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Einleitung

I. EINLEITUNG

1.1DIE BEDEUTUNG DES ISCHAMIE- /| REPERFUSIONSSCHADENS IN DER
LEBERCHIRURGIE

Ischamie- / Reperfusionsschaden (IRS) stellen pathophysiologische Veranderungen
dar, die sich nach passagerer Unterbrechung der Blutzufuhr und darauffolgender
Wiederdurchblutung sowohl am betroffenen Organ selbst — hier am Beispiel der
Leber — als auch in Form von organfernen, systemischen Veranderungen — z. B. als

tubulare Nekrose der Niere (Selzner M, 2000a) — manifestieren konnen.

Hepatische IRS kdnnen bereits durch kardiopulmonale Erkrankungen, durch eine
Verlegung der vaskularen Strombahn sowie durch verschiedene Schockformen als
Folge einer Hypoperfusion bzw. Hypoxie indirekt hervorgerufen werden. Bei der
Versorgung traumatischer Leberrupturen sowie bei Leberresektionen mit dem Ziel
der Entfernung von Metastasen oder eines Primartumors wird der arterielle und
portale Blutzufluss der Leber passager unterbrochen. Dieses sog. Pringle-Mandver
(Pringle J, 1908) wird als Standardverfahren bei Leberresektionen zur Vermeidung
von groleren Blutverlusten angesehen. Hepatische IRS entstehen bei diesem
Verfahren direkt. Man spricht von einer sog. ,warmen® Ischamiephase. Lebern, die
zum Zwecke einer orthotopen Lebertransplantation (Ltx) dem Spender entnommen
und bis zur Implantation in einer Konservierungslosung aufbewahrt werden, missen

einer sog. ,kalten® Ischamiephase ausgesetzt werden.

Dabei wurde bereits frihzeitig erkannt, dass Ischamieschaden auf der einen und
Reperfusionsschaden auf der anderen Seite als unterschiedliche und eigene Formen
der Organschadigung anzusehen sind. Zwar sind Veranderungen der Zellen
wahrend der Ischamie  Voraussetzung fur die  Entwicklung eines
Reperfusionsschadens. Dennoch werden in der Reperfusion zusatzliche Schaden
induziert (Flaherty JL, 1988).
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1.1.1 Ischamieschaden der Leber

Die Durchfuhrung des Pringle-Mandvers bei Leberresektionen beinhaltet die
temporare Abklemmung der im Ligamentum hepatoduodenale verlaufenden
Strukturen — Vena portae, Arteria hepatica propria, Ductus choledochus — und
bewirkt neben der Vermeidung von grof3eren Blutverlusten wahrend des operativen
Eingriffs eine Ischamie der Leber. Dabei bewirkt eine Ischamiezeit von bis zu 60
Minuten keine signifikanten Zunahme der postoperativen Leberdysfunktion (Feliciano
DV, 1986). Der Mangel an Sauerstoff wahrend der Ischamie fuhrt zunachst dazu,
dass die mitochondriale Atmungskette (Zytochrom-c-Oxidase-Komplex) in den
Leberzellen unterbrochen wird und eine ausreichende oxidative Phosphorylierung
zur ATP-Synthese nicht mehr gewahrleistet werden kann. Die konsekutive ATP-
Depletierung resultiert in  einem Zusammenbruch der energieabhangigen

Carriersysteme. Storungen der intrazellularen lonen-Homdostase sind die Folge.

In isolierten Hepatozyten konnte wahrend der Hypoxie ein Anstieg der zytosolischen
Na*-, Ca®- und H*-Konzentrationen sowie ein Abfall der K*-Konzentration festgestellt
werden (Brecht M, 1994). Der Anstieg der intrazellularen Na*-Konzentration ist dabei
als Hauptfaktor fur die Entstehung einer Zellschwellung anzusehen, welche die
Funktion der Hepatozyten stark beeintrachtigen kann (Haussinger D, 1996). Durch
eine erhdhte zytosolische Ca*-Konzentration wihrend der Ischdmie werden
verschiedenste Endonukleasen, Phospholipasen (Chien KR, 1978) und Proteasen
(Bronk SF, 1993) — wie z. B. Calpaine — aktiviert. Endonukleasen tragen zum Abbau
von rRNS und tRNS bei und beeintrachtigen somit entscheidend die
Proteinsynthese. Ca?*-abhangige Phospholipasen fiihren zu einer Stérung der
Zellintegritat durch einen vermehrten Abbau von Phospholipiden in den
Zellmembranen, wéhrend Ca?*-abhangige Proteasen (Calpaine) eine wichtige
Stellung bei apoptotischen Prozessen in der Zelle wahrend Ischamie und
Reperfusion der Leber einnehmen (Kohli V, 1999) und daruber hinaus zur Abl6sung
von sinusoidalen Endothelzellen von der perisinusoidalen Matrix beitragen kdnnen
(Clavien PA, 1998).
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1.1.2 Reperfusionsschaden der Leber
Mit  Hilfe intravitalmikroskopischer  Untersuchungen der Leber konnten
postischamisch auf mikrozirkulatorischer Ebene zwei wesentliche Phanomene

beobachtet werden, die hepatische Reperfusionsschaden charakterisieren:

Das sog. ,no-reflow“-Phanomen beschreibt das Sistieren des Blutflusses in einzelnen

Sinusoiden nach ausreichend langen Ischamie- und Reperfusionsphasen (Menger
MD, 1991; Vollmar B, 1994a). Das Ausmal} des sinusoidalen Perfusionsversagens
ist dabei abhangig von der Dauer der Ischamiephase und fuhrt infolge der
Verlangerung hypoxischer Bedingungen wahrend der Ischamie zu einer weiteren
Verschlechterung der Gewebeoxygenierung und zu einem zunehmenden Verlust der
hepatozellularen Integritdat und Funktion (Menger MD, 1999). Unterschiedliche
Pathomechanismen werden fur die Entstehung des ,no-reflow“-Phanomens
verantwortlich gemacht: Zellschwellungen des sinusoidalen Endothels (Vollmar B,
1994a), intravaskulare Hamokonzentration (Menger MD, 1988) oder eine Imbalance
zwischen Vasokonstriktoren (z. B. Endothelin) und Vasodilatatoren (z. B.
Stickstoffmonoxid, NO), die bei Ischamie und Reperfusion aus verschiedenen,
aktivierten Zellen sezerniert werden (Nakamura S, 1995; Clemens MG, 1997), sind
malfgeblich an der Entstehung des ,no-reflow“-Phanomens beteiligt. Dagegen
behindern am Sinusendothel adharente Leukozyten zwar den sinusoidalen Blutfluss
und reduzieren dessen Geschwindigkeit. Sie mussen jedoch nicht zwingend mit einer

Unterbrechung desselben assoziiert sein (Vollmar B, 1996).

Das sog. eflow-paradox” stellt das zweite Phanomen dar, das mittels

Intravitalmikroskopie wahrend der Reperfusion beobachtet wird (Menger MD, 1991).
Hier kommt es in zuvor ischdmischen Gewebearealen wahrend der
Wiederdurchblutung und konsekutiver Oxygenierung zu zusatzlichen Schaden, die in
ihrer Gesamtheit als Ischamie- / Reperfusionsschaden (IRS) bezeichnet werden
(Menger MD, 1999). Von Jaeschke et al. (Jaeschke H, 1988; Jaeschke H, 1991a;
Jaeschke H, 1991b) wurden zwei zeitlich aufeinanderfolgende Phasen des
hepatischen Reperfusionsschadens beschrieben, deren pathophysiologische

Vorgange gerade fir das ,reflow-paradox“-Phanomen von Bedeutung sind:
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Frihe Reperfusionsschaden wahrend der ersten sechs Stunden Reperfusion werden
in erster Linie durch die Aktivierung von Kupffer-Zellen (KC) charakterisiert (Jaeschke
H, 1991a). KC werden durch reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS), Komplement
(Jaeschke H, 1993a), Spaltprodukte der Lipidperoxidation und durch andere
proinflammatorische Zytokine aktiviert und damit zur Produktion und Freisetzung
einer Vielzahl von Entzindungsmediatoren und parakrinen Substanzen angeregt. Als
wesentlicher Mediator dieser fruhen Leberschadigung wurden dabei ROS, wie z. B.
Superoxidanion-Radikale (O;) oder Wasserstoffperoxid (H20,), identifiziert. KC
wurden dabei als Hauptquelle dieser ROS in der frUhen Reperfusionsphase
beschrieben (Jaeschke H, 1991a). Aber auch andere fur IRS wichtige
proinflammatorische Zytokine (z. B. TNF-a, IL-1B3, IL-6, LT-B4 oder der Plattchen-
aktivierende Faktor PAF) sowie proteolytische Enzyme werden durch KC sezerniert
(Wanner GA, 1996). Diese ROS und Zytokine — unter ihnen an erster Stelle TNF-a —
induzieren wiederum die Expression von Adhasionsmolekilen an Endothelzellen und
Neutrophilen (Martinez-Mier G, 2000) und flhren zur Produktion und Freisetzung von
.Lockstoffen” fur Leukozyten, sog. CXC-Chemokinen, wie z. B. IL-8 (Luster AD,
1998). Die Folge ist eine massive Rekrutierung von Leukozyten wahrend der frihen
Reperfusionsphase, die dann das Ausmal} spater Reperfusionsschaden malfgeblich

mitbestimmen.

Leukozyten adharieren dabei sowohl an venolére als auch an sinusoidale
Endothelzellen. Die Adhasion am postsinusoidalen, venolaren Endothel erfolgt in drei
Schritten, die in intravitalmikroskopischen Untersuchungen differenziert werden
konnten (Menger MD, 1992): Nach einer initialen lockeren Interaktion zwischen
Endothel und Leukozyten (,rolling“), kommt es zur Aktivierung und darauffolgenden,
festen Bindung (,sticking“) der Leukozyten sowie schliel3lich zu deren Emigration in
das perivaskulare Gewebe. ,Rolling“ — definiert als Margination, Endothelkontakt und
konsekutiv verminderter FlielRgeschwindigkeit der Leukozyten gegenuber dem
Zentralstrom — wird Uber Selektine (z. B. P-Selektin der Endothelzellen sowie L-
Selektin der Leukozyten) vermittelt (Granger DN, 1994). Im Anschluss an die
Aktivierung von  Leukozyten und Endothelzellen durch  verschiedene

proinflammatorische Mediatoren (Springer TA, 1994) kommt es =zu einer
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permanenten Adharenz (,sticking“) von Leukozyten am postsinusoidalen, venolaren
Endothel, die Uber Bo-Integrine der Leukozyten (z. B. LFA-1 und Mac-1) sowie Uber
Adhasionsmolekile des venolaren Endothels (z. B. ICAM-1) vermittelt wird
(Jaeschke H, 1993b; Vollmar B, 1995). Die nun adharenten Leukozyten verlassen
unter Ausbildung von Pseudopodien und unter Umorganisation ihres Zytoskelettes
sowie ihrer Membranfluiditat das Gefal und emigrieren schlieBlich in das umliegende
Gewebe. Dieser Vorgang beinhaltet auch die Freisetzung von ROS und Proteasen
(z. B. Elastase, Kollagenase, Heparanase, Kathepsin G) durch die aktivierten
Leukozyten und fuhrt konsekutiv zur Schadigung von Hepatozyten (Mavier P, 1988).
Im Gegensatz zur beschriebenen Adharenz von Leukozyten am postsinusoidalen,
venolaren Endothel wird die Adharenz an den Sinusoiden nicht durch
Adhasionsmolekile mediiert. Es konnte gezeigt werden, dass sinusoidale
Endothelzellen weder unter physiologischen Bedingungen noch nach Aktivierung P-
Selektin an ihrer Zelloberflache exprimieren (Steinhoff G, 1993). Fur die sinusoidale
Leukozytenadharenz mussen daher andere Mechanismen verantwortlich sein, wie z.
B. der physiologisch gewundene Aufbau der Sinusoide, Veranderungen hinsichtlich
mikrovaskularer Bedingungen sowie eine postischamische Schwellung von
Hepatozyten und Endothelzellen (Komatsu H, 1990; Vollmar B, 1995).

1.1.3 Die Bedeutung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS)

ROS spielen bei der Genese frUher und spater Reperfusionsschaden eine

entscheidende Rolle. Hinsichtlich ihres Produktionsortes mussen jedoch

intrazellulare von extrazellularen ,ROS-Quellen® unterschieden werden:

Aufgrund der intrazellularen ATP-Depletion fallt in Hepatozyten und Endothelzellen

wahrend der Ischamie vermehrt Hypoxanthin als Abbauprodukt energiereicher
Phosphate an. Parallel dazu konvertieren proteolytische Enzyme das Enzym
Xanthin-Dehydrogenase (XDH) zu Xanthin-Oxidase (XO) (Stirpe F, 1969), das
wahrend der Reperfusion unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff das

anfallende Hypoxanthin zu Urat oxidiert. Hierbei entstehen O, und H20,. In
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Anwesenheit von Fe?*- und Cu*-lonen kénnen dann aus diesen ROS die duRerst
reaktiven und zytotoxischen Hydroxylradikale (HO") gebildet werden (Yu BP, 1994).
Als weitere Quellen intrazellularer ROS werden Entkopplungsvorgange der
mitochondrialen Atmungskette in Hepatozyten (Littauer A, 1992) sowie peroxisomale
Vorgange (Singh I, 1996) angenommen. Dennoch scheint eine intrazellulare
Produktion von ROS bei Ischamie / Reperfusion der Leber eine insgesamt eher
untergeordnete Rolle zu spielen. Dies geht aus Untersuchungen hervor, die nach
normothermer Ischamie / Reperfusion unveranderte hepatozellulare
Glutathiondisulfid (GSSG)-Gehalte zeigten (Metzger J, 1988). Bei einer vermehrten
intrazellularen ROS-Produktion hatte eine Abnahme des wichtigsten endogenen

Antioxidans von Zellen, Glutathion (GSH), erwartet werden mussen.

FUr den extrazellularen, oxidativen Stress bei hepatischer Ischamie / Reperfusion

werden im Wesentlichen drei Hauptfaktoren verantwortlich gemacht: In der frihen
Reperfusionsphase wurden — wie bereits oben erwahnt — KC als die entscheidenden
Produktionsstatten von ROS identifiziert. Dieser Befund wurde bei Ratten mit KC-
depletierten Lebern nachgewiesen, in denen wahrend der fruhen Reperfusionsphase
die plasmatischen GSSG-Konzentrationen als Parameter fur den extrazellularen,
oxidativen Stress drastisch reduziert werden konnten (Jaeschke H, 1991a). Kupffer-
Zellen produzieren ROS durch Aktivierung des Enzyms NADPH-Oxidase, das aus
inaktiven Untereinheiten sowohl an der Zellmembran als auch im Zytoplasma besteht
und nach Stimulation der Zelle durch Translokation der zytoplasmatischen
Komponente an die der Zellmembran aktiviert wird (Lentsch A, 2000). Auch die am
spateren Reperfusionsschaden beteiligten PMN besitzen dieses Enzym und setzen
dadurch ebenfalls O, frei. Daruber hinaus sind PMN in der Lage, mit Hilfe des
Enzyms Myeloperoxidase (MPO) hypohalide Sauren — wie HOCI — und aus diesen
wiederum sog. Chloramine — NH,Cl und TauNHCI — zu bilden. Gerade Letzteren
konnten ausgepragte hepatotoxische Eigenschaften zugeordnet werden (Bilzer M,
1991). Neben KC und PMN wird auch die Rolle von hepatozellular sezernierter XO
bei der Genese des extrazellularen, oxidativen Stresses diskutiert und neben TNF-a
fur ,Fernwirkungen“ oxidativer Schaden (sog. ,remote organ injury“) verantwortlich
gemacht (Saugstad OD, 1988).
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ROS konnen direkte und indirekte Mechanismen der Zellschadigung induzieren.
Direkte, ROS-vermittelte Schaden beinhalten die Proteinoxidation, Lipidperoxidation
sowie DNA-Schaden (Pardini RS, 1995). Diese direkten Formen der Zellschadigung

scheinen allerdings erst bei extrem hohen ROS-Konzentrationen aufzutreten, wie sie

bei Ischamie / Reperfusion der Leber in der Regel nicht erreicht werden. Dies wird
durch eine nur geringe Bildung von Lipidperoxidationsprodukten bestatigt (Mathews
WR, 1994).

Von grolerer Bedeutung des durch ROS mediierten Reperfusionsschadens durften
indirekte Mechanismen sein: In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden,
dass ROS die Sekretion von PAF (Zhou W, 1992), TNF-a und Interleukinen (Le

Moine O, 1997) aus Endothelzellen und Monozyten aktivieren kann. Darlber hinaus

konnte eine durch ROS induzierte Expression von Adhasionsmolekilen, z. B. von
GMP-140 (Patel KD, 1991) oder ICAM-1 (Fan C, 1999) an Endothelzellen, sowie
eine Induktion der Chemokin-Produktion, insbesondere von CINC/gro (Konishi K,
1993; Ohtsuka T, 1996) beobachtet werden. Auch apoptotische Vorgange scheinen
durch ROS Uber Calpain-Aktivierung initilert zu werden (Miyoshi H, 1996). Fur einen
Groliteil dieser Mechanismen wird die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB
und AP-1 durch intra- und extrazellular entstandene ROS verantwortlich gemacht
(Palmer HJ, 1997; Zwacka RM, 1998).

An das im Zytoplasma vorhandene NF-kB sind inhibitorische Proteine der IkxB-
Familie gebunden und verhindern so eine Translokation des Transkriptionsfaktors in
den Nucleus. Zellaktivierung, z. B. durch ROS oder TNF-a, fuhrt zu einer
Phosphorylierung der IkB-Proteine und deren Dissoziation vom NF-kB-Komplex mit
konsekutiver, nucledrer Translokation desselben und Aktivierung der Transkription
von bestimmten Genen (Fan C, 1999). Hierzu zahlen Gene verschiedenster
proinflammatorischer Zytokine (z. B. PAF, TNF-a, Interleukine), CXC-Chemokine (IL-
8-Familie) und Adhasionsmolekile. An dieser Stelle muss aber auch betont werden,
dass der Transkriptionsfaktor NF-xB hinsichtlich der exprimierten Gene eine duale
Stellung einnimmt: Auf der einen Seite ist er zur Transkription der eben geschilderten

proinflammatorischen Mediatoren befahigt, auf der anderen Seite wurde NF-xB bei
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Ltx-Modellen als wichtiger Mediator der Leberregeneration durch antiapoptotische
Effekte beschrieben (Bradham CA, 1999).

Auch der Transkriptionsfaktor AP-1 wird u. a. durch ROS beeinflusst
(Lakshminarayanan V, 1998). Hier kommt es durch eine kaskadenartige
Phosphorylierung von bestimmten Kinasen (MEKK1, JNK, JunD) letztendlich zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1. Dies kann zum Einen wiederum in einer
proinflammatorischen Antwort mit der Foérderung von apoptotischen Prozessen
(Colotta F, 1992) und einer herabgesetzten Zellproliferation resultieren; zum Anderen
wurden im Zuge einer erhohten AP-1-Aktivitat auch protektive sowie regenerative
Vorgange an der Leber beobachtet (Westwick JK, 1995; Schlossberg H, 1996).

ROS stellen somit wichtige Signalmolekule dar, die bei der Genese des hepatischen
IRS fur eine Vielzahl der zu beobachtenden Schaden verantwortlich sind. Die
Entfernung dieser ROS ist daher Ziel eines kausaltherapeutischen Ansatzes und

kann durch Zufuhr des endogenen Antioxidans Glutathion (GSH) erreicht werden.

1.1.4 Glutathion: Metabolismus und antioxidative Mechanismen

Die hepatozellulare Synthese des Tripeptids vy-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin bzw.
Glutathion (GSH; s. Abb. 1.1) wird durch die Verfugbarkeit von Cystein limitiert.
Hepatozyten besitzen jedoch zusatzlich die Fahigkeit, mittels Transsulfurierung
Cystein aus Methionin zu synthetisieren (DeLeve LD, 1998). Cystein wird
groftenteils zur Synthese von GSH verwendet, wahrend ein geringerer Anteil in das
Plasma sezerniert und dort zu Cystin bis zur Einstellung eines Gleichgewichtes
oxidiert wird. Sowohl Cystein als auch Cystin stehen dann fur die zellulare GSH-
Synthese zur Verfugung (Miura K, 1992). Hierdurch entstehen hepatozellulare GSH-
Konzentrationen von ca. 50 nmol / 10° Zellen, wéhrend sinusoidale Endothelzellen
(ca. 0,5 nmol GSH / 10° Zellen) und Kupffer-Zellen (ca. 3 nmol GSH / 10° Zellen)
wesentlich geringere intrazellulare GSH-Konzentrationen aufweisen (DelLeve LD,
1998).
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Hepatozyten sind mit einer Vielzahl von antioxidativen Mechanismen ausgestattet.
Enzyme wie Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase, aber auch andere
lipidldsliche Antioxidantien (z. B. Vitamin E) kénnen die Entstehung eines gréferen,
intrazellularen, oxidativen Stresses nach Ischamie / Reperfusion verhindern (Metzger
J, 1988; Okuda M, 1992).

0 0
I I
H,C—C—N—CH—C — N — CH, — COOH
| H | H
CH, CH,
| |
H C — NH, SH
|
COOH

Abb. 1.1: Dargestellt ist die Strukturformel des Tripeptid y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin
bzw. Glutathion (GSH) mit der als Elektronendonator fungierenden SH-Gruppe
(blau).

Von entscheidender Bedeutung sind hierbei auch die enorm hohen intrazellularen
GSH-Konzentrationen, die im Bereich von 10 mM liegen (Lauterburg BH, 1984a;
Bilzer M, 2000). Durch aktive Transportmechanismen (Fernandez-Checa JC, 1996)
wird das in Hepatozyten zur Verfigung stehende GSH in die Gallen-Canaliculi und in
den sinusoidalen Raum exportiert. Hierdurch entstehen biliare GSH-Konzentrationen
von ca. 3 mM (Lauterburg BH, 1984b). Demgegenliber werden weitaus geringere
extrazellulare, d. h. im sinusoidalen Raum vorhandene Konzentrationen an GSH von
lediglich 10 uM erreicht (Lauterburg BH, 1984a; Bilzer M, 2000). Dies wird durch die
rasche renale Elimination von GSH und einer daraus resultierenden Halbwertszeit
von ca. 7 Minuten erklart (DelLeve, 1991). Eine direkte Aufnahme des extrazellularen
GSH in Hepatozyten oder Endothelzellen erfolgt unter physiologischen Bedingungen

allerdings nicht und kénnte nur durch eine drastische Erhdhung der extrazellularen
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GSH-Konzentration im millimolaren Bereich erzielt werden (Garcia-Ruiz C, 1992).
GSH ist als Cosubstrat der GSH-Peroxidase zur Reduktion des intrazellular
entstehenden H,0O, befahigt. Dabei entsteht aus zwei Molekllen reduzierten
Glutathions (2 GSH) ein Molekil oxidiertes Glutathion (GSSG), das ebenfalls Uber
Transportsysteme in die Galle und den Sinusoidalraum gelangt oder mit Hilfe der
NADPH/H"-abhangigen GSH-Reduktase wieder zu GSH reduziert wird.

Extrazellular ist die Aktivitat der GSH-Peroxidase sehr gering (Halliwell B, 1986 und
1990). Hier stehen andere antioxidative Mechanismen im Vordergrund, deren
Effektivitat jedoch stark von der niedrigen, extrazellularen GSH-Konzentration limitiert
wird: Spontane, d. h. nicht-enzymatische Reaktionen des GSH mit H,O, (Liu P,
1994), O;~, (Winterbourn CC, 1994), HOCI und Chloraminen (Bilzer M, 1991) spielen
hier eine entscheidende Rolle. Dabei scheinen Chloramine durch GSH eher
intrazellular entgiftet zu werden, wahrend der durch HOCI mediierte Schaden durch
GSH extrazellular abgewendet wird (Bilzer M, 1991). Zusatzlich induziert GSH
indirekt die hepatische GSH-Synthese Uber eine gesteigerte, renale Cystein-
Produktion (Aebi S, 1992).

Zusammenfassend kann die geringe extrazellulare GSH-Konzentration und die damit
verbundene geringe antioxidative Kapazitat im sinusoidalen Raum als wesentliches
Kriterium bei der Pravention ROS-verursachter, hepatischer IRS angesehen werden.
Unterschiedlichste therapeutische Modelle befassten sich daher mit der exogenen
Zufuhr verschiedener Antioxidantien, wie z. B. Vitamin E, Desferrioxamin, SOD und
Katalase, oder sog. GSH-Vorlaufer, wie GSH-Ester und N-Acetylcystein (NAC)
(Nagel E, 1997; Land W, 1994; Drugas GT, 1991; Yabe H, 1999; Kondo S, 1996;
Demir S, 1998; Jaeschke H, 1991b). Diesen Modellen sind jedoch meist aufgrund
drastischer Nebenwirkungen (GSH-Ester) oder aufgrund einer vorausgesetzten,
intakten GSH-Synthese (GSH-Vorlaufer) gerade im Falle eines hepatischen IRS
Grenzen gesetzt. Daruber hinaus sind die hohen Kosten sowie die z. T. fehlende
Verflgbarkeit der angesprochenen Antioxidantien nachteilig aufzufassen. Vor diesem
Hintergrund ist eine therapeutische, intraventse Zufuhr des (endogenen) GSH zu
beflrworten, zumal eine 200-fache Erhéhung der physiologischen, extrazellularen

GSH-Konzentration keine toxischen Nebenwirkungen erzielte (Aebi S, 1991).
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1.2LEBERCHIRURGIE BEI VORGESCHADIGTEN (STEATOTISCHEN) LEBERN

Histopathologisch wird eine Leberzellverfettung, bei der weniger als 50 Prozent aller
Hepatozyten betroffen sind, von einer Fettleber unterschieden, die durch eine mehr
als 50prozentige Verfettung der Hepatozyten charakterisiert ist. D’Alessandro et al.
schlugen eine differenziertere Einteilung der hepatozellularen Fettinfiltration in drei
Schweregrade vor (D’Alessandro A, 1991) und definierten eine Verfettung von bis zu
einem Drittel aller Hepatozyten als ,leicht, wahrend eine Steatose von einschliellich
einem Drittel bis zu zwei Dritteln des Leberparenchyms als ,moderat® und dartber
hinaus als ,schwer” bezeichnet wurde. Die derzeit gebrauchliche Einteilung (Adam R,
1991; Cheng Y, 2001) orientiert sich an dieser Differenzierung und unterscheidet
zwischen:

e leichter (£ 30 %)

e moderater (<60 %) und

e schwerer (>60 %) Leberzellverfettung.
Ursachlich sind an der Entstehung einer Leberzellverfettung verschiedene Faktoren
beteiligt: Vor allem Alkoholabusus, Diabetes mellitus und Adipositas, aber auch Alter
sowie die Einnahme von bestimmten Medikamenten spielen hier eine entscheidende
Rolle. Die anhand von Autopsien festgestellte Inzidenz einer solchen Fettinfiltration
betragt zwischen 6 und 11 Prozent (Hilden M, 1977; Underwood G, 1984). Hierbei
konnte festgestellt werden, dass eine Verfettung (Steatose) der Leber mit einer
erhdohten Mortalitat und Komplikationsrate nach Resektion und Transplantation
assoziiert ist, fur die vor allem postoperativ auftretende, schwere Leberdysfunktionen
bis hin zum Leberversagen verantwortlich sind. So betragt die Mortalitat nach
Leberresektion im Falle moderater und schwerer Leberzellverfettung 14 Prozent
(Behrns KE, 1998). Resektionen von Lebern ohne Fettinfiltration besitzen dagegen
eine Mortalitat von weniger als 2 Prozent (Fong Y, 1997; Selzner M, 1999). Darutber
hinaus sind Lebern mit einer mehr als 30prozentigen Verfettung nicht flr eine Ltx
geeignet, da das Risiko eines primaren Transplantatversagens drastisch zunimmt
(Todo S, 1989; D’Alessandro A, 1991; Markin RS, 1993; Urena MA, 1999). Die Folge

ist das Verwerfen von ca. 25 Prozent der angebotenen Spenderorgane.
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Fur die gefurchteten Komplikationen nach Resektion und Transplantation von
Fettlebern werden besonders ausgepragte IRS verantwortlich gemacht. In diesem
Zusammenhang konnten bereits diverse pathophysiologische Unterschiede zwischen

verfetteten und normalen Lebern identifiziert werden:

Massive Fetteinlagerungen fuhren zur Hepatozytenschwellung, zur Stérung der
sinusoidalen Mikroarchitektur und zu einer damit mdglicherweise einhergehenden
Verringerung des sinusoidalen Durchmessers (Ohhara K, 1989; Teramoto K, 1993a).
Die Folge konnte dann eine Verlangsamung des sinusoidalen Blutflusses sowie eine
insuffiziente Sauerstoffversorgung des Gewebes sein (Hayashi M, 1993). AuRerdem
konnte beim Transplantatversagen nach Ltx verfetteter Lebern mittels
lichtmikroskopischer Untersuchungen eine direkte Verlegungen der Sinusoide durch
.Fettpartikel® nachgewiesen werden, die aus rupturierten Hepatozyten in den

extrazelluldaren Raum eingeschwemmt worden waren (Todo S, 1989).

Vermutlich spielt die Freisetzung von ROS eine wesentliche Rolle bei der erhéhten
Vulnerabilitat steatotischer Lebern nach Ischamie / Reperfusion. Hinweise hierfur
liefern eine Zunahme der Lipidperoxidation in fettinfiltrierten Lebern (D’Alessandro,
1991; Koneru B, 1995) sowie ein Anstieg von freien Fettsauren, die im Verlauf der
perioxisomalen B-Oxidation zur Quelle reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) werden
konnen (Osmundsen H, 1991). Eine haufig in steatotischen Lebern nachweisbare
Erhéhung des intrazellularen Eisengehaltes wird fir eine vermehrte, eisenabhangige
Bildung reaktiver HO" verantwortlich gemacht (Day CP, 1998a). Daruber hinaus
legen tierexperimentelle Studien eine erhdhte Anzahl und Aktivitat von KC in diesen
Lebern nahe (Teramoto K, 1993a), die ebenfalls zu einer Verstarkung des oxidativen
Stresses nach Ischamie / Reperfusion beitragen kénnen. Gao et al. erwahnen in
einem Transplantationsmodell mit steatotischen Rattenlebern drei verschiedene
ROS-Spezies, die unter Verwendung eines sog. ,spin traps“ durch
elektronenresonanzspektroskopische Untersuchungen identifiziert werden konnten.
Wahrend die absolute Menge dieser drei ROS-Spezies in normalen Kontrollebern
nach Transplantation effektiv durch SOD / Katalase gesenkt werden konnte,

erwiesen sich die ROS in steatotischen Lebern als resistent gegenltber dieser
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antioxidativen Therapie (Gao W, 1995). Eine Zunahme von ROS beeinflusst auch
ROS-abhangige Signalwege und aktiviert die Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-
1. So konnte in alkoholisch induzierten Fettlebern eine erhohte Aktivitat von NF-xB
und eine konsekutive Steigerung der Expression des Chemokins CINC festgestellt
werden (Yamada S, 2000). Neben der verstarkten Bildung von ROS in Fettlebern
kénnen auch limitierte, antioxidative Mechanismen IRS verstarken: Hierfur konnten z.
B. herabgesetzte intra- und extrazellulare GSH-Konzentrationen in steatotischen
Lebern sprechen (Nakano H, 1998; Soltys K, 2001).

