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A Einleitung

1. Die Entwicklung der laparoskopischen Chirurgie

Die Anfange der endoskopischen Chirurgie sind beriei der Antike beschrieben [Gorden
1993]. Die erste endoskopische Lichtquelle ist@ufio Cesare Aranzi zurlickzufiihren. Der
Venezianer verwendete die camera obscura zur Biggioly der Nasenhohle (1587), indem
er den Lichtstrahl biindelte [Gorden 1993]. 1805vizkelte Phillipe Bozzini den nach ihm
benannten Lichtleiter, mit dem er Harnblase undt&ekmittels einer extrakorporal durch
Reflexion eingebrachten Lichtquelle untersuchen nken[Berci 1994]. Ein weiterer
Meilenstein in der Geschichte der endoskopischenutfie stellte 1865 das von Antonin J.
Desormeaux entwickelte Endoskop dar. Bei diesernument wurde das Licht erstmals aus
einem System von Linsen geblndelt und an den GriG#schehens gebracht [Desormeaux

1867] (Abb. 1). Desormeaux gilt damit als der ,\fader Endoskopie".

Abbildung 1 Vom Desormeaux Endoskop zum modernen GBaal

Abbildung mit freundlicher Genehmigung vom Archierdsterreichischen Gesellschaft fiir
Urologie, Wien & Musée de I'Histoire de la Médegibmiversité René Descartes, Paris
sowie der Firma KarlStorz Endoskope, Tuttlingen Ginbeutschland




1901 fuhrte der Dresdner Chirurg Georg Kelling Bister eine diagnostische Laparoskopie
[aus dem Griechischen Lapas&Veichteile des Korpers > und skopein <anschauemxd,
zwar bei einem Hund durch [Kelling 1901] (Tab. Ejne Dekade spéater erfolgten durch den
schwedischen Internisten Hans Christian Jacobarugrdten diagnostischen Endoskopien
von Bauchhgdhle und Thorax (,Laparothorakoskopidigm Menschen, allerdings noch ohne
Verwendung eines Pneumoperitoneums [Jacobaeus.1Bichbaeus publizierte bereits 1911
Uber seine ersten 115 Falle [Jacobaeus 1911]. Gietze entwickelte 1918 die
Insufflationsnadel und ein automatisches Insufiladperat [Goetze 1921]. Das
Pneumoperitoneum wurde zunachst mit Luft durchgefbis der Schweizer Gynékologe
Richard Zollikofer 1924 erstmals Kohlendioxid verndete [Zollikofer 1924]. Damit war
auch die gefahrlose Anwendung von Hochfrequenzstgomdglicht worden. In Deutschland
etablierte in der Folgezeit der Berliner Interniétinz Kalk die Laparoskopie als festen
Bestandteil der Diagnostik [Kalk 1951]. Er begriteddie deutsche Schule der Laparoskopie.
Einen Wendepunkt stellte 1933 die erste laparoskbpi Bridenlosung durch den
franzosischen Gynéakologen Carl Fervers dar [Fer¥®883]. Mit diesem Eingriff begann die
Ara der operativen Laparoskopie. Von den Chirurgenachst abgelehnt, waren es aber
zunéachst die Gynédkologen, die die operativen Mbgkiten der Laparoskopie erkannten und
in der Folgezeit konsequent nutzten. So war eseim der und 80er Jahren der Kieler
Gynakologe Kurt Semm, der bedeutende technischeugrongen in der Laparoskopie
einfihrte. Neben der Erfindung eines automatischesufflators mit Monitoring des
Gasflusses und des intraabdominellen Druckes ekéltc er u.a. die bipolare
Koagulationszange, das Elektrohdkchen sowie Instnten fir die Durchfiihrung von
intrakorporalen Knoten [Semm 1978]. Semm flhrtelieBlich 1982 auch die erste
laparoskopische Appendektomie durch [Semm 1983],s wam zundchst schwere

Anfeindungen seitens der deutschen chirurgischeseldehaft einbrachte. 1985 erfolgte



durch den deutschen Chirurgen Erich Mihe die €eegparoskopische Cholecystektomie

[Mihe 1986].

Mit der Entwicklung der Computer-Chip gesteuerteami€ra kam es 1986 schlie3lich zum
Durchbruch der laparoskopischen Chirurgie [Filigi91]. Philippe Mouret aus Lyon flhrte

1987 die erste video-assistierte laparoskopisch@eCistektomie durch [Mouret 1991]. Die

P { Geldscht: u.a.

Dubois und Jacques Périssat standardisiert undekpieniiert [Cuschieri 1992]. Die
erfolgreiche Durchfihrung der laparoskopischen €tydtektomie stellte einen bedeutenden
Stimulus fur die Weiterentwicklung der laparoskapisn Chirurgie dar. Innerhalb kirzester
Zeit wurden nun weltweit die verschiedensten Efifgrilaparoskopisch durchgefiihrt.
Inzwischen gibt es aus technischer Sicht kaum n@cbnzen fur das laparoskopische
Operieren. Die laparoskopische Hernioplastik unghe&pmlektomie gehéren heute ebenso zu
den Standardverfahren wie Eingriffe am Magen, Kalm Rektum [Bruch 2005, Pugliese

2006, Bittner 2007].



Tabelle 1 Geschichte der laparoskopischen Chirurgie

Zeit Person Entwicklung

1587 | Aranzi Camera obscura als erste endoskopischeguelle

1804 | Bozzini Lichtleiter von Bozzini ,zur Erleuchtg innerer Hohlen®.
Als Lichtquelle wird eine Kerze verwendet

1855 | Desormeaux| ,Vater der Endoskopie”
Blndelung der Lichtstrahlen durch Sammellinsen.

1876 | Nitze Erstes Endoskop (Zystoskop) mit intetgreLichtquelle.

1901 | Georg KellingErstbeschreibung eines Insufflationsgerates
und Durchfiihrung der ersten Laparoskopie mit Pngarimneum

1901 |Jacobaeus Laparoskopie ohne Luftinsufflation

1911 Laparothorakoskopie ohne Luftinsufflation

1911 | Bernheim Erste Laparoskopie in den USA. Diskussion der diatischen
Laparoskopie statt Laparotomie bei Verdacht aufdgigisen

1918 | Gotze Herstellung der Insufflationsnadel ues lehsufflators

1924 | Zollikofer Verwendung von GO

1933 | Fervers Laparoskopische Bridenldsung, Beginn der chirutgisc
Laparoskopie

1913 | Kalk Begrunder der deutschen Schule der LaparoskopiéjtiEung der
45°/50° Optik, hepatobilidre Laparoskopie, Berigher 2000
Leberpunktionen

1936 | Boesch Laparoskopische Tubensterilisation

1952 | Hopkins Stablinsen Systems fiir die Optiken

1963 | Semm Begriunder der Kieler Laparoskopie Sclirayicklung eines
automatischen Insufflationsgerates

1971 | Semm Laparoskopische Tubensterilisation mpiblarem Strom, in der Fold
Durchfiihrung einer Vielzahl gynakologischer Openagin

1978 | Semm Herstellung eines Endoloop-Systems, Rierfigerung
laparoskopischer intra- und extrakorporaler Knaehhiken

1981 | Semm laparoskopische Appendektomie

1985 | Mihe laparoskopische Cholecystektomie miRelktoskop

Ab Entwicklung der Videolaparoskopie

1986

1987 | Mouret, Laparoskopische Cholecystektomie mit mehreren Trevka

Dubois

1991 | Dallemagne | Laparoskopische Fundoplikatio

1991 | Delaitre Laparoskopische Splenektomie

1991 | Cooperman Laparoskopische Kolonresektion

1992 | Goh Laparoskopische Magenteilresektion

1992 | Gagner Laparoskopische Leberteilresektion

1994 | Gagner Laparoskopische Duodenopankreatektomie




Die immer wieder auftretende Frage nach der Sinighkait der laparoskopischen
Operationen, insbesondere bei komplexen Oberbaumfiéen, wie z.B. der Leberchirurgie,

regt dabei zu wissenschaftlicher Evaluierung an.v8wde nit Beginn der 90er Jahre

[Allendorf 1999, Gutt 2001, 2003, Leister 2004, dgoans 2006]. In einer Vielzahl von
Studien wurde der Einfluss des Pneumoperitoneums das kardiovaskulare und

respiratorische System ebenso wie Auswirkungen der laparoskopischen Chirurgie @das = -

Immunsystem und das Tumorwachstum untersucht [Mi®89, Jacobi 2001, 2002, Carter

2001, Sylla 2005, Kuhry 2004].

2. Stand der klinischen laparoskopischen Leberchigie

Die Leberchirurgie stellte fir lange Zeit eine dietzten Barrieren fUr die laparoskopische
Chirurgie dar. Dies lag einerseits an der chirwfgistechnischen Herausforderung,
andererseits bestanden auch generelle Zweifel anodkologischen Sicherheit bei der
laparoskopischen Resektion maligner Tumoren, di@ @roliteil der Indikation zur

Leberresektion ausmachen [Gutt 2001, Zmora 2001etC2004]. Bereits 1991 wurde die

erste komplexere Leberteilresektion bei einer 6 gnoRen fokal nodularen Hyperplasie
durchgefuhrt [Gagner 1992]. Die erste laparoskdmscanatomische linkslaterale

Leberteilresektion (Segmente I, 1ll) erfolgte jeticerst 1996 bei einem Patienten mit einem
benignem Adenom [Azagra 1996]. In der Folgezeit dear (ber 700 laparoskopische
Leberteilresektionen publiziert, darunter auch amégche Hemihepatektomien und
Trisektorektomien [Gagner 2004, Gumbs 2008] (Tgh.Elwa 30% der laparoskopischen
Lebereingriffe erfolgen heute bei malignen Tumdi®@agner 2004]. Aufgrund des geringeren
Gewebetraumas wird die laparoskopische Methode aectPatienten mit eingeschrankter
Leberfunktion (z.B. Leberzirrhose oder Fettlebés)therapeutische Option diskutiert [Abdel-

Atty 1999, Belli 2004, 2007]. 2002 wurde schlieBlicdie erste laparoskopische
9
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Donorhepatektomie im Rahmen einer Leberlebendspehdmsplantation durchgefiihrt

[Cherqui 2002].

Tabelle 2 Literaturtibersicht laparoskopische Lebertilresektion

Autor/ n Benigne/ |Op-Dauer |BV Mortalitat |KA (d) [Anteil
Jahr Maligne | (Min.) (ml) (%) LC (%)
Rau 1998 17 | 10/7 183 457 0 7.8 ND
Huscher 1998 |38 [ 6/32 189 380 2,6 10 ND
Cherqui 2000 |30 |12/18 214 300 0 9,6 26,7
Shimada 2001 (17 |0/17 325 400 0 12 100
Gigot 2002 37 |[0/37 k.A. k.A. k.A. 7 24,3
Farges 2002 21 |0/21 177 218 0 51 0
Lesurtel 2003 |18 | 12/6 202 236 0 52 27,8
Morino 2003 30 |16/14 148 320 0 6,4 10
Descottes 2003 (87 | 0/87 k.A. k.A. 0 5 k.A.
Buell 2005 100 | 65/35 132 k.A. 1 3 k.A.
Mala 2005 53 | 7/46 187 700 0 3,5 k.A.
Kaneko 2005 |30 | 0/30 182 350 0 14,9 100
Dulucq 2005 32 |13/18 115 210 0 11 6,5
Borzellino 2006 {16 | 11/5 120 150 0 4 0
Cherqui 2006 (27 | 0/27 240 ND 0 15,2 100
Vibert 2006 89 |24/75 360*/180 |- 0 k.A. 18
Dagher 2008 |32 |[0/32 231 461 0 7,1 69
Koffron 2007 | 300 | 197/103 | 99 102 0 19 8,3
Lee 2007 25 | 0/27 220 100 0 4 100
Belli 2007 23 | 0/23 148 260 0 100
Cai 2007 29 | 29/0 k.A. k.A 0 8,8 100

BV: Blutverlust, k.A: keine Angaben, LC: Leberziate

1C



Zehn Jahre nach Durchfiihrung der ersten laparostiogn Leberteilresektion lasst sich heute
konstatieren, dass die laparoskopische Lebercliéramgmindest technisch chirurgisch sicher
durchzufuhren ist.

Der Einfluss des Pneumoperitoneums auf die hepaitime Schadigung, die postoperative
Leberfunktion und die Leberregeneration ist bistbenicht ausreichend untersucht, so dass
eine abschlieBende Bewertung des Verfahrens, genacke im Hinblick auf eine mdgliche
Ausweitung des Indikationsspektrums auf die Lelbemelspende, bislang noch nicht mdglich

ist.

3. Partielle Hepatektomie und Leberregeneration

Die Leberteilresektion stellt die einzige potentialirative Therapie fir viele primare und
metastasierte Tumore der Leber und des Gallengstagsy dar. Bei Patienten mit gesunder
Restleber ist eine 75-80%ige Resektion des LebenpaAyms, ohne dass ein Leberversagen
auftritt, moglich [Markus 2000]. Das liegt an der ulrordentlich hohen
Regenerationsfahigkeit der Leber, die bereits nSige des Prometheus in der griechischen
Mythologie beschrieben wurde [Irmscher 1999]. Higgiund Anderson bewiesen im
Rattenmodell als erste die RegenerationskapazdatLdber nach 70%iger Hepatektomie
[Higgins & Anderson 1931]. Wéahrend beim Nagetier &egenerationsprozess nach 7-10
Tagen abgeschlossen ist, dauert es beim Menschen &tMonate bis das urspriingliche
Lebervolumen wieder erreicht wird [Gove 1991, Nagas 1987]. Als Antwort auf eine
Leberschadigung, wie sie zum Beispiel die partielepatektomie darstellt, kommt es lber
eine Genaktivierung zur Freisetzung von Zytokinemd uWachstumsfaktoren zu einer
kompensatorischen  Zell-Hyperplasie von bereits tiexenden Hepatozyten und
Nichtparenchymzellen. Dartiber hinaus wird bei Zodéi, in denen die Proliferationsantwort
eingeschréankt ist (z.B. nach chemisch toxischeretadllschadigung durch Galactosamine,

massiver Leberzellnekrose oder chronischen Lebenekiingen wie der Primér Biliaren

11



Zirrhose) ein weiteres Zellkompartiment (,oval ceimpartiment) aktiviert. Diese Zellen

sind Vorlauferzellen und kdnnen sich in Hepatozyteder Gallengangsepithelzellen

ausdifferenzieren [Fausto 1990].

Hepatozyten teilen sich nur sehr selten. Die Zellefinden sich im Normalzustand in der

Ruhephase (G0O-Phase). Beim gesunden Erwachsenemldbe$ich zu einem bestimmten

Zeitpunkt nur eine von 1000 Zellen im Zustand deitost [Diehl 1996]. Nach einer

Leberteilresektion treten 95% der Hepatozyten dmmul/on der GO- in die G1-Phase des

Zellzyklus (Abb. 2).

Abbildung 2 Mechanismus der Hepatozytenregeneration
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Fir den Ubertritt der runenden Hepatozyten in dérgplikative Phase sind sog. ,,Priming-

Faktoren“ notwendig. Interleukin-6 (IL-6) und Tumbliekrose Faktor: (TNF-o) zahlen zu

den wichtigsten Initiatoren der Hepatozyten Prodifeon [Cressman 1996, Greenbaum 1998].

Im Rahmen des Priming kommt es zu einer Sensibilisig der Hepatozyten gegeniber

verschiedenen Wachstumsfaktoren wie hepatocyte tgréaetor (HGF) , epidermal growth

factor (EGF), TNFa und transforming growth factar-(TGF-0). Das Priming-Stadium ist
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ein reversibler Prozess. Nur die weitere Stimutatier Hepatozyten durch Mitogene
(Substanzen, die in vitro Hepatozyten zur DNA-Sgsth stimulieren) und Co-Mitogene
(Substanzen, welche in vitro die Mitogen induziaitegkung der DNA-Synthese verstarken)
sorgt dafiir, dass die Hepatozyten nicht wieder @urti den Ruhezustand gelangen [Fausto
2000]. Uber die Aktivierung von Transkriptionsfakta kommt es zur Expression von Cyclin
D1 und Cyclin E [Fausto 2001]. Ab diesem Zeitpuddg. G1 restriction point) ist die Zelle
in der Lage, unabhangig von Wachstumsfaktoren, DS Replikation (S-Phase)
durchzuftihren und den Zellzyklus mit Eintritt inedMitose zu vollenden [Albrecht 1999].
Bei der Ratte erfolgt der Ubertritt der Hepatozyiendie S-Phase etwa 12-15 h nach
Leberteilresektion. Weitere 6 bis 8 h spater etfag Mitose [ Kountouras 2001, Court
2002]. Im Tiermodell der Ratte verdoppelt sich dasbleibende Lebervolumen in etwa 48 h
[Court 2002]. 7 bis 10 Tage nach einer 2/3-Resekiki der Regenerationsprozess der
Rattenleber abgeschlossen [Court 2002, Higgins & dekson 1931]. Die
Regenerationsprozesse verlaufen kontrolliert uadpsn, sobald das Leberausgangsvolumen
+ 15% erreicht ist. Die Kontrolle der sich regenemmelen Leberzellen wird dabei durch ein
balanciertes Verhaltnis von stimulierenden und hitbrischen Faktoren gewahrleistet. Zu
den wichtigsten stimulierenden Faktoren gehéren HBEF, TGFe,, TNF-0 sowie Insulin,
Noradrenalin und Trijodthyronin [Courts 2002 FausB®01, Steer 1995]. Zu den
inhibitorischen Faktoren gehoéren transforming girovactorf (TGF{), Interleukin-B (IL-

1) sowie hepatic proliferation factor (HPI).

4. Partielle Hepatektomie und Leberregeneration lokeir Fettleber

Die Steatosis hepatis (Fettleber) ist in der wastih Welt ein weit verbreitetes
Krankheitsbild mit einer Pravalenz zwischen 6% @086 in der Normalbevolkerung [Clark

2006, Kowdley KV 2006]. Unter den Patienten, benate aus unterschiedlichsten Grinden
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die Indikation zur Leberteilresektion gestellt witigt die Pravalenz der Fettleber sogar bei
20-26% [Selzner 2001]. Bei adipdsen Patienten mmiére Body mass index zwischen 30
kg/m2 und 40 kg/m2 wird die Pravalenz der Fettlebgischen 60% und 74% und bei der
morbiden Adipositas sogar Uber 90% angegeben [$&0@2]. Neben Alkoholabusus sind
Adipositas und Typ Il Diabetes mellitus die Haugtankungen, bei denen es lber eine
Insulin-Resistenz und Lipase-Inhibition zur Akkuratibn von freien Fettsduren in der Leber
kommt [Kooby 2003]. Das Risiko, dass sich aus eladtleber eine Leberfibrose entwickelt
liegt zwischen 15% und 40%; bei 10% bis 30% derieR@n kommt es sogar zum
Parenchymumbau bis hin zur Leberzirrhose [Neusctemametri 2001, Veteldinen 2007] mit

dem Risiko der Entstehung eines hepatozellularemik@ms [Regimbeau 2004].

Patienten mit Steatosis hepatis haben ein erhoRisko, nach Leberteilresektion
postoperative Infektionen (Wundabszel3, intraabdeliein Abszel3) zu entwickeln [Kooby
2003]. Postoperative Leberfunktionsstérungen hiszoim Organversagen sind bei Patienten
mit Fettleber deutlich erhdht [Behrns 1998]. In debertransplantationschirurgie weisen
Organe mit einem Fettgehalt von mehr als 30% eif@hte Inzidenz der initialen
Nichtfunktion auf [Todo 1999, Selzner 2001]. Alssdche der erhdhten Infektionsinzidenz
wird die reduzierte Phagozytoseaktivitat der Kugpthen Sternzellen mit konsekutiver
Beeintrachtigung der zellularen Immunabwehr digkuti[Yang 1997, Diehl 2000].
Typischerweise tritt die Organdysfunktion nach iaitunkomplizierten postoperativen
Verlauf zwischen dem 3. und 7. postoperativen Tafy[8elzner 2001]. Die verzdgerte
postoperative  Organdysfunktion  kénnte ein  Hinweisuf a eine  reduzierte
Regenerationsfahigkeit der Fettleber sein [Selz2@01l. Bei der Zucker Ratte konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass die Lajmrezation bei Tieren mit Fettleber im

Gegensatz zu Tieren ohne Fettleber signifikant zieduist [Selzner 2000]. Selzner et al.
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konnten nachweisen, dass die Regeneration beitiateie Hepatozyten auf einer Blockade

vor und nach Eintritt in die G1-Phase basiert [8ei2000].

