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Einleitung

. EINLEITUNG

Im Jahre 1908 wandte Pringle erstmals ein Verfahren zum tempordren Verschluss der
hepatischen Durchblutung an, um extensive Blutungen wahrend Operationen an der Leber zu
reduzieren (Pringle 1908). Das nach ihm benannte Mandver unter Abklemmung der portalen
Trias bestehend aus Vena porta, Arteria hepatica und Ductus hepatocholedochus stellt bis in
die heutige Zeit ein bewdahrtes Prinzip zur Blutungsvermeidung wahrend Leberresektionen
dar. Die Reduzierung des intraoperativen Blutverlustes erhdht die Sicherheit des operativen
Vorgehens, dessen Mortaitatsrate 0-5% betragt (Rees 1996). Limitierender Faktor in der
Leberchirurgie ist neben den anatomischen Eigenheiten der Leber und der dadurch
technischen und chirurgischen Herausforderung vor allem die Dauer der Durchblutungs-
Unterbrechung. Obwohl die Leber als das Organ mit der hochsten Ischamietoleranz gilt und
man heute davon ausgeht, dass 90 Minuten Abklemmung der hepatischen Blutzufuhr bei einer
in ihrer Organstruktur nicht veranderten Leber gefahrlos durchgefiihrt werden kann,
resultieren bereits bel diesen nicht-zirrhotischen Lebern hepatozellulére Schaden (Hannoun
1993). Dies auRert sich funktionell in einem postoperativen Anstieg der
L ebertransaminasenwerte bis zum 13-fachen des Ausgangswertes. Als schwerwiegendste
Folge nach Leberresektion gilt deshalb die Leberinsuffizienz, die mit einer hohen Letalitét
von bis zu 90% vergesellschaftet ist (Habin 1995).

Bel der Unterbrechung der Blutzufuhr zu einem Organ wird dabei zwischen einer warmen
und einer kalten Ischémie unterschieden. Verbleibt ein Organ wahrend der Ischdmiephase in
seinem urspringlichen Situs wie am Beispiel der Leberresektion, wird von warmer Ischamie
gesprochen. Wird das Organ aus seinem Ursprungskorper entnommen und in einen anderen
verpflanzt, wodurch es unter anderem langeren Transportzeiten in ener gekihlten
Konservierungslosung (4°C) ausgesetzt wird, spricht man von kalter Ischémie, wie unter den
Bedingungen der Lebetransplantation.

Die Lebertransplantation stellt heute die einzige mogliche Therapie bel Patienten mit einer
Lebererkrankung im dekompensierten Stadium dar. Mit mehr als 4000 Transplantationen
jahrlich (Bismuth 1987, First 1992, Starzl 1989), stellt dies eine inzwischen etablierte
Methode dar. Dennoch muss bei einem Anteil von bis zu 20% aller transplantierten Organe
mit einer unzureichenden oder gar fehlenden Transplantatfunktion gerechnet werden (Ploeg
1993). Meist stellt sich bei diesen Patienten bel hoher Mortaitdt die notfallméfdige
Retransplantation als einzige lebenserhatende Behandlungsmoglichkeit dar. Dies ist auch
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insofern als kritisch zu betrachten, da der ohnehin zu kleine Pool an Spenderlebern dadurch
zusétzlich belastet wird.

Der pathophysiologische Hintergrund sowohl fir die Leberinsuffizienz nach Leberresektion,
also warmer Ischdmie, als auch nach Lebertransplantation, sogenannter kalter Ischamie, 183t

sich durch das Phanomen des | schamie- Reperfusionsschadens erklaren.

1.1 Ischamie-Reperfusionsschaden (IRS)

Urspringlich war man der Ansicht, dass nur eine zigig eingeleitete Reperfusion ein
ischdmisches Areal vor permanenten Schaden bewahren kann. In den vergangenen Jahren
wurde jedoch mehrfach gezeigt, dass ein signifikanter Anteil des Schadens auf die
Reperfusion zurlckzuftihren ist (Menger 1992b, Kerrigan 1993). Seither werden die so
induzierten  morphologischen und  funktionellen  Verdnderungen as Ischamie-
Reperfusionsschéden bezeichnet.

Charakterisieren 18sst sich der Prozess des hepatischen |schdmie-Reperfusionsschadens durch
snusoidale Perfusionsausfélle, die Akkumulation und Adh&enz von Leukozyten in
Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen, den Verlust des endothelialen Zusammenhaltes
und letztlich den Zusammenbruch der Lebermikrozirkulation. Im wesentlichen betroffen ist
die Mikrozirkulation, da die Manifestation von mikrovaskuldren Schéaden, hier besonders der
Verlust der endotheliadlen Integritét, der Ausbildung von parenchymalen Gewebeschéden
vorausgeht (Menger 1991a).

In der Ischéamiephase gilt vor adlem die Hypoxie und deren Folgen als wesentlicher
Pathomechanismus. So kommt es hypoxie-induziert zu einem Synthesemangel energiereicher
Phosphate wie zum Beispiel des Adenosintriphosphats (Kerrigan 1993). Dies fuhrt zu einer
Aktivitatsminderung der ATP-abhangigen Na'/K*-Kande entlang der Zellmembran und
dadurch zu einer Verschiebung von Elektrolyten und damit auch Wasser in die Zelle. Die
daraus resultierende Zellschwellung ist vor allem in der Endothelzelle beobachtet worden
(Leaf 1973, Silver 1977). Gleichzeitig zient Hypoxie eine Azidose nach sich, welche die
viscoel astischen Eigenschaften von Leukozyten beeintréchtigt und damit zu einer Obstruktion
von Kapillaren fuhren kann (Schmid-Schonbein 1987). Der in der 1schamiephase entstandene
Gewebsschaden mit Zellschwellung, @ngeschankter Kapillarperfusion und mikrovaskulérer
Thrombose fuhrt folglich zu dem as “no-reflow phenomenon” bekannten Geschehen, bei

welchem es auch nach einsetzender Reperfusion zum Fortbestehen der Hypoxie und deren
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Folgen kommt und somit Ischdmieschaden weiter aggraviert (Menger 1988, Menger 1989,
Menger 1992d).

Durch die Reoxygenierung ischdmischer Gebiete in der Reperfusionsphase entstehen im
sauerstoffreichen Blut Metabolite, die zu einer erhohten Freisetzung freier Sauerstoffradikale
fuhrt. Freie Sauerstoffradikale oder deren Metabolite (Superoxidanionen, Hydroxylanionen,
Hydrogenperoxid) gelten als toxisch, indem sie z.B. durch Lipidperoxidation Membran und
folglich auch Gewebsschéden induzieren (McCord 1985). Diese Gewebsschaden werden auch
durch den auf Proteine denaturierend wirkenden Mechanismus von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) unterstitzt (Jaeschke 1995, Jaeschke 1997).

Die Rolle von ROS im Ischdmie-Reperfusionsschaden ist dabei mehrfach demonstriert
worden. Durch Verwendung antioxidativ wirkender Substanzen wie Superoxiddismutase,
Katalase oder Vitamin E konnte die Bildung radikalbedingter biochemischer oder
morphologischer Verdnderungen verhindert und eine Reduktion des IRS beobachtet werden
(Nagel 1997). Ein direkter Nachweis der Radikale gelang durch Verwendung der Elektronen
Resonanz- Spektrometrie und der Chemilumineszenztechnik (Kunz 1991, Nunes 1995). Uber
die Bildungsstétte dieser ROS ist viel diskutiert worden. Die Xanthinoxidase scheint als
Quelle fur die Synthese von ROS in Frage zu kommen, da Xanthin und Hypoxanthin wahrend
hepatischer Ischamie akkumulieren (Marzi 1989). Die Aktivitat der Xanthinoxidase scheint
besonders in solchen Endothelzellen erhoht zu sein, die Anoxie und anschlief3ender
Reoxygenierung ausgesetzt sind, da die Bildung ROS durch Xanthinoxidase-1nhibitoren wie

Allopurinol deutlich eingeschrénkt werden konnte (Zweier 1988).

Auch wenn ROS Hepatozyten Schaden durch Peroxidation von Membranlipiden zufiigen
koénnen (Ito 1992), musste die Leberzelle durch ihre antioxidative Enzymausstattung gegen
oxidativen Stress wadhrend der Reperfusion jedoch relativ resistent sein. Deshalb wird der
reperfusionsbedingte Schaden durch ROS hauptséchlich als nonparenchymaler Prozess
betrachtet (Walsh 1990). Als mogliche Produzenten extrazelluldrer Radikale werden
Makrophagen, in der Leber die Kupffer-SternZellen, und aktivierte Leukozyten
(Polymorphkernige Granulozyten, PMN) angesehen. Als Mechanismus wird die durch
Ischamie/Reperfusion induzierte Aktivierung der NADPH-Oxidase in der Hasmamembran
dieser Zellen vermutet (Metzger 1988, Jaeschke 1991a, Rymsa 1991).

Diese extrazellulér freigesetzten Radikale haben neben den bereits genannten Effekten auf die
Lipid-Peroxidation auch noch Mediatorfunktionen. So wurde ein Zusammenhang von ROS

mit Vasokonstriktion wahrend der Reperfusionsphase beobachtet (Bilzer 1996). Eine weitere
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Mediatorfunktion von ROS besteht eventuell in einer erhdhten Aktivierung von Leukozyten
(Granger 1988) und ener vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen, was in einer Akkumulation von Leukozyten in Mikrogefal3en resultiert (Del
Maestro 1982, Granger 1989, Menger 1992b).

Diese Endothel-LeukozytenInteraktion ist as entzindlicher Prozess anzusehen, der
besonders in den postsinusoidalen Venolen durch vermehrte Leukozytenadhéarenz beobachtet
werden konnte (Menger 1992c), und wird durch verschiedene weitere Mediatoren unterstiitzt.
Auch hier wird wieder den Kupffer-Zellen eine zentrale Bedeutung beigemessen, indem sie
an der Ausschittung dieser Mediatoren teilnehmen. Neben den von immunkompetenten
Zellen freigesetzten Faktoren wie Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), Interleukin-2, I1L-6, IL-
10 und Nuclear transcription factor (Nf?B) werden einerseits Adhésionsmol eklile ausgebildet,
namlich ICAM-1 und ICAM-2 auf Endothelseite sowie CD11/ CD18 auf Leukozytenseite,
andererseits Selektine wie LECAM-1 auf Leukozyten und ELAM-1 auf Endothelzellen.
Durch den Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen diese Adhésionsmolekile mit einer
daraufhin signifikanten Abnahme der Leukozytenadhdrenz wurde diese Theorie gestiitzt
(Hecht 1993). Dabel werden zwei Phasen der Adhdrenz unterschieden, da es vor der
permanenten (,sticking”) zu einer temporaren Adharenz kommt, auch ,rolling* genannt
(Bienvenu 1993). Schliefdlich kommt es durch Diapedese und Emigration von PMN durch das
Endothel zu einer Schadigung des Leberparenchyms (Hernandez 1987). Diese sinusoidale
Leukozytenadhédrenz ist mehrfach in Versuchen demonstriert worden, sowohl wahrend kalter
(Marzi 1991) as auch warmer Ischamie (Menger 1991b). Hierbei scheinen jedoch weniger
Adhésionsmolekile eine Rolle zu spielen as viel mehr mechanische Mechanismen wie
Zellschwellung, sinusoidale  Hamokonzentration oder die Akkumulation von
Thrombozytenaggregaten (Kandhoga 2002).

Ein weiterer allgemeiner Faktor fur die Akkumulation von Leukozyten sind die durch
Leukozyten und Sauerstoffradikale freigesetzten chemotaktischen Wirkstoffe wie Leukotriene
und Thrombozyten-aktivierender Faktor. Ein weiterer Effekt der Leukotriene (Lehr 1991,
Bjork 1982) und des Thrombozytentaktivierenden Faktors (Bjork 1983, Kubes 1990) ist die
Erhohung der Endothel-Permesbilitét, die zu einem interstitiellen Odem fiihrt und damit zu
einem ansteigenden Gewebedruck. Dies wiederum kann die kapillére Perfusion zum
Zeitpunkt der Reperfusion weiter verschlechtern und somit zu erhdhtem postischamischen
Gewebsschaden aufgrund fokaler 1schamie fuhren.

All dies fuhrt zu einem postischdmischen Zusammenbruch der mikrovaskuléren Perfusion

und damit zur Ausbildung mikrovaskulérer Ischdmie-/ Reperfusionsschaden. Dabei lassen
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sich zusammenfassend zwei Phdnomene beobachten. Ersteres gilt als das bereits erwahnte
»ho-reflow” Phé&nomen, wo die primére kapillare Perfusion nach Ansetzen der Reperfusion
ausbleibt (Menger 1992a). Dadurch wird die lokale Hypoxie der versorgenden Mikrogefalie
prolongiert, was letztlich im Zelltod endet.

Zum anderen kommt es zum Phanomen des , reflow-paradox”, wo es im Gegensatz zum ,,no-
reflow* zu einer Reperfusion und dadurch Reoxygenierung des Gewebes kommt. Diese fuhrt
allerdings durch oben beschricbene Mechanismen zu einer inflammatorischen
Leukozytenreaktion mit vermehrter Akkumulation und Adhérenz von Leukozyten, erhdhter
mikrovaskulérer Permeabilitét, Bildung von Sauerstoffradikalen und Freisetzung einer Reihe
potenter Mediatoren, und letztlich zu postischdmischen Gewebeschdden durch
Lipidperoxidation und Membrandesintegration (Menger 1991a, Jaescke 1990b, Vollmar
1994).

In den letzten Jahren wurde auch dem programmierten Zelltod, der Apoptose, eine
Betelligung an der Entstehung des Ischdmie-(/)Reperfusionsschadens zugesprochen.
Motoyama et a (1998) sahen dabel einen Zusammenhang zwischen ROS-Bildung durch
Kupffer-Zellen und der Initiierung des Apoptosemechanismus in Endothelzellen der
Sinusoide und Gefél3e innerhalb der Leber. Der zugrundeliegende Mechanismus hierbel
konnte in einer Mitochondriendysfunktion liegen (Natori 1999). Vermutet wird, dass durch
mitochondriale Dysfunktion freigesetztes Cytochrom C zu einer Aktivierung der
proapoptotischen Kaspase fuhrt. Diese Theorie wurde durch Kaspase-Inhibitoren und eine
daraufhin beobachtete Reduktion des IRS gestiitzt (Cursio 1999). Als weiterer Initiator einer
erhohten Apoptoserate gilt das Calpain (Kohli 1997, Sindram 1999).

Die Pravention des IRS durch die Gabe von Antioxidantien wie zum Beispiel Glutathion,
einem endogenen Antioxidans im Plasma (Schauer 2004a und 2004b), scheint ein effektiver
therapeutischer Ansatz bei der Vermeidung |schamie-Reperfusions-induzierter Schaden in der
Leber zu sein. Eine weitere protektive Strategie ist das Prinzip der sogenannten

»1schamischen Prékonditionierung®.
1.2 Ischdmische Prakonditionierung (IPC)
In seinen Versuchen zeigten Murry et al. 1986, dass die Grof3e eines Myokardinfarktes nach

langer Ischdmie durch vorhergehende solitdre oder multiple kurze Ischamie-

Reperfusionsperioden vermindert werden konnte. Dieses an sich paradoxe Phanomen, dass
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eine zusdtzliche Ischamie einen protektiven Effekt hat, erklart sich durch ene
Toleranzentwicklung gegen die nachfolgende prolongierte Ischédmiephase. Das Vorgehen
wird seither as ischamische Prakonditionierung bezeichnet und ist bereits mehrfach an
verschiedenen Organsystemen im Tierversuch nachgewiesen worden (Ishida 1997). Am
Menschen ist die ischamische Prakonditionierung mehrfach am Myokard untersucht worden
(Yellon 1993, lkonomidis 1994, Alkhulaifi 1994, Lee 1995), mit dem Ergebnis, dass der
protektive Effekt der Ischamischen Prékonditionierung (1PC) aus einer verbesserten Erhaltung
von ATP-Spiegeln, erhohter Kapazitét far die Produktion  energiereicher
Phosphatverbindungen und gesteigerter Erholung des Myokards zustande kommen konnte.
Am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber konnte gezeigt werden, dass eine 10-
mindtige Ischdmie mit anschliefender 10-mindtiger Reperfusion vor Ischémie-
Reperfusionsschaden schitzen kann (Peralta 1997). Funktionelles Korrelat war eine
signifikante Verminderung des post-ischdmischen Transaminasenanstiegs nach 1PC. Wie der
protektive Effekt der IPC gegen IRS zustande kommt, ist noch nicht vollsténdig geklart. Die
Befunde wurden jedoch dahingehend interpretiert, dass die wéhrend der Reperfusionsphase
induzierten Mechanismen der ROS und Zytokinfreisetzung letztlich zu ener
K onzentrationszunahme des vasodilatatorisch wirkenden Stickstoffmonoxid (NO) fuhren und
dadurch zytoprotektive Wirkung Uber eine verbesserte Mikrozirkulation entfalten. Fir diese
Theorie spricht auch, dass dieselben Effekte durch intravendse Zufuhr von NO-Donatoren
erreicht werden konnten. Die gunstige NO-Wirkung auf IRS konnte dabei durch Inhibition
der Endothelinsynthese, einem vasokonstriktorischen Protein, vermittelt werden, wiein einem
in-vivo Modell der Rattenleber gezeigt werden konnte (Peralta 1996).

Dartberhinaus scheinen auch andere Mechanismen der Protektion zu wirken. Dem Adenosin,
einem endogen anfallenden Stoffwechselprodukts aus dem ATP-Abbau, wird in diesem
Zusammenhang eine Rolle zugeschrieben, da es nach Einsetzen von Ischamie in praktisch
allen Gewebsarten innerhalb von Sekunden in grof3en Mengen nachgewiesen wurde (Hori
1993, Ely 1992). Durch experimentelle Infusion von Adenosinrezeptor-Blockern konnte die
Wirkung von IPC aufgehoben (Liu 1991, Armstrong 1994) oder durch Erhéhung des
endogenen Adenosins durch Adenosindesaminase-Inhibitoren oder
Adenosinaufnahmehemmern der protektive Effekt von IPC kopiert oder gar potenziert werden
(Toombs 1992, Urabe 1993). Es ist anzunehmen, dass die protektive Wirkung des Adenosins
dabel multifaktoriell zustande kommt. IPC scheint zu einem geringeren Abbau des ATP
walrend der Ischéamiephase zu fuhren und damit zu einem erhdhten ATP-Spiegel in der

Reperfusionsphase (Murry 1986). Adenosin gilt besonders in energiearmen Myozyten as
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effizienteste Substanz, um ATP-Spiegel wieder aufzuséttigen, indem es die Konversion von
Adenosin zu ATP mittels der Adenosinkinase und anderen Enzymsystemen vorantreibt (Ely
1992). Bel der kurzen Halbwertszeit von Adenosin im Blut (2-10 Sekunden nach Ely 1992
und Belardindlli 1989) kann von einer Adenosintherapie, die vor der ischamischen Phase
eingeleitet wird, (auf langer Basis) kein profitierender Effekt angenommen werden. Weitere
Studien von Nolte (1991), Keller (1991) und Cronstein (1994) deuteten auf eine hemmende
Wirkung von Adenosin auf die Produktion freier Sauerstoffradikale durch neutrophile
Granulozyten hin. Desweiteren wurde Adenosin in Zusammenhang mit der Inhibition des
Neutrophilenr und Thrombozyten mediierten Zellschadens gestellt. Der dilatierende Effekt
des Adenosins, der sowohl an den grof3en Herzkranzgefél3en as auch in den Mikroarteriolen
greift, tragt ebenfals zur Erhaltung der Perfusion im Geféal3system nach Ischdmie bel (Lee
1999). Ein weiterer Wirkmechanismus des Adenosins wird in der Hyperpolarisation von
Zellen vermutet. Durch Aktivierung von Adenosinrezeptor-gekoppelten K*/ATP-Kandlen
kommt es in der hyperpolariserten Zelle zu verminderter Phosphorylierung langsamer
Calciumkandle durch reduzierte ProteinKinase A- Aktivitdt und folglich zu enem
verminderten Energiebedarf der Zelle (Hsu 1994, Cronstein 1994, Jerome 1995). Dies wurde
bestétigt durch selektive Blockade der K*/ATP-Kanale mittels Infusion von Glibenclamid bei
gleichzeitiger Adenosingabe und daraufhin beobachteter Aufhebung der Effekte von
Adenosin auf das Myokard (Van Winkle 1994).

Desweiteren wurde gezeigt, dass IPC die Bildung einer intrazelluldren Azidose verlangsamt
bei gleichzeitiger intrazelluldrer Natriumkonzentrationssteigerung. Dadurch wird aufgrund
eines Natrium-Cal cium- Austauschmechanismus das intrazelluldre Calcium reduziert, mit dem
Ergebnis einer verminderten Kontraktionsneigung und reduziertem ATP-Verbrauch der
Zellen (Steenbergen 1993). Es gibt also mehrere plausible Hypothesen zur Partizipierung von
Adenosin an der Wirkungsweise der ischamischen Prékonditionierung, wobel Verringerung
des Energiebedarfs der Zelle und verminderter Zellschaden durch Hemmung entztindlicher
Mediatoren im Vordergrund stehen.

Einen Zusammenhang zwischen Hepatoprotektion durch 1PC vor IRS und einer signifikant
reduzierten Apoptoserate von Hepatozyten und Sinusoidzellen wurde von Y adav und Clavien
(1999) nachgewiesen. Der zugrundeliegende Wirkmechanismus scheint hierbei in der
Herunterregulation der Kaspase-Kaskade zu liegen.

Eine wesentliche Bedeutung in Hinsicht auf die verzogerte Protektion postischamischer
Leberschaden wird auch der Induktion von heat shock-Proteinen (HSP) zugeschrieben. Der
verantwortliche Mechanismus ist bislang nicht hinreichend bekannt, eine pathogenetische
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Betelligung beim IRS der Rattenleber konnte aber bereits gezeigt werden (Kume 1996;
Tergjima 1999). Dabei wurde zum einen die verstarkte Expression von HSP 70 bzw. 72 in der
Leber sowohl nach IPC als auch nach Hitze-Exposition nachgewiesen, zum anderen fihrte
dieses Vorgehen zu einer Reduktion des hepatozelluldren Schadens nach anschlief3ender
warmer Ischamie mit signifikant reduzierten Zellschaden und verbessertem Uberleben.

