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1. Einleitung

1.1. Systemische Inflammation und Sepsis

Das wohl haufigste Krankheitsbild auf Intensivstationen stellt das ,systemic
inflammatory response Syndrome* (SIRS) dar *.

Schwere Traumen, sowohl durch auf3ere Verletzungen als auch operative,
sowie septische Geschehen sind die Hauptursachen. Insbesondere die
verschiedenen Formen des Schocks gelten als Ausloser des SIRS 2. Weiterhin
wurde die Auslosung einer systemischen Inflammation nach Ischamie und
Reperfusion beschrieben, welche zum Beispiel nach Herzoperationen unter
extrakorporaler Zirkulation, bei Eingriffen an der Leber, insbesondere in der
Transplantationschirurgie, auftreten. Weitere Ursachen sind

Massivtransfusionen und Brandverletzungen.

1.1.1. Definition

Im Jahr 2004 schlossen sich mehrere Fachgesellschaften zur ,sepsis
campaign“ zusammen um Leitlinien zur Therapie dieses schweren
Krankheitsbildes zu erarbeiten, um durch die Wissensgenerierung die Mortalitat
senken zu konnen. Bereits im Jahr 1992 wurde die Bezeichnung ,systemic
inflammatory response syndrome® (SIRS) eingefuhrt. Damit wurde ein
Krankheitsbild beschrieben, welches mindestens zwei der folgenden Kriterien

erfullt %

Korpertemperatur >38°C oder <36°C,

Herzfrequenz >90/min,

Atemfrequenz >20/min oder p,CO, <32mmHg,

Leukozytenzahl >12000/ul oder <4000/ul oder >10% stabkernige Granulozyten

Im Rahmen der International Sepsis Definitions Conference wurden im Jahr
2001 zusatzliche Klinisch diagnostische Parameter als Kriterien fur ein SIRS
definiert. Werden als Ursache Bakterien, Viren oder Pilze vermutet, so spricht

man von Sepsis *.



Aktuelle Studien deuten daraufhin, dass in naher Zukunft laborchemische
Marker, wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) und Procalcitonin eine zunehmende Rolle in

der Diagnostik des SIRS und der Sepsis spielen werden .

1.1.2. Pathophysiologie der Systemischen Inflammation

Erfullt ein Patient drei oder mehr Kriterien, so ist es sehr wahrscheinlich, dass
im weiteren Verlauf ein Versagen eines oder mehrerer Organsysteme zu
erwarten ist. Knapp ein Drittel aller Patienten, welche alle vier SIRS-Kriterien
erfullen, erleiden das Vollbild eines septischen Schocks. Trotz aller bisherigen
Bemuhungen und zeitnaher verbesserter Therapieregime liegt laut

Literaturangaben die Mortalitat bei diesen Patienten bei 55% 2°.

Durch die Beeintrachtigung der Makrozirkulation kommt es auch im Bereich der
Mikrozirkulation zu einer starken Verminderung und somit zu einer
Sauerstoffmangelversorgung. Durch diese, sowie durch die Bildung radikaler
Sauerstoffmetabolite (ROS) und Entzindungsmediatoren kommt es zu einer
weiteren Schadigung der Zellen.

Die systemische Inflammation stellt auch die Endstrecke der Sepsis dar. Die
Induktion der Inflammation erfolgt durch die Bindung von Endotoxinen an das
LPS-bindende Protein. Dies fuhrt zur Bindung sowohl an den CD14-Rezeptor,
als auch an Toll-like Rezeptoren TLR4 ° bzw. bei grampositiven Bakterien an
Toll-like Rezeptoren TLR2 **. Es erfolgt die Aktivierung des nukledren Faktors
k-B (NF-xB) 2. Somit werden Zytokine und andere pro-inflammatorische
Mediatoren initiiert. Auf weitere Aktivierungsvorgange soll an dieser Stelle nicht
eingegangen werden. Die Zytokine TNF-o und IL-1 werden innerhalb der ersten
Stunde von aktivierten Makrophagen und CD4-T-Zellen ausgeschuttet. Durch
diese primaren Mediatoren werden verschiedene sekundare Mediatoren
ausgeschuttet. Hiermit wird eine Signalverstarkung erreicht. Ein weiterer
wichtiger Schritt in der Signalverstarkung ist die Aktivierung des

Komplementsystems.



Weiterhin wird die Immunantwort durch den ,macrophage migration inhibitory
factor® (MIF) verstarkt; dieser wird von Makrophagen, Monozyten, T-Zellen und
hypophyséaren Zellen gebildet und ist ab circa 8 Stunden nach Beginn der
Infektion nachweisbar. MIF aktiviert wiederum Makrophagen und T-Zellen. In
der weiteren Pathogenese der Sepsis bilden Makrophagen das high-mobility
group B protein“ (HMGB) welches unter anderem NF-kB aktiviert 3.

Neben den proinflammatorischen Mediatoren aktiviert der Organismus auch
antiinflammatorische Moleklle wie IL-4 und IL-10. IL-1 Rezeptorantogonisten
und geléste TNF-Rezeptoren werden freigesetzt. Somit soll die
Uberschiessende Reaktion der Sepsismediatoren gebremst werden. Ein
anderer Mechanismus stellt der durch autodestruktive Freisetzung von
Proteasen induzierte programmierte Zelltod, Apoptose, dar. Apoptotische Zellen

kénnen auch die Funktion immunkompetenter Zellen beeintrachtigen **.

Diese anti-inflammatorischen Prozesse laufen parallel zu den pro-
inflammatorischen Vorgangen ab. Eine Restitutio ist nur dann mdglich, wenn

die Fahigkeit zur Immunreaktion erhalten bleibt **.

Durch die generalisierte Ausschittung von Entzindungsmediatoren wird
insbesondere auch das kardiovaskulare System stark kompromittiert. Neben
einer verminderten Ejektionsfraktion, einer Dilatation des linken Ventrikels
konnte auch eine Erhdhung des linksventrikularen enddiastolischen Volumens
nachgewiesen werden. In der Sepsis werden hdhere Flllungsdricke bendétigt
um ein vergleichbares Schlagvolumen zu erzeugen *°. Durch die Aktivierung
der NO-Synthase durch TNFa und IL-1 wird an verschiedenen Stellen der
Kardiomyozyten die kardiale Dysfunktion verursacht '°. Die NO-Synthase
(NOS) wird neben anderen vasoaktiven Mediatoren im Endothel synthetisiert.
Die verstarkte NO-Produktion fiihrt zu einer ausgepragten Vasodilatation *’.
Diese flhrt zu einem Pooling des Blutes in den peripheren GefalRen und einem
verminderten Rickstrom zum Herzen.

Durch Expression von Adh&sionsmolekilen auf der Oberflache von

Endothelzellen kommt es zur Adhéasion von Leukozyten. Die adhéarierten und



aktivieren Leukozyten produzieren zytotoxische Substanzen, wie zum Beispiel
Elastase, Myeloperoxidase und Sauerstoffradikale. Diese als ,respiratory burst*
bezeichnete Reaktion schadigt nicht nur spezifische Mikroorganismen, sondern
auch korpereigene Zellen. Durch den Endothelzellschaden entstehen
Kapillarlecks. Durch die Schadigung dieser Barriere kommt es zum
Flussigkeitsaustritt nach extravaskular und somit zur Odembildung. Dies fiihrt
wiederum zu einer Potenzierung des intravasalen Volumenmangels und somit
zu einem weiteren Abfall der kardialen Vorlast.

Die systemische und undifferenzierte Vasodilatation verhindert eine suffiziente
Verteilung des Herzzeitvolumens auf die verschiedenen Organe und somit zu

einer Einschrankung der Mikrozirkulation *8.

Bei Patienten mit Sepsis wird trotz eines suffizienten systemischen
Sauerstoffangebotes eine Laktatazidose in Kombination mit einer niedrigen
Sauerstoffextraktion beobachtet. Die genauen Mechanismen sind bisher unklar.
Eine Ursache stellt die Hemmung des mitochondrialen Energiestoffwechsels
dar *°. Veranderungen des mikrovaskuldren Blutflusses und der Oxygenierung
der Zellen sind daran beteiligt. Eine intakte und funktionsfahige Mikrozirkulation
ist essentiell fur eine effiziente Gewebeoxygenierung. In der Sepsis wird durch
verschiedene  pro-inflammatorische = Mediatoren  die  Mikrozirkulation
beeintrachtigt. Die genauen Mechanismen sind bisher ungeklart, jedoch konnte
eine Reduktion der perfundierten Kapillaren, eine verminderte Deformierbarkeit
der Erythrozyten, eine Dysfunktion der Endothelzellen mit einer vermehrten
Permeabilitdit und Apoptose, ein erhdhter vasomotorischer Tonus, und eine
erhohte Anzahl aktivierter neutrophiler Granulozyten festgestellt werden .
Durch die erhohte Expression von Adhasionsmolekilen kommt es zu einer
erhohten Interaktion mit Leukozyten. Auf3erdem kommt es zur Aktivierung der
Gerinnungskaskade mit Fibrinablagerungen. Es resultieren Mikrothromben,

sowie ein Zellodem 2.

1.1.3. Therapeutische Optionen

Die therapeutischen Ansétze gliedern sich in kausale, supportive und adjunktive

Therapie. Ein wichtiger Aspekt ist die friihzeitige Einleitung der antimikrobiellen



und kreislaufstabilisierenden Therapie. Um dem Kliniker eingangig die
komplexen Zusammenhange zwischen Art und Zeitpunkt darzustellen wurden
durch die Surviving Sepsis Campaign mehrere Sepsisbiindel erstellt ?2. Ziel
dieser MalRnahmen ist die systemische inflammatorische Reaktion mit ihren
negativen Folgen fir den Organismus zu beherrschen und gleichzeitig die
nutritive (Sauerstoff und Substrate) Versorgung und den Stoffwechsel aller

Organe und Gewebe aufrechtzuerhalten.

1.2. Anatomie und Physiologie der Leber

1.2.1. Anatomie der Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan im Organismus von Saugetieren.
Neben ihrer Synthesefunktion, ist sie eine wichtige exokrine Driise. Auf3erdem
ist sie das wichtigste Organ zur Entgiftung kdrpereigener und korperfremder
Verbindungen und ein zentrales Speicherorgan. Die Leber liegt grof3tenteils
intraperitoneal. Sie wird in einen rechten, Lobus dexter, und einen linken, Lobus
sinister, Leberlappen unterteilt. Durch die H-formig angeordneten Furchen
grenzen sich am rechten Leberlappen noch zwei weitere kleine Lappen, der
Lobus quadratus und der Lobus caudatus ab. Wird die Leber nach ihrer

Durchblutung funktionell eingeteilt, so gliedert sie sich in neun Segmente %,

Die Leber zahlt zu den Organen, welche bei Minderperfusion, z.B. durch eine
Erniedrigung des Herzzeitvolumens, mit einer Funktionseinschrankung
reagieren. Dies kann wu.a. auch im Rahmen einer systemischen
Entzindungsreaktion auftreten. Das Ausmal} dieser Leberzellschadigung stellt
einen bedeutenden Faktor im Bezug auf Morbiditat und Mortalitat dieser
Patienten dar. Hiervon sind insbesondere die Leberparenchymzellen betroffen.
Die Sinusoide der Leber regulieren die Mikrozirkulation grof3tenteils durch
lokale Regulationsmechanismen. Hierbei spielen Stickstoffmonoxid und

Kohlenmonoxid neben anderen Faktoren eine wesentliche Rolle %,
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Abbildung 1: Zellulare Komponenten und Mediatoren der hepatischen Entziindungsreaktion im
SIRS.

Durch den SIRS-Trigger (Ischdmie-Reperfusion, Trauma, Verbrennung usw.) erfolgt die Aktivierung
sowohl der Kupffer-Sternzellen als auch der Hepatozyten. Die Folge ist eine Reaktionskaskade mit
Bildung u. a. von TNF-q, Interleukinen, Sauerstoffanionen, Stickstoffmonoxid und Kohlenmonoxid
durch aktivierte Kupffer-Sternzellen. Tumor-Nekrose-Faktor-a aktiviert die Endothelzellen der
Lebersinusoide und immunkompetente Zellen, wie Leukozyten. Es resultiert Bildung weiterer
inflammatorischer Mediatoren. APP Akutphaseprotein, wie z. B. aj-Antitrypsin; IL-1 Interleukin-1;

IL-6 Interleukin-6; IL-8 Interleukin-8; TNF Tumor- Nekrose-Faktor-a; NO Stickstoffmonoxid; CO

Kohlenmonoxid; O>~ Sauerstoffsuperoxid. GréRenverhaltnisse der Abb. sind nicht
maRstabsgetreu **.

Weitere Zellen der Leber sind die Kupfferzellen, welche als ortsstandige
Makrophagen verstanden werden und an der Innenseite der Sinusoide haften.
AulR3erdem befinden sich in der Leber so genannte Ito-Zellen, welche neben
ihrem Einfluss auf die Mikrozirkulation hauptséachlich zur Fett- und Vitamin-A
Speicherung benétigt werden.

Die Leber nimmt im Metabolismus des Organismus verschiedene Aufgaben
war. Hierzu zéhlen Entgiftungsaufgaben, Proteinbiosynthese, die Regulation
des Blutzuckerspiegel und des Lipoproteinstoffwechsels, Biotransformation

sowie Aufgaben im Bereich der Immunabwehr.



1.2.2. Sinusoidale Endothelzellen

In der Leber adulter Sdugetiere sind ca. 65 % der Zellen Hepatozyten, die
Ubrigen sind nichtparenchymale, hauptsachlich sinusoidale Zellen. Die
Sinusoide enthalten neben den Endothelzellen (LSEC = Leber-sinusoidale
Endothelzellen) vor allem leberresidente Makrophagen, genannt Kupfferzellen,
und Ito Zellen, die auch als fettspeichernde Zellen bezeichnet werden. Des
Weiteren findet man in der Leber residente DCs und Lymphozyten. Die
hepatischen Sinusoide mit einem Durchmesser von 5-7 ym werden von einem
Endothel ausgekleidet, welches sich morphologisch und phé&notypisch von
vaskularem Endothel anderer Organe unterscheidet. An den Ré&ndern
Uberlappen sich die Endothelzellen ohne jedoch zonulae occludentes
auszubilden. Die LSEC sind nur durch den 0,3 um breiten, flissigkeitsgefuliten
Disse’schen Raum von den darunterliegenden Hepatozyten getrennt, da die
typische Basalmembran fehlt. Die LSEC haben Fenestrae mit einem
Durchmesser von ca. 100 um, die in Clustern, sogenannten Siebplatten,
angeordnet sind. GroRRere Liucken zwischen den Endothelzellen sind selten, so
dass man von einem kontinuierlichen Endothel vom fenestrierten Typ spricht.
Die meisten Fenestrae sind nicht durch Diaphragmen verschlossen. Somit
konnen alle nicht partikularen Blutbestandteile durch die Fenestrae in den

Disseschen Raum eindringen %

. Diese sorgen zwischen dem sinusoidalen
Lumen und dem Parenchym fiir einen intensiven Austausch von Stoffen.
Zusammen mit den phagozytierenden Kupfferzellen sind die LSEC aufgrund
der rezeptorvermittelten Pinozytose ein wichtiger Teil des angeborenen
Immunsystems, indem sie an der Entsorgung zirkulierender Makromolekule

beteiligt sind °.

1.2.3. Makro- und Mikrozirkulation der Leber

Die Leber zahlt zu den bestdurchbluteten Organen, circa 30% des
zirkulierenden Blutvolumens flieRen durch die Leber. Dies ist, um die
mannigfaltigen Aufgaben wahrnehmen zu kénnen, von immanenter Bedeutung.
Die Leber erhalt das nahrstoffreiche, vendse Blut aller unpaaren Bauchorgane.