5. Pneumoperitoneum und Ischamie/Reperfusionsscluiaig

Durch den erhdhten intraabdominellen Druck im Ratmes Pneumoperitoneums kommt es
zu einer signifikanten Beeintrachtigung der intesién, renalen und hepatischen Perfusion

(Tab. 3).

Tabelle 3 EinfluR des Pneumoperitoneums auf die Lelsperfusion

Autor/Jahr  [Modell Methode IAP |Totale Portale
Leber- Perfusion
perfusion

Rasmussen |Schwein | US k.A.| -34% -34%

1995

Junghans Schwein |US 8* |-8% -6%

1997 12* |-5% -3%

16* |-6% -4%

Jakimowicz |Human us 7 |k.A. -37%

1998 14 -53%

Klopfenstein | Schwein | US 15%| = =

1998

Gutt 1999 Ratte us 2 |k.A. -22,3%

4 -35,3%
6 -48,4%
12 -84,4%
Richter 2001 | Ratte us 18| -51% -50%
Tsuboi 2002 | Ratte Mikrospheren| 8 -29% -40%
Zirrhose
Gesund -8.1% -30%
Yokoyama |Ratte Mikrospheren20 | k.A 57,9%
2002

* Horizontale Position, US: Ultraschall, IAP: inaladomineller Druck, =: unverandert

Durch die daraus resultierende Ischdmie sowie dieh rDesufflation wieder einsetzende
Reperfusion kommt es zu einer Ischamie/Reperfusarigligung mit Freisetzung von freien
Sauerstoffradikalen, Lipidperoxidation und Orgarionsstdérungen [Glantzounis 2001,
Eleftheriadis 1998, Seven 1999]. Die Ischamie/Reis@nsschadigung stellt ein komplexes

und multifaktorielles Geschehen dar [Kim 2003, T@@03, Bilzer 2000, Glanemann 2004].
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Zunachst kommt es im Rahmen der Gewebehypoxiermnemitochondrialen ATP-Verlust
mit konsekutivem Aktivitatsverlust der K&K *-ATPase, die wiederum einen intrazellularen
Einstrom von N& und C&" zur Folge hat, was zur Zellschwellung, Zerstoruhes
Zytoskeletts und - je nach Dauer der Ischamie - mueversiblen Zelltod fiihrt [Lemasters
1983]. Dartiiber spielt die Partizipation von freiSauerstoffradikalen eine entscheidende
Rolle fur die Zellschadigung. Wahrend der Ischakammt es bereits durch den ATP Verlust
zur Akkumulation von Hypoxanthin und Konvertierudgr Xanthindehydrogenase in die
Xanthinoxidase [Arii 2003]. Die Reperfusion fiihrtbdr die direkte Schadigung der
sinusoidalen Endothelzellen, die gesteigerte Leytieoe und Thrombozytenadhdsion am
Endothel sowie die Leukozytensequestration zu eBewebeschadigung der Leber [Clavien
1998, Lentsch 2000]. Bei der Reperfusionsschadiglioghnmt der Aktivierung der
Kupfferschen Sternzellen in der Leber eine entsidrele Rolle zu. Die aktivierten
Kupfferschen Sternzellen produzieren freie Sauffrattikale und induzieren die
Ausschiittung von Zytokinen [Mueller 1996, BilzerOB(Q. Beides fiihrt zur Akkumulation
von sinusoidalen Granulozyten, Expression von Aidim&snolekilen und einer erhdhten
Leukozytenadharenz an vaskuldren Endothelzellemtfich 2000]. Durch die sinusoidale
Akkumulation von Granulozyten werden weitere hefiaische Sauerstoffradikale
freigesetzt [Lentsch 2000]. Durch direkte Schadgurder Endothelzellen und
inflammatorisch bedingte Vasokonstriktion kommt eszur hepatischen
Mikrozirkulationsstérung mit Ausbildung von isché&uhen Infarktzonen [Martinez-Mier

2000].

Die im Rahmen des Ischamie/Reperfusionsschadiguftgetende oxidative Schadigung ist
besonders stark ausgepragt bei Verwendung vor-@em in der laparoskopischen Chirurgie
am haufigsten verwendeten Gas [Yilmaz 2004]. Inseieiedenen tierexperimentellen

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die atbxith Stress Effekte, wie
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Lipidperoxidation, nach C&Pneumoperitoneum nicht nur im Serum, sondern auwrhalb
der Darmmukosa, Leber, Milz, Peritoneum und Lungehauweisen sind [Pross 2000,
Eleftheriadis 1998, Cevrioglu 2004]. Die Beeintrighng der Leberperfusion durch das
Pneumoperitoneum fiuihrt zu einer passageren Leltsataatligung mit Beeintrachtigung der
Leberfunktion einhergehend mit einem Anstieg deanBaminasen AST und ALT, einer
Bilirubinerhéhung und einer verlangerten Prothramabkit [Tan 2003, Glantzounis 2001,
Morino 1998]. In den klinischen Studien von Moriebal. und Tan et al., bei denen Patienten
mit normaler Leberfunktion laparoskopisch operiendrden, hatten die laborchemischen
Alterationen keinen negativen Effekt auf den postafiven Verlauf [Morino 1998, Tan
2003]. Die erhohten Transaminasen normalisiertech stwischen dem 4. und 7.
postoperativen Tag. Schemmer et al. konnten imeRwatbdell nachweisen, dass auch die
Mikrozirkulation der Leber unmittelbar nach dem Bm@peritoneum im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe signifikant reduziert war [Schemm2005]. In weiteren Rattenmodellen
konnte gezeigt werden, dass es durch den IschaepefRisionsschaden im Rahmen des
Pneumoperitoneums zu einem Anstieg der inflammstbéan Zytokine Interleukin-6 (IL-6)
und Tumor Nekrose Faktos- (TNF-0) im Lebergewebe kommt [Vittimberga 2000, Altindis
2004]. Bei Patienten mit normaler Leberfunktion umcht vorgeschadigter Leber scheint ein
voribergehendes Pneumoperitoneum jedoch in derl Rag#oleriert zu werden. Unklar ist,

ob das Pneumoperitoneum fir Patienten mit vorgekigtei Leber ein Risiko darstellt.

6. Ischamie/Reperfusionsschaden bei der Fettleber

Verfettete Hepatozyten haben eine reduzierte Tokegiegeniber einer temporéren Ischamie
[Selzner 2000]. Zu den Ursachen der vermindertehdimie Toleranz gehdren u.a. eine
Stérung des Energiestoffwechsels der verfettetempatdeyten [Fukumori 1997], eine

Mikrozirkulationsstorung, die durch Zellschwellungd erhéhte sinusoidale Leukozyten- und

Thrombozytenadherenz hervorgerufen wird [Teram@&®3]1 Selzner 2000, Sun 2001] sowie
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eine Stérung der Gluconeogenese und des Fettstiffgts [Teramoto 1993]. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass bei Fettlebern im Rahdes Ischamie/Reperfusionsschadens
die Apoptose als Weg des Zelluntergangs zugungehlekrose in den Hintergrund gedrangt

wird [Selzner 2000].

7. Pneumoperitoneum und Leberregeneration

Die Ausweitung der laparoskopischen Technik auf Haberchirurgie lasst die Frage
aufkommen, ob neben den ungiinstigen Wirkungen sufLdberperfusion nicht auch die
Leberregeneration durch das Pneumoperitoneum welgaéinflusst wird. Hierliber gibt es
derzeit nur zwei experimentelle Untersuchungen atteRmodell, die eine Hemmung der
postoperativen Leberregeneration nach partielld@setteilresektion mit vorangegangenem
CO2-Pneumoperitoneum feststellten [Kaya 2002, Yagomu2004]. Die Leberresektion im
Modell von Kaya et al. erfolgte nach 24 stiindige®,®neumoperitoneum mit einem
intraabdominellen Druck von 12-14 mm Hg. Diese axir lange Dauer des
Pneumoperitoneums ist jedoch als Modell fiir di@ikthe Situation einer laparoskopischen
Leberteilresektion ungeeignet. In der Studie vongifardur et al. (60 Minuten GO
Pneumoperitoneum mit 15 mm Hg) wurde eine Supmesiér auf die Leberregeneration am
postoperativen Tag 5 festgestellt. Da das Maximamiotischer Aktivitat aber bereits 22 h-
24 h nach einer Leberschadigung auftritt, sind dréhMesszeitpunkte notwendig, um die

Auswirkung des Pneumoperitoneums auf den Zellzykiuantersuchen.
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B Fragestellung

Um den Einfluss des G&Pneumoperitoneums auf die postoperative Leberergéaon zu
untersuchen, verwendeten wir in modifizierter Fodars etablierte Modell der 70%igen
Leberteilresektion nach Higgins und Anderson [Higgi & Anderson 1931]. Die
Untersuchungen wurden sowohl bei Ratten mit gesualdeauch beim Ratten mit induzierter
Fettleber durchgefuhrt. In einem Vorversuch sdlieéchst geklart werden, ob das alleinige
CO,-Pneumoperitoneum bei der gesunden und bei ddelbettzu einer Leberzellschadigung

untersucht werden:

1. Weist die Fettleber nach Leberteilresketion inergleich zur gesunden Leber ein

verandertepostoperativeRegenerationsverhalten auf?

2. Hat das C@Pneumoperitoneum auf die postoperative Leberregéon der gesunden

Lebereinen Einflus8

3. Hat das C@Pneumoperitoneum auf die postoperative Leberregéoa derinduzierten

Fettlebereinen Einflus8
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C Material und Methoden

1. Versuchstiere und Tierhaltung

Die Versuche wurden durch das Landesamt fur Arbelitstz, Gesundheitsschutz und
Technische Sicherheit Berlin unter der Nummer G@I27genehmigt. Die Haltung der
Versuchstiere erfolgte in der tierexperimentellerinriehtung des Biomedizinischen
Forschungszentrums der Charité Campus Virchow kiim, Universitatsmedizin Berlin.

Nach einer Akklimatisierungsphase von einer Wocliteemer Tag-Nacht Zeitschaltung von
12 Stunden wurden fur den Versuch mannliche WiRttten bzw. Lewis-Ratten mit einem
Korpergewicht zwischen 220g und 2509 verwendet. \Wistar-Ratten hatten freien Zugang
zu Standardfutter, den Lewis-Ratten wurde freiegafig zu ihrer spezifischen Diat

erm@glicht. Beide Stdmme erhielten Trinkwasserilaitiim.

2. Induktion der Fettleber

Die Tiere erhielten zur Induktion einer Fettlebé&eil5 Tage ad libitum ausschlieRlich eine
»,Choline Deficient and Iron Supplemented L-Aminoid®efined Rat Diet" (Dyets Number
518753, Lot Number 5125-12, Dyets inc., Bethlem, RISA) in Puderform (mit freiem
Zugang zu Wasser), die als gangige Diat zur Indukeiner Fettleber beschrieben wird

[Caraceni 2004]. Nach 5 Tagen entwickelten died &ne ca. 60-70%ige Hepatosteatosis.
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Tabelle 4 Zusammensetzung der Diat zur Induktion deFettleber

Inhaltsstoffe o/kg Inhaltsstoffe g/kg
L-Arginine 12.70 L-Alanine 5.10
L-Histidine 3.40 L-Aspartic Acid 15.80
L-Lysine HCI 9.10 L-Serine 7.20
L-Tyrosine 5.70 Total L-Amino Acid 143.70
L-Tryptophan 1.80 Cornstarch 100.00
L-Phenylalanine 7.30 Dextrin 100.00
L-Methionine 1.70 Cellulose (microcrystallint).00
L-Cystine 3.70 Sucrose 406.67
L-Threonine 4.60 Sodium Bicarbonate 4.30
L-Leucine 10.50 Corn Oil 50.00
L-Isoleucine 6.10 Primex 100.00
L-Valine 6.30 Salt Mix (no Iron added), 35.00
Glycine 6.20 Vitamin Mix 10.00
L-Proline 7.60 Ferric Citrate, U.S.P. 0.33
L-Glutamic Acid 28.90

3. Versuchsplanung

3.1. Vorversuch

Im Vorversuch wurden Tiere mit gesunder und Tieri¢ Rettleber einer 60 minltigen
alleinigen Inhalationsnarkose bzw. einer 60 mirghignhalationsnarkose mit Anlage eines
CO,-Pneumoperitoneums unterzogen. Die Tiere, die dénalationsnarkose unterzogen

wurden, erhielten eine kleine Stichinzision, um eanaloges Bauchdeckentrauma

hervorzurufen.

Tabelle 5 Gesunde Tiere, 60 Minuten Narkose

Gruppe |-d5 |-d4 | -d3| -d2| -d1| OP Toétungszeitpunkt| n
1.1. - - - - - 60 min. Narkosg6h 6
1.2. - - - - - 60 min. Narkosel2h 6
1.3. - - - - - 60 min. Narkose 24h 6
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Tabelle 6 Tiere mit induzierter Fettleber, 60 Minuten Narkose

Gruppe |-d5 |-d4 | -d3| -d2| -d1| OP Toétungszeitpunk n
2.1. - - - - - 60 min. Narkose6h 6
2.2, - - - - - 60 min. Narkosel2h 6
2.3. - - - - - 60 min. Narkoseé 24h 6

Tabelle 7 Gesunde Ratten, Narkose und 60 Minuten CBPneumoperitoneum

Gruppe |-d5 |-d4 | -d3| -d2| -d1| OP Totungszeitpunkt | n

3.1 - - - - - 60 min. Narkosg 6h 6
+PCQG 8 mmHg

3.2 - - - - - 60 min. Narkosg 12h 6
+PCQ, 8 mmHg

3.3 - - - - - 60 min. Narkosg 24h 6
+PCQ, 8 mmHg

Tabelle 8 Tiere mit induzierter Fettleber, Narkoseund 60 Minuten CO2-

Pneumoperitoneum

Gruppe |-d5 (-d4 | -d3 | -d2| -d1| OP Totungszeitpunkt | n

4.1 Diat| Diat| Diat | Diat | Diat | 60. min. Narkose 6h 6
+PCQG 8 mmHg

4.2 Diat| Diat | Diat | Diat | Diat| 60 min. Narkose| 12h 6
+PCQ, 8 mmHg

4.3. Diat| Diat | Diat | Diat | Diat| 60 min. Narkose|24h 6
+PCQG 8 mmHg

3.2. Hauptversuch

Im Hauptversuch wurden Tiere mit gesunder und Tiaieinduzierter Fettleber einer 60
minltigen alleinigen Inhalationsnarkose bzw. ei® mindtigen Inhalationsnarkose mit
Anlage eines C@®@Pneumoperitoneums unterzogen. Im Anschluss egdigi allen Tieren

eine konventionelle 70%ige Leberteilresektion.
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Tabelle 9 Gesunde Tiere, 60 Minuten Narkose und 708er Leberteilresektion

Gruppe |-d5 |-d4 | -d3| -d2| -d1| OP Totungszeitpunkin

5.1 - - - - - 60 min. Narkose 12h 6
+70% Leberteilresektion

5.2. - - - - - 60 min. Narkose 1d 6
+70% Leberteilresektion

5.3. - - - - - 60 min. Narkose 2d 6
+70% Leberteilresektion

5.4. - - - - - 60 min. Narkose 4d 6
+70% Leberteilresektion

5.5. - - - - - 60 min. Narkose 7d 6
+70% Leberteilresektion

Tabelle 10 Gesunde Tiere, 60 Minuten CO2-Pneumopéoneum und 70%iger
Leberteilresektion

Gruppe

-d5

~d4

OoP

Totungszeitpunk

[n

6.1.

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg
70% Leberteilresektion

12h

6.2.

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektior

1d

N

6.3.

60 min. Narkose
+PCQ, 8 mm Hg

+70% Leberteilresektior

2d

N

6.4.

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektior

4d

N

6.5.

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektior

7d

N
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Tabelle 11 Tiere mit induzierter Fettleber, 60 Minuen Narkose und 70%iger
Leberteilresektion

Gruppe |-d5 |-d4 | -d3 | -d2| -d1| OP Totungszeitpunk
7.1. Diat | Diag Diat | Diat|Diat |60 min. Narkose 12h
+70% Leberteilresektion
7.2. Diat | Diag Diat | Diat|Diat |60 min. Narkose 1d
+70% Leberteilresektion
7.3. Diat | Diag Diat | Diat| Diat |60 min. Narkose 2d
+70% Leberteilresektion
7.4. Diat | Diag Diat | Diat| Diat | 60 min. Narkose 4d
+70% Leberteilresektion
7.5. Diat | Diag Diat | Diat| Diat | 60 min. Narkose 7d

+70% Leberteilresektio

Tabelle 12 Tiere mit induzierter Fettleber, 60 Minuten CO2-Pneumoperitoneum

Gruppe

-d5

~d4

-d3

-d2

-d1

OoP

Toétungszeitpunk

8.1.

Diat

Diat

Diat

Diat

Diat

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg
+70% Leberteilresektio

12h

8.2.

Diat

Diat

Diat

Diat

Diat

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektio

1d

8.3.

Diat

Diat

Diat

Diat

Diat

60 min. Narkose
+PCQ, 8 mm Hg

+70% Leberteilresektio

2d

8.4.

Diat

Diat

Diat

Diat

Diat

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektio

4d

8.5.

Diat

Diat

Diat

Diat

Diat

60 min. Narkose
+PCQ 8 mm Hg

+70% Leberteilresektio

7d

24



4. Narkose und Operation

Operationsvorbereitung

Tabelle 13 Materialien/Geréate/Instrumente/Reagenzie

Narkosegerat

Mikrochirurgische Operationsinstrumente Aeskulapr s Tuttlingen, D
Veress Nadel Ethicon, Hamburg, D
Endoskopische Polypektomieschlinge Storz, Tuttimdz
CO2-Insufflator Storz, Tuttlingen, D
HF-Strom-Generator Storz, Tuttlingen, D
Neutralelektrode Storz, Tuttlingen, D
Isofluran Abbott GmbH, Wiesbaden, D
Vicryl 3-0 Ethicon, Norderstedt, D

Narkose und Operation
Die Narkoseeinleitung der Versuchstiere erfolgteeimem rundwandigen Gefald mit einem

Isofluran/Lachgas/Sauerstoff Gemisch. AnschlieRemdden die Tiere gewogen. Das Fell
wurde im Bereich des Mittelbauches geschoren. DeeeTwurden fir den operativen Eingriff
in Rickenlagerung auf einem Korkbrett fixiert. Fiilie spatere Verwendung der

Diathermieschlinge wurden die Tiere auf einer Nadetektrode gelagert (Abb. 3).

Die Eingriffe wurden unter Inhalationsnarkose mineen Isofluran/Lachgas/Sauerstoff
Gemisch (1,5%-3% Isofluran, 0,5 I/min Sauerstoffirathgefiihrt. Die Narkosetiefe wurde

durch den Chirurgen anhand der Atemtiefe und -feeguiiberwacht und reguliert.

Anlage des CQ-Pneumoperitoneums
In der Linea alba wurde in der Mitte zwischen Xyphond Os pubis nach Inzision der Haut

eine Veress-Nadel in das Abdomen eingebracht. dise erfolgte die Anlage des ¢O

Pneumoperitoneums mit einem intraabdominellen ,-O@ick von 9 mmHg. Das
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Pneumoperitoneum wurde mit einem speziellen auisoiat gesteuerten Insufflator
hergestellt und tGber 60 Minuten aufrecht erhaltémmittelbar nach dem Eingriff wurde den

Tieren das Analgetikum Pentazocin (2-10 mg/kg Ksahcutan appliziert.

