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Zusammenfassung

Lebertransplantation oder Leberresektion sind haufig die letzten verbleibenden kurativen
Therapieoptionen bei schwerwiegenden Lebererkrankungen. Aufgrund der knappen Ressourcen
an Spenderorganen sind Split-Transplantate und Leber-Lebendspende als Optionen etabliert.
Auch ausgedehnte Leberresektionen fuhren zu einer ,reduced-size“-Leber. In dieser Situation
profitiert die Leber von ihrer fur ein hoch differenziertes Organ bemerkenswerten Fahigkeit zur
Regeneration. Die Leberregeneration nach ausgedehnter Hepatektomie ist ein prazise regulierter
Prozess. Angestof3en durch den akuten Massenverlust, einhergehend mit portaler Hyperperfusion
und erhdhtem sinusoidalen Scherstress, initieren mehrere teils redundante Messenger-Kaskaden
den Regenerationsprozess, welcher in der Mitose adulter Hepatozyten gipfelt. Dabei wird durch
Regeneration der nicht-parenchymatésen Zellen auch die hepatische Mikroanatomie vollstandig
wiederhergestellt und der Prozess prazise dann terminiert, wenn das flr den Organismus ideale
Verhaltnis von Organ- zu Koérpermasse erreicht ist. Der erhdhte sinusoidale Scherstress wird nicht
nur als zentraler Trigger der Regenerationskaskaden angesehen. Er wird andererseits auch bei
grenzwertig  kleinen Restlebern oder Transplantaten fur die  Entwicklung eines
Hyperperfusionsschadens verantwortlich gemacht, welcher zu einem akuten postoperativen
Organversagen, dem sogenannten ,small-for-size“-Syndrom  fihren kann.  Weitere
charakteristische Veranderungen der ,reduced-size“-Leber kdnnen zum Organversagen beitragen,
wie die durch intrinsische Regulationsmechanismen hervorgerufene hepatoarterielle
Minderperfusion. Eine wichtige Rolle fur die hdmodynamischen Veranderungen nach Resektion
spielen die vasoaktiven Mediatoren der Leber, wobei ein Ungleichgewicht zu Ungunsten des
vasodilativen Mediators Stickstoffmonoxid (NO) entstehen kann.

Zur Untersuchung des Einflusses von NO auf die Hdmodynamik der ,reduced-size“-Leber,
sowie auf Leberschaden und Regeneration wurde in einem tierexperimentellen Modell der
85% Hepatektomie an der Wistar-Ratte durch pharmakologische Behandlung entweder eine NO-
Substitution mittels Molsidomin oder eine Blockade der NO-Synthasen mittels L-NAME

vorgenommen.



Zusammenfassung 2

Durch Ultraschallflussmessungen an Pfortader und Leberarterie konnte in allen Gruppen nach
Hepatektomie die portalvenése Hyperperfusion nachgewiesen werden. Wahrend in
pharmakologisch unbehandelten oder NOS-inhibierten Tieren die hepatoarterielle Versorgung wie
erwartet nach Resektion signifikant sank, blieb unter NO-Substitution die hepatoarterielle
Minderperfusion aus. Die intravitalmikroskopische Quantifizierung der Mikrohamodynamik zeigte,
dass der sinusoidale Scherstress sowohl als Regenerationstrigger als auch als potenzieller
Verursacher eines Hyperperfusionsschadens unverandert erhalten blieb. Trotz unveranderter
Wandscherraten war jedoch durch die NO-Substitution der Leberschaden bereits unmittelbar
postoperativ und auch 24 h nach Hepatektomie signifikant reduziert, wie die laborchemische
Bestimmung der Transaminasen und Dehydrogenasen im Serum belegt. Bei der
immunhistochemischen Auswertung der mittels BrdU-Inkorporation nachgewiesenen DNA-
Synthese zeigte sich eine Verdoppelung der BrdU-positiven Hepatozyten unter NO-Substitution im
Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren.

Somit konnte gezeigt werden, dass die NO-Substitution mittels Molsidomin die hepatoarterielle
Perfusion der ,reduced-size“-Leber und damit die Versorgung mit sauerstoffreichem Blut
verbesserte. Dies fuhrte zu einem deutlich abgemilderten Leberschaden und zu einer zweifachen
Steigerung der hepatozytaren Proliferation nach Leberresektion. Vor dem Hintergrund
unveranderten sinusoidalen Scherstresses sollten die Ursachen des Hyperperfusionsschadens der
.feduced-size“-Leber neu diskutiert werden, wobei der hepatoarteriellen Minderversorgung
gegenuber der rein mechanischen Schadigung anscheinend eine gréRere als bisher
angenommene Rolle zukommt. Die nicht invasive Prophylaxe und Therapie des ,small-for-size“-
Syndroms durch NO-Substitution mit Erhalt der hepatoarteriellen Sauerstoffversorgung der
,reduced-size“-Leber bietet einen vielversprechenden Ansatz, die Sicherheit ausgedehnter

Leberresektionen und Transplantationen kleiner Organteile zu verbessern.
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Summary

Liver transplantation or liver resection frequently represent the last curative option in the
therapy of severe liver disease. Split-liver transplantation and living donor liver transplantation have
been established to overcome the scarse resources on organs from deceased donors. Extended
liver resection may also lead to organs of diminished size. The reduced-size liver profits from its
remarkable capability to regenerate, a unique feature for highly differentiated tissues. The process
of liver regeneration after liver resection is precisely regulated. Triggered by the acute loss of organ
mass, accompanied by portal venous hyperperfusion and elevated sinusoidal shear stress, several
redundant messenger cascades initiate the regeneration process, culminating in mitosis of adult
hepatozytes. Furthermore, complete regrowth of the hepatic microarchitecture is achieved by
proliferation and organization of non parenchymal cells. Liver regeneration ist terminated precisely
at the point when an ideal organ to body weight ratio is achieved. Elevated sinusoidal shear stress
is not exclusively regarded a vital trigger of regeneration cascades. In residual livers or transplants
of particular small size, elevated sinusoidal shear stress is also held responsible for the formation
of hyperperfusion injury, leading to postoperative organ failure, labelled the ,small-for-size“-
syndrome. As a further characteristical property of the reduced-size liver, intrinsic vascular
compensatory mechanisms cause diminished hepatic arterial perfusion, which may also contribute
to organ failure. Vasoactive substances play an important role for changes in hemodynamics after
liver resection, whereupon an imbalance in mediators may occur, which is detrimental for
vasodilative nitric oxide (NO) levels.

For the evaluation of the influence of NO on the reduced-size liver's hemodynamics, organ
damage and regeneration, an animal model of 85% hepatectomy using Wistar-rats was
established. NO-levels were altered pharmacologically by either substitution of NO via
Molsidomine or by blocking the NO-synthases via L-NAME.

Ultrasoud flowmetry of portal veins and hepatic arteries confirmed portal hyperperfusion in all
groups after liver resection. In both pharmacologically untreated and NOS-inhibited groups, hepatic

arterial flow significantly decreased after liver resection, as expected. Substitution of NO on the
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other hand counteracted the hepatoarterial hypoperfusion. Quantification of the liver's
microhemodynamics, as achieved by intravital microscopy, showed that sinusoidal shear stress
was not affected, implying it was unaltered both as a trigger of liver regeneration as well as a
potential cause of hyperperfusion injury. Despite comparable wall shear rates, substitution of NO
caused a reduction of liver damage both early after surgery as well as 24 h after hepatectomy, as
shown by reduced plasama levels of transaminases and dehydrogenases. Immunohistochemical
evaluation of BrdU-incorporation to depict DNA-synthesis showed a two-fold increase in
hepatocyte proliferation under substitution of NO, compared to untreated controls.

Thus, the present study revealed that substitution of NO via Molsidomine enhanced hepatic
arterial perfusion and therefore administration of oxygen-rich blood to the reduced-size liver,
leading to attenuated liver damage and a remarkable two-fold increase in hepatocyte proliferation
after liver resection. Sinusoidal shear stress, on the other hand, did not change significantly.
Therefore, the causes of the reduced-size liver's hyperperfusion injury should be reconsidered,
apparently focusing more on the contribution of hepatic arterial hypoperfusion than physical
damage alone. Non invasive prophylaxis and therapy of the small-for-size syndrome through
substitution of NO, preserving the reduced size liver's hepatic arterial oxygen supply, provides a
promising approach to help making excessive liver resection or transplantation of small organ parts

a safer choice in the future.
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1 Einleitung

1.1 Geschichte der Leberforschung

Die Geschichte der Leberforschung (iberspannt ausgehend von den ersten Uberlieferungen
mystischer und mythologischer Auseinandersetzung mit dem Organ bis zum heutigen
wissenschaftlichen Verstandnis Jahrtausende (Chen und Chen 1994; Reuben 2004). Die
Entdeckung und systematische Erforschung der fir ein hoch differenziertes Organ einzigartigen
Regenerationsfahigkeit der Leber ist dagegen eine Leistung der Moderne (Power und Rasko
2008).

Der franzosische Chirurg und Medizinhistoriker Bonnichon teilt die Geschichte der
Leberforschung in sieben Kapitel ein. Altertum und Mittelalter werden dabei in drei Kapiteln
abgehandelt, wahrend die Mehrzahl der Kapitel, der rasanten Entwicklung angemessen, in der
Neuzeit angesiedelt sind. Hier wird deutlich, wie in vergleichsweise schneller Folge die Leber in
der Renaissance ,wiederentdeckt’, dann zundchst sporadisch reseziert wurde, wie zlgig die
Grundlagen der modernen Leberchirurgie erarbeitet und schliel3lich elektive Leberresektionen und
als Hohepunkt Lebertransplantationen beherrschbar wurden (Bonnichon 2007).

Im antiken Griechenland gelang es in den Jahrhunderten um den Beginn unserer
Zeitrechnung grundlegende leberanatomische Kenntnisse zu gewinnen, die fiir weitere eineinhalb
Jahrtausende unangefochten bleiben sollten. Waren die anatomischen Kenntnisse der antiken
Griechen bereits auRerordentlich prazise, bewegten sie sich mit einer philosophisch abgeleiteten
Physiologie noch weit von der Realitat (McClusky et al. 1997). Erst der Geist der Renaissance und
Aufklarung erhob die Medizin endgultig zur empirischen Wissenschaft, die es erlaubte, das
althergebrachte medizinische Wissen in Frage zu stellen, den menschlichen Korper wieder zum
Forschungsobjekt zu machen und so auch das Interesse an der Leber wieder zu entdecken.
Meilensteine waren die anatomischen Studien Vesalius' (1514-1564) (Sherzoi 1999; Toledo-
Pereyra 2008), die Begrindung der wissenschaftlichen Chirurgie durch den deutschen Wundarzt
Wilhelm Fabry (1560-1634) (Hoffmann 1960), dem auch eine der ersten erfolgreichen

posttraumatischen Leberteilresektionen zugeschrieben wird (Hardy 1990) und die Entdeckung des
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groBen Blutkreislaufs durch Wiliam Harvey (1578-1657) (Toply 1910). Francis Glisson
(1596-1677) begriindete mit seinem Werk Anatomica Hepatis die Hepatologie (van Gulik 1990).

Zwar wurden bereits seit dem 17.Jahrhundert sporadisch posttraumatische
Leberteilresektionen durch Militararzte beschrieben, geplante abdominale Eingriffe konnten jedoch
erst erfolgreich durchgefiihrt werden, nachdem Ether-Anasthesie und Antisepsis Ende des
19 Jahrhunderts entwickelt worden waren (Hardy 1990; Dionigi 2009; McClusky et al. 1997;
Lehmann und Clavien 2010). Carl Langenbuch konnte neben anatomischen und
tierexperimentellen Untersuchungen auch auf Erfahrungen im Deutsch-Franzdsischen Krieg
zurlckblicken, als er im Jahr 1882 die erste elektive Cholezystektomie und im Jahr 1887 die erste
elektive Leberteilresektion erfolgreich durchfihrte (Chauvin und O’Leary 1995; Fan und Chang
2002). Der nun folgende Weg zu Routineeingriffen in der Viszeralchirurgie war eng verknupft mit
den Leistungen der Industrialisierung. Nicht nur die erwahnte Ether-Anasthesie und Antisepsis,
auch verbessertes Instrumentarium half, die Rahmenbedingungen erheblich zu verbessern. Durch
anatomische, physiologische und chirurgische Forschung konnten das Wissen Uber die Leber
vertieft und verbesserte chirurgische Verfahren entwickelt werden. Unzahlige Innovationen wie das
Pringle Verfahren zur temporaren Blutungskontrolle, die Beschreibung der Segmentanatomie der
Leber durch Couinaud und nicht zuletzt tierexperimentelle Forschungsarbeiten spielten hierbei
eine wichtige Rolle (Pringle 1908; Couinaud 1954; Sutherland und Harris 2002). Tierexperimentelle
Studien waren es auch, welche die nach heutiger Kenntnis zuerst von Cruveilhier und Andral in
den 1830er Jahren postulierte These zur Leberregeneration bestatigen konnten (Power und Rasko
2008). Tillmanns, Gluck und Ponfick leisteten dabei Pionierarbeit (Hardy 1990). Schlief3lich
etablierten Higgins und Anderson 1931 ein tierexperimentelles Standardmodell zur Erforschung
der Leberregeneration, die Leberteilresektion an der Ratte (Higgins 1931).

Nach Bonnichon befinden wir uns heute im siebten Kapitel der Leberforschung, deren
Hoéhepunkt die Lebertransplantation ist. Die aktuelle Entwicklung zeichnet sich aufderdem durch
zunehmend ausgedehntere Resektionen (Vauthey et al. 2005; Shimada et al. 2006; Mullin et al.
2005), die Transplantation immer kleinerer Organe und Organteile (Deshpande et al. 2002), die

Leberlebendspende (Broelsch et al. 2008; Florman wund Miller 2006), externe
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Leberunterstitzungsverfahren (Mitzner et al. 2009; Zhao et al. 2012; Banares et al. 2013) und die
Nutzung molekulargenetischer Immuntherapien aus (Kemmer und Neff 2010; Varo Pérez und
Castroagudin 2010). Gleichzeitig werden aktuell vielversprechende neue Verfahren entwickelt und
Therapiemdglichkeiten erforscht, die in der Lage sein konnten, ein neues Kapitel der
Leberforschung aufzuschlagen. Verfahren zur Unterstitzung der Leberregeneration (Melo et al.
2005; Li et al. 2005; Cantreé et al. 2008), Stammzelltherapien (Oertel und Shafritz 2008; Dalgetty et
al. 2009; Flohr et al. 2009; Subba Rao et al. 2013), die Neogenese von Hepatozyten bzw. die
Differenzierung hepatozytenahnlicher Zellen (Riquelme et al. 2009; Wu und Tao 2012; Lee et al.
2012) und Bioengineering von Neoorganen (Fukumitsu et al. 2011) sind der Stoff fur ein achtes

Kapitel der Leberforschung, welches die Uberschrift tragen konnte: ,Die regenerierte Leber*.

1.2 Leberchirurgie

Die Leberchirurgie ist ein gewichtiges Gebiet der Viszeralchirurgie, denn sie bietet oftmals die
einzig verbleibende therapeutische Option in der Behandlung schwerer primarer
Lebererkrankungen. Auch bei sekundarer Beteiligung insbesondere durch viszerale Malignome ist
die Leberchirurgie ein therapeutischer Grundpfeiler. Leberresektionen, genau genommen die
vollstandige Entfernung des  tumortragenden Organanteils mit  entsprechendem
Sicherheitsabstand, gehoren bei malignen Lebertumoren und Lebermetastasen zu den
Grundbedingungen einer kurativen Therapie (Sasaki et al. 2013; Marin et al. 2013). Aber auch
beim Tumor-Downstaging zum Beispiel vor Lebertransplantation kann die Resektion eine wichtige
Rolle spielen (Belghiti et al. 2003). Daruber hinaus werden auch bei Komplikationen primar
benigner Leberlasionen, wie beispielsweise der fokalen nodularen Hyperplasie, bei Zoonosen
sowie bei schweren traumatischen Lazerationen teils ausgedehnte Resektionen durchgefuhrt
(Buell et al. 2010; Craig 2003; Peitzman und Marsh 2012). Die Lebertransplantation ist die ultima
ratio in der Behandlung sowohl einer heterogenen Gruppe schwerwiegender Lebererkrankungen,
wenn ein dauerhafter Funktionsverlust droht oder bereits eingetreten ist, als auch ausgedehnter,

nicht resezierbarer primarer Lebertumore (Lopez und Martin 2006; Shimada et al. 2006).
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Sowohl die Leberresektion als auch die Lebertransplantation stellen die moderne
Leberchirurgie vor grol’e Herausforderungen. Bei der Leberresektion stellt sich die Frage nach der
Grenze des Resektionsausmalles. In der Tumorchirurgie primarer oder sekundarer Lebertumore
ist dieses bestimmt durch Tumormasse und -dissemination (Lupinacci et al. 2007). Moderne
chirurgische Techniken, wie zum Beispiel die Pfortaderembolisierung vor Hepatektomie (Yokoyama
et al. 2007; Simoneau et al. 2012) oder die kombinierte Radiofrequenz- oder Kryoablation
(Paschos und Bird 2008), konnten die Definition der Resektabilitat erweitern und ermdoglichen
kurative Therapieansatze sogar fur Patienten mit multiplen bilobdren Tumoren (Vauthey et al.
2005; Shimada et al. 2006). Dabei gilt es nach wie vor als schwierig, die richtige Balance zu finden
zwischen der sicheren Entfernung des Tumorgewebes mit entsprechendem Sicherheitsabstand
und ausreichender residualer Organmasse (Mullin et al. 2005; Sasaki et al. 2013). In der
Lebertransplantation stellt heute die Akquisition geeigneter Organe die grote Herausforderung
dar, da Patienten auf Organwartelisten die Zahl verfugbarer Spenderorgane weit Ubersteigen
(Ghobrial und Busuttii 2006). Um der groRen Nachfrage nach Spenderorganen besser
nachkommen zu kénnen, wurde die Splitlebertransplantation entwickelt, bei der ein Spenderorgan
auf zwei passende Empfanger aufgeteilt werden kann (Lopez und Martin 2006). Auch die
Lebendspende wird angesichts der nach wie vor stagnierenden Spenderzahlen zunehmend
propagiert (Fan 2006). Dabei besteht aul3er fir den Empfanger auch fiir den Lebendspender ein
geringes Risiko flr ein postoperatives Leberversagen, das aber mit der Grofe des gespendeten
Leberanteils zu steigen scheint (Muzaale et al. 2012).

Alle genannten leberchirurgischen Verfahren kdnnen zu einer ,reduced-size“-Leber fuhren, die
ein deutlich reduziertes Verhaltnis von Organmasse zur Kérpermasse besitzt. Daher profitieren alle
diese Verfahren von der einzigartigen Fahigkeit der Leber, verlorene Organmasse durch
Regeneration zu ersetzen. Durch Regeneration koénnen ,reduced-size“-Restlebern oder
-Transplantate das fur den jeweiligen Patienten spezifische Organ- zu Kdérpermasseverhaltnis und
damit die bestmdgliche Organfunktion wiederherstellen (Michalopoulos und DeFrances 1997;
Fausto et al. 2006). Doch auch die Fahigkeit zur Leberregeneration besitzt Grenzen. Fur Organe

oder Transplantate, die ein bestimmtes kritisches Masseverhaltnis unterschreiten, steigt das Risiko
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eines Organverlusts durch akuten Leberschaden. Man spricht bei dieser gefirchteten Komplikation
vom ,small-for-size“-Syndrom, welches auftritt, wenn die ,reduced-size“-Leber der starken
Hyperperfusion, der Aufrechterhaltung einer minimalen Restfunktion und der gleichzeitig
ablaufenden Regeneration nicht mehr gerecht werden kann (Dahm et al. 2005; Gonzalez et al.

2010).

1.3 Leberregeneration

Seit Cruveilhier und Andral Anfang des 19. Jahrhunderts die Leberregeneration postulierten
und Higgins und Anderson ihr tierexperimentelles Modell vorstellten, wird die Leberregeneration
systematisch erforscht (Higgins 1931). Uber 5800 Originalarbeiten und Reviews liefert die
Pubmed-Suche in einschlagigen Datenbanken unter dem Suchbegriff ,liver regeneration® allein fur
die letzten zwei Jahrzehnte. Doch trotz der aktuellen Méglichkeiten von breit verfligbaren
experimentellen Modellen bis hin zu molekulargenetischen Analysemethoden wird der hoch
komplexe Vorgang noch nicht vollstandig verstanden (Carnovale und Ronco 2012).

Der biologische Regenerationsbegriff ist in seinen vielen Facetten unscharf definiert und lasst
sich verallgemeinernd am ehesten als Prozess zur ,Wiederherstellung oder Nachbildung eines
verlorenen oder verletzten Teils“ eines Organismus definieren (Carlson 2007). Im Sinne dieser
Definition besitzt die Leber die fir ein hochdifferenziertes parenchymatdéses Organ
bemerkenswerte Fahigkeit, einen Parenchymverlust durch Regeneration exakt auszugleichen
(Diehl und Rai 1996b). Dabei wird jedoch nicht der fehlende Organteil in seiner urspriinglichen
Makrostruktur wiederhergestellt, sondern die verlorene Organmasse in erster Linie durch
kompensatorische Hyperplasie der Restleber ausgeglichen, wobei auch die hepatische
Mikrostruktur einschlieRlich nicht-parenchymatoser Gewebe und die Funktion vollstandig
wiederhergestellt werden (Steer 1995). Welche Zellen und Zellkompartimente an der Regeneration
im einzelnen beteiligt sind, ist Gegenstand zahlreicher aktueller Studien und wird teils kontrovers
diskutiert (Fausto et al. 2012; Furuyama et al. 2011). Hierbei stellt sich insbesondere die Frage,

inwieweit neben adulten Hepatozyten auch Stamm- und Progenitorzellen der Leber selbst,
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benachbarter parenchymatdéser Organe und auch Knochenmarkstammzellen einen Beitrag zur
Leberregeneration leisten (Duncan et al. 2009). Erst kirzlich konnten Willenbring et al. ein Modell
etablieren, das anhand der Expression eines fluoreszierenden Proteins durch adulte Hepatozyten
die Herkunft regenerierter Hepatozyten nachvollziehen lasst. Tochterzellen der adulten
Hepatozyten exprimieren hierbei ebenfalls das fluoreszierende Protein, wohingegen aus
Progenitorzellen rekrutierte Hepatozyten dieses markierte Protein nicht besitzen. An der Maus
konnte gezeigt werden, dass sowohl nach akutem toxischen Leberschaden als auch nach 2/3
Leberresektion etwa 99% der neuen Hepatozyten von residualen adulten Hepatozyten
abstammten (Malato et al. 2011). Progenitorzellen scheinen somit eine untergeordnete Rolle flr
die Hepatozytenregeneration zu spielen, wenn ausreichend viele vitale adulte Hepatozyten zur
Verfigung stehen. Diese Ergebnisse erharten die These, dass der Ersatz der
Leberparenchymzellen im Normalfall durch Zellteilung der differenzierten Hepatozyten selbst ohne
nachweisbare Beteiligung von Stamm- oder Progenitorzellen stattfindet (Farber und Gerson 1984;
Wagers et al. 2002). Es wird angenommen, dass Stamm- und Progenitorzellen, wie die hepatische
Ovalzelle, eine Regenerationsreserve fur ausgedehnte Parenchymverluste durch massive toxische
Schadigung oder extreme ,reduced-size“-Lebern darstellen, wenn die vitalen adulten Hepatozyten
in der Zahl so massiv reduziert sind, dass sie der Aufrechterhaltung einer Restfunktion und der
gleichzeitigen Regeneration nicht mehr gerecht werden kénnen (Fausto et al. 2006; Dabeva und
Shafritz 1993; Fujita et al. 2000; Lowes et al. 1999). Stammzellen des Knochenmarks spielen
dagegen auch im Normalfall eine wichtige Rolle, jedoch hauptsachlich beim Ersatz nicht-
parenchymatdser Leberanteile. Es qilt beispielsweise als erwiesen, dass Kupffer-Zellen und
Sinusendothelzellen sich aus Knochenmarkstammzellen rekrutieren (Fujii et al. 2002).
Hepatozyten und Ovalzellen kénnen zwar ebenfalls aus Knochenmarkstammzellen differenziert
werden, dies wird jedoch in vivo als Raritat angesehen (Fausto und Campbell 2003)

Adulte Hepatozyten haben eine Lebensspanne von 150 bis 450 Tagen (Malik et al. 2002). Der
normale Zellumsatz einer gesunden, nicht regenerierenden Leber spiegelt sich daher wider in
einer hepatozytaren Mitoserate zwischen 1/20000 und 1/1000 (Steer 1995; Diehl und Rai 1996a).

Fur den einzelnen Hepatozyten konnte dabei gezeigt werden, dass ein mitotisches Potential von
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bis zu 70 konsekutiven Zellteilungen besteht (Sandgren et al. 1991). Diese regenerative Reserve
ist so grof}, dass ein einzelner Hepatozyt theoretisch ausreichen wirde, um die gesamte Leber
eines Kleinnagers durch Zellteilung zu ersetzen (Fausto und Riehle 2005). Hepatozyten bilden die
Hauptzellpopulation der Leber mit einem Masseanteil von ca. 80% und kdénnen nach einem
entsprechenden Regenerationsreiz in den Zellzyklus eintreten. Nach 2/3 Hepatektomie reichen im
Durchschnitt ein bis zwei Zellteilungen, theoretisch 1,66 Zellzyklen pro Hepatozyt aus, um die
Lebermasse vollstandig wiederherzustellen (Taub 2004; Michalopoulos und DeFrances 1997). Die
Beteiligung sowohl der einzelnen Hepatozyten als auch verschiedener lobularer
Hepatozytensubpopulationen an der Regeneration ist dabei jedoch nicht homogen verteilt. Anhand
von sequenziellen Injektionen unterschiedlich markierter Nukleotidanaloga gelang es Wu et al. an
einem Rattenmodell der Leberteilresektion, die zeitliche Abfolge der Replikation in Bezug auf die
lobulare Lokalisation von Hepatozytenpopulationen sowie auch die tatsachlich erfolgten
Zellteilungen einzelner Hepatozyten nachzuvollziehen. Es konnten drei Subpopulationen von
Hepatozyten identifiziert werden, die von periportal nach zentrilobular schrittweise jeweils
synchronisiert replizierten. Etwa 15% der Zellen traten tUberhaupt nicht in den Zellzyklus ein und
etwa 11% teilten sich mindestens dreimal. Da fir eine Subpopulation ein und derselben lobularen
Zone vergleichbare extrinsische Regenerationsreize angenommen werden koénnen, ist die
Entscheidung, ob der einzelne Hepatozyt tatsachlich die Transition von der G, in die Gs-Phase
vollzieht und wie oft der Zellzyklus durchlaufen wird, offenbar autonom auf Ebene der individuellen
Zelle geregelt (Wu et al. 2011).

