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1. Einleitung

1.1 Generelle Aspekte

Die Leberchirurgie stellt in der heutigen Zeit eines der wichtigsten
Behandlungskonzepte primarer und sekundarer Lebertumoren dar. So st
beispielsweise die Leberresektion Mittel der Wahl beim hepatozellularen Karzinom,
einem der haufigsten primaren Lebertumore in Europa, aber auch eine
Behandlungsmethode, die eine effektive chirurgische Therapie von Lebermetastasen
oder -traumata ermdoglicht. Das postoperative Risiko bei Leberresektionen wird neben
allgemeinen Risikofaktoren wie Nebenerkrankungen oder reduziertem
Allgemeinzustand des Patienten im Wesentlichen von Grof3e und Funktion des
verbleibenden Restleberparenchyms bestimmt. Prinzipiell kann man davon ausgehen,
dass ca. 80% des Leberparenchyms reseziert werden konnen, ohne dass es
postoperativ zu einem Ausfall lebenswichtiger metabolischer Funktionen kommt. Bei
optimaler Regeneration ist bereits nach 6 Monaten eine komplette Restitution von

normal funktionierendem Lebergewebe erfolgt [Court 2002].

Anders verhélt es sich, wenn das Leberparenchym bereits durch fibrotischen oder
zirrhotischen Umbau vorgeschadigt ist [Ezaki 1998, Chiappa 2000, Mann 2001] oder
aber wahrend der Operation eine temporére Reduktion der Blutzufuhr nétig wird (mittels
so genannten Pringle-Mandvers), um beispielsweise groRere Blutverluste zu

vermeiden, was zu einer Schadigung des verbleibenden Leberparenchyms fuhren kann.

Ist die hepatozellulare Regenerationsfahigkeit eingeschrankt, kann es postoperativ zu
lebensbedrohlichen Komplikationen kommen. Diese sind zum einen primér durch die
Stoffwechseldysfunktion der Leber bedingt [Tucker 2005], kbnnen zum anderen aber
auch durch sekundare Folgen wie zum Beispiel hepatorenales oder hepatopulmonales
Syndrom verursacht werden [Cardenas 2005]. Die klinische Manifestation reicht hierbei
von der partiellen Leberinsuffizienz mit allen denkbaren Folgen bis hin zum kompletten

Organausfall, der mit dem Leben nicht mehr vereinbar ist.

Eine weitere Schwierigkeit leberresezierender Eingriffe besteht in der Tatsache, dass

die Leber als gréf3tes parenchymattses Organ sowohl stark durchblutet ist, als auch
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eine AaulRerst fragile Gewebsstruktur besitzt. Neben allgemeinen Techniken zur
Vermeidung von Blutungen wie der Wahl eines adaquaten Zuganges, Minimierung der
vendsen Fillung sowie kontrollierte Parenchymdurchtrennung, kann ein zeitlich
limitiertes Unterbinden der Blutzufuhr zuweilen notwendig werden [Bechstein 2000]. So
kbnnen intraoperative Blutverluste gering gehalten und damit verbundene
Komplikationen vermieden werden, zugleich wird fiir eine bessere Ubersicht tiber das
Operationsfeld gesorgt. Diese als ,warme Ischamiezeit® bezeichnete Dauer der
Mangeldurchblutung wird vom Leberparenchym bis zu 30 Minuten toleriert [Blumhardt
1986, Bismuth 1989].

Die praktische Durchfiihrung erfolgt durch das bereits zuvor erwéhnte sogenannte
Pringle-Mandver [Pringle 1908], dem Abklemmen des Lig. hepatoduodenale, in
welchem A. hepatica propria, V. portae und D. choledochus verlaufen. Durch die
vollstdndige Unterbrechung der Blutzufuhr (Ischamie) kommt es aber auch
zwangslaufig zu einer Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr, was im Organ selbst zu
einer Gewebshypoxie fuhrt. Mit nachfolgender Wiederherstellung des Blutflusses durch
Offnen der GefaRklemme erfolgt die Reperfusion mit erneuter Oxygenierung des
Lebergewebes. Beide Faktoren, sowohl Ischdmie als auch Reperfusion, kénnen eine
Organschéadigung hervorrufen, welche als Ischamie/ Reperfusionsschaden bezeichnet

wird.

Die genauen Mechanismen dieser Gewebsschadigung durch Ischamie/ Reperfusion
(I/R) sind im Einzelnen noch nicht hinreichend geklart und aufgrund der Bedeutsamkeit
einer madglichen Reduktion des I/R-Schadens Gegenstand aktueller Forschung
[Jaeschke 1996, Bilzer 2000, Kim 2003, Teoh 2003, Arii 2003, Schemmer 2004,
Glanemann 2004, Hirsch 2006]. Derzeit geht man von einem multifaktoriellen
Geschehen aus, bei dem sowohl Zytokine und vasoaktive Substanzen, als auch

reaktive Sauerstoffspezies beteiligt sind [Glanemann 2001].
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1.2 Pathomechanismus der Ischamie/ Reperfusionsschadigung

In der Phase der Ischamie fiihrt die verminderte Gewebsoxygenierung zu einer
anaeroben Stoffwechsellage, in der vermehrt ATP hydrolysiert wird und durch anaerobe
Glykolyse zunehmend Lactat anfallt: es kommt zur intrazellularen Azidose. Zum
anderen zeigt sich, bedingt durch den ATP-Verlust, eine verminderte Aktivitat der Na'/
K*-ATPase, was zu einer konsekutiven Membrandepolarisation fiihrt. Dies hat ein
Offnen spannungsabhangiger Ca?*-Kanale zur Folge, wodurch die intrazelluldre Ca-
Konzentration ansteigt, die eine Schadigung des Cytoskeletts nach sich zieht. Die
Membranpermeabilitdt steigt und fihrt durch zytoplasmatisches Anschwellen durch
Osmose zur Zellschadigung [Marubayashi 1980, Teoh 2003, Arii 2003].

Wahrend der initialen Phase der Reperfusion kommt der kupferzellinduzierten
Freisetzung verschiedenster Sauerstoffradikale eine zentrale Rolle hinsichtlich der
Zellschadigung zu. Diese reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxidanione und
Hydrogenperoxide stellen starke Zellgifte dar, die durch Schadigung von Zellproteinen
und Membranbestandteilen insbesondere die sinusoidalen Endothelzellen direkt
schadigen [Clavien 1998, Cutrin 2002].

Des Weiteren werden durch die Aktivierung der Kupffer-Zellen Zytokine wie Interleukin
(IL)-1, Tumornekrosefaktor o (TNFa) und platelet activating factor (PAF) freigesetzt
[Mueller 1996, Jaeschke 1996, Arii 2000]. Diese wiederum fuhren zur
Expressionssteigerung diverser Adhasionsmolekiile wie intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) oder P-Selektin, die zur
verstarkten Adhérenz von Leukozyten an Endothelzellen fihren [Jaeschke 1997,
Martinez-Mier 2000, Arii 2003]. Es kommt zur Transmigration von Leukozyten,
insbesondere polymorphkerniger Granulozyten (PMN), in das hepatozellulare
Interstitium, wobei durch die PMN-Aktivierung neben Proteasen und hydrolytischen
Enzymen wiederum zytotoxische Sauerstoffradikale freigesetzt werden [Lentsch 2000].
Neben der Anlagerung von Leukozyten kommt es ebenso zu einer vermehrten
Adhéasion von Thrombozyten an die Endothelzellen, was die Entstehung von
Mikrothromben durch Leukozyten- und Plattchenaggregation [Martinez-Mier 2000] zur
Folge hat. Dieser Effekt wird zudem durch die Freisetzung von PAF aus den Kupffer-

Zellen sowie durch Endothelzellschadigung verstarkt. Es resultiert eine deutliche
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Einschrankung der Mikroperfusion mit einer Verlangsamung des Blutflusses bis hin zur
volligen Stase und hiermit einhergehend die Ausbildung ischamischer Infarktzonen mit

Schadigung des Leberparenchyms [Glanemann 2001].

Diese beschriebenen pathophysiologischen Vorgadnge - osmotische Zellschadigung
durch anaeroben Stoffwechsel, kupferzellaktivierte reaktive Sauerstoffspezies/
Adhasionsmolekile und Mikrozirkulationsstérung - sind nur wenige der beteiligten
Interaktionen im Rahmen der IR-bedingten Zellschadigung, jedoch bieten sie zahlreiche

Anséatze fur eine Reduktion derselben.

1.3  Konzepte zum Schutz vor Ischamie/ Reperfusionsschadigung

Um lebensbedrohliche bzw. lebensbeendende Folgen einer ungeniigenden
Restleberfunktion zu vermeiden, ist es also aul3erordentlich wichtig, die durch I/R
bedingte Gewebsschadigung so gering wie mdglich zu halten.

Da Operationstechniken und folglich auch die Minimalisierung der Ischamiezeit schon
weitestgehend optimiert wurden, kann beziglich dieser EinflussgrofRe lediglich eine
Erhdhung der Ischadmietoleranz und ein daraus resultierender verminderter

Parenchymschaden zu einer Verbesserung der Restleberfunktion fiihren.

Aus diesem Grunde wurden bereits verschiedene Konzepte zur Erhdéhung der
Ischamietoleranz bzw. Reduktion des I/R-Schadens erstellt. An dieser Stelle sei die
bereits in der Leberchirurgie angewandte intraoperative Therapie mit Kortikoiden
erwahnt, die u.a. durch ihre antiinflammatorische Wirkung eine Protektion vor I/R-
Schadigung erzielen [Shimada 1996, Valen 2000, Yamashita 2001, Glanemann 2004].
Glukokortikoide binden an zytoplasmatische Rezeptoren und bewirken im Zellkern eine
Anderung der  Transkriptionsrate  sensitiver Gene, die  beispielsweise
antiinflammatorische Proteine wie Lipocortin-1, IL-10 oder IL-1-Rezeptor-Antagonisten
kodieren. Ebenso kommt es zu einer direkten Beeinflussung des Transkriptionsfaktors
NF.B und Aktivatorprotein-1 (AP-1), die die Expression inflammatorischer Gene

regulieren. Insbesondere Zytokine wie IL-1[3, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11 und TNFa, die auch
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bei der Ausbildung des hepatischen Ischamie/ Reperfusionsschadens beteiligt sind,
sind von der hemmenden Wirkung betroffen.
DarlUber hinaus scheinen Steroide einen protektiven und stabilisierenden Einflu3 auf die

Zellmembran zu haben [Wang 2001].

Eine weitere Moglichkeit zum Schutz vor Ischamie/ Reperfusionsschadigung bietet die
Gabe von Kalziumkanalblockern wie Verapamil, die in der Phase der Ischamie durch
Hemmung des Kalziumeinstroms schitzend auf die Mitochondrien wirken und
gleichzeitig als Vasodilatatoren agieren [Uchida 1994, Oliviera 2001].