Aber auch bei kalter Ischamie konnte die Wirksamkeit der IPC am Transplantationsmodell
der Ratte bestétigt werden, wo neben einer funktionellen Verbesserung auch signifikart

verlangerte Uberlebenszeiten erreicht wurden (Yin 1998).

Zusammenfassend scheinen durch IPC Mechanismen in der Leber induziert zu werden, die
zwar in ihrem Ablauf und in ihren Interaktionen nur unvollsténdig bekannt sind, letztlich
jedoch postischémisch zu einer Hepatoprotektion fuhren kénnen. Es ist jedoch vdllig
unbekannt, welches protektive Potentia IPC auf die hepatische Mikrozirkulation von
vorgeschéadigten Lebern hat und ob die genannten Interventionen bei Fettlebern ebenfalls zur
Reduktion von IRS fuhren.

1.3 Rolle der vorgeschadigten L eber

Mit entscheidend fur die Inzidenz einer schweren postoperativen Leberdysfunktion bzw. eines
Leberversagens ist die funktionelle Organreserve, d.h. die Organbeschaffenheit oder die
Qualitdt des Leberparenchyms. Die klinische Reditdt zeigt, dass im Rahmen von
Leberresektionen und Lebertransplantationen mit ganz erheblichen Einschrénkungen dieser
Leberfunktion gerechnet werden muss. In industrialisierten Gebieten gelten Fettlebern als
haufiges Problem, mit einem Auftreten von 6,3 bis 21% bei Autopsien (Hilden 1977,
Hornboll 1982; Underwood 1984, Teramoto 1993b).

L eberresektionen werden haufig bei Tumorerkrankungen durchgefiihrt. Dabei besteht eine
Assoziation von bis zu 66% von chronischen Lebererkrankungen, z.B. Fibrose oder Zirrhose,
mit bestimmten Tumortypen, z.B. dem hepatozelluléaren Karzinom (Takenaka 1990, Farges
1999). Auch wurde an Patientenkollektiven wiederholt eine direkte Abhéangigkeit der
Komplikationsraten nach Leberteilresektionen von der Organbeschaffenheit demonstriert
(Huguet 1994; Pol 1999, Takenaka 1990; Farges 1999). Es gibt Hinweise, dass Fettlebern
bereits ohne zusétzliche Schadigung durch Ischamie/Reperfusion eine eingeschrankte
hepatische Mikrozirkulation aufweisen (Sato 1986, Seifalian 1999). Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen wie Fibrose oder Zirrhose weisen hingegen bereits ein 19-
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32%iges Risiko auf, an den Folgen eines postoperativen Leberversagens zu versterben
(Takenaka 1990, Behrns 1998, Farges 1999). Bei Patienten mit normaler Leberfunktion liegt
dieser Wert unter 2% (Selzner und Clavien 1999). Auch bei der kalten Ischamie in Form von
L ebertransplantationen bestimmt die Organqualitét einer Spenderleber mit dem Grad der
Verfettung entscheidend den Transplantationserfolg (Ploeg 1993), wobei bei bis zu 26% der
Spenderlebern eine Verfettung festgestellt werden kann (D’ Alessandro 1991). Die meisten
Transplantationszentren  lehnen  trotz  der  kritischen  Organspendersituation  eine
Transplantation ab, bei der die Spenderleber einen Verfettungsgrad von mehr as 50%
aufweist (D’ Alessandro 1991).

Zur besseren Klassifizierung des Steatosegrades einer Leber wurde eine Einteilung in milde,
moderate und hochgradige Verfettung eingefihrt (D’ Alessandro 1991, Adam 1991). Seither
wird eine Leberverfettung in unter 30% der Hepatozyten as ,,mild“ betrachtet, zwischen 30
und 60% as moderat und Uber 60% as hochgradig. Dabel zeigte sich, dass mild verfettete
Lebern (Steatosegrad < 30%) nach Transplantation &hnlich gute Organfunktion und
Empfanger-Uberlebensraten zeigten wie es bei normalen Lebern der Fall war (Markin 1993).
Als Kontraindikation fur eine Transplantation werden hingegen Spenderlebern gesehen, die
hochgradig verfettet sind, also einen Anteil von mehr als 60% steatotischer Hepatozyten
aufweisen (Selzner 2001). Begrundet wird dies vor alem durch den hohen Antell der
priméren Nichtfunktion (PNF) solcher Lebern. Liegt dieser in der normalen Leber nach
Transplantation noch bel ca 3-6% (D’Alessandro 1991, Ploeg 1993), werden bei
Verwendung hochgradig verfetteter Lebern Werte von inakzeptablen 40-60% beobachtet
(Hayashi 1999, Canelo 1999). Was die moderat verfetteten Lebern anbelangt gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. So fanden Fishbein et al. 1997 beim Vergleich normaler mit
moderat verfetteten Lebern &hnliche Einjahres-Uberlebensraten von Patienten  und
Spenderorganen (Fishbein 1997). In einer d@hnlichen Studie beobachteten hingegen Chui et al.
eine signifikante Verschlechterung der Uberlebensrate von 73% bei normalen Spenderlebern
auf 58% bel noderat verfetteten Lebern (Chui 1998). Deshalb wird die moderat verfettete
Spenderleber als relative Kontraindikation zur Transplantation gesehen (Selzner 2001). Da sie
nach Untersuchungen jedoch einen nicht zu vernachléssigenden Anteil von ca. 10% der
Fettlebern ausmacht, kénnte der Zugang zu diesen moderat verfetteten Lebern den knappen
Spenderpool um wertvolle Organe erweitern (Hornboll 1982).

In unseren Breitengraden kommt der Fettleber generell eine hohe Bedeutung zu. Wie sich
Ischamie-/Reperfusionsschéaden an ihr entwickeln ist hingegen nur ungeniigend untersucht.

Steatosis wird mit mitochondrialer Dysfunktion und erniedrigten intrazelluléren
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Energieverhdtnissen in Form von erniedrigten ATP-Spiegeln in Verbindung gebracht
(Letteron 1996, Fromenty 1997, Berson 1998). Welche Rolle die Kupffer-Zellen in der
vorgeschéadigten Leber einnehmen ist auch nicht vollstéandig gekléart, jedoch wird hochgradige
Verfettung mit einer Dysfunktion dieser Zellen assoziiert (Thurman 1995). Diese Resultate
sowie eigene Versuchsergebnisse wurden von Selzner und Clavien (2000) dahingehend
interpretiert, dass der von ihnen beobachtete Abfall der Apoptoserate in verfetteten Lebern
gekoppelt ist mit einer deutlich gesteigerten Nekroserate. Dies lief®e sich durch die
verminderte  Kupffer-Zell-Aktivitdt miterklaren, da diese Zellen normaerweise
proapoptotische Faktoren wie Tumornekrosefaktor alpha oder freie Sauerstoffradikae
freisetzen. Zusdtzlich wirde ein verminderter Energiegehalt der Zelle die Initiierung des
energieaufwandigen Prozesses der Apoptose verhindern (Thurman 1995). Die hohe
Nekroserate bei vorgeschédigten Lebern nach 60-mindtiger Ischdmie ging mit ener
100%igen Mortalitét der Tiere einher, wohingegen Ratten mit normalen Lebern und einer
hoheren Apoptoserate dieselben Bedingungen zu 100% Uberlebten. Dies unterstreicht
nochmals, dass Nekrose die schlechter tolerierte Form des Zelltodes ist, wohingegen selbst
ausgedehnte Apoptoseraten mit dem Uberleben der Tiere einhergehen kénnen. In der
normalen Leber kommt es nach Ischamie innerhalb weniger Stunden zur raschen Apoptose
der vorgeschadigten Zellen, die im Anschluss ohne weitere Entziindung von Makrophagen
abgebaut werden.

Es zeigen sich adso unterschiedliche Mechanismen im Zelltod von verfetteten gegentiber
nicht-verfetteten Lebern. Zusammen mit den anderen bislang festgestellten Reaktionen der
steatotischen Leber auf IRS lassen sich verschiedene pathophysiologische Wege in beiden
L ebertypen vermuten. Diese Beobachtung l&sst den Schluss zu, dass protektive Strategien, die
bei normaen Lebern wirken, bel verfetteten Lebern anders oder gar nicht zur Geltung
kommen und deutet somit auf die Schwierigkeiten bei der Pravention des IRS in der
steatotischen Leber hin.
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1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll daher die normale mit der moderat verfetteten Leber
verglichen werden, da hier noch am meisten Klarungsbedarf vorliegt. Zunéchst soll dabei auf
die Unterschiede in der Morphologie eingegangen werden, also ohne Einfluss von Ischamie/
Reperfusion. Im Anschluss sollen die funktionellen Auswirkungen von ischdmischer
Prakonditionierung (1PC) auf vorgeschadigte Lebern, unter besonderer Berlicksichtigung der
hepatischen Mikrozirkulation, untersucht werden. Das Ziel dabel ist, den Weg fir neue
therapeutische Ansétze bei der Vermeidung des |schamie-/Reperfusionsschadens sowohl in
der normalen as auch in der verfetteten Leber zu weisen, unter spezieller Fokussierung auf

die protektive Wirkung der ischémischen Prakonditionierung.

Aus den oben genannten pathophysiologischen (berlegungen ergeben sich somit folgende

wesentliche Fragestellungen:

1. Welche funktionellen und morphologischen Charakteristiken zeigen sich nach warmer
Ischdmie von moderat verfetteten Lebern mit einem Verfettungsgrad von 30-60%

gegeniuiber normalen Lebern?

2. Konnen IRS in moderat verfetteten Lebern durch IPC reduziert werden?
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MATERIAL und METHODEN

Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden im Zeitraum April bis Dezember 2000 mit
Zustimmung der zustandigen Behdrden der Landesregierung von Oberbayern am Institut for
chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitdét Munchen durchgefuhrt (AZ: 211-
2531-43/2000).

2.1 Tiermodell

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 36 mannliche Zucker-Ratten mit einem Koérpergewicht von 180 bis 280g
und einem Alter von 8 Wochen. Zucker-Ratten gehdren zu einem gut untersuchten Modell der
durch Nutrition induzierten Fettleibigkeit und simulieren somit ziemlich genau die haufigste
Ursache fir Steatosis in der westlichen Hemisphére (White B, 1997). Dabel wurden zum einen die
heterozygoten Zucker-LeanRatten (ZL, nicht-verfettete Leber), zum anderen die homozygoten
Zucker-Fat-Ratten (ZF, verfettete Leber) verwendet. Die homozygoten Zucker-Ratten besitzen im
Gegensatz zu den heterozygoten Tieren keinen cerebralen Leptin-Rezeptor und entwickeln durch
deutlich vermehrte Futteraufnahme und verminderten Energieverbrauch im Alter von 8 Wochen
bereits eine Fettleber.

Die Entscheidung zugunsten dieses Tiermodells fiel auch durch den Nachteil anderer Steatosis-
Gruppen, deren Modell auf Alkoholingestion oder einer Cholin-defizienten Diét beruht, welche mit
entzindlichen Prozessen einhergehen und somit die Interpretation von Organschéaden erschweren
(Teramoto 1993b, Koneru 1995).

Alle Tiere stammten aus der Versuchstierzucht der Charles River GmbH in Sulzfeld, Deutschland.

2.1.2 Tierhaltung

Die Haltung erfolgte im 12-stindigem Hell-/ Dunkelzyklus bel einer autoregulierten
Raumtemperatur von 21°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60+5%. Es befanden sich jewells drei
Tiere in K&figen der Abmessung 30 x 50 cm mit Einstreu und frelem Zugang zu Wasser und
Standardfutter. Das Futter (ssnif rat diet, ssnif Spezialdidten, Soest) enthielt folgende Inhaltsstoffe:
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19% Rohproteine, 0,3% Methionin, 1,0% Lysin, 3,3% Rohfett, 4,9% Rohfaser, 6,7% Rohasche,
1,1% Calcium, 0,8% Phosphor, 0,25% Natrium, 0,2% Magnesium. Pro Kilogramm Futter waren
folgende Zusatzstoffe beigemengt: 18000 I.E. Vitamin A, 1000 |.E. Vitamin Dz, 100mg Vitamin E.

Die Ratten unterstanden der regelmélligen Aufsicht durch das Tierpflegepersonal des Instituts fr

chirurgische Forschung.

2.2 Praparation

2.2.1 Chirurgische Praparation und Narkose

Um den zirkadianen Schwankungen im Stoffwechsel der Tiere ausweichen zu kénnen, wurden
samtliche chirurgischen Eingriffe zwischen 7:00 und 10:00 durchgefihrt. Zur Operation
vorgesehene Tiere wurden einer 12-stindigen Nahrungskarenz unterzogen, jedoch mit Wasser ad
libitum. Zur Operationseinleitungsvorbereitung wurden die Ratten im durchsichtigen Glastopf mit
Ather (Ather fir Narkose, Fa. Hoechst, Frankfurt) unter standiger Kontrolle ihrer Vitalfunktionen
(Atemmuster und Bewegungsverhalten) narkotisiert. Anschlief3end erfolgte die Rasur des Fells am
Hals und am Bauchfell mit nachfolgender alkoholischer Hautdesinfektion (Kodar® Tinktur Forte,
Schilke & Mayer GmbH, Norderstedt). Daraufhin wurden die Tiere fUr die nachfolgende Operation
in tiefe Athernarkose versetzt.

Die Operation erfolgte unter sauberen, jedoch nicht aseptischen Bedingungen in einem
Operationssaal des Ingtituts fur dirurgische Forschung des Klinikums Grof3hadern der Ludwig
Maximilians-Universitdét Munchen unter Verwendung eines Operationsmikroskops (M650, Fa.
Wild, Heerbrugg, Schweiz). Die Tiere wurden in Rickenlage auf einer speziell entwickelten
Operationsplatte mit integriertem Heizteil (Fa. Effenberger, Minchen) an allen vier Extremitéten
Uber gesondert angefertigte Haltemagneten fixiert. Durch eine rektal eingefiihrte Thermosonde, die
mit dem Wéarmeaggregat der Heizplatte verbunden war, konnte eine kontinuierliche Messung der
Korperkerntemperatur erfolgen und durch einen Rickkoppelungs-Steuermechanismus konstant
zwischen 36,5 und 37,5°C gehalten werden.

Die Anasthese wurde im offenen System mit Hilfe einer Atemmaske durchgefiihrt, die mit
athergetrankten Kompressen ausgekleidet war und dem Kopf des Tieres vorgelagert wurde. So
konnte die Dosierung der Narkose manuell dem jeweiligen Atemantrieb angeglichen werden. Fur
das Auftreten eines Narkosezwischenfalles mit Atemantriebsverminderung oder gar —stillstand, lag
auf dem Operationstisch eine Sauerstoffleitung mit 100%-igem O, bereit, um eine rasche arterielle
Sauerstoffaufsdttigung gewahrleisten zu kénnen.
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Die Operation erfolgte standardisiert nach Protokoll und lief3 sich in zwei Phasen aufgliedern. Die
erste Phase beinhaltete die Préparation der Hal sgefél3e, die zweite Phase die Laparotomie.

Zur Operationsphase | :

Nach grindlicher Hautdesinfektion wurden jewells die linke Vena jugularis externa und Arteria
carotis communis dargestellt und mit Polyethylenkathetern (PE 50, Auf3en/ Innendurchmesser
0,96/ 0,58mm, Portex, Hythe, England) versehen. Der Katheter in der Vena jugularis externa
sinistra diente der Applikation der Farbstoffe NaFluoreszein und Rhodamin 6-G fur die
Intravtitalmikroskopie und von Pharmaka (z.B. Humanalbumin oder Hydrogencarbonat). Die
Insertion des Katheters in die Arteria carotis communis sinistra erfolgte zur kontinuierlichen
Messung des arteriellen Mitteldruckes (MAP), der Herzfrequenz, der Injektion von fluoreszierenden
Latexpartikeln (Beads), der Gewinnung arterieller Blutproben und der kontinuierlichen Zufuhr von
steriler TutofusinrLdsung (4mi/h). Diese Infusion gewdhrleistete auch eine Substitution des
L aparotomie-bedingten Flissigkeitsverlustes.

Zur Operationsphase |1:

Die Laparotomie erfolgte durch einen transversalen Schnitt medial zwischen Xyphoid und
Symphyse. Das Abdomen wurde mittels zweier Haken offengehalten. Zum Schutz vor
Austrocknung wurden mit Ausnahme der Leber die tbrigen Abdominaorgane mit Cuprophanfolie
abgedeckt. AnschlieRend efolgte die Durchtrennung der Leberhaltebander zum Zwerchfell, zur
Abdominalwand und zum Magen. Nach stumpfer Darstellung des L eberhilus und der portalen Trias
erfolgte die Kanulierung des Ductus choledochus zur sténdigen Ableitung von Galle. Entsprechend
der modifizierten Technik nach Kawano et al (1989) wurden die selektiv zum linken und medianen
L eberlappen fiihrenden Arterien und Pfortaderaste freiprapariert und zusitzliche arterielle Aste, die
vom Oesophagus zum linken Leberlappen fuhren, koaguliert. Es folgte die selektive, reversible
Abklemmung der dargestellten Leberhilusgefélie, d.h. ohne Okklusion der Gallengénge, mittels
mikrovaskuldrer Geféliclips nach Biemer (Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland), was in ener
Ischdmie des linken Leberlappens und medialer Teile des mittleren Lappens resultiert. Nachdem die
restlichen Lappen der Leber keiner Ischdmie unterzogen wurden, konnte eine portale Hypertension
mit Kongestion im mesenteriden Strombett und nachfolgender systemischer Hypotension
vermieden werden (Meer 1976). Durch Entfernen der Geféliclips von Leberarterie und Pfortader
nach Ablauf der Ischamiezeit, wurde die Reperfusion eingeleitet. Wahrend der einstlindigen
Ischamiephase und der gesamten Reperfusionszeit wurde die Leber mit Cuprophanfolie und
Kompressen abgedeckt, um hepatische Schaden durch Austrocknung und zu grof3en Lichteinfall zu
verhindern. Nach entsprechender Ischéamie- und Reperfusionszeit folgte die intravitale

Fluoreszenzmikroskopie des linken Leberlappens durch Auslagerung auf eine speziell dafir
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konstruierte Haltevorrichtung. Die Haltevorrichtung bestand aus einer 4 x 5 cm groféen,
rechteckigen Grundplatte, die an einem feineinstellbaren Schwenkarm befestigt war. Der
Grundplatte aufgelagert war eine bis zu 0,5 cm dicke Schicht Modelliermasse, um der individuellen
Anatomie des Leberlappens gerecht werden zu kénnen und so einer mechanischen Obstruktion der
afferenten und efferenten Gefél3e entgegenwirken zu konnen. Der Leber aufgelagert war ein
Deckglas (24mm x 32mm) zum Schutz vor Austrocknung und der Einwirkung atmosphéarischen
Sauerstoffs. Diese Methode ermdglichte eine in vivo Beurteilung der hepatischen Mikrozirkulation

mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (Menger 1991c).

2.2.2 |Ischémische Prékonditionierung

Der lobuldren Leberischdmie von 60 Minuten wurde eine jewells 10-minitige Ischamie- und
Reperfusionsphase vorangeschaltet. Fur dieses Zeitfenster entschieden wir uns, da es sich in
vorangegangen Studien, sowohl in vivo mit warmer Ischdmie als auch in vitro mit prolongierter
Hypoxie, as das ginstigste erwiesen hatte (Peralta 1998, Carini 2000). Es wurden daflr
entsprechend der zuvor beschriebenen Methode die zum linken und medialen ziehenden
Hilusgefalle durch mikrovaskulére Geféliclips (Aeskulap, Tuttlingen) fur 10 Minuten okkludiert
und im Anschluss fir 10 Minuten wiederertffnet. Nach dieser Prakonditionierung erfolgte dann wie
in den Kontrollgruppen eine 60-mindtige Ischdmie-Phase mit nacholgender Reperfusion von 120

Minuten Dauer.

2.3 Experimentelle Gruppen

Die Experimente zur Ischamischen Prékonditionierung (IPC) wurden an Zucker- lean-Ratten und

Zucker-fat-Ratten in jeweils drei Untergruppen durchgefiihrt. Diese Untergruppen gliederten sich

bei den normalen und auch den verfetteten Tieren in eine scheinoperierte (=Sham) Gruppe (SH),
eine Kontrollgruppe (KO) und eine Interventionsgruppe mit I schamischer Prékonditionierung (1P).
Die heterozygoten Ratten mit schlankem Phanotyp (=lean) und somit normalen Leber wurden in
der Folge als ,ZL" bezeichnet fir Zucker-lean, homozygote Tiere mit verfettetem Phénotyp und
einer steatotischen Leber as,ZF* fur Zucker-fat.

Die Tiere der Sham-Gruppen wurden dem normalen Operationsprogramm unterzogen, mit der
Ausnahme, dass ihre Leber nach Laparatomie keiner Ischéamie unterzogen wurde. Dadurch erhielten
wir die Ausgangs- und Vergleichswerte fir sdmtliche zu messenden Parameter, also den Gallefluss,

samtliche Serumwerte, die Intravitalmikroskopie und die Elektronenmikroskopie.
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Die Kontrollgruppe erhielt zusédtzlich eine 60-minitige lIschamiephase, welcher bei der
Interventionsgruppe mit Ischamischer Prakonditionierung eine jeweils 10- mindtige Ischéamie- und
Reperfusionsphase vorangeschaltet war. Die Wahl der Dauer der Ischamiezeit von 60 Minuten und
einer Reperfusionszeit von 120 Minuten erfolgte einerseits aufgrund der Auswertung anderer
experimenteller Arbeiten auf diesem Gebiet (Peralta 1999) und andererseits aufgrund der bereits
vorliegenden Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe um Dr. Schauer (Schauer 1999, 2004a und
2004b). Auch die Zeiten der Ischamischen Prakonditionierung wurden unter Berlicksichtigung

derselben Experimente auf jewells 10 Minuten Ischdmie und anschlief3ende Reperfusion festgel egt.

Gruppe: ZL-SH | ZL-KO | ZL-IP ZF-SH | ZE-KO ZF-1P
| schamie (60 Min): nein ja ja nein ja ja
Reperfusion (120 Min): nein ja ja nein ja ja
| schamische Prakonditionierung: nein nein ja nein nen ja
Anzahl der Tiere: 6 6 6 6 6 6

Tab. 2.1: Anzahl der verwendeten Tiere in den einzelnen Gruppen und den jewells durchgefihrten

I nterventionen.
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2.4 Experimentelles Protokoll

Zur Standardisierung der Versuche wurden die einzelnen Versuchsgruppen streng nach einem
festgel egten Protokoll durchgefuhrt.
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Abb. 2.1. Experimentelles Protokoll, hier das fur die Interventionsgruppe mit

ischamischer Prakonditionierung beli Zucker-Fat-Ratten (ZF-1P).

