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Zusammenfassung

Herzchirurgische Eingriffe, die mit extrakorporaler Zirkulation (EKZ) und tief-
hypothermem Kreislaufstillstand (deep hypothermic circulatory arrest, DHCA)
durchgefuhrt werden, fihren haufig infolge der post-ischamischen Reperfusion
zu Organschaden im gesamten Organismus [Christenson et al., 1996; Stoppe
et al.,, 2011]. Als Ursachen dieses so genannten Ischamie-Reperfusions-
Schadens (I/R-Schaden) werden u.a. eine durch die EKZ und den DHCA
bedingte exzessive Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [Prasad et al.,
2009] sowie systemische inflammatorische Prozesse [Parnham & Sies, 2000]
postuliert. Therapien, die den I/R-Schaden direkt supprimieren, fehlen bis
heute. Bisherige Therapieansatze beinhalten die Gabe von Antioxidantien,
Glukokortikoiden, Aprotinin sowie die Verwendung Heparin-beschichteter EKZ-
Systeme und intra- operativer Ultrafiltration. Deshalb ist es wichtig, neue
Anséatze fur die Pravention und Behandlung des I/R-Schadens zu entwickeln
und diese auf ihre klinische Eignung zu testen. Ebselen ist eine synthetische,
niedrigmolekulare organische Selenverbindung mit anti-oxidativen, anti-
inflammatorischen und zytoprotektiven Eigenschaften. In Untersuchungen an
einzelnen Organen konnte von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass
die prophylaktische Gabe der Selenverbindung Ebselen den Ischamie-
Reperfusions-Schaden bei Organ-infarkten gunstig beeinflussen kann. Ziel
dieser Arbeit war, ein valides Tiermodell zu entwickeln, um den Einfluss von
Ebselen auf den durch EKZ und DHCA induzierten I/R-Schaden im
Gesamtorganismus in vivo zu untersuchen.

Nach erfolgreicher Etablierung eines Ratten-EKZ-Modells wurden mannliche
Wistar-Ratten in die drei Gruppen Kontrolle, Lésungsmittelkontrolle (DMSO)
und Ebselen (jeweils n=7) eingeteilt. Den Versuchstieren der Gruppen DMSO
und Ebselen wurden die jeweiligen Substrate zu Versuchsbeginn intraperitoneal
injiziert. Die Versuchstiere wurden einem kardiopulmonalen Bypass mit tief-
hypothermen Kreislaufstillstand und anschlieBender Reperfusion unterzogen. In
den nach Versuchsende entnommenen Organen Herz, Lunge, Leber und Niere
wurden I/R-induzierte Signalwege biochemisch mittels Western Blot analysiert.



Entzindungsmarker und klinische Laborparameter aus Blutproben wurden
bestimmt und die dokumentierten ha&modynamischen und Vitalparameter
statistisch ausgewertet. Die Selengehalte der Organe der mit Ebselen be-
handelten Versuchstiere waren signifikant erhéht. Ebensfalls signifikant erhdht
war die Aktivitat der Glutathionperoxidase (GPx) in den untersuchten Organen
der Versuchstiere der Ebselengruppe. Die mit Ebselen behandelten
Versuchstiere zeigten intraoperativ tendenziell einen geringeren Volumenbedarf
sowie einen verminderten Verbrauch an Noradrenalin im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Die wahrend der Operation induzierte Leukozytose war in der
Ebselen- und der DMSO-Gruppe weniger ausgepragt als in der Kontrollgruppe.
Die pro-inflammatorischen Zytokine zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren
keine signifikanten Unterschiede. Die Interleukin-6 Spiegel (IL-6) im Serum
waren in der Ebselen- und der DMSO-Gruppe geringfligig erhdht, wohingegen
die Tumornekrosefaktor-a Spiegel (TNF-a) im Serum in der Ebselengruppe
leicht erniedrigt waren. Die Plasmaspiegel der laborklinischen Parameter
Troponin |, Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT)
und Lactatdehydrogenase (LDH) waren im Vergleich zu den Kontrolltieren in
der Ebselen- und der DMSO-Gruppe signifikant erniedrigt. Die Western Blots
zeigten, dass Ebselen einige der durch I/R induzierten Signalwege organ-
spezifisch beeinflusst. Die erhdohte GPx-Aktivitat sowie die ebenfalls erhéhten
Selengehalte der untersuchten Organe zeigten eine Verteilung des Ebselens im
Korper. Anhand der beschriebenen Daten konnte aufgezeigt werden, dass
Ebselen den I/R-Schaden im Gesamtorganismus beeinflusst. Das Losungs-
mittel DMSO verursachte zum Teil ahnliche Effekte wie das Ebselen. Da DMSO
auch als Radikalfanger agiert, zeigen diese Ergebnisse jedoch, dass der
Einsatz von Antioxidantien zur Linderung des I/R-Schadens einen
vielversprechenden Ansatz darstellt. Da die Effekte des Ebselens nur teilweise
spezifisch und unabhangig von DMSO waren, ware es sinnvoll, andere
wasserlosliche organische Selenverbindungen zu testen. Trotzdem zeigen die
Ergebnisse die Mdglichkeit eines therapeutischen Ansatzes, um den durch
kardiochirurgische Eingriffe ausgeldsten I/R-Schaden zu verringern und die

Suche nach alternativen -eventuell noch potenteren Mitteln- zu férdern.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Ischamie-Reperfusions-Schaden

1.1.1 Extrakorporale Zirkulation mit Hilfe der Herz-Lungen-Maschine

Die Anwendung der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) mit Hilfe der Herz-
Lungen-Maschine (HLM) stellt heute ein Standardverfahren in der Herzchirurgie
dar. Seit der ersten Anwendung der HLM in den 50er Jahren [Dennis et al.,
1951; Gibbon, 1954] wurden standig Verbesserungen vorgenommen, die dazu
fuhrten, dass es sich heute um ein sicheres Verfahren handelt. Durch
Verwendung der Herz-Lungen-Maschine, mit der die extrakorporale Zirkulation
(EKZ) durchgefihrt wird, ist es maoglich, das Herz und die Lunge aus dem
Kreislauf auszuschalten. Die HLM ersetzt voriibergehend die Pumpfunktion des
Herzens sowie den Gasaustausch der Lungen. Die EKZ kommt bei nahezu
allen Operationen am Herzen sowie an der thorakalen Aorta zum Einsatz.
Lediglich koronarchirurgische Eingriffe kdnnen auch ohne EKZ durchgefuhrt
werden. Grundsatzlich besteht durch Absenkung der Blut- und damit auch der
Kdrpertemperatur durch die Warmeaustauscher der EKZ die Mdglichkeit, die
Ischamietoleranz des Herzens und des gesamten Organismus zu erhéhen.
Mogliche Blutdruck- und Perfusionsschwankungen und die damit verbundene
lokale oder systemische Hypoxie konnen aufgrund des bei niedrigeren
Temperaturen herabgesetzten Stoffwechsels besser toleriert werden.

Durch jahrelange technische Weiterentwicklung der EKZ konnte die Morbiditat
signifikant reduziert und die Mortalitatsrate fur die meisten der durchgefihrten
herzchirurgischen Eingriffe deutlich gesenkt werden [Taylor, 1998]. Trotz
stetiger Verbesserung und sinkender Mortalitat kann die Anwendung der EKZ
weiterhin zu Komplikationen wie beispielsweise systemischen Inflammations-

reaktionen und Multiorganversagen fiihren [Boeken & Feindt, 2008].
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EKZ mit tief-hypothermem Kreislaufstillstand

Taufic und Lewis beschrieben 1953 erstmals die erfolgreiche Durchfiihrung
eines tief-hypothermen Kreislaufstillstands (deep hypothermic circulatory arrest,
DHCA) im Rahmen einer Operation mit Hilfe der EKZ [Taufic & Lewis, 1953].
Mit der Weiterentwicklung der EKZ fand der DHCA zunehmend Anwendung bei
herzchirurgischen Eingriffen wie z.B. der Behandlung der Fallot'schen Tetra-
logie, der Transposition grof3er Arterien und Behandlung von Defekten des
Ventrikelseptums [Ehyai et al., 1984; Oates et al., 1995]. Zu den Vorteilen des
DHCA zahlen unter anderem eine verkirzte EKZ-Exposition, eine verbesserte
Darstellung durch die Schaffung eines blutleeren OP-Feldes sowie ein
vermindertes Auftreten postoperativer Odeme [Jonas, 2002]. Allerdings kommt
es durch den Kreislaufstillstand zu einer globalen Ischamie, die auch durch die
Hypothermie nicht verhindert werden kann. Als Folge entsteht postoperativ der

sogenannte Ischamie-Reperfusions-Schaden (I/R-Schaden).

Ischamie- Reperfusions-Schaden und oxidativer Stress

Die Summe der fir eine Zelle toxischen Ereignisse, die wahrend einer Ischamie
und einer anschlieBenden Reperfusion entstehen, wird unter dem Begriff
,Ischamie-Reperfusions-Schaden“  (I/R-Schaden) zusammengefasst. Als
Ischamie wird eine Verminderung oder Unterbrechung der Durchblutung eines
Organs, Organteils oder Gewebes durch mangelnde arterielle Blutzufuhr
bezeichnet. Als Folge kommt es zu einer Hypoxie oder, bei langerem
Bestehen, zu einer Nekrose [de Gruyter, 2001]. Als Reperfusion bezeichnet
man die wieder einsetzende Durchblutung eines Organs oder Gewebes nach
voriibergehender Unterbrechung der Blutzufuhr [Lehmann, 2009].

Ein entscheidender Anteil an dem I/R-Schaden wird den reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zugeschrieben. Zu diesen zéhlen u.a. Superoxid-
radikale (O»-.), Wasserstoffperoxid (H20O,), Hydroxylradikale (OH.) und
Peroxynitrit (ONOOH). Die Bildung von ROS ist eine normale Begleit-
erscheinung jeder aeroben Stoffwechselaktivitat der Zelle und ist wichtig fur die
Induktion von Signalwegen als Antwort auf intra- und extrazellulare Anderungen

des Zellmilieus [Bromme et al., 2002; El Golli-Bennour et al., 2011]. Die Menge
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der wahrend der Ischamie erzeugten ROS ist relativ gering, wohingegen sie
wahrend der Reperfusion durch die wieder einsetzende Sauerstoffversorgung
deutlich ansteigt [Dawson et al., 1995]. Erzeugte ROS werden durch
verschiedene enzymatische und nicht enzymatische Antioxidantien entgiftet. Zu
nennen sind hier u.a. diverse Superoxiddismutasen (SOD), die
Glutathionperoxidasen (GPx) und die Katalase (CAT). Wenn die Menge der
entstandenen ROS die Entgiftungskapazitat eines Organs Uberschreitet,
entsteht oxidativer Stress [Schewe 1994]. ROS konnen u.a. Lipidperoxidation
initiieren, Proteine durch Oxidation inaktivieren und DNA-Strangbriiche
hervorrufen [Guo et al., 2012]. All diese Faktoren konnen zu
Gewebeschadigungen fuhren [Bromme et al., 2002] und im schlimmsten Fall
Multiorganversagen und damit den Tod des Patienten verursachen [Carden &
Granger, 2000].

Neben ROS werden aul3erdem eine Aktivierung des Komplementsystems, eine
Kalziumuberladung sowie inflammatorische Prozesse [Prasad et al. 2009;
Eltzschig und Collard, 2004] als Ursachen fur den I/R-Schaden postuliert. Die
Folgen und Veranderungen, die mit dem I/R-Schaden einhergehen, sind
mafigeblich von Grad und Dauer der Ischdmie sowie der Empfindlichkeit und
dem Zustand des jeweiligen Organs bzw. Gewebes abhangig [Bromme et al.,
2002].

Der I/R-Schaden kann in drei Phasen eingeteilt werden:

Wahrend der ersten ischamischen Phase fuhrt die temporare Unterbrechung
der Blutzufuhr zu einem Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen [Eltzschig &
Collard, 2004]. AulR3erdem ist die ATP-Bildung durch oxidative Phosphorylierung
gestort, was zu Anderungen im Zellstoffwechsel fiihrt. Die verminderte ATP-
Verfiigbarkeit limitiert die Aktivitat der Na'/K'-ATPase, welche den
Calciumausstrom Uber den Na*/Ca?*-Austauscher reguliert [Gourdin et al.,
2009]. Dies fuhrt zu einem Calciumuiberschuss, der eine strukturelle Stérung
sowie Apoptose und Nekrose der betroffenen Zellen verursacht. Des Weiteren
schaffen Chemokine und Adhasionsmolekiile einen pro-inflammatorischen
Zustand. AulRerdem fuhrt der veranderte Zellstoffwechsel zu einer

Akkumulierung von Vorstufen oxidativer Phosphorylierung, was wiederum zu
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Konformationsanderung oder Zerstérung von Enzymen fihren kann [Eltzschig
& Collard, 2004].

In der zweiten Phase des I/R-Schadens kommt es durch den wieder
einsetzenden Blutfluss zur Reoxygenierung der Organe. Obwohl Sauerstoff
existentiell fir das Uberleben der Zellen ist, kann er auch schadlich sein, da er
zu ROS wie H,0, oder O, umgewandelt werden kann. ROS kénnen die Zellen
sowohl direkt (z.B. durch Lipidperoxidation oder DNA-Oxydierung) als auch
indirekt (z.B. durch Interaktion mit NO oder Fettsduren) schéadigen. Dies fuhrt
haufig zur Bildung von noch zytotoxischeren Substanzen wie z.B. Peroxynitrit
oder Hydroxylradikalen [Kleikers et al., 2012]. AuBerdem kénnen die gebildeten
ROS die inflammatorische Antwort durch eine Hochregulation von
Adhasionmolekilen noch verstarken [Eltzschig & Collard, 2004]. Deshalb kann
die Reperfusionsphase auch als ,zweischneidiges Schwert“ angesehen werden:
auf der einen Seite bendttigt die Zelle den wieder zur Verfliigung stehenden
Sauerstoff, auf der anderen Seite fuhrt dieser zu einer vermehrten ROS-
Bildung. Diese paradoxe Rolle des Sauerstoffs wahrend der Reperfusionsphase
wird auch als Sauerstoffparadoxon bezeichnet [Kleikers et al., 2012].

Ein weiteres Paradoxon zeigt sich in der dritten Phase des I/R-Schadens, der
post-Perfusionsphase. Verglichen mit den schadlichen Wirkungen wahrend der
Reperfusion beeinflussen die ROS in dieser Phase verschiedene Prozesse, die
optimale Uberlebenschancen fiir Zellen schaffen. So wird beispielsweise die
Angiogenese durch ROS uber eine Aktivierung der Faktoren VEGF (vascular
endothelial growth factor) und HIF (hypoxia-inducible factor) induziert. Die
Proliferation und Differenzierung der vaskularen glatten Muskelzellen (vascular
smooth muscle cells, VSMC), welche fiir das vaskulare remodeling benétigt
werden, werden ebenfalls durch die ROS beeinflusst [Maulik, 2002]. Niedrige
bis moderate ROS-Level koénnen die antioxidative Abwehr verstarken,
wohingegen hohe ROS-Level die Zellen durch Entztindungsreaktionen,

Apoptose und Nekrose schéadigen [Rodrigo et al., 2013].
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1.1.2 Klinik

Auswirkungen der EKZ auf den Organismus

Neben den therapeutischen Perspektiven, die die EKZ erdffnet, kann sie einen
Ausgangspunkt fur systemische und organspezifische Komplikationen
darstellen. Der mechanische Transport durch die Rollerpumpen und nicht-
endothelialen Oberflachen der HLM fuhrt zu verschiedenen Veranderungen im
Organismus. Dazu zahlen z.B. Hamolyse der Erythrozyten, Leukozytose als
inflammatorische Reaktion, Thrombozytopenie, gesteigerte Permeabilitat der
Kapillaren, Aktivierung humoraler Systeme (Blutgerinnung, Komplementsystem,
Fibrinolyse etc.) und sekundare Organfunktionsstérungen. Typische
Organfunktionsstorungen sind Herzinsuffizienz, renale und pulmonale
Dysfunktionen, Gerinnungsalterationen sowie neurologische und kognitive
Einschrankungen [Baehner et al., 2012].

Bei Operationen mit Hilfe der EKZ kann ein systemisches Entziindungssydrom
entstehen [Hess, 2005]. In leichten und zeitlich limitierten Fallen spricht man
dann vom sogenannten Post-Perfusions-Syndrom, das in 2-10 % der Félle in
ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS) Ubergeht. Das SIRS ist
ein Symptomkomplex und stellt die Reaktion auf inflammatorische Prozesse
unabhéngig ihrer Genese dar. Es kann in unterschiedlichen Schweregraden
auftreten und bis zum Multiorganversagen fihren [Boeken et al., 2008]. Als
Ursachen kommen materialunabhéngige Faktoren wie Traumata und Ischamie
[Baehner et al., 2012] sowie materialabhdngige Faktoren wie der Kontakt des
Blutes mit Fremdoberflachen in Frage [Boeken et al., 2008]. An der Patho-
genese sind sowohl das spezifische humorale (Antikdrper aus B-Lymphozyten)
und zellulare (T-Lymphozyten) Immunsystem, das unspezifische Immunsystem
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten, diverse Kaskadensyteme) sowie
makro- und mikrohamodynamische Veranderungen beteiligt [Boeken et al.,
2008; Warren et al., 2009].

Zusammenfassend konnen die Abldufe des SIRS folgendermal3en dargestellt
werden: durch die EKZ kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems
und zu einer Zytokinantwort, was eine Reaktion zwischen neutrophilen

Granulozyten und Endothelzellen verursacht. Dies fihrt zur Einwanderung und
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Degranulation von Granulozyten mit einer Freisetzung von Proteasen,
Sauerstoffradikalen und Arachidonsauremetaboliten. Daraus resultiert eine
Gewebeschéadigung, welche zu Organdysfunktionen fihrt [Boeken et al., 2008].
Ein schematischer Uberblick der potentiellen inflammatorischen Antwort nach

extrakorporaler Zirkulation ist in Abbildung 1 dargestellt.

1 EKZ l
Ischdamie-Reperfusion l ? Komplementaktivierung
Endotoxin

l

Proinflammatorische Zytokine

l

Zellulare Aktivierung
(neutrophile Granulozyten, Thrombozyten, Endothelzellen etc.)

|
l l ! oo !

Freie Sauerstoffradikale NO Endothelin PAF Proteasen Arachidonsauremetaboliten

\ I
|

Gewebeschadigung
Multiorganversagen

Abb. 1: Schematischer Uberblick der inflammatorischen Antwort nach EKZ (modifiziert nach
Wan et al, 1997). EKZ = extrakorporale Zirkulation; NO = Stickstoffmonoxid; PAF =

Plattchenaktivierender Faktor.
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Therapeutische Anséatze

Die immunologische Reaktion auf die extrakorporale Zirkulation kann eine
systemische Inflammation auslésen und erfullt in 2-10% der Falle die
Definitionskriterien eines SIRS [Baehner et al., 2012].

Bei dem SIRS handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen, in welchem
verschiedenste Systeme komplex miteinander vernetzt sind. Da die meisten
Interaktionen zwischen diesen einzelnen Systemen bis heute nur teilweise oder
noch nicht bekannt sind, scheinen pharmakologische Monotherapien wenig
vielversprechend. Therapieansatze zur Abschwachung dieser systemischen
Reaktionen beinhalten bisher die Gabe von Glukokortikoiden [Jansen, 1991],
Aprotinin [Dhir, 2013], die Verwendung Heparin-beschichteter EKZ-Systeme
und intraoperativer Ultrafiltration [Sohn et al., 2009; Groeneveld, 1990] sowie
die Gabe von Antioxidantien [Manzanares et al., 2011]. Die bisherigen
Therapieansatze zur Beeinflussung der systemischen Inflammation zeigt
Abbildung 2.
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\ * Endothelin-Rezeptorantagonisten J

Abb. 2: Therapieansatze zur Beeinflussung der systemischen Inflammation (modifiziert nach
Boeken et al., 2008).
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1.1.3 Signalwege und Inflammation

Aktivierung und Regulierung der Signalwege wahrend Ischamie und
Reperfusion

Die ROS-Produktion wéhrend I/R initiiert diverse untereinander vernetzte
Signalkaskaden, welche durch Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-
reaktionen reguliert werden. Diese komplexen Signalkaskaden initiieren
letztendlich die Transkription von inflammatorischen und anti-inflammatorischen
Genen, die beschadigte Zellen reparieren bzw. zu ihrer Regeneration beitragen.
Zu nennen sind an dieser Stelle unter anderem der MAP-Kinase-Signalweg, der
JAK/STAT-Signalweg sowie die Expression von Heat-Shock-Proteinen. Die
Phosphorylierung von Proteinen erfolgt durch Proteinkinasen. Es sind zwei
Klassen von Proteinkinasen bekannt: zum einen die Serin- und Threonin-
Kinasen und zum anderen die Tyrosin-Kinasen [Lopez-Neblina & Toledo-
Pereyra, 2006]. Gegenspieler der Proteinkinasen sind die Proteinphosphatasen,
welche die Proteine dephosphorylieren [Lopez-Neblina & Toledo-Pereyra,
2006]. Proteinkinasen konnen durch Einflisse wie metabolische und
neurologische Krankheiten, Krebs oder Ischamie und Reperfusion dysreguliert
werden. Eine anhaltende Dysregulation kann dabei zum Zelltod fihren. Bei der
Ischamie-Reperfusion von Organen spielen zwei Familien von Proteinkinasen
eine wichtige Rolle: zum einen die Tyrosin-Kinasen und zum anderen die

mitogen-activated-protein-Kinasen (MAPK) [Toledo-Pereyra et al., 2008].

MAP-Kinasen

Bei den MAP-Kinasen handelt es sich um Serin-/Threonin-Kinasen mit einem
Molekulargewicht von 36-44 kDa. Der MAP-Kinase-Weg bezeichnet eine Reihe
mehrstufiger Signaltransduktionswege, die unter anderem an der Embryo-
genese, der Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum und der Apoptose beteiligt
sind. MAP-Kinasen werden von verschiedenen Zelltypen exprimiert. Dazu
zéhlen beispielsweise Kardiomyozyten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen.
Aktiviert werden sie durch Stimuli wie Ischamie, Stress, Zytokine, Hormone,

Wachstumsfaktoren und vasoaktive Stoffe [Khan et al., 2004]. Die Signalwege
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umfassen mindestens drei in Serie geschaltete Kinasen: eine MAPK-Kinase
Kinase (MAPKKK), die eine MAPK-Kinase (MAPKK) phosphoryliert und
dadurch aktiviert, welche wiederum eine MAP-Kinase (MAPK) aktiviert [Aikawa
et al., 1997]. Aktivierte MAP-Kinasen wiederum aktivieren
Transkriptionsfaktoren und andere Proteinkinasen [Kyriakis & Avruch, 2012].
Dadurch wird die Transkription verschiedener Gene initiiert, die in biologische
Prozesse wie Apoptose, Wachstum, Differenzierung, Zytokinproduktion und
Zelldifferenzie-rung involviert sind [Cheng & Karin, 2001; Keshet & Seger,
2010]. Die Inaktivierung der MAP-Kinasen erfolgt durch die MAPK-
Phosphatasen 1/2 und 3 (MKP 1/2, MKP 3).

Es gibt drei Hauptfamilien der MAP-Kinasen: die extracellular signal-regulated
kinases (Erk), welche Uber Wachstumshormonrezeptoren aktiviert werden und
die stress-aktivierten Kinasen c-Jun NH,-terminal protein kinases (JNK) sowie
die p38 Kinasen, die durch zellularen Stress wie ROS, Ischamie, Hitze oder
Zytokine aktiviert werden [Armstrong, 2004]. Die Signalwege dieser drei MAP-

Kinasen sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Zytokine
Oxidativer Stress
Wachstumsfaktoren .
Mitogene Wachstumsfaktoren Stimulus
Vasoaktive Substanzen \ l
- MAPKKK
Wachstum, Differenzierung, Inflammation, Apoptose, BIO|0gISChe

Entwicklung Differenzierung, Wachstum Antwort

Abb. 3: MAPK-Signalwege. Raf=rapidly accelerated fibrosarcoma; MEK=MAP-Erk-Kinase;
MLK= Mixed lineage kinase ; TAK= Transforming growth factor-f-activated kinase; DLK= Dual-

Leucine zipper Kinase; MKK= mitogen-activated protein kinase kinase.
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Der Erk-Signalweg wurde als erster MAPK-Signalweg bei S&ugetieren
identifiziert. Die Erk werden durch zwei verschiedene Gene (Erkl und Erk2)
codiert. Fur ihre Aktivierung bedarf es einer dualen Tyrosin- und Threonin-
Phosphorylierung an den Stellen Thr203-Glu-Tyr205 (Erk1l) und Thrl185-Glu-
Tyrl87 (Erk2) [Kyriakis & Avruch, 2012]. Die aktivierte Erk phosphoryliert
diverse Substrate sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern [Khan et al.,
2004].

