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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Im Rahmen einer Herztransplantation ist es unvermeidbar, dass das Spenderorgan
einer Ischamie ausgesetzt ist. Sowohl durch die Ischamie als auch durch die
anschlielRende Reperfusion des Spenderherzens mit sauerstoffreichem Blut, kommt
es durch oxidativen Stress zu einer Reihe von Schaden am Myokard, die als
Ischamie-Reperfusionsschaden zusammengefasst werden. Um dem oxidativen
Stress entgegen zu wirken, besitzen Zellen verschiedene Abwehrmechanismen.
Diese sind in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies abzufangen und in weniger
schadliche  Molekule  umzuwandeln. Eine  Spatfolge des Ischamie-
Reperfusionsschadens  ist die  chronische  Transplantatabstossung  mit
Transplantatvaskulopathie (TVP) und interstitieller Fibrose (IF), welche massgeblich
das Langzeitiberleben nach einer Herztransplantation beeinflussen. Eine Mdglichkeit
auf den Ischamie-Reperfusionsschaden einzuwirken ist die Anasthetika-induzierte
Prakonditionierung. Hierbei werden durch die Verabreichung eines volatilen
Anasthetikums vor dem Ischamieereignis zelluldare Abwehrmechanismen gestarkt
und der Ischamie-Reperfusionsschaden abgeschwacht.

In der vorliegenden Dissertation wurde anhand eines heterotopen
Rattenherztransplantationsmodells  untersucht, inwieweit volatile Anasthetika
(Isofluran) im Vergleich zu nicht-volatilen Anésthetika (Nembutal®) in der Lage sind,
das Myokard vor einem Ischamieereignis zu prakonditionieren. Ziel war es
herauszufinden, inwiefern durch die Wahl des Anéasthetikums antioxidative
Schutzmechanismen der Zellen langfristig gestarkt werden kénnen und sich die
Entstehung einer chronischen Transplantatabstossung beeinflussen lasst. Ferner
wurde untersucht, inwieweit die Aktivitat bzw. der Gehalt bestimmter Antioxidanzien
und von Lipidperoxiden einen RUlckschluss auf den Schweregrad des initialen
oxidativen Stressereignisses zulassen.

FUr diesen Versuch wurden die Herzen von Lewis-Ratten heterotop an die
Abdominalgefale von Fisher-Ratten anastomosiert. Jedes Transplantationspaar
erhielt hierbei die gleiche Narkoseform (volatil vs. intraperitoneal). Die Ischamiezeit
des zu transplantierenden Herzens variierte zwischen 30 Minuten und 8 Stunden.
Nach einer Nachbeobachtungszeit von 70 bzw. 140 Tagen, wurden die
Transplantate entnommen und Biomarker des oxidativen Stresses bestimmt. Es
erfolgten Aktivitdtsmessungen der Superoxiddismutase, der Katalase und der

Glutathionperoxidase anhand von Enzymtests. Des Weiteren wurden der
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Glutathiongehalt, die Redox-Ratio des Glutathions sowie der Anteil von
Lipidperoxiden im Gewebe ermittelt. Immunhistochemisch erfolgte die
Quantifizierung von 4-Hydroxy-2-nonenal im Gewebe. Zur Graduierung des
Ausmasses der chronischen Abstossungsreaktion, kam ein definiertes Scoring-
System unter Einbeziehung wichtiger histopathologischer Parameter zur Anwendung.
Am Ende des Tierversuches wiesen alle Transplantate eine vergleichbar gute
Transplantatfunktion auf. Fur die untersuchten Marker des oxidativen Stresses
Katalase, Glutathionperoxidase, dem Gesamtgehalt an Glutathion sowie dem
oxidierten und reduzierten Glutathion, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen bezogen auf die Wahl des Narkosemittels. Die
Aktivitat der Superoxiddismutase zeigte lediglich zwischen den Gruppen, die einer
achtstundigen Ischamie ausgesetzt waren und 70 Tage nachbeobachtet wurden,
einen Unterschied. Hier war die Aktivitdit der Superoxiddismutase in der
Isoflurangruppe signifikant niedriger als in der Nembutal®-Gruppe. Zwischen den
anderen Gruppen fand sich kein Unterschied in der Aktivitat der Superoxiddismutase.
Zwischen den selben beiden Gruppen konnte auch ein signifikanter Unterschied in
der Redox-Ratio des Glutathions nachgewiesen werden. Diese war in der
Isoflurangruppe deutlich niedriger als in der Nembutal®-Gruppe. Fir die
Konzentration der Lipidperoxide und des 4-HNE, zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Auch hinsichtlich des Grades der
chronischen Abstossung, insbesondere der Transplantatvaskulopathie und der
Fibrose, konnte kein relevanter Unterschied beobachtet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben keinen Anhalt dafur, dass zum
Zeitpunkt der Transplantatentnahme die Transplantate oxidativen Stress erfahren
hatten. Es zeigte sich sogar, dass einige der untersuchten Parameter im
Normbereich lagen. Da sich in allen Gruppen ein vergleichbarer Grad der
chronischen Abstossung, insbesondere der Transplantatvaskulopathie und der
Myokardfibrose zeigte, konnte ein Einfluss der Narkoseform hierauf nicht
nachgewiesen werden.

Es laRkt sich schlussfolgern, dass sich die antioxidativen Schutzmechanismen der
Herzmuskelzelle durch die Wahl der Narkoseform nicht langfristig beeinflussen
lassen. Auch kann man anhand der gemessenen Marker keinen Ruckschluss auf das
Ausmass des oxidativen Stresses zum Zeitpunkt der Transplantationsoperation
ziehen. Lediglich die Aktivitat der Katalase und der Glutathionperoxidase, sowie der
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Nachweis von Lipidperoxiden weisen auf ein friheres oxidatives Stressereignis hin.

Eine Einflussnahme auf die Entwicklung der chronischen Transplantatabstossung
scheint durch die Wahl der Narkose nicht moglich zu sein.
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2. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems, zahlen laut WHO zu den weltweit am
haufigsten zum Tode fihrenden Krankheiten (www.WHO.int). Als Folge
verschiedenster Erkrankungen des Herzens entwickelt sich das Krankheitsbild der
Herzinsuffizienz (Hunt et al. 2005), in deren Endstadium die Herztransplantation als
ultima-ratio-Therapie zur Verfugung steht (Starling 1997, Hunt et al. 2005, Large
2007, Struber et al. 2007). Seit 1983 wurden weltweit ca. 104 000
Herztransplantationen durchgefihrt. Die durchschnittliche 1-Jahreslberlebensrate
nach erfolgreicher Transplantation wird mit ca. 80 % angegeben. Patienten, die das
erste  Jahr nach Transplantation Uberleben, haben eine 63-prozentige
Wahrscheinlichkeit, die nachsten 10 Jahre zu Uuberleben. Aktuell wird das
Langzeituberleben herztransplantierter Patienten durch die Entwicklung einer
Transplantatvaskulopathie und das Auftreten maligner Erkrankungen determiniert
(Stehlik et al. 2012).

2.1 Die humane Herztransplantation

2.1.1 Indikation zur Herztransplantation

Die Indikation zur Herztransplantation besteht im Endstadium der Herzinsuffizienz,
wenn die voraussichtliche Lebenserwartung ohne Transplantation 6-12 Monate
betragt (Schmid et al. 2009). Als Hauptursachen fur die Entwicklung einer terminalen
Herzinsuffizienz sind die nicht-ischamische Kardiomyopathie (53,8 %) und die
ischamische Kardiomyopathie (37,1 %) zu nennen (Stehlik et al. 2012). Derzeit
existieren zwei Klassifikationssysteme zur Beschreibung des Schweregrades der
Herzinsuffizienz (Tabelle 1). Die Klassifikation der New York Heart Association
(NYHA) orientiert sich am Beschwerdebild des Patienten und gibt vier Schweregrade
an. Die Klassifikation der American Heart Association (AHA) und des American
College of Cardiology (ACC) (Bosco et al. 2011) berucksichtigt strukturelle Schaden
des Myokards sowie das Beschwerdebild des Patienten (Hunt et al. 2005, Dickstein
et al. 2008).

13
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Tabelle 1: Klassifikationen der Herzinsuffizienz (Dickstein et al. 2008)
ACC/AHA -Klassifikation

- NYHA  Klassifikation

A Hohes Risiko eine Herzinsuffizienz zu | | Keine Symptome
entwickeln; keine strukturellen oder
funktionellen Myokardschaden

B Vorhandensein einer strukturellen | Il
Herzerkrankung, die streng mit der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz assoziiert
ist; keine Symptome

Symptome (Luftnot, Midigkeit, Palpitation)
bei normaler kdrperlicher Belastung

C Vorhandensein einer strukturellen | Il Symptome (Luftnot, Midigkeit, Palpitation)
Herzerkrankung mit Zeichen der bei leichter kdrperlicher Belastung
Herzinsuffizienz
Vorhandensein einer voranschreitenden | IV Symptome (Luftnot, Midigkeit, Palpitation)

strukturellen Herzerkrankung mit Zeichen
der Herzinsuffizienz in Ruhe trotz maximaler

bereits in Ruhe, Zunahme der Beschwerden
bei kleinster kdrperlicher Anstrengung

medikamentdser Therapie

* = American College of Cardiology (ACC); American Heart Association (AHA)
** = New York Heart Association (NYHA)

Damit ein Patient flr eine Herztransplantation gelistet werden kann, sind neben einer
ausfuhrlichen Anamneseerhebung weitere umfassende apparative Untersuchungen
notwendig. Da die reduzierte Leistungskapazitat des Betroffenen das Hauptsymptom
der Herzinsuffizienz darstellt, bilden Belastungstests die Grundlage fir die
Indikationsstellung zur Transplantation (Schmid et al. 2009). Um den grof3ten Nutzen
in Bezug auf Lebensqualitdt und Uberleben zu erhalten, missen weitere Kriterien
erfullt sein, um flr eine Herztransplantation gelistet werden zu konnen.
Beispielsweise kommen Patienten mit einer frilheren Krebserkrankung nur nach
einer 5-jahrigen Remission fur eine Transplantation in Frage. Der Diabetes mellitus,
das Rauchen sowie Nierenfunktionsstérungen gelten als relative Kontraindikationen.
Ein aktiver Substanzmifbrauch stellt eine absolute Kontraindikation dar (Mehra et al.

20086).

2.1.2 Spenderauswahl

In Deutschland erfolgt die Vermittlung von Spenderorganen durch die Stiftung
Leiden/Holland. Dabei ist die

Grundvoraussetzung fir die Durchfuhrung einer Organtransplantation, wobei

Eurotransplant in Blutgruppenkompatibilitat
Spender der Blutgruppe ,0 als Universalspender angesehen werden (Schmid et al.
2009). Des Weiteren sollte die Korperlange zwischen Spender und Empfanger nicht
mehr als 30% voneinander abweichen (Costanzo 2010), da ein zu kleines

14
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Spenderherz moglicherweise nicht in der Lage ist, nach der Transplantation eine flr
den Empfangerorganismus ausreichende Pumpleistung zu erbringen (Grauhan 2003,
Beyersdorf et al. 2005). Neben diesen Voraussetzungen muss eine gute Funktion
des zu transplantierenden Herzens gegeben sein. Dazu gehort auch der Ausschluss
einer koronaren Herzkrankheit, weswegen bei Spendern Uber 45 Jahren eine
Koronarangiographie empfohlen wird. Nicht zuletzt erfolgt die visuelle und manuelle
Inspektion des zu entnehmenden Herzens (Grauhan 2003, Beyersdorf et al. 2005,
Schmid et al. 2009).

2.1.3 Spenderoperation und Konservierung

Nach Freilegung des zu entnehmenden Herzens, erfolgt zunachst die Mobilisierung
aller groRen Gefalle sowie die Umschlingung beider Hohlvene mit jeweils einer
Ligatur. In die proximale Aorta ascendens wird eine Kardioplegiekanule platziert.
Nach systemischer Heparingabe, werden beide Vv. cavea ligiert, so dass in der
Folge der linke Ventrikel kein Blut mehr auswerfen kann. Nun erfolgt das ,cross-
clamping“ der Aorta ascendens distal der Kardioplegiekanile und die
Konservierungslosung kann appliziert werden. Nach Eintritt des Herzstillstandes und
ausreichender Perfusion des Spenderherzens, beginnt man die Entnahme mit der
Durchtrennung der beiden Hohlvenen, gefolgt vom Absetzen der Lungenvenen und
der Durchtrennung der Aorta ascendens sowie der beiden Pulmonalarterien kurz
hinter der Bifurkation. Nach der Entnahme erfolgt eine Inspektion der Herzhohlen
sowie der Herzklappen, anschlieBend wird das Herz steril in kalter
Konservierungslosung gelagert und transportiert. In deutschen Herzzentren wird zur
Organkonservierung vorwiegend die sogenannte Bretschneiderlésung verwendet
(Beyersdorf et al. 2005, Schmid et al. 2009).

2.1.4 Empfangeroperation

Die Operationstechnik nach Lower und Shumway gilt bis heute als Standardtechnik
der orthotopen Herztransplantation. Nach medianer Sternotomie und Langsinzision
des Perikards, erfolgt die Etablierung der extrakorporalen Zirkulation. Ist das Herz
mittels kardiopleger Losung stillgelegt, beginnt man mit der Exzision des kranken

Herzens, wobei die Hinterwand der beiden Vorhdfe im Mundungsbereich der
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Hohlvenen bzw. der Lungenvenen in situ belassen wird. Aorta ascendens und A.
pulmonalis werden herznah durchtrennt. Nachdem am Spenderherzen die
Hinterwand des linken Vorhofs im Bereich der Lungenvenenmiundung entfernt
worden ist, beginnt man mit der Anastomose des linken Vorhofs des Spenderherzens
mit der Hinterwand des linken Vorhofs des Empfangers in fortlaufender Naht. Bevor
mit der Anastomose des rechten Vorhofs begonnen werden kann, inzidiert man das
Spenderherz beginnend an der unteren Hohlvene in Richtung des rechten
Vorhofohres. Der rechte Vorhof kann nun in fortlaufender Naht anastomosiert
werden. Als letztes werden A. pulmonalis und Aorta ascendens in ebendieser
Reihenfolge mit den entsprechenden Empfangergefalien end-zu-end vernaht.
Insgesamt sind bei dieser Technik vier Anastomosen notwendig (Kirklin et al. 2002,
Beyersdorf et al. 2005, Schmid et al. 2009). Eine weitere Operationstechnik stellt die
bikavale Technik dar, bei der die obere und die untere Hohlvene des
Spenderherzens einzeln mit der oberen bzw. unteren Hohlvene des Empfangers
verbunden werden. Fur diese Technik wird der rechte Vorhof nicht inzidiert
(Beyersdorf et al. 2005, Schmid et al. 2009). Der Vorteil der bikavalen Technik
gegenuber der eben beschriebenen Technik nach Lower und Shumway, ist ein
intakter rechter Vorhof mit weniger Insuffizienzen der Trikuspidalklappe, eine bessere
rechtsventrikulare Funktion und weniger Sinusknotendysfunktionen (Beyersdorf et al.
2005, Hunt und Haddad 2008, Schmid et al. 2009).

2.1.5 Transplantatabstossung

Bekommt das transplantierte Herz nach Freigabe der Zirkulation Kontakt mit dem
Blut des Empfangers, werden eine Reihe von Mechanismen in Gang gesetzt, die,
sollten sie unbehandelt bleiben, das transplantierte Organ schadigen konnen. Es ist
sogar ein Verlust des Transplantats mdglich (Kirklin et al. 2002). Abhangig vom

zeitlichen Verlauf, unterscheidet man die akute und die chronische Abstossung.

2.1.5.1 Die akute Transplantatabstossung

Die akute Abstossung tritt haufig in den ersten 6 Monaten nach einer
Herztransplantation auf. Man unterscheidet hierbei die zelluldare und die
antikorpervermittelte (humorale) Abstossung, wobei die zelluldare Abstossung

haufiger auftritt als die humorale Abstossung (Costanzo et al. 2010).
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Die akute zellulare Abstossung

Das Immunsystem des Empfanges erkennt das Transplantat durch direkte oder
indirekte Alloerkennung als fremd. Den T-Zellen des Empfangers werden durch
korpereigene Antigen-prasentierende Zellen (APC) oder durch APC des Spenders,
MHC-Fragmente bzw. MHC-Molekule prasentiert (MHC = Major Histocompatibility
Complex). Durch eine Interaktion der APC mit dem T-Zellrezeptor, werden die T-
Zellen aktiviert. Die Folge ist eine Infiltration des Myokards mit Abwehrzellen. Um den
Schweregrad der Abstossung bestimmen zu konnen, hat die International Society for
Heart and Lung Transplantation (ISHLT) 1990 ein Grading-System eingefuhrt,
welches 2004 Uberarbeitet wurde (Tabelle 2) (Stewart et al. 2005, Baba et al. 2011).

Tabelle 2: ISHLT-Grading zur akuten zellularen Abstossung (Stewart et al. 2005, Baba et al. 2011)

Abstossungsgrad Histopathologischer Befund

0OR Keine Abstossung

1 R (mild) Interstitielles und/oder perivaskulares Infiltrat, hochstens ein Fokus
mit Myozytenschaden

2 R (moderat) Zwei oder mehr Infiltrate mit begleitendem Myozytenschaden

3 R (schwer) Diffuses Infiltrat mit multifokalem Myozytenschaden, fakultativ
mit Odem, Einblutung und/oder Vaskulitis

,R* bedeutet, dass das Grading von 2004 gemeint ist, um Verwechslungen mit dem Grading-System von 1990

zu vermeiden

Die akute humorale Abstossung

Die akute Antikdrper-vermittelte (humorale) Abstossung, ist durch eine
Endothelschwellung, ein interstitielles Odem und vaskuldren Ablagerungen von
Immunglobulinen und Komplementfaktoren gekennzeichnet (Baba et al. 2011). Fur
die Bestimmung des Schweregrades einer humoralen Abstossung, hat die ISHLT
ebenfalls ein Grading-System eingefuhrt (Tabelle 3) (Stewart et al. 2005). Patienten,
die eine humorale Abstossung erfahren, haben eine erhdohte Gefahr des
Transplantatversagens und damit verbunden auch eine erhdhte Mortalitat. Da es
keine eindeutigen klinischen Symptome gibt, sollte bei jedem transplantierten
Patienten, der eine ungeklarte Transplantatdysfunktkion aufweist, der Ausschluss

einer humoralen Abstossung erfolgen (Stewart et al. 2005, Baba et al. 2011).

17



Einleitung

Tabelle 3: ISHLT-Grading zur akuten humoralen Abstossung (Stewart et al. 2005, Baba et al. 2011)

Abstossungsgrad Befund
AMRO Kein Nachweis einer AMR
AMR 1 Nachweis einer AMR

AMR = Antibody-Mediated Rejection (Antikdrper-vermittelte Abstossung)

* = Nachweis von Immunglobulinen und Komplementfaktoren (C3d, C4d und/oder C1q) in Kapillaren; Nachweis
von Makrophagen in der Immunoperoxidase-Farbung; histologische Befunde wie Endothelschwellung,
interstitielles Odem, Hamorrhagien, intravaskulére Thromben, Myozytenschaden

Eine Sonderform der humoralen Abstossung, ist die hyperakute Abstossung, bei der
es aufgrund praformierter Antikorper im Blut des Empfangers zu einer Aktivierung
des Komplementsystems kommt, was innerhalb weniger Minuten bis Stunden zu
einem Verlust des Transplantates fihren kann (Kirklin et al. 2002, Costanzo et al.
2010).

2.1.5.2 Die Transplantatvaskulopathie und die interstitielle Fibrose

Die Transplantatvaskulopathie (TVP) und die interstitielle Fibrose sind die
histomorphologischen Korrelate der chronischen Transplantatabstossung (Booth und
Bishop 2010) und sind im Langzeitverlauf nach Herztransplantation Ursachen fur
Morbiditat und Mortalitat der Patienten (Stehlik et al. 2012). Bei der TVP handelt sich
um eine das gesamte koronare Strombett betreffende Stérung der regelnden
Funktionen der Endothelzellen mit nachfolgender Proliferation vor allem glatter
Gefallmuskelzellen. Die dadurch entstehenden sogenannten Intimaproliferate fuhren
zu einer mehr oder minder stark ausgepragten Lumeneinengung der Gefalie.
Charakteristisch fur den Befall groRerer Koronararterien (> 50 pm) ist eine
konzentrische, stenosierende Hyperplasie der Intima und eine Verdunnung der
Media. In der Endstrombahn des Koronarsystems finden sich luminale Stenosen von
Arteriolen und Kapillaren, die auf eine Vermehrung der glatten Gefalmuskelzellen
zurtckzufihren sind. Baba wund Mitarbeiter sprechen sogar von einem
Klassenwechsel von Kapillaren zu Blutgefalen mit glattmuskularen Zellen (Baba et
al. 2011). Die Entstehung der TVP wird auf ein Zusammenspiel immunologischer und
nichtimmunologischer Reaktionen zurlckgefuhrt (Suzuki et al. 2010). Ein
auslosender Faktor der TVP ist der Ischamie-Reperfusionsschaden, welcher zu einer
langstreckigen Schadigung des Endothels mit daraus resultierender Stérung der
Endothelfunktion flhrt. Aufgrund der Endothelschadigung bekommen im Blut

zirkulierende Zytokine Kontakt zu den unter der Intima liegenden Gefal3schichten,
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was zu einem deutlichen Wachstum der glatten Gefallmuskulatur fuhrt (Ramzy et al.
2005). Da das transplantierte Herz denerviert ist, verlauft die TVP haufig klinisch
stumm und zeigt erst im Spatstadium Zeichen der Myokardischamie wie
Transplantatversagen, Arrhythmien oder Herzinfarkte (Baba et al. 2011). Als
primares diagnostisches Werkzeug steht die Koronarangiographie zur Verfligung.
Die ISHLT hat, basierend auf den Befunden der Koronarangiographie, eine
einheitliche Nomenklatur zur Beurteilung der TVP vorgeschlagen (Tabelle 4) (Mehra
et al. 2010).

Tabelle 4: Empfohlene ISHLT-Nomenklatur der TVP (Mehra et al. 2010)

Angiographiebefund
CAV, (nicht signifikant): keine Lasion zu detektieren

CAV; (mild): linker Hauptstamm < 50 % stenosiert, oder primares GefaR mit maximaler Lasion
< 70 %, oder jegliches Gefald mit einer Stenosierung < 70 % ohne Transplantatdysfunktion“

CAV, (moderat): linker Hauptstamm 50 - 69 % stenosiert, oder ein einzelnes primares Gefalk = 70
% stenosiert, oder isolierte Stenosen = 70 % in kleineren Gefalien zweier Koronararterien, ohne
Transplantatdysfunktion

CAV; (schwer): linker Hauptstamm > 70 % stenosiert, oder = 2 primare Gefalle mit Stenosen > 70
%, oder Stenosen > 70 % in kleineren GefalRen aller drei Koronararterien, oder CAV; oder CAV, mit
Transplantatdysfunktion oder Hinweis auf restriktive Stérung

Definitionen:

* primares GefalR = proximales Drittel des Ramus interventricularis anterior, des Ramus circumflexus und die
rechte Koronararterie

** Transplantatdysfunktion = LVEF < 45 % mit regionalen Wandbewegungsstérungen
*** restriktive Stérung = symptomatische Herzinsuffizienz mit echokardiographischem E/A > 2, verkirzter
isovolumetrischen Relaxationszeit (< 60 ms), verklrzter Dezelartionszeit ( < 150 ms) oder einem restriktiven
Muster in der Rechtsherzkathetermessung (RA-Druck < 12 mmHg, PCWP > 25 mmHg, Cl < 2 L/min/m?)

(CAV = Cardiac Allograft Vasculopathy; LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion; RA-Druck = rechtsatrialer
Druck; PCWP = pulmonalkapillarer VerschluRdruck; Cl = Herzindex)

Die interstitielle Fibrose des Transplantats stellt ein weiteres Charakteristikum der
chronischen Transplantatabstossung dar. Hierbei handelt es sich um eine
Ansammlung von netzartigen Fasern, unter anderem aus extrazellularer Matrix
bestehend, welche die Kardiomyozyten umgeben. Als Ursachen fur die Ausbildung
einer interstitiellen Fibrose gelten der Ischamie-Reperfusionsschaden sowie
Abstossungsreaktionen. In beiden Fallen kommt es zu einer Schadigung des
Myokards, was Reparaturvorgange in Gang setzt, bei denen Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren freigesetzt werden (Booth und Bishop 2010). Zytokine und

Wachstumsfaktoren fihren unter anderem zu einer Proliferation von Fibroblasten,
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den Produzenten extrazellularer Matrix (Krenning et al. 2010). Die Folgen der
Fibrosierung am Myokard sind die diastolische Dysfunktion aufgrund einer
Versteifung des Herzgewebes sowie eine Storung der elektromechanischen
Kopplung, was die Ausbildung gefahrlicher Arrhythmien begulnstigt (Booth und
Bishop 2010, Krenning et al. 2010).

2.1.6 Immunsuppression nach Herztransplantation

Um eine Abstossung des neuen Organs zu verhindern, ist es notwendig das
Immunsystem des Empfangers zu unterdricken. Die Reaktivitdt des Immunsystems
und das Auftreten von Abstossungsreaktionen sind in der Frihphase der
Transplantation am gréRten und nehmen mit zunehmendem Abstand zur
Transplantation ab. Da die Immunreaktion nie vollstandig erlischt, ist eine
lebenslange Einnahme von Immunsuppressiva unerlasslich (Schmid et al. 2009). Im
Vordergrund der Immunsuppression steht die Hemmung der Aktivitat, Proliferation
und Differenzierung der T-Zellen (Kirklin et al. 2002, Costanzo et al. 2010). Zur
Anwendung kommen Kortikosteroide, Calcineurininhibitoren (Cyclosporin A,
Tacrolimus), Zytostatika (Mycophenolat-Mofetil, Azathioprin), mTOR-Inhibitoren
(Sirolimus) und Antikorper (Schmid et al. 2009, Costanzo et al. 2010). Da viele
Immunsuppressiva nicht selektiv auf Lymphozyten oder andere Immunzellen wirken,

haben sie ein erhebliches Potenzial an Nebenwirkungen (Schmid et al. 2009).