Nach Abschluss der chirurgischen Praparation (siehe 2.2.1) wurden in einer kurzen
Stabilisierungsphase der Hamatokrit-Wert und die Blutgas-Werte Uberpriift (s. 2.5.1).

Bel Einhatung der Normwerte wurde weiter nach dem Protokoll verfahren und mittels der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die hepatische Mikrozirkulation (siehe hierzu 2.5.1) untersucht
sowie nach Applikation von fluoreszierenden Latexpartikeln die Funktion der Kupfferschen
Sternzellen analysiert (sehe 2.5.3). Halbstiindig wurden sowohl wéhrend Ischdmie- als auch
Reperfusionsphasen Blutproben fur die Glutathionmessung entnommen und Gallekollektoren
ausgetauscht. Nach Ablauf der Reperfusionszeit von zwei Stunden wurden die Versuche durch die
Entnahme von Anteilen der Leber fir licht- und elektronenmikroskopische Analysen beendet.

Exitus durch Entblutung unter Vollnarkose.
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2.5 Parameter und M el3methoden

2.5.1 Systemische Hamodynamik

Der arterielle Mitteldruck (MAP) wurde Uber druckstabile Katheter auf einen Statham
Druckwandler (Typ P23 ID, Statham Instruments Inc., Oxnard, California, USA) Ubertragen und
von einem nachgeschalteten Elektromanometer (Press. Ampl. 863 E154E, Siemens Medizinische
Technik, Miinchen) digital angezeigt. Dariiber erfolgte in regelméRigen Abstanden die Ubertragung
von Druckwerten in das Versuchsprotokoll.

Zur Bestimmung des arteriellen Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruckes (psO2, pLCOy), des
Saure-Base- Status, des Sauerstoffgehaltes und der Sauerstoffséttigung wurden arterielle Blutproben
durch den arteriell liegenden Katheter gewonnen und in einem Blutgasanalysator (ABL 300,
Radiometer Copenhagen, Danemark) bestimmit.

2.5.2 Hepatische Mikrozirkulation: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM)

Fur die Beurteilung der sinusoidalen Perfusion der Leber und Leukozytendarstellung wurde den
Tieren 30 Minuten vor Beginn der Mikroskopie zur negativen Kontrastverstérkung Natrium-
Fluoreszein (1 pmol/kg, Merck AG, Darmstadt) und Rhodamin 6G (0,1 pumol/kg, Merck AG,
Darmstadt) intravends injiziert. Anschlief3end erfolgte die Auslagerung des linken L eberlappens auf
eine speziell dafir konstruierte Haltevorrichtung. Die Haltevorrichtung bestand aus einem
mehrgelenkigen und dadurch fein justierbaren Schwenkarm, an dem eine 2 x 3 cm grof3e
rechteckige Auflageflache befestigt war. Zwischen der Platte und dem L eberlappen verhinderte eine
spezielle Modelliermasse die mechanische Obstruktion der afferenten und efferenten Gefal3e und
konnte aufgrund ihrer guten Elagtizitét den anatomischen Gegebenheiten der jeweiligen Leber
angepasst werden. Die nun ausgelagerte Leber wurde mit einem runden Deckglas (24mm x 32mm)
vor Austrocknung und der Einwirkung des atmosphérischen Sauerstoffs geschiitzt. Anschlief3end
konnte die Intravitalmikroskopie unter standiger Kontrolle der Vitalparameter unter einem Leitz
Orthoplan-Fluoreszenz-Mikroskop (Leitz, Wetzlar) nach der Epi-Illuminationstechnik durchgefihrt
werden (Abb.2.2).



-19-
Material und Methoden

v

OOTC

|

O O

o o VCR

|

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Intravital-Mikroskopie. Wahrend der
rechte und mittlere Leberlappen in situ verblieben, wurde der linke Leberlappen aus
dem Stus heraus luxiert, so dall die untere Flache oben zu liegen kam.
HP=Heizplatte, M=Fluoreszenzmikroskop, VC=Video-Kamera, TC=Videozeit-
generator, VCR=Videorekorder, MON=Monitor, S=Schwenkarm.

Die Auflichtbeleuchtung erfolgte mit einer 100 W Quecksilber Hochdrucklampe. Das Ploemo-Pak-
[lluminatorsystem (Leitz, Wetzlar) war mit den Filterblocken lss, N2 und Ls ausgestattet. Das mit
den Wellenlangen 450-490 nm fur Natrium-Fuoreszein und 530-560 nm fur Rhodamin emittierte
Licht wurde bei 525 bzw. 580 nm gefiltert.

Die Bilder des mikrovaskuléren Strombettes wurden unter Verwendung einer CCD (charge coupled
device)-Kamera (FK 6990, Prospective Measurements Inc., San Diego, CA, USA) nach
Einblendung eines Videozeitgenerators (VTG 33, For.A Company Ltd., Tokyo, Japan) auf
Videoband (S-VHS Panasonic AG 7330, Matsushita Electric Ind., Tokyo, Japan) aufgezeichnet. Als
Objektive dienten fir Ubersichtsaufnahmen ein Leitz Fluotar 10/0.30 (VergrofRerung/numerische
Apertur) und zur Beurtellung der sinusoidalen Perfusion und Leukozyten ein Wasser-
Immersionsobjektiv Fluotar 25/0,60, wodurch auf einem 330 mm Monitor (PVM 1442 QM, Sony,
M Unchen) 280fache bzw. 700fache Vergrél3erungen erzielt werden konnten.

Zur spéteren Auswertung der sinusoidalen Perfusion und Leukozytenadhdrenz wurden pro Tier 10

Leberazini nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt und fir 20 Sekunden aufgezeichnet. Fir die
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Beurteilung des Leukozytenverhaltens in den postsinusoidaen Venolen wurden von diesen
ebenfalls 10 zuféllig ausgewahlt und aufgenommen.

Die Auswertung erfolgte off-line an Videoeinzelbildern am Computer unter Verwendung des
CAMAS-Systems (=Cap-Image-System, Version 5.03; & 1995 C. Zeintl).

Die Abgrenzung der Azini erfolgte tber vorgefertigte Schablonen, die eine Eintellung in die zonale
Gliederung der Azini in periportal, midzonal und perizentral erlaubte (Abb. 2.3). Dadurch konnte
eine Beurteilung der sinusoidalen Perfusionsrate innerhalb dieses Azinus erfolgen durch die

Bestimmung der Anzahl der perfundierten Sinusoide und in Prozent zu alen sichtbaren Sinusoiden

angegeben werden.

. Abb. 2.3 I ntravital mikr oskopische
Darstellung der zonalen Gliederung eines
Leberazinus in der Mikrozrkulation unter
Verwendung einer Schablone. Die Einteilung
erolgte in periportal (pp), midzonal (mz) und
perizentral (pz) (700-fache Vergrolierung).

Zur Messung der durchschnittlichen Sinusoidweite wurden in jedem Tier die Durchmesser
samtlicher midzonaler Sinusoide aller aufgenommenen Azini in um bestimmt.

Aussagen Uber die permanente Adhd&renz (,sticking®) der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) am sinusoidalen Endothel konnten Uber die Bestimmung der Anzahl der Gber
den Beobachtungszeitraum von 20 Sekunden permanent adharenten Leukozyten innerhalb der drei
verschiedenen Segmente des Azinus gemacht werden. Fir die Beurteilung der PMN-Adhérenz an
postsinusoidalen Venolen wurden alle Leukozyten gezahlt, die sich in den 20 Sekunden permanent
am postsinusoidalen Endothel befarden. Bei den Venolen wurde zusétzlich noch die zeitweise
Adhédrenz (,rolling”) as Anzahl der Leukozyten gemessen, die wahrend der 20 Sekunden
Beobachtungszeit nur voribergehend adhéarent waren. Die adhérenten und rollenden Leukozyten in
den postsinusoidalen Venolen wurden quantifiziert, indem die Anzahl der Sticker pro mn?
Endotheloberflache berechnet wurde [p x Durchmesser x Lénge des GefdRes| und in n/mn?
angegeben.

Zu der préziseren Messung von Lange und Durchmesser der postsinusoidalen Venolen und von den
Sinusoidweiten wurde das CAMAS- System genutzt.
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2.5.3 Funktion der Kupfferschen Sternzellen (KC)
2.5.3.1 Applikation von fluoreszierenden Latexpartikeln

Im Anschluss an die Auswertung der Sinusoide und postsinusoidalen Venolen erfolgte die
einmalige Gabe von fluoreszierenden Latexpartikeln (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) zur
Aktivitatsbestimmung der Kupfferschen Sternzellen (KC) in der Leber. Die 1,1 pum im
Durchmesser grof3en Latexpartikel (,beads®) wurden im Bolus Uber den Verwellkatheter in die
Arteria carotis communis injiziert in einer Konzentration von 3 x 10%kg KG in 1 ml steriler
0,9%iger NaCFLdsung. Das entspricht bei einem Korpergewicht von 200 g einer Absolutzahl von
etwa 60 Millionen Partikeln. Aufgrund ihrer Fluoreszenz konnten die applizierten Latexpartikel
mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie visualisiert und zu Auswertungszwecken verwendet
werden. So konnte die Phagozytose-Aktivitdt der KC anhand der zirkulierenden Latexpartikel

beurteilt werden.
2.5.3.2 Beurteilung der Phagozytose-Aktivitét der Kupfferschen Sternzellen

Die Analyse der Phagozytose-Aktivitét von Kupfferschen Sternzellen ist méglich, da die injizierten
Latexpartikel aufgrund ihrer Grofe vornehmlich von Kupfferschen Sternzellen aufgenommen
werden (Baatz et al. 1995) bzw. an diese adhérieren (Dan and Wake 1985, Praaning-Van Daen und
Knoock 1982). Hierzu wurde fir einen Zeitraum von 5 Minuten nach Injektion der Partikel in 10-15
Gesichtsfeldern fur jeweils 10 Sekunden die Anzahl der freiflief3enden, also nicht adhdrenten
Latexpartikel, in Prozent aller im Gesichtsfeld sichtbaren Latexpartikeln bestimmt.

2.5.4 Hepatozellulare I ntegritat
2.5.4.1 Leberenzyme

Als Mal3 der hepatozelluldren Integritét diente die Bestimmung der leberspezifischen Enzyme
Aspartat-Aminotransferase (AST/GOT) und Alanin-Aminotransferase (ALT/GPT).

Am Ende eines Versuches erfolgte die Probengewinnung, wobei circa 500 pl arterielles Blut in
EDT A-beschichteten Probengefal3en abgenommen wurde. Die Blutproben wurden anschlief3end bei
4°C und 3000 Umdrehungen/ min fir 10 Minuten zentrifugiert (Rotanta/K, Hettich, Tuttlingen) und
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das so gewonnene Alliguot (EDTA-Plasma) bis zum Zeitpunkt der Bestimmung bel -80°C
eingefroren. Die Enzym-Aktivitdten wurden von Dr. med. Mihlbeyer im Institut fir klinische
Chemie des Klinikums Grofthadern in Minchen spektrophotometrisch (Eppendorf PCP 6121,
Eppendorf/Gerétebau Netheler+Hinz, Minchen) entsprechend der "optimierten Standard-Methode"
der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie (Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fir
Klinische Chemie 1970, 1972) bei einer Wellenldnge von 334 nm bestimmt.

25.4.2 Leberhistologie

Zur Beurteilung des Verfettungsgrades in der Leber heterozygoter und homozygoter Zucker-Ratten
wurden zum Versuchsende Gewebeproben aus der Leber entnommen. Die Fixation erfolgte durch
sofortiges Einlegen der Proben in 10%iger Formalinlosung. Im Anschluss wurden die
Gewebsproben fir 30 Minuten flielfend entwéssert und fir 12 Stunden in 70%igem Ethanol
eingebettet. Mit einer aufsteigenden Ethanolreihe wurde danach eine erneute Entwasserung
durchgefthrt und in den Intermedien Methylbenzoat und Benzol fir vier Stunden inkubiert. Nach
24-stindiger Einlage in Paraffin erfolgte die Endeinbettung der Proben ebenfalls in Paraffin.

Unter Verwendung eines Schlittenmikrotoms (Mod Hn 40, Fa. Reichert-Jung/ Leica, Minchen)
konnten letztlich 3 um diinne Schnitte der Gewebeproben produziert werden. Die Anféarbung gelang
in Ublicher Weise mit Hamatoxylin-Eosin (Fa. Merck, Darmstadt). Auf einem Objekttrager fixiert
konnten die Leberschnitte lichtmikroskopisch durch einen von dem Projekt unabhangigen
Pathologen des pathologischen Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitdt M inchen
ausgewertet und beurtellt werden. Der Pathologe bekam mit den Gewebeproben keinerlel
Information Uber die genetische Abstammung des Tieres, um einen dstatistischen Fehler zu

vermeiden.

2.5.4.3 Elektronenmikroskopie der Leber

Zur Darstellung von ultrastrukturellen Veranderungen im Lebergewebe nach Ischémie und
Reperfusion wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen durchgefthrt. Hierfir wurde am Ende
des Versuches die Aorta abdominalis mit einem zusétzlicher Katheter (PE 50) kanalisiert, nachdem
oberhalb des Truncus coeliacus ein Geféliclip eingesetzt worden war. So konnte das L ebergewebe
Uber die Aorta zunachst mit steriler NaCl-L6sung gespiilt und anschlief3end mit Karnovsky-Puffer
(2 ml Glutaraldehyd 25%, 5 ml Paraformaldehyd 4%, 3 ml SorensenPuffer) retrograd

perfusionsfixiert werden. Zur Volumenentlastung erfolgte eine Inzision in die Vena cava inferior
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und in die Seitenrdnder der Leberlappen. Um Perfusiorsartefakte zu vermeiden, wurde der
Perfusionsdruck kontrolliert unter 70mmHg gehalten (Frenzel 1976).

Anschlieffend wurden aus dem fixierten linken Leberlappen etwal x | x 3 mm grof3e Gewebeproben
entnommen und nach Osmierung und Dehydrierung in Araldit-Harz eingebettet. Nach Aushéartung
Uber 24h bei 60°C wurden 70nm-Ultradinnschnitte (Ultracut, Reichert-Jung/Leica, Minchen)
angefertigt. Nach Kontrastierung der Schnitte mit Bleicitrat und Uranylacetat erfolgte die
elektronenmikroskopische (EM 900, Zeiss, Oberkochen) Untersuchung bei 80 kV durch Frau Dr.
med. Leiderer.

2.5.5 Hepatozelluldre Funktion

Als Parameter der hepatozelluléaren Exkretionsfunktion galt der Gallefluss, der durch einen
Verweilkatheter (PE 50, Portex, Hythe, England) im Ductus choledochus kontinuierlich in
Eppendorfgefalie abgeleitet wurde. Die in einem definierten Zeitraum (alle 30 Minuten) sezernierte
und gesammelte Galle wurde anschlief3end gewogen und auf das L eberfeuchtgewicht bezogen [l x
mint x g']. Die Gesamtleber wurde zu diesem Zveck nach Beendigung des Versuchs entnommen
und gewogen. Um den Verlauf wahrend Ischamie und Reperfusion besser darstellen zu kdnnen,
wurde der Galleflu3 in Prozent zu einem vor der Ischdmie gemessenen Ausgangswert (Messzeit: 15
Minuten) gesetzt.

25.6 GSH- und GSSG-Bestimmung im Plasma
Zur Bestimmung der Entstehung von Sauerstoffradikalen und anderen Oxidantien als wichtige
Mechanismen bel der Pathogenese von Ischdmie- und Reperfusionsschaden wurde aus dem Plasma
das Gesamt-Glutathion (GSH) und das Glutathiondisulfid (GSSG) bestimmt.

25.6.1 Gesamt-Glutathion

Die Summe des oxidierten (GSSG) und reduzierten Glutathions (GSH) wurde dabei durch einen
Kinetischen Test bestimmt (Tietze F, 1969), der auf folgender Reaktion basiert:

2GSH + DTNB » GSSG + 2TNB

GR
GSSG + NADPH+H' » 2GSH + NADP*
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Die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme wahrend der nichtenzymatischen Reduktion von 5,5
Dithiobis(nitrobenzoesaure) (DTNB) durch GSH wurde bei 405nm aufgezeichnet. Das bei dieser
Reaktion entstandene GSSG wurde enzymatisch durch die Glutathion-Reduktase (GR) reduziert, so
dass die Reaktionsgeschwindigkeit der DTNB-Reduktion konstant blieb.
Testansatz: 800 ul Phosphat-Puffer (pH 7,4)

50 pul NADPH (5 mM)

50 ul DTNB (1 mM)

50 pl Plasma

20 ul GlutathionReduktase (24 U/ml)

50 ul GSH-Standard (4 pM)

5 Minuten nach Beginn der Reaktion wurden dem Testansatz 50 pl GSH-Standard (4uM)

zugefuhrt, um Testhemmungen auszuschlief3en.

2562 Glutathiondisulfid (GSSG)

Sowohl im Leberperfusat as auch im Blutplasma betragt das Verhdltnis von GSH zu GSSG
ungefdhr 10:1 (Akerboom et a. 1981). Bel der Bestimmung der hepatischen GSSG-Freisetzung
missen deswegen Malinahmen zur Vermeidung einer spontanen GSH-Autoxidation zu GSSG
erfolgen. Hierzu dient die von Lauterburg beschriebere Methode der GSH-Konjugation mit N
Ethylmaleimid (NEM) (Lauterburg 1984a). 200 pl Blut wurden unmittelbar nach der Abnahme mit
200 ul NEM-L6sung (10 mM) versetzt. Durch die spontane Reaktion zwischen GSH und NEM zu
einem Glutathionkonjugat wurde GSH gebunden und eine GSH-Autoxidation zu GSSG verhindert.
Uberschiissiges NEM wurde durch Trennung tiber Sep-Pak Cyg Kartuschen (Waters, Framingham,
Ma, USA) eiminiert. Sep-Pak C1g Kartuschen wurden hierzu mit 10 ml absolutem Methanol und 10
ml Aqua bidest konditioniert. Anschlief3end wurden 200 pl NEM-Plasma aufgetragen und mit 1 ml
Phosphat/EDTA Puffer (pH 7,4) eluiert. Die GSSG-Konzentration der NEM -freien Eluate wurde
mit dem beschriebenen kinetischen Test ermittelt. Die GSSG-Wiederfindung betrug 90%.

Ein Anstiegder Plasma-GSSG wird aufgrund oben dargestellter Formel als indirekter Parameter fir
oxidativen Stress gewertet (Jaeschke 1990a und 1991b).



- 25.-
Material und Methoden

2.5.6.3 Glutathion (GSH)

Die GSH-Konzentration wurde aus de Differenz zwischen Gesamt-Glutathion und
Glutathiondisulfid-Konzentration (2.5.6.2) berechnet.

2.5.6.4 Bestimmung des intrazelluldren Gesamt-Glutathion-Gehaltes

Neben der Bestimmung von GSH und GSSG im Plasma wurde auch der intrazelluldre Gesamt-
GlutathionGehalt im Lebergewebe bestimmt. Hierfir wurde die Leber unmittelbar zum
Versuchsende nach Ablauf der 120-minltigen Reperfusionsphase in wenige millimeter kleine
Wirfel zerstiickelt und in Stickstoff fixiert, bevor sie bei -80° C bis zu ihrer Auswertung gelagert
wurden. Fur die Auswertung 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 verdiinnt. 50 pl dieser Verdiinnungen
wurden anschlief3end im kinetischen Test zur GSH-Bestimmung (siehe auch 2.5.6.1) eingesetzt. Um
dabel ischamisches mit nicht-ischdmischem Lebergewebe vergleichen zu kdnnen, wurden Proben
sowohl aus dem linken, ischdmischen (LL) als auch solche aus dem rechten, nicht-ischamischen

L eberlappen (LR) entnommen.

2.6 Statistische Analyse

Samtliche Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Zur
Prifung der Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden t-Test und ein geeigneter
Paarvergleich (Mann Whitney U-test) durchgefiihrt. Bel Vergleichen von mehr as zwei Gruppen
wurde die ,one-way ANOVA“Varianzanalyse angewendet. Ein Unterschied galt dann as
signifikant, wenn die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger as 5%
(p<0,05) verworfen werden konnte. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des kommerziell
erhdltlichen Statistikprogrammes SigmaStat (Jandel Corp., San Rafael, CA, USA).
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I11: Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht werden zunichst im Kapitel 3.1 die Sham- und die Kontrolltiere jeweils der
heterozygoten und homozygoten Zucker-Ratten einander vergleichend gegenuibergestellt. In der
Folge werden dabei die heterozygoten Tiere as “lean” bezeichnet, die homozygoten as ,fat"
aufgefihrt.

Im Anschluss werden im Kapitel 3.2 die Ergebnisse der Interventionsgruppe mit Ischdmischer
Prékonditionierung im direkten Vergleich zwischen heterozygoten und homozygoten Tieren

dargestellt.

3.1 Charakterisierung des Fettleber modells

Im folgenden wird ein Vergleich zwischen heterozygoten und homozygoten Zucker-Ratten
aufgefihrt, um Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen Ratten mit normalen und verfetteten
Lebern aufzuzeigen. Hierzu werden jeweils die Sham und Kontrollgruppen einander

gegeniibergestellt.

3.1.1 Systemische Hamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) lag vor der Ischdmie etwa zwischen 95 und 105 mmHg.
Waéhrend in der kurzen 1PC-Phase (10min/10min) so gut wie keine Veranderungen zu beobachten
waren, ist ein geringer Anstieg des MAP zu Beginn der Ischamiephase auf Werte um die 110
mmHg zu erkennen. Bei Reperfusionsbeginn fiel der MAP in alen Gruppen leicht ab, blieb aber
jederzeit stabil. Zwischen den Gruppen gab es zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede.

3.1.2 Glutamat-Pyruvat-Transaminase/ Alanin- Amino-Transferase

Zur Beurteilung der hepatozelluldren Integritét wurde die zum Versuchsende abgenommene
plasmatische Aktivitét der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) herangezogen (siehe 2.5.4.1).
Scheinoperierte Ratten wiesen hierbei zwischen den normalen, nichtverfetteten Lebern und den
verfetteten Lebern keinen signifikanten Unterschied auf (ZL-SH 38,0+ 4,7 U/ |; ZF-SH: 45,2+ 7,4
u/l).
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Bel den Tieren, deren Leber einer 60-mindtigen Ischdmie und anschlieffend 120-mindtigen
Reperfusion ausgesetzt wurden, zeigte sich gegenliber den scheinoperierten Tieren sowohl bel den
normalen Lebern als auch bel den steatotischen Lebern ein signifikanter Anstieg der GPT-Werte
(ZL-KO: 210,4 £ 51,17 U/ |; ZF-KO: 826,4 + 240,2 U/ 1).