Der JNK-Signalweg unterscheidet sich vom Erk-Signalweg dadurch, dass der
Transkriptionsfaktor c-jun an der NH:-Bindungsstelle anstelle der COOH-
Bindungsstelle phosphoryliert wird, wie es bei Erk der Fall ist [Hsu & Wen,
2002]. Der JNK-Signalweg wird durch eine Reihe von Stimuli wie z.B. Hitze,
Strahlung, Oxidierung sowie durch die Bindung von Liganden an extrazelluléare
Rezeptoren wie z.B. Zytokin- oder G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren aktiviert.
Als aktivierende Mediatoren sind Zytokine sowie der Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) zu nennen [Khan et al., 2004].

Der p38-Signalweg wird ebenfalls durch zellularen Stress sowie durch
verschiedene Zytokine wie TNF-a und IL-1 aktiviert. Demzufolge werden JNK
und p38 als stress-aktivierte Proteinkinasen bezeichnet. Wie auch bei Erk und
JNK wird die p38 durch eine zweifache Phosphorylierung von Threonin- und

Tyrosinresten aktiviert [Khan et al., 2004].

Tyrosinkinasen und JAK/STAT Signalweg

Die Janus Kinasen (JAKs) gehoren zu den zytosolischen Tyrosin-Kinasen, sind
mit Membranrezeptoren assoziiert und spielen eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion von der Zelloberflache in den Zellkern. Die JAKs besitzen
zwei katalytische Domanen: die JH1 (Kinasen-Domane), welche fir die
katalytische Aktivitdt der JAKs zustandig ist und die JH2 (Pseudokinasen-
Domane), deren Rolle noch nicht ganzlich geklart ist.

Bis heute wurden vier JAKs in S&augetieren identifiziert: JAK1, JAK2, JAK3 und
Tyk2. Zu den Stimuli, die zu einer Aktivierung der JAKs fuhren, z&hlen u.a.
Zytokine, Interferone und Hormone. Die Bindung eines Liganden an seinen
Rezeptor fuhrt zu einer Dimerisation des Rezeptors, mit dem die JAK assoziiert

ist. Dies fuhrt wiederum zu einer Transphosphorylierung und Aktivierung von
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zwei angrenzenden JAKs. Diese aktivierten JAKs phosphorylieren den
Tyrosinrest des zytoplasmatischen Rezeptorendes und erzeugen dadurch eine
Bindungsstelle fir die SH2-Doménen der STAT- (Signal transducers and

activators of transcription) Proteine [Imada & Leonard, 2000].

Die STATs sind eine Klasse von Trankriptionsfaktoren. Sie stellen latente
Transkriptionsfaktoren dar, die bis zu ihrer Aktivierung im Zytoplasma ver-
bleiben. Bisher sind sieben STATs bei Saugetieren bekannt: STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B und STATS6.

Nach Bindung der STATs an den phosphorylierten Rezeptor werden sie von
den JAKs an einem Tyrosinrest phosphoryliert. Dadurch lésen sie sich vom
Rezeptor und bilden Homo- oder Heterodimere. Diese werden dann in den
Zellkern transloziert, wo sie an spezifische Sequenzen der Promoterregion der
Zielgene binden und damit die Regulation und Transkription von Genen steuern
[Darnell, 1997]. Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs fuhrt unter anderem
zu einer Stimulation der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration und
Apoptose. AulR3erdem stellt sie einen Hauptsignalweg flir die Regulation diverser
Zytokine und Wachstumsfaktoren dar [Rawlings et al., 2004]. Der JAK/STAT-
Signalwegs ist in Abbildung 4 skizziert.
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Abb. 4: JAK/STAT-Signalweg.

Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (Heat Shock Proteins, HSPs) sind Stressproteine und
wichtige Mediatoren intrazellularer Signal- und Transportmechanismen. Anhand
ihres Molekulargewichtes kénnen die HSPs in verschiedene Klassen eingeteilt
werden: hoch-molekulare HSPs (> 100 kDa), HSP-90 (81-99 kDa), HSP-70 (65-
80 kDa), HSP-60 (55-64), HSP-40 (35-54) und niedrig-molekulare HSPs (< 34
kDa) [Aridon et al., 2011].

Viele verschiedene Zelltypen wie z.B. Makrophagen, Monozyten oder Neuronen
kobnnen HSPs sezernieren. Die Freisetzung dieser Proteine kann durch eine
Vielzahl von Stimuli wie beispielsweise Hitze, Hypoxie, Trauma, oxidativen
Stress oder immunologische Warnsignale ausgelést werden. Die Freisetzung
erfolgt auf zwei verschiedenen Wegen: zum einen durch Sekretion und zum

anderen durch Zelltod. Nach der Freisetzung binden Hitzeschock-proteine an
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die Oberflache angrenzender Zellen und initieren dadurch Signalkaskaden
sowie die Beforderung von Transportmolekilen. In manchen Fallen kdnnen sie
auch in die Blutbahn eintreten und somit an weiter entfernten Orten im Korper
aktiv werden. Viele der Effekte der extrazellularen HSPs werden durch
Oberflachenrezeptoren vermittelt. Da es diverse Rezeptoren fur HSPs gibt,
konnen diese an viele verschiedene Zellen binden und komplexe, multizellulare
Funktionen erfillen [Calderwood et al., 2007]. HSPs fungieren als intrazellulare
Chaperone fir andere Proteine und sind in die Regulierung von
Apoptosevorgangen involviert. Sie falten neu synthetisierte Proteine, inhibieren
und entfernen denaturierte Proteine und zerlegen Proteine, die irreversibel
falsch gefaltet sind [Aridon et al., 2011]. ErhOohte Temperaturen |6sen
beispielsweise eine massive Synthese von HSPs aus, die durch Hitze
denaturierte Proteine entsprechend falten, die Apoptose blockieren und somit

die Reparatur der Zelle erméglichen [Beere, 2004].

HSP-70

Die HSP-70-Familie stellt die am meisten untersuchte HSP-Familie dar. Sie
besteht aus mehreren Proteinen mit Molekulargewichten von 66-78 kDa. Es gibt
eine konstitutive und eine induzierbare Form des HSP-70. Wahrend die
konstitutive Form von einer Vielzahl von Zellen unter normalen Umstanden auf
Basalniveau exprimiert wird, wird die induzierbare Form spontan unter
Stressbedingungen gebildet. Die HSP-70 agiert wie alle HSPs als Chaperon.
Dabei schitzt sie ungefaltete Proteine vor einer irreversiblen Aggregation und
katalysiert die Neufaltung von Proteinen in einer ATP- und Co-Chaperon-
abhangigen Reaktion [Nollen & Morimoto, 2002]. HSP-70 hat viele Substrate
wie z.B. neu synthetisierte und denaturierte Proteine [Young et al., 2003].
Neben der Funktion als Chaperon ist HSP-70 essentiell fur die Reifung,
Aktivierung und Inaktivierung verschiedener Signalmolekile. Aul3erdem spielt
es eine Rolle bei der Vesikelsekretion und dem Transport von Proteinen [Young
et al., 2003]. Im Kontext der I/R konnten unterschiedliche Funktionen von HSP-
70 nachgewiesen werden. Intrazellulares HSP-70 vermittelt anti-
inflammatorische und anti-apoptotische Effekte, da es eine Antwort durch pro-
inflammatorische Zytokine verhindert und den NF-kB (nuclear factor Kappa B)
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Signalweg inhibiert. Das extrazellulare HSP-70 Ubernimmt dagegen eher eine
pro-inflammatorische Rolle in der myokardialen Immunantwort nach I/R [Heck
et al., 2010].

Ham-Oxygenasen (HO)

Ham-Oxygenasen metabolisieren Ham, das sich als Nebenprodukt des
Erythrozyten-Stoffwechsels in Geweben anreichert. Metaboliten, die im Zuge
dieser Reaktionen entstehen (Biliverdin, CO und Eisen), I6sen Signalkaskaden
aus, die die anti-oxidative Verteidigung der Zellen unterstitzen und gegen
oxidativen Stress schitzen.

Bisher sind drei Isoformen der HOs bekannt: HO-1, HO-2 und HO-3. HO-1 ist
eine induzierbare Form, deren Expression durch eine Reihe von Stressoren wie
oxidativen Stress, Ischamie/Reperfusion, Zytokine oder Hypoxie stimuliert wird
[Lakkisto et al., 2009]. HO-2 wird kontinuierlich in diversen Geweben, vor allem
im ZNS exprimiert. Die HO-1 und HO-2 werden ubiquitdr von den meisten
Zelltypen exprimiert. Uber die HO-3 ist bislang noch wenig bekannt [Haines et
al., 2012]. HO-1 wird auch als HSP-32 bezeichnet.

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die HO-1 anti-apoptotische, anti-
inflammatorische, anti-oxidative und anti-proliferative Eigenschaften besitzt
[Otterbein et al., 2003]. Das im Zuge der Ham-Metabolisierung gebildete CO
tragt u.a. zur Regulation des Gefal3tonus beli, inhibiert die Plattchenaggregation
und die Proliferation glatter Muskelzellen und vermittelt die anti-apoptotischen
und anti-inflammatorischen Effekte der HO-1 [Lakkisto et al., 2009]. Biliverdin
wird durch die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin umgewandelt. Sowohl Biliverdin
als auch Bilirubin haben anti-oxidative Eigenschaften [Stocker et al., 1987]. Das
gebildete Eisen fuhrt zu einer Hochregulation von Eisentransportern, die
wiederum die Expression von Ferritin induzieren. Ferritin verhindert die Bildung
von ROS, indem es das freie Eisen bindet und trAgt dadurch zu den anti-
oxidativen Eigenschaften der HO-1 bei [Balla et al.,, 1992]. Der HO-1

Stoffwechsel ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.
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Abb. 5: HO-1 Stoffwechsel. I/R=Ischamie/Reperfusion; PKC=Protein Kinase C; P13K/Akt=
I3K/AKT:  phosphatidylinositol-3-kinase/AKT;  MAPK=mitogen-activated protein  kinase;
CO=Kohlenmonoxid; cGMP=cyclische Guanosin Monophosphatase. (modifiziert nach Wang &
Chau, 2010).
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1.2 Selen

1.2.1 Selenstoffwechsel

Das chemische Element Selen wurde 1817 von dem schwedischen Chemiker
Jons Jakob Berzelius erstmals beschrieben. 1957 wurde erkannt, dass Selen
ein essentielles Spurenelement fir SAugetiere darstellt [Schwarz & Foltz, 1957].

Selen ist ein Halbmetall, das in vielen Eigenschaften dem Schwefel dhnelt.

Menschen nehmen Selen mit der Nahrung auf. Die Aufnahme von Selen
unterliegt regionalen Schwankungen, die durch Bodenbeschaffenheit und
Niederschlage bestimmt sind [Mehdi et al., 2013]. Selenhaltige Béden sind weit
verbreitet in Teilen der USA, Kanada, Sudamerika, China und Russland.
Dementsprechend ist auch der Selengehalt in Nahrungsmitteln abhangig von
dem Boden, auf dem die Tiere bzw. Pflanzen gehalten wurden. Zu den Haupt-
Selenlieferanten in der Nahrung zahlen Brot, Getreide, Fleisch, Fisch, Eier und
Milchprodukte [Fairweather-Tait et al., 2011].

Selen ist in pflanzlichen und tierischen Nahrungsmitteln Uberwiegend in
organisch gebundener Form als Selenomethionin und Selenocystein, sowie
seltener in anorganischer Form als Selenit und Selenat zu finden [Whanger,
2002]. Die deutsche Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) empfiehlt far
Erwachsene derzeit die Aufnahme von 30-70 pg Selen pro Tag. Allerdings ist
Selen bereits in moderaten Mengen toxisch: die letale Dosis fir Erwachsene
betragt 0,5 bis 1,0 Gramm [Fairweather-Tait et al.,, 2011]. Die tagliche
Selenaufnahme weltweit unterliegt massiven Schwankungen. Die hdchsten
Aufnahmen wurden in bestimmten Regionen Chinas beobachtet (>4990
png/Tag) [Yang et al.,, 1983]. In Europa liegt die tagliche Selenaufnahme
durchschnittlich unter 50 pg, was im unteren Level bzw. knapp unter der
empfohlenen taglichen Aufnahme liegt. Dagegen st die tagliche
Selenaufnahme in den USA mit 92-133 pg/Tag deutlich hoher [Fairweather-Tait
et al., 2011].
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Der Selenstoffwechsel im menschlichen Organismus ist komplex und in

Abbildung 6 schematisch und vereinfacht dargestellt.

Selenat
. Selenit
Selenoproteine \1’
(als Selenocystein)
Selenomethionin 1‘ GS-Se-SG
¢ Selenophosphat ‘1’
Selenocystein I GS-SeH
H,Se
CH,SeH
(CH;),Se.  ——— Ausscheidung liber Atmung
(CH;3);Se+ ——— Ausscheidung tiber Urin

Abb. 6: Selenverbindungen und ihre Stoffwechselwege (modifiziert nach Ip 1998).

Der Einbau von Selen aus der Nahrung in Selenoproteine unterliegt einer Reihe
von Umwandlungen, udber die noch nicht alle Details bekannt sind.
Selenwasserstoff (H,Se) spielt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel sowohl
organischer als auch anorganischer Selenverbindungen. Uber die Nahrung
aufgenommenes Selenomethionin wird durch Transsulfierung zundchst zu
Selenocystein umgewandelt. Durch das Enzym Selenocystein 3-Lyase wird
daraus Selenwasserstoff gebildet [Ohta & Suzuki, 2008].

Die anorganischen Selenverbindungen Selenat und Selenit kbnnen auf zwel
Wegen zu Selenwasserstoff reduziert werden: entweder direkt durch die
Thioredoxin-Reduktase oder sie konnen mit Glutathion reagieren und
Selenodiglutathion (GS-Se-SG) bilden. Selenodiglutathion ist ein Substrat fir
die Glutathion-Reduktase, welche Uber Glutathioselenol Selenwasserstoff bildet
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[Lu et al., 2009]. Das Zwischenprodukt Selenwasserstoff wird durch die
Selenophosphat-Synthase zu Selenophosphat umgewandelt. Selenophosphat
stellt den aktivierten Selendonor fir die Biosynthese der Selenoproteine dar
[Ganichkin et al., 2008]. Fur die Synthese von Selenoproteinen wird eine
spezifische tRNAser[sec] benétigt, wobei der Serinrest der tRNA in einen
Selenocysteinrest umgewandelt werden muss. Auch das fuar die
Selenoproteinbiosynthese notwendige Selenocystein kann durch die Reaktion
von Selenwasserstoff mit der Cystein-Synthase gebildet werden.
Selenwasserstoff ist auch ein Zwischenprodukt fur die Selenausscheidung. Bei
geringerer Selenaufnahme wird es als Selen-Zucker Uber den Urin
ausgeschieden. Bei hoherer Selenaufnahme wird es Uber Methylselenol zu
Dimethylselenid Uberfihrt und Gber den Urin ausgeschieden oder als

Trimethylselenonium tber die Atmung ausgeschieden [Krittaphol et al., 2010].

1.2.2 Selenoproteine

Selenhaltige Proteine kdnnen in drei Klassen eingeteilt werden: spezifische und
unspezifische Selenoproteine sowie Selen bindende Proteine. Spezifische
Selenoproteine enthalten Selen in Form von kovalent gebundenem
Selenocystein. Demgegeniber ist in den unspezifischen Selenoproteinen
Selenomethionin anstelle von Methionin in die Polypeptidkette eingebaut. Die
Selen bindenden Proteine stellen die dritte Gruppe dar, Uber die bisher noch

wenig bekannt ist [Kyriakopoulos & Behne, 2002].

Fur die Synthese der Selenoproteine wird Selen in Form von Selenocystein in
Proteine eingebaut. Die MRNAs von spezifischen Selenoproteinen enthalten ein
oder mehrere UGA-Codons, die nhormalerweise als Stop-Codons fungieren und
zu einem Abbruch der Proteinbiosynthese fuhren. Dies wird durch eine als
Selenocystein-Insertions-Sequenz (SECIS) bezeichnete Haarnadelschleifen-
struktur verhindert, durch welche das UGA-Codon als Selenocystein Ubersetzt
werden kann [Tujebajeva et al., 2000]. Die Biosynthese der Selenoproteine
beginnt mit der Beladung der Selenocystein-tRNA (tRNASec) mit einem
Serylrest. Aus der Seryl-tRNASec wird durch die Selenocystein-Synthase die
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Selenocysteyl-tRNA (Sec-tRNASec) unter Verwendung von Selenophosphat
synthetisiert. Damit das Selenocystein korrekt an den UGA-Codons eingebaut
werden kann, werden flunf zusatzliche Proteine bendtigt, von denen der
Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor eEFSec und das SECIS-bindende
Protein 2 (SBP2) bisher gut charakterisiert sind. SBP2 stellt ein Adapterprotein
dar, welches die Bildung eines Insertionskomplexes aus SECIS, eEFSec und
Ribosom vermittelt [Berry et al., 1993].

Bisher wurden 25 humane Selenoproteine identifiziert [Kryukov et al., 2003].
Die bekanntesten dieser Selenoproteine sind die Glutathionperoxidasen und die
Thioredoxinreduktasen (TRxR), welche an der Entgiftung von freien Radikalen
und Hydroperoxiden beteiligt sind [Rayman, 1997; Dawson et al., 1995]. Andere
anti-oxidative Selenoproteine sind die Methionin-Reduktase B, welche die
Reduktion von Methioninsulfoxid katalysiert sowie das Selenoprotein P, das
Phospholipidhydroperoxide reduziert und die Oxidation und Nitrierung von
Plasmaproteinen inhibiert [Takebe et al., 2002; Arteel et al., 1998]. Die Bio-
synthese und Aktivitat dieser anti-oxidativen Selenoproteine ist abhéngig von

verfugbarem Selen [Dawson et al., 1995].

Eine Studie von Schoenmakers et al. zeigte, dass eine Beeintrachtigung der
Selenoproteinsynthese zu multi-systemischen Funktionsstérungen fihrt, was
die Rolle der Selenoproteine in diversen biologischen Prozessen betont
[Schoenmakers et al., 2010]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Knock-Outs der Gene der GPx 4, der TRXR 1 und der TRxR 2 letal fur
Mausefeten sind, was ebenfalls die Bedeutung von Selenoproteinen
unterstreicht [Conrad, 2009].

Glutathionperoxidasen

Die Glutathionperoxidasen katalysieren die Reduktion von Wasserstoffperoxid
und anderen Hydroperoxiden. Als Co-Faktor dient dabei reduziertes Glutathion
(GSH), das zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird. Das oxidierte Glutathion
wird in einer NADPH-abh&ngigen Reaktion durch die Glutathion-Reduktase
(GR) wieder zu GSH reduziert und damit regeneriert (s. Abbildung 7).
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NADP+ 2GSH H,0,
GR GPx
NADPH GSSG H,0

Abb. 7: Reaktionsschema der GPx und der Regeneration des oxidierten Glutathions.

Es sind vier Selen-abhangige Isoformen der Glutathionperoxidase beim
Menschen bekannt:

Die zytosolische GPx (GPx 1), die gastrointestinale GPx (GPx 2), die Plasma
GPx (GPx 3) und die membranassoziierte Phospholipid-Hydroperoxid GPx
(GPx 4). Die GPx 1-3 katalysieren die Reduktion von Wasserstoffperoxid und
organischen Hydroperoxiden, wohingegen die GPx 4 Cholesterolhydroperoxide,

Lipidhydroperoxide sowie Thyminhydroperoxide reduzieren kann.

Bei Selenmangel wird verfligbares Selen bevorzugt in bestimmte Seleno-
enzyme eingebaut, was auch als ,Hierarchie der Selenoproteine® bezeichnet
wird. Fur die Hierarchie innerhalb der Glutathionperoxidasen wird folgende
Reihenfolge postuliert: GPx2 > GPx4 > GPx3 = GPx1 [Brigelius-Flohé, 1999].
Die GPx1 bekleidet den niedrigsten Rang dieser Hierarchie. Deshalb ist ihre
Expression besonders von einer adaquaten Selenernahrung abhangig, um ihre

anti-oxidativen Eigenschaften zu gewahrleisten [Brigelius-Flohé, 2013].

Thioredoxinreduktasen

Die Thioredoxinreduktasen bilden zusammen mit Thioredoxin und NADPH das
Thioredoxinsystem, das eine wichtige Rolle als Radikalfanger spielt [Arner &
Holmgren, 2000]. Bisher konnten drei Thioredoxinreduktasen identifiziert
werden: Die ubiquitar im Zytosol und Nukleus vorkommende TRxR 1, die in den
Mitochondrien vorkommende TRxR 2 und die in den Hoden exprimierte TRXR 3
[Papp et al., 2007].
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Die Thioredoxinreduktasen reduzieren eine Vielzahl verschiedener Substrate,
darunter Hydroperoxide, Lipidhydroperoxide, Ascorbat, Ubichinon und Thio-
redoxin [Xia et al., 2003]. Thioredoxinreduktasen katalysieren die NADPH-
abhangige Reaktion von oxidiertem Thioredoxin (TRx-S2) zu reduziertem
Thioredoxin (TRx-(SH)s), welches als Reduktionsaquivalent fur weitere
enzymatische Reaktionen dient [Shao et al., 2002]. Diese Reaktionen sind in

Abbildung 8 schematisch dargestellt.

NADPH Thioredoxinreduktase- Thioredoxin- Protein-
S, (SH), S,
NADP+ Thioredoxinreduktase- Thioredoxin-S, Protein-
(SH), (SH),

Abb. 8: Reaktionsschema des Thioredoxinsystems (modifiziert nach Shao et al., 2002).

1.2.3 Bedeutung von Selen fiir die menschliche Gesundheit

Selen ist von fundamentaler Bedeutung fiur die menschliche Gesundheit. Die
Aufnahme von Selen in ausreichender Menge ist fur die normale Funktion des
Immunsystems, der Schilddrise, des Herz-Kreislauf-Systems, des ZNS und der
Reproduktion sowie fur die Tumorpravention von Bedeutung [Rayman, 1997,
Brown, 2001; Schomburg et al., 2004].

Um eine gesattigte Expression der Selenoproteine im Plasma sicherzustellen,
wird eine tagliche Selenaufnahme von 70 pg/Tag (GPx3) bis 105 ug/Tag (SeP)
in der Literatur beschrieben [Steinbrenner et al., 2013]. Ein Selenmangel kann
in schwerwiegenden Fallen zu Kardiomyopathien (Keshan-Disease) und
Gelenk-knorpeldegenerationen (Kashin-Beck-Disease) fiihren [Yang et al.,
2010; Stone, 2009]. Andererseits konnen Selendosen von mehr als 800 ug pro
Tag zu toxischen Erscheinungen wie Hautveranderungen (Rotung, Schwellung,

Blasenbildung), Nagel- und Haarverdnderungen (briichig, Farbanderung, Ver-
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lust) und Neurotoxizitat (z.B. periphere Anéasthesie, Konvulsion, Paralyse,
motorische Stérungen) fuhren [Mehdi et al., 2013].

Selen und I/R-Schaden

Da Selen einen integralen Bestandteil anti-oxidativer Selenoproteine darstellt,
wurde postuliert, dass Selenmangel eine Rolle in der Pathogenese von

ischamischen Erkrankungen spielt [Altekin et al., 2005].

In einem Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die Herzen von Selen-
defizienten Ratten einen hoheren Gehalt an Carbonyl-Proteinen und Lipid-
peroxiden aufwiesen, welche Anzeichen flr oxidativen Stress darstellen. Die
Selen-defizienten Tiere waren anfalliger fur I/R-Schaden als Tiere der Selen-
adaquat ernahrten Kontrollgruppe. Die Herzen der Selen-supplementierten
Tiere wiesen dagegen niedrigere Carbonyl-Protein- und Lipidperoxid-Level auf,
was in einer deutlich verbesserten Regeneration der Herzfunktion nach I/R
resultierte [Venardos et al., 2004].

