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1. Zusammenfassung

11. Resveratrol verbessert die Leberfunktion via Ostrogenrezeptor vermittelter

Wirkentfaltung nach hamorrhagischem Schock der Ratte

Resveratrol ist ein Phytoalexin, welches erstmals 1939 durch Michio Takaoka aus der Heilpflanze
Veratum grandiflorum isoliert werden konnte. Nachdem das wissenschaftliche Interesse an der
Substanz initial eher gering war, erfreut sich Resveratrol aktuell einer wachsenden Beliebtheit in der
Forschung. Neben der positiven Beeinflussung von Erkrankungen wie Diabetes, Fettleber und
Alzheimer konnten direkte, protektive Wirkungen fur mehrere Organe gezeigt werden. So scheint
Resveratrol eine protektive Wirkung auf Organe wie Gehirn, Herz, Niere und Leber in der Ischamie
zu haben. Hierfur werden verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht. Zum einen hat
Resveratrol eine eigene, antioxidative Aktivitat. Zum anderen scheinen immunmodulierende Effekte
von Resveratrol sowie Eingriffe in den Energiestoffwechsel der Zellen und Regulation antioxidativ
aktiver Enzyme eine Rolle zu spielen. Fir die intrazellulare Wirkvermittlung von Resveratrol spielt
hier, zumindest teilweise, die Aktivierung von Ostrogenrezeptoren eine Rolle. Resveratrol kann
dabei in gleicher Aktivitat an die Ostrogenrezeptoren 1 und 2 (E1 und E2) binden. Die Wirkung von

Resveratrol am Rezeptor entspricht hierbei jedoch nur einem Bruchteil derer von Estradiol.

In der hier vorliegenden Studie untersucht unsere Forschungsgruppe die Organ-protektive Wirkung
von Resveratrol nach hamorrhagischem Schock bei der Ratte am Beispiel der Leber. Mit Hilfe des
Ostrogenrezeptor-Antagonisten ICl 182,780 wurde zusatzlich die Rolle der Ostrogenrezeptoren
untersucht. Genutzt wurde ein druckgesteuertes Schockmodell, welches sich durch eine gute

Reproduzierbarkeit und Ablaufe nahe der klinischen Realitat auszeichnet.

Hierzu durchliefen anasthesierte und spontanatmende, mannliche Sprague-Dawley Ratten einen
90-mindtigen, hdmorrhagischen Schock. Dieser wurde durch die rasche Blutentnahme bis zu einem
Mitteldruck von 30 — 40 mmHg ausgelost. Im Anschluss an die Schockphase erfolgte die intravendse
Gabe von Resveratrol, Resveratrol + ICl 182,780, ICl 182,780 oder Vehikellésung. Es folgte eine
120-minutige Reperfusionsphase. Hierbei wurden zunachst 60% des entnommenen Blutes
retransfundiert. Zusatzlich erfolgte die Infusion von Vollelektrolytlésung in einer Dosis von 200% des
entnommenen Blutvolumens in der ersten sowie % des entnommenen Blutvolumens in der zweiten
Stunde. Als Kontrolle diente jeweils eine Sham-Gruppe, die zwar dasselbe chirurgische Vorgehen
durchliefen, jedoch keinem hamorrhagischen Schock ausgesetzt wurden. Es erfolgten hier lediglich
die Entnahme von Blutgasanalysen (BGA’s) und eine kontinuierliche Infusion von

Vollelektrolytlosung. Im Anschluss an den Versuchsaufbau erfolgten die Messungen.



Zur Uberpriifung der exkretorischen Leberfunktion wurde die Messung der Plasmaverschwinderate
von Indocyaningrin (PDRicg) durchgefihrt. Mittels Intravitalmikroskopie konnten Einblicke in

Perfusion, Redox-Status und Zellschaden gewonnen werden.

Bei den Tieren, die einen hamorrhagischen Schock durchliefen, kam es zu einer signifikanten
Verschlechterung der Plasmaverschwinderate von ICG (PDRicg). Durch die Gabe von Resveratrol
kam es zu einer signifikanten Verbesserung der PDRcg im Vergleich zu unbehandelten Tieren;
dieser Effekt konnte durch die Gabe des Ostrogenrezeptor-Antagonisten ICI 182,780 aufgehoben
werden. Bei der hepatischen Perfusion sowie dem Redox-Status konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Der mittels Propidiumiodid dargestellte Zellschaden war in den
Schock-Gruppen signifikant héher als in den Kontrollgruppen. Ausnahme bilden die Tiere, die im
Anschluss an den hamorrhagischen Schock mit Reveratrol behandelt wurden. Hier konnte kein

signifikant hoherer Zellschaden, verglichen mit den Kontrollgruppen, nachgewiesen werden.

Die von uns erhobenen Ergebnisse zeigen, dass Resveratrol zu einer signifikanten Verbesserung
der exkretorischen Leberfunktion sowie zu einem geringeren Zellschaden nach hamorrhagischem
Schock bei der Ratte fiihrt. Diese Effekte scheinen tiber Ostrogenrezeptoren vermittelt zu werden,

da sie mit Hilfe des Ostrogenrezeptor-Antagonisten ICI 182,780 aufgehoben werden kénnen.



1.2. Resveratrol improves liver function via estrogen receptors after hemorrhagic

shock in rats

Resveratrol is a phytoalexin, which was first isolated by Michio Takaoka from Veratum grandiflorum
in 1939. While scientific interest in resveratrol was initially quite limited, there is now a growing
interest in this substance. In addition to its positive influence on conditions such as diabetes, fatty
liver disease and Alzheimer’s disease, resveratrol also seems to have a beneficial effect on several
different organ systems. Interestingly, multiple studies have suggested a protective effect of
resveratrol on organs such as the brain, heart, kidneys and liver during ischemia, and a number of
potential explanatory mechanisms have been proposed. On one hand, resveratrol itself has
antioxidative capacities. On the other hand, it has regulating effects on the immune system,
influences cell metabolism, and can act as a promoter for antioxidant enzymes. Furthermore,
estrogen-receptors seem to play a key role in mediating its intracellular activity. Resveratrol can bind
to estrogen-receptors 1 and 2 (E1 and E2) with identical binding affinity. However, the strength of its

agonist activity on the receptor is only a fraction of that of estradiol.

In this study, we examined the organ-protective activity of resveratrol after haemorrhagic shock on
the liver in rats. Additionally, we used ICI 182,780, an estrogen-receptor antagonist, to evaluate the
role of estrogen-receptors in mediating organ protection. For the purpose of this study, we used a
pressure-driven shock model which stands out due to its reproducibility and its similarity to clinical

practice.

In this experiment, anesthetised and spontaneously breathing male Sprague-Dawley rats underwent
haemorrhagic shock over a period of 90 minutes. Shock was induced by rapid withdrawal of blood
with a target mean arterial pressure of 30 — 40 mmHg. After the shock period, either resveratrol,
resveratrol + ICI 182,780, ICI 182,780 alone or a vehicle solution were administered intravenously.
This was followed by a reperfusion period of 120 minutes. During this time, 60% of the withdrawn
blood was re-administered intravenously. Additionally, rats were resuscitated with an infusion of
Ringer’s lactate solution in a dose of 200% of the extracted blood volume during the first hour, and
100% of the extracted blood volume during the second hour. Moreover, we included a control group
for each experimental group, which underwent the same surgical procedures but did not undergo
induction of haemorrhagic shock. In these control groups, blood samples were taken and a
continuous infusion of Ringer’s lactate solution was administered. This experimental protocol was

followed by data acquisition.

To assess excretory liver function, the plasma disappearance rate of indocyanine green (PDRcg)
was evaluated. Using intravital microscopy, it was possible to gain insight into hepatic perfusion,

redox-state and cellular damage.



Animals that underwent hemorrhagic shock showed a significant decrease in the plasma
disappearance rate of indocyanine green (PDRicg). The administration of resveratrol led to a
significant increase in PDRcc. However, this effect could not be observed in rats in whom ICI
182,780 was administered simultaneously. There were no detectable differences in hepatic
perfusion and redox state between the groups. Cellular damage, as shown by propidium iodide
uptake, was significantly more extensive in shock groups compared to control groups. An exception
was found in animals that were treated with resveratrol after undergoing haemorrhagic shock. In
these animals, no increase in cellular damage was detected compared to animals from the control

groups.

Our results demonstrate a significant improvement in excretory liver function and a significant
decrease in cellular damage following the administration of resveratrol after induction of
haemorrhagic shock in rats. These effects seem to be mediated by estrogen-receptors, as the
therapeutic effects of resveratrol could be antagonised by simultaneous administration of the

estrogen-receptor antagonist ICI 182,780.

10



2. Einleitung

21. Schock

Der Schock und seine Folgen stellen in der heutigen Intensiv- und Notfallmedizin nach wie vor ein
akut lebensbedrohliches Krankheitsbild mit einer hohen Letalitat dar. In ihrem Consensus-Paper von

2014 definiert die European Society of Intensive Care Medicine den Schock wie folgt [16]:

~Shock is best defined as a life-threatening, generalized form of acute circulatory failure associated
with inadequate oxygen utilization by the cells. It is a state in which the circulation is unable to deliver

sufficient oxygen to meet the demands of the tissues, resulting in cellular dysfunction.*

~Schock ist am besten definiert als eine lebensbedrohliche, generalisierte Form des akuten
Kreislaufversagens in Kombination mit einem inaddquaten Sauerstoffumsatz der Zellen. Es ist ein
Zustand, in dem der Kreislauf nicht in der Lage ist, den Geweben [Organen] genug Sauerstoff zu

liefern, um ihre Anforderungen zu efflillen, woraus eine zelluldre Dysfunktion resultiert.”
Schock resultiert aus einer oder der Kombination der folgenden Ursachen:

1) verminderter vendser Rickfluss
2) kardiales Pumpversagen
3) Obstruktion groRer Gefalde oder des Herzens

4) Verlust des Gefaltonus mit resultierender Fehldistribution

Der hamorrhagische Schock ist charakterisiert durch einen Verlust und daraus resultierendem
Mangel an Sauerstofftragern, sowie zirkulierendem Blutvolumen. Veranschaulichen Iasst sich dies

mit Hilfe der Formel:
Do, = ((pSpz X Hb X 1,34) + (Pp, X 0,003)) X HZV

Das Sauerstoffangebot Doz setzt sich also wie folgt zusammen: die prozentuale Sattigung (pSoz)
des Hamoglobins (Hb) multipliziert mit dem Korrekturfaktor 1,34, da 1g Hamoglobin 1,34ml O,
transportierten. Addiert wird der geringe Anteil an physikalisch geléstem Sauerstoff, berechnet aus
dem Sauerstoffpartialdruck Poz x 0,003. Multipliziert mit dem Herz-Zeit-Volumen (HZV) ergibt sich

so das globale Sauerstoffangebot.

Zwar kann ein gewisser Blutverlust noch Uber eine Steigerung des Herz-Zeit-Volumens
ausgeglichen werden, jedoch reicht dies im Verlauf der Blutung mit dem resultierenden Mangel an
Sauerstofftragern nicht mehr aus, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Gewebe zu

gewahrleisten. Zusatzlich fuhrt ein verringertes Blutvolumen zu einer Abnahme des
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Schlagvolumens, wodurch, trotz gesteigerter Frequenz, kein ausreichendes Herz-Zeit-Volumen

mehr sichergestellt werden kann.

Durch die sympathoadrenerge Aktivierung kommt es zu einer peripheren Vasokonstriktion mit
Umverteilung des Blutflusses zu den akut lebenswichtigen Organen wie Herz und Gehirn. Dies geht
auf Kosten der Durchblutung der, in der Akutsituation fiir das Uberleben weniger wichtigen, Organe
wie Darm, Niere und Leber. Durch diesen Mechanismus kommt es zu einer Aggravation des
Sauerstoffdefizits in diesen Organen. Die Zellen sind gezwungen, zunehmend auf anaeroben
Stoffwechsel umzustellen, es kommt zu einem Mangel energiereicher Substrate wie Adenosin-
Triphosphat und einer Ansammlung anaerober Stoffwechselendprodukte wie Laktat in den Zellen.
Der Mangel an ATP fiihr zu einer verminderten Aktivitat der Na*-K*-ATPase, und Ca*-ATPase.
Hierdurch kommt es zu einer Ansammlung von Na*in den Zellen. Der so entstehende Anstieg der
intrazellularen Na*-Konzentration sorgt fir eine Hemmung des Na*-H*-Antiports. Der so
resultierende Anstieg der extrazellularen H-Konzentration sowie die Anreicherung von Laktat fuhren
zu einer Azidose. Durch eine intrazellulare Anreicherung von osmotisch aktiven Teilchen kommt es
zu einem Wassereinstrom mit resultierender Schwellung der Zellen. Durch die intrazellulare Azidose

kommt es zu einer gestorten Enzymaktivitat und verringerter Protheinbiosynthese. [103]

2.2. Reperfusionsphase

In der Reperfusionsphase kommt es haufig zu einer weiteren Schadigung der Organe, dem

sogenannte Reperfusionssyndrom oder Ischamie-Reperfusionssyndrom.

