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1 Einleitung

1.1 Ischdmie/Reperfusions-Schaden und oxidativer

Stress nach thorakalem Aorten-Clamping

Das aortale Clamping wird in Operationen bei abdominellen oder
thorakoabdominellen Aneurysmen angewandt. Wahrend des Eingriffes wird
unterhalb und oberhalb der Gefalllasion eine Klemme aufgesetzt und der Blutfluss
durch das betroffene Gefalkisegment voribergehend unterbrochen. Danach wird
der Aneurysma-tragende Gefaldanteil durch eine Prothese ersetzt. Nach Einndhen
der Prothese in die GefaBwand wird der Blutstrom wieder freigegeben [81].
Wahrend dieser gefaRchirurgischen Therapie im thorakoabdominellen Ubergang
der Aorta kommt es zu einer unumganglichen Ischamie der unteren Korperhalfte,
an deren Folgen 30 % der Patienten postoperativ leiden. Als Folge einer
Rickenmarksischamie stellt die Paraplegie eine der geflrchtetsten
Komplikationen nach Rekonstruktion der thorakalen Aorta dar. Als Ursache der
postoperativen Paraplegie wurden bis jetzt unter anderem die Ischamie bzw.
Hypoxie, die Odembildung durch Liquordruckanstieg wahrend der Klemmphase
und ein Reperfusionsschaden nach Offnen der Aortenklemmen experimentell
untersucht [18, 34, 126]. Daruber hinaus sind durch die entstehenden
Ischamie/Reperfusions-Verletzungen all diejenigen Organe betroffen, die ihre

Blutversorgung distal der Clampingstelle beziehen.

Nach Wiederherstellung des Blutflusses kommt es dann zu einer Reperfusion des
ischamischen Organs. Obwohl dieser Vorgang notwendig ist, um eine irreversible
Gewebsschadigung zu vermeiden, kann der Reperfusionsvorgang den Schaden
um ein Vielfaches, verglichen mit der Schadigung durch die Ischamie selbst [83],
potenzieren. Durch Reperfusion entstandene zellulare Zerstbrung eines vorher
ischamischen, jedoch vitalen Gewebes nennt man Ischamie/Reperfusions(l/R)-
Schaden. Dabei kommt es zur Entstehung von oxidativen Radikalen. Bei
entsprechender Auspragung der Ischamie/Reperfusions-Sequenz kann dies zu

einer Entzindungsreaktion bis hin zum Multiorganversagen fuhren [94].
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Thorakales  Aorten-Clamping ist somit ein typisches Beispiel fir
Ischamie/Reperfusions-Schadigung von Organen, die ihre Blutversorgung distal

der Clampingstelle beziehen.

Eine Moglichkeit, wie es zur Entstehung oxidativer Radikalbildung bei Ischamie
kommen kann, ist folgende:

Im Zustand einer Ischamie mit nachfolgender Reperfusion kommt es zu einer
Schadigung der Endothelzellen. In Folge der Ischamie findet dabei ein stetiger
Abbau von ATP uber ADP zu AMP statt, wodurch es zu einer Ansammlung von
Adenosin kommt. Da das Gewebe unter Sauerstoffmangel leidet, tritt eine
Anreicherung von Hypoxanthin als Abbauprodukt von Adenosin auf. Bei
Wiederzufuhr von Sauerstoff nach Reperfusion des Gewebes entsteht durch die
Xanthin-Oxidase der Endothelzellen Xanthin aus Hypoxanthin. Bei diesem
Vorgang kommt es zur Produktion von Superoxiden und Wasserstoffperoxiden
[49]. Dieser Exzess an Oxidantien fuhrt zu oxidativem Stress und zur
Zellzerstorung. Die toxisch-reaktiven Sauerstoffsubstanzen flhren zu einer
direkten Schadigung der Lipid-Zellmembran, wobei die Modulation der
Phospholipase A2 flr die Aktivierung des Eikosanoidmetabolismus verantwortlich
gemacht wird. Dabei kommt es zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie
Thromboxan-A2, Leukotrien-B4, IL-1, IL-6. Infolge der Inflammation kommt es zur
Generierung weiterer Zytokine wie TNF-a sowie zur Biosynthese von
Adhasionsmolekiilen, die eine verstarkte Endothel-Leukozyten-Anheftung
vermitteln [25].

Als weitere Ursache oxidativen Stresses wird die Infiltration und Aktivierung von
Neutrophilen angenommen. Dabei kommt es durch die NADH-Oxidase der
polymorphkernigen  Leukozyten zur weiteren Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen wie Wasserstoffperoxid (H20-), welches aus Superoxiden

(O2) gebildet wird, die Schaden an der DNA durch Einzelstrangbriche

verursachen [111].

Ein viel versprechender Ansatz zur Organprotektion, der auf dem im englischen
Sprachgebrauch als ,suspended animation“ bezeichneten Funktionszustand

beruht und in den letzten Jahren im Blick auf klinische Anwendungen
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weiterentwickelt wurde (siehe Kapitel 1.2), kdnnte jedoch schon in naher Zukunft
eine innovative Methode darstellen, um die Komplikationsrate dieser Eingriffe zu
senken [16, 17, 89, 93].

1.2 Suspended Animation

Als suspended animation wird ein Winterschlaf-ahnlicher Zustand bezeichnet.
Dieser beruht auf der Fahigkeit, welche selbst bei hoheren Saugetieren noch
erhalten ist, von Natur aus wesentliche Lebensfunktionen reversibel zu
verlangsamen oder anzuhalten [89]. In diesem Zustand koénnen sich die
Lebewesen vor sogar ansonsten todlichen Folgen widriger Umweltbedingungen,
wie z.B. langerem Sauerstoffmangel, schutzen. Aus diesem Grund ist dieses
eindrucksvolle biologische Prinzip in den Mittelpunkt des Interesses in der Notfall-
und Intensivmedizin gertckt [16, 17, 93]. Am Hund und am Schwein konnte
bereits experimentell gezeigt werden, dass die Induktion dieses Zustandes
unmittelbar nach Auslésung eines traumatisch bedingten, schweren
hamorrhagischen Schocks tatsachlich die Organe (v.a. das Gehirn) bis zu 60
Minuten lang vor Hypoxie-bedingten Schaden schitzen kann [3, 4, 5, 15, 16, 78,
87, 119]. Mittlerweile wurde der Beweis erbracht, dass die suspended animation
pharmakologisch ausgelost werden kann. Gelange es, diesen Zustand auch beim
Menschen auf diese unkomplizierte Weise herbeizufuhren, koénnte dieses
Verfahren genutzt werden, um zur Protektion minderperfundierter Organe in der

Phase des Aorten-Clampings angewandt zu werden [38].

1.3 H,S

Hydrogen Sulfid (H»S) ist ein farbloses, entzindliches, wasserlosliches Gas mit
einem charakteristischen Geruch nach faulen Eiern. Jahrelang machte H,S in
erster Linie auf sich aufmerksam als ein toxisches Gas und als eine Gefahr fur die
Umwelt [42, 59, 113]. Es wurde dann erkannt, dass es sich bei H,S auch um ein
endogen gebildetes Signalmolekul handelt [65, 106, 113]. H,S wird endogen in
verschiedenen Geweben des Saugetiers durch zwei Enzyme gebildet, die
verantwortlich sind fiur die Metabolisierung von L-Cystein. Dabei handelt es sich
um die Cystathion-B-Synthase (CBS) und die Cystathion-y-Lyase (CSE) [42, 113].

Seit der Entdeckung, dass es sich bei H,S um ein physiologisches Signalmolekdl

3
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handelt, wurden experimentelle Studien durchgefiihrt mit dem Ziel, sein
biologisches Profil zu umschreiben [73]. Aus Studien ging hervor, das H>S ein
wirksames Antioxidans ist [60, 115, 123]. H,S erhoht dariber hinaus die
Produktion von Glutathion, was bekanntermalden zu den wichtigsten als
Antioxidans wirkenden Stoffen im Korper gehért [60].

Weitere Studien wurden durchgefuhrt, aus denen ein protektiver Einfluss von H>S
auf den Zustand der Hypoxie-Reoxygenierung und auf die |/R-Schadigung
hervorgeht [20, 39, 100, 124]. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es nun von
Interesse, ob H,S oxidativem Stress und somit DNA-Schaden im Rahmen dieser

Arbeit entgegen wirken kann.

1.3.1 H,S als Ausloser der suspended animation

Die Entdeckung, dass H,S eine suspended animation induzieren kann, begann mit
Experimenten, die =zeigten, dass winterschlafahnliche Zustande in Tieren
hervorgerufen werden konnten, die von Natur aus keinen Winterschlaf halten.
Zunachst wurde demonstriert, dass bei Lebewesen eines niedrigeren
Entwicklungsstandes der Zustand der suspended animation unter Bedingungen
extremer Hypoxie bzw. Anoxie aktiv ausgelost werden kann [79, 82]. In einer
weiteren Versuchsreihe wurde CO verwendet [79]. In einem darauf folgenden
Versuch wurde CO durch H,S ersetzt, das ahnlich wie CO als ein Inhibitor der
Cytochrom c Oxidase fungiert. Dies zeigte einen prinzipiellen Weg auf, auch héher
entwickelte Lebewesen pharmakologisch in den Zustand der suspended animation
zu versetzen. H,S kann schon in niedrigen, nicht toxischen Mengen eine
reversible suspended animation im Saugetier, welches normalerweise keinen
Winterschlaf halt, induzieren [21, 89].

1.4 Oxidativer Stress

Unter physiologischen Bedingungen herrscht in der Zelle ein Gleichgewicht
zwischen der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und deren Beseitigung. In
dieser Situation dienen ROS als Mediatoren in Signaltransduktionskaskaden, die
Wachstum, Proliferation [31, 110] und viele andere Ablaufe der Zelle regulieren,

wobei ihre Aktivitat unter der Kontrolle antioxidativer Mechanismen steht. Es gibt
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jedoch auch Situationen, wahrend derer es zu einer erhéhten Produktion von ROS
oder einer verminderten Beseitigung durch die Abnahme zellularer
Abwehrmechanismen kommen kann. Dadurch wird das oben genannte
Gleichgewicht gestort. In diesen Fallen spricht man von ,oxidativem Stress*

[9, 51, 97]. Hierbei kommt es wu.a. zu Schadigungen von Lipiden und

Nukleinsauren.

Bei der Lipidperoxidation handelt es sich um eine radikalische Kettenreaktion, die
von ROS angestofRen wird [23, 97]. Dabei werden die ungesattigten Fettsauren in
den Membranen der Zelle geschadigt. Am Anfang der Kettenreaktion steht die
Reaktion von ROS mit Lipiden, bei der es zur Bildung eines Lipidradikals kommt.
In einem Zwischenschritt reagiert dieses Lipidradikal mit Sauerstoff zu einem
Peroxylradikal (RO;°). Dieses Peroxylradikal reagiert wiederum mit Lipiden,
wodurch es zur erneuten Bildung eines Lipidradikals und hierdurch letztlich zur
Kettenreaktion kommt. Eine Kettenabbruchreaktion tritt erst ein, wenn sich zwei
Peroxylradikale treffen, oder wenn ein Peroxylradikal auf einen Radikalfanger,
beispielsweise Vitamin E, trifft [23]. Durch die Lipidperoxidation kommt es zu
strukturellen und funktionellen Membranveranderungen in der Zelle, was zu
degenerativen Erkrankungen fuhren kann [6, 24, 41, 51]. Einige Produkte der
Lipidperoxidation kénnen auch direkt zu Schadigungen der DNA fuhren [23, 72].
Im Zuge der Lipidperoxidation entstehen aus dem Membranbaustein
Arachidonsaure in mehreren Reaktionsschritten Isoprostane [114]. Dabei handelt
es sich um Konstitutions- und Stereoisomere der Prostaglandine. Sie werden als
Marker fur Lipidperoxidation und somit als Parameter des oxidativen Stresses

herangezogen [74, 88].

Die Nukleinsduren sind eine weitere wichtige Molekulgruppe, die durch
Reaktionen mit ROS direkt geschadigt wird. Eine Veranderung der DNA durch
ROS spielt wahrscheinlich nicht zuletzt bei der Entstehung von Krebs eine Rolle
[27, 56, 63]. Etwa 20% der durch ROS induzierten Reaktionen an der DNA
bewirken Schadigungen am Zucker-Phosphat-Gerust [9], wodurch DNA-Einzel-
und Doppelstrangbriche sowie alkalilabile Stellen entstehen. Der groRere Teil der
Schadigungen sind Basenmodifikationen [24], von denen bereits Uber 100 bekannt

[40] und deren wichtigste Vertreter in Abbildung 1 aufgefihrt sind. Die
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haufigste Basenveranderung ist das 8-Hydroxyguanin (7,8-dihydro-8-oxo-Guanin),
welches pramutagene Eigenschaften besitzt. Bei der DNA-Replikation paart es
falschlich mit Adenin und fihrt so zu einem GC = TA Basenaustausch, was zu

einer Missense- oder Nonsense-Mutation fUhren kann.

