der Thiolierung von Proteirzalreiche Hypothesen: Dickinson et
al. beschreiben bereits unter physiologischen Bpotigen hohe GSSG-Konzentrationen im
endoplasmatischen Reticulum, wo die Bildung vonigehten Disulfiden eine wichtige Rolle
bei der Proteinfaltung spielt(12). Eine Erhdhung @&SG-Konzentration kdnnte hier neu
gebildete Proteine in ihrer Funktion verandern.deret al. diskutieren dabei eine Glutathion-
abhangige Aktivierung redoxsensitiver Transkripsiaktoren wie beispielsweise NB und
auf diesem Weg eine Beeinflussung der T-Zellaktung und IL-2-abhangiger
Signalwege(13). Dies erscheint flr diese Arbeitobdgrs interessant im Hinblick auf
Tacrolimus als IL-2-Antagonist und seine Wirkung etibdie Hemmung der T-Zell-
Aktivierung. Dartber hinaus besitzen zahlreichelanSignaltransduktion beteiligte Proteine
in ihrem Ladungszustand kritische und reaktive Thi®arunter zu finden sind verschiedene
Rezeptoren, an der Ubiquitinylierung beteiligte tPme, Proteinkinasen und

Transkriptionsfaktoren(2).

4.3  Verringerung von Ischamie-Reperfusionsschddenmi isoliert-perfundierten

Modell durch Tacrolimus

Ahnliche Untersuchungen wie mit Fettlebern wurderdér Folge mit normalen Lebern im
isoliert-perfundierten Modell durchgefihrt. Hierbgammelten wir erste Erkenntnisse mit
maoglichen Interaktionen einerseits zwischen Tacrod und Sauerstoffradikalen
beziehungsweise zwischen Tacrolimus und GlutatMetabolismus andererseits. Die
Perfusion der Lebern mit Tacrolimus in Konzentna¢gio von 10- bzw. 50 ng/ml zeigte eine
dosisabhangige Zytoprotektion der nachfolgend m®Hperfundierten Lebern. Die LDH-

Freisetzung war in der 50 ng-Gruppe signifikantrmgert (Abb.10). Dies ging einher mit

einer signifikanten Reduktion von zytotoxischenraatllularem GSSG (Abb.11) bei gleich
bleibender intrazellularer Konzentration von GSHolpAL2). Bei gleichzeitig unveranderter
Aktivitat der an Oxidation und Reduktion von Gldtiain beteiligten Enzyme GSH-
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Reduktase, -Peroxidase und Katalase (Abb.13-13)im®n wir daraus Veranderungen der
GlutathionFreisetzungaus Leberzellen.

Trotz dieser Erkenntnisse stellt die isolierte Owmafusion ein artifizielles in vitro-Modell
dar, das die Mechanismen des Ischamie-Reperfusiomdens nur unzureichend
wiederzugeben vermag, handelt es sich beim IschReperfusionsschaden doch um einen
komplexen systemischen Prozess, der in untersathedl Kompartimenten ablauft, die im
isoliert perfundierten Modell nicht existieren. Vgnosser Bedeutung flr unsere weiteren
Untersuchungen waren daher Daten ebenfalls ausreungebeitsgruppe, die in einem
realitdtsnahen Modell - devarmen Ischamie Stérungen der Glutathionhomdostase wahrend
Ischamie und Reperfusion zeigten. Diese Storungemten — bei damit einhergehenden
protektiven Wirkungen - durch ischamische Prékaoodierung verhindert werden(57). Dabei
wurde aufgrund von Untersuchungen mit dem p38 MARMbitor SB203580
beziehungsweise dem p38 MAPK-Induktor Anisomycidiriekt auch die Vermittlung dieses
Effektes durch p38 MAPK gezeigt.

Dabei beschreiben Sanchez-Perez et al. eine vetlenERpression von p38 MAPK durch
Tacrolimus(54).

Diese Erkenntnisse schlugen den Bogen zu dendatzhgefiihrten Arbeiten mit Tacrolimus
im Modell der kalten Ischamie bei Lebertransplaotat

4.4  Verbesserung der hepatozellularen Integritdt duch Tacrolimus-Rinse nach
Lebertransplantation

Wir Ubertrugen den Ansatz der Tacrolimus-Rinse -sgabend von den Daten der
amerikanischen klinischen Studie - in das Modellr dgyngenen, arterialisierten
Lebertransplantation an der Ratte und flgten dersdrBolution Tacrolimus in einer
Konzentration von 10- beziehungsweise 50 ng/mlradi werglichen diese Gruppen mit einer
Kontrollgruppe, die Rinse-Solution ohne Zusatz kemahatte ( jeweils n=5).