Das Ischamie-Reperfusionssyndrom ist definiert als ,paradoxe Exazerbation von zelluldrer
Dysfunktion und Zelltod, die auf die Wiederherstellung des Blutflusses in zuvor ischdmen Geweben
folgt [18].

Die Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung und der Mangel an antioxidativen Substanzen in
ischamen Zellen fuhrt zu einer Ansammlung reaktiver Sauerstoffspezies. Zusatzlich wird die Bildung
von Sauerstoffradikalen mittels verschiedener Signalwege angeregt. Der so entstehende oxidative
Stress nimmt eine Schllsselrolle fir den Reperfusionsschaden ein. Er sorgt seinerseits fir DNA-
Schaden und Schadigung von Zellmembranen. Zusatzlich kommt es zur Ausschittung von
Entzindungsmediatoren wie TNF-a, IL-1B, IFN-y und Phospholipase A2, Thromboxanen und
Leukotrinen. Es kommt zur Einwanderung von Mastzellen und Makrophagen, die ihrerseits zu
oxidativem Stress und einer Aggravation der Entzindungsreaktion beitragen. [103, 87] Das
entstehende capillary-leak Phanomen fiihrt seinerseits zu Odembildung mit einer verlangerten

Diffusionsstrecke, Zellschwellungen und -untergang. [26, 12] Bedingt durch Immun- und
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Komplementaktivierung kann es zu einem Cytokinsturm mit systemischer Entziindungsreaktion

kommen. So kénnen auch andere Organe geschadigt werden.

2.3. Schockorgane

Durch die oben genannten Mechanismen kommt es zur Ausbildung typischer Schockorgane, also
Organe, die im Falle des Schocks zuerst entsprechende, charakteristische Veranderungen zeigen.
Auch wenn prinzipiell jedes Organ zum Schockorgan werden kann, sind typischerweise Niere,
Leber, Darm und Gehirn zuerst betroffen. Im Folgenden soll auf die Besonderheiten der Leber in

ihrer Rolle als Schockorgan eingegangen werden.

2.4. Die Leberim Schock

Die Leber in ihrer zentralen Lage im rechten Oberbauch nimmt das Blut aus dem Darmtrakt auf. Als
zentrales Stoffwechselorgan flieRen normalerweise bis zu 25% des Herz-Zeit-Volumens durch die
Leber. Hierbei werden etwa 20-30% Uber die Arteria hepatica und 70-80% Uber die Vena portae
hepatis gestellt. [52] Mikroskopisch lasst sich die Leber in funktionelle Einheiten, die sogenannten
Sinusoide, einteilen. Diese werden eingegrenzt durch Tripletts aus Lebervene, -arterie und einen

Gallengang, in ihrer Mitte befindet sich die Zentralvene.
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Abbildung 1:  Zentralvenenlappchen (1: V. centralis, 2: A. hepatica, V. portae), Schweineleber Taschenatlas
Histologie, 13te Auflage, Wolfgang Kiihnel, Thieme 2014.
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Ito-Zelle im
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Hepatozyten

Endothelzelle

Sinusoide
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Kupffer-Sternzelle

Hering-Kanal

A. interlobularis Ductus interlobularis

V. interlobularis

Abbildung 2:  Periportalfeld und Lebersinusoide zwischen Leberzellbalken, Kurzlehrbuch Histologie,
Norbert Ulfig, Thieme 2005

Im Schock gehort die Leber zu den ersten Organen, deren Durchblutung auf Grund der
sympathoadrenergen Aktivierung reduziert wird. Auf Grund der abnehmenden Nahrstoffversorgung
hin zu den Zentralvenen ist dies der Ort, von dem ausgehend sich erste Nekrosen bilden. Es bilden
sich die charakteristischen, zentrilobularen Nekrosen aus.
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Als Zeichen des Leberzelluntergangs kommt es zu einem sprunghaften, fulminanten Anstieg der
Transaminasen Aspartat-Aminotransferase, (ASAT, friher Glutamat-Oxalacetat-Transaminase kurz

GOT) und Alanin-Aminotransferase, (ALAT, auch Glutamat-Pyruvat-Transaminase kurz GPT).

Durch die eingeschrankte Leberfunktion kommt es zur Ansammlung neurotoxischer Metabolite wie
Ammoniak und y-Aminobuttersdure. Die reduzierte Syntheseleistung der Leber zeigt sich durch eine
Koagulopathie mit Anstieg der internationaly normalized Ratios (INR) und Abfall der Prothrombinzeit.
Auch die Albuminsynthese ist verringert, auf Grund der langen Halbwertszeit des Albumins ist dies

jedoch in der Akutphase laborchemisch nicht nachweisbar. [22, 45, 83]

Als Folge der Reperfusion kommt es vornehmlich durch Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zur
weiteren Leberzellschadigung und Induktion einer Immunantwort. Hierbei schadigt sich die Leber
nicht nur selbst, vielmehr kommt es durch Induktion eines systhemic inflamatory response Syndroms
(SIRS) zu einer systemischen Organschadigung. Folgen kdnnen beispielsweise ein

hepatopulmonales Syndrom oder ARDS (acute respiratory distress Syndrome) sein. [32, 33]

Das Outcome des schockbedingten Leberversagens ist schlecht. Nur etwa 50% der Patienten

Uberleben den ersten Monat, die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach einem Jahr betragt 25%. [21]

2.5. Resveratrol

Bei Resveratrol handelt es sich um ein Phytoalexin, welches erstmals 1939 durch den Japaner
Michio Takaoka in der Heilpflanze Veratum grandiflorum nachgewiesen werden konnte. [91] Der
Trivialname Resveratrol setzt sich aus dem Pflanzennamen und der chemischen Struktur
zusammen. Es handelt sich um ein Resorzin Derivat, das in Pflanzen der Veratum-Gruppe vorkommt
und einen Alkohol bildet. Chemisch handelt es sich um 3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene [72] und
kommt in der, wesentlich haufigeren Trans-Konfiguration sowie der instabileren Cis-Konfiguration

vor:
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Abbildung 3:  Struktur von Resveratrol, die haufigere trans-Konfiguration oben, die instabilere
cis-Konfiguration unten (T. Mertke, Laboratorium der experimentellen Anasthesie, Uks
Homburg, Saar)

Nach der initialen Beschreibung von Resveratrol wurde zunachst wenig zum Thema Reveratrol
publiziert. Eine Pubmed-Suche mit dem Schlagwort Resveratrol bring flr den Zeitraum von
Entdeckung bis Mitte der 1990er Jahre lediglich 47 Resultate. Seither ist die Anzahl an Publikationen
explodiert, insgesamt sind mittlerweile 18.856 Artikel zum Schlagwort Resveratrol bei Pubmed
gelistet (stand November 2024).

Nebenbei hat Resveratrol als Nahrungserganzungsmittel einen regelrechten Hype erlebt, beworben

mit mannigfaltigen, teils wenig belegten Vorteilen fir die Gesundheit und einer lebensverlangernden
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Wirkung. So flhrt allein der Online-Handler Amazon 126 Produkte in der Kategorie
LAntioxidant Resveratrol‘. Auch in Kosmetikprodukten findet Resveratrol als ,anti-aging“ Substanz

zunehmend Anwendung.

In wissenschaftlichen Publikationen sind diverse Organ-protektive Eigenschaften beschrieben
worden, darunter fur das Herz [21, 69], das Gehirn [53, 78, 37, 112] und die Nieren. [40] Weiter
werden antikanzerogene Wirkungen untersucht, [55, 77, 95] auch klinische Studien zur Wirkung von

Resveratrol bei Morbus Alzheimer sind durchgeflihrt worden. [85, 41]

Resveratrol wird weiterhin als Erklarung fur das ,french paradox® diskutiert, da es in hoher

Konzentration in der Schale der blauen Weintraube und daraus resultierend Rotwein vorkommt. [15]

2.6. Die Wirkweise von Resveratrol

Far Resveratrol sind unterschiedliche Wirkmechanismen und Wirkorte beschrieben worden,
angefangen bei der eigenen, antioxidativen Aktivitat bis zur Regulation verschiedener Gene. [73, 35]
Fiar die Wirkentfaltung im hamorrhagischen Schock stehen die antioxidative Wirkung von
Resveratrol, sowie seine antiinflammatorische und immunmodulierende Wirkung im Vordergrund.
Auch die Einwirkung auf Zellzyklus und Apoptose sowie auf den Energiehaushalt der Zelle
erscheinen als wichtige Ansatzpunkte. Ferner sind durch Ostrogenrezeptor vermittelte Wirkungen
beschrieben, was teils zu unterschiedlichen Auspragungen der Wirkung in Abhangigkeit vom
Geschlecht fuhrt.

2.6.1. Antioxidative Wirkung von Resveratrol

Zunachst besitzt Resveratrol an sich eine antioxidative Wirkung. [105] Jedoch wirkt Resveratrol nicht
nur als Elektronenakzeptor an sich, sondern wirkt auch regulatorisch auf die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies ein. So hemmt es Komplex Ill der Atmungskette durch Konkurrenz zu Coenzym
Q. [115] Zusatzlich wird die Expression von antioxidativ aktiven Enzymen wie Catalase [27] und
Superoxid Dismutase [47], Glutation Peroxidase NADPH Guinon Oxidoreductase und Glutathin-S-

Transferase aktiviert. [81]

Fir die regulatorische Wirkung von Resveratrol sind flnf Signalkaskaden verantwortlich: Die
Hochregulation des Phosphatase und Tensin Homologons (PTEN), die Aktivierung von nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2), die Aktivierung von forkhead box protein Os (FoxOs), die
Induktion von transcription factor EB (TFEB) sowie die Aktivierung der AMP-activated protein kinase
(AMPK). Auf diese soll im Folgenden eingegangen werden:
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2.6.1.1. Hochregulation von Phosphatase und Tensin Homologon (PTEN)

Resveratrol sorgt flr eine Aktivierung des Phosphatase und Tensin Homologons (PTEN), was
wiederum zu einer Phosphorylierung von AKT fihrt. AKT sorgt fir eine Dephosphorylierung des
forkhead box protein Os (FoxOs), was somit langer im Nukleus verbleibt, und so als
Transkriptionsfaktor zu einer vermehrten Synthese antioxidativ aktiver Enzyme wie Superoxid

Dismutase und Catalase flihrt. [47]

2.6.1.2. Aktivierung von nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2)

Der nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NrF2) stellt einen der Hauptregulatoren fur mehrere,
antioxidativ wirkender Gene dar. Im Cytoplasma liegt er inaktiviert im Komplex mit dem Kelch-like
ECH-associaded protein 1 (Keap1) vor. Resveratrol sorgt fir eine Lésung des Nrf2/Keap1 Komplex.
Nrf2 kann so in den Nucleus transferieren und in Kombination mit dem antioxidant response Element

(ARE) fur eine Transkription antioxidativer Enzyme sorgen.[58]

2.6.1.3. Aktivierung von forkhead box protein Os (FoxOs)

Resveratrol hat eine direkte, stabilisierende Wirkung auf die dephosphorylierte Form von FoxOs.