Des Weiteren wurde beschrieben, dass die Aktivitat der anti-oxidativen Enzyme
GPx und TRxR im Herzen von einer adaquaten Selenversorgung abhangig ist
und eine verminderte Aktivitat dieser Enzyme mit einer signifikant verminderten
kardialen Funktion nach I/R einhergeht [Venardos et al., 2004].

Bei Intensiv-Patienten ist eine Abnahme anti-oxidativer Spurenelemente wie
z.B. Selen zu beobachten, die mit dem Auftreten von Multiorganversagen und
einer erh6hten Mortalitdt verbunden ist. In einer Studie von Stoppe et al. wurde
gezeigt, dass Herzoperationen mit EKZ zu einer schwerwiegenden, intra-
operativen Abnahme des Selen-Blutspiegels fiihren und diese niedrigen
Selenspiegel direkt mit dem Auftreten von postoperativem Multiorganversagen
assoziiert sind. Herzchirurgische Eingriffe mit EKZ verursachen durch Ischamie
und Reperfusion oxidativen Stress. Da Spurenelemente wie Selen essentiell fur
die Aufrechterhaltung des oxidativen Gleichgewichtes sind, ist eine adaquate
Versorgung mit diesen Spurenelementen von grofRer Bedeutung, um post-

operativem Multiorganversagen vorzubeugen [Stoppe et al., 2011].
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Auch bei anderen chirurgischen Eingriffen konnte eine protektive Wirkung von
Selen nachgewiesen werden. Zapletal und Mitarbeiter zeigten in einem
Tierversuch, dass eine Supplementation mit Selen einen direkten protektiven
Effekt auf den I/R-Schaden nach warmer Leberischdmie hat, da es als
Radikalfanger fungiert und die anti-oxidative Kapazitat der Leber bewahrt
[Zapletal et al., 2008].

In einer Studie von Ozbal et al. konnte beobachtet werden, dass mit Selen
behandelte Ratten nach zerebraler Ischamie signifikant weniger I/R induzierten
neuronalen Zelltod im prafrontalen Cortex und Hippocampus zeigten als un-
behandelte Ratten [Ozbal et al., 2008].

Eine Verbesserung des I/R-Schadens nach Lungentransplatation bei der Ratte
konnte die Arbeitsgruppe von Hamacher [Hamacher et al., 2009] nachweisen.
Mit Selen behandelte Ratten zeigten nach Lungentransplantation mit 18-
stundiger Ischdmie einen signifikant besseren  Oxygenierungsindex
(PaO2/Fi02) sowie eine deutlich geringere Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten als nicht behandelte Ratten. Die Autoren fihrten diese
Verbesserung der Lungenfunktion hauptsachlich auf anti-inflammatorische
Eigenschaften des Selens wahrend der Reperfusion zurtck.

Auch im Zusammenhang mit dem SIRS, welches im Rahmen der EKZ auftreten
kann, konnten positive Effekte von Selen beobachtet werden. Viele SIRS-
Patienten haben deutlich verminderte Selenspiegel, was direkt mit einer
vermehrten Mortalitat und Morbiditat korreliert [Manzanares & Hardy, 2009]. In
Studien von Angstwurm und Manzanares [Angstwurm et al., 2007; Manzanares
et al., 2011] konnte gezeigt werden, dass eine Supplementierung mit Selen den
Schweregrad der Erkrankung sowie das Kklinische Outcome verbessern,

infektiose Komplikationen verhindern und die Mortalitat verringern konnte.

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die
Selensupplementation eine effektive Methode darstellt, um die nach der post-
ischamischen Reperfusion auftretende oxidative Schadigung zu reduzieren
[Guo et al., 2012].
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1.2.4 Ebselen

Ebselen ist eine synthetische, niedrigmolekulare, organische Selenverbindung
mit anti-oxidativen, anti-inflammatorischen und zytoprotektiven Eigenschaften
[Schewe, 1994]. Dank seines energetisch bevorzugten Finfrings (s. Abbildung
9) zeichnet Ebselen sich durch thermodynamische Stabilitdt, eine dadurch

bedingte geringe Toxizitat und eine vergleichsweise lange Halbwertzeit aus.

O

N

sé

Abb. 9: Strukturformel Ebselen.

Die im Vergleich zu anderen anorganischen Selenverbindungen geringe
Toxizitat des Ebselens beruht darauf, dass der Selenrest wahrend der Biotrans-
formation nicht freigesetzt wird. Dadurch tritt kein Selenrest in den
Selenstoffwechsel des Organismus ein, was bei anderen Selenverbindungen
der Fall ist [Parnham & Graf, 1987].

Ebselen ist chemisch hochreaktiv, insbesondere gegen Hydroperoxide und
Thiole. Im Blut wird es an Albumin gebunden transportiert [Nikawa et al., 1994].
Die Albuminbindung kann auf andere Proteine, die Thiolgruppen enthalten,
Ubertragen werden, was fur die zellulare Ebselenaufnahme entscheidend ist
[Wagner et al., 1994]. In niedrigen Konzentrationen inhibiert Ebselen eine Reihe
von Enzymen, die in die Inflammation involviert sind. Zu nennen sind hier die
Lipoxygenase, NO Synthase, NADPH Oxidase, Proteinkinase C und H-/K-ATP-
ase [Schewe, 1994; Parnham & Sies, 2000]. Eine weitere anti-inflammatorische
Eigenschaft des Ebselens ist die Inaktivierung von Leukotrien B4 [Hamacher et
al., 2009].

Zu den anti-oxidativen Effekten des Ebselens zahlen u.a. die Inhibierung der
Lipidperoxidation [Muller et al., 1984] und die Inhibierung der Produktion von

Superoxidanionen durch Leukozyten [Ichikawa et al., 1987].
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Daneben fand man heraus, dass Ebselen als Gluthationperoxidase-Imitator
agiert, indem es die Reduktion von Wasserstoffperoxid und anderen
Hydroperoxiden katalysiert [Sies, 1994; Maiorino et al., 1988]. Eine Ubersicht
ausgewahlter Wirkungen von Ebselen und GPx ist in Abbildung 10 dargestellt.

/ Membranstimulation \
Membranphospholipide 0,
Phospholipase A, NAD(P)H Oxidase
0.-
Arachidonsdure o =00 ) )
yal \c;der spontane Dismutation)
>4
Lipoxygenase Cyclooxygenase Andere 02 freie Radikale €------ H,0,<— H,0
= =
Ebselen/ HPETEs PGG, + ungeséttigte Fettsduren (L)
GPx +
7 N - L
HETEs LTA,
i PGH, +0,
LTB, l
LOO® (Peroxyradikal
: (Perexyracil
Prostaglandi ipi i
Inaktive Isomere rostaglandine + Lipid oder Protein
Thromboxane
LOOH (Hydroperoxid)
+
GPx/Ebselen
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Abb. 10: Anti-inflammatorische und anti-oxidative Wirkungen von Ebselen. Zum Vergleich sind
ahnliche Aktivitaten der GPx dargestellt (modifiziert nach Parnham & Graf, 1987). HPETE =
Hydroperoxyeicosatetraenoic acid; LT = Leukotriene; HETE = Hydroxyeicosatetraenoic acid;
PG = Prostaglandine; SOD = Superoxiddismutase;

Es ist anzunehmen, dass Ebselen durch diese multifunktionelle Wirkungsweise
effektiv. Schaden durch oxidativen Stress reduzieren kann [Hoshida et al.,
1994]. Verglichen mit endogenen, enzymatischen Radikalfangern ist Ebselen
eine relativ kleine, lipophile Verbindung. Aufgrund dieser strukturellen
Eigenschaften scheint Ebselen von gréRerem klinischen Nutzen gegen I/R-

Schéden zu sein als endogene Enzyme [Dawson et al., 1995].

In friheren Studien konnten positive Ebseleneffekte bereits nachgewiesen

werden: eine Studie von Ogawa und Mitarbeitern zeigte, dass mit Ebselen
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behandelte Schlaganfallpatienten mit vollstandiger Okklusion der mittleren
Cerebralarterie geringere Infarktgrof3en als nicht behandelte Patienten
aufwiesen [Ogawa et al., 1999]. Hoshida et al. demonstrierten, dass Ebselen in
einem Koronararterien-Okklusions-Reperfusions-Modell sehr effizient den
myokardialen I/R-Schaden verringerte, indem es den Glutathion-Redox-Stand
bewahrte und die neutrophile Infiltration des ischamischen Myokards reduzierte
[Hoshida et al., 1994]. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch die Studie von
Baljinnyam und Mitarbeitern an isolierten Rattenherzen: eine orale
Administration von Ebselen 24 Stunden vor |I/R lieferte exzellente
kardioprotektive Effekte, u.a. durch die Induktion des kardioprotektiven Heat
Shock Proteins 70 und durch die Erhaltung des GSH-Levels [Baljinnyam et al.,
2006].

Aufgrund seiner geringeren Toxizitat, der guten Bioverfligbarkeit und der anti-
oxidativen, anti-inflammatorischen und zytoprotektiven Eigenschaften scheint
Ebselen ein vielversprechendes Agens darzustellen, um die Toleranz

gegenuber dem I/R-Schaden zu steigern.
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1.3 Ziele der Arbeit/Fragestellungen

Im Rahmen herzchirurgischer Eingriffe mit EKZ und DHCA kann es infolge der
Reperfusion der ischamischen Organe zu Schaden im gesamten Organismus
kommen. Als Ursachen dieses sogenannten Ischdmie-Reperfusions-Schadens
werden u.a. eine durch die EKZ und den DHCA ausgelOste exzessive Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie inflammatorische Prozesse diskutiert.
In Untersuchungen an einzelnen Organen konnte von anderen Arbeitsgruppen
gezeigt werden, dass die prophylaktische Gabe der Selenverbindung Ebselen
den Ischamie-Reperfusions-Schaden bei Organinfarkten gunstig beeinflussen
kann. Ebselen ist eine synthetische organische Selenverbindung mit anti-
oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften, welche die enzymatische
Aktivitat des Selenoenzyms Glutathionperoxidase nachahmt und Enzyme wie
Lipoxygenase, NO Synthase, NADPH Oxidase, Proteinkinase C und H/K-
ATPase inhibiert.

Unter Verwendung einer Kleintier-Herz-Lungen-Maschine sollte deshalb mit
Hilfe eines validen, neu etablierten Tiermodells der Ratte der protektive Einfluss
des Ebselens auf den I/R-Schaden auf molekularer Ebene umfassend
analysiert werden. In dem hier verwendeten Modell sind die Organsysteme des
gesamten Organismus oxidativem Stress ausgesetzt, so wie dies wahrend
kardiochirurgischer Eingriffe (insbesondere Aortenchirurgie) unter Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine bei Patienten in unterschiedlichem Ausmal} der Fall ist.
Das besondere Interesse galt dabei den Organen Herz, Lunge, Leber und

Niere.

Im Einzelnen sollten in dieser Arbeit die folgenden drei Fragestellungen durch
eine  Kombination von tier-experimentellen und biochemisch-molekular-

biologischen Techniken bearbeitet werden:

1.) Ist es mdglich, ein valides EKZ-Modell an der Ratte zu etablieren, mit
dessen Hilfe der Einfluss von I/R wahrend EKZ mit DHCA auf den
Gesamtorganismus untersucht und bekannte pathophysiologische und

molekulare Mechanismen nachvollzogen werden kénnen?
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2.) Gibt es bei den Tieren der Ebselengruppe im Vergleich zu denen der
Kontrollgruppe Unterschiede hinsichtlich klinischer, metabolischer und
laborchemischer Parameter (z.B. Blutdruck, Katecholaminbedarf,
Blutbild, klinisch-chemische Blutparameter)?

3.) Hat die Behandlung mit Ebselen einen Einfluss auf Biosynthese und
Plasmaspiegel der Immunmediatoren IL-6 und TNF-a?

4.) Ist bei den Tieren der Ebselengruppe die oxidative Gewebsschadigung
nach Ischamie und Reperfusion verringert? Dazu wurden mittels
Western Blots die Expression und Phosphorylierungsstatus von Kinasen
und Stressproteinen analysiert. Zur Kontrolle der Ebselenverteilung im
Organismus wurden die Enzymaktivitat der Glutathionperoxidase und der

Selengehalt der Organe bestimmt.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemanR 88 des deutschen Tierschutzgesetzes
durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW
genehmigt (Aktenzeichen 87-51.04.2010.A334).

Die Operationen wurden an mannlichen Wistar-Ratten (Janvier Breeding
Center, Le Genest St. Isle, Frankreich) mit einem Gewicht von 500 bis 600 g
durchgefuhrt. Die Ratten wurden zur Akklimatisation zwei Wochen vor
Versuchsbeginn in der Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf in Gruppen von zwei bis vier Tieren gehalten.

Den Tieren stand Futter (Haltungsfutter Ratte, Ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest) und Wasser uber Futterraufen und Nippeltranken ad libitum zur
Verfigung. Die Unterbringung der Ratten erfolgte in einem klimatisierten
Tierstall mit einer durchschnittichen Temperatur von 22°C, einer
durchschnittlichen relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %, einem durch eine
Zeitschaltuhr geregelten hell-/dunkel-Rhythmus von 12 Stunden und einer
Lichtintensitat von max. 60 lux im Kafig gemaf den Vorschriften fir Albinotiere
(GV- SOLAS, 2004).

Der Transport vom Tierstall in den Operationssaal erfolgte in Kafigen mit einer
Grol3e von 55 x 35 x 20 cm. Wahrenddessen stand den Tieren weiterhin Futter
und Wasser uber Raufe und Nippeltranke zur Verfigung. Die Tiere wurden

dabei keinen negativen aul3eren Einflissen (z.B. Witterung, Larm) ausgesetzt.
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2.1.2 Laborzubehor

Tabelle 1: Puffer und Losungen

Anodenpuffer |
Anodenpuffer Il
Blockierldsung Western Blot

GPx-Assay Puffer

Kathodenpuffer
SDS-Page Laufpuffer

SDS-Page Probenpuffer

TBS-T

300 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH

25 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH

5 % (w/v) Trockenmilchpulver in TBST

100 mM Tris; 5 mM EDTA; 1 mM NaN3; 0,1 % (v/v)
Triton-X 100; pH 7,6

25 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH; 40 mM Glycin

50 mM Tris; 500 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

300 mM Tris-HCI pH 6,8; 8 % SDS;

40 % Glycerin; 400 mM Mercaptoethanol;

0,04 % Bromphenolblau

5 mM Tris- HCI ph 7,5; 15 mM NacCl; 0,01 % (v/v) Tween-
20

Tabelle 2: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

5 % Sammelgel

10 % Trenngel

720 pl Rotiphorese Gel 40 (37,5:1); 650 pl Tris 1 M pH
6,8; 3,5 ml Wasser; 50 pl SDS 10 % (w/v); 50 pyl APS 10
% (w/v); 5 yl TEMED

2,5 ml Rotiphorese Gel 40 (37,5:1); 2,5 ml 1,5 M Tris pH
8,8; 4,8 ml Wasser; 100 pl SDS 10 % (w/v); 100 pl APS
10 % (w/v); 5 yl TEMED

Tabelle 3: Kits und Hilfsmaterialien

Proteinbestimmung nach Lowry:
DC Assay Kit
Proteinmarker PageRuler

M-Per Mammalian Protein Extraction Reagent

Rat IL-6 ELISA Kit
Rat TNF-a ELISA Kit
Super Signal West Pico

Super Signal West Femto Chemiluminescent

Substrate

Biorad, Miinchen

Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL
Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL
Diaclone SAS, Besancon cedex, Frankreich
Diaclone SAS, Besancon cedex, Frankreich
Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL
Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL

Tabelle 4: Priméarantikorper

Antikérper

Hersteller

Maus anti-pan-cadherin
Kaninchen anti-phospho-Erk 1/2
Kaninchen anti-total-Erk %2
Kaninchen anti-phospho-p38
Kaninchen anti-total-p38
Kaninchen anti-phospho-JNK
Kaninchen anti-total-JNK
Kaninchen anti-phospho-STAT3
Kaninchen anti-HSP-70
Kaninchen anti-HO1

Sigma- Aldrich, Taufkirchen

Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA
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Tabelle 5: Sekundarantikérper

Antikorper

Hersteller

HRP-coupled anti-mouse 1gG
HRP-coupled anti-rabbit 1IgG

Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL
Dianova, Hamburg

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Discofix C3 3-Wege Hahn

Ethibond 4/0 Nahtmaterial

Ethicon Prolene 5/0 Nahtmaterial
Gelkassetten (1,5 mm)

Gel Blotting Whatman Paper

High Performance Chemilumineszenz Film
Klvetten

Polylab Pipettenspitzen

Vasofix Safety 16G Brauntlen

Vasofix Safety 20G Brauniilen

Braun, Melsungen
Ethicon, Norderstedt
Ethicon, Norderstedt
Invitrogen, Karslruhe
Schleier & Schuell, Dassel
Amersham, Freiburg
Sarstedt, Niumbrecht
Welabo, Dusseldorf
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Tabelle 7: Arzneimittel

Arterenol® 1 mg/ml
Calciumgluconat 10 %
Dimethylsulfoxid
Ebselen

Fentanyl 0,5 MG
HAES 6 % 130/04
Heparin-Natrium 25.000 |.E/ 5ml
Isofluran

Kodan Tinktur forte
Lidocain-HCL

NaBiC 8,4 %

NaCl 0,9 %
Suprarenin 1 mg/ml

Tris, 3 M Trometamol-L6sung

Sanofi-Aventis, Frankfurt

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
ROTEXMEDICA GmbH, Trittau
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
ROTEXMEDICA GmbH, Trittau
Actavis, Langenfeld

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Sanofi-Aventis, Frankfurt

Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleif3heim

Tabelle 8: Gerate

Analysenwaage AB-204S

Barolog A

Blutgasanalysegerat ABL 510
Capnomac Ultima
Destillierfilteranlage Milli-Q
Druckdom

EKG

Héamatologiegerat scil Vet abc
Herz-Lungen-Maschine inkl. Zubehor
Isovapor 19.3 Forene

Monitor Eagle 4000

Perkin Elmer LS 50B Luminescence
Spektrometer

Power Wave X Select Microplate-reader
Semi-Dry-Blotter

Warmetauscher

Ventilator Harvard 683

Vortex-Genie 2

Zentrifuge Universal 32R
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2.2 Methoden

2.2.1 Modelletablierung

Zu Beginn der Studie wurde ein Kleintier-EKZ-Modell an der Ratte etabliert.
Dafur wurden zwei Tiergruppen gebildet und miteinander verglichen. Eine
Gruppe bestand aus behandelten Kontrolltieren (n=5), die andere Gruppe aus
nicht behandelten Tieren (n=6). Die Tiere der Kontrollgruppe wurden nach
Intubation, Anasthesierung und Kanulierung einer extrakorporalen Zirkulation
(EKZ) mit tief-hypothermem Kreislaufstillstand (deep hypothermic circulatory
arrest, DHCA) unterzogen. Im Anschluss an den Versuch wurden die Tiere
unter Aufrechterhaltung der Narkose durch Exsanguination euthanasiert.
Dagegen wurden die nicht behandelten Tiere lediglich anésthesiert und

euthanasiert, sie wurden keiner EKZ unterzogen.

2.2.1.1 Versuchsdurchfuhrung

Das fur die Versuchsreihe verwendete EKZ-Modell wurde von Jungwirth et al.
etabliert [Jungwirth et al., 2006], die Tierversuche in Anlehnung daran wie folgt
durchgefuhrt:

Alle Tiere wurden vor Versuchsbeginn untersucht und gewogen, das
Korpergewicht dokumentiert. Zur Narkoseeinleitung setzte man die Ratte in
einen Exsikkator aus Glas, dessen Boden mit isoflurangetrdnkter Watte
ausgelegt war. Zwischen Versuchstier und Watte befand sich eine Lochplatte
aus Porzellan. Sobald die gewlinschte Anéasthesietiefe mit Bewusstseinsverlust
eingetreten war, wurde die Ratte herausgenommen und in Rickenlage
gelagert. Mit Hilfe eines Trachealspreizers, einer externen Lichtquelle und einer
grauen 16 G Venenverweilkanule erfolgte die endotracheale Intubation.
Anschliel3end wurden die Bereiche um die Inzisionsstellen (A. sacralis mediana,
A. femoralis, V. jugularis externa) rasiert und desinfiziert.

Die Ratte wurde in Rickenlage gelagert, an einen Kleintier-Ventilator
angeschlossen und mit einem Gemisch aus Sauerstoff und 2,5 % Vol. Isofluran

bei einer durchschnittlichen Atemfrequenz von 70 Atemztigen pro Minute und
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einem Beatmungsdruck von 10 - 15 mmHg beatmet. Die endexpiratorischen
Gaskonzentrationen von CO», O, und Isofluran wurden kontinuierlich Gber einen
Atemgasmonitor Uberwacht. Zur Messung der peripheren Sauerstoffsattigung
war ein Pulsoxymeter-Clip an einer Pfote angebracht. Eine rektal eingefiihrte
Temperatursonde diente der Uberwachung des Temperaturverlaufs. AuRerdem
waren die Versuchstiere an ein Elektrokardiogramm angeschlossen.

Die chirurgische Praparation und Kantlierung der Gefalzugange (A. sacralis
mediana, A. femoralis, V. jugularis externa) erfolgte folgendermafien:

Nach Desinfektion mit einem alkoholischen Hautantiseptikum erfolgte eine
Hautinzision und die stumpfe Praparation des darunter liegenden subkutanen
Gewebes. Durch weitere stumpfe Praparation wurde das zu kanulierende
Gefall isoliert dargestellt und mit Lidocainhydrochlorid benetzt, um
Gefallspasmen vorzubeugen. Kaudal wurde das Gefal ligiert und kranial eine
Ligatur vorgelegt, um den Katheter damit zu fixieren. Nach Inzision der
GefalBwand mit einer mikrochirurgischen Schere wurde ein mit Heparin
gespulter Katheter vorsichtig in das Gefal3 eingefiihrt, die vorgelegte Ligatur
daraufhin verknotet und der Katheter dadurch fixiert.

Als arterielle Linie der EKZ diente die A. sacralis mediana, wahrend die V.
Jugularis als vendse Linie fungierte. Die A. femoralis wurde zur invasiven
Blutdruckmessung benotigt. Als Katheter diente fur die A. sacralis mediana eine
rosafarbene 20 G Venenverweilkantle, fur die A. femoralis ein angespitzer
Polyethylenkatheter und fur die V. Jugularis ein speziell angefertigter, mehrfach
perforierter Katheter (Firma Humbs, Valley). Uber den arteriellen Zufluss wurde
das Tier zu Beginn mit Heparin (400 IE/ kg KG) voll heparinisiert. Auf3erdem
wurden vor Anschluss an die HLM Fentanyl-Boli tGber diesen Zugang appliziert
(5 pg Fentanyl pro Stunde) und Blut fir die Blutgas- und Blutanalysen
enthommen.

Der in der A. femoralis platzierte Katheter war Uber einen Druckdom an einen
Monitor angeschlossen. Daruber erfolgte die Messung des systolischen,
diastolischen und des mittleren arteriellen Drucks (MAD). Des Weiteren wurde
Uber den Monitor die Temperatur, die periphere Sauerstoffsattigung und das

Elektrokardiogramm (EKG) Uberwacht. Der tber die V. Jugularis externa bis in
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den rechten Vorhof vorgeschobene Katheter stellte die vollstindige Drainage
des rechten Vorhofs und damit des gesamten vendsen Ruckstroms sicher.
Zu genau definierten Zeitpunkten wurden Blutproben entnommen und die

Vitalparameter sowie die hAmodynamischen Parameter dokumentiert:

Tabelle 9: Zeitpunkte der Blutabnahmen

Zeitpunkt

Vor Anschluss an die EKZ T1
Nach 25 min Kuhlung T2
Bei 20 °C Wiedererwarmung T3
Bei 35 °C Wiedererwarmung T4
Nach 60 min Reperfusion T5

EKZ = Extrakorporale Zirkulation, min = Minute.