Aufgrund der Beeintrachtigung mitochondrialer Oxidation in steatotischen Lebern
kann ATP unter pathophysiologischen Bedingungen nicht adaquat zur Verfigung
gestellt werden (Fromenty B, 1997a und b). Eine unmittelbare Folge dieses
hepatozellularen ATP-Mangels ist die Reduktion der energieabhangigen,
apoptotischen Form des Zelltodes sowie eine Zunahme und Dominanz der
energieunabhangigen, nekrotischen Form nach Ischamie / Reperfusion (Selzner M,
2000a). Daruber hinaus scheinen in Fettlebern regenerative Vorgange nach

Ischamie / Reperfusion erst verspatet einzusetzen (Selzner M, 2000b).

Angesichts des hohen Anteils an steatotischen Lebern bei Patienten mit
Leberresektion und —transplantation (Hornboll P, 1982; D’Alessandro A, 1991) sowie
der essentiellen Bedeutung von ROS an der Genese von IRS in Fettlebern missen
adaquate, therapeutische Strategien entwickelt werden. In diesem Zusammenhang
besitzt GSH als endogenes Antioxidans ideale Eigenschaften: Seine
Pharmakokinetik beim Menschen ist annahernd bekannt und wird bei intravendser
Applikation mit einer bis zu 200fachen Steigerung seiner Plasmakonzentration ohne
Nebenwirkungen toleriert (Aebi S, 1991).

Es erscheint zudem sinnvoll, IRS zunachst in moderat verfetteten Lebern zu
charakterisieren, da bisher keine praventiven Strategien zur Reduktion von
hepatischen IRS etabliert sind. Ein besseres Verstandnis des IRS in moderat
verfetteten Lebern konnte die Entwicklung protektiver Interventionen auch bei

hoherem Verfettungsgrad ermoglichen.
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Il. FRAGESTELLUNG

Vor dem Hintergrund einer signifikant hoheren Morbiditat und Mortalitat bei
Leberresektionen an vorgeschadigten (steatotischen) Lebern sollten in der hier

vorliegenden, experimentellen Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1. Sind die beobachteten Reperfusionsschaden nach warmer Ischamie in

verfetteten Lebern starker als in normalen Lebern?

2. Welche Rolle spielen Mikrozirkulationsstorungen der Leber bei IRS in

verfetteten Lebern?

3. Welche Rolle spielen ROS bei der Genese von IRS in steatotischen

Lebern?

4. Konnen IRS in steatotischen Lebern durch intravenose Zufuhr von
Glutathion (GSH) reduziert werden?
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lll. MATERIAL UND METHODEN

Die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden in den Jahren 2000 und
2001 mit Zustimmung der zustandigen Behodrden der Landesregierung von
Oberbayern am Institut fir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen durchgefuhrt (AZ: 211-2531-43/2000).

3.1TIERMODELL

3.1.1 Versuchstiere und Beurteilung des Verfettungsgrades

Als Versuchstiere dienten 23 homozygote Zucker-fat-Ratten (ZF) von 223,1 £ 5,1g
sowie 21 heterozygote Zucker-lean-Ratten (ZL) von 212,4 + 4,8g. Homozygote
Zucker-Ratten besitzen defekte, hypothalamische Leptinrezeptoren (Phillips MS,
1996). Eine daraus resultierende ungehemmte und UbermaRige Nahrungsaufnahme
sowie eine Abnahme des Energieverbrauchs fuhren bei diesen Ratten zu einer
kontinuierlichen Gewichtszunahme und konsekutiv zur Ausbildung einer Fettleber.
Heterozygote Zucker-Ratten weisen dagegen intakte Leptinrezeptoren auf, entgehen
damit der Ausbildung einer Fettleber und dienten somit als Kontrollen mit normalen
Lebern. Das Ausmal} der Leberzellverfettung homozygoter Zucker-Ratten und deren
Zuordnung in das Modell der moderat verfetteten Leber (30 — 60 %
Leberzellverfettung) erfolgte anhand lichtmikroskopischer Befunde. Die Tiere wiesen
alle ein mannliches Geschlecht auf und stammten aus der Versuchstierhaltung von
Charles River GmbH Sulzfeld, Deutschland.

3.1.2 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte in Doppelkafigen bei zwoélfstiindigem Hell-Dunkel-Zyklus und

freiem Zugang zu Wasser und Futter. Die Raumtemperatur lag autoreguliert bei 21°
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C, die Luftfeuchtigkeit bei 60 £ 5 %. Das Futter (ssnif rat diet; ssnif Spezialdiaten;
Soest) enthielt folgende Inhaltsstoffe: 19,0 % Rohproteine, 6,7 % Rohasche, 5,2 %
Rohfaser, 3,0 % Rohfett, 1,1 % Calcium, 1,0 % Lysin, 0,8 % Phosphor, 0,3 %
Methionin, 0,25 % Natrium und 0,2 % Magnesium. Dartber hinaus waren dem Futter
pro Kilogramm folgende Zusatzstoffe beigemengt: 18000 I. E. Vitamin A, 1280 I. E.
Vitamin D3 und 120 mg Vitamin E.

3.2PRAPARATION

3.2.1 Chirurgische Praparation und Narkose

Nach einer 12- bis 15stundigen Nahrungskarenz mit freiem Zugang zu Wasser
erfolgte die Narkotisierung der Tiere in einem durchsichtigen Glas-Athertopf (Ather
fur Narkose; Fa. Hoechst; Frankfurt) und unter standiger Kontrolle ihrer
Vitalfunktionen (Atmungsverhalten, Bewegungsmuster). Um Einflisse circadianer
Rhythmen auf die Aussagekraft der einzelnen Versuche zu minimieren, wurde der
Versuchsbeginn zwischen 7.00 und 10.00 Uhr des jeweiligen Tages festgesetzt. Im
Anschluss an die Rasur des Bauchfells sowie des Fells am Hals und einer
nachfolgenden, alkoholischen Hautdesinfektion wurden die Tiere in eine tiefe

Athernarkose versetzt.

Die Operation erfolgte unter sauberen, jedoch nicht sterilen Bedingungen sowie unter
Verwendung eines Operationsmikroskops (M650; Fa. Wild; Heerbrugg; Schweiz). Die
Tiere wurden in Ruckenlage auf einer speziell entwickelten Operationsplatte mit
integriertem Heizteil (Fa. Effenberger; Muinchen) gelagert und Uber eigens
angefertigte Haltemagneten atraumatisch an den vier Extremitaten fixiert. Zur
kontinuierlichen Messung der Korperkerntemperatur wurde rektal eine Thermosonde
eingefuhrt, die an das Warmeaggregat der Heizplatte angeschlossen war. Durch
einen Ruckkoppelungs-Steuermechanismus konnte so wahrend der Operation eine
konstante Korperkerntemperatur zwischen 36,5° C und 37,5° C gewahrleistet

werden. Die Narkosefuhrung erfolgte im offenen System unter Verwendung einer
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Atemmaske, die mit einer athergetrankten Kompresse bestlckt war und die dem
Kopf des Versuchstieres vorgelagert wurde. Auf der Operationsplatte lag eine
Sauerstoffleitung bereit, Uber die im Bedarfsfalle reiner Sauerstoff verabreicht werden
konnte. Dadurch konnte bei Narkosezwischenfallen mit Atemstillstand eine rasche,

arterielle Sauerstoffaufsattigung erzielt werden.

Zur Applikation von Pharmaka (Glutathion) sowie der Farbstoffe Na-Fluoreszein und
Rhodamin 6G wurde ein Katheter aus Polyethylen (PE 50; Aulien- /
Innendurchmesser: 0,96 / 0,58 mm; Portex; Hythe; England) in die linke Vena
jugularis externa gelegt. Ein zweiter Polyethylenkatheter (PE 50; Aufen- /
Innendurchmesser: 0,96 / 0,58 mm; Portex; Hythe; England), der in die linke Arteria
carotis communis inseriert wurde, ermoglichte eine kontinuierliche Messung des
arteriellen Mitteldruckes (MAP) und der Herzfrequenz (HR) sowie die Injektion von
fluoreszierenden Latexpartikeln. Darlber hinaus diente dieser arterielle Katheter der
Entnahme von Blutproben sowie der kontinuierlichen Infusion von steriler
Vollelektrolytldsung (Tutofusin®), die mit einer Geschwindigkeit von 4,0 ml / h
appliziert wurde. Auf diese Weise konnten laparotomiebedingte Flussigkeitsverluste

substituiert werden.

Es folgte eine transversale Laparotomie. Das Abdomen wurde mittels zweier Haken
offengehalten. Im Anschluss wurden die Haltebander der Leber zum Zwerchfell, zur
Abdominalwand und zum Magen gelost. Zur Ableitung von Galle und deren
quantitativer Bestimmung wurde der Ductus choledochus katheterisiert. Auch hier
wurde ein Polyethylenkatheter verwendet (PE 50; Aul3en- / Innendurchmesser: 0,80 /
0,40 mm; Portex; Hythe; England). Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Ubrigen
abdominellen Organe einschliel3lich der rechten Lebersegmente mit Cuprophanfolie
abgedeckt (im Anschluss an die Praparation wurde auch der linke Leberlappen mit
dieser Folie bedeckt.). Ungeschitzte Organoberflachen wurden immer wieder mit
geringen Mengen korperwarmer, isotoner Vollelektrolytlosung benetzt. Um spater
eine Ischamie nur der linken sowie der links-medianen Lebersegmente induzieren zu
konnen, wurden die entsprechenden Arterien- und Pfortaderaste freiprapariert. Ein

regelhaft vorkommender, vom Osophagus zum linken Leberlappen fiihrender,
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arterieller Ast wurde koaguliert. Mit dieser Technik wurden lediglich zwei Leberlappen
einer Ischamie unterworfen, so dass eine portale Hypertension mit Kongestion im
mesenterialen Strombett und eine daraus resultierende, systemische Hypertension
vermieden werden konnte. Mittels mikrovaskularer Gefal3clips nach Biemer
(Aeskulap; Tuttlingen; Deutschland) wurden die freipraparierten Gefalle ohne
Einbeziehung der Gallengange temporar okkludiert. Eine Ischamie des linken sowie

des links-medianen Leberlappens war die Folge.

00
TC

vC

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der intravitalen Mikroskopie: Die Unterflache
des ausgelagerten, linken Leberlappens (LL) wird mit einem Deckglas bedeckt und
mikroskopiert (MIC). Eine Videokamera (VCR) sendet die aufgenommenen Bilder an
den Videorecorder (VC) und zur direkten Beurteilung an einen Monitor (MON). Der

Videozeitgenerator (TC) ermdglicht die Einblendung von Datum und Uhrzeit.

Zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (s. Abb. 3.1) wurde der linke Leberlappen

(LL) auf einer speziell dafur konstruierten Haltevorrichtung ausgelagert und mit einem
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Deckglas (24 mm x 32 mm) zum Zwecke der Mikroskopie und zum Schutz vor der
Einwirkung des atmospharischen Sauerstoffs abgedeckt. Die Haltevorrichtung selbst
besal} eine 4 x 5 cm grolde, rechteckige und schaufelartige Grundplatte, der eine 0,5
— 1 cm dicke Schicht aus Modelliermasse aufgelagert war. Durch diese
Modelliermasse konnte die individuelle Anatomie des ausgelagerten, linken
Leberlappens nachgeahmt werden und so eine mechanische Obstruktion der
afferenten und efferenten Gefalle verhindert werden. Die Grundplatte wiederum war
an einem feineinstellbaren Schwenkarm befestigt. Aullerdem wies die
Haltevorrichtung eine magnetische Basis auf, durch die sie auf der Operationsplatte

fest fixiert werden konnte.

Die geschilderte Praparation und Vorbereitung ermoglichten die Beurteilung der
hepatischen Mikrozirkulation mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie in vivo
(Menger MD, 1991).

3.2.2 Postischamische Behandlung mit Glutathion

Die Applikation von Glutathion (Tationil 600®; Boehringer Mannheim / Italien) erfolgte
intraveno®s Uber den in der Vena jugularis externa platzierten Katheter. Aufgrund der
aullerst geringen Halbwertszeit des Antioxidans GSH und der Spontanoxidation zu
GSSG wurde darauf geachtet, dass die Herstellung der Glutathionlésung mit steriler
0,9 %-iger NaCl-Lésung zur jeweils gleichen Zeit wahrend des Versuchsablaufes
erfolgte (60 Minuten vor Beginn der Glutathion-Infusion). Zur kontinuierlichen,
intravendsen Applikation des Glutathions wurde ein Perfusor verwendet (SP 110i
Perfusor; Astonbury Farm Business Centre; Aston; SG2 7EG England). Die
zugefihrte Menge an Glutathion im Perfusat betrug dabei 100 ymol / h / kg und
orientierte sich diesbezluglich an Vorversuchen der eigenen Forschergruppe
(Schauer RJ, 2000a), die eine gute Hepatoprotektion bei Ischamie / Reperfusion in
normalen Lebern zeigen konnten. Die Applikation erfolgte 20 Minuten vor Beginn der
Reperfusion kontinuierlich bis zum Versuchsende, d. h. 120 Minuten nach

Reperfusionsbeginn.
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3.3PARAMETER UND MESSMETHODEN

3.3.1 Systemische Hamodynamik

Uber druckstabile Katheter wurde der arterielle Mitteldruck (MAP) auf einen
Druckwandler (Typ P23 ID; Statham Instruments Inc.; Oxnard; California; USA)
Ubertragen und von einem nachgeschalteten Elektromanometer (Press. Ampl. 863
E154E; Siemens Medizinische Technik; Mduinchen) digital angezeigt. Diese
Druckwerte wurden in Abstdanden von 5 Minuten in das Versuchsprotokoll

Ubertragen.

3.3.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM): Beurteilung der hepatischen

Mikrozirkulation

Die IVM wurde gemald dem standardisierten Versuchsprotokoll 30 Minuten nach
Beginn der Reperfusion durchgefuhrt.

Dabei erfolgte die Mikroskopie der Unterseite des ausgelagerten, linken
Leberlappens unter Zuhilfenahme eines Leitz-Orthoplan-Fluoreszenzmikroskopes
(Leitz; Wetzlar) nach der Epi-llluminationstechnik (s. Abb. 3.1). Zur negativen
Kontrastverstarkung bei der Beurteilung der sinusoidalen Perfusion der Leber
erhielten die Tiere ca. 20 Minuten vor Beginn der Mikroskopie Natrium-Fluoreszein
(1,0 umol / kg; Merck AG; Darmstadt; Deutschland) Uber den intravendsen
Polyethylenkatheter. Zeitgleich und ebenfalls intravends erfolgte zur Darstellung von
Leukozyten in den einzelnen Leberlobuli und in den postsinusoidalen Venolen die
Injektion von Rhodamin 6G (0,1 pmol / kg; Merck AG; Darmstadt; Germany). Die
Darstellung des mikrovaskularen Strombetts wurde mittels einer 100-Watt-
Quecksilber-Hochdrucklampe, eines Ploem-Opak-llluminators und mittels eines
Filterblocks 13 (Anregung: 450 — 490 nm; Emission: > 515 nm; Leitz; Wetzlar)
ermdglicht. Nach Einblendung eines Videozeitgenerators (VTG 33; For. A Company
Ltd.; Tokio; Japan) wurden die intravitalmikroskopisch gewonnenen Bilder mittels

einer CCD-Kamera (charge coupled device camera; FK 6990; Prospective
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Measurements Inc.; San Diego; CA; USA) auf Videoband (S-VHS Panasonic AG
7330; Matsushita Electric Ind.; Tokio; Japan) aufgezeichnet. Zur Erstellung von
Ubersichtsaufnahmen wurde als Objektiv ein Leitz Fluotar mit der VergroRerung 10
und der numerischen Apertur 0,30 verwendet. Fur die Beurteilung der sinusoidalen
Perfusion und der Leukozyten-Adharenz diente ein Wasser-Immersionsobjektiv
Fluotar mit der Vergroflerung 25 und der numerischen Apertur 0,60. Unter
Verwendung dieser Objektive konnten auf einem 330mm-Monitor (PVM 1442 QM;

Sony; Minchen) eine 280- bzw. 700fache Vergrolierung erreicht werden.

3.3.2.1 Beurteilung der sinusoidalen Perfusion und der Leukozyten-

Adharenz in normalen und verfetteten Lebern

Sinusoidale Perfusion (s. Abb. 3.2) und lobulare Leukozyten-Adharenz (s. Abb. 3.3)
wurden bewertet, indem 10 zufallig ausgewahlte Leberazini zum jeweiligen
Messpunkt fir jeweils 20 Sekunden aufgezeichnet wurden. Zur Beurteilung der
venolaren Leukozyten-Adharenz erfolgte anschlieRend die Aufzeichnung von 10
postsinusoidalen Venolen (PSV) (s. Abb. 3.4). Die eigentliche Auswertung erfolgte
offline zu einem spateren Zeitpunkt - abgekoppelt von der Versuchsdurchflihrung -

an Videoeinzelbildern.

Zur Bewertung der sinusoidalen Perfusion wurde zunachst innerhalb des jeweiligen
Azinus die Gesamtzahl der Sinusoide bestimmt. Danach erfolgte die prozentuale
Bestimmung der nicht-perfundierten Sinusoide innerhalb des Azinus. Dartber hinaus
wurde die sinusoidale Perfusion entsprechend der zonalen Gliederung des
Leberazinus jeweils periportal (pp), midzonal (mz) und perizentral (pz) ausgewertet
(s. Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Intravitalmikroskopische Darstellung der sinusoidalen Perfusion mit
Verstarkung des Negativkontrastes durch Natrium-Fluoreszein (1,0 umol / kg). Der
abgebildete Leberazinus ist schematisch in seine periportale (pp), midzonale (mz)
und perizentrale (pz) Zone unterteilt.

Periportal und midzonal sind deutliche Verdnderungen der parenchymalen und nicht-
parenchymalen Mikroarchitektur als Zeichen des IRS zu erkennen (weilBer Pfeil),

dartiber hinaus zwei nicht mehr perfundierte Sinusoide = ,no-reflow* (rote Pfeile).

Leukozyten, die am sinusoidalen Endothel mindestens 20 Sekunden adhéarent
waren, wurden als permanent adharent angesprochen (,Sticker) und wiederum in

den drei verschiedenen, azinaren Zonen quantitativ bestimmt (s. Abb. 3.3).

Dieselben Einschlusskriterien fur die Definition permanent adharenter Leukozyten in
Sinusoiden wurden auch zur Quantifizierung der Leukozyten-Adharenz in den
postsinusoidalen Venolen (PSV) herangezogen (,Sticking® am postsinusoidalen
Endothel langer als 20 Sekunden). Diese Gesamtzahl wurde in einem definierten
Segment anschlieRend auf die Endotheloberflache bezogen (Sticker / mm?), die aus

der Lange und dem Durchmesser des betrachteten Venolenabschnitts berechnet
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wurde. Die Messungen erfolgten dabei mithilfe des computergestitzten Cap-Image-
Systems (Version 5.03; ©1995 C. Zeintl). Weiterhin wurden an PSV temporar
adharente Leukozyten (,Roller) gezahlt, die wahrend der Beobachtungszeit von 20
Sekunden nur vorubergehend am postsinusoidalen Endothel adharent waren. Die

Anzahl wurde ebenfalls auf die Endotheloberflache der postkapillaren Venole

bezogen (Roller / mm?).

Abb. 3.3: Intravitalmikroskopische
Darstellung der sinusoidalen
Leukozyten-Adhérenz innerhalb eines
Leberazinus. Die Leukozyten wurden
mit Rhodamin 6G (0,1 umol / kg)

angeférbt und galten ab einer

Adhérenzzeit von 20 Sekunden als am
sinusoidalen  Endothel ,permanent”
adhéarent (roter Pfeil).

Abb. 3.4: Intravitalmikroskopische
Darstellung der Leukozyten-Adhérenz
einer postsinusoidalen Venole (PSV).
Permanent adhérente Leukozyten
(>20 Sekunden) wurden von temporér
adhérenten (<20 Sekunden)

unterschieden. Der rote Pfeil verweist

auf einen ,Sticker*.
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3.3.2.2 Bestimmung der midzonalen Sinusoidweiten

Zur Bewertung von moglichen Endothelschwellungen in den Sinusoiden erfolgte eine
Messung der mittleren Sinusoidweite in den midzonalen Segmenten der jeweiligen
Azini. FUr diese Bestimmung wurden nur solche Sinusoide herangezogen, die im
gesamten midzonalen Bereich eindeutig darstellbar und perfundiert waren. Auf diese
Weise sollten  Verzerrungen infolge  unterschiedlicher, = mikroskopischer
Schnittrichtungen aus der Bewertung eliminiert werden. Die im um-Bereich liegenden
Messungen erfolgten computergestutzt ebenfalls unter Verwendung des Cap-Image-
Systems (Version 5.03; ©1995 C. Zeintl).

3.3.2.3 Bestimmung der Funktion von Kupffer-Zellen (KC)

3.3.2.3.1 Intraarterielle Applikation von fluoreszierenden Latexpartikeln

Hinsichtlich der Bewertung der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen (KC)
erfolgte die Injektion eines einmaligen Bolus von fluoreszierenden Latexpartikeln
(Polysciences Inc.; Warrington; PA; USA) udber den Verweilkatheter in die linke
Arteria carotis communis. Die Applikation der Latexpartikel, deren Durchmesser 1,1
um betragt, wurde in einer Konzentration von 3 x 10® / kg KG in 1,0 ml steriler, 0,9
%iger NaCl-Lésung durchgefuhrt. Diese Dosierung entspricht bei einem
angenommenen Korpergewicht eines Versuchstieres von 200 g einer Absolutzahl
von ca. 60 Millionen Latexpartikeln. Diese konnten dann aufgrund ihrer Fluoreszenz
mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie und unter Verwendung eines
Filterblocks I3 (Anregung: 450 — 490 nm; Emission: > 515 nm; Leitz; Wetzlar) auf
dem Bildschirm visualisiert werden. Auf diese Weise war eine Beurteilung der
Phagozytose-Aktivitat hepatischer Kupffer-Zellen (KC) mdglich (Post S, 1992;
Vollmar B, 1994Db).
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3.3.2.3.2 Messung der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen

Aufgrund ihrer Grolke werden die injizierten, fluoreszierenden Latexpartikel
Uberwiegend von Kupffer-Zellen aufgenommen bzw. sind an diese adharent
(Praaning — Van Dalen DP, 1982; Dan C, 1985). Daher ist mit dieser Methode eine
Analyse der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen (KC) moglich. Zur
Quantifizierung wurde 5 Minuten nach Injektion der Partikel in 10 — 15 zufallig
ausgewabhlten Azini fur jeweils 10 Sekunden die Anzahl der freiflieRenden, d. h. nicht-
adharenten (nicht-phagozytierten) Latexpartikel in Prozent aller im Gesichtsfeld
sichtbarer Latexpartikel bestimmt (s. Abb. 3.5). Da Kupffer-Zellen (KC) Eigenschaften
histiozytar umgewandelter Endothelzellen aufweisen, werden diese nun als

phagozytierende Makrophagen markiert.

Abb. 3.5: |Intravitalmikroskopische Darstellung der Phagozytose-Aktivitdt von
Kupffer-Zellen (KC) nach intraarterieller Injektion von Latexpartikeln (3 x 10° / kg KG).
Phagozytierte Latexpartikel markieren funktionell aktive KC. Daher wird die Anzahl
der adhérenten Latexpartikel pro Leberazinus bestimmt und auf die Gesamtzahl aller
sichtbaren (unbewegliche und bewegliche) Latexpartikel im Untersuchungsfeld

bezogen (pz = perizentrale; mz = midzonale; pp = periportale Zone des Leberazinus).
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3.3.3 Bewertung der hepatozellularen Integritat

3.3.3.1 Leberenzyme

Zur Beurteilung des hepatozellularen Schadens diente die Bestimmung der Aktivitat
(U /1) des leberspezifischen Enzyms Alanin-Aminotransferase (ALT). Die zu diesem
Zwecke verwendeten, arteriellen Blutproben wurden am Ende der zweistindigen
Reperfusionsphase gewonnen und dabei in EDTA-beschichteten Probegefallen
gesammelt. Anschliefend wurden die Blutproben bei 4° C und 3000 Umdrehungen
pro Minute fir 10 Minuten zentrifugiert (Rotanta/K; Hettich; Tuttlingen). Das so
gewonnene EDTA-Plasma wurde dann bis zum Zeitpunkt der Bestimmung bei -80° C
eingefroren. Die Enzymaktivitaten wurden spektrophotometrisch (Eppendorf PCP
6121; Eppendorf / Geratebau Netheler + Hinz; Muinchen) entsprechend der
Loptimierten Standardmethode® der Deutschen Gesellschaft flur Klinische Chemie
(Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie 1970, 1972) bei

einer Wellenlange von 334 nm gemessen.

3.3.3.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Am Versuchsende nach 60 Minuten Ischamie und 120 Minuten Reperfusion wurden
zur histologischen Untersuchung Gewebeproben aus dem ischamischen, linken
Leberlappen entnommen und unmittelbar nach Entnahme in 10%iger Formalinlésung
fixiert. AnschlieRend wurden die Gewebeproben fir 30 Minuten flieRend entwassert
und fur 12 Stunden in Ethanol (70 %) eingelagert. Danach wurden diese mittels
aufsteigender Ethanol-Reihe wieder entwassert und flur 4 Stunden in den

Intermedien Methylbenzoat und Benzol inkubiert.

Die Endeinbettung der Proben erfolgte nach 24stundiger Einlage in Paraffin ebenfalls
in Paraffin. Es folgte die Herstellung von 3 pm dunnen Schnitten am
Schlittenmikrotom (Mod Hn 40, Fa. Reichert-Jung / Leica, Munchen), die dann mit

Hamatoxylin-Eosin (Fa. Merck, Darmstadt) gefarbt und auf einem Objekttrager zur
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Mikroskopie fixiert wurden. Die Begutachtung erfolgte durch einen unabhangigen
Pathologen ohne Kenntnis Uber die Zuordnung der Praparate zu den einzelnen

Versuchsgruppen.

3.3.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungsmethoden erfolgte die Darstellung
von ultrastrukturellen Veranderungen nach insgesamt 60 Minuten Ischamie und 120

Minuten Reperfusion.

Die zu diesem Zweck notwendige Vorbehandlung des Lebergewebes mit Karnovsky-
Puffer (10 ml enthalten: 2 ml Glutaraldehyd 25 %, 5 ml Paraformaldehyd 4 %, 3ml
Sorensenpuffer) erforderte zunachst die Platzierung eines zusatzlichen Katheters
(PE 50; Aulen- / Innendurchmesser: 0,96 / 0,58 mm; Portex; Hythe; England) in die
Aorta abdominalis am Ende des Versuches. Parallel dazu wurde diese oberhalb des
Truncus coeliacus abgeklemmt. Auf diese Weise war es moglich, das Lebergewebe
retrograd Uber die Aorta zunachst mit steriler NaCl-Lésung zu spulen und
anschlielend eine Perfusionsfixierung mit 10 ml Karnovsky-Puffer durchzuflhren.
Zur Volumenentlastung der Leber wurde die Vena portae inzidiert. Daruber hinaus
wurde der Karnovsky-Puffer mittels Perfusor kontrolliert bei 70 mmHg und
kontinuierlich zugefuhrt (Frenzel H, 1976), um mdogliche Perfusionsartefakte zu
verhindern. Aus dem linken Leberlappen wurden dann ca. 1 x 1 x 3 mm grolde
Gewebeproben entnommen und bis zur elektronenmikroskopischen Untersuchung

gekunhlt in Karnovsky-Puffer aufbewahrt.

Die Einbettung der zu analysierenden Gewebeproben erfolgte dann nach Osmierung
und Dehydrierung in Araldit-Harz. Nach einer Aushartung Uber 24 Stunden bei 60° C
wurden 70nm-Ultradinnschnitte (Ultracut; Reichert-dJung / Leica; Munchen)
angefertigt. Die Kontrastierung der Ultradinnschnitte wurde mit Bleicitrat und
Uranylacetat durchgefuhrt, an die sich die eigentliche elektronenmikroskopische (EM
900; Zeiss; Oberkochen) Untersuchung bei 80 kV anschloss (Vollmar B, 1994c).
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3.3.4 Bestimmung der postischamischen Leberfunktion: Gallefluss

Zur kontinuierlichen Ableitung der Galle erfolgte nach Laparotomie die Platzierung
eines Verweilkatheters (PE 50; Aul3en- / Innendurchmesser: 0,80 / 0,40 mm; Portex;
Hythe; England) in den Ductus choledochus. Der Gallefluss wurde als Parameter der
hepatozellularen Exkretionsfunktion herangezogen. Zu diesem Zweck wurde die
gewonnene Galle in 30minutigen Abstanden wahrend der 60minatigen Ischamie- (G1
und G2) als auch der 120minltigen Reperfusionsphase (G3 bis G6) gesammelt. Als
Referenzwert (,base-line“ = GO0) wurde bereits vor Beginn der Ischamie der
Gallefluss (pl / g / min) bestimmt. Dieser Wert diente dann als Referenzwert (100 %),
auf den samtliche ermittelte Gallemengen (G1 bis G6) bezogen und als prozentuale

Abweichung angegeben wurden.

3.3.5 Bestimmung des Gesamt-Glutathion-Gehaltes, GSH und GSSG im
Plasma

Die Bestimmung der plasmatischen GSH- und GSSG-Konzentrationen erfolgte vor
Induktion der Ischamie (Referenzwert) sowie 15, 30, 60 und 120 Minuten nach
Beginn der Reperfusionsphase. Zu diesem Zwecke wurden uber den arteriellen

Katheter Blutproben (je 500 ul) enthommen.

