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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ziel der Arbeit

Die Behandlung eines hdmorrhagischen Schocks ist im heutigen Europa durch
eine addquate Erstversorgung iiberwiegend aufgrund der hohen Dichte an
Krankenhdusern gewihrleistet. Dennoch kommt es trotz der ausgezeichneten
Versorgungsmdglichkeiten hdufig nach der Reperfusion der Patient*innen tiber das
sogenannte systemische inflammatorische response-Syndrom (SIRS) zu einem
Multiorganversagen (MOV), welches nicht selten einen todlichen Ausgang hat.
Diese Problematik fordert daher intensive Forschung bzgl. alternativer oder
erginzender Therapiemoglichkeiten in diesem Bereich. Forschungsarbeiten von
anderen Arbeitsgruppen sowie eigene Vorarbeiten haben gezeigt, dass das
zellgédngige, proteaseresistente Inhibitorprotein der c-Jun N-terminalen Kinase, D-
JNK-1, einen Angriffspunkt zur Verbesserung des Outcomes und Verminderung
von Organschdden nach Hadmorrhagie- und Reperfusionstrauma, wie es bei
Transplantationen, Ischdmiegeschehen und hdmorrhagischem Schock der Fall ist,
darstellt. Dabei iibt D-JNK-1 sowohl auf die systemische als auch auf die lokale
Inflammationsreaktion eine hemmende Wirkung, welche durch das Hdmorrhagie-
und Reperfusionstrauma ausgelost wird, und im klinischen Kontext zum SIRS oder
MOV fiihrt, aus.

Eine weitere Problematik der unfallchirurgischen Kliniken weltweit ist das
héufige Vorliegen des Krankheitsbildes und der Auswirkungen einer chronisch
ethyltoxischen Leberschiddigung bei Traumapatient*innen. Die Modulation der
normalen physiologischen Abldufe des Organismus durch diese Erkrankung hat
einen relevanten Einfluss auf das Outcome und die Therapie der betroffenen
Patient*innen, und verlangt nach einer interdisziplindren Zusammenarbeit
verschiedener klinischer Disziplinen.

Dieser Arbeit wurde das Ziel gesetzt, die Auswirkungen des Himorrhagie- und
Reperfusionstraumas bei Vorliegen eines durch chronischen Ethanolkonsum
ausgeldsten Leberschadens, unter besonderer Beachtung des Transkriptionsfaktors

NF-«kB genauer zu untersuchen, sowie die Einfliisse einer Hemmung der c-Jun N-
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terminalen Kinase mittels D-JNKI-1 unter diesen Bedingungen in einem

Tiermodell an Méusen abzubilden.

1.2 Traumageschehen und Alkoholmissbrauch

Im Jahr 2017 gab es nach Angaben der Deutschen Hauptstelle fiir
Suchtgefahren in Deutschland ca. 1,6 Millionen behandlungsbediirftige
Alkoholabhingige und 1,4 Millionen Menschen mit einen Alkoholmissbrauch im
Alter zwischen 18 und 64 Jahren!. Chronischer Alkoholmissbrauch fiihrt, neben
den bekannten Folgeschiden des Alkoholmissbrauches, nicht nur zu einer
signifikant verschlechterten Morbiditdt und Mortalitdt nach einem erlittenen
Polytrauma®?, sondern auch zu viel hiufigeren Unféllen mit schweren und
multiplen lebensbedrohlichen Verletzungsfolgen in dieser Patient*innengruppe’*.
Neben Verkehrsunfillen sind Stiirze in der hduslichen Umgebung, ,,Freizeitunfille*
oder auch  seltener  Unfdlle im  Arbeitsumfeld ein  hdufiger
Verletzungsmechanismus®.  Auch  Verbrennungsunfille, Beinahe-Ertrinken,
gewalttitige Auseinandersetzungen und suizidale Handlungen treten vermehrt bei
Alkoholmissbrauch  auf. Besonders hdufige durch Unfille bedingte
Verletzungsfolgen sind Schédelhirntraumen, jedoch auch Wirbelséulen- und
Verletzungen der unteren Extremitdt’. Die erhohte Morbiditdt und Mortalitit
wihrend der sich an das Trauma anschlieBenden Intensivtherapie resultiert dabei
aus schwereren posttraumatischen Verldufen mit Entwicklung von SIRS, Sepsis
und MODS und signifikant héufigerem Auftreten von Komplikationen
(beispielsweise Pneumonie, Blutungs- und Gerinnungsstdrungen, kardiale
Komplikationen)?.

Spricht man von Alkoholmissbrauch im Zusammenhang mit Unféllen und
Polytrauma, so ist es ein relevanter Unterschied, ob eine akute Alkoholintoxikation
bei einer Person ohne chronischen Alkoholmissbrauch, wozu auch das sog. ,,bindge
drinking*® gezahlt wird, oder ein chronischer Alkoholmissbrauch ggf. mit durch
chronischen Alkoholkonsum bedingten Folgeschiden, besteht. So ist zwar das
Patient*innenkollektiv mit hohen Blutalkoholspiegeln bei einer akuten

Alkoholintoxikation noch héufiger bei Unfdllen mit einem Fahrzeug involviert als
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das Patient*innenkollektiv mit einem chronischen Alkoholmissbrauch oder
méBigem Blutalkoholspiegel’. Im Tiermodell zeigt es sich aber, dass eine akute
Alkoholintoxikation ohne vorliegenden chronischen Alkoholmissbrauch im
Rahmen von Trauma und Héimorrhagie sogar eine Abschwéchung der
posttraumatischen Inflammationsreaktion herbeifiihren kann®!'!. In zahlreichen
klinischen, in vivo und in vitro Studien wurden die Auswirkungen von Alkohol
untersucht, jedoch mit unterschiedlichsten Ergebnissen!®!>!°, Dabei stehen sich
Studien gegeniiber mit erhohter Mortalitit, erhohten Komplikationsraten und
schlechteren QOutcome Ergebnissen versus erniedrigter Mortalitdt, geringerem
Organschaden und verbessertem Outcome. Als zugrundeliegende Mechanismen
wird u.a. der Einfluss von Alkohol auf das Immunsystem, die post-traumatische

Inflammation, die Gerinnung und den Sédure-Base-Haushalt diskutiert.

1.3 Ethyltoxischer Leberschaden

Leberschiadigungen infolge von {ibermdBigem Alkoholkonsum und
Alkoholmissbrauch  sind ein relevantes und  weltweit  verbreitetes
Gesundheitsproblem. Die Statistiken der deutschen Hauptstelle fiir Suchtfragen
(DHS eV.) belegen die groe Rolle von Alkohol als Genuss und Suchtmittel. So
betrug der pro-Kopfverbrauch an reinem Alkohol 2012 9,5 Liter’. Die Privalenz
alkoholbezogener Storungen nach DSM-IV bei Erwachsenen zwischen 18 und 64
Jahren betrug 4,7% bei Ménnern und 1,5% bei Frauen beziiglich der Diagnose
Alkoholmissbrauch, bei der Diagnose Alkoholabhingigkeit betrugen die Zahlen
4,8% in der Gruppe der Miénner und 2,0% in der Gruppe der Frauen in
Deutschland®®. Diverse Studien haben sich mit der Entwicklung eines
alkoholtoxischen Leberschadens (alcoholic liver disease = ALD) befasst, hier zeigt
sich, dass die Entwicklung einer alkoholtoxischen Lebererkrankung von der Menge
und der Dauer der Alkoholaufnahme abhingig ist. Es wurde unter anderem
nachgewiesen, dass im Allgemeinen ein tiglicher Konsum von 80-160 g Ethanol
das Risiko einen alkoholtoxischen Leberschaden zu entwickeln um das Fiinffache,

ein Konsum von >160 g um das 25-fache, steigert?!->2.
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Die Entwicklung eines alkoholtoxischen Leberschadens wird dabei von
multiplen Faktoren individuell beeinflusst. Ein entscheidender Faktor ist
beispielsweise das Geschlecht: so betrdgt die Ethanoldosis, welche eine signifikante
Zunahme der Zirrhose-Inzidenz ausldst, bei Frauen 20 g, wéihrend es bei Ménnern
40 g sind. Weitere Untersuchungen belegen, dass Frauen auch anfilliger fiir die
Entwicklung einer alkoholtoxischen Leberzirrhose sind*>%’. Auch die ethnische
Herkunft**,  Fehl- und/oder = Mangelerndhrung?®,  Ubergewicht  und
Insulinresistenz?%?7, virale Hepatitis?®, Eiseniiberlastung und Nikotinabusus?-3!
sind Faktoren, die die Entwicklung und das Fortschreiten der ALD beeinflussen.
Nicht zuletzt spielen auch genetische Faktoren wie Polymorphismen von Genen,
die in den Alkoholmetabolismus und die endotoxinvermittelte Ausschiittung von
Zytokinen involiert sind, eine Rolle*2.

Pathogenetisch umfasst der ethyltoxische Leberschaden (ALD) das gesamte
Spektrum der Leberschdden von der Steatosis iiber Steatohepatitis und Leberfibrose
bis hin zur Leberzirrhose, und bis zur Entwicklung eines hepatozelluldren
Carcinoms (HCC) in 3-10% der Fille?**3-*4, Zumeist wird die ALD in die 3 Stadien
unterteilt: Steatosis hepatis, Steatohepatitis und Leberfibrose/Leberzirrhose, welche
sich histologisch unterscheiden lassen; die Stadien werden dabei nicht streng
nacheinander durchlaufen, sondern konnen in der Leber eines Individuums parallel
vorliegen und nachgewiesen werden®’.

Die Diagnosestellung eines alkoholbedingten Leberschadens beruht auf der
positiven Anamnese in Bezug auf Alkoholkonsum, wobei der von den
Patient*innen zugegebene Konsum meist deutlich geringer als der tatséchliche
Konsum ist, oder aber der Konsum sogar komplett verneint wird*>-*¢, Des Weiteren
werden hierbei histologische Verdnderungen und die Erhéhung von
laborchemischen Parametern, die im peripheren Blut nachgewiesen werden
konnen, berticksichtigt’’. Fiir die Evaluation des riskanten Alkoholkonsums wurden
multiple Scores und Tests entwickelt, hdufig angewendet wird z.B. der CAGE-Test
(C- cut down, A- annoying, G- guilty, E- eye opener). Als laborchemische
Parameter konnen Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase
(ALT), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), das mittlere corpuskulidre Volumen
(MCV) und das Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT)*® Hinweise auf das
Vorliegen einer ALD geben. In fortgeschrittenen Stadien kommen

Bilirubinerhhung, Hypoalbuminidmie, Thrombozytopenie und eine verdnderte
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Partielle Thromboplastinzeit (PPT) hinzu. Offensichtlicher als die klinische
Diagnose einer ethanolbedingten Lebererkrankung ist in den meisten Féllen die
Diagnose des chronischen Alkoholismus, gekennzeichnet durch typisches
psychovegetatives Verhalten und &uBerliche Merkmale. In der klinischen
Untersuchung fillt als korperliches Symptom der Leberverfettung eine
Lebervergroflerung, Hepatomegalie, auf. Abdominelle Beschwerden, Vollegefiihl,
Oberbauchschmerzen, oder Ubelkeit konnen wechselnd intermittierend auftreten,
sind aber nicht obligat®®. 20-30% der Patient*innen zeigen im Stadium der Fettleber
Hautverdnderungen wie Spider naevi oder Palmarerythem®’. Im Stadium der
Steatohepatitis, einer Fibrose oder der Zirrhose, sind die klinischen Symptome sehr
unterschiedlich ausgeprigt, und die Patient*innen konnen nahezu asymptomatisch
bis zu schwer erkrankt imponieren. Folgende mehr oder minder unspezifische
klinische Beschwerden und Befunde konnen hierbei auftreten: Fieber,
Gewichtsverlust, Ubelkeit, Erbrechen, Meteorismus, abdominelle Schmerzen,
Hepatomegalie, Splenomegalie, Ikterus, hepatische Enzepohalopathie, Spider
naevi, Palmarerythem, Gynikomastie bei Minnern, Odeme, Aszites. Liegt eine
fortgeschrittene Fibrose oder Zirrhose vor, so treten zusitzlich die
leberspezifischeren Zeichen und Folgen der Leberinsuffizienz und des
Pfortaderhochdrucks in den Vordergrund, mit Ikterus, Odemen, Aszites,
Splenomegalie und Osophagusvarizen.

Die Sonographie ist die bildgebende Methode der ersten Wahl, wenn Klinik und
Laborbefunde den Verdacht auf eine alkoholische Lebererkrankung lenken. Hier
imponiert bei Vorliegen einer Fettleber eine erhohte Echogenitit des
Leberparenchyms. Der Ubergang von der Fettleber zur Fibrose, Steatohepatits oder
frithen Zirrhose, kann mittels Sonographie aber nicht bestimmt werden. Bei voller
Ausprigung der Zirrhose wiederum konnen Verdnderungen des portalen
Gefédllsystems als Ausdruck portaler Hypertension und Strukturverdnderungen, wie
einer welligen oder polyzyklischen Leberkontur bei abgerundetem oder
verplumptem Leberrand dargestellt werden*!. Des Weiteren bieten sonographische
Verfahren auch die Moglichkeit der Diagnose eines hepatozelluldren Karzinoms,
weshalb bei Vorliegen einer Zirrhose alle 6 Monate sonographische
Kontrolluntersuchungen zur Fritherkennung hepatozelluldrer —Karzinome
empfohlen werden*?. Zur Untersuchung des Vorliegens einer Leberfibrose/Zirrhose

kann die Elastographie, eine nicht invasive Messung der Lebersteifigkeit, eingesetzt
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werden***, Diese ist bislang noch mit einigen Nachteilen behaftet, wie der
unzureichenden Erfassung von gering oder méBiggradig ausgeprigten Fibrosen,
Storungsanfilligkeiten durch andere Leberverdnderungen oder extrahepatische
Faktoren wie Adipositas. Als Goldstandard der Diagnose einer Fettleber gilt die
Leberbiopsie und nachfolgende histologische Untersuchung. Klinische und
bildgebende Verfahren kdnnen zwar Hinweise auf das Vorliegen einer Fettleber
geben, aber nicht das Ausmall der Verfettung oder viele andere mogliche
Erkrankungen der Leber bestimmen.

Zur  Entnahme und Bearbeitung des Biopsiezylinders liegen
Standardempfehlungen zur Leberbiopsie vor. In der Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
(AWMF) zur ,Histopathologischen Diagnose der nicht alkoholischen und
alkoholischen Fettlebererkrankung™ (deren Giiltigkeit zum aktuellen Zeitpunkt
zwar als ,abgelaufen” gilt, sich aber in der Uberpriifung befindet)*’, wird
beschrieben, dass sich eine alkoholische Fettleber durch eine variable Einlagerung
von Triglyceriden und weiteren Lipiden auszeichnet. Man spricht von einer
Leberverfettung, wenn mehr als 5% und von einer ,,Fettleber, wenn mehr als 50%
der Hepatozyten beteiligt sind. Die Leberzellverfettung wird als Steatose
bezeichnet, sie kann in einer mikrovesikuldren (kleintropfigen), makrovesikuldren
(groBtropfigen) oder gemischten Form vorliegen. Eine reine Fettleber wird
nochmals in eine milde (Grad 1: Fetteinlagerung in < 1/3 der Hepatozyten), maBige
(Grad 2: Fetteinlagerung in < 2/3 der Hepatozyten) und schwere (Grad 3: >2/3 der
Hepatozyten) eingeteilt. Die alkoholische Steatohepatitis zeichnet sich histologisch
durch wabige Leberzellenstruktur, intrazelluldre Hyalinablagerungen (Mallory-
bodies) Granulozytire Infiltrate, aufgequollene und nekrotische Hepatozyten,
,Maschendrahtfibrose und entziindlich infiltrierte  Portalfelder aus®.
Morphologisch kénnen bei der alkoholischen Fettlebererkrankung die Stadien der
Steatose, Steatohepatitis, Fibrose, Zirrhose und bis zum hepatozelluldren Karzinom
parallel vorliegen, wobei die reine Steatose ohne Vorliegen einer Zirrhose/Fibrose
prinzipiell reversibel ist, ohne relevantes Progressionsrisiko. Demgegeniiber hat die
Steatohepatitis ein signifikantes Progressionsrisiko hin zur Entwicklung einer

Fibrose und Zirrhose.



Einleitung

Bei der Therapie alkoholbedingter Lebererkrankungen miissen verschiedenste
Aspekte von der psychologischen Betreuung iiber Erndhrungsanpassung,
medikamentose Therapie bis zur Behandlung von Folgeerkrankungen
(Pfortaderhochdruck, Osophagusvarizen) beriicksichtigt werden. Die Abstinenz ist
oberstes Ziel der Therapie, darunter ist eine alkoholische Fettleber in der Regel
innerhalb von Monaten vollstindig reversibel*. Weitere TherapiemaBnahmen
umfassen, je nach Stadium der Lebererkrankungen, eine Anpassung der Erndhrung,
einen Ausgleich von Nahrungsdefiziten, die Pharmakotherapie (exemplarisch
genannt Glukokortikoide, anabole Steroide, Pentoxifyllin, Infliximab, Etanercept,
Lecithin) bis hin zur Lebertransplantation’ sowie Therapie von

Folgeerkrankungen.

1.4 Alkoholstoffwechsel und Pathogenese des ethyltoxischen

Leberschadens

Nach oraler Alkoholaufnahme wird Ethanol {iber fast die gesamte Linge des
Gastrointestinaltraktes, vor allem im Diinndarm und Duodenum absorbiert und
gelangt ins Blut. Ein geringer Teil des Alkoholes wird iiber die Lunge (1-5%), Urin,
Schwei und Speichel ausgeschieden, der weitaus grofere Teil wird primér in der
Leber, jedoch auch Ilokal im gastrointestinalen Gewebe durch diverse
Enzymsysteme aus dem Blut eliminiert*s.

Die Leber besitzt drei Systeme iiber die der Alkohol verstoffwechselt und
abgebaut wird: die zytosolisch lokalisierte Alkoholdehydrogenase, das im
endoplasmatischen Retikulum vorliegende Mikrosomale ethanoloxidierende
System (MEOS), und die in den Peroxisomen vorliegende Katalase.

Dabei ist die Alkoholdehydrogenase der Hauptstoffwechselweg. Im Abbauprozess
wird Ethanol durch die humane Alkoholdehydrogenase 1 unter Beteiligung von
NAD" zu Acetaldehyd oxidiert.

C:HsOH + NAD" <> Co;H4O + NADH + H"
Das hierbei zytosolisch anfallende, energiereiche NADH Molekiil fiihrt zu einer
Erh6hung des NADH/NAD+-Verhiltnisses wodurch die

Glycerinphosphatkonzentration steigt, was die Akkumulation hepatischer
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Triglyzeride fordert, und wodurch Laktat aus Pyruvat und Malat aus Oxalazetat
entsteht, das dann wiederum in die Energiegewinnung fliet. AuBerdem
akkumulieren zusétzlich Fettsduren unterschiedlichen Ursprungs aufgrund diverser
Stoffwechselstorungen und einer Reduktion der Fettsdureoxidation.

Liegen hohere Blutalkoholkonzentrationen vor, wandelt das mikrosomale
ethanoloxidierende System (MEOS) ebenfalls Ethanol in Acetaldehyd um.

C:HsOH + NADPH + H' + O2¢» C;H4O + NADP" + 2H,0O

Durch chronischen Alkoholabusus wird das Cytochrom P450-abhingige Isoenzym
ITE1 im mikrosomalen ethanoloxidierenden System (MEOS) induziert, und steigert
damit die Beteiligung des MEOS am Ethanolabbau.

Der dritte enzymatische Weg des Alkoholabbaus, die Katalase in den
Peroxisomen, kann unter Umstdnden Ethanol mithilfe von Peroxid (H20.)
umwandeln. Dieser Oxidationsweg erscheint unter physiologischen Bedingungen

jedoch keine groBere Rolle zu spielen®®.

Das Abbauprodukt des ersten Abbauschritts des Alkohols, Acetaldehyd, ist per
se lebertoxisch. Es verursacht DNA-Schédden, und fiihrt zu Lipid- und Protein-
Oxidation®®.  Erhohte  Acetaldehyd-Konzentrationen fiihren  klinisch  zu
Gesichtsrotung, Kopfschmerzen, Erbrechen, auch umgangssprachlich als ,,Kater*
bezeichnet, aber auch zu kardialen Arrythmien. Acetaldehyd wird vornehmlich
durch die Acetaldehyddehydrogenase 2 (ALDH2), welche einen sehr kleinen Km-
Wert fiir Acetaldehyd besitzt, in Acetat (Essigsdure) umgewandelt. Acetaldehyd
bildet in der Leber Proteinaddukte, welche die Kupffer'schen Sternzellen
aktivieren, die wiederum die Itozellen so modulieren, dass diese vermehrt Kollagen
ausbilden, was die Ausbildung einer Leberzirrhose begiinstigt®!>2. Des Weiteren
filhrt Acetaldehyd zur vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen. Zuletzt kann
Acetat durch eine Aktivierung mit Coenzym A durch die Acetat-CoA Ligase in
Acetyl-CoA umgewandelt und letztendlich zur Energiegewinnung durch den
Citratstoffwechsel oder fiir die Biosynthesen, u.a. fiir Fettsduren, verstoffwechselt

werden.

