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Glossar 

ADP   Adenosindiphosphat 

ALR   augmenter of liver regeneration 

ALAT   Alanin-Aminotransferase 

AP-1   activator protein-1 

ASAT   Aspartat-Aminotransferase 

BH4   Tetrahydrobiopterin 

BrdU   5-Bromo-2-deoxyuridin 

cAMP   3´, 5´ zyklisches Adenosinmonophosphat 

CCD   charge-coupled device 

CCl4   Tetra-Chlor-Kohlenstoff 

CDK   Zyklin-abhängige Kinasen 

C/EBPß  CCAAT enhancer binding protein ß 

cGMP   3´, 5´ zyklisches Guanosinmonophosphat 

CO   Kohlenmonoxid 

CoPP-IX  Cobalt Protoporphyrin-IX 

CYP 450  Cytochrom P450 

d   Durchmesser 

EDRF   endothelium derived relaxing factor 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EGF   epithelial growth factor 

eNOS   endotheliale NOS 

FAD   Flavin-Adenin-Dinukleotid 

FITC   Fluoreszein Isothiozyanat 

FMN   Flavin-Mononukleotid 

HB-EGF  heparin-binding epidermal growth factor 

HBP23  heme-binding protein 23 

HGF   hepatocyte growth factor 

HO   Häm-Oxygenase 

HSP32  heatshock protein 32 

H2S   Schwefelwasserstoff 

IFN-�   Interferon-� 

IL   Interleukin 
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i.p.   intraperitoneal 

iNOS   induzierbare NOS 

kD   Kilodalton 

KG   Körpergewicht 

L-NAME  N�-Nitro-L-Arginin Methylester  

LPS   Lipopolysaccharid 

mTOR   mammalian target of rapamycin 

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MOL   Molsidomin 

NADH   Nicotinamidadenindinukleotid 

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NANC   nicht-adrenerge-nicht-cholinerge 

NF�B   nuclear factor for kappa-chain on B-cells 

nNOS   neuronale NOS 

NO   Stickstoffmonoxid 

NOS   NO-Synthase 

OSM   oncostatin M 

PH   partielle Hepatektomie 

PI3K   Phosphoinositol-3-Kinase 

PKC   Proteinkinase C 

RT-PCR  reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SCF   stem cell factor 

sGC   lösliche Guanylylzyklase 

SOCS-3  suppressor of cytokine signalling-3 

STAT-3  signaltransducer and activator of transcription-3 

TGF-�   transforming growth factor-� 

TGFß-1  transforming growth factor ß-1 

TNF-�   Tumor Nekrose Faktor-� 

VQ   Blutvolumenfluss 

vRBC   Blutzellgeschwindigkeit 

�   Blutviskosität 

�   Scherstress 
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 Zusammenfassung 

Die Regeneration der Leber nach �-Hepatektomie ist ein präzise regulierter 

Prozess, dessen Verlauf durch das ausgewogene Zusammenspiel 

proliferationsstimulierender und proliferationshemmender Faktoren gesteuert wird. Es 

bedarf jedoch eines Startsignals, welches die Information über das fehlende Lebergewebe 

beinhaltet, sowie eines geeigneten Sensors, der diese Information in eine zelluläre Antwort 

umsetzt, bevor die komplexe Regenerationskaskade in Gang gesetzt werden kann. Da bei 

konstanter Durchblutung des portalvenösen Einzugsbietes das verbleibende Lebergewebe 

nach partieller Hepatektomie entsprechend stärker perfundiert wird, kann diese 

Kommunikation durch die Interaktion von Blutvolumenfluss/Scherstress und 

Gefäßendothel bzw. glatten Gefäßmuskelzellen realisiert werden. Die vasoaktiven 

Enzymsysteme Häm-Oxygenase-1 (HO-1) und NO-Synthase (NOS) nehmen in diesem 

Zusammenhang eine zentrale Position in der Signaltransduktion mit ihren gasförmigen 

Mediatoren CO und NO ein. Diese fungieren jedoch nicht nur als simple Effektoren auf 

zellulärer Ebene, sondern sind ihrerseits auch in der Lage, die prä- und intrahepatische 

Perfusion zu regulieren und dadurch wiederum die Parameter Blutvolumenfluss und 

Scherstress zu beeinflussen. 

 

Zur näheren Untersuchung des Einflusses von CO und NO auf die 

Leberregeneration nach partieller Hepatektomie wurde in einem tierexperimentellen 

Modell (C57BL/6J Mäuse) die Aktivität der CO-produzierenden HO-1 und der NO-

produzierenden NOS pharmakologisch moduliert (CoPP-IX � HO-1-Induktion; 

L-NAME � NOS-Inhibition). Bereits im Vorfeld der Leberresektion war es dadurch 

möglich, die physiologische Balance zwischen CO und NO zugunsten von CO zu 

verschieben und die Leberdurchblutung zu intensivieren. Mit Hilfe der intravitalen 

Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass innerhalb der hepatischen 

Mikrozirkulation bei induzierter HO-1 und gleichzeitiger NOS-Inhibition deutlich erhöhte 

Blutvolumenfluss- und Scherstresswerte herrschen. Dies allein führte, gemessen an der 

Expression des für die Leberregenration zentralen immediate early gene c-fos (mRNA RT-

PCR), noch zu keiner regenerativen Aktivität in der Leber. Nach �-Hepatektomie 

resultierte daraus jedoch eine akzelerierte hepatozytäre Proliferation, wie es die Analysen 

von PCNA-Expression und BrdU-Inkorporation (Immunhistochemie) gleichermaßen 

demonstrierten. 
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Die Notwendigkeit der gleichzeitigen NOS Blockade konnte durch den Einsatz des 

NO-Donors Molsidomin verdeutlicht werden. So führte die Substitution von NO bei Tieren 

mit CoPP-IX-induzierter HO-1-Expression bei gleichzeitig L-NAME-vermittelter NOS-

Inhibition zum Abfall von Blutvolumenfluss und Scherstress sowie der Proliferationsmarker 

PCNA und BrdU auf das Niveau der mit den entsprechenden Trägersubstanzen 

behandelten Kontrolltiere. 

 

Somit konnte gezeigt werden, dass die durch gleichzeitige HO-1-Induktion und 

NOS-Inhibition artifiziell gesteigerte mikrovaskuläre Perfusion der Leber zu einer 

beschleunigten hepatozytären Proliferation nach Leberteilresektion führt. 

Physiologischerweise vorhandene NO-Mengen sind hingegen in der Lage, den Einfluss 

einer erhöhten CO-Verfügbarkeit auf die Leberperfusion und Leberregeneration zu 

kompensieren. In zukünftigen Studien gilt es zu klären, inwieweit die hier gewonnenen 

Erkenntnisse zu den Interaktionen der vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 und NOS auf die 

klinisch relevanten Problemsituationen der ausgedehnten Leberresektion sowie der 

Transplantation von „small-for-size“-Transplantaten übertragen werden können.  
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 Summary 

Liver regeneration upon partial hepatectomy is a precisely regulated process, 

controlled by a well-balanced interaction of growth-stimulating and growth-inhibitory 

factors. To initiate the complex regeneration cascade, an appropriate signalling 

mechanism is required that translates the loss of liver mass into a cellular response. Since 

the steady blood flow of the portal-venous circulation leads to an increase of the perfusion 

of the remnant liver tissue, this particular signalling can be accomplished by the interaction 

of volumetric bloodflow/shear stress and endothelial cells or rather vascular smooth 

muscle cells. In this regard the vasoactive enzymesystems HO-1 and NOS with their 

gaseous mediators CO and NO constitute the major components in the signal 

transduction. Interestingly they do not only serve as cellular effectors but are also able to 

control the pre- and intrahepatic perfusion and are thereby in turn capable to affect 

volumetric blood flow and shear stress. 

 

To investigate the impact of CO and NO on liver regeneration the activity of CO and 

NO producing enzymes HO-1 and NOS was pharmacologically modulated in an animal 

model of partial hepatectomy (CoPP-IX � HO-1 induction; L-NAME � NOS inhibition). By 

doing so, we were able to shift the balance between CO and NO in favor of CO in the run-

up to liver resection and thereby boost liver perfusion. Intravital fluorescence microscopy 

demonstrated a marked increase of volumetric blood flow and shear stress in the hepatic 

microcirculation when NOS activity of HO-1 induced animals was concomitantly blocked. 

But solitary microcirculatory changes failed to induce proliferative activity as measured by 

mRNA RT-PCR of c-fos, one of the central immediate early genes in liver regeneration. 

However, upon partial hepatectomy analysis of PCNA expression as well as BrdU 

incorporation (immunohistochemistry) revealed a significant acceleration of hepatocytic 

proliferation. 

The importance of an additional NOS blockade was confirmed by utilization of the 

NO donor molsidomine. When NO metabolism of HO-1 overexpressing animals with 

concomitant NOS blockade was again balanced by application of molsidomine, volumetric 

blood flow and shear stress as well as the proliferation marker PCNA and BrdU decreased 

to the level of vehicle-treated control animals. 

 



Summary Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     9 

Thus we could demonstrate that an artificially enhanced perfusion of the liver by 

means of a simultaneous HO-1 overexpression and NOS inhibition gives rise to an 

accelerated hepatocytic proliferation upon liver resection. On the other hand physiological 

NO levels are capable to counterbalance the impact of an augmented CO production on 

liver perfusion and liver regeneration. Now it has to be clarified how the obtained 

knowledge on the interactions of the vasoactive enzymesystems HO-1 and NOS can be 

transferred to clinically relevant situations like extended liver resection or small-for-size 

liver transplantation. 
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1 Einleitung 

1.1 Leberresektion & Leberregeneration in der Geschichte 

Wie kaum ein anderes Organ hat die Leber in den vergangenen Jahrtausenden für 

den Menschen eine zentrale Position im anfangs mystischen, später wissenschaftlichen 

Verständnis seines Selbst eingenommen. Im Babylonischen Reich, 2000-3000 v.Chr., galt 

die Leber noch als Sitz der Seele und anatomische Besonderheiten einer Schafsleber 

dienten während der rituellen Hepatoskopie (Abb. 1 A) zur Schicksalsbefragung [1]. In der 

griechischen Mythologie wurde der Leber zum ersten Mal die Eigenheit der umfangreichen 

Regenerationsfähigkeit zugeschrieben, welche die Forschung bis in die Gegenwart 

fasziniert. Hesiod beschrieb 700 v.Chr. die Bestrafung des Prometheus (Abb. 1 B), 

welcher als großer Wohltäter der Menschheit das Feuer aus dem Olymp mit einer List 

entwendete, um es auf die Erde zu bringen. In seinem Zorn ließ ihn Zeus, König der 

Götter, an einen Felsen im Kaukasischen Gebirge fesseln und entsandt jede Nacht einen 

Adler, der sich von der stetig regenerierenden Leber ernährte [2]. 

    

 
 

A    B    C   D 
 
Abbildung 1: Babylonisches Tonmodell der Leber, 2000 v.Chr. (A); Prometheus mit dem Adler 

Ethon und Atlas, 530 v.Chr. (B); Viszerale Oberfläche der aufwärts flektierten Leberlappen in Vesalius 
Fabrica, 1543 (C); Intrahepatische Gefäßarchitektur in Francis Glisson’s Anatomia Hepatis, 1654 (D). 

 

Später rückte die Leber in das wissenschaftlich-forschende Interesse, wobei es 

anfangs vor allem die anatomischen Studien von Herophilus (334-280 v.Chr.) und Galen 

(130-200 n.Chr.) waren, welche das Wissen über die Leber vorantrieben [3, 4]. In der 

Renaissance wurde dieses Wissen mit ausgeprägt dogmatischem Charakter durch die 

Studien von Andreas Vesalius (Abb. 1 C) (1514-1564) und William Harvey (1578-1657) 
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kritisch überarbeitet [5, 6], worauf aufbauend die Arbeiten über Form und Funktion der 

Leber von Francis Glisson (1596-1677) Anatomia Hepatis (Abb. 1 D) und Albrecht von 

Haller (1708-1777) Elementa Physiologiae Corporis Humani den Beginn der 

wissenschaftlichen Hepatologie der Neuzeit markieren [3, 7]. Parallel dazu entwickelte 

sich die Leberchirurgie. Waren es zunächst nur kleinere Resektionen offener 

Lebertraumata, welche seit dem 17. Jahrhundert immer häufiger durchgeführt wurden, so 

ermöglichten die medizinischen Fortschritte des 19. Jahrhunderts die Durchführung der 

ersten erfolgreichen, elektiven Leberresektion durch Carl Langenbuch 1887 [8]. Hierzu 

trugen maßgeblich die neuen Techniken der Ether-Anästhesie (Crawford Long & William 

Morton), Asepsis (Ignaz Semmelweis & Joseph Lister) und Laparotomie (Lawson Tait & 

Willet) [9] sowie die Erkenntnisse über die außerordentliche regenerative Kapazität der 

Leber durch Tillmans, Gluck und Ponflick bei [10-12]. Die weitere Entwicklung der 

Leberchirurgie war bestimmt durch die Notwendigkeit einer optimalen Blutungsprävention, 

da unkontrollierte Blutungen sich als größtes Hindernis der operativen Eingriffe darstellten. 

Die Verfeinerung des Wissens über die segmentale Struktur der Leber und ihrer 

Vaskularisierung durch Hjortsjö, Healy und Couinaud [13-15] ebnete den Weg zur 

anatomisch korrekten Resektion, welche neben dem Gebrauch des adäquaten 

Instrumentariums der Schlüssel zur Senkung der post-operativen Mortalität war. Erst 

darauf aufbauend konnten elektive Resektionen bis an die Grenze der physiologischen 

Regenerationsfähigkeit und schließlich Transplantationen bis hin zur Split-Leber-

Transplantation sowie Leberlebend-Spenden als Routineeingriffe verlässlich realisiert 

werden [16-18]. 

Die Regenerationsfähigkeit war bereits durch Tillmanns Versuche zur 

Leberresektion an Kaninchen beschrieben worden [10] und einhergehend mit den 

Fortschritten im operativen Bereich weiteten sich auch die Bestrebungen aus, das 

Phänomen der Leberregeneration ausgiebig wissenschaftlich zu erschließen. Dabei waren 

es 1931 Higgins und Anderson [19], die das Modell der partiellen Hepatektomie in der 

Ratte etablierten und damit den Weg für die weitere Forschung in diesem Feld bereiteten. 

Die Erkenntnisse, welche aus diesem Wissenschaftszweig kommen sollten, erbrachten 

jedoch nicht nur Einblicke in die Physiologie der Leberregeneration, sondern trugen auch 

wesentlich zum Gesamtverständnis von elementaren Abläufen des Zellzyklus, seiner 

Kontrollmechanismen und der intrazellulären Signaltransduktion bei. Somit brachte 

Prometheus mit seiner unvergänglich regenerierenden Leber abermals das Feuer der 

Erleuchtung zurück zur Menschheit. 
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1.2 Physiologie der Leberregeneration 

Der normale Hepatozyt ist eine hochdifferenzierte Zelle und als solche in der Lage, 

verschiedenste komplexe Stoffwechselaktivitäten des Organismus zu realisieren. Ohne 

schädigende Einwirkungen von außen befinden sich die meisten Zellen der Leber 

dementsprechend in der G0-Phase des Zellzyklus und mitotische Zellteilungen lassen sich 

nur in einer von 1000 Zellen beobachten [20]. Daher könnte man davon ausgehen, dass 

dieses parenchymatöse Organ nur unzureichend auf schädigende Einflüsse reagieren 

kann. Das Gegenteil ist jedoch der Fall. Kommt es aufgrund von Chemikalien, viraler 

Infektionen oder chirurgischer Interventionen zu einem Verlust an funktionellem 

Lebergewebe, entfaltet dieses Organ ein erstaunliches regeneratives Potential, welches 

vergleichbar mit dem von hämatopoetischen Stammzellen ist. So konnten SANDGREN et 

al. in einem Modell der Hepatozyten-Serientransplantation zeigen, dass diese Zellen bis 

zu 70 Zellteilungen unterlaufen können, was einer über 1020-fachen Expansion entspricht 

[21]. Die Leberregeneration stellt in sich ein komplexes Zusammenspiel von Hepatozyten 

und nicht-parenchymatösen Zellen dar, welches durch eine Vielzahl an 

Wachstumsfaktoren präzise reguliert wird [22]. Dabei soll eingangs betont werden, dass 

es sich hierbei um keine Organregeneration im eigentliche Sinne handelt, welche mit der 

Bildung eines Blastems aus undifferenzierten, pluripotenten Zellen beginnt, die die 

geschädigten Organteile ersetzen, wie zum Beispiel den abgetrennten Schwanz einer 

Echse [23]. Die Regeneration der Leber nach Resektion unterscheidet sich davon 

grundlegend. Es kommt zu keiner Ausbildung eines Blastems undifferenzierter Zellen, die 

den entfernten Leberlappen rekonstituieren. Vielmehr setzt ein kompensatorisches 

Wachstum der verbleibenden Leberlappen ein. Das Ausmaß der Regeneration unterliegt 

Steuerungsmechanismen, welche sich weniger in der absoluten Lebermasse, sondern 

mehr in der Wiederherstellung eines optimalen Verhältnisses zwischen Lebergewicht und 

Körpergewicht widerspiegeln. Dadurch wird eine Anpassung an die aktuellen 

metabolischen Bedürfnisse des Körpers gewährleistet [24]. Dies beinhaltet nicht nur das 

kompensatorische Wachstum nach dem Verlust von Lebergewebe, sondern ebenso die 

Reduktion der Lebermasse, wenn diese die körperlichen Bedürfnisse übersteigt. Dies ist 

beispielsweise nach Transplantation einer zu großen Leber der Fall, eines sogenannten 

large-for-size-Transplantates, oder medikamentös induzierter Leberhyperplasie [25]. 
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Durch Entzug der wachstumsfördernden Stimulantien kommt es in dieser Situation zur 

vermehrten Apoptose von Hepatozyten, wodurch ein optimales Gleichgewicht zwischen 

Leber- und Körpergewicht wiederhergestellt wird [26]. 

 Ein wichtiger Punkt bei der Betrachtung der Leberregeneration ist die Herkunft der 

Zellen, welche den Verlust an Leberparenchym ausgleichen, da diese in Abhängigkeit von 

der Art der Leberschädigung variieren [27]. Nach partieller Hepatektomie oder CCl4-

Intoxikation können die vorhandenen, differenzierten Hepatozyten den Zellverlust ohne 

nachweisliche Beteiligung von Stammzellen oder Progenitorzellen vollständig ausgleichen 

[28, 29]. Bei der Regeneration nicht-parenchymatöser Zellen der Leber, wie z.B. 

Endothelzellen, besteht jedoch Anhalt für einen Beitrag von Stammzellen des 

Knochenmarks [30]. Demgegenüber können in experimentellen Modellen nur Toxine wie 

z.B. Galactosamin oder Retrorsin einen derart schwerwiegenden Parenchymverlust 

erzeugen, der die Aktivierung intrahepatischer Progenitorzellen auslöst [31, 32]. Aber auch 

beim Menschen konnte die Beteiligung eines sogenannten Ovalzell-Kompartiments in 

Fällen von massiver Leberzellnekrose nachgewiesen werden [33-35]. Als Ovalzellen 

werden Leberepithelzellen in den Herring-Kanälen der Leber bezeichnet, welche die 

Fähigkeit besitzen, sowohl in Hepatozyten, als auch in Cholangiozyten zu differenzieren 

[36]. Beide Zelllinien entstehen während der embryonalen Entwicklungsphase aus dem 

endodermalen Hepatoblasten, der als dritte Entität auch für die Entwicklung von 

Ovalzellen verantwortlich zu sein scheint [37]. Von dieser recht heterogenen 

Zellpopulation mit uneinheitlichem Reifungsgrad und unterschiedlichen 

Differenzierungsfähigkeiten wird angenommen, dass sie ein Reservekompartiment für die 

Regeneration von Hepatozyten für den Fall darstellt, dass die physiologische Replikation 

differenzierter Hepatozyten blockiert oder unzureichend für eine vollständige Regeneration 

ist [27]. 

 Der charakteristische Ablauf der Leberregeneration beginnt bei der Maus mit dem 

Eintritt der Hepatozyten in die S-Phase des Zellzyklus 12 - 16 h nach PH, wobei 36 – 48 h 

nach PH das Maximum der DNA-Synthese normalerweise erreicht ist [38]. Der Übergang 

in die Mitose ist demgegenüber abhängig von zirkadianen Rhythmen, da der Eintritt in die 

M-Phase immer zur gleichen Tageszeit stattfindet [39]. Ausgehend von den periportalen 

Gebieten des klassischen Leberläppchens schreitet der Eintritt in die S-Phase weiter in die 

perizentralen Gebiete fort. Dabei konnte im Tiermodell festgestellt werden, dass in 

Abhängigkeit vom Alter zwischen 70% der Hepatozyten in älteren Tieren und über 90% 

der Hepatozyten in Jungtieren beteiligt sind [40, 41]. Die nicht-parenchymatösen Zellen 
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der Leber, die Gallengangsepithelzellen, fenestrierte Endothelzellen, Kupffer- und Ito-

Zellen sind ebenfalls an der generalisierten Regenerationsreaktion beteiligt, treten jedoch 

mit einer Verzögerung von 24 h in den Zellzyklus ein und erreichen die maximale DNA-

Synthese erst 48 h später als die Hepatozyten [42]. Durch die fortschreitende Replikation 

aller Zelltypen wird die normale Leberhistologie vollständig aufgelöst. Drei bis vier Tage 

nach PH ist die Mikroarchitektur durch Anhäufungen von je acht bis zehn Hepatozyten 

gekennzeichnet, die durch das Einsprossen von sinusoidalen Gefäßen und Ito-

Zellausläufern organisiert werden [43]. Im weiteren Verlauf wandeln sich die zunächst 

gebildeten Kapillaren in echte Lebersinusoide mit fenestriertem Endothel um und auch die 

extrazelluläre Matrix nimmt mit zunehmendem Anteil von Fibronectin sowie Kollagen Typ I 

und IV die Leber-typische Zusammensetzung an. Am siebenten Tag ist die klassische 

Leberhistologie wiederhergestellt, wobei die zunächst vergrößerten Leberläppchen 

entsprechend den metabolischen Bedürfnissen in der Größe angepasst werden können, 

um letztendlich den normalen Leberaufbau wieder zu erreichen [44-46]. 

 Der charakteristische Ablauf der Leberregeneration wird in die drei Phasen 

Initiation, Progression und Terminierung unterteilt [47]. Die Initiation umfasst die 

Vorbereitung der ruhenden Hepatozyten auf die anschließende Proliferation und ist 

charakterisiert durch den Übergang der Zellen vom G0- in den G1-Zustand des Zellzyklus 

[48]. Eingeleitet wird dieser Schritt durch die Zytokine Tumor Nekrose Faktor-� (TNF-�) 

und Interleukin-6 (IL-6), deren Anstieg im Blut nach PH innerhalb der ersten 30 min 

nachweisbar ist [31]. Verantwortlich für die Freisetzung dieser Zytokine sind insbesondere 

die nicht-parenchymatösen Zellen der Leber, vor allem Kupffer-Zellen, sinusoidale 

Endothelzellen und hepatische Sternzellen [49]. In welchem Umfang diese beiden 

Zytokine alleine für die Initiation verantwortlich sind, kann noch nicht abschließend 

beantwortet werden, da kontroverse Daten zur Leberregeneration von genetisch 

veränderten Tieren mit Deletion des IL-6 bzw. TNF-� Rezeptors vorliegen [50-52]. Zudem 

konnten auch andere Zytokine, wie z.B. stem cell factor (SCF) und oncostatin M (OSM) 

identifiziert werden, die ebenfalls zu diesem frühen Zeitpunkt in die Regenerationskaskade 

involviert sind [53, 54]. Durch die Einwirkung der Zytokine werden über post-translationale 

Mechanismen die Transkriptionsfaktoren nuclear factor for kappa-chain on B-cells (NF�B), 

signaltransducer and activator of transcription-3 (STAT-3), activator protein-1 (AP-1) und 

CCAAT enhancer binding protein ß (C/EBPß) aktiviert, welche nachfolgend die Expression 

der immediate early genes steuern [47]. Diese kodieren für eine Gruppe von über 70 

funktionell inhomogenen Proteinen, deren Bedeutung für die Leberregeneration noch nicht 
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vollständig erschlossen werden konnte [55, 56]. Für einige von ihnen konnte jedoch 

bereits die funktionelle Relevanz geklärt werden. So sind die Produkte der Proto-

Onkogene c-fos, c-jun und c-myc direkt an der Signaltransduktion beim G0-G1-Übergang 

der Hepatozyten beteiligt, während c-met für den zellulären Rezeptor des hepatocyte 

growth factor (HGF) kodiert [57-59]. Durch diese Prozesse werden die Hepatozyten 

insgesamt ansprechbar für die Wachstumsfaktoren, das sogenannte Priming, und können 

den G0-Arrest verlassen. 

Die anschließende Phase der Progression im Zellzyklus wird allerdings nicht allein 

durch die Expression der immediate early genes erreicht. Erst durch die 

Wachstumsfaktoren HGF und transforming growth factor-� (TGF-�) kann dieser Schritt 

realisiert werden [22]. Daneben sind aber auch andere Mitogene wie augmenter of liver 

regeneration (ALR), epithelial growth factor (EGF) und heparin-binding epidermal growth 

factor (HB-EGF) sowie eine Vielzahl von sogenannten Co-Mitogenen an der Progression 

beteiligt. Co-Mitogene, wie z.B. Insulin, Glukagon, Adrenalin, Noradrenalin, Thyroxin, 

Calcium und Vitamin D können nicht direkt die Proliferation der Hepatozyten stimulieren, 

sind aber in der Lage die Wirkung der oben genannten Mitogene zu verstärken [48]. Die 

Produktion all dieser Faktoren unterliegt wiederum komplexen Regulationsmechanismen, 

die an dieser Stelle nicht weiter erläutert werden können. 

HGF, der potenteste Stimulator der hepatozytären Proliferation, wird vor allem in 

hepatischen Sternzellen, Kupfferzellen und sinusoidalen Endothelzellen produziert, was 

auf die wichtige Interaktion von parenchymatösen und nicht-parenchymatösen Zellen 

hindeutet [60]. Im Gegensatz zu der parakrinen Wirkung von HGF wird TGF-� von den 

Hepatozyten selbst synthetisiert und wirkt somit auto- bzw. juxtakrin [22]. Nach der 

erfolgreichen Transition in die G1-Phase wird die Progression im Zellzyklus unabhängig 

von Wachstumsfaktoren durch die Expression von Zyklinen und die Aktivierung von Zyklin-

abhängigen Kinasen (CDK) sowie den entsprechenden CDK-Inhibitoren reguliert. So ist 

beispielsweise der Eintritt in die S-Phase abhängig von der Formation der Zyklin E-CDK2- 

und Zyklin A-CDK2-Komplexe. Die G2-M-Progression wiederum beruht auf der Assoziation 

von Zyklin B und CDK1, während der G2-M-Übergang durch ein Zellzyklus-abhängiges 

nukleäres Protein, die Zitron-Kinase gesteuert wird [31, 61, 62]. Zudem wird 

angenommen, dass die Expression von Zellzyklusgenen wie den delayed early genes p53, 

p21 oder mdm nach PH an der Regulation der hepatozytären Proliferation beteiligit sind 

[24], auch wenn dies für p53 schon teilweise widerlegt werden konnte [63]. 
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Um ein unkontrolliertes Wachstum der Leber zu verhindern, sind ebenfalls 

Inhibitoren der hepatozytären Proliferation in den Ablauf der Leberregeneration integriert, 

welche die Phase der Terminierung einleiten. Hierzu gehören vor allem transforming 

growth factor ß-1 (TGFß-1) und Activin A, die beide ihre intrazelluläre Wirkung über Smad-

Proteine entfalten und so in der Lage sind, die Lebermasse über Apoptose-Induktion zu 

reduzieren [46, 48]. Zudem ist der supressor of cytokine signalling-3 (SOCS-3) als Zielgen 

von STAT-3 in der Lage, das aktivierte STAT-3 zu hemmen und damit die IL-6 

Signaltransduktion zu inhibieren [64]. TGFß-1 wird von nicht-parenchymatösen Zellen 

synthetisiert und erreicht das Maximum seiner Expression ca. 72 h nach PH. Es ist jedoch 

nur in der Lage, die mitogene Wirkung von TGF-� zu unterdrücken [65]. Activin A 

hingegen wirkt, synthetisiert von proliferierenden Hepatozyten, als autokriner Inhibitor der 

hepatozytären DNA-Synthese und wird durch das Activin-bindende Protein Follistatin 

reguliert. Der hepatozytäre Activin-Rezeptor wird nach PH herunterreguliert und erreicht 

erst nach 72 h, vergleichbar mit TGFß-1, seine ursprüngliche Expression, wodurch die 

Ansprechbarkeit der Hepatozyten auf mitogene Stimuli gewährleistet wird [66]. Allerdings 

sind auch für diesen Abschnitt der Regeneration die genauen Abläufe noch nicht endgültig 

geklärt. 