Abbildung 3 Anlage des CO2-Pneumoperitoneums

Veress-Kanile, Elektronischer GOsufflator, Hochfrequenz Chirurgiegerét,
Neutralelektrode

STORL

Anatomie der Rattenleber
Die Rattenleber ist in 4 Lappen unterteilt [Wayifiot980] (Abb.4). Dem medianen und links

lateralen Lappen entsprechen etwa 70% des Gesamgisbebes. Der rechtslaterale
Leberlappen (etwa 22%) liegt partiell Uber dem raeeh Leberlappen (etwa 38%). Der
Lobus caudatus (etwa 8%) ist zweigeteilt und umgiéh abdominalen Osophagusanteil

(Abb. 4A)
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Technik der Leberteilresektion

Nach 60 minutiger Narkose bzw. direkt nach Destiffftades Pneumoperitoneums erfolgte
eine mediane Laparotomie mit Durchtrennung der didé@ihder der Leber. Anschlieend
wurde die 70%ige Resektion Leberteilresektion ineAnung an die Methode von Higgins
und Anderson durchgefiihrt (Abb. 4B) [Anderson & #ligs 1931].Hierbei wurden der
linkslaterale und der mediane Lappen reseziert.teNesder Ligatur der nahe dem den
entsprechenden Leberlappen versorgenden Gefald wireldiathermieschlinge um den zu
resezierenden Leberlappen platziert (Abb. 5-7). Ikerteilresektion unter Belassung eines
minimalen Parenchymrestes erfolgte durch das Zusamiehen der Schlinge unter
Anwendung von Strom [Krahenbihl 1998], so dass @ilame Resektionsflache entstand
(Abb. 8).Durch die Diathermie wurde unmittelbar die Blutstilg erreicht. Nach Kontrolle
auf Bluttrockenheit wurde das Abdomen zweischichitig einer mit einer resorbierbaren,
fortlaufenden Naht (Vycryl 3-0) verschlossen. Dastpperative Analgesie erfolgte wie unter
3.4.3. beschrieben. Unmittelbar postoperativ wurdierTiere unter eine Warmelampe gelegt.
Nach dem Erwachen aus der Narkose wurden die Tidtamzelkafige gelegt, erhielten Futter

ad libitum und hatten ungehinderten Zugang zu Wasse

Abbildung 4 Schemazeichnung der Rattenleberanatomieor (A) und nach (B)
Leberteilresektion

A mittlerer
LL

linker B
LL

Absetzungsebenen
der resezierten LL
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oberer LL

rechter

LL Restleber

[0)
V. portae (ca. 30%)

unterer
rechter
LL V. cava
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Abbildung 5 Endoskopische Polypektomieschlinge (Stp, Tuttlingen, D)

Abbildung 6 Vorbereitung der partiellen Hepatektomie
Die Schlinge wird um den linkslateralen Leberlapgetegt.
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Abbildung 7 Durchfiihren der Resektion mit der Schinge unter Stromapplikation

Abbildung 8 Mittlerer und linkslateraler Leberlappe n mit planen Resektionsflachen
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5. Tétung der Tiere und Probeentnahme

Zu den vorgesehenen Totungszeitpunkten wurden @iee Tin Narkose durch Blutentzug
mittels einer 24G Kaniile aus der infrarenalen Age#dtet. Das hierbei gewonnene Blut
wurde jeweils in ein Serum- und ein Heparinrbhrch#perfiihrt. Das Serum wurde
unmittelbar nach der Blutenthahme fiir 10 Minute H500 Umdrehungen/Minute bei 4° C
zentrifugiert, abpipettiert und bei -80°C bis zureitgren Auswertung gelagert. Das
Heparinrdhrchen wurde zur sofortigen Bestimmung ldelberenzyme in das Zentrallabor

gebracht.

Die Leber wurde nach ihrer Entnahme gewogen. Arefgbhd erfolgte die Fraktionierung
des Lebergewebes. Das Gewebematerial fur die dgitolvurde in 4%iger Formalin-Losung
gelagert. Fir weitere Untersuchungen wurde das gébriebergewebe zunéchst in
Nalgeneréhrchen mit Flissigstickstoff schockgefnarad bis zur weiteren Auswertung bei

-80°C gelagert.

5.1. Bestimmung der regenerierten Lebermasse

Die prozentuale Zunahme der regenerierten Lebeemratativ zur Gesamtlebermasse vor der
Resektion wurde fiir die postoperativen Tage 24inde folgt errechnet [Selzner 2000]:
% = [C- (A-B)]J/A*100. A = Lebergewicht zum Zeitpuhker partiellen Hepatektomie, B =

Gewicht des Leberresektats, C = Gewicht der regemen Leber zum Totungszeitpunkt.

5.2. Biochemische und histologische Analysen

5.2.1. Leberenzyme

Um das Ausmal3 der Leberzellschadigung zu messkatgterim heparinisierten Serum der
Versuchstiere die Bestimmung der Transaminasen réetpamino-Transferase (AST) und
Alanin-Amino-Transferase (ALT) sowie der Enzyme falmat-Dehydrogenase (GLDH) und

Lakat-Dehydrogenase (LDH). Den AminotransferaserT Alnd AST kommt eine zentrale
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Funktion im Aminosaurestoffwechsel zu, indem siae deansfer voro-Aminogruppen der
Aminosauren Aspartat und Alanin amfKetosauren katalysieren [Giannini 2005]. Die ALT
ist zu 70% im Zytosol lokalisiert wahrend die ASagegen zu 30% im Zytosol und zu 70%
intramitochondrial lokalisiert ist. Die AST gilt @lleberspezifisches Enzym und reagiert
sensibler auf eine Leberzellschadigung. Die GLDlthlyaiert die oxidative Desaminierung
von Glutamat und befindet sich tUberwiegend in deitodhondrien der Leberzellen. Die
GLDH gilt als leberspezifisches Enzym. Die LDH ugtiquitéar im Zytosol lokalisiert und ist
ein Marker fir eine ischamische Schadigung. Dieedmitchungen wurden im Zentrallabor
der Charité, Campus Virchow Klinikum, Universitaestizin Berlin mit den handelstiblichen

Kits durchgefihrt.

5.2.2. Histologische Farbungen

Hamatoxylin-Eosin (HE)- Farbung (Hepatozelludre Schdigung, Mitose Index)

Die histomorphologische Beurteilung des Lebergewebdolgte durch die Hamatoxylin-
Eosin- (HE-Farbung). Durch diese Ubersichtsfarbistyes moglich, das Ausmass der
hepatozellularen Schadigung zu quantifizieren. Barthinaus kann mit der HE-Farbung
sowohl die Anzahl der mitotischen Hepatozyten amd@ik als auch die Intensitat des

inflammatorischen Infiltrates ermittelt werden.

Das Prinzip der HE-Farbung basiert auf der Oxicatles Hamatoxylins zu dem Farbstoff
Hamatin, der im sauren Milieu mit Aluminiumionemen positiv geladenen Komplex bildet.
Die Metall-Hamatein-Komplexe binden an die negageladenen Phosphatgruppen der
Nukleinsauren des Zellkerns, der dadurch im Prépdaa erscheint. Die Zytoplasmafarbung
erfolgt mit dem sauren Farbstoff Eosin, der ibegerel an Proteine gebunden wird und das

Zytoplasma rosa farbt.
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Tabelle 14 HE-Farbung Materialien/Gerate

Kryostat Microtom HM 500 OM

Microm-Laborgerate, Wrf, D

Objekttrager SuperFrost

R.Langenbrinck, EmmendinBen

Microtom

Leica Microsystem, Nussloch, D

Schiuttler

Heidolph, Kelheim, D

Tabelle 15 HE-Farbung Reagenzien

Aceton J.T.Baker, 8002, Deventer, NL

Hematoxylin Sigma, HHS-32, HT 110232, Stainheim, (D

Eosin, wassrig (0,3%) Sigma, HT-110-2-80, DeiseahpD

Ethanol Herbeta 200-578-5

Essigsaure (99,8%) Riedel de Haen, 33209, Seelze, D

Vitro-Clud Eindeckmedium R.Langenbrinck, Emmendimge

Tissue Freezing Medium Leica Microsystems 0201089@ssloch, [

5.2.3. Immunhistochemie

Durch immunhistochemische Farbungen kénnen apsptai (TUNEL Farbung) und
proliferative Prozesse (Ki-67 Farbung) nachgewiasahquantifiziert werden [Clavien 2000,
Gerlach 1997]. Hierbei werden Antigene durch einetigen-Antikbrper-Reaktion und
anschlieBende  Farbstoffreaktion sichtbar gemachtie Dimmunhistochemischen
Untersuchungen erfolgten nach der Labeled StrafitdBiotin (LSAB)- und nach der
Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-PhosphatagaPAAP)-Methode. Die LSAB-
Methode basiert auf der hohen Affinitat von Strefam (Streptomyces avidiniund Avidin
(Huhnereiweil3) fur Biotin zur Kopplung enzymmarkér Avidins/Streptavidins an

biotinylierte Sekundarantikérper. Bei der Durchfiing der LSAB-Methode wird ein

Primarantikorper, einen biotinylierten Brickenaitier und das Peroxidase-konjugierten

Streptavidins verwendet. Zur Sichtbarmachung bghétan eine Substrat-Chromogenldsung.
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An der Stelle des gesuchten Antigens entsteht inifitat. Die APAAP-Methode basiert auf
der Bindung eines spezifischen Antikdrpers an dashruweisende Protein. An den
spezifischen Antikérper bindet Uber einen sekurdadntikorper ein Komplex aus
Alkalischer Phosphatase und Antikérper. Die Enzyiivakt der Alkalischen Phosphatase

wird Uber eine Farbreaktion nachgewiesen.

Tabelle 16 Immunhistochemie Materialien/Gerate

Kryostat Microtom HM 500 OM Microm-Laborgerate, Wdrf, D
Objekttrager Langenbrinck, 041300, Emmendingen, D
Mikrotom Leica Microsystem, Nussloch, D
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Tabelle 17 Immunhistochemie Reagenzien

Protein K Solution 30 pl
10x TdT Labeling Buffer 100 ml
10x TdT Stop Buffer 100 ml
TdT dNTP Mix 30 pl
TdT Enzyme 30 pl
Streptavadin-HRP 30 pl
DAB Solution 3,75 ml
Methyl Green Stain (0,1%) 50 ml
50x CG* 50x M¢?* 50x Mrf* ieweils 30 p
TACS- Nuclease 15 ul
TACS- Nuclease Buffer 1,5 ml

Aceton

J.T.Baker,8002, Deventer, NL

DAKO Pen

DAKO, S2002, Glostrup, Denmark

Biotin Blocking System

DAKO, X0590, Carpintiera, CASA

Peroxidase Blocking Reagent

DAKO, S2001, Carpiafi€A, USA

Protein Block Serum-Free

DAKO, X909, Carpintierd, ©/SA

Liquid Dab + Substrate-Chromogen Solution

DAKO, K346arpintiera, CA, USA

Peroxidase-Conjugated Streptavidin

DAKO, P0397pdera, CA, USA

Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen

DAKO, M7248arpintiera, CA, USA

Monoclonal Anti-Cyclin D1

C7464 Sigma Aldrich, Mizsgri, USA

Biotinylated Rabbit Anti-Mouse Immunglobulin

DAK@®@0464, Carpintiera, CA, USA

M -30 Cyto Death

DAKO, 2140322, Carpintiera, CA,AJS

Apoptosis Detection Kit/TACS TdT Kit

R&D, Minneali®m MN USA

37%ige Formaldehyd-Ldsung, DNAse free water

Proteinase K

Methanol JT Baker, 8045

H,0, Merck, 1.07209.0250
1 x PBS PAA, H 15-002
Methylgriin-Lésung 4800-30-18

Ethanol 70%, 90%, 100%

Herbata, 200-578-5
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Tunel (Apoptose)

Um die bei der Apoptose entstehenden Einzelstréiogler in der genomischen DNA, die
durch die Aktivitat der Nukleasen entstehen, naalesen, wurde der TUNEL (Terminale

Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick Enbeliag) durchgefihrt.

Fur die Farbung wurden 5um dicke Kryoschnitte verdet. Die Apoptose Detektion erfolgte

mit dem Apoptosis Detection Kit/TACS TdT Kit (F&&D, Minneapolis, MN USA).

Die Kryoschnitte wurden mit 37%iger Formaldehydidgdixiert. Anschlie3end erfolgte die
Permeabilisierung mittels Proteinase K-Verdau. Bité die Blockade der endogenen
Peroxidase (Quenching). Dann erfolgte die Pufferdag Schnitte fur 5 Minuten mit TdT
Labeling Buffer mit anschlieBendem Labeling firtur&le bei 37°C. Nach Zugabe von TdT
Stop Buffer erfolgte die Detektion mit Strept-HRR{Bct. Solution. Die Farbung wurde mit
DAB-Working-Solution durchgefiihrt. Nach Gegenfargunmit Methylgriinlésung wurden die
Auswertung der Ergebnisse semiquantitativ durchgefi(-), -, +, +++ fir keine, wenig,

mittel und viel Farbintensitat an verschiedeneraizgellularen Strukturen.

Ki-67
Ki-67, ein Zellkernprotein, wurde Anfang der 80ethde von Gerdes et al. entdeckt und

definiert [Gerdes 1983]. Es kann wahrend der G1;,G&2- und M-Phase des Zellzyklus
nachgewiesen werden [Endl 2000]. Da das Ki-67 in Rehephase des Zellzyklus nicht
exprimiert wird, gilt es als Marker fir den Anteproliferierender Zellen an der
Gesamtpopulation. Die Expression von Ki-67 beginnder Mitte der G1-Phase, der Spiegel
steigt im Laufe der Synthese- und G2- Phasen aretngicht das Maximum in der Mitose-
Phase [Gerdes 1983]. Nach der Mitose-Phase wird Kia87 rasch abgebaut. Die

Halbwertszeit betragt weniger als eine Stunde [Bri®92].
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Verwendet wurden 4um dicke Paraffinschnitte, dieabsteigender Alkoholreihe zunachst
entparaffiniert wurden. Bei Raumtemperatur wurderoiidase Blocking Reagenz
hinzugegeben. AnschlieRend erfolgte die Zugabepdesiren Antikdrpers. Nach 30 Minuten
erfolgte das Waschen mit TBS, dann wurde der bibiéine sekundar Antikdrper
hinzugegeben. Nach Waschen mit TBS wurde StreptadiB hinzugegeben. Die Farbung
erfolgte mit DAB, die Gegenfarbung mit Harris Hamatlin. Ausgezahlt wurden 1000

Zellen/Gesichtsfeld.

5.3. Western Blot (Caspase 3, Cyclin D1)

Die Analyse von Proteinen aus dem Lebergewebegtefohit der Methode des Western Blot.
Zur Beurteilung der Apoptose wurde Caspase 3 umthts Zur Beurteilung der

Proliferationsaktivitdt in der verbleibenden Res#le wurde Cyclin D1 untersucht. Die
Western Blot Analyse basiert auf dem Prinzip ddelgktrophoretischen Auftrennung von
Proteinen aus dem verdinnten Leberhomogenisat IsnitBDS/ Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese (SDS-PAGE). Entsprechend ihres Mdéegewichtes wandern die Proteine
durch eine Gelmatrix und werden getrennt nach ih@awicht anschlieBend auf eine
Nitrocellulose-Membran mittels Wet-Transfer-Methodgeblottet. Die spezifische

Proteinbande wird nach Inkubation der Membran niitera Primarantikorper und der
Behandlung mit dem entsprechenden sekundaren Apgkdmittels Chemilumineszenz-
Reaktion sichtbar gemacht. Prinzipiell reagiertribé® der spezifische Primarantikdrper mit
dem zu untersuchenden Protein, welches an der dditnbose-Membran gebunden ist,
wahrend der sekundare Antikbrper wiederum mit derfragment des primaren Antikérpers
reagiert. Da der Sekundarantikdrper mit einer Hdese modifiziert ist (peroxidase-labeled),
oxidiert dieser das in der ECL-Detection-Reagerthatene Luminol. Dies fuhrt sodann zu

einer Lichtemission mit einer maximalen Wellenlangen 428 nm, welche in einer
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Dunkelkammer mit Hilfe von Entwicklergerat und Fildie spezifischen Banden sichtbar

werden lasst [Luss 1994].

Tabelle 18 Western Blot Materialien/Geréte

Blockthermostat BT100 Kleinfeld-Labortechnik, Getangd D

Mini Protean 3 Electrophoresis-Cell-Set Bio-Rady-B301, Miinchen, D

Mini Trans-Blot Cell-Set Bio-Rad, 170-3930, Minchén
Nitrocellulose-Membran Bio-Rad, 162-0112, Minchen,
Gel-Blotting-Papier Schleicher&Schuell, 10426694 s8sl, D
Kodak Film Kodak, 636 03 5, Rochester, NY, USA
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Tabelle 19 Western Blot Reagenzien

NaHP0O,2H,0

Merck, 1.06345.1000, Darmstadt, D

Na, HPO42H, O

Merck, 1.06580.1000, Darmstadt, D

Glycin

Serva, 23390, Heidelberg, D

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Merck, 8.17034.1000, Hohenbrunn, D

Tris Base

Sigma, T-1503, Steinheim, D

Tris HCI

Sigma, T-3253, Steinheim, D

Acrylamid 30%

Roth, 3029.1, Karlsruhe, D

6-Aminohexansaure

Merck, 8.00145.0250, Hohenbrunn, D

Ammonium Persulfat

Sigma, A-9164, Steinheim, D

Methanol

J.T.Baker, 8045, Deventer, NL

Tetramethylethylenediamine

Sigma, T-9281, Steinheim, D

Tween20

Aldrich, 27.434-8, Steinheim, D

Mercaptoethanol

Calbiochem, 444203, Darmstadt, D

Bromphenol Blue

Sigma, B-6896, St.Louis, MO, USA

Glycerol Sigma, G-7757, Steinheim, D
DTT Sigma, D-0623, Deisenhofen, D
TES Sigma, T-0772, St.Louis, MO, USA

Blot-Quick-Blocker (Milchpulver)

Chemicon, 2078E, Temecula, CA, USA

ECL Western blotting detection reagents

Amersham, RPN2106, Freiburg, D

Rainbow protein molecular weight marker

Amersham, RPN756, Freiburg, D

Igepal CA 630 Sigma |- 3021, Deisenhofen, D
Mercaptoethanol Calbiochem 444203
Anti-Cyclin D1 Pharmingen, 100 pg, 556470

Anti Caspase 3,

New England Biolabs 9662, USA

Sekundare Antikorper

Anti-mouse IgG/ECL, HPR-linked

NA 931, Fa. Amershafeiburg, D

Anti-rabbit IgG/ECL, HPR-linked

NA 934, Fa. AmershaFreiburg, D
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Caspase 3

Caspasen zahlen zu den Hauptmediatoren der Apddisedktivierung von Caspasen fiihrt
zur Proteolyse von wichtigen intrazellularen Sufttstn und schlie3lich zum Zelltod. Es
handelt sich bei den Caspasen um Cystein Proteinase spezifisch Peptidbindungen C-
terminal von Aspartat spalten [Cohen 1997]. Caspastellt einen etablierten Marker fir

apoptotische Zellen dar [Cohen 1997].

Cyclin D1

Cyclin D1 ist ein nucleares Protein und ist anegulation der Zellzyklusprogression der in
die Regeneration eintretenden Hepatozyten beteilign Komplex mit den sog.
zyklinabhangigen Kinasen(cdk) steuern die Zykliea &intritt der Zellen in die S-Phase des
Zellzyklus. Die Expression von Cyclin D1 wahrend gedreplikativen Phase (GO-Phase) ist
entscheidend fir die weitere Progression des Zeéllgy denn von diesem Zeitpunkt an sind
die Zellen in der Lage, unabhangig von Wachstunsfeh in die Mitose einzutreten [Fausto
2000, Court 2002]. Dieser Zeitpunkt wird auch dBl;restriction point* bezeichnet [Fausto
2000]. Durch die Analyse des Cyclin D1 im Westeotldann die proliferative Aktivitat der

verbleibenden Restleber nach partieller Hepatelddrastimmt werden.