Dabei kommt es zu einem signifikant deutlichen Unterschied im direkten Vergleich der normalen

mit der verfetteten Leber bel vergleichbarem Trauma durch Ischdmie und Reperfusion (p<0,05).

1200
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400 —

200
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ZL-SH ZF-SH ZL-KO ZF-KO

Abb. 3.1: Bel scheinoperierten Tieren zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen normalen
(ZL-SH) und verfetteten Lebern (ZF-SH). Operierte Tiere entwickeln gegenlber den
scheinoperierten Tieren eine signifikante Zunahme der Serum-GPT. Dabei  stellt sich ein
signifikanter Anstieg der GPT-Werte bel den verfetteten und operierten Lebern (ZF-KO) gegentiber
den nichtverfetteten operierten (ZL-KO) dar.

n=je6; MW +SEM; * p<0,05 vs. jeweilige SH; # p<0,05 vs. ZL-KO.

3.1.3 Histologie

Das Ausmald des Verfettungsgrades einer Leber lie3 sich am deutlichsten histopathologisch
nachweisen. Die Abbildung 3.2 zeigt das histologische Bild einer normalen, also nichtverfetteten
Leber. Dem gegentber steht in Abbildung 3.3 die Leber einer Zucker-fat-Ratte. Typisch sind hier

die zahireichen intrazellularen Fettvakuolen, die aufgrund der alkoholischen Ausspllung in der
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Probenbearbeitung (siehe 2.5.4.2) as weil3e Aussparungen in den Hepatozyten zu erkennen sind.
Aufgrund der Zunahme des Zellvolumens erscheinen die Zellgrenzen verschwommen und das
typische Bild des Leberazinus aus der Ordnung gebracht. Die Auswertung ergab eine Verfettung

zwischen 30 und 60% und somit das Vorliegen eines moderat verfetteten Lebermodells.

lichtmikroskopischen Aufnahme (HE-Férbung). Die Seatosis lasst sich
anhand der Fettvakuolen in den Hepatozyten erkennen, deren Inhalt
herausgel 6st ist (Pfeile).
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3.1.4 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Ultrastruktur der normalen und der
verfetteten Leber. Die Leber einer scheinoperierten Ratte vom heterozygoten Typ zeigt hierbel das
normale Bild einer nicht geschadigten Leber (Abb. 3.4). Dagegen lasst sich bei nicht-operierten,
verfetteten Lebern eine deutliche Zunahme von Peroxisomen und Lipidvesikeln beobachten (Abb.
3.5).

Die Auswirkung von IRS auf die normale, nicht-vorgeschéadigte Leberzelle zeigt sich in ener
vermehrten intrazelluldren Vakuolenbildung und Peroxisomenzahl (Abb. 3.6). Den gleichen
Bedingungen ausgesetzte vorgeschadigte Lebern lief3en das Charakteristikum der Vakuolisierug
fehlen. Dafir kam es neben ener gesteigert auftretenden Peroxisomenzahl zu einer
Endothel zellschwellung, wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist. Dieses Phdnomen konnte weder in
scheinoperierten Fettlebern noch in normalen Lebern gefunden werden, ob scheinoperiert oder

Ischéamie und Reperfusion ausgesetzt.



-30-
Ergebnisse

Abb. 3.4

Abb. 3.5
Abb. 3.4 und 3.5: Die e ektronenmikroskopische Aufnahme einer scheinoperierten, normalen Leber

zeigt eine gewohnliche Ultrastruktur der Zellen (Abb. 3.4). Nach I/R (Abb.3.5) zeigt sich in
normalen Lebern eine deutliche Zunahme der Peroxisomenzahl (weisser Pfeil) und eine gesteigerte
Vakuolisierung (schwarzer Pfeil) in den Hepatozyten. (H= Hepatozyt; EZ= Endothelzelle; S=
Snusoid)
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. Abb. 3.6

Abb. 3.6 und 3.7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verfetteter Lebern: Auf beiden Aufnahmen
zeigt sich die mikrovesikulare Verfettung (schwarzer Pfeil). Im Gegensatz zu scheinoperierten
Tieren (Abb. 3.6) konnte nach I/R eine Endothel zelschwellung (Doppel pfeil) nachgewiesen werden
neben der erneuten Zunahme der Peroxisomenzahl (weisser Pfeil).
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Es lassen sich also morphologische und funktionelle Unterschiede zwischen normalen und
verfetteten Lebern aufweisen, sowie Abweichungen in der Intensitét und Reaktion auf IRS. Im
folgenden werden nun die protektiven Effekte der ischdmischen Prékonditionierung auf diese

beiden Gruppen einander gegenlibergestellt.

3.2 Effekte I schamischer Prakonditionierung auf die normale und die verfettete L eber

3.2.1 Hepatische Mikrozirkulation

In diesem Abschnitt sind die Ergebnisse der Auswertung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
zusammengefasst (siehe 2.5.2). Dabel werden jewells die Parameter der normalen (=heterozygoten)

Tiere mit denen der verfetteten (=homozygoten) verglichen.

3.2.1.1 Sinusoidae Perfusionsrate

Wie unter 2.5.2 bereits beschrieben, wurde hier der prozentuale Anteil der nicht perfundierten
hepatischen Sinusoide festgel egt.

Bei den normalen Tieren lief3 sich ein dramatischer Anstieg der nichtperfundierten Sinusoide nach
IRS von 29,3 + 1,9 % gegenuber 75 = 1,5 % bel den scheinoperierten Tieren beobachten.
Ischéamische  Pr&konditionierung mit  einer jewells 10-mindtigen  Ischdmie-  und
Reperfusionsperiode konnte den Anteil der nicht durchbluteten Sinusoide signifikant (p<0,05) auf
14,1 + 1,7 % senken.
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Abb. 3.8-1 und —2: Anteil nicht-perfundierter Snusoide: Sowohl bei normaler als auch verfetteter
Leber kommt es gegenliber den scheinoperierten Gruppen nach I/R zu einem deutlichen Anstieg
nicht-perfundierter Snusoide, welcher durch Ischamische Prékonditionierung signifikant reduziert
werden kann.

MW+SEM; * p<0,001 vs. ZL-SH; # p<0,05 vs. ZL-KO; O p<0,01 vs. ZF-SH; § p<0,05 vs. ZF-KO.

Ahnliches lie3 sich auch bei den verfetteten Tieren beobachten: Der Anteil nicht perfundierter
Sinusoide in der scheinoperierten Gruppe ZF-SH betrug 3,9 £ 1,2 %. In der Kontrollgruppe ZF-KO
wurden eindrucksvolle 26,3 £ 1,9 % nicht durchbluteter Sinusoide gefunden. Mit IPC lief3 sich der
Schaden der einstiindigen Ischémie und zweistindigen Reperfusion dann signifikant (p<0,05 vs.
ZF-KO) auf 17,6 + 1,6 % reduzieren.

Zwischen den beiden Gruppen liel3 sich jedoch kein signifikanter Unterschied nachweisen. Der
Antell der nicht perfundierten Sinusoide und der Effekt der ischamischen Prakonditionierung war

also unabhangig vom Verfettungsgrad.

Unter Berucksichtigung der zonalen Aufteilung des Leberazinus in periportal, midzona und
perizentral (siehe auch Abb. 2.3 im Kapitel 2.5.2) konnte ein gehaufter Sinusoidperfusionsausfall
periportal beobachtet werden, der bel normalen als auch steatotischen Lebern nur gegeniiber den

perizentralen Feldern signifikant verandert war (siehe Tabelle 3.1).
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12,4+1,3 6,8+1,1 336225 [ 285+23* | 206+15# | 22,7+2,2#

6,8+1,6 3,7+14 30,0:2,7¢ [ 27.8+25 | 1364204 f| 18,9+1,7#
3,3+2,3° 1,2¢1,2° W 24,4+1,8°8 22,7+1,4*°sl| 8,2+1,9#+§ || 11,4+2,2#°8

Tab. 3.1: Zonale Gliederung der Perfusionsausfalle im Leberazinus bei normalen und verfetteten
Lebern, Angaben in %.

MWASEM; *p<0,05 vs. jeweilige Sham-Gruppe; #p<0,05 vs jeweilige Kontrollgruppe; °p<0,01 vs.
jeweiliges periportales Feld; 8p<0,05 vs. jeweiliges midzonales Feld; +p<0,001 vs. periportal ZL-
IP.

3.2.1.2 Lobulére Leukozytenadhérenz

Die Sticker im Lobulus waren festgelegt als die Anzahl der permanent adhérenten bzw. emigrierten

L eukozyten pro Leberlobulus.

Normale Lebern zeigten eine signifikante Zunahme (p<0,001) der Leukozytenadhdrenz bei der
Kontrollgruppe mit 137,2 + 11,3 Leukozyten pro Lobulus gegeniber 11,9 + 0,9 be den
scheinoperierten Tieren. Durch IPC konnte diese Zunahme deutlich, und mit p<0,01 signifikant, auf
40,9 + 3,3 Sticker pro Leberlobulus reduziert werden (siehe auch Abb. 3.9-1).

Verfettete Lebern wiesen eine dhnlich starke Zunahme der Sticker pro Lobulus von der Sham
Gruppe (mit 26,1 + 3,1) auf die Kontrollgruppe auf (172,7 + 8,1). Auch hier zeigte sich eine
signifikante Reduzierung durch IPC auf 43,3 £ 2,2 (Abb. 3.9-2).

Im direkten Vergleich der beiden Vesuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen normalen und verfetteten Lebern. Auch der durch IRS verursachte Schaden in den beiden
Kontrollgruppen bzw. der protektive Effekt durch IPC in beiden Interventionsgruppen zeigte keinen

signifikanten Unterschied.
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Abb. 3.9-1 und -2: Anzahl der Leukozyten-Sicker pro Leberlobulus bei normalen (-1) und
verfetteten Lebern (-2): Durch die ischamische Prakonditionierung konnte in beiden
Versuchsgruppen die Zahl der Sticker/ Lobulus signifikant reduziert werden.

*p bzw. °p<0,001 vs. jeweiliger SH-Gruppe. #p bzw. 8p<0,01 vs. entprechender Kontrollgruppe.
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3.2.1.3 Leukozytenadhérenz in postsinusoidalen Venolen (PSV)

Wie unter 2.5.2 beschrieben, erfolgte in postsinusoidalen Venolen die Eintellung adharenter
Leukozyten in zwel Untergruppen, in Roller und Sticker. Die Gruppen definierten sich dabei Giber
ihre Verbleibzeit bzw. Zeit der Adhérenz am PSV-Endothel.

3.2.1.3.1 Temporére Leukozytenadhdrenz in PSV (Roller)

Das Beobachtungsfenster fur die Eintellug der Leukozyten in Roller und Sticker lag bei 20
Sekunden. Die Wertung eines Leukozyten als Roller erfolgte bei:

Bewegung des L eukozyten entlang des Endothels einer PSV

Vorzeitiger Losung des Leukozyten vom Endothel innerhalb der beobachteten 20 Sekunden

Adhérenz eines Leukozyten, wenn dies erst im Verlauf des Beobachtungszeitraums geschah.

In normalen Lebern liefd sich bei den scheinoperierten Tieren eine durchschnittliche Anzahl von 154
+ 23 Rollern feststellen. Dieser Wert lag bei den Kontrolltieren mehr als doppelt so hoch (650 +
62). Durch IPC konnte die Anzahl der temporar adhdrenten Leukozyten wieder signifikant auf 522

+ 46 reduziert werden.

Bel verfetteten Tieren zeigten sich dhnliche Ergebnisse. Es konnte ein Anstieg von 236 + 38 Rollern
bei Sham-Tieren auf 613 = 35 bel den Kontrolltieren beobachtet werden, der mit p<0,001
signifikant war. Unter der Behandlung mit IPC wurde ein signifikanter Rlckgang des Wertes der

Kontrollgruppe auf 429 + 39 Roller pro mm? endothelialer Oberfléche erhoben.

Zwischen normalen und verfetteten Lebern zeigte sich in den scheinoperierten (ZL-SH, vs. ZF-SH)
und den kontrolloperierten Tieren (ZL-KO vs. ZF-KO) erneut kein signifikanter Unterschied. Auch
der Effekt der ischamischen Pr&konditionierung war in normalen und verfetteten Lebern nicht
signifikant unterschiedlich.

Der Verfettungsgrad einer Leber hatte somit keinen EinfluR auf die Anzahl der Roller pro mn?
endothelialer Oberfléche in postsinusoidalen Venolen. Siehe hierzu auch die Abbildungen 3.10-1
und 3.10-2.
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Abb. 3.10-1 und -2: Anzahl tempordr adhdrenter Leukozyten (Roller) pro mn? endothelialer
Oberflache in postsinusoidalen Venolen bei normalen (-1) und verfetteten €2) Lebern: Nach
Ischamie/Reperfusion konnte ein signifikanter Anstieg der Roller beobachtet werden, der mit IPC
wieder signifikant reduziert werden konnte.

*p<0,01 vs. ZL-SH, #p<0,05 vs. ZL-KO, °p<0,001 vs. ZF-SH, §p<0,01 vs. ZF-KO.
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3.2.1.3.2 Permanente Leukozytenadharenz in PSV (Sticker)

Ein Leukozyt, der innerhalb des gesammten vorgegebenen Zeitrahmens von 20 Sekunden an ein
und derselben Stelle am Endothel einer postsinusoidalen Venole adhérent blieb, galt as Sticker. Die
Angaben Uber die Zahl der Sticker erfolgte dabel im Verhdltnis zur endothelialen Oberflache der

postsinusoidalen Venolen [mm?].

Bei normalen Lebern waren in scheinoperierten Tieren im Mittel 66 + 14 Sticker pro mn? PSV-
Endothelfléche nachweisbar. In der Kontrollgruppe nach Ischdmie/Reperfusion konnte en
signifikanter Anstieg auf 469 + 35 Sticker beobachtet werden. Unter Anwendung der IPC konnte
die Anzahl permanent adhérenter Leukozyten auf ein signifikant geringeres Mal3 (345 + 38)
reduziert werden (p<0,01).

Am Endothel postsinusoidaler Venolen verfetteter Lebern zeigten sich bel den scheinoperierten
Tieren durchschnittlich 77 + 26 permanent adhérente Leukozyten. Nach zusétzlichen 60 Minuten
Ischamie in der Kontrollgruppe kam es ebenfalls zu einem signifikant deutlichen Anstieg der
Sticker auf 718 + 105 wahrend der Reperfusionsphase. Bei vorangeschalteter 1PC konnte eine
drastische Reduktion der permanent adhéarenten Leukozyten auf 274 + 23 beobachtet werden.

Steatotische und nonsteatotische Lebern zeigten im Hinblick auf das Auftreten von leukozytéren
Stickern bei den unbehandelteten und den 60-mindtiger Ischédmie ausgesetzten Gruppen keine
signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse bei den normalen Ratten, die mit IPC behandelt wurden,

zeigten zu den verfetteten Tieren keinen signifikanten Unterschied.

Siehe dazu auch die folgenden Abbildungen 3.11-1 und -2.
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Abb. 3.11-1 und -2: Permanent adharente Leukozyten (Sticker) pro mn? endothelialer Oberflache
in postsinusoidalen Venolen in normalen (-1) und verfetteten Lebern (-2): Der signifikante Anstieg
bei den Kontrollgruppen gegentiber den scheinoperierten Tieren kann durch IPC sowohl bei
normalen als auch bei verfetteten Lebern signifikant reduzert werden.

*p<0,001 vs. ZL-H; #p<0,05vs. ZL-KO; °p<0,01 vs. ZF-H; 8p<0,01 vs. ZF-KO.
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3.2.1.3.3 Verhdtnis von Stickern zu Rollern in PSV

Die Unterteilung der Adhérenz von Leukozyten am venol&ren Endothel in zwel Phasen dieses
entzindlichen Prozesses, in temporare und permanente, erlaubt eine Differenzierung des selbigen.
Die Phase der Roller gilt as einleitende Phase der Adhérenz, bevor die Phase der Sticker die
letztliche Adhérenz mit der Folge der Immigration in den Hepatozyten darstellt. Erst dadurch wird
der IRS ausgel6st. Das Verhdtnis von Stickern zu Rollern spiegelt demnach die Auspragung des
entziindlichen Prozesses wider und wird hier auf die Auswirkung in normaler und steatotischer

Leber untersucht.

Nicht-verfettete Lebern zeigten im scheinoperierten Zustand ein Verhdltnis permanent zu temporar
adhérenter Leukozyten von 1:2 (0,51 + 0,10). Dieses Uberwiegen von Rollern schlagt in der
Kontrollgruppe signifikant zugunsten der Sticker um. Hier lassen sich fast genauso viele Sticker wie
Roller beobachten (0,86 + 0,10). In der Behandlung mit IPC nimmt die Anzahl der Sticker unter
den Leukozyten wieder deutlich, jedoch nicht signifikant, ab (0,69 + 0,06).

Am Modell der verfetteten Rattenleber ist bei den Tieren, die keiner Ischamie unterzogen wurden,
ein ahnliches Verhdltnis von Stickern zu Rollern zu vermerken, mit einem mittleren Wert von 0,34
+ 0,07. Nach 60-mindtiger Ischamie steigt dieser Wert deutlich auf 1,65 £ 0,23, mit einem
Uberwiegen der Sticker gegeniiber den Rollern. Mittels IPC lasst sich die Anzahl der Sticker dann
wieder signifikant auf 0,61 + 0,10 reduzieren.

Der Grad der Verfettung einer Leber hat bel scheinoperierten Tieren keinen relevanten Einfluss auf
das Verhdtnis von Stickern zu Rollern. Erst nach 60 Minuten Ischdmie zeigt sich zwischen den
Kontrolltieren der normalen Leber und denen der verfetteten Leber ein signifikanter Unterschied.
Waéhrend bel der normalen Leber das Sticker/Roller-Verhdtnis 0,86 + 0,10 betragt und somit mehr
temporér als permanent adhérente Leukozyten zu finden sind, finden sich bei der steatotischen
L eber ein Uberwiegen der Sticker bei einem Verhaltnis von 1,65 + 0,23.

Mit IPC fand sich sowohl in nicht-verfetteten as auch in verfetteten Lebern ein Sicker/Roller-
Verhdtnis von 0,60 £ 0,06 bzw. 0,61 + 0,10. In Anbetracht der unterschiedlichen Ergebnisse in den

Kontrollgruppen sollte dies beachtet werden.
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Abb. 3.12: Verhaltnis von Stickern zu Rollern in PSV. Das Uberwiegen von Rollern in beiden
Sham-Gruppen wird nach 60-mindtiger Ischamie zugunsten der Sticker verschoben, wobel in der
Kontrollgruppe der steatotischen Leber signifikant mehr adhdrente gegenlber temporaren
Leukozyten vorhanden sind. Durch IPC wird das Verhéltnis wieder in Richtung der Roller
verschoben, im Falle der normalen Leber jedoch nicht signifikant.

*p<0,05 vs. Sham normal; #p<0,001 vs. Sham verfettet; °p<0,05 vs. Kontrolle normal; § p<0,01

vs. Kontrolle verfettet.

3.2.1.4 Sinusoidweite im Leberazinus

Die Sinusoidweite wurde nach dem in Kapitel 2.5.2 beschriebenen Verfahren ausgewertet. Der bel
scheinoperierten Tieren gemessene Mittelwert der midzonal gemessenen Sinusoidsweite lag bel
normalen Lebern bei 8,8 + 0,2 um. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikante Abnahme des
sinusoidalen Durchmessers auf 6,2 £ 0,1 um. Bei zusétzlicher Vorschatung von IPC konnte mit
durchschnittlich 9,1 + 0,1 pum ein Rickgang auf die urspringliche Sinusoidweite beobachtet

werden.

Steatotische Lebern wiesen be  scheinoperierten Tieren eine durchschnittliche midzonale

Sinusoidweite von 9,5 + 0,4 um auf. Auch hier wurde bei Tieren, die in der Kontrollgruppe einer
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60-minttigen Ischdmiephase ausgesetzt wurden, eine deutliche Abnahme dieser Werte auf 6,7 + 0,2
um festgestellt. Mit 1PC lief3 sich diese Abnahme der sinusoidalen Durchmesser verhindern und bei
einem Mittelwert von 9,6 + 0,2 um der beobachtete Ausgangswert in der scheinoperierten Gruppe
wiederherstellen.

Der Vergleich von normalen mit verfetteten Lebern zeigt, dass sich durchgehend von der Gruppe
der Scheinoperation aus Uber die Kontrollgruppe bis in die IPC-Gruppe die Leberazini unter den
Bedingungen einer Steatosis eine leichte, jedoch nie signifikant hdhere Sinusoidweite aufweisen.

Letztlich ist die midzonale Sinusoidweite in Leberazini unabhéngig vom Verfettungsgrad der Leber.

Normale und verfettete Lebern

12
Normale L eber |:|
10 4 Verfettete Leber [ 4 #
8 |
*
*

Sinusoidweite (um)
()]

SHAM KONTROLLE IPC

Abb. 3.13: Durchschnittliche Snusoidweite im midzonalen Leberazinus [um]: Bel Kontrolltieren
zeigte sich eine signifikante Abnahme der Snusoidweite im Vergleich zu den mit Scheinoperation
behandelten Tieren. Mit IPC konnten die ursprunglichen Durchmesser wieder vollstandig
hergestellt werden.

*p<0,001 vs. jeweiliger Sham-Gruppe; #p<0,001 vs. entsprechender Kontrollgruppe.
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3.2.1.5 Phagozytoseaktivitdt von Kupffer-Stern-Zellen

Die Phagozytoseaktivitét von Kupffer-Stern-Zellen, den Makrophagen in der Leber, wurde nach der
in Kapitel 2.5.3 beschriebenen Methode bestimmt. Dabei war die Zunahme der Anzahl
nonadhérenter Latex-beads gleichzusetzen mit einer verminderten phagozytotischen Aktivitét der
Kupffer-Zdlen.