Sie ist das Bindeglied zwischen Vena portae und Vena cava inferior. Dies



nimmt etwa 75% des durch die Leber flie3enden Blutes ein. Die restlichen 25%
dienen der Eigenversorgung. Sie wird mit sauerstoffreichem Blut aus der Arteria
hepatica via Truncus coeliacus aus der Aorta abdominalis versorgt. Die Vena
portae und die Arteria hepatica treten zusammen mit dem Ductus choledochus
an der Leberpforte in die Leber ein, bevor sie sich wieder auf die einzelnen
Leberlappen und Segmente aufteilen. Diese drei Strukturen bestimmen auch
die mikroskopische Anatomie der Leber. Sie treten ubiquitér als Glissonsche
Trias in den einzelnen Leberlappchen auf. Circa 1-1,5 Millionen Leberlappchen
sind in der Leber zu finden. Diese hexagonalen Lobuli werden sternférmig von
den gefensterten kapillaren Endstrecken von Vena portae und Arteria hepatica,
den sogenannten Sinusoiden durchzogen. In den Sinusoiden mischt sich
venoses Pfortaderblut mit arteriellem Blut der Leberarterie. Dadurch wird
erreicht, dass radial ausgerichtete Leberzellen zwischen den Sinusoiden liegen.
Die basolaterale Seite der Hepatozyten hat durch die gefensterten Sinusoide
freien Kontakt mit dem Blut, so dass sie ihre mannigfaltigen Aufgaben erbringen
kann. Der regelmaRige Bau der Lappchen hat zur Folge, dass die von den
Blutsinus durchlaufene Strecke von der Oberflaiche des L&ppchens bis zur
Mindung in die Zentralvene Uberall etwa gleich lang ist und ca. 0,5-0,6 mm
misst. Auf dieser Strecke erfolgt der gesamte Stoffaustausch. Die
Gallenkanalchen liegen an der entgegengesetzten Seite der Leberzelle und
nehmen die synthetisierte Gallenflissigkeit auf. Der Abfluss des Blutes aus der
Leber erfolgt aus den Zentralvenen Uber die Lebervenen, die Vena cava inferior
in den rechten Vorhof.

Im Gegensatz zur Makrozirkulation beschreibt die Mikrozirkulation den
Blutfluss in den feinsten BlutgefdRen mit einem Durchmesser kleiner als
100um. Bezogen auf die Durchblutung der Leber wird hiermit der Blutfluss in
den Sinusoiden beschrieben. Einen wesentlichen Anteil an der Regulation des
Blutflusses im Bereich der Sinusoide stellt die Autoregulation dar. Diese kann
unterteilt werden in pré-, intra- und postsinusoidale Regulation. Im Bereich der
pra- und der postsinusoidalen Regulation spielen die glatten Zellen der
GefalBmuskulatur der Pfortader bzw. der Zentralvenen eine wesentliche Rolle.

Intrasinusoidal erfolgt die Regulation durch Endothelzellen (LSEC), sowie die in



enger Nachbarschaft liegenden Ito-Zellen. Ito-Zellen umgreifen mit ihren langen
Armen die Sinusoide und regulieren durch Kontraktion deren Lumen . Diese
beiden Zelltypen kommunizieren eng miteinander und beeinflussen sich
gegenseitig 2°. Der Einfluss verschiedenster vasoaktiver Substanzen wurde in
der Vergangenheit in zahlreichen Studien erforscht. Wahrend durch
Endotheline, Angiotensin 2, Prostaglandine und Vasopressin eine Kontraktion
induziert werden konnte, sorgen Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenstoffmonoxid
(CO) und Prostaglandin E2 zu einer Relaxation der Ito-Zellen 2°.

Neben den autoregulativen Prozessen der zellularen Komponenten scheint
auch eine Ubergeordnete Regulation Uber das vegetative Nervensystem eine
Rolle zu spielen. Dies ist gegenwartig Gegenstand verschiedener

Untersuchungen.

1.2.4. Pathophysiologie der Leberschadigung unter systemischer

Inflammation

Die Perfusion der Leber wurde bisher nur in wenigen Studien an Menschen
erforscht. Fong injizierte Freiwilligen Endotoxin und konnte einen erhdhten
Blutfluss im Hepato-Splanchnikusgebiet nachweisen. Ahnliche Ergebnisse
erzielte Dahn nach Volumentherapie bei septischen Patienten. Trotz
verbesserter Perfusion und geringer niedriger hepatischer venoser Sattigung,
blieb das Lebergewebe weiterhin ischamisch. Dies wird durch einen hohen
Sauerstoffverbrauch im Bereich des Splanchnikusgebietes und einer
Dysproportion des Sauerstoffangebotes und des durch den hepatischen
Hypermetabolismus erhohten Sauerstoffbedarfes, der nur insuffizient durch
eine erhohte Sauerstoffextraktion kompensiert werden kann, erklart 2.

Veranderungen des mikrovaskularen Blutflusses stellen eine wichtige Ursache
des Sepsis induzierten Multiorganversagens dar. Die Mechanismen sind
mannigfaltig und beinhalten neben einer Reduktion der Kapillardichte und einer
Deformitat der Erythrozyten eine erhdohte Permeabilitat der Endothelzellen,
sowie deren Apoptose. Weiterhin wurde ein veranderter vasomotorischer
Tonus, mit Eréffnung von arterio-vendsen Shunts, eine vermehrte Adhasion von
Thrombozyten nachgewiesen. Aktivierte neutrophile Granulozyten filhren zu

einer Erh6hung von Adhéasionsmolekilen an der Endotheloberflache, sowie zu



einer Aktivierung der Gerinnungskaskade und somit zur Bildung von
Mikrothromben 2.

Das Zusammenspiel all dieser Prozesse resultiert in einer Gewebehypoxie.
Ursachlich sind eine kompromittierte Mikrozirkulation als auch durch eine
mitochondriale Dysfunktion. Klinisch zeigt sich dies in einer vermehrten
Sauerstoffextraktion (Ausschépfung).

Durch systemische Inflammation werden verschiedenste Veranderungen der
Mikrozirkulation aller Organe des Splanchnikusgebietes verursacht, welche
nicht durch globale Anderungen des Blutflusses vorhergesagt werden kénnen
29.

Wahrend einer systemischen Inflammation reduziert sich der Fluss, sowohl
systemisch, als auch in der Arteria mesenterica superior sowie die
Mikrozirkulation der Leber um ca. 50%. Durch Volumensubstitution kann der
Blutfluss systemisch und in der Arteria mesenterica gesteigert werden. Dies gilt
jedoch nur marginal fur die Mikrozirkulation. Innerhalb der Leber kommt es zu
einer Umverteilung des Blutflusses von den kontrahierten zu den dilatierten
GefaRen, wodurch eine Reduktion perfundierter Sinusoide resultiert *°.
Sinusoidale Endothelzellen und Kupfferzellen sind die ersten Leberzellen,
welche mit Entzindungsmediatoren und Erregern, und deren Produkten via
Blut aus der Portalvene und der Arteria hepatica in Kontakt kommen. Abhéangig
von der Funktionsfahigkeit dieses "Siebes" korreliert die Aktivierung und
Induktion von Kupfferzellen mit dem Vorhandensein dieser Stimuli 3.

Die Stimulation von Kupfferzellen bewirkt eine Vielzahl verschiedener
inflammatorischer, toxischer und vasoaktiver Substanzen, welche direkt oder
indirekt zum Zellschaden fuhren. Sinusoidale Endothelzellen wiederum
produzieren vasoaktive Substanzen, beispielhaft seien an dieser Stelle
Prostazycline und NO genannt. Diese wirken sowohl makro- als auch
mikrozirkulatorisch modulierend auf den Gefaldtonus. Des weiteren werden die
LSEC strukturellen und funktionellen Veranderungen unterzogen. Durch
Schwellung, Uberdehnung und ZerreiRung der LSEC kommt es zur Leckage
und zum Eindringen von Albumin, Plasma und inflammatorischen Zellen ins

Interstitium, welches wiederum in einer direkten Schadigung des Gewebes
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resultiert. Aktivierte LSEC verlieren aulerdem ihre antikoagulatorischen
Fahigkeiten und exprimieren Oberflachenadhéasionsmolekile, welche zur
vermehrten Anlagerung von Thrombozyten und Leukozyten fiihrt %2,

Letztlich kommt es zur Flussreduktion in den Sinusoiden, welche sich zur
sowieso schon reduzierten Perfusion der Sinusoide aufsummiert. In
Anwesenheit unkontrollierter Inflammation und fortschreitender Koagulopathie
fuhrt dies zur Ischamie und Dysfunktion und als Endstrecke zum

Leberversagen.

Wahrend bei der Sepsis eine definierte Noxe fur den Organismus vorliegt, ist
diese beim SIRS eher unspezifisch. Die Reaktion des Organismus scheint aber
fur alle Noxen gleich abzulaufen. Die klassische Entziindungsreaktionskaskade
beginnt mit der Bildung von TNF-a, gefolgt durch die Bildung von IL-1, IL-6 und
IL-8. Diese Mediatoren aktivieren Phagozyten, Monozyten, Thrombozyten und
Gewebsmakrophagen. Weiterhin werden Komplementfaktoren und das
Gerinnungssystem hochreguliert. Im Zuge dieser ersten Phase werden in der
Leber diese Mediatoren gebildet und aktiviert. Somit ist die Leber nicht nur
Bildungsort, sondern auch Zielorgan. Durch den hohen Anteil am zirkulierenden
Blutvolumen und der grof3en Anzahl an gewebsstandigen Makrophagen nimmt
die Leber eine Schlisselposition in der Reaktion auf eine Noxe ein. Zu Beginn
einer systemischen Entzindungsreaktion konnte in  verschiedenen
Tiermodellen gezeigt werden, dass Kupfferzellen u.a. durch TNF-a aktiviert
werden. Hierdurch wird die Entzindungsreaktion verstéarkt, da in den
Kupferzellen die Bildung von Sauerstoffradikalen, TNF-a, Proteasen und
Stickstoffmonoxid induziert wird. Im weiteren Verlauf kommt es somit in der
Leber zur Akkumulation von Leukozyten. Diese aktivierten Leukozyten sind zu
einem bedeutenden Teil mitverantwortlich an der Leberschadigung im Rahmen
einer SIRS 3334,

Eine Vielzahl von pro-inflammatorischen Mediatoren aktivieren die sinusoidalen
Endothelzellen. Somit werden in den Sinusoiden vermehrt Adhasionsmolekile

exprimiert. Damit wird die Bindung von aktivierten Leukozyten erleichtert .
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Die genauen Pathomechanismen sind noch weitestgehend unverstanden.
Insbesondere den sinusoidalen Endothelzellen scheint eine bedeutende Rolle
in der Reaktion auf eine systemische Inflammation zuzukommen. Welche
Mechanismen hierbei genau eine Rolle spielen ist Gegenstand aktueller
Forschung. Die Exprimierung verschiedener Adhasionsmolekile an der
Oberflache spielt eine gewisse Rolle, verschiedene Arbeiten konnten jedoch
nachweisen, dass auch ohne Adhasionsmolekiile eine Durchwanderung der
Endothelzellen und eine Immobilisierung stattfindet *°. Daraus resultiert eine

weitere Einschrankung der Mikrozirkulation.

1.3. Oxidativer Stress

Freie Radikale fuhren zur Schadigung von DNA, RNA, Proteinen, Lipiden und
Carbohydraten. Unter Freien Radikalen werden Molekilteile verstanden,
welche an ihren Bruchstiicken ein Atom mit einem ungepaarten Elektron haben.
Die Oxidation von DNA kann zu Einzel- oder Doppelstrangbriicken, Crosslinks,
Mutationen und Verkirzung der Telomere filhren und hat somit weitreichende
Folgen im Organismus. Oxidantien wirken sowohl in der nuklearen, als auch in
der mitochondrialen DNA. Dies ist jedoch wunerheblich fur den
Basenreparaturvorgang, welcher nur den ersten Defekt reparieren kann. Die
Akkumulation von Defekten der mitochondrialen DNA, fihren zu
altersabhangiger Abnahme der mitochondrialen Funktion 3. RNA scheinen
weniger schwerwiegende Schadigungen zur Folge zu haben. Sie sind nicht
vererblich, in mehreren Kopien vorhanden und erneuerbar. Die oxidative
Schédigung scheint unter anderem in der Pathogenese des Morbus Alzheimer

eine Rolle zu spielen

. Ein Grofteil des Organismus besteht aus Proteinen.
Durch Oxidation kommt es zum Entfalten der Proteinstruktur und durch die
Konformitatsanderung zur Reduktion der Funktion. Durch die Oxidation von
Seitengruppen oder Proteingeristen konnen auch neue Sauerstoffradikale
entstehen. Meist werden die beschadigten Proteine jedoch nicht repariert, sondern
durch Proteasen abgebaut **.

Lipide sind die wichtigsten Bestandteile der Zellmembranen und somit sehr oft

Ziel der Oxidation. Die Beschadigung ist hierbei Teil einer Kettenreaktion der
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Peroxidation. Daher kann bereits die Oxidation von wenigen Molekilen zu

einem relevanten Zellschaden fiihren “°.

Die relevanten reaktiven Spezies in biologischen Systemen werden unterteilt in
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS), wobei

Spezies wie Peroxynitrit sowohl ROS als auch RNS zugeordnet werden konnen
41

Nachfolgend werden die in biologischen Systemen bedeutsamen ROS
vorgestellt.

1.3.1. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Es gibt eine zunehmende Evidenz, dass sowohl stationare Makrophagen, wie
z.B. Kupferzellen, als auch aktivierte Monozyten und Neutrophile urséchlich fur
eine Schadigung der Leber sein kdnnen. Als Ausloser kommen exemplarisch
Ischamie/Reperfusion, Sepsis, Trauma und hamorragischer Schock in Betracht.
Die Hauptaufgabe von Makrophagen und Neutrophilen ist die Zerstérung von
eindringenden Mikroorganismen und die Entsorgung von nekrotischem
Zellmaterial. Hierzu bedienen sie sich verschiedenster Werkzeuge. Die Bildung
von ROS, wie zum Beispiel Superoxiden, Hydrogenperoxiden und
Hypochlorsduren, sowie die Abgabe von Proteasen, zdhlen dazu.

ROS stellen wichtige Mediatoren fir Signaltransduktionswege dar, wirken
jedoch auch zytotoxisch. Sie werden insbesondere durch gewebestandige
Phagozyten und Makrophagen gebildet. Aul3erdem ist eine Bildung von ROS in
allen Typen von Leberzellen nach Stimulation mit Zytokinen méglich. ROS sind
durch massive Lipidperoxidation in der Lage Zellen zu zerstdren. In vielen
Fallen modulieren ROS verschiedene Signaltransduktionswege durch Wirkung
auf redoxsensitive Enzyme, Transkriptionsfaktoren und Mitochondrien. Auf
diese Weise sind ROS in der Lage Apoptose und nekrotischen Zelltod zu
induzieren, sowie zu regulieren. Auf indirektem Wege beeinflussen ROS die
Proteasenaktivitat durch eine Inaktivierung der Antiproteasen, weiterhin wird die
Bildung von Adhasionsmolekilen und pro-inflammatorischen Mediatoren

moduliert.
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Die Effekte der ROS im Organismus sind mannigfaltig. Sie sind essentiell fur
die Abwehrfunktion der Makrophagen. In der systemischen Inflammation kommt
es unter anderem zu einer Uberschielenden Bildung von ROS. Auch in der
Pathophysiologie der Inflammation der Leber spielen ROS durch ihre
zytotoxischen und mediatorvermittelten Schadigungen eine Rolle. So werden
durch ROS unter anderem der sinusoidale Blutfluss und die

Leberzellregeneration moduliert *2.