Anderer Ansatze verfolgen die Verbesserung der Mikrozirkulation durch Verabreichung
von NO-Donatoren [Liu 1998, Kim 2004,], die Gabe von ROS-Fangern [Yokota 2000]
oder Antikérpern gegen Adhasionsmolekile [Kuzume 1997, Yadav 1998].

1.4 Ischamische Prakonditionierung

Eine vollkommen andere Strategie bietet die Methode der Ischamischen
Préakonditionierung (IP), die bereits von zahlreichen Autoren als ein wirksamer Schutz
vor I/R-Schéadigung beschrieben wurde [Hardy 1996, Peralta 1996, Hawaleshka 1998,
Clavien 2000, Peralta 2003, Teoh 2003] und Gegenstand intensiver Forschung ist.
Bei dieser Methode wird der eigentlichen, intraoperativ benétigten Ischamie eine kurze
IschAmiephase vorangeschaltet, gefolgt von einer Phase der Reperfusion, um somit
endogene Protektionsmechanismen des Organs zu aktivieren. Die Wirksamkeit dieser
Vorgehensweise wurde erstmalig von Murrey et al. am Myokard des Hundes
beschrieben [Murrey 1986] und durch zahlreiche nachfolgende Studien an diversen
Spezies [Schott 1992, Downey 1993, Yellon 1992] und Organen bestétigt [Hotter 1996,
Hardy 1996, Ogawa 1998, McCallion 2000].

Clavien et al. bestatigten im Jahr 2000 schliel3lich die protektive Wirkung der IP im
Rahmen einer klinischen Studie und konnten zeigen, dass es postoperativ nach
Hemihepatektomie zu einer signifikanten Erniedrigung der Serumtransaminasen kommt
[Clavien 2003].
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Mit der Unterschiedlichkeit der vorangegangenen Versuchsaufbauten beztglich
Spezies und untersuchter Organe divergieren jedoch die Daten hinsichtlich einer
einheitlichen Dauer von Ischamie- bzw. Reperfusionsphase. Schon Hardy et al. konnten
1996 zeigen, dass das Phanomen der ischamischen Préakonditionierung durchaus
zeitabhangig ist [Hardy 1996]. In vorangegangenen Studien unserer Forschungsgruppe
konnte hierfir am Rattenmodell ein Zeitprotokoll erstellt werden, in dem ein optimaler
Schutz vor I/R-Schadigung bei einem IP-Intervall von 5-mindtiger Ischamiephase mit
anschlieBender 30-mindtiger Reperfusionsdauer nachgewiesen wurde [Glanemann
2004]. Dieses Protokoll dient als Grundlage fir die in dieser Arbeit verwendeten

Ischamie- bzw. Reperfusionszeiten.

1.5 Leberregeneration

Geht man davon aus, dass durch die Methode der Ischamischen Prékonditionierung der
Ischamie/ Reperfusionsschaden, der wahrend der Operation erzeugt wird, verringert
werden kann, so drangt sich doch an dieser Stelle die Frage auf, ob hierdurch auch ein

positiver Einfluss auf die Leberregeneration ausgetbt wird [Teoh 2003].

Bereits in der Antike war die enorme Regenerationsfahigkeit der Leber bekannt, die
beispielsweise in der griechischen Mythologie in der Sage des Prometheus beschrieben
wird. Dennoch sind bis zum heutigen Tage noch nicht alle Faktoren aufgeklart, die in

der hepatozellularen Regeneration eine Rolle spielen [Fausto 2000].

Normalerweise befinden sich Hepatozyten in einem Ruhezustand, der der Gy-Phase
des Zellzyklus entspricht. Nur 1 von 1000 Zellen tritt im Normalzustand in die G,-Phase
ein, um nachfolgend den Proliferationszyklus zu durchlaufen [Court 2002]. Tritt jedoch
ein vermehrter Verlust von Leberzellen ein, wie es beispielsweise bei chirurgischen
Resektionen der Fall ist, bewirkt das Zusammenspiel verschiedenster Faktoren eine
Aktivierung der ,ruhenden“ Hepatozyten, um durch Proliferation die funktionelle

Kapazitat der Lebermasse aufrechtzuerhalten [Kountouras 2001].

Der Prozess der Leberzellregeneration beinhaltet das Zusammenspiel vieler

verschiedener Einflussfaktoren, jedoch kdnnen zwei grundlegende Phasen unterteilt
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werden: Die erste, sogenannte priming-Phase, beinhaltet die Aktivierung diverser
Transkriptionsfaktoren wie NFxB, STAT3, C/EBP und AP-1 durch Cytokine (TNF, IL-6,
IL-1). Es kommt zur Expression sogenannter ,immediate-early* Gene (c-fos, c-jun, jun B
etc.), die in einer sehr frihen Phase (innerhalb der ersten 4 Stunden nach
Hepatektomie) aktiviert werden [Morello 1990, Hsu 1992]. Durch dieses ,priming"
werden die Zellen sensibilisiert fur Wachstumsfaktoren wie HGF, EGF und TGFa., deren
Anwesenheit ebenso Voraussetzung fur den Eintritt der Hepatozyten in die G;-Phase

sind wie der Vorgang des priming an sich [Kountouras 2001].

Die zweite Phase (Progressionsphase) beginnt nach Uberschreiten der Schwelle von
Gy zu G, und wird weiterhin von Wachstumsfaktoren beeinflusst bis zu einem Punkt in
der G;-/ S—Phase, an dem die DNA-Replikation unabhangig von selbigen verlauft
[Fausto 2000]. Dieses Stadium wird durch Expression von Cyclin D1 gekennzeichnet
[Koutouras 2001], einer Untereinheit der cdk (cyclin dependent kinase), die zur
Aktivierung dieser Kinase mit derselben einen Komplex eingeht [Jaumot 1999]. Cyclin-
cdk-Komplexe vermitteln intrazellulare Signale zur Regulation des Zellzyklus an
verschiedenen Stellen [Sherr 2004, Pines 2006], worauf ich aufgrund der Komplexitat
dieses Themas aber nicht ndher eingehen moéchte. Zu erwdhnen sei allerdings, dass
unterschiedliche Cycline (Cyclin D, -E, -A, -B) zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend
des Zellzyklus exprimiert werden [Albrecht 1999] und somit zwar einen Uberaus
geeigneten Marker fur das Ausmald der Regeneration darstellen, jedoch ihre
verschiedenen Maxima zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufweisen und folglich -

einzeln betrachtet - nicht den gesamten Zellzyklus abdecken.

Stocker et al. zeigten anhand 12-maliger sequentieller Leberresektionen [Stocker 1973],
dass die Regenerationsfahigkeit dieses Organs nahezu unerschdpflich ist. Dennoch ist
es notwendig, die Hepatozytenproliferation auf ein optimales Verhéltnis von Leber- zu
Korpermasse einzuschranken. Als wachstumshemmende Faktoren  wirken
beispielsweise TGF-B und Activin, die trotz ihrer hemmenden Wirkung bereits kurz nach
Hepatektomie vermehrt ausgeschittet werden. Ein Beispiel fir das sensible
Gleichgewicht wachstumsstimulierender und —hemmender Faktoren st die
Transplantation grof3er Spenderlebern in einen beziglich der Koérpergrof3e kleinen

Empfanger (sog. ,large for size” Transplantation). In diesen Fallen nimmt die



Seite 14

LebergroRe exakt bis zu dem Punkt ab, an dem das Verhéaltnis von Korper zu
Organfunktion ausgeglichen ist [Kam 1987].

Obwohl die Genese der Leberregeneration im Fokus zahlreicher Forschungen liegt,
sind nicht alle Mechanismen und Einflussfaktoren vollstandig aufgeklart. Weitere
Untersuchungen sind notig, um eventuelle (Therapie-) Ansatze zur groRtmoglichen

Steigerung der Regeneration aufzuzeigen.

1.6  Fragestellung

Da die Funktion des Restleberparenchyms hauptsachlich vom Ausmal der resezierten
Lebermasse abhangt, ist es erstrebenswert, die Leistungsfahigkeit der verbleibenden
Organmasse zu optimieren. Eine Steigerung der Regenerationsfahigkeit ist hierbei ein
maoglicher Ansatz. Hierdurch kénnten nicht nur postoperative Komplikationen minimiert
werden, es ware sogar denkbar, das Ausmafd der maximalen Resektion zu vergrofRern.
Konnte dies erfolgen, wére ein derzeit als inoperabel eingeschatztes Patientengut einer
Operation zuganglich zu machen.

Bezuglich zuvor beschriebener Methode zur Verringerung des Ischamie/
Reperfusionsschadens ergeben sich an dieser Stelle folgende Fragen, die in
nachfolgenden Untersuchungen geklart werden sollen:

1. FUhrt Ischéamische Préakonditionierung auch an der regenerierenden Leber zu einer

Verringerung des hepatozellularen Ischamie/ Reperfusionsschadens?

2. Falls diese Organprotektion gegeben ist, wird dadurch auch die Proliferation im

Rahmen der Leberregeneration positiv beeinflusst?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Tierversuche wurden mannliche, ca. 250 — 300 g schwere Wistarratten der
Firma Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland verwandt. Die Tierhaltung erfolgte zu
funf Tieren pro Ké&fig unter konstanten Temperaturbedingungen bei 20 bis 24°C im
Forschungsgebaude der Charité, Humboldt-Universitat Berlin, Campus Virchow-
Klinikum. Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Trinkwasser ad libitum und einen
natirlichen Tag-/ Nachtrhythmus.

2.2 Behandlungsmethoden
2.2.1 70%ige Leberresektion

Es wurden 2 Gruppen gebildet (n=8 Tiere pro Gruppe), um die Effizienz der IP-
Behandlung in Bezug auf die Ischamie/ Reperfusionsschadigung zu analysieren.
Gruppe 1 stellte die Kontrollgruppe dar (K = Kontrolle), die der Operation mit warmer
Ischamie unterzogen wurde, wahrend Gruppe 2 zuséatzlich eine Ischamische
Prakonditionierung (IP) erhielt.

Die gemeinsame Behandlung der Tiere der ersten Versuchsreihe bestand in einer
70%igen Leberteilresektion (LTR), die wahrend einer 30-minldtigen warmen
Leberischamie durchgefiihrt wurde (siehe Operationsprotokoll).