2.1.7 Morbiditat und Mortalitat nach Herztransplantation

Die mediane Uberlebensrate nach einer Herztransplantation betragt 10 Jahre (Stehlik
et al. 2012), wobei die ersten 12 Monate nach der Transplantation mit dem hdchsten
Mortalitatsrisiko behaftet sind (Stehlik et al. 2011). Zu den relevanten Risikofaktoren
gehoren die praoperative Dialysepflichtigkeit, die Abhangigkeit von einem
Herzunterstitzungssystem, die Notwendigkeit einer Beatmung vor der Operation,
sowie praoperativ bestehende Infektionen, die eine intravendse Antibiotikatherapie
notwendig machen, sowie die Ischamiezeit des Spenderorgans (Stehlik et al. 2012).
Die 5-Jahres Mortalitat hingegen wird durch AbstolRungsepisoden im ersten Jahr
nach Transplantation, durch das Schema der Immunsuppression sowie durch eine

postoperativ bestehende Dialysepflichtigkeit bestimmt. Die 10-Jahres-Sterblichkeit
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wird durch die gleichen Risikofaktoren der 1- bzw. 5-Jahres-Mortalitat bestimmt,
wobei ein zusatzlicher signifikanter Risikofaktor das Geschlecht ist. Herzen von
weiblichen Spendern scheinen ein hdheres Sterblichkeitsrisiko nach sich zu ziehen
(Stehlik et al. 2010). Die Haupttodesursache in den ersten 30 Tagen nach der
Transplantation ist das primare  Transplantatversagen, gefolgt vom
Multiorganversagen und Infektionen, welche im ersten Jahr nach Transplantation die
vorrangige Todesursache darstellen. Mit zunehmendem zeitlichen Abstand zur
Transplantation, treten die Malignome an die erste Stelle der Todesursachen, gefolgt
vom Transplantatversagen und der Transplantatvaskulopathie (Costanzo et al. 2010,
Stehlik et al. 2011). Weitere Nebenerkrankungen, die im Zusammenhang mit einer
Herztransplantation auftreten kénnen, sind der Hypertonus, der Diabetes mellitus,
Nierenfunktionsstérungen sowie Cortikosteroid-induzierte Knochenerkrankungen,
wobei die meisten Erkrankungen zumindest teilweise auch als Nebeneffekte der

Therapie mit Immunsuppressiva zu verstehen sind (Costanzo et al. 2010).

2.2 Grundlagen des oxidativen Stresses

Oxidativer Stress ist ein Zustand, in dem Oxidanzien, so genannte reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), sowie reaktive Stickstoffverbindungen, intra- oder
extrazellular produziert werden und schadigend auf Zellen wirken. Dem Zugrunde
liegt ein Ungleichgewicht zwischen Oxidanzien und Antioxidanzien, wobei das
Verhaltnis Zugunsten der Oxidanzien verschoben ist. Oxidativer Stress findet dabei
sowohl wahrend der Ischamie als auch in der postischamischen Reperfusionsphase
statt (Sies 1997, Becker et al. 1999, Misra et al. 2009).

2.2.1 Sauerstoffradikale

Freie Radikale sind Atome, Molekile oder lonen, die in einem Orbital ihrer
Elektronenhulle ein ungepaartes und somit freies Elektron besitzen. Zumeist handelt
es sich dabei um Stoffe mit einer ungeraden Anzahl an Elektronen (Atkins et al.
2006). Molekularer Sauerstoff ist ein Biradikal, welches zwei ungepaarte Elektronen
mit parallelem Spin aufweist. 95% des zellular verfigbaren Sauerstoffs werden in der
mitochondrialen Atmungskette zu Wasser reduziert, wobei unter physiologischen

Bedingungen keine Radikale als Zwischenprodukte entstehen. Die verbleibenden 5%
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werden in einzelnen Reaktionsschritten zu Wasser reduziert, wobei reaktive
Sauerstoffspezies als Zwischenprodukte entstehen (Hess und Manson 1984). Die
wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies, die bei diesem Prozess gebildet werden
sind Superoxidanionen (-Oy), Wasserstoffperoxid (H20O,) und das Hydroxylradikal
(-OH) (Fridovich 1978, Hess und Manson 1984, Sies 1997). Daneben entstehen bei
der Reaktion dieser ROS mit biologischen Molekulen eine Reihe anderer Radikale,
die ebenfalls als reaktive Sauerstoffspezies bezeichnet werden. Zu nennen sind
Alkoxylradikale (R-O-) und Peroxylradikale (R-OO-), die bei der Reaktion mit Lipiden
entstehen, der Singulettsauerstoff, Nitritoxidradikale und Peroxinitrite (Sies 1993,
Sies 1997).

Unter pathologischen  Bedingungen entstehen im  Myokard vermehrt
Sauerstoffradikale nicht nur in Mitochondrien sondern auch in Endothelzellen und
Leukozyten. Zusatzlich tragen die Autooxidation von Katecholaminen sowie die
membranstandige Arachidonsaurekaskade zur Radikalentstehung bei (Ferrari et al.
1991, Ferrari et al. 1992).

Superoxidanionen (-O;’) entstehen im Organismus physiologisch bei der
Autooxidation von Hydroquinonen, Leukoflavinen, Katecholaminen, Thiolen und
Tetrahydropterinen (Fridovich 1978). Daneben ist auch eine Reihe von Enzymen an
der Bildung von Superoxidanionen beteiligt. Zu nennen sind die Xanthin-Oxidase, die
Aldehyd-Oxidase und die NADH/NADPH-Oxidasen (Cross und Jones 1991, Elahi et
al. 2009, Fridovich 1978). Ein Molekul Sauerstoff wird hierbei durch die Aufnahme
eines Elektrons (e’) zu einem Superoxidanion (l) reduziert (Fridovich 1978, Hess und
Manson 1984, Sies 1993, Sies 1997).

O, +e — -0y (|)

Das Superoxidanion (-Oy) ist relativ reaktionstrage und liegt in wassrigem Milieu
zusammen mit seiner protonierten Form, dem Hydroperoxylradikal (-HO;), vor. Das
Hydroperoxylradikal ist in der Lage organische Molekule wie ungesattigte Fettsauren
der Zellmembranen zu Alkoxylradikalen zu oxidieren. Unter physiologischen
Bedingungen wird dies durch die Dismutation der Superoxidanionen zu
Wasserstoffperoxid verhindert (Jung et al. 2010). Diese Reaktion kann spontan
ablaufen, wenn Superoxidanionen und Hydroperoxylradikale in gleicher molarer
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Konzentration vorliegen (Ferrari et al. 1991), anderenfalls wird die Dismutation durch
die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert (Hess und Manson 1984, Ferrari et al.
1991).

‘O + -0 +2H" - Hy0,+ Oy (1)

Wasserstoffperoxid kann zudem durch die zweifache Reduktion von molekularem
Sauerstoff entstehen. Die Gefahr die flur den Organismus durch Wasserstoffperoxid
ausgeht, liegt in der Bildung von Hydroxylradikalen in der Haber-Weiss-Reaktion
oder in der Fenton-Reaktion (Hess und Manson 1984, Ferrari et al. 1991).

In der Haber-Weiss-Reaktion entstehen Hydroxylradikale durch eine Ein-Elektronen-

Ubertragung von Superoxidanionen auf Wasserstoffperoxid (l11):
‘0O + H,Oy — Oy + OH + -OH (|||)

Diese Reaktion findet jedoch nur statt, wenn sie durch Ubergangsmetalle wie Eisen
und/oder Kupfer katalysiert wird, wobei diese Metalle als Elektronenakzeptoren von
Superoxidanionen (IV) und im Folgenden als Elektronendonatoren fur

Wasserstoffperoxid (V) dienen:
Fe¥* + -0, > Fe?" + O, (IV)
Fe®" + H,0, — Fe** + OH + -OH (V)

Reaktionsgleichung (V) entspricht der Fenton-Reaktion (Minotti und Aust 1989).
Hydroxylradikale (-OH) sind sehr reaktive und instabile Radikale, die mit einer
Vielzahl von organischen Verbindungen und Biomembranen reagieren. Dabei
entstehen in einer Kettenreaktion neue Radikale, die bei unzureichendem zellularem
Schutz zur Inaktivierung von Enzymen, zu DNS-Schaden, Proteinvernetzungen und
zu einem Verlust der Membranstabilitdt fihren kdnnen (Hess und Manson 1984,
Ferrari et al. 1991, Fridovich 1998). Aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer richten
Hydroxylradikale den gréfdten Schaden am Ort ihrer Entstehung an (Hippeli und
Elstner 1997).
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2.2.2 Lipidperoxidation

Lipide sind unterschiedlich aufgebaute Molekile, die jedoch gleiche Eigenschaften in
Bezug auf ihre Ldslichkeit in organischen und wassrigen Lésungsmitteln aufweisen.
Sie bestehen isoliert aus Fettsauren oder setzen sich aus einem Grundgerust aus
Glycerin, Isopren oder Sphingosin und einer Fettsdaure zusammen. Einige im
menschlichen Korper vorkommende Fettsauren sind die Palmitinsaure, Stearinsaure,
die Olsaure, sowie die Linolsaure, Linolensaure und die Arachidonsaure. Die letzten
drei genannten gehdren dabei zu der Gruppe der essenziellen Fettsauren, da sie
aufgrund ihrer mehrfachen Doppelbindungen nicht selbst vom Korper hergestellt
werden kénnen und Uber die Nahrung aufgenommen werden missen. Lipide sind
Bestandteile der Zellmembranen, dienen als Ausgangsstoffe fir die Herstellung von
biologisch aktiven Verbindungen (z.B. Hormone) und bilden den umfangreichsten

Energiespeicher des Organismus (Horn et al. 2005, Loffler et al. 2007).

Bei der Lipidperoxidation wird Sauerstoff in ungesattigte Fettsauren eingebracht,
wobei Lipidhydroperoxide (L-OOH), Lipidperoxylradikale (L-OO-) und Lipidradikale
(L-) entstehen. Der Mechanismus der Lipidperoxidation kann in drei Schritte unterteilt
werden: Initiation, Ausbreitung / Kettenreaktion und Termination (Minotti und Aust
1992). Die Initiation erfolgt Gber eine Reaktion von ROS mit der C=C-Doppelbindung
einer ungesattigten Fettsaure. Dabei wird ein Wasserstoffatom aus der Fettsaure
herausgeldst und es enststeht ein Lipidradikal (L-) (VI), welches nun als konjugiertes
Dien relativ schnell mit molekularem Sauerstoff zu einem Lipidperoxylradikal (L-OO-)
(VIl) weiterreagiert. Am Beispiel des Hydroxylradikals (-OH) kann man folgende

Reaktionsgleichung formulieren (Hess und Manson 1984):

L-H + -OH — L+ + H,0 (V1)

L- + Oy — L-O0- (VI

Das Lipidperoxylradikal (L-OO-) selbst kann nun mit der C=C-Doppelbindung einer
benachbarten Fettsaure reagieren und dadurch ebenfalls ein Wasserstoffatom
herauslésen, wodurch ein Lipidhydroperoxid (L-OOH) und ein Lipidradikal (L-) (VIII)
entstehen. Daraus folgt eine Kettenreaktion (IX), in der das neu entstandene

Lipidradikal mithilfe von molekularem Sauerstoff zu einem Lipidperoxylradikal
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reagiert, welches die C=C-Doppelbindung einer Fettsaure angreift (Hess und
Manson 1984, Minotti und Aust 1989, Minotti und Aust 1992):

L-O0- + L-H — L-OOH + L- (VI

L-+02 - L-O0' + L-H — L-OOH + L- (IX)

Zum Abbruch dieser Kettenreaktion kommt es, wenn zwei Lipidradikale miteinander
reagieren und ein nichtradikalisches Produkt bilden (Gutteridge 1995, Porter et al.
1995, Kelly et al. 1998). Des Weiteren konnen Lipidhydroperoxide mithilfe von
Ubergangsmetallen erneut zu Lipidperoxiden reagieren. Eine zentrale Rolle spielt
dabei das Eisen, welches die Umwandlung von Lipidhydroperoxiden (L-OOH) in
Alkoxylradikale (L-O-) und Peroxylradikale (L-OO-) katalysiert. Diese Radikale sind in
der Lage eine Lipidperoxidation auszuldsen (Minotti und Aust 1992, Gutteridge 1995,
Kelly et al. 1998). Auf der anderen Seite werden Lipidhydroperoxide Uuber
verschiedene Wege zu sekundaren Abbauprodukten der Lipidperoxidation
umgewandelt. Dazu zahlen Aldehyde wie Malondialdehyd oder 4-Hydroxy-2-nonenal
(4-HNE), Alkane (z.B. Ethan), Ketone, Alkohole und Furane (Gueraud et al. 2010,
Niki 2008). Die Produkte der Lipidperoxidation haben verschiedene Auswirkungen im
Oganismus, da sie mit Proteinen, Membranbestandteilen, anderen Lipiden und sogar
der DNS reagieren. Die meisten dieser Abbauprodukte sind in der Lage biologische
Membranen durch passive Diffusion zu durchwandern oder sich durch Bindung an
Membranlipide und Membranproteine in die Membran einzulagern, was eine
Veranderung der Membraneigenschaften zur Folge hat. Zum Beispiel kommt es zu
einer erhdhten Membranpermeabilitat fir lonen, oder zu einer Beeinflussung der
Signaltransduktion in die Zelle durch Interaktionen mit Phospholipasen. Die Membran
selbst kann auch geschadigt werden, wobei es zu einem Zerreillen der Zellmembran
oder zu deren Schrumpfung kommen kann. Aufgrund der Vielzahl von
Interaktionsmaoglichkeiten, kann es durch Produkte der Lipidperoxidation zu einer
Reihe von Erkrankungen wie zum Beispiel der Atherosklerose, degenerativen
Nervenerkrankungen und sogar zu Tumorerkrankungen kommen (Gueraud et al.
2010).
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2.2.2.1 4-Hydroxy-2-nonenal

4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) ist ein Aldehyd und entstent wahrend der
Lipidperoxidation von w-6-Fettsauren wie der Linolsaure, der y-Linolensaure oder der
Arachidonsaure. Dabei kann die Lipidperoxidation durch ROS oder durch
verschiedene Isoformen der Lipoxygenasen stattfinden (Riahi et al. 2010). 4-HNE hat
sowohl physiologische als auch zytotoxische Eigenschaften, wobei die Konzentration
des Aldehyds eine Rolle spielt. Konzentrationen unter 0,1 pM gelten als
physiologisch, wobei 4-HNE EinfluR auf verschiedene zellregulatorische
Mechanismen, wie die Aktivierung der Phospholipase C, die Chemotaxis von
neutrophilen Granulozyten und die Modulation der Adenylatcyclase hat. Hohere
Konzentrationen haben einen negativen Einflul auf die DNS- und Proteinsynthese
und ab einer Konzentration von 100 pM, treten akute Zellschaden bis hin zum Zelltod
auf. Akut zytotoxische Konzentrationen werden meist in der Nahe von Membranen
erreicht, an denen durch ROS Lipidperoxidation hervorgerufen wird (Esterbauer et al.
1991). Des Weiteren hat 4-HNE eine Affinitat zu Thiolgruppen (SH-Gruppen), wie sie
in Glutathion (GSH) vorkommen, sodass GSH ein wesentlicher Regulator der 4-HNE-
Konzentration in der Zelle darstellt (Yang et al. 2003). Daneben flhrt 4-HNE auch zu

einer Inaktivierung der Glutathionperoxidase (GPx) (Romero et al. 1998).

2.3 Antioxidanzien

Nach der Definition von Halliwell und Gutteridge von 1989 sind Antioxidanzien
Substanzen, die in der Lage sind, die Oxidation anderer Substanzen signifikant zu
verzogern oder sogar zu verhindern. Die Antioxidanzien liegen dabei in geringeren
Konzentrationen vor, als das oxidierbare Substrat (Halliwell und Gutteridge 1990,
Sies 1997).

Es lassen sich verschiedene antioxidative Mechanismen beschreiben:

1. Abfangen von Radikalen oder deren Vorlaufermolekilen (“scavenging” oder
“‘quenching”);

2. Bindung von Metallionen (Ubergangsmetalle), welche zur Bildung von ROS
beitragen;

3. Vermehrte endogene Bildung von Antioxidanzien;
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4. Abbruch der Kettenreaktion der Lipidperoxidation (Halliwell und Gutteridge
1990, Dhalla et al. 2000).

Antioxidanzien lassen sich in endogene (korpereigene) und exogene Substanzen
sowie in enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidanzien unterteilen (Sies
1993, Dhalla et al. 2000, Ndhlala et al. 2010).

Zu den wichtigsten enzymatischen Antioxidanzien, deren Aktivitat in dieser Arbeit
untersucht worden ist, zahlen die Superoxiddismutase (SOD), die Katalase sowie die
Glutathionperoxidase (GPx). Neben den eben erwahnten gibt es natirlich auch noch
andere antioxidativ wirksame Enzyme. Der nichtenzymatische Teil der zellularen
Abwehr gegen oxidativen Stress wird durch das Glutathion, durch Vitamine (Vitamine
A, C und E) und andere korpereigene Molekile wie Albumin, Bilirubin und
Coeruloplasmin vermittelt (Halliwell und Gutteridge 1990, Sies 1993, Dhalla et al.
2000, Ndhlala et al. 2010).

2.3.1 Enzymatische Antioxidanzien

Die drei wichtigsten enzymatischen Antioxidanzien sollen im Folgenden naher

erlautert werden.

2.3.1.1 Superoxiddismutase
Die Superoxiddismutase (SOD) ist eines der wichtigsten antioxidativ wirksamen
Enzyme des Organismus. Sie katalysiert die Umwandlung von Superoxidanionen
(-O2) zu Wasserstoffperoxid (H202) und Sauerstoff (O;) (X), und ist in der Lage, die
Lebensdauer eines Superoxidanions um den Faktor 10° zu verkiirzen (Hess und
Manson 1984, Fridovich 1998).

SOD
2-0,+2H" - Hy0, + O, (X)

Bislang sind vier Formen der SOD bekannt. Je nachdem, welches Metall als
prosthetische Gruppe an das Enzym gekoppelt ist, unterscheidet man die
Kupfer/Zink-SOD (Cu/Zn-SOD), die Mangan-SOD (Mn-SOD), die Mangan/Nickel-
SOD (Mn/Ni-SOD) und die Eisen-SOD (Fe-SOD) (Fridovich 1998, Valdivia et al.
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2009). Im menschlichen Organismus kommen lediglich die Cu/Zn-SOD, die Mn-SOD
und die extrazellulare SOD (EC-SOD) vor. Die einzelnen SOD-Isoformen des
menschlichen Organismus lassen sich bestimmten Zellkopartimenten zuordnen.
Wahrend die Mn-SOD vorwiegend in Mitochondrien vorkommt, findet man die Cu/Zn-
SOD im Zytosol. Die EC-SOD ist ebenfalls eine Cu/Zn-SOD und befindet sich im
Extrazellularraum und auf Zelloberflachen (Fridovich 1998, Valdivia et al. 2009, Jung
et al. 2010).

2.3.1.2 Katalase

Katalasen sind in der Natur ubiquitar vorkommende Hydroperoxidasen, welche in der
Lage sind, Peroxidbindungen (R-O-O-R) aufzubrechen (Zamocky et al. 2008). In der
Literatur unterscheidet man drei Gruppen von Katalasen: die monofunktionalen bzw.
typischen Katalasen, die Katalase-Peroxidasen (bifunktionale Katalasen) und die
Mangan-Katalasen, welche die kleinste Gruppe darstellen. Die typischen und
bifunktionalen Katalasen findet man beim Menschen in den Peroxisomen und der
Mitochondrienmembran, wahrend man die Mangan-Katalasen bisher nur in Bakterien
hat nachweisen koénnen. Allen Katalasen gemein ist die Eigenschaft,
Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff umzusetzen (XI) (Chelikani et al. 2004,
Zamocky et al. 2008). Die Gefahr, die dabei vom Wasserstoffperoxid ausgeht, ist
eine Bildung von Hydroxylradikalen (-OH) (Siehe Abschnitt 2.2.1).

Katalase

2 H,0, — 2 Hy0 + O, (XI)

2.3.1.3 Glutathionperoxidase

Die Glutathionperoxidase (GPx) ist ein Selenoprotein, welches in seinem
katalytischen Zentrum L-Selenocystein enthalt und eine wesentliche Komponente der
antioxidativen Abwehr im menschlichen Organismus darstellt. Bislang sind flnf
Isoformen der GPx bekannt: die ubiquitare zytosolische GPx-1, die gastrointestinale
GPx-2, die plasmatische GPx-3, die Phospholipid-Hydroperoxid-GPx (GPx-4) sowie
die GPx des olfaktorischen Epithels und des embryonalen Gewebes (GPx-6). lhre
antioxidative Wirkung besteht in einer Reduktion von Wasserstoffperoxid,
organischen Hydroperoxiden und Phospholipidperoxiden, wobei letzteres nur durch
die GPx-4 realisiert wird (Lu und Holmgren 2009, Almondes et al. 2010). Alle
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Isoformen der GPx bendtigen als Ko-Substrat reduziertes Glutathion (GSH), welches
in oxidiertes Glutathion (GSSG) umgewandelt wird. Bei der Reduktion von
Wasserstoffperoxid entsteht als Endprodunkt Wasser (XII), wahrend bei der
Reduktion von organischen Hydroperoxiden oder Phospholipidperoxiden deren
korresponierender Alkohol und Wasser entsteht (XIIl) (Fridovich 1998, Lu und
Holmgren 2009):

GPx
2 GSH + H,0, — 2 H,0 + GSSG (XI1)

GPx
2 GSH + R-OOH — H,0 + R-OH + GSSG (Xl

2.3.2 Nichtenzymatische Antioxidanzien

2.3.2.1 Glutathion

Das Glutathion (y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin; GSH) stellt das wichtigste intrazellulare
nichtenzymatische Antioxidanz dar (Forman et al. 2009). Die Synthese von GSH
erfolgt vorwiegend in der Leber aus Glutamat, Cystein und Glycin. Die beiden ATP-
abhangigen Enzyme welche die GSH-Synthese katalysieren, sind die Glutamat-
Cystein-Ligase und die Glutathionsynthetase. GSH wirkt antioxidativ, da es aufgrund
seines Cystein-Restes durch elektrophile Substanzen, wie ROS und andere freie
Radikale, nichtenzymatisch zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird, wobei die
Radikale reduziert werden. Das oxidierte Glutathion (GSSG) wird anschliel3end durch
die Glutathionreduktase NADPH-abhangig wieder zu GSH reduziert. Des Weiteren
ist GSH ein Substrat der Glutathionperoxidase, welche, wie bereits beschrieben,
Wasserstoffperoxid reduziert (Wu et al. 2004, Forman et al. 2009). Neben der
antioxidativen Wirkung hat Glutathion weitere Funktionen im Organismus. Es spielt
eine  wichtige Rolle beim Abbau von Formaldehyd und dem
Prostaglandinstoffwechsel. Eine ausreichende GSH-Konzentration ist notwendig fur
die Spermatogenese, ein hoher intrazellularer Anteil an oxidiertem Glutathion
(GSSG) fuhrt zu einer Aktivierung verschiedener Signalkaskaden innerhalb der Zelle
(Wu et al. 2004).
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2.4 Der myokardiale Ischamie-Reperfusionsschaden

Im Rahmen einer Herztransplantation lasst es sich nicht vermeiden, dass das
Spenderherz einer Phase der Ischamie ausgesetzt ist. Selbst wenn Entnahme und
Transplantation im selben Transplantationszentrum stattfinden, so ist doch das
Spenderorgan bis zur Vollendung aller Anastomosen im Zustand der Ischamie. Die
durchschnittliche Ischamiezeit eines Spenderherzens wird mit 3 Stunden (x 1,5 h)
angegeben, wobei eine langere Ischamiezeit als Risikofaktor fur ein vorzeitiges
Versterben nach Transplantation gilt (Stehlik et al. 2011, Stehlik et al. 2012). Nicht
nur die Ischamie des Spenderherzens sondern auch dessen Reperfusion mit
sauerstoffreichem Blut flhren zu schadlichen Veranderungen an den
Kardiomyozyten. Die Veranderungen und Schadigungen die das Herz dabei erfahrt,
werden als Ischamie-Reperfusionsschaden zusammengefasst. Yellon und Hausenloy

beschreiben dabei vier Formen der myokardialen Dysfunktion:

1. das ,myocardial stunning“, eine mechanische Dysfunktion des
Herzmuskels, die sich nach Tagen bis Wochen wieder zuruckbildet

2. das ,no-reflow‘-Phanomen, bei dem ischamisches Myokard trotz
wiederhergestellter Blutzufuhr nicht reperfundiert wird

3. gefahrliche Arrhythmien

4. den tdodlichen Reperfusionsschaden, bei dem es durch die
Wiederherstellung der Zufuhr von sauerstoffreichem Blut zum Zelltod von

Herzmuskelzellen kommt (Yellon und Hausenloy 2007).