Dabei sahen wir eine signifikante Reduktion von G@i@ GPT nach 2 Stunden Reperfusion.
Uberraschenderweise war der protektive Effekt decrdlimus-Rinse in der 10 ng-Gruppe
starker ausgepragt als in der 50 ng-Gruppe. Ahaligtgebnisse zeigten sich bei der LDH als
Mald fur organunspezifischen zellularen Schaden,deei die Tacrolimus-Rinse zu einer
signifikanten Protektion mit einer Verringerung &iri Drittel des Wertes der Kontrollgruppe

in der 10ng-Gruppe flhrte.
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Dies steht im Gegensatz zu Voruntersuchungen uns@Arbeitsgruppe im isoliert
perfundierten Modell der Rattenleber, die eine shishangige protektive Wirkung einer

Tacrolimus-Behandlung gezeigt hatten (Abb.10).

45 Inverse Dosis-Wirkungsbeziehung der Tacrolimugfinse bei

Lebertransplantation

Die Ursachen der umgekehrten Dosis-Wirkungsbezighbleiben derzeit noch unklar.

Tacrolimus besitzt eine schmale therapeutischetdreid seine haufigste Nebenwirkung bei
langerfristigem Gebrauch liegt in seiner Nephrataéit. Wahrend systemische Wirkungen im
isoliert perfundierten Modell nicht existieren, &6t diese im in vivo Modell einen

Erklarungsansatz fur die im Vergleich zu den 50mgdn niedrigeren Transaminasen der
10ng-Tiere. Auch existieren Daten zur kurzfristigégphrotoxizitat von Tacrolimus in einem
Modell der Lebertransplantation am Schwein(15). Dietersuchung der Rinse-Solution,
nachdem sie die Transplantatleber durchflossere hattigte jedoch ein erstaunliches Bild:
Bei jeweils zwei in der 10- und 50 ng-Gruppe untelgen Proben lagen die Tacrolimus-
Spiegel in der 10 ng-Gruppe unterhalb der Nachweiste beziehungsweise in der 50ng-
Gruppe bei 4 und 9 ng/ml. Die Lebern hatten das deit Perfusionslésung verabreichte
Tacrolimus offenbar beinahe vollstdndig aufgenomnizies lasst eine akute Toxizitat von
Tacrolimus aufgrund systemischer Nebenwirkungen Bliklarung unwahrscheinlich

erscheinen. Dies legt die Vermutung nahe, die UWesadir die umgekehrte

Dosiswirkungsbeziehung kénnte doch in der Lebebstdiegen. Grundsatzlich sollte aber
beim Vergleich von Daten aus dem isoliert-perfurtdie Modell mit dem in-vivo-Modell

beachtet werden, dass es sich beim Ischamie-Repmréschaden um einen komplexen
systemischen Prozess handelt, bei dem humoraleaudd neuronale Faktoren eine Rolle

spielen, die im in vitro Modell nicht wiedergegebgerden kénnen.

4.6.1 Veranderungen des Glutathion-Stoffwechsels nach Lebtransplantation als

protektiver Wirkmechanismus von Tacrolimus

Um mehr Uber die Wirkungen von Glutathion bei Isolé und Reperfusion zu erfahren,

untersuchten wir zunéchst seine Konzentration im delle nach Reperfusion. Bei
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Reperfusion kommt es zu einem Anstieg von oxidier@SSG. In unseren Versuchen zeigte
sich jedoch bei Tacrolimus-Gabe eine signifikanbm&hme der intrazellularen Konzentration
von GSSG in der 10ng-Gruppe gegenuber Kontrolleb(Ab). Angesichts der beschriebenen
toxischen Wirkungen von GSSG(2;12) postulieren higraus eineZytoprotektion durch
Tacrolimus tber eine Verminderung von toxischenazalularem GSSG