3.3.5.1 Bestimmung des Gesamt-Glutathion-Gehaltes

Durch einen kinetischen Test (Tietze F, 1969) wurde die Summe des oxidierten

(GSSG) und reduzierten Glutathions (GSH) bestimmt. Dieser basiert auf folgender

Reaktion:

2 GSH + DTNB —  GSSG+2TNB
GSSG+NADPH +H* = 2 GSH + NADP* (Durch GR katalysiert)
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Bei 405 nm wurde die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme wahrend der nicht-
enzymatischen, durch GSH bedingten Reduktion von 5,5'-Dithiobisnitrobenzoesaure
(DTNB) aufgezeichnet. Die Glutathion-Reduktase (GR) reduzierte enzymatisch das
bei dieser Reaktion entstandene GSSG, so dass die Reaktionsgeschwindigkeit der
ersten Reaktion, der DTNB-Reaktion, konstant blieb. Hierfir wurde folgender

Testansatz befolgt:

800 ul Phosphat-Puffer (pH 7,4)
50 ul NADPH (5 mM)
50 ul DTNB (1 mM)
50 pl Plasma
20 ul Glutathion-Reduktase (24 U/ ml)
50 pl GSH-Standard (4 pM)

Dem Testansatz wurden 5 Minuten nach Beginn 50 uyl GSH-Standard (4 uM)

zugeflihrt, um Testhemmungen ausschlieen zu kénnen.

3.3.5.2 Bestimmung von Glutathiondisulfid (GSSG)

Im Blutplasma betragt das Verhaltnis GSH / GSSG zehn zu eins (Akerboom TP,
1981). Zur Vermeidung einer spontanen GSH-Autoxidation zu GSSG entlang des
Konzentrationsgradienten mussen deshalb bei der Bestimmung der hepatischen
GSSG-Freisetzung entsprechende MalRnahmen getroffen werden: Zu diesem Zweck
wurde die von Lauterburg beschriebene Methode der GSH-Konjugation mit N-
Ethylmaleimid (NEM) verwendet (Lauterburg BH, 1984a). 200 pl Blut wurde
unmittelbar nach der Abnahme mit 200 yl NEM-Lésung (10 mM) versetzt. GSH
wurde durch die spontane Reaktion von GSH und NEM zu einem Glutathionkonjugat
gebunden und so eine GSH-Autoxidation zu GSSG verhindert. Es folgte die
Elimination von Uberschussigem NEM durch Trennung Uber Sep-Pak-C4s-Kartuschen
(Waters; Framingham; MA; USA). Hierzu wurden die Sep-Pak-Cg-Kartuschen mit 10

ml absolutem Methanol und 10 ml Aqua bidest. konditioniert. AnschlieRend erfolgte
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die Auftragung von 200 yl NEM-Plasma, das mit 1,0 ml Phosphat/EDTA-Puffer (pH
7,4) eluiert wurde. Die GSSG-Konzentration der NEM-freien Eluate wurde mit dem
unter 3.3.5.1 beschriebenen, kinetischen Test ermittelt. Die GSSG-Wiederfindung
betrug 90%.

3.3.5.3 Bestimmung des reduzierten Glutathions (GSH)

Aus der Differenz von Gesamt-Glutathion und Glutathiondisulfid-Konzentration wurde
die GSH-Konzentration (uM) berechnet.

3.3.6 Bestimmung des intrazellularen Gesamt-Glutathion-Gehaltes

Zusatzlich zur Bestimmung von GSH und GSSG im Plasma erfolgte die Messung
des Gesamt-Glutathion-Gehaltes im Lebergewebe, das unmittelbar am Ende der
120minatigen Reperfusionsphase zu diesem Zwecke in kleineren Stucken (ca. 5 x 5
x 5 mm groB3) in Stickstoff fixiert und danach bei -80° C gelagert wurde. Zum
Zeitpunkt der Bestimmung des Gesamt-Glutathion-Gehaltes wurde das Lebergewebe
unter flissigem Stickstoff pulverisiert und mit Perchlorsaure (1.0 M) im Verhaltnis 3
ml / g Lebergewebe versetzt. Die Saureextrakte wurden 5 Minuten bei 5000 x g
zentrifugiert (4° C), der proteinfreie Uberstand in Phosphat-Puffer (pH 7,4) im
Verhaltnis 1:1000 verdunnt. 50 ul dieser Verdinnungen worden anschlieRend im
kinetischen Test zur GSH-Bestimmung (s. 3.3.5.1) eingesetzt. Um dabei
ischamisches mit nicht-ischamischem Lebergewebe vergleichen zu kdnnen, wurden
Proben sowohl aus dem linken, ischamischen (LL) als auch solche aus dem rechten,

nicht-ischamischen Leberlappen (LR) entnommen (s. 4.6).



-31 -

Material und Methoden

3.4VERSUCHSGRUPPEN

Ziele dieser Arbeit waren die Charakterisierung von IRS in Fettlebern im Vergleich zu
normalen Lebern sowie die Beurteilung der Effizienz einer antioxidativen Therapie
mit GSH in den steatotischen Lebern. Daher erfolgten Versuche mit homozygoten,
Fettlebern entwickelnden (Gruppe |) sowie mit heterozygoten, keine Fettlebern
entwickelnden Zucker-Ratten (Gruppe Il). Experimente in Gruppe | wurden mit
insgesamt 23 homozygoten Zucker-Ratten, sog. ,Zucker-fat-Ratten* (ZF)
durchgefuhrt, die aufgrund von defekten, hypothalamischen Leptinrezeptoren mit
zunehmendem Alter eine fettinfiltrierte Leber entwickeln. Die in dieser Gruppe
gewonnenen Parameter konnten somit auf steatotische Lebern bezogen werden.
Experimente in Gruppe |l erfolgten dagegen unter Verwendung von insgesamt 21
heterozygoten Zucker-Ratten, sog. ,Zucker-lean-Ratten“ (ZL), die aufgrund ihres
heterozygoten Phanotyps intakte, zerebrale Leptinrezeptoren aufweisen und somit
der Entwicklung einer steatotischen Leber entgehen. Anhand dieser Gruppe konnten

Parameter normaler Lebern beurteilt werden.

Gruppe | und Gruppe Il wurden in je 3 Untergruppen aufgeteilt, so dass fur die
Beantwortung oben genannter Fragen insgesamt 6 Versuchsgruppen untersucht
wurden. Die 3 Untergruppen sind wie folgt charakterisiert:

Gruppe A (,Sham-Gruppe®; SH) wurde einer ,Scheinoperation® unterzogen, d. h. es
wurde mit Ausnahme der Ischamisierung der linken und links-medianen Leberlappen
dieselbe Praparation mit demselben zeitlichen Ablauf wie bei den anderen
Versuchsgruppen durchgefuhrt. Auf diese Weise sollten Effekte der chirurgischen
Praparation und Narkose auf die einzelnen Messparameter herausgefiltert und die
.pbase-line“-Werte bestimmt werden. Fur die Gruppe A (SH) wurden sowohl in Gruppe
| (ZF) als auch in Gruppe Il (ZL) 6 Tiere verwendet (s. Abb. 3.6).

Bei Gruppe B handelte es sich um die ,Kontrollgruppen“ (KO). Tiere dieser Gruppe
wurden einer partiellen Leberischamie von 60 Minuten und einer Reperfusion von
120 Minuten unterzogen. Die Anzahl der Versuchstiere dieser Gruppe B (KO) betrug
in Gruppe | (ZF) 10, in Gruppe Il (ZL) 9 (s. Abb. 3.6).
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Versuchstiere der Gruppe C (GSH) wurden 20 Minuten vor Beginn der Reperfusion

(nach 60 Minuten Ischamie) bis zum Ende des Versuches zusatzlich mit Glutathion
(100 ymol / h / kg KG) i. v. behandelt. Hierflr wurden in Gruppe | (ZF) 7, in Gruppe |l
(ZL) 6 Tiere verwendet (s. Abb. 3.6).

Gruppen- Gruppen- Anzahl Glutathion Ischamie Reperfusion
nummer  bezeichnung (n) (umol / h / kg) (min) (min)
I A ZF — SH 6 - - -
| B ZF - KO 10 - 60 120
| C ZF — GSH 7 100 60 120
1A ZL —SH 6 - - -
Il B ZL — KO 9 - 60 120
IIc ZL — GSH 6 100 60 120

Abb. 3.6: Uberblick iiber die einzelnen Versuchsgruppen; ZF = Zucker-fat-Ratten; ZL
= Zucker-lean-Ratten;, SH = Sham-Gruppe; KO = Kontrollgruppe; GSH = mit
Glutathion (100 umol / h / kg KG) vorbehandelte Gruppe.

3.5VERSUCHSPROTOKOLL

Samtliche Versuchsgruppen wurden einem ahnlichen, experimentellen Protokoll
unterzogen (s. Abb. 3.7): Im Anschluss an die chirurgische Praparation wurde der
linke und links-mediane Leberlappen (ca. 60 % der Lebermasse) einer 60minutigen,
normothermen Ischamiephase unterzogen. Die Ischamiedauer wurde aufgrund von
vorliegenden Ergebnissen sowohl aus der eigenen (Schauer RJ, 2000a) als auch
aus anderen Forschungsgruppen (Peralta C, 1999) gewahlt, da hierbei mit
relevanten hepatozellularen Schaden zu rechnen war. 30 Minuten nach Beginn der
insgesamt 120minutigen Reperfusionsphase erfolgte die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie (IVM) fir ca. 30 Minuten. Sie diente der Quantifizierung von

hepatischen Mikrozirkulationsstérungen, einschliefdlich der Bestimmung der
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Sinusoidweiten sowie — nach intraarterieller Applikation von fluoreszierenden
Latexpartikeln — der Analyse der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen (KC). Die
Gallekollektoren wurden vor (,Nullwert®) und wahrend der Ischamie- als auch in der
Reperfusionsphase alle 30 Minuten ausgetauscht und die gewonnene Galle
bestimmt. Blutproben zur Messung der plasmatischen GSH- und GSSG-
Konzentrationen wurden ebenfalls vor Beginn der Ischamiephase (,Nullwert®) sowie
15, 30, 60 und 120 Minuten nach Beginn der Reperfusion entnommen. Nach Ablauf
der 120 Minuten Reperfusion wurden die Versuche durch die Entnahme der Leber
fur licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen sowie fur GSH- bzw.
GSSG-Bestimmungen im Lebergewebe beendet. Aus der am Ende der 120minutigen
Reperfusionsphase durchgeflhrten Blutentnahme wurden u. a. die Leberenzyme
bestimmt. Dieser Versuchsablauf entspricht dem Protokoll der Kontrollgruppen (KO),

d. h. der Versuchsgruppen IB und IIB.

Tiere, die einer Behandlung mit Glutathion unterzogen wurden, erhielten 20 Minuten
vor Beginn der Reperfusionsphase bis zum Versuchsende GSH in einer
Konzentration von 100 pymol / h / kg KG kontinuierlich als intravenose Infusion. Der
Rest des experimentellen Protokolls der GSH-Gruppen (Gruppe IC und IIC)
entsprach dem der Kontrollgruppen (s. Abb. 3.7).

Sham-Tiere (Gruppe IA und IIA) wurden keiner Ischamie- und Reperfusionsphase
unterzogen. Blut- und Galleproben sowie Lebergewebe wurden jedoch zu denselben
Zeitpunkten wie in den KO- bzw. GSH-Gruppen gewonnen, d. h. die Dauer der

Versuche in den SH-Gruppen war mit der der anderen Gruppen vergleichbar.
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Gallekollektion

Abb. 3.7: Versuchsprotokoll: Die ,Nullwerte® beinhalten GSH- und GSSG-
Messungen sowie eine Gallekollektion (GO) als ,base-line“-Werte. Die folgenden
GSH- und GSSG-Messungen wurden durch art. Blutentnahme 15, 30, 60 sowie 120
Minuten nach Beginn der Reperfusion durchgefiihrt. Die Gallekollektion erfolgte
wéhrend der Ischdmie (30 und 60 Minuten) sowie wahrend der Reperfusion (30, 60,
90 und 120 Minuten). GSH = Die Glutathion-Injektion erfolgte in den Gruppen IC und
1IC 20 Minuten vor Beginn der Reperfusion bis zum Versuchsende.

3.6 STATISTISCHE ANALYSE

Samtliche Ergebnisse sind als Mittelwerte (mean) £ Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Die Berechnung des Signifikanzniveaus sowie die graphische
Darstellung erfolgte mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Statistik-Programms
SigmaStat bzw. SigmaPlot (Jandel Corp.; San Rafael; CA; USA).

Mittelwerte zwischen 2 Gruppen wurden mit dem Student’s t-Test und dem Whitney
U-Test verglichen. Bei Vergleichen von mehr als 2 Gruppen wurde die ,one-way
ANOVA® — Varianzanalyse angewendet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch

signifikant angenommen.
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IV. ERGEBNISSE

4.1 CHARAKTERISIERUNG DES MODELLS DER MODERAT VERFETTETEN
RATTENLEBER

In der Einleitung (s. 1.2) wurde bereits darauf hingewiesen, dass steatotische Lebern
im Vergleich zu gesunden Lebern eine gesteigerte Vulnerabilitdt gegenuber IRS

aufweisen. Dies konnte durch die hier vorliegenden Versuche bestatigt werden.

4.1.1 Leberenzyme — Die Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALT)

Die plasmatische Aktivitat (U / |) der leberspezifischen Transaminase ALT wurde
nach 120minutiger Reperfusion bestimmt (s. 3.3.3.1). Versuchstiere, die keiner
Ischamie / Reperfusion, sondern lediglich einer Laparotomie unterzogen wurden
(Scheinoperation), wiesen in der steatotischen Gruppe (ZF-SH) keine
unterschiedlichen ALT-Aktivitaten gegentber der nicht-steatotischen Gruppe (ZL-SH)
auf (ZF-SH: 45,2+ 7,4 U /1; ZL-SH: 38,0 +4,7 U /).

Dagegen fuhrte eine 60minutige Ischamie mit anschliellender 120minatiger
Reperfusion sowohl in steatotischen (ZF-KO), als auch in normalen (ZL-KO) Lebern
zu einem signifikanten Anstieg der ALT-Aktivitdten gegenuber scheinoperierten
Tieren (s. Abb. 4.1).

Der direkte Vergleich verfetteter mit nicht-steatotischen Lebern belegte dabei
eindrucklich, dass bei einem vergleichbaren I/R-Trauma wesentlich grolere
Leberzellschaden in verfetteten Lebern auftreten; so konnte in der ZF-KO-Gruppe
eine plasmatische ALT-Aktivitat von 826,4 + 240,2 U / | ermittelt werden, wahrend die
ALT-Aktivitat in der ZL-KO-Gruppe lediglich 210,4 + 51,2 U / | betrug (p<0.05).
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Abb. 4.1: Plasmatische ALT-Aktivitdten: Ischdmie / Reperfusion fiihrte sowohl in
steatotischen (ZF-KO) als auch in normalen Lebern (ZL-KO) zu einem signifikanten
Anstieg der ALT-Aktivitdten gegeniiber scheinoperierten Tieren (ZL-SH bzw. ZF-SH).
Dieser Anstieg war in steatotischen Lebern (ZF-KO) deutlich hbher ausgeprégt als in
normalen Lebern (ZL-KO).

MW + SEM; n = je 6; +p<0.01 vs. ZF-SH; *p<0.05 vs. ZL-SH; $p<0.05 vs. ZL-KO.

4.1.2 Ergebnisse der Lichtmikroskopie

Wie unter 3.1.1 erlautert, war es das Ziel dieser Arbeit, Lebern homozygoter Zucker-
Ratten mit einem Verfettungsgrad von maximal 60 % zu untersuchen und diese mit
normalen Lebern heterozygoter Zucker-Ratten zu vergleichen. Abb. 4.2 zeigt das
histologische Bild normaler (a) und verfetteter Lebern (b) von Kontrolltieren.
Hepatozyten verfetteter Lebern wiesen gegenuber normalen Lebern mikrovesikulare
Fetteinschlisse auf. Relevante Unterschiede nach | / R (Kontrolltiere) zwischen
normalen und verfetteten Lebern konnten jedoch nicht beobachtet werden und waren

angesichts der kurzen Reperfusionszeit von 120 Minuten auch nicht zu erwarten.
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Abb. 4. 2.b

Abb. 4.2a, b: Lichtmikroskopische Aufnahmen (HE-Féarbung) einer verfetteten (a)
und einer normalen Leber (b) von Kontrolltieren nach Ischdmie / Reperfusion.
Relevante Unterschiede konnten nicht beobachtet werden. Zu sehen sind
mikrovesikulére Fetteinschliisse in den Hepatozyten der verfetteten Leber (schwarzer
Pfeil) sowie einige Zellen mit zwei Zellkernen als Regenerationszeichen (weiller
Pfeil) in normalen und verfetteten Lebern.
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4.1.3 Ergebnisse der Elektronenmikroskopie

Entsprechend dem unter  3.3.3.2 beschriebenen  Verfahren  wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen des linken Leberlappens angefertigt, um
morphologische Unterschiede zwischen steatotischen und normalen Lebern auf

ultrastruktureller Ebene vergleichen zu konnen.

Bei Betrachtung normaler Lebern fiel nach Ischamie / Reperfusion (ZL-KO) eine

deutliche Vakuolisierung sowie eine Zunahme der Peroxisomenzahl auf (s. Abb.
4.3.b). Diese Veranderungen konnten in normalen Lebern scheinoperierter Tiere (ZL-
SH) nicht beobachtet werden (s. Abb. 4.3.a).

Ischamie / Reperfusion manifestierte sich dagegen in den verfetteten Lebern nicht

mit einer Vakuolenbildung wie in normalen Lebern, sondern mit einer deutlich
ausgepragteren Schwellung des sinusoidalen Endothels (ZF-KO; s. Abb. 4.3.d, Abb.
4.13.c) gegenuber normalen Lebern. Darlber hinaus konnte in dieser Gruppe
ebenfalls eine deutliche Zunahme der Peroxisomenzahl festgestellt werden. Diese
morphologischen Veranderungen nach Ischamie / Reperfusion konnten in verfetteten

Lebern scheinoperierter Tiere (ZF-SH) nicht festgestellt werden (s. Abb. 4.3.c).
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Abb. 4.3.a:

Abb. 4.3.b:

Abb. 4.3.a und b: Elektronenmikroskopische Aufnahmen normaler Lebern
scheinoperierter Tiere (a) sowie nach | / R (b): Zu sehen sind eine deutliche

Vakuolisierung (roter Pfeil) sowie eine Zunahme der Peroxisomenzahl (weil3er Pfeil)

nach Ischdmie / Reperfusion. Diese morphologischen Verédnderungen konnten in
normalen Lebern scheinoperierter Tiere nicht beobachtet werden. H = Hepatozyt; EZ
= Endothelzelle; S = Sinusoid.
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Abb. 4.3.c:

Abb. 4.3.d:

Abb. 4.3.c und d: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verfetteter Lebern
scheinoperierter Tiere (c) sowie nach | / R (d): Zu sehen sind eine deutliche

Endothelzellschwellung (roter Pfeil) sowie eine Zunahme der Peroxisomenzahl

(weilBer Pfeil) nach | / R, nicht jedoch in scheinoperierten Tieren. Zu erkennen ist
dartiber hinaus die mikrovesikuldre Verfettung der Hepatozyten in beiden Aufnahmen
(schwarzer Pfeil). H = Hepatozyt; EZ = Endothelzelle; S = Sinusoid.
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Somit zeigten die Lebern der in dieser Arbeit verwendeten homozygoten Zucker-
Ratten sowohl morphologische als auch funktionelle Veranderungen gegenuber
nicht-verfetteten Kontrolltieren.

Da mit diesem Modell eine erhdhte Vulnerabilitat steatotischer Lebern gegenuber
Ischamie / Reperfusion nachweisbar war, stellte sich nun die Frage, inwieweit eine

antioxidative Therapie mit GSH in homozygoten Zucker-Ratten wirksam ist.

4.2PROTEKTIVE EFFEKTE VON GSH IN NORMALEN UND VERFETTETEN
LEBERN

4.2.1 Hepatische Mikrozirkulation

30 Minuten nach Beginn der Reperfusionsphase erfolgte die intravitalmikroskopische
Untersuchung des ausgelagerten, linken Leberlappens fir ca. 30 Minuten (s. 3.5).
Dadurch sollte zunachst geklart werden, ob und in welchem Ausmal Stérungen der
postischamischen, mikrovaskularen Perfusion zu den verstarkten Leberzell-Schaden
in homozygoten Zucker-Ratten beitragen. Weiterhin war von Interesse, ob und
inwieweit GSH zu einer Protektion gegen Mikrozirkulationsstorungen in verfetteten
Lebern flhrt.

4.2.1.1 Sinusoidale Perfusionsrate
Mithilfe des unter 3.3.2.1 beschriebenen Verfahrens wurde in den einzelnen Gruppen
der Anteil der nicht-perfundierten Sinusoide in den einzelnen Leberazini bestimmt

und in Prozent ausgedruckt.

Scheinoperierte Tiere mit normalen Lebern (ZL-SH) wiesen 7,5 = 1,5 % nicht-

perfundierte Sinusoide auf. Nach 60mindtiger Ischamie (ZL-KO) nahm wahrend der
Reperfusion der Anteil der nicht-perfundierten Sinusoide drastisch zu — insgesamt
29,3 £ 1,9 % der beobachteten Sinusoide waren nicht mehr durchblutet (p<0.001).



-42 -

Ergebnisse

Intravends appliziertes GSH, das ab 20 Minuten vor Beginn der Reperfusionsphase
bis zum Versuchsende kontinuierlich zugefuhrt wurde, konnte den sinusoidalen
Perfusionsausfall signifikant (p<0.05) verringern (ZL-GSH): Hier betrug der Anteil der
nicht-perfundierten Sinusoide 8,3 + 1,0 % und lag damit nur noch geringfiigig Uber
dem Wert der nicht-ischamischen ZL-SH-Gruppe (s. Abb. 4.4.a).

Ahnliche Verhaltnisse konnten in verfetteten Lebern beobachtet werden (s. Abb.
4.4.b): Hier betrug der Anteil der nicht-perfundierten Sinusoide 3,9 + 1,2 % in der
scheinoperierten (ZF-SH), 26,3 + 1,9 % in der Kontroll- (ZF-KO) bzw. 7,5 £ 1,0 % in
der GSH-behandelten Gruppe (ZF-GSH). Das heift, dass GSH hinsichtlich des
Erhalts der sinusoidalen Perfusion auch in verfetteten Lebern aulierst protektiv war
(s. Abb. 4.4.b).

Dagegen zeigte der Vergleich der mikrovaskularen Perfusion in den Sinusoiden
keine signifikanten Unterschiede in normalen und verfetteten Lebern von Sham- und
Kontrolltieren (ZL-SH vs. ZF-SH bzw. ZL-KO vs. ZF-KO). Auch nach GSH-Therapie
waren die sinusoidalen Perfusionsraten unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber
(ZL-GSH vs. ZF-GSH).
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Abb. 4.4.a und b: Anteil der nicht-perfundierten Sinusoide in normalen (a) und

verfetteten (b) Lebern: Die durch Ischédmie / Reperfusion hervorgerufene Zunahme

der nicht-perfundierten Sinusoide (Kontrollgruppen;, KQO) konnte durch GSH-

Applikation (GSH-Gruppen) sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern

nahezu vollstdndig verhindert werden. MW £ SEM; n = je 6 (ZF-KO: n =7);

*p<0.001 vs. ZL-SH; #p<0.05 vs. ZL-KO; +p<0.001 vs. ZF-SH; §p<0.001 vs. ZF-KO.
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Betrachtet man die Lokalisation der Perfusionsausfalle innerhalb der einzelnen
Leberazini entsprechend ihrer zonalen Gliederung (s. Abb. 4.5), so liegt nach
Ischamie / Reperfusion sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern im
periportalen Bereich (pp) der groRte Perfusionsausfall vor (pp: Kontrolle-normal: 33,6
+ 2,5 %; Kontrolle-verfettet: 28,5 + 2,3 % nicht-perfundierte Sinusoide).

Gegenuber dem midzonalen Bereich (mz) ist dieser periportale Perfusionsausfall
nicht signifikant starker ausgepragt (mz: Kontrolle-normal: 30,0 + 2,7 % und
Kontrolle-verfettet: 27,8 + 2,5 %), jedoch gegeniber dem Perfusionsausfall im

perizentralen Bereich (pz) (pz: Kontrolle-normal: 24,3 + 1,7 % und Kontrolle-verfettet:

22,7 £ 1,3 %) sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern.

Im Vergleich zwischen steatotischen und normalen Lebern konnten keine
signifikanten Unterschiede bzgl. der Lokalisation der Perfusionsausfalle ermittelt
werden. Auch die Verbesserung der Perfusionsrate mittels intravendser GSH-Zufuhr
ergab keine Unterschiede bezuglich des Verteilungsmusters nicht-perfundierter
Sinusoide in verfetteten Lebern auf der einen und nicht-verfetteten Lebern auf der

anderen Seite.

Periportal Midzonal Perizentral
Sham- Normal 12,4 £1,3§ 6,8+1,6 33+23
Gruppe Verfettet 6,8+ 1,1 37+14 (VEXW.
Kontroll- Normal 33,6 £ 2,5% 30,0+ 2,7 24.3+1,7
Gruppe Verfettet 28,5 + 2,3# 27,8 +2,5 22,7+1,3
GSH- Normal 124+24 6,7+1,0 59+1,2
Gruppe Verfettet 10,2 £ 2,6 7,3+17 51+1,1

Abb. 4.5: Die Tabelle zeigt die nicht-perfundierten Sinusoide in Prozent aller
Sinusoide entsprechend der zonalen Gliederung des Leberazinus (periportal,
midzonal, perizentral) in normalen und verfetteten Lebern.

MW £ SEM; *p<0.05 vs. Kontrolle-normal (pz); #p<0.05 vs. Kontrolle-verfettet (pz);

§p<0.05 vs. Sham-normal (mz).
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4.2.1.2 Lobulédre Leukozyten-Adharenz

Wahrend der Reperfusionsphase normotherm ischamischer Lebern flhren
unterschiedlichste Mechanismen (s. 1.2) zur Rekrutierung und Adhasion von
Leukozyten, im Wesentlichen daher von polymorphkernigen, neutrophilen
Granulozyten (PMN). Diese tragen zur Ausbildung des IRS entscheidend bei. Mithilfe
des unter 3.3.2.1 beschriebenen Verfahrens wurde die Anzahl der permanent

adharenten Leukozyten (,sticker®) pro Leberlobulus bestimmt.

Normale Lebern wiesen ohne Ischamie / Reperfusion (ZL-SH) eine mittlere Anzahl

von 19,1 + 7,3 Leukozyten pro Lobulus auf (s. Abb. 4.6.a). Nach Ischamie /
Reperfusion (ZL-KO) kam es im Zuge der Leukozyten-Rekrutierung zu einem
signifikanten Anstieg der Leukozyten-Adharenz (p<0.001). Im Mittel wurden hier
1449 + 12,0 adharente Leukozyten pro Leberlobulus bestimmt. Diese Zunahme
konnte durch eine GSH-Behandlung (ZL-GSH) signifikant (p<0.05) um etwa 50 % auf

72,7 + 2,6 adharente Leukozyten pro Leberlobulus vermindert werden (s. Abb. 4.6.a).

In verfetteten Lebern wurden ohne Ischamie / Reperfusion 26,1 + 3,1 am

sinusoidalen Endothel adharente Leukozyten bestimmt. Eine 60minutige Ischamie
fuhrte wahrend der Reperfusionsphase (ZF-KO) zu einer vergleichbaren,
signifikanten (p<0.01) Steigerung der lobularen Leukozyten-Adharenz (162,3 + 8,1),
die durch die intravendse Applikation von GSH (ZF-GSH) signifikant (p<0.001)
reduziert werden konnte (69,7 + 10,2). Siehe hierzu auch Abb. 4.6.b.

Im direkten Vergleich zwischen steatotischen und normalen Lebern konnten sowohl
zwischen den korrespondierenden Sham-, als auch zwischen den Kontrollgruppen
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Auch der Vergleich zwischen
den GSH-behandelten Gruppen zeigte keine Veranderung des protektiven Potentials

von GSH in den moderat verfetteten Lebern.
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Abb. 4.6.a: Normale Leber
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Abb. 4.6.b: Verfettete Leber
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Abb. 4.6.a und b: Permanent adh&rente Leukozyten (,sticker”) pro Leberlobulus in
normalen (a) und verfetteten (b) Lebern: Ischémie / Reperfusion flihrte zu einer
signifikanten Steigerung der Leukozyten-Adhdrenz in normalen und verfetteten
Lebern, die durch i. v. Zufuhr von GSH drastisch reduziert werden konnte.

MW + SEM; n =je 6 (ZF-KO: n=7);

*p<0.001 vs. ZL-SH; #p<0.01 vs. ZL-KO; +p<0.01 vs. ZF-SH; §p<0.001 vs. ZF-KO.
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4.2.1.3 Leukozyten-Adhdrenz in postsinusoidalen Venolen (PSV)
4.2.1.3.1 Permanente Leukozyten-Adhérenz in PSV (,,Sticker*)

Zur Quantifizierung der Leukozyten-Adharenz in PSV — bezogen auf die endotheliale
Oberfliche (mm?) — wurde entsprechend des unter 3.3.2.1 beschriebenen
Verfahrens vorgegangen. Permanent adharente Leukozyten (,Sticker) waren dabei
als solche definiert, die Uber einen Beobachtungszeitraum von mindestens 20

Sekunden am Endothel der PSV adharent waren.

In PSV nicht-steatotischer Lebern konnten in scheinoperierten Tieren (ZL-SH) 66 +

14 Sticker / mm? Endotheloberflache bestimmt werden. Nach Ischamie / Reperfusion
erhohte sich diese Anzahl signifikant (p<0.001) auf 469 + 35 Sticker / mm? (ZL-KO).
Durch intravendse Zufuhr von GSH konnte das Ausmald permanent adharenter
Leukozyten drastisch (p<0.001) auf 181 + 26 Sticker / mm? gesenkt werden (ZL-
GSH). Siehe hierzu auch Abb. 4.7 .a.

In PSV steatotischer Lebern, die keiner Ischamie / Reperfusion unterzogen wurden

(ZF-SH), konnten 76 + 26 Sticker / mm? endothelialer Oberflache bestimmt werden.

Auch hier wurde die permanente Leukozyten-Adharenz nach Ischamie / Reperfusion
(ZF-KO) signifikant (p<0.05) auf 718 + 105 Sticker / mm? erhdht. Dieser Anstieg
konnte durch die bereits beschriebene GSH-Behandlung (ZF-GSH) ebenfalls
drastisch gesenkt werden (p<0.05), so dass nur noch 200 + 16 Sticker / mm?
Endotheloberflache bestimmt wurden (s. Abb. 4.7.b).