Die so beschriebenen Phasen von Initiation, Progression und Terminierung bilden 

das Grundgerüst der bisher bekannten Abläufe während der Leberregeneration. Allerdings 

deuten neuere Studien darauf hin, dass diese Prozesse nicht strikt getrennt voneinander 

ablaufen, sondern komplex miteinander verbunden sind [31]. So kann beispielswiese das 

für die Initiation verantwortliche Zytokin TNF-� über die Aktivierung von Matrix-

Metalloproteinasen die Freisetzung des in die Progression des Zellzyklus involvierten 

Wachstumsfaktors TGF-� und die Aktivierung des zugehörigen EGF-Rezeptors steuern 

[31, 67]. Von großer Bedeutung für die Forschung ist ebenso die Frage nach 

Mechanismen, die den initialen Trigger der Regenerationskaskade erzeugen und dafür 

Sorge tragen, dass das Ausmaß der Leberregeneration an die Bedürfnisse des 

Organismus angepasst wird. Interessante Kandidaten hierfür sind zum einen Moleküle wie 

das mammalian target of rapamycin (mTOR). Dieses ist Bestandteil eines Komplexes, der 

Nährstoff- und Energiestatus von Zellen wahrnehmen und mit den Signalen von 

Wachstumsfaktoren verbinden kann. Dadurch wird eine bedarfsgerechte Regulation von 

Proteinsynthese und Zellwachstum ermöglicht [68, 69]. Dies könnte auch im Verlauf der 

Leberregeneration eine Rolle spielen, da nach PH die Versorgung der verbleibenden 

Hepatozyten mit Nährstoffen und Energielieferanten entsprechend ansteigt [31]. 
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Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass die Applikation von Aminosäure-

Gemischen in vivo eine Proliferation von Hepatozyten auch ohne PH auslösen kann, 

während durch Entzug von Proteinen nach PH die Leberregeneration signifikant reduziert 

wird [70, 71]. Des Weiteren wurde auch die Bedeutung von reaktiven 

Sauerstoffabkömmlingen diskutiert, die ebenfalls vermehrt nach PH anfallen und in der 

Lage sind, Transskriptionsfaktoren wie z.B. NF�B zu aktivieren [24]. Andererseits finden 

sich auch eindeutige Hinweise dafür, dass hämodynamische Veränderungen, bedingt 

durch die kompensatorische Steigerung der Perfusion des verbleibenden Lebergewebes 

nach PH, für die Initiation der Leberregeneration von essentieller Bedeutung sind [72]. Es 

ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl metabolische als auch hämodynamische 

Trigger in die Regulation der Leberregeneration involviert sind. Das Wissen über diese 

Mechanismen ist jedoch nicht nur für das Studium von Signaltransduktion und 

Zellzyklusabläufen im Verlauf der Leberregeneration wichtig. Ein tiefergehendes 

Verständnis dessen stellt die Basis für die Entwicklung neuer Therapien zum Management 

des Leberversagens nach small-for-size Transplantation und zur Verbesserung der 

Leberregeneration nach Leberresektion und Lebertransplantation dar [31]. In der 

vorliegenden Arbeit galt das vornehmliche Interesse den hämodynamischen Faktoren und 

dem Studium der Leberregeneration unter Modulation der für die Regulation der 

hepatischen Mikrozirkulation essentiellen Enzymsysteme HO-1 und NOS. 

Abbildung 2: Die Leberregeneration wird durch eine partielle Hepatektomie (PH) initialisiert. 
Vermittelt durch Zytokine und metabolische Faktoren werden Transskriptionsfaktoren post-translational 
aktiviert, welche nachfolgend immediate early genes induzieren. Diese ermöglichen das Priming der 
Hepatozyten, wodurch diese ansprechbar für Wachstumsfaktoren werden und die Transition vom G0- in den 
G1-Zustand stattfinden kann. Anschließend läuft der Zellzyklus unabhängig von Wachstumsfaktoren, 
gesteuert durch Zykline und Zyklin-abhängige Kinasen ab (Progression). Zellzyklusinhibitoren sind hingegen 
in der Lage, die einzelnen Komponenten des Zellzyklus zu inhibieren und überführen dadurch die Zellen 
wieder in den G0-Zustand (Terminierung). 
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1.3 Häm-Oxygenase und CO 

Bereits 1857 konnte von dem französischen Physiologen Claude Bernard [73] 

nachgewiesen werden, dass Kohlenmonoxid (CO) reversibel an Hämoglobin binden und 

dadurch eine Asphyxie auslösen kann. Zunächst war CO jedoch nur als 

luftverschmutzendes Agenz und lautloser Killer bekannt, der vor allem bei unvollständiger 

Verbrennung fossiler Rohstoffe, wie Öl, Gas oder Kohle entsteht. Im Verlauf des nächsten 

Jahrhunderts konnte allerdings gezeigt werden, dass CO auch im Inneren des Körpers 

selbst gebildet wird und dass die treibende Kraft hierfür das Enzym Häm-Oxygenase (HO) 

ist [74-76]. Bisher wurden 3 verschiedene Isoenzymformen der HO identifiziert und in einer 

Vielzahl an Studien ließ sich die physiologische Beteiligung der endogenen CO-Produktion 

an der Aufrechterhaltung der körperlichen Homöostase für nahezu jedes Organsystem 

aufzeigen. Es besteht zwar weiterhin Skepsis bezüglich des Stellenwertes der 

körpereigenen CO-Synthese, allerdings liefern die aktuellen Fortschritte in der 

Wissenschaft ausreichende Belege dafür, dass CO zusammen mit Stickstoffmonoxid (NO) 

und Schwefelwasserstoff (H2S) zu der neuen Klasse der physiologisch bedeutsamen 

Gasotransmitter gehört [77]. 

Auch wenn nicht-enzymatische Wege der Häm-Degradation bekannt sind [78], wird 

der Großteil des Häm-Katabolismus durch die HO realisiert, welche vor allem im 

retikuloendothelialen System von Milz und Leber synthetisiert wird [79]. Hier wird im 

Wesentlichen das Häm aus Hämoglobin zugrunde gegangener Erythrozyten abgebaut 

[80]. Die HO ist aber auch in vielen anderen Zelltypen vorhanden, in denen nicht-Protein-

gebundenes Häm als prosthetische Gruppe in Hämo-Proteine, wie Katalasen, 

Peroxidasen, Guanylylzyklase (GC), NO-Synthase (NOS) oder Cytochrome integriert ist 

[81]. Während ein erhöhtes intrazelluläres Stresslevel der dominierende Stimulator einer 

de novo Synthese der induzierbaren Isoenzymform HO-1 ist [82], werden HO-2 und HO-3 

überwiegend konstitutiv exprimiert [83, 84]. HO-2 (36kD) und HO-3 (33kD) teilen vor allem 

eine 22 Aminosäuren große Domäne mit der HO-1, die als sogenannte HO-Signatur für 

die Häm-Bindung und Degradation verantwortlich sein soll [85]. Die Fähigkeit der HO-3 zur 

Häm-Degradation ist jedoch sehr beschränkt, so dass man ihr neben der Messung und 

Bindung von Häm keine weitere Rolle für dessen Katabolismus zuspricht [83, 86]. 
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Unter physiologischen Bedingungen ist die HO-1 nur in der Milz stärker exprimiert 

als die HO-2, welche konstitutiv in Leber, Milz, Niere, Magen, Gehirn und Hoden 

vorhanden ist. Lokalisiert sind HO-1 und HO-2 vor allem im endoplasmatischen Retikulum 

[79, 87], wobei die HO-1 auch in Zytoplasma, Mitochondrien, Peroxisomen und in der 

nukleären Matrix von Leberzellen nachgewiesen werden konnte [88]. Prinzipiell trägt die 

HO-1 aufgrund ihres Molekulargewichtes von 32 kD und der Induzierbarkeit durch 

Hitzestress ebenfalls die Bezeichnung heatshock protein 32 (HSP32) [89]. Allerdings muss 

darauf hingewiesen werden, dass dieser Effekt genauso wie die Induktion durch Hypoxie 

oder Interferon-� (IFN-�) im Gegensatz zu vielen Tierversuchen nicht in humanen Zellen 

nachweisbar ist, sondern vielmehr in einer Repression der HO-1 Proteinexpression 

resultiert [90-93]. 

Die möglichen Induktoren der HO-1 umfassen ein weites Feld von endogenen und 

exogenen Stimuli. Darunter befinden sich neben Häm und Häm-Derivaten als natürliche 

Substrate der HO, radioaktive und ultraviolette Strahlung, Metallverbindungen, 

Wachstumsfaktoren, Zytokine, oxidativer Stress, Scherstress, NO und exogen zugeführtes 

CO sowie viele andere zellschädigende Agenzien [94]. Die Induktion wird in Abhängigkeit 

vom jeweiligen Stimulus und Zelltyp über verschiedene Signalwege realisiert. Darunter 

befinden sich cAMP-abhängige Mechanismen [95, 96] sowie Signalwege, welche die 

Proteinkinase C (PKC), die Ca2+-Calmodulin abhängige Proteinkinase, Phosphoinositol-3-

Kinase (PI3K) oder auch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) einbeziehen [97, 98]. 

Die HO-2 kann zwar aufgrund einer entsprechenden Konsensus-Sequenz in ihrem 

Promotor durch Glukokortikoide induziert werden, relevanter ist für dieses Enzym jedoch 

die post-translationale Aktivierung [99]. So kann die Enzymaktivität kurzfristig durch 

Bindung des Ca2+-Calmodulin Komplexes [100], Phosphorylierung durch die PKC [101] 

oder Rezeptor-abhängige Glutamatwirkung [100] gesteigert werden. 

Biologisch bedeutsame Inhibitoren sind für HO-1 und HO-2 kaum bekannt. Umso 

größer ist jedoch das Wissen um pharmakologische Inhibitoren der HO-Aktivität, vor allem 

Metalloporphyrinen [102], die viel zum Verständnis der physiologischen Bedeutung der HO 

beigetragen haben. Darüber hinaus sind an der Regulation der HO-Aktivität Häm-

bindende Proteine, wie Hemopexin, heme-binding protein 23 (HBP23) und Glutathion-S-

Transferase beteiligt, da sie durch Bindung von freiem Häm dessen pro-oxidative Wirkung 

inhibieren und die katalytische Aktivität der HO reduzieren [103, 104]. 

Die HO bildet zusammen mit der Cytochrom P450 Reduktase und der Biliverdin 

Reduktase einen Komplex am endoplasmatischen Retikulum [79]. In Anwesenheit von 
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NADPH und O2 wird der Porphyrinring des Häm aufgespalten (Abb. 3), CO, Fe2+ und 

Biliverdin werden in äquimolaren Mengen freigesetzt [105] sowie das Biliverdin daraufhin 

von der Biliverdin-Reduktase in Bilirubin umgewandelt [74]. Biliverdin und Bilirubin sind die 

stärksten, endogenen Antioxidantien und in der Lage, Peroxid-Radikale abzufangen und 

die Lipid-Peroxidation zu inhibieren [106, 107]. Zudem kann Biliverdin, aber nicht Bilirubin, 

die lösliche Guanylylzyklase (sGC) hemmen [108]. Fe2+ ist zwar oxidativ wirksam, induziert 

aber Ferritin, welches über 4000 Fe2+ Atome binden kann und damit für die sichere 

intrazelluläre Speicherung des freigesetzten Fe2+ sorgt [109]. Darüber hinaus steigert die 

HO-1 den zellulären Fe2+-Efflux, weshalb davon ausgegangen wird, dass dieser Anteil der 

HO-1 Aktivität ebenfalls für zytoprotektive Effekte verantwortlich ist [110]. Nicht zuletzt 

weisen Tiere mit ausgeschaltetem HO-1 Gen genauso wie im Fall der humanen HO-1 

Defizienz eine massive Eisenüberladung in Leber und Niere auf, was die entsprechenden 

Zellen um ein Vielfaches anfälliger für die Schädigung durch oxidativen Stress macht [111-

113]. 

Die Effekte des freigesetzten CO konnten in vielfältigen physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen nachgewiesen werden. Verantwortlich sind hierfür vor 

allen Dingen die Fähigkeiten von CO, die cGMP-Synthese über eine sGC-Stimulation zu 

steigern, die p38 MAPK zu aktivieren, mit verschiedenen Ionenkanälen und Hämo-

Proteinen zu interagieren sowie die sogenannte nicht-adrenerge-nicht-cholinerge (NANC) 

Neurotransmission zu realisieren [94]. Hierüber entfaltet CO seine anti-apoptotische, anti-

inflammatorische, anti-aggregative und anti-proliferative Wirkung. Es reduziert die 

Schädigung von Herz, Lunge, Niere und Leber durch Toxine oder Ischämie-Reperfusion 

und verhindert die Abstoßung von Allo- und Xenotransplantaten. Darüber hinaus ist es in 

viele Prozesse des zentralen Nervensystems, wie die Hypothalamus-Hypophysen-Achse, 

zirkadiane Rhythmik, Riechen, Sehen, Hören, Nozizeption, Thermoregulation sowie 

Lernvorgänge involviert und kann ebenso das periphere autonome Nervensystem 

beeinflussen [94]. 

Eine weitere wichtige Eigenschaft von CO ist seine Fähigkeit, die vaskuläre 

Kontraktilität zu beeinflussen. Bereits 1984 konnte von McGrath und Smith eine Dilatation 

von Koronararterien der Ratte unter exogen zugeführtem CO nachgewiesen werden [114]. 

Dieser Endothel-unabhängige Effekt scheint nahezu ubiquitär vorzukommen und konnte 

für eine Reihe anderer Gefäße in verschiedenen Tiermodellen ebenfalls belegt werden 

[115]. Hierzu gehören unter anderem Koronararterie, Schwanzarterie, Lebervene und 

Aorta der Ratte, Karotis, Koronararterie und Femoralarterie des Hundes sowie 



Einleitung Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     21 

Koronararterien von Schwein und Meerschwein [94]. Verantwortlich für diese Effekte 

werden vor allem die Stimulation der cGMP-Synthese durch Aktivierung der sGC und die 

Interaktion mit Ionenkanälen gemacht [116]. CO entfaltete allerdings nicht bei allen 

untersuchten Gefäßen eine vasodilatative Wirkung und führte beispielsweise in den 

Arteriolen des Musculus gracilis der Ratte paradoxerweise zur Vasokonstriktion [117]. Ob 

diese Beobachtung durch abweichende Gefäßpräparationen und experimentelle 

Bedingungen verursacht sind oder hier tatsächlich Unterschiede der Gefäßmorphologie 

und Enzymverteilung zu tragen kommen, konnte bisher nicht geklärt werden. 

Neben den bereits erwähnten protektiven Effekten nach Transplantationen, 

Toxineinwirkung oder Ischämie-Reperfusionsstress [118] kommt der HO-mediierten 

Produktion von CO eine wichtige Rolle für die Regulation der hepatischen Perfusion zu 

[119]. Unter physiologischen Bedingungen wird vor allem die HO-2 in Hepatozyten, 

Kupffer-, Endothel- und Itozellen exprimiert, während die HO-1 nur in Kupfferzellen 

nachgewiesen werden konnte [120]. Nach Einwirkung von endogenen Stimuli wie Insulin, 

Glukagon, Epinephrin und Angiotensin II oder exogenen Stressoren wird die HO-1 jedoch 

ubiquitär von Parenchym- wie Nicht-Parenchymzellen synthetisiert [96, 121]. Aufgrund der 

vasodilatativen Effekte von CO an Lebervene und Lebersinusoiden wird der HO-1 eine 

wichtige Rolle für die Kontrolle von Blutflussverteilung und sinusoidalem Tonus 

zugesprochen [122]. Im Gegensatz dazu hat CO im Ratten-Modell allerdings keinen 

Einfluss auf den Kontraktilitätszustand der Leberarterie. Hierfür scheint vielmehr das 

NOS/NO-System zuständig zu sein [123], welches im nachfolgenden Abschnitt näher 

betrachtet werden soll. 
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Abbildung 3: Die Häm-Oxygenase (HO-1) baut ihr Substrat Häm zu Biliverdin unter der Freisetzung 

von Fe2+ und CO ab. Die zellulären Effekte der HO-1-Aktivität werden durch die nachfolgende Induktion von 
Ferritin, die anti-oxidativ wirksamen Metabolite Biliverdin und Bilirubin sowie CO vermittelt. CO induziert 
dabei eine Vielzahl von Prozessen, wie z.B. die Aktivierung der p38 MAP-Kinase, Ca2+-aktivierter K+-Kanäle 
und der löslichen Guanylyzyklase (sGC) sowie die Inhibition von Endothelin und Cytochrom P450 
(CYP 450). 

1.4 NO-Synthase und NO 

Die physiologische Bedeutung von NO wurde erst in den 80er Jahren des 

20. Jahrhunderts erschlossen. Während bis 1986 nur 10 Artikel zur NO-Synthese von 

Säugetieren veröffentlicht wurden, waren die Identifizierung von NO als der bis dato nur 

hypothetisch existierende endothelium derived relaxing factor (EDRF) 1987 und die erste 

Beschreibung der NO-Synthase (NOS) 1989 die Geburt eines vollständig neuen 

Forschungsgebietes [124, 125]. Bis 1992 beschäftigten sich schon 500 Artikel mit der 

Funktion von NO im Organismus, bis 2001 16.000 Artikel und jährlich kommen ca. 7.000 

neue Veröffentlichungen hinzu [126]. Nicht zuletzt wurde die Erforschung von NO als 

körpereigener Mediator 1998 mit dem Nobelpreis für die führende Arbeitsgruppe um 

R. Furchgott, L. Ignarro und F. Murad gewürdigt [126]. 

Die bisher bekannten Isoenzymformen der NOS sind die nNOS bzw. NOS-1, das 

prädominante Isoenzym im Nervengewebe, die iNOS bzw. NOS-2, welche in einer großen 

Anzahl von Zell- und Gewebetypen induzierbar ist und zuletzt die eNOS bzw. NOS-3, das 

zuerst in Gefäßendothelzellen identifizierte Isoenzym. Alle 3 Isoenzymformen sind auf 
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verschiedenen Genen kodiert und unterscheiden sich in Regulation, katalytischer Aktivität 

und Sensibilität gegenüber Inhibitoren, weisen aber eine Homologie von über 50% 

untereinander auf [126]. Sie wurden zunächst nach ihrer konstitutiven (NOS-1 und NOS-3) 

bzw. induzierbaren (NOS-2) Expression sowie der Abhängigkeit (NOS-1 und NOS-3) bzw. 

Unabhängigkeit (NOS-2) von Ca2+ unterschieden [127]. Auch wenn die Nomenklatur 

weiterhin verwendet wird, entspricht die zugrunde liegende Unterteilung nicht mehr dem 

aktuellen Stand der Forschung. So konnte gezeigt werden, dass alle 3 Isoenzymformen in 

bestimmten Geweben sowohl konstitutiv exprimiert, als auch durch verschiedene Stimuli 

induziert werden können [128]. Die Abhängigkeit von Ca2+ trifft zumindest für NOS-1 und 

NOS-3 von Mensch und Nagetieren zu, nicht aber für viele andere Spezies. Außerdem 

stimmt die Unterscheidung nach dem Molekulargewicht (NOS-1 = 160 kD; NOS-2 und 

NOS-3 = 130 kD) nicht mit den neu gewonnenen Erkenntnissen über die alternativen 

splice-Varianten von NOS-1 und NOS-2 überein [126]. 

Alle Formen der NOS gleichen sich jedoch im prinzipiellen Aufbau. In ihrer aktiven 

Form bilden sie Homodimere bzw. Tetramere, da jedes NOS-Molekül noch zusätzlich ein 

Calmodulin-Molekül benötigt sowie als Co-Faktoren Tetrahydrobiopterin (BH4), FAD, FMN 

und Häm. Die Elektronen von NADPH werden in Anwesenheit von Ca2+/Calmodulin über 

FAD und FMN auf das Reaktionszentrum der NOS übertragen, interagieren mit dem Häm-

Eisen und BH4, um dann die Reaktion von O2 und L-Arginin zu L-Citrullin und NO zu 

katalysieren (Abb. 4) [129-131]. Dies stellt zumindest den breiten Konsensus über die 

„normale“ zelluläre Funktion der NOS dar, auch wenn weiter strittig ist, welchen 

Stellenwert NO� als alternatives Reaktionsprodukt für die Physiologie und 

Pathophysiologie der NOS Aktivität hat [132, 133]. 

Die differentielle Regulation der NOS Isoenzymformen ist komplex und umfasst 

transkriptionelle, post-transkriptionelle, translationale und post-translationale 

Mechanismen [134]. Aus diesem Grund soll an dieser Stelle nur kurz auf einige relevante 

Aspekte der Regulation von NOS-2 und NOS-3 eingegangen werden. Die NOS-2 kann 

Calmodulin schon bei minimalen Ca2+-Konzentrationen binden und ist in ihrer Aktivität 

somit unabhängig von einer zusätzlichen Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. 

Vielmehr wird die Proteinexpression der NOS-2 durch eine Reihe von immunologischen 

und inflammatorischen Stimuli induziert und die NO-Synthese der betroffenen Zellen kann 

bis zu fünf Tage nach Stimulation erhöht sein. Zu den Stimuli gehören neben Interferon 

und der NF�B-vermittelten LPS-Wirkung auch UV-Licht, Ozon, cAMP-Spiegel erhöhende 

Agenzien, Traumata und Mikroorganismen ohne LPS. Allerdings gibt es ebenso Anhalt für 
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eine konstitutive Expression der NOS-2 unter physiologischen Bedingungen. Außerdem 

kann IFN-� die mRNA-Stabilität erhöhen, während TGF-ß sowohl die mRNA-, als auch 

Protein-Degradation fördert und Kortikosteroide, IL-4 sowie IL-10 in der Lage sind, die 

Induktion der NOS-2 zu inhibieren [135]. 

Die NOS-3, wie auch die NOS-1, benötigen für die Bindung von Calmodulin deutlich 

höhere Ca2+-Konzentrationen, so dass die kurzzeitige Aktivierung vor allem durch 

Substanzen ausgelöst wird, welche den intrazellulären Ca2+-Spiegel erhöhen. In 

Abhängigkeit von der jeweiligen Zelle sind dies unter anderem Calcium-Ionophore, 

elektrische Reize, Aminosäuren, Acetylcholin, Bradykinin, ADP, LPS und Leukotriene. 

Allerdings sind durch Promotorstudien und in vitro Experimente ebenfalls Aktivatoren der 

NOS-3 Expression, wie z.B. Aktivator Protein-1 (AP-1), Akute Phase Proteine und 

Scherstress bekannt geworden. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass die NOS-3 

mRNA post-transkriptional durch TNF-� destabilisiert wird, während die Enzymaktivität der 

NOS-3 durch post-translationale Phosphorylierung des Proteins gesteigert werden kann. 

Darüber hinaus wird die NOS Aktivität generell durch die Verfügbarkeit von L-Arginin, O2, 

BH4 und die subzelluläre Lokalisation bestimmt, so dass insgesamt ein äußerst komplexes 

Regulationsschema resultiert, dessen natürliche Funktionsweise nur mittels in vivo 

Experimenten korrekt nachvollzogen werden kann [128, 136]. 

Die erste bekannte molekulare Zielstruktur von NO war die sGC. Durch 

Nitrosylierung der Häm-Gruppe stimuliert NO die cGMP-Synthese und entfaltet 

hauptsächlich hierüber seine vasodilatative Wirkung [137]. Durch Interaktion und 

Nitrosylierung mit anderen Häm-Proteinen kann NO zudem die Wirkung von Proteinen, 

wie z.B. der ADP-Ribosyltransferase oder der NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase, 

inhibieren und dadurch eine zytotoxische Wirkung vermitteln. Wie von dem Plasminogen-

Aktivator bekannt, kann aber durch S-Nitrosylierung die Aktivität von Proteinen 

interessanterweise auch gesteigert werden. Weitere zytotoxische Effekte von NO können 

zudem durch die Reaktion mit dem Superoxid-Anion und Bildung von Hydroxyl-Radikalen, 

den stärksten Oxidantien in biologischen Systemen, vermittelt werden [128]. 

Durch die Vielzahl an möglichen Proteininteraktionen und das nahezu ubiqitäre 

Vorkommen der sGC sind auch die physiologischen und pathophysiologischen Wirkungen 

der NOS äußerst vielfältig. NO mediiert die Wirkung exzitatorisch wirksamer Aminosäuren 

im zentralen Nervensystem und ist darüber möglicherweise in Lernvorgänge involviert 

[138, 139]. Daneben wird aber auch die Vermittlung der neurotoxischen Wirkung 

exzessiver Glutamat-Ausschüttung diskutiert [140]. Im peripheren autonomen 
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Nervensystem ist NO in die NANC-Neurotransmission eingebunden und kann darüber die 

Funktionen von Ösophagus, Magen und Darmtrakt beeinflussen [141]. 

Im Gefäßsystem ist NO via sGC/cGMP vor allem für die Reduktion des Gefäßtonus 

verantwortlich, wobei neben der NOS-3 auch die NOS-2 nach Induktion durch 

inflammatorische Stimuli beteiligt ist [142, 143]. Störungen der NO-Produktion und NO-

Wirkung sind daher in die Pathogenese vieler kardiovaskulärer Erkrankungen, wie der 

essentiellen arteriellen und pulmonalen Hypertonie, oder auch in die gestörte 

Vasoregulation bei Diabetes mellitus und Atherosklerose involviert [144-147]. Neben der 

vasodilatativen Wirkung vermittelt NO im Gefäßsystem auch die Inhibition von 

Thrombozyten- und Leukozytenaggregation, der Endothelin-Synthese sowie der 

Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen [125, 148-151]. Die Mikrozirkulation der Niere kann 

ebenfalls durch NO moduliert werden, wobei es in die Kontrolle der Reninfreisetzung und 

des intravasalen Volumens integriert ist [152]. 

In der Lunge ist NO an der Regulation der Ventilations-Perfusionsverteilung beteiligt 

und vermittelt ebenso die Anpassung des Lungengefäßwiderstandes unter Hypoxie [153]. 

Die Funktion von NO im Immunsystem, freigesetzt durch Makrophagen oder neutrophilen 

Granulozyten, ist in erster Linie durch seine zytostatische bis zytotoxische Wirkung 

gegenüber Mikroorganismen, Tumorzellen und Lymphozyten charakterisiert. 

Paradoxerweise konnten in Abhängigkeit vom experimentellen Modell jedoch sowohl pro- 

als auch anti-inflammatorische Effekte von NO nachgewiesen werden [154]. 

Die beschriebene Diversität der NO-Wirkmechanismen findet sich in vielen anderen 

Systemen wieder und kennzeichnet auch die Effekte von NO in der Leber. So wird 

angenommen, dass die endotheliale NOS-3 eher an der Durchblutungsregulation und der 

Inhibierung von Thrombozyten- und Leukozytenaggregation innerhalb der Leberzirkulation 

beteiligt ist. Demgegenüber wird die NOS-2 vor allem im Verlauf von Endotoxinämie, 

hämorrhagischem Schock, Ischämie-Reperfusion, Infektionen, Tumorerkrankungen, aber 

auch der Leberregeneration induziert, woraufhin große Mengen an NO in nahezu allen 

Leberzellen, insbesondere in Kupffer-Zellen, produziert werden [155-158]. Nützliche, wie 

auch schädliche Einflüsse von NO sind abhängig von Menge, Dauer und Ort der NO-

Synthese nachweisbar. In niedriger Konzentration verbessert es die Leberperfusion, 

neutralisiert toxische Sauerstoff-Radikale und kann anti-mikrobielle sowie anti-

apoptotische Effekte im Falle akuter Infektionen und anderer inflammatorischer Prozesse 

vermitteln. Demgegenüber werden anhaltend hohe NO-Konzentrationen während 
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chronischer Entzündungssituationen für kanzerogene und zytotoxische Effekte 

verantwortlich gemacht [159]. 

Für die Bedeutung der NO-Synthese im Rahmen der Leberregeneration konnte 

bisher gezeigt werden, dass unter der Einwirkung von erhöhtem Scherstress vermehrt NO 

durch NF�B-vermittelte Induktion der NOS-2 produziert wird [160, 161]. Im Gegensatz zur 

NO-Synthese in Tiermodellen des septischen Schocks sind die resultierenden NO-

Konzentrationen jedoch deutlich niederiger und die Expression der NOS-2 sowie der 

Verbrauch des produzierten NO lokal auf die Leber begrenzt [162-165]. NO entfaltet hier 

ein breites Wirkungsspektrum von der Modulation der Proteinsynthese und -funktion, 

Kontrolle der zellulären Ploidie und der mitochondrialen Atmung bis hin zu systemischen 

Effekten auf den Blutfluss [166-168]. Im Hinblick auf die vaskuläre Wirkung von NO wird 

angenommen, dass es nach partieller Hepatektomie an der vaskulären Readaption und 

Aufrechterhaltung des Blutflusses in den verbleibenden Leberlappen beteiligt ist und 

darüber hinaus auch zur Vaskularisierung des regenerierenden Gewebes beiträgt [165]. 

Die essentielle Bedeutung von NO für die Leberregeneration konnte durch eine Reihe an 

Experimenten mit genetisch veränderten Tieren belegt werden. Sowohl Tiere mit 

ausgeschaltetem NOS-2-Gen als auch Veränderungen, welche eine NOS-2-Induktion 

verhindern, beeinträchtigen den Regenerationsprozess erheblich [169-171]. 

Das freigesetzte NO ist überdies auch für protektive sowie anti-apoptotische Effekte 

verantwortlich und kann die hepatozytäre Proliferation verzögern, wenn es beispielsweise 

vor einer Leberresektion verstärkt synthetisiert oder exogen zugeführt wird [172]. 