5.4. Malondialdehyd (MDA)-Konzentration im Lebergewebe

Malondialdehyd ist ein Produkt der Lipidperoxidatiodie wiederum durch Reaktion von
freien Sauerstoffradikalen mit ungesattigten Fetesa der Zellmembran in Gang gebracht
wird [Esterbauer 1991]. Die Bestimmung des MDAeist Mal? fur die oxidative Schadigung
des Gewebes. Die quantitative Messung der MDA-Komiadon im Lebergewebe wurde
nach der Methode nach Ohkawa durchgefiihrt [Ohke8v&]1 Genutzt wurde die Eigenschaft

von Malondialdehyd, mit Thiobarbitursdure in sauté€isung (pH 3,5) zu einem roten
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Farbkomplex (thiobarbitursdurereaktive Substanz@BARS) zu reagieren, welcher

spektrophotometrisch bei 532 nm gemessen werdem kan

Tabelle 20 Malondialdehyd Materialien, Reagenzien

Natriumdodecylsulfat (SDS) 8,1% Pharmacia 80-1128-7
1,1,3,3-Tetraethoxypropan (TBA) 0,6% Sigma T-5500
n-Butanol Sigma BT-105

Pyridin Sigma P-3776
2-Thiobarbitursaure 0,8 % 0,049 mol/l Sigma T-5500

Acetatpuffer (20 %-ig mit NaOH auf ph 3,Acet acid, Merck 100063250
titriert)

1,1,3,3Tetraethoxypropane (TTOP) Sigma T-9889

Das Reaktionsgemisch wurde fiir 60 Minuten bei 9ii@biert. Nach Abkihlung im Eisbad
wurden 0,2 ml dest. # und 1,0 ml Butanol/Pyridin (Verhaltnis 15:1) zggben. Nach 20
minltigem Schitteln und folgender ZentrifugatiorD (din bei 1000 U/min) wurde die
Lipidkonzentration nach Uberfiihrung der Butanolghasdie MeRkiivette fluorometrisch auf
Lab-Quant Shimadzu RF-5001 PC bei 515 nm Extin£i®® nm Emission gemessen. Die
Konzentration der TBARS wird nach Subtraktion degfwertes auf der Basis der Eichkurve

bestimmt. Als Standard diente Tetraethoxypropan.
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5.5. Myeloperoxidase (MPO)-Konzentration im Lebergeebe

MPO wird aus neutrophilen Granulozyten freigesefair Beurteilung des Ausmafes der

postoperativen Gewebeinflammation wurde die MPOz¢€nitration in der Leber gemessen.

Tabelle 21 Myeloperoxidase Materialien, Reagenzien

KoHPO, Merck, 1.05104.1000, Darmstadt, D
KoEDTA Fluka, 03662, Neu-Ulm, D

KH, PO, Merck, 4873.1000, Darmstadt, D
HTAB Sigma, H-9151, Deisenhofen, D
TMB Sigma, T-2885, Deisenhofen, D
DMSO Fluka, 41640, Neu-Ulm, D

H,0, (30% stabilisiert)

Merck, 822287, Hohenbrunn, D

H.SO, 2N

Merck, 731.100150, Darmstadt, D

BCA Reagenz

Sigma, B-9643, Deisenhofen, D

Aceton

Riedel de Haen, 32201

Natronlauge

Baker, 7097

CuSO4

Merck, 1.02790, Darmstadt, D

HCLOA4

Merck, 1.00514.1000, Darmstadt, D

MPO (fir Standards)

Sigma, M-6908, Deisenhofen, D

Um die MPO Konzentration in der Leber zu bestimmearden 100 mg kryokonserviertes
Gewebe in 0,056 M Kaliumdihydrogenphosphat Puffer d un 0,5%igem
Hexasecyltrimethylammoniumbromid (HTAB) dismembtieAnschlielend erfolgte die
Probenlagerung auf Eis. Aus den neutrophilen Goaytén wird durch das HTAB MPO
freigesetzt. Nach Inkubation von jeweils 1 ml ddoetstande erfolgte die Zentrifugation mit
1500 x g fur 2 Minuten. 25ul der Proben wurden imeeMikotiterplatte pipettiert. In die
Mikrotiterplatte wurden anschlieRend 190 pl eineg®iH KH, PQ, (1:18.000) und 25ul
DMSO (0,1%) gegeben. Um die kinetische Reaktioruaterbrechen, erfolgte nach einer 5

minltigen Inkubationszeit bei 37°C die Zugabe vén|8 einer 2 M HSQO,-Losung. Die
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Messung der MPO Konzentration erfolgte ber dieirkiibn bei 450 nm im Fluostar und

wurde Uber eine Standardkurve berechnet.

5.6. Reverse Transkription und DNAse-Verdau (VEGFHGF, TGF-R3, IL-1R)

Mittels Reverse Transkriptase-Polymerase Ketterkfrea(reverse transkriptase-polymerase
chain reaktion; rt-PCR) wurden Interleukin 1-3, sowlie Wachstumsfaktoren HGF und
VEGF sowie die Inhibitoren der Regeneration IL-1ffd uTGF-B aus dem Lebergewebe
bestimmt. HGF ist der bekannteste und wichtigstechWamfaktor der Leberzellen. Bei
Ratten steigt das HGF ca. 1 h nach partieller Hgpatie um das 20-fache an und féllt nach
72 h wieder auf Normalwerte [Markus 2000]. TGF indut DNA Synthese in kultivierten
Hepatozyten [Court 2002]. TNé&-gehort zu den Priming Faktoren der Leberregermaraind
triggert, wie auch das IL-6, den Eintritt der Zalleon der GO- in die G1-Phase [Court 2002].
Daruber hinaus zahlt IL-13 zu den proinflammatdrést Mediatoren, die entscheidend an der
Initierung des Ischamie/Reperfusionsschadens llgtesind [Suzuki 1994]. Zu den
Inhibitoren der Leberregeneration gehéren die Zyi@kTGF-Z und IL-13. Die TGF-R3-
Konzentration im Gewebe/Serum ist etwa 4 h nachighar Leberteilresektion erhoht und

erreicht ihren Maximalwert nach etwa 72 h.

Die isolierte Gesamt RNA wurde zunachst - um eiatidmination mit genomischer DNA
zu verhindern - mit Desoxyribonuclease | behand®lh. Ansatz erfolgte bei Raumtemperatur
die Inkubation von 1mg RNA il 10x DNase | Reaction Buffer und 1 U DNase | inl7
Aqua bidest fir 15 min. Die Reaktion durch Zugalba % pl 25 mM EDTA gestoppt. Um
eine Kontamination mit genomischer DNA zu vermejdenrde die isolierte Gesamt-RNA
mit Desoxyribonuclease | behandelt (einem einzatl doppelstrangigen DNA abbauenden
Enzym). Hierbei wurde pro Ansatzuy RNA mit 1ul 10x DNase | Reaction Buffer und 1 U

DNase | in 7ul Aqua bidest fur 15 min bei Raumtemperatur inkubi&estoppt wurde die
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Reaktion durch Zugabe von |8 25 mM EDTA. Die semiquantitative Untersuchung der
MRNA-Expression erfolgt durch Synthese des kompigdten DNA-Strangs aus der
isolierten Gesamt-RNA von jedem vorhandenen mRNAeWid@ mit Hilfe des Retroviren-
Enzyms Reverse Transkriptase Im nachsten Schrid wn der komplementdren DNA
(cDNA) die Polymerase-Kettenreaktion (s.u.) durdbbe. Hierzu wurde in einem
Gesamtansatz von 10 1ul einer 0,1ug/ul konzentrierten RNAL6sung verwendet. Es folgte
die Hinzugabe von 2 10-fach PCR-Puffer, I Random Hexamer Oligonukleotide (0,1
mM), 0,5 mM Desoxynukleotidtriphosphat (ANTPs), Adpidest, 1,1u Dithiothreitol (100
mM), 0,5 ul Rnasin (40 Udl) und anschlieBende Inkubation in einem PCR-Theytler
(Biometra) bei 21°C fur 10 min, gefolgt von 37°Crfli h und 95°C fir 5 min. Zur
Identifizierung von DNA-Kontamination bzw. falsch ogitiven Banden wurden
Kontrollreaktionen durchgefiihrt, indem Proben oRewerse Transkriptase bzw. Aqua bidest

bei der RT-PCR eingesetzt wurden.
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Polymerasekettenreaktion (PCR)

Tabelle 22 PCR Materialien und Geréate

Total RNA- Isolationsset

Nucleo Spin RNA I

Feinwaagen

Sartorius type 1518, Sartorius AC 1215

Homogenisierer

Ultra- Turrax T25; Janke & Kunk&kA
Labortechnik

PCR- Entwickler

GENE FLASH, Syngene Bio Imagine

pH- Meter

pH- Meter CG 840

Thermocycler

PTC 100TM ; Programmable Thermal
Controller Bio Rad DNA Engine Gradient
Cycler MJ Research PTC- 200 Peltier
Thermal Cycler

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R
Agarose Eurogentec Lot. GC 53022]
Basenpaarleiter Amersham 100 Base

dNTP Gibco BRL

Ethidiumbromid Sigma E- 8751, Deisenhofen, D
MgCl

Oligo (dT)Primer Invitrogen

Taqg Polymerase Gibco BRL

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Sigma, D-5758, DeiserhoD

Guanidiniumthiocyanat

Sigma, G-7028, Deisenhofen, D

Ethanol

Merck, 1.00986, Darmstadt, D

Natriumcitrat

Merck, 6586, Darmstadt, D

N-Lauryl-Sarcosin

Sigma, L-9150, Deisenhofen, D

3-Mercaptoethanol

Sigma, M-6250, Deisenhofen, D

Natriumacetat

Sigma, S-2889, Deisenhofen, D

Isopropanol Sigma, 405-7, Deisenhofen, D
Phenol Sigma, P-4682, Deisenhofen, D
Oligo(dt) 12-18 Gibco, 18418-012, Karlsruhe, D
Rnasin Promega, N2111, Mannheim, D
10x PCR-Puffer Gibco, Y02028, Karlsruhe, D
MgCI2 Gibco, Y02016, Karlsruhe, D
DNTP Gibco, 10297018, Karlsruhe, D
DEPC Sigma, D-5758, Deisenhofen, D
DTT Gibco, Y0014, Karlsruhe, D

Super Script 2

Gibco, 10297018, Karlsruhe, D

Taqg Polymerase

Fa. Interactiva, Ulm, D

Bromphenolblau

Sigma, B-6896, Deisenhofen, D

Borsaure Sigma, E-5134, Deisenhofen, D
Glycerol Sigma, G-5516, Deisenhofen, D
Tris HCL Sigma, T-3253, Deisenhofen, D
Xylencyano Sigma, X-4126, Deisenhofen, D

44



Durch die PCR ist es mdoglich, kleinste Mengen vpazifischen DNA-Abschnitten durch
gezielte exponentielle Vervielfaltigung dieser DNFRagmente zu bestimmen. Das Prinzip

der PCR besteht in der zyklischen Wiederholung4@%) der folgenden drei Einzelschritte:

1. Denaturierung:
Die DNA-Doppelstrange zerfallen bei 95°C in dieds#i komplementéren Einzelstrange.

2. Ankopplung (,Annealing"):
cDNA-spezifische Oligonukleotide (,Primer”) lagesith an die komplementare cDNA an.

3. Verlangerung ("Elongation"):
Verlangerung des Primer/cDNA-Hybrids vom 3'-Ender lteirch eine DNAPolymerase.

Durch die Verwendung einer thermostabilen DNA-Payase aus dem Bakterium Thermus
aquaticus ("Taqg-Polymerase") wird die automatisi®tiederholung dieser drei Einzelschritte
in einem Thermocycler ermoglicht, ohne dass nach Benaturieren wieder neues Enzym
zugesetzt werden muss. Mit jedem Durchlauf dieser Schritte verdoppelt sich theoretisch
die Anzahl der Genfragmente, wenn die Reaktiondefiz der PCR bei eins lage. Die
Nukleotidsequenz der einzelnen Primer wird an Haled publizierten Sequenzen des
Zielgens ausgewahilt. Aufgrund der groReren Anzahln amdglichen
Wasserstoffbrickenbindungen ist ein hoher Prozemtsa GC-Basenpaarung zwischen
Primer und dem komplementéaren cDNA-Fragment gingiig Beurteilung der PCR wurde
als interner Standard 3-Actin mitgefiihrt, um densiiz gleichmaRiger DNA Mengen in den

untersuchten Proben zu kontrollieren.
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Oligonukleotide (Primer)

Die Sequenzen und Lange der amplifizierten PCR tktedbetrugen:

beta Actin Interactiva, Ulm

sense: 5°'ACC CACACT GTGCCCATCTA 3

antisense: 5°CGG AACCGCTCATTG CC 3’

VEGF Interactiva, Ulm

sense: 5°GGT GTG GTG GTG ACATGG TTA ATC3®
antisense: 5°CCA GCA CAT AGG AGA GAT GAG CTT C3®
HGF Eurofins MWG GmbH, Bad- Homburg

Sense: 5 GCT GCC TCC TTT ACC AAT GA 3
Antisense;: 5° CCC CTA TGC AGA AGG ACA GA 3

TGF beta Interactiva, Ulm

sense: 5°CTG CTC CAC CTT GGG CTT GCG ACC CAC3’
antisense: 5°CGA GGT GAC CTG GGC ACC ATC CAT GAC3
IL- 1 beta Interactiva, Ulm

sense: 5'AAG AAG GTG CTT GGG TCC TCA TCG3®
antisense: 5°CTT CCT TGT GCA AGT GTC TGA AGC3’

Das B-Actin Primer-Paar Uberspannt ein Intron und misséder in der Lage sein,
Kontaminationen mit der DNA aufzudecken. Tatsa¢thkommt es auf Grund von mRNA
komplementaren Abschnitten in der genomischen DN#sdudogenen®) zur Amplifikation

von Amplifikaten identischer GroéRRe, die mit der iesg der mRNA konkurrieren und damit
das Ergebnis nach unten verféalschen. Um Kontanonater (—=)-RT Probe mit genomischer
DNA entgegenzutreten, wurde die oben erwéhnte Bi#bag der praparierten RNA mit

Desoxyribonuclease | etabliert.
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Durchfiihrung der PCR
Die PCR wurde in Reaktionsanséatzen voplsfurchgefiihrt. Darin enthalten wapl3?CR

Puffer, 3ul MgCl (25mM), 0,3ul dNTP (jeweils 25mM) 1,5l des Primer | (sense), 1,6
des Primer Il (antisense) und 34y¥ steriles Wasser. Diese Bestandteile wurden fér di
Gesamtanzahl der untersuchten Proben in ein 5 ofiegr ReaktionsgefaR (Master—Mix)
pipettiert, geschiittelt und auf die einzelnen EpjpelReaktionsgefale verteilt. Die
amplifizierten cDNA-Fragmente wurden durch Elektiopese im Ethidiumbromid-
gefarbtem, 2%igen Agarosegel aufgetrennt. Die DNékden wurden nach Anregung im
UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert (Geldwolantationssytem 5000,
Geldokumentationssytem mit Diana Software, Firma yt&s). Als molekularer
Massenstandard wurden 100 bp-DNA-GréRenmarker wvetete 1@l Aliquots jeder
cDNAProbe wurden so verdinnt, dass die Bandensiek@-Actin-PCR in allen Proben
gleich war. In den durchgefuhrten Validierungsekpenten durch den Einsatz von Proben
mit definierter RNA-Konzentration erwies sich dieggwandte semiquantitative RT-PCR als
geeignete Methode, grof3e und mittlere Unterschiadeiner mRNA-Konzentration eines
Zielgenes reproduzierbar zu bestimmen. Die MetHade sich unkompliziert auf ein neues
Primer-Paar Ubertragen. Die graphische DarstellieargGenexpression wurde mit Hilfe des

Software Programms UN-SCAN-IT Version 6.0 durchyefi
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5.7. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die ELISA Technik basiert auf der Bindung von zweitikbrpern an das nachzuweisende
Antigen. Zunachst wird ein spezifischer Antikorpsn eine Mikrotiter Platte gebunden.
AnschlieBend wird die Probe mit dem nachzuweiserddsikorper mit dem Primarantikorper
inkubiert. In dieser Zeit bindet der Primar-Antiggr an das Antigen. Durch das
nachfolgende Waschen werden die ungebundenen Antér Probe entfernt. Nach
Hinzugabe eines zweiten, sog. Detektions-Antikspean dessen Ende ein Enzym
(Alkalische Phospahtase) gebunden ist entstehAdgkorper-Antigen-Antikbrper-Komplex
(Sandwich). Nach Zugabe eines Chromogens entstebh dlie alkalische Phosphatase eine
Farbreaktion, die photometrisch gemeseen werdem. kéatfierbei ist die Farbintensitat

proportional zu der Konzentration des zu bestimmeanaintigens.

Interleukin 6 (IL-6)
IL-6 zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinelr-a ist ein pleiotropes Zytokin und wirkt

auf verschiedene Zellen. Das IL-6 wird u.a. in Lyrapyten, Monozyten, Fibroblasten und
Hepatozyten gebildet [Streetz 2000]. Freigesetatdwdas IL-6 als Antwort auf eine
ischamische oder traumatische Gewebeschadigungaidéz Infektion bzw. Endotoxindmie
[Streetz 2000]. Durch direkte Wirkung auf den 2Zgdms wird dem IL-6 eine
Schlisselfunktion bei der Induktion der Hepatozy®eoliferation zugeschrieben [Cressman
1996]. Zur Messung der IL-6-Konzentrationen im Rlaswurden Immunoassays der Firma
R&D eingesetzt (Quantikine, human IL-6, R&D Systergsirope, Abington, United

Kingdom).

Tabelle 23 Interleukin 6 Materialien und Geréate

Quantikine, Rat IL- 6 Immunoassay R& D Systems GO®) Abington, UK

96- Well- Platte

Galxy Fluostar bMG
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Alle Reagenzien und Proben werden vor der BenutbeniRaumtemperatur gelagert.

In eine 96 Wellplatte werden pro Vertiefung 50ulsAg Diluent RD1- 54 vorgelegt,
anschlieBend werden 50 pl Standard, Kontrolle 8debe pro Well pipettiert, die Platte wird
fir eine Minute leicht geschwenkt, mit Folie abgddeund flr zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Jede Vertiefung wird déimfmal geleert und gewaschen, dafir
wird jedes Well mit 400 pl Waschpuffer gefillt uadschliel3end fir gute Ergebnisse restlos
geleert. Nach dem letzten Waschen wird der Waséapuéstlos entfernt und durch das
Schlagen auf Papiertiicher getrocknet. In einemenasit Schritt werden 100 pl Ratten IL- 6
Konjugat in jedes Well gegeben, mit Folie abgedeckid fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Platteest finfmal gewaschen, wie oben
beschrieben. Nachfolgend werden 100 pl Substrattiisbestehend aus gleichen Teilen A
und B Reagenz in jedes Well gegeben. Nach halbgtgindnkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur werden 100 pl Stoplésung hinzugegebe die Platte leicht gemischt. Zum
Schluss wird die optische Dichte mittels des Flaonstalaxy bei einer Wellenlange von

450nm gemessen.
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6. Statistische Auswertung

Fir die Variablen AST, ALT, LDH, GLDH, IL-6, KI-67Mitosen, MPO und MDA.wurde in
allen Gruppen Mittelwerte, Standardabweichungen died Quartile berechnet. Zusatzlich
wurden die Variablen in Boxplots dargestellt. Umridalverteilung zu erreichen, gingen in
die konfirmatorische Analyse die logarithmierten ‘#eder Variablen ein. Auch in den
Diagrammen wird eine logarithmische Skala verwendie Auswertung erfolgte dann
mittels Varianzanalyse (ANOVA) mit den Faktoren tZédrankheitsstatus (gesunde versus
Fettleber) und C® Unterschiede zwischen verschiedenen Zeitpunkterdem mit dem
nichtparametrischen Mann-Whitney Test analysieras DSignifikanzniveau wurde auf
alpha=0.05 gesetzt. Eine Korrektur fir multiplestEa wurde nicht durchgefiihrt, da davon
ausgegangen werden kann, dass die untersuchteabléarieine hohe positive Korrelation

aufweisen. Alle statistischen Analysen wurden riiS 15.0 durchgeftihrt.
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D Ergebnisse

1. Vorversuch

Im Vorversuch wurde untersucht, ob das CO2-Pneunitopeum die Leberzellen schadigt.