Der tddliche Reperfusionsschaden ist histologisch durch die Ausbildung von
Kontrakturbandern, einer Kalziumansammlung in den Mitochondrien sowie durch
eine Zellschwellung und die Ruptur von Zell- und Mitochondrienmembranen
gekennzeichnet (Zweier und Talukder 2006, Yellon und Hausenloy 2007). Auf die
grundlegenden Mechanismen des myokardialen Ischamie-Reperfusionsschadens

soll im Folgenden naher eingegangen werden.

In der Phase der Ischamie kommt es aufgrund des Sauerstoffmangels zu einem
Sistieren der mitochondrialen ATP-Produktion, der Hauptquelle fir ATP in der Zelle.
Kompensatorisch beginnt die ATP-Bereitstellung durch die anaerobe Glykolyse,

wodurch es zu einer intrazellularen Akkumulation von Laktat kommt. Die Folge ist
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eine Azidose mit Hemmung der Glykolyse sowie aller anderen Mechanismen der
Energiegewinnung (Jennings und Reimer 1991, Buja 2005, de Groot und Rauen
2007). Aufgrund des ATP-Mangels kommt es zu einer Hemmung der
energieabhangigen sarkolemmalen Transportmechanismen. Die sarkolemmale
Na*/K*-Pumpe (Na'/K*-ATPase) stellt ihre Arbeit ein. Dies fiihrt zu einem Anstieg der
intrazellularen  Natrium-Konzentration und einem daraus resultierendem
Wassereinstrom in die Zelle. Die Folge ist eine Zellschwellung mit moglicher Ruptur
der Zellmembran (Buja 2005, de Groot und Rauen 2007). Zudem versucht der
sarkolemmale Na'/H'-Austauscher die Laktazidose auszugleichen, indem
Natriumionen in die Zelle und Wasserstoffionen aus der Zelle geschleust werden
(Jennings und Reimer 1991, Baines 2009). Um die intrazellulare Natriumuberladung
auszugleichen, wird der Na*/Ca**-Austauscher aktiviert, bei dem Na* aus der Zelle,
dafiir aber Ca?* in die Zelle transportiert wird. Des Weiteren wird Kalzium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien in das Zellinnere freigesetzt.
Die zytosolische Kalziumuberladung bewirkt eine Aktivierung verschiedenster
kalziumabhangiger Zellvorgange wie z.B. des kontraktiien Apparates und der
Aktivierung von Proteasen, Lipasen und Hydrolasen, die zu einer Instabilitat des
Zytoskeletts fuhren (Jennings und Reimer 1991, Buja 2005, de Groot und Rauen
2007, Piper et al. 2008). Wird nach Fertigstellen aller Anastomosen das
transplantierte Herz wieder mit sauerstoffreichem Blut perfundiert, kommt es durch
die Reenergetisierung der Kardiomyozyten zu einer schnellen Kalziumaufnahme aus
dem Zellinneren in das sarkoplasmatische Retikulum. Ubersteigt dabei das
sarkoplasmatische Retikulum seine Kalziumspeicherkapazitat, so gibt es schlagartig
grol’e Mengen an Kalzium wieder in das Zytosol ab. Wiederholt sich dieser Vorgang
mehrfach hintereinander, kommt es in Gegenwart ausreichend hoher ATP-Spiegel zu
einer ungehemmten Aktivierung des kontraktilen Apparates, der sogenannten
Hyperkontraktur. Durch die proteolytische Schadigung von Strukturproteinen des
Zytoskeletts, kommt es durch die Hyperkontraktur zur Ruptur des Sarkolemms mit
der Ausbildung von Kontraktionsbandnekrosen (Piper et al. 2008). Ein weiterer
schadigender Mechanismus wahrend der Reperfusion ist die vermehrte Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese entstehen vorwiegend in der
mitochondrialen Atmungskette sowie durch Aktivitadten der Xanthin-Oxidase und der
NADPH-Oxidase (McCord 1988, Elahi et al. 2009). Die Xanthin-Oxidase, als Teil des
Purinstoffwechsels, nutzt molekularen Sauerstoff als Co-Substrat, den sie in

31



Einleitung

Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen umsetzt. Am menschlichen Myokard
findet man die Xanthin-Oxidase in den Endothelzellen der Kapillaren, wo sie zu
grolRen Teilen in der Dehydrogenaseform (Xanthin-Dehydrogenase) vorliegt und
NAD" als Co-Substrat nutzt (Berry und Hare 2004). Die Konversion der Xanthin-
Dehydrogenase in deren Oxidaseform erfolgt entweder reversibel durch Oxidation
von Thiolgruppen des Enzyms unter anaeroben Bedingungen oder irreversibel durch
Proteolyse (McCord 1988, Berry und Hare 2004, Elahi et al. 2009). Wahrend der
myokardialen Ischamie entsteht vermehrt ADP, welches Uber AMP zu Hypoxanthin
und Xanthin abgebaut wird und somit als Substrat fur die Xanthin-Oxidase zur
Verfugung steht (Nishino 1994). In welchem Male die Xanthin-Oxidase am
Reperfusionsschaden beteiligt ist, ist noch nicht vollstandig geklart (Berry und Hare
2004). Ebenfalls in Endothelzellen, aber auch in phagozytierenden Zellen des
Immunsystems, findet man die NADH/NADPH-Oxidase. Dieses Enzym nutzt bei der
Reduktion von Sauerstoff zu Superoxidanion oder Wasserstoffperoxid NADH oder
NADPH als Elektronendonor (Kaminski et al. 2002, Sirker et al. 2011). Wahrend der
Ischamie und der Reperfusion kommt es an der luminalen Seite der Blutgefalle zu
einem Anheften und einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Diese
aktivierten neutrophilen Granulozyten haben eine hohe NADH/NADPH-Oxidase-
Aktivitat und schadigen zudem durch das Freisetzen der Inhalte ihrer Granula das
Endothel und das umliegende Gewebe (Lucchesi 1990, Park und Lucchesi 1999,
Kaminski et al. 2002). Die Hauptquelle fur ROS in den Kardiomyozyten wahrend der
Reperfusion ist die mitochondriale Atmungskette (Solaini und Harris 2005,
Andriantsitohaina et al. 2012). Unter normalen Bedingungen findet in der
mitochondrialen Atmungskette durch die Reduktion von molekularem Sauerstoff ein
Elektronentransport zwischen den Komplexen der Atmungskette statt, in dessen
Folge ein Protonengradient Gber der inneren Mitochondrienmembran aufgebaut wird.
Der entscheidende Schritt findet dabei in der FoF-ATP-Synthase (ATP-Synthase)
statt, welche Wasserstoffionen aus dem Intermembranenspalt in das Innere der
Mitochondrien schleust und dabei ADP in ATP umwandelt (Solaini und Harris 2005).
Wahrend der Ischamie versiegt die Sauerstoffzufuhr zur Atmungskette. Um den
Protonengradienten Uber der inneren Mitochondrienmembran aufrecht zu halten,
arbeitet die ATP-Synthase nun in umgekehrte Richtung, und beférdert unter
Verbrauch von ATP Wasserstoffionen aus der Mitochondrienmatrix in den

Intermembranraum. Es kommt zu einem weiteren Mangel an ATP und einer
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Akkumulation von NADH mit Bildung von ROS (Solaini und Harris 2005, Perrelli et al.
2011, Andriantsitohaina et al. 2012). Wird in der Reperfusion die Sauerstoffzufuhr
wieder hergestellt, findet eine UbermaRige Produktion von Superoxidanionen durch
die Komplexe | (NADH : Coenzym Q-Oxidoreduktase) und Il (Ubichinol : Cytochrom
c-Oxidoreduktase) der Atmungskette statt (Andriantsitohaina et al. 2012). Aufgrund
der KalziumiUberladung der Kardiomyozyten kommt es zu einer Stimulation der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) mit vermehrter Stickstoffmonoxidbildung (NO).
Das NO ist selbst ein Radikal und interagiert mit Teilen von Komplex | und Ill, was zu
deren Hemmung fuhrt (Brookes et al. 2004, Solaini und Harris 2005).

Neben der Bildung von ROS findet wahrend der Reperfusion eine weitere
Veranderung an den Mitochondrien statt. Wie bereits in diesem Abschnitt
beschrieben, kommt es nach Wiederherstellen der Blutzufuhr zu einer Oszillation der
zytosolischen Kalziumkonzentration mit hohen Kalziumspitzenkonzentrationen (Piper
et al. 2008). Um diese KalziumiUberladung auszugleichen, wird unter anderem der
mitochondriale  Kalziumtransporter  aktiviert, der Kalzium aufgrund des
elektrochemischen Gradienten der inneren Mitochondrienmembran in die
Mitochondrienmatrix fordert. Zusammen mit den ROS fuhrt dies zur Formation und
Offnung sogenannter mitochondrialer Permeabilitdts-Transitions-Poren (MPTP). Bei
diesen Poren handelt es sich um unspezifische Kanale, die die innere
Mitochondrienmembran fir lonen und Molekile bis zu einer GroRe von 1,5 kDa
permeabel machen (Baines 2009, Baines 2011). Die Offnung der MPTP hat zur
Folge, dass die innere Mitochondrienmembran durch eine ungehinderte Diffusion von
Wasserstoffionen in die Mitochondrienmatrix depolarisiert wird und ihren
Protonengradienten verliert, was zu einer Entkopplung der Atmungskette und somit
zu einer Produktion von ROS fihrt. Um den Protonengradienten wieder herzustellen,
wird aus der FoF-ATP-Synthase wieder eine Protonenpumpe, die ATP verbraucht
(Baines 2011). Der dadurch verursachte Mangel an ATP fuhrt wie schon in der
Ischamie zu einer Stérung der lonen- und Stoffwechselhomobostase der
Kardiomyozyten und zur Aktivierung von Proteasen, Lipasen und Nukleasen
(Halestrap et al. 2004). Da die MPTP nicht fir Proteine durchgangig ist, erzeugen die
Proteine der Mitochondrienmatrix einen kolloidosmotischen Druck, mit Schwellung
der Mitochondrien und Ruptur der auf’eren Mitochondrienmembran. Es werden
dadurch pro-apoptotische Proteine, wie das Cytochrom c in das Zytosol freigesetzt
(Brookes et al. 2004, Halestrap et al. 2004, Baines 2011). Insgesamt scheint es so,
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dass der Offnung der MPTP eine entscheidende Rolle beim Ischdmie-
Reperfusionsschaden zugesprochen werden kann (Halestrap et al. 2004, Baines
2011).

2.5 Die myokardiale Prakonditionierung durch volatile Anasthetika

Die myokardiale Prakonditionierung durch volatile Anasthetika beschreibt das
Phanomen, bei dem der Einsatz von Narkosegasen vor einer Phase der Ischamie
eine Abschwachung des myokardialen Ischamie-Reperfusionsschadens zur Folge
hat. Der kardioprotektive Effekt volatiler Anasthetika ist schon seit langerer Zeit
bekannt und wurde erstmals 1976 von der Arbeitsgruppe um Bland und Lowenstein
am Halothan nachgewiesen (Tanaka et al. 2004, Bienengraeber et al. 2005). Unter
Laborbedingungen wurde die Anasthetika-induzierte Prakonditionierung (AlP)
erstmalig von Kersten und Mitarbeitern 1997 am Isofluran beschrieben (Kersten et al.
1997, Bienengraeber et al. 2005). Mittlerweile sind auch flr andere Narkosegase
Prakonditionierungseffekte nachgewiesen worden. Die Mechanismen die der
Anasthetika-induzierten Prakonditionierung (AIP) zugrundeliegen, ahneln denen, wie
der von Murry und Mitarbeitern 1986 erstmals beschriebenen ischamischen
Prakonditionierung (Buchinger et al. 2005, Lorsomradee et al. 2008).

Bei den heutzutage gebrauchlichen Inhalationsnarkotika handelt es sich vorwiegend
um halogenierte Kohlenwassertoffe. lhre Ldslichkeit im Blut sowie die Verteilung im
Gewebe werden von den lipophilen Eigenschaften des jeweiligen Inhalationsgases
bestimmt (Loscar und Conzen 2004, Burgis 2005). Bei der Anasthetika-induzierten
Prakonditionierung spielen verschiedene Mechanismen wie die Offnung ATP-
sensitiver Kaliumkanale (K'atp), die intrazelluldre Bildung kleiner Mengen an ROS
sowie die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und inhibitorischer Guaninnukleotid-
bindender Proteine (Gi-Proteine) eine bedeutende Rolle. Ein einzelner Endeffektor
liel sich jedoch noch nicht identifizieren (Tanaka et al. 2004, Hu und Liu 2009). Auf
zwei der eben genannten Mechanismen soll im Folgenden etwas naher eingegangen

werden.

Rolle der ATP-sensitiven Kaliumkanale
Bei den Untersuchungen zur Anasthetika-induzierten Prakonditionierung stehen zwei

K'atp im Vordergrund. Zum einen der sarkolemmale Kaliumkanal (sarcK'atp) und
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zum anderen der mitochondriale Kaliumkanal (mitoK'atp). Insbesondere dem
mitoK*atp wird eine zentrale Rolle bei der AIP zugesprochen. Ob volatile Adsthetika
diese Kaliumkanale direkt offnen, oder nur deren Offenheitswahrscheinlichkeit
erhdhen ist bislang nicht vollstandig geklart. Die kardioprotektiven Effekte durch
Offnung des mitoK'a7p und der damit verbundenen Aufrechterhaltung der
mitochondrialen bioenergetischen Funktion wird auf folgende Beobachtungen
zuruckgefuhrt: die Aktivierung dieser Kaliumkanale fuhrt zu einer Depolarisation der
inneren Mitochondrienmembran, was zum einen zu einer Verminderung der
intrazellularen Kalziumutberladung und somit zu einer Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Kalziumhomoostase und zum anderen zu einer Zellschwellung der
Mitochondrien fuhrt. Die Depolarisation und Zellschwellung haben eine verminderte
Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) durch die Atmungskette zur Folge, was
wiederum zur Aktivierung von Kompensationsmechanismen fihrt, welche die
oxidative Phosphorylierung optimieren. Die Offnung der mitoK*'atp bewahrt die
Permeabilitat der auReren Mitochondrienmembran fir Vorlaufermolekile der ATP-
Synthese sowie die Struktur des Intermembranraumes der Mitochondrien, was die
mitochondriale Energieproduktion sicherstellt und bei Einsetzen der Ischamie einen
effizienten Energietransfer zwischen Mitochondrien und Zellinneren gewahrleistet
(Tanaka et al. 2004, Bienengraeber et al. 2005).

Rolle der Proteinkinase C

Die Proteinkinase C (PKC) ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, welche durch
Phosphorylierung des Serin/Threonin-Teils von Proteinen deren Aktivitat beeinfluf3t
und in verschiedenen Isoformen in der Zelle vorliegt (Bosco et al. 2011, Son et al.
2011). Sie wird durch die Akivierung eines G-Proteins und der damit verbundenen
Produktion von DAG (Newton 2003) oder aber auch direkt durch volatile Anasthetika
stimuliert. Letzteres erfolgt vermutlich durch die Interaktion des volatilen
Anasthetikums mit der regulatorischen Domane der PKC (Tanaka et al. 2004, Hu und
Liu 2009). Die bei der AIP aktivierten Isoformen PKC-6 und PKC-¢ translozieren zu
sarkolemmalen und mitochondrialen Membranen und fiihren dort zu einem Offnen
der K'atp-Kanéle. Wie bereits beschrieben wird vermutet, dass volatile Anasthetika
die Offenheitswahrscheinlichkeit dieser Kaliumkanale erhdhen (Tanaka et al. 2004,
Hu und Liu 2009). Insgesamt wird der Aktivierung der PKC eine entscheidende Rolle
in der AIP zugeschrieben (Lorsomradee et al. 2008).
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3. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation soll anhand eines  heterotopen
Rattenherztransplantationsmodells zur Induktion chronischer Abstossungsprozesse
untersucht werden, inwieweit volatile Anasthetika im Vergleich zu nicht-volatilen
Anasthetika in der Lage sind, das Myokard vor einem Ischamieereignis zu

prakonditionieren. Verschiedene Aspekte sollen dabei gezielt untersucht werden:

1. Hat die Prakonditionierung mit einem volatiien Anasthetikum einen
langfristigen Einfluss auf die antioxidativen Schutzmechanismen des
Myokards?

2. Kann anhand der im spaten postoperativen Verlauf gemessenen Marker fir
den oxidativen Stress ein Rlckschluss auf den Schweregrad des oxidativen

Stresses kurz nach der Transplantation gezogen werden?

3. Lasst sich durch die Wahl des Anasthetikums die chronische
Transplantatabstossung  hinsichtlich  ihrer  Entwicklung  bzw. ihres

Schweregrades positiv beeinflussen?

Fur diesen Versuch werden die Herzen von Lewis-Ratten (Lew) heterotop an die
AbdominalgefalRe von Fisher-Ratten (F344) anastomosiert. Jedes
Transplantationspaar erhalt hierbei die gleiche Narkoseform (volatil vs.
intraperitoneal). Die Ischamiezeit des =zu transplantierenden Herzens variiert
zwischen 30 Minuten und 8 Stunden. Nach einer Nachbeobachtungszeit von 70 bzw.
140 Tagen werden die Transplantate enthommen und die Biomarker des oxidativen
Stresses bestimmt. Ferner erfolgt eine histopathologische Bewertung der
chronischen Abstossungsreaktion anhand eines definierten Scoring-Systems mit

besonderer  Fokussierung auf die TVP und die  Myokardfibrose.
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4. Material und Methoden

4.1 Tierversuch

4 1.1 Versuchstiere

Die Durchfihrung der heterotopen allogenen Rattenherztransplantation erfolgte an
Ratteninzuchtstdammen der Firma Charles-River GmbH, Sulzfeld, wobei als Spender
mannliche Lewis-Ratten (Lew) und als Organempfanger mannliche Fisher-Ratten
(F344) verwendet wurden. Beide Inzuchtstamme sind besonders fur die
Transplantationsforschung geeignet, da sie bezuglich ihrer MHC-I- und MHC-II-
Molekule (MHC = Major Histocompatibility Complex) nahezu identisch sind und sich
nur in mehreren non-MHC-Antigenen unterscheiden. Die Haltung der Tiere erfolgte
im Institut far Versuchstierkunde und Tierschutz der Friedrich Schiller Universitat
Jena unter Einhaltung der Tierschutzbestimmungen. Die Versuchstiere hatten freien
Zugang zu Futter und Wasser und unterlagen kontrollierten Tag-Nacht-Zyklen.
Entsprechend der Vorgaben des Tierschutzgesetzes (Reg.-Nr. 02-043/07), erfolgte
vor Versuchsbeginn eine 14-tdgige Akklimation der Tiere an die genannten

Bedingungen.

4.1.2 Versuchsaufbau und Versuchsgruppen

Der im Folgenden beschriebene Versuchsaufbau ist in Abbildung 1 dargestellt (Abb.
1). Um Unterschiede im Abstollungsgrad des transplantierten Organes in
Abhangigkeit von der gewahlten Narkoseform zu untersuchen, wurden im
Tierversuch zwei Hauptgruppen mit jeweils 24 Tieren gebildet. Eine Gruppe erhielt
Isofluran als volatiles Narkotikum, wahrend die zweite Gruppe Nembutal® als
Injektionsnarkotikum intraperitoneal verabreicht bekam. Spender- und jeweilige
Empfangerratte haben die gleiche Narkoseform erhalten. Innerhalb der beiden
Gruppen wurde zwischen 30 und 480 Minuten kalter Ischamie des Spenderherzens
unterschieden. Die Ischamiezeit von 30 Minuten diente hierbei als Kontrolle, da bei
einer humanen Herztransplantation selbst unter optimalen zeitlichen Bedingungen
mit einer Ischamiezeit von etwa 30 Minuten gerechnet werden muf3. Um eine
ausreichende Triggerung des oxidativen Stresses bzw. der Abstossungsreaktion im

Versuch zu erzeugen, wurde eine kalte Ischamie von 480 Minuten gewahlt (Renner
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et al. 2004, Renner et al. 2005). Jede der Gruppen, wurde nochmals unterteilt und
jeweils einem Nachbeobachtungszeitraum von 70 bzw. 140 Tagen zugewiesen.
Diese Zeitpunkte wurden deshalb gewahlt, da die Ausbildung einer TVP im
transplantierten Organ ungefahr ab dem 70. Tag nach Transplantation beginnt und
nach 140 Tagen reproduzierbar eine ausgepragte TVP vorliegt. Im gesamten
Versuchsaufbau sind acht unterschiedliche Gruppen mit je 6 Tieren gebildet worden,

nicht zuletzt um eine aussagekraftige Statistik durchfuhren zu kénnen.

Narkoseform

E | volatil vs. intraperitoneal ﬂ

(" ) ("

~

Explantation Explantation
Spender, Spender,
30 Minuten 480 Minuten
Ischamie Ischamie
Transplantation Transplantation
1 1 1 |
70 Tage 140 Tage 70 Tage 140 Tage
Nachbeobachtung Nachbeobachtung Nachbeobachtung Nachbeobachtung
Explantation Explantation Explantation Explantation

) (" N )

Gruppen Gruppen Gruppen Gruppen
V30/70 V30/140 V480/70 V480/140
VvSs. VS. VS. VS.
IP30/70 IP30/140 IP480/70 IP480/140
6 Tiere je 6 Tiere je 6 Tiere je 6 Tiere je
Gruppe ) \ Gruppe Gruppe Gruppe

Abb. 1: Versuchsaufbau
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4.1.3 Heterotopes allogenes Rattenherztransplantationsmodell

Die Herztransplantationen wurden nach dem Modell von Ono und Lindsey mit der
Modifikation nach Yokoyama in mikrochirurgischer Operationstechnik durchgefuhrt.
Das Modell nach Ono und Lindsey sieht eine heterotope Herztransplantation an der
Ratte mit Anastomosierung des Spenderherzens an die Bauchgefalle des
Empfangertieres vor. Dabei werden die Venae cavae sowie die Pulmonalvenen des
Spendertieres ligiert und die Aorta ascendens des Spenderherzens mit der Aorta
abdmonialis des Empfangertieres und der Truncus pulmonalis des Spenderherzens
mit der Vena cava inferior des Empfangers anastomosiert (Ono und Lindsey 1969).
Die Modifikation des Spenderherzens nach Yokoyama beinhaltet die Resektion der
Trikuspidalklappe, einen zu schaffenden Vorhofseptumdefekt (ASD), die Ligierung
des Truncus pulmonalis, sowie die Seit-zu-Seit Anastomosierung des rechten
Vorhofs mit der Vena cava inferior des Empfangers. Der Aortenstumpf des
Spenderherzens wird End-zu-Seit mit der Aorta abdominalis des Empfangertieres
anastomosiert. Am transplantierten Herzen ergibt sich somit ein Blutfluss von der V.
cava inferior Uber das rechte Atrium und dem ASD in den linken Vorhof, von dort
Uber die Mitralklappe in den linken Ventrikel und durch die Aortenklappe uber die
aorto-aortale Anastomose in die Aorta abdominalis des Empfangers. Zusatzlich
gelangt Blut aus dem rechten Atrium in die rechte Herzkammer und durch die
Trikuspidalklappeninsuffizienz retrograd in den rechten Vorhof, wo es zum einen Uber
den ASD in das linke Atrium und Uber die atrio-cavale Anastomose in die V. cava
inferior gelangt. Auf diese Weise wird eine Uberdehnung des rechten Ventrikels,

sowie eine Thrombenbildung verhindert (Yokoyama et al. 1995).

4.1.3.1 Operationsvorbereitung

Vor Beginn jeder Operation wurden die Ratten gewogen. Anschliel3end erfolgte, je
nach Gruppenzugehdrigkeit, die Narkoseeinleitung in einer Anasthesiebox mittels 3
% lIsofluran (Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland) mit einer O,-Zugabe von 2
I/min Uber ca. vier Minuten bzw. durch eine intraperitonale Injektion einer
gewichtsadaptierten Dosis von 50 mg/kg Nembutal® (Ovation Pharmaceuticals Inc.,
Deerfield, Illinois, USA). Nach Eintritt der Narkose, wurden die Ratten rasiert und fur
die Operation fixiert. Fur die Isoflurangruppe war eine Aufrechterhaltung der Narkose

mit 2 % Isofluran bei einer O,-Zugabe von 2 I/min notwendig, die Nembutal®-Gruppe
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hingegen erhielt lediglich Sauerstoff mit einem Flu® von 2 I/min. Jedes Versuchstier
wurde vor der entsprecheden Operation in gleicher Weise vorbereitet und die

Operationen in tiefer Narkose durchgefuhrt.

4.1.3.2 Spenderoperation

Die Eroffnung der Bauchdecke erfolgte durch eine Langsinzision, anschlielRend
wurden die grolen Bauchgefalie aufgesucht und durchtrennt. Mit Durchtrennung von
V. cava inferior und Aorta abdominalis wurden Vor- und Nachlast des noch
schlagenden Herzens gesenkt und einer Thrombenbildung vorgebeugt. Nach
Durchtrennung des Zwerchfells, erfolgte die Eroffnung des Thorax mittels eines
Schnitts entlang der linken und rechten Axillarlinie. Mit zwei Bulldogklemmen wurden
die untere sowie die beiden oberen Hohlvenen abgeklemmt und das Herz mit 4 °C
kalter Bretschneider-Kardioplegieldsung (Custodiol®, Dr. Franz Kéhler Chemie,
Bensheim, Deutschland) retrograd uber die V. cava inferior und anschliel3end Uber
die Aorta antegrad bis zum Stillstand perfundiert. Nach Eintritt des Herzstillstandes
erfolgte zunachst die Ligierung von V. cava inferior, V. cava superior dexter sowie
der V. pulmonalis dexter mit 4-0 ETHIBOND Excel (Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland). Im nachsten Schritt wurde der rechte Vorhof
zwischen V. cava inferior und V. cava superior inzidiert und die Trikuspidalklappe
reseziert sowie die Vorhofscheidewand im Sinne eines ASD teilreseziert. Das rechte
Herz wurde von thrombotischem Material befreit und mit physiologischer
Kochsalzlésung gespult. Anschliefend wurden die V. cava superior sinister, V.
pulmonalis sinister, V. lobi caudati sowie der Truncus pulmonalis ebenfalls mit 4-0
ETHIBOND Excel ligiet und die Aorta ascendens proximal des Truncus
brachiocephalicus durchtrennt. Auch hier erfolgte die Spllung mit physiologischer
Kochsalzlésung zur Entfernung etwaiger Thromben. Die zuvor ligierten Gefalie
wurden nacheinander abgesetzt und das entnommene Herz fur die entsprechende

Ischamiezeit in Konservierungslésung (Custodiol®) bei 4° C im Kiihlschrank gelagert.