Widersprüchliche Ergebnisse verschiedener Studien sind dabei meist durch Unterschiede 

im experimentellen Modell und der Art der NO-Modulation bedingt und erschweren valide 

Aussagen zur Bedeutung von NO in physiologischen wie pathophysiologischen 

Leberprozessen. Zudem existieren auch Überschneidungen mit dem zweiten bekannten 

Gasotransmitter CO, welche im nächsten Abschnitt dargelegt werden sollen. 
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Abbildung 4: Die NO-Synthase wandelt ihr Substrat Arginin unter der Freisetzung von NO in 

Citrullin um. NO entfaltet daraufhin in Abhängigkeit von Zeitdauer und Konzentration über die Aktivierung 
Ca2+-aktivierter K+-Kanäle und der löslichen Guanylylzyklase (sGC), sowie der Protein-Nitrosylierung und 
Generierung von Peroxynitrit zahlreiche zelluläre Effekte. 

1.5 Interaktionen von HO/CO und NOS/NO 

Sowohl CO als auch NO binden an das Häm-Fe2+ von Hämoproteinen und teilen so 

eine Reihe von Signalwegen und Effektorfunktionen [94]. Andererseits sind ebenso 

funktionelle Unterschiede bekannt, die zu komplexen Interaktionsmechanismen zwischen 

diesen beiden Gasotransmittern führen. So ist CO in der Lage, die NOS-Aktivität zu 

inhibieren [173] und ebenso die Zytokin-induzierte NOS-2 Expression auf transkriptioneller 

Ebene zu reduzieren [174]. Allerdings gibt es in einigen experimentellen Modellen Anhalt 

dafür, dass CO eine Freisetzung von NO aus intrazellulären Depots [175-177] und in 

Abhängigkeit vom betroffenen Organ auch eine NOS-2 Induktion bewirken kann [178]. 

Auf der anderen Seite lösen NO und NO-Donore eine vermehrte HO-1-Expression 

und somit CO-Produktion in einer Vielzahl von Zellen aus. Diese Effekte werden 

vorzugsweise über die AP-1-vermittelte Induktion der HO-1-Expression [179, 180] sowie 

eine erhöhte Stabilität der HO-1 mRNA erzielt [181], während die cGMP-mediierte 

Induktion von geringerer Bedeutung zu sein scheint [182, 183]. Dies ist physiologisch 
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sinnvoll, da so eine Reduktion der zytotoxischen Wirkung NO-generierter Radikale durch 

die anti-oxidative Wirkung der HO-1-Produkte und die Inhibition einer überschießenden 

NO-Produktion durch CO als negative Rückkopplung gewährleistet wird [94]. 

Neben der gegenseitigen Beeinflussung von Expression und Aktivität können CO 

und NO auch innerhalb ihrer nachgeschalteten Signalwege miteinander interagieren. Als 

wichtige Angriffspunkte gelten die sGC und Ca2+-abhängige K+-Kanäle. So ist bisher 

bekannt, dass CO die NO-mediierte cGMP-Synthese reduzieren kann, während NO die 

maximale Aktivierung Ca2+-abhängiger K+-Kanäle durch CO blockiert [184, 185]. Auf diese 

Weise wird unter anderem eine differentielle Regulation verschiedener Gefäßabschnitte in 

Abhängigkeit von der Verteilung der Gasotransmitter-produzierenden Enzymsysteme 

ermöglicht (Abb. 5) [123]. 

Die beiden Systeme können aber auch synergistisch zusammenwirken, wie es 

beispielsweise für die zytoprotektiven Effekte von CO in Kooperation mit NO im Modell des 

TNF-� induzierten Leberversagens nachgewiesen werden konnten [186]. Es zeigt sich 

somit, dass die Interaktionen der HO/CO und NO/NOS Systeme so vielfältig sind, wie die 

physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen unter denen sie untersucht 

werden. Die vorliegende Arbeit sollte klären, inwieweit beide Systeme im Verlauf der 

Leberregeneration von Bedeutung sind. 

 
Abbildung 5: Aktiviert durch zahlreiche Stresssignale produzieren Häm-Oxygenase-1 (HO-1) und 

NO-Synthase (NOS) CO bzw. NO. Während NO die HO-1 induziert, hemmt CO die weitere NO-Produktion. 
Darüber hinaus führt die unterschiedliche Aktivierung von Ca2+-aktivierten K+-Kanälen und der löslichen 
Guanylyzyklase (sGC) sowie die damit verbundene Begenzung der maximalen Aktivierung zu einer 
differentielle Regulation des Gefäßdurchmessers. 
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2 Ziel der Studie 

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Bedeutung der vasoaktiven Enzymsysteme 

HO-1 und NOS im Rahmen der Leberregeneration zu charakterisieren. Hierzu erfolgte 

eine sequentielle pharmakologische Modulation der HO-1 und der NOS. Daraufhin wurde 

zunächst das etablierte Modell der intravitalen Epifluoreszenzmikroskopie der Mausleber 

verwendet, um die mikrohämodynamischen Veränderungen direkt vor der 

�-Hepatektomie studieren zu können. Im Anschluss daran wurde das standardisierte 

Modell der �-Hepatektomie in der Maus zur Analyse der proliferativen Vorgänge genutzt. 

In verschiedenen Studien konnte sowohl für die CO-, als auch die NO-Synthese 

eine essentielle Rolle für die physiologische Leberfunktion und Leberregeneration 

nachgewiesen werden [187, 188]. Es fehlen jedoch weiterhin Erkenntnisse zu möglichen 

Interaktionen zwischen den CO- und NO-produzierenden Systemen. Daher stellten wir uns 

für die vorliegende Arbeit folgende Fragen: 

1. Inwieweit kommt es zu einer vermehrten Expression der induzierbaren 

Isoenzymformen von HO und NOS während der Leberregeneration?  

2. Kann dieses Expressionsverhalten bzw. die damit verbundene Produktion der 

vasoaktiven Mediatoren CO und NO pharmakologisch beeinflusst werden? 

3. Führt die Modulation von HO-1 und/oder NOS zu signifikanten Änderungen der 

mikrozirkulatorischen Parameter? 

4. Wirken sich diese Veränderungen auf die für die Initiation der 

Leberregeneration relevanten Größen Blutvolumenfluss und Scherstress aus? 

5. Lässt sich als Korrelat einer veränderten Mikrohämodynamik eine veränderte 

Aktivierung der sGC nachweisen? 

6. Erzeugt die pharmakologische Erhöhung von Blutvolumenfluss und Scherstress 

unabhängig von der Leberresektion eine Induktion der charakteristischen 

immediate early genes? 

7. Welchen Einfluss hat eine veränderte Mikrohämodynamik auf die Regeneration 

der Leber nach �-Hepatektomie? 

8. Wie lässt sich das Zusammenspiel von HO und NOS im Verlauf der 

Leberregeneration charakterisieren? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere 

Die Experimente wurden an acht bis zehn Wochen alten, männlichen C57BL/6J 

Mäusen mit einem Körpergewicht (KG) von 20-25 g vorgenommen. Die Tiere entstammten 

einer Zucht (Charles River Laboratorien, Sulzfeld, Deutschland) und wurden in 

klimatisierten Räumen des Instituts für Experimentelle Chirurgie mit Zentraler 

Versuchstierhaltung, Universität Rostock (Tierschutzbeauftragter Hr. Dr. rer. nat. H. Stein) 

in Gruppen von zwei bis drei Tieren pro Käfig bei 12 h Tag-/Nachtrhythmus und unter 

Bereitstellung von Standardfutter für Mäuse und Wasser ad libitum gehalten. Die 

Tierversuche waren gemäß dem Tierschutzgesetz §8 (1) genehmigt. 

3.2 Experimentelles Modell 

3.2.1 Mikrozirkulation der Leber – Anästhesie und Präparation 

Um die Auswirkungen einer Modulation der vasoaktiven Systeme HO-1 und NOS 

auf die hepatische Mikrozirkulation analysieren zu können, erfolgte eine intravital-

mikroskopische Untersuchung der entsprechend vorbehandelten Tiere (siehe 3.4.2.1). 

Nach Anästhesie mittels i.p. Applikation eines Ketamin/Xylazin-Gemisches (90/25 mg/kg 

KG) und Rasur von Hals- und Bauchregion wurden die Tiere in Rückenlage auf einer 

Heizplatte platziert. Die Körpertemperatur wurde auf einer Präparationsheizplatte, 

rückgekoppelt durch eine rektal eingeführte Temperaturmesssonde, während der 

gesamten Versuchsdauer bei 37°C konstant gehalten. 

Zunächst wurde die Halsregion mittels eines medianen Hautschnittes eröffnet und 

dieser zu beiden Seiten um jeweils 5 mm in der Horizontalen erweitert. Nach stumpfer 

Dissektion des Unterhautgewebes erfolgte unter Zuhilfenahme eines 

Operationsstereomikroskops (Leica MZ6, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) die 

Darstellung der Halsgefäße und Kanülierung der Vena jugularis externa sowie der Arteria 

carotis communis mittels eines feinen Polethylen-Katheters (PE 10, innerer Durchmesser: 

0,28 mm). Der venöse Zugang diente im Folgenden der Applikation des 
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Fluoreszenzfarbstoffes Fluoreszein Isothiozyanat (FITC)-Dextran (5%, 0,1 ml/kg KG) zur 

Kontrastierung des Blutplasmas während der Intravitalmikroskopie. Über einen arteriellen 

Katheter konnte mittels Dreiwegehahn und angeschlossenem Druckabnehmer der mittlere 

arterielle Blutdruck überwacht werden.  

Nach medianer Laparotomie wurde die Bauchhöhle durch einen zusätzlichen 

Oberbauchquerschnitt mit Hilfe eines Thermokoagulators vollständig eröffnet und die so 

entstandenen Bauchdeckenlappen mit an Magnetständern befestigten Haken nach kranial 

aufgespannt. Mit erwärmter physiologischer Kochsalzlösung angefeuchtete Kompressen 

dienten als Abdeckung für die freiliegenden Abdominalorgane, während die oberen 

Bauchdecken- und Leberlappen mittels Sauerstoff-impermeabler Klarsichtfolie vor 

Auskühlung und Austrocknung geschützt wurden. Der linke untere Leberlappen wurde 

daraufhin nach Durchtrennung der anhängenden Ligamente und Peritonealduplikaturen 

unter Zuhilfenahme feuchter Wattestäbchen mobilisiert und um dessen Längsachse rotiert. 

So konnte die Oberseite des Leberlappens auf dem anmodellierten Plastilinbett eines 

beweglichen Beobachtungsständers platziert und die ursprüngliche Unterseite nach 

ventral zum Mikroskop hin ausgerichtet werden. Für die anschließende 

Intravitalmikroskopie wurde das Tier mit der Heizplatte durch spezielle 

Positionierungsmagnete ca. 30° um dessen Querachse abwärts geneigt und der 

Leberlappen nach Superfusion mit physiologischer Kochsalzlösung und Abdeckung mit 

einem Deckgläschen parallel zur Fokusebene des Mikroskops positioniert (Abb. 6 A-C). 

 

 

 
 
 
A         C 
 

Abbildung 6 (A-C): Darstellung der Präparation in Vorbereitung auf die intravitalmikroskopische 
Untersuchung. Nach entsprechender Narkotisierung erfolgte die Katheterisierung der Halsgefäße (A) und 
Auslagerung des linken unteren Leberlappens (B). Anschließend wurde das Tier unter dem Mikroskop 
platziert und der zu untersuchende Leberlappen mittels des Ständers parallel in der Fokusebene 
ausgerichtet (C). 

3.2.2 Leberteilresektion – Anästhesie und Präparation 

Zur Analyse der Leberregeneration unter physiologischen Bedingungen sowie unter 

Modulation der vasoaktiven Systeme wurde das etablierte Modell der Leberteilresektion 

    B    
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verwendet, welches zuerst für Ratten [19] und später auch für Mäuse standardisiert 

werden konnte [189].  

Die Anästhesie der Tiere wurde in einer Plexiglas-Box durch Zuführung eines 

Narkosegasgemisches aus Isofluran (1,5 vol%) und Lachgas (1,5 l/min) eingeleitet. Nach 

Eintreten einer ausreichenden Narkosetiefe erfolgte eine Umlagerung des Versuchstieres 

auf die Präparationsheizplatte und die Fortführung der Inhalationsnarkose unter einer 

speziell gefertigten Kunststoffmaske mit Absaugvorrichtung. Der Bauch wurde rasiert und 

mittels Povidoniod desinfiziert. Daraufhin konnte eine quere, ca. 1 cm lange Oberbauch-

Laparotomie mittels Präparationsschere und Thermokoagulation der Bauchdeckengefäße 

durchgeführt werden. Durch Lagerung der unteren Brustwirbelsäule des Tieres auf einem 

geeigneten Kunststoffröhrchen wurde es in eine hyperlordosierende Haltung gebracht, 

sodass die Leber besser zur Darstellung kam. Die einzelnen Leberlappen waren nach 

Durchtrennung von anhängenden Ligamenten und Peritonealduplikaturen gut 

mobilisierbar (Abb. 7 A). Nach proximaler Ligatur des linken unteren Leberlappens sowie 

des linken oberen zusammen mit dem rechten oberen Leberlappen mit Vicryl� 4,0 wurden 

diese reseziert und gewogen (Abb. 7 B). Unter der Annahme, dass das Gesamtleber-

gewicht der Maus 5% des Körpergewichtes beträgt, konnte bestätigt werden, dass bei den 

Resektionen jeweils 65% – 70% der Leber entfernt wurden. Danach wurden das Abdomen 

mit erwärmter physiologischer Kochsalzlösung gespült und die Bauchdecke sowie die 
�  
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erholen konnten. 
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Abbildung 7 (A-C): Darstellung der partiellen Hepatektomie in der Maus. Unter Inhalationsnarkose wurden 
die entsprechenden Leberlappen mobilisiert, ligiert und nachfolgend reseziert (A). Danach erfolgte die 
Spülung des Abdomens (B) und Verschluss von Bauchdecke und Haut mittels fortlaufender Naht (C). 
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Nach der im jeweiligen Protokoll vorgesehenen Zeitdauer der Regeneration (siehe 

3.4.1 und 3.4.2.2) erhielten alle Tiere eine Stunde vor Ende des Experimentes 50 mg/kg 

KG BrdU zur Bestimmung der BrdU-Inkorporation i.p. appliziert [190]. Zur Asservierung 

von Blut und Lebergewebe nach Ende des Versuches wurden die Tiere mittels eines i.p. 

applizierten Ketamin/Xylazin-Gemisches (90/25 mg/kg KG) anästhesiert. Es erfolgte 

zunächst mittels einer Glaskapillare die Punktion des retrobulbären Venenplexus zur 

Gewinnung von Blutproben für die spätere Serumanalytik. Danach wurde die Bauchhöhle 

durch eine mediane und quere Laparotomie vollständig eröffnet, das regenerierte 

Lebergewebe reseziert und das Tier mittels einer intrakardial verabreichten Überdosis 

Ketamin getötet. Das gewonnene Regenerat wurde gewogen, ein Teil zur histologischen 

Untersuchung in 4%-iger Formalinlösung fixiert und nach 3 d in Paraffinwachs eingebettet. 

Für die Proteinanalytik wurde ein weiteres Teil des Gewebes in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bis zu den entsprechenden Untersuchungen bei -80°C gelagert. 

3.3 Untersuchungstechniken 

3.3.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 

Als direkte Methode zur Analyse der hepatischen Mikrozirkulation wurde die 

intravitale Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Verwendung fand dabei der hochmolekulare 

Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran (Molekulargewicht 150 kD), welcher das Blutplasma 

anfärbt.  

Diese Technik nutzt die Eigenschaft fluoreszierender Stoffe, bei Anregung durch 

Licht definierter Wellenlänge Lichtquanten zu emittieren. Da ein Teil der eingestrahlten 

Lichtenergie in andere Energieformen, wie z.B. Wärme, umgewandelt wird, ist das 

emittierte Licht energieärmer und somit langwelliger. Aufgrund dieser Besonderheit ist es 

möglich, die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in Epi-Illuminationstechnik als sogenannte 

Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie zu verwenden. Hierbei wird das Licht einer bestimmten 

Wellenlänge nach Passage des Anregungsfilters durch einen dichromatischen 

Teilerspiegel auf das Präparat gelenkt, während nur das vom Präparat emittierte, 

langwelligere Licht die Optik zum Okular passieren kann. Ein zusätzlicher Sperrfilter sorgt 

dafür, dass nur der für den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifische Wellenbereich 

im Abbildungsstrahlengang erscheint (Abb. 8 A). 
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Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem modifizierten 

Epifluoreszenz-Mikroskop der Firma Zeiss vorgenommen (Axiotech vario, Zeiss, Jena, 

Deutschland). Für die Analyse der Leber wurde das Tier, wie in 3.2.1 beschrieben, unter 

dem Objektiv platziert, der linke untere Leberlappen ausgelagert und parallel zur 

Fokusebene positioniert. Bei dieser Studie kamen eine 100 W-Quecksilberlampe sowie ein 

Anregungsfilter mit 450 – 490 nm, ein dichromatischer Teilerspiegel mit 510 nm und ein 

Sperrfilter mit einer Wellenlänge > 520nm zum Einsatz. Durch die exakte Abstimmung der 

Filter auf das Fluorochrom FITC-Dextran konnte eine optimale Darstellungsqualität 

gewährleistet werden. Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden unter Benutzung eines 

Wasser-Immersionsobjektives (x20/numerische Apertur 0,5, Achroplan, Zeiss) 

aufgenommen, mittels einer charge-coupled device (CCD)-Videokamera (FK 6990-IQ, 

Pieper, Berlin, Deutschland) auf den Bildschirm übertragen und auf Videoband 

gespeichert (S-VHS Panasonic AG 7350-E, Matsushita, Tokyo, Japan). Datum und 

Uhrzeit der jeweiligen Aufnahmen wurden über einen in das Videosignal eingearbeiteten 

Videozeitgenerator (VTG 33, FOR-A-Company, Tokio, Japan) erfasst (Abb. 8 B). 

 

 

 

A 
 

Abbildung 8 (A, B): Schematische Darstellung des Aufbaus eines Fluoreszenzmikroskopes (A) 

(http://www.juelich-bonn.com/site/mikroskop/texte/fluoreszenz/) sowie der Versuchsanordnung zur 

Durchführung der Intravitalmikroskopie (B). Der linke Leberlappen (LL) wird auf einem in Plastilin befestigten 

Löffel ausgelagert, mit einem Deckglas abgedeckt und horizontal unter dem Objektiv positioniert. Das 

Mikroskopiebild wird von einer CCD-Kamera erfasst und nach Zwischenschaltung von Echtzeitgenerator 

(EZG) und Monitor von einem Videorekorder erfasst. 
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3.3.2 Mikrozirkulatorische Parameter 

Im Anschluss an die Mikroskopie konnten die aufgezeichneten Bilder offline mit 

Hilfe eines Computer-assoziierten Bildverarbeitungsprogramms (CapImage, Zeintl, 

Heidelberg, Deutschland) nach Kalibrierung mittels eines Mikrometer-Maßstabes 

ausgewertet werden. Dadurch ließ sich eine Minimierung der Untersuchungsdauer 

realisieren. Von jedem Tier wurden zehn Gesichtsfelder aufgenommen, in denen 

insgesamt 10-15 Sinusoide, 5-10 terminale arterioläre sowie portal venuläre Gefäße und 

5-10 postsinusoidale Venolen hinsichtlich Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit 

untersucht wurden. Die davon abgeleiteten Größen Blutvolumenfluss und Scherstress 

konnten daraufhin mit den nachfolgend beschriebenen Formeln berechnet werden. Aus 

den einzelnen Werten der verschiedenen Parameter wurde für jedes einzelne Tier der 

arithmetische Mittelwert berechnet, welcher wiederum für die Mittelwertbestimmung der 

jeweiligen Versuchsgruppe genutzt wurde. 

3.3.2.1 Gefäßdurchmesser (d) 

Die Computer-gestützte Bestimmung des Durchmessers der beobachteten Gefäße 

erfolgte am Video-Standbild. An drei verschiedenen Stellen wurde der Abstand zweier 

Punkte der Gefäßwand senkrecht zur konstruierten Gefäßachse bestimmt und 

nachfolgend das arithmetische Mittel dieser Werte ermittelt. Durch die Verwendung des 

Plasma-Markers FITC-Dextran in Epi-Illuminationstechnik konnten die Gefäßgrenzen 

eindeutig bestimmt werden, da bei dieser Methode auch der Erythrozyten-freie 

Plasmasaum dargestellt wird (Abb. 9 A-C). 

A           B           C 

Abbildung 9 (A-C): Intravitalmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Wasser-

Immersionsobjektiv (x465-fache Vergrößerung) nach Injektion von FITC-Dextran zur Kontrastverstärkung. 

Dargestellt sind terminal afferente Gefäße (TA), Sinusoide (Pfeilspitzen) und postsinusoidale Venolen (PV) 

an denen jeweils die Durchmesser (schwarze Striche) analysiert wurden. 
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3.3.2.2 Blutzellgeschwindigkeit (vRBC) 

Im Anschluss an die Durchmesserbestimmung wurde in den untersuchten Gefäßen 

die Geschwindigkeit der Blutzellen mit Hilfe der Computer-gestützten Line-Shift-

Diagramm-Methode bestimmt [191]. Dabei wird entlang der Flussrichtung des Gefäßes 

eine Messlinie zentral in dessen Lumen festgelegt und das Videoband für ca. 12 s in 

normaler Geschwindigkeit abgespielt, während für jedes Halbbild entlang dieser Messlinie 

ein Grauwertprofil im Bildspeicher erstellt wird. Aus den Grauwertprofilen erzeugt das 

Programm ein Line-Shift-Diagramm und reiht diese aneinander. Die entstehenden dunklen 

bzw. hellen Linien entsprechen fließenden Blutzellen bzw. den Plasmalücken dazwischen. 

Aus dem Anstieg dieser Linien wird danach vom Programm die Blutzellgeschwindigkeit in 

μm/s berechnet (Abb. 10 A, B). 

A          B 

Abbildung 10 (A, B): Intravitalmikroskopische Aufnahme einer postsinusoidalen Venole (A) in der 

Mausleber mit 2 definierten Messlinien (1, 2) zur Erfassung der Blutzellgeschwindigkeit. Nach Abspielen des 

Videobandes für etwa 12 s entsteht das Line-Shift-Diagramm (B) für jede der einzelnen Messlinien (L1, L2), 

anhand derer die Geschwindigkeit des Blutflusses (μm/s) aus der Steigung (rote Linien) der 

aneinandergereihten Grauwertprofile errechnet werden kann. 

 

3.3.2.3 Blutvolumenfluss (VQ) 

Unter Verwendung der mittels Computer-gestützter Videoauswertung gewonnenen 

Werte für Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit wurde der Blutvolumenfluss für 
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Diese Gleichung stellt eine Vereinfachung dar, da eine zylindrische Form des 

Gefäßes angenommen wird und so die berechneten Werte dem tatsächlichen 

Blutvolumenfluss nicht in jedem Fall entsprechen. Dennoch ist diese Methode eine valide 

Möglichkeit, um relative Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen darzustellen [192]. 

3.3.2.4 Scherstress (�) 

Wie für den Blutvolumenfluss wurden auch zur Bestimmung des Scherstresses die 

jeweiligen Einzelwerte der Gefäße herangezogen und mittels folgender Formel berechnet 

[193]: 

³r
VQ4

�

���

��  

Dabei entspricht r dem Radius des Gefäßes und � der Blutviskosität, die für 

Mausblut nach Untersuchungen anderer Gruppen als 10 mPa � s angenommen werden 

konnte [194]. 

3.3.3 Serumanalytik 

Das am Ende der Versuche durch retrobulbäre Punktion gewonnene Blut wurde in 

einem EDTA-beschichteten Röhrchen aufgefangen und zur Gewinnung von Blutplasma 

10 min bei 4000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert. Der so entstehende Überstand 

aus Plasma wurde mit einer Mikropipette vorsichtig entnommen und bis zur Durchführung 

der laborchemischen Untersuchungen bei -20°C gelagert. 

3.3.3.1 Bestimmung von Bilirubin und Transaminasen im Serum 

Um post-operative Komplikationen, wie z.B. einen post-hepatischen Ikterus 

nachweisen zu können, wurde das Serum auf erhöhte Bilirubin-Werte untersucht. Da die 

Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase (ASAT) bei akuter 

Leberschädigung vermehrt im Serum nachweisbar sind, dienten sie in dieser Studie als 

Marker einer gestörten hepatozellulären Integrität. In beiden Fällen erfolgten die 

Bestimmungen mittels spektrophotometrischer Standardmethoden an einem 

Serumanalysegerät (Hitachi 704, Roche Boehringer Mannheim Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland). 
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3.3.3.2 Bestimmung der Endprodukte des NO-Stoffwechsels Nitrit/Nitrat 

NO kann im Organismus durch die neuronale, endotheliale und induzierbare NOS 

produziert werden und unterliegt nach seiner Interaktion mit biologischen Proteinen, wie 

z.B. der sGC, der Umwandlung in seine stabilen Endprodukte Nitrit und Nitrat [195]. Da 

das Verhältnis von Nitrit zu Nitrat variabel ist, reflektiert die Summe von beiden am 

deutlichsten die Gesamtheit der NO-Synthese. 

Nach Ultrafiltration der Plasmaproben sowie Verteilung dieser auf einer 96 Well 

Mikrotiterplatte wurde zunächst Nitrat-Reduktase zugesetzt, welche die Umwandlung von 

Nitrat zu Nitrit bewirkt. Es folgte die schrittweise Zugabe von Griess Reagenz I und II, was 

die Bildung einer violetten Azoverbindung mit einem Absorptionsmaximum von 

�max = 540 nm verursachte (Nitrit/Nitrat Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, USA). Die Extinktion wurde bei � = 540 nm durch spektrophotometrische 

Analyse in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät bestimmt (ELISA-Reader Sunrise Remote, 

Tecan, Crailsheim, Deutschland). Danach konnte mit Hilfe der zeitgleich erstellten Nitrat-

Standardkurve sowie der daraus berechneten linearen Regressionsgeraden unter 

Verwendung folgender Formel die Konzentration von Nitrit und Nitrat im Plasma ermittelt 

werden: 

� �
Anstieg

ktSchnittpunExtinktionl/μmol)NitritNitrat( AchseYnm540 ��
��  

Regressionsgerade 

3.3.4 Immunhistochemie von HO-1, PCNA und BrdU 

Die Immunhistochemie ist eine spezielle histologische Technik, bei der nach 

Anfertigung eines Gewebeschnittes mit Hilfe eines Primär-Antikörpers spezifische Antigen-

Strukturen detektiert werden können. An diesen Primär-Antikörper bindet der Sekundär-

Antikörper, welcher mit einem Enzym gekoppelt ist, dass nach Zugabe eines geeigneten 

Substrates die Entstehung eines Chromogens bewirkt. Dadurch wird das jeweilige Antigen 

indirekt visualisiert und kann lichtmikroskopisch quantitativ analysiert werden. 

Von besonderem Interesse waren bei den Untersuchungen die Expression der CO 

produzierenden HO-1 und deren verstärkte Induktion während der Regeneration oder 

Vorbehandlung mit CoPP-IX. Des Weiteren sollte das Ausmaß der Regeneration durch 

den Nachweis des Proliferationsmarkers PCNA und der Inkorporation von BrdU 

quantifiziert werden. 
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3.3.4.1 Immunhistochemische Aufarbeitung 

Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten in Dünnschnitt-Technik, 

wobei das am Ende des Versuches entnommene Lebergewebe zunächst in 4%iger 

Formalinlösung für 3 d fixiert und danach in Paraffin eingebettet wurde. Es folgte die 

Anfertigung von 4 μm dünnen Gewebe-Schnitten, welche auf poly-L-Lysin-beschichteten 

Objektträgern aufgebracht und getrocknet wurden. 

Daraufhin wurden die Schnitte in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert, zur 

Antigen-Demaskierung in der Mikrowelle behandelt (DAKO Target Retrieval Solution, 

DAKO Cytomation, Hamburg, Deutschland) und zur Blockierung unspezifischer 

Bindungsstellen sowie unspezifischer Peroxidase-Akitivität mit entsprechenden Blocker-

Lösungen überschichtet (DAKO Protein Block X0909, 3% bzw. DAKO Peroxidase Block). 

Nach Inkubation der Schnitte mit dem Primär-Antikörper für 18 h im Kühlschrank bei 4°C 

folgte die Inkubation mit dem Sekundär-Antikörper (DAKO) sowie die Zugabe des 

entsprechenden Chromogens (DAKO), wie in Tabelle 1 dargestellt. Nach beendeter 

Farbentwicklung wurden die Schnitte mit Mayer’s Hämalaun gegengefärbt, in 

aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und abschließend in Pertex eingedeckt. 
 

 HO-1 PCNA BrdU 
Primär-Antikörper 

(Verdünnung) 
Bezugsquelle 

rabbit polyclonal anti-HO-1 

(1:2.000) 

Stressgen Biotech 

rabbit polyclonal anti-PCNA 

(1:50) 

Santa Cruz Biotechnology 

mouse monoclonal anti-BrdU 

(1:50) 

DAKO Cytomation 

Sekundär-Antikörper 
(Verdünnung) 
-Konjugation- 

goat anti-rabbit IgG 

(1:100) 

- Meerrettich Peroxidase - 

goat anti-rabbit IgG 

(1:20) 

- Alkalische Phosphatase - 

goat anti-mouse IgG 

(1:100) 

- Meerrettich Peroxidase - 

Substrat-Chromogen-System 3,3’-Diaminobenzidin Fuchsin 3,3’-Diaminobenzidin 
 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Antikörper und Chromogene für die Immunhistochemie 
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3.3.4.1 Immunhistochemische Auswertung 

Die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen erfolgte verblindet mit 

einem Auflichtmikroskop (Axioskop 40, Zeiss) unter Verwendung eines 40er Objektivs 

(Achroplan, numerische Apertur 0,65), bei dem zunächst mit Hilfe eines 

Mikrometermaßstabes die Größe des Gesichtsfeldes bestimmt wurde. Danach wurden 

von jedem Schnitt jeweils 50 Gesichtsfelder ausgewertet und die Anzahl der positiv 

gefärbten Zellen bestimmt. Der arithmetische Mittelwert dieser 50 Gesichtsfelder wurde 

daraufhin nach Entblindung in die Berechnung des Mittelwertes der jeweiligen 

Versuchsgruppe einbezogen. 