Der Prozess der Leberregeneration umfasst mindestens drei Signalpfade, die sich gegenseitig
beeinflussen und darlber hinaus groRe Redundanz zeigen (Kandilis et al. 2010). Eine
Zytokinkaskade vermittelt das Priming, also die Transition der Hepatozyten von der G, in die Gs-
Phase, entsprechend dem ersten Pfad. Die wichtigsten Zytokine sind Tumornekrosefaktor (TNF)
und Interleukin-6 (IL-6). TNF wird dabei hauptsachlich von den Kupfferzellen sezerniert, wahrend
IL-6 auch von anderen Zellen der Leber produziert werden kann (Ilwai et al. 2001; Nagata et al.
1994). Der von aktivierten Kupfferzellen freigesetzte TNF bindet an seinen Typ-1-Rezeptor

(TNFR1), was eine Translokation in den Zellkern und die Aktivierung von ,nuclear factor kB®
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(NF-kB) bewirkt. NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der seinerseits die Expression von IL-6
induziert. IL-6 ist fur die Aktivierung weiterer Transkriptionsfaktoren verantwortlich, die die
Transition Go/G; steuern. Als zweiter Signalpfad steuern Wachstumsfaktoren dann die weitere
Transition von der Gs- zur S-Phase. Zu den wichtigsten Wachstumsfaktoren gehéren dabei der
.hepatocyte growth factor* (HGF), der hauptsachlich von Ito-Zellen freigesetzt wird, der
»ransforming growth factor a“ (TGF-a), der als autokriner Faktor von Hepatozyten selbst produziert
wird und der ,epidermal growth factor® (EGF), der hauptsachlich in Speicheldriisen gebildet wird.
(Mead und Fausto 1989). Drittens wird durch metabolische Steuerungsmechanismen das
Wechselspiel zwischen Zellwachstum und Proliferation einerseits und der Leberfunktion
andererseits reguliert. SchlieBlich muss die Proliferationsphase terminiert werden, wenn das
regenerierte Organ die funktionellen Anforderungen des Organismus wieder voll erflllt. Zahlreiche
Proteine wirken als inhibierende Faktoren wie zum Beispiel TGF-, hauptsachlich von lto-Zellen
produziert, ,plasminogen activator inhibitor, ,suppressor of cytokine signalling-3“ und p27 (Kandilis
et al. 2010).

Nach wie vor wird nach einem spezifischen Ausgangspunkt, einem einzelnen auslésenden
Regenerationsreiz oder ,Trigger‘ geforscht (Deng et al. 2009). Die aufgezeigten zum Tell
redundanten Signaltransduktionswege und parallele intrazellulare Messenger-Kaskaden legen
jedoch nahe, dass auf molekularer Ebene ein einziger spezifischer ,Trigger‘ nicht existiert
(Michalopoulos 2010). Es ist seit langem bekannt und heute allgemein anerkannt, dass nicht allein
humorale Faktoren, sondern vielmehr hdmodynamische Veranderungen fir die Regulation der
Leberregeneration eine essenzielle Rolle spielen (Alston und Thomson 1963). Die Hyperperfusion
nach einem Parenchymverlust erscheint dabei als zweischneidiges Schwert. Insbesondere in Form
ihrer an den Endothelien wirkenden mechanischen Kraft, dem sogenannten Scherstress, wird sie
einerseits als wichtiger Regenerationsreiz angesehen, andererseits jedoch als Hauptursache fiir
ein Organversagen verantwortlich gemacht (Schoen et al. 2001; Sato et al. 1997; Lo et al. 2003;
Asakura et al. 2003). Es erscheint daher von grof3er Bedeutung die hepatische Hamodynamik und
ihre Regulationsmechanismen zu beleuchten, um die Leberregeneration besser verstehen zu

kénnen. Einer der wichtigsten Mediatoren, der durch erhdhten Scherstress freigesetzt werden
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kann, ist Stickstoffmonoxid (NO) (Furchgott und Jothianandan 1991; Buga et al. 1991). Neben
seiner vasoregulativen Funktion werden NO auch weitere die Leberregeneration beeinflussende
Eigenschaften zugeschrieben, wie z. B. zytoprotektive oder antiapoptotische Wirkungen
(Carnovale und Ronco 2012). Daher empfiehlt sich NO als besonders vielseitiger und

vielversprechender Mediator der Leberregeneration einer eingehenden Betrachtung.

1.4 Stickstoffmonoxid und NO-Synthasen

Die Bedeutung von NO in erster Linie als vasoregulativer Mediator und seine Freisetzung
durch spezifische Synthasen wurden in den 1980er Jahren entdeckt (Moncada et al. 1988, 1991).
Diese Erkenntnisse revolutionierten innerhalb kurzer Zeit die Erforschung und Therapie
insbesondere kardiovaskuladrer Erkrankungen und erwiesen sich als so bahnbrechend, dass
Furchgott, Ignarro und Murad 1998 gemeinsam der Medizin-Nobelpreis ,fir ihre Erkenntnisse tber
Stickstoffmonoxid als ein Signalmolekul im kardiovaskularen System® verliehen wurde (Alderton et
al. 2001). NO wird heute nicht nur in seiner Funktion als vasoregulativer Mediator in einer Vielzahl
von Geweben und Organen untersucht. Insbesondere in der Erforschung der Leberregeneration
offenbaren sich weitere Eigenschaften des Molekuls, das auch an der Regulation der
Regeneration sowie am Erhalt der Zellintegritat durch Beeinflussung der Apoptose beteiligt ist
(Carnovale und Ronco 2012).

Seit den 1990er Jahren sind drei Hauptformen der NO-Synthasen (NOS) bekannt, die nach
verschiedenen zellularen Lokalisationen und spezifischen Eigenschaften unterschieden werden
(Knowles und Moncada 1994). Die NOS-1 ist die im Nervengewebe vorherrschende Isoform des
Enzyms und wird auch als nNOS (n fiir ,neural“) bezeichnet. Sie gilt als Ca®*-abhangig und findet
sich hauptsachlich im Zytosol. Die NOS-2 wird in vielen unterschiedlichen Geweben, insbesondere
nach zellschadigenden Reizen, exprimiert und daher auch iINOS (i fur ,inducible®) genannt. Sie
kann Calmodulin schon bei sehr geringen Ca?*-Konzentrationen binden und gilt daher als Ca?-
unabhangig. Auch sie ist hauptsachlich zytosolisch zu finden (Weinberg 1998). Die NOS-3 wird

hauptsachlich von Gefallendothelzellen exprimiert und auch als eNOS (e fiur ,endothelial®)



Einleitung 14

bezeichnet. Sie bindet Calmodulin wie die nNOS abhangig von der intrazellularen Ca*-
Konzentration und gilt daher ebenfalls als Ca*-abhangig. Anders als ihre Verwandten ist die eNOS
in ihrer aktiven Form hauptsachlich als Membranprotein zu finden (Govers und Rabelink 2001).
Neuere Untersuchungen konnten auflerdem eine spezielle mitochondriale NOS (mtNOS)
nachweisen, die am ehesten einer Splicevariante der nNOS zu entsprechen scheint und eine

wichtige Steuerungsfunktion flr den Energiemetabolismus besitzt (Carreras und Poderoso 2007).

Citrullin + NO
O,  +Argihin

Arginin + O,

NOJ+ Citrullin

Abbildung 1: Schematische Darstellung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) in einer hepatischen Arteriole. Scherstress aktiviert
die eNOS unter anderem (iber erhGhte intrazelluldre Kalziumkonzentration, vermehrte Transkription und Phosphorylierung. Nach
Bindung des Ca?-Calmodulin-Komplexes (CaM) und Dimerisierung, sowie mit Hilfe der Co-Faktoren NADPH, FAD, FMN und BH, setzt
die eNOS ihre Substrate O2 und L-Arginin an ihrer eisenhaltigen Oxygenasedoméne (Fe) zu NO und L-Citrullin um. Das freigesetzte
NO beeinflusst die Hdmodynamik durch Thrombozytenaggregationshemmung, erhéhte GeféBpermeabilitit und Relaxation arterieller
GefélBe. Es kann aulBerdem zytoprotektive und antiapoptotische Wirkung auf parenchymatése Zellen entfalten und an der Regulation
der Leberregeneration mitwirken. Ery: Erythrozyten; Th: Thrombozyten, EZ: Endothelzelle; GM: glatte GefaBmuskulatur; HZ: Hepatozyt.
Die Abbildung erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit der mannigfaltigen durch NO vermittelten Wirkungen.
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Die Isoenzymformen werden zwar auf unterschiedlichen Genen kodiert, weisen jedoch eine
gewisse Strukturhomologie auf und gleichen sich insbesondere in ihrem funktionellen Aufbau
(Marletta 1994). Als homodimere Molekulverbindungen katalysieren sie die Reaktion von O, und L-
Arginin zu NO und L-Citrullin. Dafiir benétigen alle Isoformen neben einem Ca?*-Calmodulin-
Komplex die Co-Faktoren Tetrahydrobiopterin (BH;), NADPH, FAD, FMN und Ham (Nathan und
Xie 1994). Eine der wichtigsten Wirkungen des freigesetzten NO ist die Aktivierung der I6slichen
Guanylatcyclase (sGC) durch Nitrosylierung, wodurch cGMP-vermittelt eine Vasorelaxation erfolgt
(Arnold et al. 1977; Friebe und Koesling 2003). Eine Vielzahl anderer nitrosylierbarer Zielmolekule
und die ubiquitdr vorhandene sGC ermdglichen weitere, in Abhangigkeit von der Konzentration
teils gegensatzliche Wirkungen auf Gefalte und Parenchym (Abbildung 1).

Die Bedeutung von NO fir die Leberregeneration wird tierexperimentell hauptsachlich am
Modell der 2/3 Leberresektion am Kleinnager untersucht (Schoen et al. 2001). Dieses
Resektionsausmal} fuhrt beim Kleinnager zu einer prompt einsetzenden und geradezu ideal zu
beobachtenden Regeneration bei flir Ratten und Mause in der Regel unkompliziert tolerablem
Organ- zu Koérpermasseverhaltnis mit einer zu vernachlassigenden Mortalitdt. Damit kénnen
wichtige Erkenntnisse zur Bedeutung von NO fir die Leberregeneration unter standardisierten
Bedingungen gewonnen werden (Hortelano et al. 2007). Diese gelten jedoch fir ein
verhaltnismalig umschriebenes Resektionsausmals. Dagegen gibt es nur wenige Daten zur
Bedeutung von NO wahrend der Regeneration von ,reduced-size“-Lebern mit einem grenzwertigen
Organ- zu Kdrpermasseverhaltnis und konsekutiv erhdhter Morbiditat und Mortalitadt. Spezifische
Kenntnisse der physiologischen und pathophysiologischen Vorgange dieser ,reduced-size“-Lebern
sind jedoch essentiell, um den Organverlust durch ein ,small-for-size“-Syndrom verhindern zu
kénnen und in Zukunft ausgedehnte Leberresektionen und Transplantationen kleiner Organe zu
einer sichereren therapeutischen Option zu machen, mdglicherweise mit Hilfe externer
Unterstutzungsverfahren der Leberregeneration (lkegami et al. 2008; Gruttadauria et al. 2010;

Tucker und Heaton 2005).
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2 Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, mit Hilfe eines Leberresektionsmodells an der Wistar-

Ratte den Einfluss von NO auf Perfusion, Regeneration, Parenchymschaden und Organfunktion

der ,reduced-size“-Leber zu untersuchen. Das Standardmodell der 2/3 Leberresektion wurde dabei

zu einer ausgedehnteren 85% Hepatektomie abgewandelt, um einen relevanten Organschaden bei

moglichst geringer Letalitdt zu erzeugen. Die NO-Freisetzung wurde pharmakologisch moduliert.

Multi-modal wurden Parameter der Makro- und Mikrohamodynamik, der Leberregeneration, des

Zellschadens und der Organfunktion erfasst.

Die wesentlichen bearbeiteten Fragestellungen waren:

1.

Eignet sich das Modell der 85% Hepatektomie an der Wistarratte zur Untersuchung der
.reduced-size“-Leber, wird also ein signifikanter Leberschaden verursacht?

Beeintrachtigt die 85% Hepatektomie an der Wistarratte die Leberhdmodynamik, bzw.
lassen sich eine portale Hyperperfusion und vaskuldre Regulationsmechanismen der
,reduced-size“-Leber nachweisen?

Welchen Effekt zeigt die pharmakologische Modulation der NO-Freisetzung durch
NO-Substitution bzw. Blockade der NO-Synthasen auf die portale Hyperperfusion und die
hepatoarterielle Versorgung?

Spiegeln sich diese Effekte in der hepatischen Mikrozirkulation wider?

Lasst sich der hypothetische Hyperperfusionsschaden der ,reduced-size“-Leber durch
Anderung des sinusoidalen Scherstress beeinflussen?

Stellt die 85% Hepatektomie an der Wistarratte einen potenten Regenerationsreiz dar?
Welchen Einfluss besitzt die Modulation der NO-Freisetzung einerseits und die
Veranderung der Leberhdmodynamik andererseits auf den Leberschaden, die

Leberfunktion und die Leberregeneration der ,reduced-size“-Leber?
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden an mannlichen Wistar-Ratten (230-350g Korpergewicht)
durchgefthrt. Alle Tiere entstammten einer Zucht (Charles River Laboratorien, Sulzfeld,
Deutschland). Sie wurden in klimatisierten Raumen des Instituts flir Experimentelle Chirurgie mit
Zentraler Versuchstierhaltung der Universitat Rostock (Tierschutzbeauftragter Hr. Dr. rer. nat. H.
Stein) in Kafigen mit ein bis zwei Individuen bei 12 h Tag-/Nachtrhythmus mit Standardfutter fur
Ratten und Trinkwasser ad libitum gehalten. Die Versuche waren nach dem Tierschutzgesetz

§8 (1) genehmigt.

3.2 Experimentelles Modell der 85% Hepatektomie

Zur Untersuchung der Wirkung von NO auf die frihen physiologischen und
pathophysiologischen Vorgange der ,reduced-size“-Leber und der folgenden Leberregeneration
diente ein Modell der Leberteilresektion an der Ratte (Higgins 1931). Im Vergleich zum
Standardmodell der 2/3 Leberresektion wurde dabei das Resektionsausmald ausgedehnt, um in
Anlehnung an Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen den grofitmoglichen postoperativen
Organschaden ohne gesteigerte Letalitat zu erreichen (Dahmen et al. 2008; Debbaut et al. 2012),
entsprechend einer 85% Hepatektomie. Um den unterschiedlichen Zeitpunkten der frihen
postoperativen Ereignisse und ihrer unmittelbaren Auswirkungen nach 85% Hepatektomie gerecht
zu werden, wurde das Experiment in zwei Studienabschnitte gegliedert.

Im Studienabschnitt A erfolgte die Untersuchung der hepatischen Makro- und
Mikrohamodynamik direkt im Anschluss an die Hepatektomie. Voraussetzung dazu waren eine gut
steuerbare intravendse Andasthesie, Blutdruckmonitoring, repetitive Blutentnahmen, und ein
grol¥flachiger operativer Zugang zum oberen Abdomen.

Im Studienabschnitt B wurden Leberregeneration und Organintegritat 24 h nach Hepatektomie

untersucht. Zu diesem Zeitpunkt ist in der Ratte die maximale DNA-Syntheserate erreicht
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(Kountouras et al. 2001). Um die interventionsbezogene Letalitdt mdglichst gering zu halten, war
hier ein kurzer und wenig invasiver operativer Eingriff unter Inhalationsnarkose mit kleinerem,
leicht zu verschlieRendem Zugang zum Abdomen notwendig. Die eigentliche Leberteilresektion
wurde in beiden Versuchsabschnitten identisch vorgenommen.

Die besondere Makroanatomie der Rattenleber mit vier Hauptlappen, von denen drei
zusatzlich jeweils zweigeteilt sind, erlaubt in geradezu idealer Weise eine stufenweise Resektion
definierten Ausmalies durch Auswahl derjenigen Lappen, die sich zu dem gewinschten

Resektionsumfang addieren lassen (Abbildung 2).

A B

V. cavainf.

Abbildung 2: Makroanatomie der Rattenleber nach Madrahimov et al. (A) dem normalen Situs entsprechend und (B) nach
Mobilisierung von Lobus medianus und Lobus sinister. Abklirzungen der lateinischen Lappenbezeichnungen: Lobus medianus dexter
(LMD), Lobus medianus sinister (LMS), Lobus sinister (LS), Lobus dexter superior (LDS), Lobus dexter inferior (LDI), Lobus caudatus
superior (LCS) und Lobus caudatus inferior (LCl). Angegeben sind in (B) ndherungsweise prozentuale Gewichtsanteile der einzelnen
Leberlappen ménnlicher Wistar-Ratten nach Madrahimov et al.. Die Differenz zu 100% entspricht dem paracavalen Parenchymanteil
(nicht abgebildet).

Die prozentualen Gewichtsanteile der in dieser Studie zur Resektion vorgesehenen Lobus
medianus, Lobus sinister und Lobus dexter superior ergeben dabei mit den verbleibenden avitalen
Resektionsstimpfen die 85% Hepatektomie (Madrahimov et al. 2006; Shimizu et al. 2000). Die
Leberresektion wurde nach einem etablierten Verfahren schrittweise durchgefuhrt (Higgins 1931;

Dahmen et al. 2008). Der Lobus medianus, der Lobus sinister und der Lobus dexter superior

wurden sukzessive mit 4/0-Vicryl-Faden ligiert und reseziert (Abbildung 3). Die Ligatur erfolgte
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moglichst hilusnah, wobei der Lobus dexter superior etwas hilusferner ligiert werden musste, um

die Perfusion des benachbarten Leberlappens zu erhalten.

Abbildung 3: Stufenweise 85% Hepatektomie der Rattenleber (A bis D). Schrittweise Ligatur des Lobus medianus (A), des Lobus

sinister (B) sowie des Lobus dexter superior (C). Es verbleiben Lobus dexter inferior und Lobus caudatus superior und inferior sowie
der paracavale Parenchymanteil (nicht abgebildet).
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3.3 Experimentelles Protokoll

Unterschiedliche Untersuchungszeitpunkte einhergehend mit unterschiedlichen Operations-
und Untersuchungstechniken machten — wie beschriecben - eine Unterteilung in die
Studienabschnitte A, Hepatische Makro- und Mikrohdmodynamik sowie B, Leberregeneration und
Organintegritat noétig. Studienabschnitt A, in dem die Wirkung von NO auf die hepatische
Hamodynamik kurz nach 85% Hepatektomie erfasst wurde, war aufgrund verschiedener invasiver
apparativer Techniken wiederum zweigeteilt in die Unterabschnitte Hamodynamik | und
Hamodynamik .

Zur besseren Ubersicht findet sich am Ende dieses Abschnitts eine schematische grafische
Ubersicht (iber die einzelnen Versuchsabschnitte, die im Folgenden naher erlautert werden

(Abbildung 5).

In allen Versuchsabschnitten wurden vier Versuchsgruppen untersucht:

1. NO+: In dieser Gruppe erfolgte 24 h vor und wahrend der 85% Hepatektomie die
Substitution von NO mittels Molsidomin (10 mg/kg KG (i.p.)).

2. NO-: In dieser Gruppe wurden vor und wahrend der 85% Hepatektomie die
NO-Synthasen mittels L-NAME (L-Nw-Nitroarginin Methyl Ester; 100 mg/kg KG
(i.p.)) gehemmt.

3. Sham: Tiere dieser Gruppe erhielten weder eine pharmakologische Vorbehandlung noch
eine Leberresektion. Anstelle pharmakologischer Substanzen erhielten sie
identische Mengen physiologischer Kochsalzlésung als i.p. Injektion. Die Eingriffe
wurden analog zu den anderen Gruppen vorgenommen. Statt der Hepatektomie
erfolgte jedoch lediglich eine Manipulation der entsprechenden Leberlappen.

4. Kon: Tiere dieser Gruppe wurden der 85% Hepatektomie unterzogen, erhielten jedoch
statt pharmakologischer Beeinflussung identische Volumina physiologischer

Kochsalzlésung als i.p. Injektion.
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3.3.1 Studienabschnitt A: Hepatische Makro- und Mikrohamodynamik

Um die Wirkung von NO auf die hepatische Makro- und Mikrohdmodynamik der ,reduced-
size“-Leber frih nach Hepatektomie zu erfassen, wurden insgesamt 36 Tiere in den

Unterabschnitten Hdmodynamik | bzw. Hdmodynamik Il untersucht.

3.3.1.1 Anasthesie und Praparation

Im ersten Studienabschnitt wurden an entsprechend vorbehandelten Tieren im Unterabschnitt
Hamodynamik | leberarterieller und portalvendser Fluss gemessen, die Perfusion des
Leberparenchyms bestimmt, der intrahepatische Sauerstoffpartialdruck (pO.) ermittelt und im
Unterabschnitt Hamodynamik Il die intrahepatische Mikrozirkulation mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie (IVM) untersucht.

Nach primarer intraperitonealer (i.p.) Anasthesie mit Pentobarbital (55 mg/kg KG) und Rasur
von Hals und Bauch wurden die Tiere in Riickenlage auf einer Heizplatte fixiert, die durch eine
rektale Temperatursonde gesteuert wurde. Die Korpertemperatur der Tiere konnte dadurch
wahrend der gesamten Versuchsdauer konstant bei 37 °C gehalten werden.

Nach Hautantisepsis mit Povidoniodlésung, medianer Inzision der Halshaut und stumpfer
Separation von Bindegewebe und Halsmuskulatur wurden die Trachea, die rechte V. jugularis
interna und die rechte A. carotis communis unter Schonung begleitender Gefalle und Nerven
dargestellt. Zur Sicherung der Atemwege wurde ein Polyethylen-Katheter (Innendurchmesser
2mm) als Trachealkanile platziert. Die GefalRe wurden mit Polyethylen-Kathetern
(Innendurchmesser 0,28 bis 1,0 mm) kanuliert. Der arterielle Katheter diente der repetitiven
Blutentnahme zur Blutgasanalyse und dem kontinuierlichen Blutdruckmonitoring zur
Narkosesteuerung. Per Pentobarbitalinfusionen im Bolus Uber den vendsen Katheter wurde der
arterielle Mitteldruck konstant zwischen 100 und 110 mmHg eingestellt. Der vendse Katheter
diente aulRerdem der Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran
(FITC-Dextran, 5%, 0,1 ml/100g KG) zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (IVM).

Nach erneuter Hautantisepsis mit Povidoniodlésung und medianer Laparotomie wurden die
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Bauchdecken per zusatzlichem Oberbauchquerschnitt beidseits unter Blutungskontrolle mittels
Elektrokauter bis auf den Rippenbogen geteilt. Die proximalen Bauchdeckenlappen wurden mit
zwei Haken seitlich aufgespannt, um einen grof¥flachigen Zugang zum Oberbauch herzustellen.
Unterbauch und offen liegende Abdominalorgane wurden bis auf Hoéhe der Leber mit in
kérperwarmer physiologischer Kochsalzlésung getrankten Kompressen abgedeckt. Die
Leberbander und Peritonealduplikaturen wurden durchtrennt und die einzelnen Leberlappen unter
groltmoglicher Schonung der Organoberflachen mit feuchten Wattetupfern mobilisiert.

Fur die Messungen der Blutflisse in A. hepatica communis und V. portae im Unterabschnitt
Hamodynamik | wurden diese Gefalte unter einem Operationsstereomikroskop (Leica MZ6, Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) prapariert. Die Darstellung der A. hepatica propria erfolgte
direkt nach ihrem Abgang aus der A. hepatica communis. Die Pfortader wurde kurz vor ihrer ersten
Aufzweigung freigelegt.

Fir die intravitalmikroskopischen Aufnahmen im Unterabschnitt Hdmodynamik Il wurde der
Lobus caudatus auf ein zur Organunterseite passend modelliertes Plastilinbett ausgelagert und
parallel zur Fokusebene des Intravitalmikroskops positioniert.

Nach einer ersten Messphase bzw. den intravitalmikroskopischen Aufnahmen der intakten
Leber erfolgte nun die eigentliche 85% Hepatektomie wie beschrieben und im Anschluss daran die

definitive Messphase.

3.3.1.2 Hamodynamik |

Im Unterabschnitt Hadmodynamik | wurden in n=5 Tieren je Versuchsgruppe mittels
Ultraschall-Laufzeitverfahren die Blutflisse in der Pfortader und in der Leberarterie gemessen, die
hepatische Perfusion durch ein Laser-Doppler-Verfahren bestimmt und der intrahepatische
Sauerstoffpartialdruck (pO;) ermittelt. Zum Ausschluss einer anasthesiebedingten respiratorischen
Insuffizienz mit systemischer Hypoxie wurde auRerdem jeweils nach der Messung des pO, eine
arterielle Blutgasanalyse vorgenommen. Die Messungen erfolgten in dieser Reihenfolge
sukzessive jeweils vor und nach 85% Hepatektomie bzw. der Sham-Manipulation (Abbildung 4,

Abbildung 5 A).
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FUr den Messdurchlauf vor Hepatektomie wurden nach Anasthesie und Praparation zunachst
die groRen Leberlappen nach kranial unter das Zwerchfell verlagert, um Zugang zum Ligamentum
hepatoduodenale, zum Lobus dexter inferior und zum Lobus caudatus inferior zu erhalten, wo die
Messungen jeweils vorgenommen wurden. Zur Messung der BlutflieRgeschwindigkeiten in
V. portae und A. hepatica propria wurden die Messsonden vorsichtig um die freipraparierten
Gefalie platziert, ohne diese zu komprimieren (Abbildung 4 A). Nach dieser Manipulation konnten
sich die Gefalle in einer kurzen Ruhephase erholen. Nach mindestens einer Minute ohne
messbare spontane Flussanderungen wurden die basalen BlutflieRgeschwindigkeiten vor
Hepatektomie fur 1 min aufgezeichnet.