Alle Tiere erhielten wahrend der Leberteilresektion eine warme Ischamie durch
Unterbrechung der Blutzufuhr zur Leber von 30 Minuten. Dieses wurde durch das
hilusnahe Abklemmen des Lig. hepatoduodenale, welches auch als Pringle-Mano6ver
bekannt ist, realisiert. Der optimale Zeitrahmen fir die Dauer der Ischamie- bzw.
Reperfusionsphase im Rahmen der I/P-Behandlung, die der Resektions- bzw.
Ischamiephase vorgeschaltet wurde, konnte bereits in vorangegangenen Studien

unserer Forschungsgruppe festgelegt werden [Glanemann 2003].
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Die folgende tabellarische Aufstellung fasst das Behandlungsprotokoll zusammen:

Gruppe Operation Ischamie \Vorbehandlung |Zeitpunkt der
Totung

1.1 70% LTR 30 min. keine 1. POD

1.2 70% LTR 30 min. keine 4. POD

1.3 70% LTR 30 min. keine 7. POD

2.1 70% LTR 30 min. IP (5/30 min.) 1. POD

2.2 70% LTR 30 min. IP (5/30 min.) 4. POD

2.3 70% LTR 30 min. IP (5/30 min.) 7. POD

Tab. 2.2: Behandlungsprotokoll

2.2.2 90%ige Leberresektion

Um Ruckschlusse auf die Leberregeneration zu erhalten, wurde die Leberresektion in
der zweiten Versuchsreihe auf 90% erweitert, was die Tiere subletalen Bedingungen
unterwirft und eine Uberlebensanalyse ermdglicht. Hierfur wurden erneut 2 Gruppen
gebildet, von denen die erste die Kontrollgruppe darstellte (30-minitige warme
Leberischamie + 90% Leberresektion) und die zweite wiederum zuséatzlich mit der
Methode der IP vorbehandelt wurde. Jede Gruppe bestand aus 10 Tieren.

Des Weiteren wurde nach erfolgter Resektion und vor Verschluss der Bauchdecken die
frihe postischdmische Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie (IVM) und

Laserdopplerflowmetrie betrachtet (siehe 2.8).
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2.3 Operationsprotokoll

Materialien
Operationsinstrumente: Chirurgische Standardausstattung

Nahtmaterial:

Ethicon® Vicryl 3.0 Johnson & Johnson, Intl, SA8JQBBO
Prolene® 6.0 Ethicon, Norderstedt, D, JLAHQPB
Resolon® 3.0 Resorba, Nurnberg, D, REF 881519
Narkosegerat

Reagenzien

Isoflurane Abbott GmbH, Wiesbaden, D

NaCl 0,9 % Braun AG, Melsungen, D, 1.06404

Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere einem Isoflurane-Sauerstoffgemisch
ausgesetzt. Anschlie3end erfolgten die Rasur des Operationsfeldes und die Ermittlung
des praoperativen Gewichtes der Tiere. Mittels Leukosilkpflaster und Kantlen wurden
die Extremitaten der Tiere atraumatisch auf einem Korkbrett fixiert, um die freie Sicht
auf das Operationsfeld zu ermdglichen. Nach Anschluss des Schlauchsystems und
Gewadhrleistung eines konstanten Flows wurde sichergestellt, dass die Tiefe der
Inhalationsnarkose ausreichend war.

Die Eroffnung des Bauchsitus erfolgte mittels medianer Laparotomie. AnschlielRend
wurde die Leber freiprapariert und das Ligamentum hepatoduodenale aufgesucht. Die
warme Ischamiephase der Leber wurde mittels Pringle-Mandver induziert. Zu diesem
Zweck wurde das gesamte Ligamentum hepatoduodenale mit Hilfe einer Gefalklemme
temporar unterbunden.

Die Tiere der IP-Gruppe erhielten vor Beginn der eigentlichen Ischamiephase eine 5
Minuten andauernde Isch&mie mit anschlielBender 30-minttiger Reperfusionsphase.
Unter Blutleere wurden dann die Haltebander der Leber durchtrennt, die einzelnen
Leberlappen identifiziert und mit 3-0 Vicryl-Faden gefal3stammnah legiert. So dass
entsprechend der Methode von Higgins und Anderson eine 70%ige bzw. 90%ige LTR
resultierte [Higgins 1931].
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Abb. 2.3.1: Parenchymmasse nach 70%iger Leberresektion

Abb. 2.3.2: Parenchymmasse nach 90%iger Leberresektion

Nach genau 30 Minuten wurde die GefalRklemme geldst und eventuell auftretende
Blutungen aus der Schnittflache der Leber durch Uberndhung mit Prolene® 6-0-
Nahtmaterial gestoppt. Nach Sicherstellung von Bluttrockenheit erfolgte der Verschluss

der Bauchdecken mittels Resolon® 3-0 in fortlaufender Nahttechnik.
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Postoperativ wurden die Tiere erneut gewogen und durch i.m.-Injektion von Diclofenac
analgesiert. Die Tiere wurden anschlieend in Einzelkafigen untergebracht und
erhielten freien Zugang zu Futter und Trinkwasser ad libitum.

Alle Gruppen wurden im Zeitverlauf tber 6 Stunden bzw. 1, 4 und 7 Tage beobachtet
und nach Beendigung des Beobachtungszeitpunktes zu Blut- und Gewebeanalysen
getotet. Der Situs wurde hierzu erneut erdffnet und durch Punktion der V. cava inferior
wurde mittels Kanile und Serumréhrchen von jedem Tier etwa 5 ml Blut fir die
Bestimmung der Laborparameter entnommen werden. Anschlieend wurde die
Restleber entfernt, in flussigem Stickstoff zwischengelagert und bis zur weiteren
Untersuchung bei —80°C tiefgekuhlt.

24 Laborchemische Messungen

Zur Erfassung des Ischamie-Reperfusionsschadens bzw. der Synthese-/
Entgiftungsfunktion wurden folgende Parameter untersucht: Bilirubin, Aloumin sowie die
Transaminasen Aspartataminotransferase (AST) und Alaninaminotransferase (ALT).

Zu diesem Zweck wurde nach Blutenthnahme aus der V. cava das in den
Serumrdhrchen enthaltene Blut in einer vorgekihlten Zentrifuge mit 3000 g fur 10
Minuten zentrifugiert und anschlieRend das Serum abpipettiert. Dieses wurde daraufhin
in der Abteilung fur Klinische Chemie der Charité, Campus Virchow-Klinikum, Berlin,
Deutschland mittels handelsiublicher Reaktionskits untersucht.

Die Transaminasen ALT und AST wurden gewaéhlt, um den Ischamie-
Reperfusionsschaden zu quantifizieren. So ist die ALT ein leberspezifisches Enzym,
das hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert ist. Bei Leberzellschdden kann diese
aufgrund einer erhohten Zellmembranpermeabilitat vermehrt im Blut nachgewiesen
werden. Die AST hingegen ist ubiquitar vorhanden und nicht leberspezifisch. Sie kann
sowohl im Zytoplasma (zu rund 30%), als auch in Mitochondrien (zu etwa 70%)
nachgewiesen werden. Schwere Schadigungen der Hepatozyten lassen vermehrt die
mitochondriale AST in das Plasma Ubertreten, so dass man bei einem Verhaltnis von
AST/ALT > 1 (De Ritis-Quotient) von einem vermehrten Untergang an Leberzellen
ausgehen kann.

Albumin und Bilirubin hingegen geben Ruckschlisse auf die Synthese- bzw.
Entgiftungsfunktion der Restleber [Gressner 1989, Shaked 1997].
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2.5 BCA-Proteinkonzentrationsmessungen

Die Biochinonicsduremethode (BCA) beruht prinzipiell auf der sogenannten
Biuretreaktion, bei der Cu?™-lonen in alkalischer L&sung mit Proteinen einen
blauvioletten Komplex bilden, der photometrisch bei einer Wellenlange von 550 nm
gemessen werden kann.

Materialien/ Geréate

Ultra-Turrax T25 Janke und Kunkel, IKA-Labortechnik, D
90 Well Mikrotiterplatte

FLUOstar Galaxy V4.30-0 BMG Labtechnologies, Offenburg, D
Reagenzien

Pl-Puffer

PMSF Sigma, P-7626, Deisenhofen, D
Kupfersulfat (CuSO4) 4% Fluka, 61245, Neu-Ulm, D

BCA-Reagenz (Biochinonic Acid Solution) | Sigma, B-9643, USA

BSA-Standard (Bovines Serum Albumin in | Sigma, A 6003, Steinheim, D
Wasser 2000 pg/ml)

Puffer
PI-Puffer TES 20 mM
DTT 2 mM
Glycerol 10 %
Rea-Mix (fur 40 Proben): BCA-Reagenz 15 ml
Kupfersulfat 300 pl

Um die Proteinkonzentration im Lebergewebe messen zu kdnnen, musste zuerst ein
verdinntes Homogenisat aus Gewebe und Puffer hergestellt werden. Hierfir wurde pro
Tier etwa 100 mg Lebergewebe in ein Glasrohrchen eingewogen und mit 1 ml PI-Puffer

und 1 ul PMSF versetzt. Mit Hilfe des Ultraturrax wurde die Probe dismembriert.
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Vor der eigentlichen Messung wurden die Proben bei 3300 g fur 15 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das entstandene Pellet erneut mit Aqua dest.
geldst. Diese Waschung wurde zweimal wiederholt, um nachfolgend das Pellet in
Aceton zu l6sen und fur 24 Stunden trocknen zu lassen. Danach wurden die
Proteinpellets in 1 ml NaOH bei 60°C im Wasserbad gelost.

Da fur ein veritables Messergebnis Proteinkonzentrationen im Bereich von 250 bis 500
ug/ml angeraten werden, wurden die Proben 1:50 oder 1:100 mit Aqua dest. verdinnt.
Der BSA-Standard wurde in einer Verdinnungsreihe von 5 Proben mit den
Konzentrationen von 1000 pg/ml bis 62,5 ng/ml eingesetzt.

Je 20 ul der 5 Standards, des Leerwertes (Aqua dest.) und der verdinnten Proben
wurden in die Mikrotiterplatte eingefullt und mit 300 ul Rea-Mix bedeckt. Anschliel3end
erfolgten die 30-minitige Inkubation der Platte bei 37°C und die Messung mit dem
Photometer.

Um flr jede Probe die gleiche Konzentration an Protein zu erhalten, und somit die Tiere
untereinander vergleichen zu kénnen, wurden die Proben je nach Proteinkonzentration
auf 100 ug/10 ul mit PI-Puffer verdinnt.

2.6 Proteinanalyse

Die Proteinbestimmung aus dem Lebergewebe erfolgte mit der Methode des Western
Blot. Das Prinzip des Western Blot beruht auf der gelelektrophoretischen Auftrennung
der Proteine aus dem verdinnten Leberhomogenisat mittels SDS/ Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE). Hierbei wandern die Proteine durch eine Gelmatrix und
werden anschlielend auf eine Nitrocellulose-Membran mittels Wet-Transfer-Methode
geblottet.