1.3.2. ROS in der Leber

Unter physiologischen Bedingungen generiert die Leber geringe Mengen an
ROS, insbesondere werden in den Mitochondrien Superoxide und
Hydrogenperoxide durch diverse Oxidasen gebildet *4*3,

Durch die hohe Kapazitat der Mitochondrien Elektronen von Komplex 1 zu
Komplex 3 zu verlieren, stellen sie quantitativ die groéf3ten intrazellularen
Bezugsquelle fiir ROS dar **. ROS verursachen auf verschiedenen Wegen
Zellschaden; durch die Oxidation von ungeséttigten Lipopolysachariden der
Zellmembran, Sulfhydrylgruppen von Proteinen und DNA-Basen. Daher
existieren mannigfaltige zellulare Abwehrmechanismen. Jede Leberzelle ist in
der Lage verschiedene Sauerstoffradikalfanger zu produzieren. An dieser Stelle
seien die Superoxiddismutasen (SOD) erwahnt, welche sich wiederum in zwei
Untergruppen aufteilen. Die SOD1 wurde im Zytosol nachgewiesen, in den
Mitochondrien der Subtyp 2 (SOD2). Weitere Abwehrmechanismen stellen die
Gluthationperoxidase, welche im Zytosol und in den Mitochondrien vorkommt,
die Katalase, in den Peroxisomen, die Thioredoxins (Trx1 im Zytosol, Trx2 in
den Mitochondrien), Peroxiredoxins (PRX-I, 1, IV im Cytosol; PRX-III, V in den
Mitochondrien *°. AuBerdem verfiigen Leberzellen in allen Zellkompartimenten
Uber Gluthation, Antioxidantien wie z.B. Vitamin E in der Zellmembran, sowie
redoxaktives Eisen. Aufgrund dieser mannigfaltigen Abwehrmechanismen der
Leberzellen, insbesondere der Hepatozyten, verfugt die Leber Uber ein groRes
Potential ROS zu metabolisieren und zu inaktivieren, sowie Schaden durch
oxidativen Stress zu reparieren. Somit ist der Zelluntergang durch ROS unter
physiologischen Bedingungen eine Ausnahme. Wird jedoch diese

Abwehrkapazitat gegeniber ROS gestort oder Uberschreitet der oxidative
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Stress diese, so kommt es zum Ungleichgewicht und ROS kdnnen zytotoxisch

wirken %44,

Kommt es zu einer systemischen Inflammation, wie z.B. durch Ischamie-
Reperfusion, Endotoxadmie, Sepsis oder Cholestase, ist in der Leber eine
Stérung des oxidativen Gleichgewichts die Folge °.

Ein Gewebetrauma (ischamische Verletzung) fuhrt zur Ausschittung von
sogenannten ,damage-associated molecular patterns® (DAMPs), welche
wiederum das Komplementsystem aktivieren und direkte Liganden der toll-like-
Rezeptoren darstellen 472

Zu den DAMPs werden ,high mobility group box protein® (HMGB1),
Hitzeshockproteine (HSPs), Formyl Peptide und mitochondriale und nukleare
DNA-Fragmente. Kombinationen von DAMPs sind hochpotent und
inflammatorisch wirksam *#’
ROS Bildung via NADPH-Oxidase. Werden in den GefalRen der Leber ROS

gebildet, so handelt es sich hauptsachlich um Superoxide und

. Aktivierte Complementfragmente aktivieren die

Hydrogenperoxide. Diese kdnnen durch aus den Leberzellen freigesetzten
GSH-Molekulen extrazellular unschadlich gemacht werden. Kommt es jedoch
zu einem exzessiven Anfall von ROS zum Beispiel durch inflammatorische
Prozesse, erfolgt eine Diffusion von ROS in die Hepatozyten und zum
intrazellularen oxidativen Stress, welcher zur Zellschadigung und zum

Zelluntergang fithren kann *°.

1.4. Antioxidative Systeme

1.4.1. Antioxidative Enzyme (AOES)

Oxidativer Stress ist ubiquitar und tritt im gesamten Organismus auf. Sowohl
intrazellular, als auch in Mitochondrien entstehen schon unter physiologischen
Bedingungen geringe Mengen an reaktiven Sauerstoffmetaboliten,
insbesondere von Superoxiden und hydrogen Peroxiden durch oxidative
Prozesse. Dies gilt insbesondere fiir das Organ Leber *°. Die Zellen verfiigen
daher unter physiologischen Bedingungen tber verschiedene
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Abwehrmechanismen. Die bedeutendsten AOEs sind die Superoxiddismutasen,
Katalasen und Gluthationperoxidasen. Diese AOEs verfiigen tber eine hohe

Potenz ROS einzufangen, zu neutralisieren und zu transformieren.

1.4.2. Katalase (CAT)

Katalase ist ein tetramerisches Hamoprotein, welches die Reaktion von
Hydrogenperoxiden zu Wasser Kkatalysiert. Dies geschieht auf zwei
unterschiedlichen Wegen.

Katalytisch: 2H O —-2H O + O
2 2 2 2

Peroxidatisch: Hzo2 + AH2 — 2H20 + A

Die Degradation von Wasserstoffperoxid via Katalyse stellt eine Reaktion erster

Ordnung dar **

. Somit ist die Reaktionsgeschwindigkeit nur linear von der
Konzentration des zerfallenden Stoffes abhangig. Das Molekulargewicht betragt
240 kDa und beinhaltet im aktiven Teil Fe**-lonen. Sie kommt hauptséchlich in
Erythrozyten, Hepatozyten, Nieren und gut oxygenierten Muskeln vor 2. Auf
subzellularer Ebene befinden sich die CAT im Zytoplasma, den Peroxisomen
und in geringerer Konzentration auch in den Mitochondrien >>*°. Die Expression
der Katalase wird durch Hyperoxie, Oxidantien und Zytokine getriggert °®>’. Die
genaue Rolle der CAT in der systemischen Inflammation ist noch

weitestgehend ungeklart.

1.4.3. Gluthationperoxidase (GPx)

Ein weiterer wichtiger Baustein in der Detoxifikation von Peroxiden ist die
Gluthationperoxidase. Die GPx ist im Cytoplasma und in den Mitochondrien
nachweisbar.

Diese Oxidation wandelt Peroxide und reduziertes Gluthation (GSH) als
Elektronendonor katalysiert durch GPx in Gluthationdisulfid und Wasser um.
Durch die Gluthationreductase (GR) wird unter Verbrauch von NADPH GSH
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regeneriert *°,
2GSH + H202—> GSSG + 2H20

v

GR+NADPH

Es existieren 4 GPx, welche alle eine Selencysteingruppe im aktiven Teil
haben. Die bestuntersuchte ist die cytosolische (cGPx). Sie ist ein homo-
tetramerisches Protein mit einem Molekulargewicht von 85 kDa, das aus 4
Untereinheiten mit jeweils 22-23 kDa und einer Selencysteinkomponente
besteht **.

GPx1-Bildung wird durch Hyperoxie gesteigert ®. Bei GPx1 knock-out Mausen
konnte Ho unter normalen Bedingungen keine Unterschiede zu den
Wildtypméusen im Bezug auf oxidative Sch&den an Proteinen und Lipiden
feststellen. Auf Ischamie/Reperfusion jedoch sind die Knockout-Mause
anfalliger im Bezug auf Apotose und InfarktgroRe 12,

Eine Uberexpression wiederum fiihrt zu einer erhéhten Resistenz gegeniiber

Hyperoxie, Ischamie/Reperfusion und Paraquat .

1.4.4. Superoxiddismutasen

Superoxid- MW Zahl der | Aktive Metallionen | Lokalisation
dismutase (SOD) (kDa) | Unterein-
heiten

Cytoplasma, Nucleus,

2+
2 Atome Cu Lysosome, Peroxisome,
CuznSOD (SOD1) 32 2 ot ] )
2 Atome Zn Mitochondrien
Intermembranarer Raum
MnSOD (SOD2) 88 4 4 Atome Mn2+ Mitochondrien, Matrix
EcSOD (SOD3) 135 4 44 Atome Zn2+ Plasmamembran

Tabelle 1: Ubersicht der wichtigsten Superoxiddismutasen im menschlichen Organismus
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1.4.4.1. Kupferzinksuperoxiddismutasen (CuzZnSOD)

Die CuzZnSOD dismutiert, eine chemische Reaktion mit Ligandenaustausch
(aus einer Verbindung werden mehrere Verbindung), Superoxide zu

Wasserstoffperoxid und Sauerstoff:

20, + 2H" > H,O, + O,

Das SOD1 Gen besteht aus funf Exons und ist auf dem Chromosom 21g22.1
lokalisiert 2.

CuzZnSOD besteht aus zwei identischen Untereinheiten, welche durch eine
Disulfidbriicke verbunden sind. Das Molekulargewicht betragt 32,500 Dalton
und besteht aus Kupfer- und zwei Zinkatomen im aktiven Bereich. Kupfer ist
essentiell fur die enzymatische Aktivitat, wahrend Zink fur die Stabilitat des
Proteins notwendig ist °°°.

CuznSOD findet sich in erster Linie im Zytosol, wobei auch geringere Mengen
in den Peroxisomen, den Lysosomen, dem Nucleus und im intermembrandsen
Spalt der Mitochondrien nachgewiesen wurde %%,

Die CuzZnSOD ist in allen Geweben von Saugetieren nachweisbar, wobei die
hdchste Dichte in der Leber, den Erythrozyten, dem Gehirn und den Neuronen
besteht. Unter physiologischen Bedingungen spielt dieses Enzym jedoch keine
Rolle fur die normale Funktion und das Uberleben der Mause. Dies konnte
Tsan an Knockout-Mausen zeigen, die keinerlei Anzeichen flr oxidativen Stress
zeigten und auch das Erwachsenenalter erreichten. Sie zeigten nur eine
verkiirzte Lebensdauer und eine erhéhte Inzidenz fiir Hepatome ",

Die Uberexpression dieses Enzyms vermindert den

72,73

Ischdmie/Reperfusionsschaden von Gehirn und Herz , jedoch fuhrt zum

Beispiel eine Uberexpression der CuZnSOD zu einer frilhzeitigen Alterung von

Individuen mit Trisomie 21 .

1.4.4.2. Extracellulare Superoxiddismutase (EcSOD)

Die extrazellulare Superoxiddismutase, auch SOD3 genannt, dismutiert

ebenfalls Superoxidradikale zu Wasserstoffperoxide und Sauerstoff. EcCSOD
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beim Menschen und bei der Ratte zeigen eine hohe Ubereinstimmung der
DNA-Sequenzen und der Aminosaurefolgen zur CuZnSOD, die EcSOD kodiert
bei Menschen auf Chromosom 4 . Sie existiert aus vier Untereinheiten und hat
ein Molekulargewicht von 135 kDa "°. Sie beinhaltet an der aktiven Seite Kupfer
und Zink-lonen. Die Expression der SOD3 erfolgt unter anderem durch Interferon vy
oder LPS und kann durch TNFo, TGF-B oder IL lo reduziert werden 78,
Diese Dismutase wurde im Uterus, den Umbilikalgefal3en, Arterien, der
Placenta, dem Serum, genauso wie zerebrospinal, im Aszites und in der
Synovialfliissigkeit nachgewiesen "*#°. Die hochste Expression konnte jedoch
im Lungengewebe detektiert werden, in welchem sie eine wichtige Rolle in der
Abwehr der Toxizitat des Sauerstoffs darstellt. Eine Uberexpression reduziert
die Effekte einer Hyperoxamie im Maustiermodel 8. Bei EcSOD Knockout-
Méausen konnte eine erhohte Anfélligkeit fur ein akutes Lungenversagen

82

nachgewiesen werden “°. AufRerdem wird noch ein Einfluss der EcSOD auf den

NO-Stoffwechsel diskutiert .

1.4.4.3. Mangansuperoxiddismutase (MnSOD)

Die Mangansuperoxiddismutase oder SOD2 gilt als eines der wichtigsten
intrazellularen, anti-oxidativen Enzymen. Sie stellt die erste Abwehrhirde
gegen ROS dar und neutralisiert diese direkt an ihrem Entstehungsort. Sie ist
auf einem nuklearen Gen kodiert, wahrend das Protein in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert ist. Die SOD2 ist ein tetramerisches Enzym mit Manganionen
im aktiven Zentrum und einem Molekulargewicht von 88 kDa. Die MnSOD wird
als 26 kDa Prakusormolekil synthetisiert und im Anschluss an den Transport in
die Mitochondrien zu einem 24 kDa Monomer gespalten, welches dann zum
tetramerischen Enzym verbunden wird. Die MnSOD stellt circa 10-15% der
absoluten SOD-Aktivitat der meisten Gewebe dar und scheint essentiell fur das
Uberleben von Organismen "*. Bei Knockout-M&usen konnte gezeigt werden,
dass ein Fehlen der MnSOD zu einem friheren Ableben der Tiere flihrt. Schon
kurz nach der Geburt konnte eine Retardierung und eine schlechte korperliche
Verfassung der Tiere beobachtet werden. Post mortem wurden eine dilatative
Kardiomyopathie, eine myokardiale Hypertrophie, eine endokardiale Fibrose,

sowie Lipidablagerungen in Leber und Skelettmuskel nachgewiesen werden.
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Das Intestinum war verkalkt. Uberraschender Weise wurden im Gehirn keine
Veranderungen nachgewiesen. Die Lipidperoxidation war weder verstarkt noch
wurden morphologische Anderungen in den Mitochondrien nachgewiesen.
Durch eine Uberexpression von CuZnSOD konnten die obengenannten Effekte
nicht vermindert werden. Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle der
MnSOD fiir eine ungestérte Zellphysiologie .

Van Remmen konnte an MnSOD+/- Mausen eine Reduktion von 30 bis 80%
der MnSOD nachweisen und keinerlei kompensatorische Hochregulation von
anderen anti-oxidativen Enzymen. Erstaunlicherweise waren diese Tiere
lebensfahig und zeigen keine wesentlichen Anomalitédten. Bei genauerer
Untersuchung wurde eine Reduktion der MNnSOD um 50% im Gehirn und um
80% in Herz und Leber festgestellt. Der Quotient aus reduziertem zu oxidiertem
Gluthation war bei diesen Tieren reduziert. Dies gilt als Indikator fur oxidativen
Stress %.