Nach Entfernen der Uliraschallsonden wurde der Laser-Doppler-Messkopf mit einem
Mikromanipulator in Position gebracht und vorsichtig auf die Oberflache des Lobus caudatus
aufgesetzt (Abbildung 4 B). Der Mittelwert aus drei Messungen an unterschiedlichen Stellen der
Leberlappenoberflache wurde notiert.

Der Sauerstoffpartialdruck wurde mit einem Licox-System (Licox Systems; GMS, Kiel-
Mielkendorf, Deutschland) im Leberparenchym gemessen. Vor Hepatektomie diente hierzu der
Lobus medianus, nach Hepatektomie der Lobus dexter inferior. Dazu wurde der die Clark-Sonde
umgebende Polyethylenkatheter (& 0,5 mm) lateral in den jeweiligen Leberlappen eingestochen
und subkapsular in Richtung Hilus vorgeschoben, bis das Sondenende intraparenchymal lag
(Abbildung 4 B). Intraparenchymale Messungen haben sich als genauer erwiesen und sind einer
Messung an der Leberoberflaiche vorzuziehen (Pestel et al. 2006). Durch den kleinen
Durchmesser der Sonde wurden die Leberlappen dabei kaum geschadigt. Die
Temperaturmesssonde zur Temperaturkompensation wurde extraparenchymal zwischen
Leberlappen und dorsaler Abdominalwand platziert. Zur Blutgasanalyse wurde Blut aus dem
arteriellen Katheter in ein heparinisiertes Kapillarréhrchen entnommen und sofort maschinell
analysiert (Siemens Rapidlab 348, Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland).

Nach 85% Hepatektomie folgte der zweite Messdurchlauf. Die Messungen erfolgten in
derselben Reihenfolge (Abbildung 4 C und D). Nachdem sich nach der Manipulation durch die

Resektion und die erneute Platzierung der Ultraschallmesssonden ein neues Gleichgewicht der



Material und Methoden 24

BlutflieRgeschwindigkeiten in V. portae und A. hepatica propria eingestellt hatte, erfolgte die
Aufzeichnung der Flusswerte fir 30 min. Die Messungen der hepatischen Perfusion mittels Laser-
Doppler-Verfahren, des Sauerstoffpartialdruckes mit dem Licox-System und die Blutgasanalyse
erfolgten, wie oben beschrieben. Nach Abschluss der Messungen erfolgte transdiaphragmal eine

intrakardiale Blutentnahme und Tétung der Tiere mit einer intrakardialen Uberdosis Pentobarbital.

Laser-Doppler-Sonde
A hepatica

V. cavainf.” _ V. portae

UItraSchaIImesssonde Clark-Typ pOZ-Sonde

C D

Laser-Doppler-Sonde
> A. hepatica PP

V. cava inf. V. portae

\

Ultraschallmesssonde Clark-Typ pO,-Sonde

Abbildung 4: (A bis D) Platzierung der Ultraschallmesssonden zur Messung des portalvenésen und hepatoarteriellen Blutflusses, der
Clark-Typ pO:-Kathetersonde zur Sauerstoffpartialdruckmessung sowie der Laser-Doppler-Sonde zur Bestimmung der
Gewebeperfusion jeweils in der unresezierten Sham-Gruppe (A und B) bzw. nach 85% Hepatektomie (C und D).
Ultraschallmesssonden und Laser-Doppler-Sonde wurden per Mikromanipulator (nicht abgebildet) fixiert und justiert. Die Clark-Typ pO--
Kathetersonde wurde intraparenchymal platziert.
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3.3.1.3 Hamodynamik Il

Im Unterabschnitt Hdmodynamik Il wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie in n = 4
Tieren je Gruppe die erythrozytare Blutflielgeschwindigkeit und die Durchmesser der
Lebersinusoide und postsinusoidalen Venolen gemessen, sowie Blutvolumenfluss und Scherstress
errechnet (Abbildung 5 B und Abbildung 6).

Zwanzig Minuten nach Anasthesie und Praparation bzw. zehn Minuten nach Hepatektomie
bzw. Sham-Operation wurden die Tiere, fixiert auf ihren Heizplatten, unter dem Intravitalmikroskop
platziert und die Oberfliche des auf einem angepassten Plastilinbett ausgelagerten Lobus
caudatus inferior parallel zur Fokusebene positioniert. Nach intravenéser Gabe des
Fluoreszenzfarbstoffes = FITC-Dextran (5%, 0,1 ml/100 g KG)  wurden  Sinusoide  und
postsinusoidale Venolen in jeweils zehn Gesichtsfeldern aufgezeichnet. Nach Ende der

Untersuchung wurden die Tiere durch eine Pentobarbitaliberdosis getotet.

3.3.2 Studienabschnitt B: Leberregeneration und Organintegritat

Um im Studienabschnitt B die Wirkung von NO auf die Regeneration und Organintegritat der
.reduced-size“-Leber nach 85% Hepatektomie zu untersuchen, wurden insgesamt 40 Tiere
untersucht, jeweils 10 pro Versuchsgruppe (Abbildung 5 C).

Nach entsprechender pharmakologischer Vorbehandlung wurden diese Tiere der
85% Hepatektomie, bzw. Sham-Operation zugefihrt. Die Narkose wurde in einer Plexiglasbox
durch ein Narkosegasgemisch aus Isofluran (1,8 vol %), Lachgas (0,8 I/min) und Sauerstoff
(1,6 I/min) eingeleitet. Nach vollstdndiger muskuldrer Relaxation wurden die Tiere, wie oben
beschrieben, auf einer Heizplatte fixiert. Die Inhalationsnarkose wurde Uber eine Kunststoffmaske
aufrecht erhalten. Eine integrierte Absaugvorrichtung der Maske und suffiziente Raumbellftung
dienten dem Schutz des Laborpersonals vor eventuell austretendem Narkosegas (Green 1981).
Der Bauch wurde rasiert und mit Povidoniodlésung desinfiziert. Nach medianer Laparotomie
wurden die Bauchdecken beidseits mit Haken aufgespannt. Ein Kunststoffrbhrchen unter der

Brustwirbelsdule ermdglichte die bessere Exposition der Oberbauchorgane. Nun wurden die
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Leberlappen aus ihren Bandern und Peritonealduplikaturen befreit und mit befeuchteten
Wattetupfern mobilisiert. Es folgte die 85% Hepatektomie. Die resezierten Leberlappen wurden
gewogen und asserviert. Es folgte die Spulung des Abdomens mit warmer physiologischer
Kochsalzlésung. Ein FlUssigkeitsdepot von 2 ml physiologischer Kochsalzlésung wurde zum
Ausgleich des Flussigkeitsverlustes belassen. Bauchdecke und Haut wurden nun einzeln mit 5/0
Prolene-Nahten in fortlaufender Naht verschlossen und mit Povidoniodldsung desinfiziert. Im
Anschluss konnten sich die Tiere unter einer Rotlichtlampe von Operation und Narkose erholen
und blieben unter Beobachtung bis sie normales Aktivitats- und Fressverhalten zeigten. Das
resezierte Lebergewebe wurde gewogen und in drei Fraktionen asserviert. Zur histologischen
Untersuchung wurden Gewebeproben sowohl in 4% Formalinlésung fixiert und nach drei Tagen in
Paraffin eingebettet als auch in einem Histoacrylbett in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C gelagert. Fur die Proteinanalytik wurden zusatzlich Gewebeproben in flissigkeitsdichten
Tubes ebenfalls in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Vierundzwanzig Stunden nach Hepatektomie, auf dem Hohepunkt der resektionsinduzierten
hepatischen DNA-Synthese (Kountouras et al. 2001), erfolgte die Entnahme von Blut und
Restlebergewebe in tiefer i.p. Pentobarbitalnarkose. Dazu wurde die Abdomennaht wieder eréffnet
und die Laparotomie erweitert. Nach transdiaphragmaler intrakardialer Blutentnahme in jeweils ein
EDTA- und ein Citrat-Réhrchen wurde ebenfalls intrakardial eine letale Dosis Pentobarbital injiziert.
Im Anschluss daran wurde die Restleber entnommen und asserviert. Zum immunhistochemischen
Nachweis der DNA-Synthese des regenerierenden Gewebes erhielten die Tiere bereits eine
Stunde vor Entnahme eine i.p.-Injektion mit dem Thymidin-Analogon 5-Bromodesoxyuridin (BrdU,
50 mg/kg KG). Das Restlebergewebe wurde en bloc entfernt und gewogen. Nach der Entfernung
der nekrotischen Resektionsstimpfe wurde nochmals gewogen. Lebergewebeproben wurden
erneut wie oben beschrieben in drei Fraktionen asserviert. Das gewonnene Blut wurde zentrifugiert
(10 min, 3000 U/min), der Plasmauberstand abpipettiert und bei -20 °C in Eppendorf-Tubes

eingefroren.
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Abbildung 5: (A bis C) Schematische Zusammenfassungen des experimentellen Protokolls. (A) Studienabschnitt A, Hdmodynamik I:
Ultraschallflussmessungen der A. hepatica und V. Portae, Messung von Gewebeoxygenierung und -perfusion. (B) Studienabschnitt A,
Héamodynamik II: intravitalmikroskopische Erfassung von GefdaBdurchmessern und BlutflieBgeschwindigkeit, Errechnung von
Blutvolumenfluss und Scherstress. (C) Studienabschnitt B: Ilaborchemische, immunhistochemische und proteinanalytische
Quantifizierung von Leberschaden und Regeneration. NaCl: Natriumchlorid, L-NAME: L-Nw-Nitroarginin Methyl Ester, PH: partielle
Hepatektomie, IVM: Intravitalmikroskopie, BrdU: 5-Bromodesoxyuridin.
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3.4 Untersuchungstechniken

3.4.1 Monitoring der Makro- und Mikrohamodynamik

3.4.1.1 Ultraschall-Laufzeitverfahren

Die Messung des hepatischen Blutzuflusses in Vena portae und Arteria hepatica propria
erfolgte mit einem Ultraschall-Laufzeitverfahren. GefalBumschlieRende Ultraschallsonden mit
kleinen Durchmessern erlauben unter Nutzung des Doppler-Effekts die Messung der
BlutflieRgeschwindigkeiten auch in sehr kleinlumigen GefalRen. Die Messungen wurden mit einem
Ultraschall-Flussmessgerat durchgefihrt (T402 Animal Research Flowmeter; Transonic Systems,
Ithaca, New York, USA). Den Herstellerempfehlungen folgend wurden zwei unterschiedliche
jeweils dem Durchmesser der Arteria hepatica propria (Nanoprobe MAO.5PSB) und der Vena
portae (Probe MC2PSB) angepasste Messsonden genutzt. Die Sondenkdpfe wurden direkt um die
Gefale platziert (Abbildung 4 A und C). GleichmaRiger und schallneutraler Kontakt zwischen
Sonde und Gefall wurde mit Sonographiegel hergestellt, welches mittels einer stumpfen Kanile
vorsichtig in die Sondendffnungen appliziert wurde.

Messwerte wurden erst aufgezeichnet, nachdem sich die durch direkte Manipulation an den
GefalRen verursachten Perfusionsdnderungen beispielsweise in Form von Vasospasmen zurlick
bildeten. Das Erreichen des als von 3&ulleren Einflissen unbeeinflusst angesehenen
Perfusionsgleichgewichts wurde anhand der gerateinternen Digitalanzeige Uberwacht. Das
Flussmessgerat stellt die Daten zur externen Weiterverarbeitung nur an analogen
Datenausgangen zur Verfigung. Die automatisierte digitale Erfassung der Messwerte nach
Erreichen des Perfusionsgleichgewichts erfolgte daher Uber einen Analog-Digitalwandler (LabJack
U12, LabJack, Lakewood, Colorado, USA) per Computersoftware (DAQFactory Express,
Azeotech, Ashland, Oregon, USA). Die per Software geschriebenen Rohdaten wurden in ein
Tabellenkalkulationsprogramm (MS Excel, Microsoft Corp., Redmont, Washington, USA) importiert,

aufbereitet und statistisch ausgewertet.
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3.4.1.2 Laser-Doppler-Verfahren

Die intrahepatische Perfusion wurde durch ein Laser-Doppler-Verfahren bestimmt. Dieses
Verfahren erfasst die durch die Bewegung roter Blutkdrperchen verursachten
Spektralverschiebungen des mit einer Wellenlange von 632,8 nm emittierten Lichts eines 2 mW
Helium-Neon-Lasers. Das an der Organoberflache reflektierte Spektrum wird von Photodetektoren
in elektrische Spannung eines entsprechenden Frequenzbereichs umgewandelt, welche linear
abhangig ist vom Produkt aus Geschwindigkeit und Konzentration der roten Blutkérperchen im
Untersuchungsfeld (Almond und Wheatley 1992). Die Messsonde des Laser-Flowmeters (Peri Flux
PF3; Perimed, Stockholm, Schweden) wurde dabei mittels eines Mikromanipulators vorsichtig auf
die Organoberflache aufgesetzt, vor Hepatektomie auf den Lobus sinister und nach Hepatektomie
auf den Lobus caudatus (Abbildung 4 B und D). Die Perfusion wurde je Messdurchgang an jeweils

drei unterschiedlichen Stellen der Organoberflache bestimmt und das arithmetische Mittel notiert.

3.4.1.3 Messung des Sauerstoffpartialdrucks

Die Gewebeoxygenierung der Leber wurde mit pO;-Sonden in Form von flexiblen
Polyethylenmikrokathetern gemessen (Clark-Typ, 0,5 mm Durchmesser, Lange 200 mm, Licox
Systems; GMS, Kiel-Mielkendorf, Deutschland). Die pO,-Sonde wurde dabei intraparenchymal
platziert (Abbildung 4 B und D) (Pestel et al. 2006). Die Temperatursonde wurde retrohepatisch

intraperitoneal platziert.

3.4.1.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist ein Verfahren, mit dem Parenchymstatus und
Mikrozirkulation der vitalen Leber am lebenden Versuchstier visualisiert, aufgezeichnet und
quantifiziert werden koénnen (Grafflin 1953). Dabei kommen intravends applizierte
Fluoreszenzfarbstoffe zur Anwendung, die sich je nach ihren chemischen Eigenschaften in
unterschiedliche Kompartimente verteilen. Fluoreszenzfarbstoffe emittieren bei Anregung durch

Licht definierter Wellenlange im Vergleich energiedrmere Lichtquanten mit groRerer Wellenlange
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und kdnnen somit ihre Kompartimente kontrastieren. Diese Epi-llluminationstechnik ermdglicht die
intravitale Auflichtfluoreszenzmikroskopie. Licht einer bestimmten Wellenlange wird nach Passage
eines Anregungsfilters durch einen dichromatischen Teilungsfilter auf die zu untersuchende
Gewebeoberflache gelenkt. Das vom Fluoreszenzfarbstoff im Gewebe emittierte langwelligere
Licht wird nur zum Okular hin durchgelassen. Zusatzlich sorgt ein Sperrfilter daflir, dass im
Abbildungsstrahlengang nur der spezifische Wellenldangenbereich des verwendeten

Fluoreszenzfarbstoffes Durchlass findet (Abbildung 6 A).

A | B

Okular

Filterblock

Lichtquelle

I Sperrfilter

Dichromatischer Monitor

" Strahlteiler

i
Anregungsfilter

Objektiv

(L Praparat
7 7 . e oo

Abbildung 6: (A und B) Schematische Darstellung der intravitalen Mikroskopie. (A) Funktionsprinzip der Auflicht-Fluoreszenz-
Mikroskopie (http://www.juelich-bonn.com/site/mikroskop/texte/fluoreszenz/). (B) Versuchsanordnung: Der Lobus caudatus wird auf
einen Léffel mit Plastilinbett ausgelagert, mit einem Deckglas abgedeckt und horizontal unter dem Objektiv positioniert. Das
Mikroskopiebild wird von einer CCD-Kamera erfasst und nach Einschleifen von Echtzeitgenerator (EZG) und Monitor auf Videoband
aufgezeichnet (Schuett H. Modulation des NO- und CO-Stoffwechsels und dessen Bedeutung fiir die Leberregeneration nach partieller
Hepatektomie. Rostock, Univ., Med. Fak., Diss., 2009).

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem modifizierten
Epifluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss vorgenommen (Axiotech vario, Zeiss, Jena,
Deutschland). Fir die Analyse der Leber wurde das Tier nach Anasthesie und Praparation unter
dem Objektiv platziert, der Lobus caudatus ausgelagert und parallel zur Fokusebene positioniert
(Abbildung 6 B). Als Fluoreszenzfarbstoff kam FITC-Dextran zur Anwendung, das aufgrund seiner
MolekulgréRe (Molekulargewicht 150 kD) nicht in den extravasalen Raum diffundieren kann und
somit ausschliellich die Gefalle kontrastiert. Als Lichtquelle diente eine 100 W Quecksilberlampe,

gefiltert wurde mit einem Anregungsfilter (Wellenlangen 450 - 490 nm), einem dichromatischen
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Teilerspiegel (Wellenlange 510 nm) und einem Sperrfilter (Wellenlangen > 520 nm). Durch die
exakte Abstimmung der Filter auf den Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran konnte eine optimale
Darstellungsqualitat gewahrleistet werden. Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden unter
Benutzung von Wasser-Immersionsobjektiven (x20 / numerische Apertur 0.5, Achroplan, Zeiss;
x40 / numerische Apertur 0.8, Achroplan, Zeiss) aufgenommen, mittels einer ,charge-coupled
device” (CCD)-Videokamera (FK 6990-1Q, Pieper, Berlin, Deutschland) auf einen Bildschirm
Ubertragen und auf Videoband gespeichert (S-VHS Panasonic AG 7350-E, Matsushita, Tokio,
Japan). Uber einen in das Videosignal eingeschleiften Videozeitgenerator (VTG 33, FOR-A-
Company, Tokio, Japan) wurden eine zahlenkodierte Versuchsgruppenbezeichnung und die
Untersuchungszeit erfasst. Von jedem Tier wurden jeweils 10 Gesichtsfelder mit Sinusoiden und

postsinusoidalen Venolen aufgezeichnet.
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Abbildung 7: (A) Exemplarische intravitalmikroskopische Aufnahme von Lebersinusoiden mit drainierender postsinusoidaler Venole.
(B) Korrespondierende schematische Darstellung von Lebersinusoiden und drainierender postsinusoidaler Venole. Mittels
computergestutzter quantitativer Videoanalyse wurden sinusoidale und venolare GefalRdurchmesser (d, schwarze Doppelpfeile) und
BlutflieRgeschwindigkeit (v, lange schwarze Pfeile) bestimmt. Aus diesen quantitativ ermittelten Werten konnten unter der Annahme
eines zylindrischen Gefallumens mit dem Querschnittsradius r=d/2, eines laminaren Blutflusses und eines newtonschen Fluids jeweils
Blutvolumenfluss (VQ=v-1r-r?) und Scherstress (1=(4-n-VQ)/(1r-r®) fur die einzelnen GefaRabschnitte bestimmt werden.

Die Auswertung der auf Videoband gespeicherten intravitalmikroskopischen Bilder erfolgte im
folgenden offline durch quantitative Videoanalyse mit einem computerunterstitzten
Bildverarbeitungsprogramm (Caplmage, Zeintl, Heidelberg, Deutschland). Fir jedes verwendete
Objektiv wurde mittels Mikrometer-MaRstab eine Kalibrierung vorgenommen. Je Tier wurden

jeweils 10 midzonale Sinusoide und 10 postsinusoidale Venolen hinsichtlich GefaRdurchmesser (d)
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und Blutzellgeschwindigkeit (v) durch Mehrfachmessungen ausgewertet (Abbildung 7). Aus den
Messdaten wurden Blutvolumenfluss und Scherstress berechnet. Alle Daten wurden fir jedes
Individuum arithmetisch gemittelt. Diese Mittelwerte gingen schliellich in die Berechnung der

Gruppenmittelwerte ein.

3.4.1.4.1 Sinusoid- und Venolendurchmesser (d)

Die Messung der Sinusoid- und Venolendurchmesser (d) erfolgte am Standbild. GefaRachse
und Gefallgrenzen konnten durch die Anwendung des Fluoreszenzfarbstoffs FITC-Dextran, der
das gesamte Plasma kontrastiert, exakt ermittelt werden. Durch eine automatisierte
Mehrfachmessung senkrecht zur bestimmten GefaRachse wurde der Mittelwert des Durchmessers

aus jeweils 50 Einzelmessungen ermittelt.

3.4.1.4.2 BlutflieBRgeschwindigkeit (Vrsc)

Im Anschluss an die Durchmesserbestimmung wurde in den untersuchten Gefallen die
Geschwindigkeit der Blutzellen mit Hilfe der Computer-gestlitzten Line-Shift-Diagramm Methode
bestimmt (Klyscz et al. 1997). Dabei wird entlang der Flussrichtung des Gefalles eine Messlinie
zentral im Lumen festgelegt und das Videoband fir ca. 12 s in normaler Geschwindigkeit
abgespielt, wahrend fir 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 fliekenden Blutzellen
bzw. den Plasmalicken dazwischen. Aus dem Anstieg dieser Linien kann danach vom Programm

die Blutzellgeschwindigkeit in pm/s berechnet werden.

3.4.1.4.3 Blutvolumenfluss (VQ)
Unter Verwendung der mittels computergestitzter Videoauswertung gewonnenen Werte fir
GefalRdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit wurde der Blutvolumenfluss flir jedes einzelne

Gefal anhand folgender Formel berechnet:
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2

VQ = Vgge X T X (g)

Diese Gleichung stellt eine Vereinfachung dar, die unter der Annahme einer zylindrischen
Form des Gefalles bzw. eines kreisrunden Gefallquerschnitts und eines newtonschen Fluids mit
laminarer Stromung den tatsachlichen Verhaltnissen in einem vitalen, perfundierten Gefalbett nur
naherungsweise entsprechen kann. Da die genannten Vereinfachungen jedoch fur alle
untersuchten Individuen bzw. GefalRe Anwendung finden, kénnen relative Unterschiede zwischen

den Versuchsgruppen trotzdem valide dargestellt werden (Aroesty und Gross 1972, 1972).

3.4.1.4.4 Scherstress (1)
Wie fur den Blutvolumenfluss, wurden auch zur Bestimmung des Scherstress die jeweiligen
Einzelwerte der GefalRdurchmesser und Blutflielgeschwindigkeiten herangezogen und mittels

folgender Formel berechnet (Hori et al. 1998):

75:4xnxVQ

axr

VRBC

bzw. tT=4XmnX

Dabei entspricht r dem Radius des Gefaltes. Der Scherstress verhalt sich unter der Annahme
der oben genannten Vereinfachungen folglich proportional zur Blutflie3geschwindigkeit und
umgekehrt proportional zum Gefalradius. Fur die Konstante der Blutviskositdt n wurde
entsprechend den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen fir Kleinnagerblut ein Wert von 7

festgelegt (Vogel et al. 2003; Windberger et al. 2003)
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3.4.2 Parameter des Leberschadens, der Organintegritat

und der Leberregeneration

3.4.2.1 Serumanalytik

Um den hepatozellularen Schaden zu erfassen, wurden die Transaminasen, Glutamat- und
Lactatdehydrogenasen sowie der Bilirubinspiegel jeweils eine Stunde bzw. 24 h nach Resektion
bestimmt. Dies geschah spektrophotometrisch mit Hilfe kommerziell verfigbarer Kits (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Die untersuchten Plasmaproben wurden durch
Blutentnahmen jeweils am Ende des Experiments im Studienabschnitt A (Hdmodynamik |) bzw.

Studienabschnitt B gewonnen.

3.4.2.2 Immunhistochemie von BrdU

Zum immunhistochemischen Nachweis der DNA-Synthese 24 h nach 85% Leberteilresektion
erfolgte im Studienabschnitt B eine Stunde vor Organentnahme die intraperitoneale Applikation
des Thymidin-Analogons 5-Bromodesoxyuridin (BrdU, 50 mg/kg KG). BrdU wird in der S-Phase
des Zellzyklus von der DNA-Polymerase anstelle Thymidin mit Adenin gepaart und kann
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Es eignet sich insbesondere deshalb gut zum
Nachweis der DNA-Synthese, da Thymidin und seine Analoga anders als die restlichen Basen
nahezu exklusiv in der DNA vorkommen und in der RNA grofdtenteils durch Uracil ersetzt sind
(Eidinoff et al. 1959; Russev und Tsanev 1973). Das entnommene BrdU-markierte Lebergewebe
wurde flr zwei bis drei Tage in 4% phosphatgepufferter Formalinlésung fixiert und in Paraffin
eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden 4 um dicke Schnitte flr die histologische Analyse
gefertigt. Fir den immunhistochemischen Nachweis der BrdU-Inkorporation wurden die Schnitte
auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager gegeben und zur Antigendemarkierung mit Mikrowellen
behandelt. Als primarer Antikorper kam monoklonales Maus-Anti-BrdU (1:50; Dako Cytomation,
Hamburg, Deutschland) zum Einsatz, das flr 18 h bei 4 °C inkubiert wurde. Nach Equilibrierung
bei Raumtemperatur wurden die Schnitte mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem

Ziegen Anti-Maus-IgG (1:100; Dako Cytomation) fur 30 min inkubiert. Als Chromogen kam
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3,3'-Diaminobenzidin zum Einsatz. Die Schnitte wurden dann mit Hamalaun gegengefarbt und
mittels Lichtmikroskopie untersucht (Axioskop 40; Zeiss Gottingen, Deutschland). BrdU-positive
Hepatozytenzellkerne wurden in 30 aufeinanderfolgenden High-Power-Feldern (x40 Objektiv,

numerische Apertur 0,65) ausgezahlt (Zellen/mm?).