Durch Inkubation der Membran mit einem Primarantikérper und der Behandlung mit
dem entsprechenden sekundaren Antikorper kann mittels Chemiluminescense-Reaktion
die spezifische Proteinbande sichtbar gemacht werden.

Prinzipiell reagiert hierbei der spezifische Primérantikrper, der gegen das zu
untersuchende Protein gerichtet ist, mit der Proteinoberflache der Nitrocellulose-
Membran und der sekundare Antikorper wiederum mit dem Fc-Fragment des primaren.

Da der Sekundarantikorper mit einer Peroxidase modifiziert ist (peroxidase-labeled),

oxidiert dieser das in der ECL-Detection-Reagenz enthaltene Luminol. Dies fuhrt zu
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einer Lichtemission mit einer maximalen Wellenlange von 428 nm, welche in einer

Dunkelkammer mit Hilfe von Entwicklergerat und Film die spezifischen Banden sichtbar

werden lasst.

Materialien/ Geréte

Blockthermostat BT100

Kleinfeld-Labortechnik, Gehrden, D

Mini Protean 3 Electrophoresis-Cell-Set

Bio-Rad, 165-3301, Miinchen, D

Mini Trans-Blot Cell-Set

Bio-Rad, 170-3930, Miinchen, D

Nitrocellulose-Membran

Bio-Rad, 162-0112, Miinchen, D

Gel-Blotting-Papier

Schleicher&Schuell, 10426694 ,Dassel,D

Kodak Film Kodak, 636 03 5, Rochester, NY, USA
Reagenzien

NaH2PO42H,0 Merck, 1.06345.1000, Darmstadt, D
Na,HPO,2H,0 Merck, 1.06580.1000, Darmstadt, D
NaCl Merck, 1.06404.1000, 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

B-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




Seite 23

Rainbow protein molecular weight marker

Amersham, RPN756, Freiburg, D

Monoclonal Anti-Cyclin D1 (Prim. AK)

Sigma, C7464, St. Louis, MO, USA

Anti-mouse 1gG, peroxidase linked
(Sek.AK)

Amersham, NA931, Freiburg, D

Zusammensetzungen/ Puffer

PIl-Puffer

TES 20 mM

DTT 2 mM

Glycerol 10 % wiv

loading buffer for SDS-Gel

0,4 M Tris base (4,84 g)

(LA&mmli-Puffer) far 100 ml

10 % SDS wl/v

50 % Glycerol wiv

25 % B-Mercaptoethanol w/v

1 Spatelspitze Bromphenolblau

auf pH 7,5-8,0 titrieren

Trispuffer pH 8,8

1,5 M Tris base (18,15 g)

100 ml Aqua dest.

mit konzentr. HCI auf pH 8,8 titrieren

Trispuffer pH 6,8

1 M Tris base (12 g)

100 ml Aqua dest.

mit konzentr. HCI auf pH 8,8 titrieren

Laufpuffer

62,5 mM Tris pH 8,3 (30 g Tris base)

192 mM Glycine (144 g)

0,1 % SDS w/v

mit Aqua dest. auf 1l auffullen

Waschpuffer PBS mit Tween20

0,5 M NazHPO4 (82,3 g)

(10fach Stock)

0,17 M NaH2PO42H20 (26,5 g)

0,68 M NaCl (39,7 g)

in 1 1 Aqua dest. auflésen

Die Stocklésung vor Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdinnen und 1 ml Tween20

hinzugeben.
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Transfer-Puffer 2,9 g Glycin

5,8 g Tris base

0,37 g SDS

in 200 ml Methanol [6sen

mit Aqua dest. auf 1 | aufftllen

Gelzusammensetzung

Loadinggel Aqua dest. 3,2ml

Acrylamid 0,5ml

Trispuffer pH 6,8 1,25ml

SDS 20 % w/v 50ul

APS 100yl

TEMED 10u

Runninggel (z.B. 12,5 %) Aqua dest. 3,4ml

Acrylamid 4,0ml|

Trispuffer pH 8,8 2,5ml

SDS 20 % w/v 0,1ml

APS 50

TEMED 5yl

Die Zusammensetzung des Runninggels wurde nach der Grof3e des zu untersuchenden
Proteins gewahlt. So wiirde man bei einer Proteingréf3e von 70-200 kD ein 5%iges Gel
verwenden und ein 15%iges bei einer Grol3e von 8-50kD.

Da das zu untersuchende Cyclin D eine Grol3e von 36 kD besitzt, wurde hier ein 12,5 %
Runninggel gewahlt, das einen Bereich von 10-70 kD abdeckt.

Vor dem Einfullen der Gewebeproben in die Geltaschen wurden diese 1:1 mit
Lammlipuffer gemischt (10 pl Probe + 10 pl Puffer) und fir 6 Minuten bei 96°C im
Heizblock inkubiert, um eine Proteindenaturierung zu bewirken. Nach dem Abkuhlen
wurden diese in die Taschen aufgetragen, zudem lief bei jedem Gel ein
Molekulargewichtsmarker zur Identifizierung der Banden parallel mit. Initial betrug die
Spannung in der Blotting-Kammer 80 V, welche nach Eintritt der Proben in das
Runninggel auf 100 V erh6ht wurde. Die Dauer der Laufzeit betrug etwa 90 Minuten.
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Mit dem Prinzip des Wet-Transfers wurde das Gel auf eine Nitrocellulose-Membran
geblottet. Hierbei wurden Filterpapiere und Schwamme in einem Transfer-Puffer
getrankt und die Nitrocellulose-Membran zwischen diesen dem Gel angelegt. Fir ca. 60
Minuten wurde der Transfer mit einer Spannung von 100 V unter permanenter Kiihlung
mit Eis durchgefuhrt. Danach wurde die Membran fur 20 Minuten in PBS-Puffer +
Tween20 gewaschen.

Anschliel3end erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen mittels
20%igem Milchpulver fir eine Stunde.

Nach erneutem griindlichem Waschen wurde die Membran mit dem zu untersuchenden
Antikorper fur 90 Minuten inkubiert. Danach wurde wieder fir 3 x 5 Minuten mit PBS-
Puffer gewaschen und der Sekundarantikorper fir 1 Stunde zugegeben. Die jeweiligen
Verdinnungen der Antikdrper richteten sich entweder nach den Empfehlungen des
Herstellers oder wurden sekundar modifiziert.

Im Anschluss an die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper erfolgten erneut eine
grindliche Waschung und die Detektion mittels ECL-Detection-Kitt durch die oben

erwahnte Chemiluminescense-Reaktion.

2.7 Histologische Schnitte und Farbungen

Zur Ubersichtsfarbung und zum anschlieRenden Auszahlen der in der Mitose
befindlichen Hepatozyten, wurde eine Hamatoxylin-Eosin- (HE-) Farbung gewahilt.
Hierbei entsteht durch Oxidation des Hamatoxylins der Farbstoff Hamatein, der mit
Aluminiumionen einen positiv geladenen Komplex bildet. Dieser reagiert mit den negativ
geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsauren des Zellkerns, welcher dadurch im
Praparat blau erscheint. Um das Zytoplasma anzufarben wird das schwach saure Eosin
verwendet, das dieses rosa erscheinen lasst.

Zur Quantifizierung der mitotischen Zellen (Mitose-Index) erfolgte die Ausz&ahlung von
insgesamt 2000 Hepatozyten und wurde als absolute Anzahl aller mitotischen

Hepatozyten pro 2000 Zellen angegeben.
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Materialien/ Geréate

Kryostat Microtom HM 500 OM Microm-Laborgerate, Walldorf, D
Objekttrager Super Frost R.Langenbrinck, 4624882, Emmendingen
Deckglaschen

Microtom Leica Microsystem, Nussloch, D
Schdttler Heidolph, 2020, Kelheim, D
Reagenzien

Aceton J.T.Baker, 8002, Deventer, NL
Hematoxylin Sigma, HHS-32, Deisenhofen, D

Eosin, wassrig (0,3 %) Sigma, HT-110-2-80, Deisenhofen, D
Ethanol (80 %) durch Verdiunnung von Ethanol (100 %)
Ethanol (96 %) Merck, 1.00971.1000, Darmstadt, D
Ethanol (100 %) Merck, 1.00986.1000, Darmstadt, D
Essigsaure (99,8 %) Riedel de Haen, 33209, Seelze, D
Vitro-Clud R.Langenbrinck, Emmendingen, D

Die schockgefrorenen Restlebern wurde nach Entnahme aus dem -80°-Freezer zu
Transportzwecken in flissigem Stickstoff zwischengelagert. Im Kryostat wurden dann
Gefrierschnitte mit einer Dicke von 5 um gefertigt. Bei Raumtemperatur trockneten die
Schnitte tber 24 Stunden und wurden danach fur 10 Minuten in Aceton fixiert.
Anschliel3end erfolgte die Spulung der Schnitte mit Aqua dest. und die Inkubation in
Hamatoxylin fir 8-10 Minuten auf dem Schittler, um eine gleichmaRige Farbung zu
erreichen. Unter lauwarmem flieBendem Leitungswasser wurden die Proben geblaut.
Es folgte eine 2-minitige Inkubation der Proben in Eosin, das zuvor gefiltert und mit 100
ul Essigsaure versetzt wurde. Nach Spulung mit Aqua dest. wurden die Objekttrager in
Ethanol in aufsteigender Konzentration getaucht (Ethanol 80 % fur 1 Minuten, Ethanol
96 % fur 2 Minuten und Ethanol 100 % fir weitere 2 Minuten), um das Gewebe zu
entwassern. AnschlieRend erfolgte die Bedeckung der Schnitte mit Vitro-Clud und

Fixation durch Deckgléaschen.
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2.8 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis antigener Zielstrukturen mittels Antigen-
Antikdrper-Reaktionen und anschlieender Sichtbarmachung durch Farbstoff-
reaktionen. Nach Anlagerung des primaren und des biotinierten sekundaren Antikorpers
erfolgt eine Farbreaktion, die auf der Bindung von Biotin an Streptavidin, einem Protein
aus dem Strahlenpilz Streptomyces avidinii, beruht. Ein I|6slicher Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat oxidiert letztendlich ein Chromogen, das in der oxidierten Form
durch einen Farbumschlag sichtbar wird. Vereinfacht gesagt, fungiert der biotinierte
Sekundarantikdrper als Bindeglied fir die Reaktion des Chromogens, da sich zwischen
Biotin und dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex (Markermolekll) eine nahezu
irreversible Bindung ausbildet. Ungebundene Markermolekile werden ausgewaschen,

so dass nur gebundene eine positive (Farb-)Reaktion hervorrufen.