4.1.3.3 Transplantationsoperation

Die Vorbereitung sowie die Narkose der Empfangertiere, erfolgten in gleicher Weise
wie die der Spendertiere.

FUr die Implantation wurde die Bauchdecke der F344-Ratten mit einer ca. 5 cm

langen Langsinzision erdffnet und das Darmkonvolut in einer Mullkompresse feucht
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ausgelagert. Nach Aufsuchen der beiden grolien Bauchgefal’e (Aorta abdominalis
und V. cava inferior), wurde das daruberliegende Peritoneum unterhalb der
Nierengefalde stumpf aufprapariert. Infrarenale Gefaldabgange aus beiden Gefallen
wurden auf einer Lange von ca. 1 cm mittels eines Gefass-Clips zusammengefasst
abgeklemmt. Anschlie3end erfolgte das gemeinsame Ausklemmen der abdominellen
Aorta und der V. cava inferior mithilfe zweier Bulldogklemmen auf einer Lange von
ca. 1 cm und die Langsinzision dieser Gefalle von ca. 3-4 mm. Etwaige Thromben
wurden entfernt und die GefalRe mit physiologischer Kochsalzlésung gespult. Mit
einer End-zu-Seit Anastomose der Aorta des Spenderherzens mit der Aorta des
Empfangertieres in fortlaufender evertierender Naht (8-0 Prolene, Johnson &
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland), wurde mit der Implantation des
Spenderherzens begonnen. Der rechte Vorhof des Spenderherzens wurde in
gleicher Weise ebenfalls End-zu-Seit mit der V. cava inferior des Empfangers
verbunden. Nach Abschluss der Anastomosen, wurden die Bulldogklemmen entfernt
und der Blutfluss durch das Spenderherz wieder hergestellt. Bei ausreichender
Kontraktion des Spenderherzens und relativer Bluttrockenheit, wurde das
Darmkonvolut in die Bauchhohle zurtckverlagert und eine gewichtsadaptierte Dosis
von 2 mg/Kg Kérpergewicht (KG) Cyclosporin A (Sandimmun®, Novartis Pharma
GmbH, Nurnberg, Deutschland) direkt in den Bauchraum verabreicht. Der
schichtweise Verschluss der Bauchdecke erfolgte mit 5-0 Prolene in fortlaufender

evertierender Nahttechnik.

4.1.4 Nachsorge

Alle transplantierten Tiere bekamen von Tag 1 bis Tag 14 nach der Transplantation
taglich 2 mg/kg KG Cyclosporin A intraperitoneal injiziert und wurden Uber diesen
Zeitraum taglich gewogen. Die Beurteilung des Transplantats erfolgte ebenso taglich
durch Palpation durch die Bauchdecke, wobei die Funktion des Grafts nach einem
Punktesystem bewertet wurde (Lange et al. 2006), welches von 0 (keine
Transplantatfunktion) bis 4 (sehr gute Transplantatfunktion) reicht (Tabelle 5). Im
weiteren Verlauf erfolgte die Nachsorge zweimal wochentlich durch Wiegen des

Versuchstieres sowie palpatorische Beurteilung des Transplantats.
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Tabelle 5: Beurteilung der Transplantatfunktion

Transplantatfunktion Punkte

keine 0
schwach 1
ausreichend 2
gut 3
sehr gut 4

4.1.5 Probengewinnung

Transplantatentnahme

Nach Ablauf des jeweiligen Nachbeobachtungszeitraumes (70 bzw. 140 Tage),
wurden die Ratten entsprechend ihrer Gruppenzugehoérigkeit, wie unter OP-
Vorbereitung beschrieben, fir die Explantation vorbereitet. Vor jeder Entnahme
erfolgte nochmals die Beurteilung der Transplantatfunktion mittels Palpation durch
die Bauchdecke. Fur die Tiere der Isoflurangruppe wurde wahrend der gesamten
Entnahme die Narkose mit 2 % Isofluran bei einem Sauerstofffluss von 2 I/min
aufrechterhalten, die Ratten der Nembutal®—Gruppe erhielten wahrend der Narkose
lediglich 2 | Sauerstoff pro Minute. Nach medianer Laparotomie, wurde das
Transplantat visuell nach Kontraktionsfahigkeit, Farbaspekt und
Fibrosierungserscheinungen am Myokard beurteilt. Das Transplantat wurde nun
entlang der Anastomosen entnommen, in physiologischer Kochsalzlosung gespult
und bis zur weiteren Verarbeitung kuhl gelagert. Die enthommenen Herzen wurden
vom Apex zur Herzbasis in vier Probenteile, ohne Mitnahme der Vorhdfe,
geschnitten. Herzspitze und -basis wurden jeweils in ein steriles Probengefald (Fa.
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland) Uberfuhrt, und fir eine spatere
biochemische und molekularbiologische Aufarbeitung in flissigem Stickstoff (Linde
AG, Pullach, Deutschland) schockgefroren und bei - 80°C gelagert. Das Herzgewebe
aus der Klappenebene wurde erneut geteilt. Ein Teil dieser Probe wurde fur spatere
immunhistochemische Untersuchungen zunachst in Tissue Tek Compound (Sakura
Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) eingebettet und anschlief3end in
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flussigem Stickstoff (Linde AG, Pullach, Deutschland) schockgefroren und bei - 80°C
gelagert. Das zweite Probenstick wurde in Formalin fixiert und in Paraffin

eingebettet.

4.2 Probenanalyseverfahren

Jene beiden Gewebeproben, die ohne Zusatz von Tissue Tek Compound
schockgefroren wurden, wurden unter standiger Kuhlung auf Trockeneis sowie
Zufuhr von flussigem Stickstoff in einem Maorser homogenisert, zu gleichen Teilen auf

mehrere Probengefalle verteilt, und bis zur weiteren Bearbeitung bei - 80°C gelagert.

4.2.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay
Kit der Firma Thermo Scientific (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) durchgeflhrt.
Der Test kombiniert die Biuret-Reaktion, bei der Kupfer-lI-Sulfat in einem basischen
Medium in Anwesenheit von Proteinen mit mindestens zwei Peptidbindungen, zu
Kupfer-(1)-Sulfat reduziert wird, mit dem spezifischen Nachweis der Kupfer-(I)-lonen
durch Bindung an Bicinchoninsaure (BCA). Dabei reagieren zwei Moleklle BCA mit
einem Kupfer-(I)-lon zu einem wasserloslichen violetten Farbkomplex, dessen

Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch erfasst werden kann.

Probenvorbereitung:

Die homogenisierten Gewebeproben wurden nach Zugabe von 1 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) fur 10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert, der
Uberstand jeweils in ein neues Probengefall abpipettiert und bis zur weiteren

Verwendung auf Eis gelagert.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Arbeitsreagenz: BCA-Reagenz A (Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat,
Bichinchoninsaure, Natriumtartat) + BCA-Reagenz B (4 %
Kupfer-1I-Sulfat) im Verhaltnis 50:1, beide Reagenzien
werden vom Hersteller gebrauchsfertig geliefert

Rinderserumalbumin: 2 mg/ml Rinderserumalbumin in 0,9 % physiologischer
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Kochsalzlésung und 0,05 % Natriumazid (NaNs),
gebrauchsfertig

Durchfihrung:

Zu Beginn der Bestimmung erfolgte die Herstellung einer Standardverdiinnungsreihe
aus Rinderserumalbumin nach Vorgabe des Herstellers.

Die Standardverdunnungsreihe, die Leerprobe (PBS) sowie die zu messenden
Proben, wurden zu je 25 pul in Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte
aufgetragen. Durch Zugabe von je 200 pl Arbeitsreagenz, wurde die Reaktion
gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank und
anschlieBender Abkuhlung der Proben auf Raumtemperatur (RT), erfolgte die
Messung der Absorption mithilfe des Sunrise Remote-Plattenreaders (TECAN Group
Ltd., Mannedorf, Schweiz). Auf Grundlage der gemessenen Absorption der
Standardverdunnungsreihe, liel sich die Proteinkonzentration flr jede der Proben in

pg/ml bestimmen.

4.2.2 Superoxiddismutase-Assay

Der Test der Firma Northwest Life Science Specialities, LCC (Northwest Life Science
Specialities, LCC, Vancouver, WA, USA, erfasst den Anteil einer definierten Menge
Hamatoxylin, der in Anwesenheit der Superoxiddismutase an der Autooxidation
gehindert wird. Die Menge des nicht oxidierten Hamatoxylins, lasst sich bei einer
Wellenlange von 560 nm photometrisch bestimmen, und ist direkt proportional zur

Konzentration der Superoxiddismutase.

Probenvorbereitung:

Die homogenisierten Gewebproben wurden mit 1 ml PBS versetzt, 20 Sekunden
mittels eines MS2 Minishakers (IKA-Werke GmbH & CO.KG, Staufen, Deutschland)
gevortext und anschlieBend fir 10 Minuten bei 3000 x g abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde zu je 100 pl in Probengefale abpipettiert.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Hamatoxylin-Losung: Hamatoxylin + 1,2 ml destilliertes Wasser
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Testpuffer: gebrauchsfertig, ca. 2 Stunde vor Testbeginn,
Offnen des Flaschchens, um eine Anreicherung mit

Sauerstoff zu erreichen

Probenverdinnungspuffer: gebrauchsfertig

Durchflhrung:

Die Testdurchfuhrung erfolgte nach Anweisung des Herstellers. Alle Reagenzien und
Proben wurden vor Testbeginn auf Raumtemperatur gebracht. Jede Probe wurde mit
100 pl Probenverdunnungspuffer versetzt. Auf eine Mikrotiterplatte wurde in jede
Vertiefung 230 ul Testpuffer gegeben. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 10 pl
des Testpuffers als Leerprobe bzw. von 10 ul der zu untersuchenden Probe. Der
Test erfolgte als Doppelbestimmung. Nach zweimindtiger Inkubation unter standigem
Schutteln, wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl der Hamatoxylin-Losung
gestartet. Anschlieend wurde die Reaktionskinetik im Messintervall von 10
Sekunden Uber eine Gesamtdauer von 5 Minuten bei einer Absorption von 560 nm
mithife des Sunrise Remote-Plattenreaders erfasst. Zur Berechnung der
Superoxiddismutasekonzentration wurde aus den Absorptionswerten der
Doppelbestimmung je Probe der Mittelwert gebildet, graphisch dargestellt und eine
Regression durchgefihrt. Aufgrund der Linearitat, konnten zwei Punkte auf der
Regressionsgeraden bestimmt werden und die Koordinaten (X/Y fur Punkt eins und

XofY, fur Punkt zwei) in folgende Gleichung eingesetzt werden:

Rate (a absorption 560nm/min) = (Y2-Y1) / (X2-X1)

Im Anschluss, erfolgte die Bestimmung des Verhaltnisses der Absorption der Probe

(s) zur Leerprobe (b) mithilfe folgender Gleichung:

Ratios, = Rate s/ Rate b

Nun konnte der prozentuale Anteil des Hamatoxylins, welcher durch die SOD an der

Oxidation gehindert wurde, mithilfe folgender Gleichung berechnet werden:

% nhibition = (1-Ratio S/b) - 100 %
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Die Konzentration der SOD liel¥ sich abschlieRend anhand unten stehender

Gleichung bestimmen:

1,25 - (% Inhibition) - Verdinnungsfaktor (0,5) = [SOD] U/ml

Die Umrechnung der SOD-Konzentration in die Einheit Milligramm erfolgte mithilfe

der zuvor bestimmten Proteinkonzentration.

4.2.3 Katalase-Assay

Der Katalase-Test der Firma Northwest Life Science Specialities, LCC (Northwest
Life Science Specialities, LCC, Vancouver, WA, USA), beruht auf einer Umsetzung
einer definierten Menge H,O, durch eine unbekannte Menge an Katalase (Probe).
Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten, wird die Reaktion gestoppt und die
verbliebene Menge an H;O, in einer zweiten Reaktion mithilfe der
Meerrettichperoxidase (HRP) durch Umsetzung eines Chromogens nachgewiesen.
Der so entstandene Farbkomplex lasst sich bei einer Wellenlange von 650 nm
photometrisch quantifizieren. Die Konzentration der Katalase lasst sich anhand einer
Standardkurve errechnen, wobei eine umgekehrte Proportionalitat zwischen
Katalasekonzentration und nachgewiesener Menge an H,;0O, besteht. Eine
Katalaseeinheit entspricht der Menge Enzym, die pro Minute 1 umol H,O, umsetzt
(bei pH 7,0 und 27 °C).

Probenvorbereitung:
Die im Morser zerstoRenen Gewebeproben wurden mit 0,25 %iger Kochsalzldsung
vermengt und fiir 10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 5

Portionen aufgeteilt und jede mit 15 yl Probenverdinnungspuffer 1:20 verdinnt.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Testgemisch: 5 ml 4X Testpuffer + 14,9 ml destilliertes Wasser +
100 upl HyO,, das Gemisch 1 Stunde bei RT
inkubieren

Arbeitspuffer: 7,5 ml 4X Testpuffer + 22,5 ml destilliertes Wasser
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Stopp-Losung: 1 ml 20X Stopp-Lésung + 5 ml 4X Testpuffer + 14 ml destilliertes

Wasser

HRP-Losung: Meerrettichperoxidase-Pulver + 1,8 ml 4X

Testpuffer

Katalasestandard (100 U/ml):  Katalase-Pulver (150 U) verdunnt in

1,275 ml Probenverdinnungspuffer

Chromogen: gebrauchsfertig, enthalt TMB in DMSO
Probenverdinnnungspuffer: gebrauchsfertig
Durchflhrung:

Herstellung einer vom Hersteller definierten Katalase-Standardreihe nach Anleitung.

Im nachsten Schritt erfolgte das Auftragen von jeweils 10 pl der Standardreihe bzw.
der Proben in Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte. Durch Zugabe von 190 pl
des Testgemisches, wurde die Reaktion gestartet. Nach einer Inkubation von zwei
Minuten bei Raumtemperatur erfolgte der Abbruch der Reaktion durch Zugabe von
200 pl des Stopp-Reagenz. AnschlieBend wurde eine zweite Mikrotiterplatte mit
einem Gemisch, bestehend aus 264 ul Arbeitspuffer und 15 ul der Chromogen-
Losung, fur jeden Probennapf vorbereitet. Nach Zugabe von je 6 pl eines
Reaktionsgemisches der ersten Mikrotiterplatte in je einen Probennapf der zweiten
Mikrotiterplatte wurde die Umsetzung des Chromogens durch Aufbringen von jeweils
15 ul der HRP-Losung gestartet. Die Absorptionsmessung bei 650 nm wurde mit
dem Sunrise Remote-Plattenreader durchgefiuihrt und konnte nach siebenmindtiger
Inkubation begonnen werden. Mithilfe des Katalase-Standards lieR sich eine
Standardkurve anfertigen anhand derer die Katalase-Konzentration der Probe nach
Regression errechnet werden konnte. Zur Berechnung wurden unten stehende

Gleichungen herangezogen:

(y=ax+b)
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Katalase-Konzentration in der Probe:

Crrobe = [(Aprobe — b) / @] - df

a = Anstieg der Regressionskurve
b = Schnittpunkt der Regressionskurve mit der y-Achse
Aprobe = gemessene Absorption der Probe bei 650 nm

df = Verdinnungsfaktor der Probe = 20

Die Konzentration der Katalase wird in U/ml bzw. auf Grundlage der

Proteinkonzentration in U/mg angegeben.

4.2.4 Glutathionperoxidase-Assay

Der in dieser Arbeit verwendete Glutathionperoxidase-Test der Firma Northwest Life
Science Specialities, LCC (Northwest Life Science Specialities, LCC, Vancouver,
WA, USA) ist ein indirekter photometrischer Test zur Bestimmung der
Glutathionperoxidase-Konzentration. In einem ersten Reaktionsschritt, wird
Glutathion (GSH) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H2O,) durch die
Glutathionperoxidase (GPx) zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert und in einer
zweiten Reaktion durch die Glutathionreduktase NADPH-abhangig wieder zu
Glutathion reduziert. Wahrend dieser Reaktion wird NADPH zu NADP™ oxidiert, was
zu einer Abnahme der NADPH-Absorption bei 340 nm in direkter Abhangigkeit von
der GPx-Konzentration fuhrt. Eine Einheit GPx entspricht hierbei der Menge an GPXx,
die notwendig ist, um 1 pmol Glutathion H,O»-abhangig zu reduzieren (pro Minute bei
25 °C und pH 7,0).

Probenvorbereitung:

Die Gewebehomogenate wurden mit Tris-Puffer, 5 mM EDTA sowie 1 mM DDT

versetzt und bei 3000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand jeweils in ein

Probengefald abpipettiert und im Verhaltnis 1:10 mit der Puffer-Lésung verdinnt.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Arbeitsreagenz: NADPH-Reagenz (enthalt reduziertes NADPH und GSH)
+ NADPH-L6sung (enthalt Glutathionreduktase in Puffer

48



Material und Methoden

mit Stabilisator und 4mM NaN3)

H,0O,-Reagenz: 0,3 ml einer H,O,-Losung (bestehend aus 0,2 ml 3 %igem
H.O, + 2 ml Puffer-Lésung) in 10 ml Pufferlésung

verdunnt

Pufferlosung: enthalt EDTA sowie 4 mM NaNs, pH 7,0, gebrauchsfertig

Durchfihrung:

Der Test wurde gemal® der Anleitung des Herstellers durchgeflhrt. Nachdem alle
Reagenzien auf Raumtemperatur (RT) angewarmt wurden, erfolgte das Aufbringen
von 50 ul Pufferlésung als Leerprobe sowie je 50 uyl der Proben in
Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte. Nach Zugabe von je 50 pl des
Arbeitsreagenz, wurde die Reaktion durch Zufiigen von 50 pl des H,O,-Reagenz zu
jeder Probe gestartet. Die Messung der Absorption (AAssomin) erfolgte nach einer
Inkubationszeit von einer Minute mithilfe des Sunrise Remote-Plattenreaders fur 5
Minuten mit einem Messintervall von 30 Sekunden. Anhand unten stehender Formel

konnte die Konzentration der Glutathionperoixdase berechnet werden:

2 - (mRateprobe — MRate cerprobe) - Vrm - df /2,74 - Vs = [GPx] mU/ml

mRateprobe = -1000 * AA3z40/min

mRateeerprobe = -1000 - AA340/min

Vrm = Volumen des Reaktionsgemisches (3 - 50 pl)

Vs = Volumen der Probe (50 ul)

Absorptionskoeffizient der MTP = 2,74

df = Verdunnungsfaktor der Probe = 10

Auf Grundlage der Proteinkonzentration wurde die GPx-Konzentration pro Milligramm

berechnet: [GPx] mU/mg.
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4.2.5 Reduziertes und oxidiertes Glutathion

Zum Einsatz kam der GSH/GSSG-Test der Firma Oxford Biomedical Research Inc.
(Oxford Biomedical Research Inc., Oxford, MI, USA). Dieser Test erfasst in zwei
getrennten Testablaufen sowohl das oxidierte Glutathion (GSSG) sowie das gesamte
Glutathion (reduziertes und oxidiertes). Die Bestimmung der Konzentration des
gesamten Glutathions (GSH;) erfolgt in zwei aufeinander folgenden
Reaktionsschritten. Im ersten Reaktionsschritt wird GSSG durch die
Glutathionreduktase NADPH-abhangig zu GSH reduziert. Das so entstandene GSH
sowie das bereits in der Zelle vorhandene GSH reagieren mit 5,5 -Dithio-bis(2-
Nitrobenzoesaure) (DTNB), wobei ein Produkt entsteht, welches bei einer
Wellenlange von 412 nm photometrisch quantifiziert werden kann und dessen Menge
proportional zur Konzentration des GSH; ist. FUr die Bestimmung der Konzentration
des GSSG wird zu der Testprobe ein Scavenger gegeben, der mit der Thiolgruppe
des bereits in der Zelle vorhandenen GSH reagiert und es so an der Reaktion mit
dem DTNB hindert. Das DTNB reagiert somit nur mit GSH, welches zuvor aus der
Reduktion von GSSG durch die Glutathionreduktase entstanden ist. Die

Konzentration des GSSG wird somit indirekt bestimmt.

Probenvorbereitung:

GSSG-Probe:

Die im Morser homogenisierten Gewebeproben wurden mit 30 ul des Scavengers
(Thiol-Scavenger, gebrauchsfertig), sowie mit 270 ul eiskalter 5 %iger
Metaphosphorsaure (MPA) gemischt und bei 4 °C fur 10 Minuten bei 3000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 50 ul Portionen in ProbengefaRe abpipettiert
und jeweils mit 700 ul Testpuffer verdinnt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die

Lagerung der Probe auf Eis.

GSH;-Probe:

Die fur den Test vorgesehenen homogeniserten Proben der Rattenherzen wurden
mit 350 pl eiskalter 5 %iger MPA gemischt und bei 4 °C fur 10 Minuten bei 3000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 25 ul Proben auf ProbengefaRRe aufgeteilt und

jeweils mit 1,5 ml Testpuffer verdinnt.
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Zusammensetzung der Testkomponenten:
NADPH-Reagenz: lypholisiertes NADPH + 500 pul - Testpuffer
(gebrauchsfertig), Uberfiilhren des Gemisches in 5,5 ml

Testpuffer und Lagerung auf Eis

Glutathionreduktase-Losung: 30 pl Reduktaselosung (enthalt rekombinante

Glutathionreduktase) + 6 ml Testpuffer, Lagerung auf Eis

DTNB-L6sung: lypholisiertes DTNB + 500 ul Testpuffer auflésen und die
Losung in 5,5 ml Testpuffer Uberfuhren, Lagerung bei RT

GSSG-Standard: 10 uM GSSG, gebrauchsfertig

Durchflhrung:

Zunachst erfolgte das Erstellen einer Standardverdinnungsreihe mithilfe des
mitgelieferten  GSSG-Standards in  aufsteigenden  Konzentrationen laut
Herstellerprotokoll.

FUr die Messung wurden je 50 pl der Standardproben, der Testproben (GSH-Proben
und GSSG-Proben) sowie des Testpuffers (Leerprobe) zur Doppelbestimmung auf
eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Nach Zugabe von je 50 pyl DTNB-L6sung und
Glutathionreduktase-Losung zu jeder Probe, wurden die Testgemische kurz
geschuttelt und fur 5 Minuten bei RT inkubiert. Durch Beigabe von 50 ul NADPH-
Reagenz zu jeder Probe, wurde die Reaktion gestartet und die 412 nm
Absorptionsmessung mittels des Sunrise Remote-Plattenreaders durchgefuhrt. Die
Messdauer betrug 10 Minuten mit einem Messintervall von 1 Minute. Nach
graphischer Darstellung der gemessenen Absorptionswerte und linearer Regression,
entsprach der Anstieg der Regressionskurve der Anderung der Absorption (Rate).
Nach Abzug der Rate der Leerprobe, erhielt man die Rate fir die Standardproben

bzw. der Testproben (Net-Rate):

Net-Rate = RateProbe - RateLeerprobe

Die Net-Rate-Werte wurden erneut graphisch dargestellt und eine lineare Regression
durchgefuhrt. Anhand dieser Kurve lie sich nach Bestimmung des Schnittpunktes
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mit der y-Achse und des Anstieges die Konzentration des gesamten Glutathions
(GSH;) und des oxidierten Glutathions (GSSG) jeder gemessenen Probe nach

folgenden Gleichungen berechnen:

GSH; (uM/ml) = [(Net-Rate der GSH-Probe — Schnittpunkt ) / Anstieq] - 488

GSSG (uM/ml) = [(Net-Rate der GSSG-Probe + Schnittpunkt) / Anstieg] - 30

Die Konzentration des gesamten Glutathions und des oxidierten Glutathions wurde
auf Grundlage der Proteinkonzentration in yM/mg angegeben. Unter Verwendung
der Konzentration des gesamten Glutathions und des oxidierten Glutathions lief3 sich

die Konzentration des reduzierten Glutathions (GSH) wie folgt berechnen:

GSH; = GSH + 2 GSSG

GSH = GSH; - 2 GSSG

Die Redox-Ratio beschreibt das Verhéaltnis von reduziertem Glutathion zum

Gesamtglutathion und wird anhand folgender Formel berechnet:

GSH / GSH;

Da sich die Masseinheiten ausgleichen, ist die Redox-Ratio dimensionslos.