Als Mechanismen dieser Beobachtung konnte in den Mitochondrien ein
erhohter 8-Hydroxyguanosine-Spiegel in der mitochondrialen DNA, eine
verminderte Aktivitdt von Enzymen mit Eisenschwefelkomplex in den
Komplexen I und Il und ein erh6hter Protonenmangel, sowie eine Inhibition der

8 Diese Prozesse

Atmungskette in den Mitochondrien gemessen werden
waren bei alteren Tieren ausgepragter und waren stets mit einer
Hochregulierung  der  mitochondrialen  oxidativen Phosphorylierung

87 zusatzlich konnte Van Remmen noch eine erhohte

vergesellschaftet
Carbonylierung von Proteinen nachweisen 8. Der DNA-Schaden in den
Mitochondrien war in allen Arbeiten gro3er als im Nucleus. Im Vergleich mit den
Wildtypmausen war die Apoptoserate erhoht und es wurden erhdhte Spiegel an
oxidiertem LDL nachgewiesen. Dies dient als Erklarungsansatz und Nachweis
einer Schadigung der Bilayermembran der Zellen. Zusammenfassend deuten alle
diese Daten auf eine zentrale Rolle der MnSOD in der Abwehr von oxidativem

Stress im Organismus hin.
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1.4.5. Weitere Antioxidanzien

Nebst den oben beschriebenen antioxidativen Enzymen verfugt der
Organismus von Saugetieren Uber andere verschiedene Mechanismen zur
Abwehr von oxidativem Stress. Zu diesen gehdren zum einen weitere
Enzymsysteme als auch organische Komponenten. Neben dem
Hamoxygenasesystem sei an dieser Stelle das Thioredoxin (Trx) erwahnt. Auf
das Hamoxygenasesystem und seine antioxydativen Produkte Biliverdin, Fe*
und CO wird in Abschnitt 1.4.6 eingegangen. Thioredoxine sind kleine Proteine
von ca. 12 kDa mit zwei benachbarten Schwefelgruppen. Diese bilden bei der
Reduktion von oxidierten Cysteingruppen Disulfidbriicken. Das oxidierte Trx
wird unter Verbrauch von NADPH katalysiert durch die Thioredoxinreduktase
reduziert. Die wichtigsten Thioredoxine sind Trx-1, welches im Zytoplasma und
im Zellkern nachgewiesen wurde und Trx-2, welches in den Mitochondrien
vorkommt ®. Neben den obengenannten Proteinen spielen im Organismus
weitere  Proteine eine mehr oder weniger wichtige Rolle als
Sauerstoffradikalfanger, so hat auch Plasma eine wichtige Rolle als
Oxidanzienabsorber . Der Vollstandigkeit halber seien noch niedermolekulare
Antioxidantien erwahnt. Dazu werden die Metallothioneine %, Vitamin A, C, E,

Flavonoide %2, Anthocyanine %3, Cystein ¥, Harns&aure *° und Melatonin gezahlt
96,97

1.4.6. Das Hamoxygenasesystem

Die Hamoxygenase (HO) ist das geschwindigkeitslimitierende Enzym fur die
aquimolare  Konversion von Ham in Biliverdin, freies Eisen (Fe2+) und
Kohlenstoffmonoxid. Bisher wurden drei Subtypen identifiziert. Die
Hamoxygenase 1, auch als Hitzeschockprotein (HSP) 32 bekannt, gilt als
induzierbar; dagegen wird Hamoxygenase 2 konstitutiv gebildet. Die
Hamoxygenase 3 stellt einem verwandten, jedoch zum aktuellen Zeitpunkt noch
schlecht erforschten Subtypen dar. Unter physiologischen Bedingungen
exprimieren Gewebe von Saugetieren, insbesondere im Gehirn und in den
Testis, hautsachlich HO-2. Im Kontrast dazu wird unter physiologischen

Bedingungen die HO-1 nur in geringen Mengen gebildet.
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1.4.6.1. Das Biliverdinsystem

Biliverdin und Bilirubin leisten ebenfalls ihren Beitrag zu den protektiven
Effekten der HO-1. Die Evidenz hierfirr ist unstrittig °**°*. Es konnte an Ratten
in mehreren Versuchen durch exogene Zufuhr von Biliverdin oder Bilirubin
positive Effekte auf die Auspragung und Schwere verschiedener Erkrankungen
nachgewiesen werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen unter anderem
Ischamie und Reperfusion, OrganabstoRung und systemische Inflammation
durch Endotoxine. AuRerdem besteht eine umgekehrte Assoziation zwischen
erhbhten  Plasmabilirubinkonzentrationen und dem  Auftreten  von
Artherosklerose bei Menschen. Insbesondere Patienten mit dem Gilbert-
Syndrom, einem Gendefekt. Patienten mit Gilbertsyndrom sind gekennzeichnet
durch hohe Spiegel an unkonjugiertem Bilirubin. Diese Patienten sind gegen
diverse Erkrankungen geschutzt, bei welchen auch in anderen Untersuchungen
eine Protektion durch eine erhéhte Expression von HO-1 gezeigt werden
konnte. Dies scheint die Vermutung zu belegen, dass Bilirubin ein potentes
Antioxidans darstellt, welchem bei bestimmten Erkrankungen, insbesondere bei
der Atherosklerose und der systemischen Inflammation zum Beispiel durch
Ischdmie und Reperfusion eine wichtige Rolle zukommt. Eher Uberraschend
erscheint jedoch, dass die protektiven oder therapeutischen Effekte des
Bilirubins und des Biliverdins mit einer geringen Erhéhung des Bilirubinspiegels
auf das 2,5 bis dreifache vergesellschaftet ist. Eine wichtige Rolle fur die
protektiven Effekte des Biliverdin scheint die Biliverdinreduktase zu sein. Dieses
Enzym katalysiert die Konversion von Biliverdin zu Bilirubin. Durch die anti-
oxidative Wirkung von Bilirubin werden destruktive Prozesse und durch freies
Ham erzeugten oxidativen Stress reduziert. Somit kann die Progression oder

das Ausbrechen diverser Erkrankungen verhindert werden %,

1.4.6.2. Die Rolle des Kohlenstoffmonoxid (CO)

Kohlenstoffmonoxid (CO) ist ein farbloses, geruchsloses Gas, welches mit
hoher Affinitat an die Hamgruppen diverser Hammolekile bindet. Als Beispiel
sei an dieser Stelle das Hamoglobin genannt. Unter physiologischen

Bedingungen stellt CO jedoch ein essentielles Regulatormolekil dar, welches
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unter anderem inflammatorische Reaktionen des Organismus reguliert. In
verschiedenen Versuchen konnte eine deutliche Verbesserung des Outcome
durch CO im Rahmen systemischer inflammatorischer Prozesse gezeigt
werden.

In Saugetieren entsteht endogenes Kohlenstoffmonoxid hauptsachlich durch
die Degradation von Ham mittels der Hamoxygenase. In hohen Dosen ist
Kohlenstoffmonoxid aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitat zu Hamoglobin
und Myoglobin und der daraus resultierenden Minderversorgung der Gewebe
mit Sauerstoff toxisch. Demgegeniber wurden unter CO-Applikation, in erster
Linie durch Verbesserung der Mikrozirkulation, auch positive Effekte
beobachtet. Es wird gemutmalfdt, dass die Signaltransduktionswege von CO
ahnlich denen von NO den Stoffwechselweg der gelésten Guanylatcyclase
(sGC) - zyklische Guaninmonosphosphat (cGMP) involvieren. In der Tat
aktiviert CO die sGC und erhoht den intrazellularen cGMP-Spiegel, fuhrt zur
endothelabhangigen Vasodilatation und zur Inhibition der
Thrombozytenaggregation . Bei CO-Uberproduktion durch HO-1 konnte
Wakabayashi zeigen, dass der vaskuldre Widerstand, sowie der Tonus in den
Sinusoiden gesenkt wurde, wahrend die Gabe von Oxyhamoglobin, eines CO-
Fangers, zu einem signifikanten Anstieg des vaskuldren Widerstandes fiihrte
104" Bisherige Daten weisen darauf hin, dass durch CO vermittelte anti-
inflammatorische und anti-apoptotische Effekte durch eine Modulation des p38-
MAPK-Pathway und unabhangig von einer Aktivierung des sGC oder einer
cGMP Generierung sind % dennoch inhibiert exogenes CO die Expression von
pro-inflammarischen Cytokinen (TNF-o, IL-1, IL-6, MIP-1) und steigert die
Expression von IL-10 106197,

In einem Ex-vivo-Modell der Rattenleber konnte gezeigt werden, dass nach
einer kalten Ischamiezeit von 2h und einer Reperfusion mit supplementiertem
CO eine signifikante Reduktion des portalvendsen Widerstandes und einen
Anstieg der Gallenfliissigkeitsproduktion erzielt wurde %8,

Diese gunstigen Effekte korrelierten mit einer besseren Leberfunktion und

histologisch einem geringeren Leberzellschaden. Die CO vermittelten
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zytoprotektiven Effekte waren weder durch die Stickstoffmonoxidsynthase iINOS
noch cGMP vermittelt, aber p38-MAPK abhangig.

Durch Zugabe von Zinkprotoporphyrin (ZnPP), ein kompetitiver HO-1 Inhibitor,
konnte gezeigt werden, dass durch Zufuhr von exogenem CO derselbe
zytoprotektive Effekt bei Ischdmie und Reperfusion der Leber erreicht werden

kann, wie durch die endogene CO-Produktion.

Andere biologische Funktionen, welche mit CO in Verbindung gebracht werden,
wie z.B. anti-proliferative Effekte  werden durch denselben
Signaltransduktionsweg vermittelt. Unabhangig von der cGMP moduliert CO
das ansprechen von Makrophagen und Monozyten auf bakterielle
Lipopolysaccharide, so dass es auch anti-inflammatorisch wirksam ist'.
Weiterhin existieren cGMP-unabhangige zytoprotektive Effekte in vaskularen
Endothelzellen, sowie eine Downregulierung der Proliferation von glatten
Muskelzellen, welche ebenfalls cGMP unabhangig ist.

Die molekulare Basis fur die mannigfaltigen Effekte des CO liegen an seiner
Bindung an zweiwertige Metalle, wie z.B. Fe2+, welches unteranderem in der
Hamgruppe des Hamproteins vorhanden ist 1%°.

Neben cGMP und Cytochrome C-Oxidase scheint ein Hamprotein ein
terminaler Akzeptor der mitochondrialen Elektronentransportkette zu sein. Dies
soll zumindest teilweise eine Relevanz fiir die Effekte von CO haben %,

Die Exposition von nativen Makrophagen und Monocyten mit CO fiuhrt innerhalb
von Sekunden zur mitochondrialen Produktion von Sauerstoffradikalen ROS,
welche wiederum verschiedene Signaltransduktionswege, unter anderem der
p38 Familie der mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPKS), welche eine
zentrale Rolle der verschiedenen anti-inflammatorischen, zytoprotektiven und
anti-proliverativen Effekte des CO einnehmen. Wird die ROS-Produktion in
Monocyten und Makrophagen inhibiert, so verliert auch CO sein anti-
inflammatorisches Potential. Dies legt nahe, dass die anti-inflammatorischen
Effekte des CO, welche durch diesen Signaltransduktionsweg vermittelt

werden, eine groRe Bedeutung zukommt *%>12,
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Einzelheiten dieses Signaltransduktionsweges, welcher eine zentrale
Bedeutung zukommt, war bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen und

soll an dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt werden %913,

Ein weiterer Mechanismus, welcher unter Mitwirkung von CO die
Pathomechanismen verschiedener Erkrankungen vermindert, stellt die Bindung
von CO an das Fe2+ Molekil der prosthetischen Gruppe des Ham dar.
Dadurch wird eine Oxidation der Hamproteine verhindert und damit die Abgabe
von nicht kovalent gebundenem Ham vermindert. Somit kann der oxidative
Stress, der durch Bildung von freiem Ham erzeugt wird, reduziert werden und

somit die Progression von Erkrankungen letztendlich gesenkt werden 41>,

1.5. Karbonylierung

Die Karbonylierung stellt einen wichtigen Mechanismus in der Pathophysiologie
verschiedenster Erkrankungen dar. An dieser Stelle sind exemplarisch die
verminderte muskulére Kraft bei COPD-Patienten *'°, Schaden durch Diabetes

mellitus **’, Multiple Sklerose **®

, sowie bei chronischen Gefal3erkrankungen
119 chronisches Nierenversagen und Sepsis *?° zu nennen.

Chemisch betrachtet findet eine Karbonylierung hauptsachlich an den
Aminosauren Lysin, Argenin, Prolin und Threonin statt. Dabei werden,
kalatysiert durch Metalle, als Zwischenstufe Peroxide aktiviert. Im Falle von
Arginin, Lysin und gegebenenfalls Histidin handelt es sich nicht nur um eine
einfache Oxidation, sondern vielmehr missen mindestens eine oder mehrere
Stickstoffatome, &hnlich einer Schiffer-Reaktion, verschoben werden '*°. Bei
diesen Prozessen werden o,B-ungesattigte Aldehyde, Dialdehyde und
Ketoaldehyde unter Verbrauch der ROS an Proteine karbonyliert und fihren zu
einer Konformationsdnderung der Proteine und somit zu einer Einschrankung

oder gar zu einem Verlust ihrer Funktion 222,

Durch eine Depletion des Gluthathionsystems konnte im Gehirn von Ratten

eine erhohte Karbonylierungsrate der zytoskeletalen Proteine nachgewiesen
werden. Eine solche Depletion wird insbesondere mit Erkrankungen wie Morbus
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Alzheimer, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose in Verbindung gebracht.
Durch  Zugabe von Lipidperoxidasefangern, wie z.B.  Trolox®,
Kaffeesaurephenethylester (CAPE), und Butylhydroxytoluol (BHT) konnte eine

Reduktion der Karbonylierung beobachtet werden 18123124,

Den zugrunde liegenden Mechanismen obliegt dasselbe Prinzip. Die
betroffenen Zellen werden einem Ubermal an oxidativen Stress, meist durch
ROS, ausgesetzt. Neben anderen Proteinmodifikationen spielt die
Karbonylierung eine bedeutende, wenn nicht sogar die zentrale Rolle der
Zellantwort auf oxidativen Stress und die Induktion von Apoptose %1% diese
Reaktion scheint irreversibel zu sein und nur den Zweck einer

Proteindegradation zu verfolgen *?°*?7,

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit und Fragestellung:

Die Leber stellt eines der zentralen Organe wahrend SIRS und Sepsis dar. Das
Hamoxygenasesystem und seine Endprodukte Bilirubin, Fe2+ und CO spielen
fur die Auspragung der anti-inflammatorischen Prozesse eine zentrale Rolle.
Insbesondere der anti-inflammatorische Effekt von CO wurde bereits in
zahlreichen Publikationen belegt. Die vorliegende Arbeit klart die Frage, ob CO
seine Wirkung unter anderem Uber die Superoxiddismutasen erzielt.

Im zweiten Teil der Arbeit wird die Rolle der Mangansuperoxiddysmutase in
diesem Zusammenhang untersucht und verifiziert, ob eine Karbonylierung die

Aktivitat des Enzyms beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Versuchstiere

Mause sind derzeit die in der Forschung am haufigsten eingesetzte Spezies %%'%°,

In dieser Arbeit wurden als Tiermodell mannliche C57BL6 — Mause verwendet.
Dieser Inzuchtstamm gehért zu den am meisten verwendeten . Die
Versuchstiere waren zwischen 4 und 6 Wochen alt, mit einem Gewicht
zwischen 23 und 27 Gramm. Die Tiere wurden von der Firma Harlan
Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte
nach den aktuellen Richtlinien der Veterindrdmter unter kontrollierten
Bedingungen (22°C, 55% Luftfeuchtigkeit und einem 12 Stunden Tag- und
Nachtrhythmus. Der freie Zugang zu Wasser und standardisierter

Labornahrung, sowie Rickzugsmdéglichkeiten waren gewahrleistet.

2.1.1.1. Physiologische Werte der Maus

Die physiologischen Parameter der Maus differieren stark in der Literatur,

insbesondere zwischen Werten der anasthesierten und der wachen Tiere 12%13,

132

Grunde fur diese Vielfalt werden in der genetischen Vielfalt und dem

zirkadianen Rhythmus gesehen 33,

Das durchschnittliche Gewicht betragt bei der erwachsenen ménnlichen Maus
zwischen 20 — 40g 4. Sie erreichen ein durchschnittliches Lebensalter von 12
bis 36 Monaten.

Die empfohlene Umgebungstemperatur fir Mause liegt zwischen 24-25 °C.
Mause reagieren sehr empfindlich auf Verénderungen der

Umgebungsbedingungen **.