Dagegen zeigte der Vergleich der permanenten Leukozyten-Adharenz in PSV keine
signifikanten Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Lebern innerhalb der
Sham- (ZL-SH vs. ZF-SH) und Kontrollgruppen (ZL-KO vs. ZF-KO). Auch nach
intravendser GSH-Therapie stellte sich die permanente Leukozyten-Adharenz in PSV
unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber dar (ZL-GSH vs. ZF-GSH).
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Abb. 4.7.a: Normale Leber

900
800 -
700 ~
600 -

500 - T

400 -

Sticker / mm?

300 + #
200 ~

100 ~

: 1

T

ZL-SH ZL-KO ZL-GSH

Abb. 4.7.b: Verfettete Leber
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Abb. 4.7. a und b: Permanent adhérente Leukozyten (,Sticker”) / mm? endothelialer
Oberflache in PSV normaler (a) und verfetteter (b) Lebern: Nach Ischdmie /
Reperfusion erfolgte gegeniiber scheinoperierten Tieren ein signifikanter Anstieg von
Stickern pro mm? in normalen und verfetteten Lebern, der durch GSH-Applikation
drastisch reduziert werden konnte. MW + SEM; n = je 6;

*p<0.001 vs. ZL-SH; #p<0.001 vs. ZL-KO; +p<0.05 vs. ZF-SH; §p<0.05 vs. ZF-KO.
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4.2.1.3.2 Temporére Leukozyten-Adhérenz in PSV (,,Roller”)
Im Gegensatz zu permanent adharenten Leukozyten waren temporar adharente
Leukozyten weniger als 20 Sekunden am Endothel der PSV adharent und zeigten

wahrend des Beobachtungszeitraums ein ,Rollen” entlang der PSV-Wand.

In normalen Lebern konnten in der Sham-Gruppe (ZL-SH) 154 + 23 Roller / mm?

Endotheloberflache bestimmt werden. Ischamie / Reperfusion (ZL-KO) flhrte zu
einer drastischen (p<0.05) Erhéhung dieser temporaren Leukozyten-Adharenz (650 +
62 Roller / mm?). Durch eine Behandlung der normalen Lebern mit GSH (ZL-GSH)
konnte dieser Anstieg signifikant (p<0.001) auf 312 + 32 Roller / mm? endothelialer
Oberflache vermindert werden (s. Abb. 4.8.a).

In PSV verfetteter Lebern wurden ohne Ischamie / Reperfusion (ZF-SH) 236 + 38

Roller / mm? endothelialer Oberflache bestimmt. Eine 60minutige Ischamie fluhrte

wahrend der Reperfusion zu einem signifikanten (p<0.001) Anstieg auf 613 + 35
Roller / mm?. Dieser Anstieg der tempordren Leukozyten-Adhérenz konnte durch
eine GSH-Behandlung (ZF-GSH) wiederum drastisch (p<0.001) auf 363 + 40 Roller /
mm? Endotheloberfliche reduziert werden (s. Abb. 4.8.b).

Die Anzahl der Roller in PSV war dabei unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber:
Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen normalen und verfetteten
Lebern sowohl in Sham- (ZL-SH vs. ZF-SH) als auch in Kontrolltieren (ZL-KO vs. ZF-
KO) erhoben werden. Dartber hinaus zeigte auch der protektive Effekt einer GSH-
Behandlung keine drastischen Unterschiede zwischen nicht-verfetteten und

verfetteten Lebern.
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Abb. 4.8.a: Normale Leber
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Abb. 4.8.b: Verfettete Leber
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Abb. 4.8.a und b: Temporir adhdrente Leukozyten (,Roller”) / mm? endothelialer
Oberflache in PSV normaler (a) und verfetteter (b) Lebern: Ischdmie / Reperfusion
flihrte gegeniiber scheinoperierten Tieren zu einer signifikanten Steigerung von
Rollern pro mm? in normalen und verfetteten Lebern. Dieser Anstieg konnte durch
intravenése GSH-Zufuhr drastisch reduziert werden.

MW + SEM; n = je 6 (ZF-KO: n=7);

*p<0.05 vs. ZL-SH; #p<0.001 vs. ZL-KO; +p<0.001 vs. ZF-SH; §p<0.001 vs. ZF-KO.
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4.2.1.3.3 Bestimmung des Verhaltnisses von Stickern zu Rollern in PSV

Leukozyten-,Rolling“ ist das initiale Ereignis, bevor die Leukozyten am
Gefallendothel fest adharent werden und durch deren Akkumulation und Infiltration in
das Gewebe entscheidend zum hepatischen IRS beitragen (Jaeschke H, 1990a;
Menger MD, 1992; Marzi |, 1993; Suzuki H, 1994). Daher stellte sich die Frage,
inwieweit das Verhaltnis von Stickern zu Rollern durch Ischamie / Reperfusion bzw.

GSH-Behandlung moduliert wird.

Normale Lebern wiesen dabei ohne Ischamie / Reperfusion (Sham-lean) ein

Verhaltnis von 0,51 + 0,10 auf, d. h. dass die Anzahl der Roller ca. der doppelten
Anzahl an Stickern in scheinoperierten Tieren entsprach. Nach Ischamie /
Reperfusion (Kontrolle-lean) kam es zu einem signifikanten (p<0.05) Anstieg dieses
Quotienten auf 0,86 + 0,10. Ischamie / Reperfusion vermittelt Gber verschiedene
Mediatoren eine Aktivierung von Leukozyten sowie eine Expression von
Adhasionsmolekilen auf Leukozyten und Endothelzellen (Jaeschke H, 1993b;
Vollmar B, 1995). Die Folge ist eine Erhdhung der permanenten Leukozyten-
Adharenz (,sticking“) am sinusoidalen Endothel, die an der Zunahme des Quotienten
.oticker zu Roller® ersichtlich wird. Eine intravenése GSH-Applikation (GSH-lean)
konnte diesen Anstieg drastisch (p<0.05) reduzieren. Der Quotient ,Sticker zu Roller*
betrug in GSH-behandelten Tieren mit normalen Lebern nur noch 0,59 = 0,07 (s.
Abb. 4.9).

In verfetteten Lebern scheinoperierter Tiere (Sham-fat) wurde ein Sticker/Roller-

Quotient von 0,34 £ 0,07 ermittelt. Auch in diesen verfetteten Lebern flhrte die
Ischamie / Reperfusion (Kontrolle-fat) zu einem deutlichen (p<0.001) Anstieg dieses
Quotienten auf 1,65 + 0,23, der durch die GSH-Behandlung (GSH-fat) verhindert
werden konnte (p<0.05). Der Sticker/Roller-Quotient betrug in der GSH-fat-Gruppe
0,67 + 0,07 (s. Abb. 4.9).

Als entscheidendes Ergebnis muss dabei die signifikant (p<0.05) héhere Zunahme

des Sticker/Roller-Quotienten nach | / R in verfetteten Lebern gegenuber normalen
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Lebern festgehalten werden (Kontrolle-lean vs. Kontrolle-fat). Wahrend Kontrolltiere
mit normalen Lebern anteilsmaRig noch mehr Roller als Sticker aufwiesen (Kontrolle-
lean: 0,86 £ 0,10), Uberwogen in der Kontrollgruppe mit verfetteten Lebern eindeutig

die permanent adharenten Leukozyten (Kontrolle-fat: 1,65 + 0.23).

Abb. 4.9: Normale (lean) und verfettete (fat) Lebern
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Abb. 4.9: Verhéltnis zwischen Stickern und Rollern in normalen (lean) und
verfetteten (fat) Lebern: Isch&dmie / Reperfusion fiihrte in normalen Lebern (Kontrolle-
lean) sowie in verfetteten Lebern (Kontrolle-fat) zu einem signifikanten Anstieg des
Quotienten ,Sticker / Roller gegentiber scheinoperierten Tieren (Sham-lean und —
fat). Dieser Anstieg fiel in verfetteten Lebern gegeniiber normalen Lebern deutlich
héher aus. Durch eine GSH-Behandlung konnte der Quotient sowohl in normalen
Lebern (GSH-lean) als auch in verfetteten Lebern (GSH-fat) drastisch gesenkt
werden.

MW + SEM; n = je 6; *p<0.05 vs. Sham-lean; +p<0.001 vs. Sham-fat; $p<0.05 vs.
Kontrolle-lean; #p<0.05 vs. Kontrolle-lean; §p<0.05 vs. Kontrolle-fat.



-53-

Ergebnisse

4.2.1.4 Einfluss von | / R und GSH auf die Sinusoidweite
Zur Quantifizierung moglicher Unterschiede der Sinusoidweiten zwischen verfetteten
und normalen Lebern sowie unter GSH-Applikation wurde entsprechend dem unter

3.3.2.2 beschriebenen Verfahren vorgegangen.

Ohne Ischamie / Reperfusion (ZL-SH) wiesen nicht-steatotische, normale Lebern

eine mittlere Sinusoidweite von 8,75 + 0,20 um im midzonalen Bereich der Leberazini
auf. Ischamie / Reperfusion flhrte zu einer signifikanten (p<0.001) Reduktion des
sinusoidalen Durchmessers, so dass in der ZL-KO-Gruppe eine mittlere, midzonale
Sinusoidweite von 6,17 + 0,09 uym gemessen wurde. Die intravendose GSH-
Behandlung (ZL-GSH) fuhrte dagegen erneut zu einer drastischen (p<0.001)
Erweiterung und damit vollstandigen Erholung der midzonalen Sinusoidweite (9,32 +
0,23 uym) (s. Abb. 4.10.a).

Unter den Bedingungen einer Scheinoperation (ZF-SH) konnte in steatotischen
Lebern eine mittlere, midzonale Sinusoidweite von 9,50 + 0,37 um festgestellt
werden. Diese nahm nach Ischamie / Reperfusion (ZF-KO) ebenfalls signifikant
(p<0.001) auf 6,68 + 0,22 ym ab und wurde durch die GSH-Behandlung (ZF-GSH)
wiederum drastisch (p<0.001) verbessert. In der ZF-GSH-Gruppe betrug die mittlere,
midzonale Sinusoidweite dann 9,68 + 0,39 um (s. Abb. 4.10.b).

Im direkten Vergleich zwischen den korrespondierenden Sham, Kontroll- und GSH-
Gruppen in normalen (ZL) und verfetteten Lebern (ZF) konnten allerdings keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Der sinusoidale Durchmesser zeigte
sich daher sowohl in scheinoperierten Tieren als auch nach I/R bzw. unter GSH-

Behandlung unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber.
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Abb. 4.10.a: Normale Leber
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Abb. 4.10.b: Verfettete Leber
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Abb. 4.10.a und b: Mittlere, midzonale Sinusoidweite (um) in normalen (a) und
verfetteten (b) Lebern: Gegeniiber den scheinoperierten Tieren (SH) kam es nach
Ischédmie / Reperfusion (KO) zu einer signifikanten Reduktion der mittleren
Sinusoidweite. Nach GSH-Behandlung (GSH) konnte wiederum ein drastischer
Anstieg gegentiber den Kontrollgruppen festgestellt werden.

MW + SEM; n = je 6 (ZL-KO: n = 7; ZF-KO: n = 8);

*p<0.001 vs. ZL-SH; #p<0.001 vs. ZL-KO; +p<0.001 vs. ZF-SH; §p<0.001 vs. ZF-KO.
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4.2.1.5 Postischamische Phagozytose-Aktivitat der Kupffer-Zellen (KC)

KC spielen bei der Genese vor allem friiher Reperfusionsschaden eine wichtige Rolle
(s. 1.2). Andererseits ist eine intakte, physiologische KC-Funktion in der frihen
postischamischen Phase wichtig, da zu diesem Zeitpunkt z. B. wahrend der Ischamie
angefallene Endotoxine effektiv eliminiert werden mussen (Bouwens L, 1992). Um
nun die Funktion von KC zu bestimmen, wurde — wie unter 3.3.2.3 beschrieben —
deren Phagozytose-Aktivitat gemessen. Je mehr frei bewegliche bzw. je weniger an
Sinusoiden adharente Latexpartikel beobachtet werden konnten, desto weniger KC

waren phagozytotisch aktiv (Praaning — Van Dalen DP, 1982; Dan C, 1985).

In normalen Lebern wurden nach einer Scheinoperation (ZL-SH) 20,9 + 2,1 % nicht-

adharente Latexpartikel (NALP) funf Minuten nach deren Injektion bestimmt.
Ischamie / Reperfusion (ZL-KO) fuhrte zu einer nicht-signifikanten Abnahme dieses
Anteils an NALP (14,7 = 3,6 %). Durch die intravenose GSH-Applikation (ZL-GSH)
konnte die Anzahl von NALP gegenuber der Kontrollgruppe wiederum nicht-
signifikant gesteigert werden (24,48 + 3,92 %). Siehe hierzu auch Abb. 4.11.a.

Verfettete Lebern wiesen ohne Ischamie / Reperfusion (ZF-SH) einen mittleren Anteil
an nicht-adharenten Latexpartikeln (NALP) von 29,2 + 54 % auf. In Lebern der

Kontrollgruppe (ZF-KO) wurden nach Ischamie / Reperfusion 11,5 + 1,1 % NALP
festgestellt. Hier handelte es sich um eine gegenuber ZF-SH signifikante (p<0.05)
Abnahme des Anteils an NALP, d. h. dass drastisch weniger Latexpartikel frei
beweglich und statt dessen an KC adharent bzw. von diesen phagozytiert worden
waren. Durch die GSH-Behandlung (ZF-GSH) konnte der Anteil an NALP gegenuber
der Kontrollgruppe wiederum etwas (nicht-signifikant) gesteigert werden (19,66 +
4,27 % NALP 5 Minuten nach Injektion). Siehe hierzu auch Abb. 4.11.b.

Der Vergleich des Anteils an NALP zeigte dabei keine signifikanten Unterschiede in
normalen und verfetteten Lebern von Sham- und Kontrolltieren (ZL-SH vs. ZF-SH;
ZL-KO vs. ZF-KO). Auch nach GSH-Therapie war der Anteil an NALP unabhangig
vom Verfettungsgrad der Leber (ZL-GSH vs. ZF-GSH).
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Abb. 4.11.a: Normale Leber
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Abb. 4.11.b: Verfettete Leber
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Abb. 4.11.a und b: Anteil nicht-adhéarenter Latexpartikel (NALP) in Prozent 5
Minuten nach Injektion in normalen (a) und verfetteten (b) Lebern: Ischdmie /
Reperfusion flihrte nur in verfetteten Lebern zu einer signifikanten Abnahme des
Anteils NALP gegeniiber scheinoperierten Tieren. Die GSH-Behandlung flihrte
sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern nur zu einer geringen, jedoch
nicht-signifikanten Steigerung des Anteils an NALP gegenliiber der Kontrollgruppe.
MW £ SEM; n = je 6; +p<0.05 vs. ZF-SH.
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4.3EINFLUSS VON GSH AUF PARENCHYMALE UND NICHT-PARENCHYMALE
SCHADEN NORMALER UND VERFETTETER LEBERN

Zur Abschatzung der postischamischen, hepatozellularen Integritat wurde die
leberspezifische ALT-Aktivitat bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Anfertigung
elektronenmikroskopischer Aufnahmen, um morphologische Unterschiede zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen zu eruieren. Auf die morphologischen
Untersuchungen sowie auf die Bestimmung der ALT-Serumspiegel in den Sham- und
Kontrollgruppen wurde bereits bei der Charakterisierung des Fettlebermodells (s. 4.1)
eingegangen. Daher sollen an dieser Stelle nur die Effekte der GSH-Behandlung auf

die ALT-Spiegel sowie auf morphologische Veranderungen behandelt werden.

4.3.1 Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALT)

Entsprechend dem unter 3.3.3.1 beschriebenen Verfahren wurde nach 60 Minuten
Ischamie und einer anschlieBenden 120minutigen Reperfusionsphase die Aktivitat
der ALT (GPT) im Serum bestimmt. Die ALT stellt ein leberspezifisches Enzym dar
und korreliert gut mit dem Ausmal} des frihen, hepatozellularen Schadens (Clary JJ,
1973).

In diesem Zusammenhang war es moglich, den signifikanten Anstieg der ALT-

Aktivitat nach Ischamie / Reperfusion (Kontrolle-lean) in normalen Lebern durch die

intravendse GSH-Zufuhr (GSH-lean) signifikant (p<0.01) zu senken. Dies bestatigte
die Ergebnisse fruherer Untersuchungen aus der eigenen Forschungsgruppe
(Schauer RJ, 2000a). Betrug die mittlere, plasmatische ALT-Aktivitdt in der
Kontrollgruppe (Kontrolle-lean) noch 210 + 51 U / I, so erreichte die Gruppe unter
GSH-Behandlung eine mittlere ALT-Konzentration von 73 +7 U /I (s. Abb. 4.12).

In der Versuchsgruppe mit verfetteten Lebern waren nach Ischamie / Reperfusion

(Kontrolle-fat) Leberzellschaden verstarkt nachzuweisen (826 + 240 U /1) (p<0.05 vs.

Kontrolle-lean). Durch kontinuierlich intravends zugefuhrtes GSH (GSH-fat) war auch
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in diesen verfetteten Lebern eine signifikante Protektion mdglich, da hierdurch die
ALT-Aktivitat auf 190 £ 61 U /| reduziert werden konnte (p<0.05 vs. Kontrolle-fat).
Siehe hierzu auch Abb. 4.12.

Abb. 4.12: Normale und verfettete Lebern
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Abb. 4.12: Plasmatische ALT-Aktivitdten in Tieren mit normalen (lean) und
verfetteten (fat) Lebern: Ischdmie / Reperfusion fiihrte in normalen Lebern (Kontrolle-
lean) sowie in verfetteten Lebern (Kontrolle-fat) zu einer signifikanten Zunahme der
ALT-Aktivitdten gegeniiber den scheinoperierten Tieren (Sham-lean und —fat). Diese
Zunahme war in verfetteten Lebern signifikant hbher als in normalen Lebern. Durch
die GSH-Behandlung konnten die ALT-Aktivitdten sowohl in normalen als auch in
steatotischen Lebern (GSH-lean und —fat) wiederum drastisch gesenkt werden.

MW £+ SEM; n = je 6;

*0<0.05 vs. Sham-lean; #p<0.01 vs. Kontrolle-lean; +p<0.01 vs. Sham-fat; $p<0.05

vs. Kontrolle-lean; §p<0.05 vs. Kontrolle-fat.
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4.3.2 Ergebnisse der Elektronenmikroskopie

Zur Abschatzung des postischamischen, hepatozellularen Schadens wurden neben
der Bestimmung der ALT-Serumspiegel morphologische Untersuchungen mittels
Elektronenmikroskopie (s. 3.3.3.2) durchgefuhrt. Auf lichtmikroskopische Aufnahmen
wurde verzichtet, da nach einer Reperfusionszeit von 120 Minuten nicht mit der
Entstehung von Nekrosen und daher auch nicht mit lichtmikroskopisch bestimmbaren
Unterschieden zwischen normalen und verfetteten Lebern zu rechnen war (s. auch
4.1.2).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen normaler Lebern nach Ischamie / Reperfusion

(ZL-KO) zeigten die bereits beschriebene (s. 4.1.3) Vakuolenbildung sowie eine
Zunahme der Peroxisomenzahl (s. Abb. 4.13.a). Dagegen wiesen GSH-behandelte
Tiere (ZL-GSH) diese Veranderungen nicht auf und zeigten daher eine ungestorte
Leberzellarchitektur (s. Abb. 4.13.b).

Ischamie / Reperfusion manifestierte sich in den verfetteten Lebern (ZF-KO) — wie
bereits beschrieben (s. 4.1.3) — nicht mit einer Vakuolisierung der Hepatozyten,
sondern mit einer Schwellung des sinusoidalen Endothels (s. Abb. 4.13.c). Dartber
hinaus war wie in normalen Kontrolltieren eine Zunahme der Peroxisomenzahl zu
beobachten. Verfettete Lebern GSH-behandelter Tiere (ZF-GSH) zeigten dagegen
ein normales, nicht-geschwollenes Endothel sowie eine ebenfalls ungestorte
Leberzellarchitektur (s. Abb. 4.13.d).

GSH scheint also sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern protektive
Effekte hinsichtlich der Lebermorphologie nach | / R zu haben. In normalen Lebern
konnte GSH die hepatozelluldare Vakuolenbildung, in verfetteten Lebern die

Schwellung des sinusoidalen Endothels verhindern.
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Abb. 4.13.a:

Abb. 4.13.b:

Abb. 4.13.a und b: Elektronenmikroskopische Aufnahmen normaler Lebern von

Kontroll- (a) sowie GSH-behandelten Tieren (b): Zu sehen sind eine deutliche
Vakuolisierung (roter Pfeil) sowie eine Zunahme der Peroxisomenzahl (weilBer Pfeil)
nach Ischdmie / Reperfusion (a). Diese morphologischen Verdnderungen konnten in
normalen Lebern nach GSH-Behandlung nicht beobachtet werden (b).

H = Hepatozyt; EZ = Endothelzelle; S = Sinusoid.
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Abb. 4.13.c:

Abb. 4.13.d:

Abb. 4.13.c und d: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verfetteter Lebern von

Kontroll- (c) sowie GSH-behandelten Tieren (d): Zu sehen sind eine deutliche
Endothelzellschwellung (roter Pfeil) sowie eine Zunahme der Peroxisomenzahl
(weilBer Pfeil) nach I/R (c), nicht jedoch in GSH-behandelten Tieren (d). Zu erkennen
ist dartiber hinaus die mikrovesikuldre Verfettung der Hepatozyten in beiden
Aufnahmen (schwarzer Pfeil). H = Hepatozyt; EZ = Endothelzelle; S = Sinusoid.
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4 4EINFLUSS VON GSH AUF DIE LEBERFUNKTION: DER GALLEFLUSS

Der Gallefluss gilt als wichtiges Mal} fir die Exkretionsfunktion der Hepatozyten und
darUber hinaus als wertvoller Parameter fur das Ausmal® des ischamischen
Schadens (Bowers BA, 1987). Zu dessen Beurteilung erfolgte vor und wahrend der
warmen Ischamie sowie wahrend der Reperfusionsphase die Bestimmung der
Gallenmenge aus dem Ductus choledochus. Das fraktionierte Gallegewicht wurde
dann auf den Referenzwert (erste Gallemessung vor der Ischamie) bezogen und die

Abweichungen in Prozent angegeben (s. Abb. 4.14 und 4.15).

In normalen Lebern kam es wahrend der Ischamie sowohl in den Kontroll- (ZL-KO)

als auch in den mit GSH behandelten Tieren (ZL-GSH) zu einem drastischen Abfall
des Galleflusses gegenuber den scheinoperierten Tieren (ZL-SH). In diesen beiden
Gruppen (ZL-KO und ZL-GSH) wurden wahrend der Ischamie nur noch
Galleflussraten von ca. 60 — 65 % gegenuber dem Ausgangswert gemessen.
Dagegen zeigten die Ergebnisse der Reperfusionsphase eine signifikant schnellere
Erholung der Leberfunktion in GSH-behandelten Tieren gegenuber den Kontrolltieren
(vor allem wahrend der letzten 60 Minuten der Reperfusionsphase). Siehe hierzu
auch Abb. 4.14.

Verfettete Lebern wiesen wahrend der Ischamie sowohl in den Kontroll- (ZF-KO) als
auch in den mit GSH-behandelten Tieren (ZF-GSH) eine ebenfalls deutlich

eingeschrankte Leberfunktion gegenlber scheinoperierten Tieren (ZF-SH) auf. Die

Galleflussraten fielen in diesen beiden Gruppen (ZF-KO und ZF-GSH) wahrend der
Ischamiephase auf ca. 55 — 58 % des Ausgangswertes (,Nullwert”) ab. In der
Reperfusionsphase konnte durch die GSH-Applikation (ZF-GSH) keine Zunahme des
Galleflusses gegentber der Kontrollgruppe (ZF-KO) erreicht werden (s. Abb. 4.15).
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Abb. 4.14: Normale Leber
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Abb. 4.14: Dynamischer Verlauf des Galleflusses in Tieren mit normalen Lebern:
Wéhrend der Ischdmiephase kam es sowohl in den Kontroll- (ZL-KO) als auch in den
GSH-behandelten Tieren (ZL-GSH) zu einer signifikanten Abnahme des Galleflusses
gegentiber den scheinoperierten Tieren (ZL-SH). In der Reperfusionsphase konnte
die GSH-Therapie die Galleflussraten deutlich gegeniiber der Kontrollgruppe
steigern.

MW £ SEM; ZL-SH: n = 6, ZL-KO: n = 8, ZL-GSH: n =6;

*p<0.001 vs. ZL-SH; #p<0.05 vs. ZL-KO.



-64 -

Ergebnisse

Abb. 4.15: Verfettete Leber
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Abb. 4.15: Dynamischer Verlauf des Galleflusses in Tieren mit verfetteten Lebern:

Wéhrend der Ischdmiephase kam es sowohl in den Kontroll- (ZF-KO) als auch in den
GSH-behandelten Tieren (ZF-GSH) zu einer signifikanten Abnahme des Galleflusses
gegentiber den scheinoperierten Tieren (ZF-SH). In der Reperfusionsphase konnte

die GSH-Therapie die Galleflussraten gegeniiber der Kontrollgruppe nicht steigern.

MW + SEM; ZF-SH: n = 6, ZF-KO: n = 10, ZF-GSH: n = 7;
+p<0.001 vs. ZF-SH; §p<0.05 vs. ZF-SH.
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Um die Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Lebern hinsichtlich des
Galleflusses noch einmal zu verdeutlichen, wurde in der folgenden Abbildung (Abb.
4.16) der mittlere Gallefluss wahrend der 120mindtigen Reperfusionsphase
dargestellt. Dieser mittlere Gallefluss wurde auf das jeweilige Leberfeuchtgewicht

bezogen und in pyl / min / g angegeben.

Ischamie / Reperfusion fuhrte sowohl in normalen als auch in verfetteten Lebern
(Kontrolle-lean und -fat) zu einer signifikanten Abnahme des mittleren Galleflusses
wahrend der Reperfusion gegenuber scheinoperierten Tieren (Sham-lean und -fat):
In scheinoperierten Tieren lag der mittlere Gallefluss bei 1,18 £ 0,29 pl / min / g in
normalen Lebern und bei 0,85 + 0,17 pl / min / g in verfetteten Lebern. Ischamie /
Reperfusion reduzierte den Gallefluss drastisch auf 0,89 + 0,12 pyl / min / g in

normalen Lebern und auf 0,63 + 0,08 pl / min / g in verfetteten Lebern.

Deutlich Unterschiede zwischen normalen und steatotischen Lebern zeigten sich
hinsichtlich des protektiven Effekts von GSH auf den mittleren Gallefluss wahrend
der 120minutigen Reperfusionsphase: Wahrend die GSH-Behandlung in normalen
Lebern (GSH-lean) zu einer signifikanten Verbesserung des Galleflusses und damit
zu einer Erholung der exkretorischen Leberfunktion gegenliber den Kontrolltieren
(Kontrolle-lean) fuihrte, bewirkte die GSH-Behandlung in verfetteten Lebern (GSH-fat)
keine Steigerung des mittleren Galleflusses (s. Abb. 4.16). Dieser betrug unter GSH-

Behandlung 1,11 £ 0,08 pl / min / g in Tieren mit normalen Lebern (GSH-lean) und
0,57 £ 0,10 pyl / min / g in Tieren mit verfetteten Lebern (GSH-fat) wahrend der

120mindtigen Reperfusionsphase.

Darlber hinaus scheint der Gallefluss grundsatzlich vom Verfettungsgrad der Leber
abzuhangen: In den korrespondierenden Sham-, Kontroll- und GSH-Gruppen
ergaben sich jeweils signifikante Unterschiede zwischen normalen (lean) und

verfetteten Lebern (fat).
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Abb. 4.16: Mittlerer Gallefluss wahrend der Reperfusion
1,75

1,50 A
125 ] "
1,00 A $ %

0,75 A

Gallefluss (ul/min/g)
w +
&

0,50 -

0,25 ~

0,00 T T T T T T
lean fat lean fat lean fat

| | | | | |
| Sham | | Kontrole ! | @sH |

Abb. 4.16: Mittlerer Gallefluss wéhrend der 120miniitigen Reperfusionsphase in
normalen (lean) und verfetteten (fat) Lebern: Ischamie / Reperfusion flihrte sowohl in
normalen Lebern (Kontrolle-lean) als auch in steatotischen Lebern (Kontrolle-fat) zu
einer drastischen Abnahme des mittleren Galleflusses gegenliber den
scheinoperierten Tieren (Sham-lean und —fat). Die GSH-Therapie war dabei nur in
normalen Lebern (GSH-lean) wirksam. In verfetteten Lebern (GSH-fat) bewirkte die
GSH-Behandlung keine Steigerung des mittleren Galleflusses wéhrend der
Reperfusionsphase. Signifikante Unterschiede zwischen normalen und verfetteten
Lebern in den Sham-, Kontroll- und GSH-Gruppen kénnten auf eine vom
Verfettungsgrad abhéngige Exkretionsfunktion der Leber hinweisen.

MW + SEM; ZL-SH: n = 6, ZF-SH: n = 6, ZL-KO: n = 8, ZF-KO: n = 10; ZL-GSH: n =
6, ZF-GSH: n=7;

*0<0.05 vs. Sham-lean; #p<0.05 vs. Kontrolle-lean; +p<0.05 vs. Sham-fat; $p<0.05
vs. Sham-lean; §p<0.001 vs. Kontrolle-lean; &p<0.001 vs. GSH-lean.
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4.5 ANTIOXIDATIVER STRESS NACH ISCHAMIE / REPERFUSION:
EINFLUSS DER INTRAVENOSEN GSH-THERAPIE

Zu Beginn diese Arbeit lagen keine Informationen vor, ob maoglicherweise eine
gesteigerte ROS-Bildung in verfetteten Lebern zu deren erhdhter Vulnerabilitat
gegenuber Ischamie / Reperfusion beitragt. Daher sollte zum Einen untersucht
werden, inwieweit eine Steatose der Leber zu einer Veranderung der Radikalbildung
in den Sinusoiden fiihrt, und zum Anderen, ob durch die intraventése GSH-Zufuhr IRS
durch Entgiftung von extrazellularen ROS reduziert werden kdnnen. Hierfur erfolgte
die kontinuierliche, intravenése Zufuhr von GSH (100 ymol / h / kg KG) fur einen
Zeitraum von 20 Minuten vor der Reperfusion bis zum Versuchsende, d. h. bis 120

Minuten nach Beginn der Reperfusion.

Die verwendete Konzentration fuhrte wahrend der Reperfusionsphase sowohl in
normalen (ZL-GSH) als auch in steatotischen Lebern (ZF-GSH) zu einem drastischen
Anstieg der plasmatischen GSH-Konzentrationen gegentber den Kontrollgruppen
(ZL-KO; ZF-KO). Dabei wurden in verfetteten Lebern deutlich hohere GSH-

Konzentrationen erreicht als in Tieren mit normalen Lebern (ZL-GSH vs. ZF-GSH).