Reagenzien
Aceton J.T.Baker, 8002, Deventer, NL
DAKO Pen DAKO, S2002, Glostrup, Denmark

L . DAKO, X0590, Carpintiera, CA, USA
Biotin Blocking System

Peroxidase Blocking Reagent DAKO, S2001, Carpintiera, CA, USA
Protein Block Serum-Free DAKO, X909, Carpintiera, CA, USA
Liquid Dab + Substrate-Chromogen DAKO, K3467, Carpintiera, CA, USA
Solution

Peroxidase-Conjugated Streptavidin DAKO, P0397, Carpintiera, CA, USA
Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen | DAKO, M7248, Carpintiera, CA, USA
Biotinylated Rabbit Anti-Mouse- DAKO, E0464, Carpintiera, CA, USA

Immunglobulin

Fir die Immunhistochemie wurden dieselben 5 um dicken Gefrierschnitte verwendet,
wie fur die HE-Farbungen. Diese wurden nach 10-minitiger Fixation in Aceton
luftgetrocknet und mit einem Fettstift eingekreist, um die Menge der bendétigten
Reagenzien mdglichst gering zu halten. Nach zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer fur

je 5 Minuten und anschlieBendem Abtupfen, wurden 1-2 Tropfen der Peroxydase
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Blockreagenz auf die Gewebeschnitte gegeben und fur 5-10 min. inkubiert. Es folgten
die je 10-mindtige Inkubation mit Biotin- und Protein- Blocking-Reagenz mit jeweils 1-2
Tropfen der Substanzen. Zwischen den Schritten wurde wieder fir 2 x 5 Minuten
gewaschen.

Diese verhindern eine féalschliche Reaktion durch endogene Peroxydasen, bzw.
unspezifische Reaktionen durch Biotin oder Proteine. Nach erneutem Waschen wurde
der Primarantikdrper Anti-Ki-67 (1:40 mit PBS verdinnt) hinzugegeben und die Proben
fur 30 Minuten inkubiert. Die Negativkontrolle erhielt anstelle von Primé&rantikdrper
lediglich PBS-Puffer. Es folgten zwei Waschvorgange von je 5 Minuten und die Zugabe
des Sekundérantikdrpers in der Verdinnung 1:50. Auch dieser wurde fir 30 Minuten
auf den Schnitten belassen, die anschlieBend erneut gewaschen wurden. Bei
Raumtemperatur wurde dann das peroxidasekonjugierte Streptavidin in einer
Verdinnung von 1:300 aufgetropft und fur 30 Minuten belassen. Zuletzt wurde das
Chromogengemisch  frisch angemischt und zugegeben. Nach 5-mintiger
Inkubationszeit erfolgte die Spilung mit Aqua dest. und die Gegenfarbung mit
Hamatoxylin. Die Schnitte wurden mit lauwarmem Leitungswasser geblaut und

eingedeckt.

Die Quantifizierung der Ki-67 positiven Zellen erfolgte durch Auszahlung der
angefarbten Zellen pro 1000 gezahlter Hepatozyten in der Ki-67 Farbung bei 200-facher
VergroRerung und wurde als Prozent der Ki-67 positiven Zellen angegeben. Das
Protein Ki-67 kann in allen Zellen nachgewiesen werden, die sich aktiv im proliferativen
Zellzyklus befinden [Gerlach 1997].

2.9 Hepatische Mikrozirkulation (Intravitalmikroskopie,

Laserdopplerflowmetrie)

Mittels Intravitalmikroskopie (IVM) erfolgte die Messung der Mikroperfusion in der
Rattenleber, wodurch das Ausmal} der postischamischen Mikrozirkulationsstérung
analysiert wurde. Die Durchfihrung der IVM-Untersuchungen erfolgte im Institut far
Experimentelle Chirurgie (Leiter: Prof. Dr. med. M. Menger) an der Universitat
Homburg/ Saar sowie der Abteilung fur Experimentelle Chirurgie (Leiterin: Prof. Dr.

med. B. Vollmar) an der Universitat Rostock.
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Materialien/ Geréte

Zeiss Axio-Tech Mikroskopie Zeiss, Oberkochen, D

FK 6990 Videokamera Prospective Measurements Inc., USA
Video System VO-5800 PS Sony, Minchen, D

Cliniflow 1l Model FM 701D Carolina Medical Electronics, USA
Flussmesskopfe SF105 und SF 107,5 Carolina Medical Electronics, USA
Reagenzien

Natrium Fluoreszein Merck, Darmstadt, D

Nach Lagerung des Versuchtiers in Linksseitenlage erfolgte die Durchfihrung der IVM
in ,epi-illiuminations“Technik. Zum Erhalt des Hintergrundbildes wurden 2 pumol/kgkG
Natrium-Fluoreszein intravends injiziert. Die Aufnahmen wurden auf Video
aufgezeichnet und nach erfolgter Digitalisierung mit dem Capimage-Programm
ausgewertet. Durch Bestimmung der Anzahl der perfundierten Sinusoide in 10
reprasentativen Acini wurde die durchschnittliche prozentuale sinusoidale Perfusion
quantifiziert.

Zudem erfolgte wahrend der IVM die Messung der erythrozytdren Flussrate (velocity)
bzw. der erythrozytdren Flussrate bezogen auf den Gefalldurchmesser (volumetric
blood flow). Dies geschah in 5 postsinusoidalen Venolen und in 8-10 individuellen
Sinusoiden der midzonalen Region [Richter 2001].

Fur die Messung der Blutflussgeschwindigkeit in der V. portae mittels
Laserdopplerflowmetrie wurden die Flussmesskdpfe SF105 (5 mm) und SF 107,5 (7,5
mm) intraoperativ direkt um die Portalvene platziert und es erfolgte die Messung nach
dem elektromagnetischen Prinzip mit dem Cliniflow® Il Model FM 701D. Die Ermittlung
der Flussgeschwindigkeit fand sowohl vor Induktion der Ischamie statt, als auch 1, 3, 5

und 10 Minuten nach Reperfusion.
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2.10 Statistik

Zur Datenauswertung wurde aus allen Datensatzen Mittelwerte und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogrammes Microsoft Exel
berechnet. Mit demselben Programm erfolgte die graphische Darstellung der
Ergebnisse in Form von Saulen-/ Liniendiagrammen und Tabellen.

Alle statistischen Tests wurden mit dem statistischen Auswertungsprogramm SPSS,
Version 10.0 gerechnet. Nach vorheriger Prifung der Datensétze auf Normalverteilung
wurden der student’s t-test oder die einfache Varianzanalyse mit Messwiederholung fur
normalverteilte Datensatze angewandt, um zwischen zwei oder mehreren Gruppen zu
vergleichen. Ein Ergebnis galt als statistisch  signifikant, wenn die

Irrtumswabhrscheinlichkeit p <0,05 war.
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3. Ergebnisse

A 70%-Leberresektion
3.1 Gewichtsverlauf

Alle Tiere Uuberlebten die 70%ige Leberteilresektion unter 30-minitiger warmer
Leberischdmie. Um sicherzustellen, dass die Leberteilresektion bei allen Tieren in
gleichem Umfang durchgefihrt wurde und um somit die Voraussetzung fur die
Vergleichsmoglichkeit der Behandlungsgruppen untereinander erfillen zu kénnen,

wurde direkt nach Entnahme das Gewicht der Resektate ermittelt.

Parameter Kontrolle IP
Korpergewicht in g 253,58 +14,4 | 254,94 +16,9
Resektat in g 6,73 + 0,86 6,1 +0,79
Resektat/ Korpergewicht in vol% 2,65 2,4

Tab. 3.1 Kdrpergewicht, Gewicht der resezierten Leber (70%) und Verhéltnis von Resektat zu
Kdrpergewicht. Angegeben sind Mittelwert + SEM.

3.1.1 Korpergewicht

Zur Beurteilung des allgemeinen klinischen Verlaufes wurde das Koérpergewicht der
Versuchstiere ermittelt. Unmittelbar nach erfolgtem Eingriff kam es bei allen Tieren zu
einem Gewichtsverlust von 7,7 g im Mittel ohne signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen. Zum einen war dies bedingt durch die eigentliche Resektion von
durchschnittlich 6,4 g Leberparenchym, zum anderen durch den intraoperativen
Flussigkeitsverlust.

Im Verlauf zeigte sich bei allen Tieren eine konstante Gewichtszunahme, wobei die IP-
Gruppe keinen Unterschied im Gewichtsverlauf verglichen mit der Kontrollgruppe
aufwies (Abbildung 3.1.1).



Seite 32

300
BK
280 A aipP
260 A
g
240 A
220 A
200 A
180 n T T T T
praop. postop. POD 1 POD 4 POD 7
Abb. 3.1.1: Koérpergewicht in Gramm. Angegeben sind Mittelwert + SEM.

3.1.2 Gewicht der regenerierenden Leber

Als weiterer Verlaufsparameter fur die Regeneration des Leberparenchyms wurde die
Restleber an den postoperativen Tagen 1, 4, und 7 nach Enthnahme gewogen. Bereits
am 1. postoperativen Tag konnte ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden: es zeigte sich ein signifikant niedrigeres Restlebergewicht bei den
IP-Tieren (K-Gruppe: 5,2 + 0,4 g, IP-Gruppe: 4,16 + 0,4 g) (Abb. 3.1.2).
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Abb. 3.1.2: Gewicht der regenerierenden Restleber in Gramm. Angegeben sind

Mittelwert + SEM. * p < 0,05 fir IP vs. K
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Auch wenn man den unterschiedlichen Koérpergewichtsverlauf bertcksichtigt und die
Masse des Restleberparenchyms in Volumenprozent bezogen auf das Kdrpergewicht
darstellt, ist eine fir die IP-Gruppe signifikant niedrigere Restlebermasse am ersten

postoperativen Tag im Vergleich zu K-Gruppe zu verzeichnen (K-Gruppe: 2,2 + 0,3

vol%, IP-Gruppe: 1,7 £ 0,2 vol%) (Abb. 3.1.3.).
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Abb. 3.1.3: Restleberparenchym in vol% bezogen auf das Kérpergewicht. Angegeben sind

Mittelwert + SEM. *p < 0,05 fir IP vs. K

3.2 Laborchemische Analysen (Transaminasen, Bilirubin, Albumin)

3.2.1 Parameter der hepatozellularen Schadigung

Betrachtet man den Verlauf der Transaminasen, so lasst sich nach 6 h sowohl fur die
AST als auch die ALT eine signifikante Reduktion nach IP-Behandlung feststellen. Am
ersten postoperativen Tag jedoch waren erstaunlicherweise die Enzymlevel sowohl von
AST als auch von ALT bei IP-behandelten Tieren gegeniber der Kontrollgruppe
signifikant erhdht. Erst am 4.POD trat eine weitgehende Normalisierung dieser Werte in

beiden Gruppen ein und es zeigte sich kein signifikanter Unterschied mehr.