Die Herzfrequenz der Maus liegt zwischen 310 — 840 Schlage/Minute **°. Der
mittlere arterielle Blutdruck liegt bei 89 +/- 0,6 1*°. Die Atemfrequenz der Maus

wurde von Wiersemann et al. unter Isoflurannarkose mit 100 +/-0,9 /Minute
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beschrieben 3.

Insgesamt sind die Vitalparameter bei der Maus sehr variabel und von

verschiedensten Faktoren abhangig.

2.1.2. Reagenzien

Nachfolgend werden die verwendeten Reagenzien und Puffer, sowie deren

Zusammensetzung beschrieben.

Reagenz Hersteller

Isoflurane Fa. Abbott

Oxyblot Fa. Millepore

CRMP Porphyrin Products Inc., Logan, Utah, US
Hamin Porphyrin Products Inc., Logan, Utah, US
Methylenchlorid Sigma Chemical Co., Taufkirchen, Germany
CO Air Liquide, Krefeld, Germany

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien

Reagenz Dosierung
purifiziertes Wassser (ddH,0) 500ml
Natriumchlorid 8.3¢g
Kaliumchlorid 0.5¢g
HEPES-Puffer 2.4g

Adjustiert bei einem pH von 7.4
Adjustierung des Volume zu 1 Liter mit ddH,O gelagert bei 4°C
Tabelle 3: Verwendeter Perfussionspuffer
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Reagenz Dosierung
ddH,O 500m|
Natriumchlorid 3.99
Kaliumchlorid 0.5g
HEPES-Puffer 249
Kalziumchloriddihydrat 0.79

Adjustierung des pH bei 7.6

Adjustierung des Volumen zu 1 Liter mit ddH,O gelagert bei 4°C

Liberase Blendzyme 3 (23 ug/ml)

Rekonstitution mit 10 ml Digestions Puffer (auf Eis gelagert fur 10 min.)

Erstellung von Aliquots mit 214 pl, welche in 65 ml 37°C warmem Digestionspuffer eingebracht

werden.

Tabelle 4: Verwendeter Digestionspuffer

Reagenz Dosierung
ddH,0 500ml
Natriumchlorid 4.0g
Kaliumchlorid 0.4g
HEPES 7.29
Calcium Chloride Dihydrate 0.18g
Potassium Phosphate Monobasic 0.15¢g
Sodium Sulfate 0.1g
Magnesium Chlorid Hexahydrat 0.13¢g
TRICIN 6.59g
TES 6.99
Natriumhydroxid 2.1g

Adjustierung bei einem pH von 7.4

Adjustierung des Volume zu 1 Liter mit ddH,O Store at 4°C
Tabelle 5: Verwendeter Suspensions Puffer

Reagenz Dosierung
Aprotinin 10ul
Leupeptin 10ul
Pepstatin 20 ul
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 287 ul

wurden auf 1 ml mit 100% EtOH aufgefillt und in Teilproben a 100 pl verteilt.

Tabelle 6: Verwendeter Proteaseinhibitor Cocktail (2.4 pl/250 ul sample)
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2.2. Versuchsablauf

Die Méause wurden randomisiert und einer Versuchsgruppe zugeordnet (siehe
Tabelle 7). Im Anschluss wurden die Tiere gewogen. Nach 2 Stunden

Akklimatisierung erfolgte die Narkoseinduktion.

Gruppe Sham I/R
CoO CRMP CO + | HAm MC
CRMP
n 6 5 5 4 5 5 4

Tabelle 7: Aufteilung der randomisierten Versuchstiere auf die verschiedenen Versuchsgruppen

2.2.1. Narkosefiuihrung

Die Narkoseinduktion erfolgte inhalativ mit 1,0 Vol% Isoflurane Uber einen
Nasentrichter. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde 0,7 Vol% Isoflurane in

einem Luft/Sauerstoffgemisch (FiO2 30%) inhalativ appliziert.

2.2.2. Instrumentierung

Nach Testung der ausreichenden Narkosetiefe wurde die rechte Arteria carotis
interna freiprapariert und nach Schnittinzision ein Katheter eingefiihrt **”. Der
Arterielle Zugang wurde zur kontinuierlichen invasiven Blutdruckmessung, als
auch zur Infusion von 0,4 mi/h 0,9%iger Kochsalzlésung zur Aufrechterhaltung

eines normotensiven Blutdruckes verwendet.

2.2.3. Ischamie/Reperfusion

Die Oberschenkel der Hinterlaufe wurden rasiert und auf Hohe des Trochanter
major beidseits abgebunden. Die Ischamie wurde unter Aufrechterhaltung der
Inhalationsnarkose fir eine Stunde beibehalten. Nach einer Stunde wurden die
Ligaturen entfernt und die Narkose beendet. Die Versuchstiere wurden unter
erhalt von Normothermie zurlick in den Kéfig gesetzt. Zur Aufrechterhaltung von
Normovolamie wurde Natriumchloridlésung mit einer Infusionsrate von 0,1 ml/h

verabreicht. Den Versuchstieren wurde wahrend der dreistindigen
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Reperfusionsphase der freie Zugang zu Wasser und standardisierter
Labornahrung, sowie Ruckzugsmoglichkeiten ermdglicht.

Gemal der anfangs durchgefihrten Randomisierung (siehe Kap. 2.2) wurde
direkt zu Beginn der Reperfusionsphase der einen  Gruppe
Chrommesoporphyrin (CrMP), ein kompetitiver Inhibitor der HO-Aktivitat in einer
Dosierung von 2,5umol/kg Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Einer anderen
Gruppe wurde ebenfalls direkt zu Beginn der Reperfusionsphase Hamin, ein
Stimulator der HO-Induktion in einer Dosis von 10mg/kg Korpergewicht
intraperitoneal injiziert.

Einer weiteren Gruppe von Versuchstieren wurde zur Induktion der CO-Bildung
in der Leber Methylenchlorid (MC) in einer Konzentration von 5,8 pumol/kg
Korpergewicht per os zum Beginn der bilateralen Ischamie appliziert.
Methylenchlorid wird durch Cytochrome P-450 2E1 und Glutathion (GSH) in der
Leber zu CO metabolisiert.

Eine weitere Gruppe der I/R-Versuchstiere wurde wahrend der
Reperfusionsphase inhalativ CO zugefiihrt. Um dies zu erreichen, wurden die
Versuchstiere wahrend der gesamten Reperfusionsphase in einer luftdicht
verschlossenen Kunststoffkammer kontinuierlich einem Luft/Gas-Gemisch mit
einem Zusatz von CO (250ppm) exponiert. Die CO-Konzentration wurde
kontinuierlich durch einen CO-Analysator Uberwacht. Andere Versuchsgruppen

beinhalteten gleichzeitig verschiedene Versuchsschritte (Siehe Tabelle 7).

2.3. Methoden

2.3.1. Hemmung der Hdmoxygenase

Zur kompetitiven Hemmung der HAdmoxygenase wurde den Versuchstieren der
zugehorigen Gruppe eine, unter Lichtabschluss frisch zubereitete,
Zinkprotoporphyrinlésung in einer Dosierung von 2.5umol/kg Koérpergewicht in

die peritoneale Bauchhohle injiziert.
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2.3.2. In-vivo Fluoreszenzmikroskopie

Nach erneuter inhalativer Narkoseinduktion erfolgte eine rechtseitige
Oberbauchlaparotomie, sowie die Mobilisierung der Leber. Die Versuchstiere
wurden so auf dem Durchlichtmikroskop gelagert, dass der rechte Leberlappen
in einer warmen Kochsalzldsung zum Liegen kam. Zur Verhinderung von

Austrocknung wurde die Leber mit einer Klarsichtfolie bedeckt 3.

Dihydrorhodamin 123 wird in Kapitel 4.3 beschrieben. Zur in vivo
Quantifizierung kam das von Wood et al. beschriebene Verfahren zur
Anwendung **. GemaR dem Protokoll wurde zu Beginn der Reperfusionsphase
DHR (1mg/100mg KG, i.v.) injiziert. Die Analyse der Bildung von ROS via DHR-
123-Fluoreszens erfolgte offline per frame-by-frame Analyse unter Verwendung
von Meta Imaging Series Software (Vers.6.1; Universal Imaging Corp.,
Downington, PA, USA). Gain, Schwarzpunkt und Verstarkung waren bei allen

Versuchen identisch.

Im Anschluss an die Mikroskopie wurden die Tiere exsanguiniert und nach
Genickbruch in tiefer Narkose wurde den Versuchstieren die Leber und

Blutproben entnommen und zur weiteren Verarbeitung kryokonserviert.

2.3.3. Separierung der parenchymalen von den mikrovaskularen

Zellen

2.3.3.1. Verfahren nach Seglen

Die Separierung der Parenchymzellen erfolgte in Anlehnung an die Zwei-Schritt

Methode nach Seglen **.

Die Vena portae wurde mit einer ,Introcan Safty“ Venenverweilkanile 18G der
Firma Braun kanuliert und mit circa 30ml isotonischer Kochsalzlésung mit einer
Flussrate von 10ml/min gespilt, um die verbleibenden Blutbestandteile
auszuwaschen. Im Anschluss wurden sie bei 37°C mit circa 60 ml bei einer

Flussrate von 10ml/min Perfusionspuffer perfundiert und in einem weiteren
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Schritt dann ebenfalls mit 60ml Digestionspuffer unter Zusatz von Liberase bei
gleicher Flussrate und Temperatur perfundiert.

Die Leber wurde explantiert und mit circa 5ml eiskalter Suspensionspuffer in
eine Suspension uberfuhrt, indem die Gewebesticke fragmentiert und durch
ein Nylonnetz (MaschengréRe 100 um) gefiltert wurden. Der Filter wurde mit
10ml eiskaltem Suspensionspuffer nachgespult, so dass das entstehende

Suspensionsvolumen 15 ml betrug.

Das Filtrat wurde in 15ml konischen Eppendorf-Cups bei 50g drei Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt danach die vaskularen Zellen, wahrend
sich die parenchymalen Zellen im Zentrifugat befanden.

2.3.3.2. Separierung der parenchymalen Zellen

Die parenchymale Zellfraktion wurde in eiskaltem Suspensionspuffer
resuspendiert und erneut bei 50g fir 3min zentrifugiert. Im Anschluss wurde
das Zentrifugat in 500ml eiskaltem Suspensionspuffer unter Zugabe von
Proteaseinhibitor-Cocktail resuspendiert. Die Suspension wurde in einen

Microfugetube transferiert und mit flissigen Stickstoff bei -80°C kryokonserviert.

2.3.3.3. Separierung der mikrovaskularen Zellen

Der Uberstand, welcher die vaskularen Zellen beinhaltet wurde bei 600g und
4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert. Das
Zentrifugat wurde in 250ml eiskaltem Suspensionspuffer resuspendiert und
Proteaseinhibitor-Cocktail hinzugegeben. Die Suspension wurde in einen

Microfugetube transferiert und in flissigem Stickstoff bei -80°C kryokonserviert.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Zellen mit Hilfe eines Sonicators
(Anwendung von Ultraschall) auf Eis homogenisiert und im Anschluss bei 5000
RPM fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde asserviert und bei -80°C
in flissigem Stickstoff kryokonserviert.
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2.3.4. Laborchemische Parameter

Blutproben wurden durch Punktion des linken Ventrikels gewonnen. Die
Alaninaminitransferase (ALT) wurde nach standardisiertem enzymatischem

Verfahren bei 37°C im Zentrallabor bestimmt.

2.3.5. Quantitative Analyse der Sauerstoffradikale

Zur Bestimmung der ROS wurde das modifizierte Verfahren von Emmendorffer
angewendet **!. Hierbei wurde den Versuchstieren DHR injiziert.

DHR wird durch intrazellulare und extrazellulare Oxidantien, wie beispielsweise
Wasserstoffperoxid (H202), Superoxidanionen (O2") und Hydroxylradikalen
(OH) zu fluoreszierendem Rhodamin 123 oxidiert. Aufgrund seiner Bindung an
die innere Membran von Mitochondrien stellt durch die Oxidation von DHR-123
entstandenes Rhodamin-123 in Zellen eine stabile Verbindung dar *?. DHR-
123 wird wie zum Beispiel auch 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein (DCFH,), einer
anderen flureszierenden Substanz, durch ROS langsam oxidiert. Im Vergleich
zu anderen durch Oxidation fluoreszierende Substanzen zeigt DHR-123 jedoch

eine hohere Reaktivitat mit Carbonatradikalen (COs™) und Stickstoffmonoxid

(NO"), welche hauptsachlich wahrend oxidativem Stress gebildet werden **.

DHR-Fluoreszenz und somit ROS-Formationen sind in der gesamten Leber,
sowohl parenchymal, sinusoidal als auch in den Kupfferzellen nachweisbar.

Eine leichte Oxidation der DHR war in allen Versuchsgruppen nachweisbar.

2.3.6. Quantifizierung der Fettsdureoxidation durch Bestimmung

der Malondealdehyde

Das Ausmal’ der Lipidperoxidation wurde nach der Methode von Buege und
Aust unter Bestimmung des Gehaltes der Thiobarbituratsaure reaktiven
Substanz (TBARS) der Leber ***'** ermittelt. Malondialdehyd (MDA) stellt ein
Endprodukt des peroxidativen Abbaus von polyionischen Fettsauren dar. Das
Ergebnis wurde in nmol MDA/100 mg Lebergewebe ausgedriickt. Es wurden 3

Messungen durchgefuhrt und daraus der Durchschnittswert gebildet.
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2.3.7. Bestimmung von GSH und GSSG

Der Glutathiongehalt der Leber wurde getrennt fur das Gesamtgluthation (GSH)
als auch fur die Glutathiondisulfide (GSSG) im Leberhomogenisat bestimmt.
Hierzu wurde eine modifizierte Methode nach Tietze angewandt **°. Ein Aliquot
des Leberhomogenates wurde zu 10 mM in Kaliumphosphapuffer (KPP)
geléstem tN-Ethylmaleinimid (NEM) hinzugefiigt, ein anderes Aliquot wurde zu
0.01 N Salzsaure hinzugegeben. Die NEM-KPP Probe wurde zentrifugiert und
der Uberstand durch einen Cyg Filter gelassen, um freie NEM und NEM-GSH
Addukte zu gewinnen (Sep-Pak; Waters, Milford, MA, USA). Die HCL-Probe
wurde zentrifugiert und der Uberstand mit KPP verdiinnt. Alle Proben wurden in
dreifacher Ausfihrung bei 412 nm unter Verwendung von 5,5’-Dithiobis-2-
Nitrobenzoesaure detektiert. Alle Daten wurden in GSH-Aquivalenten

dargestellt.

2.3.8. Bestimmung der MnSOD

Sowohl in den parenchymalen, als auch in den nicht parenchymalen Zellen
wurde die MnSOD nachgewiesen. In einem ersten Schritt wurde via
Westernblot mit Hilfe des polyklonalen anti-MnSOD-Antikorpers (Upstate,
Biotechnology; 1:1000) die MnSOD quantitativ bestimmt. Die verwendeten
Membranen wurden dreimal gewaschen. Die immunreaktiven Proteine wurden
im Anschluss mit Hilfe eines Horseradish Peroxydase-konjugierten sekundaren
Antikorper detektiert und um eine Chemoillumineszenz erweitert.