Tabelle 10: Dokumentierte Parameter

Zeitpunkt

Herzfrequenz Hb (g/dl) Isofluran (Vol. %)
MAD Hkt (%) 0, (L/min)
O,- Séttigung Erythrozyten (10%/mm?) 0, (Vol. %)
Rektale Temperatur Leukozyten (10%mm?®) CO, (Vol. %)

Thrombozyten(103/mm3) Beatmungsfrequenz (/min)
Beatmungsdruck (mmHg)

MAD = mittlerer arterieller Druck, Hb = Hamoglobin, Hkt = Hamatokrit, O2 = Sauerstoff, CO2 =
Kohlendioxid.

Aufbau der EKZ

Die verwendete Herz-Lungen-Maschine besteht aus einem vendsen Reservoir,
einer Rollerpumpe, einem Membranoxygenator und einem Warmetauscher, die
Uber ein Schlauchsystem miteinander verbunden sind. Der Membranoxygenator
besteht aus zwei runden Plexiglasscheiben mit einer dazwischen liegenden
Diffusionsmembran. Der Warmeaustausch erfolgt Uber ein temperatur-
gesteuertes Wasserbad, das Uber Schlauche an den Membranoxygenator
angeschlossen ist. Vor Anschluss des Tieres an die HLM muss das System
geflllt und entliftet werden. Daflir werden 15 ml eines kolloidalen Volumen-
ersatzmittels (6 % Hydroxyaethylstarke, HAES) in das Reservoir gegeben und
das System mit einer Flussrate von 10 ml/min gestartet. Dieser Vorgang wird

als ,Priming” bezeichnet.
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A. Femoralis

\//\ ,’ )

MAD
Q p—
=i ' i
/ A. Sacralis mediana
V. Jugularis
Reservoir Oxygenator

Warmetauscher

Rollerpumpe

O, In/Out
Abb. 11: Schematische Darstellung des Herz-Lungen-Maschinen-Kreislaufs.
Start der EKZ und Kihlung
Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht zum Versuchsablauf:
90 min 30 min 45 min 40 min 60 min
| ] | | | |
I I I o | | |
Kantlierung Kuhlung |schamie Wiedererwarmung Reperfusion
Herz-Lungen-Maschine
40°C —
- L T4 T5
[
35°C —] I
30°C —]
25°C —]
— T2 T3
20°C —
15°¢ —]

Abb. 12: Schematische Darstellung des experimentellen Zeit- und Temperaturverlaufs.
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Neunzig Minuten nach Kanulierung der A. sacralis media wurde das Tier an die
HLM angeschlossen und die EKZ gestartet. Dabei floss das venose Blut aus
dem rechten Vorhof tber die V. Jugularis in das vendse Reservoir, von wo aus
es Uber die Rollerpumpe durch den Membranoxygenator gepumpt wurde. Dort
fand Uber die Diffusionsmembran der Gasaustausch von Sauerstoff,
Kohlenstoffdioxid und Isofluran statt. Das arterielle Blut wurde uber die A.

sacralis media wieder zurtick in den Kérperkreislauf gefuhrt.

Nach stabilem Erreichen der vollen Flussrate an der HLM wurde das Tier
innerhalb von 30 Minuten nach einem definierten Schema auf eine rektale
Temperatur von 16 °C gekihlt (s.Tabelle 11). Die Kuhlung erfolgte zum einen
Uber den Warmetauscher, zum anderen durch Kihlung der Kérperoberflache
durch die externe Auflage von Eis.

Die Blutflussrate betrug zu Beginn 160 bis 180/kg/min™®, was dem
physiologischen Herzzeitvolumen einer Ratte entspricht [Jungwirth et al..,
2006]. Die Flussrate wurde fur jedes Tier individuell an das Korpergewicht
angepasst und im Verlauf der Kihlung nach einem definierten Schema

gedrosselt.

Tabelle 11: Schema fir die Kithlung und Regulation der Blutflussrate wahrend der EKZ

bei einer 500g schweren Ratte

Minute Temperatur (rektal/°C) Blutflussrate (ml/min)
0 35 79

10 28 79

15 25 64

20 22 64

25 19 50

30 16 50

Die Anasthesie wurde wahrend der Abkihlungsphase mit einem Gemisch aus
Sauerstoff und 2 Vol. % Isofluran Uber den Oxygenator aufrecht gehalten. Die
Fentanyl-Boli wurden ebenfalls weiterhin Uber das Reservoir verabreicht (5 ug
Fentanyl pro Stunde). Zusatzlich wurde den Tieren als Muskelrelaxanz
Cisartracurium (Nimbex® 0,8 mg/h) Uber das Reservoir verabreicht. Um
Atelektasen in den Lungen vorzubeugen, erfolgte wahrend der EKZ die
Beatmung mit einer Frequenz von 10 Atemzigen pro Minute und einem

Beatmungsdruck von 5 mmHg.
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Kreislaufstillstand/Deep hypothermic circulatory arrest

Sobald das Tier nach 30 Minuten eine rektale Korpertemperatur von 16 °C
erreicht hatte, wurden die Herz-Lungen-Maschine und die Anasthesie
abgestellt. Bei geotffneter ventser Abflusskanile und geschlossener arterieller
Zuflusskanuile wurde das Tier passiv in das vendse Reservoir entblutet. Um
einer Agglutination und Thrombenbildung vorzubeugen, wurde der vendse
Abfluss in regelmalligen Abstdnden geschlossen, der Shortcut zwischen
arterieller und venéser Linie geotffnet und das Blut bei einer Flussrate von 10
ml/min zirkuliert. Aufgrund der niedrigen Temperatur kam es auch ohne
kardioplegische Substanzen zu einer Asystolie. Der Kreislaufstillstand wurde fur

45 Minuten bei einer rektalen Temperatur von 16 °C beibehalten.

Aufwarmphase und Reperfusion

Nach 45-mindtigem Kreislaufstillstand wurde das Tier innerhalb von 40 Minuten
nach einem definierten Schema auf eine rektale Korpertemperatur von 35,5 °C
wiedererwdrmt (s.Tabelle 12). Dies erfolgte zum einen (Uber den
Warmetauscher, zum anderen mit Hilfe einer Infrarotlampe. Im Verlauf der
Wiedererwarmung wurde der Blutfluss nach einem definierten Schema
gesteigert, bis er am Ende der Aufwarmphase wieder physiologische Werte
erreichte (160 bis 180 /kg™*/min™). Die Flussrate wurde auch hier fiir jedes Tier

individuell an das Korpergewicht angepasst.

Tabelle 12: Schema fur die Wiedererwarmung und Regulation der Blutflussrate wéhrend

der EKZ bei einer 500g schweren Ratte

Minute Temperatur (rektal/°C) Blutflussrate (ml/min)
0 16 50

10 21 57

15 24 57

20 27,5 57

25 30 57

30 32 71

40 35,5 71

Mit der Wiedererwdarmung setzte auch die Anasthesie wieder ein. Das Tier
wurde, identisch zu der Abkuhlungsphase, tber den Oxygenator mit 2 Vol. %
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Isofluran und 1 L Sauerstoff versorgt. Aulerdem wurden lber das Reservoir
weiterhin Cisartracurium und Fentanyl-Boli verabreicht. Die Beatmung wurde
mit einer Frequenz von 10 Atemzigen pro Minute und einem Beatmungsdruck
von 5 mmHg wieder aufgenommen. Mit steigender Temperatur setzte die
Herztatigkeit selbststandig wieder ein. Zuerst zeigten sich im EKG
Kammerflattern und —flimmern. Daraufhin ging das Herz meistens -nach
einzelnen Ersatzrhythmen mit verbreiterten QRS-Komplexen- in einen

Sinusrhythmus Uber.

Auch wéahrend der Aufwarmphase wurden zu definierten Zeitpunkten die Vital-
und Beatmungsparameter dokumentiert und Blut fir Blutgasanalysen
abgenommen (s. Tabelle 9 und 10). Bei einer rektalen Temperatur von 35,5 °C
wurde das Tier fur weitere 60 Minuten an der Herz-Lungen-Maschine
reperfundiert.

Um eine ausreichende Reperfusion der Organe zu gewabhrleisten, sollte der
MAD Uber 40 mmHg liegen. Fiel der Druck unter diesen Wert, bekam das Tier
in physiologischer Kochsalzldsung verdinntes Norepinephrinhydrochlorid (0,02
mg/ml Arterenol). Um azidotische Verschiebungen auszugleichen bzw. um den
pH-Wert des Blutes konstant zu halten, wurde bei Bedarf Natriumbicarbonat,
CO, oder Trometamol (Tris 36,34 %) appliziert. Bei erhéhtem Volumenbedarf
(bei einem ,Leerlaufen“ des Reservoirs) wurde das Blutvolumen mit 6 % HAES

aufrechterhalten.

Euthanasie und Organentnahme

Im Anschluss an die Reperfusion wurde das Tier in tiefer Isoflurannarkose mit
180 ml isotoner Kochsalzlésung Uber den arteriellen Zugang gesptilt und dann
durch Exsanguination getttet. Die Organe wurden stets in der gleichen
Reihenfolge entnommen: Herz - Lunge - Leber - Niere.

Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden die Organe in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

Alle Tiere wurden innerhalb der Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit Frau

Cand. Med. Lena Wollschlager operiert.
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2.2.1.2 Biochemische Methoden

Western Blot

Western Blot Analysen wurden durchgefiihrt, um den Phosphorylierungsstatus
und die Aktivitat und Expression der Proteine STAT3, Erk1/2, HSP-70, HO-1,
JNK und p38 zu detektieren. Dafur wurden zunachst SDS-Page-Gele (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) mit 10 % Acrylamid-Gehalt
im Trenngel hergestellt und mit einem 5 %igen Sammelgel Uberschichtet.

Die Gewebeproben wurden mit M-Per Mammalian Protein Extraction Reagent
aufgeschlossen. Diesem Puffer wurden Proteaseinhibitoren und Phosphatase-
inhibitoren zugesetzt. Der Proteingehalt der Gewebelysate wurde mit Hilfe des
DC Protein Assays nach Vorschrift von Lowry bei 750 nm Wellenlange nach
Kalibrierung des Photometers gegen einen Leerwert (1 % SDS) gemessen
[Lowry et al., 1951]. Zur Erstellung einer Proteinstandardkurve wurde eine
Verdinnungsreine von Rinderserumalbumin hergestellt und deren Protein-

konzentrationen parallel zu den Proben bestimmt.

Fur die Protein-Gelelektrophorese wurde das System nach Laemmli verwendet.
Dazu wurden 10 bis 20 ul Lysat (40ug Protein) mit vierfachem Laemmli-Puffer
versetzt, fur fanf Minuten auf 92 °C erhitzt und gemeinsam mit dem
Proteinmarker PageRuler auf 10 % SDS-Page-Gele aufgetragen. Danach
wurden die Proteine elektro-phoretisch unter konstantem Strom (0,02 A/Gel fir
das Sammelgel; 0,04 A/Gel fir das Trenngel) entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt.

Nach erfolgter Auftrennung wurden die Proteine in einer Semi-Dry-
Blotapparatur unter Anlegen von 1,5 mA/cm? fiir 90 min auf eine PVDF-
Membran transferiert. Nach dem Transfer wurden die Proteinbanden mit
Ponceau S gefarbt, um den Transfererfolg zu beurteilen. Die Farbe wurde durch
Waschen mit TBST wieder entfernt. AnschlieRend wurden die Membranen fir
eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlosung (5 % Trockenmilch)

inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
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Der entsprechende Primarantikérper wurde in Blockierldsung 1:1000 verdinnt.
Die Membranen wurden dann bei 4 °C unter standiger Bewegung tber Nacht in
dem Primarantikoérper inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Membranen dreimal je zehn Minuten mit TBST
gewaschen und dann mit dem entsprechenden Sekund&rantikdrper in einer
Verdinnung von 1:5000 eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin
wurde erneut dreimal je zehn Minuten mit TBST gewaschen. Die Detektion
erfolgte mittels eines Chemilumineszenz-Systems. Dafir wurde die Membran
mit Super Signal West Pico oder Femto Chemilumineszenz-Substraten
versehen. Die Membran wurde daraufhin unter Dunkelraumbedingungen mit
einem lichtsensitiven Film belegt. Die entwickelten Filme wurden optisch
ausgewertet und die Beschreibung der Ergebnisse erfolgte rein deskriptiv
anhand der Anzahl der Tiere. Die Aussagekraft dieser Auswertung ist daher
begrenzt.

Blutanalysen

Zu den oben definierten Zeitpunkten (T1, T2, T3, T4 und T5) wurde den Tieren
aus der A. sacralis mediana (T1) bzw. aus dem arteriellen Zweig der HLM (T2-
T5) Blut entnommen. Zu allen finf Zeitpunkten wurde unmittelbar nach der
Blutabnahme eine arterielle Blutgasanalyse in dem hauseigenen Blutgas-
analysegerat (ABL 510 Radiometer, Willich) durchgefuhrt. Damit wurden die
Partialdricke von O, und CO,, der Blut pH, die Sauerstoffsattigung (%), der
Bicarbonat-Gehalt (mmol/l) sowie der Saure-Basen-Status in Form des Base
Excesses (mmol/l) bestimmt. Aul3erdem wurde ein Blutbild angefertigt (abc
Animal Blood Counter, scil animal care, Viernheim), in welchem die absolute
Leukozytenzahl (WBC) [x10¥mm?®, die Zahl der Erythrozyten (RBC)
[x10¥ mm?], die Zahl der Thrombozyten (PLT) [x103mm?], der Hamatokrit (Hkt)
[%] und das Hamoglobin (Hb) [g/dl] bestimmt wurden.

Die Blutproben der Zeitpunkte T1, T2 und T5 wurden zusétzlich auf zwei
Eppendorf-Tubes aufgeteilt, wovon eins mit 0,1 ml Heparin gefillt war. Diese
Blutproben wurden fur 30 Minuten stehen gelassen, bevor sie bei 4000 x g
zentrifugiert (Universal 32R, Hettich) und der Uberstand danach in fliissigem

Stickstoff schockgefroren wurden. Aus den Plasmaproben T1, T2 und T5
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wurden von der Firma LABOKLIN (Bad Kissingen) die Plasmaspiegel fur
folgende Parameter bestimmt:

o Troponin |
o Creatin-Kinase (CK)
o MB-Isoform der Creatin- Kinase (CK-MB)

. Laktat

o Harnstoff

o Aspartat-Amino-Transferase (AST)
o Alanin-Amino-Transferase (ALT)

o Laktat-Dehydrogenase (LDH)
. Creatinin

. Kalium (K*)

. Calcium (Ca?")

Zur Bestimmung der Troponin |-, CK- und CK-MB-Werte wurden ELISAs nach
Anleitung des Herstellers verwendet (Troponin I:  Antibody-online,
Produktnummer ABIN 579682; CK- und CK-MB: My Biosource, Produktnummer
MBS 705376). Die Ubrigen Parameter wurden spektrophotometrisch nach
standardisierter Roche-Hitachi-Methodik (Roche Diagnostics, Mannheim)

ermittelt.

ELISA

Aus den Serumproben der Zeitpunkte T1, T2 und T5 wurden der Interleukin-6
(IL-6) und Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a) Spiegel bestimmt. Dafur wurden
ELISA Kits der Firma DIACLONE nach Anleitung des Herstellers verwendet. Es
handelte sich dabei um Sandwich-ELISAs, bei denen ein an die Mikrotiterplatte
gebundener, monoklonaler Antikdrper als Primarantikérper und ein Biotin-
Konjugat als Sekundarantikdrper fungierten. HRP-gekoppeltes Streptavidin-
Konjugat diente der Umsetzung des Detektionssubstrates. Die Proben wurden
mit Hilfe des Power Wave X Microplate-readers bei 450 nm Wellenlange

gemessen und die Zytokin-Werte anhand der Standardkurve kalkuliert. Die
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Standardkurve reichte von 31,3 bis 1000 pg/ml IL-6 bzw. TNF-a. Die
Detektionsgrenze wurde vom Hersteller mit 19 pg/ml (IL-6) bzw. 15 pg/ml (TNF-

a) angegeben. Werte unterhalb der Detektionsgrenze wurden auf Null gesetzt.

2.2.1.3 Statistische Auswertung

Die wahrend der Operation zu den Zeitpunkten T1, T2, T3, T4 und T5
dokumentierten, hadmodynamischen und physiologischen Parameter wurden
statistisch mit Hilfe des Computer Programms Microsoft Excel ausgewertet.
Ebenso erfolgten die Blutanalysen sowie die Analyse der pro-inflammatorischen
Zytokine mit dem Computer Programm Microsoft Excel. Alle erhobenen
Parameter sind als Mittelwert * Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Vergleiche zwischen den einzelnen Zeitpunkten sowie zwischen den
Kontrolltieren und den nicht behandelten Tieren wurden in dem
Computerprogramm  Graphpad Prism mit Hilfe der einfaktoriellen
Varianzanalyse ANOVA und dem post-Tukey-Test analysiert. Ein P-Wert < 0,05

wurde definiert, um statistisch signifikante Unterschiede anzugeben.
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2.2.2 Untersuchungen zur protektiven Wirkung von Ebselen auf den
I/R-Schaden

2.2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Nach der erfolgreichen Etablierung des Kleintier-EKZ-Modells an der Ratte
wurden Untersuchungen zur postulierten protektiven Wirkung von Ebselen auf
den I/R-Schaden durchgefuhrt. Dafir wurden die Ratten in drei Gruppen zu je
sieben Tieren eingeteilt:

e Ebselen (Eb)
e Losungsmittelkontrolle (DMSO)
e Kontrolle (K)

Die Tiere aller drei Gruppen wurden wie in 2.2.1.1 beschrieben operiert und
einer EKZ mit DHCA unterzogen. Den Tieren der Ebselengruppe wurde nach
Kanulierung der Schwanzarterie und der damit verbundenen ersten
Blutabnahme intraperitoneal (i.p.) Ebselen (30 mg/kg KG) verabreicht. Den
Tieren der DMSO-Gruppe wurde, ebenfalls nach Kandlierung der
Schwanzarterie, intraperitoneal DMSO (30 mg/kg KG) verabreicht. Um eine
gleichmaliige Verteilung der applizierten Substanzen zu ermoglichen, wurde
das Versuchstier 90 Minuten nach der Applikation an die Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen. Eine Ubersicht aller Versuchstiere der gesamten

Studie ist Abbildung 13 zu entnehmen.
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Abb. 13: Schema zur Einteilung der Tiere in die jeweiligen Versuchsgruppen.

2.2.2.2 Biochemische Methoden

Western Blot

Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurden, wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben,
der Phosphorylierungsstatus und die Aktivitat und Expression der Proteine
STAT3, Erk1/2, HSP-70 und HO-1 analysiert. Die entwickelten Filme wurden
eingescannt und die Proteinbanden mit Hilfe der Software AIDA densito-
metrisch (Dichte in %) quantifiziert (Raytest Isotopenmessgerdte GmbH,
Straubenhardt). Die densitometrischen Daten wurden auf die Ladungskontrollen

normalisiert und zwischen den drei Gruppen verglichen.
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Blutanalysen

Aus den Blutproben aller Versuchstiere wurden zu den Zeitpunkten T1, T2, T3,
T4 und T5 Blutgasanalysen durchgefihrt und Blutbilder angefertigt. Des
Weiteren wurden zu den Zeitpunkten T1, T2 und T5 die Plasmaspiegel

folgender Parameter bestimmt:

o Troponin |
o Creatin-Kinase (CK)
o MB-Isoform der Creatin-Kinase (CK-MB)

o Laktat

o Harnstoff

o Aspartat-Amino-Transferase (AST)
o Alanin-Amino-Transferase (ALT)

o Laktat-Dehydrogenase (LDH)
o Creatinin

. Calcium (Ca?")

Die Bestimmung aller Parameter erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben.
Alle erhobenen Daten wurden zwischen den drei Versuchsgruppen verglichen.
ELISA

Aus den Serumproben aller Versuchstiere wurden zu den Zeitpunkten T1, T2

und T5, wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, der IL-6 und TNF-a Spiegel

bestimmt. Die Daten wurden zwischen den drei Versuchsgruppen verglichen.
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Bestimmung des Selengehaltes mit 2,3-Diaminonaphtalin

Die Bestimmung des Selengehalts in Gewebeproben erfolgte fluorimetrisch und
wurde leicht modifiziert nach Sheehan und Gao durchgefuhrt [Sheehan & Gao,
1990]. Dabei wird die aus Se IV und 2,3-Diaminophtalin (DAN) gebildete
organische Verbindung Piazselenol fluorimetrisch erfasst.

H H
0
NH, H
IS G QR Ho(
NH,
H H
DAN Piazselenol

Abb. 14: Bildung von Piazselenol aus Se IV und DAN.

Dafiur wurden zunachst 50 mg Organ in jeweils 100 pl Triton-X 0,1 % und M-Per
Mammalian Cell Lysis Reagent lysiert. Das Lysat wurde in ein Reagenzglas
gegeben, mit 500 pl Sduremischung (bestehend aus HNO3; 65 %, HCIO, 70 %
in einem Verhaltnis von 3:2) versetzt und dann auf 190 °C erhitzt. Nach 90
Minuten wurden die Reaktionsgefal3e abgekuhlt, 500 pl konzentrierte HCI
hinzugegeben und fir weitere 30 Minuten auf 150 °C erhitzt. Entstandene
Nitroseverbindungen wurden dadurch zersetzt. Nach erneutem Abkuhlen flgte
man den Ansétzen 2 ml EDTA (2,5 mM pH 8,0), 500 pl 2,3-Diaminophtalin
(DAN, 6,3 mM in 0,2 M HCI) und 3 ml Cyclohexan hinzu, verschraubte die
Reagenzglaser und erwarmte sie fur 30 Minuten auf 60°C. Danach wurden die
Reagenzglaser fur 15 Minuten geschuttelt und dann Gber Nacht bei 4 °C
gelagert. Am nachsten Tag uberfihrte man die Cyclohexanphase in Eppendorf-
Tubes. In einer Quarzkivette erfolgte mit Hilfe des Perkin Elmer LS 50B
Luminescence Spektrometers die Messung der Fluoreszenz des gebildeten Se-
DAN. Dazu wurde ein Emissionsspektrum von 490-580 nm Wellenldnge bei
einer Anregungswellenlange von 366 nm aufgenommen. Aus den Emissions-
maxima bei 520 nm wurde eine Kalibrierkurve aus Selenitstandards (0-10 uM

Se) erstellt und anhand dieser der Selengehalt der Probe bestimmt.
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GPx- Aktivitatsbestimmung in Gewebelysaten

Um die GPx-Aktivitat der einzelnen Gewebe zu bestimmen, wurde ein GPx-
Aktivitats-Assay in Anlehnung an die Vorschrift von Miller et al. durchgefuhrt
[Mlller et al., 1984]. Die GPx-Aktivitat in Gewebelysaten wurde photometrisch
in einem gekoppelten optischen Test bestimmt. Dabei wird der NADPH-
Verbrauch bei der, durch das Enzym Glutathion-Reduktase (GR) katalysierten,
Regeneration des oxidierten (GSSG) zum reduzierten (GSH) Glutathion
gemessen und daraus die enzymatische Aktivitdt der Glutathion-abh&ngigen
Glutathion-Peroxidase (GPx) kalkuliert [Brigelius-Flohé et al., 2002].

Reaktionsgleichung
GPx

(1) ROOH + 2 GSH _ ROH + GSSG + H,0
GR

(2) GSSG + NADPH+ H+ ———> 2 GSH + NADP+

Abb. 15: Reaktionsgleichung des GPx-Assays.