4.2.6 Lipidhydroperoxide

Zur Bestimmung der Konzentration der Lipidhydroperoxide (LPO-Konzentration)
wurde der LPO-CC-Test der Firma Kamiya Biomedical Company (Kamiya Biomedical
Company, Seattle, WA, USA) verwendet. Dieser kolorimetrische Test misst die
Umwandlung von 10-(N-Methylcarbamoyl)-3,7-(Dimethylamino)-Phenothiazin
(MCDP) zu Methylenblau wahrend der Reduktion von Lipidhydroperoxiden zu
Lipidalkoholen in Anwesenheit von Hamoglobin.
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Probenvorbereitung:

1 g des Gewebehomogenates wurde mit 0,1 % peroxidfreiem Triton X-100, 0,05 %
Desoxycholinsaure und 4 ml physiologischer Kochsalzlosung versetzt und fur 10
Minuten an einem kuhlen dunklen Ort unter standigem Schutteln ruhen gelassen.
Anschlieend wurde das Gemisch fur 10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert und 10 fach mit PBS verdinnt. Bis zur weiteren Verwendung

erfolgte die Lagerung der Probe auf Eis.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Reagenz 1: Reagenz 1A (enthalt Ascorbinoxidase, Lipoproteinlipase und
Stabilisator) + Reagenz 1B (enthalt 1 mM Goods-Puffer und
Surfactants)

Reagenz 2: Reagenz 2A (MCDP) + Reagenz 2B ( 100 mM Goods-Puffer,

Hamoglobin und Surfactants)

Kalibrator: 50 nmol/ml Cumolhydroperoxid, gebrauchsfertig

Durchflhrung:

Zunachst erfolgte das Auftragen von 0,1 ml Kalibrator, PBS (Leerprobe) bzw. Probe
in je einen Probennapf einer Mikrotiterplatte als Doppelbestimmung. Zu jeder Probe
wurde 1 ml Reagenz 1 gegeben und die Testgemische nach kurzem Schutteln fur
funf Minuten bei 30 °C in einem Wasserbad inkubiert. Anschlieend erfolgte die
Zugabe von 2 ml Reagenz 2, gefolgt von einer zehnminultigen Inkubation in einem
Wasserbad bei 30 °C. Die abschlieRende Messung der Absorption bei 675 nm
Wellenlange wurde mit dem Sunrise Remote-Plattenreader durchgefihrt.

Mithilfe der Absorptionswerte flr den Kalibrator und der Leerprobe, konnte eine
Kalibrierungskurve erstellt werden. Zur Berechnung der LPO-Konzentration anhand

der Absorptionswerte der Probe, diente folgende Gleichung:

[LPO] nmol/ml = (Es — Eb) - 50 / (Ecal — Eb)

Es = Absorption der Probe
Eb = Absorption der Leerprobe
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Ecal = Absorption des Kalibrators
Auf Grundlage der Proteinkonzentration, erfolgte die Angabe der LPO-Konzentraion

in nmol/mg.

4.2.7 Bestimmung der 4-HNE-Addukte

Die Bestimmung der 4-HNE-Addukte (Michael-Addukte) erfolgte
immunhistochemisch an Gewebeschnitten in einem Drei-Schritt-Verfahren. Der
polyklonale Primarantikbrper (Kaninchen) anti-HNE-Michael-Addukte, reagiert mit
den 4-HNE-Addukten im Gewebe. Ein zweiter Antikorper (Sekundarantikorper), vom
Esel stammend und mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert, reagiert mit den 4-
HNE-Michael-Addukte-Antikorpern. Diese zweite Antikorper-Antigen-Reaktion wird

schlussendlich mit einem Farbstoff (Chromogen) sichtbar gemacht

Probenvorbereitung:

Von den in TissueTek® schockgefrorenen und bei (-80)°C gelagerten
Gewebeproben wurden mithilfe des Leica CM3050 S Gefriermikrotoms (Leica
Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) 4 um dicke Gewebeschnitte angefertigt,
auf einen Objekttrager aufgebracht und diese bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

Zusammensetzung der Testkomponenten:

Primarantikorper: anti-HNE-Michael-Addukte (Calbiochem®, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland), 1:100 verdiunnt in 50 %igem
Glycerol (CARL ROTH GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Sekundarantikorper: Esel-anti-Kaninchen (AP) (Jackson Immunoresearch
Europe Ltd, Suffolk, England), rekonstituiert mithilfe von
0,3 ml destilliertem Wasser, anschliefend 1:2 verdinnt in
Glycerol (Lagerung bei -20 °C)

Chromogen: Chromogensubstrat DAKO Real™ (Dako Denmark A/S,
Glostrup, Danemark) bestehend aus 750l AP-Substrat-
Puffer + 30ul Chromogen Rot 1 + 30ul Chromogen Rot 2 +
30ul Chromogen Rot 3
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Waschpuffer: PBS

Durchflhrung:

Die Gewebeschnitte wurden zunachst kurz bei Raumtemperatur angetaut und im
Anschlu® 10 Minuten in eiskaltem Azeton fixiert. Nach kurzem Waschen in PBS,
erfolgte die Blockierung mittels 1% BSA-PBS-Ldsung fur eine Stunde bei RT. Im
Anschluss wurde der Primarantikdrper in entsprechender Konzentration auf die
Proben aufgebracht und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Uberschiissigen Antikorper
wurden am nachsten Tag mittels PBS abgewaschen und der Sekundarantikérper in
angegebener Verduinnung auf die Schnitte gegeben. Nach 45 minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur erfolgte ein erneutes Abwaschen des uberschussigen
Antikérpers mithilfe von PBS. Es konnte nun das Chromogen dazugegeben werden.
Die Gewebeproben wurden erneut in PBS gewaschen und das Uberschissige
Chromogen entfernt. Zuletzt wurden die Proben mit Hamatoxylin gefarbt und 7
Minuten in Leitungswasser geblaut, bevor sie mit Glycerol-Gelatine eingedeckt

wurden.

Die Auswertung der Gewebeproben erfolgte lichtmikroskopisch mithilfe des Axioscop
2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) sowie der dazugehdrigen
Bildverarbeitungssoftware AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland), wobei der Anteil der mit dem Chromogen gefarbten Flache an

der Gesamtflache des Gewebeschnittes in Prozent (%) angegeben wurde.

4.2.8 Histologie

4.2.8.1 Paraffineinbettung

Die in Formalin fixierten Gewebeproben wurden in einer Einbettkassette unter
fliessendem Leitungswasser 2 Stunden gewaschen. Im Anschluss erfolgte im
Gewebeeinbettautomaten mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 96%,
100%) und anschlieBender Xylol-Fixierung, die Entwasserung der Proben.
Anschlieffend wurden diese in Paraffin eingebettet. Mithilfe eines Schlittenmikrotoms
wurden von jeder Myokardprobe 5 uym dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf
einen Objekttrager aufgebracht. Nach einer Trocknungszeit von mindestens 3 Tagen

konnte die HE- bzw. EvG-Farbung durchgeflhrt werden.
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4.2.8.2 Hamatoxylin/Eosin (HE) - Farbung

Die Paraffinschnitte wurden fur 2 x 5 Minuten in Xylol gegeben und anschlief3end fur
je 3 Minuten in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 100%, 96%, 70%, 50%)
behandelt. Nach Wasserung in Aqua bidestillata erfolgte die Farbung in Hamatoxylin
und nach einer erneuten Spllung unter flieBRendem Leitungswasser die
Gegenfarbung mit Eosin. Nach anschliel3ender Spilung mit Aqua dest., wurden die
Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 96%, 100%) behandelt
sowie nochmals in 100% Ethanol und zweimal in Xylol gegeben. Abschliefend
wurden die Gewebeschnitte erneut in Xylol gelagert und anschlieRend in Shandon
Hypermount™ - Einbettmedium (Thermo Electron GmbH, Dreieich, Deutschland)

eingedeckt.

4.2.8.3 Elastica-van-Giesson (EvG) -Farbung

Zunachst wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte mittels einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und anschlieliend mit destilliertem Wasser
rehydratisiert. Anschliel3end erfolgte fir 10 Minuten die Elastinfarbung nach Weigert
(Resorcin-Fuchsin-Losung, CARL ROTH GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Im
Folgenden wurde die Gewebeschnitte unter flieRendem Leitungswasser gespult und
anschlielend fur 5 Minuten mit Weigerts Lésung (Eisenhamatoxylin, CARL ROTH
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) behandelt. Die Gewebeschnitte wurden erneut fur
eine Minute unter flieRendem Leitungswasser gespult und anschlieend mit der
Pikrofuchsin-Losung fur 2 Minuten behandelt. Nach diesem Schritt erfolgte eine
Spllung der Gewebeproben fir eine Minute mit 70%igem Ethanol und anschlieend
eine Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe. Abschlielend wurden die
Schnitte mit Neo-Mount®-Einbettmedium (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckt.

4.2.8.4 Analyse der Gewebeproben

Die Erfassung des Schweregrads der TransplantatabstoRung und der interstitiellen
Fibrose erfolgte auf Grundlage des von Franz und Mitarbeitern entwickelten Scoring-
Systems an Paraffin-Schnitten des entsprechenden Myokardgewebes, die einer
konventionellen HE- und EvG- Farbung unterzogen wurden. Das verwendete

Scoring-System stellt eine Erweiterung und Modifikation des histopathologischen
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Grading-System zur Evaluation einer akuten Abstofung am menschlichen
Herztransplantat der International Society for Heart and Lung Transplantation
(ISHLT) (Stewart 2005) dar. Dies wurde notwendig, da das ISHLT-System zur
Detektion der akuten Abstossung an Endomyokardbiopsien geeignet ist, in der
vorliegenden Arbeit aber auch die chronische Abstossung mit den Phanomenen TVP
und interstitielle Fibrose erfasst werden soll. Ausserdem wurde die
histopathologische Bewertung im vorliegenden Versuch an transmuralen
Myokardschnitten und nicht an Biopsien durchgefihrt.

Erfasst werden im  hier verwendeten  Scoring-System  somit  die
Transplantatvaskulopathie, der Fibrosierungsgrad, das Vorhandensein einer
kardiomyozytaren Degeneration sowie die lymphozytare Infiltration, wobei diese im
gesamten Myokard erfasst wird und nicht nur in der Umgebung von Blutgefallen.
Jedem dieser vier Parameter werden Punktwerte zugeordnet, deren Summe Werte
zwischen 0 und 10 annehmen konnen und ein Mal fur den Schweregrad der

chronischen TransplantatabstoRung darstellen (Tabelle 5) (Franz et al. 2011).

Tabelle 5: Beurteilung der AbstoBungsreaktion am transplantierten Rattenmyokard
Histopathologischer Befund Beschreibung Punkte

nicht vorhanden
Transplantatvaskulopathie
vorhanden

nicht vorhanden
schwach vorhanden
lymphozytare Infiltration
moderat vorhanden
stark vorhanden

. nicht vorhanden
kardiomyozytare Degeneration
vorhanden

nicht vorhanden
schwach vorhanden

interstitielle Fibrose
moderat vorhanden

W N =~ O N O WU N =~ ODN O

stark vorhanden

Summenscore: 0 = keine AbstoBung, 1 — 3 = schwache AbstoRRung,
4 — 7 = moderate AbstolRung, 8 — 10 = schwere Abstofliung
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Auswertung

Die Bestimmung der Transplantatvaskulopathie bzw. des Schweregrades der
chronischen Transplantatabstossung, erfolgte lichtmikroskopisch mithilfe des
Axioscop 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) und der
Bildverarbeitungssoftware AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland). Hinsichtlich der Berwertung der TVP festgestellt, ob eine solche
vorliegt und wenn ja, wieviele der Versuchstiere einer Gruppe eine TVP aufwies. Das
Ergebnis wurde in Prozent angegeben. Die Bewertung der kardiomyozytaren
Degeneration erfolgte auf dieselbe Weise und das Ergebnis wurde in Prozent

angegeben.

4.3 Statistische Verfahren

Die Ergebnisse der Biomarker des oxidativen Stresses werden als Mittelwert +
Standardfehler angegeben und als Balkendiagramm graphisch dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgt mithilfe des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics
Version 18 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland). Fir die Auswertung
der Biomarker wird der Mann-Whitney-Test angewandt. Die Auswertung des
Schweregrades der chronischen Transplantatabstossung bzw. der Einzelparameter
des Scoring-Systems, erfolgt mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests. Ein signifikanter
Unterschied liegt bei beiden Tests bei p < 0,05 vor. Bei der Auswertung der

Operationsprotokolle werden die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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5. Ergebnisse

5.1 Auswertung der Operationsprotokolle der Transplantation

Fur diesen Tierversuch erfolgte die im Abschnitt 4.1.3 ausflhrlich beschriebene
heterotope Rattenherztransplantation in der Stammkombination Lewis-Ratte auf
Fisher-Ratte. Von 78 Ratten, an denen die Transplantationsoperation durchgefuhrt
wurde, Uberlebten 48 den gesamten Versuchszeitraum von 70 bzw. 140 Tagen. 30
Tiere sind perioperativ aufgrund eines erhdhten Blutverlustes oder eines
Atemstillstandes verstorben. In die nachfolgenden Untersuchungen sind somit die
Daten von 48 transplantierten Herzen eingegangen.

Die verwendeten Spendertiere (Lew) hatten zu Beginn der Entnahmeoperation ein
durchschnittliches Gewicht von 266,18 + 43,08 g, die Empfangertiere (F344) wogen
222,66 = 36,43 g. Nach Einleitung der Narkose wurden die Transplantationen von
Hautschnitt bis Hautnaht in 31,41 + 5,25 Minuten durchgeflhrt, wobei die Aorta 24,84
+ 3,80 Minuten geklemmt war. Die Ischamiezeiten betrugen fir jene Tiere, die fur
eine dreilRigminitige Ischamie ausgewahlt wurden, 57,36 + 8,16 Minuten und fiur die
Tiere, die fur eine achtstindige Ischamie ausgewahlt wurden, 418,09 + 89,55
Minuten. In den ersten 14 Tagen nach der Transplantationsoperation wurden die
Tiere taglich gewogen und es erfolgte eine palpatorische Beurteilung des
Spenderorgans durch die Bauchdecke hindurch. Im weiteren Verlauf erfolgte die
Nachsorge zweimal wochentlich durch Wiegen des Versuchstieres sowie der
Beurteilung des Transplantats. Im gesamten Nachbeobachtungszeitraum konnte
eine durchschnittliche Gewichtszunahme der Veruchstiere von 138,7 g festgestellt
werden. Die Sektionsoperationen mit Entnahme der Transplantate, erfolgten je nach
Gruppenzugehdrigkeit nach 70 bzw. 140 Tagen. Die Transplantate wiesen nach der
Transplantationsoperation alle eine gute bis sehr gute Transplantatfunktion auf
lediglich in der Gruppe 1P480/140 fand sich nach erfolgreicher Operation eine nur als
ausreichend beurteilte Transplantatfunktion. Am Tag der Sektionsoperation wurde
die Transplantatfunktion erneut palpatorisch sowie visuell bestimmt. Hier zeigte sich
in den Gruppen V480/70 und 1P480/140 eine ausreichende Transplantatfunktion,
wahrend in den anderen Gruppen eine gute bis sehr gute Transplantatfunktion zu
beobachten war. In der Gruppe V480/70 fand sich der grote Funktionsverlust des

Transplantates im Vergleich zum Ausgangswert (Tabelle 6).
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Tabelle 6: gemittelte Transplantatfunktion in den Versuchsgruppen

Transplantatfunktion

Transplantatfunktion

nach Implantation bei Sektion
V30/70 3,83+0,15 3,67 £ 0,30
IP30/70 4000 4,000
V30/140 3,83+0,15 3,50 £ 0,46
IP30/140 4,000 3,50 + 0,46
V480/70 4,000 2,33+ 0,61
IP480/70 3,83+0,15 3,50 + 0,46
V480/140 3,67 £0,19 3,83+0,15
IP480/140 2,67 £ 0,65 2,50 £ 0,74
Transplantatfunktion: 0 = keine, 1 = schwach, 2 = ausreichend, 3 = gut, 4 = sehr gut

5.2 EinfluB unterschiedlicher Narkoseformen auf die Aktivitat der

enzymatischen Antioxidanzien

5.2.1 Einfluy der Narkoseform auf die Aktivitat der Superoxiddismutase

Die gemessenen Daten zur Aktivitat der SOD im Transplantat bei unterschiedlicher
Narkoseform, Ischamiezeit und Nachbeobachtungszeit sind in Diagramm 1 als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt (Diagramm 1).

In der Auswertung der Ergebnisse konnte zwischen den unterschiedlichen
Narkoseformen kein signifikanter Unterschied in der Aktivitat der Superoxiddsimutase
festgestellt werden, weder nach 70 Tagen (V30/70 vs. IP30/70: 3,16 + 0,46 U/mg vs.
3,57 + 0,75 U/mg; p = 0,855) noch nach 140 Tagen (V30/140 vs. IP30/140: 3,71 +
0,60 U/mg vs. 4,24 £ 0,67 U/mg; p = 0,522). Die Ratten, die flir die Transplantation
das volatile Narkotikum erhalten haben, zeigten nach 8 Stunden Ischamie und 70
Tagen Nachbeobachtungszeit eine signifikant niedrigere  Aktivitat der
Superoxiddismutase als die Ratten, die eine intraperitoneale Narkose verabreicht
bekamen (V480/70 vs. IP480/70: 1,70 + 0,20 U/mg vs. 4,52 + 0,28 U/mg; p = 0,004).
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Diagramm 1: Aktivitat der Superoxiddismutase

Superoxiddismutase

6,00 -
5,00 [ [
T T
1
4,00 i |
o |
£ 3,00 -
o]
2,00 - L
1
1,00 -
0,00 -
V30/70 IP30/70 V30/140 | IP30/140 | v480/70 | 1P480/70 | V480/140 |1P480/140
Mittelwerte 3,16 3,57 3,71 4,24 1,70 4,52 4,65 4,48

Nach 8 Stunden Ischamie und 140 Tagen Nachbeobachtung wiederum fand sich
zwischen den beiden Narkoseformen kein Unterschied in der Aktivitdt der
Superoxiddismutase (V480/140 vs. 1P480/140: 4,65 + 1,06 U/mg vs. 4,46 = 1,03
U/mg; p = 0,917).

Bei Betrachtung der gemessenen Ergebnisse unter Fokussierung auf eine
Narkoseform, war ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Aktivitadt der
Superoxiddismutase feststellbar.

Die Aktivitat der SOD war nach 8 Stunden Ischamie unabhangig von der
Nachbeobachtungszeit, bis auf die Gruppe, die das volatile Anasthetikum erhalten
hatte und 70 Tage nachbeobachtet worden ist (V480/70), anndhernd gleichhoch.
Ebenso verhielt es sich in den Gruppen, die einer Ischamie von 30 Minuten

ausgesetzt waren.

5.2.2 Einflul® der Narkoseform auf die Aktivitat der Katalase

Die Ergebnisse zur Aktivitdt der Katalase im Hinblick auf die Narkoseform, die
Ischamiezeit und die Nachbeobachtungszeit sind in Diagramm 2 als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt (Diagramm 2). Die Katalaseaktivitat zeigte nach 30
Minuten Ischamie und 70 Tagen Nachbeobachtung keinen Unterschied zwischen
den beiden Narkoseformen (V30/70 vs. IP30/70: 19,13 £ 1,32 U/mg vs. 19,95 + 2,42
U/mg; p = 0,749).
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Diagramm 2: Aktivitat der Katalase

Katalase

25,00 -

20,00 -

15,00 -

U/mg
—1—
—t—

10,00 ~

5,00 4

0,00 -

V30/70
Mittelwerte 19,13

IP30/70
19,95

V30/140
12,35

IP30/140
18,66

V480/70
19,61

1P480/70
20,44

V480/140
12,06

1P480/140
14,88

Auch nach 140 Tagen Nachbeobachtung war die Aktivitat der Katalase in beiden
Gruppen gleich (V30/140 vs. IP30/140: 12,35 £ 1,91 U/mg vs. 18,66 £ 2,67 U/mg; p =
0,150).

Ahnlich verhielt es sich nach 8 Stunden Ischdmie und 70 Tage nach der
Transplantation (V480/70 vs. IP480/70: 19,61 £ 1,79 U/mg vs. 20,44 + 1,86 U/mg; p
= 0,749) sowie nach 140 Tagen (V480/140 vs. IP480/140: 12,06 £ 1,98 U/mg vs.
14,88 + 1,32 U/mg; p = 0,261).

In 5 Gruppen (V30/70, 1P30/70, 1P30/140, V480/70, 1P480/70) zeigte sich,
unabhangig von der Narkoseform, der Ischamiezeit oder dem
Nachbeobachtungszeitraum, eine annahernd gleichhohe Aktivitat der Katalase,
wobei die restlichen 3 Gruppen (V30/140, V480/140, 1P480/140) im Trend eine nicht

signifikant niedrigere Aktivitat zeigten.

5.2.3 Einflu der Narkoseform auf die Aktivitat der Glutathionperoxidase

Die Ergbenisse zur Aktivitat der Glutathionperoxidase sind in Diagramm 3 als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt (Diagramm 3). Zwischen den untersuchten
Gruppen liel3 sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Die Glutathionperoxidase
zeigte nach 30 Minuten Ischamie und 70 Tagen Nachbeobachtung keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Aktivitdt zwischen den beiden Narkoseformen
(V30/70 vs. IP30/70: 0,32 + 0,05 mU/mg vs. 0,38 +0,19 mU/mg; p = 0,337). Ebenso
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verhielt es sich auch nach 140 Tagen (V30/140 vs. IP30/140: 0,12 + 0,12 mU/mg vs.
0,45 + 0,17 mU/mg; p = 0,748).

Diagramm 3: Aktivitat der Glutathionperoxidase

Glutathionperoxidase

1,00 -
0,90 -
0,80 -

o [ L]

£
S 050 - I J \ \
E 040 - | J
0,30 1 l
0,20 1
0,10 A
0,00 -
V30/70 IP30/70 | v30/140 | IP30/140 | V480/70 | 1P480/70 | v480/140 |1P480/140
Mittelwerte 0,32 0,38 0,37 0,45 0,54 0,57 0,54 0,63

In den Gruppen, die einer achtstiindigen Ischamie ausgesetzt waren, zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Aktivitat der Glutathionperoxidase
zwischen den beiden Narkoseformen, weder nach 70 Tagen (V480/70 vs. IP480/70:
0,54 £ 0,17 mU/mg vs. 0,57 £ 0,20 mU/mg; p = 0,810) noch nach 140 Tagen
(V480/140 vs. IP 480/140: 0,54 + 0,18 mU/mg vs. 0,63 + 0,28 mU/mg; p = 0,873).
Unabhangig von der Nachbeobachtungszeit und der Narkoseform wiesen die
Gruppen, die einer Ischamie von 30 Minuten ausgesetzt waren, eine niedrigere
Aktivitat der Glutathionperoxidase im Vergleich zu den Gruppen mit 480 Minuten
Ischamiezeit auf, jedoch ohne signifikant unterschiedlich zu sein. Des Weiteren war
die Aktivitat der Glutathionperoxidase in den Gruppen mit 30 Minuten Ischamie
untereinander annahernd gleichhoch, was auch auf die Gruppen mit 480 Minuten
Ischamiezeit zutraf. Tendenziell war die Aktivitat der Glutathionperoxidase in den
Gruppen mit 8 Stunden Ischamie groler als in den Gruppen mit 30 Minuten

Ischamie.
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5.3 EinfluB unterschiedlicher Narkoseformen auf die

nichtenzymatischen Antioxidanzien

5.3.1 Einflud der Narkoseform auf den Gesamtgehalt des Glutathions
(GSHt)

Der Gesamtgehalt des Glutathions bezuglich der Narkoseform, der Ischamiezeit und
der Nachbeobachtungszeit ist in Diagramm 4 als Mittelwert + Standardfehler

dargestellt (Diagramm 4).

Diagramm 4: Gesamtgehalt von Glutathion

GSHt

3000,00 -
2500,00
2000,00 - [

1500,00 -

1000,00 - - { l T
500,00 - i | L
0,00 - Iil Iil ([

V30/70 1P30/70 V30/140 IP30/140 | V480/70 IP480/70 | Vv480/140 | 1P480/140
Mittelwerte 480,44 363,71 1421,45 642,68 851,96 1432,35 769,74 252,96

mM/mg

Der Gesamtgehalt an Glutathion zeigte nach 30 Minuten Ischamie und 70 Tage nach
der Transplantation keinen Unterschied zwischen den beiden Narkoseformen
(V30/70 vs. IP30/70: 480,44 + 218,95 yM/mg vs. 363,71 + 159,61 pM/mg; p = 0,465).
Ebenso verhielt es sich nach 140 Tagen (V30/140 vs. IP30/140: 1421,45 + 1006,11
MM/mg vs. 642,68 + 282,82 mM/mg; p = 0,624).

In den Gruppen, die einer achtstiindigen Ischamie ausgesetzt waren, fand sich nach
70 Tagen kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Narkoseformen
(V480/70 vs. 1P480/70: 851,96 + 547,01 uM/mg vs. 1432,35 + 702,83 pM/mg; p =
0,423).

Nach 140 Tagen zeigte sich ebenfalls kein Unterschied (V480/140 vs. IP480/140:
769,74 + 242,24 yM/mg vs. 252,96 + 58,52 yM/mg; p = 0,221).
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Auch untereinander verglichen zeigte der Gesamtgehalt an GSH zwischen den
Gruppen keinen signifikanten Unterschied, wenngleich er in den Gruppen V30/140

und IP480/70 im Trend hoher war als in den anderen Gruppen.

5.3.2 Einflul® der Narkoseform auf den Gehalt an reduziertem Glutathion
(GSH)

Die Ergebnisse fur das redzuzierte Glutathion sind in Diagramm 5 als Mittelwert +

Standardfehler dargestellt (Diagramm 5).