In einem weiteren Schritt wurde die enzymatische Aktivitat der MnSOD
gemessen. Hierzu kam das von McCord beschriebene Verfahren zur
Anwendung '*". Hierbei wurden sowohl die hepatischen parenchymalen, als
auch die nicht parenchymalen Zellen zuerst vollstdndig in Losung gebracht. Im
nachsten Schritt mittels der Cytochrom C Reduktionsmethode in Anwesenheit
von 2nMol Kaliumcyanid extrahiert. Durch die Anwesenheit von Kaliumcyanid
wurde die CuzZnSOD und extrazellulare SOD inhibiert. Im né&chsten Schritt

wurde dann die Aktivitdt der MNSOD in nativem Aktivgel gemessen.
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2.3.9. Quantifizierung der Karbonylierung

Zum Nachweis der Karbonylierung wurde ein Oxyblot-Kit verwendet (OxyBlot;
Chemicon).

Es wurden jeweils 5ml jedes Testlysates auf 2 Tubes mit jeweils insgesamt
35ug transferiert. AnschlieRend wurden in jeden Tube 5ml SDS 12%
hinzugefigt und danach 10ml DNPH-L6sung dem einen Tube und 10ml der
Negativ-Kontrolle dem zweiten Tube hinzugefugt. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation fur 15 Minuten. Es erfolgte die Zugabe von 7,5ml der
Neutralisationslosung.

Die Samples wurden mit 4-12% TRIS-Gel bestlickt und DNP-derivatisierte
molekular Gewichtstandards wurden ebenfalls auf das Gel geladen. Die SDS-
Page wurde gestartet.

AnschlieBend wurden die Proteine vom Gel auf die Immobilon® PVDF-
Membran transferiert. Die Membranen wurden in Blockerpuffer unter Bewegung
fur eine Stunde inkubiert. Danach wurde der primére Antikérper in einer
Verdinnung von 1:150 mit Blockerpuffer hinzugefiigt. AnschlieRend erfolgte
eine einstlindige Inkubation unter permanenter Bewegung. Danach wurden die
Membranen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS-T) gewaschen.

Der sekundare Antikorper wurde verdinnt mit Blockerpuffer im Verhaltnis 1:300
hinzugefihrt und anschlielend unter permanenter Bewegung fiir eine Stunde
inkubiert. Die Membran wurde erneut mit PBS-T gewaschen. Danach wurde der

Grad der Karbonylierung mit Chemilumineszenz-Reagenz detektiert.

2.3.10. Messung der HO-Aktivitat

Zum Nachweis der Hamoxygenaseaktivitat in den Mikrosomen der Leber wurde

8 Die aus dem

die von Trakshel beschriebene Methode verwendet
Lebergewebe gewonnenen Mikrosomen wurden mit Lebercytosol der Maus als
Ausgangssubstanz der Biliverdinreduktase zu einem Reaktionsgemisch
vermengt. Die Bilirubinkonzentration wurde als Differenz des Absorbtionsgrades

bei 470 nm und 530 nm ermittelt.
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2.4. Graphische Darstellung und Statistik

Alle Graphen wurden mit den Programmen Excel (Microsoft) oder IBM SPSS
Statistics (IBM) erstellt.

Zur Berechnung von Signifikanzen wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.
Bei p < 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant angesehen (* = p < 0,05; **
=p<0,01).
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3. Ergebnisse

3.1. Oxidativer Stress:

Zur Bestimmung des oxidativen Stresses der verschiedenen Gruppen wurden
die freien Radikale mittels DHR-Fluoreszenz bestimmt. Um das Ausmald der
Zellschadigung zu quantifizieren wurde Malonaldehyd bestimmt. Malonaldehyd
ist ein Aldehyd, welches durch oxidative Schadigung durch Fettsdureoxidation
entsteht. Zur Bestimmung der intrazellularen Abwehrfahigkeit wurde das
Gluthationperoxidasesystem genutzt. Fur die Reaktion mit ROS wirkt Gluthation
als Cosubstrat und wird in Gluthationdisulfid umgewandelt. Ein Uberangebot
kann den Schaden durch Ischamie/Reperfusion nicht minimieren, jedoch wurde

durch I/R eine Verminderung des Gluthationsystems beobachtet *4°.

3.1.1. Intravitalmikroskopie

Zur Bestimmung des oxidativen Stresses wurde im Intravitalmikroskop die
DHR-Fluoreszenz bestimmt. Hierbei zeigte sich eine signifikant erhdhte
Fluoreszenz bei den I/R-Tieren. Durch Zugabe von CrMP, womit die
Hamoxygenase kompetetiv gehemmt wurde, wurde der oxidative Stress
nochmals erhoht. Dies konnte auch in der DHR-Fluoreszenz nachgewiesen
werden. Durch Inhalation von CO oder Injektion von MC konnte der oxidative
Stress auf das Niveau von Sham gesenkt werden. Durch Inhalation bzw.
Zugabe von MC ohne I/R konnte jedoch keine weitere Senkung des oxidativen

Stresses erreicht werden.
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Abbildung 2: Intravitalmikroskopische Visualisierung der DHR Fluoreszenz.
A= Sham; B=I/R; C=I/R + CrMP; D=I/R + Ham; E= I/IR + CO; F=I/R + MC
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Abbildung 3: Darstellung der Quantifizierten DHR-Fluoreszenz:

DHR-123 Fluoreszenz wurde genutzt, um ROS-Formationen zum einen zu visualisieren (Abbildung 2), als
auch zu Quantifizieren (Abbildung 3). Die DHR-Fluoreszenzwerte wurden gemittelt und als relative
Veréanderung der Intensitat zur Signalstarke der Sham-M&ause. Sham-Mause zeigten eine schwache
Grundfluoreszenz (IA), eine deutliche Zunahme der DHR-Fluoreszenz wurde bei I/R-Tieren (Ib)detektiert.
Die stérkste Fluoreszenz wurde durch additive Zugabe von CrMP erreicht. Durch Inhalation von CO (I e)

bzw. Applikation von MC (I f) wurden Fluoreszenzwerte unterhalb der Sham-Tiere gemessen. Die Daten
zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. * vs. Sham (p<0.01); # vs. I/R (p<0.02).

3.1.2. Fettsaureoxidation

Einer der éaltesten bekannten Mechanismen des Zellschadens durch ROS
besteht in der Oxidation von Lipiden der Zellmembran. Elektronenklau von
Lipiden in der Zellmembran und dadurch Zellschadigung. Die Kombination von
oxidativem Stress, Eisen und eine Verminderung von antioxidativen
Substanzen ist notwendig, um einen Zellschaden bei Hepatozyten zu bewirken.
Zur Bestimmung des Zellschadens wurde Malonaldehyd bestimmt. Es zeigte
sich eine signifikante Erhéhung der MDA im Vergleich zum Sham-Niveau

(p< 0.01). Durch kompetitive Hemmung des Hamoxygenasesystems mit CrMP
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kam es zu einem weiteren Anstieg der Lipidsaureoxidation. Durch die Zugabe
von Ham konnte eine Reduktion der MDA auf Sham-Niveau beobachtet
werden. Durch Inhalation von CO oder MC via Injektion wurde ebenfalls eine

Reduktion auf Sham-Niveau erzielt (p<0.03).
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Abbildung 4: Ischdmie/Reperfusion der Hinterldufe resultiert in einem signifikanten Anstieg der
Fettsaureperoxidation verglichen mit der Kontroll-, als auch der Sham-Gruppe.

Zusatzliche Inhalation von CO oder der Applikation von MC bei Tieren der
Ischamie-/Reperfusions-Gruppen ergab keinen signifikanten Unterschied der MDA-Spiegel. Die
gezeigten Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung. * vs. Sham (p<0.01); # vs. I/R
(p<0.02).

Um die Kompensationsmechanismen des Organismus zu eruieren wurde das
Verhdltnis von  Gluthation zu  Gluthationdisulfid  bestimmt.  Die
Gluthationperoxidase katalysiert die Reaktion von Peroxiden zu Wasser. Dabei
wirkt reduziertes Gluthation als Elektronendonor und wird zu Gluthationdisulfid
oxidiert.

Bei der absoluten Menge an GSH und GSSG konnte eine signifikante
Reduktion der I/R-Tiere gegentber den Sham-Tieren gezeigt werden (p<0.01).
Durch Zugabe von Ham zeigte sich eine signifikant geringere Reduktion von
GSH/GSSG. Durch Applikation von CO/MC konnte eine Regeneration auf
Sham-Niveau erreicht werden (p<0.03). Vergleicht man die Veranderung durch
die Zugabe von Ham mit den Effekten durch CO/MC so zeigt sich eine
signifikant geringere GSH/GSSG Menge bei der Ham-Gruppe (p<0.04).
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Betrachtet man die GSSG als absolute Zahl und als Indikator des oxidierten
GSH und somit als Nachweis von oxidativem Stress, so konnte gezeigt werden,
dass durch I/R eine signifikante Erhéhung der GSSG erreicht wurde. Durch
Zugabe von CRMP ergaben sich die hochsten GSSG-Spiegel (p< 0.01). Durch
Applikation von Ham wurde eine signifikant geringere GSSG-Konzentration
gemessen (p< 0.03). Im Vergleich hierzu war in der CO und der MC Gruppe die
GSSG-Konzentration nochmals signifikant erniedrigt (p<0.04).

Zusammenfassend zeigt sich durch I/R eine signifikante Erniedrigung des
GSH/GSSG Systems. Diese Effekte konnen durch Ham teilweise und durch die
Applikation von CO vollstandig aufgehoben werden. Die reduzierte Menge an
GSH/GSSG steht im Gegensatz zur relativen Erhdhung der GSSG. Dies ist ein

Ausdruck des oxidativen Stresses.
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Abbildung 5: Ischamie/Reperfusion fihrt zu einer signifikanten Reduktion des hepatischen
Gesamtmenge an GSH+GSSG und zu einem signifikanten Anstieg von GSSG im Vergleich zu den
Sham-Tieren.

Durch zusétzliche Inhalation von CO oder der Applikation von MC zeigte sich in diesen Gruppe ein
GSH und GSSG Menge wie bei den Sham-Tieren. Diese waren auch signifikant unterschiedlich zu
den Werten der Ischdmie/Reperfusionsgruppe mit zusétzlicher Applikation von Hamin. Die Daten
zeigen den Mittelwert mit Standardabweichung. *vs. Sham-Tiere (p<0.02); # vs. I/R (p<0.02); 8 vs.
I/R+Hamin (p<0.03).

3.2. MnSOD

Zur Untersuchung der MnSOD wurden die Zellen nach dem modifizierten
Verfahren nach Seglen zu erst in parenchymale und nicht parenchymale Zellen
getrennt. Somit ist es moglich die sinusoidalen Endothelzellen separat zu

untersuchen.
In einem nachsten Schritt wurde separat fur die parenchymalen Zellen die

Aktivitat bestimmt. Es konnten keine signifikante Verdnderungen der MnSOD-

Aktivitaten zwischen den Sham und den I/R-Gruppen nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den sinusoidalen Endothelzellen eine
signifikante Reduktion der MnSOD-Aktivitat bei den I/R-Tieren. Durch
Applikation von CO/MC konnte eine Erholung der MnSOD-Aktivitat auf Sham-
Niveau erreicht werden. Interessanterweise zeigte sich in den Kontrollgruppen
der Sham-Tiere, welche auch eine CO-Applikation erhalten haben, keine

Veranderung gegenuber Sham- und I/R+CO-Tieren.
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Abbildung 6 Darstellung der MNnSOD Aktivitat. Unter Applikation von CO zeigt sich eine Erholung
der MnSOD Aktivitat auf Sham-Niveau
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3.3. Karbonylierung

In einem weiteren Schritt wurde mittels Oxyblot die Karbonylierungsrate der
MnSOD bestimmt.

I/R+MC
I/R+MC
MnSOD Ctrl

Sham
Sham

MnSOD Ctrl
I/R
I/R

I/R+MC
I/R+MC

E E
T ©
c o
v own

I/R
I/R

25 kDa —>

MnSOD Western OxyBlot for Carbonylation

Abbildung 7 Darstellung der Karbonylierung.

Es zeigte sich eine signifikant hohere Karbonylierung bei den I/R-Gruppen. Um
die Unterschiede der MNSOD-Menge zwischen den verschiedenen Gruppen zu
vermindern wurde das Verhdltnis von karbonyliertem zur Gesamtmenge der
MnSOD bestimmt. So zeigte sich eine deutliche Verschiebung zur
karbonylierten MnSOD bei den I/R-Tieren. Durch die Inhalation von CO oder die
Infusion von MC konnte das gleiche Verhéltnis von karbonyliertem MnSOD zur

Gesamtmenge an MnSOD gemessen werden wie bei der Sham-Gruppe.
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Abbildung 8 Verhéltnis der Karbonylierten zur gesamten MnSOD
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4. Diskussion

Die Leber stellt eines der zentralen Organe in der Immunantwort des
Organismus in der systemischen Inflammation dar. Tritt ein Leberversagen auf,
so verschlechtert sich die Prognose insbesondere des Intensivpatienten
dramatisch **°.

Reaktive  Sauerstoffmetabolite  stellen fur die Pathophysiologie der
inflammatorischen  Leberdysfunktion  wichtige  Zytotoxine als auch
Signalmediatoren dar. Vielfaltige zellulare und molekulare Ursachen gelten als
ursachlich fur die Bildung von ROS im Rahmen der systemischen Inflammation.
Neben Kupfferzellen, Neutrophilen Granulozyten, Hepatozyten, Endothelzellen
und Mitochondrien gelten die Xanthinoxidase, NAD(P)H-Oxidase und die

Myeloperoxidase als ursachlich 4243151153,

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Mangansuperoxiddismutase in
der Antwort der Zelle auf eine systemische Inflammation untersucht. Von
besonderem Interesse waren in diesem Zusammenhang die unterschiedlichen
Antworten auf eine systemische Inflammation der Endothelzellen der Leber. Die
LSEC nehmen eine wichtige Rolle in der Abwehr der systemischen
Inflammation der Leber ein und ihre Antworten unterscheiden sich von den
anderen Zelltypen der Leber. Die Rolle der Kupferzellen als gewebsstandige
Makrophagen und Sauerstoffradikalbilder zur Phagozytose, so wie deren
protektive Effekte waren Gegenstand vieler Arbeiten und wurden in der

vorliegenden Arbeit nicht naher untersucht 3341%4155

4.1. Isch&dmie-Reperfusions-Modell

Das in dieser Arbeit verwendete normotensive Mausmodel der frihen
systemischen Inflammation durch Ischamie/Reperfusion ist etabliert und wurde

3415618 - pas  verwendete

schon in zahlreichen Versuchen angewandt
Ischamie/Reperfusionsmodell durch Torniquets der Hinterlaufe zeigt einen zum

SIRS vergleichbaren Verlauf 3719619,
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Zum engmaschigen Monitoring des Blutdruck, sowie der Herzfrequenz wurde
mikrochirurgisch eine arterielle Kantle in die Arteria carotis interna platziert. Zur
Aufrechterhaltung der Normotension wurde isotonische Natriumchloridlésung
kontinuierlich mit einer Rate von 0,4ml/h infundiert. Dieses Prozedere gilt als

etabliert und wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben °616°,

Zur Bestatigung des Modells wurde sowohl der oxidative Stress, die
Zellschadigung als auch die Wirkung auf ein anti-oxidatives System untersucht.
Frihere Untersuchungen der isolierten Rattenleber konnten nur einen geringen
Anstieg des oxidativen Stress zeigen, der hochste oxidative Stress wurde mit
kalter Ischamie erreicht 12, Diesen Arbeiten ist gemeinsam, dass sie als
direkten Ausldser der Zellschadigung nicht den oxidativen Stress als alleinigen
Grund ansehen, sondern eher als Ausloser einer inflammatorischen
Zellschadigung. Im heutigen Verstandnis der Zellschadigung durch oxidativen
Stress steht neben der direkten Schadigung der Zelle und deren Bestandteile
durch ROS die Signalinduktion und Steuerung von inflammatorischen
Prozessen im Mittelpunkt. Es gibt eine zunehmende Evidenz, dass
insbesondere Kupfferzellen und aktivierte Monozyten und neutrophile

Granulozyten potente Generatoren von ROS darstellen 4.