3.3.5 Proteinanalytik von HO-1, NOS-2, PCNA und 3-NT 

Die Western Blot Analyse ist eine molekularbiologische Methode, bei der nach 

Aufarbeitung von organischem Gewebe in dem entstehenden Proteingemisch spezifische 

Proteine bzw. deren Antigen-Strukturen detektiert werden können. Dazu wird das 

Proteingemisch entsprechend dem Molekulargewicht seiner einzelnen Bestandteile 

elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Nach Inkubation dieser 

Membran mit einem Primär-Antikörper, der gegen das gesuchte Antigen gerichtet ist, kann 

der gebundene Primär-Antikörper mit Hilfe eines Sekundär-Antikörpers nachgewiesen 

werden. Letzterer ist mit einem Enzym gekoppelt, welches durch Reaktion mit einem 

geeigneten Substrat ein Luminogen mit detektierbarer Chemilumineszenz freisetzt. 

3.3.5.1 Extraktion und Bestimmung von Proteinen aus Lebergewebe 

Die bei -80°C gelagerten Proben wurden gewogen, mit Hilfe eines Dismembrators 

pulverisiert und das pulverisierte Gewebe anschließend in Lysis-Puffer aufgenommen 

(10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02% NaN3, 

0,2 mM PMSF und Protease-Inhibitor Cocktail 1:100 vol/vol; Sigma-Aldrich). Danach 

wurden die Proben zweimal für 10 min bei 10.000 U/min zentrifugiert und der 

proteinhaltige Überstand jeweils dekantiert. 

Die Bestimmung des Proteingehaltes in dem gewonnenen Überstand wurde mittels 

des BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, Bonn, Germany) vorgenommen. Das in 

dieser Lösung enthaltene Kupfer komplexiert mit Proteinen und erzeugt dadurch, je nach 

Proteinkonzentration, einen spezifischen Farbumschlag. Dieser konnte nach 

spektrophotometrischer Analyse in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (ELISA-Reader 
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Sunrise Remote, Tecan) durch Vergleich mit einem Proteinstandard quantifiziert werden. 

Die anschließende Einstellung der verschiedenen Proteinlösungen auf eine einheitliche 

Konzentration wurde durch die Verdünnung mit Aqua dest. erzielt. 

3.3.5.2 Western Blot Analysen 

Zur Vorbereitung der Proben auf die Gel-Elektrophorese wurden gleiche Mengen an 

Protein (siehe Tabelle 2) mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C denaturiert. Danach 

wurden die Proteine diskontinuierlich auf einem SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel 5%, 

Trenngel 12%) bei einer konstanten Stromstärke von 20 mA (Sammelgel) bzw. 40 mA 

(Trenngel) entsprechend ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt. Für die 

spätere Molekulargewichtsbestimmung wurde auf das Gel zusätzlich zu den Proben ein 

Proteinstandard aufgetragen. 

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel zunächst in Methanol und Aqua 

dest. äquilibriert, um dann die aufgetrennten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix mittels 

eines Semi-Dry-Blotters bei einer konstanten Stromstärke von 275 mA auf eine PVDF-

Membran (Immobilon-P, Millipore, Eschborn, Deutschland) zu transferieren. Durch die 

anschließende Inkubation der Membran für mindestens 12 h bei 4°C in einer 5%igen BSA-

Lösung konnte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erzielt werden. 

Zum Nachweis des jeweiligen Proteins aus dem untersuchten Lebergewebe wurden 

die Membranen zuerst mit dem entsprechenden Primär-Antikörper und nach mehrmaligem 

Waschen in TBST sowie TBS mit dem entsprechendem Sekundär-Antikörper für jeweils 

2 h bei Raumtemperatur inkubiert und abermals zur Entfernung überschüssiger Antikörper 

mehrmals in TBST sowie TBS gewaschen. Die genauen Angaben zu Spezifität und 

Verdünnung der verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2 aufgelistet. 

Die Detektion des an den Primär-Antikörper gekoppelten Sekundär-Antikörpers 

erfolgte mit Hilfe des ECL+TM-Systems (ECL plus; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Deutschland). Dabei katalysiert die an den Sekundär-Antikörper gebundene Meerrettich-

Peroxidase die Reaktion von Peroxiden mit dem Substrat PS-3 Acridian, wodurch ein 

Luminogen mit einer bei 430 nm messbaren Chemilumineszenz entsteht. Für die 

Detektion wurden die Membranen 5 min im ECL+-Gemisch (1:50) inkubiert und danach zur 

Visualisierung der gesuchten Proteine auf einem Röntgenfilm (Kodak BioMax Light Film, 

Kodak-Industrie, Chalon-sur-Saone, Frankreich) positioniert. So konnte dieser, geschützt 

in einer Röntgenkassette, durch die Chemilumineszenz belichtet werden. 
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Zur Kontrolle der Proteinbeladung wurden alle Membranen nach diesem Vorgang 

mit einem ß-Aktin-spezifischen Antikörper inkubiert, um die ß-Aktin-Expression als 

internen Standard verwenden zu können. Die abschließende densitometrische Analyse 

erfolgte mit Hilfe der Software TotalLab (Nonlinear Dynamics, New Castle upon Tyne, UK), 

wobei die gemessenen Signalintensitäten für den Vergleich zwischen den Proben zum 

jeweiligen ß-Aktin Signal ins Verhältnis gesetzt wurden. 

 

 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Antikörper für die Western Blot Analyse 

3.3.6 mRNA-Analytik 

Die Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine 

Kombination zweier molekularbiologischer Techniken, die dem Nachweis von mRNA aus 

Geweben dient und es so ermöglicht, die Expression eines spezifischen Gens zu 

analysieren, bevor durch die Mechanismen der Translation das entsprechende Protein 

daraus synthetisiert wurde. In einem ersten Schritt wird dazu mittels einer RNA-

abhängigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, und nicht Gen-spezifischer 

Oligo-(dT)-Primer, welche komplementär zum Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNA-

Stränge sind, die aufbereitete mRNA in cDNA umgeschrieben. Danach kann mittels Gen-

spezifischer Primer in der Polymerase-Kettenreaktion die gesuchte cDNA amplifiziert 

werden, da die natürlich vorkommenden Mengen zu gering für einen Nachweis sind. 

Abschließend wird die vervielfältigte cDNA elektrophoretisch in einem Agarosegel 

entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und durch einen Farbstoff im UV-Licht 

sichtbar gemacht. 

3.3.6.1 Extraktion und Bestimmung von mRNA aus Lebergewebe 

Zur Isolation der mRNA wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

gemäß den Herstellerangaben verwendet. Nach Homogenisation von jeweils 30 mg des 

gefrorenen Lebergewebes mit Hilfe eines Dismembrators und Zentrifugation des 

entstandenen Lysates wurde der verbleibende Überstand auf eine RNeasy Mini-Säule 

 HO-1 NOS-2 PCNA 3-NT ß-Aktin 
Proteinmenge [μg] 20 20 20 40 20/40 

Primär-Antikörper 
(Verdünnung) 
Bezugsquelle 

rabbit polyclonal anti-HO-1 

(1:5.000) 

Stressgen Biotech 

rabbit polyclonal anti-NOS-2 

(1:2.000) 

Calbiochem 

rabbit polyclonal anti-PCNA  

(1:1.000) 

Santa Cruz Biotechnology  

mouse monoclonal anti-3-NT 

(1:2.000) 

Santa Cruz Biotechnology 

mouse monoclonal anti-ß-actin 

(1:20.000) 

Sigma-Aldrich 
Sekundär-Antikörper 

(Verdünnung) 
Bezugsquelle 

goat anti-rabbit IgG 

(1:60.000) 

Cell Signalling Technology 

goat anti-rabbit IgG 

(1:20.000) 

Cell Signalling Technology 

goat anti-rabbit IgG 

(1:8.000) 

Cell Signalling Technology 

rabbit anti-mouse IgG 

(1:5.000) 

Sigma-Aldrich 

rabbit anti-mouse IgG 

(1:60.000) 

Sigma-Aldrich 
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aufgetragen und diese, verschlossen in einem Sammelröhrchen, in eine Zentrifuge 

gegeben. Es folgten mehrere Zentrifugationsschritte bei 10.000 U/min unter der Zugabe 

verschiedener Pufferlösungen auf die Mini-Säule und Verwerfen des entstehenden 

Durchflusses im Sammelröhrchen. Die zuletzt verbleibende getrocknete RNeasy Silicagel-

Membran wurde nach Zugabe von RNase-freiem Wasser nochmals zentrifugiert, so dass 

die extrahierte RNA als Eluat gewonnen werden konnte. Vor der anschließenden RT-PCR 

wurde die RNA-Konzentration im Eluat UV-spektrophotometrisch bestimmt, um eine 

Verwendung gleicher RNA-Mengen für die Analyse garantieren zu können. Dazu wurde 

das Eluat jeweils mit Aqua dest. verdünnt und die Extinktion bei einer Wellenlänge von 

260 nm gemessen. Die Konzentration der RNA errechnete sich nach folgender Formel: 

� �
000.1

40VerdünnungExtinktionμl/μgRNA nm260
ionKonzentrat

��
�  

3.3.6.2 RT-PCR von c-fos 

Aus dem gewonnen Eluat wurden jeweils 2 μg RNA genutzt, um unter der 

Verwendung von Oligo-(dT)-Primern (Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) und 

Superscript II RNaseH - Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) die 

komplementären cDNA-Stränge der mRNA zu gewinnen. 

Danach konnten mit Hilfe von Gen-spezifischen Primern (MWG Biotech, Ebersberg, 

Deutschland), aufgeführt in Tabelle 3, und der Taq Polymerase (Amersham Pharmacia, 

Freiburg, Deutschland) in der PCR (Mastercycler gradient, Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf, Deutschland) die cDNA Fragmente von c-fos und GAPDH amplifiziert werden. 

Letzteres diente als interner Standard zur Angleichung der verwendeten cDNA-Menge. 

Die PCR Produkte wurden anschließend elektrophoretisch in einem Agarosegel (2%) 

aufgetrennt und mit Ethidium-Bromid gefärbt. Die gefärbten Banden konnten danach unter 

UV-Illumination sichtbar gemacht (Chemidoc XRS, Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland) und mit der Software TotalLab densitometrisch ausgewertet 

werden. Die Ergebnisse wurden als Expression von c-fos im Verhältnis zur Expression von 

GAPDH wiedergegeben. 
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Gen Primer Zyklen 

c-fos 
 

forward: 5' – CTG ACT GCA CTT CCT GAC CA – 3’ 
 

reverse: 5’ – CTC CAT TCA GTC ACC CCA GT – 3’ 
 

35 

GAPDH 
 

forward: 5’ – AAC GAC CCC TTC ATT GAC – 3’ 
 

reverse: 5’ – TCC ACG ACA TAC TCA GCA C – 3’ 
 

30 

 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Primer für die RT-PCR 

3.3.7 Analyse der Guanylylzyklase-Aktivität 

Der „Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) ist ein Verfahren aus der 

Gruppe der Immunoassays, mit deren Hilfe neben Proteinen auch niedermolekulare 

Substanzen, wie die Bestandteile von Signaltransduktionskaskaden, nachgewiesen 

werden können. Die sGC wird durch NO oder CO aktiviert und synthetisiert daraufhin 

cGMP. Der quantitative Nachweis von cGMP mittels kompetitivem Immunoassay diente 

somit der Bestimmung der Guanylylzyklase Aktivität. 

Hierbei wird ein an die Mikrotiterplatte gebundener Anti-cGMP-Antikörper 

verwendet, welcher sowohl mit dem zu bestimmenden cGMP der Probe als auch mit 

einem Enzym-markierten Kompetitor-Antigen hybridisieren kann. Nur das über das 

hybridisierte Kompetitor-Antigen gebundene Enzym kann dann die nachfolgende Reaktion 

mit einem Chromogen katalysieren und einen spektrophotometrisch messbaren 

Farbumschlag erzeugen. Somit kommt es durch die Konkurrenz von Probe und 

markiertem Kompetitor um den Anti-cGMP-Antikörper zu einer indirekten Proportionalität 

von gemessener Extinktion und cGMP-Konzentration in der untersuchten Probe [196, 

197]. 

3.3.7.1 Präparation des Lebergewebes 

Das bei -80°C gelagerte Lebergewebe wurde in Trichloressigsäure (6% w/v) 

homogenisiert und bei 2.000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde danach in Wasser-

gesättigtem Diethylether gewaschen und die verbleibende wässerige Phase in einem 

beheizten Vakuumkonzentrator (Savant SpeedVac Concentrator, Thermo Scientific, 

Langenselbold, Deutschland) lyophilisiert. 
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3.3.7.2 ELISA von cGMP 

Zur Bestimmung der cGMP-Konzentration im gewonnenen Lyophilisat wurde das 

cGMP Enzyme Immuno Assay Biotrak System entsprechend den Herstellerangaben 

verwendet (Amersham Bioscience Ltd., Amersham Place Little Chalfont Buckinghamshire, 

Großbritannien). Nach Resuspension der Proben in Puffer-Lösung erfolgte die Inkubation 

mit dem gebundenen cGMP-Antikörper auf einer Mikrotiterplatte bei 4°C für 16 h. Zur 

genauen Quantifizierung wurden im gleichen Ansatz auch Proben bekannter cGMP-

Konzentrationen verwendet, mit deren Hilfe später die Standardkurve erstellt werden 

konnte. Im Anschluss an die Inkubationsphase wurde das Peroxidase-konjugierte cGMP 

hinzugegeben, welches als Kompetitor-Antigen mit den verbleibenden Bindungsstellen der 

Anti-cGMP-Antikörper hybridisierte. Es folgten die Inkubation bei 4°C für 3 h und 

Waschung der Mikrotiterplatte mit entsprechender Pufferlösung. Nachdem der restliche 

Puffer entleert war, konnte das Enzym-Substrat hinzugegeben werden. Dieses wurde 

durch die cGMP-gebundene Peroxidase in ein Chromogen umgewandelt, dessen 

Extinktion bei einer Wellenlänge von 450 nm durch Analyse in einem Mikrotiterplatten-

Lesegerät (ELISA-Reader Sunrise Remote, Tecan) spektrophotometrisch bestimmt wurde. 

Über die Standardkurve der bekannten cGMP-Konzentrationen konnten abschließend die 

cGMP-Konzentrationen der Proben ermittelt werden. 

3.4 Experimentelles Protokoll 

Ziel der Untersuchungen war es, den Einfluss der vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 

und NOS auf die Leberregeneration zu klären. Dazu wurden drei verschiedene 

Versuchsansätze gewählt, die im Folgenden beschrieben werden und deren Zeitabläufe in 

Abbildung 11 schematisch dargestellt sind. Eine Randomisierung der Tiere war aufgrund 

ihrer Syngenität nicht notwendig. Die jeweilige Vorbehandlung wurde jedoch verblindet 

durchgeführt, so dass der Untersucher weder während des Eingriffes noch bei der 

anschließenden Auswertung der Versuchsdaten durch die Kenntnis über die jeweilige 

Vorbehandlung beeinflusst werden konnte. 
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3.4.1 Physiologische Regeneration nach �-Hepatektomie 

Um zunächst die Abläufe während der physiologischen Leberregeneration studieren 

zu können, wurden 24 Tiere ohne jegliche Vorbehandlung einer Leberteilresektion, wie in 

Abschnitt 3.2.2 beschrieben, unterzogen. Nach 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 18 h, 24 h, 48 h und 

96 h wurden die Tiere getötet und Proben zur molekularbiologischen und 

immunhistochemischen Analyse sowie zur Serum-Diagnostik gewonnen. Von besonderem 

Interesse war vor allem die Expression der induzierbaren Isoformen der vasoaktiven 

Enzyme HO-1 und NOS-2 sowie zur Veranschaulichung der Regenerationsaktivität der 

zelluläre Proliferationsmarker PCNA. Das zeitliche Protokoll hierzu ist in Abbildung 11 

dargestellt. 

3.4.2 Modulation vasoaktiver Enzymsysteme 

Im nächsten Versuchsabschnitt wurde die Aktivität der HO-1 und der NOS einzeln 

oder gemeinsam moduliert. Dadurch sollten genauere Erkenntnisse darüber gewonnen 

werden, inwieweit sich die veränderte Produktion der vasoaktiven Mediatoren CO und NO 

auf die hepatische Mikrozirkulation und die Leberregeneration auswirkt. 

Zur Induktion der HO-1 wurde Cobalt-Protoporphyrin-IX (CoPP-IX, 15 μmol/kg KG 

i.p. [198]; Alexis GmbH, Grünberg, Deutschland) gewählt, da hiermit innerhalb von 2 h 

eine gesteigerte Expression der HO-1 für mindestens 72 h erzielt werden kann [199]. 

Die Inhibition der NOS wurde über N�-Nitro-L-Arginin Methylester (L-NAME, 

100 mg/kg KG i.p. [200]; Axxora Life Sciences, Grünberg, Deutschland) realisiert, welches 

durch seine strukturelle Ähnlichkeit mit der physiologischen NO-Vorstufe L-Arginin als 

kompetitiver Antagonist der NOS wirkt [201, 202]. 

Mit Hilfe dieser beiden pharmakologischen Substanzen (CoPP-IX und L-NAME) 

wurden die Tiere, wie in Tabelle 4 und Abbildung 11 dargestellt, in vier verschiedenen 

Versuchsgruppen (I-IV) untersucht. In den Versuchsgruppen I und III wurden sowohl PBS 

behandelte Kontrolltiere analysiert, als auch Tiere, deren CO-Produktion durch die 

CoPP-IX vermittelte HO-1-Induktion erhöht war. Die Versuchsgruppen II und IV 

beinhalteten die Untersuchung der mit PBS bzw. CoPP-IX behandelten Tiere mit 

zusätzlicher Blockade der NO-Synthese durch die Gabe von L-NAME. 

Um den Effekt der NOS-Inhibition im Zusammenspiel mit einer HO-1-Induktion 

deutlich zu machen, wurde den Tieren in einer weiteren Versuchsgruppe (V) mit CoPP-IX- 

und gleichzeitiger L-NAME-Behandlung zur Substitution des fehlenden NO der NO-Donor 
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Molsidomin (MOL, 10 mg/kg KG i.p. [203]; Sigma-Aldrich Chemie, München, Deutschland) 

verabreicht. Molsidomin, welches auch bei der Therapie der Angina pectoris Verwendung 

findet, wird in der Leber enzymatisch in seinen aktiven Metaboliten 

3-Morpholinosydnonimin (SIN-1) umgewandelt, der nachfolgend nicht-enzymatisch NO 

freisetzt [204, 205]. 

3.4.2.1 Mikrozirkulation der Leber vor �-Hepatektomie 

Bei der Initiation der Leberregeneration werden unter anderem hämodynamische 

Faktoren, insbesondere der nach der Resektion stark erhöhte Blutvolumenfluss und 

Scherstress, als bedeutsame Trigger diskutiert [160]. Aus diesem Grund war es in der 

vorliegenden Studie von Interesse, ob die Modulation der vasoaktiven Enzymsysteme 

diese Parameter bereits vor der Resektion positiv beeinflussen kann. 

Dazu wurde den Tieren einzeln oder zusammen CoPP-IX, L-NAME sowie MOL i.p. 

verabreicht und 24 h später, wie in Abschnitt 3.2.1 und 3.3.2 beschrieben, die intravitale 

Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse der hepatischen Mikrozirkulation durchgeführt. 

Kontrolltieren wurden gleiche Volumina der jeweiligen Trägersubstanz appliziert und diese 

wurden ebenfalls nach 24 h untersucht. Nach Abschluss der Mikroskopie erfolgte zur 

späteren Analyse der c-fos Expression mittels RT-PCR die Asservierung der nicht-

mikroskopierten Leberlappen. Dadurch sollte der Einfluss untersuchungsbedingter 

Manipulation auf die Ergebnisse möglichst gering gehalten werden. Die genauen Angaben 

zu Dosierungen, Benennung der Versuchsgruppen und Anzahl der Tiere in den einzelnen 

Versuchsgruppen sind in Tabelle 4 aufgeführt. Das zeitliche Protokol der einzelnen 

Versuchsabschnitte ist in Abbildung 11 graphisch dargestellt. 

3.4.2.2 Leberregeneration nach �-Hepatektomie 

Neben den Auswirkungen einer Modulation vasoaktiver Enzymsysteme auf die 

Mikrozirkulation der Leber sollte in einem dritten Versuchsabschnitt geklärt werden, ob 

diese Modulation auch Einfluss auf die Leberregeneration nach �-Hepatektomie hat und 

in welchem Zusammenhang diese Veränderungen mit den mikrohämodynamischen 

Parametern stehen. 

Wie bereits in Abschnitt 3.4.2.1 beschrieben, wurden die Versuchstiere 24 h vor der 

Hepatektomie mit CoPP-IX, L-NAME, MOL bzw. der jeweiligen Trägersubstanz behandelt. 

Zudem erhielten die Tiere zum Zeitpunkt des Eingriffes die gleichen Dosen von L-NAME 

und MOL, da deren Wirkdauer im Gegensatz zu CoPP-IX stärker begrenzt ist. Der Eingriff 

erfolgte wie in Abschnitt 3.2.2 dargestellt. Nach 48 h wurden die Tiere getötet und Serum 
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sowie Gewebeproben des Regenerates asserviert. Neben der immunhistochemischen 

Quantifizierung der Regeneration (PCNA, BrdU) wurden auch die Auswirkungen der 

jeweiligen Vorbehandlung auf die Aktivität von HO-1 (HO-1 Immunhistochemie, 

HO-1 Western Blot) und NOS (Nitrit/Nitrat-Assay, 3-NT Western Blot) untersucht. 

Zusätzlich sollte über ein cGMP-ELISA geklärt werden, ob sich die Beeinflussung des CO- 

und NO-Haushalts auch in veränderten cGMP-Konzentrationen im Lebergewebe äußert. 

Die genauen Angaben zu Dosierungen, Benennung der Versuchsgruppen sowie Anzahl 

der Tiere in den einzelnen Versuchsgruppen sind in Tabelle 4 aufgeführt, während 

Abbildung 11 einen Überblick über das zeitliche Protokoll der einzelnen 

Versuchsabschnitte gewährt. 

 
Vorbehandlung 
(Dosis/kg KG i.p.) 
Trägersubstanz 

Intervention 

Versuchsgruppen 
CoPP-IX 
(15 μmol) 

NaHCO3/PBS 

L-NAME 
(100 mg) 

NaHCO3/PBS 

MOL 
(10 mg) 

NaCl 0,9% 
n (IVM) n (PH) 

Kontrolle (I) �� �� �� 6 7 

Kontrolle/L-NAME (II) �� + �� 6 7 

CoPP-IX (III) + �� �� 7 6 

CoPP-IX/L-NAME (IV) + + �� 6 5 

CoPP-IX/L-NAME/MOL (V) + + + 5 6 
 

Tabelle 4: Die Untersuchungen zur Modulation vasoaktiver Systeme wurden in zwei verschiedene 
Studienabschnitte unterteilt. Zum einen wurden die Tiere 24 h nach der entsprechenden Vorbehandlung zur 
Analyse der hepatischen Mikrozirkulation der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (IVM) unterzogen. Zum 
anderen erfolgte in einem zweiten Versuchsabschnitt 24 h nach der Vorbehandlung die partielle 
Hepatektomie (PH) und 48 h nach diesem Eingriff die Gewinnung von Blut- und Gewebeproben. 
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.  
Abbildung 11: Die Untersuchungen wurden in drei verschiedene zeitliche Abschnitte eingeteilt. Im ersten 
Abschnitt (I) wurden nicht-vorbehandelte Tiere einer �-Hepatektomie (PH) unterzogen und an den 
indizierten Zeitpunkten zur Gewinnung von Blut- und Lebergewebsproben getötet (‡). Im zweiten Abschnitt 
(II) wurde nach der entsprechenden Vorbehandlung die intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM) zu dem 
Zeitpunkt vorgenommen, der dem Zeitpunkt der Resektion im dritten Abschnitt (III) entspricht. Im dritten 
Abschnitt wurden die Tiere nach der entsprechenden Vorbehandlung hepatektomiert und nach 48 h zur 
Gewinnung von Blut- und Lebergewebeproben getötet. Weitere Angaben zum Versuchsablauf siehe 
Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2 sowie Tabelle 4. 

3.5 Statistik 

Die während der Auswertung von intravitalmikroskopischen, molekularbiologischen 

und immunhistochemischen Untersuchungen erhobenen Daten wurden mit Hilfe eines 

Tabellenkalkulationsprogramms (Microsoft Excel) gesammelt und die Einzeldaten als 

Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (MW ± SEM) der jeweiligen 

Versuchsgruppe zusammengefasst. Bei den intravitalmikroskopischen Analysen wurden 

pro Tier insgesamt 10-15 Sinusoide, 5-10 terminale arterioläre sowie portal venuläre 

Gefäße und 5-10 postsinusoidale Venolen erfasst und aus diesen Daten jeweils der 

Mittelwert berechnet, welcher dann in die Mittelwertberechnung der Versuchsgruppe 

einbezogen und ebenfalls in der nachfolgenden statistischen Analyse verwendet wurde. 
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Anschließend wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Software SigmaPlot (Jandel 

Corp., San Rafael, USA) in Säulendiagrammen unter Verwendung der absoluten Werte 

bzw. bei den molekularbiologischen Untersuchungen als relative Werte im Vergleich zum 

internen Standard graphisch dargestellt. 

Die statistische Auswertung erfolgte mit der SigmaStat Software (Jandel Corp.), 

wobei die Daten zunächst auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und 

Gleichheit der Varianzen (Levene-Test) untersucht wurden. Waren diese 

Voraussetzungen erfüllt, konnten die Versuchsgruppen mittels Einfach-Varianzanalyse 

(ANOVA) verglichen werden, anderenfalls kam die Kruskal-Wallis Varianzanalyse zum 

Einsatz. Zur Adjustierung des P-Wertes wurde im nachfolgenden multiplen Paarvergleich 

der Holm-Sidak-Test eingesetzt. Sollten nur zwei Versuchsgruppen miteinander verglichen 

werden, wurde der Student’s t-Test bzw. bei nicht-normalverteilten Daten der 

Rangsummen-Test durchgeführt. Im Vergleich von multiplen wie auch von zwei einzelnen 

Versuchsgruppen wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 die 

Unterschiede zwischen den Ergebnissen als statistisch signifikant angenommen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Physiologische Regeneration nach �-Hepatektomie 

4.1.1 Postoperativer Verlauf und Serumparameter 

Wie unter 3.4.1 beschrieben, wurden im ersten Versuchsabschnitt Tiere ohne 

Vorbehandlung einer �-Hepatektomie unterzogen, um die physiologische Regeneration 

und dabei vor allem die Expression der vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 und NOS-2 

studieren zu können. Dieser Eingriff stellte keine vitale Bedrohung für die Versuchstiere 

dar. Es kam jedoch in ca. 20% der Resektionen zu postoperativen Komplikationen 

aufgrund einer Gallengangskompression und dadurch zum Bild eines post-hepatischen 

Ikterus. Neben dem klinisch deutlich morbiden Zustand der Tiere fielen 200- bis 300-fach 

erhöhte Bilirubin- und Transaminasenwerte (Abb. 12) sowie makroskopisch eindeutige 

Veränderungen des Lebergewebes im Sinne einer Verfestigung und Aufhellung auf. Da in 

diesen Fällen mit einer gestörten Regeneration zu rechnen war, wurden die Tiere mit 

derartigen Komplikationen von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Klinisch 

gesunde Tiere zeichneten sich hingegen schon in der frühen post-operativen Phase wie 

auch im weiteren Verlauf durch eine dem prä-operativen Zustand vergleichbare Vitalität 

ohne Anzeichen operativ bedingter Einschränkungen aus. 

 

 

 

 

 

 

 

        

Abbildung 12: Gesamtes und direktes Bilirubin (A) sowie Serumkonzentrationen der Alanin- und Aspartat-
Aminotransferase (ALAT/ASAT) (B) von Tieren 48 h nach �-Hepatektomie. Dabei wurden klinisch gesunde 
Tiere (�; n = 22) von klinisch morbiden Tieren (�; n = 4) unterschieden, zusätzlich sind in diese Auswertung 
die Tiere des Versuchsabschnitts 4.2.7 eingeschlossen. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. Student’s 
t-Test, *p < 0,05 vs. klinisch gesunde Tiere. 