Hier wurden sowohl die gesunden als auch die Teteiner Fettleber untersucht.

1.1. Induktion der Fettleber

Die Induktion der Fettleber war nach 5 Tagen algessen. Histologisch zeigte sich das
Bild einer mikro- und makrovaskularen Steatosis déh morphologischen Zeichen einer

begleitenden Steatohepatitis (Abb. 9).

Abbildung 9 HE-Farbung Fettleber, VergroRerung x 40

Die Abbildung 9A zeigt einen histologischen Schmither 60-70%igen, grobtropfig diffus

verfetteten Leber mit leichter Aktivierung der Kégrschen Sternzellen und vereinzelten
Leberzellnekrosen.

In den Periportalfeldern sind leichte Lymphozytdifirationen zu erkennen. Auf der

Abbildung 9B ist eine gesunde Rattenleber zu sehen.
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1.2. Pneumoperitoneum und Leberzellschadigung beed gesunden und bei der
Fettleber

Im Vergleich zu den Tieren ohne @®neumoperitoneum, zeigten sich bei den Tieren nach
CO,-Pneumoperitoneum sowohl bei den gesunden als bacllen Tieren mit Steatosis
hepatis signifikant erhéhte Serumwerte fur AST (0€Q), ALT (p<0,001), GLDH (p=0,019)
und LDH (p=0,009) (ANOVA-Analyse). Die Tiere mit &ittosis hepatis wiesen auch ohne
COx-Pneumoperitoneum einen signifikant ausgepragteepatozellularen Schaden als die
gesunden Tiere auf (AST p<0,001; ALT p<0,001; GLp*+0,002) (ANOVA-Analyse).

(Tab. 24, Abb. 10, 11).

Tabelle 24 EinfluR des C@-Pneumoperitoneums auf die Transaminasen bei Tieremit
gesunder- und Tieren mit Fettleber

Angegeben sind Medianwert sowie das 1. und 3. Qugrt0,05 Vergleich der Parameter zu
den einzelnen Zeitpunkten G@ersus ohne CAMann-Whitney-Test).

**n CO; versus ohne Cgunabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettlebsugegesunde
Leber (unabhéangig vom GD(beides ANOVA-Test).

TZ: Totungszeitpunkt

Parameter TZ |Gesunde Leber Fettleber
CO, ohne CQ CO, ohne CQ
AST (U/l) 6h 74,0% 62,0 99,0 77,0
** p<0,001 (73,25; 137,3) (55,3; 70,3) (72,0; 134,0) |[(61,0;77,0)
+ p<0,001 12h |85,5* 48,0 159,0 74,0
(81,0; 94,5) (41,5; 53,5) (72,0; 134,0) |(62,0; 94,0)
24h |63,5% 28 138,0 62,0
(62,8; 68,0) (21; 32) (58,0; 157,0) |(60,0; 63,0)
ALT (U/) 6h 33,0* 11,5 44,0 30,0
** p<0,001 (27,0; 39, 3) (11,5; 28,0) (49,0; 66,0) (51,0; 53,0)
+ p<0,001 12h |53,5* 13,0 55,0 49,0
(48,2; 56,2) (11,5; 28,0) (45,0; 66,0) (27,0; 51,0)
24 h |40,0* 13 78,0 55,0
(37,0; 41,3) (12;17) (30,0; 83,0) (43,0; 56,0)
GLDH (U/l) 6h 12,0* 6,9 10,3 10,7
** p=0,019 (9,6; 15,6) (5,0; 9,8) (9,1; 10,7) (8,4;17,9)
+p= 0,002 12h 6,1 6,8 11,2 7,8
(3,5; 8,7) (5,0; 9,4) (10,0; 13,5) (6,7; 7,0)
24h |59 150 39,0 6,4
(5,4;7,9) (132; 162) (6,1; 40,4) (6,1; 7,0)
LDH (U/l) 6h 398,5* 247,0 267,0 340
** p=0,009 (239,0; 431,8) (233,5; 292,0) (207,0; 356,0) |(230,0; 428,0)
+ p=0,054 12h |297,5* 200,0 398,5 532,0
(239,0; 431,8) (192,0; 209,0) (333,3; 669,0) |(313,0; 685;0)
24h |295 5 364,0 203,0
(274,5; 348,0) (4; 8) (343,0; 292,0) |(137,0; 230,0)
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Abbildung 10 Hepatozellulare Schadigung (AST) ohn®esektion mit und ohne CQ-
Pneumoperitoneum bei gesunder (A)- und Fettleber (B

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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Abbildung 11 Hepatozellulare Schadigung (ALT) mit und ohne CG-
Pneumoperitoneum

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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2. Hauptversuch

Im Hauptversuch wurde der Einfluss des ;C®neumoperitoneums nach 70%iger

Leberteilresektion untersucht.

2.1. Leberzellschadigung

Die Leberzellschadigung war bei den gesunden utiiteBertieren nach vorausgegangenem
COx-Pneumoperitoneum signifikant hoher als ohne-€@eumoperitoneum (AST, p<0,001;
ALT, p<0,001; LDH, p<0,001; GLDH, p=0,001;). Durctliie Steatosis hepatis wurde
unabhangig vom Cg&Pneumoperitoneum der hepatozellulare Schaden avkrs{AST
p<0,001; ALT p<0,001; LDH p=0,032; GLDH p<0,001)enders deutlich waren die
Unterschiede der hepatozellularen Schadigung imtiertier ersten 48 h zu sehen. Nach 4
bzw. 7 Tagen war kein signifikanter Unterschied stlien den Tieren mit und ohne £0
Pneumoperitoneum zu messen. Auch der Unterschiethzen den Tieren mit Fettleber und
den gesunden Tieren war am 4. und 7. postoperafiagnnicht mehr signifikant (Tab. 25,

Abb. 12-15).

54



Tabelle 25 Einfluss des C@Pneumoperitoneums auf die Transaminasen bei Tieremit
gesunder und Tieren mit Fettleber nach Leberteilresktion

Angegeben sind die Medianwerte sowie das 1. und@uartil. *p<0,05 Vergleich der
Parameter zZu den einzelnen Zeitpunkten »,CO versus
ohne CQ (Mann-Whitney-Test). **p C@ versus ohne CO (unabhédngig vom
Gesundheitsstatus),+p Fettleber versus gesunder Lglmabhéngig vom C£) (beides
ANOVA-Test). TZ: Tétungszeitpunkt

Parameter TZ | Gesunde Leber Fettleber
CO, ohne CQ CO, ohne CQ
AST (U/l) 12 h | 3358,0* 701,0 5670,0* 3287,5
** p<0,001 (3188,8; 3500,0) | (640,0; 870,0) (3470,5; 8923,0) |(2145,0; 4699,75
+ p<0,001 24 h|1667,0% 570,0 1513,5 2257,5
(1057,8; 2273,5) | (540,0; 645,0) (1229,8; 2569,5) [(1820,3; 2574,0)
2d |780,0* 395,5 966,5* 619,0
(663,5; 918,8) (378,8; 429,3) (741,75; 1199,2) |[(536,0; 782,5)
4d |117,0 105,5 105,5 116,5
(97,0; 388,5) (94,3; 112,8) (84,0; 173,3) (76,5; 157,3)
7d |955 86,0 94,0 73,5
(85,8; 103,0) (68,8; 105,3) (86,2; 97,3) (60,0; 88,8)
ALT (U/) 12 h|1722,5* 492,0 3149,0 893,5
** p<0,001 (1448,8; 1873,8) | (475,0; 492,0) (2116,0; 4135,5) [(822,0; 1817,5)
+ p<0,001 24 h|656,0 714,0 868,5 1423,5
(531,3; 919,5) (665,0; 770,0) (760,0; 1204,8) (1185,7; 1565,5)
2d |388,0* 1845 493,0 297,5
(314,8; 448,3) (166,3; 211,5) (393,8; 539,5) (236,3; 540,0)
4d |485 445 45,0 42,0
(33,8; 125,8) (39,5; 55,5) (32,8; 75,5) (23,8; 59,8)
7d |46,0 33,5 39,5 30,5
(39,8; 52,3) (26,8; 46,3) (33,8; 44,5) (25,0; 36,8)
LDH (U/l) 12 h | 6300,0* 3200,0 17480,0 11660,0
** p<0,001 (5460,0; 7040,0) | (2913,0; 3426,0) |(3078,0; 22525,0) |(6570; 16595,0)
+ p=0,032 24 h | 1248,5* 752,0 939,5 1185,5
(1072,0; 1589,8) | (546,0; 913,0) (497,3; 1463,3) (1053,7; 1408,2)
2d |777,5* 204,5 401,5 204,5
(601,5; 964,5) (179,3; 224,5) (239,0; 939,8) (160,3; 343,3)
4d |[2825* 105,0 175,5 157,5
(212,8; 301,3) (85,5; 151,8) (162,0; 232,5) (136,3; 189,0)
7d |475,5* 70,5 278,0* 2245
(340,3; 707,5) (54,5; 114,3) (240,3; 339,8) (193,0; 238,5)
GLDH (U/l) 12 h | 2527,5* 1772, (1640,0; 3737,0 2104,0
** p=0,001 (1947,3; 2936,3) [ 1941,0) (2791,5; 5222,0) [(1631,0 (3303,0)
+ p<0,001 24 h|1772,5 2490,0 (2430,0; 2158,5 5235,0
(1314,0; 1968,0) | 2624,0) (1539,8; 5282,5) |[(4985,5; 6813,0)
2d |1210,0* 711,0 (671,3; 742,3)2097,5 1210,0
(1014,8; 1670,5) | 40,0 (1905,3; 2548,0) [(917; 1900,0)
4d (1435 (22,5; 52,3) 76,6 65,5
(39,8; 336,3) 11,5 (54,4;172,4) (48,0; 120,75)
7d |14,0 (7,8; 18,0) 18,4 13,3
(11,8; 18,0) (18,2 (22,9) (10,3; 20,5)
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Abbildung 12 Hepatozellulare Schadigung (AST) mit nd ohne

CO2-Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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Abbildung 13 Hepatozellulare Schadigung (ALT) mit und ohne
CO,-Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion
Mann-Whitney Test; *p<0,05.
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Abbildung 14 Hepatozellulare Schadigung (GLDH) mitund ohne
CO2-Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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Abbildung 15 Hepatozelluldre Schadigung (LDH) mit und ohne
CO2-Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion

Mann-Whitney Test; *p<0,05.
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2.2. Oxidativer Stress (Malondialdehyd im Lebergewee)

Das Malondialdehyd im Lebergewebe war bei den gisurwie auch bei den Tieren mit
Fettleber nach Leberteilresektion und vorausgegageCQ-Pneumoperitoneum signifikant
hoéher als in den Vergleichsgruppen ohne vorhei@@sPneumoperitoneum (p=0,009) (Tab.
26, Abb. 16). Bei den Tieren mit Fettleber war dent hinaus mit und ohne GO
Pneumoperitoneum signifikant mehr MalondialdehydLiebergewebe nachzuweisen als bei
den gesunden Tieren (p=0,02). Das Maximum an Madthehyd war bei den gesunden

Tieren nach 12 h und bei den Tieren mit Fettlelaehr24 h nachweisbar.

Tabelle 26 Einfluss des C@Pneumoperitoneums auf den oxidativen Stress

Malondialdehyd (MDA) im Lebergewebe. *p<0,05 Veligleder Parameter zu den einzelnen
Zeitpunkten CQ@versus ohne CQMann-Whitney-Test) . **p C@versus ohne CO
(unabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettlebsusagesunde Leber (unabhangig vom
CQ,) (beides ANOVA-Test), TZ: Tétungszeitpunkt

Gesunde Leber | Fettleber
Parameter | TZ mit CO ohne CQ mit CO, ohne CQ
MDA 12h |[84,5(71,7;100,4) 70,2 (62,4; 80,8) | 87,8 (71,4; 97,7) | 74,0 (69,2; 78,7)
[Hmol/ug]
24h |72,6*(67,2;77,5)64,2 (58,7;65,5) | 84,7 (65,0; 104,3) 94,1 (76,4; 101,9
** n=0,009

+p=0,02 |2d |62,13(51,4;92,5)58,6 (53,5; 59,4) |91,4 (79,1; 101,4) 74,2 (64,8; 81,6)

4d |59,2* (55,2; 69,6)| 50,2 (47,7; 51,9) | 64.,9* (57,8; 85,4)| 54,2 (49,7; 57,4)

Abbildung 16 Oxidativer Stress (MDA) mit und ohne GD,-Pneumoperitoneum bei
gesunder- (A) und Fettleber (B) nach Leberteilresedtion

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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2.3. Interleukin-6

Das proinflammatorische IL-6 im Serum war in deug@e der gesunden und kranken Tiere
insgesamt Uber alle Zeitpunkte nach Leberteilrésekt mit vorherigem C@
Pneumoperitoneum signifikant hdher als ohne Pneenitopeum (p<0,001) (Tab. 27, Abb.
17). Bei den kranken Tieren war die IL-6 Konzentmnat unabhangig vom CgO
Pneumoperitoneum signifikant niedriger als bei desunden Tieren (p<0,001) In der Gruppe
der kranken Tiere mit Pneumoperitoneum ist die Ii@sschittung Uber alle Zeitpunkte
hoher als in der Vergleichsgruppe ohne,@eumoperitoneum, wobei der Unterschied hier
nicht signifikant ist (p=0,831). Bei den gesundemnl rettlebertieren war mit und ohne £0

Pneumoperitoneum die IL-6 Konzentration nach 1@s$tqperativ am hochsten.
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Tabelle 27 Einfluss des CO2-Pneumoperitoneums aubd proinflammatorische
Interleukin 6 nach Leberteilresektion

*p<0,05 Vergleich der Parameter zu den einzelndtpidekten CQ versus ohne CQQMann-
Whitney-Test). **p CQ versus ohne CQ(unabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettleber
versus gesunde Leber (unabhéangig vom)Geides ANOVA-Test), TZ: Tétungszeitpunkt

Gesunde Leber | Fettleber
Parameter TZ mit CO ohne CQ mit CO, ohne CQ
IL-6 [pg/ml] |12h 1030,9* 133,7 347,6* 212,9
(965,7; 1139,9) | (126,1; 141,9) | (317,9; 369,3) (200,8; 223,4)
** n<0,001 24 h 527,4* 129,7 365,4* 128,4
+ p= p<0,001 (447,1;567,2) |(83,2;159,4) |(168,3;470,3) (112,8; 200,6)
2d 160,0 121,8 59,4 125,3
(120,5; 181,1) |(110,0; 127,5) | (54,5; 92,1) (116,9; 134,0)
4d 72,4 99,3 78,0 65,8
(64,0; 80,0) (95,4; 103,8) |(67,2; 86,0) (62,6; 72,9)
7d 58,8 98,1 53,8 66,7
(53,8: 78,7)  |(96,9;106,6) |(48,0; 78,0) 63,0; 69,1)

Abbildung 17 Interleukin 6 nach Leberteilresektionmit und ohne
CO,-Pneumoperitoneum bei gesunder (A) und Fettleber (B

Mann-Whitney Test; *p<0,05.
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2.4. Sequestration von neutrophilen Granulozyten inbebergewebe (Myeloperoxidase)

Die Myeloperoxidase (MPO) Aktivitat der neutrophil&ranulozyten im Lebergewebe war

bei den gesunden wie auch bei den Tieren mit Beftlenach Pneumoperitoneum im

Vergleich zu den Gruppen ohne Pneumoperitonmeunifigignt erhdht (p=0,001) (Tab. 28,

Abb. 18). Bei den Tieren mit Fettleber war die Mymdroxidase insgesamt starker

nachweisbar als bei den gesunden Tieren (p=0,017).

Tabelle 28 Einfluss des C@Pneumoperitoneums auf die Aktivitat von Myeloperoxdase
in neutrophilen Granulozyten im Lebergewebe nach Lierteilresektion

*p<0,05 Vergleich der Parameter zu den einzelndtpidekten CQ versus ohne CQQMann-
Whitney-Test). **p CQ versus ohne CQ(unabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettleber
versus gesunde Leber (unabhéangig vom)Gleides ANOVA-Test), TZ: Tétungszeitpunkt

Gesunde Leber | Fettleber
Parameter | TZ mit CO ohne CQ mit CG, ohne CQ
MPO 12 h |14304,2* 89235 23805,5 9764,1
[umol/ug] (13160,6; 14849,8)|(5750,3; 10425,1) |(11565,1; 60884,5)|(9189,0; 11177,2)
** p=0,001 |24 h |[13926,5 19325,4 17544,5* 4207,0
+ p=0,017 (9402,5; 24668,6) |(17345,7; 21456,8)|(6831,2; 24901,4) |(1834,8; 5561,0)
2d 15565,0 7319,4 8516,8* 3520,8
(7379,2; 12839,1) |(3152,6;13725,2) |(8076,4;11751,6) |(2079,6; 4778,3)
4d 11290,3 7934,2 10764,7 8429,1
(7379,2 (12839,2) |(6407,9;9846,8) |(5764,9;15143,7) |(7176,5; 21080,2)

Abbildung 18 MPO nach Leberteilresektion mit und ome CO,-Pneumoperitoneum bei
gesunder (A) und Fettleber (B)

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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2.5. Lebergewichtszunahme

Abbildung 19 Zunahme des Lebergewichts nach Leberiieesektion mit und ohne CO,-
Pneumoperitoneum bei gesunder (A) und Fettleber (B)

Mann-Whitney Test: *p<0,05.
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Insgesamt war bei den Tieren mit Fettleber dergbmle Regenerationszuwachs signifikant
niedriger als bei den gesunden Tieren (p<0,001p(AB). Bei den gesunden Tieren mit£0
Pneumo-peritoneum war die Zunahme des Lebergweightsbeiden Tagen signifikant
niedriger. In dieser Gruppe betrug der mediane Gmazuwachs ohne Pneumoperitoneum
nach 48 h 38,9% und nach 4 d 64,1% wahrend in degl¥ichsgruppe der Gewichtszuwachs
26,7 % (p=0,002) bzw. 49,5% (p=0,002) betrug. Ben dlieren mit Fettleber war die
Regenerationsrate durch das Pneumoperitoneum d#besfgnifikant erniedrigt (17,9%
versus 13,5% nach 48 h, p=0,015; 30,3% versus 246%,002).