Die extrazellulare GSH-Freisetzung ohne exogene GSH-Zufuhr war dagegen
unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber (ZL-KO vs. ZF-KO). Siehe hierzu Abb.
4.17.

Um nun das Ausmall der extrazellularen Radikalfreisetzung wahrend der
Reperfusionsphase zu quantifizieren, wurde das Oxidationsprodukt von Glutathion
(GSSG) im Plasma bestimmt. Auch hier kam es in den GSH-behandelten Tieren
sowohl mit normalen (ZL-GSH) als auch mit verfetteten Lebern (ZF-GSH) zu einem

deutlichen Anstieg der plasmatischen GSSG-Konzentrationen gegenlber den

entsprechenden Kontrollgruppen (ZL-KO; ZF-KO). Diese Zunahme ist vereinbar mit
einer ausgepragten ROS-Detoxifikation nach Wiedereinsetzen der hepatischen
Reperfusion durch das zugeflihrte GSH. Der Verlauf der GSSG-Konzentrationen
wahrend der Reperfusionsphase zeigte dabei in GSH-behandelten Tieren mit
verfetteten Lebern einen wesentlich drastischeren Anstieg als in Tieren mit normalen

Lebern (ZF-GSH vs. ZL-GSH). Dies konnte auf eine verstarkte, extrazellulare
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Freisetzung von ROS nach Ischamie / Reperfusion in verfetteten Lebern hinweisen.
Siehe hierzu Abb. 4.18.

Abb. 4.17: GSH-Konzentration im Plasma
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Abb. 4.17: Dynamischer Verlauf der plasmatischen GSH-Konzentrationen in
normalen (ZL) und verfetteten (ZF) Lebern: Die intravenése Zufuhr von 100 umol / h /
kg an GSH flihrte sowohl in normalen Lebern (ZL-GSH) als auch in verfetteten
Lebern (ZF-GSH) zu einem drastischen Anstieg der plasmatischen GSH-
Konzentrationen gegentiiber den entsprechenden Kontrollgruppen (ZL-KO; ZF-KO).
In steatotischen Lebern konnten dadurch wesentlich héhere GSH-Konzentrationen
erreicht werden als in normalen Lebern (ZF-GSH vs. ZL-GSH). Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen (ZL-KO; ZF-KO) konnten nicht
beobachtet werden.

MW + SEM; ZL-KO: n=7, ZF-KO: n=9, ZL-GSH: n =6, ZF-GSH: n=7;

*p<0.01 vs. ZF-KO; %p<0.001 vs. ZF-KO; +p<0.01 vs. ZL-KO; §p<0.001 vs. ZL-KO;
#p<0.05 vs. ZL-GSH; $p<0.001 vs. ZL-GSH.
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Abb. 4.18: GSSG-Konzentration im Plasma
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Abb. 4.18: Dynamischer Verlauf der plasmatischen GSSG-Konzentrationen in
normalen (ZL) und verfetteten (ZF) Lebern: Die GSH-Behandlung fihrte sowohl in
Tieren mit normalen Lebern (ZL-GSH) als auch in Tieren mit verfetteten Lebern (ZF-
GSH) zu einer drastischen Erhéhung der plasmatischen GSSG-Konzentrationen
gegentiiber den entsprechenden Kontrolltieren (ZL-KO; ZF-KQO). Die Zunahme der
plasmatischen GSSG-Konzentrationen war dabei in verfetteten Lebern wesentlich
stérker ausgeprédgt als in Tieren mit normalen Lebern (ZF-GSH vs. ZL-GSH).
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen (ZL-KO; ZF-KO)
konnten nicht beobachtet werden.

MW £ SEM; ZL-KO: n=7, ZF-KO: n=9, ZL-GSH: n =6, ZF-GSH: n =7;

*p<0.01 vs. ZF-KO; %p<0.001 vs. ZF-KO; +p<0.05 vs. ZL-KO; #p<0.01 vs. ZL-GSH;
§p<0.05 vs. ZL-GSH.
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4.6 DER INTRAZELLULARE GESAMT-GLUTATHION-GEHALT

Entsprechend dem unter 3.3.6 beschriebenen Verfahren wurde der intrazellulare
Gehalt des Antioxidans Glutathion (GSH) bestimmt. Die Messungen erfolgten dabei
sowohl am linken, postischamischen Leberlappen (LL), aber auch an den rechten
Lebersegmenten (LR), die keiner Ischamie / Reperfusion unterzogen wurden.
Dadurch sollte Uberprift werden, ob es wahrend der Reperfusion des ischamischen
Leberlappens (LL) zu einem relevanten Abfall des intrazellularen GSH-Gehaltes

kommit.

In normalen Lebern fuhrte die Ischamie / Reperfusion (Kontrollgruppen) zu einer

signifikanten  Abnahme des intrazellularen  GSH-Gehaltes im  linken,
postischamischen Leberlappen (LL) gegenuber den rechten Lebersegmenten (LR),
die keiner Ischamie / Reperfusion unterzogen worden waren. Durch die GSH-
Behandlung (GSH-Gruppen) konnte diese Abnahme des intrazellularen GSH-
Gehaltes im linken Leberlappen verhindert werden; die nicht-ischamischen rechten
Lebersegmente erfuhren durch die GSH-Therapie keine weitere Erhohung des
intrazellularen GSH-Gehaltes. Hepatozyten normaler Lebern scheinen also unter
pathologischen Bedingungen (I / R) intrazellular vorhandenes GSH zu verlieren bzw.
ihre intrazellularen ,GSH-Speicher” durch exogen zugefuhrtes GSH wiederaufflllen
zu koénnen. Siehe hierzu Abb. 4.19.

Ischamie / Reperfusion (Kontrollgruppen) hatte in verfetteten Lebern keinen Einfluss

auf den intrazellularen GSH-Gehalt — weder im postischamischen, linken
Leberlappen (LL) noch in den nicht-ischamischen, rechten Lebersegmenten (LR).
Auch nach GSH-Therapie (GSH-Gruppen) zeigten sich keine Veranderungen des
intrazellularen GSH-Gehaltes. Hepatozyten verfetteter Lebern scheinen somit unter
pathologischen Veranderungen kein exogen zugefihrtes GSH aufzunehmen. Siehe
hierzu Abb. 4.20.
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Abb. 4.19: Normale Leber
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Abb. 4.20: Verfettete Leber
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Abb. 4.19 und 4.20: Intrazellulérer Gesamt-GSH-Gehalt in normalen Lebern (oben)

und verfetteten Lebern (unten) (n = je 8): In normalen Lebern flihrte | / R (Kontrolle)

zu einer Abnahme des intrazell.

GSH-Gehaltes im postischdmischen, linken

Leberlappen (LL) gegentiber den nicht-ischdmischen, rechten Lebersegmenten (LR).
Die GSH-Therapie (GSH) verhinderte diese Abnahme des intrazell. GSH-Gehaltes
im linken Leberlappen. | / R sowie die GSH-Behandlung fiihrte in verfetteten Lebern

zu keiner Verdnderung des intrazelluldren Gesamt-GSH-Gehalltes.
MW + SEM; n = je 6 (ZL-KO: n = 8; ZF-KO: n = 8);
*p<0.01 vs. Kontrolle-LR (normale Leber); #p<0.05 vs. GSH-LL (normale Leber).
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V. DISKUSSION

Verfettete Lebern stellen in den Landern der ,westlichen Welt* ein haufiges Problem
dar. Die Angaben hinsichtlich der Inzidenzen schwanken zwischen 6 und 11 % und
beziehen sich auf Autopsien nach Unfall mit Todesfolge (Hilden M, 1977; Underwood
G, 1984), wahrend die Pravalenzen hepatischer Steatose im Krankengut der
Leberchirurgie sogar mit 20 bis 26 % angegeben werden (Hornboll P, 1982;
D’Alessandro A, 1991; Miki C, 1998). Dieses haufigere Vorkommen von verfetteten
Lebern im chirurgischen Patientengut kénnte durch Selektionseffekte bedingt sein
(Selzner M, 2001).

Bereits 1969 berichteten Bengmark et al. zum ersten Mal, dass verfettete Lebern mit
einer deutlich erhohten Komplikationsrate nach Leberteilresektion assoziiert sind
(Bengmark S, 1969). Behrns et al. konnten diese Beobachtung in einer Studie mit
135 Patienten bestatigen und zeigen, dass 14 % der Patienten mit moderater
hepatischer Steatose ein Leberversagen nach Leberteilresektion entwickelten,
wahrend diese Komplikation lediglich in 4 % der Patienten mit unauffalliger
Leberhistologie eintrat (Behrns KE, 1998). Belghiti et al. eruierten eine drastische
Zunahme der postoperativen Morbiditat nach Leberteilresektion in Patienten mit
steatotischen Lebern (22 %) gegenlber Patienten mit normalen Lebern (8 %) in einer
Studie mit 478 elektiv durchgeflhrten Leberteilresektionen (Belghiti J, 2000).

Die Haufigkeit von verfetteten Lebern sowie deren erhohte Komplikationsrate nach
Leberteilresektion zeigen die Notwendigkeit von kliniknahen Experimenten mit
vorgeschadigten Lebern. Ziel dieser experimentellen Arbeit war es daher,
steatotische Lebern mit normalen Lebern unter den Bedingungen von Ischamie /
Reperfusion zu vergleichen und geeignete Therapieansatze zur Reduzierung von

Ischamie- / Reperfusionsschaden in verfetteten Lebern zu prufen.
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5.1MODELLE DER FETTLEBERINDUKTION

Zur Induktion einer steatotischen Leber in Versuchstieren existieren unterschiedliche
Ansatze und basieren entweder auf genetischen Modifizierungen oder auf
Veranderungen in der Nahrungszusammensetzung. Fett akkumuliert dabei in den
Hepatozyten, sobald die Aufnahme oder die Synthese von Fettsauren deren Abbau
oder Ausfuhr Ubersteigt (Koteish A, 2001).

Eine gesteigerte hepatozelluldre Lipogenese kann durch unterschiedliche genetische

Modelle hervorgerufen werden:

In sog. ,PEPCK-NSREBP-1a“-Méausen kommt es zu einer gesteigerten Expression
des Transkriptionsfaktors (TF) NSREBP-1a, der die Transkription einer Vielzahl von
Genen aktiviert, die an der Biosynthese von Fettsauren und Cholesterin beteiligt sind.
Dazu zahlen beispielsweise Gene, die fur die Enzyme HMG-CoA-Reduktase bzw. —
Synthase oder fur das Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase kodieren. Transgene Mause
mit einer hepatozellular spezifischen Uberexpression dieses TF entwickeln
fettinfiltrierte Lebern (Shimano H, 1996) mit einer begleitenden Erhohung der
plasmatischen ALT-Konzentration um 60 %, jedoch ohne histologische Anzeichen
einer Entzindungsreaktion oder Nekrose (Koteish A, 2001).

In sog. LAP2-NSREBP-1c“-Mé&usen resultiert die  Akkumulation des
Transkriptionsfaktors (TF) SREBP-1c in den Nuclei von Adipozyten des braunen und
weillen Fettgewebes in einer fehlenden Differenzierung dieser Adipozyten
(Shimomura I, 1998). Die Folge ist eine massive Reduktion des weil3en Fettgewebes

sowie des Hormons Leptin, das vorwiegend in diesem Gewebe synthetisiert wird.

Leptin stellt ein Sattigungshormon dar, das den Trieb zur Nahrungsaufnahme
inhibiert und den Energieverbrauch steigert (Campfield LA, 1996). Diese Effekte
werden hauptsachlich Uber Leptinrezeptoren des hypothalamischen Nucleus
ventralis medialis vermittelt (Campfield LA, 1996). Steht dieses Hormon — wie in den
oben erwahnten transgenen Mausen — nicht oder nur in ungenugender Menge zur
Verfligung, so entwickeln diese Versuchstiere ein ungezugeltes Fressverhalten, das
zu einer kontinuierlichen Gewichtszunahme und zur Ausbildung einer fettinfiltrierten

Leber fuhrt (Pelleymounter MA, 1995). Daruber hinaus resultiert ein Mangel an Leptin
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in der vermehrten Expression von Genen, die fur das Enzym Lipoproteinlipase und
fur TNF-a kodieren (Zhou YT, 1999). Diese Faktoren stimulieren wiederum die
Freisetzung von Fettsauren aus entsprechenden Fettspeichern und bewirken Uber
die Expression von bestimmten hepatozellularen Proteinen (sog. UCP-2) eine
Reduktion der oxidativen Phosphorylierung von Fettsauren in den Mitochondrien
sowie eine Zunahme der Fettsduresynthese (Skulachev VP, 1998). Ein Mangel an
Leptin aktiviert aullerdem die Produktion von Insulin in den B-Zellen des Pankreas
(Zhou YT, 1997). Die resultierende Hyperinsulinamie fihrt dann ebenfalls Uber
bestimmte TF (SREBP-1c) zu einer Induktion der Fettsaure-Synthase und damit zu
einer Zunahme der Triglyzeridsynthese in Leber und Pankreas. In Versuchstieren mit
Leptinmangel akkumulieren also aufgrund dieser Veranderungen im
Fettsauremetabolismus und aufgrund des unkontrollierten Fressverhaltens Lipide —

vorwiegend Triglyzeride (Fromenty B, 1997a und b) — in den Hepatozyten.

Auch die Modelle mit sog. ,A-BZIP/F“-Mausen oder mit sog. ,ob/ob“-Mausen sowie
das Modell der homozygoten Zucker-fat-Ratten basieren auf diesem Konzept des
induzierten Leptinmangels: ,A-BZIP/F“-Mé&use Uberexprimieren das Protein A-ZIP/F
und sind dadurch nicht in der Lage, weilRes Fettgewebe zu entwickeln (Moitra J,
1998). Die Folge ist wiederum ein absoluter Mangel an Leptin und konsekutiv die
Ausbildung einer Fettleber. ,Ob/ob“-Méause besitzen eine natlrlich auftretende
Mutation, die eine Synthese von Leptin verhindert und damit zu den oben
beschriebenen Veranderungen im Fettstoffwechsel fuhrt (Pelleymounter MA, 1995).
Dagegen weisen sog. ,fa(k)/fa(k)“-Ratten — auch als homozygote Zucker-fat-Ratten
bezeichnet — natlrliche Spontanmutationen im Gen flr den Leptinrezeptor auf
(Phillips MS, 1996). Diese ,fehlgebildeten® Leptinrezeptoren sind nicht mehr in der
Lage, leptinmediierte Signale nach intrazellular zu vermitteln, oder werden erst gar
nicht in die Plasmamembran inseriert (Phillips MS, 1996). Dieser ,indirekte"
Leptinmangel resultiert ebenfalls in einem unkontrollierten Fressverhalten der
Versuchstiere, in einer massiven Gewichtszunahme, in einem insulinresistenten
Diabetes mellitus sowie in einer Hyperlipiddmie mit der Ausbildung einer
steatotischen Leber. DarUber hinaus werden in homozygoten Zucker-Ratten

verschiedene Enzyme der Lipogenese induziert, wie z. B. die Fettsaure-Synthase.
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Die Folge ist ein bis zu 5facher Anstieg des hepatischen Triglyzeridgehaltes (Kakuma
T, 2000).

Neben diesen genetisch modifizierten Modellen existieren Konzepte, die Uber eine
Veranderung der Nahrungszusammensetzung eine gesteigerte hepatozellulare
Fettsdureaufnahme bewirken und damit ebenfalls die Entwicklung einer
fettinfiltrierten Leber fordern:

Hierzu zahlen beispielsweise sog. ,high-sucrose / -fructose diets”, durch die
verschiedene lipogene Enzyme sowie die hepatische Triglyzeridsynthese induziert
werden (Poulsom R, 1986). Sog. ,high-fat diets“ bewirken Uber eine Zunahme des
totalen Korperfettgehaltes zunachst eine Steigerung des zirkulierenden Leptins. Eine
solche persistierende Hyperleptinamie fihrt jedoch allmahlich zu einer
Leptinresistenz der hypothalamischen und peripheren Rezeptoren mit den Folgen
eines ,relativen“ Leptinmangels (El-Haschimi K, 2000). Auch sog. ,arginine-deficient
diets* (Milner JA, 1981) und ,high-sucrose / high-fat diets® (Loria RM, 1976)
resultieren in einer Zunahme der hepatischen Lipogenese, jedoch ohne Entwicklung
einer generalisierten Adipositas. Eine chronische Aufnahme von Ethanol verursacht
ebenfalls eine hepatozellulare Fettinfiltration (Lieber CS, 1989; Gao W, 1995), fur die
in erster Linie zwei pathophysiologische Mechanismen verantwortlich gemacht
werden: Zum Einen induziert ein vermindertes NAD+/NADH-Verhaltnis lipogene
Enzyme (NAD+ ist ein Co-Faktor der Alkohol-Dehydrogenase und wird daher bei
Ethanolaufnahme zunehmend verbraucht) (Koteish A, 2001). Zum Anderen inhibiert
eine chronische Ethanolbelastung die Freisetzung von VLDL aus den Hepatozyten
(Lieber CS, 1993) und fuhrt daher zu einer Akkumulation von Triglyzeriden. Eine
ethanolinduzierte Leberzellverfettung wird dabei meist von einer
Entzindungsreaktion begleitet (Koteish A, 2001), bei deren Entstehung vor allem
intestinal freigesetztes Lipopolysaccharid (LPS) (Nanji AA, 1994; Adachi Y, 1995)
sowie dadurch induzierter TNF-a (limuro Y, 1997) eine entscheidende Rolle spielen
sollen. Persistierende Entzindungsreaktionen im Lebergewebe konnen dann unter

kontinuierlicher Ethanolzufuhr in eine Leberfibrose bzw. —zirrhose tUbergehen.

Neben der Férderung der hepatischen Fettsaureaufnahme stehen auch Modelle der

Fettleberinduktion zur Verfliigung, die auf einer Reduktion der Fettsdureelimination
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beruhen. Unterschiedliche genetische Modifizierungen in Versuchstieren sind
diesbezuglich bekannt:

In sog. ,PPARa-/-““Mé&usen fuhrt ein defektes Gen flr den Transkriptionsfaktor (TF)
PPARa zu einer herabgesetzten Transkription von Genen, die in der mitochondrialen
und peroxisomalen B-Oxidation von Fettsauren involviert sind (Fan CY, 1996; Leone
TC, 1999). Die Entwicklung einer generalisierten Adipositas sowie einer
fettinfiltrierten Leber mit zunehmendem Alter sind die Folge (Costet P, 1998). Weitere
Modelle einer reduzierten Fettsaureelimination der Leber entwickelten transgene
Mause mit Gendefekten der Acyl-CoA-Oxidase (Fan CY, 1996) oder der Aromatase
(Nemoto Y, 2000).

Darlber hinaus existieren sog. ,choline- and methionine-deficient diets (CMDD)”, die
in den Versuchstieren zu einer Gewichtsabnahme und zu einer perivendsen
Fettakkumulation in den Hepatozyten fuhren (Tucker H, 1937; Teramoto K, 1993b;
Nakano H, 1997). Ein Mangel an Cholin und Methionin fuhrt zu einer geringeren
Verflugbarkeit von Phosphatidylcholin und damit von VLDL in den Hepatozyten. Dies
hat zur Folge, dass Triglyzeride nicht mehr an extrahepatische Zielorte transportiert
werden konnen und somit intrahepatisch akkumulieren (Yao ZM, 1988 und 1989).
Auch Inflammation und Nekrose konnten in Lebern von Versuchstieren, die einer
CMDD unterzogen wurden, festgestellt werden (Teramoto K, 1993b).

Eine Behandlung mit Ostrogen-Antagonisten, wie z. B. Tamoxifen (Pratt DS, 1995;
Oien KA, 1999), oder eine Langzeittherapie mit Glucocorticoiden (Letteron P, 1997)
konnen ebenfalls mit der Entwicklung einer hepatischen Steatose bzw.

Steatohepatitis einhergehen.

Um Auswirkungen von Ischamie / Reperfusion auf verfettete Lebern untersuchen und
um diese mit normalen Lebern vergleichen zu kdnnen, entschied man sich in der
vorliegenden, experimentellen Arbeit zur Verwendung des Modells mit homozygoten
bzw. heterozygoten Zucker-Ratten aus folgenden Griinden:

Homozygote = Zucker-Ratten  besitzen einen  genetischen  Defekt des
hypothalamischen Leptinrezeptors und reagieren mit einem ungezugelten und
Ubermaligen Fressverhalten, das bei der Entwicklung der hepatischen Steatose eine
entscheidende Rolle spielt (s. 0.). Ernahrungsbedingte Adipositas stellt auRerdem in

den Landern der ,westlichen Welt* neben Alkoholkonsum, Diabetes mellitus und
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bestimmten Medikamenten eine der haufigsten Ursachen fur die Ausbildung einer
Leberzellverfettung dar (Hilden M, 1977; Hornboll P, 1982; Alpers DH, 1987). Daher
ist das etablierte Modell der homozygoten Zucker-Ratten geeignet, um Effekte von
Ischamie / Reperfusion auf nutritiv hervorgerufene Fettlebern zu analysieren (White
B, 1997). Als Kontrollgruppen mit normalen Lebern konnten heterozygote Zucker-
Ratten verwendet werden, die intakte Leptinrezeptoren aufweisen und damit der
Ausbildung einer fettinfiltrierten Leber entgehen. Darlber hinaus entwickeln
homozygote Zucker-Ratten weder Inflammation noch Nekrose in den steatotischen
Lebern (Koneru B, 1995), wahrend andere Modelle der Fettleberinduktion, wie z. B.
eine  CMDD oder eine ethanolinduzierte Leberzellverfettung, mit einer
Entzindungsreaktion und nekrotischen Veranderungen einhergehen kdnnen
(Teramoto K, 1993b; Rogers AE, 1973). Derartige durch das Modell der
Fettleberinduktion hervorgerufene Reaktionen sollten in der vorliegenden Arbeit
vermieden werden, da Ischamie / Reperfusion ebenfalls eine inflammatorische
Antwort induziert und als solche untersucht werden sollte. Aus Grunden der
einfacheren Operationstechnik und der Gewinnung einer groReren Menge an

Lebergewebe wurden Ratten gegenuber Mausen als Versuchstiere favorisiert.

5.2CHIRURGISCHE PRAPARATION

Die chirurgische Praparation der Ratten konnte nach einer ca. dreimonatigen
EinUbungsphase problemlos und standardisiert durchgefihrt werden. Zur
Praparation der Leber und fir die Durchfiuhrung der Intravitalmikroskopie (IVM)
erfolgte zunachst eine transversale Laparotomie und anschlieRend die Losung aller
hepatischen Ligamente. Zusammen mit der Praparation und der Kanulierung des
Ductus choledochus stellten diese operativen Mallnahmen einen ausgepragten,
chirurgischen Eingriff dar, der bereits zu einer erheblichen Freisetzung von
leberspezifischen Enzymen fuhren kann. Daher war eine maximale Standardisierung
des operativen Vorgehens unter weitestgehender Vermeidung einer unndtigen
Lebermobilisation durchzufihren (Schemmer P, 1998).

Um eine mechanische Obstruktion afferenter bzw. efferenter GefalRe des linken

Leberlappens wahrend dessen Auslagerung zur IVM zu verhindern, wurde auf die
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Haltevorrichtung verformbare Modelliermasse aufgetragen, in welcher die Leber
atraumatisch gelagert werden konnte. Mithilfe des Operationsmikroskopes konnte
auch eine geringgradige, mechanische Verlegung der Gefalke wahrend dieses
Manovers visuell ausgeschlossen werden.

Ein weiteres Problem wahrend des mehrstindigen Versuchsablaufes stellten die
drohenden  Flussigkeitsverluste  bei  offenem  Abdomen  infolge  von
Verdunstungsvorgangen dar. Um diesem Risiko vorzubeugen, wurde der offene
Bauchraum mit Cuprophanfolie sowie der ausgelagerte, linke Leberlappen mit einem
Deckglas abgedeckt. Parallel dazu wurde wahrend des gesamten Versuches
Flussigkeit durch eine kontinuierliche Infusion einer Vollelektrolytidsung (Tutofusin®
4 ml / h) substituiert. Mithilfe einer in die Operationsflache integrierten Heizplatte

wurde eine konstante Kérperkerntemperatur zw. 36,5 und 37,5° C aufrechterhalten.

5.3INTRAVITALE FLUORESZENZMIKROSKOPIE (IVM)

Zur Analyse des mikrovaskularen Strombetts stehen unterschiedliche, indirekte und
direkte Methoden zur Verfugung:

Zu den indirekten Untersuchungstechniken werden beispielsweise die
Photoplethysmographie (Webster MH, 1976), die transkutane Bestimmung des
Sauerstoffpartialdrucks (Keller HP, 1984), die Thermographie (Leonard AG, 1982;
May JW, 1983) oder die Laser-Doppler-Fluxmetrie (Larrabee WF Jr, 1983; Arvidsson
D, 1988) gerechnet. Mit diesen Methoden ist es jedoch nicht maoglich,
mikrozirkulatorische Vorgange in den einzelnen Strukturen der Mikrovaskularisation —
wie z. B. in den terminalen Arteriolen und in den postkapillaren Venolen — getrennt zu
betrachten  (Menger MD, 1994). Daruber hinaus gestatten diese
Untersuchungstechniken keine Analyse von zellularen Interaktionen zwischen
Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen (Menger MD, 1994).

Demgegenuber ermdglicht die Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM) eine direkte
und getrennte Visualisierung der einzelnen anatomischen Strukturen auf
mikrozirkulatorischer Ebene (Menger MD, 1991 und 1993a) sowie eine quantitative
Bestimmung mikrohdmodynamischer Parameter, wie z. B. der mittleren GefalRweite,

nach Gabe von fluoreszenzverstarkenden Farbstoffen (z. B. Natrium-Fluoreszein)
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(Zeintl H, 1986). Weiterhin konnen mittels IVM zellulare Interaktionen, wie z. B. die
endotheliale Leukozyten-Adharenz nach Applikation von Rhodamin 6G (Zeintl H,
1986; Menger MD, 1993b; Vollmar B, 1995) bzw. die Interaktionen von
Thrombozyten (Lehr HA, 1999), oder die Funktion (Phagozytose) von Kupffer-Zellen
durch die Injektion fluoreszierender Latexpartikel (Praaning — Van Dalen DP, 1982;
Dan C, 1985; Post S, 1992; Vollmar B, 1994b) analysiert werden. Auch
Veranderungen der Gefaldpermeabilitdt sowie zellularer Transport und Integritat
kénnen unter Verwendung von IVM und verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen einer

Beurteilung zuganglich gemacht werden (Menger MD, 1993a und 1993Db).

Diese eindeutigen Vorteile gegeniber den indirekten Untersuchungsmethoden
fuhrten zu einer breiten Verwendung der IVM bei der Analyse der Mikrozirkulation in
unterschiedlichsten Organen und Geweben, wie z. B. in der Lunge (Kuhnle GE,
1995), im Pankreas (Hoffmann TF, 1995), in der Muskulatur (Messina LM, 1990;
Menger MD, 1994) sowie bei der Untersuchung der Mikrozirkulation in der Haut
(Menger MD, 1994; Nolte D, 1995), im Darm (Massberg S, 1998) und in der Leber
(Menger MD, 1991; Post S, 1993; Uhlmann S, 1999).

Potentielle Probleme der IVM liegen in der Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen,
die von verschiedenen Autoren als phototoxische Substanzen angesprochen wurden
und in Experimenten mit Zellkulturen strukturelle Veranderungen bis hin zum Zelltod
hervorriefen (Olsson GM, 1989; Zdolsek JM, 1990 und 1993). Saetzler et al. konnten
durch in-vivo Experimente an Goldhamstern zeigen, dass die Fluoreszenzfarbstoffe
Acridinorange und Rhodamin 6G in Abhangigkeit von der verwendeten Lichtenergie
der CCD-Kamera temporare und permanente Leukozyten-Adharenzen in
postkapillaren Venolen und Arteriolen induzieren kdnnen (Saetzler RK, 1997). Dem
Fluoreszenzfarbstoff Acridinorange wurde aullerdem der Effekt eines induzierten
Vasospasmus in Arteriolen und damit eine Abnahme des GefalRdurchmessers
zugeschrieben (Saetzler RK, 1997). Daruber hinaus wird Natrium-Fluoreszein mit der
Entwicklung eines endothelialen Zellschadens und darauffolgender Aggregation von
Thrombozyten in  Verbindung gebracht (Povlishock JT, 1983). Diesen
Beobachtungen stehen Ergebnisse von Forschungsgruppen des eigenen Labors

gegenuber, die zeigen konnten, dass die Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin 6G,
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Acridinorange und FITC-Dextran unter Verwendung einer CCD-Kamera keinen
Einfluss auf die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen hatten und
keine Veranderung des GefalRdurchmessers hervorriefen. Phototoxische Effekte
konnten erst durch hohe Lichtenergie-Dosierungen hervorgerufen werden
(Steinbauer M, 2000; Harris AG, 2002). Daruber hinaus wurden in den eigenen
Versuchen konsequent kurze Beobachtungszeitraume wahrend der IVM eingehalten,
die in jedem Experiment im Sinne eines standardisierten Versuchsablaufes von
identischer Dauer waren. Dadurch wurde die erforderliche Lichtenenergie der CCD-
Kamera maoglichst gering gehalten und das Risiko potentieller, phototoxischer Effekte

der Fluoreszenzfarbstoffe minimiert.

54AGGRAVATION VON ISCHAMIE- / REPERFUSIONSSCHADEN IN
VORGESCHADIGTEN LEBERN

5.4.1 Uberblick iiber aktuelle Forschungsberichte

Steatotische Lebern entwickeln nach Ischamie / Reperfusion (I / R) deutlich
ausgepragtere IRS als normale Lebern. Dies belegen mehrere experimentelle
Studien nach Leberresektion (,warme® Ischamie) und Lebertransplantation (,kalte®
Ischamie):

So zeigten Untersuchungen an homozygoten Zucker-Ratten mit verfetteten Lebern
drastisch erhodhte Aktivitaten der Leberenzyme ALT und AST (Koneru B, 1995; Sun
CK, 2001) sowie eine Abnahme der Uberlebensraten (Koneru B, 1995; Soltys K,
2001) nach | / R gegenuber heterozygoten Kontrolltieren mit normalen Lebern.
Lichtmikroskopische Befunde untermauern die erhohte Vulnerabilitat fettinfiltrierter
Lebern gegenuber | / R: Nekrotische Veranderungen waren in steatotischen Lebern
starker ausgepragt als in normalen Lebern (Koneru B, 1995; Nardo B, 2001).
Dartber hinaus wurde in mehreren Studien von einer starkeren Abnahme der
Galleflussraten in verfetteten Lebern nach | / R berichtet (Nakano H, 1997; Taneja C,
1998).
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An dieser Aggravation von IRS in verfetteten Lebern scheinen unterschiedliche,
pathophysiologische Mechanismen beteiligt zu sein (Selzner M, 2001; Koneru B,
2002):

e Hepatozellulare Verédnderungen:

Wahrend in  normalen Lebern mit zunehmender Lagerungszeit des
Lebertransplantates (,kalte Ischamie) vorwiegend sinusoidale Endothelzellen (SEC)
geschadigt werden, konnten in verfetteten Lebern hauptsachlich Hepatozyten als
Manifestationsorte von IRS identifiziert werden (Taneja C, 1998). Hepatozellulare
Fetteinlagerungen fuhren zu einer Zunahme der ZellgroRe bzw. des Zellvolumens
(Teramoto K, 1993a; Sun CK, 2001). Zusammen mit einer in steatotischen Lebern
festgestellten Reduzierung des Blutflusses (Sato N, 1986; Ghoshal AK, 1993;
Hayashi M, 1993; Seifalian AM, 1999) kann dies zu einer Mangelversorgung der
Hepatozyten mit Sauerstoff fuhren und in einer Art ,Diffusionsbarriere” fir Nahrstoffe
resultieren (Van Steenbergen W, 1995). Die Hepatozyten verfetteter Lebern werden
dadurch anfalliger gegenuber | / R.