A B
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4.1.2 Expression der Häm-Oxygenase-1 

Die Auswertung der Western Blot Analysen zeigte eine sukzessive Zunahme der 

HO-1 Proteinexpression nach �-Hepatektomie im untersuchten Lebergewebe. Bereits 

nach 4 h war die HO-1 Expression auf das 5-fache im Vergleich zur ruhenden Leber 

angestiegen, während 48 h nach Resektion die maximale Expression der HO-1 - ein 30-

facher Anstieg gegenüber dem Zustand vor Resektion - erreicht wurde. 96 h nach dem 

Eingriff war bereits ein deutlicher Rückgang auf nur noch 3-fach erhöhte Werte zu 

beobachten (Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Repräsentativer Western Blot (A) und quantitative densitometrische Auswertung (B) der 
HO-1 Expression im Lebergewebe von Tieren ohne Vorbehandlung über einen Zeitraum von 96 h nach 
�-Hepatektomie (n = 3 pro Zeitpunkt). Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, *p < 0,05 vs. 0 h. 

4.1.3 Expression der NO-Synthase-2 

Im Gegensatz zur gesteigerten Expression der induzierbaren Isoenzymform der 

Häm-Oxygenase HO-1 blieb die Expression der induzierbaren Isoenzymform der NO-

Synthase NOS-2, nach der Resektion über den gesamten Zeitraum der Untersuchung auf 

dem Niveau von nicht regenerierendem Lebergewebe (Abb. 14). 
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Abbildung 14: Repräsentativer Western Blot (A) und quantitative densitometrische Auswertung (B) der 
NOS-2 Expression im Lebergewebe von Tieren ohne Vorbehandlung über einen Zeitraum von 96 h nach 
�-Hepatektomie (n = 3 pro Zeitpunkt). Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. 

4.1.4 Expression von PCNA 

Die Expression des Proliferationsmarkers PCNA weist nach �-Hepatektomie 

HO-1 Expression auf (siehe 4.1.2 Abb 13). 

 Expression auf das 
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Abbildung 15: Repräsentativer Western Blot (A) und quantitative densitometrische Auswertung (B) der 
PCNA Expression im Lebergewebe von Tieren ohne Vorbehandlung über einen Zeitraum von 96 h nach 
�-Hepatektomie (n = 3 pro Zeitpunkt). Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, *p < 0,05 vs. 0 h. 
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4.2 Modulation vasoaktiver Enzymsysteme 

Nach dem Studium der Leberregeneration unter physiologischen Bedingungen 

sollte in den folgenden Versuchsabschnitten geklärt werden, welche Rolle hierbei die 

vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 und NOS spielen. Beide Systeme sind in der Lage, über 

ihre gasförmigen Mediatoren CO bzw. NO Einfluss auf die Gefäßweitenregulation zu 

nehmen und dadurch unter anderem die hepatische Mikrozirkulation zu beeinflussen. Die 

pharmakologische Modulation der Enzymaktivitäten wurde, wie in 3.4.2 beschrieben, 

durchgeführt. 

4.2.1 Induktion der Häm-Oxygenase-1 

Der unter 4.1.2 demonstrierte Anstieg der HO-1 Proteine

Leberregeneration sowie der damit einher

Freisetzung von vasoregulativ wirksamen 

Induktors CoPP-IX weiter gesteigert. 

Die HO-1 Western Blot Anal

So zeigte deren quantitative Auswertung eine 13-fach höhere relative optisc

regenerierenden Lebergewebe von CoPP-IX behandelt

Trägersubstanz behandelten Kontrolltieren 48 h nach �

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Repräsentative Western Blot Analysen (A) sowie quantitative densitometrische Auswertung 
(B) der HO-1 Proteinexpression. Die Tiere wurden 24 h vor der �-Hepatektomie mit dem HO-1 Induktor 
CoPP-IX behandelt (�), während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Das 
Lebergewebe wurde 48 h nach der Resektion entnommen und nachfolgend untersucht. Angegeben sind 
Mittelwerte ± SEM. Student’s t-Test, *p < 0,05 vs. Kontrolle. 

xpression im Verlauf der 

gehende erhöhte Häm-Abbau mit nachfolgender 

CO wurde durch den Einsatz des HO-1 

ysen bestätigen die verstärkte Induktion des Proteins. 

he Dichte im 

en Tieren im Vergleich zu den mit 

-Hepatektomie (Abb. 16). 

 

 

 

 

HO-1 

ß-actin 

Kontrolle CoPP-IX

BA 



Ergebnisse Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     55 

Einhergehend der molekularbiologischen Analysen konnten auch die immunhisto-

chemischen Untersuchungen eine gesteigerte HO-1 Expression belegen. Hier liegt die 

Anzahl an HO-1-positiven Zellen 48 h nach �-Hepatektomie bei den mit CoPP-IX 

behandelten Tieren ca. 2,5-fach höher als bei den entsprechenden Kontrolltieren 

(Abb. 17). 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Repräsentative Präparate (A; zytoplasmatische Färbung mit dem Braun-Chromogen 
3,3´-Diaminobenzidin, 400fache Vergrößerung) sowie quantitative Auswertung (B) der HO-1 Immun-
histochemie. Die Tiere wurden 24 h vor der �-Hepatektomie mit dem HO-1 Induktor CoPP-IX behandelt (�), 
während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Das Lebergewebe wurde 48 h 
nach der Resektion entnommen und nachfolgend untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. Student’s 
t-Test, *p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

4.2.2 Inhibition der NO-Synthase 

Die Reduktion des vasoregulativ wirksamen NO im Blutkreislauf der Versuchstiere, 

welches sowohl von der induzierbaren NOS-2 als auch von der konstitutiv exprimierten 

NOS-1 produziert wird, wurde durch den Einsatz des unspezifischen NOS-Inhibitors 

L-NAME (siehe 3.4.2) ermöglicht.  

Mittels des Nitrit/Nitrat-Assays, welcher die typischen Abbauprodukte von NO im 

Serum nachweist (siehe 3.3.3.2), konnte ein 30%iger Rückgang der NO-Synthese bei 

L-NAME behandelten Tieren festgestellt werden, welcher jedoch kein statistisch 

signifikantes Niveau (p = 0,067) erreichte (Abb. 18). 
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4.2.3 Substitution von NO 

Um eindeutig demonstrieren zu können, dass die biologischen Effekte der L-NAME 

Applikation auf eine reduzierte NO-Produktion zurückführen sind, wurde zum Zweck der 

NO-Resubstitution eine weitere Gruppe von Tieren mit dem NO-Donor MOL behandelt 

(siehe 3.4.2). 

Zum Beleg des mit Hilfe von MOL wiederhergestellten NO-Haushaltes diente der 

molekularbiologische Nachweis von nitrosylierten Tyrosinresten (3-NT) in Proteinen des 

regenerierenden Lebergewebes. Hierbei ist 48 h nach �-Hepatektomie eine deutliche 

Abnahme der relativen optischen Dichte von 3-NT auf ca. 25-30% bei Tieren mit inhibierter 

NOS im Vergleich zu Tieren mit unbeeinflusster NO-Synthese zu erkennen (Abb. 19). 

Ebenso wird die Wiederherstellung des NO-Haushaltes durch die Applikation von MOL 

deutlich. Die relative optische Dichte von 3-NT im Lebergewebe dieser Tiere befindet sich 

wieder auf dem Niveau von Tieren ohne L-NAME Behandlung (Abb. 19). Die statistische 

Testung aller Versuchsgruppen mittels Varianzanalyse weist jedoch keine signifikanten 

Unterschiede auf. Stellt man allerdings die Versuchsgruppen mit L-NAME Behandlung 

einzeln den Gruppen mit intaktem NO-Haushalt im einfachen Paarvergleich gegenüber, so 

erreichen diese einzelnen Testungen ein signifikantes Niveau. 
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Abbildung 18: Spektrophotometrische Auswertung 
des Nitrit/Nitrat-Assays, die mit Hilfe einer parallel 
erstellten Nitrat-Standardkurve quantifiziert werden 
konnte. Die Tiere wurden 24 h vor der 
�-Hepatektomie sowie im direkten Anschluss daran 
mit L-NAME behandelt (�), während Kontrolltiere nur 
die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Das 
Serum wurde 48 h nach der Resektion gewonnen 
und nachfolgend untersucht. Angegeben sind 
Mittelwerte ± SEM. 
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Abbildung 19: Repräsentative Western Blot Analysen (A) sowie quantitative densitometrische Auswertung 
(B) der Formation von 3-NT Addukten. Die Tiere wurden 24 h vor der �-Hepatektomie mit dem HO-1-
Induktor CoPP-IX behandelt (�), während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). 
L-NAME wurde den Tieren zur NOS-Inhibition 24 h vor Hepatektomie wie auch direkt im Anschluss an den 
Eingriff verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion 
(CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-Produktion zurückführen zu 
können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Das Lebergewebe wurde 48 h 
nach der Resektion entnommen und nachfolgend untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. 

4.2.4 Auswirkungen auf die Guanylylzyklase-Aktivität 

Ein zentraler Punkt der vorliegenden Studie war die Untersuchung der vasoaktiven 

Funktionen der Enzymsysteme HO-1 und NOS, welche über die von ihnen synthetisierten 

gasförmigen Mediatoren CO und NO realisiert werden. NO, aber auch CO sind in der 

Lage, die Guanylylzyklase zu aktivieren, welche wiederum über das von ihr produzierte 

cGMP eine Relaxation der glatten Gefäßmuskelzellen und somit eine Vasodilatation 

auslöst. 

Da durch die Modulation der beiden Enzymsysteme die Produktion der Gase CO 

und NO beeinflusst wurde, sollte analysiert werden, ob sich dies auch auf die Aktivität der 

Guanylylzyklase und damit auf den cGMP-Gehalt der regenerierenden Leber 48 h nach 

Resektion auswirkt. 

Die Auswertung des cGMP-ELISA zeigte jedoch bei allen Versuchsgruppen Werte 

zwischen 22-25 fmol cGMP/mg Lebergewebe ohne statistisch signifikante Unterschiede 

(Abb. 20). Die Beeinflussung des CO- und NO-Haushalts wirkte sich somit nicht auf den 

cGMP-Gehalt der regenerierten Leber aus. 
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4.2.5 Mikrozirkulation der Leber vor �-Hepatektomie  

Durch die intravenöse Gabe des hochmolekularen Fluoreszenzfarbstoffes FITC-

Dextran, der sich im Gefäßsystem anreichert, konnte die hepatische Mikrohämodynamik 

mit Hilfe der hochauflösenden intravitalen Fluoreszenzmikroskopie eingehend untersucht 

werden. Neben der Frage, ob sich unter der Modulation der vasoaktiven Enzymsysteme 

HO-1 und NOS Veränderungen der Gefäßdurchmesser beobachten lassen, war es von 

Interesse, ob aus der Vorbehandlung Veränderungen der für die Leberregeneration 

bedeutsamen Parameter Blutvolumenfluss und Scherstress resultieren. Beurteilt wurden 

drei verschiedene Gefäßabschnitte: terminal afferente Gefäße der Leber, d.h. terminale 

arterioläre sowie portal venuläre Gefäße, Sinusoide und postsinusoidale Venolen (siehe 

3.3.2). 

4.2.5.1 Gefäßdurchmesser 

24 h nach der Vorbehandlung konnte weder bei Tieren mit CoPP-IX induzierter 

HO-1 Überexpression noch bei Tieren, deren NO-Produktion durch L-NAME inhibiert war, 

eine Veränderung der Gefäßdurchmesser beobachtet werden. Allerdings führte die 

gleichzeitige HO-1 und L-NAME Gabe zu einer tendenziellen, jedoch nicht statistisch 

signifikanten Gefäßerweiterung in allen drei Gefäßabschnitten (Abb. 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Spektrophotometrische Auswertung des cGMP-
ELISA, die mit Hilfe einer parallel erstellten cGMP-
Standardkurve quantifiziert werden konnte. Die Tiere wurden 
24 h vor der �-Hepatektomie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX 
behandelt (�), während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz 
NaHCO3/PBS erhielten (�). L-NAME wurde den Tieren zur 
NOS-Inhibition 24 h vor Hepatektomie wie auch direkt im 
Anschluss an den Eingriff verabreicht (gestreifte Balken). Um 
die biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion 
(CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die 
reduzierte NO-Produktion zurückführen zu können, erhielten die 
Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Das 
Lebergewebe wurde 48 h nach der Resektion entnommen und 
nachfolgend untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. 
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Abbildung 21: Gefäßdurchmesser der terminal afferenten Gefäße (A), Sinusoide (B) und postsinusoidalen 
Venolen (C) der Leber, welche mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert wurden. Die Tiere 
wurden 24 h vor der Mikroskopie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), während Kontrolltiere nur 
die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Zur NOS-Inhibition wurde den Tieren L-NAME 24 h vor 
Mikroskopie verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion 
(CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-Produktion zurückführen zu 
können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Angegeben sind 
Mittelwerte ± SEM. 

 

4.2.5.2 Blutzellgeschwindigigkeit 

Bei den Messungen der Blutzellgeschwindigkeit zeigten sich 24 h nach 

Vorbehandlung weder bei HO-1-überexpremierenden noch bei NOS-inhibierten Tieren 

Veränderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 22). Hervorzuheben ist jedoch 

wiederum, dass unter dem Zusammenwirken von HO-1-Induktion und NOS-Inhibition ein 

klarer Trend zu höheren Blutzellgeschwindigkeiten erkennbar war (Abb 16 A/C). 

Interessanterweise ließ sich nach zusätzlicher Gabe des NO-Donors MOL eine Reduktion 

der Blutzellgeschwindigkeit auf das Niveau der Versuchsgruppen mit alleiniger CoPP-IX 

bzw. L-NAME Behandlung beobachten (Abb. 22). 
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Abbildung 22: Blutzellgeschwindigkeiten in den terminal afferenten Gefäßen (A), Sinusoiden (B) und 
postsinusoidalen Venolen (C) der Leber, welche mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert 
wurden. Die Tiere wurden 24 h vor der Mikroskopie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), während 
Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Zur NOS-Inhibition wurde den Tieren 
L-NAME 24 h vor der Mikroskopie verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von 
gleichzeitiger HO-1-Induktion (CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-
Produktion zurückführen zu können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). 
Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. 
 

4.2.5.3 Blutvolumenfluss 

Wie bereits erläutert, ist die relative Zunahme des Blutvolumens, welches durch die 

drastisch reduzierte Lebermasse nach �-Hepatektomie strömt, ein zentraler Faktor bei der 

Initiierung der Leberregeneration. Ob sich dieses durch eine Modulation der Verfügbarkeit 

der vasoaktiven Mediatoren CO und NO schon im Vorfeld der Resektion beeinflussen 

lässt, sollte durch Bestimmung des Blutvolumenflusses geklärt werden. Zu dessen 

Berechnung mittels der in 3.3.2.3 dargestellten Formel wurden mit Hilfe der intravitalen 

Fluoreszenzmikroskopie die Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeiten 

verschiedener Gefäßsegmente bestimmt. 

Die Werte des Blutvolumenflusses bei den HO-1-überexpremierenden Tieren mit 

intakter NO-Synthese unterschieden sich nicht signifikant von denen der Kontrolltiere. 

Hingegen führte die Zunahme von Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit bei 

HO-1-überexpremierenden Tieren mit inhibierter NO-Synthese zu einer klaren Steigerung 

des Blutvolumenflusses gegenüber der entsprechenden Kontrollgruppe. Diese 

Veränderungen stellten sich in den terminal afferenten Gefäßen sowie den 

postsinusoidalen Venolen auch als statistisch signifikant dar. Die zusätzliche Gabe des 

NO-Donors MOL bewirkte wiederum eine Reduktion des Blutvolumenflusses auf Werte, 

welche vergleichbar mit denen von Tieren mit intakter NO-Synthese waren (Abb. 23).
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Abbildung 23: Blutvolumenfluss in den terminal afferenten Gefäßen (A), Sinusoiden (B) und 
postsinusoidalen Venolen (C) der Leber, welcher mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert 
wurde. Die Tiere wurden 24 h vor der Mikroskopie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), während 
Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Zur NOS-Inhibition wurde den Tieren 
L-NAME 24 h vor der Mikroskopie verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von 
gleichzeitiger HO-1-Induktion (CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-
Produktion zurückführen zu können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). 
Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, *p < 0,05 vs. Kontrolle/+L-NAME. 

 

4.2.5.4 Scherstress 

Ergänzend zum Blutvolumenfluss beschreibt die Größe Scherstress die Kräfte, 

welche durch einen gegebenen Blutvolumenfluss auf die Wände eines Gefäßes mit 

definiertem Durchmesser wirken. Da diese Größe nach �-Hepatektomie rapide zunimmt, 

wird ihr ebenfalls eine Rolle bei den ersten Schritten der einsetzenden Leberregeneration 

zugesprochen. Für die Berechnung des Scherstresses wird neben dem Blutvolumenfluss 

auch der Radius, wie in 3.3.2.4 dargestellt, berücksichtigt. In diesem Fall geht der Radius 

jedoch mit der dritten Potenz in den Nenner ein, was bedeutet, dass bei einem 

vergleichbaren Blutvolumenfluss Gefäße mit kleineren Durchmessern einem größeren 

Scherstress exponiert sind. 

Aus diesem Grund ist 24 h nach Vorbehandlung bei HO-1-überexpremierenden 

Tieren mit inhibierter NO-Synthese der mittlere Scherstress zwar erhöht, die Unterschiede 

zu den anderen Versuchsgruppen jedoch nicht mehr statistisch signifikant. Trotzdem bleibt 

das charakteristische Verteilungsmuster der Mittelwertunterschiede vor allem im Vergleich 

zu den Werten von HO-1-überexpremierenden Tieren mit intakter NO-Synthese bestehen 

(Abb. 24). 
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Abbildung 24: Scherstress in den terminal afferenten Gefäßen (A), Sinusoiden (B) und postsinusoidalen 
Venolen (C) der Leber, welcher mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert wurde. Die Tiere 
wurden 24 h vor der Mikroskopie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), während Kontrolltiere nur 
die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Zur NOS-Inhibition wurde den Tieren L-NAME 24 h vor der 
Mikroskopie verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion 
(CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-Produktion zurückführen zu 
können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Angegeben sind 
Mittelwerte ± SEM. 

4.2.6 Expression von c-fos vor �-Hepatektomie 

Einer der ersten Prozesse, die unmittelbar nach der Resektion auf zellulärer Ebene 

nachgewiesen werden können, ist die Induktion der immediate early genes, welche die 

nachfolgende Proliferation der Hepatozyten steuern. In diesem Zusammenhang war es 

von Interesse, ob Veränderungen der hepatischen Mikrohämodynamik die Expression von 

c-fos, einem zentralen immediate early gene im Verlauf der Leberregeneration, 

beeinflussen können. Insbesondere war die Frage von Interesse, ob Steigerungen von 

Blutvolumenfluss und Scherstress, welche in dieser Form auch nach der Leberresektion 

beobachtet werden, eine erhöhte c-fos Expression im Vorfeld der Resektion vermitteln 

können. 

Aus diesem Grund wurde eine semiquantitative RT-PCR von c-fos im Anschluss an 

die intravitale Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt. So konnte eine mögliche 

transskriptionelle Aktivierung von c-fos nach Modulation der vasoaktiven Systeme HO-1 

und NOS analysiert werden. Allerdings bestätigte sich nicht die Vermutung, dass der 

erhöhte Scherstress der gleichzeitig HO-1-überexprimierenden und NOS-inhibierten Tiere 

zu einer gesteigerten c-fos-Transskription führt. Der c-fos mRNA-Gehalt im Lebergewebe 

dieser Tiere unterschied sich nicht signifikant von dem der Kontrolltiere, oder dem der 

HO-1-überexprimierenden Tiere ohne L-NAME-Behandlung. Auffällig war lediglich, dass 
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die NOS-inhibierten, HO-1-induzierten Tiere, welche zur NO-Substitution MOL erhielten, 

einen signifikant niedrigeren c-fos-mRNA Gehalt im untersuchten Lebergewebe aufwiesen 

(Abb. 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: RT-PCR (A) sowie quantitative densitometrische Auswertung (B) der c-fos mRNA-
Expression. Die Tiere wurden 24 h vor der Untersuchung mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), 
während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). Zur NOS-Inhibition wurde den 
Tieren L-NAME 24 h vor Untersuchung verabreicht (gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von 
gleichzeitiger HO-1-Induktion (CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-
Produktion zurückführen zu können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Das 
Lebergewebe wurde direkt im Anschluss an die intravitale Fluoreszenzmikroskopie entnommen und 
nachfolgend untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, *p < 0,05 vs. Kontrolle/�L-NAME. 

4.2.7 Leberregeneration nach �-Hepatektomie 

Mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass eine 

Beeinflussung der Verfügbarkeit vasoaktiver Mediatoren im Sinne einer Steigerung der 

CO-Produktion bei gleichzeitiger Reduktion der NO-Synthese zur Erhöhung von 

Blutvolumenfluss und Scherstress führt. Im folgenden Versuchsabschnitt war nun zu 

klären, ob sich diese Veränderungen auch auf das Ausmaß der Proliferation nach 

�-Hepatektomie auswirken. 

4.2.7.1 Expression von PCNA 

Da PCNA als Cofaktor der DNA-Polymerase-� in den Zellzyklus eingebunden ist, 

spiegelt seine Expression das Ausmaß der zellulären Proliferation verlässlich wieder. 

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Präparate des 

Regenerates 48 h nach Resektion demonstrierte eine signifikant erhöhte Anzahl an 

PCNA-positiv gefärbten Hepatozyten in gleichzeitig HO-1-induzierten und NOS-inhibierten 

Tieren gegenüber HO-1-induzierten Tieren mit intakter NO-Synthese sowie gegenüber 

CoPP-IX �� �� �� �

 

� ��
L-NAME �� �� �� �� ��

      MOL �� �� �� �� ��

B

GAPDH 

A c-fos � L-NAME 
+ L-NAME 
+ L-NAME & MOL 

m
R

N
A

-E
xp

re
ss

io
n 

c-
fo

s/
G

A
P

D
H

[re
la

tiv
e 

op
tis

ch
e 

D
ic

ht
e]

0,0

0,5

1,0

1,5

*

Kontrolle CoPP-IX



Ergebnisse Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     64 

P
C

N
A

 p
os

iti
ve

 Z
el

le
n 

[n
/m

m
2 ]

0

200

400

600

800

1000

*

#

den Kontrolltieren (Abb. 26). Nach NO-Resubstitution wurde deutlich, dass die erhöhte 

PCNA–Expression aus der Kombination von erhöhter CO- und verminderter NO-

Verfügbarkeit resultierte. So zeigte sich in den Tieren mit gleichzeitiger HO-1-Induktion 

und NOS-Inhibition, welche zusätzlich MOL zur NO-Substitution erhielten, eine Reduktion 

der Anzahl PCNA-positiv gefärbter Hepatozyten sogar unter die Werte von Kontrolltieren 

(Abb. 26). 

 

 

  

 

 

 

Abbildung 26: Repräsentative Präparate (A; nukleäre Färbung mit dem Rot-Chromogen Fuchsin, 400-fache 
Vergrößerung) sowie quantitative Auswertung (B) der PCNA-Immunhistochemie. Die Tiere wurden 24 h vor 
der �-Hepatektomie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX behandelt (�), während Kontrolltiere nur die 
Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). L-NAME wurde den Tieren zur NOS Inhibition 24 h vor 
Hepatektomie wie auch direkt im Anschluss an den Eingriff verabreicht (gestreifte Balken). Um die 
biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion (CoPP-IX) und NOS-Inhibition (L-NAME) eindeutig 
auf die reduzierte NO-Produktion zurückführen zu können, erhielten die Tiere zusätzlich den NO-Donor MOL 
(karierte Balken). Das Lebergewebe wurde 48 h nach der Resektion entnommen und nachfolgend 
untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, *p < 0,05 vs. Kontrolle/�L-NAME, #p < 0,05 
vs. Kontrolle/�L-NAME. 

4.2.7.2 Inkorporation von BrdU 

Um die Ergebnisse der PCNA-Immunhistochemie zu überprüfen, wurde die 

Inkorporation des Thymidin-Analogons BrdU studiert. Dieses wurde den Versuchstieren 

eine Stunde vor Entnahme des Regenerates appliziert (siehe 3.2.2), so dass der Einbau 

von BrdU in die DNA der zu diesem Zeitpunkt in der S-Phase des Zellzyklus befindlichen 

Hepatozyten stattfinden konnte. 

Die quantitative Auswertung der BrdU-Immunhistochemie bestätigte die Resultate 

der PCNA-Immunhistochemie. Tiere mit gleichzeitiger HO-1-Induktion und NOS-Inhibition 

wiesen eine signifikant höhere Anzahl an BrdU-inkorporierenden Hepatozyten gegenüber 

Kontrolltieren sowie HO-1-überexprimierenden Tieren ohne NOS-Inhibition auf. Unter der 

zusätzlichen Gabe von Molsidomin ließ sich wiederum ein Rückgang der BrdU-positiven 
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Hepatozyten in Tieren mit gleichzeitiger CoPP-IX- und L-NAME-Behandlung beobachten 

(Abb. 27). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Repräsentative Präparate (A; nukleäre Färbung mit dem Braun-Chromogen 
3,3´-Diaminobenzidin, 400-fache Vergrößerung) sowie quantitative Auswertung (B) der HO-1-
Immunhistochemie. Die Tiere wurden 24 h vor der �-Hepatektomie mit dem HO-1-Induktor CoPP-IX 
behandelt (�), während Kontrolltiere nur die Trägersubstanz NaHCO3/PBS erhielten (�). L-NAME wurde den 
Tieren zur NOS-Inhibition 24 h vor Hepatektomie wie auch direkt im Anschluss an den Eingriff verabreicht 
(gestreifte Balken). Um die biologischen Effekte von gleichzeitiger HO-1-Induktion (CoPP-IX) und NOS-
Inhibition (L-NAME) eindeutig auf die reduzierte NO-Produktion zurückführen zu können, erhielten die Tiere 
zusätzlich den NO-Donor MOL (karierte Balken). Das Lebergewebe wurde 48 h nach der Resektion 
entnommen und nachfolgend untersucht. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM. ANOVA, 
*p < 0,05 vs. Kontrolle/�L-NAME. 

4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo Studie wurde mittels der 

intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die hepatische Mikrohämodynamik in Abhängigkeit 

von der Verfügbarkeit der vasoaktiven Mediatoren CO und NO untersucht. Inwieweit sich 

die Modulation der CO- und NO-produzierenden Enzymsysteme und die damit 

verbundenen Veränderungen der hepatischen Mikrozirkulation auf die Leberregeneration 

nach partieller Hepatektomie auswirken, wurde in einem weiteren Versuchsabschnitt 

analysiert. Dabei konnten folgende Erkenntnisse über das komplexe Zusammenspiel von 

HO-1 und NOS erarbeitet werden: 

 

1. Nach partieller Hepatektomie nahm die Expression der HO-1 als induzierbare 

Isoenzymform der HO sukzessive bis zum Erreichen ihres Maximums, 48 h 

nach Resektion, zu und gelangte 96 h nach Resektion wieder in den 

Ausgangszustand zurück. Hingegen änderte sich das Expressionsverhalten der 
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NOS-2 als induzierbare Isoenzymform der NOS nicht, sondern blieb auf dem 

Niveau nicht-regenerierenden Lebergewebes. 

2. Durch die Behandlung mit CoPP-IX ließ sich die physiologische HO-1-Induktion 

im Verlauf der Leberregeneration weiter steigern. Auf der anderen Seite war es 

mittels L-NAME-Gabe möglich, die NO-Synthese zu reduzieren, wobei die 

Applikation von MOL das dadurch entstandene NO-Defizit wieder ausgleichen 

konnte. 

3. Durch die Induktion der HO-1 oder Inhibition der NOS alleine ließen sich 

Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit nicht beeinflussen. Kombinierte 

man hingegen beide Behandlungen und verstärkte somit den Einfluss von CO, 

während die NO-Verfügbarkeit reduziert wurde, nahmen Gefäßdurchmesser 

und Blutzellgeschwindigkeit zu. Dies bewirkte einen konsekutiven Anstieg von 

Blutvolumenfluss und Scherstress. 

4. Die Untersuchung des cGMP-Gehaltes der Leber 48 h nach �-Hepatektomie 

wies keinen signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen auf, so 

dass die mikrohämodynamischen Veränderungen nicht durch eine modulierte 

Guanylylzyklase-Aktivierung verursacht sein konnten. 

5. Alleine die Steigerungen von Blutvolumenfluss und Scherstress im Vorfeld der 

Hepatektomie induzierten keine vermehrte Expression des immediate early 

gene c-fos. 

6. Interessanterweise führte eine HO-1-Induktion in Verbindung mit einer NOS-

Inhibition neben dem Anstieg von Blutvolumenfluss und Scherstress 48 h nach 

�-Hepatektomie ebenso zu einer gesteigerten Proliferation der Hepatozyten. 

7. Der Einfluss von gleichzeitiger HO-1-Induktion und NOS-Inhibition auf sowohl 

die hepatische Mikrozirkulation vor �-Hepatektomie als auch die hepatozytäre 

Proliferation nach Resektion ließ sich durch Substitution von NO mittels 

Molsidomin wieder aufheben. Bei der Expression von c-fos sowie von PCNA 

wiesen die zusätzlich mit MOL behandelten Tiere sogar signifikant niedrigere 

Werte als Kontrolltiere auf. 
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8. Sowohl unter alleiniger NOS-Inhibition als auch unter alleiniger HO-1-Induktion 

regenierte die Leber nach partieller Hepatektomie wie unter physiologischen 

Bedingungen. Nur durch die Kombination eines verstärkten CO-Einflusses bei 

gleichzeitig geringerer NO-Verfügbarkeit ließ sich die Regeneration darüber 

hinaus weiter steigern. Es konnte somit geschlossen werden, dass die 

unbeeinflusste NO-Synthese den stärkeren Einfluss von CO nach 

pharmakologisch induzierter Überexpression der HO-1 auf die 

Leberregeneration kompensiert. Dadurch wurde ein physiologisches Ausmaß 

der Regeneration gewährleistet. 
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5 Diskussion 

5.1 Diskussion von Material und Methode 

5.1.1 Diskussion der Modelle 

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der vasoaktiven Systeme 

HO-1 und NOS auf die Leberregeneration analysiert sowie in Sonderheit der Einfluss 

dieser Enzymsysteme auf die hepatische Mikrozirkulation evaluiert. 