2.6. Mitose

Bei den gesunden Tieren war die Mitoserate nach efteliresektion mit C@
Pneumoperitoneum signifikant schwacher als bei déergleichstieren ohne CO
Pneumoperitoneum (p<0,001) (Tab. 29, Abb. 20-22)ddr Gruppe der gesunden Tiere war
die Mitoserate nach 48 h sowohl mit als auch oh@g-Bneumoperitoneum im Vergleich zu

allen anderen Zeitpunkten auRer Tag 7 signifikahblet (48 h versus 12 h, p=0,001; 48 h
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versus 24 h, p=0,010; 48 h versus 4 d, p=0,04® ¥&sus 7 d, p=0,065). In der Gruppe der
Fettlebertiere ohne CG&Pneumoperitoneum war die Mitoserate bereits nddh 2m starksten
ausgepragt. Bei den Tieren mit &BPneumoperitoneum waren nach 48 h die meisten btitos
zu verzeichnen. Insgesamt war die Anzahl der Mitose der Gruppe der Fettlebertiere
signifikant geringer als bei den gesunden Tierer0(@01). Bei den Fettlebertieren mit €O
Pneumoperitoneum waren Uber alle Zeitpunkte wenlidigosen nachzuweisen, allerdings

war der Unterschied hierbei nicht signifikant (3&B).
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Tabelle 29 Einfluss des C@Pneumoperitoneums auf die Mitoserate im Lebergeweb
nach Leberteilresektion

*p<0,05 Vergleich der Parameter zu den einzelndtpidekten CQ versus ohne CQQMann-
Whitney-Test). **p CQ versus ohne CQ(unabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettleber
versus gesunde Leber (unabhéangig vom)Geides ANOVA-Test), TZ: Tétungszeitpunkt

Gesunde Leber | Fettleber

Parameter TZ| mitCO ohne CQ mit CO, ohne CQ

Mitosen (%) |12 h|0,20* (0,17; 0,28) |1,31 (0,79; 1,49)|0,10 (0,00; 0,32) | 0,18 (0,09; 0,31)
*p<0,001 |24 h|0,31* (0,10; 0,54) |1,53 (0,45; 3,10)|0,27 (0,39; 0,40)  |2,09 (0,66; 3,23)
+ p<0,001
2d [1,82*(1,41;2,11) |3,51(2,90;5,06)|0,76* (0,61;1,02) |1,36 (0,89; 1,81)

4d |0,31* (0,07; 0,49) |1,56 (1,46;2,38)|0,44 (0,29;0,55)  |0,11 (0,05; 0,23)

7d |0,10% (0,04;0,23) |0,12(0,09;0,23)|0,10 (0,08;0,16)  |0,12 (0,16; 0,09)

Abbildung 20 Leberregeneration anhand der Mitoseragé nach Leberteilresektion mit
und ohne CQ-Pneumoperitoneum bei gesunder (A) und Fettleber (B

Mann-Whitney Test; *p<0,05.
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Abbildung 21 HE Féarbung gesunde Leber (Mitosen)

VergroRerung x 40. 2. postoperativer Tag nach 76#Adigberteilresektion ohne (A) und mit
(B) COs,-Pneumoperitoneum. Deutlich mehr Mitosen sind inr deeber ohne
Pneumoperitoneum zu sehen.

A
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Abbildung 22 HE Féarbung Fettleber (Mitosen)

VergroRRerung x 40. 2. postoperativer Tag nach 78¢digberteilresektion ohne (A)

und mit (B) CQ-Pneumoperitoneum. Deutlich mehr Mitosen sind inléder ohne
Pneumoperitoneum zu sehen.
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2.6. Ki-67

Die starkste Expression von KI-67 war bei den gdennals auch bei den kranken Tieren
nach 48 h vorhanden (Tab. 30, Abb. 23-25). Hier wamunabhéngig vom C£
Pneumoperitoneum und dem Zustand der Tiere (fstifg) die Anzahl der Ki-67 positiven
Zellen signifikant starker als zu den Zeitpunkténhl 24 h und 4 Tage (p<0,001). Das £0
Pneumoperitoneum hatte ebenfalls auf beide Grugieen signifikanten EinfluR auf die
Expression von Ki-67. Bei der Fettleber und audhdiee gesunden Leber war die Anzahl Ki-
67 positiver Zellen in der CEPneumoperitoneumgruppe signifikant erniedrigt (0€Q).
Die Tiere mit Fettleber hatten eine signifikant drigere Expression von Ki-67 als die

gesunden Tiere (p<0,001).

Tabelle 30 Einfluss des C@Pneumoperitoneums auf die Expression von Ki-67 im
Lebergewebe nach Leberteilresektion

*p<0,05 Vergleich der Parameter zu den einzelndtpidekten CQ versus ohne CQQMann-
Whitney-Test). **p CQ versus ohne CQ(unabhangig vom Gesundheitsstatus),+p Fettleber
versus gesunde Leber (unabhéangig vom)Geides ANOVA-Test), TZ: Tétungszeitpunkt

Gesunde Leber | Fettleber

Parameter | TZ mit CO ohne CQ mit CG, ohne CQ

Ki-67 (%) |12h |0,72(0,32;1,10) |1,67 (1,11;1,73) |0,30(0,18;0,40) |0,42 (0,19; 0,71)

*p<0,001 |24 h [1,03(0,76;2,45) |12,6 (1,11;16,40) |0,58 (0,34; 1,17) |2,07 (0,28; 5,85)
+ p<0,001
2d 19,04 (10,13; 20,79)19,29 (17,33; 24,0)| 5,27 (3,35; 7,88) |8,51 (7,57 (9,94)

4d  |1,77%(0,77;2,37) |3,26 (2,62;7,20) |0,32(0,30;1,06) |1,18 (0,39; 4,25)

67



Abbildung 23 Ki-67 Expression im Lebergewebe nach ¢berteilresektion mit und ohne
CO,-Pneumoperitoneum bei gesunder (A) und Fettleber (B
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Abbildung 24 HE Féarbung gesunde Leber (Ki-67)Vergr&erung x 40.

2. postoperativer Tag nach 70%iger Leberteilresakiie KI-67 Expression als
Ausdruck der Proliferation ist ohne Pneumoperiton€a) starker als mit
Pneumoperitoneum (B).
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Abbildung 25 HE Féarbung Fettleber (Ki-67)

VergroRerung x 40. 2. postoperativer Tag nach ltebersektion. Die KI-67 Expression ist
ohne Pneumoperitoneum (A) starker ausgepragt alsidse Tieren mit Pneumoperitoneum

(B).
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2.7. Cyclin D1

Bestimmung der proliferativen Aktivitdt der Resgeldurch die Analyse des Cyclin D1 im
Westernblot (Abb. 26). Im Lebergewebe von Tiereh @0,-Pneumoperitoneum zeigt sich
bei den gesunden und bei den Fettlebertieren ehe&here Expression des Cyclin D1.
Insgesamt zeigt sich bei den Tieren mit Fettlelime schwéchere Expression von Cyclin D1

als bei den gesunden Tieren.

Abbildung 26 Expression von Cyclin D1 im Westernblo

Gesunde Leber

mit CO,

Fettleber

mit CO;

ohneco: [T e

ohne CQ

Regenerationsstimulierende Wachstumsfaktoren HGF uth VEGF (PCR)

Als Referenz der RNA Messungen wurde fir jede Pnafi@ jede Verdiinnung eine eigene
parallele B-Aktin-PCR im gleichen Lauf mitgefiihrt (Abb. 27).i@immer mitgelaufenen

negativ- und positiv Proben sind nicht abgebildet.
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Abbildung 27 Darstellung der mRNA Expression vorg-Actin

ohne CQ mit CO
..
.

2.8. HGF (Hepatocyte growth factor)

Zu allen Zeitpunkten der Leberregeneration zeigth, sdlass die gesunden Tiere mit £0
Pneumoperitoneum eine starkere mMRNA Expressionstieailierenden Wachstumsfaktors
HGF aus dem Lebergewebe aufwiesen. Das Maximum @R Hxpression wurde am 2.
postoperativen Tag nachgewiesen (Abb. 28A-C). Bai dieren mit Fettleber war die HGF
Expression insgesamt weniger stark ausgepragteilsidn gesunden Tieren. Der starkste

Nachweis an HGF wurde bei den Tieren mit,Rdeumoperitoneum nach 12 h gemessen.

Abbildung 28 Darstellung der mMRNA Expression des Wehstumsfaktors HGF

(A) HGF (328 bp) mit und ohne G&@neumoperitoneum nach Leberteilresektion im
zeitlichen Verlauf.(B), (C) Densitometrie Analyse der HGF Expression bei gésumund
Fettleber mit und ohne Pneumoperitoneum.

(A) Gesunde Leber Fettleber
ohne CQ mit CG, mit CO, ohne CQ
- SEEs .
o Elyepereyey I
o -y B
72



(B)
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2.9. VEGF (Vascular endothelial growth factor)

Die mMRNA des Wachstumsfaktors VEGF aus dem Lebegbewder gesunden Tiere wurde
bei den Tieren ohne G&Pneumoperitoneum starker exprimiert als bei degM&chsgruppe
mit CO, (Abb. 29 A, B). Nach 24 h war die mRNA Expressiamn VEGF der Tiere ohne
CO,-Pneumoperitoneum am starksten ausgepragt undvdader riicklaufig. Bei den Tieren
mit CO,-Pneumoperitoneum konnte dagegen ein verzogertetiegnder mRNA Expression

des VEGF gemessen werden. Bei den Tieren mit Bettlwar die mRNA Expression von
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VEGF im Vergleich zu den gesunden Tieren zeitliehzégert und hatte ihr Maximum nach 4

Tagen.

Abbildung 29 Darstellung der mRNA Expression des Wehstumsfaktors VEGF

(A) VEGF (466 bp) mit und ohne G@®neumoperitoneum nach Leberteilresektion im
zeitlichen Verlauf.(B), (C) Densitometrie Analyse der VEGF Expression bei gdsu und
Fettleber mit und ohne GOPneumoperitoneum.
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Regenerationshemmende Faktoren TGB-und IL-1p

2.10. TGF$ (Transforming growth factor-g)

Bei den gesunden Tieren war die mRNA ExpressionReggenerationsinhibitors TGFin
beiden Gruppen am 2. postoperativen Tag am desitinhausgepragt (Abb. 30). In der £0
Pneumoperitoneum Gruppe war in der Frihphase degerieeation die TGB- mRNA
schwacher ausgepragt aus als in der Kontrollgrugpee CQ-Pneumoperitoneum. Am 4.
postoperativen Tag war die Konzentration des PG3f-der Gruppe ohne CQeringer als in
der Vergleichsgruppe. Bei den Tieren mit Fettlelvar die mRNA Expression von TGF-
mit CO,-Pneumoperitoneum starker als in der Vergleichgggupohne C@

Pneumoperitoneum.
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Abbildung 30 Darstellung der mMRNA Expression des Rgenerationsinhibitors TGF-p

(A) TGF$ (406 bp) mit und ohne G&Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion im
zeitlichen Verlauf.(B), (C) Densitometrie Analyse der ILB1Expression bei gesunder und
Fettleber mit und ohne G&neumoperitoneum.
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2.11. IL-1B (Interleukin-1 B)

Bei den gesunden Tieren war der Nachweis derfllini Lebergewebe am 1. postoperativen
Tag in der Gruppe mit C&Pneumoperitoneum starker ausgepragt als bei demeMiohne
COx-Pneumoperitoneum (Abb. 31). Am zweiten postopesatiTag war die Expression des
IL-1Bp dagegen in der Gruppe der Tiere ohne @@eumoperitoneum starker. Am 4.
postoperativen Tag war wiederum in der Gruppe dereTmit CQ-Pneumoperitoneum die
Expression der mRNA des ILB1deutlich stéarker als in der Vergleichsgruppe ok®-

Pneumoperitoneum.

Abbildung 31 Darstellung der mMRNA Expression des Rgenerationsinhibitors IL-1p

(A) IL-1B (306 bp) mit und ohne C&Pneumoperitoneum nach Leberteilresektion im
zeitlichen Verlauf.(B), (C) Densitometrie Analyse der ILB1Expression bei gesunder- und
Fettleber mit und ohne GOPneumoperitoneum.
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Apoptose

2.12. Caspase 3

Der Proteinnachweis des Apoptoseparameters Ca8pase bei den gesunden Tieren in der
Gruppe mit C@Pneumoperitoneum deutlich starker ausgepragtnatier Vergleichsgruppe
ohne CQ@-Pneumoperitoneum (Abb. 32). Im zeitlichen Verldwnte kein Unterschied
hinsichtlich der Bandenstarke ausgemacht werdeind@eTieren mit Fettleber fand sich kein

Unterschied zwischen den Tieren mit und ohne Pneenitoneum.

Abbildung 32 Darstellung der mRNA Expression von Capase 3

Caspase 3 (35 kd) mit und ohne £@neumoperitoneum nach Leberteilresektion im
zeitlichen Verlauf.
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2.13 Tunel

Bei der Tunel Farbung zeigte sich insgesamt eihevache apoptotische Aktivitat (Tab. 31,
32). Der starkste Apoptose Nachweis lieR sich bem djesunden Tieren nach £O
Pneumoperitoneum nachweisen. Bei den Tieren miteber war die apoptotische Aktivitat

insgesamt geringer bis gar nicht ausgepragt alddregesunden Tieren.

Tabelle 31 Semiquantitative Auszahlung der Tunel Fé@ung bei gesunder Leber

Zeitpunkt Tunel positive Zellen Tunel positive Zellen
Gesunde Leber mit GO Gesunde Leber ohne GO

dl + (+)

dz2 + (+)

d4 + (+)

Tabelle 32 Semiquantitative Auszahlung der Tunel Féung bei Fettleber

Zeitpunkt Tunel positive Zellen Tunel positive Zellen
Fettleber mit CQ Fettleber ohne CO

di (+) ¢)

d2 (+) Q]

d4 (+) ¢)
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E Diskussion

1. Pneumoperitoneum und hepatozelluldre Schadigung

Laparoskopische Operationen mit £Pneumoperitoneum flihren Uber einen erhéhten
intraabdominellen Druck zu einer temporaren Redwkéer visceralen Perfusion [Chiu 1995,
Eleftheriadis 1998, Richter 2001, Junghans 2006].vérschiedenen tierexperimentellen
Modellen konnte durch das Kapnoperitoneum eine Wfeterung der hepatischen-, renalen-
und Splanchnikusdurchblutung von 10% bis 80% nasfegen werden [Rasmussen 1995,
Schilling 1997, Jakimowicz 1998, Klopfenstein 19%&la-Blanch 1998, Takagi 1998, Guitt
1999, Schafer 2001, Tunon 1999, Richter 2001, Jamgh2006]. In Bezug auf die
Leberdurchblutung zeigte sich eine Abnahme deruBenfi mit steigendem intraperitonealem
Druck [Gutt 1999, Richter 2001, Junghans 2006].t @utal. bestimmten im Rattenmodell
dopplersonographisch  kontinuierlich die Pfortaddysmon bei  unterschiedlichen
intraabdominellen Dricken und kam zum Ergebniss @essbereits bei PG@riicken von 2
mmHg zu einer PfortaderfluBreduktion von 22,3% kdmiBei einer intraperitonealen
Druckerhéhung auf 12 mmHg nahm die Pfortaderpesfubiereits um 84,4% ab [Gutt 1999].
Die arterielle Leberperfusion scheint hierbei wenigkompromittiert zu werden, was
mdoglicherweise auf die stabilere Gefallwand und hdidreren Blutdruck zurtickzufihren ist
[Schéafer 2001]. Physiologisch wird bei portaler Ménperfusion die Leberperfusion Uber
Autoregulationsmechanismen durch eine Erhtéhung aeeriellen Durchblutung voll
kompensiert. Im englischen wird dieser Mechanisnuspatic arterial buffer response”
bezeichnet [Lautt 1985, Richter 2001]. Interessavdise wird die Autoregulation der
Leberdurchblutung durch das Kapnoperitoneum wedgdhauRer Kraft gesetzt [Richter
2001]. Richter et al. konnten im Rattenmodell nagisen, dass bei schrittweiser (5
minUtlich) gesteigerter intraabdomineller €Druckerhéhung von 2 mm Hg auf 18 mmHg

sowohl die portale als auch die arterielle Leberdblutung um etwa 50% reduziert wurden
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[Richter 2001]. Die Autoren vermuten, dass der Aegolationsmechanismus der
Leberperfusion durch die metabolische Acidose sewmits und die Reduktion der
Splanchnikusdurchblutung andererseits beeintréchitigd. Neben den hamodynamischen
Auswirkungen des Kapnoperitoneums auf die intraahbdellen Organe wurde in mehreren
tierexperimentellen und klinischen Studien die LUélmktion bzw. der potentielle
Leberzellschaden unter der Bedingung des-E@eumoperitoneums untersucht. In der Studie
von Richter et al., in der bei der Ratte ein ®@eumoperitoneum von 18 mmHg fir die
Dauer von 2h erzeugt wurde, kam es unmittelbar mesufflation zu einem signifikanten
Transaminasenanstieg im Vergleich zur Kontrollgeiphne C@Pneumoperitoneum (AST
154 U/l vs. 81 U/l, p<0,01; ALT 136 U/l vs. 59 Uf<0,05) [Richter 2001]. In der Studie von
Schemmer et al. kam es nach einem 90 miniitigem dfagiioneum von 8 mmHg 7 h nach
Desufflation ebenfalls zu einem 1,5 fachen Transasgnanstieg im Vergleich zur

Kontrollgruppe (AST 140 U/l vs. 90 U/l, p<0,05) [8mmer 2005].

Welche klinische Relevanz kommt diesen ErgebniggehIn mehreren klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass es in den ersten moatogen Tagen nach laparoskopischen
Operationen mit C@Pneumoperitoneum zu einem Anstieg der Leberen&amant [Andrei
1998, Morino 1998, Saber 2000, Sato 2000, Hasuk@O5p Die H6he des
Transaminasenanstiegs korrelierte bei Morino etréll.der Operationsdauer und der Hohe
des intraabdominellen Ga@rucks [Morino 1998]. Ahnliche Ergebnisse wurdemHasukic

et al. berichtet, der in einer prospektiv randoerigih Studie nachweisen konnte, dass die
laparoskopische Cholecystektomie mit einem niedrig®,-Druck (7 mmHg) mit einer
signifikant niedrigeren Leberenzymerhéhung als en iontrollgruppe, in der die Operation

mit einem CQ@-Druck von 14 mmHg durchgefiihrt wurde [Hasukic 2005
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Die erhohten Leberenzyme normalisierten sich nagarbskopischer Cholecystektomie in
der Regel nach 48 bis 72 h [Morino 1998, Hasuki@5]0in den Studien von Sakorafas et al.
und Tan et al. fielen die erhdhten Transaminastrdahgs erst nach 7-10 Tagen in den
Bereich der Normalwerte [Sakofaras 2005, Tan 200&)rino et al. und Hasukic et al.
konnten dartber hinaus auch einen nichtsignifikantgostoperativen Anstieg des
Serumbilirubins [Hasukic 2005] und eine nichtsigkdhte Verlangerung der Prothrombinzeit
feststellen [Morino 1998]. In keiner der Studiertitegedoch die Leberzellschadigung einen
sichtbar klinisch negativen Einfluss auf den postapven Verlauf. Wahrend die meisten
Patienten das Kapnoperitoneum offensichtlich glgrigren, gibt es Hinweise, dass durch das
CO,-Pneumoperitoneum die lokale hepatische Immunfonkalteriert werden konnte. So
zeigten Bendet et al., dass die Kupffer- und Ereladilaktivitat in den Lebersinusoiden bei
Patienten nach laparoskopischer Cholecystektom@&tgeist [Bendet 1999]. Gutt et al.
gelang es, im Rattenmodell eine Reduktion der KarpHllen sowie eine funktionelle
Beeintrachtigung des mononukledren Phagozytensgstaath C@Pneumoperitoneum

nachzuweisen [Gutt 1999, 2002].

Interessanterweise zeigte sich, dass der Leberhalien und die Leberperfusion durch das
COx-Pneumoperitoneum bei alteren Patienten (Uber 68reYa signifikant starker
beeintrachtigt werden [Sato 2000]. Ursache istregits ein erniedrigtes Blutvolumen sowie
eine bei alteren Patienten oftmals vorhandene redaAHerzleistung. Insbesondere aber auch
die steigende Pravalenz von Leberzellverfettungiitar kann zur erhéhten Vulnerabilitat der
Leber unter Stressbedingung, wie es das-Ba@umoperitoneum darstellt, beitragen. [Clark
2006]. In den Landern der westlichen Welt liegt djeschatzte Pravalenz der (nicht

alkoholbedingten) Fettleber immerhin zwischen 6% 24% [Clark 2006].
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So wie in der Literatur zeigen auch unsere Ergaenisinen signifikanten Anstieg der
Serumtransaminasen AST und ALT, der LDH und GLDHchaalleinigem C@
Pneumoperitoneum sowohl bei der gesunden als aictieb Fettleber, wobei der maximale
Anstieg 12 h postoperativ zu verzeichnen ist. Bemeach 24 h ist ein deutlicher Riickgang
der Serumkonzentration dieser Enzyme zu verzeichnBer signifikant starkere
Transaminasenanstieg in der Fettlebergruppe isHei&eis auf die groRere Vulnerabilitat
verfetteter Lebern zu werten. Hierlber liegen inldeeratur keine vergleichbaren Daten vor.
Tsuboi et al. zeigten, dass bei Ratten mit Lebdrage nach C@Pneumoperitoneum die
Gesamtleberperfusion im Vergleich zu gesunden TMiersignifikant niedriger ist

[Tsuboi 2002].