Abbildung 1: Haufigste Vertreter oxidativ veranderter DNA-Basen

Oxidativer Stress hat zudem proinflammatorische Effekte. Aragno et al. [8]
konnten zeigen, dass die Ausschuttung verschiedener Faktoren wie TNF-a und
die Aktivierung des in inflammatorischen Prozessen eine wichtige Rolle
spielenden Transkriptionsfaktors NF-«kB durch oxidativen Stress initiiert werden
und gleichzeitig mittels Antioxidantien reduziert werden koénnen. ROS haben
chemotaktische und aktivierende Effekte auf verschiedene Entzindungszellen wie
Makrophagen, Granulozyten und anderer Entzindungszellen [96]. Die
Ausschuttung von Cytokinen wie IL-1, IL-8 und Eikosanoiden steigert den
Entzindungsprozess zusatzlich [86].
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1.5 Hyperbare Oxyqgenierunq (HBO) als Modell fiir

oxidativen Stress

Hyperoxie, also die Exposition mit supraatmospharischen O,-Konzentrationen,
bewirkt eine Ausbildung von DNA-Schaden. Die Hyperbare Oxygenation (HBO),
das heil3t die Exposition mit reinem Sauerstoff bei supraatmospharischen
Umgebungsdricken, ist daher ein Modell flr oxidative Schadigung der DNA [103].
Durch die HBO-Anwendung kommt es zu vermehrter Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies. Wenn dadurch eine zu groRe Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies einem zu geringen Pool an Antioxidantien gegenubersteht,
entsteht oxidativer Stress [118]. Ein Anstieg der Sauerstoffradikalproduktion
konnte mit Hilfe der Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) sowohl an Versuchstieren
[121] als auch an Menschen [76] indirekt nachgewiesen werden. Die
hauptsachlichen  Ziele dieser entstandenen Radikale sind Enzyme,
Zellmembranen sowie die DNA mit daraus hervorgehenden Schaden an
Zellstrukturen [118]. Mit Hilfe des Comet Assays konnte gezeigt werden, dass
therapeutisch genutztes HBO zu DNA-Schaden in Leukozyten von gesunden
freiwilligen Probanden fuhrt, die sich als DNA-Strangbriche und oxidativ
veranderte Basenschaden darstellten [35]. In vitro besteht eine Dosis—Wirkungs—
Beziehung zwischen HBO und DNA-Schaden: Je héher der Sauerstoffpartialdruck
und je langer die Expositionszeit, desto starker und haufiger sind die DNA-
Einzelstrangbriche ausgepragt [91]. Neben der Induktion der beschriebenen
genotoxischen Effekte zeigten Untersuchungen an HBO-exponierten Probanden
auch das Auftreten eines oxidativen Schutzes, da nur nach der ersten Behandlung
eine Steigerung der DNA-Schaden festzustellen war, nicht jedoch bei wiederholter
Behandlung am nachsten Tag [35, 90].

Die Exposition von Probanden, Versuchstieren oder Zellkulturen mit hyperbarem
Sauerstoff ist somit ein Modell, um oxidative DNA-Schaden zu beschreiben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die hyperbare Oxygenierung als ,second hit"
verwendet. Damit ist gemeint, dass die Leukozyten nach der Beanspruchung in
vivo durch die HBO-Behandlung einem weiteren potentiell schadigenden
Verfahren ausgesetzt wurden. Es wurde dadurch untersucht, wie die Zellen nach
dem Clamping und nach der Behandlung mit dem Studienmedikament bzw. dem

Placebo auf eine zusatzliche Schadigung reagieren.
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1.6 Ermittlung von DNA-Schédden mit Hilfe des

Comet-Assays

Die Methode des Comet Assays (Einzelzellgelelektrophorese) ist ein einfacher
und schneller Test. Mit ihm lassen sich DNA-Lasionen sensitiv hachweisen [99].
DNA-Lasionen sowie alkalilabile Stellen und oxidative Basenveranderungen
werden durch die Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies herbeigefuhrt [92].
Oxidative Basenveranderungen kénnen dabei mit dem Comet Assay sekundar in
Strangbriuche uberfuhrt werden [92]. Deshalb wird der Comet Assay in der
Grundlagenforschung zur Untersuchung von DNA-Schaden und deren Reparatur
benutzt [32]. Er eignet sich zum Nachweis von DNA-Lasionen in praktisch allen
eukaryontischen Zellen. DNA-Einzel- und Doppelstrangbriche koénnen in der
alkalischen Variante der Einzelzellgelelektrophorese, die in einem Milieu mit einem
pH > 13 durchgefuhrt wird, nachgewiesen werden [99, 107]. Im Gegensatz zu
anderen Genotoxizitatstests sind die Vorteile der Einzelzellgelelektrophorese u.a.
eine hohe Sensitivitdt zum Aufzeigen kleiner DNA-Schaden und ein geringer
Bedarf an Probenmaterial [108]. Dies hat dazu gefuhrt, dass der Comet Assay als
Genotoxizitatstest groRe Bedeutung gewonnen hat.

Zur Analyse wird eine geringe Menge an Zellen (~10%) als Einzelzellsuspension in
flussige Agarose aufgenommen, auf einen Objekttrager aufgebracht und einer
Lyse unterzogen. Wahrend der Lyse unter alkalischen Bedingungen werden die
Membranen sowie die Proteine der Zelle abgebaut, so dass nur noch die DNA des
Kerns vorliegt. AnschlieRend werden die Objekttrager einem alkalischen Puffer
ausgesetzt, der die DNA entspiralisiert und alkalilabile Schaden in Strangbriiche
uberfuhrt. Danach werden die Objekttrager einer horizontalen Gelelektrophorese
unterzogen, bei der nun Strangbriche zu einer verstarkten Wanderung relaxierter
DNA oder kurzer Fragmente in Richtung Anode fuhren. Nach Farbung der DNA
mit Ethidiumbromid erkennt man im mikroskopischen Bild einen ,Kometen®, wobei
es sich beim ,Kometenkopf* um den urspringlichen Zellkern und beim
,Kometenschweif‘ um die gewanderten DNA-Bruchsticke handelt. Als Mal} fur die
DNA-Schadigung einer Zelle dient das ,Tailmoment®, welches das Produkt der
relativen Intensitat des Kometenschweifes gegentber dem Kometenkopf und der

auf den Schwerpunkt des Kopfes korrigierten Wanderungslange der DNA ist.
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1.7 Fragestellung

Im Rahmen dieser tierexperimentellen Untersuchung zur Induktion einer
sogenannten suspended animation mit dem Ziel der Unterbindung bzw. der
Reduktion von Ischamie- und Reperfusionsschaden nach Crossclamping der
thorakalen Aorta, gemessen in den regionalen Stromgebieten des Schweins,

durch Einsatz des Sulfid-Donors 1K-1001 wurden folgende Fragen untersucht:

1. Wie beeinflusst der durch H,S ausgeloste Zustand der suspended
animation die im Rahmen der Ischamie/Reperfusionsschaden zu

erwartenden DNA-Schaden in vivo in Form von DNA-Strangbrichen ?

2. Gibt es Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen bei der
Sensitivitat gegenuber eines ,Second Hit“ ex vivo durch einen zusatzlichen

oxidativen Stressfaktor in Form einer HBO-Exposition ?
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2 Material und Methoden

2.1 Anasthesie und chirurgische Praparation

2.1.1 Versuchsaufbau, Anzahl der Versuchstiere und ethische

Grundlagen

Die Versuche wurden nach den Richtlinien ,Umgang mit Labortieren“ des
,Bundesinstituts fur Gesundheit* durchgefuhrt. Das Versuchsprotokoll wurde
sowohl von dem Tierschutzbeauftragten der Universitat Ulm als auch vom
Regierungsprasidium Tubingen, Baden-Wurttemberg, genehmigt.

Fir die Versuchsreihe wurden 21 deutsche Landschweine beiderlei Geschlechts
aus dem Tierforschungszentrum der Universitat Ulm mit einem Korpergewicht
zwischen 42 und 54 kg (medianes Gewicht 44 kg) verwendet, da das Schwein
anatomisch, metabolisch, physiologisch sowie auch pathophysiologisch von den in
Frage kommenden Spezies die grofdte Homologie mit dem Menschen aufweist.
Fir die eigentliche Studie kamen davon 16 zur Verwendung. Ein Schwein starb
noch vor Anwendung des Studienmedikaments aufgrund der chirurgischen
Praparation und wurde daher nicht in die Auswertung aufgenommen. Vor
Studienbeginn wurden an 4 Schweinen Vorversuche durchgefuhrt. Die
Versuchstiere wurden in eine IK-1001- Gruppe und eine
Placebogruppe/Kontrollgruppe aufgeteilt. 8 Tieren wurde 0,2 mg/kg reversiblen
Atmungsketten-Inhibitor IK-1001 als Bolus und anschlie3end

2 mg/kgxh als Dauerinfusion im Verlauf des thorakalen Aorten-Clamping-Versuchs
Uber eine zentralvendse Infusion, gelést in 5% Glucose, verabreicht. Die 8
Versuchstiere in der Kontrollgruppe bekamen 0,9 % NaCl in gleicher Art und
Weise infundiert.

Die Tiere lebten vor dem jeweiligen Versuchstag etwa eine Woche im
Tierforschungszentrum der Universitat Ulm. Vor Operationsbeginn stand ein 18-
stundiger Futterentzug, wohingegen den Tieren Wasser jederzeit in unbegrenzter

Menge zur Verfigung stand.
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2.1.2 Anasthesie und Medikation wahrend der Operation

Bereits 1 Stunde vor der Narkose bekamen die Versuchstiere im
Tierforschungszentrum eine intramuskulare Pramedikation in Form von 5 mg/kg
Azaperon (Stresnil®, Janssen, Neuss, Deutschland) und 2,5 mg Atropin
(Atropinsulfat®, Braun, Melsungen, Deutschland). Der Transport in den Tier-OP
der Sektion ,Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung® in
der Parkstralle 11, 89073 Ulm, erfolgte schlafend in einer Transportkiste
(Zeitaufwand ca. 60 Minuten). Zunachst wurde den Tieren Uber die Ohrvene ein
intravendser Zugang gelegt. Die O,-Sattigung wurde pulsoxymetrisch Uber einen
,Fingerclip“, der am Schwanz der Tiere angebracht wurde, Uberwacht (Datex
Capnomac Ultima® ULT-S-3301, Datex Instrumentarium Corp, Helsinki, Finnland).
Die Narkose wurde unter Sauerstoffgabe Uber den i.v.-Zugang in der Ohrvene mit
3-5 mg/kg Propofol (Disoprivan 2%, Astrazeneca GmbH, Wedel / Schleswig-
Holstein, Deutschland) und 1-2 mg/kg Ketamin (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn,
Erlangen, Deutschland) eingeleitet. Nach einer Ruckenlagerung der Schweine
erfolgten die orotracheale Intubation und die kontrollierte maschinelle Beatmung
(Servo 900C®, Siemens, Erlangen, Deutschland — inspiratorische O,-
Konzentration (FiO;) : 0.35, Atemfrequenz wurde so angepasst, um den arteriellen
PCO; bei 35+/-4 mmHg zu halten, positiver endexspiratorischer Druck (PEEP): 10
cm H0). Die exspiratorische CO»-Konzentration wurde kontinuierlich zur
Uberwachung der Beatmung gemessen. Zur Aufrechterhaltung der Narkose diente
ein Luft-Sauerstoff-Gemisch (FiO,. 0,35) zusammen mit einer Dauerinfusion
bestehend aus Propofol (6-8 mg/kg/h) und dem Analgetikum Remifentanyl (0,15—
0,2 mg/kg/h). Aullerdem wurden Elektroden fur die kontinuierliche EKG-
Uberwachung und eine Magensonde gelegt. Wahrend des gesamten Experiments
erhielten die Tiere eine Infusion von 10 ml/kg/h Ringer-Lésung (Ringerlésung
Fresenius®, Fresenius Kabi, Erlangen) zur Fliissigkeitssubstitution. Die
Raumtemperatur wurde zwischen 24 und 26 °C gehalten und alle Tiere wurden

kontinuierlich warm gehalten durch eine Matratze, die auf 39 °C aufgeheizt wurde.
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2.1.3 Operative Eingriffe

Beide Aa. femorales wurden freigelegt und jeweils mit einer 10F-Schleuse
versehen, in welche Ballonkatheter zur Durchfuhrung der proximalen und distalen
Okklusion der Aorta eingefihrt wurden. Zur korrekten Platzierung des proximalen
Ballon-Katheters wurde eine linksanteriore Thorakotomie durchgefihrt. Mittels
transabdominaler Ultraschallkontrolle wurde die korrekte Positionierung des
distalen Ballonkatheters durchgefuhrt. Die Position des proximalen Katheters
wurde durch die Palpation der thorakalen Aorta Uber die laterale Thorakotomie
erreicht. Ein Katheter wurde direkt oberhalb der aortalen Bifurkation und der
andere direkt nach dem Abgang der Arteria subclavia sinistra positioniert. Das
Ausklemmen der kranialen und kaudalen Aortenstrombahn ausgehend von dem
zu therapierenden Aortenaneurysma entspricht dem klinischen Vorgehen zur
Ausschaltung eines aneurysmatischen Aortensegmentes und Interposition einer
Gefalprothese.

Eine transversale Laparotomie war noétig, um die rechte Niere und deren
Nierengefalde darzustellen. Ein Uber die V. femoralis eingebrachter 4F-Katheter
(Multipurpose® A1, Cordis, Roden, Niederlande) in die V. renalis diente zur
Entnahme von Blutproben. AnschlieRend wurde eine Thoraxdrainage eingelegt
und die Thorakotomie verschlossen.

Zusatzlich wurde bei den Schweinen mit einer Alcuronium-Infusion (10-15 mg/h;
Alloferin®, Hoffmann- La Roche, Basel, Schweiz) die Relaxation erreicht.

Im Anschluss folgte eine Ruhephase von einer Stunde.

2.2 Studienmedikament

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Substanz IK-1001 (lkaria, Seattle, WA)
verwendet, um den Zustand der suspended animation auszulosen. Dabei handelt
es sich um einen HyS-Donor in Form von NayS (Di-Natrium-Sulfid), der zur
parenteralen Gabe hergestellt wird. Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von
Na,S wurde H,S-Gas (Mattheson, Newark, California) verwendet. Dieses Gas
wurde in eine wassrige Losung bestehend aus NaOH und NaCl eingebracht und
zu einem neutralen pH und einer Isoosmolaritat gebracht [39]. Dies war

notwendig, da Sulfid bei physiologischem pH gasférmig und als Hydrogensulfid-
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Anion (HS) vorliegt. Diese Loésung wurde anschlieRend gefiltert und unter

Schutzgasatmosphare in Glasflaschchen gegeben.