3.4.2.3 Proteinanalytik von PCNA

Mittels Westernblot des ,proliferating-cell-nuclear-antigen® (PCNA) konnte das Ausmal} des
Regenerationsreizes auf Proteinebene ermittelt werden. Die in Studienabschnitt B gewonnenen
und bei -80 °C gelagerten Gewebeproben wurden gewogen, mit Hilfe eines Dismembrators
pulverisiert und das pulverisierte Gewebe anschlieend 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 fir
10 min bei 10.000 U/min zentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand jeweils dekantiert.

Die Bestimmung des Proteingehaltes in dem gewonnenen Uberstand wurde mittels des BCA-
Protein Assay (Pierce Biotechnology, Bonn, Germany) vorgenommen. Das in dieser L&sung
enthaltene Kupfer komplexiert mit Proteinen und erzeugt, je nach Proteinkonzentration, einen
spezifischen Farbumschlag. Dieser konnte nach spektrophotometrischer Analyse in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat (ELISA-Reader Sunrise Remote, Tecan) durch Vergleich mit einem
Proteinstandard quantifiziert werden. Die anschlieBende Einstellung der verschiedenen
Proteinlésungen auf eine einheitliche Konzentration wurde durch die Verdiinnung mit Aqua dest.
erzielt.

Zur Vorbereitung der Proben auf die Gel-Elektrophorese wurden 20 ug Protein 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 Stromstarke
von 20 mA (Sammelgel) bzw. 40 mA (Trenngel) entsprechend ihrem Molekulargewicht
elektrophoretisch aufgetrennt. Fir die spatere Molekulargewichtsbestimmung wurde auf das Gel
zusatzlich zu den Proben ein Proteinstandard aufgetragen.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel zunachst in Methanol und Aqua dest.
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aquilibriert, um dann die aufgetrennten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix mittels eines Semi-
Dry-Blotters bei einer konstanten Stromstarke von 275 mA auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P,
Millipore, Eschborn, Deutschland) zu transferieren. Durch die anschlielende Inkubation der
Membran fir mindestens 12 h bei 4 °C in einer 5% BSA-Lésung konnte die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen erzielt werden.

Zum Nachweis von PCNA wurden die Membranen zuerst mit polyklonalem Hasen-Anti-PCNA
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornien, USA) als primarem Antikorper und
nach mehrmaligem Waschen in TBST sowie TBS mit Ziegen Anti-Hasen IgG (1:8000; Cell
Signalling Technology, Danvers, Massachusetts, USA) als Sekundar-Antikoérper fir jeweils 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und abermals zur Entfernung Uberschissiger Antikdrper mehrmals in
TBST sowie TBS gewaschen.

Die Detektion des an den Primar-Antikorper gekoppelten Sekundar-Antikérpers erfolgte mit
Hilfe des ECL+TM-Systems (ECL plus; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland).
Dabei katalysiert die an den Sekundar-Antikérper gebundene Meerrettich-Peroxidase die Reaktion
von Peroxiden mit dem Substrat PS-3 Acridian, wodurch ein Luminogen mit einer bei 430 nm
messbaren Chemilumineszenz entsteht. Fur die Detektion wurden die Membranen 5 min im
ECL+-Gemisch (1:50) inkubiert und danach zur Visualisierung der gesuchten Proteine auf einem
Rontgenfiim (Kodak BioMax Light Film, Kodak-Industrie, Chalon-sur-Saone, Frankreich)
positioniert. So konnte dieser, geschitzt in einer Réntgenkassette, durch die Chemilumineszenz
belichtet werden.

Zur Kontrolle der Proteinbeladung wurden alle Membranen nach diesem Vorgang mit
B-Aktin-spezifischem monoklonalem Maus-Anti-B-Aktin  (1:20000; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) als Primarantikbrper und Hasen Anti-Maus IgG (1:60000; Sigma-Aldrich) als
Sekundarantikorper inkubiert, um die B-Aktin-Expression als internen Standard verwenden zu
kdénnen.

Die abschlielRende densitometrische Analyse erfolgte mit Hilfe der Software TotalLab
(Nonlinear Dynamics, New Castle upon Tyne, UK), wobei die gemessenen Signalintensitaten fir

den Vergleich zwischen den Proben zum jeweiligen (3-Aktin Signal ins Verhaltnis gesetzt wurden.
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3.5 Statistik

Alle erhobenen Daten wurden mithilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms (MS Excel,
Microsoft Corp., Redmont, Washington, USA) erfasst. Lagen mehrere Einzeldaten pro Individuum
vor, wurden Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM) fur jedes Individuum
berechnet. Darauf erfolgte die Berechnung von Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts flr
jede Versuchsgruppe.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware SigmaStat (Jandel Corp., San
Rafael, Kalifornien, USA). Zuerst wurde die Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und
Gleichheit der Varianzen (Levene-Test) geprift. Normalverteilte und varianzgleiche Daten wurden
mittels Einfach-Varianzanalyse (ANOVA) verglichen, gefolgt von einem post-hoc multiplen
Paarvergleich (Holm-Sidak). Waren die Kriterien fir einen parametrischen Test nicht erfllt, erfolgte
die Analyse mittels Rangsummentest (Kruskal-Wallis ANOVA on ranks), gefolgt von einem
Paarvergleich (Dunn's Test).

Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden die Unterschiede als statistisch

signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Makrohamodynamik nach 85% Hepatektomie

Zur Erfassung der hepatischen Makrohamodynamik wurden die Blutflisse der Leberarterie
und der Pfortader mittels Ultraschalllaufzeitverfahren bestimmt. Nach 85% Hepatektomie sind
Leberparenchym und verbleibender Gesamtquerschnitt des hepatischen Gefalbetts in gleichem
MalRe reduziert, so dass das Restorgan nicht mehr im selben Umfang portalvendses und
hepatoarterielles Blut entgegennehmen kann. Dies ist gleichbedeutend mit einem gesteigerten
hepatischen Gefalwiderstand. Nach Hepatektomie sanken daher die gemessenen absoluten
Blutfliisse in allen Gruppen im Vergleich zu der unresezierten Sham-Gruppe (Abbildung 7). Der
absolute portalvendse Zufluss ging in resezierten Kontrolltieren und in NOS-inhibierten Tieren im
Vergleich zum basalen Fluss unresezierter Tiere signifikant um ca. 45%, respektive 60% zurlck.
Der portalvendse Flussabfall der NO-substituierten Gruppe fiel mit etwa 36% geringer aus und
erwies sich als nicht signifikant (Abbildung 7 A). Besonders deutlich zeigte sich die Reduktion des
absoluten arteriellen Zuflusses. Nach Resektion gingen die Flisse sowohl in der Kontrollgruppe als
auch in NOS-inhibierten Tieren signifikant um 82% bzw. 89% zurlck. In der NO-substituierten
Gruppe fiel der hepatoarterielle Flussverlust wiederum am geringsten aus und unterschied sich
trotz deutlichem Rickgang um 70% nicht statistisch signifikant von Werten nicht hepatektomierter

Tiere (Abbildung 7 B).
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Abbildung 7: Quantitative Analyse von (A) portalvenésem Fluss und (B) hepatoarteriellem Fluss mittels Ultraschalllaufzeitverfahren
sowie (C) Berechnung des totalen hepatischen Zuflusses als Summen aus (A) und (B). Untersucht wurden Tiere jeweils 30 min nach
85 % Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit N®-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-)
oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe.
Angegeben sind Mittelwert+tSEM. ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs. Sham.
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Die Summe des portalvenésen und hepatoarteriellen Flusses ist der totale hepatische Zufluss.
Er stellt sich weitgehend analog zu den portalvenésen Verhaltnissen dar. Grund hierfir ist der
relativ geringe prozentuale Anteil der hepatoarteriellen Versorgung an der Gesamtperfusion
zwischen 12,7% in unresezierten Tieren und minimal ca. 3,6% in resezierten und NO-inhibierten
Tieren (Tabelle 1). Der Summenfluss sank nach Resektion in allen Gruppen auf 40% bis 60% ab,
wobei sich hierbei auch fur die NO-substituierte Gruppe eine statistische Signifikanz ergab

(Abbildung 7 C).

Sham Kon NO+ NO-
Perfusionsanteil Pfortader 87,29% £ 2,12 95,73% + 0,81 93,60% + 0,95 96,41% +0,52"
Perfusionsanteil Leberarterie 12,70% + 2,12 4,27% + 0,81 6,41% 0,95 3,56% +0,52"

Tabelle 1: Prozentuale Anteile der Perfusionsanteile von Pfortader und Leberarterie an der hepatischen Gesamtperfusion. Berechnet
anhand der absoluten quantitativen Daten der portalvenésen und hepatoarteriellen Flussmessung mittels Ultraschalllaufzeitverfahren.
Untersucht wurden Tiere jeweils 30 min nach 85 % Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition
mit N®-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere
ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind MittelwerttSEM. ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,001
vs. Sham.

Um die Flussanderungen in Bezug zur residualen Lebermasse bestimmen zu kénnen, wurden
im Folgenden die Flisse relativ zur Lebermasse dargestellt (Abbildung 8). Im Verhaltnis zur
Lebermasse stieg der portalvendse Zufluss nach Resektion in der Kontrollgruppe und in der
NO-substituierten Gruppe auf etwa das doppelte. Dagegen war der relative portalvendse Zufluss in
der NOS-inhibierten Gruppe nicht signifikant erhoht (Abbildung 8 A). Der relative hepatoarterielle
Zufluss sank nach alleiniger Resektion leicht. NO-Blockade fUhrte zu einer weiteren, signifikanten
Abnahme des relativen hepatoarteriellen Zuflusses auf etwa die Halfte im Vergleich zu basalen
Werten. Der Verlust an hepatoarteriellem Fluss konnte durch NO-Substitution vollstandig
aufgehoben werden. Tiere dieser Gruppe zeigten arterielle Flusswerte, die sich von Werten nicht
resezierter Sham-Tiere nicht signifikant unterschieden und sogar tendenziell darlber lagen
(Abbildung 8 B). Im Vergleich zu den anderen beiden resezierten Gruppen erwies sich dies als
statistisch signifikante Verbesserung der hepatoarteriellen Versorgung. Der resultierende totale
hepatische Zufluss war in der Kontrollgruppe und der molsidominbehandelten Gruppe signifikant

erhdht. NO-Substitution flihrte interessanterweise insbesondere auch gegentber der NO-Blockade
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zu einer signifikant verstarkten Perfusion im Verhaltnis zur Lebermasse (Abbildung 8 C).
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Abbildung 8: Quantitative Analyse von (A) relativem portalvenésem Fluss und (B) relativem hepatoarteriellem Fluss mittels
Ultraschalllaufzeitverfahren sowie (C) Berechnung des relativen hepatischen Zuflusses als Summen aus (A) und (B), jeweils bezogen
auf die Lebermasse. Untersucht wurden Tiere jeweils 30 min nach 85 % Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe
NO+), NOS-Inhibition mit N®-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung
(Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind MittelwerttSEM. ANOVA und nachfolgender
Paarvergleich, *p < 0,05 vs. Sham, 1 p < 0,05 vs. Kon, t p < 0,05 vs. NO-.
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4.2 Mikrohamodynamik nach 85% Hepatektomie

Die hepatische Mikrohdamodynamik wurde im Studienabschnitt A in den beiden
Unterabschnitten Hamodynamik I und Il erhoben. Im Unterabschnitt| wurden neben der
Makrohamodynamik  auch  die = mikrozirkulatorischen =~ Parameter der  hepatischen
Parenchymperfusion mittels Laser-Doppler-Verfahren und die Gewebeoxygenierung bestimmt. Der
Unterabschnitt I war mit der intravitalmikroskopischen Untersuchung der intrahepatischen

Blutgefale allein der quantitativen Erfassung der Mikrohdmodynamik gewidmet.

4.2.1 Perfusion des Leberparenchyms

Die hepatische Gewebeperfusion wurde durch Laser-Doppler-Flussmessung nichtinvasiv an
der Leberoberflache bestimmt. Sie zeigte sich nach 85% Hepatektomie in der Kontrollgruppe und
der NO-substituierten Gruppe signifikant erhéht, wahrend sie in der NOS-blockierten Gruppe im
Vergleich zu nicht resezierten Tieren nicht signifikant stieg. Dabei zeigte sich die Gewebeperfusion
unter NO-Substitution auch gegeniber der NOS-Blockade signifikant erhéht (Abbildung 9 A). Die
Laser-Doppler-Flussmessung  spiegelte damit erwartungsgemafl die Ergebnisse der

Ultraschallflussmessungen wider (Abbildung 8 C).
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Abbildung 9: Quantitative Analyse von (A) hepatischer Gewebeperfusion und (B) hepatischer Gewebeoxygenierung mittels Laser-
Doppler-Verfahren nicht invasiv an der Organoberfldche bzw. mittels Clark-Typ pO.-Messsonden invasiv intraparenchymal. Untersucht
wurden Tiere jeweils 30 min nach 856% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit N°-nitro-L-
arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe d&quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere ohne
Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert+tSEM. ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs.
Sham, 1+ p < 0,05 vs. Kon, ¥ p < 0,05 vs. NO-.
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4.2.2 Gewebeoxygenierung des Leberparenchyms

Die hepatische Gewebeoxygenierung als Resultat aus vaskularem Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch des Gewebes wurde mit Licox-Sauerstoffpartialdruckmesssonden
intraparenchymal ermittelt. Sie zeigte sich in allen Gruppen etwa gleich stark vermindert auf Werte
um 15 mmHg (Abbildung 9 B). Statistisch signifikant war der Abfall im Vergleich zu basalen Werten
jedoch nur in der Kontrollgruppe und der NO-substituierten Gruppe. Unter NO-Substitution wurden

tendenziell die niedrigsten Sauerstoffpartialdricke gemessen.

4.2.3 Mikrohamodynamik der Lebersinusoide

Die intravitalmikroskopische Untersuchung der Lebersinusoide nach Kontrastierung des
intravasalen Lumen mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran erlaubte die Messung von
GefalRdurchmesser und BlutflieRgeschwindigkeit einzelner Sinusoide. Aus diesen beiden

Messwerten wurden Blutvolumenfluss und Scherstress errechnet.

4.2.3.1 Sinusoidale BlutflieBgeschwindigkeit

Die sinusoidale Blutfliellgeschwindigkeit (Abbildung 10 A), ermittelt anhand der
Geschwindigkeit roter Blutkdrperchen, stieg im Vergleich zur unresezierten Sham-Gruppe in der
Kontrollgruppe nach Resektion auf etwa das Dreifache. NO-Substitution fihrte zu einer weiteren
Zunahme der sinusoidalen BlutflieRgeschwindigkeit. Durch NOS-Blockade fiel die

BlutflieRgeschwindigkeit im Vergleich zur NO-Substitution deutlich niedriger aus.

4.2.3.2 Sinusoidaler GefaBdurchmesser

Die Gefallidurchmesser der Lebersinusoide (Abbildung 10 B) stiegen nach Resektion in der
Kontrollgruppe nicht signifikant um 13%, nach NO-Substitution signifikant um 18% und nach NOS-
Blockade um 14%. Diese tendenziellen Anderungen sind fir GefaRe dieser GréRenordnung
moglicherweise relevant. Die pharmakologisch behandelten Gruppen unterschieden sich

untereinander nicht signifikant.
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4.2.3.3 Sinusoidaler Blutvolumenfluss

Nach 85% Hepatektomie stieg das pro Zeiteinheit durch die Sinusoide flieRende Blutvolumen
in allen Gruppen signifikant (Abbildung 10 C). Resektion allein fiihrte zu einer Verdreifachung des
Blutvolumenflusses. Zusatzliche NO-Substitution konnte diesen auf mehr als das Sechsfache

steigern. Unter NOS-Blockade wurden Werte erreicht, die der Kontrollgruppe entsprachen.
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Abbildung 10: Quantitative Analyse von (A) sinusoidaler BlutflieBgeschwindigkeit und (B) Sinusoiddurchmessern mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie. Berechnung von (C) sinusoidalem Blutvolumenfluss und (D) sinusoidalem Scherstress. Untersucht wurden
Tiere jeweils 30 min nach 85% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit N®-nitro-L-arginin-
methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie
dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert+tSEM. ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs. Sham, 1 p < 0,05
vs. Kon, £ p < 0,05 vs. NO-.
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4.2.3.4 Sinusoidaler Scherstress

Der sinusoidale Scherstress verhalt sich proportional zur BlutflieRgeschwindigkeit und
umgekehrt proportional zum Gefalradius. Interessanter Weise zeigte er sich in allen
hepatektomierten Versuchsgruppen gegeniber nicht resezierten Tieren statistisch signifikant
deutlich erhéht. Zwischen den resezierten Gruppen ergaben sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede. Tendenziell erreichten Tiere der NO-substituierten Gruppe die hochsten

Scherstresswerte (Abbildung 10 D).

4.2.4 Mikrohamodynamik der postsinusoidalen Venolen

Analog zu den Lebersinusoiden erfolgte die Untersuchung der postsinusoidalen Venolen mit
Messung von GefalRdurchmesser und BlutflieRgeschwindigkeit, sowie die Errechnung von

Blutvolumenfluss und Scherstress.

4.2.4.1 Venolare BlutflieBgeschwindigkeit

Die Blutflieligeschwindigkeit in den postsinusoidalen Venolen stieg nach Resektion in allen
Gruppen deutlich an (Abbildung 11 A). Ohne dass sich die resezierten Gruppen untereinander
signifikant unterschieden; zeigte die NO-substituierte Gruppe tendenziell die hdchsten
BlutflieRgeschwindigkeiten mit einem Anstieg auf das Doppelte im Vergleich zu unresezierten

Sham-Tieren.

4.2.4.2 Venolarer GefaBdurchmesser

Resektion allein konnte die GefalRdurchmesser der postsinusoidalen Venolen nicht
beeinflussen. Sowohl NO-Substitution als auch NOS-Blockade flhrten zu einer dezenten
Steigerung des GefaRradius, jedoch ohne statistisch signifikante Anderung im Vergleich zur

unresezierten Sham-Gruppe (Abbildung 11 B).
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4.2.4.3 Venolarer Blutvolumenfluss

Das pro Zeiteinheit durch die postsinusoidalen Venolen flieRende Blutvolumen stieg nach
alleiniger Resektion auf etwa das Doppelte an. Durch NO-Substitution konnte der Blutvolumenfluss
auf mehr als das Dreifache gesteigert werden. NOS-Blockade fuhrte gegenuber der alleinigen
Hepatektomie nicht zu einer signifikanten Volumenflusszunahme. NO-substituierte Tiere lagen

damit statistisch signifikant 1/3 Uber Kontroll- und NOS-inhibierten Tieren (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Quantitative Analyse von (A) BlutflieBgeschwindigkeit und (B) Durchmessern der postsinusoidalen Venolen mittels
Intravitaler Fluoreszenzmikroskopie. Berechnung von (C) venoldrem Blutvolumenfluss und (D) venoldrem Scherstress. Untersucht
wurden Tiere jeweils 30 min nach 85% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit N ®-nitro-L-
arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlbsung (Gruppe Kon). Tiere ohne
Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert+tSEM. ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs.
Sham, 1 p < 0,05 vs. Kon, ¥ p < 0,05 vs. NO-.
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4.2.4.4 Venolarer Scherstress

Der Scherstress in den postsinusoidalen Venolen stieg nach Resektion deutlich an und zeigte
sich in Kontrolltieren am starksten ausgepragt. Sowohl in NO-substituierten als auch in NOS-
inhibierten Tieren fiel der Anstieg etwas geringer aus. Die beiden pharmakologisch behandelten
Gruppen unterschieden sich nicht wesentlich. Jedoch erwies sich der Scherstress in der NO-
substituierten Gruppe gegenulber unresezierten Tieren statistisch signifikant erhoht, wohingegen
sich fur den Scherstress unter NOS-Blockade trotz eines Anstiegs um mehr als 50% keine

statistische Signifikanz ergab (Abbildung 11 D).
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4.3 Leberschaden und Organintegritat

Zur Evaluation der Auswirkung der 85% Hepatektomie auf die Organintegritat und
Syntheseleistung der Restleber wurden serumanalytisch die Transaminasen, Glutamat- und

Lactatdehydrogenasen sowie der Bilirubinspiegel jeweils 1 h und 24 h nach Resektion bestimmt.

4.3.1 Serumanalytische Parameter des Leberschadens

und der Organintegritat

4.3.1.1 Transaminasen

Transaminasen und insbesondere der gleichzeitige Anstieg der Aspartat-Aminotransferase
und Alanin-Aminotransferase sind empfindliche Parameter zur Evaluation einer Schadigung des
Leberparenchyms. Die 85% Hepatektomie flihrte in pharmakologisch unbehandelten Kontrolltieren
bereits 1 h nach Leberresektion zu einem signifikanten Leberschaden, was der starke Anstieg der
Serumspiegel von Aspartat-Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT) im
Vergleich zur unresezierten Sham-Gruppe belegt (Abbildung 12). Substitution von NO konnte 1 h
nach Leberresektion einen signifikanten Anstieg der Transaminasen verhindern. Im Gegensatz
dazu stiegen die Transaminasen in der NO-inhibierten Gruppe ebenfalls signifikant zur
unresezierten Sham-Gruppe an, jedoch tendenziell weniger stark als unter Resektion allein
(Abbildung 12 A und C). Vierundzwanzig Stunden nach Resektion stiegen die Transaminasen in
allen hepatektomierten Gruppen weiter an (Abbildung 12 B und D). Sowohl Substitution als auch
Inhibition von NO resultierte dabei im Vergleich zu resezierten aber pharmakologisch
unbehandelten Kontrolltieren in einem verminderten Leberschaden, was sich in niedrigeren AST-
und ALT- Serumspiegeln niederschlug. Die AST zeigte sich dabei in beiden pharmakologisch
behandelten Gruppen 24 h nach 85% Hepatektomie zwar zur Sham-Gruppe etwa 5-fach erhoht,

zur resezierten, unbehandelten Kontrollgruppe jedoch statistisch signifikant mehr als halbiert.
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Abbildung 12: Quantitative Analyse von (A und B) Aspartat-Aminotransferase sowie (C und D) Alanin-Aminotransferase im Serum.
Untersucht wurden Tiere 1 h bzw. 24 h nach 85% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit
NE-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere
ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind MittelwerttSEM. Rangsummen-ANOVA und nachfolgender
Paarvergleich, *p < 0,05 vs. Sham, 1 p < 0,05 vs. Kon.

4.3.1.2 Dehydrogenasen

Die mitochondriale Glutamatdehydrogenase (GLDH) ist ein Serumparameter fur Zellnekrosen.
In der pharmakologisch unbehandelten Kontrollgruppe stiegen die GLDH-Plasmaspiegel bereits
eine Stunde nach Leberresektion signifikant an und zeigten sich 24 h spater 200-fach erhoht.
NO-Substitution konnte den GLDH-Anstieg schon eine Stunde nach Resektion mehr als halbieren,
wobei sich kein statistisch signifikanter Anstieg zu unresezierten Tieren ergab. Dieser Effekt war
auch nach 24 h in einem vergleichbaren Verhaltnis nachzuweisen. Die NOS-Blockade fiihrte 1 h

nach Resektion zu keiner wesentlichen Anderung im Vergleich zur Kontroligruppe. 24 h nach
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Resektion zeigte sich jedoch der GLDH-Anstieg um etwa 1/3 abgemildert (Abbildung 13 A und B).
Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein weniger spezifischer laborchemischer Parameter fiir
Zelluntergang. In der Kontroligruppe und der NO-substituierten Gruppe zeigten sich die
LDH-Plasmaspiegel eine Stunde nach Leberresektion gegenlber unresezierten Tieren signifikant
erhoht. Vierundzwanzig Stunden nach Resektion waren in diesen beiden Gruppen die
Plasmaspiegel zwar noch tendenziell erhdht, jedoch bereits wieder soweit gefallen, dass sich keine
statistische Signifikanz ergab. NO-Substitution konnte den LDH-Anstieg 1 h nach Resektion
vollstandig unterbinden und 24 h spater waren gar Werte zu messen, die unter denen der

unresezierten Sham-Gruppe lagen (Abbildung 13 C und D).
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Abbildung 13: Quantitative Analyse von (A und B) Glutamat-Dehydrogenase sowie (C und D) Lactatdehydrogenase im Serum.
Untersucht wurden Tiere jeweils 1 h bzw. 24 h nach 85% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-
Inhibition mit N®-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe
Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert+SEM. Rangsummen-ANOVA und nachfolgender
Paarvergleich, *p < 0,05 vs. Sham, 1 p < 0,05 vs. Kon.
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4.3.1.3 Bilirubin

Die Serumkonzentration von Bilirubin zeigte sich eine Stunde nach Leberresektion in allen
Gruppen unverandert. Vierundzwanzig Stunden nach Resektion konnten in allen hepatektomierten
Versuchsgruppen signifikant erhéhte Bilirubinkonzentrationen gemessen werden. Dabei flihre die
NO-Substitution tendenziell zu den niedrigsten Werten, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu
den etwas héheren Werten der unbehandelten Kontrollgruppe und der NOS- blockierten Gruppe.
Kontrolltiere zeigten nach Resektion etwa dreifach erhdhte Bilirubinspiegel. Unter NO-Substitution

stieg der Bilirubinspiegel um 25% weniger an (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Quantitative Analyse von Bilirubin im Serum. Untersucht wurden Tiere jeweils 1 h (A) bzw. 24 h (B) nach 85%
Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit N°-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder
Gabe d&quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe.
Angegeben sind Mittelwert+tSEM. Rangsummen-ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs. Sham.
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4.4 Leberregeneration

Die Wirkung von NO auf die Leberregeneration wurde 24 h nach Resektion mittels
immunhistochemischem Nachweis der DNA-Synthese mit 5-Bromo-2'-desoxy-Uridin (BrdU) und

zusatzlich durch die Expression des ,proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) evaluiert.