Somit wird die Transkription antioxidativer Gene gefordert.[80, 110]

2.6.1.4. Induktion von transcription factor EB (TFEB)

Resveratrol aktiviert den transcription factor EB (TFEB), was die Bildung von Autophagosomen und

Lysosomen férdert. Auch deren Fusion zu einem Autophagolysosom wird geférdert.[114]

2.6.1.5. AMP-activated protein kinase (AMPK)-Aktivierung

Durch die Aktivierung der AMP-activated protein kinase (AMPK) werden gleich mehrere Effekte
vermittelt: Zum einen wird die Integritat der dephosphorylierten Form von FoxOs erhéht und dessen
Translokation in den Zellkern geférdert. So steigt dessen Aktivitat im Zellkern. Zum anderen sorgt

AMPK fir eine Dephosphorylierung von peroxisome proliferator-activated receptor gamma
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coactivator 1a (PGC-1a). Nach Deacetylierung durch Sirtuin-1 (SIRT1) sorgt PGC-1a wiederum fur
eine Stimulation von Nrf2 und verstarkt somit dessen transkribierende Aktivitat.[110]

Extracellular area

Cytoplasm

=P Promoting

=] Inhibitory

=== p Translocation

Nucleus

Abbildung 4:  Antioxidative Wirkmechanismen von Resveratrol (Health Benefits and Molecular Mechanisms
of Resveratrol: A Narrative Review, Meng et al., Foods 2020, 9, 340).

2.6.2. Antiinflammatorische Wirkung

Es sind mehrere antiinflammatorische Wirkweisen von Resveratrol beschrieben. So konnten unter
Therapie mit Resveratrol eine signifikante Senkung von Entziindungsmediatoren wie beispielsweise
der proinflammatorischen Cytokine Interleukin 2, 6 und 19 (IL-2, IL-6, IL-19) und Tumornekrosefaktor
a (TNF-a) bei Hasen nachgewiesen werden. [113] Auch eine Reduktion der Cyclooxygenase-2
(COX-2) Aktivitat konnte nachgewiesen werden. [56] Bei mit dem Humanen T-lymphotropen Virus 1
(HTLV-1) infizierten T-Zellen konnte in vitro eine Reduktion der Zytokinexpression nachgewiesen
werden, [31] zusatzlich konnte eine Hemmung der Lymphozytenproliferation gezeigt werden. [36]
Diese antiinflammatorische Wirkung spielt beispielsweise auch fiir die protektive Wirkung auf

Gefalisystem und Gehirn eine Rolle. [111, 9]
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Wie auch die antioxidative Wirkung wird die antiinflammatorische Wirkung von Resveratrol Gber

mehrere Signalkaskaden bzw. Wirkorte vermittelt:

- Die Arachidonsaure-Kaskade

- Die Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB) Kaskade
- Die Aktivierung von Sirtuin 1

- Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)

- Die Aktivator-Protein-1 (AP-1)-Kaskade

2.6.2.1. Arachidonsaure-Kaskade

Die Arachidonsaure wird unter Katalyse durch die Cyclooxygenase zu Eicosanoiden oxydiert.
Resveratrol hemmt sowohl die Aktivitdt der Cyclooxygenase als auch ihre Transkription. Somit
kommt es zu einer verminderten Umwandlung der Arachidonsaure zu Prostaglandinen wie PGD2,
PGE2, PGI2 und Thromboxanen.[60, 89]

2.6.2.2. Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB)

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) stellt dabei eine Familie von
Transkriptionsfaktoren dar, welche fir die Expression einer ganzen Reihe von Genen verantwortlich
ist, die regulatorisch auf die inflammatorische Antwort der Zellen wirkt. Normalerweise liegt NF-xB
inaktiv im Zytoplasma vor. Resveratrol kann die Aktivierung von NF-kB hemmen und verringert so
die durch NF-kB vermittelte Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und IL-10 sowie
TNF-a.[61, 84]

2.6.2.3. SIRT1-Aktivierung

Die Aktivierung von Sirtuin 1 (SIRT1) spielt eine Rolle bei der antiinflammatorischen Wirkung von
Resveratrol. Durch die Resveratrol vermittelte Aktivierung von SIRT1 kommt es zu einer Hemmung
der Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4) / NF-kB Kaskade und so zur verstarkten Hemmung der oben
genannten Zytokine. [46]
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2.6.2.4. Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) stellen eine Familie stressinduzierbarer Kinasen dar, die
eine Schlusselrolle bei mehreren Prozessen wie Apoptose, Proliferation, Differenzierung und
Entzindung einnehmen. Sie werden durch Translokation in den Zellkern aktiviert und aktivieren
ihrerseits dort verschiedene Transkriptionsfaktoren wie NrF2 und NF-kB durch Phosphorylierung.
Durch Hemmung der MAPK kann Resveratrol beispielsweise die Expression von COX-2 hemmen.
[20, 30]

2.6.2.5. Aktivator-Protein-1 (AP-1)-Kaskade

Das Aktivator-Protein-1 (AP-1) reguliert eine Reihe von Vorgangen, wie beispielsweise Proliferation,
Differenzierung, Inflammation und Apoptose. Resveratrol kann die TNF-vermittelte Aktivierung von
AP-1 blockieren und so die AP-1 vermittelte Genexpression reduzieren. Auf diese Weise kann
Resveratrol die Produktion von IL-8 und COX-2 reduzieren.[62, 92]

2.6.3. Einfluss auf Zellzyklus und Apoptose

Resveratrol kann an Integrin a.83 binden, wodurch es zu einer Aktivierung der Extracellular-signal
Regulated Kinases 1 und 2 (ERK 1/2) kommt. [75] Hierdurch wird die Expression der COX-2
induziert. Es wird angenommen, dass COX-2 an das Small Ubiquitin-Related Modifier-1 (SUMO-1)
sowie die phosphorylierte Form von ERK 1/2 bindet. [59] In Bindung mit p53 transloziert der Komplex
in den Nukleus, wo es zu einer Phosphorylierung von p53 und der Transkription p53-abhangiger

Gene und Induktion der Apoptose kommt. [90]
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2.6.4. Beeinflussung des Energiehaushalts der Zelle durch Aktivierung der

Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK)

Die AMPK stellt eine wichtige Kontrollinstanz des zellularen Energiehaushalts und Regulator der
zelluldaren Homdosthase dar. Hierbei reagiert AMPK auf Veranderungen im intrazellularen Verhaltnis
von Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP).
Die Aktivierung von AMPK fuhrt zu einer gesteigerten Energiebereitstellung durch verstarkte
Fettsaureoxydation [100, 1], Glycolyse [63, 3] und Glucoseaufnahme [54, 104]. Es kommt zu einer
verstarkten Energiebereitstellung aus Zellbestandteilen mittels Autophagie [10] sowie zu einer

gesteigerten, mitochondrialen Biogenese. [4, 51]

Gleichzeitig werden anabole Stoffwechselschritte durch AMPK gehemmt. So werden beispielsweise
Glycogensynthese und Gluconeogenese [68] sowie die Fettsaure- und Cholesterolbiosynthese [14,

70] gehemmt.

Die Aktivierung der AMPK durch Resveratrol konnte in verschiedenen Geweben nachgewiesen

werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die AMPK Aktivierung eine wichtige Rolle bei der Neuroprotektion
am ischamen Hirn der Ratte spielt. Verantwortlich wird hierfiir die AMPK vermittelte Autophagie
gemacht. [74] Auch fir die Kardio-protektive Wirkungen von Resveratrol im metabolischen Syndrom
scheint die Reduktion der ROS-Konzentration durch Induktion der Autophagie via AMPK eine
wichtige Rolle zu spielen. Die verringerte ROS-Konzentration fihrt hier zu einer geringeren

endothelialen Dysfunktion. [88]

2.6.5. Ostrogenrezeptorvermittelte Wirkung

Resveratrol kann in gleicher Aktivitat an die Ostrogenrezeptoren 1 und 2 binden (ER-1 und ER-1).
Hierbei kann es sowohl als Agonist, als auch als Antagonist wirken. [8] In seiner Wirkung ist
Resveratrol jedoch etwa 7.000 mal schwéacher als Estradiol. [38] Resveratrol wirkt dabei allerdings
nicht auf alle Signalkaskaden stimulierend, sondern nur selektiv. So wird mittels Ostrogenrezeptoren
eine Hochregulation der Transkription antioxidativer Enzyme bewirkt. [7, 86] Auch fur die
immunmodulierende Wirkung von Resveratrol spielen Ostrogenrezeptoren eine wichtige Rolle. Es
konnte eine signifikante Reduktion der Expression von IL-6 in der Leber nach hamorrhagischem
Schock nachgewiesen werden. [109] Gleichzeitig fihrt die Gabe von Resveratrol jedoch nicht zu

einer Proliferation des Uterusendothels oder einer Gewichtszunahme des Uterus von Ratten. [94]
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2.7. Resveratrol und Schock

Die beschriebenen Wirkungen von Resveratrol machen es zu einer interessanten Substanz bei dem
Versuch, die Folgen eines hamorrhagischen Schocks zu mindern und das Outcome von Patienten

mit diesem Krankheitsbild zu verbessern.

Zwar gibt es bereits einige Publikationen zum Thema Ischamie-Reperfusionsschaden, jedoch relativ

wenige im Zusammenhang mit hamorrhagischem Schock.

Ayub et al. konnten zeigen, dass die Gabe von Resveratrol wahrend der Reperfusion zu einem
langeren Uberleben nach hamorrhagischem Schock bei Ratten fiihrt. [2] Die genauen Vorgénge

sind jedoch noch unklar.
Als mogliche Wirkweise kommen mehrere in Frage:

Zunachst ist die antioxidative Wirkung von Resveratrol zu nennen. Hierbei scheint jedoch die
Expression antioxidativer Enzyme eine wichtigere Rolle zu spielen als die direkte, antioxidative
Wirkung von Resveratrol. Als Grund hierfir wird die geringe Plasma- und Gewebekonzentration

diskutiert, die nach Behandlung mit Resveratrol erreicht wird. [43]

Zweiter Punkt ist die immunmodulierende Wirkung von Resveratrol. Die Gabe von Resveratrol in der
Reperfusionsphase bewirkt eine signifikante Reduktion an Entziindungsmediatoren in Leber [107],
Lunge [102] und Herz [93]. Dies korreliert mit einem verringerten Gewebeschaden. Aufterdem
bewirkt die Gabe von Resveratrol eine verbesserte myokardiale Kontraktilitat. [50] Moglicherweise
sind Teile der Wirkung mittels Ostrogenrezeptoren vermittelt. Yu et al. konnten nachweisen, dass
Resveratrol zwar zu einer signifikanten Reduktion an IL-6, ICAM-1 und Chemokinen fuhrt, dieser
Effekt jedoch durch die Gabe des Ostrogenrezeptor-Antagonisten ICl 182,780 aufgehoben wird.
[109] Dies reiht sich ein in die Beobachtung, dass pramenopausale Frauen ein geringeres Risiko flr
die Entwicklung eines Mehrorganversagens nach hadmorrhagischem Schock haben als Manner in

gleichem Alter und mit gleicher Verletzungsschwere. [29]

Drittens sorgt Resveratrol fir einen geringeren Schaden an Mitochondrien nach hadmorrhagischem
Schock. So fuhrt es zu einer verbesserten mitochondrialen Funktion und verringerte mitochondriale
Synthese vom ROS in Leber und Niere. [97] Hao et al. konnten zeigen, dass die Gabe von
Resveratrol eine verbesserte aerobe Kapazitat und verringerte Laktatproduktion in den
Mitochondrien der Niere bewirkt. [98]
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2.8. Fragestellung

In verschiedenen Untersuchungen an unterschiedlichen Organen konnte bereits eine protektive
Wirkung von Resveratrol gezeigt werden. Die beschriebenen, antiinflammatorischen und
antioxidativen Wirkungen von Resveratrol sowie seine Wirkung auf Energiestoffwechsel und
Apoptose machen es zu einer interessanten Substanz im Hinblick auf die Verminderung eines
Reperfusionsschadens. Hierbei scheinen die Wirkungen teilweise durch Ostrogenrezeptoren

vermittelt zu werden.

Die meisten der durchgefiihrten Studien untersuchen die Wirkung von Resveratrol in vitro, die
Wirkungsentfaltung in vivo ist jedoch noch wenig untersucht. Gleichzeitig basieren viele der Daten
auf einem Ischamie-Reperfusions-Modell, wenige der Daten stammen aus Modellen mit

hamorrhagischem Schock.

In der hier vorgestellten Studie untersucht unsere Forschungsgruppe die Organ-protektiven
Wirkungen von Resveratrol am Beispiel der Leber. Hierzu wurde in vivo an einem Klinisch
relevanten, druckkontrollierten Modell des hamorrhagischen Schocks am Rattemodell untersucht,
ob die Organ-protektiven Eigenschaften von Resveratrol nachweisbar sind und inwiefern diese ber

Ostrogenrezeptoren vermittelt sind.