Die Ansammlung von Fett in der Leber, und die damit einhergehende Steatose,
entsteht vor allem durch folgende vier Prozesse: verminderte Synthese oder

Sekretion von Lipoproteinen (very low density lipoproteinen VLDL) — dem
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Hauptweg hepatische Lipidelimination, verminderter 3-Oxidation von Fettsduren
in den Mitochondrien, eine vermehrte Aufnahme freier Fettsduren aus der Nahrung
oder aus dem Korperfett iiber die Pfortader, und vermehrter Synthese freier
Fettsduren aus Glukose tliber Acetat in der Leber. Nicht nur chronischer
Alkoholkonsum, auch eine akute Alkoholintoxikation, z.B. im Rahmen eines
wbindge drinkings“, kann eine Akkumulation von Fett verursachen®. Kommen
zusétzlich auch gemischt-zellige entziindliche Infiltrate in den Leberldppchen und
eine Ballonierung der Leberzellen als Zeichen der Leberschddigung vor, spricht
man von einer Steatohepatitis*’. Als Erklidrung dafiir, wieso aus einer ,,harmlosen®,
prinzipiell reversiblen Steatose eine Steatohepatitis entstehen kann, gibt es die sog.
»two hit“-Hypothese®*>¢. Den ersten “Hit” stellt dabei die Anhdufung von Fett und
verstiarkte Entwicklung von oxidativem Stress dar, wodurch die Hepatozyten sich
entweder durch Hochregulierung von antioxidativen/antiapoptotischen Abldufen
anpassen oder apototisch werden. Der zweite ,,4it“ ist der alkoholbedingte Verlust
von Adenosintriphosphat (ATP), der die Hepatozyten in den nekrotischen

Zelluntergang fiihrt, und damit die Inflammation ,,triggert‘>*>’

. Durch Zytochrom
Paso 2E1, ein Enzym des MEOS, wird neben Acetaldehyd auch 1-Hydroxyethyl-
Radikal und reaktive Sauerstoffspezies; z.B. Wasserstoffperoxid(H.02), Hydroxy-
Radikal (HO-) und Superoxid-anion (0O2-) gebildet. Diese reaktiven
Sauerstoffspezies kdnnen nur unzureichend abgebaut werden, und l18sen relevante
weitere Schiden aus. Auch die bei alkoholischer Lebererkrankung durch aus dem
Darm stammenden Endotoxine aktivierten, hepatischen Kupffer-Zellen®
produzieren zusétzlich pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine, v.a. IL-6,
TNFa, welche den nekrotischen und apoptotischen Zelltod fordern, und so die
Steatohepatitis fordern®.

Die anhaltenden Entziindungsprozesse, die bei der Steatohepatitis stattfinden,
sind ein mafgeblicher Faktor fiir die Leberfibroseentwicklung, eigentlich ein
Reparatur- bzw. Wundheilungsmechanismus, welcher bei Progredienz in der nicht
reversiblen Zirrhose endet. Aktivierte hepatische Sternzellen (HSC's), die Ito-
zellen, perisinusoidale Fettspeicherzellen oder hepatische Lipozyten synthetisieren
vermehrt aus extrazelluldren Matrixproteinen bestehendes Bindegewebe, welches
die Fibrose verursacht. Die Aktivierung der eigentlich ruhenden, Vitamin A-
speichernden HSC’s im Disse schen Raum erfolgt z.B. durch parakrine Stimulation

von aktivierten Kupffer-Zellen in den Sinusoiden und durch reaktive
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Sauerstoffspezies (ROS)-induzierten Zelltod von Hepatozyten. Sie wandeln sich
hierdurch in myofibroblastenartige Zellen um, die iiberméBig extrazelluldre Matrix,
wie fibrilldres Kollagen, herstellen. Die Fibrosierung beginnt zunédchst perivenulir,
breitet sich dann weiter zwischen Portalfeldern oder Portalfeldern und
Zentralvenen, sog. Briickenfibrose, und schlieBlich zur mikronodulidren Zirrhose
aus™.

Die Leber ist nicht das einzige Organ, das durch chronischen Ethanolabusus
beeinflusst wird. Alkohol fiihrt zu Schaden der Schleimhéute in Mundhéhle und
Osophagus, kann Refluxdsophagitis ausldsen, und die Entstehung bosartiger
Tumore fordern. Auch im nachfolgenden Magen-Darmtrakt, Magen, Diinn- und
Dickdarm sowie Pankreas konnen pathologische Prozesse ausgeldst werden®. In
der Studie von Parlesak er al. wird aufgezeigt, dass Alkoholabusus zu einer
vermehrten Permeabilitdt der intestinalen Barriere fiir Makromolekiile fiihrt, was

damit auch eine Translokation von Endotoxinen und bakteriellen Toxinen erlaubt®!.

1.5 Hamorrhagischer Schock

Der Schock bezeichnet ein akutes generalisiertes Kreislaufversagen. Der
hédmorrhagische Schock ist charakterisiert als eine Form des Kreislaufversagens,
die iiber den Verlust von Sauerstofftrigern (Erythrozyten), und gleichzeitigem
Verlust von Blutvolumen, zu einer beeintrachtigten Makro- und Mikrozirkulation
sowie Unterversorgung lebenswichtiger Organe mit Sauerstoff (Hypoxie) fiithrt®2,
Er ist eine Unterform des hypovoldmen Schocks, bei dem es durch ein vermindertes
intravasales Blutvolumen zu einem Abfall des Blutdruckes und verminderter
kardialer Vorlast und damit letztendlich zu einem Herz-Kreislaufversagen kommen
kann. Je nach Ursache unterteilt man den hamorrhagischen Schock in den durch
Blutverlust ohne relevante Gewebeschddigung verursachten ,hdmorrhagischen
Schock®, und den durch Blutverlust und gleichzeitige ausgedehnte
Gewebeschiddigung mit Freisetzung von Mediatoren bedingten ,traumatisch-
hdmorrhagischen Schock®3-64,

Patient*innen, welche einen hdmorrhagischen Schock mit anschlieBender

Reperfusion durchlitten haben, reagieren darauf regelhaft mit einem sog. ,,systemic
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inflammatory response syndrome* (SIRS), das trotz aller intensivmedizinischen
Therapiemallnahmen nicht selten in einer irreversiblen Schadigung lebenswichtiger
Organe, also einem MOV (,,multiple organ dysfunction syndrome*, MODS)

163,

gipfel

1.6 Pathophysiologie des hidmorrhagischen Schocks und des

Hamorrhagie/ Reperfusionstraumas

Durch den Verlust des Blutvolumens, und damit der Erythrozyten als
Sauerstofftrager, kommt es zur Storungen der Makrozirkulation sowie der
Mikrozirkulation, die wiederum zu einer Mangeldurchblutung der Organe und
dadurch zu einer ischdmischen Hypoxidose mit beeintridchtigtem Zellstoffwechsel
und Anhdufung toxischer Metabolite fithren®*. Die Storung der Makrozirkulation
16st eine disproportionale Verteilung des Herzzeitvolumens mit verminderter
Perfusion bestimmter Organe aus, und letztendlich auch in einer sekunddren
Mikrozirkulationsstérung mit Verdnderung der FlieBeigenschaften des Blutes und
der Blutgerinnung. Hadmodynamisch unterscheidet man nach peripherem
GefdaBwiderstand und Verhalten des Herzzeitvolumens das hypodyname vom
hyperdynamen Schocksyndrom. Das hypodyname Schocksyndrom ist
gekennzeichnet durch ein erniedrigtes Herzzeitvolumen und einen Abfall des
arteriellen Blutdrucks in der Anfangsphase, wodurch sympathoadrenerge
Mechanismen als Gegenregulation aktiviert werden. Durch den verminderten
arteriellen Druck werden die Barorezeptoren im Aortenbogen und Karotissinus
stimuliert und der Sympathikotonus steigt. Es kommt zur Freisetzung von
Adrenalin und etwas weniger Noradrenalin aus der Nebennierenrinde, was zu einer
Stimulation von Betarezeptoren am Herzen mit Steigerung der Frequenz und
Kontraktilitdit und damit erhohtem Auswurf fiihrt. Zudem werden {iber o-
Rezeptoren durch Konstriktion von Arteriolen die Durchblutung des
Splanchnikusgebietes, der Nieren, Muskeln und Haut vermindert, Herz und Gehirn,
die weniger a-Rezeptoren aufweisen sind davon ausgeschlossen, wodurch sich die
Umverteilung der Durchblutung auf diese {iiberlebenswichtigen Organe oder

sogenannte ,,Zentralisation* im Schockgeschehen erklirt. Die Minderdurchblutung

-11-



Einleitung

ist aber auch erster Schritt eines spiteren Organversagens (Nierenversagen usw.)%°.
Zusitzlich bewirkt die Konstriktion von Venolen ein vermindertes vendses pooling
und damit den verbesserten Blutriickfluss zum Herzen. Durch die Minderperfusion
der Nieren kommt es zur Aktivierung von Renin und hierdurch zu einer
Angiotensin-vermittelten =~ Vasokonstriktion und erhdhten Sekretion von
antidiuretischem Hormon. Dadurch wird die Natrium- und Wasserretention
gefordert. Auf diese Weise konnen Volumenverluste bis zu 20 Prozent des
Blutvolumens ausgeglichen und ein ,.kompensierter Schock® erreicht werden. Bei
weiter progredientem Volumenverlust konnen die Kompensationsmechanismen
auch keine ausreichende Durchblutung mehr garantieren und es kommt zum
,dekompensierten Schock*.

Das hyperdyname Schocksyndrom, das vorwiegend bei der septischen
Schockform vorliegt, gipfelt bei Persistenz ebenfalls im hypodynamen
Schocksyndrom. Hierbei kommt es zur Endotoxin-vermittelten Freisetzung von
Serotonin, Histamin und Tumornekrosefaktor und zur Aktivierung des Kalikrein-
Kinin-, Komplement- und Gerinnungssystems. Diese Faktoren fithren zu einem
herabgesetzten Tonus prikapillarer GefdB-Sphinkteren und vermehrter
Durchblutung von arterio-vendsen Shuntgefdlen, quasi einer Erdffnung der
Peripherie.

Die Mikrozirkulationsstorung spielt sich im Bereich des kapilldren
Stromgebietes (terminale Arteriolen, Kapillaren und Venolen, GefaBdurchmesser
>300um)®’, in dem die Sauerstoff und Nahrstoffabgabe ans Gewebe erfolgt, ab. Die
Mikrozirkulation wird dabei durch den Tonus der prd- und postkapilldren
Widerstandsgefiale, den Perfussionsdruckgradienten (Ein- und Ausstromdruck)
und natiirlich die FlieBeigenschaften des Blutes beeintrachtigt. Im Schock bewirken
die endogenen Katecholamine eine verminderte Kapillardurchblutung mit daraus
resultierender Gewebehypoxie. Die Gewebehypoxie aktiviert die anaerobe
Glykolyse durch welche ATP gewonnen werden kann. Das bei der anaeroben
Glykolyse entstehende Laktat fiilhrt zu einer Laktatazidose®®. Die
Mikrozirkulationsstérung 16st ein stort das Verhéltnis von nutritiver Durchblutung
und kapilldrer Austauschfliche jedoch auch die Gewebedrainage wird empfindlich
gestort so dass es zu einer Ansammlung vorwiegend saurer Stoffwechselprodukte

im Gewebe kommt was zu einer hidden acidosis fithrt®’.
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Aufgrund der Sauerstoffunterversorgung werden proinflammatorische
Zytokine und Mediatoren wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1,
Interleukin (IL)-6 usw. freigesetzt, die Gewebeendothelien schidigen und zum
sogenannte , kapilldren Leck® fiihren. Durch dieses kapilldre Leck kommt es zu
einer Fliissigkeitsverschiebung aus dem Intra- in den Extravasalraum und zur
Odembildung, was die Sauerstoffversorgung nochmals erschwert®*68-70,

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoff-Spezies, die entstehenden
Endothel-Dysfunktionen und Adhdrenz von Leukozyten am Geféllendothel sowie
deren verstdrkte Infiltration in die Organe spielen nachfolgend eine tragende Rolle
in der Entwicklung der Inflammationsreaktion, die nach Hadmorrhagie
Reperfusionstrauma auftritt®”-’!. Reaktive Sauerstoffspezies entstehen nach H/R im
geschidigten Gewebe sowie in aktivierten polymorphonukledren Leukozyten
(PMNL). Eine Quelle der reaktiven Sauerstoff- und der Stickstoffspezies sind unter
anderen extramitochondrial die NAD(P)H-Oxidase, Cytochrom P450, Xanthin-
Oxidase, Nitritoxid Synthase und dem mitochondrialen Metabolismus, via
Komplex I und III7*74. Die NAD(P)H-Oxidase ist ein Enzymkomplex, der die
Bildung von Superoxid durch die Reduzierung von Sauerstoff katalysiert, wobei
NAD(P)H als Elektronen-Donor fungiert. Die NAD(P)-Oxidase-komponenten
liegen bis zur ihrer rezeptorvermittelten Aktivierung membrangebunden und
zytosolisch vor, und werden durch Stimulation zu einem aktiven Oxidase-komplex.
ROS fiihren zur Zytokinproduktion®>-7%7°, Freie Radikale bewirken Schiden an den
Doppellipid-Membranen von Zellen, Mitochondrien und dem endoplasmatischen
Retikulum via Lipid-Peroxidation, was zu einer Storung der Zell und
Zellorganellfunktionen fiihrt’!. Eine weitere Quelle reaktiver Sauerstoff-spezies ist
das Enzym Xanthin-Oxidase’®. Die Xanthin oxidase ist evolutiondr gesehen ein
altes Enzym das von den Prokaryonten bis zu Sdugertieren vorkommt und vielen
Geweben und Organen vorhanden ist. Unter physiologischen Bedingungen baut im
Rahmen des Purinstoffwechsels die Xanthindehydrogenase Hypoxanthin zu
Xanthin und Xanthin zu Harnséure ab. Dazu verwendet die Xanthindehydrogenase
Sauerstoff als Elektronenakzeptor. Liegt nun eine anaerobe Stoffwechselsituation
vor, wie bei Ischdmie-Reperfusionssyndrom, kommt es aufgrund des
Sauerstoffmangels und Aufbrauchen des ATP vorerst zu einer Ansammlung von
Hypoxanthin, dem Zwischen-abbauprodukt der Purinbasen Guanin und Adenosin.

In dieser Situation kann die Xanthindehydrogenase zu der Enzymvariante
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Xanthinoxidase umgewandelt werden, dem Coenzym NAD als Elektronen-
Akzeptor dient. Dies geschieht aufgrund des Ausfalls der Kalziumpumpe und dem
daraus resultierenden Anstieg der intrazelluldren Ca?’-Konzentration unter
Sauerstoffmangel. Steht Sauerstoff durch die Reperfusion wieder zur Verfiigung,
kann die Xanthinoxidase nun Hypoxanthin unter der Verwendung von Sauerstoff
als Elektronenakzeptor anstatt von NAD+ verwenden. Dabei entstehen
Superoxidanionen, die nachfolgend durch Katalase und Superoxiddismutase zu
Wasserstoffperoxid (H>02) umgewandelt werden’6-7®. Durch Allopurinol, einen
kompetitiven, reversiblen Inhibitor der Xanthinoxidase kann die Freisetzung freier
Radikale bei Ischdmie-Reperfusionstrauma vermindert werden””-”°. In der Studie
von Byung-Rok wurde gezeigt, dass die Hemmung der Xanthin-Oxidase durch
Allopurinol im Ischdmie-Reperfusionsmodell den mitrochondrialen Schaden und
damit oxidativem Stress und Lipidperoxidation vorbeugen und somit
hepatoprotektiv wirken kann’!. Auch durch eine Fenton Reaktion, also die durch
Eisensalze katalysierte Oxidation organischer mit Wasserstoffperoxid werden
hochtoxische Hydroxylradikale gebildet’>°. AuBer der direkt toxischen Wirkung
reaktiver Sauerstoffspezies auf Zellen aktivieren sie neutrophile Granulozyten und
die Bildung von Adhédsionsmolekiilen (wie ICAM-1, VCAM-1) was zu einer
weiteren Ansammlung von Leukozyten und damit Steigerung der Inflammation
fiihrt.

Diese Inflammationsreaktion im Rahmen des H/R-Geschehens ist assoziiert
mit einer Freisetzung von verschiedenen Entziindungs-Mediatoren, die unter
anderem das Komplementsystem, die Gerinnungskaskade und den
Arachnoidonsdure-Stoffwechsel  aktivieren®!#2,  Unter anderem  werden
verschiedene Zytokine wie zuvor genannten TNFa und die Interleukine IL-1, IL-6,
und IL-8 freigesetzt®!*°. Die Endothelzellen wiederum exprimieren endotheliale
Adhisionsrezeptoren, die die Leukozyten-Endothelinteraktion begiinstigen und
zusitzlich die Mikrozirkulation beeintrachtigen®. Durch die reperfusionsbedingte
Erhéhung der kapilliren Permeabilitit wird die zelluldre Integritdt
beeintrichtigt’!*2. Hierbei wandern verstirkt die adhdrenten Leukozyten in das
umliegenden Gewebe und bilden lokal entziindliche Infiltrate, die zu
Organschéddigungen oder sogar zum kompletten Organversagen nach H/R fiihren
koénnen®*%. Die zuvor beschriebenen ROS schidigen intrazelluldre Proteine und

die Desoxyribonukleinsiure (DNS) von benachbarten Zellen®%%7, Es entsteht ein
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circulus vitiosus der die inflammatorischen Vorginge vorantreibt’>1%l. Die
Fehlfunktion eines so wichtigen Organs wie der Leber nach Hiamorrhagie und
Reperfusion wird zu einem groflen Teil durch die ROS und Inflammationsprozesse

t102

beding

Die freigesetzten Mediatoren 16sen ebenso wie ROS {iber Zellrezeptoren vor allem
auch in Hepatozyten verschiedene Signalkaskaden aus. Beispielsweise kommt es
iiber den sog. MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)- Signalkaskade zur
Induktion der Transkriptionsfaktoren c-Jun/AP-1 (Aktivatorprotein-1)!% und NF-
kB (nuclear faktor-kB)'**. AP-1 und NF-xB tragen schlussendlich iiber die
Bindung an ihre Zielgene zur Bildung von weiteren Zytokinen und Akut-
Phaseproteinen bei und unterhalten so die posttraumatische systemische

Inflammation!93-106,

1.7 Auswirkungen der Hamorrhagie/Reperfusion auf die Leber

Die Leber ist ein Organ deren Hepatozyten einen hohen metabolischen Umsatz
haben, weshalb sie auch empfindlich auf die schiddlichen Einfliisse von Hypoxie
reagieren’!. Hinzu kommt der Faktor, dass es im Hédmorrhagie-
Reperfusionsgeschehen durch die ebenfalls Schock-bedingte Schwéchung der
intestinalen Barriere zu vermehrten Anfall von Bakterien und Toxinen aus dem
Magendarmtrakt, beispielsweise LPS (Lipopolysaccharide) und auch von
korpereigenen Zellstoffwechsel- und Zellabbauprodukten kommt, die iiber den
Blutstrom via der Portalvene in die Leber transportiert werden®”197:1% In den
Lebersinusoiden werden nun die Kupffer-Zellen, die die grofite Population Gewebe
fixierter Makrophagen im Korper ausmachen!?, durch diese Pathogene aktiviert,
und bilden IL-6, IL-10, TNF-a und monocyte chemoattractant protein (MCP-
1)7810-114 = Dyrch  die vermehrte Zytokinproduktion, Depression  der
Lymphozytenfunktion, die verminderte Féhigkeit zur Phagozytose und
Antigenprésentation, wird die Ausbildung von SIRS und MODS begiinstigt. TNFa
fallt dabei wohl eine bedeutende Funktion zu. Studien belegen die erh6hte TNFa

Konzentration nach Hamorrhagie/Reperfusion!!>, und der experimentelle Einsatz
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von TNF-o Antikdrpern fiihrte zu hoheren Uberlebensraten nach Himorrhagischem
Schock!!2:!16, Hildebrand/Chaudry ~ bestitigten die Verminderung
proinflammatorischer Zytokinbildung infolge einer ,,.Depletion‘ der Kupffer-Zellen

durch Gadoliniumchlorid-Gabe!!°,

In der Leber sind die Kupffer-Zellen und Neutrophile die Hauptproduzenten
von Sauerstoffradikalen’>!'”. Sauerstoffradikale und die durch sie ausgelsten
Signalwege haben nebenbei nicht nur zellschddigende Eigenschaften, sie vermitteln
auch zellprotektive Mechanismen. Jedoch sind die Sauerstoffradikale auch die
wesentlichen Ausloser von Apoptose und Onkose. Onkose bezeichnet einen
ischdmisch bedingten Zelltod mit Mitochondriendestruktion, Zelloédem bei initial
intaktem Zellkern und wird oftmals synonym mit dem Begriff der Nekrose
verwendet!!8, Es kommt dabei zum Verlust der Membranintegritit, Zellschwellung
und letztendlich ,,Zerplatzen* die Zellen. Durch die nachfolgende Freisetzung des
gesamten Zellinhaltes in die Umgebung, kommt es zur Schidigung des
umgebenden Gewebes!'!?. Die Apoptose beschreibt im Gegensatz dazu den
Mechanismus des ,,programmierten Zelltodes, der sich durch Zellschrumpfung,
Kondensation und Degradierung der DNA und Fragmentierung der Zelle ohne eine
begleitende Inflammationsreaktion des umliegnden Gewebes auszeichnet.