Darlber hinaus sind steatotische Lebern wahrend der Reperfusion nicht in der Lage,
den nach Ischamie reduzierten Phospholipidgehalt wiederaufzufillen (Reddy MC,
1996). Die Folge ist eine Beeintrachtigung der Fluiditat von Plasmamembranen und
damit der hepatozellularen Integritat. Weiterhin scheint ein gegenuber normalen
Lebern reduziertes Verhaltnis von Cholesterin zu Phospholipiden sowie die Abnahme
von mehrfach ungesattigten Fettsauren die Fluiditdat von Plasmamembranen in
fettinfiltrierten Lebern zusatzlich herabzusetzen (Fukumori T, 1999).

Selzner et al. berichteten 2000 von einer eingeschrankten Regenerationsfahigkeit
von steatotischen Lebern nach Leberteilresektion (Selzner M, 2000b). Diese
Beobachtung wurde durch Studien unterstitzt, die in verfetteten Lebern nach | / R
eine deutlich herabgesetzte Induktion von sog. ,immediate early genes (IEGs)*
feststellen konnten. Diese Gene kodieren fur wichtige Proteine, die an der
Zellreparatur beteiligt sind (Tsuchiya T, 1998 und 2000).
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e Verdnderungen der hepatischen Mikrozirkulation:

,Kalte“ Ischamie bewirkt eine Verfestigung der hepatozellularen Fetteinschlisse, die
wahrend der Reperfusion zur Zellruptur (Belzer FO, 1988; D’'Alessandro A, 1991) und
damit zur Einschwemmung von Fettpartikeln sowie von hepatozellularen Fragmenten
in den sinusoidalen Raum flihren kénnen (Todo S, 1989; Teramoto K, 1993a;
Nakano H, 1997). Zusammen mit der bereits erwahnten Zunahme der
HepatozytengroRe kann dadurch die hepatische Mikrozirkulation erheblich gestort
werden. Unterschiedliche Ergebnisse liegen zu den Veranderungen des sinusoidalen
Durchmessers in steatotischen Lebern vor: Wahrend diatetische Modelle der
Fettleberinduktion (z. B. CMDD) vorwiegend von einer drastischen Abnahme des
sinusoidalen Durchmessers von bis zu 54 % berichten (Ohhara K, 1989; Ghoshal AK
1993; Teramoto K, 1993a), konnten derartige Veranderungen in genetischen
Modellen mit homozygoten Zucker-Ratten nicht beobachtet werden (Sun CK, 2001).
Leukozyten scheinen bei der Aggravation von IRS in fettinfiltrierten Lebern keine
wesentliche Rolle zu spielen: Verschiedene Studien konnten in diesem
Zusammenhang zeigen, dass | / R in steatotischen Lebern keine vermehrte
Rekrutierung von Leukozyten gegeniber normalen Lebern bewirkt (Koneru B, 1995;
Yamada S, 2000; Sun CK, 2001).

e Verdnderungen der Kupffer-Zell-Aktivitat:

Teramoto et al. wiesen 1993 in einem in-vivo-Modell der Ratte eine zunehmende
Aktivitat und Anzahl von Kupffer-Zellen (KC) in steatotischen Lebern nach (Teramoto
K, 1993a). Dagegen beobachteten Yang und Mitarbeiter in-vitro eine Abnahme der
Phagozytose-Aktivitat von KC in Fettlebern, die allerdings gegenuber normalen
Lebern mit einer Steigerung der ROS- und IL-6-Freisetzung aus diesen KC assoziiert
war (Yang SQ, 1997).
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e Verdnderungen in subzelluldren Strukturen:

Mehrere Arbeitsgruppen befassten sich mit der Beeintrachtigung der mitochondrialen
Funktion in verfetteten Lebern: So scheint die Fahigkeit zur ATP-Bildung in
Mitochondrien steatotischer Lebern vor allem nach | / R deutlich gegenuber normalen
Lebern herabgesetzt zu sein (Hayashi M, 1993; Hui AM, 1994; Fukumori T, 1997;
Nakano H, 1998). Rashid et al. berichteten in diesem Zusammenhang von einer
Zunahme des sog. ,uncoupling protein-2 (UCP-2)“ in fettinfiltrierten Lebern, einem
Protein der inneren mitochondrialen Membran, das Uber eine Reduzierung des
transmembrandsen Potentials zu einer Abnahme der ATP-Synthese und zu einer
gesteigerten Produktion von ROS fuhren kann (Rashid A, 1999). Auch Sun et al.
konnten mithilfe von Rhodamin 123 und IVM eine Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials nach | / R in steatotischen Lebern nachweisen (Sun CK, 2001).
Daruber hinaus sind die in Fettlebern zahlreich vorhandenen nicht-veresterten
Fettsauren in der Lage, die mitochondriale B-Oxidation direkt zu hemmen (Fromenty
B, 1997a und b). Dadurch kann Acetyl-CoA nur ungenugend zur Verfugung gestellt
werden. Wichtige Energiequellen, wie die Gluconeogenese und der Zitronensaure-
Zyklus werden dadurch inhibiert. Diese gesteigerte ATP-Depletion in fettinfiltrierten
Lebern wird auch fur die starker ausgepragten, nekrotischen Veranderungen nach | /
R verantwortlich gemacht (Selzner M, 2000a): Wahrend normale Lebern adaquate
Mengen an ATP zur Verfugung haben, um nach | / R apoptotische,
energieabhangige Mechanismen zu aktivieren, dominiert in verfetteten Lebern
aufgrund des ATP-Mangels der nekrotische Zelluntergang (Selzner M, 2000a).
Dadurch werden inflammatorische Vorgange zusatzlich unterhalten. Die Folge ist
eine Aggravation des hepatischen IRS.

Ein gesteigertes Angebot an freien Fettsauren in steatotischen Lebern fuhrt in den
hepatozellularen  Peroxisomen zu  einer verstarkten  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors ,PPARQa“. Dieser reguliert die peroxisomalen Enzyme, die an
der Metabolisierung von Fettsauren beteiligt sind (Reddy JK, 1986). Die Folge ist
eine Zunahme der peroxisomalen [(-Oxidation sowie des ,unerwlnschten®
Nebenprodukts Wasserstoffperoxid (Osmundsen H, 1991; Day CP, 1998b). Diese

ROS wiederum konnen die peroxisomalen, antioxidativen Systeme (z. B. Katalase)
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uberfordern und zur Induktion eines chronischen, oxidativen Stresses fuhren (Murphy
PA, 1979; Reddy JK, 1986). Daflr sprechen auch herabgesetzte Aktivitaten des
peroxisomalen Enzyms Katalase in verfetteten Lebern (Soltys K, 2001).

In Mikrosomen kénnen durch eine Zunahme von freien Fettsauren sog. ,Cytochrom
P-450 Enzyme® induziert werden (Leclercq IA, 2000). Diese bewirken in Abhangigkeit
von NADPH ebenfalls eine verstarkte ROS-Produktion sowie Lipidperoxidation und

damit einen chronischen, oxidativen Stress.

e Zunahme des oxidativen Stresses / Beeintrachtigung antioxidativer Systeme:

Der verstarkten Produktion von ROS sowie den herabgesetzten antioxidativen
Verteidigungsmechanismen  werden  Schlusselrollen bei der gesteigerten
Vulnerabilitat steatotischer Lebern gegenuber Ischamie / Reperfusion zugeschrieben.
Auf diese entscheidenden Faktoren soll spater an geeigneter Stelle eingegangen
werden (s. 5.4.3.2).

5.4.2 Charakterisierung des eigenen Modells der moderat verfetteten

Rattenleber

5.4.2.1 Hepatozellulare Integritat

Zur Bewertung der hepatozellularen Integritat bzw. des Ausmales des
parenchymalen Schadens wurden die Aktivitaten des leberspezifischen Enzyms ALT
(GPT) bestimmt sowie licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen
durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Parameter war es maoglich, die signifikant erhdhte
Vulnerabilitat von Lebern mit einem Verfettungsgrad von 30 bis 60 % gegenluber dem
Ischamie- / Reperfusionstrauma zu beweisen und dieses Modell der moderat
vorgeschadigten Leber zu  charakterisieren.  Enzymbestimmungen  und
morphologische  Analysen  wurden dabei miteinander  kombiniert, da
Transaminaseerhohungen und parenchymale Desintegration des Lebergewebes

zeitlich verschoben auftreten konnen (Korsrud GO, 1973a).
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e |Leberenzyme:

Die ALT-Aktivitat im Plasma wird als &uRerst sensitiver Parameter einer
hepatozellularen Schadigung angesehen (Korsrud GO, 1972; Clary JJ, 1973; Ghys
A, 1975). Dagegen muss eine Erhdhung der Aktivitat des leberunspezifischen
Enzyms LDH nicht zwingend mit einem hepatozellularen Schaden einhergehen und
wurde daher nicht zur Beurteilung von IRS herangezogen.

Der direkte Vergleich verfetteter mit nicht-steatotischen Lebern belegte dabei
eindricklich, dass bei einem vergleichbaren Ischamie- / Reperfusionstrauma
wesentlich groRere Leberzellschaden in verfetteten Lebern auftreten: Gegenuber
scheinoperierten Tieren kam es nach | / R zu einem etwa 6fachen Anstieg der ALT-
Aktivitaten in Tieren mit normalen Lebern. Steatotische Lebern zeigten dagegen
nach | / R eine ungefahr 18fache Zunahme der Leberenzyme und damit eine

wesentlich starkere Beeintrachtigung der hepatozellularen Integritat (s. Abb. 4.1).

Ahnliche Ergebnisse lieferten eine Reihe weiterer Arbeitsgruppen: Koneru und
Mitarbeiter konnten sowohl nach 45 als auch nach 90 Minuten warmer Ischamie der
linken und linksmedianen Leberlappen deutlich hdhere ALT-Aktivitaten in verfetteten
gegenuber normalen Lebern feststellen. Dies geschah ebenfalls unter Verwendung
von homozygoten und heterozygoten Zucker-Ratten und Uber eine Reperfusionszeit
von insgesamt 24 Stunden Dauer (Koneru B, 1995). In einer weiteren Studie mit
Zucker-Ratten resultierten eine partielle, 40minitige Ischamie wund eine
anschliellende Reperfusionszeit von 60 Minuten in einem 24fachen Anstieg der ALT-
Aktivitaten in verfetteten Lebern, wahrend die Zunahme der Leberenzyme in
normalen Lebern lediglich das 3fache betrug (Sun CK, 2001). Auch in fettinfiltrierten
Lebern, die durch eine Cholin-Methionin-defiziente Diat (CMDD) induziert wurden,
fuhrten Ischamie (60 Minuten) / Reperfusion (120 Minuten) zu einer signifikant
starkeren Zunahme der ALT-Aktivitaten im Vergleich zu nicht-vorgeschadigten
Lebern (Nakano H, 1998). Diese experimentellen Studien zeigen eine wesentlich
starkere Beeintrachtigung der hepatozellularen Integritat in verfetteten Lebern und

damit deren erhoéhte Vulnerabilitat gegentber Ischamie / Reperfusion.
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e Licht- und elektronenmikroskopische Befunde:

Die histologischen Untersuchungen erbrachten keine relevanten Unterschiede
zwischen normalen und vorgeschadigten (verfetteten) Lebern nach | / R (s. Abb.
4.2.a-b). Drastische Veranderungen scheinen sich auch erst mit zunehmender
Reperfusionszeit zu ergeben, wie Koneru et al. zeigen konnten: Wahrend sich die
histologischen Aufnahmen normaler und verfetteter Lebern nach einstundiger
Reperfusionszeit nicht unterschieden, kam es nach 48 Stunden Reperfusion zu
deutlich ausgepragteren, nekrotischen Veranderungen in Tieren mit steatotischen
Lebern (Koneru B, 1995). Hakamada und Mitarbeiter konnten erst nach 6 Stunden
Reperfusion eine starkere Verlegung der sinusoidalen Strombahn in verfetteten
gegenuber normalen Lebern erkennen (Hakamada K, 1997). Die gewahlte
Reperfusionszeit von 120 Minuten durfte daher im eigenen Modell zu kurz gewahit
sein, um histologische Unterschiede zwischen vorgeschadigten und normalen Lebern

beurteilen zu konnen.

Dagegen waren IRS auf ultrastruktureller Ebene (Elektronenmikroskopie) bereits
nach 120 Minuten Reperfusion zu erkennen und in steatotischen gegenlber
normalen Lebern unterschiedlich ausgepragt: Charakteristisch fur IRS nach warmer
Ischamie war in normalen Lebern die Ausbildung von Vakuolen, die die Hepatozyten
z. T. komplett verdrangen bzw. ersetzen konnten (s. Abb. 4.3.b). Dagegen fanden
sich in verfetteten Lebern nach vergleichbarer Ischamie- und Reperfusionszeit
erhebliche Schwellungen des sinusoidalen Endothels (s. Abb. 4.3.d). Beide Gruppen
wiesen darUber hinaus eine Zunahme der Peroxisomenzahl nach | / R auf.

Fukumori et al. fuhrten 1999 elektronenmikroskopische Untersuchungen an
steatotischen Lebern homozygoter Zucker-Ratten nach 12 Stunden ,kalter” Ischamie
durch (Fukumori T, 1999): Die sinusoidalen Endothelzellen verfetteter Lebern wiesen
dabei eine starker ausgepragte Ablosung von der subendothelialen Matrix bzw. eine
deutlichere Schwellung (,rounding“) im Gegensatz zu normalen Lebern auf. Dartber
hinaus kam es in dieser Studie zu einer deutlichen Reduktion der hepatozellularen
Mikrovilli in Tieren mit fettinfiltrierten Lebern. Auch Nakano und Mitarbeiter konnten

nach 24 Stunden ,kalter Ischamie und anschlieBender 120minutiger Reperfusion
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starkere, ultrastrukturelle IRS in steatotischen gegenlber normalen Lebern
nachweisen (Nakano H, 1997): Eine drastischere Ablosung sinusoidaler
Endothelzellen sowie eine zunehmende Verlegung der Sinusoide durch
hepatozellulare Fragmente charakterisierten IRS verfetteter Lebern in diesen
elektronenmikroskopischen Aufnahmen.

Peroxisomen enthalten das Enzym Katalase und besitzen damit antioxidative
Verteidigungsmechanismen gegentuber ROS (Singh 1, 1996). Die beobachtete
Zunahme der Peroxisomenzahl in normalen und verfetteten Lebern konnte daher mit
der starkeren, hepatischen Produktion von ROS nach Ischamie / Reperfusion
zusammenhangen und mit deren Detoxifikation durch Peroxisomen in Verbindung
gebracht werden (Singh |, 1996; Singh AK, 1995).

Die Bestimmung des leberspezifischen Enzyms ALT sowie die morphologischen
Untersuchungen zeigten damit deutlich aggravierte IRS und eine massivere
Beeintrachtigung der hepatozellularen Integritat nach | / R in verfetteten gegenlber

nicht-vorgeschadigten Lebern.

5.4.2.2 Hepatozellulare Funktion — Der Gallefluss

Die Galleproduktion ist der geeignetste klinische Parameter zur Bewertung der
hepatozellularen Funktion (Bowers BA, 1987) und wird durch den zellularen ATP-
Gehalt reguliert (Slater TF, 1970; Sumimoto K, 1988). Bereits vor einigen Jahren
konnten Lee und Clark zeigen, dass der Gallefluss an der isoliert perfundierten
Rattenleber sehr gut mit der hepatischen Funktion korreliert (Lee D, 1977). Kamada
et al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen bei der Bewertung der hepatozellularen

Funktion in einem Lebertransplantationsmodell der Ratte (Kamada N, 1980).

Die eigenen Versuche zeigten zunachst eine drastische Abnahme des Galleflusses
wahrend der 60minutigen Ischamie sowohl in normalen als auch in verfetteten
Lebern (s. Abb. 4.14 und 4.15). Deutliche Unterschiede zwischen diesen beiden
Gruppen ergaben sich wahrend der zweistindigen Reperfusion: Die Galleflussraten

nahmen in normalen Lebern mit zunehmender Reperfusionsdauer langsam zu — die
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hepatozellulare Funktion in diesen nicht-vorgeschadigten Lebern schien sich also
wahrend der Reperfusion allmahlich zu erholen (s. Abb. 4.14). Dagegen wiesen
steatotische Lebern wahrend der Reperfusion keine Zunahme der Galleflussraten
auf: Die Galleproduktion in den verfetteten Lebern verharrte auf dem Level der Werte
wahrend der Ischamie (s. Abb. 4.15). Daruber hinaus scheint die Galleproduktion
grundsatzlich vom Verfettungsgrad der Leber abzuhangen: Dies belegen bereits
reduzierte Galleflussraten in Sham-Tieren mit steatotischen Lebern gegenlber
Sham-Tieren mit normalen Lebern (s. Abb. 4.16).

Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten eine deutlich ausgepragtere
Einschrankung der hepatozellularen Funktion in vorgeschadigten gegenuber
normalen Lebern nach | / R: Taneja und Mitarbeiter berichteten von einer starkeren
Beeintrachtigung der Galleproduktion in steatotischen Lebern von homozygoten
Zucker-Ratten nach 30 Minuten ,kalter® Ischamie und darauffolgender 90minutiger
Reperfusion gegenuber heterozygoten Zucker-Ratten mit normalen Lebern (Taneja
C, 1998). Eine Zunahme der Reperfusionsdauer (24 Stunden) flhrte in dieser Studie
der isoliert perfundierten Rattenleber jedoch zu keiner weiteren Steigerung des
Unterschiedes bzgl. der Galleproduktion, sondern zu einer weiteren Abnahme des
Galleflusses in normalen Lebern, wahrend der niedrige Gallefluss in den verfetteten
Lebern weitestgehend konstant blieb. Nach 24 Stunden Reperfusion zeigten daher
verfettete und normale Lebern ahnliche Galleflussraten. Nakano et al. verwendeten
zur Induktion einer verfetteten Rattenleber eine Cholin-Methionin-defiziente Diat
(CMDD). Auch in diesem Modell konnten in fettinfiltrierten Lebern sowohl nach 24
Stunden ,kalter” Ischamie als auch nach 60 Minuten ,warmer® Ischamie signifikant
reduzierte Galleflussraten im Gegensatz zu normalen, ebenfalls postischamischen

Lebern festgestellt werden (Nakano H, 1997).

Auf die eingeschrankte Fahigkeit zur mitochondrialen ATP-Synthese in verfetteten
Lebern wurde bereits hingewiesen (s. 5.4.1 — Veranderungen in subzellularen
Strukturen). Zahlreiche energieabhangige Prozesse werden durch diesen ATP-
Mangel beeintrachtigt, wie z. B. die ,organisierte, nicht-entzindliche Form des
Zelltodes, die Apoptose (Selzner M, 2000a). Auch die Galleproduktion wird durch den
zellularen ATP-Gehalt reguliert (Slater TF, 1970; Sumimoto K, 1988) und koénnte
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daher aufgrund des geringeren Angebotes von ATP in steatotischen Lebern

vermindert sein.

5.4.2.3 Ergebnisse der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (IVM)

Die Bestimmung der Leberenzyme, elektronenmikroskopische Befunde sowie die
Quantifizierung des Galleflusses zeigten eine starkere Vulnerabilitat fettinfiltrierter
Lebern gegenuber Ischamie / Reperfusion und charakterisierten damit das hier
verwendete Modell der moderat verfetteten Rattenleber. Intravitalmikroskopische
Untersuchungen wurden nun herangezogen, um auf mikrozirkulatorischer Ebene

nach Ursachen flr diese Aggravation von IRS in vorgeschadigten Lebern zu suchen.

e Sinusoidale Perfusionsrate und midzonale Sinusoidweiten:

Zwei  wesentliche  Phanomene  charakterisieren die  postischamischen
Reperfusionsschaden in intravitalmikroskopischen Untersuchungen (Menger MD,
1991): Das sog. ,no-reflow“-Phdnomen beschreibt ein initiales Versagen der
mikrovaskularen Strombahn nach Freigabe der Organdurchblutung und damit eine
Verlangerung der lokalen Hypoxie. Dagegen erfolgt beim sog. ,reflow-paradox*-
Phdnomen nach zunachst erfolgreicher Reperfusion eine sekundare
Mikrozirkulationsstérung, fur die in erster Linie aktivierte Kupffer-Zellen und
rekrutierte Leukozyten verantwortlich gemacht werden (s. 1.1.2).

Unterschiedliche Pathomechanismen sind an der Entstehung des ,no-reflow“-
Phanomens beteiligt: Zellschwellungen des sinusoidalen Endothels (Vollmar B,
1994a), intravaskulare Hdmokonzentration (Menger MD, 1988) oder eine Imbalance
zwischen Vasokonstriktoren (z. B. Endothelin) und Vasodilatatoren (z. B.
Stickstoffmonoxid, NO), die bei Ischamie / Reperfusion aus verschiedenen,
aktivierten Zellen sezerniert werden (Nakamura S, 1995; Clemens MG, 1997),
scheinen bei der Entstehung des ,no-reflow“-Phanomens eine entscheidende Rolle

Zu spielen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Anteil nicht-perfundierter Sinusoide sowie der
mittlere sinusoidale Durchmesser herangezogen, um sinusoidales
Perfusionsversagen zu beurteilen: Dabei fuhrte Ischamie / Reperfusion in normalen
und steatotischen Lebern zu einem vergleichbaren Anstieg nicht-perfundierter
Sinusoide um 22 bzw. 24 % (s. Abb. 4.4.a und b). Auch der sinusoidale Durchmesser
nahm in normalen und verfetteten Lebern vergleichbar um 29 — 30 % ab (s. Abb.
4.10.a und b). Somit konnten in den unbehandelten Kontrollgruppen keine
Unterschiede zwischen steatotischen und normalen Lebern bezlglich der
sinusoidalen Perfusionsrate und der sinusoidalen Durchmesser nach | / R ermittelt
werden.

Andere Autoren berichten jedoch von deutlichen Unterschieden zwischen
steatotischen und normalen Lebern: So konnten Ohhara und Mitarbeiter in Lebern
steatotischer Ratten eine 54%ige Verschmalerung der Sinusoidweite gegenuber
normalen Lebern beobachten. Diese Untersuchungen erfolgten dabei an
L=unbeschadigten“ Lebern — Ischamie / Reperfusion wurde in dieser Studie also nicht
induziert (Ohhara K, 1989). Wada et al. beschrieben eine zunehmende sinusoidale
Stenose als Ursache der portalen Hypertension in zirrhotischen Fettlebern der Ratte
(Wada K, 1974) und auch die Arbeitsgruppe von Seifalian wies eine generelle
Verminderung des mikrozirkulatorischen Blutflusses in moderat und schwer
verfetteten Lebern unter Verwendung eines Laserdopplers nach (Seifalian A, 1999).
Teramoto et al. demonstrierten ebenfalls eine Abnahme der Sinusoidweite und des
Anteils an perfundierten Sinusoiden in steatotischen Lebern nach Transplantation
und Reperfusion (Teramoto K, 1993a).

Dennoch sei bezlglich der Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen angeflihrt, dass
lediglich ,high-fat diets“ bzw. die sog. ,CMDD" zur Fettleberinduktion verwendet
wurden. In einer anderen Studie mit genetisch veranderten Zucker-Ratten konnten
dagegen keine Unterschiede im Perfusionsversagen bzw. im sinusoidalen
Durchmesser zwischen normalen und verfetteten Lebern nach | / R ermittelt werden
und unterstutzt somit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Sun CK, 2001). Eine
weitere, tierexperimentelle Studie mit homo- und heterozygoten Zucker-Ratten fand
nach 24 Stunden ,kalter” Ischamie ebenfalls keine Unterschiede zwischen normalen
und verfetteten Lebern bezlglich Perfusionsrate und portalem Widerstand (Taneja C,

1998). Die mikrozirkulatorischen Veranderungen steatotischer Lebern scheinen
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daher vom verwendeten Modell der Fettleberinduktion abzuhangen. Es ist
vorstellbar, dass die bereits erwahnte inflammatorische Begleitreaktion in einigen
Fettlebermodellen, wie z. B. in ethanol- oder CMDD-induzierten Fettlebern (Rogers
AE, 1973; Teramoto K, 1993b), zusatzliche Mechanismen aktivieren, die sich negativ
auf die hepatische Mikrozirkulation auswirken konnen. Daruber hinaus durfte auch
der Grad der hepatischen Verfettung am Ausmall des mikrovaskularen
Perfusionsversagens beteiligt sein: In der von Teramoto et al. vorgestellten Studie
zur  Mikrozirkulation transplantierter Fettlebern der Ratte resultierte die
hepatozellulare Verfettung in einer drastischen Zunahme des Zellvolumens und
dadurch in einer sekundaren Einengung des sinusoidalen Lumens (Teramoto K,
1993a). Dagegen wiesen die Hepatozyten der verwendeten, homozygoten Zucker-
Ratten eine gréfltenteils ,mikrovesikulare® Verfettung auf (s. 4.1.2) und schienen
daher den sinusoidalen Raum nicht zu beeintrachtigen. Interessanterweise konnten
Sun und Mitarbeiter trotz Zunahme des hepatozellularen Volumens in steatotischen,
homozygoten Zucker-Ratten keine Veranderung des sinusoidalen Durchmessers im
Vergleich zu normalen Lebern heterozygoter Zucker-Ratten feststellen (Sun CK,
2001).

e | eukozyten-Adharenz in den Leberlobuli und in den PSV:

Leukozyten und darunter vor allem polymorphkernige, neutrophile Granulozyten
(PMN) sind nach ihrer Aktivierung (Martinez-Mier G, 2000) durch ROS und durch
verschiedene Zytokine, wie z. B. TNFa, an der Genese des Reperfusionsschadens
malfdgeblich beteiligt (Jaeschke H, 1990a) und spielen vor allem bei der Entstehung
des sog. ,reflow-paradox” (Menger MD, 1991) eine entscheidende Rolle.
Unterschieden wurden diesbezlglich ICAM-1 vermittelte Leukozyten-Adharenzen in
PSV (Vollmar B, 1995) und solche in den Sinusoiden der Leberlobuli, fur die P-
Selektin als Vermittler der sinusoidalen Aggregation postuliert wurde (Horie Y, 1997).
Eine sinusoidale Leukozytenstase muss dabei nicht zwingend mit einer
Beeintrachtigung der sinusoidalen Perfusion einhergehen (Vollmar B, 1996). Siehe

hierzu auch 1.1.2.
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Nach Ischamie / Reperfusion konnte sowohl in normalen Lebern als auch in solchen
mit moderater Verfettung eine vergleichbare Zunahme der permanent adharenten
Leukozyten (,Sticker) in den Leberlobuli und PSV beobachtet werden: Lobulare,
permanent adharente Leukozyten nahmen in normalen Lebern um das 7-fache, in
steatotischen Lebern um das 6-fache zu (s. Abb. 4.6.a und b), wahrend Sticker in
PSV um das 7-fache in nicht-steatotischen und um das 9-fache in verfetteten Lebern
anstiegen (s. Abb. 4.7.a und b). Roller (temporare Leukozyten-Adharenzen) nahmen
in PSV normaler Lebern um das 4-fache, in steatotischen um das 3fache zu (s. Abb.
4.8.a und b). Somit ergaben sich keine unterschiedlich ausgepragten Leukozyten-
Adharenzen in verfetteten bzw. normalen Lebern und scheinen daher nicht
entscheidend an der Aggravation von frihen IRS in vorgeschadigten Lebern beteiligt

ZU sein.

Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unterstutzt:
Koneru et al. konnten mittels histologischer Untersuchungen an homo- und
heterozygoten Zucker-Ratten nach einer 45- bzw. 90minutigen Ischamie und einer
anschlieBenden 120minutigen Reperfusionsphase keine Unterschiede in der
lobuldren Leukozytenzahl zwischen normalen und verfetteten Lebern feststellen
(Koneru B, 1995). Auch nach 30mindtiger ,warmer” Ischamie und anschlieRender
4stundiger Reperfusion zeigten sich keine starker ausgepragten
Leukozytenakkumulationen in steatotischen gegenuber normalen Lebern (Yamada
S, 2000). Sun und Mitarbeiter beobachteten im Intravitalmikroskop ebenfalls
vergleichbare Zunahmen der sinusoidalen Leukozyten-Adharenzen nach | / R in

verfetteten und normalen Lebern (Sun CK, 2001).

Sowohl der eigene Versuchsansatz als auch die oben angefuhrten Berichte anderer
Arbeitsgruppen verwendeten eine zwei- bis vierstindige Reperfusionsphase, um
Leukozyten-Adharenzen nach | / R der Leber zu untersuchen. Wahrend dieser
frihen Phase der Reperfusion akkumulieren Leukozyten zwar in den Sinusoiden und
PSV — ihre Zahl ist jedoch noch sehr gering und korreliert nicht mit dem Ausmalf von
Zellschaden (Jaeschke H, 1991a). Hierfir sprechen auch isolierte PMN aus
postischamischen Lebern, die in dieser frihen Phase keine erhdhte ROS-Produktion

aufweisen (Jaeschke H, 1991d). Dagegen werden aktivierte Leukozyten gerade in
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der spateren Reperfusionsphase (ca. 6 bis 24 Stunden) fur weitere
Reperfusionsschaden verantwortlich gemacht (Jaeschke H, 1990a) und kdnnten
dann an der gesteigerten Vulnerabilitdt von steatotischen Lebern gegentber

Ischamie / Reperfusion beteiligt sein.