Der gewahlte Versuchsaufbau bewegt sich hierbei nahe an der klinischen Realitat. Die Zeitabfolge
aus hamorrhagischem Schock und die im Anschluss gegebene Medikation stellen Ablaufe in der
Notfallmedizin nach. Die Gabe der Medikation nach dem Ereignis entspricht, im Gegensatz zu
Untersuchungen nach einer Prakonditionierung, eher den Ablaufen einer klinischen Intervention. Die
Reperfusion erfolgte mittels einer Mischung aus Blutbestandteilen und kristalloider Ldsung,

entsprechend dem normalen klinischen Vorgehen.

Die Messung der Leberfunktion erfolgt in vivo mit der Plasmaverschwinderate von ICG (PDRicg)

anhand eines klinisch gut evaluierten Parameters.

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie kénnen weitere Aussagen zu Vorgangen in vivo getroffen werden:
Mit Hilfe von fluoreszensmarkierten Erythrozyten kann die Durchblutung der Leber quantifiziert
werden. Die Anfarbung freiliegender Doppelstrang-DNA ermdglicht die Darstellung terminal
geschadigter Zellen und so die Quantifizierung des Leberzellschadens. SchlieRlich kann mit Hilfe
der Autofluoreszens von NADPH eine Aussage zum Redox-Status der Leberzellen getroffen

werden.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass die Therapie mit Resveratrol zu einem reduzierten
Leberschaden nach hamorrhagischem Schock bei der Ratte fiihrt. Gemessen wird dies in vivo mit

Hilfe der PDRcc sowie mit Hilfe der Intravitalmikroskopie der Leber.
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3. Material und Methoden

3.1. Tiere

Als Versuchstiere kamen mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 200-300
Gramm zum Einsatz. Diese wurden von Charles River Laboratories International, Inc., Sulzfeld,
Deutschland bezogen. Die Versuche wurden nach Genehmigung durch das Landesamt fiir Soziales,
Gesundheit und Verbraucherschutz, Saarbriicken, Genehmigung Nr. 47/2011 in den Laboratorien
der experimentellen Anasthesie der Klinik fir Anasthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie
der Universitatskliniken des Saarlandes durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere erfolgte in der
Versuchstierhaltung der experimentellen Chirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes. Hier
wurden die Tiere unter einem festen Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden gehalten. Wahrend
dieser Zeit hatte die Tiere freien Zugang zu Wasser und Trockenfutter. Die Tiere erhielten 12

Stunden vor dem Eingriff keine feste Nahrung. Wasser war weiterhin frei verfugbar.

3.2. Substanzen und Medikamente

Der Ostrogenrezeptor Antagonist ICI 182,780 wurde von Tocris, Bristol, UK bezogen. Resveratrol,
sowie alle weiteren Substanzen wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma Sigma-
Aldrich, Munchen erworben. Zur Herstellung der Stammlésungen wurde Resveratrol in Ethanol
(EtOH) geldst und mittels sterilisiertem und destilliertem Wasser auf eine Endkonzentration von
80 pg/ml verdunnt. IClI 182,870 wurde ebenfalls in EtOH gelést und mit destilliertem und
sterilisiertem Wasser auf eine Endkonzentration von 20 pug/ml verdinnt. Die Konzentration von EtOH

in den verabreichten Losungen war nicht hoher als 1%.

3.3. Narkose

Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere zunachst mittels Sevofluran inhalativ sediert. Die Narkose
erfolgte mit Hilfe von Pentobarbital-Natrium (Narcoren; Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland).
Dies wurde in einer Dosierung von 60mg/kg Korpergewicht intraperitoneal in einen der unteren
Quadranten des Abdomens injiziert. Die Narkosetiefe wurde so gewahlt, dass das Tier jederzeit
spontan atmete. Die Narkosetiefe wurde regelmaflig mit Hilfe von akustischen Reizen oder
Schmerzreizen Uberprift. Vor der chirurgischen Inzision wurde die Narkose um eine lokale

Betaubung mittels Bupivacain 0,5% erganzt. Nach dem Etablieren des zentralvendsen Zuganges,
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wie in 3.4. beschrieben, wurde die Narkose durch intravendse Gabe von Pentobarbital nach Bedarf
fortgeflhrt.

3.4. Chirurgisches Vorgehen

Die Tiere wurden in Rlckenlage auf Korkplatten gelagert. Direkt bei der Lagerung der Tiere wurde
eine rektale Temperatursonde zur Uberwachung der Kérpertemperatur gelegt. Diese wurde mittels
externer Warmequellen zwischen 36°C und 37,5°C in der Operations- und Reperfusionsphase sowie

zwischen 34,5°C und 35,5°C in der Schockphase konstant gehalten.

Nach Erreichen der chirurgischen Toleranz erfolgte ein ca. 2cm langer Schnitt median oberhalb des
Sternums. Es folgte die Darstellung der Trachea und das Einfuhren einer Polyethylen- (PE-) Kandile.
Diese wurde ca. einen Zentimeter in die Trachea eingefihrt, hierbei wurde auf seitengleiche
Atembewegungen geachtet. Im Anschluss wurde die Kanule, zur Minimierung des Totraumes, auf
das notwendige Mindestmal gekurzt. Ein flissigkeitsgefillter PE-Katheter wurde in die rechte Vena
jugularis eingefuhrt. Er diente im weiteren Verlauf als Zugang fur Infusionen und Injektionen. Ein
weiterer, flissigkeitsgefullter PE-Katheter wurde in die linke Arteria carotis communis eingefuhrt. Er
wurde Uber einen Druckwandler (DTXPlus; DT-XX, Argon Medical Devices, Athens, Texas, USA) an
einen Uberwachungsmonitor (Modell 66S; Hawlett Packard, Palo Alto, CA, USA) angeschlossen.
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Abbildung 5:

Versuchsaufbau mit Druckwandler zur arteriellen Druckmessung, rektaler Temperatursonde
(links im Bild) sowie eingebrachtem Tracheostoma, zentralvenésem Zugang (oben im Bild)

und arteriellem Zugang (unten im Bild) (T. Mertke, Laboratorium der experimentellen
Anasthesie, Uks Homburg, Saar).
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Abbildung 6:  Darstellung des chirurgischen Eingriffs: Zentral zu sehen ist die tracheale Kaniile, rechts im
Bild der Zugang zur rechten Vena jugularis sowie links im Bild die Kanulierung der Arteria
carotis. Die Fixierung der Katheter in den Gefalen und der Trachea erfolgte mittels Faden,
zur zusatzlichen Fixierung dienen Pflaster-Streifen (T. Mertke, Laboratorium der
experimentellen Anasthesie, Uks Homburg, Saar)

3.5. Hamorrhagisches Schockmodell

Der hamorrhagische Schock erfolgte an einem, in unserem Labor bereits seit Jahrzehnten
etablierten Modell. [64, 65] Druckgesteuert erfolgte die zlgige Entnahme von Blut aus dem
arteriellen Katheter. Der Zieldruck betrug 35 £ 5 mm Quecksilbersdule (mmHg). Dieser wurde flr
eine Dauer von 90 Minuten durch wiederholte Blutenthnahmen oder Gabe von isotoner Ringerlésung
konstant gehalten. Das entnommene Blut wurde mit Hilfe von Citrat-Phosphat-Dextrose-Losung
antikoaguliert. Im Anschluss an den hamorrhagischen Schock erfolgte die Retransfusion von 60%
des entnommenen Blutes innerhalb von fiinf Minuten sowie die Reperfusion mit isotoner
Elektrolytldsung (Sterofundin; B.Braun, Melsungen, Deutschland) in einer Dosierung von 200% des

entnommenen Blutvolumens in der ersten Stunde nach Retransfusion und 100% des enthommenen
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Blutvolumens in der zweiten Stunde nach Retransfusion. Zur weiteren Uberpriifung des
Schockzustandes wurden jeweils vor Schockinduktion, vor Retransfusion und nach Reperfusion
Blutgasanalysen durchgefihrt. Hierzu erfolgte die Entnahme von 0,2 ml Blut aus dem arteriellen
Zugang. Das Blut wurde durch Zugabe von 0,05 ml Heparin-Natrium (B. Braun, Melsungen,
Deutschland) entsprechend 250 |.E. Heparin antikoaguliert. Mittels Blutgasanalysegerat (Stat Profile
pHOx plus; Nova Biomedical, Ro&dermark, Deutschland) wurden jeweils die
Hamoglobinkonzentration, der Base Excess sowie das Lactat bestimmt. Bei Tieren der
Kontrollgruppen (Sham-Gruppen) erfolgte lediglich die Entnahme der Blutgasanalysen wie oben
beschrieben. Sham-Tiere erhielten eine kontinuierliche Infusion mittels Ringerlésung in einer
Dosierung von 10ml/kgKg.

| Sham - Vehicle

‘ Sham — Resveratrol

| Sham - IC|

l Sham — Resveratrol + [Cl

| Shock — Vehicle | MAP 35+5 mmHg (90 min) l reperfusion (120 min)
‘ Shock — Resveratrol | MAP 35+5 mmHg (90 min) | reperfusion (120 min)
| Shock—ICI | MAP 3515 mmHg (90 min) | reperfusion (120 min)

| Shock - Resveratrol + ICI | MAP 3545 mmHg (90 min) | reperfusion (120 min)

Abbildung 7: schematischer Versuchsablauf

3.6. Versuchsprotokoll

Der Versuchsaufbau umfasste acht Gruppen von Versuchstieren. Tiere, welche den
hamorrhagischen Schock durchliefen, und Sham-Tiere wurden jeweils mit Vehikellésung,
Resveratrol, Resveratrol und ICI 182,780 oder ICI 182,780 als Einzelmedikation therapiert. Die
Zuweisung zu den einzelnen Gruppen erfolgte zufallig. Im ersten Versuchsteil wurde im Anschluss
an die Reperfusion mit Hilfe der Plasmaverschwinderate von Indocyaningrin (PDRicc) (ICG-Pulsion;
Pulsion Medical, Minchen, Deutschland) die exkretorische Leberfunktion bestimmt. Die

GruppengrolRe dieses Versuchsteils betrug n=7 Tiere. Im zweiten Versuchsteil wurde mit Hilfe der
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Intravitalmikroskopie die hepatische Mikrozirkulation, der Zellschaden sowie der Redoxstatus der

Leber quantifiziert. Hierbei betrug die Gruppengréfie n=5 Tiere.

3.7. Messung der Plasmaverschwinderate von Indocyaningriin

Indocyaningriin (ICG) wurde mit einer Laufrate von 2,5 ml/h fir 60 Minuten in der zweiten Stunde
der Reperfusion verabreicht. Das Volumen der Infusion mit isotoner Ringerlésung wurde um die
entsprechende Menge verringert. Die Gabe erfolgte kontinuierlich Uber eine Stunde mittels
Spritzenpumpe (Perfusor secura FT; B. Braun, Melsungen, Deutschland), um einen stabilen
Plasmaspiegel zu gewahrleisten. Zur Verminderung des lichtinduzierten Zerfalls von ICG wurden
Spritzen und Katheter mit Hilfe von Aluminiumfolie lichtdicht ummantelt. 15 Minuten vor Ende der
Reperfusion wurde ein Bolus von 300 |.E. Heparin-Natrium verabreicht. Im Anschluss an die ICG
Infusion erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15 und 20 Minuten die Enthahme von jeweils
0,2 ml arteriellen Blutes. Dies wurde lichtgeschitzt gelagert und direkt nach Abschluss der
Entnahmen bei 5.000 g fur 10 Minuten zentrifugiert. Die Messung der ICG Konzentration erfolgte
spektrophotometrisch bei 800nm. Aus der gemessenen Absorption wurde die Plasmakonzentration

und hieraus die Plasmaverschwinderate in Prozent pro Minute (% * min™") berechnet.