Dafur wurden 830 pl Assay-Puffer, 100 pul GSR/GSH Mischung (bestehend aus
45 mg GSH und 33,2 pl GSR (U/ml) in 5 ml Assay-Puffer), 50 ul NADPH 2,5 uM
und (je nach Gewebe) 10-50 ul Gewebelysat in eine Quarzklvette vorgelegt.
Durch Zugabe von 10 pl tert-BuOOH (5 mM) startete die Reaktion. Der NADPH-
Verbrauch wurde bei 340 nm fir vier Minuten mit einem Perkin EImer Lamda 25
Spektrophotometer gemessen. Die Berechnung der Enzymaktivitat der GPx [in
muU/ml] erfolgte unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten fir NADPH bei
340 nm (¢ = 6.2 mM™ x cm™). Ein Nullwert ohne Zugabe von Lysat diente als
Basalwert und wurde von den Messergebnissen abgezogen. Unter
Einbeziehung der Proteinkonzentration des Gewebelysats wurde daraus die

spezifische GPx-Aktivitat [in mU/mg Protein] ermittelt.
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2.2.2.3 Statistische Auswertung

Die wahrend der Operation zu den Zeitpunkten T1, T2, T3, T4 und T5
dokumentierten, hadmodynamischen und physiologischen Parameter wurden
statistisch mit Hilfe des Computer Programms Microsoft Excel ausgewertet.
Ebenso erfolgten die Blutanalysen sowie die Analyse der pro-inflammatorischen
Zytokine mit dem Computer Programm Microsoft Excel. Alle erhobenen
Parameter sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Vergleiche zwischen den Zeitpunkten sowie zwischen den Versuchsgruppen
wurden in dem Computerprogramm Graphpad Prism mit Hilfe der zweifachen
Varianzanalyse ANOVA und dem post-Bonferroni-Test analysiert. Von der Zeit
unabhangige Vergleiche zwischen den drei Gruppen wurden in dem
Computerprogramm GraphPad Prism mit Hilfe der einfachen Varianzanalyse
ANOVA und dem post-Tukey-Test analysiert. Ein P-Wert < 0,05 wurde definiert,

um statistisch signifikante Unterschiede anzugeben.
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3 Ergebnisse
3.1 Modelletablierung

3.1.1 Etablierung des Kleintier-EKZ-Modells

Der I/R-Schaden im Rahmen von Operationen mit EKZ und DHCA ist
hauptsachlich verantwortlich fiir postoperative Komplikationen nach herz-
chirurgischen Eingriffen. Um mdgliche Interventionsstrategien wie z.B die Gabe
von Ebselen zu testen, war es daher wichtig, ein valides Tiermodell zu

etablieren.

Zu Beginn der Versuche wurden die Tiere unmittelbar nach der Kantlierung der
GefalRe an die HLM angeschlossen. In den Immunoblot-Analysen dieser Tiere
fiel eine deutliche Varianz innerhalb der Ebselengruppe auf. Aul3erdem zeigte
die Selenbestimmung in der Leber, dass der Selengehalt zeitabhangig
schwankte (s. Abbildung 16).

Selengehalt Leber
14 -
12 - ¢
10 - ¢
®
£s
E
e ° .
wv
4 1 .
2 - .
O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit (min)

Abb. 16: Zeitabhéngiger Verlauf des Selengehalts in der Leber.

Um eine gleichmalige und vergleichbare Verteilung des Selens sicherzustellen,
wurde der Zeitabschnitt zwischen Ebselen-Applikation und HLM-Anschluss auf
90 Minuten festgelegt. In der DMSO- und Kontrollgruppe wurden analog dazu

ebenfalls 90 Minuten eingehalten.
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3.1.2 Blutanalysen

Um den Einfluss der EKZ auf die klinisch-chemischen Blutparameter zu
veranschaulichen, wurde aus den Plasmaproben der Kontrolltiere der Verlauf

der Plasmaspiegel wahrend der EKZ ausgewertet (s.Tabelle 13).

Die Troponin I-Plasmaspiegel waren nach der Kihlung signifikant héher als vor
Beginn der EKZ. Dagegen waren die Plasmaspiegel der CK-MB im Vergleich zu
vor Beginn der EKZ weder nach der Kiuhlung noch nach der Reperfusion
verandert. Die AST-Aktivitat war nach der Kiihlung tendenziell erniedrigt, jedoch
nach der Reperfusion signifikant erhoht. Die ALT-Aktivitat zeigte ahnliche
Tendenzen, aber die Unterschiede erreichten keine Signifikanz. Des Weiteren
war ein Anstieg der LDH-Aktivitat nach der Reperfusion zu sehen, welcher
jedoch nicht signifikant war. Die Laktat-Plasmaspiegel waren nach der
Reperfusion ebenfalls erhoht, allerdings nicht signifikant. Bei den Elektrolyten
veranderten sich wahrend der EKZ nur die Kalium-Plasmaspiegel. Diese waren
nach der Reperfusion signifikant hoher als vor Beginn der EKZ und nach der
Kuhlung.

Der Kreatinin-Wert war sowohl nach der Kihlung als auch nach der
Reperfusion signifikant hoher als vor Beginn der EKZ, Uberstieg jedoch nicht
den Referenzbereich. Der Harnstoff-Wert zeigte ahnliche Tendenzen, allerdings
waren die Unterschiede nicht signifikant.

Es muss erwdhnt werden, dass in den Plasmaproben des Zeitpunktes T5 haufig
Hamolyse zu beobachteten war. Da Hamolyse einen Anstieg der Parameter
AST, ALT, LDH, CK und Kalium verursachen kann, ist diese Tatsache bei der
Interpretation der vorliegenden Daten zu bertcksichtigen.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die meisten der analysierten
klinisch-chemischen Blutparameter einem Einfluss der EKZ unterlagen. Die
Plasmaspiegel von Troponin I, AST, Kreatinin und Kalium sind in Abbildung 17
exemplarisch dargestellt. Die Ergebnisse aller bestimmten Parameter sind
Tabelle 13 zu entnehmen.
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Abb. 17: Einfluss der EKZ auf ausgewahlte klinisch-chemische Blutparameter. Plasmaspiegel

von Troponin |, AST, Kreatinin und Kalium der Kontrolltiere zu den Zeitpunkten T1, T2 und T5.

T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kiihlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. AST

= Aspartat-Amino-Transferase. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von funf Tieren.

*P<0,05vs. T5;#P <0,05vs. T2.

Tabelle 13: Klinisch-chemische Blutparameter der Kontrollgruppe zu definierten

Zeitpunkten der EKZ

Tl T2 T5
Troponin | (pg/ml) # 182,48 (10,17) 367,80 (37,42) 272,88 (54,63)
CK-MB (ng/ml) 0,12 (0,02) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
Laktat (mmol/l) 2,10 (+ 0,09) 3,75 (+ 1,04) 25,01 (+ 9,92)

AST (U/l)
ALT (UM
Harnstoff (mg/dl)

* 51,40 (+ 9,33)
31,20 (¢ 2,44)
29,00 (+ 1,52)

35,00 (+ 0,77)
17,40 (+ 6,18)
38,50 (+ 0,77)

495,80 (+ 229,67)
497,60 (+ 298,88)
34,20 (+ 7,66)

Kreatinin (mg/dl) *# 0,22 (£ 0,02) 0,58 (+ 0,02) 0,68 (= 0,20)
LDH (U/l) 174,60 (£ 100,47) 155,00 (+ 58,37) 2348,80 (+ 1328,98)
Kalium (mmol/l) * 3,02 (+ 0,22) *2,94 (£ 0,11) 6,26 (+ 1,10)
Calcium (mmol/l) 1,67 (+ 0,10) 1,62 (+ 0,03) 1,31 (£ 0,37)

T1 =vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. CK-

MB = MB-Isoform der Creatin-Kinase, AST = Aspartat-Amino-Transferase, ALT = Alanin-Amino-

Transferase, LDH = Lactat-Dehydrogenase. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von

funf Tieren.* P <0,05vs T5; # P < 0,05 vs T2.
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3.1.3 Pro-inflammatorische Zytokine und Leukozytenverlauf

Im Rahmen der durch die EKZ ausgelosten Inflammation werden erhdhte
Spiegel der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a beschrieben
(deJdong et al., 2012). Deshalb wurden in einem ersten Schritt die Serum-IL-6
und TNF-a Spiegel der nicht behandelten Tiere und der Kontrolltiere mit Hilfe
eines kommerziell verfigbaren ELISAs bestimmt. Die Serumspiegel der
Kontrolltiere zu den Zeitpunkten T1, T2 und T5 wurden zum einen unter-
einander und zum anderen mit den Serumspiegeln der nicht behandelten Tiere

verglichen.

IL-6

Die Analyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den IL-6-Werten des
Zeitpunkts T5 und den Zeitpunkten T1 und T2 der Kontrolltiere sowie zwischen
dem Zeitpunkt T5 der Kontrolltiere und den nicht behandelten Tieren (s.
Abbildung 18 und Tabelle 14).

P < 0,005
#
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Abb. 18: IL-6 Serumspiegel von nicht behandelten Tieren (NB) und Kontrolltieren (I/R).

T1 = vor Anschluss an die EKZ; T2 = nach 25 min Kiihlung; T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von vier (NB) und finf (I/R) Tieren. * P < 0,005 vs. T1
und T2; # P < 0,005 vs. nicht behandelte Tiere.
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Tabelle 14: IL-6 Serumspiegel zu definierten Zeitpunkten der EKZ

NB T1 T2 T5
IL-6 0,61 (+0,61) 0,00 (£0,00) 3,37 (x3,37) *#115,09 ( 30,35)

T1 = vor Anschluss an die EKZ; T2 = nach 25 min Kuhlung; T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von vier (NB) und funf (I/R) Tieren. * P < 0,05 vs. T1
und T2; # P < 0,05 vs. nicht behandelte Tiere.

TNF-a

Die Auswertung ergab signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten T1
und T5 der Kontrolltiere sowie zwischen dem Zeitpunkt T5 der Kontrolltiere und
den nicht behandelten Tieren (s. Abbildung 19 und Tabelle 15). Im Unterschied
zu den IL-6 Werten waren die TNF-a Serumspiegel bereits nach der Kuhlung
(T2) erhoht. Aufgrund der grof3en individuellen Unterschiede war dieser Anstieg

nicht signifikant.
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Abb. 19: TNF-a Serumspiegel von nicht behandelten Tieren (NB) und Kontrolltieren (I/R).

T1 = vor Anschluss an die EKZ; T2 = nach 25 min Kiihlung; T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von vier (NB) und finf (I/R) Tieren. * P < 0,05 vs. T1; #
P < 0,05 vs. nicht behandelte Tiere.
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Tabelle 15: TNF-a Serumspiegel zu definierten Zeiten der EKZ

NB T1 T2 T5
TNF-a 0,0 (0,0) 1,78 (1,35) 383,42 (308,35) 976,70 (173,57)

T1 = vor Anschluss an die EKZ; T2 = nach 25 min Kiihlung; T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von vier (NB) und funf (I/R) Tieren. * P < 0,05 vs. T1; #
P < 0,05 vs. nicht behandelte Tiere.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die EKZ mit DHCA ein Anstieg der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a induziert wird.

Leukozytenverlauf

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die EKZ auf den Leukozytenverlauf hat,
wurde die Leukozytenzahl zu den Zeitpunkten T1, T2, T3, T4 und T5 bestimmit.
Da es durch das Priming zu einer Blutverdinnung kommt, wurde die
Leukozytenzahl in Relation zu dem Hamatokrit ermittelt, um vergleichbare
Werte zu erhalten. Da der Referenzbereich der Leukozyten physiologisch
zwischen 3 und 15 x 10°/mm?® schwankt und es innerhalb dieses Referenz-
bereichs individuelle Unterschiede gab, wurde die Leukozytenzahl jedes Tieres
auf Startwerte genormt und als Faktor zum Ausgangswert dargestellt.

Wahrend der EKZ war ein tendenzieller, jedoch nicht signifikanter Anstieg der
Leukozyten zu beobachten (s. Abbildung 20 und Tabelle 16).
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Abb. 20: Verlauf der Leukozytenzahlen zu den Zeitpunkten T1-T5.

T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kiihlung, T3 = bei 20 °C Wiedererwarmung,
T4 = bei 35 °C Wiedererwadrmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die Leukozytenzahl ist als
relativer Wert bezogen auf den Hamatokrit angegeben. Alle Werte sind Mittelwerte =+
Standardfehler von finf Tieren.

Tabelle 16: Leukozytenzahlen zu definierten Zeitpunkten der EKZ

T1 T2 T3 T4 T5

Leukozyten 1,00 (+0,00) 1,21 (+0,68) 0,92 (+ 0,41) 9,40 (+ 3,41) 13,70 ( 8,48)

T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kiihlung, T3 = bei 20 °C Wiedererwarmung,
T4 = bei 35 °C Wiedererwdrmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die Leukozytenzahl ist als
relativer Wert bezogen auf den Hamatokrit angegeben. Alle Werte sind Mittelwerte =+
Standardfehler von funf Tieren.
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3.1.4 I/R-induzierte organspezifische Veranderungen des
Expressions-/Phosphorylierungsmusters von Stressproteinen

Um den Einfluss der I/R im Rahmen der EKZ auf molekulare Signalwege zu
untersuchen, wurden Western Blots aus Lysaten von Tieren der Kontrollgruppe
(I/R) und den nicht behandelten Tieren (NB) angefertigt. Die Organe Herz,
Lunge, Leber und Niere wurden ausgewahlt, um den systemischen Effekt der

I/R im Rahmen der EKZ zu untersuchen.

Folgende intrazellulare Schlisselkomponenten der I/R-Signalwege wurden
dafir bestimmt: Oxidativer Stress aktiviert die MAP-Kinasen Erk1/2, p38 und
JNK durch Phosphorylierung spezifischer Aminosauren. Folglich wurden die
Phosphorylierung von Erk1/2 an der Stelle Y202/T204, von p38 an der Stelle
T180/182 und von JNK an der Stelle T183/Y185 nach hypothermer globaler
Ischdmie und normothermer Reperfusion analysiert. Des Weiteren wurde die
Expression der Heat-Shock-Proteine HSP-70 und HO-1, welche unmittelbar
nach Ischamie als zytoprotektive Mechanismen induziert werden, untersucht.
Als Mediator der zellularen Immunantwort wurde aul3erdem die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 an der Stelle Y705
untersucht. Die Phosphorylierung von STAT3 wird unter anderem durch IL-6

induziert [Boengler et al., 2008].

Als Folge der I/R konnten organspezifisch unterschiedliche Phosphorylierungs-
und Expressionsmuster ermittelt werden. Die Ergebnisse sind fur die einzelnen

Organe in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: I/R-induzierte Verdnderungen in Proteinexpression und Phosphorylierung in

verschiedenen Organen

Herz Lunge Leber Niere
p-STAT3 ) (1 (1) )
p-Erk1/2 7 (1) () 1
p-INK (1) (1) - )
p-p38 (1) ! ! -
HSP-70 ) l - )
HO-1 - () - !

Veranderungen in Proteinexpression und Phosphorylierung in Organen der Kontrolltiere im
Vergleich zu denen der nicht behandelten Tiere. 1 = Zunahme, | = Abnahme, (1) = Aufwarts-
Trend, (]) = Abwarts-Trend, - = kein Unterschied/nicht detektierbar.
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Die Ergebnisse der Western Blots sind in Abbildung 21 dargestelit.
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Abb. 21: Western Blots aus Herz-, Lungen-, Leber- und Nierenlysaten. Ergebnisse der Western
Blot Analysen der Kontrolltiere (I/R), die einer globalen hypothermen Ischéamie und Reperfusion
ausgesetzt waren, im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren (NB), die keiner Ischamie und

Reperfusion unterzogen wurden.

Herz

Bei vier von funf Tieren der Kontrollgruppe konnte eine vermehrte Phos-
phorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 beobachtet werden. Verglichen
mit den nicht behandelten Tieren induzierte die I/R einen deutlichen Anstieg der
Phosphorylierung der MAP-Kinase Erk1/2 bei funf von funf Tieren. Bei der
Analyse der MAP-Kinase JNK konnten dagegen weder in der Expression noch
in dem Phosphorylierungsstatus Unterschiede beobachtet werden. Dagegen
war bei drei von funf Tieren der Kontrollgruppe eine Abnahme der Phos-
phorylierung der MAP-Kinase p38 zu sehen. Ebenfalls drei von funf Tieren

zeigten einen erheblichen Anstieg der HSP-70 Proteinexpression. Die HO-1
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Proteinexpression unterschied sich dagegen zwischen den beiden Gruppen
nicht.

Lunge

In den Lungen von vier der funf Tiere der Kontrollgruppe war ebenfalls eine
vermehrte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 feststellbar. Des
Weiteren induzierte die I/R eine Abnahme der Phosphorylierung der MAP-
Kinase Erk1l/2 sowie der Expression der Total-Erk bei allen Tieren der
Kontrollgruppe. In &hnlicher Weise war eine Abnahme der Phospho-JNK und
Total-JNK zu beobachten. Verglichen mit den nicht behandelten Tieren war die
Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 geringer gegeniber den Tieren der
Kontrollgruppe. Eine deutliche Abnahme der Proteinexpression konnte bei
HSP-70 bei allen Tieren der Kontrollgruppe beobachtet werden. AufRerdem
zeigten vier von funf Tieren der Kontrollgruppe eine verminderte

Proteinexpression der HO-1.

Leber

Auch in der Leber war eine verstarkte Phosphorylierung von STAT3 bei drei von
funf Tieren der Kontrollgruppe zu beobachten. Des Weiteren war, analog zu
den Ergebnissen der Lunge, eine verminderte Phosphorylierung der Erk1/2 im
Vergleich zu den nicht behandelten Tieren zu sehen.

Bezuglich der JNK waren weder in der Phosphorylierung noch in der
Proteinexpression Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festzustellen.
Eine deutlich verminderte Phosphorylierung war bei der p38-MAPK aller Tiere
der Kontrollgruppe zu beobachten. Verglichen mit den nicht behandelten Tieren
waren dagegen bei den Hitzeschockproteinen HSP-70 und HO-1 keine

Unterschiede in der Proteinexpression zu erkennen.
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Niere

Wie bei den Ubrigen Organen war in der Niere ein Anstieg der p-STAT3
Proteinexpression bei vier von funf Tieren sichtbar. Ebenfalls vier von finf
Tieren der Kontrollgruppe zeigten eine verminderte Phosphorylierung der MAP-
Kinasen Erk1/2 und p38. Verglichen mit den nicht behandelten Tieren war
aulBerdem eine vermehrte Phosphorylierung der JNK bei allen Tieren der
Kontrollgruppe zu beobachten. Die Proteinexpression von HSP-70 war in den
Tieren der Kontrollgruppe vergleichsweise leicht erhdht. Die Proteinexpression

der HO-1 war dagegen bei drei von funf Tieren vermindert.

Diese  Ergebnisse zeigen, dass der I/R-Schaden organspezifisch
unterschiedlich molekulare Signalwege nach EKZ ausloste, wobei die Effekte
im Herzen und der Niere am starksten waren. Allen Organen gemein war eine

vermehrte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3.
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3.2 Untersuchungen zur protektiven Wirkung von Ebselen auf den
I/R-Schaden

3.2.1 Selengehalt der Organe

Um zu uberprufen, ob das applizierte Ebselen sich gleichmafiig im Kdorper
verteilt hat, wurde der Selengehalt der Organe Herz, Lunge, Leber und Niere
der Tiere der Ebselen- und der Kontrollgruppe bestimmt. Den Tieren der
Ebselengruppe wurde 90 Minuten vor EKZ-Beginn Ebselen i.p. verabreicht, den
Tieren der Kontrollgruppe nicht.

Mit einem Fluoreszenzspektrometer wurde die Fluoreszenz des gebildeten Se-
DAN gemessen. Aus den Emissionsmaxima bei 520 nm Wellenlange wurde
nach Erstellen einer Kalibrierkurve aus Selenitstandards der Selengehalt der
Proben bestimmt. Die Messungen ergaben, dass der Selengehalt in allen vier
Organen signifikant héher war als in den Organen der Tiere der Kontrollgruppe
(s. Abbildung 22). Dieses Ergebnis zeigt, dass sich das Ebselen gleichmafiig im

Kdrper verteilt hat.
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Abb. 22: Selengehalt in Herz, Lunge, Leber und Niere. Selengehalt der Organe der Tiere der
Ebselengruppe im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe. K = Kontrollgruppe, Eb =
Ebselengruppe, Se = Selen. Die Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben

Tieren pro Gruppe. *P < 0,01 vs. Kontrolle.
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3.2.2 GPx-Aktivitat der Organe

Eine weitere Moglichkeit zu Uberprifen, ob das Ebselen sich gleichmafiig im
Kdrper verteilte, stellt der GPx-Assay dar. Venardos und Mitarbeiter zeigten in
einem experimentellen Modell, dass die endogene GPx-Aktivitat durch eine
Selensupplementation zunimmt. Somit kann erwartet werden, dass bei einem
erhohten Selenlevel auch die Aktivitat der GPx steigt [Venardos et al., 2004].
Da Ebselen ein GPx-Mimetikum darstellt, ist davon auszugehen, dass die
Gesamtaktivitat der GPx durch die Gabe von Ebselen ansteigt. Deshalb wurde
die GPx-Aktivitat der Organe Herz, Lunge, Leber und Niere in den drei Gruppen
photospektrometrisch bestimmt. Die Messungen zeigten, dass die GPx-Aktivitat
in Herz, Leber und Niere der Tiere der Ebselengruppe signifikant hoher war als
in den Organen der Tiere der DMSO- und Kontrollgruppe. In der Lunge der
Ebselentiere war die GPx-Aktivitat ebenfalls tendenziell erhéht, allerdings war
der Unterschied nicht signifikant (s. Abbildung 23). Wie erwartet zeigte die
DMSO-Applikation keinen Effekt auf die GPx-Aktivitat. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann von einer gleichmaRigen Verteilung des Ebselens aus-

gegangen werden.
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Abb. 23: GPx-Aktivitdt von Herz, Lunge, Leber und Niere. GPx-Aktivitdt der Organe der Tiere der Ebselengruppe im
Vergleich zu den Organen der Tiere der DMSO- und Kontrollgruppe. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb =
Ebselengruppe, GPx = Gluthationperoxidase. Die Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro

Gruppe. * P <0,05.
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3.2.3 Hamodynamische- und Vitalparameter

Kreislaufparameter, Temperatur und Blutgasanalysen

Die wahrend des Versuchs dokumentierten Parameter wurden statistisch
ausgewertet, um maogliche Auswirkungen der Ebselen-Behandlung festzustellen
(s.Tabelle 18). Bezlglich des MADs konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Zeitpunkten und den drei Gruppen festgestellt
werden. Anderungen der Herzfrequenz und der Temperatur ergaben sich in
allen Gruppen in Ubereinstimmung mit der schrittweisen Veranderung der
Flussrate wahrend der Kihlung bzw. Erwarmung. Der pH-Wert des Blutes
sowie die Partialdricke von O, und CO, waren stabil oder wurden korrigiert.

Ebselen zeigte folglich keine Auswirkung auf die erhobenen Parameter.

Tabelle 18: Ubersicht der bestimmten Parameter zu definierten Zeitpunkten der EKZ

Tl T2 T3 T4 T5
MAD
K 56,00 (+4,82) 50,57 (5,69) 65,00 (£6,20) 49,14 (+3,54) 53,86 (+2,97)
DMSO 61,00 (+5,50) 60,14 (5,30) 73,14 (+7,86) 54,71 (+4,08) 51,86 (+4,97)
Eb 59,14 (+¥9,36) 56,43 (¥10,20) 70,71 (¥13,62) 59,71 (x7,74) 56,86 (+9,79)
HF
K 291,14 (+¥4,73) 47,43 (¥12,71) 103,83(x18,06) 217,57(x20,88) 240,00(x32,07)
DMSO 292,86 (+3,95) 46,00 (+14,50) 136,67(x13,97) 256,17(x16,92) 248,00 (+35,46)
Eb 266,57(x12,01) 48,29 (¥10,17) 117,17 (£9,40) 254,71 (+8,75) 267,71 (+8,73)
Temperatur
K 35,74 (+0,42) 17,83 (x0,55) 20,00 (+0,00) 35,00 (+0,00) 36,57 (£0,27)
DMSO 36,31 (+0,33) 18,70 (x0,40) 20,00 (+0,00) 35,00 (+0,00) 36,37 (£0,12)
Eb 36,70 (+0,14) 18,16 (+0,51) 20,00 (+0,00) 35,00 (x0,00) 36,43 (x0,21)
pH
K 7,27 (x0,03) 7,20 (x0,10) 7,28 (+0,11) 7,29 (+0,06) 7,38 (x0,07)
DMSO 7,28 (x0,03) 7,35 (x0,06) 7,40 (x0,04) 7,44 (x0,07) 7,37 (x0,05)
Eb 7,30 (x0,04) 7,30 (x0,09) 7,36 (+0,05) 7,32 (x0,06) 7,26 (x0,09)
BE
K -5,29 (+0,88) -6,06 (+£2,23) -11,66 (+1,69) -9,33 (£1,99) -7,16 (+1,94)
DMSO -4,97 (+0,66) -4,64 (+2,06) -11,80 (+1,84) -12,36 (+1,85) -7,16 (+2,29)
Eb 7,77 (¥1,48) -8,36 (+¥2,19) -13,57 (+0,97) -16,17 (x1,79) -2,84 (+3,96)
pO:2
K 47,00 (x1,20) 43,00 (£3,20) 47,14 (x2,79) 43,86 (+3,97) 40,13 (+3,84)
DMSO 48,57 (x0,43) 43,00 (£3,22) 44,00 (£3,70) 40,86 (+4,03) 38,86 (+5,66)
Eb 49,43 (x0,72) 39,14 (+4,63) 39,14(+4,82) 40,29 (+3,91) 38,71 (4,49)
pCO.
K 2,73 (x0,30) 0,25 (+0,03) 0,51 (x0,11) 0,70 (x0,12) 0,79 (x0,20)
DMSO 2,50 (x0,17) 0,22 (x0,04) 0,51 (+0,09) 1,39 (20,44) 0,71 (x0,23)
Eb 2,41 (x0,14) 0,27 (x0,06) 0,56 (x0,17) 1,24 (#0,51) 1,74 (z0,82)

Vitalparameter der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe zu den Zeitpunkten T1-T5. K = Kontrollgruppe, DMSO =
DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kuhlung, T3 = bei 20 °C
Wiedererwarmung, T4 = bei 35 °C Wiedererwarmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. MAD = mittlerer arterieller Druck,
HF = Herzfrequenz, BE = Base Excess, pO, = Sauerstoff-Partialdruck, pCO, = Kohlendioxid-Partialdruck. Alle Werte
sind Mittelwerte + Standardfehler von sieben Tieren.
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Hamodynamische Parameter und zellulares Blutbild

Um festzustellen, ob die Ebselen-Behandlung eine Auswirkung auf die
hamodynamischen Parameter und das zellulare Blutbild hat, wurden diese

dokumentiert und statistisch ausgewertet.