Bei Beginn der Ischdmie kommt es zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und
oxidativem Stress in den Hepatozyten'?’, wodurch unter anderem high mobility
group box 1(HMGBI1) freigesetzt wird!?!"1?*, HMGBI1 aktivieren iiber TLR-4
Rezeptoren die Kupffer-Zellen'?>, die wiederum die wichtigsten Produzenten von
reaktiven Sauerstoffspezies in der Frithphase des Ischdmie- Reperfusions-

geschehens darstellen!?S.
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1.8 Der Transkripitionsfaktor NF-kB

NF-«B (nuclear factor ,, kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells) ist
ein spezifischer Transkripitionsfaktor mit elementarer Bedeutung in der
Immunkaskade bei Inflammationsgeschehen, der Zellproliferation und der
Apoptose!?’. Er wird unter anderem durch Zytokine, wie z.B. IL-1B, TNF-q,
bakterielle Zellwandbestandteile, apoptotische oder nekrotische Stimuli wie
ultraviolettes Licht sowie freie Radikale aktiviert. Unter NF-kB fasst man Rel A
(p65), Rel B, c-Rel und die Precursor Proteine NF-kB 1 (p105) und NF-«xB 2 (p100),
die durch Proteolyse in p50 und p52 umgewandelt werden, zusammen. Alle NF-xB
Proteine besitzen eine Rel-Homologie-Doméne (ca. 300 Aminosduren), die fiir die
DNA-Bindung und Dimerisation zustindig ist. Innerhalb dieser NF-kB
Proteinfamilie bilden sich Homo- oder Heterodimere zwischen gleichen oder
verschiedenen Proteinen aus, Heterodimere bilden sich dabei bevorzugt zwischen
p50 oder p52 und einem der Rel-Proteine aus!?8-130,

Die Aktivitdt von NF-kB wird posttranskriptionell durch die Interaktion mit
den inhibitorischen IkB-Proteinen reguliert. NF-kB liegt in den meisten Zellen im
Cytoplasma als latent inaktive Form in einem mit seinem Inhibitor IxB
verbundenen Komplex vor. Unter den IxkB werden mehrere Proteine z.B. IkBa,
IkBp, IxBe und Drosophila cactus zasammengefasst, die unterschiedliche Affinitét
zu den unterschiedlichen NF-kB Dimeren aufweisen *!31:132, Durch bestimmte
Stimuli kommt es zur Phosphorylisierung der [kB-Proteine durch den IxkB-Kinase-
komplex (IKK), und damit zur Aktivierung von NF-kB. Der IKK-komplex besteht
aus zwei katalytisch aktiven Kinasen IKKa und IKKB und der regulatorischen
Untereinheit IKKy (NEMO). Es werden zwei Hauptwege beschreiben tiber die NF-
kB aktiviert wird, der kanonische und der nicht-kanonische. Der kanonische Weg
wird durch Stimuli wie Zytokin-rezeptoren wie z.B. Tumor Nekrose Faktor-
Rezeptor (TNFR) und Interleukin-1-Rezeptor (IL1-R), Antigen-Rezeptoren und
weitere Rezeptoren wie den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4) induziert!3®. In
Abhingigkeit von IKKP und NEMO wird IxBa phosphoryliert, und vor allem p65-
enthaltende Heterodimere gelangen in den Kern, wo sie ihre transkriptionale

Aktivitat entfalten.
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Der nicht kanonische Weg basiert auf einer auf IKKo beruhenden
Phosphorylierung von p100 und RelB, und wird beispielsweise durch CDA40-
Liganden, BAFF und Lymphotoxin-B, Mitglieder der TNF-Cytokinfamilie,
induziert. Durch die Phosporylisierung kann der IxB-Komplex ubiquitinyliert
werden, wodurch er dann in den Proteasomen abgebaut wird!?%!2°,

Viele Signalwege wirken iiber NF-xB wie z.B. die TRAF-Familie (Tumour
necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor), die wiederum den kanonischen
und nicht kanonischen Weg hoch oder herunterregulieren konnen. Auch eine
direkte Interaktion von NF-kB mit anderen Transkriptionsfaktoren ist moglich. NF-
KB p56 kann direkt mit c-Jun und c-Fos interagieren und die Bindung von AP-1 an
die DNA und die Aktivierung durch AP-1 stellen stimulieren. NF-kB fordert auch
die Expression von Mitgliedern der AP-1 Familie wie JunB, JunD, B-AFT und c-

FOS]28,134-137

Bei vielen Erkrankungen, die mit chronisch entziindlichen Reaktionen
einhergehen wie rheumatoide Arthritis, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, Psoriasis, Multiple Sklerose, und das posttraumatische SIRS,
findet sich eine erhohte NF-kB Aktivierung>*!13%14! Bei diesen Erkrankungen
kommt es zu einer iibermidBigen Bildung und Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokine wie beispielsweise TNFa. Folglich konnte die
Steuerung von NF-kB als antiinflammatorische Therapiestrategie genutzt werden,
um Gewebeschéden bei tibermafBiger inflammatorischen Antwort zu reduzieren!*.
Mehrere Studien belegen, dass eine Hemmung des NF-kB auch den umgekehrten
Effekt haben kann, und dadurch aggravierte Inflammationsreaktionen ausgelost
werden konnen. So zeigen Méuse mit einem IKKy (NEMO) Defizit in intestinalen
epithelialen Zellen spontane schwere inflammatorische Zustinde, was die
zweischneidige Wirkung von NF-xB unterstreicht'**.  Auch chronischer
Alkoholabusus sowie H/R sind mit einer signifikanten Erhéhung der NF-kB
Aktivitdt assoziiert'#4,

Es gibt viele Bestrebungen Therapien durch die Hemmung von NF-kB zu
entwickeln. Viele bereits in Anwendung anti-inflammatorischen Medikamente
bewirken eine NF-kB Inhibition, wobei die genauen Zusammenhénge noch unklar

sind. Als Beispiel fiir eine spezifische Hemmung ist die Anwendung eines IxBa

-18-



Einleitung

,super repressor” (SR) proteins oder von small-molecule inhibitors des TKK-

komplexes die die Phosphorylierung des IkB-kinasekomplexes verhindern!43-147,

1.9 Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) c-Jun N-terminale
Kinase (JNK) und Aktivator Protein-1 (AP-1)

C-Jun N-terminale Kinase (JNK), auch als Stress-aktivierte Proteinkinase

(SAPK) bezeichnet, gehort zu der Familie der MAP-Kinasen. Zahlreiche zellulére
Prozesse wie der Zellzyklus, Zelldifferenzierung Zellproliferation, Zelltod,
Embryogenese und Beeinflussung der Homoostase werden iiber die MAPK
Kinasen reguliert!*®,
Neben den drei C-Jun N-terminalen Kinasen (JNK 1-3), gehoren die extrazellulér
signalregulierten Kinasen 1-5 (ERK 1 - 5), und die p38 Isoformen (p38 MAP «a, -f3,
-y, -0) zu den MAPK. Die MAPK-Kaskade setzt sich aus drei aufeinanderfolgenden
Kinasen zusammen, wobei die Signaltransduktion an der Zellmembran beginnt,
und im Zellkern ihr Ende findet. Die Stimuli, die zu der Aktivierung der MAP-
Kinasen fiihren sind spezifisch. Die JNK-Isoformen werden beispielsweise durch
alle verschiedene Arten von ,,Zellstress®, wie Druck oder Scherkrifte, Zytokine,
UV-Licht, Hitze oder osmotische Einfliisse aktiviert. Durch einen
membranstindigen Rezeptor wird der Stimulus an eine MAPK-Kinase-Kinase
(MPKKK oder MEKK) iibertragen. Die MPKKK aktiviert durch Phosphorylierung
die MAPK-Kinase (MAPKK oder MEK), welche wiederum iiber eine
Phosphorylierung die MAPK (ERKs, JNKs, p38MAPs) aktivieren kann.!4%:149

Die C-Jun N-terminale Kinasen sind in der Lage Serine in der N-terminalen
Transaktivierungs-Doméne (Position 63 und 73) des c-Jun-Proteins spezifisch zu
phosphorylieren, und somit zu aktivieren'>’. ¢-Jun gehort zusammen mit JunB und
JunD zur Jun-Familie, welche entweder homodimere, oder zusammen mit den
Mitgliedern der fos- oder ATF-Familie, heterodimere Komplexe bilden konnen.
Die Jun-, fos- und ATF-Familien sind dabei allesamt dem AP-1 (Aktivator-Protein
1) zuzuordnen'>!. Die anderen beiden Jun Proteine werden nicht wesentlich durch

JNK aktiviert, JunB bindet zwar an JNK wird jedoch nicht dadurch phosphoryliert
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und JunD hat nur eine sehr begrenzte Bindung an JNK. Aktivator-Protein 1 ein
Uberbegriff fiir die Dimere der Transkriptionsfakoren Jun, Fos oder
ATF(Activating transcription factor)- Untereinheiten, die an die gemeinsame AP-
1-Bindungsstelle der DNA anbinden konnen!®2. Bindet AP-1 an seine
entsprechenden Zielgene (Wachstumsfaktoren, verschiedene Metalloproteinasen,
Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusregulatoren, zelltypspezifische Genprodukte
und Apoptoseregulatoren), greift es dadurch entscheidend in die Steuerung der

Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose ein'>3,

JNK wird als moglicher therapeutischer Angriffspunkt oder Moglichkeit zur
Beeinflussung der Pathogenese verschiedener Krankheiten (zerebrale Ischdmie,
Diabetes II, Tumorgenese, Ischdmie-Reperfusionstrauma) gesehen. Nateri et al.
konnten in einem intestinalen Maus-Tumormodell zeigen, dass die Tumoranzahl
vermindert und die Uberlebenszeit durch eine Ablation des c-jun Gens oder
Mutation der JNK-phosphorylisierungsdoméne von c-jun signifikant verldngert
werden kann!>*. Eine in vitro-Studie an Hepatozyten-Zellkulturen von Marderstein
et al. konnte zeigen, dass die Behandlung mit SP600125 (Anthra[1-9-cd]pyrazol-
6(2H)-1), einem JNK Inhibitor, der durch Bindung an die ATP-bindende Doméne
kompetitiv und reversibel die JNK hemmt, einen antiapoptotischen Effekt
bewirkt'*>., Auch die durch Himorrhagie Reperfusionstrauma ausgeloste
Inflammationsreaktion, wie es nach Polytraumata der Fall ist, kann durch eine
Beeinflussung von JNK moduliert werden. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten
nachweisen, dass es durch eine selektive JINK Hemmung zu einer verminderten IL-
6-Produktion, reduziertem oxidativen Stress, verminderten Leukozyteninfiltration
und damit hoheren Uberlebensraten kommt!*®!'S7,  Arbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe zeigten, dass eine systemische Applikation eines JNK-Inhibitors
sowohl vor als auch nach H/R die systemische und lokale Leberinflammation und
den H/R-induzierten Leberschaden reduzieren konnte!3618,

Die Arbeitsgruppe um Borsello et al. konnte die neuroprotektive Wirkung des INK-
Inhibitors D-JNKI-1 nach zerebraler Ischdmie in vivo darstellen. Durch D-JNKI-1
konnte die Grofe der zerebralen Lidsionen sowie das funktionelle outcome

signifikant verbessert werden'*,
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1.10 D-JNKI-1, ein spezifischer Peptid-Inhibitor der c-Jun N-

terminalen Kinase

Um  die Beeinflussung  hepatischer ~ Organschdden  und  der
Inflammationsreaktion durch c-Jun / AP-1 unter chronischem Alkoholabusus zu
untersuchen, setzten wir den JNK-Inhibitor D-JNKI-1 ein. Bei D-JNKI-1 handelt
es sich um ein zellgingiges Peptid, das durch eine kompetitive Hemmung den
Zugang von JNK zur seinem Target c-Jun und anderen Substraten blockiert!>:160,
Neben der in dieser Arbeit verwendeten all-D-retroinverso Form des Peptides (D-
JNKI-1), die proteaseresistent ist, und iiber eine verldngerte Halbswerstzeit in vivo
verfligt, exisitiert auch eine L-Form (L-JNKI-1). Beide Formen sind hoch
spezifisch fiir INK und interagieren nicht mit anderen Kinasen. Die Inhibitorpeptide
entstehen durch die Bindung der Human immunodeficiency virus type 1 trans-
activator of transcription - (= HIV Tat(48-57)) Transportersequenz an die JNK
Bindungsdoméne des JNK-interacting protein 1/ islet brain (JIP-1/IB-1). Dies
ermoglicht einen aktiven Transport des Peptids in die Zelle. JIP-1/IB-1 und c-Jun
teilen sich das gleiche Bindungsmotiv an JNK, jedoch ist die Bindungsaffinitit von
JIP-1/IB-1 um ein Mehrfaches hoher. Dadurch entsteht ein hoch spezifischer
Inhibitor der JNK, der nicht mit der Aktivitit anderer Kinasen interagiert!>%-16°,
Andere Inhibitoren wie zum Beispiel SP600125, ein Anthrapyrazolon-Inhibitor,
binden bspw. kompetitiv an der ATP-Bindungsstelle'®!. Es hat sich aber gezeigt,
dass diese anderen Inhibitoren auch an p38 und NF-«B binden, was Bedenken iiber

die Selektivitdt beziehungsweise Spezifitéit derselben aufwirft!62.

1.11 Fragestellung
Kann D-JNKI-1 iiber die selektive Inhibierung der JNK den Leberschaden sowie

das Inflammationsgeschehen bei einer chronisch ethanolvorgeschidigter Leber

nach Hamorrhagie/Reperfusionstrauma im Tiermodell der Maus verbessern?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Materialien

Tabelle 1: Verwendete Geriite und Hersteller; alphabetisch geordnet.

Geriite Bezeichnung Hersteller
Blutdruckmessgerét BPA-Blood pressure Digi-Med
Analyser 400 (Louisville, USA)
Analysator DT 60 und dem Kodak Ektachem Johnson &
Zusatzmodul DTSC Johnson
ELISA-Reader Infinite M2000 Tecan Group Ltd.
(Ménnedorf,
Schweiz)
Elektrokauter Sp Kauterset Typex Servoprax GmbH
Standard R14/B1 (Wesel)
Farbeautomat Midas e Diagnostic  Inc.
Merck
(Darmstadt)
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 Carl Zeiss AG
(Jena)
Gewebeeinbettautomat Hypercenter XP Shandon
(Karlsruhe)
Heizkissen HK50 Beurer GmbH
(Ulm)
Hochleistungsscanner Fusion-FX7 PEQLAB
fiir Westernblot Biotechnologie
GmbH (Erlangen)
Homogenisator Precellys 24 lysis & PEQLAB
homogenization Biotechnologie
GmbH (Erlangen)
Kiihlplatte Tissue Cool Plate Medite
COP 20 Medizintechnik
(Burgdorf)
Lichtmikroskop OPMI 1-FR Zeiss (Jena)
Magnetriihrer REC-G Kika Labortechnik
(Staufen)
MSI Minishaker Vortex IKA Labortechnik
(Staufen)
Mikroskop Mikroskop OPMI 1-FR Carl Zeiss AG
(Jena)
Narkosegerit Trajan 808 Dréger AG
(Liibeck)
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Narkoseverdampfer Vapor Isofluran Dréger AG
(Liibeck)
Parafinausbett-Automat EG 1120 Leica
Mikrosystem
(Wetzlar)
pH-Meter Typ 632 Metrohm
(Herisau,
Schweiz)
Phasenkontrastmikroskop Typ IMP-2 Olympus
(Hamburg)
Photometer Spectrophotometer Bio-Tek
UVIKON 933 Kontron
Instruments
(Neufahrn)
Pipettierhilfe Biohit (Helsinki,
Finnland)
Protein-Minigel-Apparatur Biorad (Miinchen)
Protein-Transfer-Apparatur Biorad (Miinchen)
Realtime PCR-Gerit Stratagene ~ Mx3005P Agilent
QPCR System Technologies
(Santa Clara,
USA)
Rotationsmikrotom, Leica RM2245 Leica Camera AG
halbautomatisch (Solms)
Schiittler Rotamax 120 Heidolph
(Schwabach)
SDS- Polyacrylamid- Mini Protein II Biorad (Miinchen)
Gelelektrophorese- Apparatur
Kammer
Taschenwaage TEE 150-1 Kem & Sohn
GmbH (Balingen)
Temperatursonde Envitec K-25500 Kromker GmbH
(Schwerte)
Tischleuchte Micro  Bio-Tec-
Brand (Giessen)
Uberwachungsmonitor Sirecust 732 Siemens AG
(Miinchen)
Waagen Typ 2442 Sartorius
Typ 3706 (Géttingen)
Wasserbad GFL (Burgwedel)
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus (Hanau)

Megafuge 1.0R
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Tabelle 2: Verwendete Materialien und Hersteller; alphabetisch geordnet.

Materialien Hersteller

Alufolie Toppits / Cofresco GmbH (Minden)
Arterienklemme gerade BH442R Aesculap (Tuttlingen)

Augensalbe Bepanthen Bayer GmbH (Leverkusen)

Blotting-Papier Typ GB002

Schleicher & Schiill (Dassel)

Chirurgische Schere (gerade)

Fine Science Tools GmbH

F.S.T.14517-17 (Heidelberg)

Chirurgische Schere (gebogen) Fine Science Tools GmbH
F.S.T.14517-10 (Heidelberg)

Combistopper B. Braun (Melsungen)
DC-Protein-Assay Biorad (Miinchen)

Deckgléser Menzel-Gléser (Braunschweig)
Dewar Gefal3 KGW Isotherm (Karlsruhe)
Einbettkassetten Sinowa (Leimen)

Einbettrahmen Simport (Bernard Pilon, Kanada)
Einmalhandschuhe Hartmann AG (Heidenheim)

Einmalpipetten, steril

Costar Corning (New York, USA)

Einmalskalpell (Klinge 15)

Feather Safety Razor Co. (Osaka,
Japan)

Eisstyroporbox

Enthaarungscreme Balea DM GmbH (Karlsruhe)
Eppendorfcubes Eppendorf (Hamburg)
FACS-Rohrchen Falcon (Heidelberg)

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)

Farbekiivetten

Vitlab GmbH (Grofostheim)

Férbetrog

VWR International (Darmstadt)

Farbewanne

VWR International (Darmstadt)

Insulinspritzen 1ml

BD Plastipak (Heidelberg)

Kaniilen 25G B. Braun (Melsungen)

Kryordhrchen CryoTubes Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden)
Leukoplast BSN medical (Hamburg)

Leukosilk BSN medical (Hamburg)

Microfuge Réhrchen Beckman Coulter (Krefeld)
Mikrotomklingen S35 Feather Safety Razor Co. (Osaka,

Japan)

Mikro- Federschere FD100R

Aesculap (Tuttlingen)

Mikro-Nadelhalter FM522R

Aesculap (Tuttlingen)

Mikro-Pinzette gerade (anatomisch)
FD280R

Aesculap (Tuttlingen)

Mikro-Pinzette gebogen (anatomisch)
FD281R

Aesculap (Tuttlingen)

Multiply-Pro  Gefdl 0,2mL (,,PCR
cups®)

Sarstedt (Niirnberg)

Nahtmaterial Prolene™4-0 / Vicryl®3-0

Ethicon GmbH (Norderstedt)
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Objekttrager

Thermo Scientific (Karlsruhe)

Pipettenspitzen

Starlab (Ahrensburg)

Praparierschere (gerade) BC162R

Aesculap (Tuttlingen)

Primerassays SA-Biosciences  (Frederick, MD,
USA)

Polythylenkatheter Smiths Medical GmbH (Grasbrunn)

Schoptkelle Bochem (Weilburg)

Schwammtiicher Biorad (Miinchen)

Spritzen 5 ml/ 10 ml

B. Braun (Melsungen)

Standzylinder

Hirschmann Laborgerite GmbH &
Co. KG (Eberstadt)

Terumo Spritze mit Nadel 25G x 5/8"
(0,50 x 16mm)

Terumo (Eschborn)

Tissue-Tek O.C.T Sakura (Japan)
Tissue Culture Plate 96-Well Sarstedt (Niirnberg)
Wattestébchen Noba GmbH (Wetter)
Zentrifugen-Rohrchen Sarstedt (Niirnberg)
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Hersteller; alphabetisch geordnet.

Chemikalien und Biochemikalien Hersteller
Acrylamidldsung (30%) Roth (Karlsruhe)
Ammonium Peroxo Disulfat (APDS) Merck (Darmstadt)
Antibody Diluent Dako (Hamburg)
Bisacrylamidlosung (2%) Roth (Karlsruhe)

Chemolumineszenz-Losung

Amersham-Buchler (Braunschweig)

Color Marker Wide Range Sigma (Taufkirchen)
DAB  (Diaminobenzidine), DAB- Dako (Hamburg)
Chromogen

DeltaSelect aqua ad iniectabile (50ml)

B. Braun (Melsungen)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck (Darmstadt)

Einschlussmittel antifade embedding

Oncor (Gaithersburg, USA)

medium

Eisessig Merck (Darmstadt)

Elektrophorese Marker ColourBurst™ Sigma (Taufkirchen)

ELISA kit Quantikine Mouse IL-6 R&D Systems (Wiesbaden-
Nordenstadt)

Eosin 0,5% Carl Roth (Karlsruhe)

Ethanol (EtOH) 70%, 95%, 100%

Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma (Steinheim)

Eukitt ® Einschlussmittel

O. Kindler GmBH (Freiburg)

Formaldehydlésung (10%) Roth (Karlsruhe)

Fuoreszenz Mounting Medium KPL (Gaithersburg, USA)

Glycin AppliChem (Darmstadt)
Héamatoxylin- Losung (HTX) AppliChem (Darmstadt)

HCL (2 N) Apotheke des Klinikums der J.W.

Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

HCL-Alkohol (Hydroxychlorid)

Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

Heparin Natrium 25000 L. E.

Ratiopharm GmbH (Ulm)

Hypoxyprobe

Chemicon (Temecula, USA)

Isofluran Narkosegas

Abbott GmbH (Wiesbaden)

Isopropanol Sigma (Taufkirchen)

Laemmli Sample Puffer Biorad (Miinchen)

Loading dye Promega (Mannheim)

Luminol Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

Milchpulver Humana (Herford)

N,N -Dimethylformamid Merck (Darmstadt)

Na-Azetat-Veronal-Puffer nach

Michaelis

Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)
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Na-Deoxycholate

Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

Natriumchloridlésung 0,9%

B. Braun AG (Melsungen)

Naphtol-AS-D Cholracetat

Apotheke des Klinikums der J.W.
Goethe Universitat (Frankfurt a. M.)

Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem (Darmstadt)
Natriumnitrit 4% Merck (Darmstadt)
Paraffin Tyco Healthcare (Neustadt)
Pararosanilin (4%) Merck (Darmstadt)

PBS (mit CaCL; und MgCL,)

Invitrogen / Gibco (Karlsruhe)

PBS (ohne CaCL; und MgCL,)

Invitrogen / Gibco (Karlsruhe)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 1
mM)

Sigma (Taufkirchen)

Pimonidazolhydrochlorid

Hypoxyprobe (Burlington, USA)

Reagenz A

Biorad (Ménchen)

Reagenz B

Biorad (Ménchen)

Ringer Injektionslésung 100ml

B. Braun AG (Melsungen)

Ringer-Lactat nach Hartmann (500ml)

B. Braun AG (Melsungen)

RT2 SYBR Green/Rox Master Mix

SABiosciences (Frederick, USA)

Stickstoff

Air Liquide (Diisseldorf)

Target retrieval solution pH 6 Dako Cytomation (Hamburg)
(Zitratpufter)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth (Karlsruhe)
Trichloressigsédure Roth (Karlsruhe)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) AppliChem (Darmstadt)
Tritox X-100 Sigma (Karlsruhe)

Tween20 AppliChem (Darmstadt)
Xylol J.T. Baker (Griesheim)
Xylocain 1% AstraZeneca GmbH

Zinkformalin 10%

Anatomical Pathology International
Clinical Diagnostics (Cheshire, UK)
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2.1.3 Antikorper, Kits und Testsubstanzen

Tabelle 4: Verwendete Antikorper, Kits, Substanzen und Bezugsquellen;

alphabetisch geordnet.

Antikorper/ Kit/ Substanz Klon/ Bezeichnung Bezugsquelle
D-JNKI-1 Arbeitsgruppe: T.
Borsello (Mailand, Italien)
Mouse IL-6 Quantikine #M6000B R&D Systems
ELISA Kit
Mouse IL-6 Flex Set CatNo.558301 BD Bioscience
BD™  Cytometric Bead
Array (CBA)
Mouse TNF Flex Set CatNo0.558299 BD Bioscience
BD™  Cytometric Bead
Array (CBA)
Precision Plus Protein #161-0374 Bio Rad
Standard
Precision Protein #161-0381 Bio Rad
Streptactin-HRP
Conjugate
Anti-B-Actin (mouse) #A5441 Sigma (Karlsruhe)
Goat anti-rabbit IlgG HRP #AP132P Merck Millipore
(Darmstadt)
Goat Anti-Mouse IgG #12-349 Merck Millipore
HRP (Darmstadt)
c-Jun Rabbit mAb #9165 Cell Signaling
Phospho-c-Jun Rabbit #2361 Cell Signaling
mAb
NF-xB p65 Rabbit mAb #4764 Cell Signaling
Phospho-NF-«xB po5 #3033 Cell Signaling
Rabbit mAb
Polymer anti-rabbit HRP Dako (Hamburg)
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2.2 Methoden

2.2.1 Experimentelles Protokoll:

Tabelle 5: Ubersicht der Gruppenaufteilung.

Gruppe Bezeichnung Gruppenbeschreibung
1 Ctrl sham - Kontrolldidt-Fiitterung
_ - sham-Operation: gleiche operative
n=38 NaCl Intervention wie in Gruppe 5/6/7/8 aber
kein H/R
- intraperitonealer ~ *  Injektion  der
Losungsmittelkontrolle NaCl
2 Ctrl sham - Kontrolldiét-Fiitterung
_ - sham-Operation: gleiche operative
n=4 D-JNK-1 Intervention wie in Gruppe 5/6/7/8 aber
kein H/R
- 1. p. Injektion des Peptids D-JNKI-1
3 EtOH sham - Lieber- DeCarli Diét-Fiitterung
_ - sham-Operation: gleiche operative
n=38 NaCl Intervention wie in Gruppe 5/6/7/8 aber
kein H/R
- 1. p. Injektion der Losungsmittelkontrolle
NaCl
4 EtOH sham - Lieber- DeCarli Diit-Fiitterung
_ - sham-Operation: gleiche operative
n=4 D-JNKI-1 Intervention wie in Gruppe 5/6/7/8 aber
kein H/R
- 1. p. Injektion des Peptids D-JNKI-1
5 Crrl H/R - Kontrolldiét-Fiitterung
_ - H/R
n=13 NaCl - 1. p. Injektion der Losungsmittelkontrolle
NaCl
6 Cwrl H/R - Kontrolldiét-Fiitterung
_ - H/R
n=7 D-JNKI-1 - 1. p. Injektion des Peptids D-JNKI-1
7 EtOH H/R - Lieber- DeCarli Diét-Fiitterung
_ - H/R
n=10 NaCl - 1. p. Injektion der Losungsmittelkontrolle
NaCl
8 EtOH H/R - Lieber- DeCarli Diit-Fiitterung
n=12 D-JNKI-1 - AR

1. p. Injektion des Peptids D-JNKI-1
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2.2.1.1 Modell der ethyltoxischen Fettleber / des chronischen
ethyltoxischen Leberschadens am Versuchstier Maus durch Lieber-

DeCarli Diat-Fiitterung

Die verwendeten transgenen Méuse haben den genetischen Hintergrund der
C57Bl6 Maus, und wurden uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um
Christian Jobin (Chapel Hill, North Carolina USA) zur Verfligung gestellt (material
transfer agreement) und vor Ort in der Zentralen Forschungseinrichtung der Goethe
Universitit in Zucht iibernommen. Bei dieser Mauslinie steht die Expression des
enhanced green fluorescence protein unter der transkriptionellen Kontrolle von
NF-kB cis Elementen. Eine Einzelkopie des NF-kB-abhéingigen eGFP-Reporter
Genes wurde nach 5'des Hypoxanthinguanin-Phosphoribosyl Transferase-Gens
inseriert. Nach der intrazelluldren Bindung von NF-xB kommt es zur Transkription
von eGFP, welches immunhistochemisch, durchflusszytometrisch oder auch
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden kann!6?,

Die C57Bl6 Maiuse sind anerkannte Versuchstiere zur Grundlagenforschung
zum Leberschaden und werden hdufig zu Untersuchungen von Alkoholeinfluss
verwendet, da sie keine Abneigung gegen alkoholhaltige Fiitterung haben, und die
Alkoholaufnahme ohne Zwang erfolgen kann.

Die Tiere waren zu Beginn der Fiitterung zwischen 6 und 8 Wochen alt, und
hatten ein Gewicht von 20-30 g. Die Haltung erfolgte in separaten Filter Top-
Kifigen in einem Air-Flow Haltungsraum mit 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus
(von 7 bis 19 Uhr), sowie konstanter Raumtemperatur von 21-24°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 20-25%. Es wurden ausschlieBlich méinnliche Tiere im
Versuch verwendet, um den Einfluss zyklusbedingter Hormoneinfliisse bei
weiblichen Tieren auszuschlieen. Trinkwasser stand den Tieren vor und wéhrend
des Versuches ad libitum zur Verfiigung. Zeigten sich bei den Tieren Hinweise auf
unzumutbare Belastung oder Schmerzen wurden die Tiere vorzeitig aus dem
Versuch genommen.

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen in der Zentralen
Forschungseinrichtung der Universitdtsklinik Frankfurt am Main gehalten. Die
Tierhaltung erfolgte gemdl tierschutzrechtlichen Haltungsbedingungen. Der

entsprechende Tierversuchsantrag (interne Kurzbezeichnung: AIFL-NF-kB-Maus)
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wurde von der Landesregierung Hessen/Regierungsprasidium Darmstadt unter

folgender Genehmigungsnummer genehmigt: V 54 —19 ¢ 20/15 — F3/10.

2.2.1.2 Herstellung der Lieber-DeCarli Diét

Die Lieber-DeCarli Fliissigdidt wurde jeweils frisch aus vorgefertigtem
Trockenfutter, Maltodextrin, HoO und je nach Protokoll mit aufsteigendem
Ethanolgehalt hergestellt. Zuerst wurde die nach der unten folgenden Tabelle
vorgesehene Menge Lieber-DeCarli Trockendidt und Maltodextrin abgewogen, und
die entsprechende Menge H>O dazugegeben. Die Mischung wird mit einem
handelsiiblichen Stabmixer homogenisiert bis keinerlei Klumpen mehr vorhanden
sind. Wird eine ethanolhaltige Didt hergestellt, wird unvergilltes Ethanol
dazugegeben, die Menge an Maltodextrin wird dementsprechend verringert. Die
vorbereitete Fliissigdidt wird in 50 ml Zentrifugationsrohrchen aliquotiert und bis
zur Verwendung bei 4°C gelagert. Nach Zubereitung ist die Diét bei 4°C fiir 2-3
Tage haltbar.

Tabelle 6: Verwendete Materialien fiir die Herstellung der Fliissigdiat.

EtOH Konzentration [% (v/v0)] 0,50% 1,75% 2,63% 3,50% 4,38% 6,26%

Trockenfutter [g] 6,61 6,61 6,61 6,61 6,61 6,61
Maltodextrin [g] 4,48 3,22 2,6 1,95 1,34 0
H>0O [ml] 38,91 38,28 38,46 38,67 38,83 40,22
EtOH [ml] 0 0,89 1,33 1,77 222 3,17
Endvolumen [ml] 50 50 50 50 50 50

2.2.1.3 Chronische Alkoholfiitterung der Tiere — Paarfiitterung

Die Versuchstiere wurden zu Versuchsbeginn einzeln in Kéfigen, die mit
speziellen Futterrhrchen (feeding tubes) fiir Fliissignahrung ausgestattet wurden,
untergebracht. Das nachfolgend beschriebene Fiitterungsregime wurde iiber den
Zeitraum von 4 Wochen durchgefiihrt. Hierbei erhielten die Tiere eine Fliissigdidt
mit reguldrem Fettgehalt (17,8% der Gesamtkalorien) und geringem Vitamin A-
Anteil (Lieber-DeCarli Diidt), um zu gewdhrleisten, dass eine Leberverfettung

hauptséchlich durch den der Fliissigdidt zugefiigten Ethanolgehalt verursacht wird.
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Vor Beginn des Versuches wurden die Tiere randomisiert dem Versuchsmerkmal
Lieber-DeCarli Didt (ethanolhaltig), Kontrolldidt (ethanolfrei) und auch in Paare
zugeteilt. Alle Tiere wurden dann fiir 2 Tage als ,,Gewohnungsphase* mit der
ethanolfreien Fliissigdidt gefiittert. Nachfolgend erhielt die Lieber-DeCarli Diét
Gruppe eine Flissigdidt, welche mit graduell ansteigenden Ethanolvolumina
versetzt wurde. Beginnend mit 1,75% v/vo Ethanol wurde der Alkoholgehalt
schrittweise nach dem in der Literatur vorbeschriebenem Regime gesteigert, bis ein
Anteil der Kalorienzufuhr von 36 Prozent durch den Ethanolgehalt in der Diét
(6,25% v/vo) gedeckt wurde (s. Tab. 7).

Tabelle 7: Fiitterungsregime iiber 4 Wochen, Alkoholgehalt der Nahrung in %

(v/v0).
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
112)3[4]5/6]71]2]3{4]5/6/7|1[2/3]4|5/6/7|1/2/3/4/5[6]7
1,75 % 2,63 % 3,5% 4,38 6,26 %
%

Um zu gewdbhrleisten, dass die zugeordneten Kontrolltiere das gleiche metabolische
Niveau haben, wurde eine Paarfiitterung durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tiere zu
Beginn bereits in Parchen randomisiert, wobei ein Tier die Lieber-DeCarli Diét
erhielt, und das andere Tier eine isokalorische Menge an ethanolfreier Diét zur
Verfiigung gestellt bekam. Den Tieren der Ethanol-Didt-Gruppe wurde die Didt ad
libitum zur Verfiigung gestellt. Die Menge der ethanolhaltigen Didt, welche das
Ethanol-Tier aufgenommen hatte, wurde am Folgetag bilanziert, und dem Kontroll-
Tier die dementsprechende Menge an ethanolfreier Kontrolldidt bereitgestellt. Die
Kaloriendifferenz des Alkoholanteils der ethanolhaltigen Fliissigkeitsdidt wurde
dabei durch Kohlenhydrate (Maltose-Dextrin-Gemisch) dquikalorisch ersetzt. Alle
Tiere wurden tédglich zwischen 16:00 und 18.00Uhr mit der entsprechenden Diét
gefiittert, die ihnen dann fiir die néchsten 24 h zur Verfiigung stand. Taglich wurde
dabei das Korpergewicht kontrolliert, und die Tiere hinsichtlich ihres
Allgemeinzustandes beurteilt. Wéhrend des gesamten Zeitraumes des Versuches

hatten alle Versuchstiere fortwiahrend freien Zugang zu Wasser.

-32-



Material und Methoden

2.2.1.4 Modell des Héamorrhagischen Schocks / Reperfusion am

Versuchstier Maus - Operative Prozedur

2.2.1.4.1. Katheterisierung der Aa. femorales

Zwecks des invasiven hdmodynamischen Monitorings des arteriellen MAP-Wertes
und der kontrollierten Hypovoldmie erfolgte zu Versuchsbeginn die
Katheterisierung beider Arteriae femorales. Zu Beginn jedes Versuches wurde ein
Operation-Dokumentationsprotokolls angelegt. Die Versuchstiere wurden mittels
Isofluran-Inhalationsnarkose narkotisiert und in Riickenlage unter Pflasterfixierung
der unteren Extremitét auf einer regulierbaren Wiarmematte gelagert. Zum Schutz
der Corneae wurde Augensalbe aufgebracht. Die Aufrechterhaltung der Narkose
erfolgte durch ein offenes Narkosesystem ebenfalls mit Isofluran. Die Méiuse
wurden hierzu mit dem Kopf'in einer speziellen Maske, welche eine kontinuierliche
Applikation von volatilen Anisthestetika, bei gleichzeitige Absaugung des
iiberschiissigen Narkosegases ermdglicht, und die mit dem Narkosegerit verbunden
ist, platziert. Die Flussrate des Narkosegases betrug ca. 0,5-0,7 1/min, bei einer
Isofluran- Konzentration 1-2,0%, und wurde jeweils nach Bedarf angepasst, bis
eine ausreichende Narkosetiefe erreicht wurde. Durch Einbringen einer rektalen
Temperaturmesssonde  wurde kontinuierlich die Korpertemperatur  des
Versuchstieres gemessen und die Temperatur durch Anpassung der Warmematte
sowie einer Wiarmelampe zwischen 35 - 37°C reguliert.

Das gesamte Operationsgebiet wurde mittels Enthaarungscreme von Fell
befreit und anschlieBend dreimalig desinfiziert. Hiernach erfolgte die Infiltration
des OP-Zugangsgebietes mit dem langwirksamen Lokalanésthetikum Carbostesin
0,25%. Dann wurde die Haut und das Unterhautfettgewebe durch zwei ca. 1 cm
lange Schnitte beidseits erdffnet, und die Wundflache mit steriler NaCl Losung vor
Austrocknung geschiitzt. Der Hautschnitt erfolgte dabei von inguinal nach distal
dem GefdB-Nervenstrang folgend.

Die weiteren Schritte erfolgten unter dem OP Mikroskop bei 1,6x 12-facher
Vergroflerung: Alle beschriebenen Schritte erfolgen seitengleich an der rechten und
linken unteren Extremitét.

Die Arteria femoralis wurde jeweils unter Separation von der Vena femoralis

und des Nervus femoralis im proximalen und distalen Zugangsbereich iiber eine
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kurze Strecke von ca. 3 mm freiprépariert. In diesen Bereichen wurde je proximal
und distal eine Ligatur der 4. femoralis mit Seide 5-0 vorgelegt. Die distal
vorgelegte Ligatur der Arteria femoralis wurde nachfolgend verschlossen, und das
Gefdll hierdurch gestaut. Aufgrund ausreichender Kollateralgefile kam es
hierdurch bei keinem der Versuchstiere zu einer Hypoxie/Nekrose der betroffenen
Extremitdt. Die Arterie wurde durch das Setzen eines Gefd3-Klemmchens oberhalb
des proximal vorgelegten Knotens auf die Arferia femoralis (atraumatisch)
verschlossen.

Fiir die eigentliche Kaniilierung erfolgte das weitere Vorgehen nun unter 2,5x
12-facher Vergroferung. Die Gefdkatheter wurden zur Vermeidung von
Luftembolien mit heparinisierter NaCl-Losung durchgespiilt. Der distal isoliert
freigelegte GefdBabschnitt der Arteria femoralis wurde mit einem Spatel
unterfahren, und die Arterie mit einer vorgebogenen G 30-Hohlnadel punktiert.
Nach der Punktion wurde der vorbereitete Katheter in das Gefd3 eingefiihrt. Unter
1,6x 12-facher Vergroflerung wurde die proximale Gefdlklemme gedffnet und der
Katheter weiter vorgeschoben bis {iber die proximal freigelegte Stelle. Der Katheter
wurde im Gefédll durch Anziehen der proximalen Ligatur und durch Fixation an der
distalen Ligaturstelle befestigt. Die Katheterlage wurde durch Anspiilen und
Aspiration iiberpriift. Wahrend der Prdparation wurde die Wundfliche durch
intermittierende Applikation von Flissigkeit (NaCl) zur Vermeidung einer
Austrocknung benetzt.

Trat bei der Préparation oder Katheterisierung eine Blutung auf, wurde diese
durch Druck oder elektronische Koagulation gestillt, wobei Versuchstiere, welche
bereits einen starken Blutverlust bei der Priaparation erlitten hatten aus dem Versuch
ausgeschlossen wurden (initialer MAP zu niedrig. Im Durchschnitt < 50 mmHg

wihrend 10 Minuten Beobachtungszeitraum).

2.2.1.4.2. Durchfiihrung des hdmorrhagischen Schocks/Reperfusion

nach erfolgter Katheterisierung

Nach erfolgreicher Katheterisierung und Kalibrierung der Blutdruckmessung
zur Atmosphére hin wurde einer der Katheter an den Druckdom angeschlossen. Der
Mittlere arterielle Druck (MAP) wurde wihrend des kompletten Versuchverlaufs

mittels einer auf einen Laptop aufgespielten Dokumentationssoftware
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aufgezeichnet (alle 10 sec). Der zweite Katheter diente der Auslosung und

Aufrechterhaltung des himorrhagischen Schocks.

Dafiir wurde der Katheter mit einer heparinisierten Spritze konnektiert und
innerhalb von 5 Minuten durch das vorsichtige Abziehen von Blut unter stindiger
RR-Kontrolle (Im Normalfall ca. 0,25 ml- 0,35 ml Blut initial) der Druck auf unter
40 mmHg abgesenkt. Der mittlere arterielle Druck wurde nun durch
Aspiration/Transfusion fiir 90 Minuten kontinuierlich bei einem Zielwert 32 mmHg
gehalten. Wéhrend der 90-miniitigen Schockphase wurden die Wundfldchen feucht
gehalten, die Katheterlage und Temperatur kontrolliert und die Narkosetiefe

entsprechend angepasst.

Vor Beginn der Reperfusionsphase wurde entweder die nach Korpergewicht
berechnete Dosis D-JNKI-1 (11 mg/kg, intraperitoneal, i. p.) oder in der
Kontrollgruppe NaCl mittels i. p. Injektion im linken unteren Quadraten appliziert.
Nach Abschluss der 90 Minuten wurde die Maus mit 60% des maximal
entnommenen Blutvolumens innerhalb von 5 Minuten und 50% des maximal
entnommenen Blutvolumens in Form von Ringerlosung innerhalb der néchsten 25
Minuten reperfundiert.

Die beiden Katheter wurden unter Verschluss der proximal vorgelegten Ligatur
der Arteria femoralis entfernt. Zum sicheren Verschluss der Arteriae femorales
erfolgte eine 3. Ligatur knapp oberhalb der Punktionsstelle. Zur erneuten
Schmerztherapie wurden die Wundrinder mit Carbostesin 0,25% nochmals
infiltriert und die Wunden durch Einzelknopf-Hautnaht verschlossen. Fiir die
Aufwachphase wurden die Versuchstiere in Bauchlage verbracht und die Isofluran-
Zufuhr beendet. Nach einer ausreichenden (mindestens 60-miniitigen)
kontinuierlichen Uberwachung mit Wirmezufuhr wurden die Tiere in den Kifig
riickverbracht. Voraussetzung hierfiir war ein normales Bewegungsmuster, erfolgte
Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme und ein ,,normales Verhalten®. Uber den
gesamten Versuchsverlauf erfolgte die schriftliche Dokumentation relevanter

Versuchsparameter.
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2.2.1.4.3 Vorgehen bei der Kontrollgruppe

Bei Tieren die der sham-Gruppe angehoren, wurde die operative Prozedur der
Katheterisierung analog wie bei den Schock-Tieren durchgefiihrt. Der zweite
Katheter wurde auch an eine heparinisierte Spritze konnektiert, aber kein Blut
aspiriert oder eine weitere Manipulation durchgefiihrt. Auch die Interventionen
wihrend der Reperfusions-Phase entfallen, wobei die Kontrollgruppe iiber die
Dauer der Reperfusions-Phase weiter in Narkose gehalten wurde, um die gleiche
Narkoseldnge wie bei der Interventionsgruppe zu garantieren. Die Aufwachphase

der Kontrollgruppe gestaltet sich analog zur Interventionsgruppe.

2.2.1.4.4 Organentnahme und Probenkonservierung

Die Probengewinnung erfolgte 2 Stunden nach Ende der Reperfusion. Die
Versuchstiere wurden mit Isofluran andsthesiert. Das Korpergewicht wurde erneut
bestimmt, und die Maus unter die Narkosemaske gelegt — die Dosierung des
Narkosegaszuflusses wurde bis zu einer Asphyxie auslosenden Dosis gesteigert.
Wihrenddessen wurde die Bauchdecke in einem grof3 angelegten V-Formigen
Schnitt vom Unterbauch bis zum Thorax links und rechts komplett erdffnet und die
ventrale Bauchdecke hochgeklappt. Die V. cava inferior wurde zur moglichst
kompletten Blutentnahme mit einer 2 ml Spritze 25G Kaniile punktiert, das Blut
aspiriert und auf Eis gelagert (Blutvolumen: ca. 0,6-1 ml).