2.3 Versuchsablauf

Nach einer Stunde der Ruhephase wurde die erste Blutenthahme vorgenommen
(MZP 1), also noch vor Beginn der Infusion des Studienmedikamentes IK-1001.

2 Stunden vor dem Clamping der thorakalen Aorta erfolgte die Applikation des
Studienmedikaments 1K-1001 bzw. des Placebos. IK-1001 wurde in 5% Glucose
geldst und als Bolus von 0,2 mg/kg gefolgt von einer Dauerinfusion von 2 mg/kg/h
bis zum Ende des Versuches verabreicht. Als Placebo diente 0,9% NaCl (isotone
Kochsalz-Losung 0,9% NaCl Braun, Melsungen).

Unmittelbar vor dem Aortenclamping erfolgte die zweite Blutenthnahme (MZP 2).
Die Okklusion der thorakalen Aorta nach Abgang der A. subclavia sinistra und der
distalen Aorta unterhalb der Nierenarterien mittels des transfemoral eingeflihrten

Ballonkatheters hielt 30 Minuten an.

Wahrend der Clampingphase erhielten die Tiere Uber den zentralvendsen Zugang
Nitroglycerin (1.7 mg/min, Nitrolingual® infuse, Pohl-BoskampGmbH & Co,
Hohenlockstedt, Deutschland) und Esmolol (16.5 mg/min, Brevibloc® ,Baxter
Healthcare, UnterschleiRheim, Deutschland) sowie den ultrakurz wirksamen
Vasodilatator Adenosin-5-Triphosphat (ATP, 2-10 mg/min, Striadyne® Wyeth-
Lederle, Paris, Frankreich), um den mittleren arteriellen Blutdruck zwischen 80
und 120 % des Ausgangswertes vor Aortenokklusion zu halten. Nach 30 Minuten
wurde der Ballonkatheter entblockt und die Aortenstrombahn wieder freigegeben.
Daraufhin schloss sich eine 8-stundige Nachbeobachtungszeit an. In diesem
Zeitraum erfolgten die weiteren Blutentnahmen jeweils 1 (MZP 3), 2 (MZP 4), 4
(MZP 5) und 8 Stunden (MZP 6) nach dem Declamping. Nach Freigabe der Aorta
wurde Noradrenalin (Arterenol® 25 ml, Sanofi-Aventis, Deutschland GmbH,
Frankfurt) nach Bedarf kontinuierlich infundiert, um in der frihen
Reperfusionsphase den arteriellen Blutdruck auf Uber 80% des Initialwertes zu
halten. Die hieraus entstandene individuelle Dosis und Applikationsdauer von
Nordrenalin (Arterenol® 25 ml, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt)
wurden als unabhangige Variablen registriert. Des Weiteren wurde den
Versuchstieren wahrend des Clampings und bis eine Stunde nach Freigabe der
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Aortenstrombahn  zur  Stabilisierung des  Kreislaufes eine  6%ige
Hydroxyathylstarkeldsung mit 1000 ml/h (HAES- steril® 6 % 200/0,5, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Deutschland; ITBV maximal 30-35 ml/kg; ITBV=
intrathorakales Blutvolumen) verabreicht. Diese Infusion wurde bis zum Ende des
Versuches mit einer Dosierung von 250 ml/h fortgesetzt. Die Dauerinfusion des
Studienmedikamentes IK-1001 bzw. des Placebos wurde mit konstanter
Geschwindigkeit bis zum Versuchsende fortgesetzt. Am Ende des Versuchs
erfolgte die Totung der Tiere in tiefer Narkose durch einen Pentobarbital-Bolus
und eine nachfolgende Injektion von 20 mmol Kaliumchlorid (KCI- Losung
Fresenius, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland).

In der sich anschlieRenden Abbildung ist der gesamte Versuchsablauf graphisch
dargestellt ( Abbildung 2 ).
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-23 h Futterentzug

-5h Pramedikation (Azaperon,
Atropin) + Transport +

Narkoseeinleitung + Intubation

-4 h Chirurgische Praparation
-1h Ruhe- und Erholungsphase
Oh MZP 1
(Initialwert)
Blutentnahme:
-Vollblut
Oh-2h Applikation des

Studienmedikaments/Placebos
Bolus 0,2 mg/kg, gefolgt von
Dauerinfusion 2 mg/kg/h

2h MZP 2
vor Clamping
Blutentnahme:

-Vollblut
-HBO
2h-25h 30 min
Clamping
3,5h MZP 3

(1h nach Clamping)
Blutentnahme:
-Vollblut

4,5h MZP 4
(2h nach Clamping)
Blutentnahme:
-Vollblut
-HBO
6,5h MZP 5
(4h nach Clamping)
Blutentnahme:
-Vollblut
-HBO
10,5 h MZP 6
(8h nach Clamping)
Blutentnahme:
-Vollblut
Versuchsende Pentobarbital und
Kaliumchlorid (KCI)

Abbildung 2:
Graphische Darstellung des Versuchsablaufes mit Messzeitpunkten (MZP).

KCI= Kaliumchlorid, h= Stunde/Stunden, HBO= Hyperbare Oxygenierung
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2.4 Comet Assay mit Vollblutproben in vivo

Die zu verschiedenen Zeitpunkten entnommenen Vollblutproben in Lithium-
Heparin-Monovetten (S-Monovetten 9 ml LH, Sarstedt, Nurmbrecht) dienten der
Bewertung der DNA-Schadigung hinsichtlich der Ischamie-Reperfusions-Sequenz.
Die Beurteilung erfolgte mittels der Auswertung des ,Tailmoments“ in der
alkalischen Version des Comet Assays (Einzelzellgelelektrophorese).

Je 5 pl des heparinisierten Blutes wurden in 120 pl LMP-Agarose (Sigma-Aldrich,
Steinheim), welche auf 37 °C temperiert wurde, pipettiert und vermischt. Die so
entstandene Agarose-Zellsuspension wurde anschlieRend auf einen praparierten
Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Kénigshofen) aufgetragen und mit einem
Deckglas (Menzel-Glaser, Braunschweig) versehen. Nach ungefahr vierminutigem
Ausgelieren im Kuhlschrank (Glass Line, Liebherr, Bulle, Schweiz) wurde das
Deckglas seitlich abgezogen. AnschlieRend wurde das Praparat in eine 4 °C kalte
gebrauchsfertige Lyseldsung (42,5 mM Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim)
und 1,41 M DMSO (Merck, Darmstadt) in Lyse-Stammldsung) gegeben, in der es
mindestens 1 Stunde jedoch nicht langer als 48 Stunden verblieb. Um weitere
DNA-Schaden zu vermeiden, wurde auf lichtarme Bedingungen bei der
Bearbeitung geachtet. Nach der Alkalidenaturierung wurden alle Vollblutproben
einer Gelelektrophorese unterzogen und nach anschlieRender Anfarbung der DNA

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

2.5 Hyperbare Sauerstoffexposition (HBO) - ex vivo

Durch die zweistiindige Exposition mit hyperbarem Sauerstoff (HBO) bei 4 bar in
einer temperierten Druckkammer wurden die induzierbaren DNA-Schaden in den
Lymphozyten untersucht. Die Vollblutproben fur die Lymphozytenisolierung
wurden dem Versuchstier zu den Messzeitpunkten 2, 4 und 5 ebenfalls in Lithium-

Heparin-Monovetten (Sarstedt, Nirmbrecht) entnommen.

2.5.1 Isolierung der Lymphozyten aus dem Vollblut

Zu den Messzeitpunkten 2, 4 und 5 wurden jeweils 4 Monovetten Vollblut
entnommen, welche auf 8 bereits vorbereitete Verdlinnungsréhrchen, die je mit

2,5 ml PBS-Puffer (Phosphat-gepufferte Saline, (Invitrogen Cooperation, Paisley,
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Schottland)) geflllt waren, aufgeteilt und vermischt wurden. Mit Hilfe einer Einmal-
Pasteurpipette (Sarstedt, Nurmbrecht) wurde anschlieRend das Blut-Puffer-
Gemisch von jedem Verdunnungsrohrchen auf 5ml Ficoll (Biocoll Seperating
Solution, Biochrom AG, Berlin) in einem Reagenzrohrchen (Sarstedt, Nurmbrecht)
langsam aufgeschichtet. Die so entstandenen 8 aufgeschichteten Proben wurden

30 Minuten lang zentrifugiert (Biofuge 28 RS, Heraeus, Osterode).

Uberstand
Plasma-Puffer-Gemisch

/

Lymphozytenring

Abbildung 3: Lymphozytenisolation auf Ficoll-Gradienten

Dadurch trennte sich das aufgeschichtete Blut-Puffer-Gemisch, wie in Abbildung 3
dargestellt, auf. Durch die Zentrifugation bildete sich ein Plasma-Puffer-Uberstand
Uber dem Leukozytenring. Dieser Uberstand wurde durch eine Absaugpumpe
(Wisa Absaugpumpe, W. Sauer GmbH&Co KG, Wuppertal) bis ca. 0,5 cm Uber
dem Leukozytenring entfernt. Der Leukozytenring wurde anschlielfend mit Hilfe
einer Einmal-Pasteurpipette abgetragen und in 4 weitere Reagenzrohrchen, die
bereits mit 2,5 ml PBS-Puffer befullt waren, gegeben. Diese wurden 10 Minuten
zentrifugiert. Die so entstandenen Lymphozytensedimente wurden durch das
Abschitten des Uberstandes von diesem getrennt. Die Lymphozytensedimente
wurden in insgesamt 5 ml PBS-Puffer resuspendiert und in einem Ro&hrchen
gepoolt.

Nach erneutem 10-minltigem Zentrifugieren wurde der entstandene Uberstand
wiederum abgeschuttet und das verbliebene Leukozytensediment mit 5 ml RMPI
1640-Puffer  (Biochrom  AG, Berlin) resuspendiert  und in ein
Gewebekulturflaschchen (Sarstedt, Nurmbrecht) Gberfuhrt.
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2.5.2 HBO-Exposition mittels Druckkammer

Die Lymphozytensuspension wurde zur Beurteilung der durch HBO-Exposition
induzierbaren DNA-Schaden in einer auf 37 °C temperierten Druckkammer
(Werkstatt Universitat Ulm, Ulm) einer zweistindigen HBO-Exposition bei 4
Atmospharen unterzogen. Verwendet wurde hierfir ein Gasgemisch mit 98%
Sauerstoff und 2% Kohlenstoffdioxid (Gasgemisch 98% O, 2% CO, MTI
Industriegase, Ulm).

Zur Untersuchung der durch die HBO-Exposition herbeigefihrten DNA-Schaden
wurden vor und nach der Druckkammerbehandlung Comet Assays mit Aliquoten
der Lymphozytensuspensionen durchgefuhrt. Hierfir wurden Objekttrager
(Marienfeld, Lauda-Konigshofen) mit Lymphozytensuspension mit Hilfe von
Agarose hergestellt durch dasselbe Vorgehen wie zuvor mit den Vollblutproben
beschrieben. Nach Lyse, Elektrophorese, Farbung und Auswertung am

Fluoreszenzmikroskop wurden sie auf der Basis ihres Tailmoments bewertet.

Die Gewebeflaschchen wurden ohne Deckel in die Druckkammer ( Abbildung 4 )
gestellt. Die hierfur benutzte Druckkammer besitzt Ein- und Ausgange, durch die
das Gasgemisch ein- bzw. ausstromen kann. In den Deckel der Kammer sind ein
Uberdrucksicherheitsventil, ein Temperaturfiihler und ein Barometer integriert, das
den in der Kammer herrschenden Uberdruck anzeigt. Die Druckkammer steht in
einer Edelstahlwanne. Das in der Wanne befindliche Wasser wurde durch einen
Durchlauferhitzer (Lauda Typ B 1,6 kW, LAUDA DR.R. Wobser GmbH&Co. KG,
Lauda-Konigshofen) vor Beginn der hyperbaren Sauerstoffexposition auf 34 °C
erhitzt. Durch die Kompression des Gases in der Kammer zu Beginn des
Versuchs steigt die Temperatur im Inneren der Kammer gemal} des Gesetzes von
Gay-Lussac, nach welchem der Druck einer Gasmenge im gleichen Verhaltnis
wachst wie die absolute Temperatur (p/T=const.), an und erreicht die gewunschte
Endtemperatur von physiologischen 37°C. Nachdem die Kammer mit den Proben
beladen worden war, wurde der Deckel fest verschlossen und die Kammer etwa
30 Sekunden mit dem Gasgemisch durchspllt. Dieses hatte zum Ziel, die Luft im
Inneren der Druckkammer komplett durch das Gasgemisch zu ersetzen. Die
Auslassventile wurden anschliellend verschlossen, wahrend das Gasgemisch

weiterhin durch die Einlassventile in die Kammer gelangen konnte, sodass sich
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allmahlich ein Uberdruck in der Kammer aufbaute. Dieser Uberdruck von 4 bar

absolut wurde fiir 2 Stunden bei 37 °C aufrechterhalten.

to slow down the
pressure ip€reasiag turn
the rofary-swick in

Abbildung 4: Druckkammer im Wasserbad zur Durchfiihrung der HBO-Exposition

Durch Offnen eines regulierbaren Auslassventils wurde anschlieRend die Kammer
kontrolliert druckentlastet. Nach Erreichen des Normaldruckes wurde die Kammer
geoffnet und das Gewebeflaschchen wurde entnommen. Durch leichtes Schutteln
wurden die inzwischen sedimentierten Lymphozyten resuspendiert. Daraufhin
wurden 5 pl der Suspension mit 120 pl 37 °C warmer LMP-Agarose (Sigma-
Aldrich, Steinheim) vermengt und, wie bereits beschrieben, zur Durchfihrung der

Einzelzell-Gelelektrophorese behandelt.
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2.6 Methodischer Ablauf des Comet Assays

Die  Einzelzell-Gelelektrophorese ist ein  geeignetes Verfahren  zur
Charakterisierung von DNA-Schaden auf Einzelzellebene [102] ( Abbildung 5 ).
Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde die alkalische Version des Comet
Assays verwendet, wodurch DNA-Strangbriche und alkalilabile Stellen

nachweisbar sind [102].