Seite 34

AST 6h POD 1 POD 4 POD 7
K 467 £46 340 + 106 32+2 27+8
IP 128 + 68 435 £ 167 * 37+6 31+3
ALT 6 h POD 1 POD 4 POD 7
K 552 £ 177 * 143 + 43 25+3 24+ 4
P 142 + 74 325105~ 23+3 22+4

Tab. 3.2.1: Transaminasen in U/l. Angegeben sind Mittelwert + SEM. * p < 0,05 fir IP vs. K

3.2.2 Parameter der Lebersynthese- und Entgiftungsfunktion

Bei der Messung von Bilirubin und Albumin wurde kein signifikanter Unterschied

zwischen beiden Gruppen festgestellt. Auch hier konnte ein Maximum am ersten Tag

nach erfolgter Resektion aufgezeigt werden mit anschlie3endem Absinken ab Tag 4.

Bilirubin POD 1 POD 4 POD 7

K 0,36 + 0,02 0,05+0,01 0,1 +£0,03

IP 0,37+0,1 0,12 + 0,03 0,05 +0,03
Tab. 3.2.2: Bilirubin in mg/dl. Angegeben sind Mittelwert £+ SEM.

Albumin POD 1 POD 4 POD 7

K 3+0,1 298+0,1 3,05+0,2

IP 3+0,29 2,95+0,2 3,02+0,2

Tab. 3.2.3: Albumin in mg/dl. Angegeben sind Mittelwert + SEM.
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3.2 Regenerationsparameter (Ki-67-Farbung, Mitose-Index,
Cyclin-D1-Expression)

Zur Quantifizierung des Regenerationsausmales auf histologischer Ebene erfolgte
sowohl die Auszahlung der Ki-67 positiven Hepatozyten, als auch die Beurteilung der
mitotischen Aktivitat mittels Mitose-Index (siehe 3.4). Zusatzlich wurde die Expression

der Proteinkinase-Untereinheit Cyclin-D1 mittels Western blot betrachtet.

3.3.1 Ki-67-Farbung

Wie in Abb. 3.3.1 zu erkennen ist, war die Anzahl Ki-67 positiver Hepatozyten in der
Kontrollgruppe an Tag 1 deutlich erhdht gegentiber Tag 4 und Tag 7. In der IP-Gruppe
hingegen beobachteten wir - korrelierend zur geringeren Restlebermasse - eine
signifikant geringere Anzahl Ki-67 positiver Hepatozyten am ersten postoperativen Tag
verglichen mit der Kontrollgruppe (K-Gruppe: 14,5 + 6,1%, IP-Gruppe: 0,8 + 0,5 %).,
wahrend an Tag 4 und Tag 7 eine vergleichbare Anzahl dieser Zellen in der IP-Gruppe

gezahlt wurde.
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Abb. 3.3.1: Ki-67 positive Hepatozyten in %. * p < 0,05 fur IP vs. K
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Abb. 3.3.2: Immunhistochemie: Hepatozyten, die das Protein Ki-67 enthalten und sich somit im
proliferativen Zellzyklus befinden, sind braun angeféarbt (600-fache Vergrof3erung).
Fur diese Abbildung wurde pro Gruppe ein reprasentatives Tier am ersten

postoperativen Tag gewahlt.

3.3.2 Mitose-Index

Einen vergleichbaren Verlauf nahm die mitotische Aktivitdt nach erfolgter Resektion. In
der Gruppe der unbehandelten Tiere war am ersten Tag ein Maximum an mitotisch
aktiven Zellen nachweisbar. In der Gruppe der ischamisch prakonditionierten Tiere war
wiederum an Tag 1 ein signifikant geringerer Mitose-Index zu erkennen. Bereits ab dem
vierten Tag nach Resektion hatte sich die mitotische Aktivitat in beiden Gruppen wieder

normalisiert.
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Abb. 3.3.3:  Mitose-Index (absolute Anzahl aller mitotischen Hepatozyten pro 2000 Zellen)
*p < 0,05 fir IP vs. K
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K-Gruppe IP-Gruppe

Abb. 3.3.4: HE-Farbung (600-fache VergroRerung): Pro Gruppe wurde fir diese Abbildung ein
reprasentatives Tier am ersten postoperativen Tag ausgewabhilt.

3.3.3 Cyclin D1-Expression

Die Western blot Analyse und anschlieRende Quantifizierung der Proteinexpression
mittels Densitometrie konnte zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen zeigen.

a) K-Gruppe

POD1 POD1 POD4 POD4 POD7 POD7

745+5 721+6 723+5 743+4 743+5 72,8+ 3 arbitrary units (aU)

b) IP-Gruppe

POD1 POD1 POD4 POD4 POD7 POD7

752+5 73,7+6 753+5 74,6+5 74,4+4 73,8+ 3 arbitrary units (aU)

Abb.3.3.3 a und b: Western blot Analyse der Cyclin D1-Expression (36 kD). Aufgetragen wurden
nacheinander je zwei Tiere am entsprechenden postoperativen Tag.
Die Densitometrie-Messung ist in arbitrary units (aU) angegeben.



Seite 38

B 90%-Leberresektion
41 Uberleben

Auch in der zweiten Versuchsreihe war das Ausmal der Leberresektion in beiden
Gruppen vergleichbar und erstreckte sich, einer 90%igen Resektion entsprechend, auf
einen Bereich von durchschnittlich 7,57 + 0,5 g in der Kontrollgruppe und 8,01 + 0,4 g in

der IP-Gruppe, was etwa 3 vol% des Korpergewichtes entspricht.

Parameter K IP

Korpergewicht in g 248 +11 2524 +11
Resektat in g 7,57+0,5 8,01+0,4
Resektat/ Korpergewicht in vol% 3,05+0,3 3,17+£0,3

Tab. 4.1: Kdorpergewicht, Gewicht der resezierten Leber (90%) und Verhéltnis von Resektat zu
Korpergewicht. Angegeben sind Mittelwert + SEM.

Erwartungsgemal? Uberlebte die Mehrheit der Tiere den Beobachtungszeitraum von 21
Tagen nicht. Lediglich 10% der Kontrolltiere Uberlebten langfristig die 90%ige
Leberresektion wahrend 30-minitiger Leberischamie, wohingegen bereits am 3.
postoperativen Tag alle ischamisch prakonditionierten Tiere verstorben waren. Hieraus

errechnet sich eine mittlere Uberlebensdauer von 3,7 + 1,8 Tagen fiir die Tiere der

Kontrollgruppe und ein Mittel von 1,8 + 0,3 Tagen fir die IP-Gruppe. Dieser Unterschied
war jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abb. 4.1: Uberleben der Tiere nach 90%-iger Leberresektion in Prozent aller operierten Tiere
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4.2 Laserdopplerflowmetrie

Betrachtet man den Verlauf der Gber der Pfortader gemessenen Flussraten, so ergibt
sich bei beiden Gruppen ein mehrfach erniedrigter Wert unmittelbar nach wieder
freigegebenem Fluss verglichen mit der basalen Flussrate vor Ischdmie. Auch nach
zehn Minuten konnte in keiner der Gruppen wieder der Ausgangswert erreicht werden.
Vergleicht man jedoch die Flussraten der beiden untersuchten Gruppen miteinander, so
zeigen sich in der frGhen Reperfusionsphase signifikant niedrigere Werte fur die
unbehandelten Kontrolltiere (1 und 3 Minuten nach Ischdmie). Zudem kann in der IP-
Gruppe ein tendenziell schnellerer Anstieg der portalvendsen Flussrate beobachtet
werden, welche 10 Minuten nach Ischamie signifikant héhere Werte gegeniber der
Kontrollgruppe aufweist (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Portalventse Leberperfusion nach 90%-iger Leberresektion. Angegeben sind
Mittelwert + SEM. * p<0,05 fir IP-Behandlung versus Kontrolle.
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4.3 Intravitalmikroskopie/ Mikrozirkulation
4.3.1 Sinusoidale Perfusion

30 Minuten nach Freigabe der Perfusion zeigten die Tiere der IP-Gruppe einen
geringeren postischamischen sinusoidalen Perfusionsausfall verglichen mit den
Kontrolltieren. Bei den mit IP vorbehandelten Tieren waren nach 30-minutiger warmer
Ischamie und 90%iger Leberresektion noch 95,1 + 1,6 % der Sinusoide der Restleber
perfundiert; bei den nicht ischamisch préakonditionierten Kontrolltieren waren es lediglich
91,3 + 2,4 %. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht aufgezeigt

werden.
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Abb. 4.3.1: Perfundierte Sinusoide (angegeben in %) vor und nach 30-mindtiger Ischamie
mit 90%iger Leberresektion

4.3.2 Volumetric blood flow und velocity

Die postischamische erythrozytare FluRBrate (velocity) war 30 Minuten nach
freigegebener Reperfusion bei IP-behandelten Tieren sowohl in den Venolen als auch
in den Sinusoiden signifikant erhéht gegentiber der Kontrollgruppe. Analog hierzu zeigte
sich die erythrozytare Flussrate bezogen auf den GefaRdurchmesser (volumetric blood
flow) in den Venolen der IP-behandelten Tiere signifikant erhdht. Zwar konnte ein
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tendenziell erhéhter Wert des volumetric blood flow auch in den Sinusoiden der IP-Tiere

festgestellt werden, dieser war statistisch jedoch nicht signifikant.
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Abb. 4.3.2.A:  Velocity in um/ Sek. in Venolen und Sinusoiden nach 90%-iger Leberresektion mit

30 Min. warmer Ischdmie. Angegeben sind Mittelwert + SEM. * p< 0,05 fir IP vs. K
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Abb. 4.3.2.B:  Volumetric blood flow in pl/ s in Venolen und Sinusoiden nach 90%-iger Leberresektion

mit 30 Min. warmer Ischamie. Angegeben sind Mittelwert + SEM. * p< 0,05 fiur IP vs. K
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4. Diskussion

Murrey et al. konnten 1986 erstmals die Wirksamkeit der Methode der Ischamischen
Préakonditionierung am Herzen des Hundes aufzeigen. Es folgten zahlreiche Studien an
unterschiedlichsten Spezies und Organen, die alle eine Minderung des
postischamischen Organschadens beweisen konnten [Schott 1990, Lloris-Carsi 1993,
Kume 1996, Ishida 1997, Korthuis 1998, Hawaleshka 1998].