Das tief narkotisierte Tier wurde durch das Entbluten tiber die V. Cava inferior
getotet, die V. cava inferior wurde anschliefend scharf durchtrennt, und die Leber
und der gesamte Blutkreislauf mit Ringer-Losung iiber die V.a. cava inferior mit
einer Brauniile perfundiert. Nach Entnahme der Lavage wurde die Leber in Ginze
abgesetzt, das Lebergewicht bestimmt und das entnommene Organ auf Eis gelagert.

Eine zweite bei der Entnahme assistierende Person préparierte die Leberlappen
voneinander, wobei der rechte grof3e Leberlappen abgetrennt, mit 10% Zn-Formalin
perfundiert wurde, und dann in foto in eine Einbettkassette verbracht wurde. Die
Einbettkassette wurde fiir 16-20 Stunden bei Raumtemperatur in 10% Zn-Formalin
und anschliefend bis zur endgiiltigen Aufbereitung in 70%-igem Ethanol gelagert.
Der mediane Leberlappen wurde in ein Kryoférmchen mit Tissue-Tek®
eingebettet, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C

asserviert. Hier erfolgte spiter die Herstellung von Kryoschnitten. Die restlichen
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Leberanteile wurden in kleinere Stiicke zertrennt und auf mehrere Kryotubes zur

spéteren Protein- und RNA-Isolierung konserviert.

2.2.2 Kontrollparameter des Versuchsablaufes

2.2.2.1 Hamodynamik des Himorrhagischen Schocks

Der mittlere arterielle Druck (MAP) wurde als hdmodynamischer Parameter
wihrend des Versuches kontinuierlich alle 10 sec aufgezeichnet. Fiir die
Dokumentation wurde eine Computersoftware (Digi-Med® System IntegratorTM
Model 400; FA Micro-Med, Inc) verwendet. Die aufgezeichneten MAP-Werte
wurden mittels Exel-Tabelle zusammengestellt, und wie unter 2.2.7 Statistik

beschrieben, ausgewertet.

2.2.2.2 Liver to body weight Ratio (LBR)

Zu Beginn der Organentnahme wurde das Korpergewicht des jeweiligen Tieres
nach Einleitung der Narkose bestimmt. Nach Entnahme der Leber durch den
Operateur wurde die Leber gewogen. Aus den beiden ermittelten Werten wurde das

Verhéltnis Leber zu Korpergewicht = Liver to body weight Ratio (LBR) errechnet:

Formel:

Liver to Body weight Ratio (LBR) = Lebergewicht/Korpergewicht x100 [%]

2.2.3 Nachweis von Organschiden

2.2.3.1 Bestimmung der AST-/ALT- und CK -Konzentrationen im

Plasma

Die Serum-Konzentrationen relevanter Leberparameter, stellvertretend der
Transaminasen Aspartat Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase
(ALT) als Marker fiir einen hepatischen Gewebeschaden, und der unspezifischen
Creatinkinase (CK) stellvertretend als Marker fiir einen Schaden von

Skelettmuskulatur/ Herzmuskulatur, wurden aus dem Serum der Blutproben
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bestimmt. Nach der Entnahme des Vollblutes wurde dieses fiir 10 Minuten bei 1358
g und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Serum abpipettiert und bis zur
Bestimmung bei -80°C gelagert. Die Bestimmung der Transaminasen erfolgte unter
Verwendung eines Trocken Chemie Systems (Kodak Ektachem Analysator DT 60
und dem Zusatzmodul DTSC der Firma Johnson & Johnson) im Institut fiir
Okologie, Evolution & Diversitit im Arbeitskreis Stoffwechselphysiologie der
Universitit Frankfurt. Fiir die Bestimmung wird zuerst eine Verdiinnungsreihe
mittels Serum und NaCl-l6sung hergestellt. Das Analysegerdt funktioniert mittels
vorgefertigter Analysepldttchen fiir die einzelnen Laborparameter, welche bei 4°C
gelagert werden miissen. Das entsprechende Analysepléttchen fiir die gewiinschten
Parameter (AST/ALT/CK) wird in das DTSC eingelegt und nach einer
Aufwirmphase wird das Serum mittels einer Vitros DT Pipette auf das Pléttchen

aufgebracht, worauf das Gerédt die Serum-konzentration in U/L bestimmt.

2232 Gewebeaufbereitung fur histologische und
immunhistochemische Farbungen

Die fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen
bestimmten Leberlappen werden nach der Entnahme aus dem 70%igen Ethanol wie
folgt bearbeitet. Fiir die Herstellung von Paraffinblocken werden die Leberlappen
mit verschieden konzentrierten Alkoholldsungen (absoluter Alkohol, 96%iger
Alkohol und 70%iger Alkohol), Xylol und anschliefend Paraftin, dies findet fiir 21
Stunden in einem geschlossenen Gewebeeinbettungsautomaten (Hypercenter) nach
einem vorgegebenen Programm statt, durchtrinkt. Wenn dieser Schritt
abgeschlossen ist, wird das Gewebestlick mit fliissigem Paraffin (ca. 60°C) in kleine
Blocke gegossen, und anschlieBend auf einer Kiihlplatte bei -10°C fiir ca. 24
Stunden zum Aushédrten gebracht. Nachdem die Blocke ausreichend gehirtet sind,
werden unter Verwendung eines Schlittenmikrotoms, 7 bzw. 4 um dicke
Einzelschnitte angefertigt, und auf die Objekttriger gebracht. Die Objekttrager mit
den so gefertigten Organschnitten werden dann an der Luft und dann noch fiir ca.
60 Minuten im Ofen getrocknet damit die Schnitte ausreichend an den

Objekttragern fixiert werden.
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2.2.3.3 Darstellung der Lebermorphologie mit der Himatoxylin-Eosin
(HE) Farbung

Die Himatoxylin Eosin-Firbung ist das am haufigsten verwendete
Féarbeverfahren in der Histologie, mit dem die verschiedenen Strukturen eines
feingeweblichen Schnittes angefiarbt werden konnen, welche zur Beurteilung der
Lebermorphologie bezichungsweise Lebergewebeschiddigungen routinemifig

eingesetzt wird.

2.2.3.3.1 Entparaffinierung

Fiir die HE Féarbung werden Paraffinschnitte mit 7 um Dicke verwendet. Zu
Beginn und nach der Fiarbung durchlaufen die Histologiegewebeschnitte eine ab-
und aufsteigende Alkoholreihe nach dem nachfolgend geschilderten Procedere:
Vor und nach den jeweiligen Férbungen miissen die Schnitte die absteigende
beziehungsweise aufsteigende Alkoholreihe gemédfl dem in Tab. 8 dargestellten
Schema durchlaufen.

Tabelle 8: Schema der Alkoholreihe (giiltig fiir alle Firbungen).

Reihenfolge Reihenfolge Verweildauer Substanz
absteigend aufsteigend
1 4 3 x 5 min Xylol
2 3 2 x 5 min Alkohol absolut
3 2 2 x 3 min Alkohol 95%
4 1 1 x 3 min Alkohol 70%
5 > 5 min dH>O

2.2.3.3.2 Kern-Plasma-Farbung mit Himatoxylin-Eosin

Zur Anfarbung der Leberschnitte mit HE werden die wie zuvor beschrieben
angefertigten Objekttrager in Glasschélchen fiir 10 Minuten in Himatoxylin (HTX)
inkubiert und im Anschluss fiir wenige Sekunden in Aqua dest. gegeben. Danach
werden die Schnitte in Scott-Puffer verbracht (destilliertes Wasser mit 0,2 % (w/v)
Natriumhydrogencarbonat und 2 % (w/v) Magnesiumsulfat) fiir 10 Minuten, darauf
folgt nochmals kurzes Abwaschen mit Aqua dest. Nun inkubiert man die

Gewebeschnitte 3 Minuten lang mit 0,5%igem Eosin G (0,5%iges Eosin G; 1
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Tropfen Eisessig pro 100 ml Eosin). Danach durchlaufen die Schnitte erneut nach

dem oben beschriebenen Schema die aufsteigende Alkoholreihe.

2.2.3.3.3 Eindecken der Schnitte

Die so angefarbten Schnitte werden nun eingedeckt. Nachdem die Schnitte aus
dem Xylol-Bad kommen, werden sie mit 2 Tropfen Eukitt® Einschlussmittel
bedeckt und ein Deckglass aufgebracht. Dabei ist darauf zu achten, dass keine
Luftblasen unter dem Deckglas verbleiben. Das iiberschiissige Einschlussmittel
wird dann durch kurzes Bad in Xylol entfernt und die Schnitte zum Trockenen

belassen.

2.2.3.3.4 Auswertung der Farbung

Nachdem die Schnitte getrocknet sind, wurden die HE gefarbten Schnitte unter
dem Lichtmikroskop bei einer Vergroflerung von 5x10 und 20x10 ausgewertet.
Dabei wurde das Gewebe von zwei unabhingig auswertenden Personen doppelt
verblindet beziiglich der histologischen Lebergewebeschddigung bewertet. Zur
Beurteilung der Lebergewebeschddigung orientierten wir uns an der Auspriagung
der vorhandenen Nekrosen, dem Vorhandensein von pathologischer
Lebermorphologie, dem Vorhandensein von Vakuolen, eventueller Zellschwellung
oder dem Zellkernverlust. Nach diesen genannten Kriterien wurden die

Einzelschnitte in Gruppen eingeteilt.

2.2.4 Nachweis eines inflammatorischen Geschehens

2.2.4.1 Bestimmung der Zytokin-Level im Serum (IL-6, TNF-a)

Die systemischen Spiegel der proinflammatischen Zytokine IL-6 und TNF-a
wurden im Serum durchflusszytometrisch bestimmt. Die Analysen erfolgten am
FACSCalibur unter Verwendung des Mouse IL-6 bzw. TNF-a Flex Set mittels
,Cytometic Bead Array“ (CBA, BD Bioscience) nach Angaben und dem Protokoll

des Herstellers.
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2.2.4.2 Bestimmung der Zytokin-Level im Lebergewebe
2.2.4.2.1 Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)

Fiir die quantitative Bestimmung der Konzentrationen des hepatischen IL-6 wurde
wir ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefiihrt. Dieses
immunologische Nachweisverfahren basiert auf einer enzymatischen Farbreaktion. In
einem Sandwichverfahren wird das nachzuweisende Antigen zwischen zwei
Antikorpern eingebettet. Der Erstantikorper, der gegen das zu bestimmende Antigen
gerichtet ist, ist auf einer Mikrotiterplatte an die Wellenboden gebunden. Die Probe
mit dem nachzuweisenden Antigen wird in die Wellenbdden der Mikrotitierplatte
aufgebracht und inkubiert, wobei sich das Antigen konzentrationsabhéngig an den
Erstantikdrper der Platte bindet. Ungebundene Probenanteile werden durch
Waschschritte entfernt und ein Zweitantikdrper aufgetragen, so dass ein Antikorper-
Antigen-Antikorper-Komplex entsteht. An den zweiten Antikdrper ist aulerdem eine
Meerrettich-peroxidase gebunden. Nach einem erneuten Waschschritt, wird eine
farblose Substratlosung auf die Mikrotitierplatte appliziert wodurch durch die
Meerrettich-peroxidase ein farbiges Produkt entsteht, das dann photometrisch
quantifiziert werden kann. Dabei entspricht die Menge des nachzuweisenden Antigens
proportional der Farbintensitit des Farbproduktes. Nach einer definierten
Reaktionszeit wird die enzymatische Reaktion mit einer Sdurelésung gestoppt.

Wir verwendeten fiir den Nachweis von IL-6 ein Testsystem von R&D System.
Die Proben zur Bestimmung wurden mit Aqua dest. auf einen Proteingehalt von 50
pg/ul verdiinnt. In jede Vertiefung wurden 50 pl Assay Diluent RD 1-14 sowie 100 pl
Probe/ Standard/ Spike oder Blanc pipettiert. Die Platte wurde abgedeckt, vorsichtig
fiir 1 Minute geschwenkt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde die Fliissigkeit aus den Vertiefungen aspiriert und der erste Waschschritt
durchgefiihrt. Dabei wurde in jede Vertiefung 400 ul Waschpuffer gefiillt und
anschlieBend wieder aspiriert, diese Schritte wurden 5 Mal wiederholt. Nun werden
100 pl des sekunddren Antikorpers in jede Vertiefung gegeben, abgedeckt,
geschwenkt und wiederum fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
erfolgt der zweite Waschschritt analog wie zuvor. 100 pl Substratldsung werden
zugegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung inkubiert.
Anschliefend wird 100 pl Stop-Solution aufpipettiert und die Platte vorsichtig

geschwenkt. Dann wurde photometrisch die Farbintensitit und damit die
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Konzentration von IL-6 mittels eines Microplate-Readers (Infinite M2000, Tecan,

Mainnedorf, Schweiz) bei 450 nm bestimmt.

2.2.5. Untersuchung von Transkriptionsfaktoren c-Jun/NF-«B

2.2.5.1 Proteinisolierung aus Lebergewebe

2.2.5.1.1 Proteinextraktion aus Gewebeproben

Die Proteinisolierung erfolgte durchgehend auf Eis oder bei 4°C
(Zentrifugation). Hierzu werden Precellys Keramik Tubes beschriftet, mit 600 pl
Lysepuffer (Zusammensetzung siche Tbl. 9) befiillt und auf Eis gestellt. In jedes
Tube wird ein Organstiick des bei -80°C konservierten Lebergewebes zugegeben.
AnschlieBend wird das Lysat im Homogenisator - precellys24 lysis &
homogenization — zweimal je 20 Sekunden bei 6500 rpm homogenisiert. Das Lysat
wird im Anschluss in Eppendorf-cups umpipettiert und dabei nochmals 10-fach
mittels einer Insulinspritze aufgezogen. Danach wird das Lysat bei 13000 rpm und
4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert um die Zelltrimmer zu sedimentieren. Der
Proteintiberstand wird in Eppendorf-Rohrchen aliquotiert und bei -80°C bis zur
spiateren  Untersuchung  asserviert. Im  Anschluss  erfolgte  die

Proteingehaltbestimmung aus einem Teil des Uberstandes.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Losung zur Zelllyse.

Losung Zusammensetzung (Endkonzentrationen)

Lysepuffer Tris-HCI #A1086 - 50mM pH 7,4
NP-40 #155942 - 1%
Na-deoxycholate - 0,25%
NaCl #31434 — 150 mM
EDTA #1073 J.T. - 1 mM
Aprotinin #A-1153 -1 pg/ml
Leupeptin #L.2023 — 1 pg/ml
Pepstatin #P4265 — 1 pg/ml
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NazVO4 #56508 — 1 mM
NaF #S-1504 — 1 mM
PMSF #6367.1 — 1 mM

2.2.5.1.2 Proteinquantifizierung

Durch die Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliantblau an kationische und
nichtpolare hydrophobe Seitenkette der Proteine verschiebt sich das
Absorbtionsmaximum des Farbstoffes proportional zur Proteinmenge. Vom
Uberstand aus der zuvor geschilderten Proteinisolation wurden je 5 pl in ein neues
Eppendorf Reaktionsgefdl gegeben, im Verhéltnis 1:100 mit 495 ul destilliertem
Wasser verdiinnt und griindlich gemischt, sodass die gemessene Absorption
innerhalb der vorgegebenen Standardkurve lag. Es wurden je 10 pl auf eine 96-
Well- Mikrotiterplatte gegeben und mit 300 pl Coomassie- Brillant- Blue blasenfrei
aufgefiillt. Die Mikrotiterplatte wurde dann ca. 5 sec auf den Schiittler gestellt und
fiir 10 Minuten inkubiert. Zusétzlich wurde ein Blindwert, der statt der Probe Aqua
bidest. enthélt hergestellt. Die Absorbtion der Probe wurde bei 595 nm und 25°C
gegen den Blindwert spektralphotometrisch gemessen. Der Proteingehalt der

Proteinsuspension wurde mittels einer linearen Eichkurve gemessen.

2.2.5.2 Quantifizierung der c-Jun/NF-«xB Expression mittels Western
Blot

Der Western Blot ist ein Standardverfahren zum Nachweis und der
Quantifizierung von Proteinen. Dieser umfasst die Einzelschritte der
Proteinauftrennung, Proteintransfer, Proteindetektion und schlieflich die

Immundetektion der Ziel-Proteine.

2.2.5.2.1 Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE zur Proteinauftrennung
Die Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE Gel-Elektrophorese erfolgt

anhand des elektrischen Potenzials der Proteine. Die Molekiille wandern hierbei
durch eine Gelmatrix aus Acryl- und Bisacrylamid. Durch eine Kettenreaktion

bildet Acrylamid langkettige Polymere aus, welche durch Bisacrylamid
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miteinander vernetzt werden. Freie Radikale (Radikalbildner
Ammoniumperoxodisulfat = APS) und der Katalysator TEMED (= N",N’,N"N"-
Tetramethylethylendiamin) unterstiitzen und beschleunigen diese Polymerisation.
Durch die Anlagerung von SDS (= Natriumdodecylsulfat) an die Proteine,
denaturieren diese und werden entsprechend ihrer MolekiilgroBBe gleichmifBig
negativ aufgeladen. Nachdem das Gel mit den Proteinen in ein elektrisches Feld
gebracht wird beginnen die Proteine entsprechend ihrer Ladung, also ihrer
MolekiilgroBe durch das Gel zu wandern und dabei aufzutrennen.

Zur Durchfilhrung der Gelelektrophorese wurden zwei gereinigte Glas-
Gelplatten in die entsprechende Halterung -eingesetzt. Fiir die Protein-
Gelelektorphorese (SDS-PAGE) wurde fiir die spdtere Inkubation mit dem
Antikorper ein 12%iges Trenngel (fiir Proteine zwischen 40 und 100 kD) bis ca. 1
cm unterhalb des Glasrandes eingegossen und mit Isopropanolol iiberschichtet.
Nach der Polymerisation wurde das Isopropanolol abgegossen, mit Aqua dest
abgesplilt und ein 4%igem Sammelgel nach Laemmli (1970) dariibergegossen. Die
Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel ist in der Tabelle 10 aufgefiihrt. Nun
wir ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt um auf diese Weise die Taschen fiir die
Proteinproben zu bilden. Nach Polymerisation des Sammelgels wurden die Gele
aus der Halterung genommen, in die Gelelektophoresekammer eingebracht und die
Kdmme wurden entfernt.

Die Geltaschen wurden mit Elektrophorese-Puffer befiillt, wobei die Gel-
Kammern nochmals auf ihre Intaktheit {iberpriift wurden. Die erste sowie die letzte
Geltasche wird mit einem Grof3enstandard befiillt. Dieser Marker besteht aus einem
vorgefarbten Proteingemisch und dient der Erkennung der molekularen Masse der
detektierten Proteine. Wir wdhlten einen zweifarbigen (blau/pink) Marker
(Precision Plus Protein Dual color Standards; BIO-RAD) wobei dieser Marker eine
Proteindetektion von 10-250 kDa ermdglicht.

Die Proteinproben werden flir 5 Minuten in einem Heizblock bei 95°C
denaturiert und fiir wenige Sekunden zentrifugiert. Im Anschluss werden die

Proteinproben (50 pg pro Spur) in die Geltaschen pipettiert.

Nach Befiillen der Geltaschen erfolgt die Proteinauftrennung durch
Elektrophorese bei RT in 1x Elektrophorese-puffer fiir 40 Minuten bei einer
Spannung von 60 V (PowerPac 300 Power Supply), im Anschluss, wenn die Proben
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das Sammelgel durchlaufen hatten, und in das Trenngel eintreten, wurde die

Spannung auf 90 V erhoht (insgesamt 2,5 Stunden).

Tabelle 10: Zusammensetzung der Elektrophoresegele.

Komponente Sammelgel 4% Trenngel 12%
Acrylamid A 1,3 ml 3,9 ml
ddH»O 5,4 ml 1,75 ml
SDS 10% 100 pl 100 pl
Sammelgel Puffer [1,125 M Trispuffer 2,5 ml -
(pH 6,8)]

Bisacrylamid B 0,6 ml 1,8 ml
APDS 10% 100 pl 100 pl
TEMED 20 pl 10 pl
Trenngel-Puffer [1,125 M Trispuffer - 2,5 ml
(pH 8,8)]

2.2.5.2.2 Western-Hybridisierung (Western Blot)

Nach der oben beschriebenen SDS- Polyacrylamid Gelelektrophorese wurden
die Proteine aus dem Trenngel mit Hilfe des Western Blots auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und durch Inkubation mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen.

Zur Durchfilhrung des Proteintransfers wird das SDS-Gel aus der
Elektrophorese-kammer genommen und die Glasplatten vorsichtig entfernt. Das
Sammel-Gel mit den Taschen wird entfernt, sodass nur noch das Trenn-Gel mit den
darin enthaltenen Proteinen vorliegt. Die Membran sowie mehrere Lagen Blotting-
papier wird auf die dem Trenn-Gel entsprechende GroBe zurechtgeschnitten. Das
Blottingpapier und die Hybondmembran sowie zwei Schwammtiicher werden mit
Transferpuffer bendsst. Die Blotkammer wird nun mit der Reihenfolge Anode —
Schwammpapier 2 Lagen Blottingpapier — Hybond-Membran — Trenn-Gel —
Schwammpapier 2 Lagen Blottingpapier — Kathode besetzt, hierbei wird darauf
geachtet, dass keine Luftblasen zwischen den Schichten eingeschlossen werden.