T,

<_> _—

Mischen mit Auftragen auf
0.5% LMP Agarose vorbeschichtete

Obiekttrager

Alkalidenaturation
\ und Elektrophorese
(]
= N\ SmmmmiN. N

Ethidiumbromidfarbung Neutralisation

=

Analyse

Abbildung 5: Schematischer Ablauf des Comet Assays (Einzelzell-Gelelektrophorese) in der
alkalischen Version (verandert nach Speit und Hartmann [102]), LMP-Agarose= low melting point

Agarose

2.6.1 Herstellung der fiur die Praparate verwendeten, mit Agarose

benetzten Objekttrager

Fir die Herstellung wurden Objekttrager mit Mattrand (Marienfeld, Lauda-
Konigshofen) verwendet. Eine Seite dieser Objekttrager wurde durch einen
Bleistiftstrich als Oberseite markiert, bevor sie mit 70%-igem Alkohol (Ethanol,
Sigma-Aldrich, Steinheim) gereinigt wurden. Anschliel3end, nach der Trocknung
des Alkohols, wurden sie in flussiger 1,5%iger MEEO-Agarose (medium-electro-

endoosmosis, Merck, Darmstadt) eingetaucht.
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Zur Herstellung der Agarose wurden jeweils 1,5 g MEEO-Agarose in 100 ml PBS-
Puffer in einem Erlenmeyerkolben (Schott Glas, Mainz) in der Mikrowelle (Bosch
Mikrowellenherd 842C, Robert Bosch GmbH, Gerlingen) zweimal sprudelnd
aufgekocht. AnschlieRend wurde die MEEO-Agarose in einem Becherglas (Schott
Glas, Mainz) mit temperiertem Wasser auf 60°C heruntergekuhlt.

Die Objekttrager (etwa 100 Stuck) wurden einzeln mit dem klaren Ende voran in
100 ml MEEO-Agarose eingetaucht, wobei das Beschriftungsfeld etwa bis zur
Halfte benetzt wurde, um eine bessere Haftung der MEEO-Agarose zu
gewahrleisten. Danach wurde die Unterseite abgewischt und die Objekttrager
horizontal auf Ablageplatten zur Trocknung abgelegt. Dort verblieben sie fir
mindestens zwei Tage bei Zimmertemperatur zum vollstandigen Trocknen. Die so
praparierten  Objekttrager konnten Uber mehrere Monate hinweg bei

Zimmertemperatur aufbewahrt werden.

2.6.2 Praparation der LMP-Agarose-Eppendorf-Reaktionsgefalle und

Lyse-Vorbehandlung nach Blutprobenentnahme

FUr die Untersuchung der Vollblut- und Lymphozytenproben der verschiedenen
Messzeitpunkte wurden LMP-Agarose-Eppendorf-Reaktionsgefalde vorbereitet.
Hierfur wurde 100 mg LMP-Agarose (Sigma-Aldrich, Steinheim) in 20 ml PBS
(Invitrogen Cooperation, Paisley, Schottland) zweimal aufgekocht. Hiervon
wurden je 125 pl in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 (Micro Test Tubes 1,5 ml,
Eppendorf, Hamburg) pipettiert. Die so hergestellten LMP-Agarose-Eppendorf-
ReaktionsgefaRe konnten mehrere Monate im Kuihlschrank bei 4°C aufbewahrt
werden.

Zur Vorbereitung fur die Blutabnahmen wurden die Eppendorf-Reaktionsgefale im
Wasserbad zur Verflissigung der Agarose aufgekocht und in einen auf 37 °C
temperierten Heizblock (Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg) gegeben. Nach
den jeweiligen Blutentnahmen wurden 6 ul heparinisiertes Vollblut in die 37°C
heile LMP-Agarose pipettiert, vermischt und gleichmaRig auf die praparierten
Objekttrager aufgetragen. AnschlieBend wurde der Objekttrager mit einem
Deckglas (Menzel-Glaser, Braunschweig) versehen und zur Ausgelierung der
Agarose flr ca. 4 Minuten in den Kuhlschrank gelegt. Danach wurde das Deckglas
im 90 Grad Winkel zur spateren Laufrichtung der DNA in der

Elektrophoresekammer vom Objekttrager abgezogen, um Artefakte bei der
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Auswertung erkennen und aus der Wertung nehmen zu konnen. Fur mindestens
eine Stunde beziehungsweise hochstens 2 Tage lang wurden die so entstandenen
Objekttrager nun in eine mit 4 °C kalter gebrauchsfertiger Lysepufferldsung (Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim): 42,5 mM in Lyse-Stammlésung, DMSO (Merck,
Darmstadt): 1,41 M in Lyse-Stammldsung) gefillte, lichtgeschitzte Kuivette
(Sarstedt, Nurmbrecht) gestellt. In diesem Schritt vollzieht sich ein Abbau
samtlicher Zellmembranen, wodurch die DNA freigesetzt wird, jedoch noch in
Form des vormaligen Zellkernes in der Agarose fixiert bleibt. Die Lyse wurde unter
Lichtabschluss durchgefuhrt, um zusatzliche DNA-Schaden zu verhindern. Die
Lyse-Stammlbsung besteht aus NaCl (2,5 M, Sigma-Aldrich, Steinheim), Na,EDTA
(100mM, Sigma-Aldrich, Steinheim) und Tris-Base (10mM, Sigma-Aldrich,
Steinheim). Zur Herstellung der Lysepufferlosung wurden zu 89 ml dieser Lyse-
Stammldésung 1 ml Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 10 ml DMSO
(Merck, Darmstadt) zugegeben und vermischt. Vor Gebrauch wurde sie fur
mindestes eine Stunde bei 4 °C temperiert. Zu den Messzeitpunkten 2, 4 und 5
wurde mit den isolierten Lymphozyten direkt vor und direkt nach der HBO-
Exposition in gleicher Weise verfahren, wie hier mit den Vollblutproben
beschrieben.

Es wurde darauf geachtet, dass die Verarbeitungszeit der Vollblut-
beziehungsweise Lymphozytenproben 10 Minuten nicht Uberschritt, um eine

Reparatur der DNA-Schaden zu vermeiden.

2.6.3 Alkalidenaturierung und anschlief3ende Elektrophorese

Nach der Lyse wurde eine Elektrophoresekammer (Sub-Cell GT Basic, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), in welcher die Objekttrager in horizontaler Lage positioniert
worden waren ( Abbildung 6 ), in ein Eisbad gestellt. Die Objektrager wurden flr
die Alkalidenaturierung mit dem auf 4 °C gekuhlten Alkali-Elektrophoresepuffer
(NaOH (Merck, Darmstadt): 300 mM, Na;EDTA: 1 mM) bei einem pH-Wert von
grolRer als 13 Uberschichtet und 40 Minuten lang unter Schutz direkter
Lichteinstrahlung so belassen. Im Zuge der Alkalidenaturierung kommt es zu einer
Entspiralisierung der DNA und zu einer Uberfihrung von alkalilabilen Stellen in
DNA-Strangbriche. Dies ist notig, da mit dem Comet Assay nur Strangbriiche
quantifiziert werden und mit Hilfe dieses Umweges auch die alkalilabilen Stellen

erfasst werden kdnnen, die ansonsten nicht berticksichtigt werden wirden. Somit
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konnen mehr Informationen Uber vorhandene DNA-Schaden gewonnen werden
[71]. Dies ist eine sinnvolle Modifikation des Comet Assays, da oxidative DNA-
Schaden nicht nur in Form von Strangbrichen sondern auch als
Basenmodifikationen und Veranderungen am Zuckerphosphatgeriust der DNA
imponieren, die nicht unmittelbar zu Strangbrichen flhren, jedoch durch die
Alkalibehandlung in diese uUberfuhrt werden kénnen.

Im Anschluss an die Alkalibehandlung wurde eine 40-minutige Elektrophorese im
selben Elektrophoresepuffer durchgefuhrt. Hierzu wurde die Pufferhdhe so
reguliert, dass bei einer angelegten Spannung von 25 V ein Strom von 300 mA
floss (Spannungsversorgung: Consort E835, LTF Labortechnik,

Wasserburg/Bodensee).

Abbildung 6: Elektrophoresekammer im Eiswasserbad zur Durchfihrung des Comet Assays mit

Spannungsquelle im Hintergrund

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Objekttrager neutralisiert.
Hierfir wurden sie aus der Elektrophoresekammer entnommen, um sie dann
anschlieBend dreimal hintereinander je 5 Minuten lang mit Neutralisationspuffer
(Tris-Base (Sigma-Aldrich, Steinheim): 48,5 mg/ml) zu Uberschichten. Danach

wurden die Praparate mit dH,O abgespult und anschlieBend 5 Minuten lang in
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einer Kuvette mit 99,8% Ethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) dehydriert. Zuletzt
wurden sie unter Lichtabschluss horizontal fir mindestens 2 Stunden bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.6.4 Anfarbung der DNA und fluoreszenzmikroskopische Auswertung

der Praparate

Um die Praparate auszuwerten, wurden diese zunachst mit 50 yl DNA-bindendem
Farbstoff Ethidiumbromid (20 pg/ml, Carl Roth, Karlsruhe) Uberschichtet und mit
einem Deckglas versehen. Mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Tokyo,
Japan) wurde bei 400-facher Vergrofierung die Auswertung vorgenommen. Dabei
war das Mikroskop Uber eine CCD-Kamera an einem PC angeschlossen

( Abbildung 7 ). So konnte mit dem Bildanalyseprogramm Comet Assay Il V2.11
(Perceptive Instruments, Haverhill, UK) das ,Tailmoment® jeder einzelnen zu
untersuchenden Zelle ermittelt werden. Die Betrachtung der Praparate erfolgte mit
einem Anregungsfilter der Wellenlange 515 nm - 560 nm und einem Barrierefilter
von 590 nm. Das Tailmoment setzt sich zusammen aus dem Produkt der relativen
Fluoreszenzintensitat des Kometenschweifes gegenuber dem Kometenkopf und
der auf den Schwerpunkt des Kopfes korrigierten Wanderungslange der DNA aus
dem Kernbereich. Die vom Programm hierzu ermittelten MessgroRen sind
Schweif- und Kopflange sowie Leuchtintensitat von Schweif und Kopf. Der
Kometenschweif entsteht dadurch, dass chromosomale DNA aus dem Bereich

des ehemaligen Zellkernes in Richtung Anode wandert.
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskop mit CCD-Kamera und PC-Bildanalysesoftware zur Auswertung
der mit Ethidiumbromid angefarbten DNA-Praparate

Pro Objekttrager wurden 50 Zellen ausgewahlt und ausgewertet. Dabei wurden
jedoch nur Zellkerne betrachtet, die eine runde und abgegrenzte Form aufwiesen
und im zentralen Bereich des Praparats lagen. Zellkerne in den Randbereichen
des Objekttragers wurden nicht zur Auswertung herangezogen, da diese
erfahrungsgemal unspezifische DNA-Effekte aufweisen konnen [92]. Des
Weiteren wurden diejenigen Zellen nicht ausgewertet, die so nahe beieinander
lagen, dass sie nicht mehr einzeln ins Auswerteraster der Software passten oder
deren Abbilder sich Uberschnitten. Nach der Vermessung von 50 Zellen wurde ein
Mittelwert der Tailmoments fur das jeweilige Praparat berechnet und als Mal} der
DNA-Schadigung herangezogen ( Abbildung 8 ).
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Abbildung 8: Ergebnisse des Comet Assays bei unterschiedlich starken DNA-Schadigungsgraden.
Im mikroskopischen Bild erkennt man bei einer 400-fachen Vergré3erung einen ,Kometen®, wobei
es sich beim ,Kometenkopf‘ um den urspringlichen Zellkern und beim ,Kometenschweif‘ um die in
Richtung Anode gewanderte chromosomale DNA handelt.

(A) ungeschadigte (Tailmomet ~0,1), (B) schwach geschadigte (Tailmoment ~0,4), (C) mittel
geschadigte (Tailmomet ~0,8) und (D) stark geschadigte DNA (Tailmoment >1)

2.7 Statistische Auswertung

Im Rahmen einer deskriptiven Statistik wurden fir die Messergebnisse der
verschiedenen Versuchsgruppen und der verschiedenen Messzeitpunkte der
Median, das 1. und 3. Quartil sowie das 10 %- und 90 %- Quantil ermittelt.
Signifikante Ergebnisse sind in den Diagrammen mit Symbolen gekennzeichnet.
Die statistische Auswertung wurde durchgeflhrt, indem zuerst mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov-Tests ausgeschlossen wurde, dass es sich bei den
ermittelten Messdaten um normalverteilte Werte handelt. Danach wurde unter
Verwendung des Mann-Whitney Rank Sum Test Uberpruft, ob sich die Ergebnisse
der beiden Medikamentengruppen bei gleichem MZP signifikant voneinander
unterscheiden. Ein p-Wert unter 0,05 wurde hierbei als signifikant erachtet.

Fur die Vergleiche der verschiedenen MZP einer Medikamentengruppe wurde der
Friedman-Test angewandt.