4.4.1 Nachweis der DNA-Synthese mittels BrdU

Leberresektion induziert Leberregeneration, was der Anstieg der BrdU-positiven Hepatozyten
von nahezu Null auf dber 200 pro Quadratmillimeter nach 85% Hepatektomie zeigt. Substitution
von NO konnte die Anzahl der proliferierenden Hepatozyten auf Gber 400 pro Quadratmillimeter
verdoppeln. NOS-Blockade senkte dagegen die Anzahl auf unter 200 pro Quadratmillimeter

(Abbildung 15 A).
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Abbildung 15: (A) Quantitative Analyse BrdU-positiver Hepatozyten durch mikroskopische Auszédhlung histologischer
Leberschnittprédparate. (B) Reprédsentative histologische Leberschnitte mit immunhistochemischer Darstellung der Zellkerne BrdU-
positiver Hepatozyten. Untersucht wurden Tiere 24 h nach 85% Hepatektomie und NO-Substitution mit Molsidomin (Gruppe NO+),
NOS-Inhibition mit NC®-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen physiologischer Kochsalzlésung
(Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind MittelwerttSEM. Rangsummen-ANOVA und
nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs. Sham, 1 p < 0,05 vs. Kon, ¥ p < 0,05 vs. NO-.

An den reprasentativen histologischen Schnitten (Abbildung 15 B) sind die unterschiedlichen

Regenerationskapazitaten nachzuvollziehen. Immunhistochemisch gegengefarbt imponieren BrdU-
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positive Hepatozytenzellkerne braun. Zu erkennen ist aulerdem der Einfluss der
85% Hepatektomie auf das histologische Gewebebild, welches jedoch in der vorliegenden Arbeit
nicht naher quantifiziert wurde. Histologische Schnitte der unresezierten und unbehandelten
Sham-Gruppe zeigten ein homogenes Zellbild und eine intakte L&ppchenstruktur, die
Sinusoidalrdume waren gut erkennbar. Nach 85% Hepatektomie kam es in allen resezierten
Gruppen zu ausgepragter Vakuolisierung der Hepatozyten, die Lappchenstruktur war schwieriger

zu differenzieren und die Sinusoidalraume kaum zu erkennen.

4.4.2 Expression von PCNA

Auf Proteinebene wurde der Regenerationsreiz durch die 85% Hepatektomie anhand der
Expression des ,proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) untersucht. Die Densitometrie des
PCNA ergab in allen resezierten Versuchsgruppen erhéhte Expressionsraten nach
85% Hepatektomie (Abbildung 16 A). In der Kontrollgruppe und der NOS-inhibierten Gruppe stieg
die PCNA-Expression auf das 3,5-Fache. NO-Substitution konnte die PCNA-Expression auf das
4,5-Fache steigern. Ein reprasentativer Westernblot verdeutlicht die hohere Dichte der
entsprechenden PCNA-Banden der resezierten Gruppen gegeniber der unresezierten Sham-

Gruppe (Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: (A) Quantitative Analyse der Expression des ,proliferating cell nuclear antigen® (PCNA). (B) Représentativer
Westernblot von PCNA. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Untersucht wurden Tiere 24 h nach 85 % Hepatektomie und NO-Substitution
mit Molsidomin (Gruppe NO+), NOS-Inhibition mit NC-nitro-L-arginin-methylester (Gruppe NO-) oder Gabe &quivalenter Mengen
physiologischer Kochsalzlésung (Gruppe Kon). Tiere ohne Hepatektomie dienten als Sham-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert+tSEM.
Rangsummen-ANOVA und nachfolgender Paarvergleich, * p < 0,05 vs. Sham.



Ergebnisse 53

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden tierexperimentellen in vivo Studie wurde die Wirkung von NO auf die
hepatische Makro- und Mikrozirkulation, sowie auf Leberschaden, Leberfunktion und
Leberregeneration der ,reduced-size“-Leber nach ausgedehnter 85% Hepatektomie multimodal
untersucht. Stickstoffmonoxid wurde dazu entweder substituiert oder durch Blockade der NO-
Synthasen reduziert. Folgende Ergebnisse konnten dabei erhoben werden:

1. Die 85% Hepatektomie verursachte einen signifikanten akuten Leberschaden, der bereits

1 h nach Resektion nachweisbar und nach 24 h deutlicher ausgepragt war. NO-Substitution
konnte die fruhe Schadigung abmildern. Vierundzwanzig Stunden nach Hepatektomie
kénnen die NO-Substitution und in geringerem Male auch die NOS-Blockade den
Leberschaden reduzieren.

2. Die 85% Hepatektomie verursachte eine portale Hyperperfusion, einhergehend mit
hepatoarterieller Hypoperfusion. NO-Substitution konnte die arterielle Minderversorgung
ausgleichen. Durch NOS-Blockade verstarkte sich der arterielle Perfusionsverlust.

3. Der gesamthepatische Zufluss, welcher vom portalvenésen Volumenanteil dominiert wird,
verdoppelte sich bezogen auf die Restlebermasse nach 85% Hepatektomie.
NO-Substitution fiihrte nicht zu einer signifikanten Anderung. Unter NOS-Blockade blieb
dagegen nach Resektion ein signifikanter Anstieg gegenuber unresezierten Tieren aus.

4. Diese makrohamodynamischen Veranderungen spiegelten sich in der hepatischen
Mikrohdmodynamik wider. So stieg als Beleg fir die intrahepatische Hyperperfusion nach
85% Hepatektomie der Blutvolumenfluss ohne pharmakologische Behandlung und unter
NOS-Blockade um etwa das Dreifache, unter NO-Substitution sogar um etwa das
Sechsfache.

5. Trotz dieser erheblichen Unterschiede in dem pro Zeiteinheit die Sinusoide durchflieRenden
Blutvolumen anderte sich der sinusoidale Scherstress wider Erwarten nicht signifikant.

6. Unabhangig von der unterschiedlichen arteriellen Versorgung mit sauerstoffreichem Blut fiel

die Gewebeoxygenierung in allen resezierten Gruppen nach 85% Hepatektomie auf einen
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O.-Partialdruck um 15 mmHg ab.

7. Die 85% Hepatektomie erwies sich erwartungsgemal als starker Regenerationsreiz, was
das vermehrt exprimierte PCNA sowie die nachgewiesene DNA-Synthese nach Resektion
belegt. NO-Substitution verdoppelte die Anzahl regenerierender Hepatozyten. NOS-

Blockade erbrachte dagegen keine regenerativen Vorteile.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Diskussion des Modells

Zur Untersuchung der Leberregeneration stehen neben dem beschriebenen in-vivo-Modell
auch unterschiedliche in vitro- und ex vivo-Modelle zur Verfigung. In vitro-Modelle bieten Vorteile
bei der isolierten Betrachtung bestimmter Zellpopulationen, insbesondere wenn es um die
Untersuchung von Stammzellen und ihrer Beteiligung an den regenerativen Vorgangen geht (He et
al. 2013). Wahrend einigen Nachteilen der Zellkultur, wie der relativ kurzen Lebensdauer und der
Dedifferenzierungstendenz, mittels modernem ,Bioengineering® entgegengewirkt werden kann
(Giri et al. 2013), sind naturgemal weder das komplexe Zusammenspiel aller naturlicherweise an
der Regeneration beteiligter Zellen, noch systemische Auswirkungen auf den Gesamtorganismus
in einem in vitro-Setting zu simulieren. Ex vivo-Modelle erlauben dagegen auch die Untersuchung
intrahepatischer Perfusionsparameter (Alzaraa et al. 2013; Ferrigno et al. 2013). Die Auswirkungen
von Ischamie und Reperfusion, welche die Integritdt von Transplantatlebern entscheidend
beeinflussen, kénnen unter anderem an ex vivo-Lebern untersucht werden (Minor et al. 2013).
Darlber hinaus werden komplexe ex vivo-Multiorganmodelle entwickelt, die der Leber als
Zielorgan ein physiologischeres Milieu bereitstellen sollen (Chung et al. 2012). Bei einem zum in
vivo-Modell vergleichbaren Bedarf an Versuchsindividuen erfordern diese ex vivo-Settings
allerdings einen ungleich héheren praparativen und technischen Aufwand und sind aul3erdem flr
mittlere oder langerfristig angelegte Beobachtungszeitraume ungeeignet, da Perfusionszeiten von
24 h oder mehr noch nicht erreicht werden kdénnen (Dutkowski et al. 2006; Chung et al. 2013).
In vivo-Modelle der autologen oder allogenen Lebertransplantation sind etabliert, gehen jedoch
neben dem im Vergleich zur Leberresektion hdheren operativen Aufwand insbesondere in
Modellen zur Simulation postmortaler allogener Organspenden auch mit einem erhdhten
Ressourcenverbrauch einher (Huang et al. 2011; Schlegel et al. 2013). Transplantationsmodelle

bleiben daher zumeist der Untersuchung transplantationsexklusiver Fragestellungen vorbehalten,
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insbesondere des akuten Ischdmie-Reperfusionsschadens und immunbedingter chronischer
Organschadigung, die jedoch nicht Gegenstand dieser Studie sind (Urakami et al. 2007; Shimizu
et al. 2013, 2013). Diesem Umstand mag es auch geschuldet sein, dass Transplantationsmodelle
in einer Standardpublikation zu Tiermodellen der Leberregeneration keine Erwahnung finden
(Palmes und Spiegel 2004), obwohl diese in der entsprechenden Arbeitsgruppe durchaus etabliert
sind (Palmes et al. 2002). Zur Untersuchung regenerativer Vorgange bei chronischem
Leberschaden oder akutem toxischem Leberversagen stehen schliellich eine Reihe von
in vivo-Modellen mit entweder vorbestehender oder pharmakologisch-toxisch induzierter
Leberschadigung zur Verfigung (Palmes und Spiegel 2004), die jedoch wiederum die akuten
hamodynamischen Veranderungen in einem chirurgisch gréRenreduzierten Organ nicht abbilden
kdénnen.

Mit der partiellen Hepatektomie an der Ratte steht ein seit gut 80 Jahren etabliertes in vivo-
Verfahren zur Verflgung, das in Bezug auf allgemeine Versuchskriterien, insbesondere
Reproduzierbarkeit, Spezifitdt und Durchfiihrbarkeit, entscheidende Vorteile bietet (Higgins 1931;
Abraldes et al. 2006). Dieses Modell ist bei Uberschaubarem chirurgischem Aufwand in hohem
MaRe standardisierbar und am Institut far Experimentelle Chirurgie der Universitatsmedizin
Rostock etabliert (Palmes und Spiegel 2004; Glanemann et al. 2005; Eipel et al. 2010a). Die grofke
Mehrzahl der tierexperimentellen Arbeiten zur Leberregeneration an Kleinnagern nutzt das
ausfluhrlich beschriebene Standardmodell der 70% Hepatektomie an der Ratte. Erst in den letzten
Jahren wird deutlich, dass dieses Modell die Pathophysiologie der grenzwertigen ,reduced-size“-
Leber mdglicherweise nicht exakt genug abbilden kann, vor allem da dramatische Veranderungen
in der Leberhamodynamik erst bei hbherem Resektionsausmall beobachtet werden (Dahmen et al.
2007). Vor diesem Hintergrund wird zur Untersuchung des ,small-for-size“-Syndroms eine
Volumenreduktion des Restorgans von mehr als 70% als notwendig erachtet (Debbaut et al. 2012).
Die physiologischen und pathophysiologischen Vorgange der Leberregeneration bei ausgedehnter
.reduced-size“-, bzw. ,small-for-size“- Leber, das heil}t bei Uber 70% ausgedehnten
Resektionsausmalfien, und insbesondere die Bedeutung von NO fir die Regeneration in dieser

Situation sind bisher noch wenig untersucht.
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5.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

5.1.2.1 Chirurgische Praparation

Die spezielle Lappenanatomie der Rattenleber lasst stufenweise verschiedene
Resektionsausmale bis zu 97% zu, die grolRe Mehrzahl an Publikationen befasst sich jedoch mit
dem Standardmodell der 2/3-Resektion bzw. 70% Hepatektomie (Martins et al. 2008). Die
subtotale Hepatektomie an der Ratte mittels der standardmaflig angewandten Lappenligatur wurde
in der Vergangenheit als letales Modell angesehen (Weinbren und Woodward 1964; Panis et al.
1997). Mittlerweile lasst sich durch ein gefaliorientiertes, mikrochirurgisch aufwendiges
Resektionsverfahren auch bei 90% Hepatektomie eine Ein-Wochen-Uberlebensrate von 100%
erreichen (Madrahimov et al. 2006). Méglicherweise ist der damit verbundene héhere operative
Aufwand mitverantwortlich fiur die Tatsache, dass Regenerationsmodelle mit ausgedehnter
,reduced-size“ Leber noch nicht flachendeckend etabliert und somit Ergebnisse fur diese in der
Leber- und Transplantationschirurgie problematischen Grenzfalle rar sind.

Um die Wirkung von NO sowohl auf die Leberhamodynamik als auch auf Organintegritat und
Regeneration der ,reduced-size* Leber in vivo untersuchen zu kénnen, musste das in der
vorliegenden Arbeit gewahlte Modell zwei spezielle Bedingungen erfillen. Die angewandte
Operationstechnik sollte einerseits zu standardisiert geringer Lebermasse fuhren mit
reproduzierbar messbarer deutlicher Leberschadigung. Zweitens sollte das Modell subletal sein,
um die Evaluation der Regeneration nach 24 h uneingeschrankt zu ermoéglichen. Zu Gunsten der
methodischen Vereinfachung, einhergehend mit einer relevanten Zeitersparnis bei insgesamt
bereits aufwendiger Praparation insbesondere im Versuchssetting zur Untersuchung der
Leberhamodynamik wurde die etablierte Ligaturtechnik angewandt. Dabei wird die Blutversorgung
jedes einzelnen Leberlappens oder Lappenteils hilusnah durch eine einzelne Ligatur unterbunden
und der entsprechende Lappen reseziert. Gegeniber mikrochirurgischen, gefalorientierten
Methoden mit Ligatur jeweils einzelner Gefale besteht dabei ein etwas hoheres Risiko der
Schadigung nicht resezierter Lappenteile (Madrahimov et al. 2006). Durch entsprechend exakte

Platzierung der Ligaturen konnte dieses Risiko minimiert werden, unerwinschte
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Minderperfusionen oder Nekrosen der nicht resezierten Lappen traten makroskopisch auch nach
24 h nicht auf. Das Resektionsausmal® wurde darlber hinaus im Ausgleich gegeniber der
beschriebenen und von manchen Arbeitsgruppen favorisierten subletalen Maximalvariante von
90% etwas reduziert (Debbaut et al. 2012). In Abwandlung der von Martins et al. beschriebenen
Resektionsstufen (Martins et al. 2008) und in Anlehnung an das Resektionsausmall anderer
Arbeitsgruppen (Shimizu et al. 2000) konnten mit der 85% Hepatektomie an der Wistar-Ratte beide
speziellen Kriterien erfillt und ein Modell zur Untersuchung der ,reduced-size“ Leber und des

,Small-for-size“- Syndroms etabliert werden (Cantré et al. 2008; Eipel et al. 2010a).

5.1.2.2 Pharmakologische Behandlung

Die pharmakologische NO-Substitution erfolgte durch intraperitoneale Injektion des
NO-Donors Molsidomin. Molsidomin ist ein in der klinischen Anwendung etabliertes Medikament
zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit (Reden 1990). Es wird in der Leber durch
enzymatische Hydrolyiserung und Decarboxylierung zum aktiven Metaboliten SIN-1 umgewandelt,
welcher spontan NO freisetzt (Feelisch et al. 1989; Schror et al. 1989). Der aktive Metabolit besitzt
eine Eliminationshalbwertszeit von nur ca. 1 - 2 h. Die Molsidominwirkung halt jedoch langer an,
was zum Teil auf die verzoégerte Metabolisierung und die nicht enzymatische NO-Freisetzung
zurtickgeflihrt wird (Rosenkranz et al. 1996). Durch die nétige enzymatische Umwandlung von
Molsidomin zum aktiven Metaboliten SIN-1 in der Leber ist die Pharmakokinetik von der
Leberfunktion abhangig (Rosenkranz et al. 1996). In der akuten ,small-for-size“-Situation kann
daher durch die Leberfunktionseinschrankung mit verminderter Effizienz der NO-Substitution
gerechnet werden. Die erste Gabe von Molsidomin erfolgte aus diesem Grund bereits 24 h vor der
Leberresektion. Mit Linsidomin steht theoretisch auch der aktive Metabolit SIN-1 als Pharmakon
zur Verfugung, der jedoch neben einer geringeren Halbwertszeit auch den Nachteil hat, dass er
intravends appliziert werden muss (Delonca et al. 1997). Andere alternativ verfligbare NO-Donoren
bieten Nachteile, wie extrem kurze Halbwertszeiten, beispielsweise im Fall von Nitroglycerin, oder
werden an pharmakologische Substanzen gekoppelt verabreicht, welche selbst fir dieses

Versuchssetting unerwinschte Nebenwirkungen besitzen, wie zum Beispiel NO-Aspirin
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(Yamamoto und Bing 2000).

Die pharmakologische Behandlung zur NOS-Blockade erfolgte mit L-Nw-Nitroarginin Methyl
Ester (L-NAME), einem wasserloslichen Prodrug zu dem synthetischen, kompetitiven NOS-
Antagonisten L-Nw-Nitroarginin (L-NNA). L-NAME selbst ist ein schwacher Antagonist mit einer
Halbwertszeit von maximal 30 min, der durch ubiquitare Esterasen zum hoch wirksamen L-NNA
hydrolysiert wird (Pfeiffer et al. 1996; Griffith und Kilbourn 1996). L-NNA ist ein unspezifischer
NOS-Inhibitor mit einer Halbwertszeit von 20 h (Tabrizi-Fard und Fung 1996), zeigt jedoch ein
unterschiedliches nonkovalentes Bindungsverhalten zu den verschiedenen NOS-Isoenzymen.
Wahrend die iINOS sofort, jedoch schnell reversibel geblockt wird, ist die Bindung an eNOS und
NNOS zeitabhangig und nur langsam reversibel (Moore et al. 1996). Neben den beschriebenen
Substanzen stehen eine Vielzahl alternativer natlrlicher und synthetischer NOS-Inhibitoren zur
Verfugung (Vitecek et al. 2012). L-NAME wurde gewahlt, da es zusammen mit L-NNA zu den
etablierten, am haufigsten in humanen und tierexperimentellen Studien angewendeten NOS-
Inhibitoren zahlt (Vitecek et al. 2012) und die Pharmakokinetik ausgiebig an der Ratte untersucht
wurde (Tabrizi-Fard und Fung 1996). Uber den Einfluss des unterschiedlichen Bindungsverhaltens
zu den einzelnen NOS-Isoenzymen kann gegenwartig nur spekuliert werden. Einerseits wird die
iINOS je nach Betrachtungsweise entweder als wichtiger NO-Produzent wahrend der
Leberregeneration betrachtet (Carnovale und Ronco 2012) oder fir die Produktion von
schadlichen Sauerstoffradikalen verantwortlich gemacht (Jiang et al. 2009). Es gibt andererseits
Hinweise, dass die INOS an der durch Scherstress hervorgerufenen Freisetzung von NO in seiner
vermuteten Rolle als Regenerationstrigger gar nicht beteiligt ist (Schoen und Lautt 2001). Somit
konnte der Effekt der im Vergleich zur eNOS schnell reversiblen Blockade der iNOS durch

L-NAME/L-NNA fUr die Regeneration der ,reduced-size“-Leber gering sein.

5.1.2.3 Anasthesie
Auf eine suffiziente Anadsthesie wahrend der chirurgischen Intervention kann
selbstverstandlich auch in tierexperimentellen Studien nicht verzichtet werden (Gargiulo et al.

2012). Die gewahlten Verfahren und Anasthetika wurden den unterschiedlichen Erfordernissen der
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einzelnen Versuchsabschnitte angepasst.

Der Studienabschnitt A zur Untersuchung der Hamodynamik erforderte nur eine einzeitige
Intervention bei jedoch hohem praparativen Aufwand und vergleichsweise langer Anasthesiezeit.
Es war hier dem Versuchsaufbau nach mdglich und notwendig, die Halsgefalle der Tiere zu
katheterisieren, wodurch sowohl die Verabreichung eines intravendsen Anasthetikums als auch die
Steuerung desselben Uber ein invasives Monitoring mdglich wurde. Zur Narkoseeinleitung und zur
Uberbriickung der Zeit bis zur Katheterisierung der HalsgefaRRe wurde Pentobarbital intraperitoneal
injiziert. Im weiteren Verlauf erfolgte die Gabe als Bolus Uber die intravends platzierten Katheter.
Pentobarbital ist ein kurz wirksames Barbiturat, das einem First-Pass-Metabolismus in der Leber
unterliegt, wahrend die Metaboliten hauptsachlich renal eliminiert werden (Ossenberg et al. 1975).
Trotz der vorwiegend hepatischen Verstoffwechselung wird Pentobarbital in der Kklinischen
Anwendung gerade bei akutem Leberversagen als Reserveanasthetikum angesehen (Stravitz et
al. 2007). Unter anderem wird dabei von einer zusatzlichen intestinalen Verstoffwechselung
ausgegangen (Knodell et al. 1980). Auch in der akuten ,small-for-size“- Situation nach
Hepatektomie, einhergehend mit akutem Leberschaden, war daher eine ausreichende
anasthetische Wirkung von Pentobarbital ohne relevante Hepatotoxizitat zu erwarten. Wie die
meisten Barbiturate besitzt Pentobarbital ein erhebliches Abhangigkeitspotenzial. Bei der Ratte
treten physische Entzugssymptome jedoch erst nach einer zehntagigen kontinuierlichen Einnahme
auf (Suzuki 1990). Altere Arbeiten geben Hinweise, dass Pentobarbital einerseits die DNA- und
RNA-Synthese hemmen (Baserga und Weiss 1967; Rovera und Baserga 1970) sowie andererseits
die Serumkonzentrationen von hypothalamischem Somatostatin  und hypophysarem
Wachstumshormon steigern kann (Saito et al. 1979). Eine neuere Studie von Hamaya et al.
untersuchte die Wirkung mehrerer Anasthetika inklusive Pentobarbital und Isofluran auf die mRNA-
Expression der ,immediate early genes” c-fos und c-jun in verschiedenen Geweben, darunter auch
in der Rattenleber. Zu den stufenweisen Untersuchungszeitpunkten von 5 bis 120 Minuten nach
Narkosebeginn konnte dabei fiir Pentobarbital kein signifikanter Einfluss auf die mRNA-Expression
in der Leber nachgewiesen werden, anders als in Hirn, Herz und Nieren. Die Isoflurannarkose

fuhrte dagegen zu erhdhter mRNA-Expression beider genannter ,immediate early genes® in der
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Leber, jedoch frihestens 30 Minuten nach Narkosebeginn (Hamaya et al. 2000).
Zusammengefasst scheint Pentobarbital tendenziell ein gréReres Potenzial zu besitzen, die
Regenerationsprozesse zu beeinflussen und folglich fur die Praparation von Tieren, die der
Untersuchung von Regenerationsparametern dienen, weniger geeignet zu sein.

Die Praparation und Hepatektomie dieser Tiere im entsprechenden Studienabschnitt B
erfolgte daher unter einer relativ kurzzeitigen Inhalationsnarkose mittels eines Gemischs aus
Isofluran, Lachgas (N.O) und Sauerstoff. Mit Narkosezeiten bis maximal 30 Minuten wurde dem
beschriebenen Einfluss auf die hepatische mRNA-Expression von c-fos und c-jun durch Isofluran
begegnet. Jedoch kann eine geringe Beeinflussung der Regenerationskaskade wahrend der
Hepatektomie und unmittelbar postoperativ letztlich nicht ausgeschlossen werden. Pentobarbital
kam im Studienabschnitt B, in welchem unter anderem die DNA-Synthese untersucht wurde,
ausschlieB8lich zur Anwendung, um den Versuch nach 24 h durch eine letale Dosis zu beenden.
Innerhalb des kurzen Zeitraums zwischen Anasthesie und Probenentnahme war dabei ein Einfluss
auf die erfassten Regenerationsparameter nicht zu erwarten. Die Beendung des Versuchs durch
eine letale Pentobarbtialdosis erfolgte analog im Studienabschnitt A, wie in der Veterinarmedizin
ublich (Caffrey et al. 2011).

Isofluran ist auch ohne invasives Monitoring gegenliber anderen volatilen und intravendsen
Anasthetika gut steuerbar und unterliegt einer nur geringen Biotransformation ohne nennenswerte
Hepatotoxizitat (Eger 1984; Ludders 1992). Wie die meisten Anasthetika beeinflussen sowohl
Isofluran und Lachgas als auch Pentobarbital das kardiovaskulare System und damit auch die
systemische, splanchnische und hepatische Hamodynamik (Redfors et al. 2013). Die starkste
Senkung der Leberperfusion kann durch Inhalation héherer Dosen von Lachgas erreicht werden,
verursacht durch einen systemisch, splanchnisch und hepatoarteriell erhdhten arteriellen
GefaBwiderstand (Thomson et al. 1982). Dieser Effekt kann jedoch durch Dosisanpassung
insbesondere in Kombination mit anderen volatilen Anasthetika deutlich reduziert werden (Goldfarb
et al. 1990). In Verbindung mit Isofluran, welches allein verabreicht den systemischen und
splanchnischen Fluss gering senkt (Bencze et al. 2013), kann Lachgas den arteriellen Mitteldruck

und die Herzfrequenz stabilisieren (Constantinides et al. 2011). Bei nur einmaliger
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Isofluran-/Lachgas-Anasthesie mit relativ kurzer Narkosezeit im Studienabschnitt B war daher ein
fur die Initiation der Leberregeneration wahrend der Hepatektomie relevanter Einfluss auf die
hepatische Hamodynamik unwahrscheinlich. Zudem wurden auch Tiere ohne Hepatektomie einer
Sham-Operation mit identischer Narkose unterzogen, um eventuell auftretende minimale Effekte
Zu egalisieren.