Der Western-Transfer erfolgt bei einer Spannung von 100 V fiir 60 min.
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Losungen zur Proteinauftrennung.

Losungen

Zusammensetzung

Laufpuffer

Probenpuffer

Transferpuffer

0,25 M Tris, pH 8,3

1,92 M Glycin

0,1% SDS

2% NaxCOs

1% CaSOg4

2% Kupfer-Na-Tartrat

50% Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz

Laemmli-Probenpuffer

(2x Laemmli Puffer vor Gebrauch mit
3-Mercaptoethanol versetzt)

23 mM Tris

2.2.5.2.3 Antikorperhybridisierung

Im Anschluss an den Transfer

immunochemisch mittels proteinspezifischer Antikdrper

konnen die gewiinschten Proteine

(Primérantikorper)

nachgewiesen werden. Die Antikoérperbindung kann man mit sekundiren gegen den

Primérantikorper gerichteten Antikorpern, welche an Meerrettich-peroxidase (auch

als HRP = horse radish peroxidase bezeichnet) gebunden sind, visuell darstellen.

Die Meerrettich-peroxidase ist ein Enzym, welches Luminol in seine oxidierte

Form tberfihren kann. Die wihrend dieser oxidativen Reaktion entstehende

Luminiszenz kann anschlieffend mit einem

Rontgenfilm detektiert werden.

Tabelle 12: Verwendete Antikorper zur Western Blot-Analyse.

Antikorper Verdiinnung
Phospho-NF-«kB p65 (rabbit) 1:750
NF-«B p65 (rabbit) 1:750
Phospho c-jun (rabbit) 1:750
c-jun (rabbit) 1:750
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Antikorper Verdiinnung

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (goat 1:5000
anti rabbit)

anti-B-actin (mouse) 1:2000
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (goat 1:5000

anti mouse)

Nach dem Blot wird die Membran mit Towbin-Puffer gewaschen. Die
Membran wird dann fiir 45 Minuten in Blockierlosung bei Raumtemperatur
inkubiert.  Durch  diese  Inkubation @ werden  die  unspezifischen
Proteinbindungsstellen blockiert und damit die unerwiinschte unspezifische
Bindung des Primdrantikdrpers minimiert.

Als Erstantikorper werden c-Jun/phospho c-Jun und NF-xB p65/phospho NF-
kB p65 verwendet. Die Membran wird mit 10 ml Primérantikdrper-
Antikorperpuffer bei Raumtemperatur unter stindiger Bewegung auf einer
Schaukelwippe fiir 20 Minuten inkubiert und anschlieend iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Der Primérantikorper ist zuvor in Antikdrperpuffer gelost worden. Am
ndchsten Tag wurde die Membran vor den weiteren Schritten nochmals fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur belassen. Nach dieser Inkubation wird die
Primérantikorper-Pufferlosung abgegossen und der bis dahin nicht gebundene
Erstantikdper durch griindliches Waschen mit Blot-Puffer entfernt (3-mal je 15
Minuten). Die Membran wird nun fiir 45 Minuten mit einer Sekundéirantikdrper-
Losung inkubiert. Sowohl fiir c-Jun/phospho c-Jun (pc-Jun) als auch fiir NF-xB
p65/phospho NF-«xB (pp65) wird als Erstantikorper ein im Kaninchen hergestellter
Antikorper, welcher gegen die Ziel-Proteine gerichtet ist, verwendet; der
Zweitantikorper, welcher mit der Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, wurde in
Ziegen hergestellt und ist gegen den Kaninchen-Antikorper gerichtet. Nach
Abschluss dieser Inkubation folgen erneute Waschschritte (Blot-puffer), um den
iiberschiissigen nicht gebundenen Zweitantikorper zu entfernen, und damit eine
scharf umgrenzte Lumineszenz zu erreichen, jeweils 3 Mal fiir 15 min und
abschlieend mit Aqua bidest. fiir 5 Minuten gespiilt. Als quantitative Kontrolle

wurde Beta-Actin in analoger Art und Weise bestimmt.
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Tabelle 13: Pufferlosungen zur Proteindarstellung und ihre Zusammensetzungen.

Losung Zusammensetzung
Antikorperpuffer 0,5% BSA
150 mM NaCl

1 mM Tris, pH 7,4
0,5% Tween 20

Blockierlosung 10% Magermilchpulver
150 mM NaCl
1 mM Tris, pH 7,4
Blot-Puffer 150 mM NaCl

1 mM Tris, pH 7,4

0,5% Tween 20
Towbin-Puffer 150 mM NaCl

1 mM Tris, pH 7,4

2.2.5.2.4 Chemolumineszenz

Zur visuellen Abbildung der antikdérpermarkierten Proteinbanden erfolgt nun
die Chemilumineszenzfarbung. Wenn Luminol durch die Meerrettich-Peroxidase
in seine oxidierte Form tiiberfiihrt wird, kommt es zur Emission von Licht der
Wellenldnge 428 nm, wobei die Stirke der Lichtemmission in direkt
proportionalem Zusammenhang mit der Menge des entsprechenden Proteines steht.
Die stattfindende Lichtemmision wird dann mittels des Fusion Fx7 (Peqlab)
dokumentiert. Die Nitrozellulosemembran wird fiir 1 Minuten mit
Chemolumineszenz Losung (1 ml ECL™-Losung A mit 1 ml ECL™-Losung B)
inkubiert, die danach moglichst vollstindig entfernt wird. Die durch
Chemolumineszenz detektierbaren Banden konnen mittels des Fusion Fx7, bei
einer Belichtungszeit von 30 sec, aufgezeichnet werden. Die Dichte der einzelnen

Banden wird mittels der Software Multianalyst (Biorad/Miinchen) ermittelt.

2.2.5.2.5. Entfernung von primiren Antikorpern (Stripping)

Um Membranen mehrfach mit Antikdrpern behandeln zu kénnen wurden die
spezifischen Bindungen der Erstantikdrper von bereits mit Antikdrpern geférbten

Membranen entfernt werden. Hierzu wurde die Membran in Stripping-Puffer,
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welcher 1:10 verdiinnt wurde, eingelegt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
auf dem Shaker geschwenkt wurde. Danach erfolgte eine erneute Behandlung der
Membran mit Blocking-Puffer, der 1:20 verdiinnt wurde, fiir 30 Minuten inkubiert.
Im Anschluss kann dann eine erneute Farbung der Membran mit neuen Antikdrpern

durchgefiihrt werden.

2.2.5.3 Nachweis der GFP Aktivierung mittels Immunhistologischer
GFP Férbung

Bei den hier verwendeten Versuchstieren wird bei einer Aktivierung des
Transskriptionsfaktors NF-xB das enhanced green fluorescent protein (eGFP)
ausgebildet. Um indirekt damit die NF-kB Aktivierung darzustellen wurde das
eGFP mittels eines Antikorpers angeférbt.

2.2.5.3.1 Durchfithrung der immunhistochemischen GFP Farbung

Fiir die GFP Féarbung wurden Schnitte von 4-5 pm Dicke verwendet. Die
angefertigten Paraffinschnitte wurden mit dem anti-GFP Antikorper (1:400, 60
min, RT; Abcam, Cambridge, UK) inkubiert. Der sekunddrer HRP-konjugierter
anti-rabbit Antikorper (30 min, RT, Histofine; Nichirei, Tokyo, Japan) und
Diaminobenzidin (Peroxidase EnVision Kit, DakoCytomation, Hamburg) wurden
verwendet, um die spezifische Bindung darzustellen. Die Schnitte wurden mittels
Hamatoxylin-Losung gefdarbt. Nach Abschluss der Firbung werden die

Gewebeschnitte ,,wéssrig™ (Gelatine) eingedeckt und zum Trockenen verbracht.

2.2.5.3.2 Auswertung der Farbung

Die Auswertung der GFP-gefarbten Lebergewebsschnitte erfolgt wieder durch zwei
unabhingig voneinander bewertenden Personen doppelt-verblindet unter dem
Lichtmikroskop. Ausgezihlt werden dabei die positiven Ereignisse pro Blickfeld
wobei bei allen Schnitten 25 zufdllig ausgewdhlte Gesichtsfelder (500x)
ausgewertet werden. Nicht-parenchymale Zellen wurden anhand der Morphologie
und Lokalisation in den Leberazini identifiziert. Nach der Auszdhlung der positiven
Ereignisse wird der Mittelwert der positiven Ereignisse errechnet. Der Mittelwert

wird dann fiir die statistische Auswertung verwendet.
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2.2.6 Die semi-quantitative realtime-Polymerasekettenreaktion (qQRT-

PCR)

Die qRT-PCR dient der Quantifizierung der Genexpressionsverdnderungen
ausgewdhlter Gene. Hierfiir kam der kommerziell erhiltliche Primerassay wie
unten beschrieben (SA-Biosciences (Superarray), Frederick, MD, USA) zum
Einsatz. Zunichst wird die RNA aus dem Lebergewebe isoliert, anschliefend
erfolgte die Umschreibung der RNA mittels der reversen Transkriptase in die
cDNA, welche dann als Ausgangsmaterial fiir die QRT-PCR verwendet wurde.

Das Lebergewebe wurde im Homogenisator (Precellys24, Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich) homogenisiert, und die RNA
wurde anschlieBend mittels RNeasy-Systems (Qiagen, Hilden) extrahiert. Jeweils
350 pl RLT-Puffer (RNA /lysis tissue-buffer; RNeasy Mini Kit) wurden pro Probe
eingesetzt. Nach Gewebehomogenisierung wurden je 350 pl EtOH (70%)
hinzugefiigt, und die Losung wurde auf die RNeasy-Sédule {iibertragen. Im
Anschluss an die Zentrifugation (10.000 rpm, 15 Sekunden) wurde das entstandene
Eluat verworfen und 350 ul RW1-Puffer auf die Sdule pipettiert. Nach der zweiten
Zentrifugation (10.000 rpm, 15 Sekunden) wurde das Elaut verworfen, und es
wurden 80 pl DNase-Losung nach Herstellerangaben auf die Membran der
RNeasy-Sdule pipettiert und es folgte eine 15-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Danach wurden 350 ul RW1-Puffer hinzu pipettiert und erneut
zentrifugiert. Die RNeasy-Séule wurde in ein neues Sammelrohrchen iibertragen,
und nach Zugabe von 500 pul RPE-Puffer zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
RNeasy-Sdulen erneut auf neue Sammelrdhrchen tibertragen, und die mRNA mit
30 ul RNase-freiem Wasser nach Angaben des Herstellers eluiert. Der RNA-Gehalt
der Proben wurde per NanoVue bestimmt und die Proben bei zur
Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert oder direkt zur cDNA-Synthese verwendet.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe der RT-PCR und dem kommerziell
erhiltlichen AffinityScript PCR cDNA Synthesis Kit nach Anleitung des Herstellers
(Qiagen). Im Anschluss erfolgte die Amplifizierung und die relative
Quantifizierung der cDNA wihrend der qRT-PCR im Thermocycler, wobei hierfiir
der RT2 SYBR Green/Rox Master Mix (SABiosciences) im Reaktionsvolumen von
25 pl verwendet wurde. Nach der Denaturierung bei 95°C fiir 10 min., folgten 40
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Zyklen mit 15 sec Denaturierung bei 95°C und 60 sec Anealing bei 60°C. Die
Messungen erfolgen jeweils in der exponentiellen Phase der PCR-Zyklen. Als
Referenzgen wurde die 18srRNA verwendet. Die untersuchten Gene sind in Tab.
14 aufgefiihrt. Durch die Durchfiihrung einer Schmelzkurvenanalyse wurde die
Spezifitit der Signale erhoht. Die relative mRNA-Expression des Zielgens wurde
mittels der vergleichenden Grenzwertzyklus (threshold cycle, ct) -Methode
berechnet. Die relative Genexpression der Ziel-mRNA wurde durch Vergleich mit

der Menge von 18srRNA erhalten.

Tabelle 14: Verwendete Primer.

Name Refseq Accession-Nr. UniGene No.
ICAM-1 NM 010493.2 Mm. 435508
MMP9 NM 013599.2 Mm.4406

2.2.7 Statistische Analyse

Statistische Vergleiche zwischen den Gruppen wurden mittels ANOVA (one-
way analysis of variance) und einem Student-Newman-Keuls post-hoc Test fiir
multiple Vergleiche erstellt. Die Berechnungen und die Erstellung der Graphen
erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA). Ein p<0,05 wurde als signifikant gewertet. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Darstellung der pathologischen Verdnderung durch chronische

Ethanolfiitterung

3.1.1 Liver to body weight Ratio

Durch die chronische Ethanolfiitterung (Gr.3/4/7/8) kommt es im Vergleich zu den
kontrollgefiitterten Tieren (Gr.1/2/5/6) zu einem signifikanten Anstieg der Liver
body weight Ratio (LBR).

Tabelle 15: Liver to body weigth Ratio.

EtOH Kontrolle
LBR 5,212 4,518
SEM 0,1583 0,138
— 07 *
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Abbildung 1: Darstellung der liver to body weight Ratio in Kontroll
(ctrl)- und Lieber-DeCarli-gefiitterten Alkoholtieren (EtOH). Daten sind
als Mittelwert = SEM angegeben; *: p<0.05.

3.1.2 Histopathologische Abbildung der ethanolinduzierten Fettleber

Durch die Fiitterung mit ethanolhaltiger Fliissigdidt nach Lieber-DeCarli wird
bei den Versuchstieren eine ethanolabhédngige Leberverfettung induziert, die bereits

in der HE abbildbar ist. Die ethanolgefiitterten Tiere (Gruppe 3/4/7/8) zeigen eine
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deutlich die Anzeichen einer Steatosis hepatis, gekennzeichnet durch die multiplen

Vakuolen — das in den Vakuolen enthaltene Fett wird wihrend des Farbevorganges

herausgelost so dass die Vakuolen leer erscheinen (s. Abb 2).

Abbildung 2: Reprisentative Darstellung der Steatosis hepatis durch Lieber-
DeCarli Diit-Fiitterung bzw. Kontrolldiit-Fiitterung. Bild A: Leber nach 4
Wochen Kontrolldidt-Fiitterung — HE-Farbung; Bild B: Leber nach 4 Wochen
Ethanol-Diét-Fiitterung — HE-Farbung; 200x VergroBerung. * beispielsweise
Markierung von Vakuolen.

3.2 Darstellung des hdmodynamischen Verlaufes wihrend

Hamorrhagie/Reperfusion bzw. Kontroll-Operation

3.2.1. Shed blood volume

Um bei den Tieren der Himorrhagie/Reperfusionsgruppen (Gruppe 5/6/7/8)
den hidmorrhagischen Schock zu immitieren wird den Tieren iliber den einen
Katheter Blut entnommen und der mittlere arterielle Druck so auf Werte < 40
mmHG mit dem Zielwert 32 mmHg abgesenkt. Die hierfiir notwendigen
maximalen Blutvolumina sind in der Tabelle 16 aufgefiihrt. Bei allen vier
verglichenen Gruppen werden vergleichbare Blutvolumina benétigt um den
mittleren arteriellen Druck entsprechend den Vorgaben abzusenken. Die Sham-

operierten Tiere sind nicht aufgefiihrt, da kein Blut entnommen wurde.
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Tabelle 16: Entnommene Blutvolumina — shed blood volume.

2h H/R 5 6 7 8
ctrl ctrl EtOH EtOH
NaCl DINK NaCl DINK

Shed blood volume

[in ml] (MW/SEM) 0,7396/ 0,7786/ 0,725/  0,6992/

0,035 0,056 0,044 0,029

- 1.00 CJ HR
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Abbildung 3: Darstellung des entnommenen maximalen Blutvolumens fiir die
Schockinduktion. Kontroll (ctrl)- und Lieber-DeCarli-gefiitterten Alkoholtieren
(EtOH) sind dargestellt. Veh: keine Inhibibitorgabe; D-JNKI-1: Inhibitorgabe.
Daten sind als Mittelwert £ SEM angegeben.

3.2.2 Mittlerer arterieller Druck

Die Blutdruckwerte vor wéahrend und nach Hdmorrhagie/Reperfusion bzw.
Sham-operation werden zwischen den einzelnen Gruppen verglichen, um eine
Beeinflussung durch den chronisch ethyltoxischen Leberschaden zu demaskieren.
Wihrend der hypotensiven Phase werden alle Himorrhagie/Reperfusions-gruppen
artifiziell auf dem gleichen MAP-Niveau gehalten. Bei den Tieren der Sham-
Gruppen (Gruppe 1/2/3/4) zeigte sich eine stirkere Schwankung der MAP-

Einzelwerte da hier der MAP-Wert nicht kinstlich in einem bestimmten Bereich
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gehalten wurde, insgesamt lie sich auch hier kein signifikanter Unterschied der

MAP-Werte wihrend der 90-miniitigen sham-Phase verzeichnen.

100 7 O ctrl_veh
— 80 | W ctrl_D-JNKI-1
£ M/ | ® EOH_ven i E
g 60 1 EtOH_D-JNKI-1 N
E
% 40 1
E 20 -
-20 0 20 40 60 80 min
surgery hemorrhagic shock resuscitation

Abbildung 4: Darstellung der mittleren arteriellen Blutdruckwerte (MAP) vor H/R
bzw. sham, in 5-miniitigem Abstand wihrend der 90 Minuten H/R bzw. sham-Phase und
nach Reperfusion/Abschluss. Kontroll (ctr])- und Lieber-DeCarli-gefiitterten
Alkoholtieren (EtOH) sind dargestellt. Veh: keine Inhibibitorgabe; D-JNKI-1:
Inhibitorgabe. sham und H/R gruppen wurde zusammengefasst.

3.3 Organschadigung nach Hidmorrhagie/Reperfusion bei chronisch

ethanolgeschidigter Leber und die Beeinflussung durch D-JNK-1-Gabe

3.3.1 Analyse der Marker fiir Zellschaden im Serum (AST / ALT und
LDH)

H/R induziert eine signifikante Erhéhung der AST (1162.0 +298.2 IU/L) 2 h nach
Reperfusion im Vergleich zu sham (162.5 £ 15.2 IU/L) oder vehicle-Gabe (p <0.05,
Abb. 5A). H/R-induzierte AST Freisetzung war durch die D-JNKI-1 Gabe
significant reduziert (40%; Abb. 5A). In chronisch EtOH-gefiitterten vehicle-
behandelten Méusen ist die H/R-induzierte AST-Freisetzung significant erhoht
(2577.0 = 700.0 IU/L) im Vergleich zu ctrl-gefiitterten veh-behandelten Méusen
(1162.0 + 298.2 IU/L, p <0.05, Abb. 5A). In EtOH-gefiitterten D-JNKI-1-
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behandelten Méusen sind die AST Spiegel (2893.0 + 577.4 IU/L) vergleichbar mit
den AST Spiegel in EtOH-gefiitterten vehicle-behandelten Méusen (Abb. 5A).
H/R induziert eine signifikante Plasma ALT Erh6hung 2 h nach Reperfusion in ctrl-
gefiitterten veh-behandelten Méusen (781.9 £+ 228.5 IU/L) im Vergleich zu sham
ctrl-gefiitterten veh-behandelten Méausen (50.0 = 11.2, p <0.05, Abb. 2B). H/R-
induzierte ALT Freisetzung ist reduziert nach D-JNKI-1 Gabe (58%; Abb. 5B).
EtOH erhoht signifikant die H/R-induzierte ALT-Freisetzung (1614.0 + 483.9
IU/L, p <0.05, Abb. 5B). EtOH-induzierte ALT Freisetzung nach H/R war nicht
durch die D-JNKI-1 Behandlung verindert (1607.0 + 663.2 IU/L).

LDH war 2 h nach Reperfusion signifikant erhoht in ctrl-gefiitterten veh-
behandelten Méusen im Vergleich zu sham ctrl-gefiitterten veh-behandelten
Mausen (p <0.05, Abb. 5C). H/R-induzierte LDH-Erhdhung war nach D-JNKI-1
Gabe um 44% reduziert (Abb. 5C). In EtOH-gefiitterten veh-behandelten Méusen
war die H/R-induzierte LDH-Erhdhung signifikant erhoht (24605.0 + 7161.0 IU/L)
im Vergleich zu ctrl-gefiitterten veh-behandelten Méusen (8529.0 + 1968.0 IU/L, p
<0.05, Abb. 5C). In EtOH-gefiitterten D-JNKI-1-behandelten Médusen waren die
LDH Spiegel (20092.0 + 5783.0 IU/L) statistisch vergleichbar mit EtOH-
gefiitterten veh-behandelten Miusen (Abb. 5C).
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Abbildung 5: Abbildung der Serum-Enzymwerte A: AST. B: ALT. C: LDH; 2 h nach
H/R (Héimorrhagie/Reperfusion) bzw. sham-Operation '®*) mit chronischer Ethanol-
Fiitterung (EtOH) bzw. Kontrolldiét-Fiitterung (ctrl) veh: mit Losungs-mittelkontrolle
NaCl (Vehikel) behandelte Tiere. D-JNKI-1: mit D-JNKI-1 behandelte Tiere (*, p<0.05 vs.
korrespondierende sham-Gruppe, *, p<0.05 vs. korrespondierende H/R Gruppe; Daten sind
als Mittelwert + SEM angegeben.)
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3.3.2 Darstellung der histopathologischen Verdnderungen in der HE -
Farbung

Bei den sham-Gruppen mit Kontrollfiitterung mit D-JNK-1 und Vehikel (Gruppe
1/2) zeigt sich das Lebergewebe in der HE-Farbung strukturell homogen aufgebaut,
ohne Zellschwellung oder Zellkernverlust und ohne wesentliche Verfettung (s. Abb
6).

Die sham-Gruppe mit chronischer Ethanolfiitterung (Gruppe 3/4) zeigt im
Vergleich haufiger eine beginnende Storung der Leberstruktur und Anzeichen der
Leberverfettung ebenfalls unabhingig von der D-JNK-1 oder Vehikel-Gabe.