Beim Vergleich der Messergebnisse vor HBO- mit denen nach HBO-Behandlung
einer Medikamentengruppe kam der Wilcoxon Signed Rank Test zur Anwendung.
Zur Berechnung und statistischen Auswertung wurde das Programm Sigmastat®in
der Version 3.0, fur die graphische Darstellung der Ergebnisse das Programm

Sigma Plot® in der Version 8.0 verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Erhebungsdaten

Fir die Versuche wurden 21 deutsche Landschweine beiderlei Geschlechts
verwendet. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der IK-1001-Gruppe kamen
8 Tiere zur Verwendung. Ein Tier verstarb bereits wahrend des Versuchs. Die 4
ubrigen Tiere wurden vor Studienbeginn fur Vorversuche verwendet. Das
Verhaltnis von mannlichen zu weiblichen Schweinen betrug in der Kontrollgruppe

5:3. In der IK-1001-Gruppe betrug dieses Verhaltnis m:w = 7:1

3.2 Hamodynamik, Gasaustausch, Saure-Base- und

metabolische Parameter

Wie aus der Tabelle 1 zu entnehmen ist, waren der mittlere arterielle Druck und
der zentralvendse Druck weder innerhalb noch zwischen den beiden Gruppen
signifikant verandert. Bei der Betrachtung der Herzfrequenz erkennt man innerhalb
der Gruppen signifikante Schwankungen. Es zeigten sich in der IK-1001-Gruppe
zu allen Messzeitpunkten nach Clamping signifikant niedrigere Herzfrequenz-
Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das Schlagvolumen anderte sich nicht
signifikant im zeitlichen Verlauf des Versuches innerhalb der jeweiligen
Versuchsgruppen und war zu keinem Messzeitpunkt signifikant zwischen den
beiden Gruppen verandert. Ab dem Zeitpunkt 2h nach Clamping ergaben sich
signifikant niedrigere Werte in der IK-1001-Gruppe fur die Sauerstoffaufnahme
und die Kohlendioxidproduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Vergleich zum
jeweiligen Initialwert waren Signifikanzen der Sauerstoffaufnahme in beiden
Gruppen vor Clamping und 8h nach Clamping sowie in der IK-1001-Gruppe 4h
nach Clamping zu beobachten. Die Tiere der Kontrollgruppe produzierten zu den
Zeitpunkten 1h und 2h nach Clamping signifikant héhere Mengen an Kohlendioxid
im Vergleich zum Initialwert. In der IK-1001-Gruppe war dies nur zum Zeitpunkt 2h
nach Clamping der Fall. Der arterielle Papg,-Wert war in der lkaria-Gruppe am
Ende des Experiments signifikant niedriger im Vergleich zur Kontroligruppe. Beim
Vergleich mit dem Initialwert der jeweiligen Gruppe waren alle Pag,-Werte nach

Clamping signifikant erniedrigt.
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Der arterielle Paco2-Wert und der Saure-Base-Status (pH und BE) waren innerhalb
der Gruppen jeweils signifikant verandert im Vergleich zum Initialwert, wobei es zu

keinem signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen kam.

Tabelle 1: Hdmodynamik, Gasaustausch, Saure-Base- und metabolische Parameter.
MAP=mittlerer Blutdruck,

SV=Schlagvolumen, O,=Sauerstoff, CO,=Kohlendioxid, Pag,=arterieller Sauerstoffpartialdruck,

arterieller Z\/D=zentraler Venendruck, HF=Herzfrequenz,

Pacp,=arterieller Kohlendioxidpartialdruck, pH=Kennzahl fir den Sauregrad einer Flissigkeit,
BE=Base Excess. Aufgefihrt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil. * = p< 0.05 fir
Kontrolle vs. IK-1001. # = p< 0.05 vs. Initialwert

Initial Vor 1h nach 2h nach 4h nach 8h nach
Clamping | Clamping | Clamping | Clamping | Clamping
MAP Kontrolle 94 97 94 96 91 90
(mmHg) (85-112) (90-108) (82-99) (89-106) (84-96) (83-105)
1K-1001 98 100 95 93 91 94
(93-104) (90-101) (87-97) (89-97) (87-103) (79-96)
YAY)) Kontrolle 10 10 11 10 10 12
(mmHg) (9-11) (9-10) (10-11) (9-10) (10-12) (10-13)
1K-1001 11 10 12 12 12 12
(10-12) (10-12) (10-12) (11-13) (12-13) (12-14)
HF Kontrolle 80 69 # 115 #* 103 #* 78 * 56 #*
(1/min) (72-82) (55-73) (95-133) (72-109) (65-82) (51-66)
1K-1001 71 53# 76 56 # 46 # 46 #
(59-78) (48-65) (59-83) (43-66) (39-58) (41-52)
SV (ml) | Kontrolle 75 72 83 77 81 90
(66-82) (63-81) (68-88) (68-86) (62-88) (73-94)
1K-1001 73 82 95 96 83 82
(61-83) (71-92) (82-110) (82-101) (77-90) (69-92)
O, Auf- | Kontrolle 5.0 4.5 # 5.2 5.1 % 5.0 % 4.5 #*
nahme (4.2-5.6) (3.5-5.1) (4.3-5.6) (4.5-5.9) (3.9-5.8) (3.5-5.2)
(ml/kg/
min)
1K-1001 4.4 4.1# 4.6 4.2 3.9# 3.8#
(4.2-4.8) (3.8-4.2) (4.4-4.8) (4.0-4.5) (3.6-4.1) (3.2-3.9)
CO, Pro- | Kontrolle 3.0 2.8 3.9# 3.9 #* 3.6 % 3.3 %
duktion (2.6-3.9) (2.6-3.5) (3.4-4.4) (3.1-4.3) (2.9-4.1) (2.5-3.6)
(ml/kg/
min)
1K-1001 2.6 2.6 32# 2.9 2.6 2.4
(2.2-3.1) (2.2-2.9) (2.8-3.5) (2.4-3.2) (2.5-3.0) (2.4-2.6)
Pao, Kontrolle 152 154 127 # 128 # 132 # 144 #*
(mmHg) (145-156) (150-159) (119-135) (116-131) (121-145) (135-150)
1K-1001 150 154 114 # 134 # 140 # 92 #
(148-158) (152-158) (109-126) (124-139) (125-143) (66-107)
Pacos Kontrolle 34 34 48 # 46 # 44 # 40 #
(mmHg) (31-38) (33-38) (39-52) (39-51) (37-48) (38-40)
1K-1001 37 36 44 # 40 # 37 40 #
(34-37) (35-38) (41-46) (39-42) (36-40) (37-45)

Fortsetzung siehe nachste Seite (S.29)

28




Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 1: Hdmodynamik, Gasaustausch, Saure-Base- und metabolische Parameter.

MAP=mittlerer arterieller Blutdruck, Z\/D=zentraler Venendruck, HF=Herzfrequenz,
SV=Schlagvolumen, O,=Sauerstoff, CO,=Kohlendioxid, Pag,=arterieller Sauerstoffpartialdruck,
Pacp,=arterieller Kohlendioxidpartialdruck, pH=Kennzahl fir den Sauregrad einer Flissigkeit,
BE=Base Excess. Aufgefihrt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil. * = p< 0.05 fir
Kontrolle vs. IK-1001. # = p< 0.05 vs. Initialwert

pH Kontrolle 7.6 7.6 7.4 # 7.4 # 7.5# 75#
(7.5-7.6) (7.5-7.6) (7.3-7.4) (7.3-1.5) (7.4-7.5) (7.4-7.5)
1K-1001 7.6 7.6 7.44# 7.5 # 7.5# 7.5#
(7.5-7.6) (7.5-7.6) (7.3-7.4) (7.4-7.5) (7.5-7.6) (7.4-7.6)
BE Kontrolle 12 10 1# 3# 8 # 8 #
(mmol/1) (10-13) (8-11) (0-5) (-1-9) (6-9) (7-10)
1K-1001 13 10 3# 6# 7# 7#
(10-13) (8-11) (2-5) (5-8) (6-10) (6-9)

3.3 IK-1001 Konzentrationen

An 7 verschiedenen Zeitpunkten wurde die Blutkonzentration von IK-1001
bestimmt, um zu gewahrleisten, dass die Applikation des Studienmedikaments in
der IK-1001-Versuchsgruppe erfolgreich war. In Abbildung 9 sind die Daten aller
Blutkonzentrationen jeweils mittels Median, 1. und 3. Quartil sowie 10%- und 90%-
Quantil dargestellt.

2 Stunden vor dem Aorten-Clamping wurde mit der ersten Verabreichung des
Studienmedikaments begonnen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine Bolusgabe von
0,2 mg/kg. Auf diese Gabe folgte eine Dauerinfusion von 2 mg/kg/h bis zum
Versuchsende. Zur Uberpriifung der Applikation wurden jeweils die Initialwerte
erhoben gefolgt von den Daten zu den Messzeitpunkten 2 Stunden nach
Infusionsstart (vor Clamping), nach Clamping, sowie 1h, 2h, 4h und 8h nach
Clamping. Dabei lagen die Werte in Bereichen zwischen 0,6 uM und 1,5 pyM vor
Clamping und zwischen 0,9 uM und 1,9 uM nach Clamping. Im weiteren Verlauf
der Reperfusionsphase stiegen die Blutkonzentrationen des Studienmedikaments

stetig an bis auf Werte zwischen 1,4 yM und 3 uM gegen Ende des Versuches.
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der IK-1001-Blutkonzentrationen in pM bei den mit IK-1001
behandelten Tieren. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil sowie das 10 %- und

90 %- Quantil.
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3.4 Vollblutproben und Comet Assays

Die spontane DNA-Migration zeigte vor dem Clamping in der IK-1001-Gruppe und
in der Kontrollgruppe Tailmoment-Werte um 0.15. Eine Stunde nach Clamping
zeigte sich in beiden Versuchsgruppen ein sehr leichter Anstieg mit Werten bis zu
0,2. Zwei Stunden nach Clamping wurden Werte bis zu 0.3 erreicht. Im weiteren
Verlauf, 4 und 8 Stunden nach Clamping, lie® sich eine Abnahme verzeichnen bis
auf Werte nahe des Ausgangwertes. Zu keinem der Messzeitpunkte war eine
Signifikanz zwischen den Werten innerhalb einer Gruppe zu erkennen. Zwischen
den beiden Versuchsgruppen war ebenfalls zu keinem Messzeitpunkt ein

signifikanter Unterschied festzustellen.
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Abbildung 10: Darstellung des Zeitverlaufes der durch Operationsbedingungen und Ischamie-
Reperfusions-Sequenzen induzierten DNA (deoxyribonucleic acid)-Schadigungen im Vollblut in der
Kontroll- und in der IK-1001-Tiergruppe. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil

sowie das 10 %- und 90 %- Quantil.
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3.5 HBO-Exposition von Lymphozyten und Comet Assay

Sowohl innerhalb der Kontrollgruppe als auch innerhalb der IK-1001-Gruppe
konnten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Vor-HBO-Werte mit
den Nach-HBO-Werten erkannt werden. Im zeitlichen Verlauf konnten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede sowohl innerhalb der Vor-HBO-Werte als auch
innerhalb der Nach-HBO-Werte innerhalb einer Gruppe festgestellt werden. Es
konnte auch zu keinem Messzeitpunkt eine Signifikanz zwischen den beiden

Gruppen beobachtet werden.
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Abbildung 11: Darstellung des Zeitverlaufes der durch Operationsbedingungen und Ischamie-
Reperfusions-Sequenzen sowie durch hyperbare Oxygenierung (HBO) induzierten DNA
(deoxyribonucleic acid) -Schadigungen in Leukozyten in der Kontroll- und in der IK-1001-
Tiergruppe. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil sowie das 10 %- und 90 %-
Quantil.
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3.6 TNF-a

Im zeitlichen Verlauf des Versuches kam es innerhalb der Kontrollgruppe zu
einem stetigen Anstieg des TNF-a-Wertes. Dies flhrte jedoch nur zu einem
Messzeitpunkt, 8h nach Clamping, zu einem signifikanten Anstieg im Vergleich
zum Initialwert. Innerhalb der IK-1001-Gruppe waren zu jedem Messzeitpunkt
signifikante héhere Werte gegenitber dem Initialwert zu beobachten. Zwischen
den beiden Versuchsgruppen ergab sich zu keinem Messzeitpunkt eine

Signifikanz bezuglich der TNF-a-Werte.
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Abbildung 12: Darstellung des TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) in pg/g Protein. Dargestellt sind
jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil sowie das 10 %- und 90 %- Quantil. # = p<0,05 fur IK-

1001 vor Clamping,2h, 4h und 8h nach Clamping sowie fur Kontrolle 8h nach Clamping vs. initial.
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3.7 8-Isoprostan-Konzentrationen

Wie in der Abbildung 13 dargestellt ist, kam es Uber den Versuchszeitraum bei
den Tieren der Kontrollgruppe bei jedem Messzeitpunkt zu einem signifikanten
Anstieg der 8-lsoprostane-Level gegenuber dem Initialwert. Bei der IK-1001-
Gruppe kam es auch zu einem Anstieg, der jedoch nur in zwei Fallen, 4h und 8h
nach Clamping, signifikant gegentber dem Ausgangswert erhoht war. Zu keinem
Zeitpunkt waren die 8-Isoprostane-Level der Kontrollgruppe signifikant gegeniber

der IK-1001-Gruppe verschieden.
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Abbildung 13: Darstellung der 8-lsoprostan-Level im Plasma bezogen auf den
Gesamtproteingehalt in pg/g Protein. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil
sowie das 10 %- und 90 %- Quantil. # = p<0,05 fur Kontrolle vor Clamping, 2h, 4h und 8h nach
Clamping sowie fur IK-1001 8h nach Clamping vs. initial.
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3.8 Temperatur

Im zeitlichen Verlauf des Versuches ist in beiden Versuchsgruppen eine Abnahme
der Temperatur festzustellen. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der

IK-1001-Gruppe ist die Temperatur zu allen Messzeitpunkten signifikant
gegenuber den Initialwerten erniedrigt. Es Iasst sich zudem eine starkere Senkung
der Temperatur in der IK-1001-Gruppe als in der Kontrollgruppe feststellen. Dieser
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen weist jedoch nur zu einem

Messzeitpunkt, 8h nach Clamping, eine Signifikanz auf.
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Abbildung 14: Darstellung der Temperatur in °C. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3.
Quartil sowie das 10 %- und 90 %- Quantil. # = p<0.05 fur Kontrolle vor Clamping, 1h, 2h, 4h und
8h nach Clamping sowie flir IK-1001 vor Clamping, 1h, 2h, 4h und 8h nach Clamping vs. Initial. * =
p<0,05 fur IK-1001 8h nach Clamping vs. Kontrolle.
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3.9 Noradrenalingabe zur Kreislaufstabilisierunq

Nach Freigabe der Aorta wurde Noradrenalin nach Bedarf kontinuierlich infundiert,
um in der frihen Reperfusionsphase den arteriellen Blutdruck auf Gber 80% von
dem Wert vor Clamping zu halten. In der Abbildung 15 sind die bei den
verschiedenen Gruppen im Mittel bendétigten Noradrenalinmengen in Mikrogramm
pro Kilogramm Korpergewicht gegenubergestellt. Die in der IK-1001-Gruppe
verabreichte Menge an Noradrenalin ist signifikant niedriger als die in der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 15: Darstellung der verabreichten Mengen Noradrenalin zur Kreislaufstabilisierung in
Mg/kg. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil sowie das 10 %- und 90 %-
Quantil. * = p<0,05 fur IK-1001 vs. Kontrolle.
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3.10 Noradrenalin-Zeit

Aus der Grafik ( Abbildung 16 ) wird deutlich, dass die Tiere aus der IK-1001-
Gruppe uber einen signifikant kiirzeren Zeitraum Noradrenalin verabreicht

bekommen haben im Vergleich zu den Tieren in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 16: Darstellung der Noradrenalin-Zeit in min. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1.
und 3. Quartil sowie das 10 %- und 90 %- Quantil. * = p<0,05 flr IK-1001 vs. Kontrolle.
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4 DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob das
Studienmedikament IK-1001 (NayS), ein Sulfid-Donor, den beim thorakalen
Aorten-Clamping an Schweinen  zu  erwartenden Ischamie-  und
Reperfusionsschaden in irgendeiner Weise beeinflusst.