Pentobarbital kann die Herzfunktion beeinflussen und zeigte in dlteren Studien eine Reduktion
des Herzminutenvolumens, jedoch keine Reduktion der splanchnischen Perfusion (Lee et al.
1985). Aktuelle Untersuchungen konnten zeigen, dass ein vermindertes Schlagvolumen unter
Pentobarbitalnarkose in Ublicher Dosierung durch die positiv chronotrope Wirkung ausgeglichen
werden kann (Redfors et al. 2013). Gegenuber anderen Anasthetika inklusive Isofluran zeigt
Pentobarbital daher einen geringeren Einfluss auf die systemische Hamodynamik (Bencze et al.
2013) und bietet sich zur Untersuchung hamodynamischer Parameter, wie im Studienabschnitt A
der vorliegenden Studie an. Um den Einfluss weiter zu minimieren wurde wahrend der

Untersuchung der arterielle Mitteldruck aller Tiere zwischen 100 und 110 mmHg eingestellt.

5.1.2.4 Hamodynamische, laborchemische und immunhistochemische Parameter
Die hepatische Makro- und Mikrohdmodynamik ist mit den erfassten hamodynamischen
Parametern umfassend abgedeckt. Vom portalvendsen und hepatoarteriellen Zufluss per
Ultraschalllaufzeitverfahren,  Uber die intrahepatische Perfusion mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie sowie die hepatische Gewebeperfusion mittels Laser-Doppler-
Flussmessung bis zur Gewebeoxygenierung mit Clark-Typ-pO,-Sonden konnten alle relevanten
Parameter erfasst werden. Von besonderer Bedeutung flr die bearbeitete Fragestellung war die
Berechnung des sinusoidalen Scherstress. Diese Berechnung erfolgte wie beschrieben aus den
intravitalmikroskopisch erfassten mikrohdmodynamischen Parametern ndherungsweise unter
vereinfachender Annahme zylindrischer GefaRquerschnitte und laminarer Stromung einer
Newton'schen FlUssigkeit (Aroesty und Gross 1972, 1972; Hori et al. 1998). Es ist anzunehmen,
dass sich diese Vereinfachungen grundlegender physikalischer Parameter durch Anwendung auf

alle Versuchsgruppen egalisieren und die Daten damit vergleichbar bleiben.
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Ungleich komplexer ist der Fall fir die Gesamtblutviskositat gelagert, welche fir die
angewendete Formel ebenfalls relevant ist. Diese hangt nicht nur vom Hamatokrit einerseits und
der Plasmaviskositat andererseits ab, sondern andert sich auch mit der Wandscherrate (Nwose
und Richards 2011). Damit ist sie auch eben jenen hdmodynamischen EinflussgréRen unterworfen,
welche zur Berechnung des Scherstress quantitativ bestimmt und die durch die 85% Hepatektomie
sowie die pharmakologische Beeinflussung des NO-Haushalts beeinflusst wurden, namlich
BlutflieRgeschwindigkeit und GefalRdurchmesser. Klinisch und experimentell ist die apparative
Messung der Gesamtblutviskositat beispielsweise durch Kapillarviskosimeter moglich (Kim et al.
2013). Dies gilt jedoch nur bei hohen Wandscherraten wahrend der Messung (Lowe 1987). Der
Einfluss mikrohamodynamischer Veranderungen des Gefallbetts auf die Viskositat kann
ebensowenig durch diese Methode abgebildet werden, wie er in verschiedenen Formeln zur
naherungsweisen Bestimmung der Viskositat aus dem Verhaltnis von Hamatokrit zum
Gesamtserumprotein Eingang findet (Nwose 2010). Experimentelle Vergleichsdaten oder gar
spezifische mathematische Modelle zur Berechnung der Blutviskositat in den Lebersinusoiden sind
in der Literatur nicht verfugbar. Daruber hinaus besitzen auch die Erythrozytenaggregation und
andere Zell-Zell-Interaktionen Einfluss auf die Blutviskositat (Nwose 2010). Es ist vorstellbar, dass
in engen KapillarrAumen die korpuskularen Blutbestandteile gegenliber dem Plasma in héherem
MaRe die Viskositat beeinflussen, als es fur groRere GefalRe angenommen wird. Dabei wirden
auch Zell-Zell-Interaktion, wie die genannte Erythrozyten- aber auch die Thrombozytenaggregation
und Zell-Gefaliwand-Interaktion, Uberproportional an Bedeutung gewinnen. Da NO sowohl die
Thrombozytenaggregation als auch die GefalRwandadhasion von Thrombozyten und Leukozyten
hemmt (Lei et al. 2013), ist ein mittelbarer Einfluss der vorgenommenen pharmakologischen
Behandlung auf die Blutviskositat vorstellbar. Zusammenfassend ist die exakte in den
Lebersinusoiden vorliegende Blutviskositat gegenwartig nicht bestimmbar. Box et al. untersuchten
2005 den Einfluss aller drei Parameter Blutfluss, Gefalddiameter und Viskositat auf den
Wandscherstress in einem Computermodell der Carotisbifurcation. In ihren Simulationen zeigte
unter diesen drei Parametern die Blutviskositat den geringsten Einfluss auf den Scherstress (Box

et al. 2005). Vor diesem Hintergrund galt das Hauptaugenmerk der Quantifizierung der
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mikrohdmodynamischen Parameter. Um aufwandige und mdglicherweise nur eingeschrankt auf
den Untersuchungsfokus Ubertragbare Messungen zu vermeiden, wurde die Viskositdt nach
Angaben aus der Literatur zu Kleinnagerblut vereinfachend fur alle Versuchsgruppen als konstant
angenommen (Vogel et al. 2003; Windberger et al. 2003). Eine alternative nicht invasive
Messmethode zur Verifizierung der berechneten Scherstresswerte ware wiinschenswert. In vivo-
Messungen des Scherstress sind prinzipiell mittels Phasenkontrast-Magnetresonanztomographie
moglich (Pantos et al. 2007). Die technischen Limitationen der Magnetresonanztomographie
erlauben zwar Messungen beispielsweise an der Aorta eines Kleinnagers (Bjorck et al. 2012), nach
gegenwartigem Stand der Technik jedoch wie die beschriebenen Messmethoden und
mathematischen Modelle ebenfalls nicht in Kapillargebieten.

Bei den laborchemischen Parametern galt das Hauptaugenmerk dem Nachweis des akuten
Leberschadens des ,small-for-size® Organs, weshalb Transaminasen und Dehydrogenasen
bestimmt wurden. Die Serumkonzentrationen dieser Enzyme sind klinisch etablierte Messgrofien
zum Nachweis eines akuten oder chronischen Leberschadens (Schmidt und Schmidt 1967; Dufour
et al. 2000a). Diaz-Juarez et al. sind dagegen aufgrund ihrer in vivo und ex vivo Untersuchungen
nach Hepatektomie an der Ratte der Ansicht, die Freisetzung dieser Leberenzyme erfolge im Zuge
der Leberregeneration nicht durch Zell- und Mitochondrienschadigung, sondern sei in erster Linie
abhangig von der Organperfusion (Diaz-Juarez et al. 2006). Dieser Arbeitsgruppe war gelungen,
insbesondere in ex vivo perfundierten Lebern eine von Apoptose- und Nekroserate unabhangige,
sondern flussabhangige Freisetzung der Enzyme zu beobachten. Diese mit dem Fluss variable
Transaminasenfreisetzung zeigte sich zudem reversibel und erschien damit nicht mit einem
Hyperperfusionsschaden erklarbar. Tatsachlich werden sowohl die Bedeutung von Apoptose und
Nekrose fur die Leberregenration, als auch die Korrelation derselben mit dem Anstieg der
Leberenzyme kontrovers diskutiert (Panis et al. 1997; Oikawa und Novikoff 1995). Als unstrittig
muss jedoch angesehen werden, dass im Rahmen der Leberregeneration nach ausgedehnter
Hepatektomie Zellapoptosen und -nekrosen in relevantem Umfang auftreten kénnen (Yoshida et
al. 2007), wobei die HOhe des Transaminasenanstiegs nicht gut mit dem AusmalR des

Zellschadens korreliert (Dufour et al. 2000b). Eine vorwiegend flussabhangige und vom
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Zellschaden unabhangige Freisetzung der Leberenzyme, wie von Diaz-Juarez et al. postuliert,
kame jedoch einer Revolution der Serumdiagnostik von Leberwerten nahe. Dies wirde bedeuten,
dass diese Serumparameter zumindest im Rahmen der Leberregeneration nach Hepatektomie,
welche bekanntermalien mit erheblichen Veranderungen der Perfusion einhergeht, nicht fir die
Evaluation des Leberschadens geeignet waren. Vielmehr kébnnte man die Enzymfreisetzung unter
dieser Voraussetzung hypothetisch als indirekten Perfusionsparameter betrachten. Dieser
Annahme widersprechen die vorgelegten Daten. Wahrend die Leberenzyme im Serum mit der
85% Hepatektomie unbehandelter Kontrolltiere signifikant anstiegen, fuhrte die starkste
gemessene Parenchymperfusion unter NO-Substitution entgegen der Annahme nach Diaz-Juarez
et al. nicht zu einem weiteren Anstieg der Serumwerte sondern zu einem deutlichen Abfall
gegenuber der Kontrolle. Damit ist eine vorwiegend unmittelbar perfusionabhanige Freisetzung der
zytosolischen und mitochondrialen Enzyme in diesem Versuchssetting unwahrscheinlich und die
Transaminasen und Dehydrogenasen konnten als Standardparameter fir den Leberschaden
herangezogen werden.

Eine Einschatzung der Leberfunktion nach ausgedehnter Hepatektomie erfolgte Uber den
Serumbilirubinspiegel. Eine neuere Untersuchung impliziert jedoch, dass dieser Parameter im
Rahmen der Leberregeneration nur eingeschrankt aussagekraftig sein kann. Ausgerechnet die flir
die Leberregeneration essenziellen Signalpfade beeinflussen offenbar auch die Transportsysteme
fur Bilirubin, wobei eine Umkehr des Transports konjugierten Bilirubins von den Gallenwegen in die
Sinusoide stattfindet (Kimura et al. 2012). Daher ware gerade bei verbesserter Regeneration auch
ein steigender Serumbilirubinspiegel denkbar. Erganzend ware die Bestimmung weiterer
Serumparameter der Synthese- und Entgiftungsleistung sinnvoll gewesen, wie beispielsweise
Albumin und Ammoniak. Auch das bilidre System ware durch die Quantifizierung des Galleflusses
weiter evaluierbar gewesen. Die nétige Katheterisierung des Ductus choledochus hatte jedoch
einen erhohten praparativen Aufwand mit l1angerer Versuchsdauer bedingt, sowie insbesondere
eine zusatzliche Manipulation des Lig. hepatoduodenale mit mdglicher Beeinflussung der
hepatischen GefalRe (Chen et al. 2013; Ferrigno et al. 2013). Im Hinblick auf die Erfassung

hamodynamischer Parameter war dies unerwtinscht.
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Die Evaluation der Regeneration erfolgte sowohl durch den immunhistochemischen Nachweis
der BrdU-Inkorporation wahrend der hepatozytaren DNA-Synthese (Russev und Tsanev 1973), als
auch durch die Proteinanalyse von PCNA mittels Westernblot. Gegenuber der Bestimmung der
Mitoserate, welche ihr Maximum in Rattenhepatozyten zwischen 36 h und 48 h nach Hepatektomie
erreicht (Bybee et al. 1990; Lai et al. 2005), besitzt der Nachweis der DNA-Synthese mit Maximum
nach 24 h (Kountouras et al. 2001) den Vorteil, dass sowohl die 85% Hepatektomie als auch die
Messungen und Probenenthahmen zu identischen Umgebungsbedingungen im 12 h Tages-Nacht-
Rhythmus der Versuchstiere erfolgen konnte. Einflisse des zirkadianen Rhythmus konnten so
minimiert werden (Schibler 2003). Neben BrdU stehen weitere alternative Thymidinanaloga zur
Verfigung, welche wie BrdU wahrend der S-Phase des Zellzyklus anstelle von Thymidin in die
DNA eingebaut werden und zumeist Uber Antikdrperreaktionen nach enzymatischem oder
chemischem Aufspalten der untersuchten DNA nachgewiesen werden (Eidinoff et al. 1959; Wu et
al. 2011). Fur Untersuchungen, in welchen die Intaktheit der untersuchten DNA essenziell ist, stellt
das Thymidinanalogon EdU (5-Ethynyldesoxyuridin) eine Alternative dar, da die Nachweisreaktion
ohne Aufspaltung der Doppelhelix auskommt (Buck et al. 2008). Da die Integritdt der DNA in der
vorliegenden Untersuchung nicht von Belang war, verlieRen wir uns auf den seit Jahrzehnten als
Standardverfahren beschriebenen sowie in unserer  Arbeitsgruppe etablierten
immunhistochemischen Nachweis der BrdU-Inkorporation (Eidinoff et al. 1959; Buck et al. 2008;
Bravo et al. 2013). Auch zum durchgefiihrten PCNA-Westernblot gibt es Alternativen. Méglich ware
auch die Bestimmung anderer ,immediate early genes® bzw. Transkriptionsfaktoren, Zytokine und
weiterer Kofaktoren der Regenerationskaskade gewesen, wie z. B. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
oder ,nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells“ (NF-kB) (Brenner 1998;
Kirillova et al. 1999; Chen und Xu 2012). Zum Nachweis des Regenerationsreizes in Erganzung
zur DNA-Synthese konzentrierten wir uns jedoch auf PCNA als gut etablierten Marker (Assy et al.

1998; Maga und Hubscher 2003; Liu et al. 2010).



Diskussion 67

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Hepatische Makro- und Mikrohamodynamik

Zu den charakteristischen Vorgangen in der ,reduced size“-Leber nach Transplantation oder
Resektion gehdren Veranderungen der hepatischen Makro- und Mikrohamodynamik (Hanna et al.
1988; Li et al. 2010). Unter Normalbedingungen betragt der portalvendse und hepatoarterielle
Gesamtzufluss einer intakten, gesunden Leber etwa 25% des Herzzeitvolumens (Lautt und
Greenway 1987). Der Anteil des portalvendsen Blutvolumens Uberwiegt dabei mit 65-90% den
hepatoarteriellen Volumenanteil von 10-35%, wobei beide Fraktionen jeweils 50% zur
Sauerstoffversorgung der Leber beitragen (Quiroga et al. 2001; Nakai et al. 2002; Eipel et al.
2010b). Das Uber die Pfortader zugefuhrte Blutvolumen ist nahezu ausschlieRlich abhangig vom
vendsen Abfluss der vorgeschalteten Organe und damit indirekt vom arteriellen Widerstand
insbesondere des Darms (Lautt 2007). Dagegen koénnen die hepatoarterielle, die pra- und
postsinusoidale und auch die sinusoidale Durchblutung durch die Leber selbst reguliert werden.
Ein komplexes System einer ganzen Reihe vasoaktiver Substanzen wirkt dabei auf die glatten
GefaBmuskelzellen der Leberarterie sowie der pra- und postsinusoidalen Gefalle und auf die
kontraktilen lto-Zellen der Lebersinusoide, aber auch auf die Kupffer- und Sinusendothelzellen
(Rockey 2001; Lautt 2007). Die wichtigsten vasoaktiven Substanzen in der Leber sind neben
Stickstoffmonoxid (NO) auch Endothelin-1 (ET-1), Kohlenmonoxid (CO) sowie Adenosin und
Schwefelwasserstoff (H.S) (Siebert et al. 2008).

Ein zentraler intrinsischer Regulationsmechanismus ist unter physiologischen Bedingungen
die sogenannte ,hepatic arterial buffer response” (HABR) (Lautt 1985). Sie beschreibt die Fahigkeit
der Leber, passive Veranderungen der portalvenésen Perfusion durch eine aktive Anpassung der
hepatoarteriellen Durchblutung auszugleichen, mit dem Ziel die hepatische Gesamtperfusion
konstant zu halten. Ursachlich wird hauptsachlich die sogenannte ,adenosine washout“-Hypothese
diskutiert. Hierbei wird angenommen, dass Adenosin kontinuierlich und unabhangig vom
Sauerstoffangebot und -verbrauch in den Mall-Raum der terminalen Pfortaderdste und der

hepatischen Arteriolen freigesetzt wird, wo es eine vasodilative Wirkung entfaltet. Bei steigendem
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portalvendsen Zufluss wird Adenosin zunehmend aus dem Mall-Raum abtransportiert, also
»=ausgewaschen®. Durch die sinkende Adenosinkonzentration wird die hepatoarterielle Perfusion
gedrosselt. Andersherum Iasst ein verminderter portalvendser Fluss die Adenosinkonzentration im
Mall-Raum ansteigen, was eine hepatoarterielle Vasodilatation mit Steigerung der arteriellen
Durchblutung bedingt. Von der Leberarterie ausgehende Flussanderungen kénnen dagegen nicht
aktiv durch die Pfortader kompensiert werden (Eipel et al. 2010b). Nach Resektion besitzt die
.feduced size“-Leber ein vermindertes Organvolumen mit reduziertem gesamthepatischem
Gefalquerschnitt und konsekutiv erhohtem Gesamtwiderstand. Ohne weitere chirurgische
Malnahmen findet keine relevante Drosselung des splanchnischen Blutflusses statt. Da der
portalvendse Zufluss durch die Leber nicht reguliert werden kann, resultiert eine portale
Hyperperfusion (Troisi et al. 2003). Es kann vermutet werden, dass die HABR durch eine
Minderung der hepatoarteriellen Perfusion die hepatische Gesamtperfusion bis zu einem gewissen
Resektionsausmal® konstant halten kann, mdoglicherweise sogar durch eine Absenkung des
hepatoarteriellen Volumenanteils unter den in Literatur angegebenen Minimalwert von 10%. Die
genaue Kapazitdt, nach deren Ausschépfung eine manifeste Hyperperfusion des
Leberparenchyms mit steigendem Scherstress insbesondere in den Sinusoiden entsteht, ist jedoch
nicht bekannt (Lautt et al. 1990). Auch ist nicht ausreichend untersucht, in welchem Umfang die
durch die HABR verursachte hepatoarterielle Minderperfusion, die sich in ,reduced size“-Lebern
beobachten lasst (Smyrniotis et al. 2002; Ho et al. 2013), zur Ausbildung eines ,small-for-size*“-
Syndroms beitragen kann.

In der vorliegenden Studie lagen die einzelnen Volumenanteile unbehandelter, unresezierter
Tiere der Sham-Gruppe an der hepatischen Gesamtperfusion im Einklang mit den Angaben in der
Literatur (Quiroga et al. 2001; Nakai et al. 2002), das heif3t im Mittel bei rund 87,3% portalvends
und 12,7% hepatoarteriell. Die 85% Hepatektomie pharmakologisch unbehandelter Tiere
verursachte erwartungsgemaly eine deutliche portale Hyperperfusion mit Verdopplung des die
Restlebermasse pro Zeiteinheit durchstromenden portalvenésen Blutvolumens. Gleichzeitig
verschoben sich die Volumenteile auf im Mittel rund 95,7% portalvenése und nur noch 4,3%

hepatoarterielle Blutversorgung. Sowohl die relative portalvenése Flusszunahme, als auch der
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relative hepatoarterielle Perfusionsverlust stimmen mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen nach
schrittweiser Resektion bis 90% gut Uberein (Debbaut et al. 2012). Da diese hamodynamischen
Veranderungen unmittelbar nach der Hepatektomie auftraten, muss es als unwahrscheinlich
angesehen werden, dass die hepatoarterielle Vasokonstriktion durch einen akuten NO-Mangel
ausgeldst wurde. Erst etwa 2 h nach ausgedehnter Leberresektion kann eine verminderte
Expression der eNOS nachgewiesen werden (Palmes et al. 2005). Es ist nicht anzunehmen, dass
die konsekutiv eingeschrankte NO-Freisetzung bereits friher relevante vasoaktive Wirksamkeit
entfaltet. Die beobachtete portale Hyperperfusion einhergehend mit einer sofortigen Drittelung des
hepatoarteriellen Perfusionsanteils kann dagegen sehr gut durch das Adenosin-“washout® und
damit der ,hepatic arterial buffer response” (HABR) erklart werden (Lautt 1985; Eipel et al. 2010b).
Im weiteren kurzfristigen Verlauf nach ausgedehnter Hepatektomie muss dem durch verminderte
NOS-Expression verursachten NO-Mangel, welcher dariiber hinaus noch mit einer Uberexpression
des vasokonstriktiven ET-1 vergesellschaftet ist, jedoch Bedeutung fur die hepatische Zirkulation
beigemessen werden (Palmes et al. 2005).

Bei Betrachtung der mittels Ultraschall-Laufzeitverfahren  erhobenen  absoluten
Flussmesswerte ist sowohl portalvends als auch hepatoarteriell ein Flussabfall in allen
hepatektomierten Gruppen gegeniber nicht resezierten Tieren auffallig. Dieser Flussabfall ist
hamodynamisches Korrelat fir den erhohten Widerstand des nach 85% Hepatektomie
entsprechend im Querschnitt reduzierten hepatischen Gefalibetts und einer damit einhergehenden
transienten portalen Hypertension, welche ebenfalls zu den typischen und komplikationstrachtigen
hamodynamischen Veranderungen der ,reduced-size“-Leber gehoért und zum ,small-for-size“-
Syndrom beitragen kann (Raut et al. 2013; Li et al. 2010; Man et al. 2003). Der Pfortaderdruck
wurde in der vorliegenden Studie nicht gemessen. Daten anderer Arbeitsgruppen zu ausgedehnter
Leberresektion von 70 - 90% konnten jedoch bei zu den vorliegenden Ergebnissen vergleichbaren
Flussparametern einen Anstieg des Pfortaderdrucks um 30 - 40% zeigen (Morsiani et al. 1998;
Dahmen et al. 2007). Zusatzlich zu den intrahepatischen Veranderungen kénnen durch die akute
portale Hypertension auch systemisch unglnstige Veranderungen hervorgerufen werden. Durch

verminderten vendsen Ruckfluss zum Herzen kann beispielsweise das Herzzeitvolumen sinken
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(Moriura et al. 1990). Das sich bei anhaltender portaler Hypertension entwickelnde
Darmwandodem ist auRerdem ein Risikofaktor fur Bakteriamien und Peritonitis, insbesondere bei
gleichzeitigem Vorliegen einer Leberzirrhose (Hashimoto und Ohyanagi 2002). NO-substituierte
Tiere zeigten im Vergleich zu den anderen resezierten Gruppen den geringsten Flussabfall,
welcher sich bei getrennter Betrachtung von Pfortader und Leberarterie trotz des deutlichen
Unterschieds nicht signifikant von den Werten unresezierter Tiere unterschied. Dies lasst auf einen
verminderten Druck im Pfortadersystem schlieen und somit auf eine tendenziell glinstige Wirkung
der NO-Substitution auf die akute portale Hypertension. Ob hierdurch auch die systemische
Hamodynamik positiv beeinflusst und Sekundarkomplikationen abmildert oder gar vermieden
werden, kann nicht beurteilt werden, entsprechende Daten wurden im Rahmen dieser Studie nicht
erhoben.