Unterschiede zwischen normalen und vorgeschadigten (verfetteten) Lebern ergaben
sich dagegen im Hinblick auf die Relation von permanenten zu temporaren
Leukozyten-Adharenzen in PSV: Wahrend Kontrolltiere mit normalen Lebern nach | /
R anteilsmaRig mehr Roller als Sticker aufwiesen, Uberwogen in der Kontrollgruppe
mit verfetteten Lebern eindeutig die permanent adharenten Leukozyten (Sticker) (s.
Abb. 4.9).

Die permanente Leukozyten-Adharenz wird in PSV Uber B,-Integrine der Leukozyten
(z. B. LFA-1 und Mac-1) sowie uber Adhasionsmolekile des venolaren Endothels (z.
B. ICAM-1) vermittelt (Jaeschke H, 1993b; Vollmar B, 1995). Gerade das
Adhasionsmolekil ICAM-1 scheint dabei in steatotischen Lebern eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung von IRS zu spielen. Dies belegen tierexperimentelle
Studien, die in verfetteten Lebern unter Verwendung von monoklonalen Antikérpern
gegen ICAM-1 sowohl den hepatozellularen Schaden reduzieren als auch die
Uberlebensraten der Versuchstiere nach | / R steigern konnten (Nakano H, 1997;
Hakamada K, 1997). Vergleichende Untersuchungen zu einer unterschiedlich
ausgepragten Expression von Adhasionsmolekilen in normalen und steatotischen
Lebern fehlen jedoch bislang, so dass das Uberwiegen von Stickern gegentiber
Rollern in den steatotischen Lebern der eigenen Studie noch nicht endgultig erklart

werden kann.

e Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen (KC):

Aktivierte KC (s. Abb. 5.1) spielen vor allem bei der Ausbildung des friihen,
hepatischen Reperfusionsschadens eine entscheidende Rolle (Brass CA, 1995), da
diese eine Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen (z. B. TNFa, IL-13, LT-B4,
PAF), vasoaktiven Substanzen, proteolytischen Enzymen und ROS freisetzen
konnen (Decker K, 1990; Wanner GA, 1996). Durch diese Mediatoren bewirken KC
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wiederum die Expression von Adhasionsmolekulen (Patel KD, 1991; Fan C, 1999)
bzw. die Freisetzung von Chemokinen (Konishi K, 1993; Ohtsuka T, 1996; Luster
AD, 1998) und tragen so zur Genese des IRS bei. Andererseits besitzen KC die
wichtige Aufgabe der ,endogenen Clearance®, d. h. sie sind fur die Elimination von
Substraten (z. B. Endotoxinen) verantwortlich, die wahrend | / R freigesetzt wurden
(Miyata T, 1989; Yokoyama |, 1989; Bouwens L, 1992). Vor diesem Hintergrund

erfolgte die funktionelle Untersuchung von KC.

Zur Analyse der Phagozytose-Aktivitat von KC wurden unter Verwendung der VM
fluoreszierende Latexpartikel injiziert (McCuskey RS, 1987; Post S, 1992), die von
KC aufgenommen werden. Die Menge der Latexpartikel wurde dabei weit unter der
Anzahl von KC in Rattenlebern gewahlt, um der Gefahr einer Sattigung der
Partikelaufnahme durch KC zu begegnen (Bouwens L, 1986) und um so die
tatsachliche Phagozytose-Aktivitat ermitteln zu konnen. Latexpartikel mit einem hier
verwendeten Durchmesser von 1,1 um werden vorwiegend von KC phagozytiert
(Praaning — Van Dalen DP, 1982; Dan C, 1985). Dennoch kann nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die Partikelaufnahme zu einem geringen
Teil auch durch Endothelzellen erfolgt. Mittels intravitalmikroskopischer Methoden

kénnen durch Endothelzellen aufgenommene Latexpartikel nicht von solchen in bzw.

an KC unterschieden werden.

Abb. 5.1: Elektronenmikroskopische
Aufnahme einer KC im Disse’schen
Raum (roter Pfeil). Die Untersuchung
erfolgte am linken Leberlappen einer
moderat  verfetteten  Leber. Die
mikrovesikuldren Fettvakuolen (weilSer
Pfeil) sind deutlich zu erkennen. H =

Hepatozyt; S = Sinusoid.
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Die Bestimmung der Phagozytose-Aktivitat von KC in den eigenen Versuchen ergab
einen deutlichen Unterschied zwischen normalen und steatotischen Lebern: Nicht-
steatotische, normale Lebern wiesen nach Ischamie / Reperfusion keine signifikante
Abnahme frei flieRender, d. h. nicht-phagozytierter Latexpartikel auf (s. Abb. 4.11.a).
Im Gegensatz dazu nahm dieser Anteil an nicht-phagozytierten Latexpartikel in
verfetteten Lebern deutlich ab (s. Abb. 4.11.b). In steatotischen Lebern wurden nach
| / R also mehr Latexpartikel phagozytiert als in normalen Lebern.

Teramoto und Mitarbeiter konnten ebenfalls an durch CMDD induzierten Fettlebern
der Ratte nach 6 bzw. 18 Stunden ,kalter” Ischamie signifikant erhohte Phagozytose-
Aktivitaten von KC im Vergleich zu normalen Lebern feststellen (Teramoto K, 1993a).
Zur Ermittlung der Phagozytose-Aktivitat von KC verwendete diese Arbeitsgruppe
sog. ,kolloidalen Kohlenstoff‘. In dieser Studie wird dariber hinaus von einer generell
erhohten, absoluten Anzahl von KC in fettinfiltrierten Lebern berichtet.
Demgegenuber stehen In-vitro-Untersuchungen an Makrophagen der Leber aus
steatotischen Mausen, die eine herabgesetzte Phagozytose-Aktivitat bei
gleichzeitiger Zunahme der ROS-Produktion und Steigerung der IL-6-Freisetzung in

diesen Zellen feststellen konnten (Yang SQ, 1997).

Da in der Vergangenheit die intakte Mikrozirkulation der Leber als eine wesentliche
Voraussetzung fur die Reduktion von Reperfusionsschaden nach ,warmer und
.Kalter” Ischamie betrachtet wurde, untersuchten wir erstmals in einem Modell der
moderat  verfetteten Rattenleber, ob prinzipielle Unterschiede von
Mikrozirkulationsstérungen in normalen und verfetteten Lebern nachweisbar sind. Es
bleibt festzuhalten, dass sich nach Ischamie / Reperfusion weitgehend vergleichbare
Storungen der Mikrozirkulation in normalen und verfetteten Lebern feststellen lieen:
Hinsichtlich der sinusoidalen Perfusion, des sinusoidalen Durchmessers sowie in
bezug auf die Rekrutierung von Leukozyten ergaben sich keine Unterschiede
zwischen steatotischen und normalen Lebern nach | / R. Dagegen konnten eine
gesteigerte Phagozytose-Aktivitat von KC sowie eine anteilsmalig starkere
Beteiligung von Stickern gegenuber Rollern in verfetteten Lebern nach | / R

beobachtet werden.
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5.4.3 Die Bedeutung von ROS bei Ischamie / Reperfusion der Leber

5.4.3.1 Derzeitiger Forschungsstand

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen bei der Pathogenese hepatischer
Reperfusionsschaden eine entscheidende Rolle. Dies konnte in verschiedenen,
experimentellen Modellen durch direkten Nachweis von ROS und deren
Oxidationsprodukte — wie z. B. von Glutathiondisulfid (GSSG) (Jaeschke H, 1988;
1990b; 1991c; 1996) und Malondialdehyd (MDA) — sowie indirekt durch die
Schutzwirkung von Antioxidantien — wie z. B SOD, Katalase und Vitamin E (Kondo S,
1996; Yabe H, 1999; Nagel E, 1997) — gezeigt werden. Als Produktionsstatten von
ROS der Leber wurden dabei Hepatozyten, Endothelzellen, Kupffer-Zellen (KC) und
polymorphkernige, neutrophile Granulozyten (PMN) identifiziert.

Gegenstand intensiver Forschungen war zunachst die intrazellulare Radikalbildung:

Bereits unter physiologischen Bedingungen ist in isolierten Hepatozyten die Bildung
von Oz und H>O;, nachweisbar. Wahrend der Reoxygenierung von Hepatozyten, die
bei 37°C Uber einen Zeitraum von 4 Stunden unter hypoxischen Bedingungen
inkubiert worden waren, konnte eine deutlich Zunahme der ROS-Produktion
beobachtet werden (Littauer A, 1992). Hierfir scheinen Stérungen der
mitochondrialen Atmungskette verantwortlich zu sein (Jaeschke H, 1989; Littauer A,
1992). Als weiterer Pathomechanismus der intrazellularen ROS-Bildung in
Hepatozyten und Endothelzellen wird die Konversion der Xanthin-Dehydrogenase
(XDH) zu Xanthin-Oxidase (XO) wahrend der Ischamie angesehen (Stirpe F, 1969;
Engerson TD, 1987). XO oxidiert dabei wahrend der Reperfusion das anfallende
Hypoxanthin zu Urat unter Verwendung von molekularem Sauerstoff. Hierbei
entstehen O, und H;O,. Im Vergleich zu Hepatozyten besitzen sinusoidale
Endothelzellen der Leber lediglich geringe antioxidative Verteidigungsmechanismen.
Dagegen ist die Aktivitat der XO gerade in diesen Zellen besonders hoch ausgepragt
(Frederiks WM et al., 1993; Hamer | et al., 1995). Vor diesem Hintergrund wurde die
intrazellulare Bildung von ROS durch die Xanthin-Oxidase als entscheidender Faktor

bei der Genese von Schaden am sinusoidalen Endothel wahrend der Reperfusion
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postuliert. Gegen diese Annahme spricht allerdings die fehlende Pravention von
Sinusendothelschaden durch Allopurinol (Caldwell-Kenkel JC, 1995).

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass die Bedeutung der XO als intrazellularer
ROS-Produzent eher gering einzustufen ist: Wahrend Yokoyama und Mitarbeiter
schon wenige Minuten nach Beginn der Reperfusion eine Zunahme der XO-Aktivitat
zeigen konnten (Yokoyama [, 1990), beobachteten Frederiks und Kooij keinen
intrazellularen XO-Anstieg (Kooij A, 1994; Frederiks WM, 1996). Hepatozyten
verfligen Uber eine sehr hohe antioxidative Kapazitat, die auch postischamisch
ausreichenden Schutz zu bieten scheint (Jaeschke H, 1988): Am Modell der isoliert
perfundierten Rattenleber konnten nahezu unveranderte intrazellulare GSSG-
Konzentrationen nach normothermer Ischamie / Reperfusion nachgewiesen werden
(Jaeschke H, 1988; Metzger J, 1988). Diese Ergebnisse zeigen, dass Hepatozyten
auch wahrend der Reperfusion auf ein enormes, antioxidatives Potential
zuruckgreifen konnen. Die in frGheren Studien nachgewiesene, intrazellulare ROS-
Bildung kann daher nur bedingt fir das Ausmall von Reperfusionsschaden

verantwortlich gemacht werden.

Anschlielende Forschungen konzentrierten sich daher auf die Bildung von ROS im

extrazelluldaren Kompartiment wahrend der hepatischen Reperfusion: So konnten

Experimente in-vivo zeigen, dass die plasmatischen GSSG-Konzentrationen nach
normothermer Ischamie / Reperfusion drastisch anstiegen, wahrend der intrazellulare
GSSG-Gehalt nahezu unverandert blieb (Metzger J, 1988; Jaeschke H, 1991c).
Diese Zunahme an extrazellularem, oxidativem Stress wahrend der Reperfusion
konnte in KC-depletierten Lebern drastisch reduziert werden (Jaeschke H, 1991c).
Umgekehrt fuhrte eine Aktivierung von KC durch Retinol zu einer weiteren
Steigerung der plasmatischen GSSG-Konzentrationen (Jaeschke H, 1991a).
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde ein vaskularer, oxidativer Stress durch
aktivierte Kupffer-Zellen (KC) vor allem wahrend der frihen Reperfusion postuliert
(Jaeschke H, 1991c und 1992). Hierbei scheint die Aktivierung der NADPH-Oxidase
in der Plasmamembran von KC eine entscheidende Rolle zu spielen, da durch diese
O,-Radikale in die Lebersinusoide freigesetzt werden kdnnen (Jaeschke H, 1991d).
Als weitere Quelle extrazellularer ROS der Leber wurden PMN identifiziert (Jaeschke
H, 1990a; 1991a; 1991d). Auch in diesen Zellen ist die Freisetzung von O, durch die
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NADPH-Oxidase der initiale Mechanismus der ROS-Produktion. Weiterhin
sezernieren aktivierte Granulozyten das Enzym Myeloperoxidase, durch das
Hypochlorsaure (HOCI) und toxische Chloramine — wie z. B. NH>Cl und TauNHCI —
gebildet werden kénnen. Gerade Letzteren konnten durch Bilzer et al. ausgepragte,
hepatotoxische Eigenschaften zugeordnet werden (Bilzer M, 1991). Wie bereits oben
naher erlautert wurde (s. 5.4.2.3 — Leukozyten-Adharenzen), scheinen PMN aber
eher in der spaten Reperfusionsphase bezuglich der ROS-Bildung von Bedeutung zu
sein (Jaeschke H, 1990a; 1991a; 1991d). Fur die frihe Phase der Reperfusion, die in
der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, sind in erster Linie aktivierte KC

verantwortlich.

ROS koénnen unterschiedliche Mechanismen der Zellschadigung induzieren: Die
bisher bekannten ,direkten Mechanismen wie Proteinoxidation, Lipidperoxidation
sowie DNA-Schaden wurden nur bei extrem hohen ROS-Bildungsraten beobachtet,
die bei Ischamie / Reperfusion von gesunden Organen nicht zu erwarten sind. Diese
Annahme wird durch die lediglich geringe Bildung von Lipidperoxidationsprodukten
nach | / R der Leber unterstutzt (Mathews WR, 1994). Von grolRerer Bedeutung
durften daher weitere, ,indirekte® Mechanismen sein: So konnte gezeigt werden,
dass ROS die Synthese und Sekretion von PAF (Lewis MS, 1988; Zhou W, 1992),
TNF-a und Interleukinen (Le Moine O, 1997) aktivieren kénnen. Daruber hinaus sind
O, und Hy0; in der Lage, die Adhasion von PMN wahrend der Reperfusion zu
verstarken (Koo A, 1992; Marzi I, 1992). Dies konnte durch eine ROS-induzierte
Expression von Adhasionsmoleklilen an Endothelzellen, wie z. B. von GMP-140
(Patel KD, 1991) oder ICAM-1 (Fan C, 1999), sowie durch die Produktion von
Chemokinen, wie z. B. des CINC (Konishi K, 1993; Ohtsuka T, 1996), erklart werden.
Fir einen Groldteil dieser Mechanismen wird die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 durch intra- und extrazellular entstandene
ROS verantwortlich gemacht, die derzeit Gegenstand intensiver Forschungen sind
(Palmer HJ, 1997; Zwacka RM, 1998).
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5.4.3.2 Die Bedeutung von ROS bei | / R in verfetteten Lebern

Soltys et al. konnten 2001 feststellen, dass verfettete Lebern homozygoter Zucker-
Ratten einen erniedrigten, intrazellularen GSH-Gehalt sowie verminderte Katalase-
Aktivitaten gegenuber heterozygoten Zucker-Ratten mit normalen Lebern aufweisen
(Soltys K, 2001). Auch Nakano und Mitarbeiter berichteten von reduzierten
mitochondrialen GSH-Werten in verfetteten gegeniber normalen Lebern (Nakano H,
1998). Darlber hinaus scheint auch der GSH-Efflux aus den Hepatozyten
vorgeschadigter Lebern und damit die extrazellulare Verfugbarkeit von GSH
verringert zu sein (Burgunder JM, 1987). Diesen Ergebnissen vor Ischamie /
Reperfusion kdnnte ein chronischer, oxidativer Stress in verfetteten Lebern zugrunde
liegen, der zu einem Verbrauch antioxidativer Enzymaktivitaten und Mechanismen
fuhrt. Fur die gesteigerte Produktion von ROS in steatotischen Lebern und fur den
dadurch entstehenden kontinuierlichen, oxidativen Stress werden vor allem
Veranderungen in hepatozellularen Mitochondrien, Peroxisomen und Mikrosomen
sowie Kupffer-Zellen verantwortlich gemacht (s. 5.4.1): Steatose fuhrt zu einem
Uberangebot an freien Fettsauren. Diese sind wiederum in der Lage, die Bildung von
ROS in Mitochondrien (Rashid A, 1999), Peroxisomen (Reddy JK, 1986; Osmundsen
H, 1991) sowie in Mikrosomen (Leclercq IA, 2000) direkt zu fordern. Eine haufig in
nicht-alkoholisch verfetteten Lebern nachweisbare Erhdéhung des intrazellularen
Eisengehaltes wird fur eine vermehrte, eisenabhangige Bildung reaktiver HO
verantwortlich gemacht (Sumida Y, 2003; Day CP, 1998a). Teramoto beschrieb
darlber hinaus eine erhohte Anzahl von Kupffer-Zellen in steatotischen Lebern
(Teramoto K, 1993a), die den oxidativen Stress weiter unterhalten und steigern

konnen.

Es ist daher leicht vorstellbar, dass vorgeschadigte (verfettete) Lebern unter
chronischem, oxidativen Stress und mit bereits verminderten, antioxidativen
Verteidigungsmechanismen empfanglicher fur zusatzliche Schaden durch Ischamie /
Reperfusion werden. ROS werden daher in fettinfiltrierten Lebern nach |1 / R vermehrt
produziert und durch die reduzierte, antioxidative Kapazitat in diesen Organen nur
noch bedingt abgefangen (Hayashi M, 1993; Hui AM, 1994; Koneru B, 1995; Nardo

B, 2001). Dadurch treten in steatotischen Lebern im Gegensatz zu nicht-
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vorgeschadigten Lebern die ,direkten® Formen der Zellschadigung durch ROS immer
mehr in den Vordergrund. So berichten mehrere experimentelle Studien von einer
Zunahme von Lipidperoxidationsprodukten, wie z. B. Malondialdehyd (MDA), in
steatotischen Lebern nach Ischamie / Reperfusion: Nardo et al. konnten am Modell
der isoliert perfundierten Rattenleber nach 60 Minuten ,warmer“ Ischamie und daran
anschlieBender 60minutiger Reperfusion deutlich hdhere MDA-Werte in verfetteten
gegenuber normalen Lebern feststellen (Nardo B, 2001). Koneru und Mitarbeiter
beobachteten in einem Lebertransplantationsmodell mit homozygoten und
heterozygoten Zucker-Ratten ebenfalls eine gesteigerte Lipidperoxidation nach

.Kalter” Ischamie / Reperfusion in verfetteten Lebern (Koneru B, 1995).

Angesichts dieser essentiellen Bedeutung von ROS bei der Aggravation von IRS in
steatotischen Lebern sollte in der vorliegenden Arbeit gepruft werden, ob diese
Schaden durch eine antioxidative Therapie verhindert werden koénnen. Wir
verwendeten hierfir das endogene Antioxidans Glutathion (GSH), das bei
intravendser Zufuhr am Menschen nach bis zu 200-facher Erhéhung seiner
physiologischen, extrazellularen Konzentration keine toxischen Nebenwirkungen
erzielte (Aebi S, 1991) und daher als geeignetes Medikament zur Pravention von

hepatischen Reperfusionsschaden verwendet werden konnte.

5.5GSH-VERMITTELTE PROTEKTION NACH ISCHAMIE / REPERFUSION IN
NORMALEN UND VERFETTETEN LEBERN

5.5.1 Pravention hepatischer IRS durch Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid (y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin; s. Abb. 1.1) und in
nahezu allen lebenden Zellen nachweisbar. Als wichtige Funktion wird dem
Glutathion u. a. der Schutz von Zellbestandteilen gegenuber oxidierenden
Substanzen zugeschrieben (Siegers CP, 1983) und durch die leicht oxidierbare
Thiolgruppe des GSH ermdglicht. Eine Oxidation kann dabei auf zwei

unterschiedlichen Wegen erfolgen:
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1. Durch Katalyse uber die Glutathion-Peroxidase (Chance B, 1979)
2. Durch direkte Oxidation der SH-Gruppen (Thiolgruppen)

Das Enzym Glutathion-Peroxidase (GP) verwendet GSH als Co-Substrat (Protonen-
Donator), um Wasserstoffperoxid H,O, zu reduzieren. Hierbei entsteht aus zwei
Molekulen reduziertem Glutathion (GSH) ein Molekul oxidiertes Glutathion, das sog.
Glutathiondisulfid (GSSG):

2 GSH + H,O, = 2 H;O + GSSG (durch GP katalysiert)

Diese Reaktion findet vor allem intrazellular statt und wird dort durch eine hohe
Aktivitat der GSH-Peroxidase gewahrleistet (Aebi S, 1991). Im Plasma liegen
dagegen nur geringe Aktivitaten dieses Enzyms vor (Halliwell B, 1990), so dass das

Glutathion extrazellular vorwiegend nicht-enzymatisch, d. h. direkt oxidiert wird:

2 GSH + H,O, = 2H,0 + GSSG (nicht durch GP katalysiert)

GSSG entsteht sowohl bei der Katalyse durch das Enzym Glutathion-Peroxidase als
auch bei der direkten Oxidation der Thiolgruppen des GSH. Unter Verbrauch von
NADPH wird GSSG durch die Glutathion-Reduktase (GR) wieder zu GSH reduziert:

GSSG + NADPH + H" = 2 GSH + NADP"

Unter physiologischen Bedingungen liegt Glutathion in der Leber vorwiegend in
reduzierter Form vor: So beobachteten Srivastava et al. ein GSH/GSSG-Verhaltnis
von 400 : 1 (Srivastava SK, 1968). Kaplowitz und Mitarbeiter konnten in der Leber ein
GSH/GSSG-Verhaltnis von 250 : 1 feststellen (Kaplowitz N, 1985).

Die Hepatozyten besitzen zwei in anatomischer sowie funktioneller Hinsicht
unterschiedliche Membranen: Die sinusoidale Zellmembran mit Abfluss in die
Lebervene und die kanalikulare Zellmembran mit Abfluss in die Gallenwege. Eine

bestimmte Menge GSH verlasst kontinuierlich die Leberzelle und tritt in das
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Blutplasma uber (Anderson ME, 1980b). Die Menge an sinusoidal freigesetztem GSH
ist dabei von der GSH-Konzentration in der Leberzelle abhangig (Ookhtens M, 1985):
Steigen die Werte des intrazellularen GSH an, so erreicht die Freisetzung einen
Sattigungsgrad; fallen diese Werte ab, geht auch der Efflux in das Blutplasma zurtck.
Aus diesen und weiteren Beobachtungen folgerten Kaplowitz und Mitarbeiter, dass
es sich bei der sinusoidalen Freisetzung von GSH um einen carrier-vermittelten
Transport handeln misse (Kaplowitz N, 1985).

Dagegen verlasst GSSG die Hepatozyten sinusoidal in wesentlich geringeren
Mengen: Bartoli et al. konnten eine zehnfach geringere Freisetzung von GSSG im
Vergleich zu GSH feststellen (Bartoli GM; 1978).

Der Efflux von GSH auf kanalikularem Weg in die Galle verhalt sich direkt
proportional zur GSH-Konzentration in der Leberzelle, jedoch ohne Zeichen einer
Sattigungskinetik (Lauterburg BH, 1984b). Unklar ist jedoch, ob es sich hierbei um
einen carrier-vermittelten Transport handelt oder um einen passiven
Diffusionsvorgang. Vieles deutet jedoch auf einen aktiven Transportmechanismus hin
(Siegers CP, 1983).

GSSG wird in groRen Mengen aus den Hepatozyten kanalikular in die Galle
abgegeben. In der Galle konnten dadurch 10- bis 20-fach hoéhere GSSG-
Konzentrationen gemessen werden als in den Leberzellen (Lauterburg BH, 1984b).
Daruber hinaus besteht eine direkte Proportionalitat zwischen diesen beiden
Kompartimenten (Akerboom TP, 1982). Eine Sattigungskinetik bzgl. der Freisetzung
von GSSG aus den Leberzellen konnte auch bei hohen hepatozellularen GSSG-
Konzentrationen (Uber 200 uM) nicht festgestellt werden (Akerboom TP, 1982).
Nimmt man jedoch an, dass es sich um einen ahnlichen Vorgang wie bei der Abgabe
von GSSG aus den Erythrozyten handelt (Srivastava SK, 1971), so kann auch hier
ein aktiver Transportmechanismus vorliegen. Srivastava und Mitarbeiter konnten
dabei beobachten, dass der Transport von GSSG durch die Erythrozytenmembran
energieabhangig ist: Der Transport von GSSG korrelierte mit dem ATP-Gehalt der
Zelle, so dass ATP vermutlich fur die Translokation von GSSG bendtigt wird
(Srivastava SK, 1971).
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Die plasmatischen GSH-Konzentrationen betragen 5 bis 15 yM (Lauterburg BH,
1984a; Aebi S, 1991). Damit weist das extrazellulare Kompartiment deutlich
geringere, antioxidative Kapazitaten auf als der intrazellulare Raum der Hepatozyten,
in denen GSH-Konzentrationen von ca. 10 mM gemessen wurden (Lauterburg BH,
1984a). Es erscheint daher sinnvoll, vor allem die extrazellularen, antioxidativen
Systeme nach | / R der Leber zu unterstutzen. Intravends zugeflhrtes Glutathion
stellt in diesem Zusammenhang ein geeignetes Medikament auch fur die Anwendung
am Menschen dar, da dessen Pharmakokinetik annahernd bekannt ist und auch bei
bis zu 200-facher Erhohung der plasmatischen GSH-Konzentrationen ohne
Nebenwirkungen toleriert wird (Aebi S, 1991).

5.5.2 Zytoprotektion durch GSH in normalen und verfetteten Lebern

Kobayashi et al. konnten durch eine einmalige, intravendse Gabe von GSH vor einer
zweistuindigen Ischamiephase der Leber keine Reduktion der Zellschaden nach | / R
nachweisen (Kobayashi H, 1992). AuRerdem beobachteten Bilzer et al. am Modell
der isoliert perfundierten Rattenleber nur dann zytoprotektive Effekte des GSH, wenn
dieses uUber mindestens 120 Minuten wahrend der Reperfusion zugefuhrt wurde
(Bilzer M, 1999). Dies kann am wahrscheinlichsten durch die rasche, renale
Elimination von GSH (Aebi S, 1991 und 1992) und damit durch die aullerst kurze
Halbwertszeit von GSH (Wendel A, 1982) erklart werden. Daher wurde GSH im
eigenen Modell kontinuierlich wahrend der Reperfusion bis zum Versuchsende
zugeflihrt. Die verwendete Dosis betrug sowohl in normalen als auch in verfetteten
Lebern 100 ymol / h / kg i. v. Dabei konnten Versuche der eigenen Arbeitsgruppe
eine dosisabhangige GSH-vermittelte Protektion nach | / R der Leber zeigen und
nachweisen, dass eine Dosis von 100 ymol / h / kg diesbezuglich effektiver war als
eine Dosis von 50 umol / h / kg. Eine weitere Steigerung der GSH-Zufuhr wahrend
der Reperfusion (200 ymol / h / kg) erzielte dabei keine weitere Zunahme der
hepatozellularen Protektion nach I / R (Schauer RJ, 2000a).

Die Effektivitat der hepatozellularen Protektion durch GSH nach Ischamie /

Reperfusion wurde anhand von Leberenzymen sowie anhand von
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elektronenmikroskopischen Aufnahmen beurteilt. Daruber hinaus erfolgte die
Bestimmung des Galleflusses, um Aussagen uber die hepatozellulare Funktion nach
| / R unter GSH-Zufuhr treffen zu kénnen.

e |Leberenzyme:

Die intravenose Zufuhr von GSH erzielte in normalen und steatotischen Lebern eine
vergleichbare Reduktion des leberspezifischen Enzyms ALT nach Ischamie /
Reperfusion: Die ALT-Aktivitat konnte nach | / R um 65 % in normalen Lebern und
um 77 % in verfetteten Lebern reduziert werden (s. Abb. 4.12). Diese Ergebnisse
deuten — besonders in fettinfiltrierten Lebern — auf einen zytoprotektiven Effekt des
GSH sowie aufgrund des antioxidativen Potentials des GSH auf eine entscheidende
Rolle von ROS bei der Genese des hepatozellularen Schadens hin. Unterstitzung

erfahren diese Ergebnisse durch elektronenmikroskopische Analysen.

e Elektronenmikroskopische Befunde:

IRS manifestierten sich auf ultrastruktureller Ebene unterschiedlich in normalen und
verfetteten Lebern (s. 5.4.2.1): Wahrend sich nach | / R in normalen Lebern Vakuolen
in den Hepatozyten ausbildeten, fanden sich in steatotischen Lebern nach
vergleichbarer Ischamie- und Reperfusionszeit vor allem Schwellungen der
sinusoidalen Endothelzellen. Beide morphologischen Manifestationen des IRS —
hepatozellulare Vakuolisierung in normalen sowie Endothelzellschwellungen in
verfetteten Lebern — konnten durch die intravendse GSH-Zufuhr effektiv verringert
werden (s. Abb. 4.13.a bis d). Daruber hinaus war unter GSH-Therapie eine
drastische Reduktion der Peroxisomenzahlen in beiden Gruppen zu beobachten.
Dies kdonnte mit der Detoxifikation von ROS durch Glutathion erklart werden: Eine
geringere Menge an ROS nach | / R bendtigt zu deren Entgiftung moglicherweise
weniger Peroxisomen, die mittels des Enzyms Katalase ebenfalls antioxidativ wirken
konnen. Diese morphologischen Beobachtungen unterstreichen den zytoprotektiven
Effekt des GSH in normalen und vorgeschadigten (verfetteten) Lebern.
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e (Gallefluss:

Der Gallefluss wurde zur Bewertung der hepatozellularen Funktion nach | / R
herangezogen (Lee D, 1977; Kamada N, 1980).

GSH konnte die hepatozellulare Funktion nach | / R nur in normalen Lebern
verbessern. So zeigte sich unter GSH-Therapie im dynamischen Verlauf des
Galleflusses eine zunehmende Erholung wahrend der Reperfusion auf Werte, die
annahernd denen von nicht-ischamischen Lebern entsprachen (s. Abb. 4.14). Diese
Regeneration der hepatozellularen Funktion konnte in steatotischen Lebern unter
intravendser Zufuhr von GSH nicht erreicht werden. Die Galleflussraten blieben hier
wahrend der Reperfusion auf dem Niveau nicht-behandelter Kontrolltiere (s. Abb.
4.15 und 4.16). Fur die fehlende Effektivitdt von GSH in steatotischen Lebern bieten
sich hierfur zwei Erklarungsansatze an:

1. Die hepatozellulare Schadigung nach | / R ist in verfetteten Lebern zu stark
ausgepragt, um kompensierbar zu sein.

2. Die Regeneration der hepatozellularen Funktion ist — auch unter GSH-
Behandlung -  ein zeitintensiver  Prozess und konnte im
Beobachtungszeitraum von 120 Minuten Reperfusion nicht erfasst werden. In
diesem Zusammenhang konnten verzogerte Regenerationsprozesse in
verfetteten Lebern bereits gezeigt werden (Selzner M, 2000Db).