In normalen Lebern verhielt sich die Phagozyten-Aktivitét wie in Tabelle 3.14-1 dargestellt. Zwar
konnte der in scheinoperierten Lebern beobachtete Mittelwert von 20,9 + 2,1 % nichtadhérenter
Latexpartikel zum Beobachtungszeitpunkt 5 Minuten nach Injektion in der Kontrollgruppe
abgesenkt werden, jedoch war der Unterschied bei einem durchschnittlichen Wert von 14,6 + 3,6 %
nicht signifikant. Mit 17,0 + 1,4 % beweglicher Latexpartikel war der dazu erhdhte Antell in der
I PC-Gruppe gegentiber den Kontrolltieren auch nicht signifikant.

Die steatotische Leber wies unter den Bedingungen einer Scheinoperation 29 + 54 % nicht-
adhérente Latexpartikel 5 Minuten nach ihrer Applikation auf. Diese Anzahl sank in der
Kontrollgruppe signifikant auf 11,5 + 1,1 % ab, gleichzusetzen mit einer erhdhten Aktivitat der
Kupffer-SternZellen. Unter Verwendung von IPC konnte diese Aktivitét wieder signifikant
erniedrigt und die Zahl der nicht-adhérenten Latex-beads signifikant auf 21,9 + 1,9 % gesteigert

werden.

Der direkte Vergleich zwischen normalen und verfetteten Lebern bringt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den entsprechenden Gruppen zutage. Der Verfettungsgrad hatte also auf die
Anzahl nonadhérenter Latexbeads 5 Minuten nach ihrer intraarteriellen Applikation in den Sham,

den Kontroll- und IPC-Gruppen keinen Einfluss.
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Abb. 3.14-1 und -2: Anteil nicht-adharenter Latex-Partikel im Leberazinus, Angaben in %. Der in

beiden scheinoperierten Gruppen beobachtete Anteil wird in den entsprechenden Kontrollgruppen
nur in der verfetteten Leber signifikant abgesenkt. Der Schutzmechanismus der IPC durch
Erhdhung der Anzahl nicht-adhérenter Latex-beads kommt ebenfalls nur bei den steatotischen
Lebern signifikant zur Geltung.

p°<0,05 vs. ZF-SH; p8<0,001 vs. ZF-KO.
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3.2.2 Hepatozellulare Integritét

Zur Charakterisierung des Einflusses der IPC auf die hepatozellulére Integritét bei normalen und im
Vergleich dazu bei verfetteten Lebern, wurde zum einen die Leberenzymaktivitét herangezogen
zum anderen elektronenmikroskopische Aufnahmen der Lebern.

3.2.2.1 GPT-Aktivitdt im Serum

Als leberspezifisches Enzym wurde die Serumaktivitét der GPT zur Eruierung des hepatozelluléren
Schadens zwei Stunden postischémisch bzw. in der Scheingruppe zwei Stunden nach Laparotomie
bestimmt.

Wie bereits im Abschnitt 3.1.2 beschrieben wurde, konnte in der Gruppe der heterozygoten Tiere
mit normal-entwickelter Leber eine GPT-AKktivitat im Serum von 38,0 + 4,7 U/l beobachtet werden.
Der Effekt einer 60-minltigen Ischémie auf den hepatozelluléren Schaden zeigte sich in der
Kontrollgruppe mit einem Anstieg des L eberenzyms auf etwa das flnffache, mit einem gemessenen
Mittelwert von 210,4 + 51,2 U/I. IPC konnte mit einer durchschnittlichen GPT-Aktivitét von 62,2 +
10,6 U/I das Ausmal3 dieses Schadens deutlich und signifikant reduzieren.

Die verfettete Leber zeigte ebenfalls eine eindriickliche Zunahme der GPT-Aktivitdt im Serum nach
60 Minuten Ischamie. Mit 826,4 + 240,2 U/l in der Kontrollgruppe wurde der Wert bei den
scheinoperierten Tieren 45,2 + 7,4 U/l mehr als verzehnfacht. Der Einfluss der IPC auf die
postischamische Enzymaktivitdt zeigte sich in einer signifikant deutlichen Verminderung dieses
hohen Wertes auf 115,2 + 31,6 U/I.

Der Vergleich der normalen mit der steatotischen Leber zeigte im Kapitel 3.1.2 eine signifikate
Erh6hung der Serumaktivitét des GPT beim verfetteten Modell. Der Unterschied nach IPC war
jedoch zwischen beiden Gruppen nicht signifikant, auch wenn nach IPC die Resultate des GPT-
Spiegels bei Vorliegen einer Fettleber etwas hher waren as in der Gruppe der normalstrukturierten
Leber. Der Effekt der IPC war auch hier nicht abhéngig vom Verfettungsgrad der Leber.

Siehe hierzu auch Abbildung 3.15-1 und -2.
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Abb. 3.15-1 und -2: Serum-GPT-Spiegel: Die Enzymaktivitét konnte durch IPC in beiden Gruppen

signifikant gesenkt werden. Sgnifikante Unterschiede im Bezug auf den hepatischen

Verfettungsgrad zeigten sich dabel nur zwischen den Kontrollgruppen von normalen (ZL-KO) und
verfetteten (ZF-KO) Lebern.
p*<0,05 vs. ZL-SH; p#<0,05 vs. ZL-KO; p°<0,01 vs. ZF-SH; p8<0,01 vs. ZF-KO.
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3.2.2.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der L eber

Die Elektronenmikroskopie ermoglichte durch 3000-fache Vergroferung die Darstellung und
Beurteilung des Leberschadens auf ultrastruktureller Ebene.

Wie bereits in 3.1.4 aufgefuhrt, zeigen normae Lebern in der Elektronenmikroskopie nach 60
Minuten Ischdmie eine deutliche Vakuolenbildung und Steigerung der Peroxisomenzahl (Abb.3.5).
In Aufnahmen der mit IPC-behandelten Tieren konnten diese Beobachtungen nicht gefunden
werden und es zeigte sich eine mit den scheinoperierten Tieren gut vergleichbare Zellarchitektur

ohne ultrastrukturelle Hinweise auf hepatozelluldre Schaden.

Das beobachtete Phé&romen der sinusoidalen Endothelschwellung konnte bei steatotischen Lebern
nach 60 Minuten Ischdmie gefunden werden (siehe auch Abb. 3.7). Eine vermehrte
Vakuolenbildung konnte zwar nicht festgestellt werden, daflir aber ebenfalls eine Vermehrung der
Intrahepati schen Peroxisomen.

Fettlebern, die hingegen mit IPC vorbehandelt wurden, zeigten keine Schwellung des sinusoidalen
Endothels. Auch die Vermehrung intrahepatischer Peroxisomen konnte im Gegensatz zur

Kontrollgruppe hier nicht beobachtet werden.

Der Vergleich steatotischer und normaler Lebern wurde bereits in Kapitel 3.1.4 aufgefihrt. Die dort
gefundenen Unterschiede in den Kontrolllebern konnten bei ischamischprékonditionierten Lebern

nicht mehr gefunden werden.
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* Abb. 3.17
Abb. 3.16 und 3.17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen normaler Lebern jeweils nach I/R.

Unbehandelte Tiere zeigten eine Vermehrung der Peroxisomenzahl (weisser Pfeil) und eine
gesteigerte Vakuolenbildung (schwarzer Pfeil) in Abb. 3.16. Nach IPC lassen sich beide

mor phologischen Phadnomene in dieser Auspragung nicht nachweisen (Abb. 3.17). (S= Snusoid,;
EZ= Endothelzelle; KC= Kupffer-Zelle; H= Hepatozyt).
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Abb. 3.18 und 3.19: Elektronenmikroskopische Aufnahmen verfetteter Lebern nach I/R. In beiden
Aufnahmen lasst sich die mikrovesikulare Verfettung nachweisen (schwarzer Pfeil). Unbehandelte
Tiere (Abb. 3.18) zeigen zusétzich eine Schwellung der Endothelzellen (Doppelpfeil) und eine
Zunahme der Peroxisomenzahl (weisser Pfeil). In der Gruppe der mit IPC vorbehandelten Tiere
konnen diese Veranderungen auf ultrastruktureller Ebene nicht gefunden werden (Abb. 3.19).
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3.2.3 Hepatozellulare Funktion

Zur Einschétzung der Funktionalitét der Leberzelle wurde der Gallefluss herangezogen. Dadurch
konnte die Syntheseleistung und Exkretionsfunktion der Hepatozyten dargestellt werden. Zu diesem
Zweck wurden zu im Protokoll fest bestimmten Zeiten Galleprobensammlungen vorgenommen und
anschliefRend ausgewertet. Dabei galt der vor der Ischamie gemessene Gallefluss as Referenzwert

fur die nachfolgenden Bestimmungen (siehe auch Kapitel 2.5.5).

In der normalen Leber wurde bei scheinoperierten Tieren ein leichter Rickgang des Galleflusses
beobachtet, der sich nach etwa einer Stunde offener Laparotomie ohne Ischamie bei 85,1 + 2,6 %
gegentiber dem Ausgangswert einstellte. Diese Werte fielen in der Kontrollgruppe wahrend der 60-
minutigen Ischamiephase auf 60,2 £ 2,8 % nach 30 Minuten und 58,7 £ 3,1 % nach 60 Minuten
Ischédmie ab. In der zweistindigen Reperfusionsphase erholten sich diese Werte nicht mehr und
erlangten 66,0 £ 2,3 % nach 120-mindtiger Reperfusion. Zu allen Zeitpunkten war dabei der
Gallefluss signifikant niedriger asin der Gruppe der scheinoperierten Tiere. Unter Behandlung mit
IPC konnte nach Voranschaltung einer jeweils 10-mindtigen Ischdmie- und Reperfusionsphase
wahrend der nachfolgenden Ischamie ebenfalls ein Abfall des mittleren Galleflusses beobachtet
werden, wobei ein Minimum nach 60 Minuten Ischdmie von 64,9 + 4,4 % gemessen wurde. Im
Gegensatz zur Kontrollgruppe erholten sich diese Werte in der Reperfusionsphase allerdings relativ
rasch und erreichten mit 84,6 £ 2,7 % nach zwei Stunden Reperfusion praktisch den gleichen

Gallefluss wie in der Gruppe der scheinoperierten Tiere.

Bel verfetteten Tieren war bei scheinoperierten Lebern ein Rickgang des Galleflusses bemerkbar,
der sich letztlich bel 85,0 £ 3,7 % enstellte. In der Kontrollgruppe sanken auch am steatotischen
Modell die Werte zu alen beobachteten Zeitpunkten signifikant herab, mit einem Minimalwert von
50,6 £ 2,9 % nach einer Stunde Reperfusionszeit. Im Gegensatz zum Modell der nicht-steatotischen
Leber konnten hier durch IPC alerdings keine signifikant htheren Galleflussraten erzielt werden als
in der Kontrollgruppe. Auch die leichte Erholung des Galleflusses am Ende der Reperfusionszeit

auf 60,1 + 5,3 % war im Vergleich zu der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich.

Der protektive Effekt war in Hinsicht auf den Gallefluss und somit der Syntheseleistung der Leber
bei zunehmenden Verfettungsgrad der Leber nicht mehr zu beobachten.
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Abb. 3.20-1 und -2: Mittlerer Gallefluss in Prozent zum Ausgangswert: Die zu beobachtende
Abnahme der Galleproduktion nach 60-mindtiger Ischamie in beiden Kontrollgruppen (ZL-KO bzw.
ZF-KO) kann durch IPC nur in der nicht-steatotischen Leber (3.20-1) in der Reperfusionsphase
verhindert werden.

p*<0,001 vs. ZL-SH; p#<0,05 vs. ZL-KO; p8§<0,001 vs. ZF-SH.
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Um die quantitativen Unterschiede im Gallefluss einmal ohne Ischamie, nach Ischamie oder mit
IPC und nachfolgender Ischdmie und zum anderen deren Abhéngigkeit vom Verfettungsgrad einer
Leber aufzeigen zu kénnen, bedurfte es einer anderen Darstellung der Daten. Dies erfolgte in der
Auswertung der pro Minute gesammelten pl Galle in der Reperfusionszeit, bezogen auf das

L eberfeuchtgewicht.

Die normae Leber produzierte in der scheinoperierten Gruppe durchschnittlich 1,18 + 0,12
pl/min/g. Nach 60-mindtiger Ischamie wurde in der Kontrollgruppe ein signifikant reduzierter
Gallefluss festgestellt, mit 0,93 = 0,06 pl/min/g. Die mit IPC vorbehandelte Gruppe konnte nach 60

Minuten Ischdmie wieder signifikant hohere Galleflussraten vorweisen, mit 1,21 £+ 0,08 ul/min/g.

Bel der verfetteten Leber wurde unter den Bedingungen einer Scheinoperation ein mittlerer
Gallefluss von 0,85 £ 0,17 pl/min/g beobachtet. Auch hier zeigte sich eine signifikante Abnahme in
der Galleflussrate in der Kontrollgruppe auf 0,63 £ 0,03 pl/min/g, die IPC konnte mit Werten von
0,59 £ 0,03 pl/min/g den Gallefluss nach Ischamie nicht anheben.

Normaleund verfettete Lebern
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Abb. 3.21: Mittlerer Gallefluss in der Reperfusionszeit, Angaben in pl/min/g. Es zeigt sich in
verfetteten Lebern generell ein signifikant geringerer Gallefluss gegeniiber normalen Lebern. In
beiden Kontrollgruppen zeigt sich eine signifikante Abnahme des Galleflusses gegeniiber den
entsprechenden scheinoperierten Tieren (SHAM). IPC vermag nur unter den Bedingungen einer
nicht-steatotischen Leber die Galleflussrate gegentiber der Kontrollgruppe signifikant zu erhéhen.
p*<0,05 vs. Sham-normal; p$<0,05 vs. Sham-verfettet; p#<0,05 vs. Kontrolle-normal; p8<0,05 vs.
Sham-normal; p$=0,001 vs. Kontrolle-normal; p%<0,001 vs. Kontrolle IPC.
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3.24 Bildung freier Sauerstoffradikale

Freie Sauerstoffradikale (ROS) werden an der Entstehung des Ischdmie-/ Reperfusionsschaden as
wesentlich angesehen, weshalb der Einfluss der ischamischen Prékonditionierung auf die freien
Sauerstoffradikale und deren Abhéngigkeit vom Verfettungsgrad der Leber untersucht werden
sollte. Dies erfolgte, wie in 2.5.6 beschrieben, anhand der Bestimmung der Plasmakonzentration
von GSH und GSSG.

Dabel zeigten sich beim Plasmaspiegel sowohl des GSH als auch des GSSG keine signifikanten
Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Lebern. Es konnte auch kein signifikanter Effekt
durch IPC festgestellt werden, weder bel den steatotischen noch bei den nicht-steatotischen Lebern.
Die Bildung freier Radikale unter den hier gewahlten experimentellen Bedingungen war demnach

unabhéangig vom Verfettungsgrad einer Leber und auch durch IPC nicht signifikant beeinflussbar.

Normaleund verfettete Lebern
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Abb. 3.22: GSH-Plasmaspiegel unter normalen (ZL) und verfetteten (ZF) hepatischen
Bedingungen, nach 60-mindtiger Ischamie ohne IPC (Kontrolle=KO) und mit IPC (1P).
Um die Woersichtlichkeit der Grafik zu bewahren, wurde auf eine Angabe der SEM verzchtet.

Sgnifikante Unter schiede zwischen den einzelnen Gruppen gab es zu keinem Zeitpunkt.
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Normaleund verfettete L ebern
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Abb. 3.23: GSSG-Plasmaspiegel [in uM] bei normalen (ZL) und verfetteten (ZF) Lebern.
Aufgefihrt sind hier die jeweiligen Kontrollgruppen (KO) und Interventionsgruppen mit
Ischamischer Prakonditionierung (IP). Auch hier wurde auf die Darstellung der SEM verzichtet, da
aufgrund der relativ groRen Standardabweichungen sonst die Ubersichtlichkeit der Grafik gelitten
hatte.

Zu keinem Zeitpunkt gab es zwischen den Gruppen untereinander (ZL-KO vs. ZL-1P und ZF-KO vs.
ZF-1P) und gegentiber einander (ZL-KO vs. ZF-KO und ZL-IP vs. ZF-IP) signifikante Unterschiede
in den GSSG-Siegeln.

Intrazelluldrer Gesamt-GSH-Gehalt

Entsprechend dem unter 3.5.6 beschriebenen Verfahren wurde der intrazellulére Gehat des
Antioxidans Glutathion (GSH) bestimmt. Da nur der linke Leberlappen (LL) eines Versuchstieres
einer Ischamie und Reperfusion unterzogen wurde, konnte durch Bestimmung des GSH-Gehaltes
des nicht von I/R betroffenen rechten Leberlappens (LR) ein direkter Vergleich des intrazellularen
GSH-Gehaltes durchgefihrt werden.
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In normalen L ebernfihrte in den Kontrollgruppen die Ischdmie / Reperfusion zu einer signifikanten

Abnahme des intrazelluldren GSH-Gehaltes im linken, postischdmischen Leberlappen (LL)
gegentber dem rechten (LR), die keiner Ischdmie / Reperfusion unterzogen worden waren. In der
prakonditionierten Gruppe (IP) konnte diese Abnahme des intrazelluldren GSH-Gehaltes im linken
L eberlappen im Vergleich zum rechten Lappen zwar verhindert werden, es zeigte sich jedoch keine
signifikante Besserung des intrazelluldren GSH-Gehaltes gegeniber der Kontrollgruppe. Im
Gegensatz lief3 sich sogar eine Abnahme im rechten Leberlappen nach IPC gegenuber der
Kontrollgruppe beobachten.

In normalen Lebern scheint demnach der intrazelluldre GSH-Gehalt unter /R aufgebraucht zu
werden. Nach Vorbehandlung mit IPC ist der intrazelluldre GSH-Gehalt jedoch vergleichbar zu
dem nicht der Ischamie/ Reperfusion ausgesetzten rechten Leberlappen. Hier scheint der oxidative

Stress aso nicht durch I/R beeintrachtigt worden zu sein.

Ischdmie / Reperfusion (Kontrollgruppen) hatte in verfetteten Lebern keinen Einfluss auf den

intrazelluléren GSH-Gehalt — weder im postischamischen, linken Leberlappen (LL) noch in den
nicht-ischdmischen, rechten Lebersegmenten (LR). Auch nach IPC-Vorbehandlung zeigten sich

keine Veranderungen des intrazelluléren GSH-Gehaltes.
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Abb. 3.24-1 und 3.24-2: Intrazellulérer Gesamt-GSH-Gehalt in Hepatozyten normaler Ratten (Abb.
3.24-1) zeigt nach I/R in der Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme des intrazellularen GSH
Gehaltesim linken (LL) gegeniiber dem rechten Leberlappen (LR). In verfetteten Lebern lassen sich
im intrazellularen GSH-Gehalt keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

nachweisen. p*<0,004 vs. LR Lean-Kontrolle; p#<0,04 vs. LR Lean-Kontrolle.
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V. DISKUSSION

In der westlichen, industrialisierten Welt spiegelt die hohe Inzidenz der Fettleber deren wichtige
Bedeutung fir die Leberchirurgie wider. In Autopsien, die an todlich verunfallten Personen mit eher
jungem Durchschnittsalter durchgefihrt wurden, machen verfettete Lebern einen Anteil von 6 — 11
% aus (Hilden 1977, Underwood 1984). Dieser Antell ist bei Patienten in der Leberchirurgie
nochmals erhéht, und wird auf 20 - 26 % eingestuft (Hornboll 1982, Miki 1998).

Fur die Leberchirurgie haben diese hohen Zahlen deshalb Bedeutung, weil sich gezeigt hat, dass
verfettete Lebern eine deutlich geringere Ischamietoleranz aufweisen als normale. So wird bei der
Fettleber beispielsweise nach ausgedehnter Leberresektion ein postoperatives Leberversagen in 14
% beobachtet (Behrns 1998) gegenuiber 2 - 4 % bel der normaen Leber (Behrns 1998; Selzner
1999).

Die hohe Inzidenz der steatotischen Leber wirkt sich auch auf die Zahl der potenziellen Spender fir
die Lebertransplantation aus. Die in der bereits zitierten Studie von Underwood et al. evaluierte
hepatische Steatoserate von 15-20% bezieht sich beispielsweise auf bel Verkehrsunféllen todlich
verungltickte Spender, dabei jedoch relativ junge, gesunde Méanner, und damit mogliche Kandidaten
fr Spenderlebern. Neuere Studien bestétigen das Vorliegen einer moderat bis hochgradigen
Steatosis bei jeder fiUnften Spenderleber (Monsour 1994, Rinella 2001). Die meisten
Transplantationszentren lehnen trotz der kritischen Organverfligbarkeit Lebern mit einem
Verfettungsgrad von tber 20 % ab, bel Kakizoe (1990) et al. machte dies beispielsweise 4 % der
Spenderlebern aus. Andere Transplantationszentren werden die Operation ablehnen, wenn eine
Spenderleber mehr als 50 % steatotischer Hepatozyten aufweist (D’Alessandro 1991). Zur
Differenzierung und Quantifizierung des Steatosegrades wurde von D’ Alessandro et a. und Adam
et a. deshalb eine Klassifizierung der Leberverfettung eingefuhrt, in welcher zwischen milder,
moderater und hochgradiger Verfettung zu unterscheiden ist (D’Alessandro 1991, Adam 1991).
Mild entspricht dabei einem Antell verfetteter Hepatozyten unter 30%, moderat 30-60 % und
hochgradig setzt eine Hepatozytensteatoserate von mehr als 60 % voraus. Diese Einteilung fand
Verwendung bel der Beurtellung des Risikos einer trarsplantierten Leber, in einer postoperativ
gestorten oder gar fehlenden Funktion, der sogenannten priméaren NonFunktion (PNF), zu enden.
Liegt der Anteil der PNF eines transplantierten Organes in der normalen Leber noch bei
akzeptablen 3 - 6 % (D’ Alessandro 1991, Ploeg 1993), wird das Risiko einer PNF bei hochgradiger
Verfettung des Spenderorgans auf 40-60 % veranschlagt (Hayashi 1999, Canelo 1999). Die
Ergebnisse bei den moderat verfetteten Lebern gehen in verschiedene Richtungen. Im Vergleich mit
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der normalen, nicht-verfetteten Leber werden bei der 1-Jahr-Uberlebensrate identische Ziffern
(Fishbein 1997) als auch signifikante Unterschiede beobachtet, zum Beispiel 58 % bel Verwendung
moderat verfetteter Lebern gegentiber 73 % (Chui 1998). Strasberg et al. stellten eine Zunahme der
PNF bel Transplantation moderat steatotischer Lebern im Vergleich zu nichtverfetteten Lebern von
3 auf 13 % fest (Strasberg 1994). Eine milde Verfettung der Leber (<30 % verfetteter Hepatozyten)
zeigte nach Transplantation &hnliche Organfunktionsaufnahmeraten bzw. Empfénger-
Uberlebensraten wie bei normalen Lebern (Markin 1993). Die hochgradige Verfettung einer Leber
wird demnach als absolute, die moderate Verfettung als relative Kontraindikation betrachtet. Lebern
mit mildem Verfettungsgrad (<30%) sollten fir die Transplantation nicht abgelehnt werden
(Selzner 2001).