Die Substitution von Stickstoffmonoxid erfolgte mittels Molsidomin, welches NO unabhangig
von Expression und Aktivitat der NO-Synthasen freisetzt (Feelisch et al. 1989; Schror et al. 1989).
Man kann daher annehmen, dass das Molekil den unterschiedlichen Effektoren in allen intakten
Organabschnitten der ,reduced-size“-Leber zur Verfligung stand. Diese Eigenschaft versprach den
Vorteil, dass der potente Vasodilatator sowohl die durch die HABR verursachte Vasokonstriktion
unmittelbar nach Resektion antagonisieren, als auch der aggravierend wirkenden verminderten
NO-Produktion entgegenwirken konnte. Erwartungsgemafl zeigte die NO-Substitution auf den
relativen portalvendésen Fluss keinen signifikanten Einfluss. Dies ist mit der auch unter
physiologischen Bedingungen nur geringen vasoregulativen Wirkung von NO auf das
Pfortadersystem zu erklaren. Periphere Pfortaderaste und insbesondere die Sinusoide fungieren
durchaus als Widerstandsgefalte auch fur das Pfortadersystem. |lhr Tonus wird unter anderem
guanylatcyclasenabhangig reguliert und ist damit prinzipiell durch NO beeinflussbar.
Hauptmediator ist jedoch das hier intrinsisch wirksame, durch Hdmoxygenasen freigesetzte CO
(Pannen 2002), welches in dieser Studie nicht naher untersucht wurde. Dagegen erfolgt die
hepatoarterielle Vasodilatation neben Adenosin vorwiegend durch NO, wahrend eine intrinsische
CO-abhangige Vasoregulation der Leberarterie nicht nachweisbar ist (Pannen und Bauer 1998). Im

Einklang damit konnte der relative hepatoarterielle Fluss durch NO-Substitution gegentber der
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Kontrollgruppe sogar Uber die Werte nicht resezierter Sham-Tiere hinaus gesteigert werden. Auch
zeigte sich der hepatoarterielle Volumenanteil am totalen heaptischen Zufluss mit rund 6,4% in
NO-substituierten Tieren nur mehr halbiert anstatt gedrittelt. Dies kann eine substanziell bessere
Sauerstoffversorgung der ,reduced-size“-Leber bedeuten, deren positive Effekte auf
Organintegritat und Leberregeneration aus Versuchen mit chirurgischer Arterialisierung der
Pfortader oder hyperbarer Sauerstoffoeatmung bekannt sind (Nardo et al. 2005; Kurir et al. 2004).
Der unter NOS-Blockade im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe geringere Anstieg
des relativen portalvendsen Flusses nach 85% Hepatektomie entspricht einer geringeren portalen
Hyperperfusion mit reduzierter Hypertension. Im Gegensatz zu der hepatoarteriellen
Flussanderung kann dafir jedoch nicht in erster Linie die intrahepatische Wirkung der
verminderten NO-Freisetzung verantwortlich gemacht werden. Man kdnnte annehmen, dass sich
unter aggraviertem NO-Mangel das Verhaltnis der Vasoregulatoren zugunsten der
Vasokonstriktoren verschiebt und es zu einem zumindest gering erhéhten Tonus der portalen
WiderstandsgefalRe kommen konnte, was die bestehende Hypertension noch verstarken wirde.
Diese Wirkung wird offenbar zumindest teilweise durch den perisinusoidal vorherrschenden
Vasodilatator CO ausgeglichen, dessen Freisetzung nicht zusatzlich gehemmt wurde (Pannen
2002). Tatsachlich zeigten die vorliegenden intravitalmikroskopischen Messungen sinusoidaler und
postsinusoidal-venolarer GefalRdurchmesser unter NOS-Inhibition gar eine dezente Steigerung,
jedoch keine signifikante Anderung gegeniiber pharmakologisch unbehandelten, leberresezierten
Kontrolltieren. Hauptsachlich muss daher eine extrahepatische Wirkung des systemisch
wirksamen kompetitiven NOS-Antagonisten L-NAME in Betracht gezogen werden (Pfeiffer et al.
1996; Griffith und Kilbourn 1996). Es ist davon auszugehen, dass der portalvendse Zufluss bei
niedrigen NO-Spiegeln durch Vasokonstriktion der mesenterialen Widerstandsgefalle gesenkt
wird. Der Einfluss von L-NAME auf die mesenteriale Perfusion wurde zwar in der vorliegenden
Studie nicht direkt erfasst, die systemisch und mesenterial vasokonstriktive Wirkung ist in der
Literatur jedoch ausfihrlich beschrieben. So wird dieser NOS-Inhibitor unter anderem gezielt zur
Steigerung des mesenterialen GefalRwiderstands in hamodynamischen Untersuchungen bei

chronischer portaler Hypertension eingesetzt (Pilette et al. 1996). Pathophysiologisch zeichnet sich



Diskussion 72

dabei ein auffalliger Gegensatz zwischen Veranderungen der intrahepatischen Vasoregulation
einerseits und der mesenterialen Hamodynamik andererseits ab. In beiden GefalRabschnitten wird
ein Missverhaltnis zwischen vasokonstriktiven und vasodilativen Mediatoren beobachtet.
Intrahepatisch  fuhrt ein Ungleichgewicht der vasoaktiven Substanzen zugunsten der
Vasokonstriktoren mit gleichzeitig verminderter Freisetzung und Wirkung vasodilativer Mediatoren
zu einem pathologisch erhéhten Tonus der perisinusoidalen portalen Widerstandsgefalle (Cichoz-
Lach et al. 2008). Dagegen zeigt das mesenteriale Gefalbett eine dauerhaft erhdhte Freisetzung
vasodilativer Substanzen inklusive NO mit vermindertem Ansprechen auf endogene
Vasokonstriktoren (Colle et al. 2008). Diese gegensatzlichen, sich jedoch in der Wirkung auf den
Druck im Pfortadersystem addierenden hamodynamischen Veranderungen kénnten dafir sorgen,
dass die durch NOS-Blockade potenziell protektive Absenkung der akuten portalen Hyperperfusion
und Hypertension intrahepatisch nicht in vollem Umfang zum Tragen kommen kann. Im Sinne der
HABR konnte erwartet werden, dass die abgemilderte portale Hyperperfusion Uber ein reduziertes
Adenosin-“washout® das bestehende intrahepatische Missverhaltnis der vasoregulativen
Mediatoren zugunsten der Vasodilatatoren etwas verbessern (Eipel et al. 2010b) und den durch
NOS-Blockade zusatzlich verscharften NO-Mangel zumindest teilweise ausgleichen kann. Die
intravitalmikroskopisch erhobenen Daten zu BlutflieBgeschwindigkeit und Durchmesser der
Sinusoide sowie der resultierende Blutvolumenfluss nach L-NAME-Gabe zeigten jedoch keine
Anderung im Vergleich zur pharmakologisch unbehandelten Kontrollgruppe. Der unveranderte
sinusoidale Blutvolumenfluss ist gleichzusetzen mit konstantem Adenosin-“washout®, weshalb die
HABR-bedingte hepatoarterielle Vasokonstriktion ebenfalls unverandert als aktiv angenommen
werden kann. Durch die NOS-Blockade mittels L-NAME und die damit einhergehende verminderte
NO-Freisetzung konnte daher der relative hepatoarterielle Fluss Uber den HABR-bedingten Abfall
hinaus reduziert werden. Dies kam auch in einem hepatoarteriellen Volumenanteil von nur noch
etwa 3,6% an der Gesamtdurchblutung der Leber zum Ausdruck.

Obwohl offenbar nicht alle makrohdmodynamischen Veranderungen unmittelbar auf die
Mikrozirkulation Ubertragen werden kdénnen, korrelierte der gemessene, auf die Organmasse

bezogene summierte Leberzufluss gut mit der im selben Versuchsabschnitt durch Laser-Doppler-
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Flussmessung ermittelten Parenchymperfusion an der Leberoberflache. Dies spricht fir ein den
prahepatischen Messungen entsprechendes Volumenverhaltnis zwischen portalvendser und
hepatoarterieller Blutversorgung auch im Parenchym. Um so auffalliger ist, dass trotz der unter
NO-Substitution signifikant verbesserten und unter NOS-Blockade deutlich reduzierten
hepatoarteriellen Versorgung im Vergleich zur resezierten, unbehandelten Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied der Leberparenchymoxygenierung gemessen werden konnte. Der
Sauerstoffpartialdruck sank nach Resektion in allen Gruppen von etwa 24 mmHg auf Werte um
15 mmHg, wobei in der Gruppe mit der schlechtesten hepatoarteriellen Versorgung unter NOS-
Blockade die tendenziell hochsten Werte erreicht wurden. Es muss beachtet werden, dass der
parenchymale Sauerstoffpartialdruck das Ergebnis des Verhaltnisses zwischen O,-Angebot und
O,-Verbrauch darstellt. Er kann daher insbesondere bei hohem Sauerstoffbedarf nicht
notwendigerweise als Indikator fir eine verbesserte Sauerstoffzufuhr herangezogen werden,
sondern lasst nur indirekte Schlisse auf den Sauerstoffverbrauch zu. Im Einklang damit konnten
Yoshioka et al. durch pra- und posthepatische Blutgasanalysen am ersten Tag nach partieller
Hepatektomie an der Ratte zeigen, dass auf ein verbessertes portalvendses Sauerstoffangebot ein
gleichférmiger Anstieg sowohl der hepatischen Sauerstoffaufnahme als auch des
Sauerstoffverbrauchs folgt (Yoshioka et al. 1998). Wird der erhéhte Energie- und Sauerstoffbedarf
einer regenerierenden Leber also durch Substitution nicht Ubersattigt, kann das Mehrangebot
verbraucht werden, wahrend das Verhaltnis konstant bleibt (Shimizu et al. 2000).

Die beobachtete Korrelation zwischen dem relativen gesamthepatischen Zufluss und der
Parenchymperfusion an der Leberoberflache lieR sich auch durch intravitalmikroskopische
Messungen der sinusoidalen und venolaren Perfusionsparameter bestatigen, die ein analoges
mikrohdmodynamisches Bild der Veranderungen nach 85% Hepatektomie zeigten. Hieraus konnte
der sinusoidale, respektive venolare Scherstress als wichtiger mikrohamodynamischer Parameter
berechnet werden (Aroesty und Gross 1972, 1972; Hori et al. 1998). Der in allen Gruppen nach
85% Hepatektomie im Vergleich zur unresezierten Sham-Gruppe mehr als verdoppelte sinusoidale
Scherstress belegt im Einklang mit der Literatur die These, dass hepatische Hyperperfusion

erhohten sinusoidalen Scherstress verursacht (Glanemann et al. 2005; Demetris et al. 2006).
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Erhohter sinusoidaler Scherstress wird als Ursache des Parenchymschadens einer ,reduced-size“-
Leber diskutiert und als pathophysiologischer Risikofaktor fiir die Entwicklung eines ,small-for-
size“-Syndroms angesehen (Pan und Yan 2006; Goldstein et al. 2003; Dahm et al. 2005). Diese
Annahme wird scheinbar durch Untersuchungen untermauert, in welchen durch chirurgische
Reduktion des hepatischen Blutzuflusses das postoperative Ergebnis nach ausgedehnter
Hepatektomie verbessern werden konnte (Troisi et al. 2005; Lo et al. 2003). Andererseits gilt der
sinusoidale Scherstress als Reiz fir die frihen Regenerationsvorgange nach Leberresektion oder
Transplantation von ,reduced-size“-Lebern und wird von vielen Autoren als essenziell betrachtet
(Schoen et al. 2001; Schuett et al. 2007; Nobuoka et al. 2006). Es gibt neuerdings auch Hinweise
dafir, dass sich die beschriebene chirurgische Reduktion des hepatischen Zuflusses,
beispielsweise durch Splenektomie, zwar glinstig auf Leberschaden und Leberfunktion auswirkt,
jedoch andererseits durch reduzierten Scherstress fir die Leberregeneration nachteilig wirken
koénnte (Eipel et al. 2010a). Letztlich ist die genaue Bedeutung des Scherstress fur die Initiierung
der Leberregeneration bis heute nicht restlich geklart. Alston und Thomson konnten bereits 1963 in
einem Modell der kreuzweisen Perfusion zweier Rattenlebern in vivo et situ zeigen, dass jeweils
nur dasjenige Organ regenerierte, welches einer Teilresektion unterzogen wurde, obwohl die
humoralen Faktoren beiden Organen in gleicher Weise zur Verfiigung standen. Sie schrieben
daher den hdmodynamischen Veranderungen eine Ubergeordnete Rolle zu (Alston und Thomson
1963). Wie bereits mehrfach verdeutlicht, wird die abgeleitete These der hamodynamischen
Regulation der Leberregeneration heute allgemein anerkannt. Mortensen et al. warfen im Jahr
2010 jedoch Zweifel daran auf, nachdem sie feststellten, dass in Schweinelebern mit durch aorto-
linksportalem Shunt einseitig hyperperfundiertem Pfortadersystem gerade jene Segmente
hypertrophierten, die nicht der Hyperperfusion und gesteigertem Scherstress ausgesetzt waren
(Mortensen et al. 2010). Uberraschenderweise spielten Anderungen des sinusoidalen Scherstress
durch pharmakologische Beeinflussung der NO-Freisetzung nach Hepatektomie in der
vorliegenden Studie eine offenbar untergeordnete Rolle. NO-Substitution konnte zwar die
sinusoidale BlutflieRgeschwindigkeit, den sinusoidalen Durchmesser und Blutvolumenfluss

signifikant steigern. Wider Erwarten konnte der Scherstress im Vergleich zu pharmakologisch
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unbehandelten, leberresezierten Kontrollen jedoch nicht signifikant geandert werden.
Insbesondere wurde der Scherstress durch die vasodilative NO-Wirkung nicht verringert. Effekte
der NO-Substitution bei 85% Hepatektomie kdnnen daher den vorliegenden Daten nach nicht auf
einen reduzierten sinusoidalen Scherstress zurtickgeflihrt werden. Der unter NOS-Blockade
deutlich reduzierte makrohdmodynamische Leberzufluss wirkte sich auf das perisinusoidale
GefaRbett offenbar nur gering aus, das zeigen die sinusoidale BlutflieRgeschwindigkeit und der
Volumenfluss, die allenfalls dezent sanken. Wie beschrieben erhéhte der NO-Mangel
interessanterweise nicht den sinusoidalen Gefatonus, im Gegenteil vergrolRerten sich die
Sinusoiddurchmesser geringfiigig. Aufgrund dieser gegensatzlichen Tendenzen ergab sich auch
ein etwas geringer ausgepragter, jedoch ebenfalls nicht signifikant veranderter sinusoidaler
Scherstress. Samtliche beschriebenen mikrozirkulatorischen Veranderungen unter NOS-Blockade
unterschieden sich nicht signifikant zur Kontrolle. Es kann daher anhand der vorliegenden Daten
nur spekuliert werden, ob Effekte von L-NAME dem tendenziell reduzierten Scherstress
zugeschrieben werden kénnen, wie die bereits angeflihrten Untersuchungen zur chirurgischen
Reduktion des hepatischen Zuflusses implizieren (Di Domenico et al. 2011; Troisi et al. 2005; Lo et

al. 2003).

5.2.2 Leberschaden und Leberfunktion

Wie erwartet verursachte die 85% Hepatektomie einen deutlichen Leberschaden, was die
signifikante Freisetzung sowohl der zytosolischen als auch der mitochondrialen Transaminasen ins
Serum nach Resektion pharmakologisch unbehandelter Kontrolltiere belegt. Die gemessenen
Serumwerte lagen dabei in vergleichbaren Dimensionen zu anderen tierexperimentellen Studien
zum akuten Leberschaden (Teixeira et al. 2010; Detry et al. 2013). Erhdhte Leberenzyme lieRen
sich bereits eine Stunde nach Resektion nachweisen und stiegen 24 h nach Hepatektomie weiter
an. Die NO-Substitution mittels Molsidomin konnte den frihen Anstieg sowohl der Transaminasen
als auch der Dehydrogenasen bereits 1 h nach Hepatektomie verhindern oder zumindest deutlich

reduzieren. Dieser Effekt war auch 24 h nach Resektion noch nachweisbar und impliziert eine
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anhaltend reduzierte hepatozellulare Schadigung. Wie bereits beschrieben, wurde der Scherstress
durch die NO-Substitution nicht gesenkt. Es soll daher an dieser Stelle betont werden, dass diese
gunstige Wirkung nicht auf einen abgemilderten mechanischen Hyperperfusionsschaden
zuruckgefuhrt werden kann. Die erhobenen Daten widersprechen damit zumindest teilweise der
These, der sinusoidale Scherstress sei Hauptursache des Parenchymschadens der ,reduced-size®
Leber (Pan und Yan 2006; Goldstein et al. 2003; Dahm et al. 2005). Im Gegenteil wurde die
hepatoarterielle Perfusion durch NO-Substitution sogar signifikant gesteigert und folglich die
Sauerstoffversorgung des Leberparenchyms verbessert. Damit konnte nicht nur eine bessere
Energieversorgung der Hepatozyten erreicht werden (Shimizu et al. 2000). Verbesserte
Sauerstoffversorgung zeigt auf ,reduced-size“-Lebern sowohl nach Transplantation als auch nach
ausgedehnter Resektion auch eine anti-apoptotische und anti-nekrotische Wirkung, was in
Versuchen mit hyperbarer Sauerstoffbeatmung belegt werden konnte (Tran et al. 2012; ljichi et al.
2006). Nicht nur der vermehrt verfugbare Sauerstoff, sondern auch das substituierte NO selbst
kann unter bestimmten Voraussetzungen zytoprotektive Wirkung entfalten und damit theoretisch
die Leberfunktion verbessern (Carnovale und Ronco 2012). Der glnstige Einfluss der NO-
Substitution auf den Leberschaden ist durch den Erhalt der Zellintegritat sowie eine bessere
Sauerstoff- und Energieversorgung der Hepatozyten erklarbar. Zu erwarten ware dariber hinaus
auch eine bessere Leberfunktion. Diese kann jedoch zumindest anhand der ermittelten
Bilirubinwerte nicht belegt werden, da die Serumspiegel 24 h nach Resektion und Molsidomingabe
nicht signifikant gegenuber der Kontrolle abgesunken waren. Eine mogliche Ursache hierfur liegt in
der Konfiguration des hepatozytaren Bilirubintransportsystems. Kimura et al. beleuchteten 2012
die Ursache der Bilirubinamie im ,small-for-size“-Syndrom in einem Modell der 90% Hepatektomie
an der Ratte. Sie untersuchten dabei die Expression verschiedener ,ATP-binding cassette* (ABC)-
Transporter mittels DNA-Microarray und real-time-PCR. Unter den verschiedenen ABC-
Transportern beobachteten sie 24 h nach Resektion eine verminderte Expression sowohl des
~multi-drug-resistance-protein 2“ (MRP 2), welches fir den Transport des konjugierten Bilirubins in
die Gallenwege verantwortlich ist, als auch des ,organic anion transporting polypeptide 1°

(OATP 1), welches die Aufnahme unkonjugierten Bilirubins aus dem Serum Ubernimmt.
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Gleichzeitig waren MRP 1 und MRP 3 vermehrt exprimiert, welche beide Bilirubin zurtck in die
Sinusoide transportieren. Die MRP 2-Expression, so postulieren Kimura et al., wird durch IL-6
vermindert (Kimura et al. 2012). Die Umkehr des Bilirubintransports ins Serum und damit die
Hyperbilirubinamie werden folglich zumindest teilweise von einem flr die Leberregeneration
essenziellen Zytokin (Kandilis et al. 2010) verursacht. Da Bilirubin zusatzlich in geringerem
Umfang aus dem Serum aufgenommen wird, stellt diese Modulation des ABC-Transportsystems
moglicherweise einen Schutzmechanismus fir die ,reduced-size“-Leber dar, die sich dadurch
vorrangig mit der Regeneration befassen kann. Transient hohe Bilirubinspiegel stellen daher
mdglicherweise eine notwendige Begleiterscheinung der friihen regenerativen Vorgange dar.
Entsprechend geht in die klinische Definition des ,small-for-size“-Syndroms auch eine prolongierte
Hyperbilirubindmie Gber einen weiteren Zeitraum im Verlauf der ersten postoperativen Woche ein
(Dahm et al. 2005). Veranderungen des Bilirubinserumspiegels sind vor diesem Hintergrund
zumindest in den ersten 24 h des Regenerationsvorgangs mit Vorsicht zu bewerten.

Unklar bleibt, weshalb auch unter NOS-Blockade bei gleichzeitig aggraviertem NO- und O.-
Mangel der anhand der Transaminasen ermittelte Leberschaden 24 h nach Resektion, zumindest
was die AST angeht, signifikant abgeschwacht war. Zwar war neben der hepatoarteriellen
Versorgung auch die portale Hyperperfusion weniger stark ausgepragt, jedoch anderte sich die
mechanische Belastung des Sinusendothels nicht. Einen mdéglichen Erklarungsansatz bietet die
Blockade der iNOS, die auch zytotoxische Funktionen besitzt (Jiang et al. 2009). Andererseits
kann die eNOS bei Substratmangel von der NO-Produktion entkoppelt werden und bildet dann
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies, flir welche zumindest chronische Schaden am Gefalibett
nachgewiesen werden kénnen (Forstermann 2006). Insgesamt stehen die Veranderungen nach
NOS-Blockade deutlich hinter den Vorteilen der NO-Substitution zurtick. Diese Tendenz ist noch

ausgepragter bei der Betrachtung der Leberregeneration nachweisbar.
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5.2.3 Leberregeneration

Die charakteristischen Vorgange der Leberregeneration nach Hepatektomie kénnen in ihrem
Verlauf je nach dem gewtinschten Untersuchungszeitpunkt auf unterschiedlichen Ebenen erfasst
werden. Unmittelbar nach der Leberresektion als Ausloser lasst sich die Initiierung der
Regenerationskaskaden auf genetischer und molekularer Ebene bereits nachweisen (Chen und Xu
2012; Liu et al. 2010). Die Expression des Regenerationsmarkers PCNA (Assy und Minuk 1997;
Jia 2011) anderte sich nach Hepatektomie sowie zusatzlicher pharmakologischer Beeinflussung
des NO-Haushalts auffallend analog zum Scherstress, dem mechanischen Korrelat des
Regenerationsreizes (Schoen et al. 2001; Schuett et al. 2007; Nobuoka et al. 2006). In allen
hepatektomierten Gruppen konnte nach 24 h ein ahnlich starker Regenerationsreiz nachgewiesen
werden. Unter NO-Substitution zeigte sich die PCNA-Expression nur tendenziell erhdht, jedoch
nicht signifikant verandert. Es konnte in der Vergangenheit bereits nachgewiesen werden, dass die
unmittelbar einsetzende Expression von Genen, welche die Leberregeneration initiieren und
steuern, auch bei ausgedehnter Leberresektion erhalten ist, sogar bei letalen
Resektionsausmalen, wenn durch ein sich entwickelndes Leberversagen die Regeneration nicht
vollendet werden kann (Panis et al. 1998). Dabei korreliert jedoch offenbar das Resektionsausmaf?
nicht in jedem Fall mit dem Umfang der Genexpression, so dass ein mit ausgedehnterer Resektion
steigender Regenerationsreiz auf Gen- bzw. Transkriptions- und Proteinebene nicht belegt werden
kann. So konnten beispielsweise ljichi et al. in einem Modell der 70% Hepatektomie an der Ratte
zwar den Leberschaden durch hyperbare Sauerstoffoehandlung mindern, jedoch zeigte sich die
hepatozytdare PCNA-Konzentration zu resezierten Kontrolltieren 24 h nach Resektion analog zu
den vorliegenden Daten weitgehend unverandert (ljichi et al. 2006). Es kann daher nur spekuliert
werden, ob sich in der tendenziell erhéhten PCNA-Expression unter NO-Substitution der allenfalls
dezent erhéhte mechanische Regenerationsreiz auf Transkriptionsebene widerspiegelt oder ob
sich mdéglicherweise zusatzlich eine Wirkung von NO als direktem Regenerationstrigger andeutet
(Wang und Lautt 1998). Das Auftreten von ,immediate early genes®, Transkriptionsfaktoren und

Cyclinen bedingt nicht notwendigerweise auch das tatsachliche Eintreten der Hepatozyten in den
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Zellzyklus. Beispielsweise kdnnen ein akutes Leberversagen nach zu ausgedehnter
Leberresektion (Panis et al. 1998), aber auch Autoregulationsmechanismen des einzelnen
Hepatozyten (Wu et al. 2011) die Transition von der G, in die Gs-Phase verhindern. Auch bereits in
den Zellzyklus eingetretene Zellen kdnnen durch einen Gi- oder S-Phasen-Arrest an der Mitose
gehindert werden. Beispielsweise hemmt der ,transforming growth factor p1“ (TGF-f1) die
Progression von der Gi- in die S-Phase und wirkt dadurch zytostatisch. Ein Gegenspieler ist H.Oo,
welches die TGF-B1-Wirkung antagonisieren kann (Choi et al. 2013). Durch PCNA, welches
bereits in der G,-Phase exprimiert wird (Woods et al. 1991), kann daher nicht notwendiger Weise
ein erfolgreicher Progress durch den Zellzyklus nachgewiesen werden. Es ist nicht
ausgeschlossen, dass eine Zelle zwar in die Interphase eintritt und bereits PCNA exprimiert,
jedoch an der Progression in die S-Phase gehindert wird und die Mitose-Phase niemals erreicht.
Es schien geboten, durch BrdU-Inkorporation die DNA-Synthese zusatzlich nachzuweisen, welche
in der Rattenleber 24 h nach Hepatektomie ihr Maximum erreicht (Kountouras et al. 2001). Obwohl
sich die Starke des Regenerationsreizes unter den leberresezierten Gruppen nicht signifikant
unterschied, fuhrte die NO-Substitution nach 24 h zu einer Verdoppelung der DNA-Synthese mit
etwa 400 BrdU-positiven Hepatozyten je Quadratmillimeter gegenuber einer Anzahl von etwas
uber 200 je Quadratmillimeter in der Kontrollgruppe. Der Ausgleich des mit ausgedehnter
Leberresektion einhergehenden NO-Mangels (Palmes et al. 2005) flihrte damit zu einem enormen
Anstieg in der Ausschopfung der regenerativen Reserve. Erneut soll darauf hingewiesen werden,
dass dies nicht auf eine Anderung des Scherstress als mechanischer Regenerationsreiz
zurtuckgefuhrt werden kann, da sich dieser unter NO-Substitution nicht signifikant anderte.
Vielmehr sind andere sich ergdnzende Faktoren ursachlich zu diskutieren. Zentrale
Bedeutung wird der substanziell gesteigerten hepatoarteriellen Blutversorgung der resezierten
Leber unter NO-Substitution beigemessen. Es ist bekannt, dass die ,reduced-size“- Leber einen
erheblichen, vom Resektionsausmal} abhangigen Energie- und Sauerstoffbedarf besitzt, um der
Regeneration und den metabolischen Anforderungen gleichzeitig gerecht werden zu kdénnen
(Shimizu et al. 1999; Shimizu et al. 2000). Die durch NO-Substitution verbesserte

Sauerstoffversorgung des Leberparenchyms kann die Energieversorgung sowohl der
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regenerierenden und der flr die Erhaltung der Leberfunktion wichtigen in der Ge-Phase
verbleibenden Hepatozyten, als auch die Energieversorgung der nicht parenchymalen hepatischen
Zellpopulationen verbessern. Essenzieller Bestandteil der intrazellularen Energieversorgung
regenerierender Lebern ist die gesteigerte mitochondriale ATP-Produktion durch oxidative
Phosphorylierung von Adenosinnukleosiden (Yamaoka et al. 1974; Ozawa et al. 1974). Neben dem
reinen ATP-Angebot kann der Energiestatus einer Zelle durch die sogenannte Energieladung
(,energy charge“) ausgedriickt werden, die das Verhaltnis phosphorylierter, energiereicher
Adenosinformen zur Gesamtkonzentration der Adenosinnukleoside darstellt (Atkinson 1968;
Kamiyama et al. 1976). Kamiyama et al. konnten an einem 70%-Hepatektomiemodell am Hasen
zeigen, dass 24 h nach Leberresektion die ATP-Produktion auf 170% des Ausgangswerts
angestiegen war, wahrend gleichzeitig die Energieladung sank. Sie schlussfolgerten einen
entsprechend erhdhten Energieverbrauch der regenerierenden Leber, welcher das Energieangebot
Ubersteigt (Kamiyama et al. 1976). Shimizu et al. fihrten an einem Modell der 85% Hepatektomie
an der Ratte Untersuchungen zur Sauerstoff- und Energieversorgung nach partieller chirurgischer
Pfortaderarterialisierung durch. Durch die Uberleitung arteriellen, sauerstoffreichen Blutes in die
Pfortader wurde gegenuber nur resezierten sowie arteriell ligierten Tieren eine verbesserte
portalvendse Sauerstoffsattigung erreicht. Gleichzeitig konnte eine erhéhte parenchymale ATP-
Konzentration gemessen werden, wobei sich jedoch die Energieladung nicht verbesserte. Shimizu
et al. konstatieren neben dem erhéhten Energiebedarf auch einen gesteigerten Sauerstoffbedarf
der regenerierenden Leber nach ausgedehnter Resektion und konnten einen Zusammenhang
zwischen Sauerstoff- und Energieangebot nachweisen (Shimizu et al. 2000). Eine normal grof3e
Rattenleber kann vdllig ohne hepatoarterielle Versorgung auskommen, auch wenn sie als
Transplantat dient, wobei die Pfortader sowohl das Leberparenchym als auch die Gallenwege
ausreichend mit Sauerstoff versorgen kann (Goncalves et al. 1989). Unter normalen Umstanden
steht daher jederzeit ausreichend Sauerstoff zur Verflgung, was sich in einer ausgeglichenen
Energieladung ausdriickt. Auch in vendsem Blut ist der Sauerstoffpartialdruck Ublicherweise hoch
genug, um theoretisch eine ausreichende Sattigung der mitochondrialen Atmungskette mit

Sauerstoff zu gewahrleisten. Nur bei ausgepragtem Sauerstoffmangel ist die mitochondriale ATP-
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Synthese teilweise durch das Sauerstoffangebot limitiert (Brown 1992). Es kann angenommen
werden, dass die 85% Hepatektomie durch die verminderte hepatoarterielle Sauerstoffversorgung
bei gleichzeitig gesteigertem Sauerstoffbedarf eine jener Situationen darstellt, in welcher die
Energiebereitstellung sauerstoffabhangig erfolgt. Die Beobachtung, dass die Gewebeoxygenierung
unter NO-Substitution trotz verbesserter hepatoarterieller Versorgung der Leber mit
sauerstoffreichem Blut nicht ansteigt, unterstiitzt diese These. Der durch die verbesserte arterielle
Versorgung zusatzlich verfliigbare Sauerstoff kann durch gesteigerte ATP-Synthese verbraucht
werden, wodurch der erhéhte Energiebedarf der regenerierenden Hepatozyten zumindest teilweise
gedeckt werden kann. Analog zur Energieladung bei anhaltend hohem Energiebedarf kann dabei
der im Parenchym resultierende Sauerstoffpartialdruck, wie beobachtet, gleichbleibend niedrig
bleiben.