Insgesamt sprechen die drastischere Abnahme der Galleproduktion in der
Reperfusionsphase sowie die fehlende therapeutische Wirkung des GSH flr eine
wesentlich starkere Beeintrachtigung der hepatozellularen Funktion in steatotischen

gegenuber normalen Lebern nach Ischamie / Reperfusion.

5.5.3 Einfluss von GSH auf die Mikrozirkulation normaler und verfetteter

Lebern

Die kontinuierliche, intravendse Zufuhr von 100 pumol / h / kg GSH fuhrte in normalen
und verfetteten Lebern zu einer vergleichbaren Verbesserung der Mikrozirkulation

nach Ischamie / Reperfusion:
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e Sinusoidale Perfusionsrate und midzonale Sinusoidweiten:

Die GSH-Therapie ermoglichte sowohl in normalen als auch in steatotischen Lebern
eine vergleichbare Zunahme der sinusoidalen Perfusionsrate um 20 % (s. Abb. 4.4.a
und b). DarUber hinaus fluhrte GSH zu einer signifikanten Erweiterung der
midzonalen Sinusoidweiten in normalen und verfetteten Lebern um 45 — 50 % (s.
Abb. 4.10.a und b), so dass die praischamischen Durchmesser wiederhergestellt
wurden.

ROS sind als vasokonstriktorisch wirksame Substanzen anzusprechen (Bilzer M,
1991 und 1996). Als solche kdénnen sie die hepatische Perfusion beeintrachtigen und
zu einer Reduktion der sinusoidalen Durchmesser fuhren: Bilzer und Lauterburg
konnten dem potenten Oxidans HOCI eine Erhdhung des hepatischen
Perfusionsdrucks zuordnen (Bilzer M, 1991) und auch Schauer et al. beobachteten
Mikrozirkulationsstorungen nach Lebertransplantation der Ratte, die durch ROS aus
Kupffer-Zellen induziert wurden (Schauer RJ, 2001). Moglicherweise bewirken ROS
eine sinusoidale Konstriktion, die Uber ein Ungleichgewicht von Vasokonstriktoren (z.
B. Endothelin, Prostaglandine) und Vasodilatatoren (z. B. NO) ausgeldst wird (Wang
CY, 1995; Zhang JX, 1995). H,O, scheint dartber hinaus die Proteinkinase C
aktivieren zu konnen, die wiederum die Produktion von vasokonstriktorisch
wirkenden Prostaglandinen fordert (Bilzer M, 1998). Eine antioxidative Therapie mit
GSH konnte daher die ROS-mediierte Vasokonstriktion abschwachen und damit zu
einer Verbesserung der hepatischen Reperfusion fuhren. Bilzer et al. konnten
allerdings auch zeigen, dass diese GSH-vermittelte, hamodynamische Wirkung
zumindest teilweise durch die osmotischen Effekte des zugefuhrten GSH bedingt ist
(Bilzer M, 1999).

e |eukozytenadhirenz in den Leberlobuli und in den PSV:

Die kontinuierliche, intravendse Zufuhr von 100 umol / h / kg GSH fuhrte in normalen
und verfetteten Lebern zu einer vergleichbaren Reduktion adharenter Leukozyten
sowohl in den Leberlobuli als auch in den postsinusoidalen Venolen (PSV) (s. Abb.
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4.6 bis 4.8). Dabei wurden sowohl temporar adharente (Roller) als auch permanent
adharente Leukozyten (Sticker) wahrend der Reperfusion effektiv vermindert.

Es ist vorstellbar, dass die Zufuhr von GSH zu einer Blockade der ROS-mediierten
Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen und Leukozyten fuhrt (Gasic
AC, 1991). Da infolge der GSH-Applikation sowohl Sticker als auch Roller in den
PSV quantitativ. vermindert wurden, scheinen beide Leukozyten-Endothel-
Interaktionen — namlich ,sticking“ und ,rolling“ — u. a. durch ROS vermittelt zu
werden. Dieselben Resultate ergaben sich bei Transplantation von Rattenlebern, in
denen die Hauptquelle der ROS in der fruhen Reperfusionsphase durch Depletion
von Kupffer-Zellen inhibiert worden war (Schauer RJ, 2001). Intra- und extrazellulare
ROS sind diesbeziglich in der Lage, Uber bestimmte Signaltransduktionswege den
Transkriptionsfaktor NF-kB zu aktivieren und damit zu einer Hoch-Regulation von
bestimmten Adhasionsmolekilen zu fuhren (Palmer HJ, 1997). Darlber hinaus
scheinen ROS die Freisetzung von sog. CXC-Chemokinen zu beeinflussen (Luster
AD, 1998) und damit chemotaktische Signale fur Leukozyten in das durch Ischamie /
Reperfusion geschadigte Areal abzugeben. Die antioxidative Therapie mit GSH
unterbricht moglicherweise sowohl eine durch ROS mediierte Expression von
Adhasionsmolekulen als auch die Rekrutierung von Leukozyten Uber durch ROS

freigesetzte Chemokine.

e Phagozytose-Aktivitdt von Kupffer-Zellen (KC):

Die postischamische GSH-Therapie konnte die Phagozytose-Leistung von KC weder
in normalen noch in steatotischen Lebern relevant vermindern (s. Abb. 4.11.a und b).
Die Phagozytose-Aktivitat scheint daher auch nicht nur durch ROS vermittelt zu
werden. Betrachtet man die Phagozytose-Aktivitat als Parameter fur die Funktion von
Kupffer-Zellen, so blieb diese durch die Zufuhr von GSH wahrend der frihen
Reperfusion unbeeinflusst. Es ist daher vorstellbar, dass KC trotz GSH-Therapie
Signalmolekile und ROS wahrend der Reperfusion sezernieren. Die antioxidative
Therapie mit Glutathion kénnte dann die durch KC freigesetzten ROS abfangen und
so mdglicherweise zu einer Reduktion von IRS in normalen und verfetteten Lebern

beitragen. Bilzer et al. konnten in diesem Zusammenhang eine Reduktion von
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hepatischen IRS durch Zufuhr von 2 bis 4 mmol/l GSH an der isoliert perfundierten
Rattenleber feststellen (Bilzer M, 1999). Da hierbei leukozytenfreie
Perfusionslésungen verwendet wurden, scheint das zugefihrte GSH vor allem ROS
aus aktivierten KC entgiftet und dadurch zu einer Verminderung der hepatozellularen
Schadigung nach | / R gefuhrt zu haben.

Zusammenfassend bleibt Folgendes festzuhalten: Die kontinuierliche, intravendse
Zufuhr von 100 umol / h / kg GSH wahrend der Reperfusion erzielte eine
vergleichbare Verbesserung samtlicher intravitalmikroskopischer Parameter in
normalen und verfetteten Lebern. Die Phagozytose-Aktivitat von KC — wiederum in
normalen und steatotischen Lebern — blieb durch die Anhebung der extrazellularen
GSH-Konzentration jedoch unbeeinflusst. Somit konnten keine unterschiedliche,
therapeutische Effektivitdt des Glutathions zwischen normalen und verfetteten

Lebern auf mikrozirkulatorischer Ebene ermittelt werden.

5.5.4 Der Einfluss von GSH auf die intra- und extrazellularen GSH- und GSSG-

Konzentrationen — Beurteilung des oxidativen Stresses

e Extrazelluldre GSH- und GSSG-Konzentrationen:

Zur Bestimmung der extrazellularen GSH- und GSSG-Konzentrationen wurde Blut
aus der Arteria carotis communis entnommen. Aufgrund von
Konzentrationsschwankungen des Glutathions zwischen den verschiedenen
Blutgefallen war eine standardisierte Entnahme aus dem gleichen Gefal® von
entscheidender Bedeutung (Anderson ME, 1980a und b; Meister A, 1984). Eine
weitere Fehlerquelle stellt die Freisetzung von GSH aus Erythrozyten in das Plasma
dar. Diese besitzen eine relativ hohe GSH-Konzentration (2 — 2,5 mM) und kdnnten
bei einer Hamolyse falsch hohe GSH-Konzentrationen im Plasma hervorrufen. Um
diesem Problem zu begegnen, wurden die Blutproben unmittelbar nach Abnahme
zentrifugiert, die entstandenen Aliquots abpipettiert und bei — 80° C aufbewahrt. Die

Spontanoxidation des gewonnenen Plasma-GSH wurde durch den Zusatz von NEM
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und der konsekutiven Konjugatbildung von GSH und NEM verhindert (Lauterburg
BH, 1984a).

Die kontinuierliche Zufuhr von GSH flhrte wahrend der Reperfusion zu einer
wesentlich ausgepragteren Steigerung der plasmatischen GSSG-Konzentrationen in
verfetteten gegenuber normalen Lebern bei vergleichbarer Ischamie- und
Reperfusionsdauer (s. Abb. 4.18). Damit scheinen in steatotischen Lebern deutlich
mehr ROS entgiftet worden zu sein als in nicht-vorgeschadigten, normalen Lebern.
Dieses entscheidende Ergebnis unterstreicht die essentielle Bedeutung von ROS bei
der Aggravation von IRS in vorgeschadigten (verfetteten) Lebern.

Die signifikante Steigerung der plasmatischen GSSG-Konzentrationen in normalen
und verfetteten Lebern gegenitber den unbehandelten Kontrollgruppen kann dabei
nicht durch die Spontanoxidation des intravends verabreichten GSH erklart werden,
da diese einen langsam ablaufenden Prozess darstellt (Jaeschke H, 1991a und
1993c). Vielmehr scheinen durch die GSH-Applikation extrazellular vorhandene ROS
entgiftet worden zu sein, wozu die Leber aufgrund ihres niedrigen, extrazellularen
GSH-Gehaltes von ca. 5 — 15 yM (Lauterburg BH, 1984a; Aebi S, 1991) ohne
zusatzliche therapeutische GSH-Zufuhr nicht in der Lage ist (siehe Kontrollgruppen;
Abb. 4.18). Darlber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass eine intrazellulare
Bildung von GSSG nach Ischamie / Reperfusion aufgrund des hohen antioxidativen
Potentials innerhalb der Hepatozyten in nur sehr geringen Mengen erfolgt (Wefers H,
1983; Metzger J, 1988; Jaeschke H, 1988) und damit kaum zu einer wesentlichen
Steigerung der extrazellularen GSSG-Formation beitragen kann. Die Anhebung der
plasmatischen GSSG-Konzentrationen stellt also mit hoher Wahrscheinlichkeit einen
extrazellularen Entgiftungsprozess fur ROS durch das zugefuhrte GSH dar. Dabei
dirfte es sich am ehesten um nicht-enzymatische Reaktionen des GSH mit ROS
handeln, da die GSH-Peroxidase, welche Glutathion als Co-Substrat verwendet, eine
nur geringe extrazellulare Aktivitat aufweist (Halliwell B, 1990).

Aktivierte KC und Leukozyten wurden als Hauptquellen fur die Bildung und
Freisetzung von ROS in den Extrazellularraum wahrend der Reperfusion identifiziert
(Jaeschke H, 1991a; c und d). Die deutlich verringerte Akkumulation von adharenten
Leukozyten in den mit GSH behandelten normalen und verfetteten Lebern macht die

Oxidation des plasmatischen GSH durch ROS aus aktivierten Leukozyten
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unwahrscheinlich. Vielmehr scheinen dafur ROS aus aktivierten KC verantwortlich zu
sein. Daflur sprechen eine signifikant verminderte, plasmatische GSSG-Formation
wahrend der Reperfusion in KC-depletierten Lebern nach warmer und Kkalter
Ischamie (Jaeschke H, 1991c; Schauer RJ, 1999 und 2001). Und auch in Studien an
Perfusionsmodellen, in denen die Leber mit leukozytenfreier Losung perfundiert
wurde, konnte der oxidative Zellschaden durch GSH-Zufuhr drastisch reduziert
werden (Bilzer M, 1999; Baron A, 1999). Das intravends applizierte GSH scheint also
wahrend der frihen Reperfusion vor allem ROS aus aktivierten KC zu entgiften und
dadurch zu einer Erhéhung der extrazellularen GSSG-Konzentrationen zu fuhren.

In den eigenen Versuchen bleibt jedoch unklar, ob die hdheren, plasmatischen
GSSG-Konzentrationen in Tieren mit steatotischen Lebern nicht durch die héheren
GSH-Konzentrationen bedingt sind, die nach intravenéser GSH-Zufuhr in diesen
Tieren gegenuber solchen mit normalen Lebern erreicht wurden (s. Abb. 4.17). Es
konnten in diesem Zusammenhang keine Erklarungen gefunden werden, weshalb
bei Verwendung einer vergleichbaren GSH-Dosis (100 umol / h / kg) hohere
plasmatische GSH-Konzentrationen in Tieren mit verfetteten Lebern gegenlber

solchen mit normalen Lebern erreicht wurden.

e Intrazellulare GSH-Konzentrationen:

Ischamie / Reperfusion fuhrte in normalen Lebern zu einer Abnahme des
intrazellularen GSH-Gehaltes (s. Abb. 4.19), welche durch die kontinuierliche,
intravenose Zufuhr von GSH wahrend der Reperfusion verhindert werden konnte.

GSH wird jedoch in mikromolaren Konzentrationen, wie sie in den eigenen
Versuchen verwendet wurden, nicht von der Leber aufgenommen (Hahn R, 1978;
Ookhtens M, 1985). Auch die Verwendung von 4 mmol / | GSH fihrte am Modell der
isoliert perfundierten Rattenleber nach | / R nur zu einer sehr geringen, intrazellularen
Aufnahme des extrazellular zugefuhrten GSH im Bereich von 0.08 % (Bilzer M,
1999). Die Aufrechterhaltung des intrazellularen GSH-Gehaltes durch das
extrazellular  zugefihrte GSH  konnte  daher durch die  verringerte
Leberzellschadigung nach | / R bewirkt worden sein und konsekutiv zu einem

reduzierten Verlust an intrazellularem GSH gefuhrt haben. Diese Beobachtung wird



-111 -

Diskussion

durch die Ergebnisse von Bilzer et al. unterstutzt, die eine Korrelation des GSH-
Effluxes aus den Hepatozyten mit dem Ausmal der zellularen Schadigung nach | / R
feststellen konnten (Bilzer M, 1999).

Dagegen fuhrte Ischamie / Reperfusion in verfetteten Lebern zu keiner Veranderung
des intrazellularen GSH-Gehaltes. Auch die postischamische GSH-Zufuhr konnte die
intrazelluldaren GSH-Konzentrationen nicht zusatzlich beeinflussen (s. Abb. 4.20).
Von ahnlichen Ergebnissen berichteten Nakano und Mitarbeiter: Auch hier kam es
nach normothermer Ischamie / Reperfusion zu einer drastischen Abnahme des
intrazellularen GSH-Gehaltes in Mitochondrien normaler Lebern, nicht jedoch in
steatotischen Lebern (Nakano H, 1998).

Verschiedene Arbeitsgruppen berichten von einer wesentlich geringeren,
intrazellularen Verfugbarkeit von GSH in verfetteten gegeniber normalen Lebern
unter physiologischen Bedingungen (Nakano H, 1998; Soltys K, 2001). Dies konnte
im eigenen Modell nicht bestatigt werden. Sham-Tiere mit normalen und verfetteten
Lebern unterschieden sich nicht bezuglich des intrazellularen GSH-Gehaltes (s. Abb.
419 und 4.20). Soltys und Mitarbeiter verwendeten fur ihre Versuche an
steatotischen Lebern ebenfalls homozygote Zucker-Ratten (Soltys K, 2001). Das
Gewicht dieser Versuchstiere betrug allerdings 480 — 560 g und Ubertrifft damit bei
weitem die Gewichtsklasse, die im eigenen Modell der moderat verfetteten
Rattenleber verwendet wurde (s. 3.1.1). Damit durfte in den schwereren Zucker-
Ratten eine wesentlich ausgepragtere Leberzellverfettung erreicht worden sein. Es
ist denkbar, dass die antioxidativen Mechanismen in den Hepatozyten, wie z. B. der
intrazellulare GSH-Gehalt, mit zunehmendem Verfettungsgrad und mit einem
moglicherweise gesteigerten, chronischen, oxidativen Stress weiter vermindert

werden.

Zusammenfassend bleibt Folgendes festzuhalten: Die kontinuierliche, intravendse
Zufuhr von 100 ymol / h / kg GSH wahrend der hepatischen Reperfusion fuhrte
sowohl in normalen als auch in moderat verfetteten Lebern der Ratte zu einer

drastischen Reduktion der IRS: Das leberspezifische Enzym ALT sowie
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morphologische Schaden nach | / R konnten wirksam vermindert werden. Diese
protektiven Effekte des Glutathions wurden von einer signifikanten Verbesserung der
hepatischen Mikrozirkulation in normalen und steatotischen Lebern begleitet. Der
Gallefluss als Parameter der Leberfunktion konnte durch die extrazellulare GSH-
Zufuhr allerdings nur in normalen Lebern verbessert werden, nicht jedoch in
verfetteten Lebern.

Die erhohte plasmatische GSSG-Produktion in steatotischen Lebern deutet auf eine
starkere Detoxifikation von ROS durch das extern zugefiihrte GSH hin. GSH scheint
damit ein  geeignetes = Medikament zur  Pravention ROS-mediierter
Reperfusionsschaden in normalen und verfetteten Lebern nach normothermer
Ischamie zu sein. Die geringe Bandbreite an Nebenwirkungen sowie die direkte
Wirkung des GSH im extrazellularen Kompartiment, die keine intakte, intrazellulare
GSH-Synthese voraussetzt, befurworten eine klinische Anwendung des endogenen
Antioxidans Glutathion in normalen und speziell in steatotischen Lebern, zumal eine
Anhebung der extrazellularen GSH-Konzentrationen um das 200-fache keine

toxischen Nebenwirkungen am Menschen hervorrief (Aebi S, 1991).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Vorgeschadigte (verfettete) Lebern sind mit einer deutlich hdheren Komplikationsrate
nach Leberteilresektion assoziiert als normale Lebern. Die Angaben zur
postoperativen Mortalitat schwanken zwischen 10 und 14 % in steatotischen Lebern,
wahrend die Mortalitat nach Resektion in nicht-vorgeschadigten Lebern lediglich 2 bis
4 % betragt. Im Krankengut der Leberchirurgie konnten dabei hohe Inzidenzen
verfetteter Lebern von 20 bis 26 % festgestellt werden.

Die Haufigkeit von verfetteten Lebern sowie deren erhohte Komplikationsrate nach
Leberteilresektion zeigen die Notwendigkeit von kliniknahen Experimenten mit
vorgeschadigten Lebern. Ziel dieser experimentellen Arbeit war es daher,
steatotische Lebern mit normalen Lebern unter den Bedingungen von Ischamie /
Reperfusion zu vergleichen. Da frihe Ischamie- / Reperfusionsschaden im
Wesentlichen durch das Ausmal} von hepatischen Mikrozirkulationsstérungen sowie
durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) determiniert werden,
sollte aullerdem ein antioxidativer Therapieansatz mit intravends zugefuhrtem
Glutathion (GSH) Uberprift werden.

e Modell:

Insgesamt 21 heterozygote sowie 23 homozygote Zucker-Ratten ermdglichten
vergleichende Untersuchungen zwischen normalen und steatotischen Lebern:
Homozygote = Zucker-Ratten  besitzen  einen  genetischen  Defekt des
hypothalamischen Leptinrezeptors und reagieren daher mit einem ungeztgelten und
Ubermaligen Fressverhalten. Die Folge ist eine massive Gewichtszunahme sowie
die Entwicklung einer Hyperlipidamie mit Ausbildung einer steatotischen Leber.
Dabei wurden nur solche Tiere in die Versuche einbezogen, die eine
Leberzellverfettung von 30 bis 60 % aufwiesen und damit als ,moderat® verfettete
Lebern klassifiziert wurden. Heterozygote Zucker-Ratten dienten als Kontrolltiere mit
intakten Leptinrezeptoren und nicht-vorgeschadigten, normalen Lebern.

Die beiden Hauptgruppen — Tiere mit normalen sowie solche mit verfetteten Lebern —

wurden in je 3 Untergruppen aufgeteilt, so dass insgesamt 6 Versuchsgruppen
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untersucht wurden: Sham-Tiere (SH) wurden einer ,Scheinoperation®, jedoch keiner
Ischamie / Reperfusion der Leber unterzogen und dienten somit zur Bestimmung der
,base-line“-Werte. Diese Gruppe umfasste 6 Tiere mit normalen sowie 6 Tiere mit
steatotischen Lebern. In den Kontrolltieren (KO) wurde eine normotherme,
60minutige Ischamie der linken und links-medianen Lebersegmente sowie eine
daran anschliellende Reperfusionsphase von 120 Minuten durchgeflhrt. Dieser
Gruppe wurden 9 Tiere mit nicht-vorgeschadigten sowie 10 Tiere mit verfetteten
Lebern zugeteilt. GSH-Tiere erfuhren zusatzlich eine kontinuierliche, intravendse
Zufuhr von 100 ymol / h / kg GSH. Die Applikation des Glutathions erfolgte dabei ab
20 Minuten vor Beginn der Reperfusion bis zum Versuchsende, d. h. bis zum Ende
der 120minudtigen Reperfusion. Insgesamt gehorten dieser Gruppe 6 Tiere mit
normalen sowie 7 Tiere mit verfetteten Lebern an. Die durchgeflihrten
Untersuchungen umfassten die intravitale Fluoreszenzmikroskopie mit Bewertung
der sinusoidalen Perfusion und der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen sowie
die Entnahme von arteriellen Blutproben fir laborchemische Analysen
(Lebertransaminase ALT, oxidiertes und reduziertes Glutathion). Aul3erdem erfolgte
durch Kandulierung des Ductus choledochus die Bestimmung des Galleflusses zur
Bewertung der hepatozellularen Funktion. Die Versuche wurden durch die Entnahme
von Lebergewebe flr licht- und elektronenmikroskopische Analysen nach einer

120mindtigen Reperfusionsphase beendet.

e Ergebnisse:
Die moderate Leberzellverfettung fuhrte zu einer drastischen Aggravation der

hepatozellularen Schadigung nach Ischamie / Reperfusion: Dies belegen deutlich
erhohte Aktivitaten der Lebertransaminase ALT sowie eine fehlende Erholung der
Galleflussraten als Parameter der hepatozellularen Funktion in steatotischen
gegenuber normalen Lebern. Elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben
dabei unterschiedliche, morphologische Veranderungen in verfetteten und nicht-
vorgeschadigten Lebern nach Ischamie / Reperfusion: Wahrend sich in Hepatozyten
normaler Lebern vorwiegend Vakuolen ausbildeten, fanden sich in steatotischen
Lebern nach vergleichbarer Ischamie- und Reperfusionszeit Schwellungen des

sinusoidalen Endothels.
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Die Bewertung der hepatischen Mikrozirkulation nach Ischamie / Reperfusion durch
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zeigte keine wesentlichen Unterschiede
zwischen normalen und fettinfiltrierten Lebern, so dass diese nicht fur die erhdhte
Vulnerabilitat verfetteter Lebern verantwortlich sein kénnen: In beiden Gruppen kam
es nach Ischamie / Reperfusion zu einer vergleichbaren Beeintrachtigungen der
sinusoidalen Perfusion (sinusoidale Perfusionsrate, midzonale Sinusoiddurchmesser)
sowie zu einer vergleichbaren Rekrutierung von Leukozyten in den Leberlobuli und in
den postsinusoidalen Venolen. Steatotische Lebern wiesen dabei im Vergleich zu
normalen Lebern eine starkere Beteiligung von permanent adharenten Leukozyten
(Sticker) gegenuber temporar adharenten Leukozyten (Roller) auf. Ein deutlicher
Unterschied konnte bezlglich der Phagozytose-Aktivitat von Kupffer-Zellen
festgestellt werden: In steatotischen Lebern wurden nach Ischamie / Reperfusion
mehr Latexpartikel phagozytiert als in normalen Lebern.

Die antioxidative Therapie mit kontinuierlich, intravenos applizietem GSH flhrte zu
einer drastischen Reduktion von Ischamie- / Reperfusionsschaden sowohl in
normalen als auch in verfetteten Lebern: Das leberspezifische Enzym ALT sowie die
morphologischen Schaden nach Ischamie / Reperfusion konnten wirksam vermindert
werden. Diese protektiven Effekte des Glutathions wurden von einer signifikanten
Verbesserung der hepatischen Mikrozirkulation in normalen und steatotischen
Lebern begleitet. Der Gallefluss als Parameter der Leberfunktion konnte durch die
extrazellulare GSH-Zufuhr allerdings nur in normalen Lebern verbessert werden,
nicht jedoch in verfetteten Lebern.

Als entscheidendes Ergebnis bleibt die deutlich starkere Detoxifikation von ROS
durch das zugeflihrte GSH in steatotischen Lebern festzuhalten: Die plasmatische
GSSG-Formation nach Ischamie / Reperfusion war in verfetteten Lebern nach
intravenoser Applikation von GSH wesentlich starker ausgepragt als in Tieren mit
nicht-vorgeschadigten Lebern. Die intrazellularen GSH-Konzentrationen
unterschieden sich nicht zwischen normalen und fettinfiltrierten Lebern. Normale
Lebern zeigten allerdings eine Abnahme dieses intrazellularen GSH-Gehaltes nach

Ischamie / Reperfusion, wahrend dieser in steatotischen Lebern unverandert blieb.
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e Schlussfolgerung:

Vorgeschadigte (verfettete) Lebern entwickeln nach Ischamie / Reperfusion
wesentlich ausgepragtere Zellschaden als normale Lebern.

Die vorliegende, experimentelle Arbeit wies nach hepatischer Ischamie / Reperfusion
einen erheblich starkeren extrazellularen, oxidativen Stress in steatotischen Lebern
nach, der bei der Aggravation von Ischamie- / Reperfusionsschaden in
vorgeschadigten Lebern eine entscheidende Rolle spielen durfte. Dies belegt die
Effektivitdit des exogen zugefuhrten Glutathions bei der Reduktion der
hepatozellularen Schadigung. Als Hauptquelle der ROS scheinen in der frihen
Phase der Reperfusion vor allem aktivierte Kupffer-Zellen verantwortlich zu sein.
Unklar bleibt jedoch, welche Pathomechanismen durch ROS in verfetteten Lebern
induziert werden und zum gesteigerten Leberzellschaden fuhren. Es konnte durch
andere Arbeitsgruppen bereits gezeigt werden, dass ROS die Adhasion von
Leukozyten wahrend der Reperfusion mediieren und als potente vasoaktive
Substanzen die hepatische Mikrozirkulation nachhaltig beeintrachtigen kénnen. Da
jedoch in der vorliegenden Arbeit keine wesentlichen Unterschiede in der
Mikrozirkulation normaler und steatotischer Lebern festgestellt werden konnten,
scheinen ROS in verfetteten Lebern Uber andere pathophysiologische Mechanismen
zum aggravierten Zellschaden nach Ischamie / Reperfusion zu fihren. Hier durften
vor allem direkte Formen der Zellschadigung durch ROS, wie z. B. eine gesteigerte
Lipidperoxidation, eine Rolle spielen.

GSH wurde hier erstmals in-vivo zur Pravention von hepatozellularen Schaden nach
normothermer Ischamie / Reperfusion in vorgeschadigten (verfetteten) Lebern
eingesetzt. Die nachgewiesene Effektivitat sowie die nahezu idealen Eigenschaften
von GSH befurworten eine Untersuchung dieses endogenen Antioxidans in
klinischen Studien mit dem Ziel, hepatische Ischamie- / Reperfusionsschaden auch in
vorgeschadigten Lebern effektiv zu reduzieren und damit die gesteigerte Mortalitat

nach Resektion zu senken.
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Abkiirzungen

VIIl. ABKURZUNGEN

ALT
AP-1
AST
ATP
CINC
CMDD
DNA
DTNB
GP
GR
GSH
GSSG
H20,
HO
HOCI
HR
IxB
ICAM-1

/R
IRS
VM
KC
KG
KO
LDH
LL
LPS
LR

Alanin-Aminotransferase

Aktivator Protein 1
Aspartat-Aminotransferase
Adenosintriphosphat
Cytokine-induced-neutrophil-chemoattractant 1
Choline- and methionine-deficient diet
Desoxyribonukleinsaure
5,5-Dithio-bis-nitrobenzoesaure
Glutathion-Peroxidase
Glutathion-Reduktase

Glutathion

Glutathiondisulfid
Wasserstoffperoxid
Hydroxylradikal

Hypochlorige Saure

Herzfrequenz

Inhibitorisches kB

Intercellular adhesion molecule 1
Interleukin

Ischamie / Reperfusion

Ischamie- / Reperfusionsschaden
Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Kupffer-Zelle

Kdrpergewicht

Kontrollgruppe
Laktatdehydrogenase

Linker Leberlappen
Lipopolysaccharid

Rechte Lebersegmente
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LT

Ltx
MAP
MDA
MinR
MPO
MW
MZ
NAD"
NADH
NADP”*
NADPH
NALP
NF«B
NH.CI
NO
02"
PAF
PMN
PP
PPARa
PSV
PZ
ROS
rRNS
SEC
SEM
SH
SOD
TauNHCI
TF
TNB

Leukotrien

Lebertransplantation

Arterieller Mitteldruck

Malondialdehyd

Minuten nach Beginn Reperfusion
Myeloperoxidase

Mittelwert

Midzonal

Nicotinamid-adenin-dinucleotid (oxidiert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid (reduziert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (oxidiert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (reduziert)
Nicht adharente Latexpartikel

Nuklearer Faktor kB

Monochloramin

Stickstoffmonoxid
Superoxidanion-Radikal
Plattchen-aktivierender-Faktor
Polymorphkerniger, neutrophiler Granulozyt
Periportal

Peroxisome proliferater receptor a
postsinusoidalen Venole

Perizentral

Reaktive Sauerstoff-Spezies

Ribosomale Ribonukleinsaure
Sinusoidale Endothelzelle

Standard error of mean

Sham-Gruppe

Superoxid-Dismutase
Taurinmonochloramin
Transkriptionsfaktor

Thionitrobenzoesaure

Abkiirzungen
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TNF-a
tRNS
VLDL
XDH
XO

ZF

ZL

Tumor-Nekrose-Faktor a
Transfer-Ribonukleinsaure
Very low density lipoproteine
Xanthin-Dehydrogenase
Xanthin-Oxidase

Zucker Fat

Zucker Lean

Abkiirzungen
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