 

Zum Studium der Leberregeneration stehen verschiedene Modelle zur Verfügung, 

wobei jedoch beachtet werden muss, dass ein Modell problembezogen ausgewählt sein 

sollte, um der zugrunde liegenden Fragestellung gerecht werden zu können [206]. 

Im Rahmen von in vitro Studien an hepatischen Zellkulturen werden häufig 

Untersuchungen zu Biotransformation und anderen metabolischen Vorgängen 

durchgeführt [207]. Es kann jedoch auch die Wirksamkeit bestimmter Wachstumsfaktoren 

[208] und deren Einfluss auf den Zellzyklus analysiert werden [209]. Einer der Nachteile 

der Zellkultur liegt in der Tendenz der Zellen zur Dedifferenzierung, bedingt durch 

Isolationsprozesse, den damit verbundenen Ischämie-Reperfusionsstress und die 

spezifische in vitro Umgebung, welche die Aussagekraft der gewonnenen Erkenntnisse für 

in vivo Bedingungen reduziert [210]. 

Dahingegen erlauben ex vivo Untersuchungen an isoliert perfundierten Lebern zum 

einen Aussagen über die Reaktion der hepatischen Mikrozirkulation auf bestimmte 

vasoaktive Mediatoren [211], zum anderen können neben dem Regenerationsprozess 

[212] auch die Produktion lebereigener Wachstumsfaktoren [213] sowie Veränderungen 

des Metabolismus während der Regeneration [214] studiert werden. 

Nachteil dieser Ansätze ist in beiden Fällen die isolierte Betrachtung der einzelnen 

Zellart bzw. des einzelnen Organs, was nicht die Berücksichtigung komplexer 

Interaktionen der verschiedenen Zellpopulationen bzw. verschiedener Organsysteme 

erlaubt. Die Leberregeneration wird vor allem infolge eines Verlustes an funktionsfähigem 

Lebergewebe durch Resektion [215] oder toxische Schädigung [216] ausgelöst. Bei 

gleichzeitig konstanter Durchblutung der restlichen Organe im Einzugsgebiet der Pfortader 

kommt es aufgrund des reduzierten Gesamt-Gefäßquerschnittes in der Restleber zu 
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drastischen Anstiegen von Leberdurchblutung und Pfortaderdruck [217]. Somit steht der 

Regenerationsprozess in engem Zusammenhang mit Veränderungen von Mikro- und 

Makrohämodynamik [218, 219]. Um diese vielfältigen Faktoren berücksichtigen zu können, 

wurde diese Studie im in vivo Modell der partiellen Hepatektomie durchgeführt. 

Nachdem HIGGINS und ANDERSON 1931 [19] erstmals ein standardisiertes 

Modell der partiellen Hepatektomie in der Ratte beschrieben hatten, konnte zuletzt von 

GREENE und PUDER 2002 [189] ein ebenso sicheres peri- und intraoperatives Vorgehen 

für die partielle Hepatektomie in der Maus etabliert werden. Die Vorteile der Maus 

gegenüber der Ratte liegen in ihrer günstigeren Anschaffung und Haltung. Des Weiteren 

besteht eine breitere Verfügbarkeit von Antikörpern für molekularbiologische und 

immunhistochemische Untersuchungen und von transgenen Tieren, so dass insgesamt 

ein größeres Spektrum für potentielle Analysen und Versuchsanordnungen zur Verfügung 

steht [220]. 

Demgegenüber ist die Leberresektion in der Ratte aufgrund ihrer Größe und der 

fehlenden Gallenblase technisch einfacher durchführbar, wobei dieser Vorteil durch ein 

geschultes und standardisiertes Vorgehen bei der Maus kompensiert werden kann [189]. 

Die Notwendigkeit für ein solch standardisiertes Vorgehen ist gegeben, da nur durch die 

Resektion der prozentual gleichen Gewebemenge und der gleichen Leberlappen 

vergleichbare Regenerationsbedingungen gewährleistet werden können. So kommt es 

zum einen bei größeren Abweichungen von der angestrebten 68%igen Resektion zu 

signifikant geringerer Proliferationsaktivität. Zum anderen variiert auch das Ausmaß der 

Regeneration in Abhängigkeit von den verbleibenden Leberlappen [221]. 

Die chirurgische Präparation macht eine Narkose des Tieres unumgänglich, wobei 

im Rahmen der Leberresektion ein Isofluran/N2O Gemisch verwendet wurde. Isofluran hat 

neben seiner einfacheren Steuerung gegenüber anderen volatilen und intravenös 

verabreichten Anästhetika den Vorteil, dass es einer äußerst geringen Biotransformation 

unterliegt und so weder durch die Grundsubstanz noch durch seine Metabolite eine 

hepatotoxische Wirkung bedingt ist [222, 223]. Ähnlich dem älteren 

Inhalationsanästhetikum Halothan [224] soll es zwar in Einzelfällen bei wiederholter 

Isofluran Verwendung ebenfalls zu Transaminasen-Anstiegen [225] und Leberversagen 

gekommen sein [226]. Dieses konnte jedoch in der vorliegenden Studie nicht beobachtet 

werden, zumal die Tiere nur einmalig mittels Isofluran anästhesiert wurden. Ein weiterer 

Vorteil von Isofluran liegt in seiner im Vergleich zu Halothan und Enfluran geringeren 

kardiodepressiven Wirkung [227] sowie dem nur sehr geringen Einfluss auf die hepatische 
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Makro- und Mikrozirkulation [228, 229]. Das zusätzlich verwendete N2O, welches allein 

verwendet und in höheren Konzentrationen den Leberblutfluss beeinträchtigen kann [230], 

weist diesen Effekt in Kombination mit Isofluran nur noch marginal auf [231]. Auf eine 

postoperative analgetische Therapie wurde aufgrund der bekannten Verstoffwechselung 

und Induktion von leberspezifischen Enzymen durch die gängigen Präparate verzichtet 

[232], zumal das Verhalten der Tiere nach der Resektion nicht auf schmerzbedingte 

Einschränkungen schließen ließ. 

 

Die Analyse der hepatischen Mikrozirkulation erfolgte mit Hilfe der 

Intravitalmikroskopie, wobei in der Vergangenheit diverse Akut-Modelle zur quantitativen 

Analyse der mikrohämodynamischen Bedingungen in verschiedenen Organen etabliert 

wurden. So kann mittels Epi-Illumination und in vivo Fluoreszenzmikroskopie unter 

anderem die Mikrozirkulation von Gehirn [233], Herz [234], Lunge [235], Pankreas [236], 

Pankreas-Inseln [237], Magen [238], Darm [239], Mesenterium [240, 241], Milz [242] und 

Niere [243], sowie von Knochen [244], Haut [245-247] und Skelettmuskel [248, 249] 

quantitativ beurteilt werden. 

Allerdings macht dieses Modell zur Beurteilung der hepatischen Mikrozirkuation ein 

invasives Vorgehen mit Anästhesie, Laparotomie und Auslagerung der Leber erforderlich. 

Im Gegensatz zur Leberresektion handelte es sich hierbei um Finalversuche, für die eine 

kurzfristige Steuerbarkeit und ein schnelles Erwachen der Tiere nach der Narkose, wie es 

die Verwendung von Isofluran ermöglicht, nicht notwendig waren. Deshalb wurde zur 

Anästhesie der Tiere für die intravitalmikroskopischen Untersuchungen ein Ketamin-

Xylazin-Gemisch verwendet, welches in der Arbeitsgruppe bereits etabliert war [218, 250, 

251] und die für die Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation hämodymische 

Stabilität gewährleistete. Ketamin alleine erzeugt einen Bewusstseinszustand der 

dissoziativen Anästhesie, welcher sich durch Analgesie und Bewusstseinsverlust bei 

gleichzeitig erhaltenen Schutzreflexen und erhöhtem Sympathikotonus auszeichnet. Daher 

wirkt sich die Ketamin-Gabe nicht auf die intestinale Mikrozirkulation [252] oder den 

Leberblutfluss aus [253]. Xylazin ist ein �2-Adrenozeptor-Agonist, der sedativ-hypnotisch, 

analgetisch und muskelrelaxierend wirkt [254]. Somit ist es für die Kombination mit 

Ketamin geeignet, auch wenn eine atem- und kreislaufdepressorische Wirkung [255] 

sowie ein verringertes Ansprechen auf vasoaktive Mediatoren wie Noradrenalin und 

Bradykinin in Kauf genommen werden müssen [256]. Zu beachten ist jedoch, dass alle 

Versuchsgruppen dem gleichen Narkoseprotokoll unterlagen und deshalb Vergleiche der 



Diskussion Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     71 

hepatischen Mikrohämodynamik zwischen den Gruppen bei gleichem Ausmaß der 

eventuellen Kreislaufdepression möglich waren. Kurzfristige Erhöhungen der 

Transaminasen-Aktivitäten und Apoptoseraten nicht-parenchymatöser Leberzellen unter 

Ketamin-Xylazin [257] spielten hingegen keine Rolle, da diese Parameter für die 

intravitalmikroskopischen Untersuchungen nicht relevant sind. 

Neben dem Anästhesieverfahren liegen auch für die zur Intravitalmikroskopie 

unumgänglichen Schritte der Laparotomie und Leberauslagerung Hinweise in der Literatur 

vor, dass aus der damit verbundenen Traumatisierung des Gewebes eine Störung der 

Leberperfusion resultieren kann [258, 259]. Allerdings ließen sich bei Messungen der 

Leberdurchblutung in Ratten mittels radioaktiv markierten Mikrosphären keine 

signifikanten Unterschiede zwischen laparotomierten und nicht-laparotomierten Tieren 

nachweisen [260]. Nur nach Laparotomie und Auslagerung des linken Leberlappens 

können mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie mikrohämodynamische Parameter 

wie Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit in Sinusoiden sowie den zugehörigen 

afferenten und efferenten Gefäßen der Leber quantitativ bestimmt werden [261, 262]. 

Inwieweit Anästhesie und Präparation die Leberperfusion beeinflussen, lässt sich 

nicht abschließend beurteilen, da vergleichende Messungen mikrohämodynamischer 

Parameter an nicht-narkotisierten, nicht-laparotomierten Tieren derzeit nicht möglich sind. 

Zumindest ließen sich nach entsprechend vorsichtiger und standardisierter Auslagerung 

des Leberlappens weder makroskopische Hinweise auf eine Torquierung der 

versorgenden Gefäße finden, noch kam es zu intravitalmikroskopisch erfassbaren 

Perfusionsausfällen. 

5.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken 

Im Rahmen der vorliegenden Studie zur Bedeutung der vasoaktiven Systeme HO-1 

und NOS im Verlauf der Leberregeneration wurden sowohl in vitro als auch in vivo 

Untersuchungen durchgeführt. Neben der Untersuchung von physiologischer und 

modulierter Aktivität der vasoaktiven Enzymsysteme wurde auch deren Einfluss auf die 

hepatische Regeneration und Mikrohämodynamik analysiert. 

Die Aktivitäten von HO-1 und NOS-2 wurden in diesem in vivo Experiment nur 

indirekt bestimmt, auch wenn es spezialisierten Forschungsgruppen bereits gelungen ist, 

die von diesen Enzymen synthetisierten Gase CO und NO intravitalmikroskopisch 

nachzuweisen [263]. Für die HO-1-Aktivitätsbestimmung wurde die Quantifizierung der 

Proteinexpression mittels Western Blot Analysen und Immunhistochemie gewählt, da in 
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vitro Untersuchungen anhand des Nachweises aus Häm synthetisierten Bilirubins 

demonstrieren konnten, dass die HO-1-Aktivität mit dem Ausmaß der Proteinexpression 

korreliert [264]. 

Zur Beurteilung der NO-Synthese mussten zum einen verschiedene 

Isoenzymformen berücksichtigt werden. Zum anderen sah der Versuchsaufbau vor, die 

Modulation der NOS-Aktivität im Gegensatz zur HO-1-Aktivität nicht über die 

Proteinexpression zu realisieren. Stattdessen kam ein kompetitiver Inhibitor der NO-

Synthese zum Einsatz, dessen Effekt in einer weiteren Versuchsgruppe durch NO-

Substitution wieder aufgehoben wurde. Aus diesem Grund erwies es sich als sinnvoll, die 

NOS-Aktivität nicht über die Proteinexpression zu quantifizieren, sondern sie durch den 

indirekten Nachweis des synthetisierten NO zu bestimmen. Da NO sehr rasch 

metabolisiert und in die stabilen Abbauprodukte Nitrit und Nitrat umgewandelt wird [265], 

konnte deren verminderte Konzentration im Serum als Beleg einer erfolgreichen Inhibition 

der NO-Synthese genutzt werden [266, 267]. Neben anderen Methoden, wie der 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie oder der High-Performance Flüssigchromato-

graphie, stellt dabei die spektrophotometrische Bestimmung von Nitrit unter Verwendung 

der Griess-Reaktion eine etablierte und aufgrund identischer diätetischer Bedingungen für 

die Versuchstiere [268] verlässliche Möglichkeit zur Bestimmung der NO-Abbauprodukte 

Nitrit und Nitrat dar [269, 270]. 

Als eine weitere Möglichkeit zur Quantifizierung von synthetisiertem NO wurde die 

Bestimmung von nitrosylierten Tyrosinresten in Proteinen des regenerierten 

Lebergewebes herangezogen. Diese entstehen durch die Reaktion von Tyrosinresten mit 

Peroxynitrit, welches wiederum durch die Reaktion von NO mit einem Superoxid-Anion 

gebildet wird [271]. Mittels dieser Methode können Veränderungen des NO-Haushaltes 

sowohl durch NOS-Inhibitoren [272] als auch durch NO-Donore [203] nachgewiesen 

werden. 

Um die Guanylylzyklase Aktivität bestimmen zu können, welche prinzipiell durch CO 

und NO modifiziert werden kann [273, 274], erfolgte die Untersuchung des regenerierten 

Lebergewebes hinsichtlich des darin enthaltenen cGMP. Dieses wird durch die 

Guanylylzyklase aus Guanosin-Triphosphat synthetisiert und vermittelt unter anderem die 

vasoregulative Wirkung von CO und NO [275]. Andere Untersuchungen bestätigten 

bereits, dass sich Modulationen der HO-1- und NOS-Aktivität auf den hepatischen cGMP-

Gehalt auswirken und diese Veränderungen per ELISA-Technik erfasst werden können 

[276, 277]. 
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Zur Beurteilung der Leberregeneration wurden die Expression von PCNA und die 

Inkorporation von BrdU herangezogen. Beide bieten gegenüber anderen Parametern, wie 

z.B. dem Lebergewicht oder leberspezifischen Enzym-Konzentrationen den Vorteil, nicht 

durch intrinsische oder extrinsische Faktoren, welche nicht im Zusammenhang mit den 

Regenerationsvorgängen stehen, beeinflusst zu werden [278]. Auch der 

lichtmikroskopischen Quantifizierung mitotischer Figuren sind die immunhistochemischen 

Analysen von PCNA und BrdU überlegen. Entgegen dem Nachweis der Mitose werden sie 

als Parameter der Synthese-Phase in ihrer Aussagekraft nicht durch eine kurze Dauer im 

Zellzyklus und eine eingeschränkte objektive Auswertbarkeit reduziert. PCNA ist als 

Cofaktor der DNA-Polymerase-� ein wesentlicher Bestandteil der Synthese-Phase [279], 

auch wenn er ebenso in Prozesse wie z.B. der DNA-Reparatur oder DNA-Methylierung 

involviert ist [280]. Die Analyse der BrdU-Inkorporation stellt aufgrund des Einbaus von 

BrdU als Thymidin-Analogon in die DNA einen Referenzparameter zur Untersuchung der 

DNA-Syntheseaktivität dar [190], weshalb sie sich ideal zur Bestätigung der Resultate der 

PCNA-Expression eignet. 

Als immediate early gene ist c-fos im Vergleich zu PCNA und BrdU ein wesentlich 

früherer Marker der beginnenden Leberregeneration. Zudem bietet der mRNA-Nachweis 

mittels RT-PCR gegenüber der Proteinanalyse den Vorteil, diesen Vorgang bereits auf 

transkriptioneller Ebene nachvollziehen zu können [281]. Somit war die Möglichkeit 

gegeben, hämodynamisch bedingte Veränderungen der c-fos-Expression vor der 

Leberresektion nachzuweisen und so ein frühzeitiges Priming der Leberregeneration zu 

erfassen. 

Um die Auswirkungen einer Modulation von vasoaktiven Systemen auf die 

hepatische Mikrozirkulation evaluieren zu können, wurde die intravitale 

Fluoreszenzmikroskopie gewählt. Sie stellt eine etablierte Untersuchungstechnik dar, 

welche bereits in einer Vielzahl von Tiermodellen, wie z.B. Mäusen [282], Ratten [261] und 

Kaninchen [283] sowie in einigen Großtieren, wie Hunden und Affen [284], angewendet 

werden konnte. Gegenüber anderen indirekten Methoden wie der Mikrosphären-Technik 

[285], der Partialdruckmessung des Gewebesauerstoffs [286], der Xenon-Clearance-

Technik [287], der photochemischen Plethysmographie [288], der Thermographie [289] 

oder der Laser-Doppler-Flussmessung [290] bietet die intravitale Fluoreszenzmikroskopie 

den Vorteil der direkten Visualisierung hepatischer Gefäßstrukturen. Somit können die 

Durchblutung von Arteriolen, Sinusoiden und Venolen der Leber in vivo analysiert und 

dynamische Veränderungen direkt beobachtet werden [261]. 
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Die Analyse der hepatischen Mikrozirkulation ist sowohl in Epi- als auch in Trans-

Illumination möglich. Auch wenn die grundlegenden Erkenntnisse über die hepatische 

Angioarchitektur auf Untersuchungen in Trans-Illuminationstechnik zurückgehen [291] 

birgt diese Variante den Nachteil, auf eine sehr dünne, trans-illuminierbare Gewebedicke 

angewiesen zu sein. Dadurch wird selbst bei Kleintieren mit geringer Leberkapseldicke die 

untersuchbare Leberoberfläche auf den äußersten Rand eingeschränkt. Allerdings ist 

dieser während der Untersuchung in größerem Umfang durch Austrocknung und 

mechanische Manipulationen gefährdet, weshalb bezweifelt werden muss, dass hier 

physiologische Flussbedingungen herrschen. Diese Überlegung wird durch die 

Beobachtung bestätigt, dass bei Analyse mittels Trans-Illumination die Perfusion der 

Sinusoide deutlich eingeschränkt ist [292], wohingegen bei der Untersuchung in Epi-

Illuminationstechnik eine sinusoidale Perfusionsrate > 98% angegeben wird [261]. 

Durch die intravenöse Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen kann nicht nur ein 

großer Teil der Leberoberfläche mit seiner Angioarchitektur visualisiert, sondern auch die 

selektive Betrachtung verschiedener Parameter der hepatischen Mikrohämodynamik 

realisiert werden. In der vorliegenden Studie wurde FITC-Dextran zur Kontrastierung des 

Gefäßsystems benutzt [293]. Durch die Kombination der Intravitalmikroskopie in Epi-

Illuminationstechnik mit einem offline Bildverarbeitungsprogramm konnten diese 

Aufnahmen im Anschluss hinsichtlich Gefäßdurchmesser [294] und Blutzell-

geschwindigkeit [295] quantitativ analysiert werden. Als Einschränkung muss jedoch in 

Kauf genommen werden, dass vor allem bei Kleintieren wie der Maus die Auswertung 

dieser Aufnahmen durch Bewegungen der Leber aufgrund von Herzaktionen und 

atmungsbedingter Zwerchfellverschiebungen erschwert ist. 

Neben der Bestimmung von Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit 

erfolgte auf deren Grundlage auch die Berechnung von Blutvolumenfluss und Scherstress 

in Anlehnung an KOO et LIANG [296] bzw. HORI et al. [193]. Da das Ausmaß des 

Scherstresses neben dem Blutvolumenfluss, welcher auf eine definierte Gefäßoberfläche 

einwirkt, auch von der Viskosität der durchströmenden Flüssigkeit abhängig ist, wurde 

dieser Faktor ebenfalls in die Berechung mit einbezogen [194]. Die Viskosität wurde dabei 

für alle Tiere als konstant angenommen, auch wenn sie theoretisch bei höheren 

Wandscherraten (Wandscherrate � = 8 VQ / d) abnimmt [297]. Da diese Veränderungen 

im Bereich der hier gemessenen Wandscherraten allerdings keine statistische Signifikanz 

aufweisen, erschien es gerechtfertigt, diese Veränderungen bei der Berechnung des 

Scherstress unberücksichtigt zu lassen. 
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Als indirekte Parameter zur Bestimmung des Leberschadens nach Leberresektion 

erfolgte die Untersuchung des Blutplasmas auf leberspezifische Aminotransferasen und 

Bilirubin. Dabei kann die Erhöhung der Transaminasen als Korrelat einer hepatischen 

Zellschädigung verschiedener Genese gewertet werden [298]. Die differenzierte 

Bestimmung von der präferentiell mitochondrialen Aspartat-Aminotransferase und der 

zytoplasmatischen Alanin-Aminotransferase erlaubt es die Schwere der Leberschädigung 

abzuschätzen. Eine mitochondriale Freisetzung von Transaminasen erfolgt erst bei 

hepatozytärer Nekrose, während die zytoplasmatischen Transaminasen auch bei 

beginnender Zell-Hypoxie ins Serum abgegeben werden, ohne dass es zum Zelluntergang 

kommen muss [299]. Ähnlich ist es auch bei der Bestimmung von Bilirubin durch 

Differenzierung von konjugiertem und unkonjugiertem Bilirubin möglich, die Lokalisation 

der Schädigung besser einzuschätzen [300]. So spricht eine Erhöhung des unkonjugierten 

Bilirubins eher für eine prä-hepatische, die Erhöhung des konjugierten Bilirubins eher für 

eine post-hepatische Genese des Ikterus [301]. 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

Im Verlauf des letzten Jahrhunderts war die Leber mit ihrer einzigartigen 

Regenerationsfähigkeit Mittelpunkt einer Vielzahl von Studien, wobei meist die Vorgänge 

nach Leberresektion untersucht wurden. Vor allem seit dem letzten Jahrzehnt war es 

durch die Fortschritte in der Molekularbiologie möglich, die zugehörigen Prozesse der drei 

Hauptphasen der Leberregeneration – Initiation, Proliferation und Terminierung – besser 

zu verstehen. Es konnte jedoch bisher nicht exakt geklärt werden, welche Veränderungen 

das Signal zum Start der Regeneration geben. 

Bei der Klärung dieser Frage rückten die hämodynamischen Veränderungen nach 

Leberresektion in den Mittelpunkt, da die Zunahme des Verhältnisses von Blutfluss zu 

Lebergewebe ein charakteristisches, unmittelbares Ereignis zu Beginn der Regeneration 

darstellt. Diese Hypothese kann heute als weitestgehend belegt angenommen werden. So 

wurde zum einen der rasche Anstieg des portal-venösen Druckes, welcher als Korrelat 

des steigenden Scherstresses herangezogen werden kann, als initiales Ereignis des 

Regenerationsprozesses beschrieben [72, 302]. Zum anderen war es möglich, ein 

hämodynamisches Modell der Leberregeneration zu etablieren [303]. In diesem wird durch 

selektive Unterbindung des portal-venösen Zuflusses eines Teiles der Leber ein 
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kompensatorischer Anstieg des portal-venösen Flusses in den verbleibenden 

Leberlappen, vergleichbar mit dem Zustand nach partieller Hepatektomie, erzielt [304]. 

Der starke Anstieg des Leberbluttflusses kann dabei nicht durch den reduzierten 

arteriellen Zufluss kompensiert werden und so resultiert ein erhöhter Scherstress [305]. 

Die daraus resultierende Proliferation des hyperperfundierten Lebergewebes entspricht 

dabei sowohl in ihrem Ausmaß als auch in den molekularbiologischen Vorgängen der 

Regeneration nach partieller Hepatektomie [306, 307]. 

Relevant für die darauffolgenden Studien waren somit Proteine, deren Expression 

durch Scherstress beeinflussbar ist, weshalb vor allem die NOS-2 aber auch die NOS-3 im 

Zusammenhang mit der Leberregeneration untersucht wurden [188, 308]. Daneben ließen 

sich jedoch auch eindeutige Hinweise dafür finden, dass die HO-1, ein Enzymsystem, 

welches viele Gemeinsamkeiten mit der NOS aufweist, ebenso durch ansteigenden 

Scherstress induzierbar ist [309, 310]. 

Sowohl NOS als auch HO-1 sind dabei in der Lage, über ihre gasförmigen 

Mediatoren NO bzw. CO vasoregulativ zu wirken, können aber auch komplexere 

Vorgänge, wie z.B. die Apoptose beeinflussen [169, 311]. Inwieweit diese beiden 

Enzymsysteme im Verlauf der Leberregeneration miteinander interagieren, wurde bisher 

jedoch noch nicht untersucht. 

5.2.1 Expression vasoaktiver Enzymsysteme nach �-Hepatektomie 

Die Leberteilresektion führte bereits nach 4 h zum 5-fachen Anstieg der HO-1-

Proteinexpression, welche nach 48 h ihr Maximum mit einer 30-fach erhöhten Expression 

gegenüber nicht regenerierendem Lebergewebe erreichte. Eine ähnliche Dynamik konnte 

auch in den Versuchen von LYOUMI et al. [312] beobachtet werden. In dieser Studie lag 

die maximale HO-1-Expression zwar bei 6 h, allerdings muss bei der Interpretation der 

Daten berücksichtigt werden, dass nicht die Protein-, sondern die mRNA-Expression 

untersucht wurde. Zudem handelte es sich bei den Versuchstieren nicht um Mäuse, 

sondern um Ratten, deren Regeneration zu Beginn einen schnelleren Verlauf aufweist 

[24]. 

Bei der Identifikation der zugrunde liegenden Mechanismen, welche die HO-1 

Induktion verursachen, müssen zunächst artifizielle Störungen beachtet werden. Durch 

den Verzicht auf Analgetika oder Anästhetika, wie z.B. Phenobarbital, wurde eine 

Inhibition der HO-1, vermittelt durch Cytochrom P450-Induktion, verhindert [313, 314]. Die 

angewendete Isofluran-Narkose ist theoretisch auch in der Lage, die HO-1 zu induzieren 
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[315]. Dies wird allerdings erst nach deutlich längeren Expositionszeiten von über 5 h 

beobachtet [316]. 

Wie bereits erwähnt, stellt der direkt nach Leberteilresektion drastisch erhöhte 

Scherstress einen möglichen Initiator der Regeneration dar. Deshalb ist zu klären, auf 

welche Weise dieses mechanische Signal in eine zelluläre Reaktion umgesetzt werden 

kann und inwieweit die HO-1 mit ihrer Vielzahl an Regulationsmöglichkeiten [317] damit in 

Verbindung steht. Zum einen konnte von WAGNER et al. [309] nachgewiesen werden, 

dass Scherstress zu einer verstärkten HO-1-Expression in glatten Gefäßmuskelzellen 

sowie die gesteigerte CO-Synthese zur Aktivierung der Guanylylzyklase führt. Zum 

anderen ist bekannt, dass die Einwirkung von Scherstress auf Endothelzellen eine 

Stabilisierung des Proteins NF-E2-related factor 2 bedingt [318]. Dieses Protein kann 

wiederum durch Bindung an die entsprechenden Motive im Promotor des HO-1-

kodierenden Gens, das antioxidant response element (ARE) sowie das stress response 

element (StRE), die Protein-Synthese von HO-1 in den Endothelzellen erhöhen [310, 319]. 

Somit stehen sowohl für glatte Gefäßmuskelzellen als auch für Endothelzellen 

Mechanismen der scherstress-bedingten HO-1-Induktion zur Verfügung. Der Prozess 

dieser sogenannten Mechanotransduktion läuft nach heutigen Vorstellungen über die 

Öffnung von K+-Kanälen und einen durch die resultierende Hyperpolarisation der Zelle 

hervorgerufenen Ca2+-Einstrom ab [320, 321]. Danach kann dieses Signal unter anderem 

durch Ca2+-abhängige Kinasen die Expression und Aktivität verschiedener Proteine 

modifizieren. 