3.8. Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie wurde im Anschluss an den unter 3.5. genannten Versuchsaufbau
durchgeflihrt. Zur Auslagerung der Leber wurde zunachst eine mediane Laparotomie durchgefiihrt.
Nach Durchtrennung der hepatischen Bander wurde das Tier in Linksseitenlage auf einem
Objekttrager aus Polymethylmethacrylat (Plexiglas®) gelagert, hierbei kam die Unterseite des linken
Leberlappens auf dem Objekttrager zu liegen. Die Leber wurde wahrend dem gesamten
Versuchsablauf mit angewarmter NaCl 0,9% Lésung gespult. Die Intravitalmikroskopie wurde mit
einem Zeiss Axiotech Epifluoreszens-Mikroskop durchgefiihrt (Axiotech Vario 135; Carl Zeiss
Microimaging GmbH, Géttingen, Deutschland). Die Oberflache der Leber wurde mit Hilfe einer 100
Watt Quecksilberlampe beleuchtet, die Analyse umfasste die Autofluoreszensmessung von
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) als Marker fur den hepatozellularen Redox-
Status, die Messung der hepatischen Mikrozirkulation mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
Erythrozyten und die Messung der zellularen Integritdt mit Hilfe von Propidiumiodid. Alle
mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit Hilfe einer digitalen Videokamera (C 4742-; Mamamatsu

Photonics, Hamamatsu City, Japan).
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3.8.1. Autofluoreszenzmessung von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)

Die Messung der NADPH-Autofluoreszenz erfolgte bei 50-facher VergroRerung. Mit einem
Anregungsfilter von 365 nm und einem Emissionsfilter von 420 nm wurden jeweils finf
Gesichtsfelder fotografiert. Die Auswertung erfolgte mittels Densitometrie bei standardisierten

Kontrasteinstellungen, das Ergebnis ist als relativer Grauwert pro Leberazinus angegeben.

3.8.2. Messung der hepatischen Mikrozirkulation

Zur Messung der hepatischen Mikrozirkulation wurden zunédchst 0,1 mg/kg Korpergewicht
Fluorescein-Natrium und direkt im Anschluss 0,3 ml Fluorescein-lsozyanat (FITC) markierte
Erythrozyten (siehe 3.8.2.1.) intravends verabreicht. Die Analyse der Leberoberflache erfolgte bei
400-facher VergroRerung mit einem 485 nm Anregungsfilter und einem 520 nm Emissionsfilter. Es
wurden jeweils funf Videosequenzen mit einer Dauer von je 10 Sekunden zur spateren Auswertung
aufgenommen. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software SimplePCI (Version
5.3, Conpix Inc., Sewickley, Pa). Hierbei wurde die Anzahl perfundierter Sinusoide pro 200um (S,),
der sinosoidale Durchmesser (Sq) und die Geschwindigkeit der Erythrozyten (Very) bestimmt. Um die

hepatische Perfusion (Vy) abzuschatzen, erfolgte die Berechnung nach der Formel:

Vb=Very*1T*(Sd/2 )2.

3.8.2.1. Herstellung der Fluorescein-lsozyanat markierte Erythrozyten (FITC-Erythrozyten)

5-6 ml Vollblut wurden in einer heparinisierten Spritze enthommen und direkt zentrifugiert. Im
Anschluss wurde dreimal mit Alsevers Puffer gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschgang mit
Bicine Puffer und die Verdlinnung, ebenfalls mit Bicine Puffer im Verhaltnis 1:1. Dem so gewonnenen
Erythrozytenkonzentrat wurden 4,0 mg/ml FITC beigemischt und die Lésung lichtgeschitzt bei 25°C
fur 3 Stunden im Wasserbad inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschgang mit Bicine Puffer sowie vier
Waschgange mit NaCL 0,9%. Die gewonnenen Erythrozyten wurden im Verhaltnis 1:1 mit NaCl 0,9%
verdunnt und der Lésung 0,14 ml Citrat-Phosphat-Dextrose-Puffer pro 1 ml Erythrozytenkonzentrat
beigemischt. Die so gewonnenen Erythrozyten wurden lichtdicht im Kuihlschrank gelagert und

binnen einer Woche verbraucht.
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3.8.3. Messung der hepatozellularen Integritat mittels Propidiumiodid

Nach intravendser Verabreichung von 0,5 mg/kg Kérpergewicht Propidiumiodid (PI) folgte zunachst
eine Inkubationszeit von 7 Minuten. Im Anschluss wurden bei 400-facher VergroRerung funf
Gesichtsfelder fotografiert. Hierbei kamen ein 510-560 nm Anregungsfilter und ein 590 nm
Emissionsfilter zum Einsatz. Die Auswertung erfolgte Uber die Zahlung der Pl-markierten Zellen als

Marker fur irreversiblen Zellschaden.

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Sigma Plot Version 12.0 (Systat Software
GmbH, 40699 Erkrath, Deutschland). Die Darstellung erfolgt, soweit nicht anders angegeben, als
Durchschnitt + Standardabweichung. Die Daten wurden mit Hilfe des Kolomogorov-Smirnov Tests
auf Normalverteilung Uberprtft. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Varianzanalyse (one-way
ANOVA) und post-hoc Analyse mittels Student-Newman-Keuls Test. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde

als signifikant erachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Hamodynamik

Den Tieren der Schock-Gruppen wurden im Mittel 43 ml * kg™ Blut entnommen (siehe Tabelle 1).

Signifikante Unterschiede zwischen den Schock-Gruppen gab es hierbei nicht.

Durch die Blutentnahme fiel der arterielle Mitteldruck von seinem Ausgangswert von 100-120mmHg

auf einen Mitteldruck von 30-40mmHg. Dieser Mitteldruck wurde fir die gesamte Schockphase von

90 Minuten aufrechterhalten. In der Reperfusionsphase kehrte der Mitteldruck auf sein

Ausgangsniveau zuruck (siehe Abbildung 8).

Die Herzfrequenz der Tiere sank in der Schockphase auf Werte um 350/min ab und kehrte in der

Reperfusionsphase auf seinen Ausgangswert von 450-500/min zuriick (siehe Abbildung 9).

Die Tiere der Sham-Gruppen zeigten wahrend des gesamten Versuchsablaufs stabile Vitalwerte.

Die Tiere der Schock-Gruppen zeigten einen signifikanten Abfall von Hamoglobin und Base Excess

(p < 0,05 zum Ausgangswert). Dies war nach Retranfusion in allen Gruppen reversibel (p < 0,05

zum Ende der Untersuchung). Siehe hierzu auch Abbildung 10.

Shed blood volume (mL kg™)

Shock  Vehicle 42.62
Shock Res 43.43
Shock Res +1CI182,870 42.31
Shock 1CI182,870 42.96

+6.49

+4.74

+2.78

+4.54

Tabelle 1: Entnommenes Blutvolumen (Shed blood volume).
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Abbildung 8: Verlauf des arteriellen Mitteldrucks.

Heart rate (min™)

Abbildung 9:

500 -

450 - 4@

400 A
—e— SHAM VEHICLE
—O— SHAM RES

350 —»— SHAM RES + ICI
—A— SHAM ICI
—m— SHOCK VEHICLE

— —0— SHOCK RES
——— SHOCK RES + ICI
—O— SHOCK ICI

250 T T T T T

0 50 100 150 200

Time (min)

Verlauf der Herzfrequenz.

35



before shock end of shock end of experiment
B R §

1111z I3 e

T2+

pH

[0 SHAM Vehicle
Bl SHAM RES

[ SHAM RES +ICI
1 SHAMICI

EZZ SHOCK Vehicle
B SHOCK RES
Z2 SHOCK RES + ICI
[ZZ] SHOCK ICI

SOSNSNNNNY—]

SN NNNN

7,0 1

SARERRTRTRTRTERERRNERSNSNSSSSSSSSS

Y
/
/
/
4
/
/
/
/
/
7
/
/
/
/
/
.
/

AN
AR

45 A

40 4

pCO2

=3 SHAM Vehicle
B SHAM RES
] SHAM RES + ICI
35 - [ SHAM ICI

EZZ SHOCK Vehicle
B SHOCK RES
30 FZ2A SHOCK RES + ICI

[ZZ] SHOCK ICI

R A )

160 -
140 -

120 -

[ SHAM Venhicle
B SHAM RES

[ SHAM RES +ICI
[ SHAMICI

EZZ SHOCK Vehicle
B SHOCK RES
Z2 SHOCK RES + ICI
[ZZ1 SHOCK ICI

pO2
N

—L
-

*

N

100 -

N

N

80

SNINNC

60 -

Abbildung 10: Werte der BGA'’s flr pH, pCO2und pOz. * = p < 0,05 vs Baseline, + = p < 0,05 gegenuber dem
90 Minuten Wert.

36



[ SHAM RES +ICI
[ SHAM (CI

EZZ SHOCK Vehicle
B SHOCK RES
¥Z2 SHOCK RES + ICI
ZZ1 SHOCK ICI

-
(=]
NONENNNNONONNONNNONNONANENONNNN

B, =
[ SHAM Vehicle
LI B T - SHAM RES

' [ o i

| 1“ L

AR

BE
&

[ SHAM Vehicle
I SHAM RES
1 SHAMRES + ICI
1 SHAM ICI

] EZZ SHOCK Vehicle

-10 A

B SHOCK RES
¥Z2 SHOCK RES + ICI
ZZ] SHOCK ICI

-12 4

-14 A

S

=& @ SHAM Vehicle

I SHAM RES

[ SHAM RES +ICI
1 SHAM ICI

EZZ SHOCK Vehicle
B SHOCK RES
PZ2A SHOCK RES + ICI
[ZZ] SHOCK ICI

HCO3
AN

LR R

NN

15 4

,o ]

before shock end of shock end of experiment

SN

SUONNNNNNNNNNNNNNNNN

Abbildung 11: Werte der BGA’s fiir Hb, Base Excess (BE) und HCO3 . * = p < 0,05 vs Baseline, + = p < 0,05
gegeniber dem 90 Minuten Wert.

37



4.2. Plasmaverschwinderate von Indocyaningriin

Die Plasmaverschwinderate von Indocyaningriin (PDRcc) innerhalb der scheinoperierten Tiere, den

SHAM-Gruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Tiere, die einen hamorrhagischen Schock durchliefen, zeigten im Vergleich dazu eine signifikant
geringere PDRcc (Gruppe Schock-Vehikel). Durch Gabe von Resveratrol kam es zu einer signifikant
erhdhten PDRice, verglichen mit den Ubrigen Schock-Gruppen. Die PDRice kehrte auf ihr
Ausgangsniveau zurlck. Es waren keine signifikanten Unterschiede zu den scheinoperierten Tieren
messbar (Gruppe Schock-Resveratrol). Dieser Effekt wurde aufgehoben durch die Zugabe des

Ostrogenrezeptor-Antagonisten ICI 182,780 (Gruppe Schock-Res + ICI).

Die Gabe von ICI 182,780 (Gruppe Schock-ICI) fiihrte zu keiner relevanten Anderung der PDRice
verglichen mit den Gbrigen Schock-Gruppen (siehe Abbildung 12).

35 4
30 4

25 4

20

*

15 4

10

SHAM Vehikel
SHAM Res
SHAM Res + ICI -
SHAM ICI |
Schock Vehikel
SCHOCK Res
SCHOCK Res + ICI -
scHock I N *

Abbildung 12: Plasmaverschwinderate von Indocyaningrin
*p < 0,05 vs. alle SHAM-Gruppen
# p <0,05 vs. Schock Vehikel, Schock RES + ICI, Schock ICI
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4.3. Intravitalmikroskopie

4.3.1. Autofluoreszenzmessung von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH)

Bei den scheinoperierten Tieren zeigten sich keine Unterschiede in der NAHPD-Autofluoreszenz.
Ausnahme bildeten die Tiere, die eine Medikation mit Resveratrol und ICI 182,780 erhalten haben.
Hier zeigte sich eine signifikant erhdhte Autofluoreszenz (siehe Abbildung 13 und Abbildung 14).

Bei den Tieren, die einen hamorrhagischen Schock durchliefen, zeigte sich eine signifikant erhdhte
NADPH-Autofluoreszenz, verglichen mit den scheinoperierten Tieren. Dieser Effekt konnte durch
Gabe von Resveratrol nicht beeinflusst werden. Auch die Kombination aus Resveratrol mit
ICI1 182,780 und ICI 182,780 hatten keinen signifikanten Einfluss auf die messbare Autofluoreszenz
von NADPH.