In der vorliegenden Arbeit wurden erhthte Malanthoinspiegel, eine erhéhte
DHR-Fluoreszenz und eine Verdnderung des GSH/GSSG Verhéltnisses
beobachtet. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen

vorangegangener Arbeiten *°.

Die Schadigung durch Ischamie/Reperfusion spielt sich in den ersten Stunden
nach Reperfusion ab. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die Apoptose. Dieser
energieabhangige Prozess ist, wenn der Zellschaden groRer als die
vorhandenen Reparaturmechanismen ist, jedoch nicht schwerwiegend genug,
um Nekrosen zu induzieren, welche per definitionem einen Zellschaden
darstellen, der zu einem kompletten Verlust der Zellfunktion fihrt. Stammberger

konnte im Rattenmodell nach einer 18-stindigen kalten Ischamie mit
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darauffolgender orthotoper Lungentransplantation eine signifikant hohere
Apoptoserate bei Pneumozyten Typ Il beobachten. Die Anzahl der
Apoptosezahl fiel im zeitlichen Verlauf immer weiter ab. Dies wurde mit der
durchschnittlichen Apoptosezeit von 120 Minuten erklart; und daraus
geschlossen, dass Apoptose in der frihen Phase der Noxe entsteht '3
Ungeklart bleibt jedoch das Verhalten der Apoptose bei persistierenden Noxen
wie SIRS und Sepsis. Apoptose wurde fir diverse Organe nach Ischamie und
Reperfusion nachgewiesen. All diesen Arbeiten ist gemeinsam, dass die
hochste Apoptoserate in der Friihphase der Noxe auftraten **#*°®. |In unserem
Modell folgte auf eine Stunde Ischamie eine Reperfusionszeit von drei Stunden.
Dieses Schema wurde bereits in anderen Arbeiten etabliert *°*°¢167168 pje
Isch&miezeiten in der Literatur schwanken zwischen 30 Minuten und vier
Stunden; die Reperfusionszeiten zwischen 1 Stunde und 24 Stunden %9172,
Durch die eher kurze Reperfusionszeit in der vorliegenden Arbeit wird
bezugnehmend auf die vorherigen Ausfihrungen die Frihphase der
Schadigung durch Ischamie und Reperfusion erfasst. Das verwendete Modell
liefert keine Aussage Uber Langzeitschaden an der Leber. Eine langfristige
Schéadigung durch ROS kann somit weder beobachtet noch ausgeschlossen
werden. Wie bereits ausgefuhrt findet die grofdte Schadigung wahrend der
Frihphase, innerhalb der ersten Stunden der Reperfusion statt. Daher
erscheint die gewahlte Observationszeit zur Beantwortung der Fragestellung

ausreichend.

4.2. Malondialdehyd

Malondialdehyd ist ein Abbauprodukt der Fettsdureoxidation und wird vermehrt
durch oxidativen Stress gebildet. Malondialdehyd ist somit ein Indikator flr die
Zellschadigung durch verschiedene Noxen, wie z.B. chronische Erkrankungen,
Sepsis, Ischamie und Reperfusionsschaden 3174,

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Erh6hung der MDA nach I/R
gegenuber der Sham-Gruppe beobachtet. Dieses Ergebnis wurde bereits in

zahlreichen Studien beobachtet *’*. Unter Applikation von CrMP und somit der
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selektiven Hemmung der Hamoxygenase zusétzlich zur Ischamie, zeigten sich

die hochsten MDA-Plasmaspiegel.

4.3. DHR-Fluoreszenz

Die Umwandlung von Dihydrorhodaminl23 in das fluoreszierdende Rodamin
123 gilt als Nachweisverfahren fur Superoxide. Durch Oxidation von DHR unter
Katalyse von Peroxidasen und Superoxiddismutasen entsteht das
fluoreszierende Rhodamin 123, welches entweder in einer
Mikrozytofluorometrie oder mittels Durchsichtmikroskopie nachgewiesen
werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie und speziellen Filtersystemen die DHR-Fluoreszenz
bestimmt. DHR wurde verwendet um die ROS-Bildung in der Leber
nachzuweisen. DHR-123 wird sowohl durch intrazellulare als auch
extrazellulare ROS, wie z.B. H:O: und  Superoxidanionen wie Oz in
fluoreszierendes Rhodamin-123 oxidiert. Da Rhodamin-123 an die innere
Membran der Mitochondrien bindet, sind alle durch Oxidation aus DHR-123
gebildeten Rhodamin-123 Formationen in Zellen stabil *2. Ahnlich anderen
fluoreszierenden Reagenzien wie zum Beispiel 2’7’ Dichlorohydrofluorescein
(DCFHz) wird DHR-123 langsam durch ROS oxidiert. DHR-123 zeigt jedoch
eine hohere Reaktivitat zu Carbonat- (CO3") und Nitratradikalen (NO°), welche
hauptsachlich unter oxidativem Stress gebildet werden **.

Es konnte durch I/R eine signifikante Erhohung der DHR-Fluoreszenz
gemessen werden. Durch die kompetitive Hemmung der HO durch CRMP
wurde die héchste DHR-Fluoreszenz ermittelt. Diese Ergebnisse korrelieren mit
den obengenannten Arbeiten. Aul3erdem stellt H,O, das Endprodukt der durch
Superoxiddismutasen katalysierten Reaktion von ROS dar ****">. In friiheren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Biliverdin und Bilirubin, welche
durch die HO-Aktivitat entstehen, anti-oxidative Eigenschaften besitzen %%,
Bilirubin kann die oxidative Schadigung durch H,O, *"®, Peroxynitrate *’” und

178

Peroxylradikale reduzieren. Der verminderte ROS-Nachweis im in-vivo

Modell nach der Induktion von HO kdnnte aufgrund des erhéhten CO und/oder
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einer erhohten Biliverdinproduktion erklarbar sein. Jedoch ist in der
vorliegenden Arbeit durch die gleichzeitige Inhibition der HO-Aktivitat und der
inhalativen bzw. der oralen Applikation von CO DHR-Fluoreszenzwerten ahnlich
derer der Sham-Gruppe gezeigt worden. Dies legt nahe, dass in diesem Modell
der systemischen Inflammation Biliverdin/Bilirubin keinen ausreichenden Schutz
gegen den oxidativen Schaden durch ROS-Formationen darstellt.

4.4. GSH/GSSG

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Erniedrigung der
GSH/GSSG-Menge in den Leberzellen nachgewiesen werden. Durch die
Freisetzung von ROS aus Kupferzellen wird die Freisetzung von GSH aus den
Hepatozyten, induziert und damit ein Sauerstoffradikalfanger hochreguliert. Es
kommt zum Efflux von GSH aus den Hepatozyten und folglich zu einer
Reduktion der intrazellularen GSH. Ebenso wurde eine Erhdhung des GSSG-
Spiegels in den Leberzellen nachgewiesen. Diese Ergebnisse werden durch
mehrere Arbeiten bestarkt *°1"9'®  Neben den extrazellularen Effekten der
GSH spielen auch intrazellulare Effekte eine Rolle und das endstehende GSSG
wird Uber die Gallenwege oder im Plasma abtransportiert. Durch Behandlung
mit CO konnten die vorbestehenden GSH/GSSG-Spiegel wiederhergestellt
werden. Glutathion stellt einen wichtigen intrazellularen Abwehrmechanismus
gegen ROS dar. Jaeschke et al. zeigten das Mause mit einem
Glutathionperoxidasemangel anfélliger gegen eine durch neutrophile
Granulozyten induzierte Schadigung sind *"8. Jedoch erlauben die Ergebnisse
dieser Studie keine Rickschlisse auf die Mechanismen der Veranderungen
von GSH/GSSG-Spiegeln.

4.5. CO hat anti-inflammatorische Effekte

Die Dosierung des CO in dieser Arbeit lag mit 250ppm im Bereich vieler
anderer Arbeiten, jedoch wurden auch Dosierungen in Arbeiten von 15ppm bis
zu 10.000 ppm beschrieben *’.

51



Die anti-inflammatorischen Effekte der Hamoxygenase wurde in verschiedenen
Untersuchungen bestétigt 137181182 Durch eine Blockade der Hamoxygenase
kommt es zu einem Anstieg der Hamkonzentration im Organismus und somit zu
einer verstarkten Bildung von ROS. Neben dem Bilirubinsystem spielt CO eine

wesentliche Rolle der anti-inflammatorischen Effekte der HO %1%,

Die Effekte von CO im Organismus sind mannigfaltig. Unter anderem konnte
auch die Abhangigkeit der CO Wirkung von der Anwesenheit von NO
nachgewiesen werden. So wurde im Mausmodell eine Verminderung der
Apoptoserate bei durch TNFo induzierter Zellschadigung von Hepatozyten
durch CO beobachtet, dies galt jedoch nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von
nuklearem Faktor kappa B (NF-kB) und einer erhdhten Expression von NO 83
Fur die Endothelzellen der Lunge konnte gezeigt werden, dass die
zytoprotektiven Effekte des CO p38-MAPK und Kaspase vermittelt sind. Diese
Arbeit konnte auch zeigen, dass diese Effekte ohne Anwesenheit von NO oder
cGMP vorhanden sind '*’. Denselben Effekt konnte auch Amersi im kalten
Ischamiemodell der Rattenleber zeigen %,

Srisook et al. zeigten das CO von vermehrter HO-Aktivitat und vom CO-
releasing Molekil (CORM) die Bildung von ROS in LPS-stimulierten
Makrophagen durch verminderte Nox-Aktivitat inhibiert ***. In unserem Modell
wird der oxidative Stress teilweise durch Nox-abhangige Generierung von ROS
und von Neutrophilen abgeleitete MPO !2°. Daher scheint die beobachtete
Reduktion der Bildung von ROS in der Leber ein Resultat der Inhibierung von
Nox zu sein. In unserem Modell der systemischen Inflammation dirften CO-
Effekte auf verschiedenste Signalwege der ROS-Bildung beeinflussen. Jedoch
zeigen unsere Daten das CO im Rahmen der systemischen Inflammation,
unabhangig von Hamoxygenasesystem, die ROS-Bildung vermindert und somit

das Uberleben der Zellen verbessert und damit die Organschadigung reduziert.
Die protektiven Effekte des Kohlenstoffmonoxids in der systemischen

Inflammation wurde in vielen Untersuchungen bestatigt. So wurde durch

Kohlenstoffmonoxid eine verminderte Apoptose nachgewiesen %, Bei
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Krankheitsbildern, welche mit einem erhohten Grad an Inflammation
einhergehen, konnte gezeigt werden, dass in der Exspirationsluft eine erhdhte

CO-Konzentration nachweisbar ist *®’.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit korrelieren mit den Ergebnissen der
obengenannten Untersuchungen. Durch CO konnte eine Verminderung der
MDA-Menge und somit der Fettsdureoxidation nachgewiesen werden,
aulBerdem zeigte sich durch CO eine Reduktion der GSSG/GSH-Spiegel auf
Sham-Niveau und eine Reduktion der DHR-Fluoreszenz. Dies wurde bereits in

mehreren anderen Arbeiten nachgewiesen 07171188,

Die protektiven Effekte der Hamoxygenase und deren Abbauprodukte CO,
Biliverdin und Eisen waren Gegenstand vieler Untersuchungen #%%°  zur
selektiven Untersuchung der Effekte von CO wurde in einer Versuchsgruppe
mit  Zn(l)-Protoporphyrin  die = Hamoxygenase kompetitiv. = gehemmt.
Nebeneffekte durch das Biliverdinsystem wurden somit weitestgehend
ausgeschaltet. Diese Methode wurde bereits in mehreren Arbeiten beschrieben
181191 'Nakao konnte durch zeitgleiche Applikation von CO und Biliverdin einen
Synergieeffekt der beiden HO abhangigen Systeme nach kalter Ischamie bei

% In dieser

Herz- und Nierentransplantation im Rattenmodell nachweisen
Gruppe zeigt sich der groéf3te oxidative Stress. Durch Applikation von CO konnte
dieser signifikant reduziert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Arbeiten von Suematsu und Wang 8-,

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation von CO
die Generierung von ROS in der Leber wahrend der systemischen Inflammation

reduziert wird. Dieser Effekt ist unabhangig vom Biliverdinsystem.
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4.6. Die Rolle der Mangansuperoxiddismutase

4.6.1. Die Aktivitat der MnSOD ist nur in den sinusoidalen Zellen

erniedrig

Die MnSOD kommt sowohl in den parenchymalen als auch in den nicht
parenchymalen Zellen vor. Die vorliegende Arbeit zeigte jedoch nur fir die

sinusoidalen Zellen eine verminderte MnSOD-Aktivitat.

Die vorliegende Arbeit konnte keine signifikante Veranderung der MnSOD-
Menge in den parenchymalen, als auch in den LSEC nachweisen. Dies steht im
Gegensatz zu anderen Arbeiten in welchen eine Hochregulierung der MNnSOD
beobachtet wurde.

Fur chronischen Stress konnte Filipovic eine vergrof3erte Menge der MNnSOD
nachweisen. In der selben Arbeit untersuchte er jedoch auch den Einfluss durch
akuten Stress und konnte eine Erniedrigung der MnSOD nachweisen und
folgerte daraus, dass akuter und chronischer Stress differenziert betrachtet
werden miissen *°2. Wang konnte bei Patienten mit chronischer Tonsillitis eine
signifikante Erniedrigung der MnSOD-Aktivitat, sowie eine Erhéhung der MDA
nachweisen. Durch Entfernung der Noxe via Tonsillektomie konnte er eine
Normalisierung der MnSOD-Aktivitdt und der MDA-Spiegel im Plasma

nachweisen.

Die MnSOD ist ein wichtiges Enzymsystem zum Schutz des Organismus vor

88193 Eine Uberexpression von MnSOD fiihrt im

oxidativem Stress
Maustiermodell zu einer Reduktion des Infarktareals nach kardialer
Ischamie/Reperfusion '°*. Die MnSOD ist auch maRgeblich in der
Signaltransduktion notwendig. Eine Verminderung der MnSOD in knockout-

Méusen fiihrt zu einer geringeren Reagibilitat des GefaRtonus 1.
Durch eine Uberexpression der MnSOD kommt es bei einer danach

einsetzenden Ischamie-Reperfusion zu einem verminderten Infarktareal und

einem geringeren LDH-Anstieg als bei Wildtypmausen 4.

54



Alle diese Arbeiten zeigen unter akutem oxidativen Stress eine Verminderung
der MnSOD-AKktivitat.

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch nur fur die LSEC eine verminderte
Aktivitat der MnSOD nachgewiesen werden. Dies wird durch eine Arbeit von
Cheluvappa gestutzt. Durch die Applikation von Pyocyanin, einem der
Virulenzfaktoren von Pseudomonas aerigunosa, wurde in jener Arbeit eine
vermehrte Menge an ROS produziert. Im Rattenmodell konnte er eine
signifikante Schadigung der LSEC feststellen, welche jedoch nicht mit einer

19 In mehreren Studien

Schéadigung der Leberparenchymzellen einherging
wurde bereits auf die hohe Sensitivitat der LSEC auf Noxen hingewiesen.
Mogliche Erklarungsansatze liegen in der exponierten Lage der LSEC in der

Leber, zum anderen kdnnte auch die Dauer der Exposition eine Rolle spielen.