Die H/R-Gruppen sind im Vergleich zu Sham-operierten Gruppen durch teils sehr
ausgedehnte Nekroseareale und eine Zerstérung der Leberstruktur gekennzeichnet
(s. Abb. 6).

Die D-JNK-1 Applikation zeigt bei der H/R ctrl-Gruppe (Gruppe 6) zwar eine leicht
jedoch nicht signifikante Minderung des Leberschadens (s. Abb.6). In der H/R
EtOH-Gruppe (Gruppe 7/8) zeigt sich kein Unterschied durch D-JNK-1 Gabe
(Gruppe 8) (s. Abb. 6), das Lebergewebe zeigt in diesen beiden Gruppen teils einen

kompletten Stukturverlust mit maximalem Schaden.

-58-



Ergebnisse

v

Abbildung 6: Reprisentative Darstellung des Ausmalles der Organschiidigung 2 h
nach sham-Operation mit Kontrolldiét-Fiitterung (A+B), sham-Operation mit Ethanol-
Diét-Fiitterung (C+D), H/R mit Kontrolldidt-Fiitterung (E+F), beziechungsweise H/R mit
Ethanol-Diét-Fiitterung (G+H) mittels HE-Farbung. veh: keine Inhibitorgabe; D-JNKI-1:
Inhibitorgabe. (A: ctrl-gefiitterte veh-behandelte Maiuse, B: ctrl-gefiitterte D-JNKI-1-
treated Méuse, C: EtOH-geflitterte veh-behandelte Méause, D: EtOH-geflitterte D-JNKI-1-
behandelte Mause nach sham; E: ctrl-gefiitterte veh-behandelte Méuse, F: ctrl-gefiitterte D-
JNKI-1-behandelte Méuse, G: EtOH-geflitterte veh-behandelte Méause, H: EtOH-geflitterte
D-JNKI-1-behandelte Méuse nach H/R). Messbalken ist 200 pm lang.
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3.4  Untersuchung  der  systemischen @ und  hepatischen

Inflammationsreaktion

3.4.1 Systemische pro-inflammatorische verdnderungen nach H/R am

Beispiel von Interleukin (IL)-6 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a

Zur Darstellung der systemischen Immunantwort in Folge der Reperfusion nach
groBBerem Blutverlust sowie nach den entsprechenden Interventionen wurden die
Serumwerte von IL-6 und TNF-a bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7
dargestellt.

H/R-induzierte systemische inflammatorische Antwort wurde 2 h nach Reperfusion
durch signifikant erhohte IL-6 Spiegel in der ctrl-gefiitterten veh-behandelten
Gruppe versus korrespondierende sham-Gruppe dargestellt (182.0 + 31.3 vs. 50.0
+ 12.1 pg/ml, p <0.05, Abb. 7A). IL-6 Spiegel sind in D-JNKI-1-behandelten ctrl-
gefiitterten Méuse im Vergleich zu korrespondierenden D-JNKI-1-behandelten
sham-Gruppe nicht signifikant erhoht (127.8 + 11.3 und 87.7 + 4.6 pg/ml, Abb.
7A). IL-6 ist in beiden sowohl EtOH-gefiitterten veh- als auch D-JNKI-1-
behandelten Méusen im Vergleich zu H/R-induzierten IL-6 Erhdhung in den
jeweils korrespondierenden Gruppen signifikant erhoht (EtOH_veh: 337.7 + 73.6,
EtOH D-JNKI-1: 466.6 £ 106.3 vs. ctrl veh: 182.0 + 31.3 und ctrl D-JNKI-1:
127.8 + 11.3 pg/ml, p <0.05, Abb. 7A). Die TNF- a Spiegel zeigen zwar die
dhnlichen Tendenzen, jedoch sind die Daten nicht signifikant (Abb. 7B).

-60-



Ergebnisse

A

* #
_ 6007 m sham
- I HR 1
£ * #
2 400 T
©
- *
© 4
g 200 T
(j) S——
(]
2 axi I
O_
& ¢ & ¢ & @ &
N S TS S S e X
TN ¢ TS ¢ L9
& ,@Q‘ & \OQ‘
< \2
- i
IS 257 Bl sham
ke CIHR
ko>
©
<
o
®
L
Z
|_
©
£
(2]
©
o

Abbildung 7: Plasma IL-6 (A) und TNF-alpha (B) Spiegel nach Himorrhagie und
Reperfusion (H/R) in paar-gefiitterten Mausen mit Ethanol- (EtOH) oder Kontrolldi&t
(ctrl). D-JNKI-1: Inhibitorgabe, veh: keine Inhibitorgabe. (*: p <0.05 vs. korrespondierende
sham-Gruppe, #: p <0.05 vs. korrespondierende H/R-Gruppe). Daten sind als Mittelwert +
SEM angegeben.
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3.4.2 Die lokale Immunreaktion — Analyse des hepatischen

Interleukin-6

Zur Untersuchung der lokalen Immunreaktion bestimmten wird den
Interleukin-6-Gehalt im hepatischen Gewebe mittels eines ELISA nach
Proteinextraktion aus dem Lebergewebe. Es zeigt sich jedoch kein signifikanter
Unterschied im IL-6-Gehalt zwischen den einzelnen Gruppen (Daten nicht
dargestellt). Isoliert betrachtet, zeigte sich in der Kontrolldiét-gefiitterten Gruppe
ein diskreter aber nicht signifikanter Anstieg des hepatischen IL-6 nach H/R von
6170 vs. 5760 pg/ml/mg, auch konnten wir eine leichte Reduzierung des
hepatischen IL-6 durch die Gabe von D-JNKI-1 in den Kontrolldidt-Gruppen
sowohl bei den Tieren mit sham- als auch nach H/R nachweisen. Bei den Tieren
der Ethanol-gefiitterten Gruppen konnten wir keine relevante Beeinflussung durch
D-JNK-1 feststellen. Auch zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
hepatischen IL-6 Werte im Vergleich der Kontrolldidt-gefiitterten mit den

ethanolgefiitterten Tieren (Daten nicht gezeigt).

3.43 Die lokale Immunreaktion — Analyse der hepatischen

Genexpression

Die semi-quantitative qRT-PCR zeigt eine signifikante Erhohung der ICAM-1
Genexpression 2 h nach Reperfusion in Leberproben von ctrl-gefiitterten veh-
behandelten Mausen im Vergleich zur korrespondierenden sham-Gruppe (506% vs.
100%, p <0.05, Abb. 8A). Diese Erhohung ist in D-JNKI-1-behandelten ctrl-
gefiitterten Méusen nach H/R nicht zu beobachten (251%, Abb. 8A). EtOH-
Fiitterung reduziert tendenziell die ICAM-1 Genexpression nach H/R in beiden
Gruppen, wobei die Spiegel dabei mit der sham-Gruppe vergleichbar sind (Abb.
8A).

MMP9 Genexpression ist in ctrl-gefiitterten veh-behandelten Méusen nach H/R
versus sham Kontrolle signifikant erhoht (238% vs. 100%, p <0.05, Abb. 8B).
Dieser Anstieg in ctrl-gefiitterten veh-behandelten Gruppe wird durch D-JNKI-1 in
ctrl-gefiitterten Méusen signifikant reduziert (105%, p <0.05, Abb. 8&B).

Vergleichbare Daten sind in EtOH-gefiitterten Méusen zu sehen. Eine starke
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Erhohung in  veh-behandelten Maiausen (243%) im  Vergleich zur
korrespondierenden sham Gruppe ist durch die D-JNKI-1 Gabe signifikant
reduziert (71%, p <0.05, Abb. §B).
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Abbildung 8: Hepatische ICAM-1 (A) und MMP9 (B) Genexpression 2 h nach
Reperfusion in paar-gefiitterten Mausen mit Ethanol- (EtOH) oder Kontrolldidt (ctrl). D-
JNKI-1: Inhibitorgabe, veh: keine Inhibitorgabe. (*: p <0.05 vs. korrespondierende sham-
Gruppe, #: p <0.05 vs. korrespondierende H/R-Gruppe). Daten sind als Mittelwert + SEM

angegeben.
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3.5 Nachweis der Transkriptionsfaktoren c-Jun und NF-xkB bei
chronisch ethanolgeschiadigter Leber und die Beeinflussung durch D-

JNK-1-Gabe

3.5.1 Analyse von c-Jun und NF-kB (sowie pc-Jun und pNF-«B) im
Western Blot

Fiir die Untersuchung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und c-Jun fiihrten wir
einen Western Blot durch. Dabei erfolgte der direkte Nachweis der NF-«xB-
Untereinheit p65 bzw. c-Jun und der indirekte Beweis der c-Jun/NF-kB-
Aktivierung tiber den Nachweis der phosphorylierten Proteinform von c-Jun (c-
Jun) und p65 unter Verwendung spezifisch gerichteter Antikdrper. Als
Housekeeping-Protein diente f-Aktin. Die Proteinexpression des B-Aktins zeigt in
allen Gruppen vergleichbar stark ausgeprigte Banden, was die Auftragung gleicher
Proteinmengen bestétigt. c-Jun ist stark exprimiert nach H/R. Die chronisch EtOH-
gefiitterten Tiere zeigen hier nur minimal erhdhte c-Jun-Expression. D-JNK-1 fiihrt
in den sham-Gruppen nach Ethanol- oder Kontrollfiitterung zu keiner relevanten
Zu- oder Abnahme der c-Jun Proteinexpression, in der Kontrolldidt-gefiitterten
H/R-Gruppe zeigt sich leichte Abnahme von c-Jun und in der EtOH-gefiitterten
H/R-Gruppe kein Unterschied.

Untersucht man die phosphorylierte Form von c-Jun, so zeigt diese die gleichen
Ergebnisse wie die Untersuchung von c-Jun, womit die Phosphorylierung von c-
Jun vor allem durch das H/R, jedoch wesentlich geringer nur durch EtOH-fiitterung
gezeigt wird. D-JNK-1-Behandlung fiihrt zu einer geringeren Phosphorylierung
von c-Jun in der Kontrolldidt-gefiitterten H/R-Gruppe jedoch nicht in der EtOH-
gefiitterten H/R-Gruppe.

Der Nachweis der NF-kB-Untereinheit p65 zeigt in allen Gruppen eine dhnlich
starke Proteinexpression. Betrachtet man die phosphorylierte Form p65, so zeigt
sich eine zunehmende Phosphorylierung von NF-kB bei chronischer EtOH-
Fiitterung sowie in der H/R-Gruppe. Die D-JNK-1-Gabe nach H/R in der
Kontrolldidt-gefiitterten Gruppe reduziert die NF-kB Phosphorylierung. Bei der
ethanolgefiitterten H/R-Gruppe zeigt sich durch die D-JNK-1-Gabe keine
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Verdnderung in der Proteinexpression der phosphorylierten NF-kB p65 Einheit
(Abb. 9).

ctrl_veh ctrl_D-JNKI-1 EtOH_veh EtOH_D-JNKI-1
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Abbildung 9: Darstellung von ¢-JUN, NF-kB p65 und B-actin mittels Western Blot.
2 Stunden nach Reperfusion wurden Proteine aus dem Lebergewebe isoliert und ein
Western Blot durchgefiihrt. Es wurde die phosphorylierte oder nicht-phosphorylierte
Form des c-JUN, der p65 subunit des NF-kB und -Aktin dargestellt. Die Mduse wurden
paar-gefiittert mit Ethanol- (EtOH) oder Kontrolldiét (ctrl). D-JNKI-1: Inhibitorgabe,
veh: keine Inhibitorgabe.

3.5.2 Darstellung der NF-kB Aktivierung durch GFP-Immunhistologie

Bei den Sham Gruppen mit Kontrollfiitterung mit D-JNK-1 und Vehikel zeigt sich
kein wesentlicher Nachweis von GFP-positiven Ereignissen (Daten nicht gezeigt).
Die Sham-Gruppe mit chronischer Ethanolfiitterung zeigt ebenfalls unabhédngig von
der D-JNK-1 Gabe wenig GFP-positive Ereignisse.

Die H/R-Gruppe ist, wie in der HE-Farbung bereits dargestellt wurde, durch teils
sehr ausgedehnte Nekroseareale und eine Zerstorung der Leberstruktur
gekennzeichnet in welcher auch keine GFP-positiven Ereignisse vorliegen konnen,
da in diesen Arealen keine Syntheseleistung mehr stattfinden. In dem verbleibenden
Lebergewebe zeigen sich im Vergleich mit den sham-operierten Tieren relativ viel

hiufiger GFP-positive Ereignisse. Die D-JNK-1-Applikation zeigt bei der H/R ctrl-
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Gruppe zwar eine leichte jedoch nicht signifikante Minderung der GFP-Signale
(Daten nicht gezeigt). In der H/R EtOH-Gruppe zeigt sich kein Unterschied durch
D-JNK-1-Gabe (Daten nicht gezeigt), das Lebergewebe zeigt hier teils einen

kompletten Strukturverlust mit maximalem Schaden.
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4. Diskussion

4.1 Auswirkungen von chronischer Alkoholfiitterung und

Hamorrhagie- und Reperfusionstrauma auf die Leber

Durch die Fiitterung mit einer ethanolhaltigen Fliissigdiét nach Lieber-DeCarli
entstehen bei den Versuchstieren Verdnderungen des Lebergewebes im Sinne einer
chronisch alkoholtoxischen Leberschidigung, wie sie durch chronischen
Alkoholabusus beim Menschen entstehen. Die Liver to body weight Ratio zeigte
hier in der Gruppe der Ethanol-gefiitterten Méuse einen Anstieg im Vergleich zu
den mit isokalorischer Kontrolldidt gefiitterten Méusen, was die durch Ethanol
ausgeloste Zunahme des Lebervolumens, eine Hepatomegalie, wiederspiegelt.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den zahlreichen Untersuchungen anderer
Forschungsgruppen, die mit Fliissigdiit nach Lieber DeCarli arbeiten!6>166,

In den Gruppen der ethanolgefiitterten Tiere kam es nach der 4-wochigen
Fiitterung zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten, Erhdhung der
Transaminasen (AST/ALT), die fiir eine Schidigung der Hepatozyten steht. Die
histologische Untersuchung des Lebergewebes durch HE-Féarbung bildet ebenfalls
die beginnende Schidigung des Lebergewebes durch die ethanolhaltige Fiitterung
ab. Ziel der Fiitterung in unserem Versuch war die Induktion einer ethanolbedingten
Leberschiddigung im Sinne einer alkoholtoxischen Lebererkrankung Stadium 1
(Steatosis hepatis), da die Inflammationsreaktion in dieser Arbeit hauptsdchlich
durch das Hamorrhagie/ Reperfusionstrauma und nicht schon bereits durch eine
Steatohepatitis ausgeldst werden sollte.

Wie bereits beschrieben konnen bei der alkoholtoxischen Lebererkrankung die
3 Stadien Steatosis, Steatohepatitis, Fibrose/Zirrhose parallel im Organ vorliegen.
In unseren Untersuchungen spiegelt die Erh6hung der Liver body weight Ratio, die
leichte Erhdhung der Transaminasen sowie das histologische Bild wider, dass es
bei den Versuchstieren mehrheitlich zur Ausprigung einer alkoholbedingten
Steatosis hepatis = Stadium 1 gekommen ist. Die Hepatomegalie, welche durch die
Liver to body weight Ratio gezeigt wird, ist Ausdruck der Volumenzunahme der
Leber durch eine Verfettung im Rahmen einer Steatosis hepatis. Der teils nur

leichte Anstieg der Transaminasen bei den Ethanol-gefiitterten Tieren in der
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Versuchstiergruppe in der Sham-Gruppe ohne Himorrhagie-/Reperfusionstrauma
entspricht Untersuchungen, dass ein alkohol-toxischer Leberschaden im Stadium 1,
sogar auch im Stadium der Leberzirrhose, nicht zwingend mit einer massiven
Erh6hung der Transaminasen verbunden sein muss.

Histologisch zeigte sich bei den Tieren durch die ethanolhaltige Fiitterung
bereits in der HE-Féarbung eine Zunahme der Anzahl fetthaltiger Vakuolen sowie
Schéadigung der Leberstruktur. Durch die in zahlreichen Studien etablierte
ethanolhaltige Lieber-DeCarli Didt kommt es zur Entwicklung einer rein

alkoholbedingten Steatosis hepatis und Steatohepatitis'®’

, was wir auch in eigenen
vorausgegangenen Studien an Miusen histologisch nachweisen konnten!'®s,
Zusammenfassen ist also basierend auf den Ergebnissen unser Modell zur

Untersuchung der aufgefiihrten Fragestellung geeignet.

Durch die H/R-Prozedur wird ein deutlicher Anstieg der Werte der
Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase und Alanin-Aminotransferase und der
Laktatdehydrogenase, als Hinweis flir Zell- und Lebergewebeschidden, im
Vergleich zu den sham-operierten Gruppen ausgelost!¢%!170. Dieser Effekt zeigt sich
sowohl bei den Ethanol-gefiitterten als auch bei den Kontrolldidt-gefiitterten
Gruppen. Natiirlich wird durch den 90-miniitigen hdmorrhagischen Schock, die
nachfolgende Reperfusion und die daraus resultierende posttraumatische
Inflammationsreaktion nicht nur das Lebergewebe, sondern auch der gesamte
Organismus beeintrachtigt. Als laborchemischer Marker fiir Zellschdden zeigt die
Laktatdehydrogenase in der H/R-Gruppe eine deutliche Erhdhung gegeniiber den
Werten in den Kontrollgruppen, welche durch die Gewebeischdmie wéhrend der
Schockphase aufgrund der Minderperfusion bedingt ist.

Die Leberstruktur wird durch die in vielen Tiermodell-Studien standardisiert
durchgefiihrter H/R-Prozedur deutlich geschadigt'’!. Histologisch zeigen sich in
der HE-Féarbung der Leber nekrotische Areale sowie Vakuolenbildung in den

Zellen'”2,

Vergleicht man die Tiere mit durch ethanolhaltiger Didt ausgeldster
Leberschiddigung mit den Tieren, welche eine -ethanolfreie isokalorische

Kontrolldiét erhalten haben, nach H/R-Intervention, so sind Transaminasen in der
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Ethanolgruppe nochmals deutlich erhoht. Gleiches trifft fiir die Werte der
Laktadehydrogenase zu. Durch pathologische Mechanismen, die durch einen
vorbestehenden Leberschaden hervorgerufen wurden (verdnderter sinusoidaler
Raum, verminderter mikrozirkulatorischer Blutfluss, mitochondriale Schéiden,
Rekrutierung von Immunzellen) nimmt die Komplexitit der Leberschiddigung nach
Ischimie/Reperfusion nochmals zu'’>!'7* Han er al. (2001) haben in ihren
Untersuchungen gezeigt, dass es nach chronischer Alkoholfiitterung in
Kombination mit Ischdmie zu einer gesteigerten Produktion von freien Sauerstoff-
Radikalen und verminderter Gluthation-Synthese kommt. Des Weiteren wurde in
dieser Studie gezeigt, dass es bei alkoholgefiitterten Ratten durch Ischimie-/
Reperfusions-Trauma zeitabhingig zu einer vermehrten Adhéision von Leukozyten,
Albuminverlust und verminderter Stromungsgeschwindigkeit von roten Blutzellen,
verglichen mit nicht lebervorgeschadigten Ratten kommt!”. Histologisch zeigen
mit ethanolhaltiger Diét gefiitterte Ratten nach Hdmorrhagie Reperfusionstrauma
doppelt soviele Nekroseareale wie nach Kontrollfiitterung. Dies geht einher mit

einer erhdhten Akkumulation von Neutrophilen!”®.

4.2 Inflammationsreaktion nach Hamorrhagie-/ Reperfusionstrauma

und durch chronische Ethanolaufnahme ausgeloster Leberschaden

In der Studie von Da Silva et al. zeigt sich durch eine chronische
Alkoholfiitterung eine deutliche Erhéhung des proinflammatorischen TNF-o, 77,
auch in der Studie von McClain et al. wird belegt, dass bei alkoholgeschadigter
Leber oder Leberzirrhose meist erhohte Endotoxin Spiegel vorliegen, die einen
starken Stimulus fiir die TNF-a-Produktion darstellen, und dass die Haufigkeit und
die Quantitét der TNF-a-Ausschiittung aus peripheren Monozyten vermehrt ist!’®,
Bereits Lieber und DeCarli haben beschreiben, dass es durch die orale chronische
Alkoholfiitterung zur vermehrten Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen
wie IL-6, TNF-alpha, IL-1beta kommt!”®. Ein weiteres Zytokin, das eine wichtige

Rolle im Entziindungsgeschehen nach H/R aber auch durch chronische

Alkoholftitterung spielt, ist das IL-6%0.
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Die Rolle von IL-6 bei der Entwicklung eines chronisch alkoholbedingten
Leberschadens ist komplex. IL-6 wird unter anderem alkoholbedingt durch LPS-
angeregte Kupffer-Zellen ausgeschiittet und trdgt zur Unterhaltung der
Leberschidigung bei!8!182, Es scheint jedoch auch hepatoprotektives Potenzial zu
besitzen. So zeigen Untersuchungen von Hong ef al. dass die Applikation von IL-6
bei Midusen mit alkoholinduziertem Leberschaden (8-Wochen ethanolhaltige
Fiitterung) eine relevante Verringerung der Steatosis (nachgewiesen via Red-oil-O
Férbung und Messung hepatischer Triglyceride) zeigt!3>!83. Des Weiteren konnten
Hong et al. Nachweisen, dass bei IL-6 defizienten Miusen (IL-6(7")) im Vergleich
zu IL-6 kompetenten Miusen (IL-6(*"") bei 8-wdchiger chronischer
Alkoholfiitterung deutlich mehr apoptotische Zellen auftreten, und dieser Effekt
durch die Gabe von IL-6 abgeschwicht werden kann'$4,

Das Ergebnis des erhohten Serum-IL-6 Wertes nach 4-wdchiger
ethanolhaltiger Fiitterung in dem vorliegenden Versuch deckt sich mit den
Ergebnissen zahlreicher anderer Studien'®*'3) jedoch gibt der gleichbleibende
Wert des hepatischen IL-6 mit oder ohne ethanolhaltige Fiitterung Anlass zur
Diskussion, wiirde man doch von einem ebenfalls erh6hten Wert ausgehen. Eine
Ursache konnte die hier angewendete 4-wdchige Dauer der Fiitterungsperiode sein.
So zeigten Kamimura und Tsukamoto 2005 an isolierten Kupffer-Zellen von Ratten
zwar deutlich erhohte IL-6 mRNA-Werte nach 17-wochiger ethanolhaltiger
Fiitterung, die Werte nach nur 10 Wochen waren jedoch nur minimal erhdht im

Vergleich zur Kontrollgruppe!®>.