NAD(P)H autofluorescence SHOCK

Abbildung 13: Darstellung der NAD(P)H-Autofluoreszenz, im Vergleich ein scheinoperiertes Tier (links) und
ein Tier nach hamorrhagischem Schock (T. Mertke, Laboratorium der experimentellen
Anasthesie, Uks Homburg, Saar)
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Abbildung 14: Messung der Autofluoreszenz von NADPH als Marker des zelluldren Redox-Status:
*p < 0,05 vs. alle SHAM Gruppen
# p < 0,05 vs. SHAM Vehikel, SHAM Res, SHAM ICI
$ p < 0,05 vs. SHAM Res

4.3.2. Messung der hepatischen Mikrozirkulation

Die hepatische Mikrozirkulation wurde mit Hilfe der Anzahl perfundierter Sinusoide, dem

sinusoidalen Durchmesser und der erythrozytaren Flussgeschwindigkeit evaluiert.
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4.3.2.1. Anzahl der perfundierten Sinusoide

Sowohl bei den scheinoperierten Tieren als auch bei den Tieren mit hamorrhagischem Schock
konnten keine Unterschiede bei der Anzahl der perfundierten Sinusoide beobachtet werden. Auch
die verabreichte Medikation hatte keinen Einfluss auf die Perfusion der Sinusoide (siehe Abbildung
15).

u [ 1 T

20

Perfused Sinusoids (1/mm})

SHAM Vehikel
SHAM Res
SHAM Res + IC|
SHAM [CI
Schock Vehikel
SCHOCK Res

SCHOCK 10 AN

SCHOCK Res + ICI

Abbildung 15: Anzahl der perfundierten Sinusoide pro Gesichtsfeld. Es sind keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachweisbar.
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4.3.2.2. Erythrozytaire Flussgeschwindigkeit

Die erythrozytare Flussgeschwindigkeit in den Schock-Gruppen war tendenziell hdher als bei den
Tieren der Sham-Gruppen. Auch die Gabe der Medikation hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Flussgeschwindigkeit (Abbildung 16).
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Abbildung 16: erythrozytare Flussgeschwindigkeit: es zeigt sich eine Tendenz zu hdheren

Flussgeschwindigkeiten in den Schock-Gruppen ohne eine Signifikanz zu erreichen.

4.3.2.3 Hepatischer Perfusionsindex

Auf die Berechnung des hepatischen Perfusionsindex wurde bei fehlenden Signifikanzen in den
Basisdaten verzichtet.
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4.3.3. Messung der hepatozelluldren Integritiat mittels Propidiumiodid

Propidiumiodid als Marker fur frei liegende, doppelstrangige DNA ist ein Marker fir terminal
geschadigte Zellen. Hier war bei den scheinoperierten Untersuchungsgruppen kein signifikanter
Leberzellschaden zu beobachten. Der hamorrhagische Schock fuhrte zu einem signifikanten Anstieg
terminal geschadigter Zellen. Durch die Gabe von Resveratrol konnte der Zellschaden signifikant
reduziert werden. Die zusatzliche Gabe von ICI 182,780 konnte diese Wirkung teilweise aufheben.
Trotzdem war auch hier noch signifikant weniger Zellschaden zu beobachten als bei Tieren, die eine
Medikation mit Vehikel-Losung erhalten haben. Der Zellschaden war bei Tieren, die nach
hamorrhagischem Schock eine Medikation mit IClI 182,780 als alleinige Medikation erhielten,

signifikant hoher als bei allen anderen Tieren (Abbildung 17 und Abbildung 18).

Pl SHAM Pl SHOCK

Abbildung 17: Beispiel fiir Propidiumiodid-markierte Zellen (T. Mertke, Laboratorium der experimentellen

Anasthesie, Uks Homburg, Saar)
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Abbildung 18: Anzahl Propidiumiodid markierter Zellen pro Gesichtsfeld
(* p <0,05 vs. Alle Sham — Gruppen, # p < 0,05 vs. SCHOCK - Vehikel,

§ p < 0,05 vs. alle anderen Gruppen)
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die durchgefiihrte Studie untersucht die Auswirkungen von Resveratrol auf die exkretorische
Leberfunktion sowie die Integritat der Leberzellen nach hadmorrhagischem Schock in vivo. Weiterhin
wurde der Redox-Status der Leber bestimmt. Im Rattenmodell wurden hierbei die Wirkung von
Resveratrol im Vergleich zum Placebo gemessen. Um eine durch Ostrogenrezeptoren vermittelte
Wirkung zu evaluieren, wurde zusétzlich der unselektive Ostrogenrezeptor Antagonist ICl 182,780
gegeben. Hierfir durchlief je eine Gruppe einen hamorrhagischen Schock, eine zweite Gruppe
scheinoperierter Tiere diente als Kontrolle. Die Tiere wurden mit Vehikel-L6ésung, Resveratrol,
Resveratrol und ICI 182,780 oder ICI 182,780 behandelt.

Die exkretorische Leberfunktion wurde mittels PDRicc gemessen. Bei den Tieren der Schock-
Vehikel Gruppe zeigte sich eine signifikante Verschlechterung der PDRce verglichen mit den
Gruppen, welche keinen Schock durchliefen. Durch die Medikation mit Resveratrol zeigte sich eine
signifikante Verbesserung der PDRicg im Vergleich zu den Ubrigen Schock-Gruppen. Sie war in
dieser Gruppe nicht signifikant schlechter als in den Sham-Gruppen. Die positiven Effekte von
Resveratrol auf die PDRicc konnten mittels des Ostrogenrezeptor Antagonisten ICI 182,780
aufgehoben werden. In der Gruppe Schock-Resveratrol-ICI 182,780 gab es eine leichte
Verbesserung im Vergleich zur Schock-Vehikel Gruppe, ohne dass hier ein Signifikanzniveau

erreicht wurde.

Der Redox-Status der Leber wurde mit Hilfe der Autofluoreszenz von NADPH gemessen. Es zeigte

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Schockgruppen.

Zur Evaluation der hepatischen Mikrozirkulation wurden die Anzahl perfundierter Sinusoide
evaluiert. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der Schock- und

Schamgruppen festgestellt werden.

Auch bei der erythrozytaren Flussgeschwindigkeit konnten keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden. Zwar zeigte sich eine erhohte Flussgeschwindigkeit bei den Tieren der
Schock-Gruppen. Innerhalb der Schock-Gruppen konnten die héchsten Flussgeschwindigkeiten bei
den Tieren der Vehikel-Gruppe beobachtet werden, bei den Tieren der Resveratrol-Gruppe die
geringsten. Auf eine Berechnung des hepatischen Perfusionsindex wurde aber auf Grund fehlender

Signifikanzen in den Basisdaten verzichtet.

Als Marker flr den hepatischen Zellschaden wurde Propidiumiodid eingesetzt. Bei den Tieren der

Sham-Gruppen konnte kein signifikanter Zellschaden nachgewiesen werden. Bei den Tieren der
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Gruppen Schock-Vehikel, Schock-Resveratrol und ICI 182,780 sowie der Gruppe
Schock-ICI 182,780 konnte ein signifikant erhohter Zellschaden nachgewiesen werden. Dieser
Zellschaden konnte durch Gabe von Resveratrol reduziert werden. Es zeigte sich hier kein signifikant
erhohter Zellschaden im Vergleich zu den Sham-Gruppen. In den einzelnen Schock-Gruppen ist der
Zellschaden am hdéchsten in der Gruppe Schock-ICI 182,780, gefolgt von der Gruppe Schock-
Vehikel. In der Gruppe Schock-Resveratrol-ICI 182,780 wurde ein tendenziell geringerer
Zellschaden, verglichen mit der Gruppe Schock-Vehikel, beobachtet. Diese Unterschiede erreichen

jedoch nicht das Signifikanzniveau.

5.2. Diskussion der Methode

Im Tierversuch werden drei Schockmodelle regelmaflig angewendet: das druckgesteuerte
Schockmodell, das volumengesteuerte Schockmodell und das der unkontrollierten Blutung. Bei dem
hier gewahlten Modell handelt es sich um ein druckgesteuertes Modell nach Wiggers. [13, 101]
Hierbei werden die Tiere unter Anasthesie katheterisiert, was eine direkte Kontrolle Gber Blutverlust
und Blutdruck erméglicht und so eine prazise Kontrolle des Schockzustandes erlaubt. Dies hat
gegenuber den anderen Modellen den Vorteil, dass hier gut reproduzierbare und vergleichbare
Daten erhoben werden. So kann ein gewahlter Druckbereich zuverlassig fur die gewahlte Zeitdauer
aufrecht gehalten werden. Die Reproduzierbarkeit ist ein Vorteil des Modells. Bei Modellen, die mit
definierten Blutvolumen arbeiten, ist diese schwerer moglich, da sich beispielsweise der Quotient
von Korpergewicht zu Blutvolumen in Abhangigkeit vom Korpergewicht der Tiere andert. [34] Auch
ein Modell der unkontrollierten Blutung lasst sich schwerer standardisieren, da Blutverlust und die
Geschwindigkeit der Blutung nicht kontrolliert werden kénnen. Gleichzeitig stellt das gewahlte Modell
physiologische Ablaufe moglicherweise weniger genau dar, als es beispielsweise ein Modell der
unkontrollierten Blutung vermag. Dennoch handelt es sich um ein weit verbreitetes Modell, zu
welchem in unserer Arbeitsgruppe ein entsprechender Erfahrungsschatz vorhanden ist. Die zeitliche

Abfolge konnte so gewahlt werden, dass sie denen in der klinischen Realitat nahekommt.

Als Versuchstier kamen mannliche Sprague-Dawley-Ratten zum Einsatz. Die Wahl fiel auf
mannliche Tiere, um zyklusabhéngige Einflisse auf Ostrogenrezeptoren auszuschlieRen. Ratten
haben gegeniber Mausen den Vorteil der leichteren operativen Praparation. Zusatzlich scheinen

Ratten in immunologischen Reaktionen auf Blutungen dem Menschen zu ahneln. [44]

Erste mikroskopische Untersuchungen an lebenden Versuchstieren sind bereits vor fast 200 Jahren
beschrieben worden. Bereits 1824 beobachtete Dutrochet das Verhalten von Leukozyten von
Froschen. [23] Der Begriff der intravitalen Fluoreszenz-Mikroskopie wurde 1929 und 1930 von

Ellinger und Hirt gepragt. [24, 25] Sie machten sich hierbei die Beschreibungen von F. P. Fischer
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zur Vitalfarbung des Auges zu Nutze. [28] Mit Hilfe der Fluoreszenz umgingen sie das Problem
externer Lichtquellen, die durch Reflektion und Absorption im Gewebe nur sehr eingeschrankte
Beobachtungen zulie3en. Bereits 1953 verdffentlichten Irwin et al. erste intravitalmikroskopische
Untersuchungen an der Leber von Mehrschweinchen. [48] Seither hat sich die Intravitalmikroskopie
in Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen zu einem wichtigen Werkzeug entwickelt, das einzigartige

Einblicke in die Vorgange lebender Organismen bietet.

Die beschriebene Prozedur der Intravitalmikroskopie stellt eine technisch anspruchsvolle Methode

dar, die jedoch bei ihrer Beherrschung vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Mit Hilfe der Propidiumiodid-Anfarbung kann der Zellschaden anhand eines einfachen, klaren
Markers bestimmt werden. Die Zahlung terminal geschadigter Zellen pro Sichtfeld macht die
Ergebnisse leicht nachvollziehbar und wenig fehleranfallig. Sie ermdglicht eine direkte, numerische
Angabe des Zellschadens. Da die Zellmembran normalerweise fur Propidiumiodid undurchlassig ist
und nur bei toten und sterbenden Zellen durchlassig wird, kdnnen zuverlassig tote von lebenden

Zellen differenziert werden.

Zur Messung des hepatischen Redox-Status wurde die Autofluoreszenz von NADPH gemessen. Die
Messung der NADPH Austofluoreszenz stellt eine gut evaluierte Methode zur Beurteilung des
zelluldren Redox-Status dar. [6, 67] Die Belichtung mit dem Anregefilter wurde hierbei manuell
gesteuert. Hierdurch konnen Fehler entstehen, da die jeweilige Reaktionszeit mit eingerechnet
werden muss. Die Auswertung erfordert es, die Lebersinusoide manuell zu markieren. Auch hier
konnen sich Ungenauigkeiten einschleichen. Da es sich hierbei, wenn uUberhaupt, um einen
systematischen Fehler handelt, der Gber alle Gruppen gleichbleibend sein sollte, diirfte dies keinen

Einfluss auf die Ergebnisse haben.