Eine andere Hypothese wurde von FAUSTO [24] aufgestellt, der die stärkere 

Belastung der nach Resektion verbleibenden Leber durch unvermindert anfallende 

Stoffwechselprodukte im Einzugsgebiet der Pfortader als Initiator der Leberregeneration 

postulierte. Diese Stoffwechselprodukte und deren Metabolite führen zu einem Anstieg der 

reaktiven Sauerstoffabkömmlinge und erhöhen den oxidativen Stress der betroffenen 

Zellen. Dieser oxidative Stress ist wiederum in der Lage, zentrale Proteine der 

Leberregeneration, wie NF�B oder AP-1, über das entsprechende ARE in der 

Promotorregion ihres kodierenden Gens zu induzieren [322]. Es sollte dabei erwähnt 

werden, dass die HO-1 sowohl direkt durch oxidativen Stress über das eigene ARE [323] 

als auch indirekt durch NF�B und AP-1 [324, 325] induziert werden kann. Allerdings ist 

diese Hypothese umstritten, da die NF�B-Aktivierung im Rahmen der Leberregeneration 

unabhängig vom Vorhandensein des NADPH-Oxidasesystems, einer zellulären 

Hauptquelle reaktiver Sauerstoffabkömmlinge, ist [326] und somit andere Aktivatoren in 
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Betracht gezogen werden müssen. Interessanterweise kann auch NF�B durch 

ansteigenden Scherstress induziert werden, da dieser Integrin-abhängig zur Aktivierung 

der I�B-Kinase führt, so dass I�B vermehrt degradiert und NF�B in den Zellkern 

transloziert wird [327]. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass die HO-1 nach Leberresektion durch 

oxidativen Stress, aber auch durch Scherstress induzierbar ist und dies in beiden Fällen 

sowohl direkt als auch indirekt über den Zwischenschritt der NF�B-Aktivierung geschehen 

kann. Scherstress kann eine HO-1-Induktion zunächst nur in Endothelzellen und glatten 

Gefäßmuskelzellen erzeugen. Danach könnte sich dieses Signal jedoch durch parakrine 

Mechanismen z.B. über die erhöhte CO-Produktion mit nachfolgender Aktivierung der 

Guanylylzyklase auf die umliegenden Leberparenchymzellen ausbreiten, da die HO-1-

Expression ebenfalls durch cGMP induzierbar ist [328]. Unterstützung erhält diese 

Hypothese durch die Beobachtung, dass in der regenerierenden Leber nach Induktion von 

Cytochrom P450 nicht nur die HO-1-Expression reduziert ist, sondern auch die cGMP-

Konzentration des regenerierenden Lebergewebes vermindert ist. Die HO-1-Inhibition 

ließe sich damit hier zum einen durch die geringere Häm-Verfügbarkeit aber auch durch 

die fehlende Selbstverstärkung über den Guanylylzyklase-cGMP-Weg erklären [312]. 

 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

nach Leberresektion vermehrt NO produziert wird [162, 329]. Deshalb wurde in der 

vorliegenden Studie analog zur HO-1 die Expression der NOS-2 als induzierbare 

Isoenzymform der NOS im Verlauf der Leberregeneration untersucht. Im Gegensatz zur 

HO-1 konnte jedoch keine verstärkte Expression der NOS-2 in der Western Blot Analyse 

beobachtet werden. Die NOS-2 Proteinlevel blieben nach der Leberresektion auf dem 

Niveau nicht regenerierenden Lebergewebes. 

Die Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen dazu sind sehr kontrovers und bedürfen 

einer sorgfältigen Interpretation. Als kleinster gemeinsamer Nenner lässt sich festhalten, 

dass NO nach der Leberregeneration freigesetzt wird. Über den zugrunde liegenden 

Mechanismus, die genaue Quelle und Funktion des NO existieren jedoch verschiedene 

Vorstellungen. Als Quelle kommt neben der NOS-2 auch die endotheliale Isoenzymform 

NOS-3 in Frage. Von dieser nimmt man an, dass sie die größere Bedeutung bei der 

Reaktion auf Veränderungen der Hämodynamik hat [330], wie sie auch in der Leber nach 

partieller Hepatektomie beobachtet werden können. 
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Die NOS-3 reagiert über verschiedene Wege auf erhöhten Scherstress. Auch wenn 

sie im Gegensatz zur NOS-2 prinzipiell als konstitutiv exprimiert gilt, konnte eine bis zu 

8-fach gesteigerte Expression der NOS-3-mRNA bei zunehmendem Scherstress 

beobachtet werden. Dies wird Ca2+-abhängig durch K+-Kanalöffnung reguliert [331, 332]. 

Für die erhöhten NOS-3-mRNA-Spiegel sind transskriptionale wie posttransskriptionale 

Mechanismen verantwortlich, die neben dem Scherstress auch durch andere Faktoren, 

wie Zellwachstum oder HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, gesteuert werden können [333]. 

Daneben kann die NO-Produktion der NOS-3 ihrer Klassifikation als Ca2+/Calmodulin-

abhängiges Enzym zufolge ebenfalls durch verschiedene Agonisten, die zum Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration führen, gesteigert werden [330]. Interessanterweise ist 

zwar auch bei erhöhtem Scherstress ein Anstieg des intrazellulären Ca2+-Spiegels 

nachweisbar [334], der biphasische, bis zu 13-fache Anstieg der NO-Produktion nach 

Steigerung des Scherstresses ist allerdings Ca2+- und Calmodulin-unabhängig und wird 

vor allem durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase vermittelt [335-337]. 

Im Gegensatz zur NOS-3 wird die NO-Produktion der NOS-2 weniger durch 

posttranslationale Aktivierung des Proteins, sondern - ihrer Klassifikation als induzierbare 

Isoenzymform der NOS folgend - durch eine Erhöhung der Proteinexpression gesteigert 

[338]. In neueren Studien konnte neben verschiedenen Zytokinen und dem 

Bakterienwandbestandteil Lipopolysaccharid ebenfalls der Faktor Scherstress als 

potentieller Induktor der NOS-2 im Gefäßendothel identifiziert werden [339]. Als Vermittler 

dieser scherstress-bedingten Induktion spielt wiederum NF�B eine zentrale Rolle, dessen 

Bedeutung bereits für die NOS-2-Induktion in der regenerierenden Leber belegt werden 

konnte [161]. 

Somit lässt sich zusammenfassen, dass die gesteigerte NO-Produktion nach 

partieller Hepatektomie zum einen durch transkriptionale sowie post-translationale 

Aktivierung der NOS-3 erklärbar ist. Zum anderen kann sie ihren Ursprung auch in der 

Zytokin- oder Scherstress-bedingten Induktion der NOS-2 haben. Welche Bedeutung CO 

und NO für die hepatische Mikrohämodynamik oder Leberregeneration haben, lässt sich 

allerdings aus deren Aktivierbarkeit nicht ablesen und soll daher gesondert unter 5.2.3 und 

5.2.4 diskutiert werden. 
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5.2.2 Modulation der vasoaktiven Systeme HO-1 und NOS 

Die Zielstellung der Experimente lag in der Charakterisierung der komplexen 

Interaktionen der vasoaktiven Gase CO und NO, synthetisiert durch HO-1 bzw. NOS, im 

Kontext der hepatischen Mikrozirkulation und Leberregeneration. Eine Untersuchung aller 

möglichen Konstellationen von reduzierter und gesteigerter CO- bzw. NO- Verfügbarkeit 

einschließlich der jeweiligen Versuchsgruppen zur Bestätigung der Ergebnisse mittels 

Substitution des vermindert produzierten Gases hätte allerdings den Rahmen dieses 

Projektes weit überschritten. Zur Bedeutung von NO im Verlauf der Leberregeneration 

liegt eine Reihe von Studien vor. Diese berücksichtigen jedoch nicht den Einfluss der CO-

produzierenden HO-1, obwohl deren zentrale Rolle sowohl für die hepatische 

Mikrozirkulation [119] als auch für protektive Effekte in verschiedenen 

Leberschädigungsmodellen [118] belegt werden konnte. Daher konzentrierte sich die 

vorliegende Arbeit auf die Auswirkungen einer gesteigerten CO-Synthese bei 

physiologischer oder reduzierter NO-Verfügbarkeit. 

 

Die Induktion der HO-1 mittels CoPP-IX hatte vorrangig zum Ziel, die CO-

Produktion zu steigern. Die erhöhte HO-1-Expression konnte bei Untersuchungen 48 h 

nach Hepatekomie sowohl mittels Western Blot Analysen des regenerierenden 

Lebergewebes, als auch durch immunhistochemischen Nachweis HO-1-positiver Zellen 

belegt werden. Gegenüber Versuchstieren ohne CoPP-IX-Behandlung stellte sich eine 

13-fach höhere Proteinexpression bei 2,5-fach erhöhter Anzahl an HO-1-exprimierenden 

Zellen dar. Dieser beobachtete Effekt von CoPP-IX geht mit den Ergebnissen anderer 

Arbeitsgruppen einher, die ebenfalls über eine anhaltende HO-1-Induktion von mehr als 

zehn Tagen nach einmaliger Gabe von CoPP-IX berichtet hatten [198, 199]. In der 

Vergangenheit kamen anorganische Zinn- und Cobalt-Verbindungen zur HO-1-Induktion 

zum Einsatz [340]. Später wurde ein erstaunlicher Effekt der gleichen Metalle in 

organischen Verbindungen bzw. als Chelat in Porphyrinen gebunden entdeckt [341]. 

Während anorganisch gebundenes Zinn die HO-1 induziert, ist es als Chelat gebunden ein 

wirkungsvoller Inhibitor der HO-1-Aktivität. Paradoxerweise erzeugt Cobalt als Chelat 

gebunden eine vielfach höhere Steigerung der HO-1-Expression und damit einhergehend 

auch der HO-1-Aktivität [341, 342]. Dieser Effekt von CoPP-IX erreicht 24 – 48 h nach 

Verabreichung seine maximale Wirkung, hält danach jedoch unvermindert ca. drei bis fünf 
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Wochen an [341]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass über den gesamten 

Zeitraum des Versuches eine vielfach erhöhte CO-Verfügbarkeit gewährleistet war. 

 

Da, wie eingehend geschildert, nicht eindeutig bekannt ist, ob NOS-2 und/oder 

NOS-3 an der NO-Produktion in der regenerierenden Leber beteiligt sind, wurde zur 

Verminderung der NO-Synthese der unselektive Inhibitor L-NAME eingesetzt. Der zur 

Überprüfung einer erfolgreichen NOS-Inhibition durchgeführte Nitrit/Nitrat-Assay konnte 

einen ca. 30%igen Rückgang der NO-Produktion nach L-NAME-Behandlung sichern. Der 

Mittelwertunterschied verfehlte allerdings mit p = 0.067 knapp ein statistisch signifikantes 

Niveau. Die Ursache hierfür ist wahrscheinlich der Zeitpunkt der Probengewinnung, da 

andere Arbeitsgruppen mit kürzeren Versuchsdauern einen deutlichen, statistisch 

signifikanten Rückgang der Nitrit/Nitrat-Konzentration im Plasma L-NAME-behandelter 

Versuchstiere demonstrieren konnten [267, 343, 344]. Das L-Arginin Substratanalogon 

L-NAME, welches selbst eine Halbwertzeit von ca. 20 min aufweist, wird nach Aufnahme 

in den Blutkreislauf mit einer Verzögerung von ca. 30 min in seine aktive Form NG-

Nitro-L-Arginin umgewandelt, welches eine Halbwertzeit von ca. 23 h besitzt [345]. NG-

Nitro-L-Arginin vermittelt die reduzierte NO-Verfügbarkeit danach sowohl durch direkte 

Inhibition der NOS, als auch durch kompetitive Inhibition des Arginin-Transportes über die 

hepatozytäre Plasmamembran [346]. In einer Untersuchung zur hämodynamischen 

Aktivität von L-NAME durch CONNER et al. [347] mit einer 30-fach niedrigeren L-NAME 

Dosis konnten 3-6 h andauernde Verringerungen von Darm- und Leberdurchblutung erzielt 

werden. Daher ist davon auszugehen, dass im vorliegenden Versuchsaufbau eine 

hämodynamische Wirksamkeit von L-NAME zum Zeitpunkt der Intravitalmikroskopie 

ebenso gegeben war, wie eine wirkungsvolle NOS-Blockade nach Leberresektion. Dies 

sollte durch die wiederholte Applikation von L-NAME direkt nach dem Eingriff sichergestellt 

sein, auch wenn 48 h nach der letzten Gabe des NOS-Inhibitors ein signifikanter Nachweis 

der Wirksamkeit auf metabolischer Ebene ausbleibt. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Nitrit/Nitrat-Assays zeigte auch die 

3-NT Western Blot Analyse bei Tieren mit L-NAME-Behandlung eine deutliche Reduktion 

nitrosylierter Tyrosinreste im regenerierenden Lebergewebe. Wiederum verfehlte der 

Vergleich aller Versuchsgruppen ein statistisch signifikantes Niveau, was wie im Falle des 

Nitrit/Nitrat-Assays wahrscheinlich auf das längere Interall nach der letzten L-NAME-

Applikation zurückgeführt werden kann. Anderen Arbeitsgruppen war es bei kürzeren 

Versuchszeiträumen gelungen, eine signifikante Reduktion nitrosylierter Tyrosinreste nach 
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Gabe von L-NAME nachzuweisen [348]. Die Gabe des NO-Donors Molsidomin führte bei 

Tieren mit L-NAME-Behandlung zum Anstieg der nitrosylierten Proteine im Lebergewebe 

auf das Niveau der Versuchstiere ohne L-NAME-Applikation. Diese Ergebnisse lassen, 

wie bereits von SADRI et al. [349] und GUARINO et al. [350] beschrieben, den Schluss zu, 

dass die durch L-NAME induzierte NOS-Inhibition mit konsekutiv reduzierter NO-

Verfügbarkeit durch die zusätzliche Gabe von Molsidomin kompensiert werden kann. 

5.2.3  Einfluss des modulierten CO- und NO-Haushaltes auf die 
Mikrozirkulation der Leber vor �-Hepatektomie 

Den hämodynamischen Veränderungen nach �-Hepatektomie wird eine 

entscheidene Rolle in der Steuerung der Leberregeneration zugesprochen [72, 302], 

weshalb mittels der vorliegenden Studie erstmals geklärt werden sollte, ob durch die 

gezielte Beeinflussung vasoaktiver Systeme im Vorfeld der Resektion die 

Leberdurchblutung soweit moduliert werden kann, dass sich dies auch auf die 

nachfolgende Regeneration auswirkt. 

 

In der Vergangenheit belegte eine Vielzahl von Studien, dass kein uniformes 

Interaktionsmuster zwischen CO-produzierender HO und NO-produzierender NOS 

besteht, sondern dieses vielmehr abhängig vom jeweiligen Organ bzw. Gefäßabschnitt ist. 

So beobachteten ISHIKAWA et al. [351] in Untersuchungen der zerebralen 

Mikrozirkulation bei unbeeinflusster NO-Synthese eine vasokonstriktive Wirkung von CO 

sowie eine signifikante Zunahme der Gefäßdurchmesser nach HO-Inhibition. In den 

afferenten Arteriolen der Niere ließen sich hingegen bei physiologischer NOS-Aktivität 

keine Veränderungen der Gefäßdurchmesser nach HO-Inhibition feststellen, dafür aber 

eine Vasodilatation nach CO Applikation [352]. Im Folgenden soll nun zunächst diskutiert 

werden, welche Möglichkeiten zur Regulation und Interaktion der CO-produzierenden 

HO-1 und der NO-freisetzenden NOS prinzipiell zur Verfügung stehen, um danach die 

gewonnen Erkenntnisse zur Modulation der hepatischen Mikrozirkulation besser verstehen 

zu können. 

 

Es ist bekannt, dass sowohl CO als auch NO in der Lage sind, die Guanylylzyklase 

zu aktivieren und dadurch die Synthese des vasodilatativ wirksamen cGMP auszulösen 

[275]. Auch wenn die Wirksamkeit von CO in Bezug auf die Guanylylzyklase umstritten ist, 

konnten MORITA et al. [353] in einer in vitro Studie demonstrieren, dass die durch 
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Hypoxie ausgelöste Vasodilatation durch die cGMP-Produktion glatter Gefäßmuskelzellen 

mediiert wird, welche nicht von der NO-, sondern der HO-1-gesteuerten CO-Synthese 

abhängig ist. Ebenso wurde unter septischen Bedingungen eine HO-1-bedingte 

gesteigerte cGMP-Synthese in der Gefäßwand mit nachfolgender Relaxation der 

Gefäßmuskelzellen nachgewiesen [276]. Demgegenüber stehen die Erkenntnisse von 

IMAI et al. [184], welche in transgenen Mäusen mit HO-1-Überexpression in glatten 

Gefäßmuskelzellen einen Anstieg des Blutdruckes beschrieben, welcher nicht durch NO-

Donore sondern nur durch einen HO-1-Inhibitor gesenkt werden konnte. Einhergehend mit 

den in vitro Versuchen von INGI et al. [354] wurde auf eine Desensitivierung der 

Guanylylzyklase gegenüber NO durch hohe, lokale CO-Konzentrationen mit nachfolgend 

reduzierter cGMP-Synthese und konsekutiv erhöhtem Vasotonus geschlossen. Die 

resultierende cGMP-Konzentration ist somit abhängig vom biologischen Gewebe sowie 

der jeweiligen pathophysiologischen Situation. 

Im Falle der Leberregeneration war zwar kein signifikanter Anstieg der cGMP-

Konzentration im regenerierenden Lebergewebe zu ermitteln [312] und auch die 

Modulation der HO-1 und NOS in der vorliegenden Studie konnte die cGMP-Synthese 

nach Hepatektomie nicht wesentlich beeinflussen. Trotzdem kann eine Regulierung des 

Leberblutflusses durch eine intrahepatische cGMP-Synthese nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. KOIDE et al. verwiesen in diesem Fall darauf, dass der cGMP-

Gehalt der Leber während der Regeneration wohl unverändert bleibt, sich aber die 

intrazelluläre Verteilung von cGMP deutlich ändert und es regional zu einem 2- bis 

3fachen Aktivitätsanstieg der Guanylylzyklase kommen kann [355]. Somit scheint cGMP 

doch eine bedeutende Rolle im Verlauf der Leberregeneration zuzukommen. Es bleibt 

jedoch weiterhin ungeklärt, welchen Beitrag diese intrazelluläre Umverteilung der 

Guanylylzyklaseaktivität zur Steuerung der Leberperfusion leistet. 

Eine weitere Möglichkeit zur Steuerung der Gefäßweite durch CO und NO stellt die 

Beeinflussung von Calcium-aktivierten K+-Kanälen dar, deren Aktivierung zur 

Hyperpolarisation von glatten Gefäßmuskelzellen mit nachfolgender Vasodilatation führt 

[356, 357]. Dabei unterscheiden sich jedoch sowohl Mechanismen als auch Ausmaß der 

Aktivierbarkeit der Ionenkanäle durch CO bzw. NO, da die Moleküle an verschiedene 

Untereinheiten des Kanalproteins andocken [358]. Somit wird auch die Beobachtung von 

WANG et WU [185] erklärbar, dass in diesem Fall NO ab einer kritischen Konzentration 

die Aktivierung der Ca2+-abhängigen K+-Kanäle verhindert. Eine praktische Konsequenz 

dieser Interaktion konnte für die Leberdurchblutung bisher nicht belegt werden, auch wenn 
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die Bedeutung der CO-mediierten Vasodilatation über eine K+-Kanal-Aktivierung bereits 

für mesenteriale Gefäße in vitro demonstriert wurde [359]. 

Daneben wird für CO auch die Möglichkeit diskutiert, dass eine zusätzliche 

vasorelaxierende Wirkung auf der Inhibition von Cytochrom P450 beruhen könnte [360]. 

Hierdurch würden vermindert vasokonstriktive Metabolite des Arachidonsäure-

Stoffwechsels freigesetzt werden, deren Wirkungen auf das Gefäßsystem von ROMAN 

2002 [361] beschrieben wurde. Die Effizienz dieses Mechanismus konnte allerdings nur 

für den Ductus arteriosus gesichert werden, während er in anderen Gefäßen gegenüber 

der cGMP-Synthese und Aktivierung von K+-Kanälen nur einen geringen Stellenwert zu 

haben scheint [115]. Demgegenüber steht die differenzierte Betrachtung von Endothelin-1, 

welches ebenfalls von Cytochrom P450 synthetisiert wird. Unabhängig von einer 

möglichen Cytochrom P450-Inhibition waren sowohl CO als auch NO fähig, die 

Freisetzung des potenten Vasokonstriktors Endothelin-1 zu vermindern [362]. Dies 

beschränkte sich jedoch nicht nur auf den Ductus arteriosus, da STANFORD et al. [363] 

ebenso nachweisen konnten, dass durch CO-Applikation die Endothelin-1-Freisetzung in 

den glatten Gefäßmuskelzellen der Pulmonalarterie reduziert wird. Diese Erkenntnis ist 

von besonderer Bedeutung für die Analyse der modulierten hepatischen Mikrozirkulation, 

da Endothelin-1 eine zentrale Rolle in der Regulation aller Gefäßabschnitte der Leber 

zugeschrieben wird [364]. Zudem ließ sich neben der Freisetzung von endogenem 

Endothelin-1 auch die vasokonstriktive Wirkung von exogen zugeführtem Endothelin-1 auf 

Lebersinusoide durch CO reduzieren [365]. 

Die Perfusion der Leber ist einer heterogenen Steuerung durch CO und NO 

unterworfen. Während der Gefäßtonus der Leberarterie vor allem durch NO 

aufrechterhalten wird, unterliegt der Tonus der venösen Gefäße sowie der Lebersinusoide 

der Kontrolle von CO [119, 123]. Einen vereinigenden Erklärungsansatz bei der 

Interpretation dieser diffizilen Wirkungsmechanismen von CO und NO versucht WANG zu 

geben [115]. Er weist darauf hin, dass vor allem die Verfügbarkeit von Produktions- und 

Rezeptorsystemen entscheidend ist. Wenn in einem bestimmten Gefäßabschnitt deutlich 

mehr CO-produzierende HO exprimiert wird und nur wenig NO-produzierende NOS, so 

kann eine Inhibition der NO-Synthese nur einen geringen Einfluss auf den Gefäßtonus 

haben und vice versa. Ist die Vasotonuskontrolle von der Endothelinsynthese abhängig, 

hat CO über die Inhibition des Endothelin-1-produzierenden CYP450-Systems sowie über 

die reduzierte ET-1-Rezeptorempfindlichkeit die Möglichkeit, vasodilativ zu wirken. 

Genauso verhält es sich möglicherweise mit der Guanylylzyklase und den Ca2+-
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abhängigen K+-Kanälen. Überwiegt die cGMP-vermittelte Vasodilatation gegenüber der 

Öffnung von K+-Kanälen, so kann, wie IMAI [184] demonstriert hat, durch die 

Überproduktion von CO mit nachfolgender Desensitivierung der Guanylylzyklase für NO 

auch eine Blutdruckerhöhung im Körperkreislauf resultieren. Umgekehrt kann die CO-

produzierende HO eine größere Bedeutung erhalten, wenn - wie im Fall der portalvenösen 

Vasotonuskontrolle - dieses Gleichgewicht zugunsten der K+-Kanäle verlagert wird. 

Hierbei handelt es sich jedoch um vereinfachte Modellvorstellungen, da die 

Interaktionen in vivo um ein Vielfaches komplexer sind. So müssten auch die 

synthetisierenden Enzyme betrachtet werden, die sich ebenfalls gegenseitig beeinflussen 

können. Denn während die NOS über AP-1 und cGMP die HO-1 induzieren kann, ist die 

HO-1 ihrerseits in der Lage, die Produktion von NO zu vermindern [96, 182, 186]. Neben 

der Konkurrenz um NADPH als Elektronendonator benötigt die NOS auch Häm als 

prosthetische Gruppe, welche bei erhöter HO-Aktivität schneller degradiert wird [366, 367]. 

Des Weiteren ist CO in der Lage, sowohl die NOS-Aktivität direkt zu reduzieren als auch 

die Expression der NOS-2 zu inhibieren [366, 368]. Diese Betrachtung ist allerdings in der 

vorliegenden Studie von untergeordneter Bedeutung, da in den einzelnen 

Versuchsgruppen die gegenseitigen Beeinflussungen durch Gabe von L-NAME bzw. 

CoPP-IX überdeckt wurden. 

 

Bei der Analyse der aktuell erhobenen Daten konnte festgestellt werden, dass in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen von LI et al. [369], welche die hepatische 

Makrohämodynamik eingehend studiert haben, eine alleinige NOS-Inhibition zu keiner 

Veränderung der portalvenösen Hämodynamik führt. Auch in einem Modell der isoliert 

perfundierten Rattenleber verursachte die NOS-Inhibition keine Veränderung des 

hepatischen Gefäßwiderstandes [119], weshalb NO zumindest in der physiologischen 

Makro- und Mikrohämodynamik der Leber eine geringere Rolle zu spielen scheint. 

Allerdings bewirkte in der vorliegenden Studie die durch HO-1-Induktion gesteigerte 

Verfügbarkeit von CO im Gegensatz zu den Beobachtungen von SUEMATSU et al. [119] 

und WAKABAYASHI et al. [365] in der isoliert perfundierten Rattenleber keine weitere 

Verminderung des hepatischen Gefäßwiderstandes. Neben den unterschiedlichen 

Versuchstierspezies müssen auch die verwendeten ex vivo Modelle kritisch betrachtet 

werden. Hierbei wird die Leber durch Albumin- und Hämoglobin-freie Lösungen perfundiert 

und dies in der Regel allein durch die kanülierte Portalvene. Dadurch werden 

Rückschlüsse auf die in vivo Situation erschwert, da somit Interaktionen von CO und NO 
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mit verschiedenen Hämoproteinen entfallen. Außerdem hat die duale Perfusion der Leber 

durch Portalvene und Leberarterie, welche über prä-sinusoidale intrahepatische Shunts 

verbunden sind, einen großen Stellenwert bei der Aufrechterhaltung physiologischer 

Flussverhältnisse [370]. 

Signifikant gesteigerte Blutvolumenflüsse sind in der vorliegenden Studie 

interessanterweise nur bei HO-1-überexprimierenden Tieren mit gleichzeitig blockierter 

NO-Synthese nachweisbar. Dabei beruht diese Steigerung nach genauerer Analyse der 

einzelnen mikrozirkulatorischen Parameter sowohl auf der erhöhten 

Blutzellgeschwindigkeit als auch auf dem tendenziell größeren Durchmesser der 

untersuchten Gefäße. Ebenfalls liegen die Scherstresswerte in diesen Tieren deutlich, 

wenn auch nicht signifikant, über den Werten der Tiere ohne die gleichzeitige Modulation 

von HO-1 und NOS. Ursache für die geringeren Unterschiede im Vergleich zu den 

Blutvolumenflusswerten ist die stärkere Berücksichtigung des Durchmessers bei der 

Berechnung des Scherstresses. Dieser spiegelt die Einwirkung der Kraft des Blutstromes 

auf die Oberfläche der Gefäßwand wider, welche bei höheren Durchmessern 

entsprechend vergrößert ist und den Scherstress dadurch verringert. Da die Tiere mit 

gleichzeitiger HO-1-Induktion und NOS-Inhibition tendenziell höhere Gefäßdurchmesser 

aufweisen, wird die Auswirkung des stark erhöhten Blutvolumenflusses auf den 

Scherstress teilweise kompensiert. 

Die gesteigerte CO-Produktion nach alleiniger HO-1-Induktion erwies sich als 

ineffektiv, die hepatische Mikrohämodynamik zu modulieren. Erst durch die zusätzlich 

reduzierte NO-Verfügbarkeit war eine effektive Modulation mikrozirkulatorischer Parameter 

möglich. Dies legt den Schluss nahe, dass physiologisch vorkommende NO-Mengen die 

Wirkung einer erhöhten CO-Verfügbarkeit aufheben können. Diese Hypothese konnte in 

den weiterführenden Versuchen bestätigt werden, da die pharmakologische NO-

Substitution mittels Molsidomin den Effekt der durch L-NAME vermittelten NOS-Inhibition 

sowohl auf den NO-Haushalt als auch auf die Mikrozirkulation der Leber aufheben konnte. 

Diese komplexe Interaktion der beiden gasförmigen Transmitter CO und NO ist für 

das in vivo Modell der Lebermikrozirkulation noch nicht beschrieben worden, da bisher die 

beiden Systeme meist einzeln betrachtet wurden. Somit liegen auch keine konkreten 

Erkenntnisse darüber vor, warum der Blutvolumenfluss bei HO-1-überexprimierenden 

Tieren mit zusätzlicher NOS-Blockade gegenüber den anderen Versuchsgruppen ansteigt. 

Verbindet man die Kenntnisse über mögliche vasoregulative Mechanismen von CO und 

NO mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppen, die diese Systeme im Zusammenhang mit 
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der hepatischen Makro- und Mikrohämodynamik einzeln untersucht haben [119, 123, 369] 

so lassen sich unter Berücksichtigung der vorliegenden Daten folgende Hypothesen 

daraus ableiten: 

 

� da der portalvenöse Blutzufluss aus dem Splanchnikusgebiet den überwiegenden 

Anteil der Leberperfusion ausmacht, rekrutiert sich der erhöhte Blutvolumenfluss in 

der Leber nach HO-1-Induktion aus einem gesteigerten Blutvolumenfluss im 

Splanchnikusgebiet, 

� die NOS-Blockade führt zum Anstieg des arteriellen Blutdrucks, weswegen auch der 

Perfusionsdruck im Splanchnikusgebiet steigt,  

� die Absenkung des Gefäßtonus im portalvenösen Einzugsbereich durch eine höhere 

CO-Verfügbarkeit nach HO-1-Induktion führt dort zu einem höheren Blutvolumenfluss 

bei gleichzeitiger NOS-Blockade, 

� die Beobachtung, dass die alleinige HO-1-Induktion nicht zu einem höheren 

Blutvolumenstrom im Vergleich zur Kontrollgruppe führte, weist auf die blockierende 

Wirkung der physiologischen NO-Synthese bei CO-vermittelter Modulation des 

Gefäßtonus im Splanchnikusgebiet hin,  

� eine effektivere vasorelaxierende Wirkung von CO bei gleichzeitig reduzierter NO-

Verfügbarkeit ist die Folge einer in den entsprechenden Gefäßabschnitten 

überwiegenden Kontrolle des Vasotonus durch Systeme, auf die CO einen größeren 

Einfluss hat als NO,  

� neben der Reduktion CYP450-abhängiger Vasokonstriktoren kommen dafür vor 

allem Ca2+-abhängige K+-Kanäle in Frage, deren durch CO erhöhte 

Öffnungswahrscheinlichkeit bei NO-Einwirkung wieder reduziert wird. 