Aufgrund des mangelnden Verstdndnisses fur die verminderte Toleranz der Fettleber gegentiber
Ischdmie-/ Reperfusionsschaden, galt es in dieser tierexperimentellen Arbeit ein vergleichendes
Modell zwischen normalen und verfetteten Lebern aufzustellen und in Hinsicht auf die Reaktion
von Ischamie und Reperfusion sowie den protektiven Effekt der ischamischen Prakonditionierung
zu untersuchen. Da die grofdte Unklarheit bei Lebern mit moderater Verfettung lag und ihr Anteil
mit ca. 10% der verfetteten Lebern in Autopsien eine wesentliche klinische Relevanz aufweisen,

sollte folglich ein Modell mit einem Verfettungsgrad von 30 — 60 % herangezogen werden.

4.1 Diskussion von Material und M ethoden

411 Tiermoddl

Fur diese Versuchsreihe fiel die Wahl auf die Verwendung hetero- und homozygoter Zucker-Ratten
und somit auf ein genetisch induziertes Fettlebermodell. Bel homozygoten Zucker-Ratten liegt
aufgrund einer Spontanmutation des fir den Leptinrezeptor kodierenden Gens eine Fehlbildung
desselben vor (Chua 1996, Phillips 1996). Dies hat zur Folge, dass der Rezeptor- mediierte
Transport in die Zelle am zerebralen Zielort im Hypothalamus nicht stattfinden kann und somit die
intrazelluldre Signalwirkung des Hormons Leptin ausbleibt (Y amashita 1997, Crouse 1998). Zwei
Wirkungen auf den Hypothalamus werden dem Leptin dabel zugeschrieben: zum Einen vermittelt
es das Signa de Sdéttigung nach Nahrungsaufnahme, zum Anderen dteigert es den
Energieverbrauch (Campfield 1996, White 1997).

An der Entstehung einer verfetteten Leber in homozygoten Zucker-Ratten ist somit die fehlende
Signalwirkung des Leptins grundlegend beteiligt. Dadurch zeigen die homozygoten Tiere ein
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ungebremstes  Fressverhalten und entwickeln aufgrund des zusdtzlich verminderten
Energieverbrauchs bereits im Alter von 8 Wochen Fettleibigkeit und auch -1ebern aus.

Gleichzeitig spiegeln die Attribute des Ubermalligen Essverhaltens und verminderten
Energieverbrauchs zwel der haufigsten Ursachen fur Steatosis in der westlichen Welt wider (Hilden
1977, Hornboll 1982). Dadurch waren wir der Meinung mit der Fettleberinduktion in Zucker-Ratten
ein adaguates Tiermodell fUr die Gegebenheiten im Menschen zu verwenden.

Im Gegensatz zu den homozygoten besitzen heterozygote Zucker-Ratten funktionierende zerebrale
L eptinrezeptoren und bewahren somit elnen schlanken Phanotyp.

AulRerdem hat sich das Modell mit den Zucker-Ratten in der Leberforschung mehrfach bewahrt
(Sato 1986, Sun 2001, Selzner 2001, Seifalian 2001).

Neben der genetisch induzierten Fettleber berunen andere Versuchsmodelle auf einer
nahrungsmittelinduzierten Hepatosteatose. Diese beruhen auf der Ingestion von Alkohol oder auf
einer Diét, die Cholin- und Methion frei is.

Die kontinuierliche Einnahme von Ethanol fuhrt zu einer Aktivitétserhdhung lipogener Enzyme
durch die Verschiebung des Verhdtnisses der Katalysatoren NAD+ und NADH zugunsten des
NADH, da NAD+ durch die Alkoholdehydrogenase vermehrt verbraucht wird (Koteish 2001).
Diese ausétzliche Triglyzeridsynthese Uberschreitet dabei die zelluldren Kapazitdten, die Lipide in
den Mitochondrien zu oxygenieren (Gao 1995) oder das VLDL als Triglyzeridcarrier Gber zellulére
Transporter zu sezernieren (Blomstrand 1973, Scheig 1971), mit der Folge der intrazellularen
Ansammlung von Triglyzeriden und letztlich hepatischer Zellverfettung (Lieber 1993).

Die Aufnahme Cholinr und Methionin-freier Nahrung (CMMD) fihrt neben einer ebenfalls
erhéhten hepatischen Aktivitéat verschiedener lipogener Enzyme (Sawka-Verhelle 2000) aufRerdem
zu einem Mangel des essentiellen VLDL-Bausteins Phosphatidylcholin (Yao Z, 1988 und 1989).
Die Folge ist auch hier eine Akkumulation von Triglyzeriden in den Hepatozyten,

Beiden Methoden gemeinsam ist neben der intrazelluldren Zunahme der Triglyzeride auch eine
entzindliche Komponente an der Entstehung der Steatosis. Koteish et al. beobachteten dies in der
alkoholinduzierten Fettleber (Koteish 2001), Teramoto et al. in der CMDD- Gruppe (Teramoto
1993b). Da in der vorliegenden Arbeit Entzindungsreaktionen infolge des Ischamie-/
Reperfusionsschadens beobachtet und beurteilt werden sollten, hétten diese Modelle sicherlich zu

Fehl- oder Missinterpretationen gefihrt.

Ratten wurden fur diese Versuche anderen Tiermodellen, unter anderem mit Goldhamstern oder

Mausen, v.a. aus Grinden der Praktikabilitét vorgezogen. So lief? die Grol3e der Tiere sowohl bel
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der mikrochirurgischen Prgparation als auch der in vivo Mikroskopie eine |eichtere Handhabung zu.
Auch die Entnahme verhdltnisméldig viel Blutes ist bei diesen Tieren aufgrund des hoheren
zirkulierenden Blutvolumens maoglich (Seifert und MelB3mer 1971), die laborchemischen
Bestimmungen sind weitestgehend etabliert. Ein weiterer Vorteil der Ratten gegentiber anderen
Kleintieren lag in der Gewinnung von mehr Material fir Leberproben. Gegentiber Grofdtieren war

bel Ratten der Aufwand geringer und die Anschaffungs- und Unterhaltskosten giinstiger.

4.1.2 Praparation

Aufgrund des fir die Tiere relativ grof3en Eingriffs wurde der Versuchsablauf so weit wie mdglich
standardisiert. Die Préparation der Tiere erfolgte dabei in zwei Schritten. Nach Katheterisierung
eines jewells arteriellen und vendsen Halsgefaldes links cervikal wurde im zweiten Schritt eine
Querlaparotomie durchgefihrt, um Platz fir die Préparation und spédtere Auslagerung der Leber fir
die IVM zu haben.

Im Gegensatz zu vielen anderen Versuchsgruppen wurde in diesem Fall auf das klassische Pringle-
Mantdver mit Abklemmung der gesamten portalen Trias verzichtet. Trotz des chirurgisch
aufwandigeren und anspruchsvolleren Verfahrens wurde die partielle Leberischamie (70%)
durchgefuhrt. Durch selektives Abklemmen der zum linken Leberlappen flhrenden Gefasse aus
Arteria hepatica und Vena porta konnten Leberschaden durch portale Hypertension mit
mesenterialem Ruckstau und nachfolgender Endotoxamie weitgehend verhindert werden, durch
Erhaltung des Blutflusses Uber den rechten und caudalen Leberlobus (Urata et al. 1998). Durch
Schonung des Gallenganges konnte ein Leberschaden durch Gallerlickstau unterbunden und
gleichzeitig die Galle als funktioneller Messparameter verwendet werden.

Um die Gefahr der Obstruktion zu- oder abfiihrender Gefél3e wahrend der Auslagerung der Leber
zu vermeiden, wurde die Leber auf eine spezielle Modelliermasse gebettet.

Das wahrend der gesamten Ischdmie- und Reperfusionszeit offene Abdomen birgt auf3erdem das
Risko des Flussigkeitsverlustes durch Verdunstung und des Leberschadens durch
Lichtexprimierung. Es zeigt sich jedoch, dass durch Abdeckung des offenen Bauchraumes mit
Cuprophanfolie und Lichtschutz sowie des ausgelagerten Leberlappens mit einem Deckglas dem
entgegen gewirkt werden konnte. Die kontinuierliche intraarterielle Infusion von Tutofusin-Losung
(4mi/h) diente neben der Volumensubstitution auch gleichzeitig zur Freihaltung des inserierten
arteriellen Katheters.
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4.1.3 Intravitalmikroskopie

Die Intravitaimikroskopie als direkte Methode zur Visualisierung des mikrovaskuldren Strombettes
der Leber wurde nach der Erstbeschreibung (Knisely 1936, 1939) zu unterschiedlichen
Untersuchungszielen angewandt (Bloch 1955, Koo und Liang 1979, McCuskey 1986, Oda 1988).
Durch Modifizierung des Modells trat anstelle der Trans-Illuminationstechnik die Epi-
[lluminationstechnik (Gumucio 1981, Sherman und Fisher 1986), mit der eine weitere Methode
bestand, nach zusdtzlicher Applikation von fluoreszenzverstarkenden Farbstoffen die
mikrovaskulére Perfusionsdarstellung der quantitativen Auswertung zuganglich zu machen (Mc
Cuskey 1993, Menger et a. 1991b). Durch den pardlel zur Leberoberflache ziehenden
Gefdverlauf  von  Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen kénnen mittels der
Intravitalmikroskopie Aussagen Uber die Mikrohdmodynamik getroffen werden, in Bezug auf die
sinusoidale Perfusionsrate, Sinusoidweite, mikrovaskulére Leukozytenzahlen und Leukozyten
Endothel-Interaktion. Transillumination bietet dabel aufgrund einer erhdhten Tiefenscharfe
potenziell eine Darstellung des gesamten hepatischen Mikrozirkulationssystems. Die Technik der
Epi-lllumination erlaubt jedoch neben der Beurteilung von Morphologie und Perfusion des
Mikrozirkul ationssystems in der Leber auf3erdem noch die Analyse von Mechanismen auf zellul&rer
Ebene. Dazu zdhlen LeukozytenAkkumulation, LeukozytenEndothel-Interaktion und die
Phagozytoseaktivitét von Kupffer-Zellen (Menger 1991c). Da letztere Phanomene bel der
Entstehung von Leberschaden eine Ursache spielen, stellt dieses Modell das zu favorisierende in der

Beurteilung der Mikrozirkulation dar.

Im Vergleich zu indirekten Methoden zur Beurteilung der Lebermikrozirkulation wie z.B. der
L aser-Doppler-Fluxmetrie (Arvidsson et al. 1988) kann mittels der Intravitalmikroskopie (Bloch
1955) das mikrovaskulére Strombett der Leber direkt visualisiert und entsprechend anaysiert
werden. Nach der Erstbeschreibung wurde die Intravitalmikroskopie der Leber von verschiedenen
Autoren mit unterschiedlichen Untersuchungszielen angewandt (Bloch 1955, Koo und Liang 1979,
Mc Cuskey 1986, Oda 1988), wobel mit Trans-1lluminationstechnik gearbeitet wurde. Benutzt man
eine Epi-llluminatiorstechnik kann nach Gabe von fluoreszenzverstdrkenden Farbstoffen wie
Natrium-Fluoreszein die mikrovaskulére Perfusion der Leber quantitativ untersucht werden.

Ebenfalls in Epi-Illuminationstechnik kann nach Injektion von fluoreszierenden Latexpartikeln
mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die Funktion der Kupfferschen Sternzellen in vivo
beurteilt werden (Mc Cuskey 1987, Post 1992, Vollmar 1994). Jedoch miissen bei dieser Methode
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folgende Probleme berlicksichtigt werden. Jede Kupfferzelle kann nur eine begrenzte Anzahl von
L atex-Partikeln aufnehmen, d.h. es besteht die Gefahr einer Séttigung wodurch es unmdglich ware
die tatséchliche Phagozytose-Aktivitdt zu analysieren. Mit einer geringen Dosis an Latex-Partikeln,
die weit unter der Zahl der Kupfferzellen in der Rattenleber liegt, kann man diesem Problem
begegnen (Bouwens 1986). Es kann auf3erdem nicht ausgeschlossen werden, dal3 ein geringer Teil
der Latex-Partikel von Endothel-Zellen aufgenommen wird. Dies kann auf ein zu
vernachlassigendes Mal? reduziert werden, indem Latex-Partikel mit 1,1 um Durchmesser gewahlt
werden, die vorwiegend von Kupffer-Sternzellen aufgenommen werden (Praaning-Van Daalen und
Knook 1982).

In eigenen Versuchen konnte keine Interferenz des intravents applizierten NaFluoreszein mit den
gemessenen Parametern (z.B. Gerinnungsparameter, Plasma-Glutathion) beobachtet werden. Ein
photodynamischer Effekt wurde durch moglichst kurze Beobachtungszeitraume vermieden. In
friheren Untersuchungen konnten fir die Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran (Plasmamarker) und
Rhodamin 6G (Leukozytenmarker) keinerlei phototoxische Effekte bei der IVM des quergestreiften
Muskels beobachtet werden (Steinbauer 2000). Auch fihrten pathologische Bedingungen nicht zu
einer Sensibilisierung des mikroskopierten Gewebes fir phototoxische Effekte.

Allerdings erfordert die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wie sie hier angewandt wurde einen

erheblichen technischen und apparativen Aufwand.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Mechanismen des Ischdmie-Reperfusionsschadens in der steatotischen
L eber

Die fur Leberresektionen notwendige Unterbrechung der hepatischen Durchblutung mittels Pringle-
Mandver zur Minderung des operativen Blutverlustes fuhrt ebenso zu einer Ischdmie wie die zur
Transplantation benétigte Extirpation und zwischenzeitliche Lagerung in einer Nahrlésung. Dabel
weisen Fettlebern eine deutlich verminderte Toleranz gegenuiber IRS auf als die normalen Lebern.
Zur Charakterisierung der hepatozelluldren Integritét wurden die Aktivitét des |eberspezifischen
Enzyms GPT bestimmt sowie licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt.
Die Intravitalmikroskopie diente as Verfahren zum Aufschluss des mikrozirkluatorischen
Geschehens nach erfolgter |schamie und Reperfusion.

Zur Darstellung der Syntheseleistung der Leber vor und nach I/R wurde die Galleproduktion

herangezogen.
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4.2.2 Hepatozellulére Integritéat

Unter den Leberenzymen gilt GPT als spezifischer und sensitiver Marker des hepatozelluldren
Schadens (Korsrud 1972, Clary 1973, Ghys 1975), wahrend LDH Eberunspezifisch ist und daher
nicht mit einem hepatozellularen Schaden einhergehen muss.

Waéhrend wir bei den scheinoperierten Tieren zwischen normaler und verfetteter Leber keinen
signifikanten Unterschied im Serum- GPT-Spiegel sahen, konnte nach 60- minGtiger Ischamie und
120-mindtiger Reperfusion ein eindrucksvoller Unterschied zwischen der normalen und der
moderat verfetteten Leber festgestellt werden:

Kam es bel der normalen Leber noch zu einer etwa sechsfachen Anhebung des GPT-Levels im
Serum in der Kontrollgruppe gegentber der scheinoperierten Gruppe, so konnte bel den
steatotischen Lebern eine Zunahme um das 18-fache gegenuiber dem Ausgangswert beobachtet
werden. Es lief3d sich demnach eine deutliche Aggravation des hepatozelluldren Schadens feststellen
Diese Beobachtung machten auch andere Arbeitsgruppen, ob in einem direkt vergleichbaren Modell
mit Zucker-Ratten (Koneru 1995, Sun 2001) oder in anderen Fettlebermodellen (Hakamada 1997).
Man kann aso festhaten, dass die hepatozelluldre Integritét in moderat verfetteten Lebern
gegentiber Ischémie und Reperfusion deutlich emfpindlicher ist als im Modell der normalen, nicht-
steatotischen Leber.

In der lichtmikroskopischen Untersuchung der histologischen Préparate von normalen und
verfetteten Lebern konnte bel uns kein Unterschied hinsichtlich morphologischer Schaden
festgestellt werden. Grund hierfir mag das in unserem Modell verwendete Zeitfenster von zwel
Stunden Reperfusionszeit sein. Andere Arbeitsgruppen um Peralta et al. (2002) und Koneru et al.
(1995) konnten nach einer Reperfusionszeit von 24 bzw. 48 Stunden eine deutliche Zunahme
nekrotischer Verénderungen in steatotischen Lebern verzeichnen. Fur die Beobachtung solcher

Phanomene war unser Modell also nicht geeignet.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten allerdings auch nach zweistiindiger
Reperfusion bereits deutliche Veranderungen. Wahrend normale Lebern auf Ischdmie / Reperfusion
mit Vakuolenbildung und Steigerung der intrazelluldren Peroxisomenzahl reagierten, kam es in
steatotischen Lebern neben der ebenfalls beobachteten Zunahme der Peroxisomen zu einem neuen

Phanomen, einer Schwellung des sinusoidalen Endothels.
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Andere Studien mit elktronenmikroskopsichen Untersuchungen der Fettleber beschrieben ebenfalls
morphol ogische Verénderungen der sinusoidalen Endothelzellen, jedoch mehr als diffuse Abldsung
von den Hepatozyten und als ,,rounding“, also ebenfalls zunehmender Schwellung wahrend kalter
Ischamie (Nakano 1997; Fukumori 1999). Dabel ist alerdings unklar, ob diese Verdnderungen
primér ihren Ursprung in den Endothelzellen der Sinusoide haben oder in den ihnen benachbarten
Hepatozyten. Diese gelten in normalen Lebern aufgrund ihrer ausgeprégten antioxidativen
Ausstattung als relativ resistent gegen oxidativen Stress (Koneru and Dikdan 2002). In der
steatotischen Leber zeigte sich jedoch eine Zunahme der Fettvakuolen und eine Abnahme der
Mikrovilli wahrend kalter Ischamie (Fukumori 1999). Diese Funde wurden dahingehend
interpretiert, dass der aufgrund der in verfetteten Hepatozyten verminderten mitochondrialen
Syntheseleistung bestehende ATP-Mangel zu einer Aktindepolimerisation fuhrt (Soltys 2001).
Stérungen in Aktinzytoskelett und kortikalen Mikrofilamenten wiederum wirden Ablosung und
durch Aufhebung der osmotischen Barriere auch die Schwellung von sinusoidalen Endothelzellen
erklaren (Gores 1990).

Der Grund fur die steigende Zahl von Peroxisomen sowohl in normalen as auch in verfetteten
Lebern wird in der zunehmenden oxidativen Belastung nach Ischamie/Reperfusion gesehen. Der
antioxidative Effekt der Peroxisomen beruht auf ihrem Katalasegehalt (Singh 1996). Eine welitere
Aufgabe der Peroxisomen liegt in der b-Oxidation von Fettsduren, vor allem, wenn die Kapazitét
mitochondrialer Oxidation Uberschritten wird. Da der Antell von Fettsduren in steatotischen
Hepatozyten deutlich erhdht ist, leisten Peroxisomen einen erheblichen Anteil an deren Oxidation.
Im Gegensatz zur mitochondrialen Oxidation entsteht jedoch bei der Oxidation durch Peroxisomen
ein Nebenprodukt, Hydrogenperoxid, welches durch Katalase entgiftet wird (Day 1998). Wenn die
Produktion von Hydrogenperoxid der Entgiftungswirkung der Katalase Uberwiegt, entsteht
zusétzlicher chronischer oxidativer Stress (Soltys 2001, Reddy 1986).

Einige Arbeitsgruppen konnten in Fettlebermodellen zunehmende Zahlen von Produkten
nachweisen, die durch Lipidperoxidation entstehen (Koneru 1995, Vendemiale 2001, Letteron
1996). Unter den Bedingungen der nicht vorgeschadigten Leber scheinen antioxidative
Abwehrmechanismen mit der Peroxidation im Gleichgewicht zu stehen. In der Fettleber zeigt sich
jedoch ein Uberwiegen der Lipidperoxidation (Koneru 1995). Als Folge kommt es zu einem
Verbrauch von Phospholipiden mit moglichen Membranschaden als Konsequenz (Reddy 1996).
Dariiber hinaus bestand die Vermutung, dass einige der Produkte der Lipidperoxidation chemokine
Eigenschaften fur neutrophile Granulozyten besitzen und letztlich Zellnekrose induzieren (Curzio
1985, Letteron 1996, Day 1998).
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Dass Nekrose den wesentlichen Anteil am Zelltod in der Fettleber ausmacht und nicht die Apoptose
wie es in der normalen Leber der Fall ist, wurde auch von Selzner und Mitarbeitern beobachtet
(Selzner 2000). Die Hauptursache hierfir wird darin gesehen, dass Apoptose en
energieverbrauchender Mechanismusiist. In Fettlebern besteht jedoch eine eingeschrankte Fahigkeit
zur Bildung von ATP. Ein Grund hierfir wird in den hohen Konzentrationen nicht-veresterter
Fettsduren gesehen, welche mit der Inhibition der b-Oxidation assoziiert werden (Fromenty 1997).

Der somit durch Nekrose erfolgte Zelltod bewirkt jedoch im Gegensatz zur Apoptose eine stéarkere
Freisetzung zytoplasmatischer Mediatoren, die Entziindung und Zelluntergang weiter unterstiitzen

und fordern.

Durch enzymatische Bestimmung als auch durch ultrastrukturelle Darstellung konnte eine
eindrucksvolle Zunahme des durch Ischamie und Reperfusion entstandenen Schadens in der

moderat verfetteten Leber im Vergleich zur nicht-steatotischen Leber nachgewiesen werden.

4.2.3 Mikrozirkulation

4.2.3.1 Sinusoidweite und -perfusionsrate

Es wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen beobachtet, dass die Akkumulation von Fett in
Hepatozyten zu einem erhthtem Zellvolumen fihrt (Fukuda 1982, Malewiak 1983). Teramoto und
Mitarbeiter beschrieben as Folge dieser Hepatozytenschwellung eine partielle bis komplette
Verlegung des sinusoidalen Raumes (Teramoto 1993a), wie andere Arbeitsgruppen bereits in den
70er Jahren (Rappaport 1970, Wada 1974).