Katecholaminbedarf

Fur eine ausreichende Reperfusion der Organe sollte der MAD Uber 40 mmHg
liegen. Bei einem MAD unter 40 mmHg wurde den Versuchstieren in
physiologischer Kochsalzlésung verdinntes Norepinephrinhydrochlorid (0,02

mg/ml Arterenol) verabreicht.

In allen Gruppen wurde dokumentiert, wie viel Norepinephrinhydrochlorid die
Tiere wahrend der Kiuhlung, der Erwarmung und der Reperfusion bendtigten.
Da die Streuung innerhalb der einzelnen Gruppen sehr grof3 war, wurde

folgender Score erstellt und vergeben:

Tabelle 19: Schema der Punkteverteilung zur Berechnung des Katecholaminbedarfs

Katecholaminbedarf (ml) Punkte

0-0,5
06-1
1,1-15
16-2
21-25
25-3
>3

~NO O~ WN P

Uber die Gruppen hinweg gab es einen signifikanten Anstieg tber die Zeit.
Signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen gab es dagegen nicht.
Eine Wechselwirkung zwischen den Gruppen und dem Zeitverlauf bestand
ebenfalls nicht. Der Katecholaminbedarf war wahrend der Erwarmung und der
Reperfusion in der Kontrollgruppe hoher als in der Ebselen- und DMSO-
Gruppe. Uber die gesamte Dauer der EKZ betrachtet benétigten die Tiere der
Kontrollgruppe mehr Katecholamine als die Tiere der Ebselen- und DMSO-
Gruppe. Allerdings erreichten alle genannten Unterschiede keine statistische
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Signifikanz. Abbildung 24 zeigt den Katecholaminbedarf zu verschiedenen
Zeitpunkten der EKZ.
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Abb. 24: Katecholaminbedarf zu verschiedenen Zeitpunkten der EKZ. Katecholaminbedarf der
Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe wahrend der Kihlung, der Erwé&rmung und der
Reperfusion im Vergleich. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe.
Der Bedarf ist als Score angegeben. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils

sieben Tieren pro Gruppe. Z = Zeit, B = Behandlung, W = Wechselwirkung.

Die genauen Daten sind in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20: Katecholaminbedarf (Score) wéhrend der EKZ

Kihlung Erwarmung Reperfusion Gesamt
K 1,57 (£ 0,30) 3,43 (+ 1,00) 4,57 (£ 0,92) 9,57 (£ 1,96)
DMSO 2,00 (£ 0,85) 1,43 (£ 0,43) 3,00 (£ 1,07) 6,43 (£ 1,49)
Eb 1,71 (£ 0,71) 2,29 (£ 0,89) 1,86 (+ 0,86) 5,86 (£ 1,90)

K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Alle Werte sind Mittelwerte

+ Standardfehler von sieben Tieren.
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Volumenbedarf

Sofern die Tiere wéahrend der EKZ einen erhdhten Volumenbedarf zeigten,
wurde das Blutvolumen mit 6 % HAES aufrechterhalten. In allen Gruppen
wurde dokumentiert, wie viel Volumen die Tiere wahrend der EKZ bendtigten.
Der Gesamtvolumenbedarf, welcher sich aus dem Primingvolumen und dem
wahrend der EKZ bendtigten Volumen zusammensetzt, wurde zwischen den

drei Gruppen verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 und Tabelle 21
dargestellt.

Der Gesamtvolumenbedarf war in der Ebselengruppe tendentiell niedriger als in
der DMSO- und Kontrollgruppe. Die genannten Unterschiede erreichten jedoch

keine statistische Signifikanz.
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Abb. 25: Volumenbedarf wahrend der EKZ. Volumenbedarf der Kontroll-, DMSO- und
Ebselengruppe wahrend der EKZ im Vergleich. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe,
Eb = Ebselengruppe. Der Bedarf ist in ml angegeben. Alle Werte sind Mittelwerte *

Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe.

65



Ergebnisse

Tabelle 21: Volumenbedarf (ml) wahrend der EKZ

Volumenbedarf (ml)

K 21,71 (+ 3,39)
DMSO 23,57 (+ 3,46)
Eb 18,00 (+ 1,35)

K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Alle Werte sind Mittelwerte
+ Standardfehler von sieben Tieren.

Hamoglobin/ Hamatokrit

Durch das Priming der HLM mit HAES vor der EKZ kommt es nach Anschluss
an die EKZ zu einer Blutverdiinnung und damit zu einer Erniedrigung des
Hamatokrits sowie des Hamoglobingehaltes. Zusatzlich erfolgte durch eventuell
notwendige Volumensubstitution wahrend der EKZ eine Verdinnung des
Blutes. Die resultierende Erniedrigung von Hamatokrit und Hamoglobin war
analog zu dem Volumenbedarf in den drei Gruppen verteilt. Uber die Gruppen
hinweg war eine signifikante Abnahme von Hamatokrit und Hamoglobin Uber
die Zeit zu beobachten. Signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen
gab es dagegen nicht. Eine Wechselwirkung zwischen den Gruppen und dem
Zeitverlauf war ebenfalls nicht erkennbar. Sowohl H&matokrit als auch
Hamoglobin waren zu allen flnf Zeitpunkten in der Kontrollgruppe tendenziell

niedriger als in der DMSO- und Ebselengruppe (s. Abbildung 26).
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Abb. 26: Verlauf des Hamatokrits und Hamoglobingehalts wahrend der EKZ. Hamatokrit und
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Hamoglobingehalt der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe zu den Zeitpunkten T1-T5. K =
Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die EKZ,
T2 = nach 25 min Kihlung, T3 = bei 20 °C Wiedererwdrmung, T4 = bei 35 °C
Wiedererwarmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler

von jeweils sieben Tieren pro Gruppe. Z = Zeit, B = Behandlung, W = Wechselwirkung.
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Die genauen Daten enthalt Tabelle 22.

Tabelle 22: Hamoglobingehalt und Hamatokrit zu definierten Zeitpunkten der EKZ

T1 T2 T3 T4 T5
Hb (g/dI)
K 12,44 (+0,36) 6,53 (+0,21) 6,34 (£0,26) 6,29 (+0,54) 5,57 (+ 0,45)
DMSO 13,84 (£0,27) 6,64 (+0,24) 7,15(x0,30) 7,18 (+0,30) 6,14 (+ 0,53)
Eb 13,13 (+0,43) 6,91 (+045) 7,03(x0,33) 7,09(£0,32) 6,27 (+ 0,45)
Hkt (%)
K 36,06 (+1,48) 17,44 (+0,88) 16,02 (+1,02) 14,32 (+2,11) 11,46 (+ 2,07)
DMSO 41,14 (+1,03) 18,49+ (0,76) 17,30 (x0,51) 18,29 (+1,48) 15,09 (+ 1,86)
Eb 42,84 (+3,25) 18,01 (+1,20) 17,16 (+1,04) 17,77 (+1,24) 15,19 (+ 1,63)

Hb = Hamoglobin, Hkt = Hamatokrit, K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb =
Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T3 = bei 20 °C
Wiedererwarmung, T4 = bei 35 °C Wiedererwarmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Alle

Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von sieben Tieren. P

Leukozytenverlauf

Zur Uberprufung, ob Ebselen einen Einfluss auf die im Rahmen der EKZ
auftretende Leukozytose hat, wurde aus den Blutproben der Zeitpunkte T1, T2,
T3, T4 und T5 die Leukozytenzahl bestimmt und unter den Gruppen verglichen.
Da es durch das Priming zu einer Blutverdinnung kommt, wurde die
Leukozytenzahl in Relation zu dem Hamatokrit ermittelt, um vergleichbare
Werte zu erhalten. Da der Referenzbereich der Leukozyten physiologisch
zwischen 3 und 15 x 10°/mm?® schwankt und es innerhalb dieses Referenz-
bereichs individuelle Unterschiede gab, wurde die Leukozytenzahl jedes Tieres

auf Startwerte genormt und als Faktor zum Ausgangswert dargestellt.

In allen drei Gruppen gab es einen signifikanten Anstieg der Leukozyten tber
die Zeit (s. Abbildung 27). Dieser Anstieg war bei den Tieren der Ebselen- und
DMSO-Gruppe weniger deutlich ausgepragt als in der Kontrollgruppe. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand nicht, ebenso keine
Wechselwirkung zwischen den Gruppen und dem Zeitverlauf. Zum Zeitpunkt T4
war der Anstieg der Leukozyten in der Ebselen- und der DMSO-Gruppe
signifikant vermindert, zu den restlichen Zeitpunkten waren die Unterschiede
zwischen den Gruppen nicht signifikant.
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Abb. 27: Verlauf der Leukozytenzahl der Kontroll,- DMSO- und Ebselengruppe zu den
Zeitpunkten T1-T5 im Vergleich. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb =
Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T3 = bei 20 °C
Wiedererwdrmung, T4 = bei 35 °C Wiedererwdarmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Leukozytenzahl ist als relativer Wert bezogen auf den Hamatokrit angegeben. Alle Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe. * P < 0,05 vs.
Kontrollgruppe. Z = Zeit, B = Behandlung, W = Wechselwirkung.

Die genauen Werte sind in Tabelle 23 abgebildet.

Tabelle 23: Verlauf der Leukozytenzahl zu definierten Zeitpunkten der EKZ

T1 T2 T3 T4 T5
K 1,00 (£0,00) 1,11 (+0,42) 0,97 (x0,26) 5,18 (£2,24) 4,40 (+ 2,01)
DMSO 1,00 (+0,00) 0,59 (+0,12) 0,60 (+0,08) *0,96 (+0,12) 1,28 (+0,12)
Eb 1,00 (+0,00) 0,60 (+0,09) 083 (x0,11) *1,13(+0,14) 1,61 (+0,14)

K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die
EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T3 = bei 20 °C Wiedererwdrmung, T4 = bei 35 °C
Wiedererwdrmung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler

von sieben Tieren. * P < 0,05 vs Kontrollgruppe.
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3.2.4 Pro-inflammatorische Zyokine

Es sollte untersucht werden, ob Ebselen den Anstieg der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6 und TNF-a im Rahmen der EKZ vermindern kann. Hierfur wurden
dieselben kommerziellen ELISA-Kits verwendet wie fur die Untersuchungen im
Rahmen der Etablierungsversuche. Es wurden die Seren von jeweils sieben

Tieren der drei Gruppen Kontrolle, DMSO und Ebselen verwendet.

IL-6

Uber die Gruppen hinweg gab es einen signifikanten Anstieg lber die Zeit.
Zwischen den Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied. Eine
Wechselwirkung zwischen den Gruppen und dem Zeitverlauf bestand nicht. Bei
den Tieren der Ebselen- und der DMSO-Gruppe war der Anstieg des IL-6
Spiegels zum Zeitpunkt T5 tendenziell hoher als bei den Tieren der
Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt T2 war bei den Tieren der Ebselengruppe ein
leichter, nicht signifikanter Anstieg des IL-6 Spiegels zu beobachten, wahrend in
der Kontroll- und DMSO-Gruppe kein Anstieg erkennbar war (s. Tabelle 24 und
Abbildung 28).

Ein verminderter IL-6 Anstieg durch Ebselen konnte somit nicht nachgewiesen

werden.

Tabelle 24: IL-6 Serumspiegel der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe zu definierten
Zeitpunkten der EKZ

T1 T2 T5
K 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) 131,46 (£ 54,54)
DMSO 2,59 (+ 2,59) 0,00 (+ 0,00) 267,78 (+ 91,38)
Eb 0,00 (+0,00) 93,95 (+ 82,34) 215,81 (+ 60,47)

K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die
EKZ, T2 = nach 25 min Kuhlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die Werte sind Mittelwerte +

Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe.
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Abb. 28: IL-6 Serumspiegel der Kontroll-, DMSO- und Ebselentiere zu den Zeitpunkten T1, T2
und T5. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss
an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe. Z = Zeit, B = Behandlung,
W = Wechselwirkung.

TNF-a

Wie auch beim IL-6 gab es Uber die Gruppen hinweg einen signifikanten
Anstieg Uber die Zeit. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
bestand nicht. Des Weiteren gab es keine Wechselwirkung zwischen den
Gruppen und dem Zeitverlauf.

Die Tiere der Ebselengruppe wiesen zu den Zeitpunkten T2 und T5 geringere
TNF-a Spiegel auf als die Tiere der Kontroll- und DMSO-Gruppe, jedoch waren
diese Unterschiede nicht signifikant. Die Tiere der DMSO-Gruppe zeigten zu
allen drei Zeitpunkten tendenziell die héchsten TNF-a Spiegel. Anhand dieser
Ergebnisse kann ein tendenziell verminderter Anstieg des TNF-a Spiegels
beschrieben, aber nicht durch Signifikanzen bewiesen werden. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 29 und Tabelle 25 zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 29: TNF-a Serumspiegel der Tiere der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe zu den
Zeitpunkten T1, T2 und T5. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe,
T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe. Z = Zeit, B =

Behandlung, W = Wechselwirkung.

Tabelle 25: TNF-a Serumspiegel der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe zu definierten
Zeitpunkten der EKZ

T1 T2 T5
K 1,01 ( 0,81) 366,17 (+ 185,78) 782,31 (+ 136,98)
DMSO 59,50 (+ 59,50)  5230,80 (+ 250,50)  1647,79 (+ 896,50)
Eb 18,10 (+ 18,10) 178,70 (+ 65,00) 694,80 (+ 109,60)

K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die
EKZ, T2 = nach 25 min Kuhlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Die Werte sind Mittelwerte +

Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe.

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Ebselen-
Behandlung keinen nennenswerten Einfluss auf die beiden untersuchten pro-

inflammatorischen Zytokine hatte.
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3.2.5 Blutanalysen

Um zu prifen, ob die Ebselen-Behandlung einen positiven Einfluss auf den
Verlauf der klinisch-chemischen Blutparameter wahrend der EKZ hat, wurden

die Plasmaspiegel der drei Gruppen verglichen:

Zu den Zeitpunkten T2 und T5 war der Anstieg der Troponin | Plasmaspiegel in
der Kontrollgruppe signifikant héher als in der DMSO- und Ebselengruppe. Die
CK-MB Plasmaspiegel waren zu den Zeitpunkten T2 und T5 in der DMSO-
Gruppe signifikant hoher als in der Ebselen- und Kontrollgruppe. Keine
Unterschiede zwischen den drei Gruppen waren bei den Laktat Plasmaspiegeln
zu beobachten. Die AST und ALT Plasmaspiegel waren zum Zeitpunkt T5 in
der Kontrollgruppe signifikant héher als in der Ebselen- und DMSO-Gruppe.
Harnstoff-, Kreatinin- und Calcium-Werte zeigten keine Unterschiede zwischen
den drei Gruppen. Ein deutlicher Unterschied war jedoch bei den LDH
Plasmaspiegeln zu beobachten, welche zum Zeitpunkt T5 in der Kontrollgruppe

signifikant héher waren als in der Ebselengruppe.

Diesen Ergebnissen zufolge hatte Ebselen einen positiven Einfluss auf einen
Teil der klinisch-chemischen Blutparameter. Derselbe Effekt war teilweise auch

in der DMSO-Gruppe zu beobachten.
Die Plasmaspiegel von Troponin | (A), LDH (B), ALT (C) und AST (D) sind

exemplarisch in Abbildung 30 dargestellt, die Daten in Tabelle 26 zusammen-

gefasst.
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Abb. 30: Einfluss von Ebselen auf den Verlauf ausgewahlter klinisch-chemischer Blutparameter

zu definierten Zeitpunkten der EKZ. Plasmaspiegel der Parameter Troponin | (A), LDH (B), ALT
(C) und AST (D) der Tiere der Kontroll- DMSO- und Ebselengruppe zu den Zeitpunkten T1, T2
und T5. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. T1 = vor Anschluss
an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T5 = nach 60 min Reperfusion. Alle Werte sind

Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sechs bis sieben Tieren pro Gruppe. * P < 0,05 vs.

Kontrollgruppe. Z = Zeit, B = Behandlung, W = Wechselwirkung.
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Tabelle 26: Klinisch-chemische Blutparameter zu definierten Zeitpunkten der EKZ

T1

T2

T5

Troponin |

K 180,36 (+ 13,66) 376,46 (£ 60,73) 357,51 (£ 75,13)
DMSO 189,16 (+ 8,16) * 235,61 (x17,21) * 215,58 (+ 13,75)
Eb 184,66 (+ 6,63) * 197,16 (x 12,83) * 214,94 (= 10,32)
CK-MB

K 0,57 (x 0,33) 0,38 (+ 0,28) 0,97 (£ 0,81)
DMSO 2,08 (£ 0,27) #2,07 (£ 0,13) *# 3,30 (x 0,45)
Eb 0,94 (£ 0,84) 0,10 (= 0,00) 0,81 (£ 0,39)
Laktat

K 2,42 (£ 0,19) 2,47 (£ 1,16) 36,42 (£ 10,53)
DMSO 2,33 (£ 0,37) 4,91 (+ 0,99) 38,57 (+ 8,85)
Eb 2,94 (£ 0,13) 8,36 (+ 1,40) 34,14 (+ 8,84)
AST

K 43,20 (= 10,20) 28,10 (£ 7,14) 467,87 (£ 200,54)
DMSO 20,89 (+ 2,99) 20,33 (£ 2,57) * 02,13 (+ 14,54)
Eb 21,09 (£ 2,03) 23,89 (£ 5,14) *120,33 (= 21,13)
ALT

K 21,58 (+ 6,58) 13,18 (+ 6,20) 350,22 (+ 260,92)
DMSO 1,90 (£ 0,68) 0,52 (+ 0,06) * 2,08 (+ 0,36)
Eb 1,99 (£ 0,53) 1,13 (+ 0,50) * 6,62 (+ 2,97)
Harnstoff

K 4,81 (+0,21) 5,39 (£ 0,92) 6,38 (+ 1,00)
DMSO 5,53 (= 0,22) 7,09 (£ 0,31) 8,43 (£ 0,31)
Eb 5,14 (= 0,13) 6,30 (+ 0,28) 7,27 (£ 0,51)
Kreatinin

K 19,10 (+ 1,49) 51,05 (+ 2,00) 64,53 (£ 5,57)
DMSO 20,57 (£ 2,41) 54,14 (+ 3,89) 72,14 (£ 4,06)
Eb 22,57 (£ 2,57) 57,57 (£ 2,83) 66,14 (£ 5,21)
LDH

K 160,68 (+ 83,90) 154,50 (+ 56,61) 2404,80 (+ 1721,63)
DMSO 27,84 (£ 9,78) 20,23 (+ 3,89) 1221 (+ 1077,66)
Eb 30,20 (+ 12,38) 70,73 (£ 51,42) * 543,64 (+ 180,60)
Calcium

K 1,69 (£ 0,08) 1,35 (£ 0,27) 1,64 (£ 0,33)
DMSO 1,73 (£ 0,04) 1,41 (£ 0,05) 1,77 (£ 0,16)
Eb 1,81 (£ 0,01) 1,63 (£ 0,06) 2,04 (£ 0,14)

Plasmaspiegel ausgewadhlter klinisch-chemischer Blutparameter der Kontroll-, DMSO und
Ebselengruppe zu den Zeitpunkten T1, T2 und T5 wieder. K = Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-

Gruppe, Eb = Ebselengruppe, T1 = vor Anschluss an die EKZ, T2 = nach 25 min Kihlung, T5 =

nach 60 min Reperfusion, CK-MB = MB-Isoform der Creatin-Kinase, AST = Aspartat-Amino-

Transferase, ALT = Alanin-Amino-Transferase, LDH = Lactat-Dehydrogenase. Alle Werte sind

Mittelwerte + Standardfehler von sechs bis sieben Tieren. * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe. # P <

0,05 vs. Ebselengruppe.
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3.2.6 I/R-induzierte organspezifische Veranderungen des
Expressions-/Phosphorylierungsmusters von Stressproteinen

Zur Uberprifung eines potenziellen positiven Einflusses von Ebselen auf die
zuvor beschriebenen durch I/R induzierten Signalwege wurden Western Blots
aus Lysaten der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe angefertigt (n=7 pro
Gruppe). Die Organe Herz, Lunge, Leber und Niere und die Proteine STATS3,
Erk1/2, HSP-70 und HO-1 wurden analysiert. Die Western Blots wurden
densitometrisch ausgewertet und auf die Ladungskontrollen normalisiert.

Der Effekt des Ebselens war organspezifisch unterschiedlich und wird im
Folgenden fir die einzelnen Organe beschrieben. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 27 zusammengefasst.

Tabelle 27: I/R-induzierte Veranderungen in Proteinexpression und Phosphorylierung in

verschiedenen Organen unter der Therapie mit Ebselen

Herz Lunge Leber Niere
PETQ'}'S T () I !
p-Er ! 1 - -
HSP-70 - 1 1) -
HO-1 ! (1) - (1)

Proteinexpression und Phosphorylierung in den Organen der Tiere der Ebselengruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe . 1t = Zunahme, | = Abnahme, (1) = Aufwarts-Trend, (|) =

Abwarts-Trend, - = kein Unterschied/nicht detektierbar.

Herz

In der Ebselengruppe war die Phosphorylierung der MAPK Erk1/2 im Vergleich
zu der Kontrollgruppe signifikant vermindert. Auch durch DMSO konnte diese
signifikant verminderte Phosphorylierung beobachtet werden. Aul3erdem war in
der Ebselengruppe eine tendenziell vermehrte Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors STAT3 zu sehen, welche in der DMSO-Gruppe
tendenziell vermindert waren. Diese Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant. Des Weiteren war die Expression des Hitzeschockproteins HO-1 in
der Ebselengruppe tendenziell niedriger als in der DMSO- und Kontrollgruppe,
jedoch auch hier nicht signifikant. In der Expression des Hitzeschockproteins

HSP-70 waren keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen
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ersichtlich. Die Western Blots sind in Abbildung 31, die Ergebnisse der
densitometrischen Auswertung in Abbildung 32 dargestellt.