Ahnlich wie bei den Versuchen ohne Resektion véirkie sich bei den Untersuchungen mit
70%iger Leberteilresektion. Der Leberzellschaden be den gesunden und bei den Tieren
mit einer Fettleber nach vorhergehendem,®@eumoperitoneum signifikant hoéher als bei
den Tieren ohne C&Pneumoperitoneum. Die Spitzenkonzentrationen wundach 12 h
gemessen. Danach kam es zu einem kontinuierliclaer langsamen Abfall der
Transaminasen, LDH und GLDH. Nach 7 Tagen penddligm Werte um den Normbereich
herum ein. Auch in dieser Versuchsreihe zeigte, sleBs es bei Tieren mit einer Fettleber zu
einem signifikant groReren Leberzellschaden kantelimen et al. zeigten, dass Ratten mit
einer schweren, Uber 60%igen Fettleber nach parti¢élepatektomie einen signifikant
starkeren hepatozellularen Schaden aufwiesen, igle Tnit gesunder Leber [Veteldinen
2007]. Uber den Einfluss eines PneumoperitoneurhsliauFettleber liegen in der Literatur

bislang keine Daten vor.
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Die Ursachen der Leberzellschadigung unter,-€®eumoperitoneum sind vielfaltig und
umfassen hamodynamische, metabolische, neurol@gisoid humorale Veradnderungen
[Eleftheriadis 1996]. Zuséatzlich kommt es durch bliduktion des C@Pneumoperitoneums
mit  nachfolgender Desufflation zu einem Ischami@é&fusionsschaden mit
gastrointestinaler Ischamie und oxydativem Stri¥Bsdem Begriff ,,oxidativer Stress* wird
eine Imbalance zwischen Antioxidantien und Oxidamtizugunsten der Oxidantien
beschrieben. Die physiologische Antwort auf einrapiees Trauma ist die Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies und inflammatorischgtoline [Vittimberga 1998]. Erst die
exzessive Produktion von Sauerstoffradikalen wird den Organismus geféhrlich, da tber
Lipidperoxidation Zell- bzw. Organschaden hervoufjen werden konnen. Sehr hohe
Konzentrationen von freien Sauerstoffradikalen l@mnischlie3lich auch zur Apoptose und
Nekrose fuhren [Genestra 2007]. Nachgewiesen koramtwahrend Operationen mit
Kapnoperitoneum zu oxidativen Stressreaktionen, siirker ausgepragt sind als bei
vergleichbaren Eingriffen ohne intraabdominelle éwerhéhung [Glantzounis 2001, Yilmaz
2003, Yilmaz 2004, Altindis 2004,]. Eleftheriadis &. konnten im Rattenmodell bei einem
Pneumoperitoneum von 15 mmHg eine signifikante Rediu der Splanchnikusdurchblutung
mit  nachfolgender erhohter bakterieller Translakati und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen im Vergleich zur Kontrollgruppbne Pneumoperitoneum nachweisen
[Elefthariadis 1996]. Die Metaboliten der Lipidp&idation waren in unterschiedlichen
tierexperimentellen Studien in der Dinndarmmukdddz, Leber und Lunge und Niere
nachweisbar [Elefthariadis 1996, Pross 2000, Ai$in@004]. Als Endprodukt der
Lipidperoxidation ist Malondialdehyd als Indikatater oxidativen Stressreaktionen gut

geeignet.
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Parallel zur Freisetzung der Sauerstoffradikale kbms zum Verbrauch von Antioxidantien,
wie z.B. Glutathion und Glutathionreduktase [Glantzis 2001]. Glantzounis et al. zeigten,
dass die Lipidperoxidation bei Patienten nach laglkwpischer Cholecystektomie im

Vergleich zu Patienten nach offener Cholecystekgomi der friihen postoperativen Phase
signifikant starker ausgepragt ist und einhergelit @mer signifikanten Reduktion der

antioxidativen Kapazitat. In der gleichen Studienki® in der Gruppe der laparoskopisch
operierten Patienten ein signifikanter Anstieg 8erumtransaminasen AST und ALT und der
Bilirubinkonzentration im Serum beobachtet werd&amit lie3e sich der postoperative
Anstieg der Leberenzyme als Ausdruck einer Leblmdd@hdigung nicht allein Ischamie

bedingt, sondern durch das in Gang gesetzte IsehReperfusionsphanomen erklaren

[Glatzounis 2001].

Uber die Abhangigkeit der Auspragung der oxidati®&nessreaktionen von der Hohe des
verwendeten intraabdominellen Drucks gibt es in Hiéeratur kontroverse Ergebnisse.
Insgesamt ist jedoch die Auspragung der oxidati®tress Antwort bei einem hdheren
intraabdominellen Druck (15 mmHg) starker als bédrigeren Dricken (10 mmHg),
wenngleich der Unterschied nicht in allen Studitistisch signifikant ist [Giraudo 2001,
Polat 2003, Cevrioglu 2004]. Obwohl der physiolebis Pfortaderdruck beim Menschen
sowie bei der Ratte zwischen 7 und 10 mmHg liegimikt es interessanterweise kommt es
bereits bei intraabdominellen CO2-Driicken von 54@Hig zu oxidativen Stressreaktionen
[Bentes de Souza 2003]. Auch Pross et al. KonmterRattenmodell nach einem nur 20
mindtigem CQ-Pneumoperitoneum von 6 mm Hg einen signifikantensteg an
Malondialdehyd im Lungengewebe messen [Pross 2@#iJeinem Pneumoperitoneum von
7 mmHg werden bereits Leberzellschaden messbaref@tier 2004]. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass moglicherweise nicht nerttbhe des intraabdominellen Drucks fir

die Genese des oxidativen Stresses verantworsiclsondern auch das verwendete Gas, in
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der Regel C@ [Cevrioglu 2004]. Das C@Pneumoperitoneum verursacht Uber eine
systemische C@Absorbtion eine metabolischen Azidose und Hypemnkapwodurch tber
eine Erhdhung des GefalRwiderstands zur Vasokotigtrikund Hypoperfusion kommt
[Mynbaev 2002, Hazebroeck 2002]. Yilmaz et al. tmigim Rattenmodell, dass bei
intraabdominellen Dricken von 15 mmHg bei Verwergluron CQ signifikant mehr

Lipidperoxidation stattfindet als bei einem Pneueritoneum mit Helium [Yilmaz 2004].

Die bislang vorliegenden Studien und auch unsegelffrisse zeigen, dass die oxidativen
Stressreaktionen innerhalb der ersten postopenaianden am starksten ausgepragt sind
und dann schnell wieder riicklaufig sind. Die dasiithergehenden Leberfunktionsstdrungen
sind ebenfalls nur in der friihen postoperativensBhaessbar. In den bislang vorliegenden
Studien gibt es keinen Hinweis darauf, dass detopesative Verlauf durch den oxidativen
Stress bzw. die Leberfunktionsstérung negativ bBeeist wurde. Bei Patienten ohne
Vorschadigung der Leber, die kardiopulmonal stalnitl, ist die oxidative Schadigung durch
das Pneumoperitoneum wahrscheinlich nur von aketdmin Interesse. Allerdings zeigen
unsere Ergebnisse auch, dass die hepatischen &uosldranderungen und das Ausmald der
oxidativen Schadigung bei vorgeschadigter Lebetlidbustarker ausgepragt sind, als bei der
gesunden Leber. Bei dlteren Patienten mit hepaisdder kardialen Dysfunktionen, kdnnte
die Anwendung der laparoskopischen Chirurgie dwsheinen negativen Einfluss auf den
postoperativen Verlauf haben, so dass bei diesetienBnkollektiv die Indikation zur
laparoskopischen Operation kritisch gesehen werdess. Eine Moglichkeit, das Ausmalid
der Leberschadigung zu reduzieren, ist die ischélmisPrakonditionierung dar. Da die
Anlage eines Pneumoperitoneums mit anschlieRendesufilation ein Ischamie-
Reperfusionsmodell darstellt, wurde in mehrererdigtuversucht, den Reperfusionsschaden
durch eine vorherige ischamische Prakonditionieraagoegrenzen [Yilmaz 2003, Yilmaz

2004, Altindis 2004]. Die ischamische Prakonditening wurde durch eine dem langer
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andauernden Pneumoperitoneum vorangehende kugez&thdhung des intraabdominellen
Druckes durchgefiihrt. In allen drei Studien zeigieh, dass nach ischamischer
Prakonditionierung der oxidative Stress [Yilmaz 2POund der Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine im Lebergewebe [Adi;n 2004] signifikant geringer
ausgepragt war als in den Vergleichsgruppen ohetgimische Prakonditionierung. In der
konventionellen Leberchirurgie wurde in mehrereprekperimentellen und klinischen
Studien die Effizienz einer praoperativen hochdtaie Glukokortikoid Verabreichung
hinsichtlich der Reduzierung des Ischamie-Repeashssichadens nachgewiesen [Muratore
2003, Glanemann 2004, Aldrighetti 2006, Schmidt 720(Hier zeigte sich, dass die
proinflammatorischen Interleukine IL-6 und Inte#éuo im Serum in  den
Untersuchungsgruppen, die vor der Leberresektione e in der Regel einmalige -
hochdosierte Glukokortikoid Infusion erhielten, réfikant niedriger waren als in den
Vergleichsgruppen ohne medikamentdse Vorbehandl@ty.die Methylprednisolongabe
auch vor laparoskopischen (leberchirurgischen) fiflen, die postoperativen
Stressreaktionen vermindern konnte, lasst sichettermur vermuten. Hier stehen weitere
experimentelle Studien aus. Dagegen wurde berdiis weiteres Medikament - der
Wachstumsfaktor Erythropoetin - im laparoskopischigiermodell zur Vorbehandlung
eingesetzt, um den postoperativen oxidativen Stresgduzieren. So konnten Ates et al. im
Rattenmodell zeigen, dass nach subkutaner Injektimm 1000 U/kg Erythropoetin vor
Anlage eines 60 miniitigen Pneumoperitoneums di¢opesative Plasmakonzentration von
LDH, MDA und TNFw signifikant niedriger als in der Vergleichsgruppehne
Vorbehandlung war [Ates 2006]. Allerdings war deotpktive Effekt des Erythropoetins im
Vergleich zur ischamischen Prékonditionierung wenigtark ausgepragt. Interessant ware
auch hier die Fragestellung, ob préoperativ appties Erythropoetin vor laparoskopischen

Leberteilresektionen den Ischamie-Reperfusionssrhaeduzieren konnte.
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Unsere Versuche bestatigten die oxidativen StrekSomen in der Leber unter dem Einfluss
des Pneumoperitoneums. Das Pneumoperitoneum liatte signifikanten Einfluss auf die
Freisetzung von Malondialdehyd. Wahrscheinlich karesxdurch das Pneumoperitoneum zu
einer Potenzierung der zellularen Schadigung. Ba dieren mit einer Fettleber war die
Lipidperoxidation deutlich starker ausgepragt. dhea hierflr ist moglicherweise eine
geringere Konzentration an Antioxidantien in vedtn Lebern [Veteldinen 2007]. Die
Moglichkeit einer Reduktion des Ischéamie-Reperfmssichadens durch eine ischédmische
Prakonditionierung vor Leberteilresektion im Zusaemimang mit einem Pneumoperitoneum
muss in weiteren Studien untersucht werden. Neleem Anstieg de Malondialdehyds nach
Pneumoperitoneum war in unserem Modell auch dikesté Aktivitat der Myeloperoxidase,
dem Markerenzym der aktivierten neutrophilen Gramyten, im Lebergewebe nach
Pneumoperitoneum zu sehen. Es ist bekannt, daissegtkt neutrophile Granulozyten eine
Reihe von freien Sauerstoffradikalen freisetzen,wiiederum die Lipidperoxidation in Gang
setzen. Ahnlich wie Pross et al. [Pross 2000] belaleten wir, dass die Lipidperoxidation
bereits friher stattfindet als der Anstieg von MBO beobachten ist. Diese Beobachtung
untermauert die zentrale Bedeutung des Pneumopetitos fir die Entstehung der

oxidativen Stressreaktion.

2. Zytokine

Zytokine stellen die Hauptmediatoren der akute PfResaktion nach einem chirurgischen
Trauma dar. Sie induzieren eine Vielzahl metabbésaind immunologischer Antworten und
konnen, bei UberschieBender Produktion zur Dysfankeinzelner Organe bis hin zum

Multiorganversagen filhren [Guirao 1996].
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Unter der Vielzahl von Zytokinen spielen insbesardé-6 und TNFe eine herausragende
Rolle als proinflammatorische Mediatoren der akBlbmse Reaktion. Nach einem
chirurgischen Trauma kommt es zunachst zur vetsté@rRroduktion und Freisetzung von
TNF-a aus und Monocyten/Makrophagen sowie aus T-ZelRiffl[1996]. Neben den
peritonealen Monocyten/Makrophagen stellt der Vadbder Kupfferschen Sternzellen das
groRte Reservoir an Monocyten/Makrophagen dar ifalierga 2000]. TNFe induziert die
Produktion und Ausschuittung weiterer proinflammiatdrer Zytokine, einschlief3lich des IL-
6, das praktisch ubiquitar gebildet wird, wobei #iapfferschen Sternzellen auch hier das
grofdite zusammenhangende Reservoir als Produkttomsostellen [Vittimberga 2000].
Zusammen mit TNFr reguliert das IL-6 die Synthese und Freisetzung wakute-Phase
Proteinen, wie das CRP, alpha-2-macroglobulin urtatifogen [Wortel 1993]. Dariiber
hinaus sind IL-6 und TNRk- Mediatoren der durch polymorphkernige neutrophile
Granulozyten induzierten inflammatorischen Realdion [Biffl 1996]. Aktivierte
polymorphkernige Granulozyten setzen ihrerseitse fil@auerstoffradikale (u.a. Superoxid
Anion, Hydrogen peroxide, Hydroxyl radical, Peroitgit) frei und fihren damit zu
oxidativem Stress [Wortel 1993]. Die Auspragung die6 und TNFe Produktion und deren
Freisetzung ist vom Schweregrad des Traumas bzsv.cheurgischen Eingriffs abhangig
[Biffl 1996]. In verschiedenen prospektiv randoraisén klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass laparoskopische Eingriffe als Ausdreiokes geringeren Gewebetraumas mit
einer geringeren Freisetzung von proinflammatoaschinterleukinen (i.d.R. IL-6)
einhergehen als offene Operationen [Schwenk 20€ieBoma 2004, Kloosterman 1994]. In
diesen Studien wurden laparoskopische Cholecysteé&to und kolorektale Eingriffe mit

entsprechenden konventionellen Eingriffen vergliche

Obwohl nach laparoskopischen Operationen die systhm akute-Phase Reaktion -

wabhrscheinlich aufgrund des geringeren Gewebetraurgaringer ausgepragt ist, wird durch
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das CQ-Pneumoperitoneum die lokale Immunantwort durché8icfung der peritonealen und
hepatischen Makrophagen eher beeintrachtigt [Q2&]L Nach C@Laparoskopie wurden
im Rattenmodell niedrigere TNé&-IL-1-B, Stickoxid (NO) und induzierbare NO-Synthetase-
Konzentrationen in peritonealen Makrophagen als Margleichsgruppen ohne GO
Pneumoperitoneum gemessen [Sylla 2005]. In weitémaxperimentellen Studien konnte
gezeigt werden, dass die bakterielle Clearancekdpaz[Jakobi 1998], die
Phagozytosefahigkeit und die  Zytotoxizitdt = gegemibeTumorzellen der
Peritonealmakrophagen nach £Pneumoperitoneum im Vergleich zur Laparotomie bzw.
Laparoskopie mit Luft oder Helium reduziert ist [I&y2005]. In vitro Studien zeigten eine
intrazellulare Acidose mit signifikantem Kalziumgieg [Wildbrett 2003], einhergehend mit
einer signifikanten Abnahme der ZytokinproduktioWVest 1997]. Uber 90% des
mononukledren Phagozyten Systems (MPS) sind inLdeer lokalisiert, das durch die
Kupfferschen Sternzellen reprasentiert wird undeeientscheidene Rolle bei lokalen
Abwehrmechanismen gegen zirkulierende Tumorzelleth Biakterien spielt [Malter 1986].
Im Rahmen des Ischamie-Reperfusionsschadens wedieenKupfferschen Sternzellen
unmittelbar nach Reperfusion aktiviert und prodiezie freie Sauerstoffradikale,
proinflammatorische Zytokine und AdhasionsmoleK#linura 2006]. Durch die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine kommt es zur Migratison neutrophilen Granulozyten in
das Leberparenchym, wo sie durch Freisetzung vaktiven Sauerstoffradikalen direkt die
Hepatozyten schadigen [Jaeschke 1997]. Die Ausmgkdes C@Pneumoperitoneums auf
die Funktion der Kupfferschen Sternzellen ist liglanicht bis ins Detail geklart. Im
Rattenexperiment konnten Gutt et al. zeigen, dass Zhhl der Kupfferzellen nach
Pneumoperitoneum mit GOm Vergleich zur gaslosen Laparoskopie signifikaetmindert
war [Gutt 2002]. In einer weiteren tierexperimelgel Studie am Rattenmodell zeigten
Vittimberga et al., dass die Phagozytenfunktion Heipfferschen Sternzellen, gemessen

anhand der LPS-stimulierten Produktion von IL-6 umdlF-o in der Laparoskopie-,
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Laparotomie- und Kontrollgruppe gleich war [Vittierga 2000]. Im Gegensatz dazu zeigten
die Ergebnisse einer weiteren Studie eine Steigerder Phagozytosefahigkeit der
Kupfferschen Sternzellen unter dem Einfluss ein€s-EBneumoperitoneums [Nickkholgh
2007]. Die Phagozytosekapazitat der Kupfferschenn3ellen wurde in dieser Studie anhand
von phagozytierten Latexpartikeln bestimmt [Nickkdio2007]. Ahnlich wie in der Literatur
zeigten unsere Untersuchungen ein signifikant d¢dshL-6 sowohl in der Gruppe der
gesunden Lebern als auch in der Gruppe der Fattiebater dem Einfluss des GO

Pneumoperitoneums deutlich héher als in den erdsprelen Kontrollgruppen.

Die Ursache der erhohten IL-6 und Produktion istltifiaktoriell. Jedoch fuhrt die
Leberteilresektion an sich bereits zu einer Expoasgon Zytokinen in der Restleber, wobei
hier insbesondere IL-6, TNF: und IL-10 produziert werden [Diehl 2000]. Aber huder
Einfluss des C®@Pneumoperitoneums fihrt bereits an sich zu eixerdssion von IL-6 und
TNF- o im Lebergewebe und zu einer erhéhten Konzentratieser Interleukine im Serum
[Altindis 2004, Cevrioglu 2004]. Zwar ist die Ubehselende, exzessive Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen mit dem Auftretennvpostoperativen Infektionen bis hin
zur Multiorgandysfunktion assoziiert [Biffl 1996puf der anderen Seite ist aber das IL-6
jedoch essentiell fur die Triggerung der Hepatazgteliferation im Rahmen der
Leberregeneration [Streetz 2000]. Das IL-6 fuhtie@izu einer Aktivierung von einer Reihe
von Transkriptionsfaktoren, u.a. ,signal transdacand activators of transcription“ (STAT)
Proteine, was wiederum dazu fiihrt, das die Hep#&tacgus ihrem Ruhestadium (GO-Phase)
in die prareplikative Phase (G1-Phase) tubergehenrf002, Streetz 2000]. Dem IL-6 wird
bei der Induktion der Leberregeneration eine Figstmile zugeschrieben [Cressman 1996,
Greenbaum 1998]. Eine Uberstimulation durch IL-6hweaad der Leberregenration fiihrt
dagegen zu einer deutlichen Verzégerung der Lepemnegation [Streetz 2000]. Verschiedene

Autoren zeigten, dass die Konzentration von pramfinatorischen Interleukinen im Plasma
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und Lebergewebe von Ratten mit einer Fettleberitsepedoperativ hdher als bei gesunden

Tieren ist [McCuskey 2004, Yang 1997].