Diagramm 5: Gehalt an reduziertem Glutathion

GSH

2500,00 -

2000,00 A T [

1500,00 -

1000,00 - [ ‘

o
£
<
=
S

500,00 - Iil \ J_
0,00 - Iil — [ |
V30/70 IP30/70 V30/140 1P30/140 V480/70 IP480/70 | V480/140 | IP480/140
Mittelwerte 475,62 330,70 1232,26 43,99 728,41 1364,95 685,39 128,83

Die Konzentration des reduzierten Glutathions zeigte in den Gruppen, die einer
Ischamie von 30 Minuten ausgesetzt waren, keinen signifikanten Unterschied, weder
nach 70 Tagen (V30/70 vs. IP30/70: 475,62 + 232,58 yM/mg vs. 330,70 + 149,3
MM/mg; p = 0,602), noch nach 140 Tagen (V30/140 vs. IP30/140: 1232,26 + 876,93
MM/mg vs. 43,99 + 19,88 uM/mg; p = 0,624). Gleiches fand sich in den Gruppen, die
einer Ischamie von 480 Minuten ausgesetzt waren. Weder nach 70 Tagen (V480/70
vs. IP480/70: 728,41 £ 505,59 uM/mg vs. 1364,95 + 701,16 uM/mg; p = 0,262), noch
nach 140 Tagen Nachbeobachtung (V480/140 vs. IP 480/140: 685,39 + 249,77
MM/mg vs. 128,83 + 11,98 pM/mg; p = 0,327) fanden sich ein signifikant
unterschiedliche Werte. Unabhangig von der Narkoseform, der Ischamiezeit und der

Nachbeobachtungstzeit, zeigte sich zwischen den Gruppen untereinander kein
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signifikanter Unterschied in der GSH-Konzentration, wenngleich die Konzentration in
den Gruppen V30/140 und 1P480/70 im Vergleich zu den anderen Gruppen deutlich
erhohte Werte zeigte.

5.3.3 Einflu® der Narkoseform auf den Gehalt an oxidiertem Glutathion
(GSSG)

Der Gehalt an oxidiertem Glutathion bezogen auf die Narkoseform, die Ischamiezeit
und die Nachbeobachtungszeit ist in Diagramm 6 als Mittelwert + Standardfehler

dargestellt. Zwischen den untersuchten Gruppen fand sich kein signifikanter

Unterschied (Diagramm 6).

Diagramm 6: Gehalt an oxidiertem Glutathion

GSSG

180,00 -
160,00 -
140,00 -
120,00 -
100,00 - [
80,00 - \
60,00 -
= || 0 [ r
20,00 - D
0,00 -

V30/70 IP30/70 | V30/140 | IP30/140 | Vv480/70 | 1P480/70 | V480/140 |1P480/140
Mittelwerte 34,47 36,93 94,59 89,33 61,77 33,70 42,18 30,57

UM/mg

-

Nach einer Ischamiezeit von 30 Minuten und einem Nachbeobachtungszeitraum von
70 Tagen, zeigte das oxiderte Glutathion in beiden Gruppen eine nahezu gleichhohe
Konzentration (V30/70 vs. IP30/70: 34,47 £ 3,59 uM/mg vs. 36,93 + 11,47 yM/mg; p
= 0,602). Gleiches fand sich auch im Falle einer Nachbeobachtung von 140 Tagen
(V30/140 vs. IP 30/140: 94,59 + 64,62 uM/mg vs. 89,33 £ 32,20 yM/mg; p = 0,624).
In den Gruppen, die einer Ischamiezeit von 480 Minuten ausgesetzt waren und die
70 Tage nachbeobachtet wurden, zeigte sich in der Isoflurangruppe zwar eine
nahezu doppelt so hohe Konzentration an GSH wie in der Nembutal®-Gruppe, jedoch
ohne einen signifikanten Unterschied zu zeigen (V480/70 vs. 1P480/70: 61,77 %
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21,06 uyM/mg vs. 33,70 £ 3,22 uM/mg; p = 0,150). Nach weiteren 70 Tagen
Nachbeobachtung zeigten beide Gruppen wieder annahernd gleichhohe GSH-
Konzentrationen (V480/140 vs. IP 480/140: 42,18 + 8,27 yM/mg vs. 30,57 + 1,13
MM/mg; p = 0,624). Auch hier konnte im Vergleich der Gruppen untereinander kein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

5.3.4 Einflul® der Narkoseform auf die Redox-Ratio von Glutathion

Die Ergebnisse zur Redox-Ratio von Glutathion im Gewebe der Transplantate sind
entsprechend der Gruppen in Diagramm 7 als Mittelwert + Standardfehler dargestellt

(Diagramm 7).

Diagramm 7: Redox-Ratio von Glutathion in den Versuchsgruppen

GSH/GSH,

1,00 -

0,90 - T

0,80 - I . T

0,70 - o l T

0,60 - T +

0,50 - J

0,40 -

0,30 -

0,20 -

0,10 -

’ } V30/70 IP30/70 | V30/140 | IP30/140 | Vv480/70 | 1P480/70 | V480/140 |1P480/140
Mittelwerte 0,72 0,67 0,78 0,54 0,65 0,87 0,75 0,72

Die Redox-Ratio zeigte nach 30 Minuten Ischamie und 70 bzw. 140 Tagen
Nachbeobachtung keinen Unterschied zwischen den beiden Narkoseformen (V30/70
vs. IP30/70: 0,72 + 0,07 vs. 0,67 £ 0,09; p = 0,675; V30/140 vs. IP30/140: 0,78 +
0,05 vs. 0,54 £ 0,14; p = 0,086).

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich nach 8 Stunden Ischamie und 70 Tagen
Nachbeobachtung. Hier war die Redox-Ratio in der Gruppe mit dem intraperitoneal
verabreichten Narkotikum wesentlich hoéher als in der Gruppe mit dem volatilen
Narkosemittel (V480/70 vs. IP480/70: 0,65 + 0,03 vs. 0,87 £ 0,03; p = 0,004).

Nach 140 Tagen wiederum zeigte sich kein Unterschied zwischen den
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Narkoseformen (V480/140 vs. IP480/140: 0,75 + 0,12 vs. 0,72 £ 0,04; p = 0,221).

5.4 EinfluB unterschiedlicher Narkoseformen auf die

Lipidperoxidation

5.4.1 Einfluly der Narkoseform auf die Lipidperoxidation

Die Ergebnissse zum Einfluss der Narkoseform auf die Bildung von Lipidperoxiden ist

in Diagramm 8 als Mittelwert + Standardfehler dargestellt (Diagramm 8).

Diagramm 8: Lipidperoxidkonzentration in den Versuchsgruppen

Lipidperoxide

80,00 -
70,00 -

60,00 - I + T T
50,00 - T

40,00 o

nmol/mg

30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00 -
V30/70

Mittelwerte 47,63

IP30/70
50,66

V30/140
56,04

IP30/140
59,59

V480/70
45,64

1P480/70
56,90

V480/140
49,17

IP480/140
61,84

Die Lipidperoxidkonzentration zeigte nach 30 Minuten Ischamie und 70 bzw. 140
Tagen Nachbeobachtung keinen Unterschied zwischen den beiden Narkoseformen
(V30/70 vs. IP30/70: 47,63 £ 5,32 nmol/mg vs. 50,66 * 3,22 nmol/mg; p = 0,465;
V30/140 vs. IP30/140: 56,04 + 5,05 nmol/mg vs. 59,59 + 3,75 nmol/mg; p = 0,631).
Auch nach 8 Stunden Ischamie und 70 bzw. 140 Tagen Nachbeobachtung fand sich
kein Unterschied in der Lipidperoxidkonzentration zwischen den beiden
Narkoseformen (V480/70 vs. IP480/70: 45,64 + 1,42 nmol/mg vs. 56,90 + 5,47
nmol/mg; p = 0,055; V480/140 vs. IP480/140: 49,17 £ 2,51 nmol/mg vs. 61,84 + 5,09
nmol/mg; p = 0,078). In beiden Fallen konnte jedoch in der Nembutal®-Gruppe eine
tendenziell hdhere Lipidperoxidkonzentration gemessen werden.

Die Lipidperoxide wiesen untereinander auch unabhangig von der Narkoseform, der
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Ischamiezeit und der Nachbeobachtungszeit keinen signifikanten Unterschied auf.

5.4.2 Einflul® der Narkoseform auf die Bildung von 4-HNE

Diagramm 9 zeigt die immunhistochemische Auswertung der Gewebepraparate auf
ihren Gehalt an 4-Hydroxy-2-nonenal (Diagramm 9). Bei dieser Untersuchung
wurden die 4-HNE-Addukte mittels eines spezifischen Antikérpers markiert und
anschliessend mit einem Chromogen sichtbar gemacht. Zur besseren Darstellung
wurden die Praparate mit Hamatoxylin gegengefarbt, so dass die Zellkerne
dunkelblau und das Zytoplasma hellblau erscheinen. Wahrend in gesunden
Kontrollorganen kein immunhistochemischer Nachweis von 4-HNE im Gewebe
moglich ist, findet sich in transplantierten Organen mit deutlichen histologischen
Zeichen der chronischen Abstossung, eine eindrucksvolle Expression mit Betonung
perivaskularer Regionen um Gefalle, die eine TVP aufweisen (Abb. 2).

A: gesundes Herz, kein 4-HNE-Antikérper aufgetragen (Negativkontrolle)
B: gesundes Herz, 4-HNE-Antikdrper aufgetragen (keine Expression)

C: transplantiertes Herz, kein 4-HNE-Antikorper aufgetragen (Negativkontrolle)
D:transplantiertes Herz, 4-HNE-Antikorper aufgetragen (deutliche Expression,

insbesondere perivaskular (rot))

Abb. 2: immunhistologische Detektion von 4-HNE im Gewebe

69



Ergebnisse

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Praparate erfolgte
lichtmikroskopisch unter Zuhilfenahme einer Bildverabeitungssoftware (Siehe
Abschnitt 4.2.7). Die Ergebnisse sind in Prozent (%) als Anteil der mit dem
Chromogen gefarbten Flache (x %) bezogen auf die Gesamtflache (100%) des

aufgenommenen Bildes angegeben.

Diagramm 9: Gehalt von 4-HNE in den Gewebeschnitten

4-HNE

6,00 -

- [ T
3,00 - \ l T

2,00 A

Prozent (%)

1,00 -
0,00 -
V30/70 IP30/70 | V30/140 | IP30/140 | Vv480/70 | I1P480/70 | V480/140 |1P480/140
Mittelwerte 2,62 2,61 3,41 1,29 4,09 2,72 2,52 3,12

Immunhistochemisch fand sich nach 30 Minuten Ischamie und 70 Tagen
Nachbeobachtung gleich viel 4-HNE in beiden Gruppen (V30/70 vs. IP30/70: 2,62 +
0,83 % vs. 2,61 £ 0,56 %; p = 0,631). Auch nach 140 Tagen konnte kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen, die einer dreildigminttigen Ischamie ausgesetzt
waren, beobachtet werden (V30/140 vs. IP30/140: 3,41 + 1,14 % vs. 1,29 £ 0,10 %; p
= 0,262). Gleiches zeigte sich nach 8 Stunden Ischamie und 70 Tage nach der
Transplantation (V480/70 vs. IP480/70: 4,09 £ 0,89 % vs. 2,72 + 0,85 %; p = 0,150),
sowie nach 140 Tagen (V480/140 vs. IP480/140: 2,52 + 0,80 % vs. 3,12 + 1,58 %; p
=0,873).

70



Ergebnisse

5.5 Einfluss unterschiedlicher Narkoseformen auf die Entwicklung

einer chronischen Transplantatabstossung

Die histopathologische Bewertung der in Paraffin eingebetteten Gewebeproben
(Abb. 3) erfolgte anhand einer Hamatoxylin/Eosin (H/E)-Farbung, bei der basophile
(saure) Strukturen, wie z.B. Zellkerne und Kalkablagerungen, durch das Hamatoxylin
blau dargestellt werden. Das Eosin hingegen farbt azidophile (basische) Strukturen
wie Zellplasmaproteine, Mitochondrien oder Kollagen in verschiedenen Rottonen an.
Zur Darstellung von interstitieller Fibrosierung ist eine Elastica-van-Giesson (EvG)-
Farbung durchgefihrt worden. Bei dieser Farbung werden elastische Fasern
schwarzviolett, Kollagenfasern rot und Muskelgewebe gelb dargestellt. Die
Beurteilung der Transplantatvaskulopathie, der kardiomyozytaren Degeneration, der
interstitiellen Fibrose und der lymphozytaren Infiltration erfolgte anhand eines von
Franz und Mitarbeitern entwickelten Scoring-Systems (Franz et al. 2011), welches in
Abschnitt 4.2.8 beschrieben wurde. Die Ergebnisse des Scorings sind in Tabelle 7

als Mittelwert + Standardfehler bzw. in Prozent dargestellt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisse des Scorings der histologischen Praparate

TVP Lymphozytire kardiomyozytdre interstitielle Summenscore

Infiltration Degeneration Fibrose
V30/70 50,00 % 2,00 £ 0,33 50,00 % 1,83 £ 0,37 5,83+ 1,28
IP30/70 33,33 % 1,83 £ 0,28 50,00 % 1,83 £ 0,37 5,33 + 1,26
Vv30/140 66,67 % 2,17 £ 0,37 66,67 % 2,00 £ 0,47 6,83 + 1,55
1P30/140 83,33 % 1,67 £ 0,30 33,33 % 1,67 £ 0,45 5,67 + 1,24
Vv480/70 50,00 % 2,58+0,18 50,00 % 2,17 £ 0,30 7,08 + 1,14
1P480/70 100 % 2,00 £ 0,47 66,67 % 1,92 £ 0,38 6,92 + 1,37
Vv480/140 83,33 % 1,50 + 0,31 33,33 % 1,50 + 0,46 533+1,19
IP480/140 66,67 % 1,92 £ 0,38 83,33 % 1,75 £ 0,44 6,67 + 1,36

(angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler der Scores fiir jedes untersuchtes Kriterium, fiir die TVP und

die kardiomyozytare Degeneration erfolgt die Angabe in Prozent)

TVP: 0 = keine vorhanden, 2 = vorhanden

Lymphatische Infiltration: 0 = keine, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark

Myokardiale Destruktion: 0 = keine vorhanden, 2 = vorhanden

Interstitielle Fibrose:0 = keine, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark

Summenscore: 0 = keine Abstossung, 1 — 3 = schwache Abstossung, 4 — 7 = moderate Abstossung,
8 — 10 = schwere Abstossung
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interstitielle Fibrose (B (H/E-Farbung) und C (EvG-Farbung));

D - F: leichte chronische Abstossung mit perivaskularer (D und F) sowie interstitieller (E) Entzindung
und Fibrose;

G — I: moderate chronische Abstossung mit deutlicher TVP (G) und interstiteller Fibrosierung (H und I);

J — L: schwere chronische Abstossung mit ausgepragter TVP sowie perivaskularer Entziindung (J)
sowie schwerer interstitieller Entziindung und Fibrose (K und L)

(*) TVP; (€—=) lymphozytare Infiltration; (**) kardiomyozytére Degeneration; (if) interstitielle Fibrose

Abb. 3: Histopathologischer Befund der chronischen Transplantatabstossung

In allen histologischen Praparaten lie® sich auf Basis des Summenscores eine
moderate Abstossungsreaktion feststellen, die zwischen den untersuchten Gruppen
keinen signifikanten Unterschied aufzeigte (Diagramm 10).
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Diagramm 10: Summescore flr die chronische Abstossung in den Versuchsgruppen

9,00 - Summenscore chronische Abstossung

o [ L |
eioo . w J
5,00 - ‘ \ \ 1 \

4,00 -

3,00 -
2,00 -

1,00 -

0,00 -
V30/70 | 1P30/70 | V30/140 | IP30/140 | V480/70 | IP480/70 |V480/140|IP480/140

Mittelwert 583 | 533 | 68 | 567 | 708 | 692 | 533 | 667

Zwischen den Gruppen die einer 30 minltigen Ischamie ausgesetzt waren und die
70 Tage nachbeobachtet worden sind, zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Schweregrad der chronischen Transplantatabstossung (V30/70 vs. IP 30/70: 5,83 *
1,28 vs. 5,33 + 1,26; p = 0,57). Gleiches zeigte sich nach 140 Tagen (V30/140 vs.
IP30/140: 6,83 + 1,55 vs. 5,67 * 1,24; p = 0,568). Trotzdem die chronische
Abstossung in der Isoflurangruppe geringfigig héher bewertet wurde, war der
Unterschied nicht signifikant. Eine nahezu gleichstarke Auspragung der chronsichen
Abstossung fand sich in den Gruppen, deren Transplantate einer 8 stindigen
Ischamie ausgesetzt waren und 70 Tage nachbeobachtet wurden (V480/70 vs.
IP480/70: 7,08 + 1,14 vs. 6,92 £ 1,37; p = 0,809). Im Vergleich zu den anderen
Gruppen, fand sich in diesen beiden Gruppen der hdchste Abstossungsgrad. Nach 8
stindiger Ischame und 140 Tagen Nachbeobachtung war die chronische Abstossung
zwar in der Isoflurangruppe geringer ausgepragt als in der mit Nembutal®
behandelten Gruppe, jedoch war der Unterschied nicht signifikant (V480/140 vs.
IP480/140: 5,33 + 1,19 vs. 6,67 + 1,36; p = 0,628).
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5.5.1 Einfluss unterschiedlicher Narkoseformen auf die Entwicklung

einer Transplantatvaskulopathie

Abbildung 4 zeigt den histologischen Befund der TVP am transplantierten Herzen in
der H/E-Farbung und der Elastica-van-Gieson-Farbung (Abb. 4).

£ I

A: normales Gefal eines gesunden Kontrollherzens (H/E-Farbung);
B: Gefal} eines transplantierten Herzens ohne Zeichen der luminalen Obstruktion;

C: ausgepragte Transplantatvaskulopathie (*) mit nahezu kompletter Lumenverlegung
(H/E-Farbung);

D: deutliche Transplantatvaskulopathie (*) mit subtotaler Lumenobstruktion (EvG-

Farbung)

Abb. 4: histopathologische Darstellung der Transplantatvaskulopathie

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Transplantatvaskulopathie sind in Diagramm
11 dargestellt. Die Auswertung erfolgte als Anteil der Versuchstiere einer
Versuchsgruppe mit nachgewiesener TVP an der Gesamtzahl der Tiere in dieser

Gruppe in Prozent (Diagramm 11).
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Diagramm 11: Ausmass der Transplantatvaskulopathie

100 - Transplantatvaskulopathie

90 -

80 -
70 A

60 -

50 -

Prozent [%]

40 -
30 -
20 -
10 -

V30/70 | IP30/70 | V30/140 | IP30/140 | V480/70 | IP480/70 |V480/140 | 1P480/140
50,00 | 33,33 | 66,67 | 83,33 | 50,00 | 100,00 | 83,33 | 66,67

Nach 30 Minuten Ischamie und 70 Tagen Nachbeobachtung, fand sich zwischen den
mit Nembutal® und Isofluran behandelten Tieren kein Unterschied hinsichtlich der
Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie (V30/70 vs. IP30/70: 50 % vs. 33,33 %;
p = 0,575. Gleiches fand sich auch nach einer Nachbeobachtungszeit von 140 Tagen
(V30/140 vs. IP30/140: 66,67 % vs. 83,33 %; p = 0,523). Zwischen den Gruppen die
einer achtstindigen Ischamie ausgesetzt waren, zeigte sich ebenfalls kein
Unterschied im Auftreten der Transplantatvaskulopathie, weder nach 70 Tagen
(V480/70 vs. 1P480/70: 50 % vs. 100 %; p = 0,861), noch nach 140 Tagen nach der
Transplantation (V480/140 vs. IP480/140: 83,33 % vs. 66,67 %; p = 0,523).
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5.5.2 Einfluss unterschiedlicher Narkoseformen auf die Entwicklung

einer interstitiellen Fibrose

Die Ergebnisse des Scorings der interstitiellen Fibrose sind in Diagramm 12 als

Mittelwerte + Standardfehler dargestellt (Diagramm 12).

Diagramm 12: Scoring der interstitiellen Fibrose

3,00 - interstitielle Fibrose

[ oo

2,50 -

2,00 - [
: | N
§ 1,50 - \ \ J

1,00 -

0,50 -

0,00 -

IP480/14
V30/70 | 1P30/70 | V30/140 | IP30/140 | V480/70 | 1P480/70 | V480/140

Mittelwert 1,83 | 1,83 | 2,00 | 1,67 | 2,17 | 1,92 | 1,50 | 1,42

Es zeigte sich, dass in allen Gruppen eine interstitielle Fibrose unterschiedlichen
Schweregrades nachzuweisen war. Wahrend sich in den Gruppen mit 30 Minuten
Ischamie nach 70 Tagen die Fibrose nicht unterschieden hat (V30/70 vs. IP30/70:
1,83 + 0,37 vs. 1,83 £ 0,37; p = 1,0), zeigte sich in der Isoflurangruppe nach 30
Minuten Ischamie und 140 Tagen Nachbeobachtung zwar eine starker ausgepragte
Fibrose als in der Nembutal®—Gruppe, jedoch ohne signifikanten Unterschied
(V30/140 vs. IP30/140: 2,00 + 0,47 vs. 1,67 £ 0,45; p = 0,614). In den Gruppen, in
denen die Ischamie 8 Stunden angedauert hat und die 70 Tage nachbeobachtet
wurden, zeigte sich ebenfalls in der Isoflurangruppe eine starkere Fibrose als in der
Nembutal®-Gruppe (V480/70 vs. IP480/70: 2,17 + 0,30 vs. 1,92 + 0,38;

p = 0,681). Der Unterschied war nicht signifikant. Ebenso verhielt es sich nach 8
Stunden Ischamie und 140 Tagen Nachbeobachtung. Hier war in der Isoflurangruppe
eine starkere Fibrose nachzuweisen, allerdings ohne signifikanten Unterschied
(V480/140 vs. 1IP480/140: 1,50 + 0,46 vs. 1,42 £ 0,38; p = 0,742).

76



Diskussion

6. Diskussion

In vielen experimentellen (Chen et al. 2008, Muntean et al. 2012) und klinischen
(Tritapepe et al. 2007, Ballester et al. 2011, Tempe et al. 2011) Studien konnte ein
kardioprotektiver Effekt von volatilen Anasthetika nachgewiesen werden. Durch den
Einsatz volatiler Anasthetika in der Herzchirurgie kommt es postoperativ zu einem
geringeren Troponinanstieg als Ausdruck einer verminderten Myokardschadigung
und es lassen sich geringere Konzentrationen von Lipidperoxiden als Biomarker fur
den oxidativen Stress nachweisen. Die Patienten profitieren insgesamt von einem
geringeren Bedarf an Inotropika sowie einer kirzeren Krankenhausverweildauer
(Tritapepe et al. 2007, Ballester et al. 2011, Tempe et al. 2011).

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, anhand eines heterotopen
Rattenherztransplantationsmodells zu untersuchen, inwieweit Isofluran als Vertreter
der volatilen Anasthetika im Vergleich zu einem intravendsen Anasthetikum
(Nembutal®) in der Lage ist, das Myokard vor einem Ischidmieereignis zu
prakonditionieren. Dabei sollte in der Reperfusionsphase oxidativer Stress reduziert
und damit langfristig der Entstehung chronischer Abstossungsprozesse,
insbesondere der Transplantatvaskulopathie und der interstitiellen Fibrose,
entgegengewirkt werden. Als Marker fur den oxidativen Stress wurden enzymatische
sowie nicht-enzymatische Antioxidanzien und die Bildung von Lipidperoxiden
herangezogen. Das Ausmass der chronischen Abstossungsreaktion wurde anhand
konventioneller  histologischer  Farbungen untersucht und mittels eines

reprasentativen Scoring-Systems quantifiziert (Franz et al. 2011)

Ein in der tierexperimentellen Herztransplantation haufig verwendetes Tiermodell ist
das heterotope Rattenherztransplantationsmodell nach Ono und Lindsey (Ono und
Lindsey 1969, Yokoyama et al. 1995). Dies ist ein einfaches und reproduzierbares
Modell, da es lediglich zweier Gefallanastomosen bedarf und die Funktion des
transplantierten Herzens durch einfache Palpation durch die Bauchdecke beurteilt
werden kann. Da es sich um eine heterotope Transplantation handelt, kann die
Transplantation auch zwischen Tieren unterschiedlicher GroRe durchgefuhrt werden
(Ono und Lindsey 1969). Ein Nachteil des Modells von Ono und Lindsey jedoch ist,
dass es sich hierbei um ein ,nicht-arbeitendes® Modell handelt, bei dem lediglich eine

Koronarperfusion bei kompetenter Aortenklappe stattfindet und der linke Ventrikel
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keine Druck- und Volumenbelastung wie unter klinischen Bedingungen erfahrt. Um
ein klinisch realistischeres Modell zu erhalten, sind fur den Tierversuch am zu
transplantierenden Herzen die Modifikationen nach Yokoyama durchgefuhrt worden,
welche im Abschnitt 4.1.3 beschrieben wurden. Mit den Modifikationen ist es
gelungen, ein Herztransplantationsmodell zu erhalten, in welchem das transplantierte
Herz vergleichbaren hamodynamischen Bedingungen wie ein orthotop
transplantiertes Herz ausgesetzt ist. Ebenso kann das heterotop transplantierte Herz
auf endogene wie exogene Katecholamine und auf Volumenveranderungen
reagieren (Yokoyama et al. 1995). In der Literatur ist bisher kein vergleichbares
Transplantationsmodell  beschrieben  worden, welches die Druck- und
Volumenbelastung mitbertcksichtigt (Bedi et al. 2010). Die Versuchstiere (Lewis-
Ratten als Spender und Fisher-Ratten als Empfanger) sind deshalb gewahlt worden,
da sich diese beiden Stamme in vielen nicht-MHC-Antigenen unterscheiden, jedoch
die MHC-I- und MHC-II-Antigene identisch sind, welches ein Langzeituberleben der
Transplantate ohne Immunsuppression gewahrleistet und die Ausbildung einer
chronischen Transplantatabstossung begunstigt. Die Transplantatvaskulopathie, die
man hierbei sieht, ist identisch mit der am menschlichen Transplantat auftretenden
(Adams et al. 1993, Bedi et al. 2010). Andere Herztransplantationsmodelle mithilfe
von speziell geziuchteten Ratten oder Mausen dienen eher der Untersuchung von
immunologischen Komponenten der chronischen Transplantatschadigung. Ein
weiterer Aspekt, der bei der Wahl des hier verwendeten
Rattenherztransplantationsmodells entscheidend war, ist, dass dieses Modell das
einzige ist, was ein Langzeitiberleben des Transplantates gewahrleistet. Bedi und
Mitarbeiter ~ berichten in ihrer Ubersichtsarbeit, in der verschiedene
Herztransplantationsmodelle verglichen wurden, von einer Uberlebenszeit der
Transplantate von 20 bis 100 Tagen (Bedi et al. 2010). Adams und Mitarbeiter
berichten bei der Herztransplantation von Lewis-Ratten auf Fisher344-Ratten von
einem Transplantatiberleben von 120 Tagen, wobei jedoch lediglich 25 % der
Transplantate auch einen langeren Zeitraum Uberleben (Adams et al. 1993). In der
vorliegenden Arbeit haben alle transplantierten Ratten den vorgegebenen
Nachbeobachtungszeitraum Uberlebt.