Es wurde gepruft, ob der Sulfid-Donor einen Einfluss auf DNA-Strangbruche in
vivo und Auswirkungen auf die Induktion der DNA-Schadigung bei dem oben
genannten operativen Verfahren und dessen Folgen hat.

Im Weiteren sollte geklart werden, ob IK-1001 im Rahmen einer HBO-Exposition
ex vivo einen Einfluss auf die Induktion oxidativer DNA-Schaden besitzt.

Im Folgenden sollen neben den Charakteristika dieser Studie die diesbezlglichen

Ergebnisse beleuchtet und diskutiert werden.

4.1 Das Studienmodell

In dieser Studie wurde beim Schwein ein aortales Crossclamping durchgeflihrt
und ein Zustand der suspended animation durch Applikation des
Studienmedikaments 1K-1001 induziert. Dafur kamen Hausschweine beiderlei
Geschlechts mit einem Gewicht, das im Median bei 44 (42-54) kg lag, zur
Verwendung. Das Studienmodell sollte der klinischen Routine mdoglichst nahe
kommen. Es wurde daher die Tierspezies Schwein ausgewahlt, da sie sich fur die
Realisierung dieser Studie hervorragend eignet. Schweine wurden aufgrund ihrer
groRen Ahnlichkeit zum Menschen beziglich ihrer Pradisposition gegeniber
oxidativem Stress und ihrem antioxidativen Profil des Gewebes ausgewahit
[47, 48]. Zum einen ist es bei diesen Tieren sehr gut madglich, die erforderlichen
Organ- und Gefalipraparationen zu vollziehen, die speziellen Katheter und
verschiedenen Messgerate einzubringen und ausreichend Blut zu entnehmen, um
damit die nétigen Analysen durchzufihren und die entscheidenden Ergebnisse zu
gewinnen. Zum anderen besitzt das Schwein allen mdglichen Spezies voran die
grofdte Homologie mit dem Menschen, sei es anatomisch bezlglich
Gefallversorgung sowie Lage und Konfiguration der abdominellen und thorakalen
Organe, biochemisch, physiologisch, pathophysiologisch oder metabolisch. Viele
Parameter und physiologisch gemessene Werte ahneln denen des Menschen
[12, 36, 37, 52, 67, 98].
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4.2 Hamodynamik, Gasaustausch, Séaure-Base- und

metabolische Parameter

Wie aus der Tabelle 1 zu entnehmen ist, waren der mittlere arterielle Druck und
der zentralventése Druck in den beiden Gruppen vergleichbar. In Studien an
Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass unter der Behandlung mit H,S der
MAP unverandert blieb [39, 106, 112].

Das Schlagvolumen anderte sich nicht signifikant im zeitlichen Verlauf des
Versuches. Zudem fiel eine Abnahme der Herzfrequenz auf, welche in der IK-
1001-Versuchsgruppe signifikant ausgepragter war. Dieser Effekt konnte auf eine
durch H»S hervorgerufene Depression der Sinusknotenaktivitat zurtckgefuhrt
werden, welche in der Folge eine Bradykardie auszulosen vermag [112].

Die Senkung der Herzfrequenz wurde von einer reduzierten Sauerstoffaufnahme
und Kohlendioxidproduktion begleitet. Dies deckt sich mit der Erkenntnis, dass das
Unclamping der Aorta mit einem vorUbergehenden Anstieg der Kohlendioxid-
Freisetzung [2] und des Sauerstoffverbrauchs [85] assoziiert ist. Dies spiegelt sich
auch in den erhdhten Pacoz- und erniedrigten Papy-Werten in der Zeit nach dem
Clamping in beiden Versuchsgruppen gleichermalen wieder.

Am Ende des Versuches war in den Tieren der IK-1001-Gruppe ein signifikant
niederer Papx-Wert zu finden, was vermuten Iasst, dass eine gewisse
Lungentoxizitdt vorhanden war. Es ist gut belegt, dass gasformiges H.S ein
Reizmittel der Lunge ist [33]. Aus diesem Grund wurde bei diesem Experiment der
parenteral verabreichbare H,S-Donor Na,S verwendet. Nichtsdestotrotz scheint
eine gewisse Lungentoxizitat vorhanden gewesen zu sein.

Wahrend der Ischamie kommt es zur Ausbildung einer Azidose [80]. Dieser pH-
Abfall durch die Ischamie-Phase spiegelt sich auch in den Werten dieser Studie
wieder. Zwischen den Gruppen gibt es zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied, sodass in Hinsicht auf den pH-Wert bei beiden Gruppen
vergleichbare Bedingungen herrschten. Nach der Ischamie—Phase ist der Pacoz-
Wert in beiden Gruppen gleichermalen signifikant erhdht im Vergleich zu davor.
Einhergehend mit der durch die Ischamie bedingten Azidose ist der BE in beiden
Gruppen erhoht. Folglich waren der arterielle Pcoo-Wert und der Saure-Base-
Status (pH und BE) in beiden Gruppen vergleichbar. Insgesamt ist aus der

Abbildung 10 ersichtlich, dass es in Bezug auf Hamodynamik, Gasaustausch,
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Saure-Base- und metabolische Parameter zu keinen grof3eren signifikanten
Unterschieden zwischen den beiden Versuchsgruppen kam, die nicht erwartet
gewesen waren. Aufgrund dieser Beobachtung kann man sagen, dass zwischen

den Versuchsgruppen vergleichbare Bedingungen herrschten.

4.3 IK-1001 Konzentrationen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Blutkonzentrationen von IK-1001 untersucht,
um zu gewahrleisten, dass die Applikation des Studienmedikaments in der IK-
1001-Versuchsgruppe erfolgreich war.

Es gibt Parameter in dieser Studie, die darauf hinweisen, dass die hier erreichten
Na,S-Konzentrationen ausreichten, um wirksam zu werden. So fiel die
Korpertemperatur ( Abbildung 14 ) in beiden Gruppen ab, obwohl die auliere
Warmezufuhr bei allen Versuchstieren identisch war. Dieser Effekt war jedoch,
entsprechend anderer Studien [21, 61, 112], in der IK-1001-Gruppe bis zum Ende
des Versuches ausgepragter. Zudem war in der IK-1001-Gruppe die Sauerstoff-
Aufnahme und die Kohlendioxidproduktion in den letzten 6 Stunden der
Reperfusion niedriger [21, 61, 112]. In dieser Studie wurde des Weiteren ein
signifikanter Abfall der Herzfrequenz in der IK-1001-Versuchsgruppe festgestellit.
Es gibt einige Studien, die diese Beobachtung im Zusammenhang mit H,S sehen
[106, 112, 120]. Dies lasst vermuten, dass H,S auch in dieser Studie einen Effekt
darauf hatte. Allerdings liegen die in dieser Studie gemessenen Konzentrationen
im Bereich bis zu 3 yMol. Aus der Studie von Furne et al geht hervor, dass
Konzentrationen von mindestens 100 yM gemessen werden mussen, um die
zellulare Funktion zu verandern [43]. Es ware daher auch mdglich, dass die
Herzfrequenz unabhangig von H,S absinkt. Flr eine von H;S-unabhangige
Veranderung der Herzfrequenz spricht in der hier durchgefiuhrten Studie, dass die
Herzfrequenz eher kontinuierlich sinkt, wohingegen der Verlauf des Anstiegs der
H,>S-Konzentration nicht dem kontinuierlichen Sinken der Herzfrequenz entspricht.
Folglich stellt sich die Frage, was dann fur die Herzfrequenzveranderung
verantwortlich ist. Aus der Studie von Whitfield NL geht hervor, dass eine
Bradykardie allein durch die Hypoxie verursacht wurde, ohne dass im Blut
signifikante Mengen an H,S gemessen wurden [116]. Gegen die Annahme, das

Absinken der Herzfrequenz sei allein durch die Hypoxie hervorgerufen worden,
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spricht jedoch, dass dadurch der signifikante Unterschied zwischen den beiden
Gruppen nicht erklart werden kann. SchlieRlich herrschte Hypoxie in beiden
Gruppen gleichermalden vor.

Des Weiteren stellt sich die Frage, warum die H,S-Konzentrationen im Blut niedrig
waren. Laut Whitfield NL verbraucht das Blut selbst exogenes H,S schnell. Der
schnelle Abfall des Sulfids reflektiert mdglicherweise den Eintritt in die roten
Blutzellen, wo es vermutlich an Hamoglobin gebunden oder metabolisiert wird
[116]. Daruber hinaus stellte Whitfield NL fest, dass es unter Hypoxie nur zu einem
lokalen Anstieg von H,S kam, wahrend im Blut kein signifikanter Spiegel
nachgewiesen werden konnte. Dies weist auf einen sofortigen Verbrauch des H,S
im Blut hin. Denkbar ware daher, dass systemisch verabreichtes H,S keine
Wirkung an Endorganen zeigt. Trotz der systemisch niedrig gemessenen
Konzentration ware es aber moglich, dass es zu punktuellen Effekten des H»S
kommt, deren Mechanismen noch erforscht werden mussen [43].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der Betrachtung einzelner
Parameter wie Herzfrequenz und Temperatur auf eine wirksame IK-1001-
Konzentration geschlossen werden kann. Aus bereits durchgefuhrten Studien ging
allerdings hervor, dass hohere Konzentrationen bendtigt werden, um eine Wirkung
zu erreichen. Es ist daher fraglich, ob die in dieser Studie erreichten
Konzentrationen ausreichen, um auf Ebene der DNA-Schadigung einen Effekt

erzielen zu kénnen.

4.4 Nachweis von DNA-Schaden in vivo in Vollblutproben

Durch aortales Clamping kommt es zur Entstehung von Ischamie/Reperfusions-
Schaden, wodurch eine Uberproduktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
zu DNA- [62, 66] und/oder Organschadigungen fluhren kann [44, 46]. Obwohl
Zellschadigung wahrend der Ischamie vorkommt, geschieht der meiste Verlust der

Zellviabilitat wahrend der Reperfusion [14].

DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche wurden in dieser Arbeit mit Hilfe des Comet
Assays quantifiziert, der als ein sensitiver Genotoxizitatstest bekannt ist. In seiner
alkalischen Version, wie er in der vorliegenden Studie angewandt wurde, bietet er

die Madglichkeit, zusatzlich zu den DNA-Strangbrichen und den unvollstandigen
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Exzisionsreparaturstellen auch alkalilabile Stellen zu erfassen und durch eine

Steigerung der DNA-Migration zu detektieren [102].

Die Ergebnisse der Einzelzellgelelektrophoresen von Zellen aus Vollblutproben,
die kontinuierlich im Verlaufe unserer Versuche vor und nach der Clampingphase
abgenommen wurden, wiesen darauf hin, dass es aufgrund der chirurgischen
Praparation, des Abklemmens der thorakalen Aorta sowie der stattgefundenen
Ischamie- und Reperfusionsverletzung zu keinem signifikanten Anstieg des DNA-
Schadens weder in der Kontrollgruppe, die kein Na,S erhalten hatte, noch in der
IK-1001-Versuchsgruppe gekommen ist. Diese Feststellung deckt sich nicht mit
Ergebnissen aus Studien von Willy C et al. und Andreassi MG et al., die in ihren
Arbeiten das Auftreten von DNA-Schaden mittels der gleichen Messmethodik
untersucht haben. Bei ihnen konnte ein signifikanter Anstieg an DNA-Schaden in
menschlichen Leukozyten durch Ischamiesequenzen nach Torniquet [117] und
koronarer Angioplastie [7] beobachtet werden.

In anderen experimentellen Versuchen an Schweinen wurden bereits oxidativ
verursachte DNA-Schaden bei Ischamiezustdnden durch Leber- und
Dunndarmtransplantationen [63] festgestellt. Hierbei kam es zu
Funktionsstorungen der intestinalen Wandstruktur [58] und zu Organschaden, die
sich als akutes Nierenversagen [70] und Paraplegien [11, 69] manifestierten.
Diese Ergebnisse konnten im Rahmen der hier durchgefuhrten Studie nicht

bestatigt werden.