Unsere Ergebnisse konnten dies nicht bestétigen. Trotz lichtmikroskopisch deutlich erkennbarer
Zellschwellung im Fettlebermodell mit typischer Verdrangung des Nucleus an den Rand der
Hepatozyten konnte in der intravitalmikroskopisch gemessenen Sinusoidweite kein signifikanter
Unterschied zwischen steatotischen und nicht-steatotischen Lebern festgestellt werden. In beiden
Gruppen konnte zwar eine jewells signifikante Abnahme des sinusoidalen Durchmessers in der
Kontrollgruppe gegenliber der scheinoperierten Gruppe festgehalten werden. Aber auch zwischen
den Kontrollgruppen verfetteter und normaler Lebern bestand kein Unterschied in der
Sinusoidweite.

Diese Beobachtung machten auch andere experimentelle Gruppen, die mit dem Modell der Zucker-
Ratten arbeiteten (Sato 1986, Sun 2001). Mégliche Ursachen fir die unterschiedlichen Ergebnissen
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in Hinblick auf den sinusoidalen Durchmesser kdnnen zum Einen in der Wahl des Fettlebermodells
liegen und zum Anderen in den jeweiligen Verfettungsgraden dieser Lebern.

So wurden beispielsweise in den Studien, die eine Verengung des sinusoidalen Raumes in
steatotischen Lebern feststellten, jeweils CMDD-Fettlebermodelle fur die Versuche genutzt (Wada
1974, Teramoto 19934). Mit der Cholin-Methionin-defizitdren Did& wurden dabel hohe
Steatosegrade mit Verfettungsgraden von tber 60% beobachtet, bel Hakamada et al. hatten 75% der
Hepatozyten Fetteinschllisse. Die dabel beobachtete Kompression und Verzerrung des sinusoidalen
Lumens wurde alein durch das Vorliegen der fettigen Veranderung erklért (Hakamada 1997).
Neben den unterschiedlichen Verfettungsgraden und deren Auswirkung auf die Morphologie der
Hepatozyten ist ein weiterer bereits angesprochener Nachtell dieses Tiermodells die entziindliche
Komponente, die an der Induktion dieser Fettlebern beteiligt ist (Koneru 1995). So kénnte an der
Entstehung dieser Leberzellschwellung mit all ihren Konsequenzen auch eine inflammatorische
Ursache beteiligt sein, ob nun primér oder sekundér.

Letztlich ist hier eine ausgeprégtere hepatozelluldre Schwellung mit daraus resultierender
Sinusoidweitenbeeintrachtigung nachvollziehbar, wobel Uber deren alleinige Entstehung durch
Ischémie/ Reperfusion sicherlich diskutiert werden darf. In unserem Fettlebermodell mit moderater
Steatosis liefd sich jedenfalls keine zusétzliche Beeintréchtigung der Sinusoidweite im Vergleich zur
normalen Leber feststellen.

4.2.3.2 Sinusoidale Perfusionsrate

Bel der Auswertung des regionalen Blutflusses in hepatischen Sinusoiden fand sich ebenfalls kein
Unterschied zwischen verfetteten und normalen Lebern. In beiden Gruppen konnte zwar in den
Kontrollreithen eine drastische Verschlechterung der sinusoidalen Durchblutung gegeniiber der
scheinoperierten Gruppe beobachtet werden, der Grad der Verfettung hatte hierauf jedoch keinen
Einfluss.

Andere Arbeitsgruppen beschrieben deutliche Unterschiede in der sinusoidalen Perfusionsrate
zwischen normalen und steatotischen Lebern. Dabel handelte es sich wieder um Rattenmodelle,
deren Fettleberinduktion auf diétetischer Basis beruhte. So fanden Seifalian et a. unter Verwendung
eines Laserdopplers eine Halbierung der sinusoidalen Durchblutung bei Lebern mit 30-60%iger
Verfettung im Vergleich zu normalen Lebern (Seifalian1999). Dieses Phdnomen erklarte man sich
durch die bei einigen Autoren gefundene Abnahme der Sinusoidwelite, wie bereits zuvor erwahnt.

Ohhara und Mitarbeiter berichteten von einer Abnahme der Sinusoidweite um 50% bei Vorliegen
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von Hepatosteatosis im Vergleich zur normaen Leber (Ohhara 1989). Wada et a. fanden eine
Erhohung des portalen Druckes bei Vorliegen einer hohergradigen Fettleber (Wada 1974).

Jingere Untersuchungen bestétigen jedoch unsere Ergebnisse. Jeweils am Modell der Zuckerratte
stellte sich zwischen normalen und verfetteten Lebern im Pfortaderdruck und in der hepatischen
Perfusion kein signifikanter Unterschied dar (Selzner 2000, Seifalian 2002). Die hepatische
moderate Verfettung hat also weder auf Sinusoidweite noch auf sinusoidale Perfusionsverhéltnisse
einen Einfluss in der frihen Reperfusionsphase.

Auch wenn die Perfusionsverhaltnisse unabhéngig vom Steatosegrad der Leber sind, so entstehen
unbestritten Einschrankungen im Durchblutungszustand nach erfolgter Ischdmie und Reperfusion.
In Kapitel 1.1 der Einleitung wurde darauf hingewiesen, dass es bereits in der Ischamiephase
hypoxie-bedingt zu ener verminderten  mitochondrialen  Synthese  energiereicher
Phosphatverbindungen wie dem ATP kommt (Gutierrez 1991, Kerrigan 1993). Der ATP-Mangel
macht sich beispielsweise am Elektrolytaustausch bemerkbar, da den ATP-abhangigen Na'/K™-
Kandle entlang der basalen Zellmembran die notwendige Energie fehlt, um den osmotischen
Gradienten aufrecht zu erhalten. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung von Elektrolyten und
folglich auch Wasser in die Zelle, resultierend in einer Zellschwellung, die vor allem in der
Endothelzelle beobachtet worden ist (Leaf 1973, Silver 1977). Gleichzeitig zieht Hypoxie eine
Azidose nach sich, welche die viscoelastischen Eigenschaften von Leukozyten beeintrachtigt und
damit zu einer Obstruktion von Kapillaren fuhrt (Schmid- Schénbein 1987).

Der in der Ischdmiephase entstandene Gewebeschaden mit Zellschwellung, eingeschankter
Kapillarperfuson und mikrovaskuléarer Thrombose fuhrt folglich zu dem ds “no-reflow
phenomenon” bekannten Geschehen, bei welchem es auch nach einsetzender Reperfusion zum
Fortbestehen der Hypoxie und deren Folgen kommt (Menger 1988, Menger 1989, Menger 1992d).
Durch die Reoxygenierung ischamischer Gebiete in der Reperfusionsphase entstehen im
sauerstoffreichen Blut Metabolite, die zu einer erhohten Freisetzung freier Sauerstoffradikale
fuhren. Freie Sauerstoffradikale oder deren Metabolite (Superoxidanionen, Hydroxylanionen,
Hydrogenperoxid) gelten als toxisch, indem sie durch Lipidperoxidation Membran und folglich
auch Gewebeschéden induzieren (McCord 1985). Diese Gewebeschéaden werden gleichzeitig durch
den auf Proteine denaturierend wirkenden Mechanismus von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
unterstitzt (Jaeschke 1995, Jaeschke 1997). Auf die Rolle der ROS soll spéer nochmals
eingegangen werden.

Infolge dieser ROS-Bildung kommt es zum Pha@nomen des , reflow-paradox”, wo es im Gegensatz
zum ,no-reflow* zwar zu einer Reperfusion und dadurch Reoxygenierung des Gewebes kommit,

diese adlerdings durch oben beschriecbene Mechanismen zu ener inflammatorischen
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Leukozytenreaktion mit vermehrter Akkumulation und Adh&renz von Leukozyten, erhohter
mikrovaskuldrer Permeabilitdt, weiterer Bildung von Sauerstoffradikalen mit Freisetzung einer
Reihe potenter Mediatoren, und letztlich zu postischamischen Gewebeschéden durch
Lipidperoxidation und Membrandesintegration (Menger 1991a, Jaescke 1990b, Vollmar 1994).
Unseren Ergebnissen zufolge geschieht dies in normalen und moderat verfetteten Lebern in
anndhernd gleichen MalZen.

4.2.3.3 LeukozytenEndothel-Interaktion in hepatischen Sinusoiden und

postsinusoidalen Venolen

Die Akkumulation von Leukozyten in Mikrogefé3en nach I/R ist mehrfach demonstriert worden
(Del Maestro 1982, Granger 1989, Menger 1992b). In unserem Modell zeigte sich in den
Kontrollgruppen von normalen und verfetteten Lebern jeweils ein deutlicher Anstieg der Sticker
sowohl in Sinusoiden als auch in PSV gegentiber den scheinoperierten Tieren. Allerdings lief3 sich
dabei im direkten Vergleich normaler und verfetteter Lebern erneut kein signifikanter Unterschied
im Auftreten von permanent adhérenten Leukozyten (, Sticker") in Sinusoiden und PSV aufzeigen.
Auch in der Anzahl der temporar adhéarenten Leukotyen, den ,,Rollern, kam es zu vergleichbaren
Ergebnissen. Lediglich im Verhdltnis der Adhérenz permanenter zu temporaren Leukozyten konnte
zwischen normalen und steatotischen Lebern ein signifikanter Unterschied aufgewiesen werden.
Das in normalen Kontrolltieren praktisch ausgeglichene Sticker- zu Roller-Verhdltnis richtete sich
bei den verfetteten Kontrolltieren signifikant zugunsten der Sticker aus (siehe auch Abb.3.12).
Dieses Phénomen ist in der Literatur noch nicht beschrieben worden. Ansonsten decken sich unsere
Ergebnisse jedoch mit denen anderer Arbeitsgruppen. So folgerten auch Koneru et a. und Sun et
al., dass die Leukozytenadhédrenz in der Leber unabhangig von deren Verfettungsgrad ist und nicht
als Erkléarung fur den hoheren hepatischen Schaden nach I/R in Frage kommt (Sun 2001, Koneru
1995).

Dass die erhdhte Leukozytenadhasion in beiden Kontrollgruppen, aso normaler und verfetteter
Lebern beobachtet wurde, 1&sst sich demnach mit bisherigen Forschungsergebnissen vereinbaren
und stlitzt die Theorie, dass die Leukozytenadhdrenz zum IRS beitrégt (Vollmar 1995).

Der der erhdhten Leukozytenadhdrenz zugrundeliegende Pathomechanismus scheint dabei
inflammatorischen Ursprungs zu sein (Granger 1994).

Waéhrend der frihen Reperfusionsphase sind zwei Formen der LeukozytenEndothel-Interaktion zu

beobachten:
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eine temporare Adhérenz am mikrovaskuldren Endothel (, Roller),
eine permanente Adhdrenz der Leukozyten am Endothel von Sinusoiden und

postsinusoidalen VVenolen (,, Sticker”).

Als Roller werden digenigen Leukozyten definiert, welche aufgrund von Margination und
Endothelkontakt eine gegentber dem Zentralstrom deutlich reduzierte Flussgeschwindigkeit
aufweisen (Zeintl 1986, Menger 1992). Als Sticker werden digjenigen Leukozyten bezeichnet, die
langer a's 20 Sekunden ohne Positionsanderung dem Endothel anhaften.

Die Adhéasion der Leukozyten am Endothel 1&sst sich demnach in drei Schritte aufgliedern. Nach
einer initialen lockeren Interaktion zwischen Endothel und PMN (,,rolling”) findet eine Aktivierung
der PMN mit anschlief3ender fester Bindung (,sticking”) und schlieffdlich eine Emigration in das
perivaskulare Gewebe statt. Die der LeukozytenEndothel-Interaktion zugrunde liegenden
Mechanismen scheinen jedoch unterschiedlich zwischen sinusoidadem Endothel und
postsinusoidalem Endothel.

Der Adhésionsproze? an postsinusoidalen Venolen wird im  wesentlichen  Uber
Oberflachenrezeptoren des Endothels und der Leukozyten vermittelt. Auf Endothelseite dient dabei
das RSelektin zur initialen Leukozyten-Endothel- Interaktion (,rolling”) (Sawaya 1999). An der
Oberflache der Leukozyten befinden sich L-Selektin und 3-Integrine (CD11/CD18) (Granger
1994). Bis zu diesem Stadium bleibt die Adhérenz temporér und passiv. Erst nach der Aktivierung
von Endothelzellen und zirkulierenden PMN durch proinflammatorische Mediatoren wie
Superoxid, Histamin, Platelet activating factor (PAF), Endothelin, Interleukin-8 (II-8) und
L eukotrien B4 (LTB4) kommt es zum Ubergang der temporéren in eine permanente Adhérenz (Lehr
1991, Springer 1994, Jaeschke 1996). Die Ausschiittung dieser Mediatoren erfolgt einerseits aus
den Endothelzellen selbst oder aus glatten Gefél3muskel zellen. An der Ausbildung der permanenten
Adhdrenz sind dabei %-Integrine auf den Leukozyten und ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) auf den Endothel zellen beteiligt (Kishimoto 1992).

Die adhdarenten Leukozyten konnen nun Uber die Ausbildung von Pseudopodien das Gefal?
verlassen und in den subendothelialen Raum und schliefdlich in das umgebende Gewebe emigrieren
(Granger 1994). Dieser komplexe Vorgang der Adhésion und Transmigration wird dabel wesentlich
von Zytokinen (z.B. IL-1 und IL-8) mitbestimmt (Lentsch 1998). Die so in das Leberparenchym
gelangten PMN préagen entscheidend das Bild in der spateren Reperfusionsphase: Proteasen (z.B.
Elastase, Cathepsin G, Kollagenase) und Sauerstoffradikale der PMN schadigen oder zerstoren die
Hepatozyten und fuhren letztendlich zu einer Organdysfunktion (Li 1993). Die Hypothese eines
PMN-induzierten Reperfusionsschadens wurde bekréftigt durch die Tatsache, dal3 durch eine
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Inhibition der PMN-Funktion der Reperfusionsschaden verringert werden konnte (Hernandez 1987,
Vollmar 1995). Der von uns verwendeten Zeitrahmen von zwei Stunden Reperfusionszeit war fur
diese Phanomene freilich zu frih gewahlt, weshalb wir uns auf den frihen Reperfusionsschaden
beschranken mussten.

In den Sinusoiden spielt sich die LeukozytenEndothel-1nteraktion anders ab. Adhésionsmolekile
wie ICAM-1 und P-Selektin scheinen hier keine Rolle zu spielen:

Die sinusoidalen Endothelzellen exprimieren weder unter physiologischen Bedingungen noch nach
deren Aktivierung P-Selektin an der Zelloberflache (Steinhoff 1993). Eine fehlende Expression von
P-Sdlektin in den sinusoidalen Endothelzellen konnte erklaren, warum es hier kein ,rolling* von
Leukozyten gibt (Steinhoff 1993, Vollmar 1995). Andere Studien sahen jedoch eine mdgliche
Beteiligung des RSelektins am IRS in den Sinusoiden in endothelunabhéngigen Prozessen wie
beispielsweise einer Triggerung der Thrombozyten-L eukozyten-Aggregation (Kurose 1994, Okada
1994).

Am in vivo Experiment mit monoklonalen Antikdrpern gegen ICAM-1 konnte nur die Zahl der
postischamischen Leukozytenadhdsion in Venolen verringert werden, nicht jedoch in Sinusoiden
(Vollmar 1995). Da gleichzeitig durch die Blockade von ICAM-1 auch der hepatozelluldre Schaden
signifikant gemindert werden konnte wurde vermutet, dass eine leukozytare Interaktion mit
Endothel in Venolen mehr zum IRS beitragt als in hepatischen Sinusoiden.

Als andere Mechanismen fir die Leukozytenadh&renz in den Sinusoiden wurden die
Veranderungen der mikrovaskuldaren Bedingungen, der physiologisch gewundene Aufbau der
Sinusoide und eine Schwellung der Endothelzellen diskutiert (Komatsu 1990, Vollmar 1994). Dies
erklart die Beobachtung, dass die sinusoidale Leukozytenadhdrenz hauptsachlich in den

periportalen und midzonalen Bereichen, die den kleinsten Durchmesser haben, vorgefunden wird.

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass Leukozyten Endothelinteraktion nach I/R eher in PSV
einen Einfluss auf die Hohe des IRS hat. Dabel scheinen die pathophysiologischen Mechanismen

unabhangig vom Verfettungsgrad der Leber zur Geltung zu kommen.

Die Frage, warum in der steatotischen Leber das Sticker/Roller Verhdltnis zugunsten der Sticker
verschoben wird, bleibt noch zu kldren. Eine mdgliche Antwort konnte die in der
Elektronenmikroskopie nur in der Kontrollgruppe der verfetteten Lebern beobachtete
Endothel zellschwellung sein. Eine daraus resultierende Vergrofderung der Endothelflache kénnte
eine Interaktion mit Leukozyten begunstigen, mogliche morphologische Verdnderungen der

Endothelzellen eine permanente Adhdsion beglnstigen. AuRerdem konnte eine vermehrte
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Expression von Adhésionsnolekilen auf den Endothelzellen steatotischer Lebern eine permanente
Anlagerung beginstigen. Inwieweit diese bel Fettlebern anders ausgeprégt ist als bel normalen
Lebern ist zum heutigen Zeitpunkt jedoch nicht geklart.

4.2.3.4 Phagozytoseaktivitdt von K upffer-Stern-Zellen

Die Kupfferschen Sternzellen (KC) kommunizieren mit den Sinusendothel zellen und Hepatozyten
Uber ihre Fortsdtze und Uben wichtige Schutzfunktionen durch Phagozytose von Bakterien,
Parasiten und Tumorzellen aus. Durch dabei freigesetzte Mediatoren kommt es zu einer
Aktivierung von KC. Als weitere Ursachen hierflr gelten neben bakteriellen Endotoxine (LPS)
auch Hypoxie und Komplementaktivierung (Ertel 1995, Jaeschke 1993). Eine Blockade von
Kupffer-Sternzellen (KC) durch Gadolinium-Chlorid konnte diese akute Schadigung vermindern
und die Betelligung von KC am Mikrozirkulationsschaden aufweisen (Bremer 1994, Liu 1995,
Schauer 1999).

Es gibt viele Studien, die eine Aktivierung von KC als einen zentralen Pathomechanismus des
frihen Reperfusionsschadens in der Leber nach warmer (Jaeschke 1991a und 1991c; Vollmar 1996)
und kalter Ischamie (Caldwell-Kenkel 1991, Mochida 1994, Brass 1995) sehen. Dabei kann alein
eine Hypoxie mit nachfolgender Reperfusion zur KC-Aktivierung geniigen (Rymsa 1991), durch
Komplementaktivierung konnte dies in vivo weiter verstérkt werden (Jaeschke 1993). Neben der
Produktion von ROS (Jaeschke 1991c; Brass 1995) spielen auch noch andere pro-inflammatorische
Mediatoren wie Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-6), Eicosanoide, platelet activating factor (PAF),
vasokonstriktorische Substanzen (Prostaglandine und Leukotriene) eine Rolle und fihren
dartiberhinaus zu einer Aktivierung leukozytérer Proteasen und Transkriptionsfaktoren wie NF-7B
und Aktivator-Protein-1 in Endothelzellen und Hepatozyten (Lemasters 1995, Vollmar 1994b,
Wanner 1996, Le Moine 1997; Bilzer und Gerbes 2000). Diese Mechanismen fihren zu einer
sinusoidalen Akkumulation von Granulozyten und einem Versagen der Mikrozirkulation (Clemens
1997, Jaeschke 1996, Wanner 1996). Auch extrahepatische Mechanismen kdnnen zu einer KC-
Aktivierung und subsequenter Gefél3entziindung fthren, zum Beispiel durch Endotoxine (Jaeschke
1996, McCuskey 1996). Es wird vermutet, dass diese als Konsequenz der intestinalen Kongestion
nach Pfortaderverschluss vermehrt freigesetzt werden (Urata 1998) und auch zu primérer
Nonfunktion des Spenderorgans nach Transplantation fihren kann (Peng 1995).

Welche Substanzen fir die Freisetzung dieser pro-inflammatorischen Mediatoren aus KC
letztendlich verantwortlich sind, bleibt weiterhin kontrovers diskutiert (Scales 1994, Jaeschke 1994,
Scoazec 1997). Eindeutig etabliert ist aber der Zusammenhang zwischen der Entstehung von ROS
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in der frihen Phase der Reperfusion und dem Ausmald der Leberzell-Nekrose (Jaeschke 1993,
Bremer 1994).

Zur Beurteilung der Bedeutung der KC-Aktivitat auf den frihen Reperfusionsschaden in moderat
verfetteten Lebern erfolgte in unserem Modell die intravitale fluoreszenzmikroskopische
Auswertung durch Injektion von Latexpartikeln (Post 1992). Dadurch liel3 sich eine direkte
Visualisierung und Analyse der Phagozytoseaktivitdt der KC ermoglichen. Dabei gilt zu beachten,
dass in Voruntersuchungen zweil Drittel der KC in den periportalen Segmenten der Leber zu finden
waren (Post 1992, RUttinger 1996).

Unsere Ergebnisse zeigten dabei einen vom Verfettungsgrad abhangigen unterschiedlichen Grad der
Phagozytose-Aktivitét von KC. Wahrend nicht-steatotische, normale Lebern nach Ischamie /
Reperfusion keine signifikante Abnahme frel flief3ender, d. h. nicht-phagozytierter Latexpartikel
aufwiesen (s. Abb. 3.14-1), war dieser Antell an nicht-phagozytierten Latexpartikel in verfetteten
Lebern signifikant abgeserkt (siehe Abbildung 3.14-2). Dies wurde dahingehend interpretiert, dass
in steatotischen Lebern rach | / R eine erhdhte Anzahl aktivierter KC vorgefunden werden kann als
in normalen Lebern.

In friheren Studien wurden @hnliche Beobachtungen gemacht. Teramoto et a. (1993a) beobachtete
an einem Fettlebermodell mit kalter Ischamie ebenfalls erhohte Phago zytoseaktivitaten der KC. Als
Schlussfolgerung gilt daher, dass eine erhéhte Zahl an aktivierten KC einen wesentlichen Faktor fir
die Verstérkung des IRS in verfetteten Lebern darstellt.

4.2.4 Hepatozelluldre Funktion - Galleproduktion

Zur Beurteilung der hepatozelluléren Funktion wird die Galleproduktion als geeignetster Parameter
angesehen (Bowers 1987; Lee und Clark 1977). Wie in Kapitel 2.5.5 beschrieben wurde hierzu ein
Katheter in den Ductus choledochus eingefihrt und nach Protokoll zu festen Zeitintervalen die
gesammelte Gallemenge gemessen.