Ein weiterer Vorteil der Intravitalmikroskopie ist die Mdglichkeit, dynamische Vorgange wie die
Perfusion der Sinusoide zu beobachten. Diese in vivo Messung ist so nur mittels
Intravitalmikroskopie darstellbar. Gleichzeitig ist die Messung aber auch fehleranfallig. Strecken
kénnen unterschiedlich ausfallen, je nach dem, auf welcher Seite des BlutgefalRes die Strecke
gemessen wird. Die Auflésung der Messung an sich ist begrenzt, da durch die Anzahl an
aufgenommenen Bildern pro Sekunde eine Messungenauigkeit induziert wird. Dennoch sollten sich
systematische Fehler ausgleichen, da die Auswertungen von derselben Person durchgefihrt
wurden. Auch wenn keine Unterschiede in der Perfusion messbar waren, ware dieses Ergebnis mit

anderen Untersuchungen so nicht darstellbar gewesen.

Die Untersuchungen dieser Studie wurden teilweise verblindet durchgefiihrt. Bei der Praparation der
Tiere konnte keine Verblindung zwischen Schock- und Sham-Gruppen erzielt werden. Die
Zugehorigkeit der Tiere zu den einzelnen Untergruppen und die daraus resultierende Medikation der
Tiere wurde verblindet. So konnte eine Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse durch den

Praparator so weit wie moglich ausgeschlossen werden. Die Auswertung der

47



Untersuchungsergebnisse erfolgte ebenfalls verblindet. Die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen

Gruppen erfolgte erst bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

Fir Resveratrol sind bereits fur mehrere Organe protektive Eigenschaften gezeigt worden. Auch die
Leber wurde bereits in diesem Zusammenhang untersucht. [71, 81, 82] Wurden anfangs primar die
antioxidativen Eigenschaften von Resveratrol fir die Organ-protektiven Eigenschaften
verantwortlich gemacht, [39] zeigt sich zunehmend die Wirkentfaltung iber Ostrogenrezeptoren.
[109] Es konnte gezeigt werden, dass Resveratrol nicht nur antioxidative Wirkungen hat, sondern
auch zu einer Sirtuin-vermittelten Reduktion der Inflammation [66] Uber die Regulation von
beispielsweise TNF-a, IL-1B, IL-6, cytocine-induced neutrophil chemoattractanc-1 (CINC-1) und
CINC-2 fuhrt. [109, 60] Auch eine Regulation von NOS, eine verbesserte NO-Bioverfugbarkeit und
Reduktion von Superoxyd konnten gezeigt werden. [60] Die bisherigen Untersuchungen
konzentrieren sich hierbei auf die Wirkung auf Krankheitsverldufe oder nach Ischamie und

Reperfusion. Nur Wenige untersuchen die Wirkung nach hamorrhagischem Schock.

5.3.1. PRDicc

Mit der ICG-Clearance (PRDicg) wurde ein gut evaluierter Parameter zur Messung der
exkretorischen Leberperfusion genutzt. Es zeigte sich eine signifikante Verbesserung der PRDicc
nach Gabe von Resveratrol gegentber den anderen Schockgruppen. Die PRDicc kehrte bei den
Tieren der Resveratrol-Gruppe fast auf das Ausgangsniveau zuriick. Aufgehoben wurde dieser
Effekt durch die Zugabe von ICI 182,780.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei der Wirkvermittlung von Resveratrol um einen

Ostrogenrezeptor vermittelten Signalweg handelt.

Fir Resveratrol sind bereits verschiedene Ostrogenrezeptor-vermittelte Wirkungen beschrieben,
darunter immunmodulatorische Wirkungen, die Transkription von antioxidativen Genen und der
Einfluss auf den zellularen Energiestoffwechsel. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich hierbei
um die fur die Hepato-protektive Potenz von Resveratrol ausschlaggebende Wirkvermittlung
handelt.

In ihren Untersuchungen konnten Yu et al. eine Ostrogenrezeptor abhangige Organprotektion
nachweisen. Hierbei konnten sie eine Reduktion von Entzindungsmediatoren bei Untersuchungen

an der Rattenleber im hamorrhagischen Schock nachweisen. Dieser Effekt konnte durch die Gabe
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von ICI 182,780 aufgehoben werden. [109] In einer weiteren Untersuchung zur endothelialen
Dysfunktion an der Rattenaorta konnten sie nebenbefundlich eine deutliche Reduktion der
Leberenzyme ASAT und ALAT nachweisen. [108]

Diese Ergebnisse erganzen sich mit den hier erhobenen. Zusatzlich zeigt die Studie unserer

Forschungsgruppe erstmalig eine Verbesserung der Leberfunktion in vivo.

Ein Nachteil der PRDicc besteht darin, dass die Plasmaverschwinderate abhangig von der
hepatischen Perfusion ist. [42] So kann ein erhéhter hepatischer Blutfluss zu einer erhéhten PRDce
fihren. Im Rahmen eines Schockgeschehens kann es zu signifikanten Anderungen in der
hepatischen Mikrozirkulation kommen. [96] Da in unseren Versuchen keine signifikanten
Unterschiede der Perfusion nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass dieser

Effekt bei den vorliegenden Ergebnissen vernachlassigbar ist.

5.3.2. Propidiumiodid gefarbte Zellen

Der Zellschaden wurde in unserer Studie durch Anfarbung mittels Propidiumiodid gemessen. Bei
Propidiumiodid handelt es sich um einen Farbstoff, der sich an Doppelstrang-DNA anlagert. Bei
intakter Zellmembran kann Propidiumiodid nicht in Zellen eindringen. Bei terminal geschadigten,
also sterbenden oder toten Zellen wird die Membran fur Propidiumiodid durchlassig und es kommt
zu einer Anfarbung der entsprechenden Zellen. Hierbei spielt die Art des Zelltodes keine Rolle, es
werden sowohl Zellen gefarbt, die in Rahmen der Apoptose absterben, als auch nekrotische Zellen.
Propidiumiodid wird als Fluoreszenz-Farbstoff mit einer Wellenlange von 400-600 nm angeregt und
emittiert Licht mit einer Wellenlange von 600-700 nm [19] Die Auswertung kann hierbei mittels
Durchflusszytometrie erfolgen. [79] In dieser Studie erfolgte eine Auswertung mittels Zahlung der
geschadigten Zellen pro Gesichtsfeld. Hierdurch besteht mdglicherweise ein Risiko fiir eine
ungenaue Differenzierung der Zellen, so kénnen eventuell zwei nahe beieinanderliegende Zellen als
eine verstanden werden. Da es sich hierbei um einen systemischen Fehler handelt, der in allen
Gruppen in ahnlicher Haufigkeit vorkommen sollte, ist davon auszugehen, dass der Einfluss auf die

Ergebnisse vernachlassigbar ist.

In unseren Untersuchungen fanden wir einen signifikant hoherer Zellschaden bei den Tieren der
Schock-Vehikel-Gruppe. Eine deutliche Verringerung des Zellschadens konnte durch Resveratrol
erzielt werden. Durch ICI 182,780 konnten die therapeutischen Effekte von Resveratrol aufgehoben

werden.

Auch hier scheint die durch Ostrogenrezeptoren vermittelte Wirkung von Resveratrol essenziell fiir

die Organprotektion zu sein. Wie auch die Ergebnisse der PDR|cg ergénzen sich die Ergebnisse mit
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denen anderer Arbeitsgruppen, die eine Abhangigkeit der Wirkung von Ostrogenrezeptoren zeigen
konnten. [108, 109]

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur PDRice und der Quantifizierung des Zellschadens
unterstreichen die Relevanz der Ostrogenrezeptor vermittelten Wirkung fir die Organ-protektiven
Eigenschaften von Resveratrol. Dies passt auch zu den Untersuchungen von Buléon et al., die
zeigen konnten, dass eine Einzeldosis Ostrogen das Uberleben von Ratten im Schock verlangern
konnten. [11]

Wang et al. konnten zeigen, das Resveratrol die mitochondriale Funktion in der Niere nach
hamorrhagischem Schock verbessert. [98] Sie postulieren hierfir eine Sirt-1 und PGC1-a vermittelte
Erhdhung mitochondrialer Biogenese-Regulatoren. Zusatzlich wird Uber eine Steigerung der
Aktivitat von SOD2 und Catalase eine Reduktion des oxidativen Stresses diskutiert. Die Sirt-1
vermittelte Verbesserung der Mitochondrienfunktion durch Resveratrol konnte mit Hilfe von Sirt-1

Knockout Mausen von Price et al. nachgewiesen werden. [76]

5.3.3. NADPH-Autofluoreszenz

Zur Messung des Redox-Status der Leber wurde die NADPH gemessen. Es konnte eine signifikante
Erhéhung der Autofluoreszenz in den Schock-Gruppen, verglichen mit den Sham-Gruppen,
nachgewiesen werden. Eine signifikante Veranderung durch die Gabe von Resveratrol konnte nicht
gezeigt werden. Zwar konnten leichte Unterschiede gemessen werden, diese reichten jedoch nicht

aus, um das Signifikanzniveau zu erreichen.

Eine Erklarung hierfur kann sein, das Resveratrol zwar ein Antioxidans ist, seine eigenen,
antioxidativen Eigenschaften aber relativ schwach ausgepragt sind. Leonard et al. haben die
Reaktionsrate von Resveratrol mit "OH auf 9,45 x 108 M'*s™ berechnet. Im Vergleich dazu fanden
sie bei Ascorbinsaure eine Reaktionsrate von 1,2 x 10" M'*s™. [57] Jia et al. konnten fiir die
Superoxid-bindenden Eigenschaften von Resveratrol eine ICso von 458 uM bestimmen. Sie konnten
ebenfalls zeigen, dass bei Konzentrationen von 10-50 yM Resveratrol keine signifikanten
radikalfangenden Eigenschaften bestehen. [49] So ist die antioxidative Wirkung von Resveratrol auf
Grund der geringen Plasma- und Gewebekonzentrationen weniger auf die eigene, antioxidative
Potenz zurickzufihren. [43] Vielmehr scheint die SIRT-1 vermittelte Verbesserung der
mitochondrialen Funktion sowie verringerte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies der Grund fur

die antioxidative Wirkung von Resveratrol zu sein. [97 ,5]

Dennoch stellt sich die Frage, wieso in unserem Versuch kein Einfluss auf den Redoxstatus der
Zellen nachgewiesen werden konnte. Tatsachlich zeigen die Ergebnisse einen Trend in Richtung

verbessertem Redoxstatus, ohne hier Signifikanzen zu erreichen. Wenn man, wie oben
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beschrieben, das relativ geringe antioxidative Potential von Resveratrol bedenkt, kann es durchaus

sein, dass die gewahlte Gruppengréf3e hier nicht gereicht hat, um Signifikanzen zu erzeugen.

Da in den anderen Untersuchungen der Studie signifikante Ergebnisse erzielt werden konnten, legt
das Ergebnis nahe, dass die protektiven Eigenschaften von Resveratrol nur zu einem geringen Anteil
auf seine antioxidativen Kapazitaten zurtckzufuhren sind. Die Beobachtung, dass die protektive
Wirkung von Resveratrol regelmaRig durch die Gabe von ICI 182,780 aufgehoben werden konnte,
unterstreicht diese Uberlegung und stellt die durch Ostrogenrezeptoren vermittelte Wirkung in den

Vordergrund.

5.3.4. Hepatische Mikrozirkulation

Die hepatische Mikrozirkulation wurde mit Hilfe der Intravitalmikroskopie evaluiert. Es erfolgte die
Zahlung perfundierter Lebersinusoide; mit Hilfe FITS-angefarbter Erythrozyten wurde die
Flussgeschwindigkeit bestimmt. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
perfundierter  Sinusoide gefunden. Zwar fanden sich tendenziell leicht erhohte

Flussgeschwindigkeiten in den Schock-Gruppen, Signifikanzen wurden aber auch hier nicht erreicht.

Im hamorrhagischen Schock kommt es zu einer Umverteilung des Blutflusses zu den akut
lebenswichtigen Organen wie dem Gehirn. In diesem Rahmen kommt es zu einer Verringerung der

hepatischen Perfusion.