 

5.2.4 Einfluss des modulierten CO- und NO-Haushaltes auf die 
Leberregeneration nach �-Hepatektomie 

Bei der Untersuchung des Einflusses von CO und NO auf die hepatische 

Mikrozirkulation konnte eindeutig demonstriert werden, dass eine Verschiebung der 

physiologischen Balance zugunsten von CO bei gleichzeitiger NOS-Blockade zu einem 

signifikant höheren Blutvolumenfluss und erhöhtem Scherstress in den Gefäßen der Leber 

führt. Da hämodynamische Faktoren einen maßgeblichen Einfluss auf die 



Diskussion Vasoaktive Enzymsysteme und Leberregeneration     88 

Leberregeneration haben, wurde in der vorliegenden Studie die Proliferation des nach 

partieller Hepatektomie verbleibenden Lebergewebes unter diesem Gesichtspunkt 

analysiert. 

Übereinstimmend zeigten die immunhistochemischen Analysen der PCNA-

Expression und der BrdU-Inkorporation eine signifikant akzelerierte Proliferation in den 

Versuchstieren mit kombinierter CoPP-IX- und L-NAME-Behandlung. Die gleiche 

Intervention hatte auch eine deutliche Steigerung der Leberdurchblutung im Vorfeld der 

Leberresektion bewirkt (siehe 5.2.3). Es sei an dieser Stelle darauf verwiesen, dass in der 

Maus aufgrund der geringen Größe der nach �-Hepatektomie verbleibenden Leberlappen 

eine direkt an die Resektion anschließende Intravitalmikroskopie technisch nicht 

durchführbar ist. Allerdings bestätigen die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe von einer 

vergleichbaren Studie an Ratten die Annahme, dass die Auswirkungen von HO-1- und 

NOS-Modulation, welche in dieser Untersuchung vor der Hepatektomie demonstriert 

wurden, auch nach der Hepatektomie bestehen bleiben [371]. Es kann davon 

ausgegangen werden, dass die unter kombinierter HO-1-Induktion und NOS-Blockade 

deutlich erhöhten Blutvolumenflusswerte vor �-Hepatektomie auch in der frühen 

Regenerationsphase zu einem zusätzlich akzeleriertem Scherstress führen.  

Damit einhergehend stellen sich die Ergebnisse der pharmakologischen NO-

Substitution dar, welche verbunden mit dem Rückgang von Blutvolumenfluss und 

Scherstress auch eine Reduktion der zellulären Proliferationsparameter auf Kontrollniveau 

aufweisen. Wie bereits 1997 von SATO et al. [302] nachgewiesen wurde, repräsentiert der 

erhöhte Blutvolumenfluss in Verbindung mit dem verstärkten Scherstress nach partieller 

Hepatektomie einen wesentlichen Trigger für die anschließende Proliferation der 

Hepatozyten. Bei Versuchstieren mit artifiziell vermindertem Leberblutfluss durch einen 

porto-cavalen Shunt war die Regeneration nach dem Eingriff hingegen deutlich reduziert. 

So lässt sich folgern, dass die in der vorliegenden Studie erzielte Modulation der 

hepatischen Mikrozirkulation durch kombinierte CoPP-IX- und L-NAME-Behandlung mit 

dem Ergebnis eines gesteigerten Blutvolumenflusses zu einer Akzeleration der 

hepatozytären Proliferation führt. Physiologische NO-Mengen sind allerdings ausreichend, 

die Wirkung einer durch HO-1-Induktion erhöhten CO-Verfügbarkeit aufzuheben [372]. 

Diese Form der experimentellen Beeinflussung der Leberregeneration stellt ein Novum 

dar, da bisher nur die Verabreichung von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren als 

erfolgsversprechende Ansätze galten, die Leberregeneration in vivo zu steigern [373, 374]. 

Allein chirurgische Modelle, welche die Flussbedingungen nach Hepatektomie durch 
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selektive Ligation mehrerer Portalvenenäste imitierten, konnten einen direkten Beweis für 

eine fluss-bedingte, gesteigerte Proliferation erbringen [304]. 

 

Allerdings sollten direkt auf zellulärer Ebene auftretende Effekte der Gase CO und 

NO in der Leber nicht vollständig vernachlässigt werden. Für CO wie für NO sind vor allem 

anti-apoptotische Wirkungen nach Leberschädigung durch Endotoxine, Zytokine oder 

Ischämie/Reperfusion beschrieben worden [198, 375, 376]. Dass dies auch für die 

Regeneration der Leber nach partieller Hepatektomie von Bedeutung ist, wurde 1998 von 

RAI et al. demonstriert, die eine reduzierte Proliferation der Hepatozyten bei gleichzeitig 

erhöhter Apoptoserate in NOS-2-defizienten Mäusen beschrieben [169]. 

Hintergrund der hepatozytären Apoptose scheint in diesem Fall das Einwirken des 

Zytokins TNF-� zu sein. Dieses wird zwar für die Regeneration der Leber benötigt, 

physiologischerweise kann dessen pro-apoptotische Wirkung jedoch durch die NO-

mediierte Inaktivierung von Effektor-Caspasen kompensiert werden [169, 377]. Ebenso 

konnten ZEINI et al. [378] nachweisen, dass die zusätzliche Cyclooxygenase-2-Hemmung 

bei NOS-2-defizienten Mäusen mit einer hohen Letalität nach Leberteilresektion 

verbunden ist. Die Ursache dafür, dass in der vorliegenden Studie unter L-NAME-

vermittelter NOS-Inhibition keine derartig deletären Auswirkungen auf die 

Leberregeneration auftraten, liegt in der inkompletten Blockade der Enzymfunktion. 

Anders als beim vollständigen Gen-Knockout in NOS-2 defizienten Mäusen kommt es 

hierbei nur zu einer Reduktion der NOS-Aktivität, die sich im 30%igen Rückgang der NO-

Metabolite im Nitrit/Nitrat-Assay und in der 3-NT Western Blot Analyse widerspiegelt. 

Darüber hinaus weisen aber ZEINI et al. [172] auch darauf hin, dass die anti-apoptotische 

Wirkung von NO mit einer Proliferationsverzögerung verbunden ist. Darauf hatten bereits 

die Versuche von OBOLENSKAYA et al. [329] hingedeutet, da in regenerierenden 

Hepatozyten die Aktivität von DNA-Synthese und NO-Produktion invers miteinander 

korrelierten. 

Für die Beteiligung von NO an der Leberregeneration gibt es somit ausreichende 

Belege [308, 379] und auch die Vorstellung, dass NO aufgrund des nach Hepatektomie 

erhöhten Scherstresses vermehrt produziert wird, ist weitestgehend gesichert [380]. Strittig 

ist aber weiterhin, welche Isoenzymform den größeren Anteil an der Triggerung der 

initialen Schritte der Regenerationskaskade hat. 2001 konnten SCHOEN et LAUTT 

nachweisen, dass die Behandlung mit dem spezifischen NOS-2-Inhibitor Aminoguanidin 

zu keinem Rückgang der c-fos-mRNA-Expression nach partieller Hepatektomie führt. 
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Deswegen spricht diese Arbeitsgruppe eher der endothelialen Isoenzymform NOS-3 die 

Vermittlerrolle zwischen Scherstress und Regenerationsinduktion zu [188]. Im Gegensatz 

zu den in der vorliegenden Studie erhobenen Daten beschreibt diese Arbeitsgruppe auch 

eine deutliche Regenerationsverzögerung unter L-NAME-vermittelter NOS-Blockade sowie 

eine verstärkte hepatozytäre Proliferation nach zusätzlicher Behandlung mit einem NO-

Donor [160]. Einschränkend muss bei der Interpretation dieser Ergebnisse im Vergleich 

zur vorliegenden Studie jedoch angeführt werden, dass sich die Beurteilung der 

Regeneration bei der Arbeitsgruppe von SCHOEN und LAUTT nur auf die ersten, frühen 

Ereignisse nach Hepatektomie beschränkt, welche mittels c-fos-mRNA-RT-PCR oder 

proliferative factor assay analysiert wurden. Während für c-fos als immediate early gene 

das Gewebe 15 min nach dem Eingriff entnommen wird, ist für die Analyse 

proliferationsstimulierender Mediatoren im proliferative factor assay die Blutentnahme vier 

Stunden nach Resektion notwendig [188, 380]. Somit bezieht sich die Aussage dieser 

Studien mehr auf das Ausmaß der initialen Triggerung der Leberregeneration. Die 

Beurteilung des Regenerationsverlaufes wird größtenteils vernachlässigt und es findet sich 

lediglich in wenigen dieser Arbeiten der Hinweis auf Gewichtsunterschiede der 

Leberregenerate nach mehreren Tagen. Gegenüber der Analyse von PCNA und BrdU 

stellt dies jedoch einen äußerst unzuverlässigen Parameter der Regeneration dar [278]. 

So lässt sich folgern, dass diese Ergebnisse nicht zwingend im Widerspruch zu den 

aktuell erhobenen Daten stehen, da bisher keine eindeutigen Hinweise für einen direkten 

Zusammenhang zwischen c-fos Expression 15 min und beispielsweise PCNA-Expression 

48 h nach �-Hepatektomie vorliegen. Die c-fos-RT-PCR, welche 24 h nach 

Vorbehandlung und entsprechender Modulation der hepatischen Mikrozirkulation 

durchgeführt wurde, zeigte einen signifikant geringeren c-fos-mRNA-Gehalt bei den Tieren 

mit zusätzlicher NO-Substitution mittels Molsidomin. Dieser ging zwar auch mit einer 

signifikant reduzierten PCNA-Expression einher, allerdings spiegelte sich dies nicht in 

entsprechenden Veränderungen der BrdU-Inkorporation wider. Somit bedarf es weiterer 

Untersuchungen, um eindeutig zu klären, inwieweit die frühzeitig messbaren Ereignisse 

nach Leberresektion mit dem Verlauf der Regeneration korrelieren. 

Für die HO-1 und CO sind im Gegensatz zu NOS-2 und NO bisher keine Studien 

zum Effekt eines vollständigen Gen-Knockouts auf die Leberregeneration durchgeführt 

worden. Dies liegt vor allem daran, dass entsprechende HO-1-defiziente Versuchstiere 

von Geburt an unter Wachstumsstörungen, Anämie, Hepatosplenomegalie, 

Eisenüberladung und einer gesteigerten Vulnerabiltät gegenüber äusseren Stressoren 
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leiden [113]. Dadurch wären die Ergebnisse nach Leberresektion durch eine hohe Letalität 

geprägt und hätten nur wenig Aussagekraft über die Rolle der HO-1 während der 

Regeneration. Insofern scheinen eher Modelle der selektiven pharmakologischen HO-1-

Inhibition ohne Auswirkungen auf die Guanylylzyklase- und NOS-Aktivität [381, 382] oder 

die Nutzung der RNA-Interferrenz-Technik zum temporären HO-1-Knockdown [383] 

erfolgversprechend, um diese Fragestellung bearbeiten zu können. 

Auf der anderen Seite konnten GLANEMANN et al. [384] aufschlussreiche 

Ergebnisse zum Einfluss der HO-1-Überexpression bei Untersuchungen der Regeneration 

ischämisch geschädigter Lebern gewinnen. Hier führte die durch CoPP-IX vermittelte 

HO-1-Induktion neben einer schnelleren post-operativen Erholung vor allem zu einer initial 

gesteigerten Proliferation des verbleibenden Lebergewebes. Die zugrunde liegende 

pathophysiologische Situation unterscheidet sich jedoch von den Bedingungen einer 

regulären �-Hepatektomie. Allerdings weisen die erhobenen Daten auf einen wichtigen 

Punkt im Verlauf der Leberregeneration hin, den auch RAI et al. [169] für die Rolle der 

NOS-2 deutlich gemacht haben: die Einwirkung von Zytokinen, wie TNF-� mit partiell pro-

apoptotischer Wirkung zu Beginn der Regenerationskaskade, welche im Rahmen des 

Ischämie/Reperfusionsmodells von GLANEMANN et al. [384] zusätzlich verstärkt wurde 

[385, 386], macht für eine optimale Regeneration eine Kompensation durch anti-

apoptotische Systeme notwendig. 

Interessanterweise ist es neben dem bereits bekannten NO auch CO, synthetisiert 

durch die HO-1, welches die TNF-�-induzierte Apoptose in der Leber wie auch in anderen 

Geweben [387-389] über den p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Weg 

inhibieren kann [375]. Neben dieser anti-apoptotischen Wirkung des HO-1/CO-Systems 

liegen jedoch keine Erkenntnisse zu einem direkten proliferationsstimulierenden Effekt von 

CO auf zellulärer Ebene vor. Im Fokus der Forschung stehen eher die anti-proliferativen 

Eigenschaften von CO vermittelt durch p38 MAPK und Caveolin-1 [390], die vor allem für 

die glatten Gefäßmuskelzellen nach Gefäßläsionen von Bedeutung sind [391]. In welchem 

Umfang eine Aktivierung der p38 MAPK während der Leberregeneration zu 

Wachsstumsstimulation oder Wachsstumsverzögerung beitragen kann, wird derzeit jedoch 

kontrovers diskutiert [392, 393]. 

Neben den zum Teil noch unklaren direkten Auswirkungen der Modulation des CO- 

und NO-Haushaltes auf hepatozytärer Ebene bleibt festzuhalten, dass diese 

schlussendlich zu einer akzelerierten Regeneration des verbleibenden Lebergewebes 

führt, ohne dass es zu klinischen Einschränkungen der Versuchstiere kam. MINUK [394] 
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hat in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dass Steigerungen der hepatozytären 

Proliferation kritisch zu betrachten seien, da nach Hepatektomie die Prozesse der 

Regeneration und die metabolischen Funktionen parallel ablaufen müssen. Da beide auf 

eine ausreichende Energieversorgung angewiesen sind, steigt unter anderem bei 

ausgedehnten Resektionen die Gefahr, dass die Proliferation nur eingeschränkt abläuft 

und es zum metabolischen Leberversagen kommt [394]. Aus diesem Grund ist die 

Verfügbarkeit der energiereichen Nukleotid-Triphosphate, vor allem von Adenosin-

Triphosphat, von herausragender Bedeutung. Neben allen unklaren Punkten der 

Einflussnahme einer HO-1-Überexpression auf die Leberregeneration sollte in diesem 

Zusammenhang hervorgehoben werden, dass die HO-1-vermittelte CO-Produktion 

nachweislich die Adenosin-Triphosphat-Synthese in Hepatozyten stimulieren kann [395]. 

Dadurch wird mit Hilfe des erhöhten hepatozellulären Energiehaushaltes auch die 

Möglichkeit gegeben, eine gesteigerte Regeneration der Leber zu realisieren. 

5.3 Schlussfolgerung 

Die Regeneration der Leber nach �-Hepatektomie ist ein präzise regulierter 

Prozess, dessen Verlauf durch das ausgewogene Zusammenspiel proliferations-

stimulierender und proliferationshemmender Faktoren gesteuert wird. Es bedarf jedoch 

eines Startsignals, welches die Information über das fehlende Lebergewebe beinhaltet, 

sowie eines geeigneten Sensors, der diese Information in eine zelluläre Antwort umsetzt, 

bevor die komplexe Regenerationskaskade in Gang gesetzt werden kann. Da bei 

konstanter Durchblutung des portalvenösen Einzugsbietes das verbleibende Lebergewebe 

nach partieller Hepatektomie entsprechend stärker perfundiert wird, kann diese 

Kommunikation durch die Interaktion von Blutvolumenfluss/Scherstress auf der einen und 

Gefäßendothel bzw. glatten Gefäßmuskelzellen auf der anderen Seite realisiert werden. 

Die vasoaktiven Systeme HO-1 und NOS nehmen in diesem Zusammenhang eine 

zentrale Position in der Signaltransduktion mit ihren gasförmigen Mediatoren CO und NO 

ein. Diese fungieren jedoch nicht nur als simple Effektoren auf zellulärer Ebene, sondern 

sind ihrerseits auch in der Lage, die prä- und intrahepatische Perfusion zu regulieren und 

dadurch wiederum die Parameter Blutvolumenfluss und Scherstress zu beeinflussen. 
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Basierend auf diesen Regulationsmöglichkeiten ist es bereits vor der 

Leberresektion möglich, durch Verschiebung der physiologischen Balance zwischen CO 

und NO zugunsten von CO, die Leberdurchblutung zu intensivieren, was mittels der 

intravitalen Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnte. Dies allein führt, 

gemessen an der c-fos-Expression, noch zu keiner proliferativen Aktivität in der Leber. 

Nach �-Hepatektomie resultiert daraus jedoch eine akzelerierte hepatozytäre 

Proliferation, wie es die Analysen der PCNA-Expression und BrdU-Inkorporation 

gleichermaßen demonstrieren. Hierzu ist eine zusätzliche NOS-Blockade notwendig, da 

die vorhandenen NO-Mengen physiologischerweise den Einfluss einer erhöhten CO-

Verfügbarkeit auf Leberperfusion und Leberregeneration aufheben können. 

Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang, dass eine Reduktion der NO-Verfügbarkeit 

durch die unselektive Inhibition aller NOS-Isoenzymformen mittels L-NAME realisiert 

wurde. Dies führte jedoch nicht zu einer vollständigen Depletion des NO-Haushaltes, 

welche sich vorangehenden Studien zufolge deletär auf die Leberregeneration auswirkt. 

 

Die Untersuchungen führen somit zu der zentralen Erkenntnis, dass die durch 

gleichzeitige HO-1-Induktion und NOS-Inhibition artifiziell gesteigerte mikrovaskuläre 

Perfusion der Leber zu einer beschleunigten hepatozytären Proliferation nach 

Leberteilresektion führt. Allerdings reichen die Daten der vorliegenden Studie nicht aus, 

um die zugrunde liegenden Mechanismen auf vaskulärer und zellulärer Ebene zweifelsfrei 

zu identifizieren. Da der die Leber durchfließende Blutvolumenstrom hauptsächlich aus 

dem venösen Blutzufluss der mesenterialen Organe resultiert, ist bei gleichem oder gar 

durch NOS-Blockade gesteigertem arteriellem Perfusionsdruck eine Absenkung des 

Gefäßwiderstandes im portalvenösen Einzugsgebiet die naheliegende Ursache eines 

zunehmenden Blutvolumenstroms. Die Interaktion der beiden Gase an Ca2+-abhängigen 

K+-Kanälen stellt dabei möglicherweise das Korrelat der physiologisch auftretenden, NO-

vermittelten Blockierung einer verstärkten CO Wirkung dar. Hier hat NO die Möglichkeit, 

eine maximale Aktivierung durch CO zu begrenzen und kann somit theoretisch eine 

übermäßige venöse Dilatation im Splanchnikusgebiet verhindern. Für das 

Gesamtverständnis der akzelerierten Proliferation ist in diesem Kontext vor allem die 

Erkenntnis von Bedeutung, dass der proliferationsstimulierende Effekt einer gesteigerten 

Leberperfusion erst durch die ausreichende Energiebereitstellung nach HO-1-Induktion 

ohne Einschränkungen realisiert werden kann. 
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5.4. Klinische Perspektiven 

Wie zu Beginn der Diskussion bereits angemerkt wurde, sollte das Design einer 

Studie problembezogen gewählt werden, um die entsprechende Fragestellung suffizient 

bearbeiten zu können [206]. So war es mithilfe der vorliegenden Studie möglich, 

Informationen darüber zu erhalten, inwieweit sich Modulationen des CO- und NO-

Haushaltes auf die hepatische Mikrozirkulation und die Leberregeneration auswirken. 

Dabei konnte geschlussfolgert werden, dass die alleinige Reduktion der NO- bzw. 

Steigerung der CO-Verfügbarkeit keinen signifikanten Einfluss auf diese Vorgänge hat, 

wohingegen die Kombination beider Interventionen zu einer Akzeleration der 

hepatozytären Proliferation als Folge erhöhter Blutvolumenfluss- und Scherstresswerte 

führt. 

Diese Ergebnisse ermöglichen somit ein besseres Verständnis der komplexen 

Interaktionen von CO und NO während der Leberregeneration nach partieller 

Hepatektomie, wodurch sich Möglichkeiten einer klinischen Verwendung der Daten 

ergeben. Es sollte an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass das verwendete 

Modell herausragende Einblicke in die Vorgänge der physiologischen Regeneration der 

gesunden Leber gewähren kann. Im klinischen Alltag überwiegen jedoch die Fälle der 

Leberregeneration nach akuter oder chronischer Einwirkung von toxischen, viralen oder 

immunologischen Schädigungsmechanismen [396]. Dies erschwert die Anwendung der 

Erkenntnisse aus dem Modell der partiellen Hepatektomie, da nach akuter Einwirkung 

derartiger Noxen die Schädigung über das gesamte Lebergewebe mitsamt der nicht-

parenchymalen Zellen sowie der extrazellulären Matrix verteilt ist. Im Falle einer 

chronischen Exposition mit konsekutiver Leberzirrhose wird zudem noch die hepatische 

Gefäßarchitektur alteriert, was eine physiologisch ablaufende Leberregeneration 

zusätzlich behindert [397]. 

Auch wenn die Erkenntnisse über mögliche CO-NO-Interaktionen beim Verständnis 

der pathologischen Regeneration mit möglicherweise gestörtem CO- oder NO-Haushalt 

hilfreich seien können, sind sie doch relevanter für die physiologische Leberregeneration. 

Diese findet im klinischen Alltag meist nach Tumor-bedingter Leberteilresektion oder 

Transplantation eines small-for-size-Lebertransplantates statt. Dort stößt die moderne 

Medizin, trotz des verbesserten Outcome der Patienten nach Leberresektion im letzten 

Jahrzehnt [398], vor allem bei immer ausgedehnteren Resektionen an ihre Grenzen [399]. 

Aus diesem Grund besteht weiterhin der Bedarf, die Mechanismen zu verstehen, die es 
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ermöglichen, das regenerative Potenzial der Leber vollständig auszunutzen [31]. Ebenso 

ist es bei der Transplantation einer Leber-Lebend-Spende von Bedeutung, auch kleinere 

Transplantate verwenden zu können, ohne dass die nachfolgende Leberregeneration 

durch die Entwicklung eines small-for-size-Syndroms beeinträchtigt wird [400]. Hierbei gibt 

es eindeutige Hinweise dafür, dass in beiden Fällen Störungen der hepatischen 

Mikrozirkulation und damit verbunden auch die vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 und 

NOS eine zentrale Rolle spielen [401, 402]. Deswegen gilt es, die Imbalancen dieser 

Enzymsysteme und der Mikrozirkulation präzise zu analysieren, um mit den gewonnenen 

Erkenntnissen über mögliche Interaktionen ein optimales Ergebnis der Leberregeneration 

bei gleichzeitig minimalem Risiko eines post-operativen Leberversagens zu erreichen. 

Der Schritt zur klinischen Erprobung erfordert nach erfolgreichen Experimenten im 

Großtiermodell jedoch noch die Klärung der Frage, ob die Modulation der vasoaktiven 

Systeme mittels CoPP-IX und L-NAME beim Menschen ebenfalls durchgeführt werden 

kann. Die HO-1-induzierende Wirkung von CoPP-IX ist zwar für humane Leberzellen 

bereits in vitro nachgewiesen worden [403, 404]. Allerdings ist es notwendig, diese 

Protoporphyrin-Verbindung vor einem humanen in vivo Einsatz noch hinsichtlich einer 

eventuellen Photosensitivierung [405] und anderen systemischen Nebenwirkungen zu 

analysieren. Eine vielversprechende Alternative für die Zukunft stellen auch CO-

freisetzende Verbindungen dar, welche eine organselektive Beeinflussung des CO-

Haushaltes zulassen und dadurch geringere unerwünschte Wirkungen aufweisen [406]. 

Daneben sind aber auch die Nutzung der simplen CO-Inhalation [407] und in weiterer 

Zukunft möglicherweise der Einsatz des vektorbasierten Gentransfers mit 

organspezifischen Promotoren in der Diskussion [408-410]. Ebenso konnte L-NAME in 

humanen ex vivo Modellen [411] und als Inhalations-Aerosol in einem in vivo Modell [412] 

erfolgreich eingesetzt werden. Da aber aufgrund des unspezifischen Wirkmechanismus 

von L-NAME mit unerwünschten systemischen Nebenwirkungen zu rechnen ist, sollten 

auch hier möglichst selektive Substanzen verwendet werden, deren Wirkung sich, ähnlich 

dem spezifischen NO-Donor NCX-1000 [413], auf die Leber beschränkt. 

Somit stehen durchaus Ansätze zur Modulation des CO- und NO-Haushaltes zur 

Verfügung, die neben anderen adjuvanten Therapien nach Leberresektionen und 

-transplantationen eine Verbesserung der hepatozytären Proliferation durch gezielte 

Beeinflussung der Leberdurchblutung [372] sowie des Energiehaushaltes der Leber [395] 

ermöglichen. Diese müssen nun im Weiteren kritisch überprüft werden [181].
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Thesen zur Dissertation 

1. Die Regeneration der Leber nach �-Hepatektomie ist ein präzise regulierter 

Prozess, dessen Verlauf durch das ausgewogene Zusammenspiel 

proliferationsstimulierender und proliferationshemmender Faktoren gesteuert wird. 

2. Zur Initiation des komplexen Regenerationsprozesses bedarf es eines 

entsprechenden Startsignals und eines geeigneten Sensors, welche die 

Informationen über das fehlende Lebergewebe in eine zelluläre Antwort umsetzen. 

3. Aufgrund des konstanten Blutzustroms aus dem portalvenösen Einzugsgebiet wird 

die verbleibende Leber stärker perfundiert und intrahepatischer Blutvolumenfluss 

sowie Scherstress steigen konsekutiv an. Durch die Interaktion dieser 

hämodynamischen Veränderungen mit Zellen der Gefäßwand können 

nachgeschaltete Signalwege aktiviert werden. 

4. Die vasoaktiven Enzymsysteme Häm-Oxygenase-1 (HO-1) und NO-Synthase 

(NOS) nehmen mit ihren gasförmigen Mediatoren CO und NO eine zentrale 

Position in dieser Signaltransduktion ein und sind ihrerseits wiederum in der Lage, 

die hepatische Mikrozirkulation zu beeinflussen. 

5. Bisher waren Interaktionen dieser beiden Enzymsysteme hinsichtlich ihrer Effekte 

im Verlauf der Leberregeneration noch nicht untersucht worden. Daher sollte die 

vorliegende Studie in einem tierexperimentellen Ansatz klären, welche 

Auswirkungen die Modulation der HO-1 und NOS auf die Leberregeneration nach 

�-Hepatektomie hat. 

6. Durch die Verwendung von Cobalt-Protoporphyrin-IX (CoPP-IX) war es möglich, 

HO-1-Expression und CO-Produktion zu steigern, während durch 

N�-Nitro-L-Arginin Methylester (L-NAME) NOS-Aktivität und NO-Produktion 

gehemmt werden konnten. Der NO-Donor Molsidomin diente zur Substitution des 

fehlenden NO und damit zur Verifizierung L-NAME-Effekte. 

7. Die Verschiebung der physiologischen Balance zwischen CO und NO zugunsten 

von CO durch die kombinierte Gabe von CoPP-IX und L-NAME führte zu deutlich 

erhöhten Blutvolumenfluss- und Scherstresswerten im Vorfeld der Leberresektion. 

8. Eine vorzeitige Aktivierung der Leberregeneration im Sinne eines Priming der 

Hepatozyten konnte unter dieser Behandlung, gemessen an der mRNA-Expression 
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des immediate early genes c-fos, nicht beobachtet werden. Nach �-Hepatektomie 

zeigten die Analysen von PCNA-Expression und BrdU-Inkorporation jedoch 

übereinstimmend eine signifikant akzelerierte hepatozytäre Proliferation unter 

HO-1-Induktion bei gleichzeitiger NOS-Inhibition.  

9. Die Substitution von NO mittels Molsidomin führte bei Tieren mit kombinierter HO-1-

Induktion und NOS-Inhibition zu einer Reversion der erhöhten hämodynamischen 

Parameter sowie zu einem Rückgang der Proliferationsmarker PCNA und BrdU auf 

das Niveau der entsprechenden Kontrolltiere. 

10. Es lässt sich somit schließen, dass durch die Verstärkung der CO-Effekte bei 

gleichzeitiger Reduktion der NO-Produktion eine gesteigerte mikrovaskuläre 

Perfusion der Leber mit konsekutiv akzelerierter hepatozytäre Proliferation nach 

�-Hepatektomie induziert wird. Die physiologischerweise vorhandenen NO-

Konzentrationen sind jedoch in der Lage, den Einfluss einer gesteigerten CO-

Verfügbarkeit auf Leberperfusion und Leberregeneration zu kompensieren. 

11. Diese Beobachtungen legen nahe, dass bei der Suche nach Optionen zur 

Förderung der Leberregeneration in den klinisch relevanten Problemsituationen der 

ausgedehnten Leberresektion sowie der Transplantation von „small-for-size“-

Transplantaten auch die Interaktionen der vasoaktiven Enzymsysteme HO-1 und 

NOS in Betracht gezogen werden sollten. 
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