Intrazellulares GSH war zwischen Kontroll-, 50-,dud0 ng-Gruppe nicht signifikant
verandert (Abb.20). Die scheinbar niedrigeren mdhallaren GSH-Werte in der 10ng-Gruppe
interpretieren wir im Zusammenhang mit einer ho8&andardabweichung in dieser Gruppe.
Im isoliert-perfundierten Modell zeigte sich dab@ass die an Oxidation und Reduktion von
Glutathion beteiligten Enzyme GSH-Peroxidase, G3duktase und Katalase bei
Tacrolimus-Gabe unveranderte Aktivitat zeigen (AIBbl5). Die Verdnderungen der
intrazellularen GSSG-Spiegel kénnen also nicht ldueine verdnderte Bildung von
Glutathion erklart werden, sondern mussen durclereigesteigerten Export bedingt sein.
Nicht ausgeschlossen werden kann jedoch im Momamd eusatzlich verringerte ROS-
Bildung aufgrund der Tacrolimus-Rinse als Ursadlredie erniedrigten GSSG-Spiegel in der
Zelle, zumal hemmende Wirkungen von Tacrolimus Kupfferzellen bei warmer Ischamie

beschrieben wurden(44). Eigene Untersuchurgenrzu wurden bislang nicht durchgefihrt.

Die bei der orthotopen Lebertransplantation gewoeneErgebnisse korrelieren grundsatzlich
mit denen aus dem isoliert perfundierten Modell, dwe Tacrolimus-Perfusion ebenfalls zu
einer Erniedrigung von intrazellularem GSSG beiigiebleibendem GSH gefihrt hatte
(Abb11,12). Auch hier sahen wir jedoch wieder dieskbepanz zwischen einer

dosisabhangigen Wirkung gegeniber dem umgekehgém@ im in vivo Modell.

In Ubereinstimmung mit den Voruntersuchungen ums@mippe im isoliert perfundierten
Modell, die eine Reduktion des LDH-Efflux bei ,®,—Gabe nach vorangegangener
Tacrolimus-Perfusion gezeigt hatten (Abb.10), pesten wir die Induktion einer zellularen
H,OResistenz durch Tacrolimus, die durch Verdndeminder zellularen Glutathion-

Homoostase bedingt sein kdnnte.
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4.7Voruntersuchungen des p38 MAPK-pathways

In der Literatur wurde die Hemmung des p38MAPK patis durch Tacrolimus
beschrieben(48;54). Mitogen aktivierte Protein-lSeia zahlen zur Familie der Serin-/
Threonin-Kinasen und besitzen zentrale Bedeutung Zellwachstum, Proliferation,
Apoptose und Zelldifferenzierung. Zu den MAPK-Silymagen gehoéren dabei ERK1/2, c-Jun
undp38MAPK(45;47).

In Vorversuchen im isoliert-perfundierten Moddiewirkte die Gabe des p38 MAPK-
Inhibitors SB203580 eine der Tacrolimus-Prakondigoung vergleichbare Zytoprotektion,
ausgedruckt durch eine Verringerung des LDH-Effnd eine verminderte Akkumulation
von intrazellularem GSSG. Die gleichzeitige Gaba& viaacrolimus und SB203580 flhrte
dabei zu keiner relevanten Erniedrigung der LDH egetdper der alleinigen Gabe von
Tacrolimus (Abb.34). Einen gegenteiligen Effektfaliéte p38 MAPK in Voruntersuchungen
unserer Gruppe im Modell deschamischen Prakonditionierung ( IPHier fihrte die Gabe
von SB203580 zu eineNerminderung des protektiven Effektes der ischamischen
Prakonditionierung(57). Diese Ergebnisse lassencjedlerzeit keine Rickschlisse auf die
experimentelle Lebertransplantation zu. Nur derelde Nachweis von p38 MAPK
beispielsweise mittels Western Blot konnte dereheRaweifelsfrei belegen.
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Abb. 29: LDH-Efflux im isoliert perfundierten MotleBedeutung der p38 MAPK fir ROS-

vermittelte Zellschaden; nach Bilzer et al, unvEniflichte Daten
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4.8  Glutathion-Freisetzung in die Galle

Als magliche Ursache fur die vermindertdrazellulare GSSG-Konzentration bei Gabe von
Tacrolimus sehen wir einen signifikant gesteigelport von zytotoxischem GSSG in die
Galle. Dieser Prozess erreicht in der 10-ng-Grugtpéistische Signifikanz (Abb.22). Dies
starkt unsere These, dass die Zytoprotektion berdlimus-Gabe durch eine veranderte

Glutathionhomoostase vermittelt werden kénnte.