Um die Bedeutung der verbesserten Sauerstoff- und Energieversorgung nicht
Uberzubewerten, muss der Vollstandigkeit halber an dieser Stelle auf weitere, komplexere NO-
Wirkungen hingewiesen werden, die ebenfalls die Regeneration beeinflussen kénnen. NO ist tiber
eine mitochondriale NOS (mtNOS), welche an Komplexen der Atmungskette verankert ist, nicht
nur unmittelbar an der Regulation der Energiebereitstellung beteiligt. Der Mediator reguliert
hierliber - selbst konzentrationsabhangig - auch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies wie
Hyperoxid-Anion (O~ ) und insbesondere Wasserstoffperoxid (H.O,). Dessen zytosolische
Konzentration aktiviert in engen Konzentrationsgrenzen unter anderem den Transkriptionsfaktor
p53 (Carreras und Poderoso 2007). Uber diesen und vermutlich weitere Transkriptionsfaktoren ist
NO an der Regulation des Vehaltnisses zweier Proteine beteiligt, von denen eines (Bax)
proapoptotisch wirkt. Bax fuhrt letztlich zu erhdhter Caspaseaktivitat und DNA-Fragmentierung.
Der Gegenspieler (Bcl-xL) kann dagegen anti-apoptotische Mechanismen in Gang setzen. Das
Verhaltnis beider Moleklle entscheidet dabei Uber Erhalt der Zellintegritat oder Einleitung der
Apoptose (Klemm et al. 2008). Die NO-Wirkung ist hierbei dosisabhangig. Unterhalb eines
bestimmten Grenzwertes der NO-Konzentration Gberwiegt die anti-apoptotische Wirkung. Wird der
Grenzwert Uberschritten, Uberwiegt die pro-apoptotische Wirkung. Zusatzlich besteht bei sehr

hohen intrazellularen NO-Konzentrationen die Gefahr einer Akkumulation reaktiver
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Sauerstoffspezies, was wiederum Zellnekrosen zur Folge haben kann (Carnovale und Ronco
2012). H,O; ist darliber hinaus wirksamer Gegenspieler des zytostatischen TGF-f1 (Choi et al.
2013). Bei verbessertem NO-Haushalt, welcher wie beschrieben konzentrationsabhangig die H,O--
Freisetzung reguliert (Carreras und Poderoso 2007), kann moéglicherweise auch einem unter NO-
und hypothetischem H,O.-Mangel verstarkten Zellzyklus-Arrest entgegengewirkt werden. Da die
beschriebenen Wirkungen samtlich konzentrationsabhangig sind, im Rahmen der vorliegenden
Studie jedoch weder die Konzentration von NO im Serum oder im hepatozytaren Zytosol, noch
reaktive Sauerstoffspezies oder die genannten pro- und anti-apoptotischen Transkriptionsfaktoren
und zytoregulativen Proteine bestimmt wurden, kann Uber eine die Regeneration direkt
unterstitzende Wirkung der hier vorgenommenen NO-Substitution letztlich nur spekuliert werden.
Die Dosierung des NO-Donors Molsidomin erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie nach
Angaben in der Literatur und Erfahrungen der eigenen Arbeitsgruppe in Konzentrationen, in
welchen pro-apoptotische Effekte nicht zu erwarten waren. Hepatozytare Apoptosen und Nekrosen
wurden in der vorliegenden Studie zwar ebenfalls nicht explizit untersucht. Entsprechende
Zellbildveranderungen waren jedoch in den aufgearbeiteten histologischen Praparaten unter NO-
Substitution zumindest augenscheinlich nicht auffallig vermehrt nachweisbar. Daher ist eine
pro-apoptotisch wirkende NO-Konzentration unter der gewahlten NO-Substitution mittels
Molsidomin unwahrscheinlich, so dass zusatzlich zum verbesserten Sauerstoff- und
Energieangebot eher eine die Regeneration unterstitzende Wirkung in Betracht gezogen werden
muss.

Die Bedeutung der verbesserten hepatischen Sauerstoffversorgung sowohl fir Leberschaden
und Leberfunktion, als auch fir die Leberregeneration wird durch Untersuchungen mit hyperbarer
Sauerstoffversorgung untermauert. ljichi et al. konnten bereits 2006 einen positiven Effekt auf den
Leberschaden nachweisen. Sie verneinten jedoch eine Verbesserung der Regeneration, da sich
die von ihnen zur Evaluation der Regeneration bestimmte PCNA-Expression zwischen Gruppen
mit und ohne hyperbarer Sauerstoffoehandlung nicht unterschied (ljichi et al. 2006). Dieser
Schluss erscheint voreilig, da keine uber die Transkriptionsebene hinausgehenden

Regenerationsparameter bestimmt wurden. Im gleichen Jahr konnten Tolentino et al. anhand eines
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ahnlichen Modells gleichsam ergadnzend zeigen, dass die Methode sehr wohl die
Leberregeneration beférdert. Sowohl das Trockengewicht der residualen Leber als auch die
residuale DNA-Masse waren 24 h nach Hepatektomie und hyperbarer Sauerstoffbehandlung
signifikant gegenlber hepatektomierten Kontrolltieren angestiegen (Tolentino et al. 2006). Weitere
Arbeitsgruppen konnten diese Ergebnisse reproduzieren und legen eine Implementierung der
hyperbaren Sauerstoffoehandlung zur Unterstlitzung der Leberregeneration im Rahmen klinischer

Studien beispielsweise in Transplantationszentren nahe (Tran et al. 2012).

5.3 Schlussfolgerungen und klinischer Ausblick

Die vorliegende tierexperimentelle Untersuchung belegt einen klaren Vorteil der
NO-Substitution fur Hamodynamik, Leberschaden und Regeneration der ,reduced-size“-Leber
nach ausgedehnter 85% Hepatektomie. Wider Erwarten kénnen die positiven Effekte der
NO-Substitution nicht auf die Reduktion eines postulierten vorwiegend mechanischen
Hyperperfusionsschadens zurtckgefuhrt werden. Die intrinsischen vaskularen
Regulationsmechanismen (HABR) der Leber lassen sich auch bei ausgedehnter
85% Hepatektomie nachvollziehen. Ohne pharmakologische Vorbehandlung fuhrt die starke
portalvendse Hyperperfusion nach Leberresektion zu einer hepatoarteriellen Minderperfusion. Der
wichtigste nachweisbare hamodynamische Effekt der NO Substitution ist die Wirkung auf die
Leberarterien. Der hepatoarterielle Perfusionsverlust kann vollstdndig ausgeglichen werden.
Hierdurch zeigt sich die Perfusion der Leber sogar noch gesteigert, wobei jedoch die als potenziell
schadigend betrachteten mechanischen Krafte in den Sinusoiden weder erhdht noch gesenkt
werden koénnen. Die ausgeglichene Versorgung mit sauerstoffreichem arteriellem Blut kann die
Energieversorgung verbessern. Es ist anzunehmen, dass der ,reduced-size“-Leber in dieser
Situation daher mehr Energiereserven zur Verfligung stehen, um gleichzeitig eine schnellere
Regeneration zu bewerkstelligen und ihre Funktion aufrechtzuerhalten. Dies spiegelt sich auch in
einem geringeren Leberschaden wider.

Die hepatoarterielle Minderversorgung kann nicht nur als Nebeneffekt im Rahmen des
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Hyperperfusionssyndroms der ,reduced-size“-Leber betrachtet werden. Vielmehr sollte ihr im
Rahmen der Schadigung nach ausgedehnter Leberresektion oder Transplantation von ,reduced-
size“-Lebern eine groRere Rolle zugeschrieben werden als bisher angenommen. Dies ist
insbesondere auch eine wichtige Erkenntnis fur die Entwicklung von Therapien zur Prophylaxe und
Behandlung eines drohenden ,small-for-size“-Syndroms bei grenzwertig kleinen Organen. Hier
kénnen gegenlber Verfahren zur Reduktion der portalvenésen Hyperperfusion auch Strategien zur
Verbesserung der Sauerstoffversorgung in den Mittelpunkt riicken.

Die Ubertragung tierexperimentell gewonnener Erkenntnisse zur Unterstitzung der
Regeneration und Funktion von ,reduced-size“-Lebern durch verbesserte Sauerstoffversorgung
auf klinische Studien wird propagiert. Beispielsweise zeigen Tran et al. auf, dass tierexperimentell
entwickelte Protokolle der hyperbaren Sauerstoffoehandlung der ,reduced-size“-Leber im Rahmen
der postoperativen Intensivtherapie nach humaner Lebertransplantation mit Uberschaubarem
Aufwand zu erproben waren (Tran et al. 2012). Suehiro et al. untersuchten bereits ein Protokoll der
hyperbaren Sauerstoffoehandlung in einer kleinen Kohorte von 14 Patienten, allerdings Leber-
Lebendspendern, mit vielversprechendem Ergebnis (Suehiro et al. 2008). Randomisierte,
kontrollierte Studien existieren bisher nicht und die Literatur liefert bislang auch keine Daten zur
hyperbaren Sauerstoffoehandlung von Organempfangern oder nach ausgedehnter Leberresektion
am Menschen.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Methode der pharmakologischen NO-Substitution
mit konsekutiv verbesserter arterieller Sauerstoffversorgung, verbesserter Regeneration und
vermindertem Leberschaden der ,reduced-size“-Leber kann einen Ansatz fur klinische Studien mit
einem vergleichbar geringen Aufwand bieten. Molsidomin bietet sich dabei als klinisch etabliertes
Pharmakon an (Reden 1990). Auch ist eine Kombination der nicht invasiven
Unterstutzungsverfahren denkbar mit paralleler Administration eines NO-Donors und hyperbarer
Sauerstofftherapie.  Der  Uberschaubare Zeitraum, in welchem die wesentlichen
Regenerationsvorgange der ,reduced-size“-Leber physiologischerweise abgeschlossen werden,
deckt sich mit der vulnerablen Phase fur die Manifestation eines ,small-for-size“-Syndroms und

liegt im klinischen Umfeld innerhalb der Dauer des postoperativen stationdren Aufenthalts nach
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ausgedehnter Leberresektion oder -transplantation. Nach dieser Zeit ist idealer Weise sowohl ein
Groliteil der energieaufwandigen DNA-Synthese abgeschlossen als auch die Leberfunktion soweit
wieder hergestellt, dass auch ein kleines Organ in Abwesenheit anderer Komplikationen
selbstandig funktionieren kann. Nicht invasive Unterstitzungsverfahren, wie die Beschleunigung
der Regeneration und die Zytoprotektion durch NO-Substitution, kénnten in Zukunft invasive
apparative  oder chirurgisch aufwandige und definitive  Optionen wie externe
Leberunterstitzungsverfahren (Nardo et al. 2006a), Pfortaderarterialisation (Nardo et al. 2006b)
oder Splenektomie (Arakawa et al. 2009), welche diese vulnerable Phase nur Gberbricken sollen,

unterstitzen oder gar vollstandig ersetzen.
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Thesen zur Dissertation

1. Ausgedehnte Leberresektion und Transplantation von Split-Lebern oder Organsegmenten
nach Lebendspende filhren zu einem reduzierten Verhaltnis von Organ- zu Kérpermasse,

resultierend in einer ,reduced-size“-Leber.

2. Charakteristisches Merkmal der ,reduced-size“-Leber ist die portale Hyperperfusion, da das
grolkenreduzierte Organ das Uber die Pfortader angebotene Blut unverandert
entgegennehmen muss. Sie besitzt keine aktiven Regulationsmechanismen, um den

portalvendsen Fluss zu drosseln.

3. Zur Kompensation physiologischer Perfusionsschwankungen im Pfortadersystem besitzt
die Leber einen intrinsischen Regulationsmechanismus, die sogenannte ,hepatic arterial
buffer response“ (HABR). Passive Veranderungen der Pfortaderperfusion in
physiologischem Umfang kdnnen durch dieses System durch aktive Beeinflussung des

hepatoarteriellen Gefatonus ausgeglichen werden.

4. Die HABR ist auch in ,reduced-size“-Lebern aktiv und verursacht bei passiver portaler
Hyperperfusion eine ausgepragte hepatoarterielle Minderperfusion. Dariber hinaus
entwickelt die ,reduced-size“-Leber ein Ungleichgewicht ihrer vasoaktiven Mediatoren,

unter anderem kann ein Mangel an Stickstoffmonoxid (NO) auftreten.

5. Die ,reduced-size“-Leber profitiert von der fir ein hoch differenziertes Organ
bemerkenswerten  Eigenschaft durch Regeneration den Massenverlust exakt
auszugleichen, wobei auch die hepatische Mikroarchitektur und die Funktion vollstandig
wiederhergestellt werden koénnen. Als wichtiger Ausléser und Steuerungsfaktor fur die

Leberregeneration gilt der sinusoidale Scherstress.

6. Die ,reduced-size“-Leber tragt jedoch auch das Risiko der Entwicklung eines ,small-for-
size“-Syndroms, charakterisiert durch Organversagen oder Organverlust in der ersten
postoperativen Woche in Abwesenheit anderer beispielsweise autoimmunologischer
Ursachen. Als Hauptursache wird ein mechanischer Hyperperfusionsschaden durch die
portalvendse Hyperperfusion angesehen, welcher sich ebenfalls in stark erhdhtem

sinusoidalem Scherstress manifestiert.
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7.

10.

1.

12.

13.

Inwieweit neben mechanischer Schadigung auch die hepatoarterielle Minderperfusion und
der NO-Mangel zum ,small-for-size“-Syndrom beitragen, wurde bisher nicht ausreichend
untersucht. Die vorliegende Studie sollte daher in einem tierexperimentellen Ansatz klaren,
inwieweit die pharmakologische Beeinflussung des NO-Haushalts Einfluss auf die

Hamodynamik, den Leberschaden und die Regeneration der ,reduced-size“-Leber besitzt.

Durch den NO-Donor Molsidomin konnte der gasférmige Mediator NO substituiert werden,
wahren durch L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginin Methyl Ester) eine Blockade der NO-Synthasen

erzielt wurde.

Durch NO-Substitution mittels Molsidomin konnte der arterielle Perfusionsverlust nach 85%
Hepatektomie verhindert werden mit dem Ergebnis einer substanziell verbesserten

Sauerstoffversorgung der ,reduced-size“-Leber.

Wider Erwarten konnte der sinusoidale Scherstress nicht beeinflusst werden. Er blieb somit
in seiner Doppelrolle als Regenerationstrigger einerseits und als schadigendes
mechanisches Element anderseits unverandert erhalten. Positive Effekte der NO-
Substitution kénnen daher nicht auf eine reduzierte mechanische Komponente des

Hyperperfusionsschadens zurtickgeflhrt werden.

Die NO-Substitution mittels Molsidomin flihrte sowohl bereits unmittelbar postoperativ, als
auch 24 h nach Resektion zu einem deutlich reduzierten Organschaden. Dies kam in
signifikant niedrigeren Serumspiegeln der Transaminasen und Dehydrogenasen zum
Ausdruck.

Die NO-Substitution mittels Molsidomin erhéhte die Regeneration nach 85% Hepatektomie
um das doppelte im Vergleich zu pharmakologisch unbehandelten Kontrollen. Dies zeigte
die Verdoppelung der hepatozytaren DNA-Synthese 24 h nach Resektion, die durch
immunhistochemischen Nachweis der Inkorporation des Thymidin-Analogon BrdU

(5-Bromodesoxyuridin) nachgewiesen wurde.

Es lasst sich somit schlielRen, dass die NO-Substitution nicht durch Beeinflussung des
sinusoidalen Scherstress, sondern vielmehr in der Hauptsache durch die Verbesserung der
sauerstoffreichen hepatoarteriellen Blutversorgung den Organschaden der ,reduced-size“-

Leber reduzieren und gleichzeitig die Regeneration deutlich erhdhen kann.
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14. Diese Beobachtungen legen nahe, dass der hepatoarteriellen Minderperfusion fur die
Entwicklung eines ,small-for-size“-Syndroms eine gréere als bisher angenommene Rolle
gegenuber dem mechanischen Hyperperfusionsschaden zukommt und das Verhaltnis
zwischen beiden neu bewertet werden sollte. Dies ist insbesondere fiir die Entwicklung von
Strategien zur Prophylaxe und Therapie des ,small-for-size“-Syndroms wichtig. Nicht
invasive pharmakologische Verfahren, wie die NO-Substitution zur passageren Kontrolle
der Hdmodynamik der ,reduced-size“-Leber, zur Abmilderung ihres Organschadens und zur
Unterstutzung der Regeneration kdnnen einen wichtigen Beitrag leisten, ausgedehnte
Leberresektionen und Transplantationen kleiner Organe oder Organsegmente sicherer zu
machen. Invasive Losungen zur dauerhaften Senkung der portalen Hyperperfusion kdnnen

unterstitzt und mdglicherweise sogar ersetzt werden.



Anhang 100

Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt allen, die mich Gber Jahre hinweg beim Verfertigen der vorliegenden

Arbeit begleitet und durch ihre Unterstitzung zum erfolgreichen Abschluss beigetragen haben.

Mein besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. med. Vollmar, der Direktorin des Instituts fur
Experimentelle Chirurgie mit Zentraler Versuchstierhaltung an der Universitadtsmedizin Rostock, fir
die Moglichkeit, diese Arbeit an ihrem Institut durchflihren zu dirfen. Durch ihre aul3erordentliche
fachliche Expertise gepaart mit beeindruckendem wissenschaftlichem Enthusiasmus begeisterte
sie mich vorbildhaft fur das wissenschaftliche Arbeiten. |hre kontinuierliche und umfassende
Begleitung von der Vermittiung grundlegender wissenschaftlicher Arbeitsmethoden uUber die
kritische, jederzeit fruchtbare Diskussion der experimentellen Ergebnisse bis zur Unterstiitzung
von Kongressbeitragen und Publikationen haben mafigeblich zum Abschluss der vorliegenden

Dissertation beigetragen.

Herrn Prof. Dr. med. Michael D. Menger, Direktor des Instituts fur Klinische und Experimentelle

Chirurgie der Universitat des Saarlandes danke ich fur sein Interesse an meiner Dissertation.

Herrn Dr. rer. nat. Christian Eipel danke ich fir die Einarbeitung in das experimentelle Modell,
die Konkretisierung des Dissertationsthemas und eine hervorragende Betreuung wahrend der
tierexperimentellen Versuche, bei Publikationen und Kongressbeitrdgen. Durch seine Expertise
und seine Geduld war er unverzichtbarer Ansprechpartner, vor allem wahrend meines

Forschungsjahrs am Institut fur Experimentelle Chirurgie.

Mein Dank gilt selbstverstandlich auch allen Mitarbeitern des Instituts flir die sehr herzliche
Aufnahme in eine fruchtbare wissenschaftliche Gemeinschaft und die kollegiale und gutgelaunte
Unterstlitzung. Namentlich ergeht mein Dank hierbei besonders an Frau Berit Blendow, Doris

Butzlaff, Dorothea Franz und Maren Nerowski flir die essenzielle und exzellente technische



Anhang 101

Assistenz. Kathrin Sievert, Karin Gerber und Reinhard Schwarmer danke ich sehr fur die Aufzucht
und Betreuung der fir diese Arbeit notwendigen Tiere. Auch bei Frau Dr. rer. nat. Kerstin
Abshagen, Herrn Dr. Hartmut Stein und Frau Anja Gellert mochte ich mich fur die geleistete

Unterstutzung bedanken.

Ganz besonders mochte ich mich bei meinen Eltern bedanken, die mir durch ihre liebevolle
Begleitung den Weg an die Universitat ermdglichten und die mich wahrend des gesamten
Studiums und insbesondere auch wahrend des Forschungsjahres am Institut vertrauensvoll
unterstitzten. Zuletzt Danke ich meiner Frau und meinen zwei Sohnen dafir, dass sie mir
unzahlige Stunden den Ricken freihielten, um mich ungestort der Fertigstellung der Dissertation

widmen zu konnen.



	Zusammenfassung
	Summary
	1 Einleitung
	1.1 Geschichte der Leberforschung
	1.2 Leberchirurgie
	1.3 Leberregeneration
	1.4 Stickstoffmonoxid und NO-Synthasen

	2 Ziel der Studie
	3 Material und Methoden
	3.1 Versuchstiere
	3.2 Experimentelles Modell der 85% Hepatektomie
	3.3 Experimentelles Protokoll
	3.3.1 Studienabschnitt A: Hepatische Makro- und Mikrohämodynamik
	3.3.1.1 Anästhesie und Präparation
	3.3.1.2 Hämodynamik I
	3.3.1.3 Hämodynamik II

	3.3.2 Studienabschnitt B: Leberregeneration und Organintegrität

	3.4 Untersuchungstechniken
	3.4.1 Monitoring der Makro- und Mikrohämodynamik
	3.4.1.1 Ultraschall-Laufzeitverfahren
	3.4.1.2 Laser-Doppler-Verfahren
	3.4.1.3 Messung des Sauerstoffpartialdrucks
	3.4.1.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
	3.4.1.4.1 Sinusoid- und Venolendurchmesser (d)
	3.4.1.4.2 Blutfließgeschwindigkeit (vRBC)
	3.4.1.4.3 Blutvolumenfluss (VQ)
	3.4.1.4.4 Scherstress (τ)


	3.4.2 Parameter des Leberschadens, der Organintegrität und der Leberregeneration
	3.4.2.1 Serumanalytik
	3.4.2.2 Immunhistochemie von BrdU
	3.4.2.3 Proteinanalytik von PCNA


	3.5 Statistik

	4 Ergebnisse
	4.1 Makrohämodynamik nach 85% Hepatektomie
	4.2 Mikrohämodynamik nach 85% Hepatektomie
	4.2.1 Perfusion des Leberparenchyms
	4.2.2 Gewebeoxygenierung des Leberparenchyms
	4.2.3 Mikrohämodynamik der Lebersinusoide
	4.2.3.1 Sinusoidale Blutfließgeschwindigkeit
	4.2.3.2 Sinusoidaler Gefäßdurchmesser
	4.2.3.3 Sinusoidaler Blutvolumenfluss
	4.2.3.4 Sinusoidaler Scherstress

	4.2.4 Mikrohämodynamik der postsinusoidalen Venolen
	4.2.4.1 Venoläre Blutfließgeschwindigkeit
	4.2.4.2 Venolärer Gefäßdurchmesser
	4.2.4.3 Venolärer Blutvolumenfluss
	4.2.4.4 Venolärer Scherstress


	4.3 Leberschaden und Organintegrität
	4.3.1 Serumanalytische Parameter des Leberschadens und der Organintegrität
	4.3.1.1 Transaminasen
	4.3.1.2 Dehydrogenasen
	4.3.1.3 Bilirubin


	4.4 Leberregeneration
	4.4.1 Nachweis der DNA-Synthese mittels BrdU
	4.4.2 Expression von PCNA

	4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

	5 Diskussion
	5.1 Diskussion von Material und Methoden
	5.1.1 Diskussion des Modells
	5.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken
	5.1.2.1 Chirurgische Präparation
	5.1.2.2 Pharmakologische Behandlung
	5.1.2.3 Anästhesie
	5.1.2.4 Hämodynamische, laborchemische und immunhistochemische Parameter


	5.2 Diskussion der Ergebnisse
	5.2.1 Hepatische Makro- und Mikrohämodynamik
	5.2.2 Leberschaden und Leberfunktion
	5.2.3 Leberregeneration

	5.3 Schlussfolgerungen und klinischer Ausblick

	Literaturverzeichnis
	Thesen zur Dissertation
	Danksagung