42 kDa fwt . -i P-Erk1/2
12 kD2 — 1-E1k1/2
70 kDa W S0 SD SRR D S w a HSP-70
32k0a NN R @& = HO-1
86 kDa (N ;13
135 kDa “ Pan-cadherin

K DMSO Eb

Abb. 31: Western Blots aus Herzlysaten. Ergebnisse der Western Blot Analysen der Tiere der
Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe.
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Abb. 32: Densitometrische Auswertung der Western Blots aus Herzlysaten. K = Kontrollgruppe,
DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Die Daten wurden auf die Ladungskontrollen

normalisiert. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben Tieren pro Gruppe.
* P < 0,05 vs. Kontrollgruppe.
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Lunge

Die Phosphorylierung der MAPK Erk1/2 war in der Ebselengruppe im Vergleich
zu der DMSO-Gruppe signifikant vermindert, nicht jedoch gegenuber der
Kontrollgruppe. Des Weiteren war die Expression des Hitzeschockproteins
HSP-70 in der Ebselengruppe tendenziell héher als in der Kontrollgruppe. In der
DMSO-Gruppe war die HSP-70 Expression ebenfalls deutlich héher als in der
Kontrollgruppe, allerdings waren die Unterschiede in beiden Gruppen nicht
signifikant. Die Expression des Hitzeschockproteins HO-1 erhdhte sich in der
Ebselen- und in der DMSO-Gruppe leicht, die Unterschiede erreichten keine
Signifikanz. Die Phosphorylierung des STAT3 war im Vergleich zu der
Kontrollgruppe in der Ebselengruppe leicht vermindert und in der DMSO-
Gruppe leicht erhdht. Auch hier waren die Unterschiede nicht signifikant. Die
Western Blots sind in Abbildung 33, die Ergebnisse der densitometrischen

Auswertung in Abbildung 34 dargestellt.

42KDa = - — P-Erk1/2

2 km“ﬂil' T-Erk1/2
sskpa @B W SPRY  poans

70 KDa W —— — SN R — HSP-70
2T "M S @ % HOL
135 kDa ._ Pan-cadherin

K DMSO Eb

Abb. 33: Western Blots aus Lungenlysaten. Ausgewahlte Ergebnisse der Western Blot

Analysen der Tiere der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe.
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Abb. 34: Densitometrische Auswertung der Western Blots aus Lungenlysaten. K =
Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Die Daten wurden auf die
Ladungskontrollen normalisiert. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben
Tieren pro Gruppe. * P < 0,05 vs. DMSO-Gruppe.

Leber

In der Leber war die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 in der
Ebselengruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. In der DMSO-
Gruppe war sie ebenfalls leicht vermindert, jedoch nicht signifikant. Bezlglich
der Expression des HSP-70 und der HO-1 entwickelten sich keine deutlichen
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Eine Phosphorylierung der MAPK
Erk1/2 konnte in der Leber aus versuchstechnischen Griinden nicht detektiert
werden, die T-Erk1/2 war in allen Proben gleichmal3ig vorhanden. Abbildung 35
zeigt die Western Blots, die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung sind
in Abbildung 36 dargestellt.
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Abb. 35: Western Blots aus Leberlysaten. Ausgewahlte Ergebnisse der Western Blot Analysen

der Tiere der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe.
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Abb. 36: Densitometrische Auswertung der Western Blots aus Leberlysaten. K =
Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Die Daten wurden auf die
Ladungskontrollen normalisiert. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben

Tieren pro Gruppe. * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe.
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Niere

In der Niere konnten fur kein Protein signifikante Unterschiede zwischen den
drei Gruppen beobachtet werden. Allerdings sah man folgende Tendenzen: Die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 war in der Ebselengruppe
etwas niedriger als in der Kontrollgruppe. Dieser Effekt war auch in der DMSO-
Gruppe zu erkennen. HO-1 wurde bei den Tieren der Ebselengruppe
geringfuigig mehr exprimiert als bei Tieren der Kontrollgruppe. In der Expression
des HSP-70 konnten zwischen den drei Gruppen keine Unterschiede entdeckt
werden. Wie auch in der Leber konnte eine Phosphorylierung der MAPK Erk1/2
aus versuchstechnischen Griinden nicht detektiert werden, die T-Erk1/2 war in
allen Proben gleichmaRig vorhanden. Die Western Blots sind in Abbildung 37,

die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung in Abbildung 38 dargestellt.

s6 kDa il o 0 DD P-STAT3
70kDa S e Nl HsP-70
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Abb. 37: Western Blots aus Nierenlysaten. Ausgewahlte Ergebnisse der Western Blot Analysen

der Tiere der Kontroll-, DMSO- und Ebselengruppe.
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Abb. 38: Densitometrische Auswertung der Western Blots aus Nierenlysaten. K =
Kontrollgruppe, DMSO = DMSO-Gruppe, Eb = Ebselengruppe. Die Daten wurden auf die

Ladungskontrollen normalisiert. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von jeweils sieben
Tieren pro Gruppe.

Das Untersuchungsergebnis zeigt, dass Ebselen die durch I/R induzierten
Signalwege organ- und proteinspezifisch beeinflusst. Die beobachteten Ver-
anderungen waren am starksten im Herzen ausgepragt, allerdings waren hier
die Veranderungen unter DMSO &hnlich.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung des Kleintier-EKZ-Modells

Der |I/R-Schaden tragt mal3geblich zu Morbiditat und Mortalitdt nach
herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ und DHCA bei. Die darin involvierten
Mechanismen und molekularen Signalwege sind allerdings bis heute nicht
ganzlich verstanden und der I/R-Schaden ist nach therapeutischen Optionen
kaum zuganglich. Ein valides Tiermodell ist dafiir geeignet, die beteiligten
molekularen Signalwege sowie therapeutische Interventionsmaoglichkeiten zu
untersuchen. Deshalb wurde in dieser Studie zunadchst ein geeignetes
Tiermodell etabliert.

Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen EKZ-Tiermodellen [Jungwirth et
al., 2005] sollte in dem hier vorgestellten Modell das Hauptaugenmerk auf dem
Gesamtorganismus und nicht auf einzelnen Organen liegen. Ein grof3er Vorteil
dieses Tiermodells ist die Mdoglichkeit, unmittelbar nach der Reperfusion die
Organe zu entnehmen und zu untersuchen. Damit lasst sich nachvollziehen,
wie sich der I/R-Schaden unmittelbar nach der Operation auf die verschiedenen
Organe auswirkt. Beim Menschen ist das in dieser Form nicht moéglich, da es
eine zu grolBe Belastung fur den Patienten darstellen wirde, nach der
Reperfusion Gewebeproben zu entnehmen. Auch in der Zellkultur kann man die
unmittelbaren Auswirkungen der I/R auf den Organismus nicht nachvollziehen,
da die Interaktion zwischen den Organen untereinander wie auch die Interaktion

mit dem Immunsystem fehilt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Ratten-EKZ-Modell etabliert, mit dessen
Hilfe der Einfluss von I/R wahrend EKZ mit DHCA auf den Gesamtorganismus
untersucht und bekannte pathophysiologische und molekulare Mechanismen
nachvollzogen werden konnten. In Tabelle 28 werden ausgewahlte Ergebnisse

mit aus der Literatur bekannten Auswirkungen der I/R verglichen.
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Tabelle 28: Vergleich der hier beschriebenen und diskutierten Ergebnisse mit

Literaturdaten.

I/R-induzierte Veranderungen

Literaturergebnisse

Erhéhung AST, ALT im Blut

Beschrieben in I/R-Modell der Ratte [Liu
etal., 2011]

Beschrieben in I/R-Modell des Menschen
[Silva et al., 2006]

Erhéhung Troponin I, CK-MB, LDH im Blut

Beschrieben in I/R-Modell in Zellkultur
[Wei et al., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell der Ratte [Wei
etal., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell des Menschen
Menschen [Karaca et al., 2006]

Erhdhung Kreatinin im Blut

Beschrieben in I/R-Modell in Zellkultur
[Vesey et al., 2004]

Beschrieben in I/R-Modell der Ratte
[Tuuminen et al., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell des Menschen
[Choi et al., 2011]

Erhéhung IL-6, TNF-a im Blut

Beschrieben in I/R-Modell in Zellkultur
[Tan et al., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell der Maus [Pan
etal., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell des Menschen
[Kim et al., 2012]

Anstieg der Leukozytenzahlen im Blut

Beschrieben in I/R-Modell des Hundes
[Baldwin et al., 1991]

Beschrieben in I/R-Modell des Menschen
[Fink et al., 2003]

Erhdhung p-STAT3 Herz

Beschrieben in I/R-Modell isolierter
Rattenherzen [Scarabelli et al., 2008
Beschrieben in I/R-Modell der Ratte
[McCormick et al., 2006]

Erhéhung p-STAT3 Lunge

Beschrieben in I/R-Modell der Ratte
[Oyaizu et al., 2012]

Erhéhung p-STAT3 Leber

Beschrieben in I/R-Modell in Zellkultur
[Lou et al., 2013]

Beschrieben in I/R-Modell der Maus
[Clarke et al., 2011]

Erhdhung p-STAT3 Niere

Beschrieben in I/R-Modell in Zellkultur
[Arani et al., 2006]

Beschrieben in I/R-Modell der Ratte [Si et
al., 2013]

Tabelle 28 vergleicht ausgewdahlte Ergebnisse dieser Studie mit Literaturdaten.
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Die beobachteten Veranderungen der meisten analysierten Blutparameter
zeigten, dass sie einem Einfluss der EKZ unterliegen. Erhdhte Plasmawerte der
Enzyme AST und ALT stellen einen Marker fur Leber-, Skelettmuskel- und
Herzmuskelschaden dar. Die signifikante Erhdhung der AST und die
tendenzielle Erh6hung der ALT nach I/R deuten auf nekrotischen Zelltod hin.
Ein Anstieg der Enzyme AST und ALT Kkonnte auch von anderen
Arbeitsgruppen beobachtet werden und war daher zu erwarten [Liu et al., 2011].
Die beobachtete Abnahme wahrend der Kihlung ist héchstwahrscheinlich auf
die im Rahmen der EKZ auftretende Hamodilution zurtickzufuhren.

Obwohl der Anstieg der Nierenretentionsparameter Kreatinin und Harnstoff
innerhalb des Referenzbereichs lag, deutet dieser auf eine Beeintrachtigung der
Nierenfunktion hin, welche hochstwahrscheinlich auf eine I/R-induzierte
Schadigung des Nierengewebes zuriickzufuhren ist [Boodhwani et al., 2009].
Troponin | und CK-MB stellen Marker fir Herzmuskelschéden dar. Der Anstieg
der Plasmaspiegel von Troponin |, CK-MB und LDH wurde in der Literatur auch
von anderen Arbeitsgruppen beim Menschen nach EKZ und I/R beschrieben
und war demnach zu erwarten [Karaca et al., 2006]. Ein Anstieg des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-6 ist laut Literatur mit der Reperfusion assoziiert
[Boengler et al., 2008], was anhand der vorliegenden Ergebnisse in dieser
Studie bestatigt werden konnte. Aul3erdem ist der beschriebene IL-6 Anstieg im
Einklang mit dem beobachteten Anstieg der Leukozyten wahrend der
Reperfusion. Der nach der Reperfusion beobachtete Anstieg von TNF-a konnte
auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden und war demnach zu
erwarten [Yassin et al., 2002].

Fur die Interpretation der Ergebnisse der Blutuntersuchungen ist es wichtig zu
erwahnen, dass in den Blutproben der Reperfusion Hamolyse zu beobachten
war. Hamolyse kann zu einem Anstieg der LDH, AST, ALT und CK-MB Werte
fuhren und damit die Ergebnisse beeinflussen [Koseoglu et al., 2011]. Des
Weiteren soll darauf hingewiesen werden, dass einige der bestimmten
Parameter sich wahrend des EKZ-Verlaufs deutlich veranderten, diese
Veranderung aufgrund der hohen Standardabweichungen jedoch z.T. nicht

signifikant waren.

84



Diskussion

Als eine weitere Folge der I/R konnten organspezifische Veranderungen des
Expressions- und Phosphorylierungsmusters von Stressproteinen beobachtet
werden. Die Rolle dieser Stressproteine im Kontext der Ischamie/Reperfusion
wird im Folgenden kurz diskutiert. Wahrend herzchirurgischer Eingriffe ist das
Myokard Stressoren wie Dehnung, Ischamie, vasoaktiven Substanzen und
Schubspannung ausgesetzt. Diese kdnnen u.a. MAPK-Kaskaden aktivieren.
Die erhbhte Gefal3permeabilitdt, vasomotorische Dysfunktionen und
Zytokinproduktion, die mit der inflammatorischen Antwort auf Operationen mit
EKZ einhergehen, werden zum Teil durch MAPK vermittelt. Die wahrend der
Operationen mit EKZ produzierten ROS konnen ebenfalls die MAPK-Aktivitat
verandern und damit zum I/R-Schaden beitragen. Signifikante Organfunktions-
storungen konnen durch eine Stérung physiologischer Prozesse, in die MAPK-
Signalwege involviert sind, entstehen. Die Regulation der MAPK ist dabei
unterschiedlich: wahrend es nach I/R zu einer verminderten Phosphorylierung
der Erk1/2 kommt, werden JNK und p38 vermehrt phosphoryliert [Clemont et
al., 2002; Khan et al., 2004]. Die Arbeitsgruppe von Khan zeigte, dass die
Aktivitat der Erk1/2 nach EKZ vermindert ist, und dies u.a. zu der Entstehung
einer koronaren, mikrovaskularen Dysfunktion beitragt [Khan et al., 2004]. Die
Aktivitat der MAPK-Signalkaskaden koénnte aufl’erdem zu dem erhohten
myokardialen  Reperfusionsschaden und der erhdhten pulmonalen
GefalRpermeabilitat beitragen, die haufig nach herzchirurgischen Eingriffen mit

kardiopulmonalem Bypass beobachtet werden [Khan et al., 2004].

Ein typisches Merkmal der inflammatorischen Antwort auf die EKZ stellt die
Produktion von Zytokinen dar. Sowohl MAPK-Signalwege als auch JAK/STAT-
Signalwege sind in die Regulation der Biosynthese von inflammatorischen
Zytokinen involviert. In einem Modell an isolierten, perfundierten Rattenherzen
resultierte die Inhibierung der p38-Kinase in einer verminderten myokardialen
TNF-a Produktion nach oxidativem Stress [Meldrum et al., 1998]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass MAPK an der Regulierung der IL-6 Genexpression
beteiligt sind [Craig et al., 2000]. Eine Studie von Hashimoto et al. zeigte, dass
die durch TNF-a und Interleukin-1 (IL-1) induzierte Interleukin-8 (IL-8)
Produktion von der p38-MAPK reguliert wird [Hashimoto et al., 1999]. Der JAK-

STAT Signalweg ist auch in die Biosynthese von anti-inflammatorischen
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Zytokinen involviert. Es ist bekannt, dass die Aktivierung von STAT3 durch IL-
10 Rezeptorbindung essentiell fur die anti-inflammatorischen Effekte von IL-10
ist. Dies konnte in einer Studie von Takeda und Mitarbeitern gezeigt werden.
STAT3-defiziente Mause produzierten vermehrt pro-inflammatorische Zytokine.
Dies beruhte darauf, dass die suppressive Wirkung von IL-10 auf die pro-
inflammatorische Zytokinproduktion komplett aufgehoben war [Takeda et al.,
1999].

Auch der JAK/STAT-Signalweg spielt eine Rolle in der I/R. Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT3 fuihrt zu einer Protektion von Zellen und ist in der
Lage, Herzmuskelzellen vor I/R-Schaden und oxidativem Stress zu schitzen
[Negoro et al., 2001]. Diese kardioprotektive Rolle von STAT3 konnte auch in
einer Studie von Oshima et al. nachgewiesen werden. Diese zeigte, dass
transgene Mause, die STAT3 Uberexprimieren, geringere Myokardinfarkt-
gréRen nach I/R aufwiesen als die nicht-transgenen Kontrolltiere [Oshima et al.,
2005]. AuRRerdem wurde beschrieben, dass STAT3-defiziente Mause nach I/R
deutlich mehr Apoptose in Herzzellen aufwiesen als die Kontrolltiere. Dies zeigt,
dass STAT3 in I/R der Apoptose entgegenwirkt [Stephanou, 2004]. STAT3 ist
auch bei der ischamischen Prakonditionierung im Gehirn [Kim et al., 2008],
Leber [Iniguez et al., 2006] und Herz [Smith et al., 2004] von Bedeutung, da es
einen Schutz der Zellen vermittelt. Neben STAT3 konnten auch fir STATS
kardioprotektive Eigenschaften beschrieben werden. In einer Studie, in der
Patienten vor Bypass-Eingriffen kurzen Ischamie-Phasen ausgesetzt wurden,
konnte eine deutlich vermehrte Phosphorylierung von STAT5 gegenuber der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Diese vermehrte Phosphorylierung war
assoziiert mit einer Protektion des Herzens [Heusch et al., 2012].
Interessanterweise scheint die Funktion von STAT3 und STAT5 bei Menschen
und Tieren unterschiedlich zu sein. Eine Aktivierung von STAT5 und nicht von
STAT3 ist beim Menschen mit einer Protektion des Herzens assoziiert,
wohingegen beim Tier eine STAT3 Aktivierung und STATS Inhibierung
kardioprotektiv wirken [Heusch et al., 2012].

Neben den MAPK- und JAK/STAT-Signalwegen sind auch Hitzeschockproteine

(HSP) im Kontext der I/R von Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Synthese von HSPs zu einem Schutz der Zellen vor Ischamie fuhrt, da durch
sie die Toleranz gegen myokardiale Schaden erhéht und die post-ischamische
Regeneration verbessert wird [Sammut & Harrison, 2003]. HSPs werden als
Antwort auf kurze und reversible I/R-Insulte exprimiert und spielen daher eine
Rolle in der myokardialen Prékonditionierung [Das & Maulik, 2006]. Des
Weiteren wurde beschrieben, dass Patienten mit koronaren Herzerkrankungen
erhohte 1gG-Antikdrper Spiegel gegen HSP-70 aufwiesen [Vogt et al., 2011].
Der zytoprotektive Effekt der HSP wahrend I/R scheint zumindest teilweise auf
einer vermehrten Bereitstellung von Enzymen der Atmungskette durch HSP-10,
HSP-60, HSP-72 und dem Schutz gegen oxidativen Stress durch HSP-32 zu
beruhen [Sammut & Harrison, 2003].

In der vorliegenden Studie war anhand der Phosphorylierung von STAT3 eine
inflammatorische Reaktion in allen Organen der Kontrolltiere zu erkennen. Dies
ist im Einklang mit den erhdhten Leukozytenzahlen und dem erhodhten IL-6
Serumspiegel der Kontrolltiere [Boengler et al., 2008]. Eine Reihe I/R-
induzierter Veranderungen in Proteinexpression und Phosphorylierung konnten
aufgrund von Literatur und vorausgehender Versuche erwartet werden.
Allerdings entsprachen die Veranderungen in der vorliegenden Studie nicht
immer den Erwartungen. Dafir kommen zwei Hauptgrinde in Frage:

Zum einen die Dauer der I/R, die auf die einzelnen Organe eingewirkt hat und
zum anderen die organspezifische Toleranz gegentber kurzzeitigen
ischamischen Abschnitten. Da in dem hier beschriebenen EKZ-Modell die
Proteinexpression und -phosphorylierung am Ende der gesamten EKZ-Zeit
analysiert wurden, kann dies zu einem vereinfachten Bild der Signalwege, die
wahrend der EKZ auftreten, fuhren. Da die verschiedenen Stressproteine oft
zeitabhangig agieren [Toledo-Pereyra et al., 2008; Bell et al., 2008], sollten in
weiterfihrenden Studien verschiedene Detektionszeitpunkte wéahrend des
Experiments bertcksichtigt werden. In der Literatur beschriebene abnorm hohe
Calciumspiegel als Ausloser von MAP-Kinase-Aktivierung und HSP-Induktion
kbénnen ausgeschlossen werden, da in den Calcium-Plasmaspiegeln keine
Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den nicht behandelten Tieren zu

erkennen waren.
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Ein wichtiger Punkt, den es bei der Interpretation der Ergebnisse zu
berticksichtigen gilt, ist die wahrend der Reperfusion beobachtete Hamolyse.
Die Freisetzung von Ham und Kohlenmonoxid (CO) kénnte die Signalwege
beeinflussen und zu organspezifischen Abweichungen fuhren [Kaizu et al.,
2008].

Neben den hier untersuchten Organen werden in der Literatur auch Schaden
des Gehirns und des Magen-Darm-Traktes nach I/R durch EKZ beschrieben
[Baehner et al., 2012; Abboud et al., 2008]. So kommt es beispielsweise nach
herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ mit einer Inzidenz von 1-3% zu einem
Schlaganfall. In Vorversuchen dieser Studie wurden deshalb neben Herz,
Lunge, Leber und Niere auch das Gehirn und der Magen-Darm-Trakt
entnommen und mittels Western Blot Analysen untersucht. Sowohl im Gehirn
als auch im Magen-Darm-Trakt waren die individuellen Unterschiede sehr grof3,

weshalb auf eine weitere Untersuchung dieser Organe verzichtet wurde.

88



Diskussion

4.2 Protektive Wirkung von Ebselen auf den I/R-Schaden

Herzchirurgische Eingriffe mit EKZ und DHCA kénnen I/R-Schaden im
gesamten Organismus hervorrufen [Christenson et al., 1996; Stoppe et al.,
2011]. Ein entscheidender Anteil an der Entstehung des I/R-Schadens wird den
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zugeschrieben [Prasad et al., 2009]. ROS
kénnen u.a. Lipidperoxidation initiieren, Proteine durch Oxidation inaktivieren
und DNA-Strangbriiche hervorrufen [Guo et al., 2012]. Diese Faktoren kdnnen
zu Gewebeschadigungen fuhren [Bromme et al., 2002] und im schlimmsten Fall
Multiorganversagen und damit den Tod des Patienten verursachen [Carden &
Granger, 2000]. Da die ROS malfigeblich an der Entstehung des I/R-Schadens
beteiligt sind, stellt der Einsatz von Antioxidantien eine mégliche Interventions-
maoglichkeit dar.

Aufgrund der anti-oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften, die
durch Selenoproteine vermittelt werden, wurde bereits in vielen Studien eine
Selen-Supplementierung durchgefuhrt. Es wird davon ausgegangen, dass die
Selen-Supplementierung den oxidativen Stress minimieren und damit
postoperative Komplikationen nach herzchirurgischen Eingriffen vermindern
kann [Liu et al., 2000]. Der Selenstatus der meisten Europé&er ist zu niedrig, um
eine gesattigte Expression der Selenoproteine GPx 3 und Selenoprotein P im
Blut zu gewabhrleisten [Steinbrenner et al., 2013]. Da Selenoprotein P das
hauptséachliche Transportprotein flr Selen ist, hat dies wiederum Auswirkungen
auf die Aktivitat dieser Selenoproteine in den Organen. Aul3erdem zeigten
Studien, dass ein niedriger Selenstatus bei SIRS-Patienten direkt mit einer
erhohten Morbiditat korreliert [Angstwurm et al., 2007; Manzanares & Hardy,
2009].

Um den Selenstatus zu verbessern, den anti-oxidativen Schutz zu optimieren
und damit dem I/R-Schaden vorzubeugen, gibt es zwei Moglichkeiten: Zum
einen gibt es die Mdglichkeit der Nahrungs-Supplementierung mit Selen,
welche mindestens Uber eine Woche erfolgen muss, um eine gesteigerte
Biosynthese der Selenoproteine zu gewahrleisten [Zhang et al., 2013]. Zum
anderen gibt es die Moglichkeit akut zu intervenieren. Dies kann beispielsweise

durch die Gabe von Enzym-Mimetika wie Ebselen oder exogenen
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Antioxidantien wie N-Acetylcystein, Vitamin C oder Vitamin E erfolgen [Mugesh
et al.,, 2001; Bolcal et al., 2007; Rodrigo et al., 2013]. Bei Patienten, fur die
elektive herzchirurgische Eingriffe geplant sind, wirde sich zur Prophylaxe
gegen den I/R-Schaden eine Nahrungs-Supplementierung anbieten. Bei
Notfallpatienten wéare dagegen die Gabe einer akut wirksamen Substanz wie
z.B. Ebselen angezeigt. In diesem Zusammenhang ist die hohe Bioverfugbar-
keit des Ebselens zu nennen, aufgrund welcher Ebselen besonders gut als
Therapeutikum zur akuten Intervention geeignet ist. Des Weiteren ist
anzumerken, dass in den zahlreichen Studien zu Ebselen keinerlei
Nebenwirkungen beobachtet wurden [Parnham & Sies, 2000]. Ein Nachteil des
Ebselens ist seine, auf Hydrophobie beruhende, schlechte L&slichkeit. In
wassrigen Ldsungen ist Ebselen nicht I6slich, weshalb zur Herstellung einer
L6ésung Losungsmittel wie DMSO, Ethanol oder Dimethylformamid verwendet

werden mussen [Ren et al., 2002].