Dabei war auch die Freisetzung von reduziertem @8t8ht, wiederum am starksten in der
10 ng-Gruppe (Abb.22), was auch dadurch erklasiadass es sich hierbei um die Menge an
Gesamt-GSH, also die Summe aus Dies ist insofeenréischend, als die Zelle wahrend der
Reperfusion GSH zur Aufrechterhaltung ihres antlakiven Potentials bendétigt. Diese Daten
lassen bei gleichzeitiger Zytoprotektion durch @aerolimus-Rinse zwei mogliche Schlisse
zu: Zum einen koénnte die Zelle GSH als potenti€leelle von ROS genauso wie GSSG
ebenfalls aus der Zelle exportieren. Dies stehh aiht in Widerspruch zu gleich bleibenden
intrazellularen GSH-Spiegeln, da die Konzentration von intrazéiein GSH
physiologischerweise um den Faktor 1000 héher ldgtessen extrazellulare Konzentration
und die von uns beobachtete Verdreifachung des BE&idrtes in die Galle somit keine
relevante Auswirkung auf die Konzentration vonaagllularem Glutathion hat.

Eine zweite, weitaus einfachere Erklarung flr destgigerten GSH-Export - und gleichzeitig
Bestatigung der protektiven Wirkung von Tacrolimuséare die Hypothese einer durch die
Tacrolimus-Rinse wiederhergestellten Zellhomdostesésprechende Transportprozesse sind
ATP-abhéangig, und daher kdnnen nur intakte Zellatabhion Uberhaupt exportieren. Der
Vorstellung einer unkontrollierten Freisetzung duroekrotische Zellen widerspricht in
unserem Fall die Verminderung von Transaminasen wiH. Die vermehrte Freisetzung
von reduziertem Glutathion erhoht gleichzeitig diantioxidative Kapazitat im
Extrazellularraum. Dies ist insofern ein interessaspekt der Tacrolimus-Wirkung, als der
Extrazellularraum bei IRS im Gegensatz zum Intlagkaum physiologischerweise Uber

kein ausreichendes antioxidatives Potential verfugt

4.9 Glutathion-Freisetzung in die Blutbahn

Die Glutathionspiegel im Blut liegen im Ruhezustamd den Faktor 1000 unter denen in

Hepatozyten(6). Wéahrend der Reperfusion setzen fErgaflen und Granulozyten grol3e
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Mengen ROS zunéchst in die Sinusoide frei, wagvalskularer oxidativer Stress“ postuliert
wird(5). Dieser Umstand bildet auch die Grundlager dlutathion-Behandlung beim

Ischéamie-Reperfusionsschaden, die die antioxidafmgazitat im Sinusoidalraum erhéht. In
unseren Versuchen im Modell der Lebertransplamakionnten wir eine gesteigerte GSH-
Freisetzung in die Galle zeigen. Eine vermehrteisiidale Freisetzung von reduziertem
Glutathion wirde daher die Induktion eines antiakiken Schutzmechanismus durch
Tacrolimus bedeuten.

Aus methodischen Grinden waren die intraoperatiS&riathionmessungen nicht wertbar:
Wahrend der kritischen Reperfusionsphase erhieltégn Tiere zum Ausgleich von

Flissigkeitsverlusten tber die Laparotomie und llulie intraoperativen Blutabnahmen zur
Aufrechterhaltung ihres Kreislaufes zu individuelunterschiedlichen Zeitpunkten

Flussigkeitssubstution, was die gemessenen Plasggaspentsprechend beeinflusst. Die
gesamte Flussigkeitszufuhr betrug jedoch bei alleme zwischen 2 und 2,5 ml Volumen,
sodass die am Versuchsende betimmten Werte (GOT, GPH) als valide betrachtet

werden konnen, wahrend bei den auf3erst geringen/GsFE5G-Konzentrationen auch kleine

Volumenunterschiede bereits zu relevanten Fehilgrreh konnen.

4.10 Gallefluss:

Nach Lebertransplantation kam es zu einem masdRigkgang der Galleproduktion der
Lebern. Wahrend 120 min Reperfusion zeigte sicldbaimit Tacrolimus behandelten Tieren
gegenuber den Kontrolltieren zwar eine schnellenektionelle Erholung, gemessen am

Gesamt-Gallefluss, jedoch ohne statistische Sigmifz zu erreichen.