Die unterschiedliche Auspragung des Einflusses der Inaktivierung der MnSOD
durch ROS erscheint Uberraschend, unterstreicht jedoch die Sonderstellung der
Endothelzellen im Organismus. In der vorliegenden Arbeit wurde oxidativer
Stress durch Ischamie/Reperfusion erzeugt. Rauen et al. konnte am Zellmodell
eine deutliche Reduktion der Apoptoserate, welche durch oxidativen Stress
verursacht wurde, in LSEC durch Metallchelatoren zeigen, wahrend in den
Hepatozyten der selbe Effekt auch durch andere anti-oxidative Systeme

erreicht werden konnte %7,

Aufgrund unserer Ergebnisse und anderer
vorangegangener Arbeiten muss in der Antwort und der Resistenz auf eine
systemmische Inflammation, zwischen der auslésenden Noxe und dem
betroffenen Zelltyp unterschieden werden. Die genauen Mechanismen wurden
in der vorliegenden Arbeit nicht geklart und sollen Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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4.7. Karbonylierung

4.7.1. Durch I/R wird die Karbonylierung der MnSOD erhdht.

Karbonylierung stellt einen weitverbreiteten Mechanismus des Organismus als

Reaktion auf oxidativen Stress dar %,

Mdogliche Carbonylgruppen, die
sogenannten reaktiven Karbonyl-Spezies (RCS), welche z.B. durch die
Oxidation von ungesattigten Fettsauren entstehen, stammen aus Produkten der
Fettsdureoxidation. Die wichtigsten sind die o, ungesattigten Aldehyde, wie
beispielsweise 4-HNE, 4-ONE und Acrolein, sowie die Dialdehyde, wie z.B.

Malonaldehyde %

. In der vorliegenden Arbeit konnte nach I/R eine erhohte
Menge an Malonaldehyde nachgewiesen werden. Diese korreliert mit der

Erh6hung der Karbonylierung der MnSOD.

Eine Vielzahl an anti-oxidativen Enzymen und Proteinen sind mit der Funktion
der Elimination von reaktiven Produkten der Fettperoxidation und somit der
Vermeidung der Entstehung von reaktiven Aldehydgruppen betraut. Dies sind
beispielsweise Peroxide, wie die Gluthationperoxidase **°. In der vorliegenden
Arbeit wurde in den |I/R Gruppen eine signifikante Depletion des
Gluthationsystems  beobachtet. Dies korreliert negativ mit einer erhdhten
Karbonylierung in dieser Gruppe. In der Ham-Gruppe wurde dies teilweise

aufgehoben.

Wahrend die Menge an MnSOD in allen untersuchten Gruppen gleich war,
konnte in der I/R-Gruppe und insbesondere in der I/R + CrMP-Gruppe eine
signifikante Reduktion der MnSOD-Aktivitdt beobachtet werden. Die
verminderte Aktivitdt von Peroxidasen und Superoxiddismutasen, sowie der
Katalase verursacht durch oxidativen Stress durch Metallproteine wurde in

verschiedenen Arbeiten bereits beschrieben 2°%2°1,

Durch die signifikante
Erniedrigung der I/R + CrMP-Gruppe gegenuber der I/R-Gruppe ergeben sich
Hinweise auf eine Einflussnahme des Hamoxigenasesystems auf den Grad der

Karbonylierung.
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4.7.2. Durch die Applikation von CO wird die Karbonylierung der
MnSOD reduziert.

Durch die Applikation von CO, sowohl per inhalationem als auch via Injektion
von MC, entsprach der Karbonylierungsgrad der MnSOD demjenigen der
Sham-Gruppe. Dies korrelierte negativ mit der erhéhten GSH/GSSG-Menge,
der DHR-Fluoreszenz und der MDA.

Karbonylierung spielt bei Alterungsprozessen eine zentrale Rolle. Barreiro
konnte bei COPD Patienten eine erhgohte Karbonylierung der Kreatininkinase in
der Muskulatur nachweisen °. Als Ursache der erhéhten Karbonylierung

wurde auch in dieser Arbeit oxidativer Stress postuliert.

Karbonylierung schien lange Zeit ein irreversibler Prozess zu sein, welcher
zwangslaufig in die Apotose fuhrt. Dies erklart den progressiven Verlauf vieler
chronischer Erkrankungen. Wong konnte jedoch an glatten GefaBmuskelzellen
zeigen, dass auch eine durch Endothelin-1 vermittelte Dekarbonylierung
existiert. Diese wird durch die Inhibierung der Thiorinreduktase supprimiert
202203 Op dieser Mechanismus auch fiir die Dekarbonylierung der MnSOD im
I/R-Modell verantwortlich ist, konnte bisher nicht geklart werden. Oben
genannter Mechanismus wurde bisher nur fur Proteine der glatten

GefalBmuskulatur der pulmonalen Strombahn nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht ob, die gemessene
Verminderung der Karbonylierung durch eine Protektion der MnSOD vor

Karbonylierung oder durch eine Dekarbonylierung entsteht.

Karbonylierung stellt einen Prozess im Organismus dar, welcher als Vorstufe
zur Apoptose gesehen werden kann. In zahlreichen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass durch die Applikation von exogenem CO bzw. durch die
Uberexpression der HO-1, als wichtigstes CO produzierendes System, eine
signifikante Reduktion der Apoptose wahrend bzw. nach systemischer

Inflammation erreicht werden konnte. Der genaue Mechanismus dieser
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Tatsache blieb bisher ungeklart. Eine Verminderung von IL-6 und TNFa wurde
im Zusammenhang mit CO-Inhalation nach hyperoxischer Lungenschadigung
beobachtet. Die Modulation dieser Molekile und der MAPkinase scheinen eine

wesentliche Rolle fiur die antiinflammatorischen Effekte von CO zu spielen
204,205

Die Reduktion von Karbonylierung wurde bereits fir das Zytoskelett des
Gehirnes beschrieben. Bizzero konnte zeigen, dass durch Applikation von
klassischen Radikalfangern der Fettsaureoxidation, wie Trolox,
Kaffeesaurephenethylester (CAPE), und Butylhydroxytoluol (BHT) eine
Reduktion der Karbonylierung erreicht werden konnte. Interessanter Weise
konnte jedoch fur BHT nur eine Reduktion der Carbonylierung und der
Lipidperoxidation der Cytoskeletalen Proteine jedoch nicht der loslichen
Proteine zeigen. In pull-down Experimenten konnten Beta-actin und
Alpha/Beta-tubulin als Hauptangriffsorte der Karbonylierung unter GSH
Depletion ausgemacht werden *?3. Zheng wiederum zeigt an GSH depletierten
Rattengehirnen, dass klassische Fanger der Reaktiven Carbonyl Spezies
(RCS), wie Methoxylamine, Aminoguanidine, Pyridoxamine, Carnosine, Taurine
und z-Histidinhydrazide keine Verminderung der Carbonylierungsrate erzielten.
Eine Ausnahme davon bildeten die Hydralazine. Er schlussfolgerte daraus,
dass stabile Fettsaureverbindungen keinen Einfluss auf die Karbonylierung

haben 2.

4.8. Vergleich mit chronischer Inflammation
Eine typische chronische Erkrankung der Leber ist die Leberzirrhose. Die
Ursachen der Leberzirrhose sind vielfaltig. Neben chronischem Alkoholkonsum
sind Hepatitisviren, Medikamentenintoxikationen , Knollenblatterpilzintoxikation,
sowie diverse andere Noxen ursachlich. In mehreren Arbeiten wurde eine
Erhéhung inflammatorischer Marker nachgewiesen. Aul3erdem konnten auch

erhohte Werte fir Marker des oxidativen Stresses nachgewiesen werden.
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Die akute Inflammation im verwendeten Model scheint ursachlich fir den
unterschiedlichen Nachweis der MnSOD Aktivitdt in den sinusoidalen
Endothelzellen und den Hepatozyten zu sein. Auch fur chronische Prozesse ist
die verminderte Aktivitat der MNSOD nachgewiesen worden. Wang konnte bei
Patienten mit chronischer Tonsilitis eine verminderte Konzentration der MNnSOD
iIm Serum der Patienten zeigen, welche nach der Tonsilektomie und somit der

Beseitigung der Noxe signifikant anstieg 2’.

Kommt es zur Schadigung der Leber durch externe Noxen so stellen die
sinusoidalen Endothelzellen und die Kupfferzellen in ihrer Funktion als Filter
zwischen zirkulierendem Blut und Hepatozyten die Barriere und Schutzschicht
der Leber und die erste Kontaktflaiche zwischen der Leber und der Noxe dar. In
verschiedenen Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dass Kupffer-
Sternzellen aktiviert und durch die parakrine Bildung u.a. von
Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid die Endothelzellen moduliert werden
24208 |m weiteren Verlauf der Entziindungsreaktion kommt es zu einer
Aktivierung der Endothelzellen der Leber. Vermehrte Expression von
Adhésionsmolekilen in den sinusoidalen Endothelzellen, als auch in den
Endothelzellen der Lebervene und der Pfortader, fihren zu einer vermehrten
Bindung aktivierter Leukozyten (z.B. durch Integrin CD11/CD18) an die
Endothelzellen ?*?%®, Das Ausmaf der Leberschadigung wiederum ist in der
systemischen Inflammation im Wesentlichen durch aktivierte Leukozyten

determiniert *.

In mehreren Untersuchungen an reinen Zellkulturen von LSEC und
Hepatozyten konnte eine signifikante Schadigung durch Ischamie und
Reperfusion nur fir die LSEC nachgewiesen werden. Hepatozyten werden
durch Ischamie geschadigt und es konnte elektronenmikroskopisch eine
Blaschenbildung nachgewiesen werden. Eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Leberzirrhose und der Steatosis hepatis spielt der oxidative
Stress. Bei Patienten konnte eine Korrelation zwischen oxidativem Stress und

dem Schweregrad der Erkrankung (Klassifiziert nach Child-Pugh) ermittelt
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werden 2°9%°  Wwahrend in der vorliegenden Arbeit keine signifikante
Veranderung der MnSOD-Aktivitdt in den Hepatozyten nachgewiesen wurde,
konnte eine signifikante Verminderung der MnSOD-Aktivitat in den sinusoidalen
Endothelzellen nachgewiesen werden. Ursachlich gilt auch bei chronischen
Erkrankungen das Missverhaltnis zwischen ROS und den Radikalfangern als

211 Die exakten

einer der wichtigsten Mechanismen der Pathogenese
Mechanismen der Aktivitdtsminderung sind jedoch zum aktuellen Zeitpunkt
noch ungeklart. Der Mechanismus der Karbonylierung wurde bereits im
Zusammenhang mit anderen chronischen Erkrankungen beschrieben.
Insbesondere bei chronischen Erkrankungen des Gehirns ist die
Karbonylierung ein wichtiger Pathomechanismus 8123124 aper auch
Erkrankungen wie COPD und Diabetes mellitus erzeugen einen chronischen
oxidativen Stress, welcher durch Karbonylierung der Kreatininkinase zu einer

116

Einschrdnkung der Muskelkontraktilitat fuhrt ~—. Dies wurde bei Diabetes

mellitus insbesondere fir die diastolische Funktion des Herzmuskels

nachgewiesen 7%12,

Die Rolle der Karbonylierung in der Pathogenese
chronischer Lebererkrankungen ist zum derzeitigen Zeitpunkt unklar. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Karbonylierung von
Sauerstoffradikalfangern in der akuten Phase einer Lebererkrankung zur
verminderten Aktivitat und in einem grofReren Ungleichgewicht zwischen ROS

und Radikalfangern resultiert.

Bei Bestimmungen der SOD in Erythrozyten konnte bei den Patienten mit
Leberzirrhose eine signifikante Verminderung der Aktivitat nachgewiesen
werden, welche aufRerdem mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierte.
Der Pathomechanismus dieser Verminderung wurde jedoch nicht untersucht
210 ‘'Wahrend fiir chronische Erkrankungen der Leber die Aktivitatsminderung
der SOD oftmals beschrieben wurde, gilt dies nicht flr akute Krankheitsbilder.
Durch Prakonditionierung vor Ischdmie und Reperfusion kann eine
Verminderung des Schadens erzielt werden. Dabei kénnte der SOD eine Rolle
in der Signaltransduktion zukommen, dies ist jedoch nicht abschliel3end geklart

und bedarf weiterer Untersuchungen ?*°. Bei Patienten in einer akuten Sepsis
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konnte Guerreiro eine Verminderung der SOD-Aktivitat nachweisen, welche mit

dem Schweregrad der Erkrankung korrelierte %

. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdtsminderung der MnSOD nur die
sinusoidalen Endothelzellen betrifft und nicht wie im Falle der chronischen
Erkrankungen auch die Hepatozyten. Die zugrunde liegenden Mechanismen
wurden nicht untersucht und bedurfen weiterer Untersuchungen. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Ischamie/Reperfusions-Modell untersuchte nur
die Frihphase der systemischen Inflammation. Nach allgemeiner Lehrmeinung
stellen die sinusoidalen Endothelzellen durch ihre Filterfunktion eine
schitzende Barriere gegenuber inflammatorischen Noxen. Somit stellt eine
Schadigung der LSEC wahrscheinlich nur das Initialstadium der

Leberschadigung im Rahmen der systemischen Inflammation dar.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde im murinen Maustiermodel die Wirkung von
CO in der Leber in der systemischen Inflammation untersucht. Eine der
wesentlichen Schadigungsfaktoren stellen ROS dar. Durch eine Inbalance
zwischen der Bildung von ROS und den anti-oxidativen Systemen kommt es zur

Zellschadigung, insbesondere durch Apoptose.

Es wurde die Rolle der MnSOD in der anti-inflammatorischen Wirkung von CO
in der systemischen Inflammation untersucht. Im murinen Maustiermodell wurde
durch Ischdmie/Reperfusion der Hinterlaufe eine systemische Inflammation

induziert.

Durch Applikation von CrMP wurde das Hamoxygenasesystem inhibiert und
somit die moglichen anti-oxidativen Effekte der Endprodukte der
Hamoxygenase, das Biliverdin-Bilirubin-System, CO und auch das Ferritin

ausgeschaltet.

Zur Detektion und Quantifizierung des oxidativen Stresses wurden MDA, GSSG

und DHR-Fluoreszenz analysiert.

Zusammenfassend konnte gezeigt  werden, dass die durch
Ischdmie/Reperfusion verursachte systemische Bildung von ROS in der Leber
durch CO reduziert werden kann. Dieser Effekt ist unabh&ngig vom Biliverdin-
und Ferritinsystem. In der vorliegenden Arbeit, zeigte sich bei einer durch
IschAmie/Reperfusion der Hinterlaufe induzierten systemischen Inflammation,
eine signifikante Erniedrigung der MnSOD-Aktivitat bei gleich bleibender
MnSOD-Menge in der Leber. Die reduzierte Aktivitat der MnSOD korrelierte
negativ. mit MDA, GSSG und DHR-Fluoreszenz. Somit scheinen durch
oxidativen Stress auch die Abwehrmechanismen des Organismus gegen
diesen inaktiviert werden. Ein bekannter Mechanismus zur Inaktivierung von
Proteinen stellt die Karbonylierung dar. In der vorliegenden Arbeit konnte

erstmalig eine vermehrte Karbonylierung der MNnSOD durch oxidativen Stress in
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der Leber in der systemischen Inflammation nachgewiesen werden. Die
genauen Mechanismen wurden in dieser Arbeit nicht geklart und sind

Gegenstand zukunftiger Untersuchungen.
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GPx Gluthationperoxidase
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HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsaure

HMGB1 high mobility group box protein (engl.)

HO Hamoxygenase
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H.O, Wasserstoffperoxid

IL Interleukin
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