Dartber hinaus konnte in diesen Versuchen kein signifikanter Unterschied
zwischen der IK-1001-Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe bei der Induktion
von DNA-Schaden in Proben, die direkt vor dem Clamping abgenommen wurden,
beobachtet werden. Damit konnten wir zeigen, dass IK-1001 keinen Einfluss auf

die im Zuge der Operationsphase entstandenen Bedingungen genommen hat.

Im Verlauf des Versuches kam es in beiden Versuchsgruppen durch den Vorgang
des Clampings zu keiner signifikanten Schadigung der DNA. D.h. selbst in der
Placebo-Versuchsgruppe kam es aufgrund des Clampingvorganges entgegen der
Erwartungen zu keinen signifikanten DNA-Schaden. Daher kann nicht beurteilt

werden, ob das Studienmedikament eine protektive Einwirkung auf diese Schaden
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gehabt hatte oder nicht. Andere Autoren berichten von einer protektiven Wirkung
von H,S im Zustand von Ischamie und Reperfusion. So wurde gezeigt, dass H,S
oxidativen Stress und darauf folgende hepatische Ischamie-Reperfusionsschaden
mindert, indem H,S reaktive Sauerstoff- und Nitrogen-Spezies direkt einfangt
sowie die Apoptose wahrend der Entwicklung von Ischamie/Reperfusionsschaden
inhibiert und dadurch Gewebeschaden verhindert [57]. Wahrend der
Reperfusionsphase fielen in dieser genannten Studie in der Placebo-Gruppe im
Vergleich zu der H,S-behandelten Gruppe signifikant hohere Werte des
Parameters fur oxidativen Stress (Lipid Peroxygenase) auf, was in diesen hier
durchgefuihrten Versuchen nicht reproduziert werden konnte (siehe 5.6
Isoprostan). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass H>S vor myokardialen
Ischamie/Reperfusionsschaden schutzt. Hier wurde der Effekt zurickgefuhrt auf
die Limitierung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies [39]. Es ist bekannt,
dass H,S ein potenter und reversibler Inhibitor der Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex
IV der mitochondrialen Elektronen-Transport-Kette) ist [77]. Dadurch hat H,S die
Fahigkeit, die zellulare Atmung wahrend Ischamie und Reperfusion zu modulieren.
Es wurde bereits gezeigt, dass die Inhibition von mitochondrialer Respiration und
die daraus folgende Limitierung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

gegen myokardiale Ischamie/Reperfusionsschaden schitzt [28, 29].

Auch wenn in dieser Studie die positiven Wirkungen von H,S auf
Ischamie/Reperfusionsschaden im Gewebe nicht auf die DNA-Ebene Ubertragen
werden konnten, kann man jedoch an den Ergebnissen sehen, dass es in der IK-
1001-Versuchsgruppe durch das Studienmedikament zumindest zu keiner DNA-
Schadigung gekommen ist.

An dieser Stelle muss namlich auch erwahnt werden, dass es Hinweise auf eine
negative Wirkung von H,S auf die DNA gibt. Attene-Ramos et al. [10] zeigten in
vitro, dass H,S erhdhte oxidative DNA-Basen-Schaden verursachte, jedoch keine
Strangbriche im Standard Comet Assay induzierte. Baskar et al. [13]
unterstitzten diese Ergebnisse, dass H,S genotoxisch sei. Diese zuletzt genannte
Studie zeigt, dass Sulfid direkt mit der DNA reagiert und DNA-Schaden induzieren
kann.

Darluber hinaus wurde eine Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies nach einer

Sulfidbehandlung in Zellkulturen und Gewebeexplantaten beobachtet [10].
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Zusammenfassend kann man sagen, dass in diesen hier durchgefuhrten

Versuchen zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen der IK-

1001-Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe bei der Induktion von DNA-Schaden

beobachtet werden konnte. Innerhalb einer Versuchsgruppe konnte im Verlauf des

Clampingvorganges entgegen vorangegangener Studien [7, 117] auch keine

Signifikanz bezuglich einer DNA-Schadigung festgestellt werden.

Dies konnte folgende Ursachen haben:

1)

2)

Um eine Ubermaldige Entzindungsreaktion und Ubermalligen oxidativen
Stress zu vermeiden, wurde explizit eine relativ kurze ischamische
Periode von nur 30 Minuten gewahlt. Da Sauerstoffradikale aber
hauptsachlich durch Ischdmie- und Reperfusionsverletzung gebildet
werden, die letztlich zu den oxidativen DNA-Strangbruchen fuhren, konnte
es durch diese kurze Clampingzeit zu einer nur kurzen Sauerstoffradikal-
Bildung gekommen sein. Es ist bekannt, dass die Dauer des Clampings
die Folgen des Eingriffes beeinflusst [105]. In anderen Clampingstudien
konnte in diesem Zusammenhang eine starke Korrelation zwischen der
Dauer der Aortenokklusion und der Hypoxanthin-Konzentrationen
festgestellt werden [95]. Bei der Umwandlung von diesem Hypoxanthin in
Xanthin entstehen, wie in der Einleitung bereits erwahnt, Superoxide und
Wasserstoffperoxid, die daraufhin zum Entstehen von oxidativem Stress
und DNA-Schaden beitragen [1, 22, 84, 122]. Hochstwahrscheinlich aus
diesem Grund, der Kurze der Clamping-Dauer, wurden keine
Unterschiede in den Tailmoments des Comet Assays gefunden. Dies
wurde die ausbleibende DNA-Schadigung durch das Clamping in diesen
Versuchen erklaren.

Ein anderer moglicher Erklarungsansatz ware folgender: Wahrend der
einzelnen Tierversuche wurde der mittlere arterielle Druck vor und nach
dem Clamping konstant gehalten. Zu diesem Zweck wurde kontinuierlich
Esmolol, Nitroglycerin und Adenosin-Triphosphat (ATP) wahrend der
Clampingphase infundiert. Vermutlich tragt gerade die Verabreichung von
Adenosin-Triphosphat (ATP) zu einer verminderten Zellschadigung und
einem erniedrigten Grad an DNA-Strangbrichen bei. In anderen Studien

Uber Ischamie/Reperfusions-Verletzungen konnte vergleichsweise gezeigt
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werden, dass eine Applikation von ATP die Organfunktion betrachtlich
verbesserte [53, 75]. Da ATP jedoch nur wahrend des Clampingvorganges
appliziert wurde, kann nur nach Offnung des Clampings die Substanz im
Korper verteilt worden sein. Es ist unwahrscheinlich, dass diese noch

vorhandenen Mengen einen der Malen grol3en Effekt gehabt haben.

4.5 Effekt der Noradrenalingabe Zur

Kreislaufstabilisierung

Nach Freigabe der Aorta wurde Noradrenalin nach Bedarf kontinuierlich infundiert,
um in der frihen Reperfusionsphase den arteriellen Blutdruck auf Uber 80% zu
halten. Ein interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass den Tieren der IK-1001-
Gruppe signifikant weniger Noradrenalin verabreicht werden musste, um die
hamodynamischen Werte aufrecht zu erhalten, als den Tieren der Kontrollgruppe

( Abbildung 16 ).

Vermutlich wurde die geringere erforderliche Menge an Noradrenalin wahrend der
frthen Reperfusionsphase durch eine verbesserte Reaktion auf die
Noradrenalininfusion verursacht. Diese Erkenntnis ist von besonderem Interesse,
da berichtet wurde, dass H,S ein endogener Vasodilatator sei [19, 42, 106]. Dies
geschieht durch eine durch H,S induzierte Aktivierung von Adenosin-Triphosphat-
sensitiven Kalium-Kanalen (Karp-Kanale) [112], was zu einer Hypopolarisation der
zellularen Membran fuhrt [30, 109] und schliellich die Relaxierung glatter
Muskelzellen bewirkt. H,S aktiviert Katp-Kanale sowohl im Herzen [45] als auch in
vaskularem Gewebe [20]. Somit wurde in verschiedenen Nagetiermodellen in vivo
[45, 125] bereits gezeigt, dass H,S eine Hypotension verursachte. Da das
Aufheben des Clampings mit einer zunachst hypotensiven Reaktion verbunden ist
[44], hatte man aus den zuletzt genannten Erkenntnissen erwartet, dass durch
H,S diese hypotensive Reaktion verstarkt werden wirde. Somit hatte man
erwartet, dass groflere Mengen an Noradrenalin zur Aufrechterhaltung der
hamodynamischen Werte in der IK-1001-Gruppe nétig gewesen waren.
SchlieBlich wurde Noradrenalin nach dem Clamping verabreicht, um dem zu
erwartenden Abfall des Blutdruckes entgegen zu wirken. Interessanterweise
konnte genau das Gegenteil in dieser Studie beobachtet werden, da weniger

Noradrenalin bendtigt wurde.
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Darlber hinaus war eine signifikant kirzere Applikationsdauer von Noradrenalin in
der IK-1001-Gruppe notwendig. Das Studienmedikament senkte also merklich die
erforderliche Zeit und die Dosis von Noradrenalin um die hamodynamischen

Zielwerte zu erreichen.

4.6 8-Isoprostan: Parameter fiir oxidativen Stress

- in vivo und TNF-a: Entziindungsparameter

Zur Untermauerung oder Widerlegung der Ergebnisse des Comet Assays der
Vollblutproben wurden als Parameter fur das Vorliegen von oxidativem Stress die
8-Isoprostan-Spiegel im Plasma, bezogen auf den Proteingehalt, ermittelt.

Da oxidativer Stress zudem proinflammatorische Effekte hat und, wie durch
Aragno et al. [8] bereits gezeigt, die Ausschuttung verschiedener Faktoren wie
TNF-a durch oxidativen Stress initiert wird, kann dieser Parameter auch

herangezogen werden bei der Beurteilung, ob oxidativer Stress vorhanden war.

Im Verlauf des Clamping-Versuches kam es zu keinem Zeitpunkt zu einem
signifikanten Unterschied der 8-lIsoprostan-Spiegel im Plasma zwischen der
Kontroll- und der IK-1001-Gruppe. Analog zu den ausgebliebenen Unterschieden
zwischen den Versuchsgruppen beim Grad der DNA-Schadigung, konnten also
auch bei diesem Parameter keine signifikanten Unterschiede der IK-1001-Gruppe
gegenuber der Kontrollgruppe gefunden werden. Die Ergebnisse der 8-Isoprostan-
Bestimmungen stutzen damit die Erkenntnisse, die im Rahmen der Untersuchung
der Vollblutproben auf DNA-Strangbriiche gewonnen wurde. Als Schlussfolgerung
kann hieraus gezogen werden, dass es durch die Behandlung mit dem
Studienmedikament IK-1001 zu keinem Unterschied bezuglich dem Ausmal des
oxidativen Stresses gekommen ist. An Mausen wurde dagegen bereits gezeigt,
dass durch eine Behandlung mit H;S eine signifikante Reduktion der
Lipidperoxidation unter Reperfusionsbedingungen erzielt werden kann [57]. Dieses
Ergebnis konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden.

Der 8-Isoprostan-Wert, der Marker flr oxidativen Stress, stieg durch das Clamping

innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe im zeitlichen Verlaufe des Versuches an.
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Daraus lasst sich schlieBen, dass der Vorgang des Clampings korrekt
durchgefuhrt wurde. Allerdings scheint der induzierte oxidative Stress nicht
ausgereicht zu haben, um DNA-Schaden zu verursachen.

Dies wird auch durch die TNF-a-Werte unterstutzt, von denen auch bekannt ist, im
Zusammenhang mit Ischadmie- und Reperfusionsvorgangen signifikant
anzusteigen [26]. Diese zeigen im Verlauf des Versuches ansteigende Werte, die
in der IK-1001-Gruppe zu jedem Zeitpunkt signifikant auffallen. In der
Kontrollgruppe ist auch deutlich ein Anstieg der Werte im zeitlichen Verlauf zu
erkennen, obwohl hier bis auf den Wert 8h nach Clamping die Signifikanz
ausbleibt. Dies zeigt, wie oben schon erwahnt, dass ein moglicher Fehler des
Versuches nicht in der Durchflihrung des Clampings zu suchen ist, sondern eher
in der Dauer des Clampingvorganges. Denn es ist bekannt, dass die Dauer des
Clampings die Folgen des Eingriffes beeinflusst [105].

Bei den TNF-a-Werten bleibt, korrespondierend zu den Ergebnissen der
Untersuchung der Vollblutproben auf DNA-Strangbriche, eine Signifikanz
zwischen den Versuchsgruppen aus. Diese fehlende intergruppale Signifikanz des
TNF-a-Wertes findet sich auch in einer Studie mit H,S behandelten Mausen
wieder [39]. Hiermit wird die Schlussfolgerung, gezogen aus den Isoprostan-
Werten, untermauert, dass das Clamping korrekt aber vermutlich zu kurz
durchgefuhrt wurde.

Aufgrund der Ausbleibenden Signifikanz zwischen den beiden Versuchsgruppen
gibt es keinen Hinweis auf einen protektiven Effekt des Studienmedikaments IK-
1001 im Hinblick auf Entstehung von oxidativem Stress.

Somit konnten durch diese Versuchsreihe die Ergebnisse anderer Experimente
nicht bestatigt werden, aus denen hervorging, dass H,S antioxidative Wirkung hat.
So wurde u.a. festgestellt, dass H,S die Produktion von Glutathion, was
bekanntermallen zu den wichtigsten als Antioxidans wirkenden Stoffen im Korper
gehort, erhoht [60, 106]. Gluthation kann helfen, zellulare Makromolekule, wie
etwa Proteine und Membranlipide, vor ,freien Radikalen® (reaktive
Sauerstoffspezies, ROS) zu schiitzen.

Beide hier aufgefihrten Parameter, die Uber verschiedene Mechanismen,
einerseits Uber die Lipidperoxidase und andererseits Uber den Entzindungspfad,
entstehen, kommen zu dem gleichen Ergebnis. Daher ist also zusammenfassend

davon auszugehen, dass das Ausbleiben einer Signifikanz zwischen den Gruppen
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nicht in einem Fehler im Durchfihren des Clampings zu suchen ist. Es ist eher ein
Hinweis darauf, wie bereits erwahnt, dass der vorhandene oxidative Stress nicht
grol3 genug war, um DNA-Schaden auszulosen. Die Auswirkungen des
Studienmedikaments auf DNA-Schaden konnte somit in diesem Versuchsmodell

nicht beurteilt werden.