Die Ratten, welche Nembutal® als Narkose erhalten haben und einer Ischamiezeit
von 30 Minuten ausgesetzt waren, dienten bei diesem Versuch als Kontrollgruppe,

da im Rahmen einer Herztransplantion selbst unter optimalen Bedingungen eine
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Ischamiezeit von 30 Minuten nicht zu verhindern ist (Renner et al. 2004).

Hinsichtlich des oxidativen Stresses konnte anhand der in dem hier vorliegenden
Tierversuch analysierten Biomarker kein wesentlicher Einflul der Narkoseform auf
die Aktivitat bzw. Konzentration derselben nachgewiesen werden. Lediglich in der
Gruppe, die einer achtstindigen Ischamie ausgesetzt war und 70 Tage
nachbeobachtet wurde, liel3 sich eine signifikant niedrigere Aktivitat der SOD im Falle
einer Isoflurannarkose finden, welches als Hinweis auf eine verminderte Bildung von
Superoxidanionen (-O2’) zu interpretieren ist. Wie bereits in der Einleitung zu dieser
Arbeit beschrieben, findet in der mitochondrialen Atmungskette unter physiologischen
Bedingungen die Hauptverwertung von molekularem Sauerstoff statt. Es ist bekannt,
dass die prakonditionierende Wirkung von Isofluran auf einer Triggerung der
Produktion von Superoxidanionen durch den Komplex Il der mitochondrialen
Atmungskette beruht (Ludwig et al. 2004). Zudem existieren verschiedene
Mechanismen, die in der Reperfusion eines zuvor ischamischen Myokardareals als
Quelle von Superoxidanionen in Frage kommen (siehe Abschnitt 2.4), so dass durch
die Bestimmung der Aktivitat der Superoxiddismutase das Ausmass des oxidativen
Stresses abgeschatzt werden kann. Ausserdem ist die SOD der wichtigste zellulare
Abwehrmechanismus gegen Superoxidanionen (siehe Abschnitt 2.3.1). Chen und
Mitarbeiter haben gezeigt, dass Ratten, die vor einer 30 Minuten andauernden
Okklusion des Ramus interventricularis anterior mit Isofluran behandelt wurden, nach
2 Stunden Reperfusion eine erhdohte Konzentration an Superoxidanionen und eine
erhohte Aktivitat der Superoxiddsimutase aufwiesen (Chen et al. 2008). Ludwig und
Chen haben bei ihrem Versuch als fUhrendes Narkosemittel Pentobarbital verwendet
und Isofluran additiv zur Prakonditionierung verwendet, sodass diese
Kurzzeitversuche einen Vergleich zwischen Isofluran und Pentobarbital, ahnlich dem
experimentellen Ansatz dieser Dissertation, zulassen. In einer friheren
Untersuchung der Arbeitsgruppe von Renner und Mitarbeitern am gleichen
Transplantationsmodell konnte fir das volatile Anasthetikum Enfluran ebenfalls
nachgewiesen werden, dass nach einer Ischamiezeit von 480 Minuten und einer
Reperfusion von 4 Stunden eine signifikant héhere Aktivitat der SOD zu verzeichnen
war, als nach einer dreilligminitigen Ischamie und gleicher Reperfusionsdauer
(Renner et al. 2004). Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene SOD-Aktivitat war
jedoch deutlich niedriger als in den eben genannten Untersuchungen von Renner
sowie Chen, wobei die von Renner und Mitarbeitern gemessene SOD-Aktivitat
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unmittelbar nach der Transplantation und somit nach einer kiirzeren Reperfusionszeit
bestimmt worden ist, als in dem hier vorliegenden Versuch. In einer Untersuchung
von Tudrkan und Mitarbeitern wurde die SOD-Aktivitat in verschiedenen Geweben
(Leber, Niere, Lunge, Gehirn) der Ratte unter Applikation von Sevofluran bestimmt,
ohne eine Ischamie zu induzieren (Turkan et al. 2011). Die hier bestimmten SOD-
Akivitaten in den verschiedenen Geweben waren annahernd vergleichbar mit jenen
der im Rahmen der vorliegenden Dissertation beschriebenen Ergebnisse, wobei nicht
die Aktivitat im Myokardgewebe sondern den genannten anderen Organsystemen
gemessen wurde. Es ist anzunehmen, dass die in den Versuchen von Renner und
Mitarbeitern sowie Chen und Mitarbeitern gemessene erhohte Aktivitat der SOD nur
zusammen mit der Reperfusion auftritt. Die SOD-Aktivitat war in der hier
vorliegenden Arbeit bis auf die Gruppe V480/70 in allen Gruppen vergleichbar hoch.
Dies lat den Schluld zu, dass kein erhdhter oxidativer Stress vorgelegen hat. Wenn
dem so ware, hatte man in den Gruppen, die einer achtstindigen Ischamie
ausgesetzt gewesen waren, eine vermehrte Produktion von Superoxidanionen und
somit eine hohere Aktivitat der SOD erwarten kdénnen. Warum nun in der Gruppe
V480/70 eine niedrigere Aktivitadt der SOD zu messen war, laldt sich nicht
abschliessend beantworten, zumal die Aktivitat der SOD nach 140 Tagen in der
Isoflurangruppe mit einer achtstindigen Ischamie keinen Unterschied zu den
anderen Gruppen zeigte. Man kann davon ausgehen, dass die verminderte Aktivitat
der SOD in der Gruppe V480/70 ohne pathologische Relevanz ist. Eine
persistierende Bildung von Superoxidanionen, beispielsweise durch das initiale
Ischamie-Reperfusionsereignis  oder einer  chronischen  Aktivierung des
Immunsystems, wuirde vermutlich zu einer weitreichenden Funktionstorung der
Herzmuskelzellen flhren. Ursache ware eine Interaktion der Superoxidanionen mit
Bestandteilen der Herzmuskelzelle, was gegebenenfalls zu einer Abnahme der
Pumpfunktion, zu Arrhythmien oder sogar einem kompletten Transplantatversagen
flihren konnte. Da sich aber in allen Gruppen am Ende der Nachbeobachtungszeit
eine ausreichend gute Transplantatfunktion feststellen liel® und eben die Aktivitat der
Superoxiddismutase mit Ausnahme der Gruppe V480/70 vs. IP480/70 keinen
signifikanten Unterschied zeigte, kann postuliert werden, dass zum Zeitpunkt der
Transplantatentnahme kein erhohter oxidativer Stress vorgelegen hat. Die Gruppe
V480/70 zeigte hierbei von allen Gruppen die tendenziell schlechteste
Transplantatfunktion, jedoch keine erhdhte SOD-Aktivitat als Ausdruck von
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oxidativem Stress. Die Aktivitat der SOD stellt sich in dieser Gruppe sogar niedriger
als in der Nembutal®-Gruppe mit 8 Stunden Ischdmie und 140 Tagen
Nachbeobachtung dar. In einer Untersuchung an Mauseherzen konnten Kliment und
Mitarbeiter zeigen, dass ein Mangel an extrazellularer Superoxiddismutase mit einer
verminderten Herzleistung einhergeht. Ein Fehlen an SOD war mit einer Abnahme
der linksventrikularen Wanddicke und mit einer Zunahme des enddiastolischen
Innendurchmessers des linken Ventrikels verbunden. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass ein Mangel an SOD dazu flhrt, dass nach einem
oxidativen Stressereignis vermehrt Entzindungszellen (Lymphozyten) in das
Myokard einwandern (Kliment et al. 2009). Ebenfalls in der Gruppe V480/70 fand
sich der grofdte Anteil an Lymphozyten, wenngleich die Lymphozyteninfiltration in den
histologischen Praparaten dieser Gruppe, wie in allen Gruppen, insgesamt als
moderat zu quantifizieren war. Die verminderte Transplantatfunktion in der Gruppe

V480/70 wird somit durchaus nachvollziehbar.

Im erneuten Vergleich der Gruppen V480/70 vs. IP480/70 zeigte sich ebenfalls ein
signifikanter Unterschied in der Redox-Ratio des Glutathions (GSH/GSH,). Eine
verminderte GSH/GSH; ist haufig mit oxidativem Stress assoziiert. Dies qualifiziert
sie als nutzlichen Indikator fur oxidativen Stress (Circu und Aw 2011), weshalb
dieses Redox-Verhaltnis in der vorliegenden Arbeit bestimmt wurde. In den von uns
untersuchten Gruppen war die GSH/GSH; in der mit Isofluran behandelten Gruppe
nach 480 Minuten Ischamie und 70 Tagen Nachbeobachtung signifikant niedriger als
in der mit Nembutal® behandelten. Bei einfacher Betrachtung der Konzentrationen fiir
GSH und GSSG nach 8 Stunden Ischamie und 70 Tagen Nachbeobachtung zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Isoflurangruppe und der Nembutal®-
Gruppe, wenngleich die Konzentration des GSSG in der Isoflurangruppe (V480/70)
héher und entsprechend die GSH-Konzentration niedriger war als in der Nembutal®-
Gruppe (IP480/70), was zu einem niedrigen GSH/GSH; in der Isoflurangruppe flihrte.
In Zusammenschau der verminderten Transplantatfunktion, der
Lymphozyteninfiltration und der  niedrigen Redox-Ratio, kann eine
Belastungssituation der Transplantate in der Isoflurangruppe V480/70 angenommen
werden, auch wenn in der beschriebenen Isoflurangruppe die SOD-Aktivitat
vermindert war und sich keine Unterschiede in der Aktivitat der Katalase und der
Glutathionperoxidase zeigten. Die niedrige = GSH-Konzentration in der
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Isoflurangruppe V480/70 lasst sich moglicherweise durch die 4-HNE-Konzentration in
dieser Gruppe erklaren, auch wenn diese im Vergleich zur Nembutal®-Gruppe keinen
statistisch signifikanten Unterschied zeigte. GSH ist an der Detoxifikation von 4-HNE
beteiligt (Yang et al. 2003), so dass eine erhéhte 4-HNE-Konzentration durchaus zu
einer Abnahme der GSH-Konzentration flhren kann. Leichtweis und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass eine verminderte GSH-Konzentration nach oxidativem Stress
ebenfalls mit einer Abnahme der linksventrikularen Pumpfunktion verbunden ist
(Leichtweis und Ji 2001). Aus dieser Uberlegung kénnte sich eine zuséatzliche
Erklarung fur die verminderte Transplantatfunktion in der Isoflurangruppe V480/70
ergeben. In den anderen Gruppen fand sich ein genau entgegengesetztes Bild. Hier
waren die GSH-Konzentrationen deutlich hdher als die korrespondierenden GSSG-
Konzentrationen. Die Redox-Ratio des Glutathions (GSH/GSH,) zeigte zwischen
diesen Gruppen keinen signifikanten Unterschied, sodass auch hier von einem
vergleichsweise geringeren oxidativen Stress auszugehen ist. In einem friheren
Versuch unserer  Arbeitsgruppe unter  Verwendung des gleichen
Transplantationsmodells, fand sich nach einer achtstiindigen Myokardischamie eine
deutlich niedrigere Konzentration des gesamten Glutathions (Renner et al. 2004). In
den hier beschriebenen Untersuchungen konnte kein signifikanter Unterschied in der
Glutathiongesamtkonzentration zwischen den Gruppen errechnet werden. Die
Bestimmung des reduzierten (GSH) und des oxidierten (GSSG) Glutathions erfolgte
in Gewebehomogenaten, bei deren Aufarbeitung Informationen auf der Ebene von
subzellularen Kompartimenten bzw. Zellorganellen verloren gehen (Morgan et al.
2013). In einer jungst erschienen Arbeit von Morgan und Mitarbeitern wurde dieses
Problem anhand von Hefezellen untersucht. Bei den herkdmmlichen
Bestimmungmethoden des Glutathiongehaltes von Zellen fand sich im Zytosol in der
Regel ein molares Verhaltnis von GSH zu GSSG von 30 — 100 : 1. Es wurde
nachgewiesen, dass, wenn man den Glutathiongehalt mittels bestimmter
Fluoreszenz-Proteine  (Yellow-Fluoreszenz-Proteine und  Green-Fluoreszenz-
Proteine) ermittelt, auch Informationen Uber die Verteilung des GSH und des GSSG
in den Zellorganellen (z.B. Vakuolen) der Hefezellen gewonnen werden konnen.
Somit konnte mit dieser Methode ein deutlich h6heres molares Verhaltnis von GSH
zu GSSG von 50 000 : 1 im Zytosol errechnet werden (Morgan et al. 2013). Aus
weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Morgan ist bekannt, dass das
Redox-Verhaltnis von Glutathion selbst unter Bedingungen des oxidativen Stresses
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nahezu konstant bleibt. Es zeigte sich, dass es in den untersuchten Zellen
verschiedene Mechanismen gibt, das GSSG zu GSH zu reduzieren, um ein
konstantes Verhaltnis von GSH zu GSSG im Zytosol zu erhalten und die Zellen somit
vor oxidativen Stress zu schiitzen. Findet sich in den Hefezellen ein Uberschuss an
GSSG, so lag auf Basis der bisherigen Untersuchungen die Vermutung nahe, dass
diese Zellen oxidativem Stress ausgesetzt sein mussten. Morgan und Mitarbeiter
fanden heraus, dass bei einem zytosolischen Uberschuss an GSSG ein Teil des
GSSG, welcher nicht schnell genug zu GSH reduziert wird, durch spezielle
Transporter in Vakuolen der Hefezellen geschleust wird. Dieser Transport erfolgt mit
vergleichsweise hoher Geschwindigkeit mit dem Ziel, die Glutathionhomdostase
wieder herzustellen. Des Weiteren kann das GSSG durch das Thioredoxinsystem,
das Glutaredoxinsystem und die Glutathionperoxidase zu GSH reduziert werden
(Circu und Aw 2011, Morgan et al. 2013). Betrachtet man die Messungen des
Glutathions (GSH und GSSG) bzw. dessen Redox-Verhaltniss in Herzmuskelzellen
unter diesen Gesichtspunkten, so kann vermutet werden, dass eine Regulierung der
Glutathionhomoostase unmittelbar nach Einsetzen des oxidativen Stresses,
beispielsweise nach Ischamie und Reperfusion, geschieht und sich das zytosolische
Redox-Verhaltnis nicht signifikant verandert. Vor diesem Hintergrund ware 70 bzw.
140 Tage nach der Transplantation kein Unterschied im Redox-Verhaltnis zu
erwarten. Dies wurde, mit Ausnahme der Gruppen V480/70 vs. IP480/70, in allen
Gruppen der vorliegenden Arbeit beobachtet. Inwieweit eine Ubertragung der
Beobachtungen von Morgan und Mitarbeitern auf ein komplexes Organsystem wie
dem Herzen erfolgen kann, muss erst noch uberpruft werden. Eine weitere
Einschrankung der Arbeit von Morgan und Mitarbeitern ist, dass lediglich
intrazellulare Transport- und Regulierungsmechanismen untersucht wurden. Der
Transport von Glutathion in den extrazellularen Raum und damit verbunden ein
intrazellularer Glutathion-Verlust, wurde nicht untersucht (Morgan et al. 2013).

Die Glutathionperoxidase und die Katalase zeigten in der hier vorgelegten Arbeit im
Vergleich aller Gruppen untereinander eine nahezu gleich hohe Aktivitat. Beide
Enzyme reduzieren Peroxide, wobei die Katalase in erster Linie Wasserstoffperoxid
in Wasser und Sauerstoff umwandelt. Die Glutathionperoxidase bendétigt fur ihre
Aktivitat GSH als Co-Substrat, welches zu GSSG oxidiert wird. Im oxidativen Stress
ist eine erhdhte Katalase- und GPx-Aktivitat zu erwarten. Diese Beobachtung konnte

in einer Untersuchung von Hassan und Mitarbeitern gemacht werden. Es wurde der
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zeitliche Verlauf der Aktivitat verschiedener antioxidativer Enzyme, unter anderem
der Glutathionperoxidase und der Katalase, nach Lebertransplantation untersucht.
Dabei zeigte sich eine erhdhte Aktivitat der Glutathionperoxidase und der Katalase
innerhalb des ersten Tages nach der Transplantation. Beide Enzyme zeigten bis zu 7
Tage nach der Transplantation eine erhdhte Aktivitat (Hassan et al. 2005). Eine
weitere Bestimmung der Enzyme Uber 7 Tage hinaus fand nicht statt, sodass nicht
gesagt werden kann, wann ein Maximum der Aktivitat erreicht wird und ob die
Aktivitat der Enzyme wieder abnimmt, je weiter der Transplantationszeitpunkt
zuruckliegt. Fur das in dieser Arbeit verwendete Rattenherztransplantationsmodell
liegen fur die Aktivitat der GPX und der Katalase lediglich Daten aus
Kurzzeitversuchen aus der eigenen Arbeitsgruppe vor (Renner et al. 2004). Hier
zeigte sich, dass die Aktivitat der Glutathionperoxidase in der vorliegenden Arbeit in
allen Gruppen unter der von Renner und Mitarbeitern gemessenen GPX-Aktivitat lag.
In der jetzt genannten Untersuchung erfolgte die heterotope
Rattenherztransplantation ebenfalls nach dem in dieser Arbeit verwendeten Modell.
Die Ischamiezeiten der Spenderherzen betrugen ebenfalls 30 bzw. 480 Minuten.
Lediglich der Nachbeobachtungszeitraum belief sich auf maximal 6 Stunden. Die
Aktivitat der Katalase in der vorliegenden Arbeit wies im Vergleich zu den Daten von
Renner und Mitarbeitern nach 70 bzw. 140 Tagen Nachbeobachtung sogar hohere
Werte auf (Renner et al. 2004). In einer Studie von Kedzierska wird herausgestellt,
dass eine verminderte GPX-Aktivitat im oxidativen Stress eine Erhéhung der
Katalase-Aktivitat zur Folge hat (Kedzierska et al. 2011). In der eben
herangezogenen Studie von Renner und Mitarbeitern wird die verminderte GPX-
Aktivitat kurz nach der Transplantation bzw. der Reperfusion durch einen Verbrauch
von GSH durch die GPX selbst, aber auch durch eine unzureichende Bereitstellung
von GSH aufgrund von oxidativem Stress erklart, was sich in einer Abnahme des
Gesamtglutathions in der Zelle zeigt (Renner et al. 2004). Der Gesamtgehalt an
Glutathion sowie die Konzentration von GSH zeigten in der vorliegenden Arbeit
keinen Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Trotzdem beide Parameter
in den Gruppen V30/140 und 1P480/70 am hdchsten waren, zeigte die GPX in diesen
beiden Gruppen keine signifikant hdhere Aktivitdt verglichen mit den anderen
Gruppen. Entsprechend dazu zeigte die Katalase-Aktivitdt ebenfalls keine
Unterschiede. Da alle anderen untersuchten Marker des oxidativen Stresses keinen

Hinweis auf ein aktuelles oxidatives Stressereignis erbrachten, lasst sich vermuten,
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dass der im Rahmen des Ischamie-Reperfusionereignisses aufgetretene oxidative
Stress entweder zu einer langfristigen Funktionseinbulde der GPX gefuhrt hat, oder
die Glutathionhomdostase anhaltend gestort ist. Es besteht auch die Mdglichkeit,
dass die Aktivitat der GPX nach 70 bzw. 140 Tagen ein normales Niveau erreicht hat.
Da sich hinsichtlich der Narkoseform kein Unterschied der GPX- und Katalase-
Aktivitat fand, ist es unwahrscheinlich, dass die Narkoseform einen langfristigen

Einfluss auf die Enzyme hatte.

Die Konzentration der Lipidperoxide zeigte sich nach 8 Stunden Ischamie und 70
Tagen Nachbeobachtung zwischen den Gruppen lediglich im Trend unterschiedlich
(p = 0,055), wobei die Lipidperoxidkonzentration in der Nembutal®-Gruppe héher war
als in der Isoflurangruppe. Dies kann auf einen erhohten oxidativen Stress in dieser
Gruppe hinweisen. Gleichzeitig fand sich aber kein Unterschied im Nachweis der 4-
HNE-Addukte zwischen diesen beiden Gruppen. Tendenziell war der 4-HNE-Anteil
im Gewebe in der Nembutal®-Gruppe sogar niedriger als in der Isoflurangruppe. In
der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass eine myokardiale Ischamie zu einer
erhdhten Bildung von Lipidperoxiden fuhrt, es aber zu keinem Unterschied in der
Lipidperoxidkonzentration nach 30 Minuten verglichen mit 480 Minuten Ischamie
kommt (Renner et al. 2004). Ebenso ist bekannt, dass nach 30 Minuten und nach
240 Minuten Ischamie eine erhohte Bildung von 4-HNE-Addukten stattfindet,
allerdings ohne Signifikanz zwischen den beiden Ischamiezeiten (Renner et al.
2005). Ein wichtiger Schritt bei der Detoxifikation der 4-HNE-Addukte, ist die
Konjugation mit GSH (Esterbauer et al. 1991). In Ubereinstimmung damit zeigte sich
eine Korrelation zwischen der Glutathionkonzentration und dem Anteil der 4-HNE-
Addukte im Gewebe. Je geringer die GSH-Konzentration ist, desto héher ist der 4-
HNE-Anteil (Renner et al. 2005). Bei dem hier diskutierten Versuch von Renner und
Mitarbeitern handelt es sich um einen Kurzzeitversuch mit einer Reperfusions- bzw.
Nachbeobachtungszeit von 4 Stunden, sodass die dort ermittelte Korrelation
zwischen GSH und 4-HNE die Verhaltnisse in der Akutphase der Reperfusion und
somit des oxidativen Stresses reprasentiert (Renner et al. 2005). In der hier
vorliegenden Dissertation wurde eine Korrelation zwischen der GSH-Konzentration
und dem Anteil an 4-HNE im Gewebe nicht durchgeflhrt, da primar untersucht
werden sollte, ob sich das Ausmass von oxidativem Stress in der Ischamie-

Reperfusionsphase zu einem spateren Zeitpunkt bestimmen Iasst. Aus
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Untersuchungen von Charniot und Mitarbeitern ist bekannt, dass es bei der
Verwendung verschiedener Konservierungslosungen, nach einer myokardialen
Ischamie von 8 Stunden gefolgt von einer Reperfusion zunachst zu einem Anstieg
des Lipidperoxidlevels kommt, dieses aber nach einer gewissen Zeit eine
gleichbleibende Konzentration erreicht. Diese wiederum zeigten zwischen den
untersuchten Gruppen keinen signifikanten Unterschied (Charniot et al. 2010). Im
Rahmen dieser Dissertation ist die Lipidperoxidkonzentration nicht zu verschiedenen
Zeiten nach der Transplantation bestimmt worden, sondern lediglich zum Zeitpunkt
der Transplantatentnahme nach 70 bzw. 140 Tagen, sodass bezlglich des Verlaufs
der Entstehung bzw. des Anstieges der Lipidperoxidkonzentration in den
Gewebeproben keine Aussage getroffen werden kann. Vergleicht man die hier
gewonnen Werte bezlglich der 4-HNE-Addukte mit friheren Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe (Renner et al. 2005), so ist in der vorliegenden Arbeit nach 70 bzw.
140 Tagen die Konzentration von 4-HNE in den Gewebeproben der Transplantate
sogar bis zur Halfte niedriger als unmittelbar nach der Transplantation. Dies lasst
vermuten, dass die Konzentration der 4-HNE-Addukte im Verlauf nach der
Transplantation und dem Ischamie-Reperfusionsereignis abnimmt, sodass zumindest
zum Zeitpunkt der Transplantatentnahme keine oxidative Stresssituation vorgelegen
hat. Die ebenfalls annahernd gleichen Konzentrationen der Lipidperoxide sprechen
auch daflr, dass die Lipidperoxide nach der Transplantation ein stabiles
Konzentrationslevel erreichen, anderenfalls hatte man zumindest zwischen den
Gruppen mit unterschiedlicher Ischamiezeit einen Unterschied in der
Lipidperoxidkonzentration erwarten konnen. Hassan und Mitarbeiter haben an
Lebertransplantaten aufzeigen kdnnen, dass nach einem anfanglichen Anstieg der
Lipidperoxide kurz nach der Transplantation in den folgenden Tagen zunachst ein
stabiles Konzentrationsniveau vorliegt und die Konzentration anschlielfiend wieder
abnimmt. In dieser Studie wurden auch weitere Parameter des oxidativen Stresses
bestimmt (Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase), welche alle den
Schlull zulieBen, dass die Organtransplantate bis zu 5 Tage nach der
Transplantation oxidativen Stress erfahren haben (Hassan et al. 2005). Diese
Erkenntnis IaRt vermuten, dass Lipidperoxide vorrangig in der frihen Phase eines
oxidativen Stressereignisses entstehen. Anhand des Vorhandenseins von
Lipidperoxiden bzw. von 4-HNE im Gewebe lasst sich ein zurlickliegendes oxidatives
Stressereignis zwar nachweisen, jedoch kann nicht auf dessen Schwere geschlossen
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werden.