Ebselen zeigt eine Vielzahl biologischer Wirkungen, die im Kontext des I/R-
Schadens von Interesse sind. Zu nennen ist an dieser Stelle unter anderem die
ausgepréagte anti-oxidative Aktivitdt des Ebselens, die auf der Imitation der
Glutathionperoxidase beruht. Die GPx ist ein Enzym, das in mehreren
Isoformen intra- und extrazellular vorkommt und Biomembranen sowie andere
zellulare Komponenten vor oxidativer Schadigung schitzt, indem es
verschiedene Hydroperoxide reduziert. Die GPx-ahnliche Aktivitat des Ebselens
resultiert hauptsachlich aus der Bildung katalytisch aktiver Selenole [Bhabak &
Mugesh, 2007]. Ebselen reagiert in Anwesenheit von Thiolen mit organischen
Hydroperoxiden, wodurch diese reduziert werden. Dabei ist es im Vergleich zu
den endogenen Enzymen leichter zuganglich und dadurch weniger spezifisch
fur Thiole. Wahrend die Glutathionperoxidasen hoch spezifisch fur Glutathion
(GSH) als Substrat sind, kann Ebselen auch andere Thiolverbindungen als Co-
Substrat nutzen [Parnham & Sies, 2000]. Die anti-oxidativen Eigenschaften von
Ebselen konnten sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden [Sies,
1994; Yamagata et al.,, 2008; Miorelli et al.,, 2008]. Die in dieser Studie
gemessene erhohte GPx-Aktivitdt in allen untersuchten Organen zeigt, dass
durch die Ebselen-Behandlung die Aktivitat der GPx erfolgreich gesteigert
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werden konnte. Diese Ergebnisse sind konform mit Resultaten anderer Studien
[Sies, 1993].

Neben den anti-oxidativen Eigenschaften des Ebselens wurden auch anti-
inflammatorische Eigenschaften beschrieben. Ebselen hemmt die Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine (TNF-a, Interferon y, Leukotriene B4, D4, E4) und
stimuliert die Ausschittung anti-inflammatorischer Substanzen wie z.B.
Interleukin-10 [Wendel et al., 1997; Parnham & Graf, 1987].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Ebselen den durch die extrakorporale Zirkulation und den hypothermen
Kreislaufstillstand induzierten I/R-Schaden im Gesamtorganismus teilweise
beeinflusst. Ebselen konnte beispielsweise den nach I/R auftretenden Anstieg
der Serumspiegel von AST, ALT, Troponin | und LDH und die damit ver-

bundene Nekrose der Leber- und Herzzellen verhindern.

In der Literatur wird seit kurzem eine programmierte Form der Nekrose, die sog.
necroptosis diskutiert, die mit I/R assoziiert ist. Dabei wird, vermittelt Gber die
aktivierte ERK1/2, die Poly-ADP-ribose-Polymerase (PARP) phosphoryliert und
dadurch aktiviert. Eine Uberaktivitat der PARP fuihrt zu NAD-Depletion, dadurch
zur Inhibierung der Glykolyse und letztlich zur programmierten Nekrose. In der
vorliegenden Studie war im Herzen die Aktivitat der p-Erk1/2 durch die Ebselen-
Behandlung signifikant vermindert, was die Inhibierung der Nekrose durch den
beschriebenen Weg der necroptosis erklaren konnte (Xu et al., 2010; Cohen-
Armon, 2007). Allerdings galt dies im gleichen Malie fir die Behandlung mit
DMSO, insofern kann nicht gesagt werden, ob es sich bei dem Effekt innerhalb
der Ebselengruppe um einen Effekt des Losungsmittels (DMSO) oder um die

Wirkung des Ebselens handelte.
Des Weiteren konnte organspezifisch eine Beeinflussung der durch I/R

induzierten Signalwege beobachtet werden. Diese soll im Folgenden fir die

einzelnen Organe beschrieben werden:
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Herz

Die Beeinflussung der durch I/R induzierten Signalwege war besonders
ausgepragt im Herzen. Neben der bereits erwdhnten signifikant verminderten
Phosphorylierung der Erkl/2 war eine tendenziell erh6hte Phosphorylierung
des STAT3 zu beobachten. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass
STATS3 kardioprotektive Eigenschaften besitzt [Soond et al., 2006; Lakkisto et
al., 2009]. STAT3 wird u.a. durch IL-6 aktiviert [Kurdi & Booz, 2007]. Die in der
Ebselengruppe geringfugig erhohten IL-6 Serumspiegel kdnnten einen Grund
fur die tendenziell erhdhte STAT3 Aktivitat im Herzen darstellen. Obwohl IL-6
ein pro-inflammatorisches Zytokin darstellt, wurde in Studien anderer
Arbeitsgruppen gezeigt, dass es auch kardioprotektive Eigenschaften besitzt
[Kurdi & Booz, 2007]. Die beschriebene Beeinflussung der Signalwege im
Herzen und der Serumspiegel von Troponin | und IL-6 geben einen Hinweis
darauf, dass durch den Einsatz von Ebselen die unmittelbar nach EKZ
auftretende Myokardschadigung positiv beeinflusst werden kann. Allerdings
muss erwahnt werden, dass die genannten Effekte des Ebselens teilweise auch
bei dem Lésungsmittel DMSO beobachtet wurden.

Die Auswirkungen von I/R auf das Herz wurden bereits in vielen Studien
beschrieben [Duicu et al., 2013; Schmidt et al., 2012]. Da die I/R aber auch
Auswirkungen auf andere Organe hat, sollte in der vorliegenden Arbeit der
Gesamtorganismus betrachtet werden. Deshalb wurden neben dem Herzen die
Organe Lunge, Leber und Niere untersucht. Auch in diesen Organen konnten

Effekte von Ebselen beobachtet werden.

Lunge

Im Gegensatz zum Herzen war die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
STAT3 in Lunge, Leber und Niere tendenziell vermindert. Eine verminderte
Phosphorylierung des STAT3 wurde auch in Studien anderer Arbeitsgruppen
beobachtet. So konnte die Arbeitsgruppe von Farivar zeigen, dass eine
verminderte STAT3 Aktivitat die Lungen vor I/R-Schéaden schitzen kann.
Interessanterweise war diese verminderte STAT3 Aktivitat durch die Gabe von

IL-6 vermittelt, was normalerweise als STAT3 induzierend angesehen wird
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[Farivar et al., 2006]. Andere Studien beschrieben dagegen, dass eine durch
CO induzierte, vermehrte STAT3 Aktivierung in einem I/R-Modell der Lungen
anti-apoptotisch und damit protektiv auf Endothelzellen der Lunge wirkte [Zhang
et al., 2005]. Die genaue Rolle von STAT3 auf I/R-vermittelte Lungenschaden
scheint bisher nicht ganzlich geklart zu sein. Neben der verminderten STAT3
Aktivitat war eine geringflgig vermehrte HO-1 Expression in der Lunge zu
beobachten. Andere Studien haben gezeigt, dass eine vermehrte HO-1
Expression protektiv gegen ROS-induzierte Lungenschaden wirkt und Tiere, die
HO-1 Uberexprimieren, eine erhOhte Resistenz gegen Hypoxie bedingte
Schaden aufwiesen [Haines et al.,, 2012]. Daneben war in den Lungen eine
signifikant verminderte Phosphorylierung der Erk1/2 erkennbar. Yamamoto et
al. zeigten in einem Lungentransplantationsmodell an Ratten, dass die
Aktivierung der Erk1/2 eine wichtige Rolle in der Induzierung des I/R-Schadens
spielt [Yamamoto et al., 2011]. Demnach konnte eine verminderte Erkl/2
Aktivitdt dem I/R-Schaden in der Lunge entgegenwirken.

Aulerdem wiesen die Tiere der Ebselengruppe eine tendenziell vermehrte
HSP-70 Expression auf. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte gezeigt werden,
dass Stressproteine wie HSP-70 eine wichtige zytoprotektive Rolle bei
Lungenschaden und -entzindungen spielen [Wheeler & Wong, 2007].
Aufgrund dieser Ergebnisse kann der Einfluss von Ebselen auf I/R induzierte
Lungenschaden als positiv interpretiert werden, wobei auch hier teilweise
ahnliche Effekte in der DMSO-Gruppe beobachtet werden konnten.

Leber

In der Leber war in der Ebselengruppe ein moderater Anstieg des HSP-70 zu
beobachten. Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass HSP-70 die
inflammatorische Antwort nach partieller Hepatektomie reduzieren und die
Leberregeneration fordern kann [Oka et al., 2013]. Des Weiteren fand die
Arbeitsgruppe von Cressman heraus, dass IL-6 eine wichtige Rolle in der
Leberregeneration spielt. IL-6 knockout Mause zeigten eine verschlechterte
Leberregeneration nach partieller Hepatektomie im Vergleich zum Wildtyp. Eine
einmalige, préoperative IL-6-Gabe filhrte bereits zu einer deutlichen
Verbesserung der Regeneration [Cressman et al., 1996]. Allerdings wurde
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dieser Effekt u.a. Gber eine Aktivierung des STAT3 vermittelt, welcher in den
Tieren der Ebselengruppe signifikant vermindert war. Die tendenziell erhdhten
IL-6 Spiegel der Tiere der Ebselengruppe zusammen mit den erniedrigten AST-
und ALT-Serumspiegeln und der vermehrten HSP-70 Expression stellen einen
Indikator dafir dar, dass Ebselen die nach I/R auftretende Leberschadigung

reduzieren kann.

Niere

In der Niere war die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 in der
Ebselengruppe ebenfalls leicht vermindert. Die Arbeitsgruppe von Si fand
heraus, dass eine Inhibierung der I/R-induzierten Aktivierung des JAK/STAT-
Signalweges die Nieren gegen I/R-Schaden schiitzt [Si et al., 2013]. Des
Weiteren wurde eine geringfugig erhdhte Expression der HO-1 beobachtet.
Eine Studie von Cheng et al. ergab, dass die Gabe von Adiponektin bei Mausen
zu einer Steigerung der HO-1 Expression fuhrt. Dies resultierte in einer
Verminderung der I/R-induzierten Nierenschéden, was darauf hinweist, dass
HO-1 in der Niere zytoprotektiv wirkt [Cheng et al.,, 2012]. Trotz dieser
molekularen, nierenprotektiven Wirkungen konnte kein Einfluss des Ebselens
auf funktionelle, nierenspezifische Parameter wie z.B. Kreatinin und Harnstoff

festgestellt werden.

Der moderate Anstieg des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 in den Ebselen-
und DMSO-behandelten Tieren entspricht nicht den Erwartungen. In der
Literatur wird diskutiert, dass ein Anstieg der Zytokine IL-6 und TNF-a wahrend
der Reperfusion zu der Pathophysiologie des I/R-Schadens beitragt [Zhang &
Chen, 2008].

Des Weiteren ist in der Literatur beschrieben, dass eine erhdhte Morbiditat und
Mortalitdt nach EKZ mit erhdhten systemischen Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-10 korrelierten [Hill et al., 1997].
In einer Arbeit von Gladilin et al. wurde gezeigt, dass Ebselen die Plasma IL-6
Spiegel nach Hirnischamie signifikant vermindern konnte [Gladilin et al., 2000].
Dementsprechend war ein verminderter Anstieg der Zytokine durch die

Ebselenbehandlung zu erwarten. Dies war aber nicht der Fall: die TNF-a
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Spiegel zeigten kaum eine Beeinflussung durch Ebselen. Der beschriebene
Anstieg von TNF-a wahrend der Kuhlung ist nur auf ein Tier zurtckzufuhren
und daher nicht aussagekraftig genug. Die IL-6 Spiegel stiegen nach
Ebselenbehandlung leicht an. Allerdings ist in der Literatur beschrieben, dass
IL-6 in nicht-infektiosen Entziindungen akut exprimiert wird und in diesem Fall
eine wichtige Rolle fur die Abwehr des Wirtes spielt, da es verschiedene
Abwehrzellen stimuliert [Tanaka & Kishimoto, 2012]. Diese Beobachtungen sind
im Einklang mit den bereits beschriebenen zytoprotektiven Eigenschaften des
IL-6 und konnten auch den Anstieg in der Ebselengruppe erklaren, da sich
Ebselen — wie bereits erwahnt - zur akuten Intervention eignet. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass GPx1 die Expression pro-inflammatorischer
Zytokine nach LPS-Behandlung fordert [Bozinovski et al., 2012]. Da die GPx-
Aktivitat in den Organen der Ebselen-behandelten Tiere signifikant hoher war
als in der Kontrollgruppe, kénnte dies eine Erklarung fur die erhohten IL-6
Spiegel sein.

Ein weiterer Befund, der eine Abnahme des IL-6 Spiegels erwarten lassen
wirde, ist die tendenziell verminderte STAT3-Phosphorylierung in drei von vier
untersuchten Organen, da die STAT3-Phosphorylierung durch IL-6 stimuliert
wird. Da in der vorliegenden Arbeit lediglich die Serumspiegel des IL-6
gemessen wurden, kann man allerdings keine sichere Aussage uber die IL-6
Spiegel in den einzelnen Geweben machen. Demnach ist ein Zusammenhang
zwischen den IL-6 Serumspiegeln und der STAT3-Phosphorylierung in den
Organen nicht zwingend. Da der IL-6 Anstieg in der Ebselengruppe nicht
signifikant war und die Werte grof3en individuellen Schwankungen unterlagen,
empfiehlt sich die Untersuchung des Einflusses von Ebselen auf IL-6 mit einer

grof3eren Stichprobenanzahl.

Neben dem Einfluss des Ebselens auf klinisch-chemische Blutparameter und
molekulare Signalwege konnte auch ein positiver Einfluss auf die
hamodynamischen Parameter festgestellt werden. Es ist bekannt, dass die
starke Haemodilution wahrend EKZ die Morbiditat und Mortalitdt nach
herzchirurgischen Eingriffen erhdht [Ranucci et al., 2006; Karkouti et al., 2005].
In einer prospektiven, randomisierten Studie fanden Goepfert et al. heraus,

dass Patienten, die einer individuell optimierten hdmodynamischen Therapie
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unterzogen wurden, im Vergleich zu der Kontrollgruppe unter anderem einen
verminderten Bedarf an Katecholaminen zeigten. Die Patienten dieser Gruppe
zeigten postoperativ weniger Komplikationen und einen kirzeren Aufenthalt auf
der Intensivstation als Patienten der Kontrollgruppe [Goepfert et al., 2013].
Dass die Ebselen-Behandlung zu einem leicht verminderten Katecholamin- und
Volumenbedarf fuhrte, konnte ebenfalls zu einer Verbesserung der
postoperativen Genesung beitragen.

Des Weiteren war der Anstieg der Leukozytenzahl, der haufig nach EKZ
beobachtet werden kann [Fink et al., 2003], in der Ebselen- wie auch in der
DMSO-Gruppe weniger ausgepragt als in der Kontrollgruppe, was ebenfalls zu

einer verbesserten Genesung beitragen kénnte.

Wie auch in den Etablierungsversuchen waren in den Untersuchungen zur
protektiven Wirkung von Ebselen auf den I/R-Schaden teilweise Unterschiede
zwischen Tieren der Ebselen- und der Kontrollgruppen zu beobachten.
Aufgrund hoher Standardabweichungen erreichten diese jedoch z.T. keine
Signifikanz. Deshalb wére es sinnvoll, in weiterfuhrenden Studien den Einfluss
von Ebselen auf die entsprechenden Parameter mit einer grofR3eren

Stichprobenzahl zu untersuchen.

Neben der Supplementation mit Selen sind in der Literatur auch andere
antioxidative  Therapieansatze beschrieben. Dazu gehort z.B. die
Supplementation mit anderen Spurenelementen wie Kupfer und Zink. Studien
konnten zeigen, dass im Verlauf von herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ nicht
nur der Selengehalt, sondern auch die Plasmawerte von Kupfer und Zink
signifikant verringert werden. Diese sind wie Selen essentiell, um das Redox-
Gleichgewicht aufrecht zu halten und vor oxidativem Stress zu schitzen
[McDonald et al., 2012]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass die
praoperative Gabe von N-Acetylcystein und Magnesium die Entstehung von
oxidativem Stress wahrend Eingriffen mit EKZ signifikant vermindern konnte,
was mit weniger postoperativen Komplikationen einherging [Kurian &
Paddikkala, 2010].
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Obwohl Antioxidantien einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur
Behandlung einer Vielzahl von Krankheiten wie z.B. Sepsis [Alhazzani et al.,
2013], Krebs [Steinbrenner et al., 2013], Diabetes mellitus [Goldenstein et al.,
2013] oder kardiovaskularen Erkrankungen [Rees et al., 2013] darstellen, ist ihr
klinischer Nutzen bisher eher gering. Dafir werden in der Literatur
verschiedene Griunde diskutiert. Es stellt sich beispielsweise die Frage, ob der
oxidative Stress verantwortlich fir die Pathogenese bestimmter Erkrankungen
ist oder ob er nur eine Konsequenz dieser ist. AuRerdem ist es schwer zu
beurteilen, ob eine Intervention mit Antioxidantien die oxidative Schadigung im
Patienten in einem therapeutisch nitzlichen Ausmald reduziert hat. Um dies
besser beurteilen zu konnen, misste man die oxidativen Schaden im Patienten
direkt messen und zeigen, dass diese Schaden mit der Erkrankung korrelieren
bzw. eine Verhinderung dieser Schaden durch Antioxidantien zu einer
klinischen Verbesserung fuhrt. Technische Schwierigkeiten bei der Messung
der oxidativen Schéden stellen ein Problem dar. Deshalb ist es essentiell,
spezifischere Marker fir ROS und oxidativen Stress in vivo zu entwickeln.

Ein weiterer Aspekt ist die Tatsache, dass Antioxidantien auch die bereits
beschriebenen positiven Eigenschaften der ROS blockieren. Da eine
kontrollierte ROS-Produktion wichtig fur das Redox-Signaling ist und
metabolische Prozesse Uber die Aktivierung von Signalkaskaden beeinflusst,
kann die Verwendung von Antioxidantien schaden, indem solche
Signalkaskaden unterbrochen werden.

Damit ein Antioxidanz oxidativen Stress vermindern kann, muss seine Aktivitat
die lokale antioxidative Abwehr auf ein Niveau erhdéhen, dass Uber der basalen,
endogenen Aktivitat liegt. Die Menge vieler natiurlich vorkommender
Antioxidantien wie Vitamin C oder E im Organismus wird auf diversen Ebenen
mit unterschiedlichen Rickkopplungsmechanismen reguliert, um das normale
Niveau aufrecht zu erhalten. Deshalb ist es oft schwierig, die Spiegel
endogener Antioxidantien deutlich Uber das basale Niveau zu steigern.
AulRerdem wirken Antioxidantien als integriertes Abwehrsystem, dass
Eigenschaften einzelner Stoffe miteinander kombiniert. Daher kann die Zugabe
eines exogenen Antioxidanz zu einer kompensatorischen Herunterregulierung
endogener Antioxidantien fihren, so dass die antioxidative Abwehr in der

Summe nicht gesteigert wird.
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Eine ausreichend gro3e Menge Antioxidanz, die fur die Minimierung der
pathologischen oxidativen Schadigung erforderlich ist, zu ihrem intrazellularen
Bestimmungsort zu beférdern, stellt ebenfalls ein Problem dar. Antioxidantien
verteilen sich in der Regel sehr einheitlich im Organismus und innnerhalb von
Zellen, wohingegen oxidative Schaden oft in bestimmten Zelltypen oder
Zellorganellen wie Mitochondrien lokalisiert sind. Dementsprechend kann es
vorkommen, dass der Gesamtgehalt an Antioxidantien in einem Gewebe oder
in einer Zelle zwar adaquat ist, die lokale Antioxidantienkonzentration aber

trotzdem nicht ausreicht, um die betroffenen Organellen zu schitzen.

Zur Verbesserung des therapeutsichen Nutzens von Antioxidantien waren
spezifische Antioxidantien hilfreich, die in der Lage sind, selektiv schadigende
ROS innerhalb bestimmter Organe/Zellen/Zellorganellen zu reduzieren um eine

klinische Verbesserung zu erzielen [Murphy, 2013].
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4.3 Limitationen der Studie

Trotz der hier beschriebenen positiven Wirkungen von Ebselen auf den I/R-

Schaden hat die vorliegende Studie folgende Limitationen:

Zu nennen ware hier zum einen die Applikationsart des Ebselens. Um sicherzu-
stellen, dass Ebselen sich vor Anschluss der Tiere an die HLM gleichmé&fR3ig im
Kdrper verteilt, wurde es intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Studien zeigten, dass
durch eine i.p.-Applikation sehr schnell eine weitaus hohere Medikamenten-
konzentration in den Organen der Bauchhohle erreicht werden konnte als durch
intraventdse Applikation [Shimada et al., 2005]. AuBerdem kdnnen durch eine
i.p.-Applikation hohe Medikamentenkonzentrationen in der Portalvene erreicht
werden, Uber die das Medikament im Kdrper verteilt wird [Speyer et al., 1981].
Anhand der Ergebnisse der Selenbestimmung ist sichtbar, dass die
gleichmafige Verteilung des Ebselens gelungen ist. Allerdings stellt die i.p.-
Applikation von Medikamenten ein Problem fir die klinische Anwendung dar. In
Studien Uber intraperitoneale Verabreichung von Medikamenten bei
Ovarialtumoren wurden aufgrund der i.p.-Applikation Komplikationen wie
grof3flachige intraabdominale Verwachsungen, lokale Infektionen, Abszess-
bildung oder Obstruktionen beschrieben [Sakuragi et al., 2000]. Da eine i.p.-
Applikation mit Risiken wie z.B. einer Gefal3verletzung nach der fur die HLM
notwendigen Vollheparinisierung einhergeht, ware das Risiko einer i.p.-
Applikation beim Menschen zu grof3. In anderen Studien wurde Ebselen oral
verabreicht [Ogawa et al., 1999]. Allerdings wurde es Uber einen langeren
Zeitraum gegeben, um sicherzustellen, dass es sich gleichmallig im Korper
verteilt. Da in der hier vorliegenden Arbeit Ebselen als Therapeutikum fur die
akute Intervention getestet wurde, kam eine orale Verabreichung tiber mehrere
Tage nicht in Frage.

Die Problematik der Applikationsart ergibt sich aus der schlechten
Wasserloslichkeit des Ebselens. Diese macht die Verwendung eines
Losungsmittels wie DMSO notwendig. Ein grof3er Teil der Effekte von Ebselen
konnte auch in der L&sungsmittelgruppe beobachtet werden. DMSO agiert
bekanntermaf3en als Radikalfanger. Daher zeigen diese Ergebnisse, dass der

Einsatz von Antioxidantien zur Linderung des I/R-Schadens generell einen
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vielversprechenden Ansatz darstellt. Da die Effekte des Ebselens aber nur
teilweise spezifisch und unabhangig vom DMSO waren, sollten andere
organische Selenverbindungen in weiterfUhrenden Studien getestet werden.
Diese sollten die positiven Eigenschaften des Ebselens teilen, jedoch eine
bessere Wasserloslichkeit aufweisen, um z.B. eine intraven0se Gabe zu

ermoglichen.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist der Zeitpunkt der Probennahme zur
Untersuchung der Signalwege. Die untersuchten Organe wurden am Ende des
Versuches nach 60 Minuten Reperfusion entnommen. Die Ergebnisse spiegeln
folglich nur den Effekt von Ebselen wieder, der unmittelbar am Ende der
Reperfusion auftritt. Ob das Ebselen sich auch positiv auf die Regeneration
auswirkt und die postoperative Morbiditdt und Mortalitat senken kann, ist in
dieser Studie nicht beurteilbar. Von daher sind chronische Versuche mit
mehrtagigen Uberlebenszeiten der Tiere der nachste Schritt um zu
untersuchen, ob Ebselen auch langfristig einen positiven Einfluss auf die

Regeneration nach I/R hat.

Nicht zuletzt stellt die Anzahl der Tiere eine Limitation dar. Viele der
beschriebenen Ergebnisse zeigten potentielle Verdnderungen, welche aufgrund
der hohen Standardabweichungen jedoch oft nicht signifikant waren. Dies
konnte durch eine groRere Stichprobenanzahl positiv beeinflusst werden.

Trotz dieser Einschrankungen zeigen die Ergebnisse die Mdoglichkeit eines
therapeutischen Ansatzes mit Antioxidantien, um den durch kardiochirurgische
Eingriffe ausgeldsten [I/R-Schaden zu reduzieren und die Suche nach

alternativen, eventuell potenteren Mitteln zu foérdern.
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