Trotz allem bleiben aber noch einige Fragen offen: so sind weder alle physiologischen
Vorgange, Uber die diese Methode ihre Wirksamkeit erzielt, bekannt, noch konnte
bislang bewiesen werden, ob eine Minderung der IR-Schadigung auch gleichzeitig eine
verbesserte Regeneration des behandelten Organs zur Folge hat. Letztere
Fragestellung ist jedoch hinsichtlich der klinischen Anwendbarkeit im Rahmen der
Leberchirurgie von zentraler Bedeutung. Entsprechend der Annahme, dass aus einer
geringeren Ischdmie/ Reperfusionsschadigung eine grollere Anzahl intakter
Hepatozyten resultiert, die das Potential besitzen, den Proliferationszyklus zu
durchlaufen, musste hierdurch auch gleichzeitig eine effizientere und schnellere
Regeneration erfolgen.

Im Jahr 1996 fuhrten Hardy et al. im Rahmen einer experimentellen Studie 80-85%ige
Leberteilresektionen an Ratten durch und konnten zeigen, dass die Uberlebensrate der
Tiere durch ischamische Prakonditionierung von 10% auf 90% gesteigert werden
konnte [Hardy 1996]. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die Arbeitsgruppe um Hardy, dass
der Zeitrahmen der ischdmischen Prakonditionierung eine grundlegende Rolle spielt.
Wahrend unter dreimindtiger Ischamie mit nachfolgender funfminutiger Reperfusion
keinerlei Schutz vor I/R-Schéadigung erzielt werden konnte, bewirkte ein Intervall von
5/10 Minuten hingegen eine signifikante Protektion der Leber. Aus diesem Grund
wahlten wir fUr diese Studie ein Zeitprotokoll, das bereits in vorangegangenen Studien
unserer Arbeitsgruppe einen optimalen Schutz vor Ischdmie/ Reperfusionsschadigung

aufzeigen konnte [Glanemann 2003].
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Eine mdogliche Problematik der besagten Studie von Hardy et. al mag der
Beobachtungszeitraum darstellen, der mit 24 Stunden vermutlich zu gering gehalten
war, um sichere Aussagen uber eine Uberlebensrate treffen zu kénnen. Aus diesem
Grunde erweiterten wir in unserer Studie die postoperative Nachbetrachtungszeit auf 21
Tage.

Die Leberregeneration betreffend beschrieben Teoh et al. an Mausen einen vermehrten
Eintritt von Hepatozyten in den Zellzyklus nach IP-Behandlung. Sie konnten eine
vermehrte Expression des nuklearen Transkriptionsfaktors NFKB und des
Proliferationsmarkers Cyclin D1 aufzeigen, jedoch wurde diese Studie nicht im
Resektionsmodell durchgefihrt, sondern beschrankte sich auf intakte Lebern [Teoh
2002]. Dies mag den Unterschied zu unseren Ergebnissen erklaren, die nach erfolgter
Resektion keinen signifikanten Anstieg von Cyclin D1 bei IP-behandelten Tieren

beschrieben.

In unserer Studie fuhrten wir zunachst eine 70%ige Leberteilresektion unter 30-
minutiger warmer Ischamie an Ratten durch und behandelten die Halfte der Tiere mit
der Methode der Ischamischen Prakonditionierung. Wie bereits von verschiedenen
Autoren beschrieben [Clavien 2000, Ishii 2001, Teoh 2002], zeigten sich bei den IP-
behandelten Tieren signifikant niedrigere Serumkonzentrationen der Transaminasen 6
Stunden nach Reperfusion. Bemerkenswert allerdings war, dass sich das Verhaltnis an
Tag 1 nach erfolgter Resektion umzukehren schien. Es fanden sich signifikant hohere
Serumkonzentrationen von AST und ALT bei den ischamisch préakonditionierten Tieren,
was vermuten |aRt, dass die I/R-Schadigung nach IP-Behandlung im Resektionsmodell
moglicherweise mit  Verzogerung auftritt und die frihzeitig verminderten
Transaminasenlevel einem Auswaschph&nomen zugrunde liegen. Denn IP bewirkt
nachgewiesenermallen eine Erh6hung der postischamischen Leberperfusion
[Glanemann 2003].
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Bei der Betrachtung der Regenerationsparameter zeigte sich durch die Vorbehandlung
mit IP sogar eine deutlich eingeschrankte Regenerationsfahigkeit. An Tag 1 nach
70%iger Leberteilresektion war das Gewicht der regenerierenden Parenchymmasse
signifikant geringer als bei den unbehandelten, ischamischen Kontrolltieren, was auch
mit der verminderten Expression der untersuchten Regenerationsmarker korrelierte.
Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Ishii et al., die zeigten, dass IP zwar die
I/IR-Schadigung reduziert, jedoch (gleichzeitig eine verminderte Expression
transkriptioneller Regulatorproteine, sogenannter "immediate early genes", auftritt [Ishii
2001]. Um eine adaquate zellulare Proliferation zu bewirken, miusste aber die
Expression dieser Regulatorproteine gesteigert werden, um einen Eintritt der ruhenden
Hepatozyten in die G,-Phase zu gewahrleisten. [Fausto 1995, Fausto 2000, Court 2002,
Kountouras 2001]. Diese verminderte Expression der "immediate early genes" vermag

u.a. die von uns beobachtete geringere hepatozellulare Proliferation erklaren.

Um die Uberlebensrate bestimmen zu kénnen und um auszuschlieRen, dass wir uns mit
70%igen Resektionen noch nicht in dem Bereich befanden, in dem die
Schutzmechanismen der IP ein Maximum ihrer Wirkung erzielen, dehnten wir in einer
zweiten Versuchsreihe die Leberteilresektion auf 90% aus, was die Uberlebenschancen
der Tiere grenzwertig minimierte. Hierunter waren bereits am dritten Tag alle
ischamisch prakonditionierten Tiere verstorben, wohingegen 10% der Kontrolltiere den
gesamten Beobachtungszeitraum von 21 Tagen Uberlebten. Die in Abb. 4.1
dargestellte Uberlebenskurve verdeutlicht, weshalb ein von Hardy et al. gewahlter
Beobachtungszeitraum vom 24 Stunden zu gering gewesen wéare, um eine sichere
Aussage zur Uberlebensrate zu treffen, zumal erst am ersten postoperativen Tag eine
Transaminasenerhdhung in der Gruppe der préakonditionierten Tiere in Erscheinung trat.
Zwar hatten Hardy et al. nur 80-85%ige Leberteilresektionen durchgefuhrt, dennoch
erscheint es notwendig, den Beobachtungszeitraum auf mehrere Tage auszuweiten.

Einer der Wirkmechanismen der IP zum Schutz vor warmer Ischamie/
Reperfusionschadigung wird von verschiedenen Autoren unter anderem im Erhalt der
sinusoidalen Perfusion gesehen. So konnten Studien der Arbeitsgruppen um Zapletal,
Nilson und Vajdova unabhangig voneinander sowohl eine Verringerung des Ischamie-/

Reperfusionsschadens feststellen, als auch eine signifikante Verbesserung der
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hepatischen Mikroperfusion bestétigen [Zapletal 1999, Nilsson 2000, Vajdova 2004].
Durch das Entgegenwirken einer postischamischen Mikrozirkulationsstorung wird der
Redox-Status der Zellen geschitzt und somit die  postischamische

Gewebsoxygenierung verbessert [Glanemann 2003].

Arai et al. richteten in einer Studie ihr Augenmerk insbesondere auf die sinusoidalen
Endothelzellen. Sie konnten durch IP-Behandlung eine signifikant reduzierte
Schadigung derselben feststellen [Arai 2001]. Ahnliche Ergebnisse erzielte die
Arbeitsgruppe um Yadav, die mittels TUNEL Farbung eine verminderte Apoptose in
sinusoidalen Endothelzellen der prakonditionierten Tiere fanden [Yadav 1999]. Neben
einer verbesserten sinusoidalen Perfusionsrate konnten Vajdova et al. darlegen, dass
eine IP-Vorbehandlung die strukturelle Integritat der Sinusoidalwand bewahrt und zu

einer verminderten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion fuhrt [Vajdova 2004].

Eventuell ist den Erhalt der Endothelzellintegritat eine Ursache fir die Reduktion der
postischamischen Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und fuhrt auf diesem Wege zu
einer Verbesserung der sinusoidalen Perfusion, indem die Entstehung von
Mikrothromben vermindert wird.

Interessanterweise konnten Arai et al. diesbezlglich feststellen, dass es selbst nach
unilobarer ischdmischer Prakonditionierung zu einem Schutz sinusoidaler
Endothelzellen in der kontralateralen Leberhalfte, die nicht prékonditioniert wurde,
kommt. Dieses Phanomen wurde von ihnen als ,heterologe Prakonditionierung"
bezeichnet [Arai 2001].

An dieser Stelle drangt sich die Frage, auf welchem Weg bzw. mittels welcher Signale/
Mediatoren der Schutz der IP zum tragen kommt. Zu diskutieren sind aufgrund des
Ph&nomens der ,heterologen Prakonditionierung“ wohl vordringlich humorale bzw.
systemische Mechanismen, obgleich ein gesteigerter Blutfluss tUber das kontralaterale

Organ nicht ausgeschlossen werden kann.

Eine zentrale Rolle in der gegenwartigen Diskussion Uber die Wirkungsweise der IP
nimmt das Vasorelaxans Stickoxid (NO) ein, das auch unter dem Namen endothelial
derived relating factor (EDRF) bekannt ist [Furchtgott 1980]. Die Bildung von NO erfolgt
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in vaskuldren Endothelzellen zum einen durch die konstitutive NO-Synthase-1, als auch
durch die induzierbare NO-Synthase-2 [Nussler 1993, Nussler 1995]. Peralta et al.
diskutierten in diesem Zusammenhang die inhibitorische Wirkung von NO auf den
Vasokonstriktor Endothelin [Peralta 1996]. Sie konnten zeigen, dass sowohl die direkte
Wirkung von NO, als auch die Inhibierung von Endothelin zu einer verstarkten

Vasodilatation nach IP-Behandlung fuhren.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in diesem Zusammenhang Adenosin als
Hauptmediator der Stimulation der NO-Produktion im Rahmen der IP identifizieren
[Downey 1994, Peralta 1997, Peralta 1998, Ishida 1997]. Hierbei interagiert Adenosin
u.a. mit dem Adenosin-Al-Rezeptor, was zu einer G-Protein-gekoppelten Aktivierung
von Phospholipase C und Diacylglycerol fuhrt. Diese wiederum bewirken eine Zunahme
der Phosphokinase C, wodurch es zur konsekutiven Zunahme von NO und
gleichzeitigen Down-Regulation von P-Selectin kommt [Peralta 1997, Ishida 1997, Liu
1998, Nakayama 1999, Peralta 2001]. Die verminderte Expression von P-Selectin,
einem transmembrandsen Glycoprotein, das als Adhasionsmolekil zur verstarkten
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion fuhrt, bewirkt somit gleichzeitig eine verminderte
Transmigration von Leukozyten in das hepatozellulare Interstitium. Singh et al. konnten
zeigen, dass sowohl in P-Selectin-knock-out-Mausen ein geringerer Ischamie/
Reperfusionsschaden auftritt, als auch die Gabe von Antikdrpern gegen P-Selectin
einen Schutz bietet [Singh 1998].