4.11 Lichtmikroskopie:

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der anggten Gewebeschnitté Institut fir

Pathologie der LMU, Minchen ) zeigte, wie auch Maruntersuchungen, nach einer
Reperfusionszeit von 120 Minuten in allen Gruppemtgehend intaktes Gewebe und keine
relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen. l&zdeitg konnte damit aber die Qualitat

der gesamten Prozedur (Explantation/ TransplamiaReperfusion) bestatigt werden.
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5. Zusammenfassung:

Seit Beginn der neunziger Jahre sind protektivekWigen von Tacrolimus auf Ischémie-
Reperfusionsschaden der Leber bekannt. Die in bgdre experimentellen Arbeiten
beschriebene Spendeprakonditionierung  erscheint  jedoch  wegen  poteleziel
Nebenwirkungen klinisch nicht umsetzbar.

Eine amerikanische Arbeitsgruppe konnte dabeimereklinischen Pilot-Studie zeigen, dass
die Spulung humaner Lebern mit Tacrolimus (20ng/mfr Implantation zu einer
signifikanten Reduktion von Ischamie-Reperfusioh&sen nach Lebertransplantation fuhrte.
Unsere Arbeitsgruppe hat umfangreiche Untersuchumgie Glutathion als Therapeutikum
von Ischamie-Reperfusionsschédden nach warmer uniter kdschamie durchgefuhrt.
Gleichzeitig scheint, dasstrazellularesGlutathion bei Anwesenheit hoher Konzentrationen
von ROS uber die Induktion von Radikalkettenreaieio beziehungsweise die Thiolierung
anderer Proteingelbstals Mediator von Ischamie-Reperfusionsschadeniéueg kann.

In Vorarbeiten untersuchten wir die Wirkung von fiddienus im isoliert-perfundierten
Modell der Rattenleber.

Die Vorbehandlung mit Tacrolimus bewirkte bei Zufulon HO, eine Verringerung des
ROS-induzierten zellularen Schadens, ausgedricldiniar dosisabhangigen, signifikanten
Verringerung des LDH-Efflux.

Als Ursache hierfir wird eine verminderte intraaklre Akkumulation von zytotoxischem
GSSG diskutiert, das nach Tacrolimus-Gabe vermeh@alle und Blut freigesetzt wurde,
wahrend die Aktivitat der an Bildung und Abbau v@BH/GSSG beteiligten Enzyme
Katalase, GSH-Peroxidase und GSSG-Reduktase umlestdwar. Dieser Effekt konnte
durch Gabe des p38 MAPK Inhibitors SB203580 imitveerden.

Aus diesen Erkenntnissen postulierten wir die Inidwk einer zellularen pD,-Resistenz
durch Tacrolimus auf dem Boden einer durch Hemmuag p38 MAPK vermittelten

Steigerung des hepatozellularen GSSG-Exportes.

Wir ubertrugen daraufhin das Konzept der TacroliRusse in das Modell der
arterialisierten, orthotopen Lebertransplantatiomear Ratte.

Die Spllung der Leber (20ml) mit Tacrolimus unniiitg vor Implantation in den
Empfangerorganismus fuohrte zu einer signifikanteneddktion des Ischamie-

Reperfusionsschadens, gemessen in Transaminaskeinsailie Gallefluss.
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Das hochste Ausmass an Zytoprotektion wurde dureh Eacrolimus-Konzentration von 10
ng/ml erreicht, wobei die protektive Wirkung dercf@imus-Rinse in der 10 ng-Gruppe
starker ausgepragt war als in der 50 ng-Gruppe. &achen fir diese inverse Dosis-
Wirkungsbeziehung sind unklar, zumal keine staidie Signifikanz zwischen den beiden
Gruppen besteht. AuRerdem fehlen bislang systechati¥Jntersuchungen zur optimalen
Tacrolimus-Dosis in dieser Versuchsanordnung.

Als  Wirkmechanismus der Tacrolimus-Rinse postufierevir - aufbauend auf
Voruntersuchungen im isoliert perfundierten Modeidd den erhobenen in-vivo-Daten - eine
Uber die Hemmung von p38 MAPK vermittelte Veranderu der zellularen
Glutathionhomdostase:

Hepatozyten setzten im Modell der Lebertranspl@ntabhach Tacrolimus-Rinse vermehrt
zytotoxisches GSSG in Blut und Galle frei, woduR®S-vermittelte Zellschaden wéhrend

der Reperfusion minimiert werden.

Zusammenfassend kann aufgrund der bisherigen Wictaragen gezeigt werden, dass die
Tacrolimus-Rinse eine neue und klinisch praktikablberapieoption von Ischamie-
Reperfusionsschéden der Leber darstellen kénnte.

Diese Arbeit wurde gefordert durch die Firma AstelDeutschland, Minchen
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