Der in dieser Dissertation verwendete Summenscore (Franz et al. 2011) ist ein
geeignetes Mittel zur Bewertung des histopathologischen Gesamtbildes der
chronischen AbstoRung. Fur den Gesamtscore wird das Vorhandensein einer TVP
und einer Myokarddestruktion, sowie das Ausmass der Lymphozyteninfiltration und
der Myokardfibrose bewertet. Zwischen den untersuchten Gruppen zeigte sich
bezlglich des Gesamtscores kein Unterschied: in allen Gruppen wurde eine
moderate chronische TransplantatabstoRung nachgewiesen. In der Literatur sind die
TVP und die Myokardfibrose die beiden Hauptmerkmale der
chronischenTransplantatabstossung (Armstrong et al. 1998, Behrendt et al. 2000,
Raichlin et al. 2009), wahrend die Lymphozyteninfiltration und die Myokardnekrose
Bestandteil des Grading-Systems zur Transplantatabstossung der ISHLT (Stewart et
al. 2005) ist. Die Gewichtung der einzelnen Parameter am Gesamtscore wird erst
deutlich, wenn man diese in den Gruppen bzw. fur jedes Tier einzeln betrachtet. Das
Ausmass der lymphozytaren Infiltration und der Myokardfibrose kann hierbei bei
entsprechend hohem Bewertungsgrad zu einem hohen Summenscore flhren.
Innerhalb der einzelnen Gruppen betrachtet, schien die TVP unabhangig von den
anderen Parametern aufzutreten, wahrend die Myokarddestruktion als schwerer
beurteilt wurde, je starker die lymphozytare Infiltration war. Ahnliches lie3 sich fur die
Myokardfibrose und die Myokarddestruktion feststellen. Diese Beobachtung zeigt,
dass die fur den Gesamtscore erhobenen Parameter zusammengenommen ein
aussagekraftiges Bild der chronsichen Abstossung zeichnen. Bisherige
histopathologische Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (Tanaka et al. 2005,
Schneeberger et al. 2010) verwenden kein einheitliches Beurteilungssystem der
Transplantatabstossung, sodass ein Vergleich von histologischen Befunden der
verschiedenen Arbeitsgruppen nur unzureichend maglich ist.

Histologische Untersuchungen an transplantierten Rattenherzen, die einer
Ischamiezeit von 30 bzw. 120 Minuten und 90 Tagen Nachbeobachtung unterzogen
worden sind, zeigten bei jenen Tieren, die einer 120 minutigen Ischamie ausgesetzt
waren, eine ausgepragtere TVP als bei den Tieren mit einer Ischamiezeit von 30
Minuten (Tanaka et al. 2005). Gleiches fand sich in einer Studie von Schneeberger
und Mitarbeitern, welche ebenfalls Herzen von Lewis-Ratten analysierten, die nach
dem Modell von Ono und Lindsey in Fisher-Ratten transplantiert wurden. Die
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Ischamiezeit in diesem Versuch belief sich entweder auf 0 oder auf 10 Stunden und
die Herzen wurden nach 2, 20, 40 und 60 Tagen explantiert. Mit zunehmendem
zeitlichen Abstand zur Transplantation, zeigte sich in beiden Gruppen

(0O Minuten vs. 10 Stunden Ischamie) eine stetige Abnahme der Transplantatfunktion,
wobei der Unterschied in der Gruppe mit einer zehnstiindigen Ischamie signifikant
war. Des Weiteren fand sich nach 40 und 60 Tagen eine signifikant ausgepragtere
TVP bei jenen Tieren, die einer zehnstindigen Ischamie ausgesetzt waren. Der
Versuch von Schneeberger und Mitarbeitern zeigt, dass mit zunehmender
Ischamiezeit zum Einen die Transplantatfunktion beeintrachtigt wird, zum anderen
die Auspragung einer TVP zunimmt (Schneeberger et al. 2010). Diese Beobachtung
konnte in den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation nicht bestatigt werden.
Die Funktion der Transplantate in der vorliegenden Dissertation war nach Abschluss
des Nachbeobachtungszeitraumes in allen Gruppen trotz Transplantatvaskulopathie
bzw. chronischer Abstossung vergleichbar gut. Bezogen auf die Ischamiezeit, wiesen
die Transplantate nach 30 Minuten sowie 480 Minuten Ischamie unmittelbar nach der
Transplantation und nach der entsprechenden Nachbeobachtungszeit eine gute
Funktion auf. Lediglich in der Gruppe 1P480/140 fand sich nach der Transplantation
eine als ausreichend bewertete Transplantatfunktion. Mitropoulus und Mitarbeiter
haben 2005 die Daten von 46 herztransplantierten Patienten, deren Transplantate
einer Ischamiezeit von mehr als 300 Minuten ausgesetzt waren, mit 46
herztransplantierten Patienten verglichen, deren Transplantate einer Ischamiezeit
von weniger als 240 Minuten ausgesetzt waren. Es zeigte sich, dass es zwischen
den Gruppen hinsichtlich der 30-Tage-Mortalitat, der 3-Jahres-Uberlebensrate und
dem Auftreten einer TVP, keinen signifikanten Unterschied gibt (Mitropoulos et al.
2005). Dies lalt vermuten, dass die Ischamietoleranz des Myokards bei
entsprechender Konservierung bis zu 5 Stunden und langer betragt. Da immer das
Bestreben besteht, die Ischamiezeiten so kurz wie moglich zu halten, ist es sicherlich
schwierig im klinischen Alltag bewul3t langere Ischamiezeiten zu tolerieren, um die
Ischamietoleranz des Myokards zu untersuchen. Im Gegensatz zu den Arbeiten von
Schneeberger und Mitarbeitern sowie Tanaka und Mitarbeitern sind die Herzen im
von uns verwendeten Modell einer Druck- und Volumenbelastung ausgesetzt
gewesen. Dies hat somit moglicherweise ebenfalls einen Einflul auf das Myokard
und dessen Veranderungen (Yokoyama et al. 1995). Die in der vorliegenden Arbeit

ausgewerteten Gewebeschnitte unserer Versuchsgruppen wiesen alle eine TVP auf,
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jedoch zeigte sich ein eher gemischtes Bild im Vorhandensein der TVP allerdings
ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. So fand sich zum Beispiel in
den Gruppen die einer Ischamie von 30 Minuten ausgesetzt waren, in der
Isoflurangruppe nach 70 Tagen ein haufigeres Auftreten einer TVP, als in der
Nembutal®-Gruppe. Nach 140 Tagen wiederum konnte eine TVP in der Nembutal®-
Gruppe haufiger beobachtet werden. In den Gruppen mit einer Ischamiezeit von 480
Minuten, war die TVP nach 70 Tagen vemehrt in der Nembutal®-Gruppe und nach
140 Tagen haufiger in der Isoflurangruppe zu detektieren. In der Arbeit von Franz
und Mitarbeitern konnte ein Zusammenhang zwischen der Nachbeobachtungszeit
und dem Auftreten einer TVP nachgewiesen werden. Nach 140 Tagen war eine TVP
haufiger zu beobachten als nach 70 Tagen (Franz et al. 2011). Diese Beobachtung
ist in der vorliegenden Dissertation nicht gemacht worden. In der vorliegenden Arbeit
lie® sich die Entwicklung einer TVP nicht durch die Wahl der Narkoseform
beeinflussen. Dass sich die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie
medikamentds beeinflussen Ilasst, konnte die Arbeitsgruppe von Abele und
Mitarbeiter in verschiedenen Untersuchungen zeigen. Es konnte gezeigt werden,
dass nach der Transplantation eines Segmentes der Aorta descendens zwischen
Mausen mit einem kompletten MHC-Mismatch, die alleinige Gabe von Clopidogrel
ohne zusatzliche Gabe eines Immunsuppressivums, gegenuber einer mit Kochsalz
behandelten Kontrollgruppe ausreichend ist, die Entwicklung einer TVP signifikant zu
reduzieren (Abele et al. 2006). In einem weiteren Versuch konnte dieser Effekt durch
die Kombination von Clopidogrel mit Everolimus noch deutlich gesteigert werden
(Eckl et al. 2010). Es ist jedoch zu bemerken, dass es sich bei den eben genannten
Versuchen um ein einfaches Transplantationsmodell handelt, bei dem das
Begleitgewebe inklusive des lymphatischen Gewebes des Transplantats entfernt
wird. Dies fuhrt dazu, dass inflammatorische Prozesse, insbesondere an den
Anastomosen, nicht auf die Vorgange bei einer chronischen Abstossung Ubertragen
werden kénnen (Bedi et al. 2010). Zum Anderen zielen beide Versuche auf die
Beeinflussung der Transplantatvaskulopathie auf immunologischer Ebene ab.

In einer Arbeit von Iwanaga und Mitarbeitern wurde in einem heterotopen
Mauseherztransplantationsmodell dem Spendertier vor der Transplantatenthahme
das Antioxidanz Riboflavin zur Unterdrickung des oxidativen Stresses appliziert.
Nach 60 Tagen wiesen die mit Riboflavin behandelten Tiere, im Gegensatz zu den
nichtbehandelten Tieren, keine TVP auf (lwanaga et al. 2007). In einer
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weiterfiuhrenden Studie derselben Arbeitsgruppe, wurde der zugrundeliegende
Mechanismus untersucht. Unter Verwendung des gleichen Versuchsaufbaus wie bei
Iwanaga und Mitarbeitern, wurden neben der Aktivitat der Myeloperoxidase und der
Mangan-Superoxiddismutase, die Bildung von Lipidperoxiden sowie die Expression
der induzierbaren Nitritmonoxid-Synthase (iNOS) analsysiert. Alle untersuchten
Marker sowie die iINOS wiesen in den mit Riboflavin behandelten Versuchstieren
deutlich geringere Werte auf als jene Tiere, die nicht mit Riboflavin behandelt
wurden. Wie bereits in dem Vorversuch beschrieben, wiesen auch hier die mit
Riboflavin behandelten Tiere keine TVP auf (Hasegawa et al. 2009). Das zeigt, dass
der oxidative Stress ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung einer TVP ist.

Betrachtet man in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse der Myokarddegeneration
mit dem Vorhandensein einer TVP, so kann man auch hier keinen Zusammenhang
herstellen. Eine schwere Myokarddegeneration war in der vorliegenden Arbeit nicht
zwangslaufig mit dem Auftreten einer TVP verbunden ist. Gleiches ist auch zu der
Lymphozyteninfiltration zu sagen. In der Arbeit von Semiletova und Mitarbeitern
konnte eine positive Korrelation zwischen dem Schweregrad einer TVP und der
Infiltration mit Lymphozyten nachgewiesen werden. Semiletova und Mitarbeiter
verwendeten ebenfalls das Transplantationsmodell von Ono und Lindsey und fuhrten
die histologischen bzw. immunhistologischen Untersuchungen 120 Tage nach der
Transplantation durch (Semiletova et al. 2010). In der vorliegenden Dissertation
konnte dieser Zusammenhang nicht beobachtet werden, allerdings wurde nicht der
Schweregrad, sondern lediglich das Vorhandensein einer TVP bestimmt. Geht man
davon aus, dass eine TVP zu einer Durchblutungsstérung des Myokards fuhrt, so
hatte man erwarten kénnen, dass es in Organen mit TVP zu einer starkeren
Fibrosierung gekommen ware, als in Organen ohne TVP. Dies war nicht der Fall, was
nicht nur mikroskopisch bestatigt werden konnte, sondern sich auch makroskopisch
an den Transplantaten zeigte. Betrachtet man dazu auch die Marker des oxidativen
Stresses, so kann man nicht sagen, dass ein bestimmter Marker mit dem Auftreten
einer TVP, Myokarddegeneration, lymphozytaren Infiltration oder interstitiellen
Fibrose assoziiert ist. Da diese Marker 70 bzw. 140 Tage nach der Transplantation
keinen Ruckschluss auf das Ausmass des oxidativen Stresses unmittelbar nach der
Transplantation zuzulassen scheinen, ist auch eine Korrelation mit dem Auftreten
einer TVP bzw. der chronischen Abstossung nicht sinnvoll. Was jedoch beobachtet

werden konnte war, dass eine lymphozytare Infiltration immer zusammen mit einer
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Myokardfibrose auftrat. Dies konnte bereits von Franz und Mitarbeitern
nachgewiesen werden (Franz et al. 2011). In der Vergangenheit sind bereits
verschiedene Untersuchungen zur Entstehung von Fibrosierungen am
transplantierten Herzen durchgefuhrt worden. 1990 untersuchten Pickering und
Boughner den Zusammenhang zwischen Ischamiezeit und der Entstehung einer
Myokardfibrose an 36 herztransplantierten Patienten mit Ischamiezeiten ihrer Herzen
von 0 bis mehr als 240 Minuten. Es zeigte sich, dass die Ischamiezeit einen Einfluss
auf die Entwicklung einer Fibrose am transplantierten Herzen hat und je langer die
Ischamie andauert, die Fibrose auch starker ausgepragt ist. Insbesondere die
Herzen, die langer als 240 Minuten ischamisch waren, hatten die meisten
Fibrosierungen (Pickering und Boughner 1990). Zu erwadhnen ist, dass die
Untersuchungen von Pickering und Boughner anhand von Myokardbiopsien
durchgefuhrt wurden, die zwischen dem 5. und 10. Tag nach der Transplantation
gewonnen wurden. Das ist insofern interessant, da Armstrong und Mitarbeiter einige
Jahre spater herausfanden, dass sich die Fibrosierungen am Herztransplantat relativ
frlhzeitig entwickeln und nach 2 Monaten ein Plateau erreichen, sodass die
Fibrosierungen nach dieser Zeit keinen signifikanten Unterschied aufweisen
(Armstrong et al. 1998). Der Grad der Fibrosierung an den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Myokardproben, unterschied sich zwischen den einzelnen Gruppen
nicht. Weder hatte die Narkoseform einen Einfluss auf die Entwicklung einer
Myokardfibrose, noch flihrte eine langere Ischamiezeit zu einer starkeren
Fibrosierung oder unterschied sich der Fibrosierungsgrad zwischen den Proben, die
nach 70 oder 140 Tagen gewonnen wurden. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem aus
der Arbeit von Armstrong und Mitarbeitern.

In der Literatur liegen derzeit keine vergleichenden tierexperimentellen Daten
bezuglich unterschiedlicher Narkoseformen bei der Herztransplantation mit einer
Nachbeobachtungszeit von 140 Tagen oder langer vor, sodass in dem vorliegenden
Versuch gezeigt werden konnte, dass die Narkoseform im Langzeitverlauf keinen
Einflud auf die Entwicklung einer chronischen Abstossung hat. Die Entstehung einer
chronischen Abstossung ist zudem nicht allein von der Ischamiezeit und der Wahl
der Narkose abhangig ist, sondern wird auch von immunologischen Reaktionen
beeinflusst (Ramzy et al. 2005, Rahmani et al. 2006, Abele et al. 2009, Suzuki et al.
2010). Da es im vorliegenden Versuch selbst innerhalb einer Gruppe zu
Unterschieden im Auftreten einer TVP kam, kann man sagen, dass sich die TVP
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zeitlich nicht vorhersehbar entwickelt, was bereits von Baba und Mitautoren in ihren
Ausfuhrungen zur chronischen Transplantatabstossung aufgefihrt wurde (Baba et al.
2011).

Das hier verwendete Transplantationsmodell bildet nicht das gesamte Szenario einer
Herztransplantation im klinischen Alltag ab. Da es sich bei dem Modell um einen
heterotopen Ansatz handelt, bei dem das transplantiete Herz nach den
Modifikationen nach Yokoyama zwar ahnliche Druck- und Volumenbelastungen
erfahrt wie ein orthotop transplantiertes Herz, bleibt eine Funktionsstérung des
Transplantats ohne Folgen fur die nachgeschalteten Organsysteme. Ein weiterer
Gesichtspunkt ist die Tatsache, dass Ischamiezeiten von 8 Stunden bei der humanen
Herztransplantation vermieden werden. Auch sind die Operations-, Beatmungs- und
Narkosedauer bei einer Herztransplantation im klinischen Alltag wesentlich langer als
in dem hier vorliegenden Versuch. Ein weiterer Aspekt, der im Hinblick auf eine
immunologische Komponente des Ischamie-Reperfusionsschadens und der
Entwickung einer Transplantatvaskulopathie in diesem Modell nicht erfasst wird, ist
die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine, ohne die eine Herztransplantation
unmoglich durchzufuhren ist. Es ist bekannt, dass der Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine zu einer Aktivierung des Gerinnungs- und Immunsystems im Sinne einer
systemischen Entziindungsreaktion (SIRS = systemic inflammatory response
syndrome) fuhrt (Warren et al. 2009b). Eine Strategie dieser Entziindungsreaktion
entgegenzuwirken, ist die Gabe von Kortikosteroiden (Warren et al. 2009a), welche
die Grundlage der Abstossungsprophylaxe nach einer Herztransplantation bilden
(Siehe Abschnitt 2.1.6). In dem hier vorliegenden Modell kam weder eine
extrakorporale Zirkulation zum Einsatz, noch wurde ein Kortikosteroid verabreicht.
Insgesamt konzentriert sich dieses Tiermodell vorrangig auf die Entwicklung einer
chronischen Transplantatabstossung, wobei dieses komplexe Geschehen in einem
kleinen Zeitfenster betrachtet wird, was eine Ubertragung in den klinischen Alltag

schwierig macht (Bedi et al. 2010).
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7. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Dissertation ist der langfristige Einfluss der Narkoseform auf die
antioxidativen Schutzmechanismen sowie auf die Entwicklung einer chronischen
Transplantatabstossung untersucht worden. Die analysierten Marker flr den
oxidativen Stress zeigten mit zunehmendem zeitlichen Abstand zur Transplantation
(70 Tage bzw. 140 Tage) keine Unterschiede in ihrer Aktivitat bzw. ihrer
Konzentration. Die Aktivitat der Superoxiddismutase gibt im Langzeitverlauf keinen
Hinweis auf ein zurlckliegendes oxidatives Stressereignis, da deren Aktivitat mit
zunehmendem zeitlichem Abstand zur Transplantation ein Niveau erreicht, welches
wahrscheinlich im Normbereich liegt. Es lalt sich somit auch kein Ruckschluss auf
die Schwere des oxidativen Stresses ziehen. Die Aktivitat der Glutathionperoxidase
scheint langfristig nach einem Ischamie-Reperfusionsereignis vermindert zu sein,
was eine moglicherweise kompensatorische Erhohung der Katalase-Aktivitat nach
sich zieht. Gemeinsam betrachtet geben beide Enzyme einen Hinweis auf ein
zuruckliegendes oxidatives Stressereignis. Es sind weitere Untersuchungen
notwendig, um zu prifen, inwieweit auch der Schweregrad anhand beider
Enzymaktivitaten abgeschatzt werden kann. Die Ergebnisse der Untersuchungen des
Glutathionsystems lassen ebenfalls keinen Ruckschluss auf oxidativen Stress in der
Vergangenheit zu. Hinsichtlich der Produkte der Lipidperoxidation (Lipidperoxide und
4-HNE) kann festgestellt werden, dass diese im unmittelbaren Verlauf nach dem
Ischamie-Reperfusionsereignis ein Maximum zu erreichen scheinen, um dann ein
stabiles Niveau zu halten und im weiteren Verlauf in ihrer Konzentration sogar wieder
abzusinken. Mit dieser Beobachtung kann man feststellen, dass das Vorhandensein
von Produkten der Lipidperoxidation zwar ein friheres oxidatives Stressereignis
nachweist, deren Konzentration im Gewebe jedoch keine Rickschlisse auf die
Schwere des oxidativen Stresses zuzulassen scheint. Die in der vorliegenden Arbeit
erzielten Ergebnisse lassen den allgemeinen Schluss zu, dass sich die antioxidativen
Schutzmechanismen durch die Wahl der Narkoseform langfristig, dass heisst Uber
das initiale Ischamie-Reperfusionsereignis hinaus, nicht beeinflussen lassen.

Bezuglich der chronischen Transplantatabstossung lasst sich schlussfolgern, dass
eine Transplantatvaskulopathie unabhangig von anderen morphologischen
Veranderungen des Myokards, wie der Myokarddegeneration,
Lymphozyteninfiltration oder Fibrosierungen auftritt. Ebenso Ilasst sich die

Entwicklung einer chronischen Abstossung nicht durch die Wahl der Narkoseform
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positiv beeinflussen. Diese Aussage wird dadurch untermauert, dass es selbst
innerhalb einer Gruppe zu einer unterschiedlichen Auspragung der chronischen
Transplantatabstossung gekommen ist.

Ob es nun sinnvoll ist im Rahmen der Herztransplantation bewusst ein volatiles
Anasthetikum zu verwenden, lasst sich auf der Basis dieser Arbeit nicht
abschliessend beantworten. Betrachtet man die Daten aus den Studien an
herzchirurgischen Patienten, so kann man sagen, dass durch den Einsatz eines
volatilen Anasthetikums der Patient zumindest in der Frihphase nach dem Eingriff
von der Wahl des Narkotikums zu profitieren scheint.

Da auch in Zukunft Patienten mit terminalen Organerkrankungen bei entsprechender
Indikation auf ein Spenderorgan angewiesen sein werden und einige
Transplantationszentren in Hinblick auf die Organknappheit bereits Organe
verpflanzen, die vor einigen Jahren noch als nicht transplantabel galten (sog.
marginale Organe), wird es auch in Zukunft wichtig sein Strategien zu entwickeln, die
Qualitat von Spenderorganen zu erhalten. Des Weiteren sollte die medikamentdse
Einflussnahme auf das Ischamie-Reperfusionsgeschehen sowie auf die akute wie

chronische Abstossung Gegenstand weiterer, intensiver Forschungsarbeit sein.
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Anhang

Reagenzien

Reagenz Hersteller Ort
Aqua bidestillata (Milli-Q | Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
Reference System)
Aqua destillata Servoprax GmbH Wesel, Deutschland
Desoxycholinsaure Sigma-Aldrich Seelze, Deutschland

Laborchemikalien

DTT (Art.-Nr. 6908.1)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

EDTA (Art.-Nr. 8043.2)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Eosin (Art.-Nr X883.2)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Ethanol (Art.-Nr. 9065.3)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Formalin (Art.-Nr. 7398.1)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Glycerol (Art.-Nr. 3783.1)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 3%
(Art.-Nr. 9681.4)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Hamalaun (Art.-Nr. | CARL ROTH GmbH Karlsruhe, Deutschland
T865.2)
Kochsalzlosung 0,25% | CARL ROTH GmbH Karlsruhe, Deutschland

(Art.-Nr. CN67.1)

Kochsalzlésung 0,9%

B. Braun

Melsungen, Deutschland

Metaphosphorsaure 5%

Sigma-Aldrich

Laborchemikalien

Seelze, Deutschland

Paraffin (Art.-Nr. CN48.1)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Shandon EZ-Mount™

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, Massachusetts,
USA

Tissue Tek Compound

Sakura Finetek Europe
B.V.

Alphen aan den

Niederlande

Rijn,

Tris-Puffer (Art.-Nr. | CARL ROTH GmbH Karlsruhe, Deutschland
5429.3)
Triton X-100 Sigma-Aldrich Seelze, Deutschland

Laborchemikalien
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Reagenz

Hersteller

Ort

Xylol (Art.-Nr. 4436.1)

CARL ROTH GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Labormaterialien

Labormaterial

Hersteller

Ort

Bulldogklemme

Aesculap (B. Braun)

Melsungen, Deutschland

chirurgisches Besteck

Aesculap (B. Braun)

Melsungen, Deutschland

Einmalkanilen Sterican

B. Braun

Melsungen, Deutschland

Falcon-Rohrchen

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen,

Deutschland

Gefriermikrotom (Leica | Leica Wetzlar, Deutschland
CM 30502)

Gewebeeinbettautomat Leica Wetzlar, Deutschland
(Leica TP1020)

Isofluranverdampfer Dragerwerk AG & Co. | Lubeck, Deutschland

(VetMed Vapor 19.3)

KGaA

Kurzzeitwecker Fisher Scientific GmbH Schwerte, Deutschland
Mikrotiterplatte Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Mikrospkop (Axio Scope | Carl Zeiss Microscopy | Jena, Deutschland

2) GmbH

Multipette plus Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Nahtmaterial (ETHIBOND, | Ethicon (Johnson & | Norderstedt, Deutschland

Mersilene, Prolene)

Johnson Medical GmbH)

Operationsmikroskop
(Zeiss OPMI SV8)

Carl Zeiss GmbH

Jena, Deutschland

Paraffinausgiessstation Leica Wetzlar, Deutschland
(Leica EG 1160)

Pipetten Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Pipettenspitze 5 ml | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

(Combitips plus)

Probenrdéhrchen
(Cellstar 10 ml, 2ml)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen,

Deutschland
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Labormaterial

Hersteller

Ort

Reaktionsgefasse 0,5 ml,
1,5 ml

SARSTEDT AG & Co.

Numbrecht, Deutschland

Rotationsmikrotom (Leica
RM 2165)

Leica

Wetzlar, Deutschland

Software Magellan 2

Tecan Group Ltd.

Mannedorf, Schweiz

Sunrise Remote | Tecan Group Ltd. Mannedorf, Schweiz
Plattenreader

Vortexer (MS2 | IKA®-Werke GmbH & Co. | Staufen, Deutschland
Minishaker) KG

Wasserbad (Fisherbrand | Fisher Scientific GmbH Schwerte, Deutschland
FBH 712)

Zentrifuge (Centrifuge | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
5810R)
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