Unterschiedliche Autoren konnten zeigen, dass die Entstehung des Ischamie/
Reperfusionsschadens im Wesentlichen durch diese leukozytare Gewebeinfiltration
mitbestimmt wird [Martinez-Mier 2000, Lentsch 2000]. Jaeschke et al. wiesen
beispielsweise mittels histologischer Analysen eine massive lymphozytare Infiltration in
das postischamische Leberparenchym nach, die mit der Entwicklung von
Leberzellschaden sowie einer Zunahme der histologisch erkennbaren Nekrosen
korrelierte [Jaeschke 1997]. Diese Hypothese wird unterstitzt durch Studien, die zeigen
konnten, dass sowohl die Antikérpergabe gegen P-Selectin [Howell 2000], als auch eine
funktionelle Inaktivierung von neutrophilen Granulozyten zu einer verminderten

Ischamie/ Reperfusionsschadigung fuhrt [Jaeschke 1993].
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Einen weiteren Ansatzpunkt fur die Wirkungsweise der IP bietet die Theorie der AMPK
(Adenosinmonophosphat-aktivierte  Proteinkinase) vermittelten  Protektion des
Energiehaushaltes. Hiernach wird durch die vorgeschalteten kurzen Ischamiephasen
und die dadurch bedingte Akkumulation von Adenosinmonophosphat (AMP) eine
Proteinkinase aktiviert (AMPK), die mittels Phosphorylierung den ATP-Spiegel der Zelle
konstant halt und den Lactatanstieg vermindert [Peralta 2001]. Die Frage ist allerdings,
ob der Energiehaushalt der Zelle im Rahmen der IP-vermittelten Protektion eine primére
Rolle einnimmt, oder ob nicht eine gesteigerte Mikrozirkulation und somit verbesserte
Zelloxygenierung als Ursache fir geringere Lactatspiegel und bessere

Energieversorgung zu suchen sind.

Von einigen Autoren wird die Reduktion postischamischer Apoptosevorgange als ein
Mechanismus der IP-bedingten Zellprotektion diskutiert [Ishii 2001, Rudiger 2002]. So
haben Yadav et al. 1999 einen Zusammenhang zwischen der Protektivitdt der Methode
der IP und verminderter Caspase-Aktivitat, die als zentraler Mediator der Apoptose gilt,
festgestellt [Yadav 1999].

In Analogie zur Theorie des Energiehaushaltes ware es jedoch durchaus denkbar, dass
auch dies lediglich eine Folgeerscheinung einer verbesserten Zellperfusion bzw. —

oxygenierung darstellt.

Zusammenfassend scheint es sich bei der IP-vermittelten Organprotektion um Adenosin
und NO-gesteuerte Verdnderungen handeln, die zu einer verbesserten
postischamischen Durchblutung des Parenchyms fihren. Die hierdurch bewirkte
verbesserte Oxygenierung der Hepatozyten und deren intrazellularen Enzymsysteme

hat einen signifikant geringeren Ischamie/ Reperfusionsschaden zur Folge.

Aus diesem Grund richteten wir unser Augenmerk auf eine mdgliche postischamische
Durchblutungssteigerung nach IP-Behandlung. Wie in Hinblick auf die zuvor erlauterte
Studienlage zu erwarten war, kam es bei den prakonditionierten Tieren in der frihen
Reperfusionsphase zu einem signifikant erhdhten Pfortaderfluss verglichen mit den
Kontrolltieren. Auch zeigte die IP-Gruppe einen verminderten postischamischen
sinusoidalen Perfusionsausfall. Betrachtet man allerdings das Uberleben der Tiere,
scheint sich die Methode der ischamischen Prékonditionierung - zumindest im

Resektionsmodell - negativ auszuwirken, da interessanterweise nach 90%iger
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Leberteilresektion alle IP-behandelten Tiere innerhalb der ersten 3 postoperativen Tage
verstarben.

Unserem Erachten nach wirkt sich ein nahezu vollstandiger Erhalt der Mikroperfusion
nach ausgedehnten Leberresektionen eher nachteilig auf das verbleibende
Restleberparenchym aus. Geht man davon aus, dass nach Resektion das gesamte
portalvendse Blutvolumen auf eine um 70% bzw. 90% verminderte Parenchymmasse
trifft, so kann man diesen Zustand durchaus als ,relative Hyperperfusion“ bezeichnen.
Moglicherweise fuhrt der dadurch bedingte erhdhte Blutfluss zu einer zusatzlichen
Schédigung des Parenchyms.

Hinsichtlich der portalvendsen Hyperperfusion ist aus dem Bereich der
Lebertransplantation bekannt, dass eine portalventése Hyperperfusion wie sie
beispielsweise bei ,small-for-size“-Lebern vorkommt, zu einem Anschwellen der
Hepatozyten fuhrt (sogenanntes ,hepatocyte ballooning“) [Man 2003], zudem wurde ein
Verlust des Disse’'schen Raumes beobachtet sowie die Ausbildung zentrolobularer
Nekrosen [Troisi 2003]. Demnach kommt es in der Restleber zusatzlich zu der relativen
Hyperperfusion durch die IP-Behandlung zu einer nochmaligen Steigerung der
Perfusionsverhaltnisse.

So konnte der Effekt der ischamischen Prékonditionierung, der an chirurgisch
unbehandelten (full-size)Lebern einen Schutz vor Ischamie/ Reperfusionsschéadigung
bietet, bei gré3enreduzierten Lebern aufgrund der zusétzlichen Perfusionssteigerung
aufgehoben sein. Dies wurde den von uns beobachteten, um einem Tag verzdgerten
Transaminasenanstieg bei den ischamisch prakonditionierten Tieren erklaren. Somit
fuhrt die IP-bedingte Perfusionssteigerung eines bereits hyperperfundierten
Parenchyms sogar zu einer zuséatzlichen Schadigung desselben, was die schlechten

Uberlebensraten in der Gruppe der 90% leberteilresezierten IP-Tiere begriindet.

Diese Hypothese erklart die Ergebnisse von Clavien et al., die bei Patienten, die eine
Leberresektion von mehr als 50% des Parenchyms erhielten, keine IP-vermittelte

Organprotektion mehr nachweisen konnten [Clavien 2003].
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode untersucht, die als glinstiges sowie
einfach durchfihrbares Verfahren eine wirksame Protektion vor der Ischamie/
Reperfusionsschadigung  versprach — die  Methode der ischamischen
Prakonditionierung. Durch Abklemmen der zuflhrenden Blutgefal3e mittels Pringle-
Mandver Uber einen definierten Zeitraum hinweg wurde das Zielorgan — in diesem Falle
die Leber — einer Ischamie ausgesetzt, die der eigentlichen, im Rahmen der Operation
anfallenden Ischamie vorgeschaltet ist. Bereits von zahlreichen Autoren konnte diese
Methode als wirksamer Schutz vor einer Ischamie/ Reperfusionsschadigung bestétigt
werden, allerdings ausschlief3lich an unversehrten Organsystemen.

Um die klinische Anwendbarkeit in der Leberchirurgie zu Uberprifen, fihrten wir dieses
Verfahren vor 70%igen Leberteilresektionen durch und untersuchten die Auswirkung
auf die Ischamie/ Reperfusionsschadigung sowie die Regeneration der Restleber.

Wie in Bezug auf die gegenwartige Studienlage zu erwarten war, zeigte sich 6 Stunden
nach Resektion bei den ischamisch préakonditionierten Tieren eine signifikante
Reduktion von Aspartat- und Alanin-Aminotransferase. Dieses Verhaltnis kehrte sich
allerdings 24 Stunden postoperativ um, d.h. wir konnten eine signifikante Erhéhung der
Transaminasen in der IP-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe feststellen. Auch die
Regeneration war bei den ischamisch prakonditionierten Tieren nachhaltig
eingeschrankt. Es konnte nach Entnahme am 1. postoperativen Tag ein signifikant
geringeres Restlebergewicht festgestellt werden, analog hierzu waren deutlich weniger

Hepatozyten in Proliferation befindlich.

Um zu dberprifen, warum die IP-Behandlung keinen positiven Effekt auf die
Regeneration nach partieller Hepatektomie aufwies, dehnten wir das Ausmald der
Resektion auf 90% aus und unterwarfen die Tiere subletalen Bedingungen. Hierbei
bestétigte sich die ungunstige Auswirkung der IP bei Leberteilresektion. Bereits nach 3
Tagen waren alle ischamisch prékonditionierten Tiere verstorben, wohingegen 10% der
Kontrolltiere den gesamten Beobachtungszeitraum von 21 Tagen Uberlebten.

In der Annahme, dass ein mdglicher Wirkmechanismus der IP-vermittelten
Organprotektion eine Adenosin- und NO-gesteuerte Durchblutungssteigerung ist,
nahmen wir frihpostoperative Messungen der portalen Perfusion vor und konnten
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der IP-Gruppe eine portale Hyperperfusion
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feststellen. Da diese parenchymatése Hyperperfusion durch isché&mische
Préakonditionierung sogar tendenziell noch verstarkt wurde, scheint dies unseres
Erachtens nach der Grund fur eine herabgesetzte Proliferationsfahigkeit des

Restleberparenchyms der IP-Tiere zu sein.

Zusammenfassend gilt, dass die Methode der ischamischen Prakonditionierung zwar
einen wirksamen Schutz vor Ischamie/ Reperfusionsschadigung an unversehrten
Organen darstellt, andererseits aber in Hinblick auf gro3enreduziertes Parenchym die
Gefahr der Schadigung durch Uberproportionale Durchblutung der Restlebermasse
verstarkt. Wie unsere Ergebnisse zeigen, ist in der frihen Phase nach
Leberteilresektion zwar ein protektiver Effekt durch IP-Behandlung mdglicherweise im
Sinne von Auswaschphanomenen zu erkennen, jedoch scheint durch Zunahme der
postoperativen Hyperperfusion diese Protektion nachhaltig aufgehoben zu sein.

Unter diesen Umstanden ist die Anwendung der ischamischen Prakonditionierung bei
Leberresektionen nur eingeschréankt zu empfehlen. Es sollte in Hinblick auf ein
maogliches schadigendes Hyperperfusionssyndrom immer das Ausmald der Resektion

und somit der verbleibenden Parenchymmasse beriicksichtigt werden.
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