Bereits in friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Anzahl perfundierter Lebersinusoide
nach hamorrhagischem Schock nicht zwangsweise verandert ist. [64] Bei der erythrozytaren
Geschwindigkeit zeigte sich eine Tendenz zu erhdhten Flussgeschwindigkeiten. Dies widerspricht
den Ergebnissen von Vollmar et al., die eine signifikant verminderte Flussgeschwindigkeit nach
hamorrhagischem Schock fanden. [96] Da Resveratrol die Bioverfugbarkeit von NOS und ahnlichen
vasoaktiven Substanzen erhoht, [17] ware eine Veranderung der Durchblutung durchaus im
Rahmen des zu Erwartenden gewesen. Wang et al. konnten mit Hilfe von Polydatin, einem Glucosid
von Resveratrol eine signifikante Verbesserung des mittleren, arteriellen Drucks erreichen. Dies
fihrten sie auf eine verbesserte mitochondriale Funktion in glatten Muskelzellen zurlck. [99] So
kann es sein, dass auf Grund ahnlicher Effekte eine signifikante Veranderung der Mikroperfusion
verhindert wird. Moglicherweise ist das Fehlen signifikanter Unterschiede in der Mikroperfusion auch

Bestandteil der Organ-protektiven Wirkung von Resveratrol.

Gleichzeitig scheinen eventuelle Einflisse auf die Durchblutung auch nicht zwingend fur die
Organ-protektive Wirkentfaltung von Resveratrol notwendig zu sein. Ayub et al. konnten zeigen,
dass das Uberleben von Ratten im hamorrhagischen Schock durch Resveratrol signifikant verlangert
werden kann, auch ohne, dass eine Reperfusion erfolgt. [2] Es ist also anzunehmen, dass
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Resveratrol auch bei eingeschrankter Blut- und damit Nahrstoffversorgung einen Zell-protektiven
Effekt hat.

Letztlich muss in den hier erhobenen Ergebnissen der Grund fir die fehlenden Signifikanzen
unbeantwortet bleiben. Eventuell hatte eine Berechnung des hepatischen Perfusionsindex
Signifikanzen gezeigt. Bei fehlender Signifikanz in den zu Grunde liegenden Daten haben wir hierauf

absichtlich verzichtet, um die Erzeugung kinstlicher Signifikanzen zu verhindern.

5.3.5. Starken und Grenzen der Studie

Als Schwache der Studie sticht das Fehlen von Signifikanzen bei der hepatischen Mikrozirkulation
ins Auge. Zwar ist eine Veranderung perfundierter Sinusoide nach einem Schockereignis ist nicht
zwingend, [64] Veranderungen der Perfusion waren dennoch zu erwarten gewesen. Resveratrol
sorgt fUr eine erhdhte Bioverflugbarkeit von NOS, wodurch es zu einer Dilatation der Gefaltke kommt.
Somit sind Anderungen von Durchmesser und Perfusion wahrscheinlich. [106] Letztlich ist aus den

gesammelten Daten nicht ersichtlich, weshalb es nicht zu signifikanten Veranderungen kam.

Auch wenn es sich bei der Intravitalmikroskopie der Rattenleber um eine technisch anspruchsvolle
Prozedur handelt, besteht in der Arbeitsgruppe eine groRe Expertise mit der Materie. So hat die
Vergangenheit gezeigt, dass die gewahlte GruppengréRe normalerweise ausreichend ist, um

signifikante Ergebnisse zu bekommen.
Gleichzeitig hat die Studie auch besondere Starken:

Das gewahlte Modell des druckgesteuerten, hadmorrhagischen Schocks stellt realitatsnahe und
vergleichbare Ablaufe nach. Hierzu gehort auch die intravendse Gabe der Medikation nach dem
Ereignis. Bereits in der Vergangenheit konnten Studien Organ-protektive Effekte von Resveratrol
nachweisen. Hierbei wurde jedoch meist mit einer oralen Medikation oder Prakonditionierung
gearbeitet. Auch Untersuchungen zu Ischdmie und Reperfusion gibt es bereits, jedoch kaum

Publikationen zum hamorrhagischen Schock.

Erstmals konnten wir anhand dynamischer Parameter in vivo die Hepato-protektive Wirkung von
Resveratrol zeigen. Mittels Intravitalmikroskopie konnten direkte Einblicke in die Folgen des
hamorrhagischen Schocks fiir die Leber gewonnen werden. Mittels PDRcc wurde ein sensitiver

Parameter fur die Leberfunktion Uberprift.

Vor allem aber konnten wir erstmals zeigen, dass die durch Ostrogenrezeptoren vermittelte Wirkung
von Resveratrol nicht nur Zell-protektive Wirkungen vermittelt, sondern auch die Funktion der Leber

verbessert.
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5.6. Schlussfolgerung

Unsere Studie konnte erstmals in vivo zeigen, dass die Therapie mit Resveratrol nach
hamorrhagischem Schock sowohl die exkretorische Leberfunktion, gemessen mit Hilfe der PRDcg,
verbessert, als auch den hepatozellularen Schaden, gemessen mit Hilfe einer Propidiumiodid-
Farbung, reduziert. Diese Effekte konnten mit Hilfe des Ostrogenrezeptor Antagonisten ICI 182,780
aufgehoben werden. Dies zeigt, dass die gemessenen Effekte zu einem signifikanten Teil Uber

Ostrogenrezeptoren vermittelt sind.

Unterschiede in der hepatischen Mikrozirkulation sowie im Redox-Status konnten nicht
nachgewiesen werden. Eine Begrindung daflir kann aus den erhobenen Daten nicht sicher

abgeleitet werden und verbleibt Teil zukunftiger Forschung.

Das von uns untersuchte Versuchsmodell orientiert sich nahe an der notfallmedizinischen Realitat,
bestehend aus einem auslésenden Ereignis, einer praklinischen Phase sowie der klinischen
Behandlungsphase. Auch die Auswahl der gemessenen Parameter orientiert sich an klinisch
relevanten Parametern. Durch diese Auswahl konnten Ergebnisse produziert werden, die eine
Ubertragung auf die klinische Realitdt méglich erscheinen lassen. Zumindest 6ffnen sie die Tir fiir
weitere Untersuchungen, die eines Tages in einer verbesserten Versorgung von hamorrhagischen

Schockereignissen oder auch ahnlichen Ischamie / Reperfusionsereignissen minden kénnen.

Die Ergebnisse bestatigen die oben aufgestellte Hypothese, dass die Therapie mit Resveratrol zu
einem reduzierten Leberschaden nach hamorrhagischem Schock fuhrt. Dieses Ergebnis ergibt sich
aus der in vivo Messung der Plasmaverschwinderate von ICG (PDGicg), sowie aus der

Intravitalmikroskopie der Leber.
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7. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

7.1. Abbildungsverhzeichniss
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Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Zentralvenenlappchen (1: Vena Centralis, 2: A. Hepatica, V.Portae), Schweineleber

Taschenatlas Histologie, 13te Auflage, Wolfgang Kihnel, Thieme 2014

Periportalfeld und Lebersinusoide zwischen Leberzellbalken, Kurzlehrbuch
Histologie, Norbert Ulfig, Thieme 2005

Struktur von Resveratrol, die haufigere trans — Konfiguration oben, die instabilere cis

— Konfiguration unten
antioxidative Wirkmechanismen von Resveratrol

Versuchsaufbau mit Druckwandler zur arteriellen Druckmessung, rektaler
Temperatursonde (links im Bild) sowie eingebrachtem Tracheostoma,

zentralvendsem Zugang (oben im Bild) und arteriellem Zugang (unten im Bild)

Darstellung des Chirurgischen Eingriffs: zentral zu sehen ist die tracheale Kanule,
rechts im Bild der Zugang zur rechten Vena jugularis sowie links im Bild die
Kanulierung der Arteria carotis. Die Fixierung der Katheter in den GefalRen und der

Trachea erfolgte mittels Faden, zur zusatzlichen Fixierung dienen Pflaster-Streifen
schematischer Versuchsablauf

Verlauf des arteriellen Mitteldrucks

Verlauf der Herzfrequenz

Werte der BGA’s fur pH, pCO2 und pO2. * = p < 0,05 vs Baseline, + = p < 0,05
gegenuber dem 90 Minuten Wert.

Werte der BGA'’s fiir Hb, Base Excess (BE) und HCO3'. * = p < 0,05 vs Baseline, + =
p < 0,05 gegenliber dem 90 Minuten Wert.

Plasmaverschwinderate von Indocyaningrin
*p < 0,05 vs. alle SHAM Gruppem

# p <0,05 vs. Schock Vehikel, Schock RES + ICI, Schock ICI
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Abbildung 13: Darstellung der NAD(P)H-Autofluoreszent, im Vergleich ein scheinoperiertes Tier

(links) und ein Tier nach hamorrhagischem Schock
Abbildung 14: Messung der Autofluoreszenz von NADPH als Marker des zellularen Redox-Status:
*p < 0,05 vs. alle SHAM Gruppen
# p < 0,05 vs. SHAM Vehikel, SHAM Res, SHAM ICI
$ p <0,05 vs. SHAM Res

Abbildung 15: Anzahl der perfundierten Sinusoide pro Gesichtsfeld. Es sind keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachweisbar.
Abbildung 16: erythrozytare Flussgeschwindigkeit: es zeigt sich eine Tendenz zu héheren
Flussgeschwindigkeiten in den Schock-Gruppen ohne eine Signifikanz zu erreichen.
Abbildung 17: Beispiel fur Propidiumiodid-markierte Zellen.
Abbildung 18: Anzahl Propidiumiodid markierter Zellen pro Gesichtsfeld
(* p <0,05 vs. Alle Sham — Gruppen, # p < 0,05 vs. SCHOCK - Vehikel,

§ p < 0,05 vs. alle anderen Gruppen

7.2. Tabellen

Tabelle 1: Entnommenes Blutvolumen (Shed blood volumen)
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8.

Abkiurzungsverzeichnis

Aa:

ADP:

AKT:

ALAT:

AMP:

AMPK:

ARDS:

ARE:

AP-1:

ASAT:

ATP:

BGA:

COX-2:

Arteria

Arteriae

Adenosin-Diphosphat

Gene, welche flr Proteinkinasen B kodieren
Alanin-Aminotransferase (friher GPT)
Adenosin-Monophosphat
AMP-activated protein Kinase

acute respiratory distress Syndrome
antioxidant response Element
Aktivator-Protein-1
Aspartat-Aminotransferase (friher GOT)

Adenosin-Triphosphat

Blutgasanalyse

Cyclooxygenase-2
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Doz:

E1:

E2

ERK 1:

ERK 2:

EtOH:

FoxOs:

GOT:

GPT:

HTLV-1:

HZV:

Sauerstoffangebot

Ostrogenrezeptor 1
Ostrogenrezeptor 2
Extracellular-signal Regulated Kinases 1
Extracellular-signal Regulated Kinases 2

Ethanol

Forxhead boy protein Os

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

Glutamat-Pyrovat-Transaminase

Humanes T-Lymphotrophes Virus

Herz-Zeit-Volumen
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ICG:
IFN-y:
IL-1:
IL-1B3: |
IL-2:
IL-6:
IL-8:
IL-10:
IL-19:

INR:

Keap1:

MAPK:
ml:
mm:

mmHg:

Indocyaningriin
Interferon-y
Interleukin-1
Interleukin-13
Interleukin-2
Interleukin-6
Interleukin-8
Interleukin-10
Interleukin-19

internationaly normalized Ratio

Kelch-like ECH-associaded protein 1

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Milliliter
Millimeter

Millimeter Quecksilber Seule
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NADPH:

NF-kB :

nm:

NrF2:

PDR|CGZ

PE:

PGC-1a:

PGD2:
PGE2:
PGI2:
pSo2:
Po2:

PTEN:

ROS:

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nanometer

nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

Plasmaverschwinderate von Indocyaningrin

Polyethylen

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a
Prostaglandin D2

Prostaglandin E2

Prostaglandin 12

perihpere Sauerstoffsattigung

Sauerstoffpartialdruck

Phosphatase und Tensin Homologon

reactive oxygen Species
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SIRS:

SIRT1:

SUMO-1:

TFEB:

TLR-4:

TNF-a:

Vv.:

Systhemic inflaammatory response Syndrome
Sirtuin-1

Small Ubiquitin-Related Modifier-1

transcription factor EB
Toll-like-Rezeptor-4

Tumormekrosefaktor Alpha

Vena

Venae
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