Die Auslosung einer posttraumatischen inflammatorischen Reaktion nach
Polytraumata und auch im spezifischeren Fall des hamorrhagischen Schocks ist
durch multiple Studien bereits belegt. Die Plasmaspiegel der Zytokine TNF-o und
IL-6 sind in den ersten Stunden nach dem auslosenden Trauma erhoht, fiir 1L-6
konnte in neueren Studien sogar belegt werden, dass der IL-6-Anstieg mit der

Verletzungsschwere korreliert 8187,

Unsere Daten belegen ebenfalls diese
inflammatorische Antwort.

Auch wiéhrend der H/R nachfolgenden Inflammationsreaktion zeigt sich die
komplexe Rolle von IL-6. Studien mit IL-6-defizienten Madusen zeigen
beispielsweise, dass die PMN Infiltration von Lunge und Leber nach

Hamorrhagie/Reperfusions-Trauma bei diesen Méiusen gegeniiber Wildtyp-
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Maiusen deutlich vermindert ist, und auch die Anzahl fokaler Nekroseareale in der
Leber als Folge eines u.a. inflammatorisch verursachten Leberschadens sind

gegentiber IL-6 kompetenten Mausen signifikant reduziert!®®,

4.3. Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-«xB

In der vorliegenden Untersuchung konnten wir indirekt eine Aktivierung von
NF-kB mittels Nachweis von phosphoryliertem p65 sowohl durch die chronische
Ethanol-Fiitterung als auch durch die H/R-Prozedur nachweisen. In der
histologischen Untersuchung zeigte sich durch die H/R-Prozedur ebenfalls eine
Zunahme von GFP-positiven Zellen als Nachweis einer NF-kB Aktivierung. NF-
kB wird durch Zytokine wie IL-1p oder TNF-o aktiviert '3°. IL-1B und TNF-a
fordern die Phosporylierung, und Abbau von IkB -proteinen was zu einer
Translokation von NF-kB in den Zellkern fiihrt, wodurch es dann zu einer
Transkription von NF-kB-abhédngigen Zielgenen kommt, z.B. COX-2, MMP9 oder
iNOS. Diese Zielgene aktivieren wiederum Immunzellen, und induzieren somit die
entstehende Inflammationsreaktion!””-!%°, Neben anderen Zielgenen wird auch die
Transkription von IL-6 durch NF-kB hochreguliert'®®. IL-6 scheint jedoch auch
umgekehrt Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB bei H/R-Trauma zu haben. So
zeigt die Studie von Zhi Hong Meng et al., dass NF-kB bei IL-6-defizienten Madusen
im Vergleich zur sham-Gruppe nach H/R nicht erhoht ist, wihrend es bei 1L-6
kompetenten Wildtypméusen deutlich erhoht ist!®8,

Untersuchungen an chronisch alkoholgefiitterten Ratten zur Beeinflussung des
Leberschadens durch eine Hemmung von NF-kB wurden von Uesagi et al.
durchgefiihrt. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass eine Hemmung von NF-
KB durch einen IxB-Superrepressor (AdlkB-SR — recombinant replication-deficient
adenoviral 1B superrepressor) zu einer deutlichen Reduzierung des ethyltoxisch
bedingten Leberschadens fiihrt. Durch chronische Ethanolzufuhr kommt es zu einer
vermehrten Aktivierung von Kupffer-Zellen, unter anderem durch die Vermehrung
von LPS im portalen Blut, welche iiber die Aktivierung von NF-kB vermehrt TNF-
a ausschiitten, und damit Leberschidden und eine Inflammationsreaktion triggern.

Sie begriindeten die Abschwichung des Leberschadens vor allem durch die
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Hemmung von NF-xB in Kupffer-Zellen!®>. Die Gabe von DEC-
Diethylcarbamazepin, in der Studie von da Silva et al., konnte ebenfalls die NF-
kB-Aktivierung und somit die Aktivierung der NF-kB abhingigen Zielgene (COX-
2, iINOS, IL-1B) reduzieren, und den durch chronische Alkoholfiitterung
verursachten Leberschaden deutlich abschwichen!”’.

In der Studie von Masafumi et al. zum Einfluss von NF-kB im Zusammenhang
mit H/R-Trauma und chronischer Alkoholfiitterung an Ratten konnte eine deutliche
Aktivierung von NF-kB durch H/R in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Im Vergleich mit der Kontrolldidt-Gruppe zeigte die Gruppe mit Lieber-DeCarli
Didt-Fiitterung (10 Wochen) nochmals eine Steigerung der NF-kB Aktivierung.
Auch zeigte sich dementsprechend eine Aggravation der untersuchten
Leberschidden. Masafumi et al schlussfolgerten, dass es bei H/R-Trauma zu einer
durch NF-xB vermittelt gesteigerten IL-6 und G-CSF Entstehung kommt, was zu
einer gesteigerten Neutrophileninfiltration des Lebergewebes fiihrt, und die durch
vorausgehenden chronischen Ethanol-konsum noch deutlich gesteigert wird!’®.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Schliisselrolle die der Aktivierung von NF-kB
im Rahmen der Entstehung und Aufrechterhaltung der Inflammationsreaktion

zufallt.

4.4. Die Rolle von c-Jun

c-Jun kann, vermittelt iiber die MAPK-Kaskade und JNK, von einer Vielzahl von
Stimuli aus der Umwelt, oxidativem Stress sowie von Zytokinen wie TNF-a und
Wachstumsfaktoren aktiviert werden!#®1°1:192, Diese Aktivierung resultiert in der
Bildung von AP-1 und damit in der vermehrten Transkription seiner Zielgene!#S.
Dass JNK und demzufolge c-Jun/AP-1 in hohem Ausma@ fiir Entstehung des
hepatischen Schadens nach partieller Ischimie/Reperfusion in Kombination mit
Hepatektomie mitverantwortlich ist, konnten Uehara et al. in ihrer Arbeit ,.JNK
mediates hepatic ischemia reperfusion injury* aufzeigen. Durch die Inhibition von
JNK, mittels hochspezifischer ATP-kompetitiver JNK-Hemmer (CC0209766,
CC0223105, CC-401) konnten sie die Phosphorylierung von c-Jun und die

Aktivierung von AP-1 zeitabhiingig deutlich verzégern und quantitativ vermindern,
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was eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate und eine signifikante
Minderung der Nekrose- und Apoptoserate, der Lipid-Peroxidation und des pro-

inflammatorischen TNF-a erzielte!>’

. In eigenen Studien konnten auch wir bereits
zeigen, dass c-Jun deutlich erhoht ist nach H/R und c-Jun Inhibierung mit anti-
inflammatorischen Effekten nach H/R wund geringerem Ausmal} der
Leberschiddigung assoziiert ist'>%!1°8, Die Daten der vorliegenden Studie bestétigen
dies ebenfalls. Eine Hemmung der JNK / c-Jun / AP-1 Kaskade erscheint daher als
ein vielversprechender Ansatz fiir die Modulation der Folgen von Ischidmie-
/Héamorrhagie- und Reperfusion, wie dies auch in vorausgehenden Arbeiten an

Ratten bereits gezeigt wurde!>®,

4.5 Die Gabe von D-JNK-1 vermindert den Zell- und Leberschaden

sowie die Zytokinfreisetzung nach Hamorrhagie/Reperfusion

Studien aus unserer eigenen Arbeitsgruppe haben zuvor an Ratten bereits
gezeigt, dass die selektive Hemmung von c-Jun die oxidative Stressreaktion in der
Leber vermindert, die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten reduziert, die
Anzahl apoptotischer und nekrotischer Zelluntergéinge senkt und die hepatischen
und systemischen Zytokinspiegel herabsetzt'>®. Wir konnten diesen Effekt
ebenfalls an in dem hier vorliegenden Modell mit den cis-trans-eGFP-Méusen
nachweisen. Fiir die Untersuchung der Rolle der c-Jun N-terminalen Kinasen
(JNK's) verwendeten wir ein spezifisch gegen JNK ausgerichtetes Inhibitorpeptid
(D-JNK-1), welches uns im Rahmen eines durch die Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) geforderten Projektes (Projekt-Nr.: MA 1119/3-3)
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Tiziana Borsello zur Verfiigung stand.
D-JNK-1 gehort zu der Gruppe der zellpenetrierenden Peptide (CPP — cell
permeable peptides)[45], welche Zellmembranen passieren kdnnen und auch als
Tréger fir andere Fusionsproteine, Nukleinsduren oder Nanopartikel fungieren
konnen. JNK-hemmende Peptide werden durch die Bindung von der 10-Amino-
HIV Tat(48-57) Transporter Sequenz an die 20-Aminosdure JNK-bindungsstelle
(JBD20) des JNK-interacting Protein-1/islet-brain-1 (JIP-1/IB1) gebildet. Wir

verwendeten fiir die Versuche die ,,all-D-retroinverso-Form* (D-JNKI-1) die im
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Vergleich zur L-Form (L-JNK-1) proteaseresistent ist und eine verldngerte
Halbwertszeit in vivo aufweist[46]. Borsello ef al. konnten u.a. nachweisen, dass
die intracerebrale Applikation von D-JNK-1 bei Ratten die Aktivierung von c-Jun
und das Infarktareal signifikant vermindert sowie das Uberleben bei cerebraler
Ischidmie signifikant erhoht!>®. Ebenso konnten wir in unseren Untersuchungen
zeigen, dass die Applikation von D-JNK-1 nach ischdmischen Geschehen eine
verminderte Aktivierung von c-Jun, einen verminderten Anstieg von AST, ALT
und LDH sowie eine Reduzierung der inflammatorischen Reaktion und des

hepatischen Schadens im Vergleich zu den Kontrollgruppen bewirkt.

Hiamorrhagisches Schockgeschehen 16st eine Zunahme der TNF-a und IL-6
Produktion in Kupffer-Zellen aus. Die Studie von Thobe et al. konnte zeigen, dass
die Hemmung der MAP-Kinase-Kaskade und JNK zu einer deutlichen Reduktion
der TNF-a und IL-6 Produktion in Kupffer-Zellen fiihrt’®. Viele Arbeitsgruppen
konnten eine Verminderung der inflammatorischen Antwort nach Hadmorrhagie
durch Applikation verschiedener Wirkstoffe wie z. B. Pflanzenbestandteile
(Dioscin'®3, green tea'®*, Hinokitiol'®>) Medikamente (Simvastin!®®), erreichen.
Tao et al. konnten nach der Gabe von Dioscin eine Reduzierung der mRNA-Level
von IL-1B, IL-6, TNF-a MIP-lo MIP-2 und ICAM-1lsowie eine verminderte
Aktivierung von NF-kB und AP-1 nachweisen. Des Weiteren auch, dass ihre
Behandlung zu einer geringeren Expression von phosporyliertem p38, JNK und
ERK fiihrte!®*. Diese Untersuchungen unterstreichen unsere Hypothese, dass die
inflammatorische Antwort iiber die MAPK-Kinase-Kaskade in relevantem Malle
mitreguliert wird. So zeigte sich im Western Blot, dass die Gabe von D-JNKI-1
nicht nur in einer Abnahme von phosphorylierten c-Jun nach H/R-Prozedur sondern
auch in einer Abnahme des phosphorylierten NF-kB Bestandteils p65 resultierte.
Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die Signalwege der Aktivierung von

NF-«B und c-Jun sich auch gegenseitig beeinflussen.
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4.6 Die Gabe von D-JNK-1 fiihrt zu keiner signifikanten Verbesserung
nach Hamorrhagie / Reperfusion bei Vorliegen eines durch chronische

ethanolhaltige Fiitterung ausgelosten Leberschadens

Die Hémorrhagie/Reperfusionsprozedur 16st bei Versuchstieren nach
chronischer ethanolhaltiger Fiitterung einen massiven Anstieg der Transaminasen
und der LDH, sowie einen histologisch nachgewiesenen Schaden der Leberstruktur
aus. Im Vergleich mit den Kontrolldidt-gefiitterten Tieren konnen diese
Auswirkungen nicht durch die Gabe von D-JNK-1 vermindert werden. Auch IL-6
und TNF-a als Marker einer inflammatorischen Antwort zeigen erhohte
Serumspiegel, welche nicht durch D-JNK-1-Gabe beeinflusst werden konnen.
Hierzu passend wiederholt sich auch in der Western Blot Analyse durch die D-JNK-
1 Gabe keine relevante Reduzierung von phosphorylierten c-Jun und p65 erzielt
werden kann. Die Wirksamkeit des Inhibitors wie in vorherigen und o.g. Studien
an H/R gezeigt, konnte zwar bestdtigt werden, jedoch blieb der erwiinschte Effekt
aus. Aus diesem Ergebnis kann man schlieen, dass die Gabe von D-JNK-1 nach
Hiamorrhagie vor der Reperfusion bei Vorliegen einer chronisch ethyltoxischen
Lebererkrankung aufgrund des vorliegenden strukturellen und funktionellen
Schadens keine ausreichenden protektiven Effekte induzieren kann, welche D-
JNK-1  durch eine Abschwichung des Leberschadens und der
Inflammationsreaktion herbeifithren konnte. Natiirlich ist auch zu diskutieren, ob
sich durch eine mehrfache oder wiederholte Gabe, eine Erhohung der Dosis oder
Wahl des Zeitpunkts der D-JNK-1 Applikation die Effekte in dem vorliegenden

Modell benefiziell entwickeln konnen.
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4.7 Schlussfolgerung

Das Vorliegen eines ethyltoxischen Leberschadens in diesem Modell ist mit einer
deutlichen Aggravation des posthimorrhagischen Leber- und Gewebeschadens und
der Inflammationsreaktion vergesellschaftet. Hamorrhagie und Reperfusion
verursachen ebenso wie chronische Ethanolfiitterung eine erhohte Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, welche durch die Gabe von D-JNK-1 vor der
Reperfusion moduliert werden kann, wie das bereits in vorausgehenden Studien an
Ratten nachgeweisen werden konnte.

Dieser Punkt belegt erneut, dass D-JNK-1 Gabe durch die Modulation von c-Jun
N-terminalen Kinasen die reaktiven inflammatorischen Prozesse nach H/R-Trauma
leberprotektiv beeinflussen kann'*8. Bei Vorliegen einer ethanolvorgeschiadigten
Leber ist die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine im Vergleich zu
lebergesunden Tieren erhoht, jedoch kann hier die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine durch D-JNK-1-Gabe nicht signifikant beeinflusst
werden. Die Ursache hierfiir konnte in der verminderten Hemmung von c-Jun und
NF-kB durch D-JNK-1 bei Vorliegen einer chronisch ethyltoxisch-geschidigten
Leber liegen, und sich die ethanolbedingten und posttraumatischen Schéden

ungehindert miteinander potenzieren kénnen.
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5. Zusammenfassung

Ein durch einen chronischen Ethanolabusus vorgeschddigter Organismus erfahrt
nach Hédmorrhagie/Reperfusions (H/R) Trauma eine vermehrte inflammatorische
Antwort und hoheres Ausmal an hepatischer Schadigung. Dies ist mit hdufigerem
Auftreten von  Komplikationen und  verlingertem Intensivaufenthalt
vergesellschaftet.

Andere sowie eigene Studien haben gezeigt, dass durch D-JNK-1, ein spezifisches
zellgéngiges, proteaseresistentes Peptid, welches die c-Jun-N-terminale Kinase
hemmt, die Inflammationsreaktion und das Ausmal} der hepatischen Schidigung
nach H/R vermindert werden kann.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung, ob auch bei einem durch chronischen
Ethanolabusus vorgeschiddigten Organismus, die D-JNK-1 Gabe zu einer
Abschwichung der Inflammation im Tiermodell fiihrt. Des Weiteren sollte auch die
Rolle des Transkriptionsfaktors NF-«kB in der Inflammationskaskade unter D-JNK-

1 Gabe bei der chronisch ethanolvorgeschédigter Leber genauer betrachtet werden.

Wir arbeiteten mit einem H/R Modell, sowie einem etablierten chronischen Ethanol
Fiitterungsregime mittels Lieber-DeCarli Diét. Die Versuchstiere erhielten nach der
Durchfiihrung von Himorrhagie vor der Reperfusion eine D-JNK-1- oder NaCl-
Gabe. Zwei Stunden nach Beendigung des Versuches wurden Leberenzyme,
Lactatdehydrogenase und pro-inflammatorische Zytokine im Serum sowie die
Konzentrationen der pro-inflammatorischen Mediatoren im Lebergewebe
untersucht. Die Aktivitidt von NF-kB und c-Jun wurde durch Nachweis der relativen
Proteinexpression mittels Westernblot quantifiziert. Zusdtzlich wurde die NF-xB
Aktivierung immunhistologisch durch die GFP Fiarbung untersucht. Der
Leberschaden wurde histologisch mittels HE-Farbung nachgewiesen.

Durch eine 4-wochige chronische ethanolhaltige Fiitterung wird bei den
Versuchstieren eine Steatosis hepatis, mit den entsprechenden strukturellen und
funktionellen Verdnderungen ausgeldst. Durch zusitzliche Durchfiihrung der H/R-
Prozedur wird eine relevante hepatische Schidigung sowie Inflammationsreaktion
ausgelost. NF-kB und c-Jun spielen in der Regulation der Inflammationsraktion

nach H/R-Trauma eine wesentliche Rolle. Durch die chronische Ethanol-Fiitterung
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kommt es ebenso wie durch die H/R-Prozedur zu einer Aktivierung von NF-kB und

wenn auch in geringerem Ausmalf} von c-Jun.

Die Intensitdt der durch H/R-Trauma ausgelosten Inflammationsreaktion und des
Gewebeschadens in der durch chronischen ethanolgeschéddigten Leber kann durch
eine eimalige D-JNK-1 Gabe im Tiermodel nicht wesentlich beeinflusst werden. In
der Kontrollgruppe kann durch die D-JNK-1 Applikation jedoch eine

Abschwichung der posttraumatischen Inflammationsreaktion beobachtet werden.

Dies fithrt zu dem Schluss, dass nachdem im ersten Schritt die Grundlagen und
Ursachen eines pathologischen Sachverhaltes untersucht wurden, im Anschluss an
den zweiten Schritt, der weiterfilhrenden Erforschung und Erarbeitung von
therapeutischen Ansitzen, die erarbeiteten Ansdtze in Hinsicht auf ihre
Wirksamkeit bei Vorliegen weiterer Pathologien nochmals gesondert betrachtet
werden miissen. Da das Zusammenspiel verschiedener pathologischer Zustdnde
oftmals zur Zunahme der Komplexitit fiihrt und neue Sachverhalte aufzeigt. Jedoch
bleibt es in weiterfilhrenden Studien zu untersuchen, ob eine wiederholte
Applikation des spezifischen c-Jun Inhibitors oder eine Erhohung seiner Dosis
sowie eine Modulation des Therapiezeitfensters die in vorherigen Studien

beobachteten benefiziellen Effekte auch in diesem Modell herbeifiihren konnen.

-78-



Summary

6. Summary

Chronic ethanol (EtOH) abuse worsens pathophysiological derangements after
hemorrhagic shock and resuscitation (H/R) that induce hepatic injury and strong
inflammatory changes via JNK and NF-kB activation. Inhibiting JNK with a cell-
penetrating, protease-resistant peptide D-JNKI-1 after H/R in mice with healthy
livers ameliorated these effects. Here, we studied if JNK inhibition by D-JNKI-1 in
chronically EtOH-fed mice after hemorrhagic shock prior to the onset of
resuscitation also confers protection.

Male mice were fed a Lieber-DeCarli diet containing EtOH or an isocaloric control
(ctrl) diet for 4 weeks. Animals were hemorrhaged for 90 min (32 = 2 mm Hg) and
randomly received either D-JNKI-1 (11 mg/kg, intraperitoneally, i. p.) or sterile
saline as vehicle (veh) immediately before the onset of resuscitation. Sham animals
underwent surgical procedures without H/R and were either D-JNKI-1 or veh
treated. Two hours after resuscitation, blood samples and liver tissue were
harvested.

H/R induced hepatic injury with increased systemic interleukin (IL)-6 levels, and
enhanced local gene expression of NF-kB-controlled genes such as intercellular
adhesion molecule (ICAM)-1 and matrix metallopeptidase (MMP)9. c-Jun and NF-
KB phosphorylation were increased after H/R. These effects were further increased
in EtOH-fed mice after H/R. D-JNKI-1 application inhibited the proinflammatory
changes and reduced significantly hepatic injury after H/R in ctrl-fed mice.
Moreover, D-JNKI-1 reduces in ctrl-fed mice the H/R-induced c-Jun and NF-xB
phosphorylation. However, in chronically EtOH-fed mice, JNK inhibition did not
prevent the H/R-induced hepatic damage and proinflammatory changes nor c-Jun
and NF-kB phosphorylation after H/R.

These results indicate, that JNK inhibition is protective only in not pre-harmed liver
after H/R. In contrast, the pronounced H/R-induced liver damage in mice being
chronically fed with ethanol cannot be prevented by JNK inhibition after H/R and

seems to be under the control of NF-«xB.
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