4.7 Hyperbare Sauerstoffexposition - ex vivo

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden isolierte Lymphozyten unter
definierten Bedingungen einer hyperbaren Sauerstoffexposition unterzogen, um
die Auswirkungen des Sulfid-Donors IK-1001 auf die Sensitivitat der DNA
gegenuber einem zusatzlichen oxidativen Stress zu beurteilen. Die ex vivo
HBO-Exposition isolierter Lymphozyten reprasentiert hierbei ein bewahrtes Modell
fur die Induktion oxidativer DNA-Schadigungen [50, 91, 101, 103].

Die HBO-Exposition wurde in dieser Studie fur 2 Stunden bei einem absoluten
Druck von 4 bar in einer auf 37°C temperierten Kammer unter Verwendung eines
Gasgemisches aus 98% Sauerstoff und 2% Kohlendioxid durchgefuhrt. Derart
hohe Sauerstoffpartialdricke haben bekanntermal3en toxische Eigenschaften und
fuhren durch die erhéhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zur Induktion von
Zellschaden [55, 68]. Es wird angenommen, dass die Produktion von ROS durch
das Leck in der mitochondrialen Atmungskette proportional dem steigenden
Sauerstoffpartialdruck anwachst [68].

Die Ergebnisse der Druckkammerversuche haben zu keinem Zeitpunkt gezeigt,
dass eine Behandlung mit HBO zu einer signifikanten Induktion oxidativer DNA-
Schaden fuhrt. Die erste Isolierung der Lymphozyten erfolgte zu dem Zeitpunkt,
nachdem die Infusion mit dem Studienmedikament IK-1001 oder mit dem Placebo
NaCl 2 Stunden lang infundiert wurde, um einen maoglichst hohen Spiegel an
IK-1001 intrazellular zu gewahrleisten.

Im Verlauf des Versuches kam es bei der Kontroll- und bei der IK-1001-Gruppe zu
allen Messzeitpunkten, also sowohl vor Clamping, als auch 2 und 4 Stunden
danach, zu keiner signifikanten DNA-Schadigung aufgrund der HBO-Behandlung.
Zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen traten hierbei auch keine
signifikanten Differenzen der Tailmomentwerte auf. In der vorliegenden Studie

konnte also kein Einfluss von H,S auf die Ausbildung von DNA-Strangbrichen im
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HBO-Versuch unter diesen experimentellen Bedingungen nachgewiesen werden.
Diese Erkenntnis deckt sich mit dem Ergebnis der in vivo Untersuchungen.

Da bei beiden Versuchsgruppen kein deutlicher Anstieg der DNA-Schadigung
durch HBO-Exposition mittels Comet Assay nachgewiesen werden konnte,
konnten durch diese Versuche die Ergebnisse friiherer Studien nicht reproduziert
werden, nach denen eine HBO-Exposition eine gute Moglichkeit darstellt,

genotoxische Auswirkungen von oxidativen Stress zu untersuchen [101].

Madgliche Ursachen flr die hier entstandenen Ergebnisse kdnnten folgende sein:

1) Die Dauer der HBO-Exposition wurde zu kurz gewahlt. In vitro besteht
bekanntlich eine Dosis—Wirkungs—Beziehung zwischen HBO und DNA-
Schaden: Je langer die Expositionszeit, desto starker und haufiger sind
die DNA-Einzelstrangbriiche ausgepragt [91]. Daher ware es denkbar,
dass eine zu kurz gewahlte Dauer der Exposition in diesem Versuch der
Grund sein koénnte fur das Ausbleiben der DNA-Schaden in den
Lymphozyten. Dagegen spricht jedoch, dass in anderen Versuchen
unter denselben Bedingungen und derselben Dauer der Exposition
signifikante DNA-Schaden in Leukozyten im Comet Assay detektiert
werden konnten [54]. Selbst eine kirzere Behandlung der Leukozyten
von einer Dauer von 30 Minuten hatte in anderen bereits durchgefihrten
Versuchen einen merklichen Effekt auf die Toxizitdt der HBO-
Behandlung [91].

Da sich diese 2-stiindige Dauer des HBO-Versuches schon in anderen
Studien bewahrt hat, ist es nicht moglich, dieses Argument als Ursache

fur die ausbleibenden Signifikanzen aufrecht zu erhalten.

2) Der Druck in der Kammer wurde zu niedrig gewahlt, um signifikante
Schaden an der DNA auszulésen. Auch in diesem Zusammenhang gilt
eine Dosis—Wirkungs—Beziehung in vitro zwischen HBO und DNA-
Schaden: Je hoher der Sauerstoffpartialdruck, desto starker und
haufiger sind die DNA-Einzelstrangbriiche ausgepragt. Es ist bekannt,
dass die Bildung von ROS und somit die Schadigung der DNA mit

héheren Sauerstoffdriicken ansteigt [55].
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Aus friheren Versuchen geht zudem hervor, dass ein héherer Druck in
der Kammer zu einer erhdhten DNA-Migration im Comet Assay fihrt
[91]. Hier lasst sich wiederum die bereits oben genannte Studie [54]
anfihren, bei der unter vergleichbaren Bedingungen, also mit dem
gleichen Sauerstoffpartialdruck und demselben Druck in der Kammer,
signifikant angestiegene Werte nach HBO im Vergleich zu vor HBO
erarbeitet werden konnten. Selbst in Versuchen mit niedrigerem Druck
(3 bar) als in dieser Arbeit (4 bar) und mit derselben Expositionsdauer
von 2 Stunden kam es bereits zu einer klaren und reproduzierbaren
Induktion von DNA-Schaden [92, 104]. Hierbei kam es zu einem 3-
fachen Anstieg der Tailmomentwerte [92]. Da in diesen vorhergehenden
Experimenten ein DNA-Schaden bereits aus einer Behandlung der
Leukozyten mit einer niedrigeren Druckhohe jedoch gleicher
Expositionsdauer resultierte, ist das Argument nicht haltbar, dass der

Druck in der Kammer zu niedrig gewahlt war.

3.) Die Anzahl der Tiere in den Gruppen war zu niedrig gewahlt, sodass sich
keine Signifikanz ergab. Bei einer niedrigen Fallzahl kommt es zu stark
schwankenden Medianwerten, was man bei der Richtigkeit dieses
Arguments erwarten wuirde. Betrachtet man die Werte aus diesem
Blickwinkel, so stellt man fest, dass keine stark voneinander
abweichenden Medianwerte vorhanden sind. Dies scheint folglich auch

nicht die gesuchte Ursache flr die ausbleibenden Signifikanzen zu sein.
Als Erklarung fur das Ausbleiben der zu erwartenden Ergebnisse lasst sich daher

nur die Annahme heranziehen, dass das hier verwendete Verfahren das falsche

Modell war, um die zu untersuchenden Fragen zu klaren.
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4.8 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der protektive Effekt des
Studienmedikaments IK-1001 auf DNA-Schaden, verursacht durch die
Operationsbedingungen und Ischamie/Reperfusions-Verletzungen in vivo, nicht
beurteilt werden konnte. Ursachlich hierfur ist die Tatsache, dass es unter diesen
experimentellen Bedingungen selbst in der Kontrollgruppe zu Kkeinen
nachweisbaren DNA-Schaden kam, auf die das Medikament protektiv einwirken
hatte konnen.

Ein protektiver Einfluss des Studienmedikaments auf die Induktion von DNA-
Schaden in isolierten Lymphozyten ex vivo, welche einer HBO ausgesetzt wurden,
konnte aufgrund ausbleibender Schadigung in Folge der HBO-Behandlung
ebenfalls nicht beurteilt werden.

Da zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe zu
erkennen war, kann daraus geschlossen werden, dass mit dem Sulfid-Donor
IK-1001 die zellulare genomische Integritat weder negativ noch positiv beeinflusst
wird. Die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse zeigen folglich, dass IK-1001
unter unseren experimentellen Bedingungen als nicht schadlich fur die DNA
anzusehen ist.

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Studienmedikament keinen
intergruppalen Unterschied des Parameters fur oxidativen Stress (8-Isoprostan)
herbeigefuhrt hat. Dies trifft auch fur den Entzindungsparameter TNF-a zu. So
kann konstatiert werden, dass H,S keinen Einfluss auf den durch Ischamie und
Reperfusion entstandenen oxidativen Stress und der damit zusammenhangenden
Entzindung hatte.

Dies liefert durchaus Ansatzpunkte, IK-1001 einsetzen zu kdnnen, ohne dabei ein
Risiko genomischer Schaden und somit von erhdohtem Mutationspotenzial
eingehen zu mussen.

Interessant waren die Ergebnisse weiterer Studien, bei denen man die Dauer der
Clampingzeit erhéhen wirde, um die Effekte von IK-1001 unter diesen

Bedingungen erneut zu Uberprifen.
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5 Zusammenfassung

Nahezu 30% aller Patienten, die im thorakoabdominellen Ubergang der Aorta
gefalchirurgisch therapiert werden missen, leiden postoperativ an den Folgen der
perioperativ . unumganglichen Ischamie- und Reperfusionsschaden der unteren
Korperhalfte. Die hierdurch auftretenden Sauerstoffradikale verursachen oxidative
DNA (desoxyribonucleic acid)-Schaden. Ein viel versprechender Ansatz zur
Protektion, der auf dem im englischen Sprachgebrauch als ,suspended animation®
bezeichneten Funktionszustand beruht, konnte eine innovative Methode
darstellen, um die Komplikationsrate dieser Eingriffe zu senken.

In dieser Studie wurde nun durch Einsatz des Sulfid-Donors IK-1001 (Na,S= Di-
Natrium Sulfid) der Zustand der suspended animation hergestellt. Es sollten die
Fragen geklart werden, wie der durch H,S ausgeléste Zustand der suspended
animation die im Rahmen der Ischamie/Reperfusionsschaden zu erwartenden
DNA-Schaden in vivo in Form von DNA-Strangbrichen beeinflusst und ob es
einen Unterschied bei der Sensitivitat gegenlber eines ,Second Hits® ex vivo
durch einen zusatzlichen oxidativen Stressfaktor in Form einer HBO (hyperbare
Oxygenation)-Exposition gibt.

FUr die Studie wurden 16 narkotisierte, beatmete Schweine randomisiert in eine
IK-1001-Versuchsgruppe und eine Kontrollgruppe aufgeteilt. 2 Stunden vor dem
30-minutigem Clamping der thorakalen Aorta erfolgte die Applikation des
Studienmedikaments IK-1001 bzw. des Placebos. IK-1001 wurde in 5% Glucose
geldst und als Bolus von 0,2 mg/kg gefolgt von einer Dauerinfusion von 2 mg/kgxh
bis zum Ende des Versuches verabreicht. Als Placebo diente 0,9% NaCl (isotone
Kochsalz-Lésung). Die Beurteilung der DNA-Schaden in vivo fand anhand von
Vollblutproben statt, die zu Operationsbeginn, vor der Clampingphase sowie 1h,
2h, 4h und 8h nach der Clampingphase abgenommen wurden und mit denen
jeweils ein Comet Assay durchgefuhrt wurde. Oxidative DNA-Schadigung ex vivo
wurde anhand von Lymphozyten, die vor dem Clamping sowie 2h und 4h nach der
Clampingphase mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten aus den Vollblutproben isoliert
wurden, beurteilt. Dafir wurden Comet Assays vor und nach einer 2-stindigen
Exposition mit hyperbarem Sauerstoff (HBO: 98% O, mit 4 bar) durchgefuhrt.
Anhand der Analyse der Vollblutproben konnte gezeigt werden, dass die

Operationsbedingungen und die Ischamie-Reperfusions-Bedingungen im
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Rahmen des Clampingvorganges zu keiner DNA-Schadigung fuhrten. Es konnte
dabei kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen vor OP, vor
Clamping sowie 1h, 2h, 4h und 8 Stunden nach Clamping beobachtet werden.
Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es ex vivo im Zeitverlauf zu keinem
signifikanten Unterschied der Induktion oxidativer DNA-Schadigung zwischen der
IK-1001- und der Kontrollgruppe kam. Dies konnte aufgrund der Lymphozyten, die
einer HBO ausgesetzt wurden, sowohl vor dem Clamping als auch 2h und 4
Stunden danach beobachtet werden.

Daruber hinaus wurde gezeigt, dass das Studienmedikament keinen Einfluss auf
die Entstehung von oxidativem Stress aufgrund des
Ischamie/Reperfusionsvorganges hat. Es zeigte sich weder bei den 8-lIsoprostan-
Werten noch bei den TNF-a-Werten zu irgendeinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Ein interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass den Tieren der IK-1001-Gruppe
signifikant weniger Noradrenalin verabreicht werden musste, um die
hamodynamischen Werte aufrecht zu erhalten, als den Tieren der Kontrollgruppe.
Vermutlich wurde die geringere erforderliche Menge an Noradrenalin wahrend der
frithen Reperfusionsphase durch eine verbesserte Reaktion auf die
Noradrenalininfusion verursacht. Diese Erkenntnis ist von besonderem Interesse,
da berichtet wurde, dass H,S ein endogener Vasodilatator sei, was mit den hier
vorliegenden Ergebnissen nicht konform geht.

Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen H,S einen zytoprotektiven oder aber
einen zytotoxischen Effekt aufwies, kann in dieser Studie zusammenfassend
gesagt werden, dass das Studienmedikament unter diesen experimentellen
Bedingungen weder protektiven noch schadlichen Einfluss auf die DNA hatte.
Andere Experimente, z.B. mit Veranderung der Clampingzeit, kdnnten in Zukunft

weitere  Erkenntnisse  beziglich der Wirkungen von HyS  zeigen.
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