3. Pneumoperitoneum und Leberregeneration bei desgnden und bei der Fettleber

Es sind bislang erst wenige Studien durchgefiihrrdem, die den Einfluss eines
Pneumoperitoneums auf die Leberregeneration nachielfx Hepatektomie untersucht
haben. Dabei ist genauere Erforschung der Zusanmingeltzwischen Leberregeneration und
Pneumoperitoneum wichtig, da die Indikationsstejluur laparoskopischen Leberchirurgie
zunehmend ausgeweitet wird bis hin zur Durchfihdapgroskopischer Leber-Lebendspende
Operationen [Cuomo 2006, Koffron 2006]. Jingere ednichungen zeigen, dass die
intraabdominelle Druckerhéhung einen negativen|&asfauf die postoperative Regeneration
der Leber nach partieller Hepatektomie hat [Kay®20Yagmurdur 2004]. Kaya et al.
konnten im Rattenmodell nachweisen, dass nach@ligiem CQ-Pneumoperitoneum (12-
14 mm Hg) und anschliel3ender 2/3-Hepatektomie sbdiethepatozellulare Schadigung als
auch die Leberregeneration am 1. und am 4. posttpen Tag signifikant niedriger als in
der Vergleichsgruppe ohne Pneumoperitoneum war gk2802]. Die Leberzellschadigung
wurde durch die Messung der SerumkonzentrationA&r gemessen. Als Indikatoren der
Zellproliferation wurden in dieser Studie der Migzdex und PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) positive Hepatozyten verwendet.nliéhe Ergebnisse wurden von
Yagdurmur et al. gezeigt [Yagmurdur 2004]. In dreSéudie war die Leberregeneration in
der Gruppe mit Pneumoperitoneum (60 Minuten, 15 Hgh signifikant niedriger als in der
Vergleichsgruppe ohne Pneumoperitoneum. Yagdurmur a¢ untersuchten die
Leberregeneration am 5. postoperativen Tag. AlsarReter der Leberregeneration wurde
auch hier PCNA verwendet. Interessanterweise wiareiler Gruppe mit Pneumoperitoneum,
die postoperativen Serumkonzentrationen an IL-6 TIN&-a signifikant niedriger als in der

Kontrollgruppe der Tiere, die ohne vorheriges Pngpenitoneum partiell hepatektomiert
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wurden. Da die proinflammatorischen Zytokine ThRind IL-6 fur die Leberregeneration
eine essentielle Bedeutung haben diskutieren digor&n Uber einen mdoglichen
Zusammenhang zwischen der erniedrigten Zytokinkamzgon und der geringeren
Leberregenerationskapazitdt nach Leberteilresektiont vorausgegangenem GO
Pneumoperitoneum [Yagmurdur 2004]. Wahrend die iStwdn Kaya et al. aufgrund der
Dauer des Pneumoperitoneums von 24 h kaum auf lisdhen Bedingungen einer
laparoskopischen Leberteilresektion Gbertragen arekdnn, kommt der Versuchsaufbau von

Yagmurdur et al. der klinischen Situation naher.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein 60 minutiges-FD@umoperitoneum mit einem
intraabdominellen Druck von 9 mm Hg vor partickégpatektomie die Leberregeneration im
Vergleich zu den Kontrollgruppen ohne Pneumopeeiton signifikant beeintréchtigt.
Sowohl bei der gesunden Leber, aber noch viel stéaksgepragt bei der Fettleber sind die
Regenerationsparameter Ki-67, Mitoserate und pestbiwpe Zunahme an Lebermasse nach
vorangegangenem Pneumoperitoneum geringer ausgiepigglLeberregeneration war bei
den Fettlebertieren im Vergleich zu den gesundemeni signifikant schlechter. Durch das
Pneumoperitoneum kam es zu einer weiteren Beehtigiing der Leberregenration. In der
Literatur sind verschiedene Fettlebermodelle bésbhn, mit denen die Leberregeneration

nach partieller Hepatektomie untersucht wurde (32)b.
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Tabelle 33 Verschiedene Tiermodelle zur Untersuchwugnder Leberregeneration bei der
Fettleber nach partieller Hepatektomie

Autor/Jahr Modell Regeneration
Zhang 1999 MCDD, 68%ige Hepatektomie =
Selzner 2000 Zucker Ratten, 70%ige !
Hepatektomie
Rao 2001 CD, 70%ige Hepatektomie = (bei Fettlelmmspatet
einsetzend)
Picard 2002 Zuckerratten, 70%ige Hepatektomie

MCDD, 70%ige Hepatektomie
Orotic acid, 70%ige Hepatektomie

Vetelainen 2001 MCDD, 70%ige Hepatektomie
30% Steatosis =
70%Steatosis !

MCDD: Methionine- and Choline deficient diet, CDh@ine deficient diet

Die Ergebnisse bei diatetisch erzeugten Fettle€, MCDD) sind hinsichtlich der
Leberregeneration unterschiedlich. Selzner etral. Ricard et al. konnten bei Zucker Ratten
eine signifikante Reduktion der Proliferation ngudtieller Hepatektomie zeigen [Selzner
2000, Picard 2002]. Im Gegensatz dazu war die lkefgeneration bei MCDD bzw. CD
induzierten Fettlebern in einigen Studien nichtibieachtigt [Zhang 1999, Picard 2002]. Rao
et al. zeigten eine verzdgert einsetzende Leberratien bei CD Ratten im Vergleich zu
gesunden Tieren [Rao 2001]. Die unterschiedlichegelhisse machen deutlich, dass die
Fettleber an sich nicht unbedingt zu einer Hemmdeag postoperativen Leberregeneration
fuhrt. Wahrscheinlich ist das Ausmalf der Verfetttiirgden Proliferationsverlauf maf3geblich
entscheidend. So konnten Veteldinen et al. zeidess die schwere Steatosis hepatis (>60%
der Hepatozyten verfettet) im Vergleich zur mildéteatosis hepatis zu einer signifikanten
Beeintrachtigung der Leberregeneration nach 70%iggratektomie fuhrt [Veteldinen 2007].
Auch in unserer Studie kam es durch die MCDD zeriitber 60%igen Leberzellverfettung,
so dass die Ergebnisse mit denen von Veteldinereifisémmen. In den Studien von Zhang
et al., Picard et al. und Rao et al. wurde das Agsnder Leberzellverfettung nicht exakt

angegeben [Zhang 1999, Rao 2001, Picard 2002].dBeiZucker Ratten ist die Situation
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noch einmal anders, denn die Fettleber ist hiehtniiatetisch bedingt, sondern durch das
Fehlen von zentralen Leptinrezeptoren. Hierdurchmid es zu einer Vielzahl von
metabolischen Stérungen, wie Hyperglykamie, Hypiimédmie, Insulinresistenz und
Hyperlipidamie, die alle indirekt negativ auf diesphtozytenproliferation wirken [Kaplan
1998]. Wie weiter oben bereits diskutiert ist mohérweise der exzessive Anstieg der
proinflammatorischen Enzyme mitentscheidend furpdistoperative Regenerationshemmung
der Hepatozyten. Interessanterweise zeigte sichserer Studie, dass unter dem Einfluss des
COx-Pneumoperitoneums der Wachstumsfaktor HGF staekerimiert wurde als in der
Vergleichsgruppe. HGF gehort zu den Wachstumsfaektadie fur die Zellzyklusprogression
eine entscheidende Rolle spielen [Fausto 2006]. Hi@kiziert DNA Synthese in den
Hepatozyten und aktiviert verschiedene intrazallaSignalwege, die fir die
Zellzyklusprogression und fur das Zelliberlebenaméwrortlich sind [Fausto 2006]. Der
stéarkste Anreiz fur die mesenchymalen Zellen, HGproduzieren stellt ein Lebertrauma dar
[Court 2002]. Durch das Pneumoperitoneum wird daschd die partielle Hepatektomie
induzierte Trauma wahrscheinlich potenziert, dasstirkere Expression des HGF hierdurch
erklart werden konnte. Trotz der vermehrten HGF s&hfittung bei den Tieren mit
Pneumoperitoneum war die Leberregeneration geheEim#. mogliche Erklarung hierfir ist,
dass HGF erst dann seine Wirkung entfaltet, weenZéilen aus der GO- in die G1-Phase
Ubergetreten sind. Die Hemmung der Proliferatiorcklulas Pneumoperitoneum konnte also
bereits in der Priming Phase beginnen. Der zweiterauchte Wachstumsfaktor VEGF ist
besonders in der Frilhphase der Leberregeneratiogre®er Bedeutung [Sowa 2008]. VEGF
gehdrt zu den starksten Angiogenesefaktoren und fidider sich regenerierenden Leber zur
Proliferation von Endothelzellen aber auch von Hepgen innerhalb der ersten
24 h nach partieller Hepatektomie [Sowa 2008]. Wfnnten nachweisen, dass VEGF im

Lebergewebe nach Pneumoperitoneum geringer exptimigde als in der Kontrollgruppe.
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Bei den Tieren mit Fettleber kam es zu einem rzhitiverzégerten Anstieg der VEGF
Konzentration, wobei sich kein Unterschied zwischden Tieren mit und ohne
Pneumoperitoneum nachweisen lieR. Uber den dirdkieffuss eines Pneumoperitomneums
auf die Wachstumsfaktoren HGF und VEGF sind una&kélntersuchungen bekannt. Fine et
al. konnten eine hthere VEGF Konzentration nachv&otionellen Kolonresektionen im
Vergleich zu laparoskopischen Kolonresektionensteien [Fine 2003]. Der grof3ere VEGF
Anstieg wurde von den Autoren mit dem grol3eren uthischen Stress bei der

konventionellen Kolonresektion erklart.

Die Regenerationshemmung, die wir nach Pneumopetito beobachteten lie3 sich nicht
durch die inhibitorischen Zytokine TGF-B und IL-Htkdren. Hier zeigte sich kein
wesentlicher Unterschied zwischen den Gruppen. lege@satz zu unseren Ergebnissen
konnten Kopernik et al. in einem in vitro Versutiei dem humane Peritonealmakrophagen
einem CQ-Pneumoperitoneum Modell ausgesetzt waren, einpdeire Hemmung der IL-113

Sekretion nachweisen [Kopernik 1998].

SchlieBlich untersuchten wir, ob der Regeneratiemshung nach Pneumoperitoneum eine
verstarkte Apoptoseinduktion zu Grunde liegt. UasErgebnisse zeigten bei den gesunden
Tieren eine leicht verstéarkte Caspase 3 AktivitAitin Pneumoperitoneum. Somit kdnnte
zumindest bei den gesunden Tieren das Pneumoparitoriiber diesen Weg zu einer
Hemmung der postoperativen Leberregeneration flhhender Literatur gibt es kaum
Untersuchungen uber den Zusammenhang zwischen Bpeditoneum und Apoptose.
Arikan et al. wiesen im Rattenmodell ebenfalls eieestarkte Apoptose in der Leber nach
einem CQ-Pneumperitoneum nach [Arikan 2007]. Bei den He#ta ist die Situation
hinsichtlich der Apoptose etwas anders, denn hégt leine Stérung der Aktivierung des

Apoptosemechanismus vor. So konnten Selzner efirad. signifikant geringere Aktivitat an
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intrazellularen Apoptosemediatoren, wie Caspas€a3pase 8 und Zytochrom c bei Tieren

mit Fettleber im Vergleich zu gesunden Tieren nasbken [Selzner 2000].

In klinischen Studien, die den Einfluss der Staatbepatis auf den postoperativen Verlauf
nach Leberteilresektion oder Lebertransplantatiatensuchen, zeigte sich, dass ab einer
Leberzellverfettung von Uber 30% die Komplikatiatsrzunimmt. Kooby et al. konnten bei
485 Patienten nach Leberteilresektion eine sigaifiknbhere Rate an hepatobiliaren und
gastrointestinalen Komplikationen sowie Wundinfekin bei Patienten mit einer Fettleber
von Uber 30% im Vergleich zu Patienten mit gesundezw. geringgradiger
Leberzellverfettung nachweisen [Kooby 2003]. Aunheiner Studie von Belghiti et al. mit
478 Patienten nach Leberteilresektion - davon 3ieRtan mit einer iber 30%igen Fettleber -
war die postoperative Morbiditat bei den Patient@h Fettleber signifikant erhdht [Belghiti

2000]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von andatgoren publiziert (Tab. 34).

98



Tabelle 34 Postoperative Morbiditat nach Leberteilesektion bei Patienten mit Fettleber

Autor Jahr |Steatosi | Patienten | Kompli- p- Mortalitat p-
s (%) kationen (%) |Wert [(%) Wert

Behrns 1998 keine |72 10 k.A. 3 k.A.
<30% |56 14 7
>30% |7 29 14

Belghiti 2000 | keine |441 8 0,003 |1 0,5
>30% |37 22 0

Jarnargin 2002 keine [1275 48 0,197 | 3,9 0,309
>30% |380 44 2,8

Kooby 2003 | keine |160 35 0,01 |31 0,29
<30% |223 48 3,6
>30% |102 62 5,9

Cho* 2006 | <5% 36 22 n.S. 0 k.A.
5-30% |18 33 0

Mc Cormack | 2007 keine |58 6,9 0,001 | 1,7 0,21
>10% |58 27 8,6

*Leberlebendspende-Hepatektomie, k.A.: keine Angatf.: nicht signifikant

Auch in der Lebertransplantation hat die Steathsisatis einen negativen Einfluss auf den
postoperativen Verlauf. Bei stark verfetteten Labér60%) ist beispielsweise das Risiko
einer initialen Non- bzw. Dysfunktion sehr hoch I@®er 2001]. Hinsichtlich der
Leberregeneration bei der Fettleber gibt es nurigeeklinische Studien. Cho et al. zeigten,
dass die Regeneration nach Spenderhepatektomfabienten mit bis zu 30%iger Fettleber
im Vergleich zu bis zu 5%iger Leberzellverfettung der frGhen postoperativen Phase
verzogert stattfindet [Cho 2006]. Uber den Einfldes Pneumoperitoneums auf die Fettleber
gibt es in der aktuellen Literatur keine Daten. &hesErgebnisse demonstrieren, dass bei
Steatosis hepatis einerseits der hepatozelluldnaden durch das Pneumoperitoneum gréRer

ist als bei gesunden Lebern. Auch die Leberregéinaravar im Fettlebermodell nach

vorausgegangenem Pneumoperitoneum im Vergleicgeaunden Leber reduziert.
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Welche klinische Relevanz haben unsere Ergebnidda&? Indikation zu grolReren
laparoskopischen Leberteilresektionen sollte begapragter Steatosis hepatis aufgrund des
erhohten Risikos des starkeren hepatozellulareadgets mit moglicher Beeintrachtigung der
postoperativen Regeneration besonders kritischelifesterden. Auch die laparoskopische
Leberlebendspende bei Patienten mit starkerer kelbegrfettung sollte vermieden werden,
wobei eine abschlieRende Empfehlung auf der Grgedlder bisher vorliegenden Daten
sicher nicht erlaubt ist. Weitere experimentelleditn, die auch protektive Massnahmen

einschliel3en sollten sind notwendig.
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F Zusammenfassung

In unserer Arbeit wurde der Einfluss des £Z@heumoperitoneums auf die gesunde und auf
die Fettleber im Rattenmodell untersucht. Hauptridrien waren das Ausmass der
hepatozellularen Schadigung sowie die Evaluieruag gbstoperativen Leberregeneration.
Dartber hinaus wurde der Einfluss des Pneumopetitos auf die Auspragung der
oxidativen Stressreaktion und die Ausschittung gdesinflammatorischen Interleukin-6

untersucht.

Hierfir wurden im ersten Versuchsabschnitt sowadugde Tiere als auch Tiere mit einer
diatetisch (Methionine und Choline defiziente Diaguzierten Fettleber einem 60 miniitigem
CO,-Pneumoperitoneum mit einem intraabdominellen Drusk 9 mmHg unterzogen. Im
zweiten Versuchsabschnitt erfolgte nach dem 60 tigiath CQ-Pneumoperitoneum die 70%

Hepatektomie.

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass die alle@@igainitige Verabreichung eines €0
Pneumoperitoneums von 9 mmHg bereits bei der gesuRattenleber zu einem erheblichen
Anstieg der Transaminasen, der GLDH und der LDHrtihBei einer vorbestehenden
Steatosis hepatis war die hepatozellulare Schadiguath dem C@Pneumoperitoneum

signifikant starker ausgepragt als es bei der gisubeber der Fall war.

Auch nach einer 70%igen Leberteilresektion warAlasmass des hepatozellularen Schadens
mit CQO,-Pneumoperitoneum signifikant starker als ohne-@eumoperitoneum. Auch hier
zeigte sich ein groRerer Schaden bei Tieren mit8ses hepatis. Weiterhin zeigte sich, dass
die oxidative Stressreaktion - gemessen an Maltdetigd im Lebergewebe - nach €O
Pneumoperitoneum sowohl bei den gesunden als aiateb Tieren mit Fettleber signifikant
starker als ohne GCf£Pneumoperitoneum war. Auch die Ausschittung des
proinflammatorischen Interleukin-6 war nach £@heumoperitoneum bei den gesunden und
bei den Tieren mit Fettleber signifikant verstarkim Fettlebermodell war die
Lipidperoxidation bereits ohne GApplikation signifikant starker ausgepragt als den

gesunden Tieren.

101



Unsere Versuche zeigten, dass das-E@eumoperitoneum einen negativen Effekt auf die
postoperative Leberregeneration hatte. Sowohl ditoddrate als auch der Nachweis des
Zellkernproteins Ki-67 waren bei den gesunden uedtlither noch bei den Tieren mit
Fettleber in den C@Pneumoperitoneum Gruppen signifikant erniedrigie Postoperative
Zunahme des Lebergewichts war ebenfalls in den gEmpmit CQ-Pneumoperitoneum
erniedrigt. Auch auf den Zellzyklusstimulator CycID1 hatte das C&Pneumoperitoneum
einen negativen Effekt. Unabhangig vom Pneumopegitm war die Leberregeneration bei

den Tieren mit Steatosis hepatis im Vergleich zu giessunden Tieren eingeschrankt.

Als eine der Ursachen der verminderten Regenerdt@mmmt die in starkerem Ausmal
nachgewiesene oxidative Schadigung der Leber salige ausgepragtere Interleukin-6
Ausschittung nach vorangegangenen-B@eumoperitoneum in Betracht. Dagegen ergaben
die Ergebnisse der Untersuchungen der WachsturoséaktHGF und VEGF sowie der
Regenerationsinhibitoren TGF-3 und Interleukin ke wegweisendes Bild. Zwar war die
Expression des VEGF nach vorangegangenen Pneurnoogenn schwacher als in der
Vergleichsgruppe ohne Pneumoperitoneum. Umgekedgegen verhielt es sich mit der
Expression des Wachstumsfaktors HGF, die bei deneilimit Pneumoperitoneum starker
nachweisbar war. Bei den gesunden Tieren war dap#gse nach Pneumoperitoneum starker
ausgepragt als bei den Tieren ohne PneumoperitanBeiden Tieren mit Steatosis hepatis

hatte das Pneumoperitoneum dagegen keinen sichtBaréuss auf die Apoptose.

Die hier erhobenen Daten zeigen insgesamt einenatimeg Effekt des C@
Pneumoperitoneums auf die hepatozellulare Integutél die Leberregeneration. Bei der
Indikationsstellung zu erweiterten laparoskopischeberteilresektionen sollte - insbesondere
bei vorgeschadigter Leber - der potentielle Nathwines Pneumoperitoneums mit
bertcksichtigt werden.
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