Unsere Ergebnisse kénnen dabei nach zwei Phasen beurteilt werden. Da die Galleproduktion in
verfetteten Lebern bereits in scheinoperierten Tieren im Verhdltnis zur normalen Leber vermindert
war, wurde dabel fir einen anschaulicheren Vergleich die Flussrate der Galle im Verhdltnis zur
initial gemessenen Galleproduktion zu Versuchsbeginn gesehen.

In der Phase der einstiindigen Ischdmie konnte eine deutliche Reduktion der Galleproduktion
gegenuiber den Werten bel scheinoperierten Tieren beobachtet werden. Dies war sowohl bei
normalen Tieren der Fall as auch bei den verfetteten, ohne signifikante Unterschiede. In der

Reperfusionsphase hingegen stellte sich ein vom Steatosegrad abhangiger Unterschied heraus:
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wéahrend die Galleflussrate in der normalen, nichtverfetteten Leber sich mit zunehmender
Reperfusionszeit zumindest leicht erholte, blieb das Level der Galleproduktion in der verfetteten
Leber in den zwei Stunden der Reperfusion auf einem niedrigeren Niveau.

Eine andere Studie mit Zucker-Fat-Ratten, allerdings an einem Modell mit kalter Ischadmie,
berichtete von ahnlichen Ergebnissen. Nach 30 Minuten kalter Ischdmie und 90 Minuten
Reperfusion wurde von Tangla et al. in normalen Lebern eine dreifach hohere Galleproduktion
gemessen als im gleichen Zeitraum bei verfetteten Lebern (Tangja 1998). Jedoch wurde in einem
zweiten Zeitfenster von 24 Stunden Reperfusionszeit eine Anndherung der Galleproduktion der
normalen Leber an die konstant schlecht bleibenden Werte der verfetteten Leber festgestellt. Eine
weitere Arbeitsgruppe stellte nach einer Reperfusionszeit von sechs bzw. 24 Stunden ebenfalls eine
Abnahme des Galleflusses gegenliber den praischdmischen Werten fest und beobachteten dabel
keine signifikanten Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Lebern (Teramoto 1993a).

Bel den von uns gefundenen Resultaten scheint es sich also um einen Mechanismus in der friihen
Reperfusionsphase zu handeln, der nur bei nichtverfetteten Lebern zur Entfaltung kommt. Eine
mogliche Erklarung dafir liegt im ATP-Gehat der Hepatozyten. Die Galleproduktion ist ein
energieverbrauchender Mechanismus (Sumimoto 1988). Wie bereits berichtet ist der ATP-Gehalt in
Fettlebern vermindert, was das Ausbleiben der Galleproduktionserholung bei steatotischen Lebern
erklart. Scheinbar werden in normalen Lebern diese ATP-Reserven jedoch schnell aufgebraucht

oder fUr andere Mechanismen zur Verfligung gestellt.

4.25 Die Rollevon ROS am IRS

Aufgrund vielfacher Studien mit antioxidativen Substanzen wie Superoxid-Dismutase und Katalase
ist davon auszugehen, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in der Pathophysiologie des
hepatischen Reperfusionsschaden eine Rolle spielen (Jaeschke 1995). Auch wenn an der Bildung
von ROS das zytosolische Enzym Xanthinoxidase und Mitochondrien in geschadigten Hepatozyten
beteiligt sein kénnen (Jaeschke und Mitchell 1989), entsteht der relevante oxidative Stress
intravaskulér und wird vornehmlich von Kupffer-Zellen gebildet (Jaeschke und Farhood 1991c;
Brass 1995). Erst im weiteren Verlauf nach einigen Stunden kommt es auch durch akkumulierte
neutrophile Granulozyten zur Genese von ROS (Jaeschke 1992). Diese entscheidende Rolle an der
Entstehung des friihen oxidativen Stress durch aktivierte Kupffer-Zellen und des spaten oxidativen
Stress durch Neutrophile wurde in mehreren in vivo Modellen durch den protektiven Effekt der

funktionellen Inhibierung dieser Entziindungszellen demonstriert (Jaeschke und Farhood 1991c, Liu
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1995, Jaeschke 1993). Trotz dieser Beobachtungen wird weiterhin diskutiert, wie der durch ROS
vermittelte Zellschaden zustande kommt. Lipidperoxidation ist quantitativ nicht ausgepragt genug,
um den Reperfusionsschadens in seinen beobachteten Ausmal3en erkléren zu kénnen (Mathews
1994). So werden auch anderen Mechanismen eine Beteiligung am Reperfusionsschaden durch
ROS zugewiesen, unter anderem der oxidativen Inaktivierung von plasmatischen Antiproteasen
(Jaeschke 1995 und 1997). Neuere Untersuchungen halten eine Beteiligung von durch Kupffer-
Zellen gebildeten ROS an der Initiierung von endothelialer Apoptose (Motoyama 1998) und
hepatozellulérer Nekrose fur moglich (Bilzer 1999).

4.2.5.1 Rolle von ROS in normalen Lebern

Die Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf die Entwicklung vor alem von
Reperfusionsschaden in der normalen Leber ist mehrfach beobachtet worden. Der Nachweis
erfolgte entweder direkt durch Messung reaktiver O2-Spezies (Brass 1995; Nunes 1995) und deren
Oxidationsprodukte wie Glutathiondisulfid (GSSG) (Metzger 1988, Jaeschke 1991c) und
Malondialdehyd (Mathews 1994), oder indirekt durch die Schutzwirkung von Antioxidantien wie
SOD (Atalla 1985), Katalase (Nauta 1990), Vitamin E (Marubayashi 1986) und GlutathionGabe
(Bilzer 1999b, Schauer 1999, 2004a und 2004b). Als Hauptquelle fiir die Bildung von ROS werden
neben Hepatozyten, Endothel zellen und PMN vor allem die Kupffer-Zellen betrachtet (Essani 1996,
1997aund 1997b).

ROS werden dabei in den intrazelluldren und extrazelluléren Kompartimenten der Leber produziert,
scheinen sich dabei aber unterschiedlich auf IRS auszuwirken. Intrazelluldr werden
Superoxidanionen in Endothelzellen hauptsachlich durch Xanthinoxidase (Engerson 1987), in
Hepatozyten zusdtzlich noch durch die mitochondriale Atmungskette gebildet (Jaeschke 1989).
Neuere Untersuchungen zeigen jedoch keinen intrazelluldren Xanthin-Oxidase-Anstieg nach
Ischémie-Reperfusion der Leber (Kooij 1994, Frederiks 1996). An der perfundierten Rattenleber
konnten aufRerdem nahezu unveranderte intrazellulére Glutathiondisulfid (GSSG)-Gehalte nach
normothermer |Ischamie-Reperfusion gezeigt werden (Metzger 1988; Jaeschke 1988). Eine
vermehrte ROS-Produktion, die mit einer Erhéhung der intrazelluldren GSSG-Konzentration
einhergeht, war damit nicht nachweisbar. Die Applikation hoher OxidantienKonzentrationen
wahrend der Leberreperfusion konnte ebenfalls zu keinen zusétzlichen Leberzellschaden fuhren
(Jaeschke 1988). Diese Ergebnisse zeigen das enorme antioxidative Potential der Leberzelle auch
wahrend der Reperfusionsphase auf. Die in friheren Studien nachgewiesene intrazelluldre ROS-

Produktion kann deshalb hdchstens in geringem Ausmal fir Reperfusionsschaden verantwortlich
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sein. Sinusoidale Endothelzellen, die Uber geringere antioxidative Enzymspiegel verfligen bel
gleichzeitig erhohter Xanthin-Oxidase-Konzentration, konnten gegentiber der Bildung reaktiver O2-
Spezies wahrend der Reperfusion empfindlicher sein (Frederiks 1993; Hamer 1995).

Die Bildung von extrazelluldren ROS, also im vaskularen Raum der Leber, wird hingegen als
wichtiger Pathomechanismus des hepatischen Reperfusionsschadens nach warmer und auch kalter
Ischdmie gesehen (Jaeschke 1991c, Nunes 1995). So beobachtete Jaeschke nach normothermer
Ischémie-Reperfusion der normalen Rattenleber unveranderte intrazelluldre GSSG-Gehalte bel
drastischen Zunahmen der Plasma-GSSG-Konzentration. Da durch Blockade von Kupffer-Zellen
die Plasma-GSSG-Konzentration reduzierbar war und umgekehrt durch Aktivierung der KC diese
erhoht werden konnte, wurde der vaskuldre oxidative Stress auf aktivierte Kupffer-Zellen
zurtckgefihrt (Jaeschke 1991a und 1991c). Hierfur scheint die Aktivierung der NADPH-Oxidase in
der Plasmamembran Kupffer'scher Sternzellen verantwortlich  (Jaeschke 1991a), die
Superoxidradikale in die Lebersinusoide freisetzt. Dabei wurde eine gesteigerte Aktivierung der
Kupffer-Zellen durch Hypoxie-Phasen mit anschliessender Reoxygenierung ausgelost (Rymsa
1991).

Weitere Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies im Vaskuldrraum wurden in  neutrophilen
Granulozyten gesehen, die wahrend der Reperfusion in den Lebersinusoiden akkumulieren
(Jaeschke 1991 a und 1991c). Auch hier beruht die Freisetzung von Superoxidanionen auf einer
membranstandigen NADPH-Oxidase. Aktivierte neutrophile Granulozyten induzieren in der
perfundierten Rattenleber Zellschdden, die durch ROS-Bildung erkléart werden konnen (Bilzer
1994).

Die Freisetzung von Xanthin-Dehydrogenase wahrend der Reperfusion mit anschliefl3ender
Konversion zur Xanthin-Oxidase wird zwar as weitere Quelle extrazelluldrer ROS-Produktion
angenommen (Y okoyama 1990, Frederiks 1996), jedoch wird ihr aufgrund der sehr geringen
Plasmakonzentration eine eher unbedeutende Rolle zugewiesen (Saugstad 1984, Parks 1988).

Beim zugrunde liegenden Pathomechanismus scheint weniger die direkte Toxizitét der ROS auf die
Lipidperoxidation, DNA- und Proteindenaturation eine Rolle zu spielen als vielmehr deren Wirkung
auf bestimmte Signal transduktionsprozesse (Mathews 1994). Eine stimulierende Wirkung von ROS
auf die Sekretion von platelet activating factor (PAF), Interleukine und TNFa aus Endothelzellen
und Monozyten wurde festgestellt (Zhou 1992, Le Moine 1997). Die ROS-vermittelte Freisetzung
dieser Mediatoren erfolgt dabel durch Aktivierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren wie
activator protein-1 (AP-1) und NF-kB (Bradham CA Hepatology 1997; LeMoine 1997). Beiden

Faktoren werden jedoch in der Literatur sowohl proinflammatorische (Baeuerle 1994) als auch
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protektive und regenerative Funktionen zugeschrieben (Westwick 1995, Taub 1996). Hier bedarf es
also weiterer Klarung.

Neuere Ergebnisse lassen einen Einfluss von Kupffer- Zellen gebildeten ROS auf die Apoptose von
Endothelzellen und Nekrose von Leberzellen vermuten (Motoyama 1998, Bilzer 1999).

4.2.5.2 Die Bedeutung von ROS in verfetteten Lebern

Fur die Detoxifikation von reaktiven Sauerspezies bendtigt die Leber antioxidative Mechanismen
wie in 2.5.6.1 aufgefiihrt. Entstandene Superoxidanionen (O2-.) werden intrazellulér enzymatisch
via Superoxid Dismutase (SOD) zu H202 umgewandelt. H202- Detoxifikation kann entweder durch
Katalase in Peroxisomen erfolgen, wobei Wasser entsteht, oder durch Glutathion (GSH)-
Peroxidase, wobel oxidiertes Glutathion entsteht (GSSG). Fehlen diese antioxidativen
Abwehrmechanismen, wird H202 Uber einen eisenabhdngigen Mechanismus zu dem extrem
toxischen Hydroxyl-Radikal umgewandelt (OH.). In der normalen Leber liegt die intrazelluldre
GSH-Konzentration jedoch im millimolaren Bereich sehr hoch im Vergleich zu den mykromolaren
GSH-Spiegeln im Plasma (Lauterburg 1984b). Da der normale, nichtverfettete Hepatozyt auch tber
ausreichend Peroxisomen und Katalase verfugt, erklart dies seine mehrfach beobachtete Resistenz

gegeniber oxidativen Stress.

Der verfettete Hepatozyt zeigt gegeniber der normalen Leberzelle verminderte antioxidative
Ressourcen. So konnten Soltys et al. im Zucker-RattenrModell im Vergleich zu normalen Lebern
bel verfetteten Lebern sowohl einen verminderten intrazelluldren GSH-Gehalt als auch reduzierte
Katalase-Aktivitdten beobachten (Soltys 2001). Desweiteren wurden verminderte mitochondriale
GSH-Werte in steatotischen Lebern gemessen as es in normalen Lebern der Fall war (Nakano
1998). Hierfir scheinen Mechanismen verantwortlich zu sein, welche die antioxidative Reserven
der verfetteten Leberzelle aufbrauchen oder/ und die Produktion von ROS fordern. So fuhrt ein
gesteigerter Gehalt an freien Fettsauren in steatotischen Hepatozyten zu einem erhohten Verbrauch
selbiger. Dabel entstehen in der mitochondrialen Atmungskette wieder ROS (Rashid 1999). Als
weiteres Charakteristikum verfetteter Lebern gilt eine vermehrte Anzahl von Kupffer-Zellen
(Teramoto 1993b), welche zu den potentesten Produktionsstétten von ROS zé&hlen.

Infolge eines noch kaum geklé&rten Verbrauchs der antioxidativen V erteidigungsmechanismen der
L eberzellen und elner erhdhten ROS-Produktion lief3e sich auch die gesteigerte Empfindlichkeit der
verfetteten Leber gegenlber IRS erkléren. So stellten Koneru et al. in verfetteten Lebern im
Vergleich zu normalen Lebern erhdhte Spiegel bei der Lipidperoxidation fest (Koneru 1995).
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In unserem Modell zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im intrazelluléren GSH-Gehalt
zwischen scheinoperierten normalen und verfetteten Lebern.

Auch nach I/R kam es in beiden Gruppen zu keiner signifikanten Abnahme der GSH-Konzentration
gegenuber den scheinoperierten Tieren. Eine Verschlechterung des intrazelluldren GSH-Gehaltes in
steatotischen Lebern gegeniiber den normalen Lebern konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.
Bel den normalen Lebern zeigte sich sogar eine signifikant erniedrigte GSH-Konzentration im
geschédigten linken Lappen gegeniber dem nicht-ischdmischen rechten Leberlappen. In der
Steatosegruppe konnte dies nicht beobachtet werden. Eine Begrindung fir die Diskrepanz zu den
Ubrigen in der Literatur gefundenen Ergebnissen sehen wir vor allem in der Verwendung des
moderat verfetteten Lebermodells sowie in der frihen Beobachtungszeit von zwei Stunden
Reperfusion. Zum Vergleich verwendeten Soltys et al. Zucker-Ratten mit einem Gewicht von 480-
560 g und damit einen hoheren Steatosegrad der Leber.

Auch im extrazelluldren Kompartiment lief3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen
verfetteten und normalen Lebern beobachten, weder in der GSH-Konzentration noch in der GSSG-
Konzentration.

Zum Zeitpunkt der frihen Reperfusion konnte folglich im moderaten Steatosemodell kein erhdhter
Anteil gebildeter bzw. verbrauchter ROS nachgewiesen werden. Fur den festgestellten gesteigerten

Schaden in steatotischen Lebern miissen demnach andere M echanismen verantwortlich sein.
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4.3 Ischamische Prakonditionierung als protektive Strategie gegen den frihen

I schdmie-/ Reperfusionsschaden in der normalen und moder at verfetteten L eber

Der Begriff der Ischdmischen Prékonditionierung wurde 1986 von Murry und Mitarbeitern
eingefuhrt (Murry 1986). Er umschreibt das Phdnomen der endogenen Organkonditionierung gegen
ischdmischen Stress durch der Ischdmie vorangehende, kurze Episoden von Ischdmie und
Reperfusion am Myokard. Dieses Phdnomen ist inzwischen auch in anderen Organen a's wirksam
festgestellt worden, u.a. auch der Leber. Sowohl in Versuchen mit warmer as auch kalter Ischamie
zeigten sich kurze Perioden von I/R von 510 Minuten Dauer vor einer langeren ischamischen
Periode als wirksame protektive Strategie, um den IRS deutlich zu vermindern (Lloris-Carsi 1993,
Peralta 1997, Yin 1998, Arai 1999). Dies konnte bislang sowohl in experimentellen als auch jingst
in klinischen Studien nachgewiesen werden (Chouker 2004).

Unsere Studie sollte nun die Anwendbarkeit der IPC auf moderat vorgeschédigte Lebern
untersuchen. Hierzu wurden die hepatozelluldre Integritdt und Funktionalitét, die Mikrozirkulation

und das Redoxsystem beurteilt.

4.3.1 Hepatozelluldre Integritét (Leberenzym GPT)

Im Hinblick auf die GPT-Spiegel zeigte die IPC eindrtickliche Ergebnisse, sowohl bei den normalen
als auch bei moderat verfetteten Lebern. Beachtenswert ist auch, dass der in der Kontrollgruppe der
verfetteten Leber deutlich hdhere Schaden durch IPC fast komplett verhindert werden konnte. Der
zuvor signifikante Unterschied zwischen den normalen und verfetteten Lebern war zwischen beiden
Gruppen nach IPC nicht mehr signifikant. Die IPC zeigte sich as potente Strategie auch in der
moderat verfetteten Leber den sonst ausgepragteren IRS deutlich zu verhindern.

4.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Auch auf ultrastruktureller Ebene vermochte die IPC die hepatozellulére Integritdt wieder
herzustellen. Der in der Kontrollgruppe normaler Lebern beobachtete Anstieg intrazellulérer
Vakuolenbildung konnte in der IPC-Gruppe nicht mehr aufgefunden werden. Auch die in der
Gruppe steatotischer Lebern beobachtete Schwellung sinusoidaler Endothelzellen konnte bel
Tieren, die mit IPC vorbehandelt wurden, nicht mehr festgestellt werden. Die Schwellung der
Endothelzellen und nicht der Hepatozyten beruht wohl auf der mangelnden antioxidativen
Ausstattung der Endothelzellen. Durch vermehrten Anfall ROS konnte eine gesteigerte
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Lipidperoxidation der Zellmembran stattfinden und dadurch der FlUssigkeitseinstrom in die Zelle
begunstigt werden. Da die IPC dies zu verhindern vermag, scheint hier ein Effekt auf die
verminderte Bildung von ROS oder ein gesteigerter Abbau derselben ausgelibt zu werden. Es gilt
jedenfalls festzuhalten, dass IPC auch in verfetteten Lebern zytoprotektiv wirkt.

4.3.3 Mikrozirkulation

4.3.3.1 Sinusoidweite und Sinusoidale Perfusionsrate

Zu beiden Parametern war im Vergleich normaer und steatotischer Lebern kein signifikanter
Unterschied in der Auspragung des IRS gefunden worden. Ebenso verhielt es sch auch nach
Anwendung der IPC. Sowohl normale as auch verfettete prakonditionierte Lebern zeigten
Sinusoidweiten wie unter scheinoperierten, also praischamischen Bedingungen und im Vergleich zu
den Kontrollgruppen deutlich verbesserte Perfusionsraten, die ebenfalls fast an die Werte der
scheinoperierten Tiere herankamen.

Bezlglich der Mikrozirkulation verfetteter Lebern gibt es wenig Studien, jedoch fanden Selzner et
al. keine signifikanten Unterschiede im Pfortaderdruck zwischen normalen und verfetteten Zucker-
Ratten (Selzner 2000). Dies bestétigt unsere Ergebnisse, dass ein Reperfusionsmangel einen
Hauptfaktor fur den vermehrten Schaden in Fettlebern darstellt.

In Bezug auf die Sinusoidweite kann also hier das elektronenmikroskopische Ergebnis bestétigt
werden, da hier durch IPC eine Endothel zellschwellung vermieden werden konnte. Dadurch lief3en
sich auch die besseren Perfusionsverhétnisse erklaren, da die Anlagerung von Leukozyten und
Thrombozyten bei erweiterten sinusoidalen Durchmessern erschwert wird.

Wie der protektive Effekt der IPC dabei zustande kommt wird nach wie vor diskutiert. Eine
entscheidende Rolle wird jedoch dem NO beigemessen (Hotter 1996, Bilinska 1996). So konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition der NO-Synthese mit N-Nitro-L-Arginin Methylester (NAME)
den schitzenden Effekt der IPC ausl 6schte, wohingegen ein NO-Donor oder Administration von L-
Arginin bel I/R den protektiven Effekt der IPC simulierte (Peralta 1997 und 1998, Yin 1998).
Peralta et a. stellten dabel eine direkt nach Applikation von IPC auftretende Zunahme der NO-
Synthese fest (Peralta 1996 und 1999). Als wahrscheinlichste Quelle hierfir gelten Endothel zellen,
da diese die hochste Konzentration an NO-Synthase aufweisen. Der zugrundeliegende
Pathomechanismus liegt dabel hochstwahrscheinlich in einer Reduzierung der hdmodynamischen
Alterationen und der Expression endothelialer Adhasionsmolekiile (Cottart 1999, Liu 1998). Eine

NO-vermittelte Vasodilatation durch Adenosin wirde die nach IPC beobachtete Erweiterung des
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sinusoidalen Durchmessers erklaren sowie die Verbesserung der  postischamischen

Reperfusionsverhdtnisse (McKie 1994).

4.3.3.2 Leukozytenadhédrenz

Die Betrachtung der Leukozytenadhdrenz wurde gegliedert in temporér (Roller) und permanent
adhérente Leukozyten (Sticker) sowie deren Verhdltnis zueinander. Dabel zeigten steatotische und
normale Lebern im direkten Vergleich nach Aussetzung von 60 Minuten Ischamie und 120 Minuten
Reperfusion lediglich im Verhdtnis von Stickern zu Rollern unterschiedliche Auspréagung. So
fanden sich in verfetteten Lebern zweimal soviel Sticker pro Roller asin normalen Lebern. Mittels
IPC konnte dieses Verhdltnis wieder in vergleichbare Werte zu normalen Lebern gertickt werden.
Bel verfetteten Lebern konnte somit durch Vorbehandlung mit IPC eine signifikante Abnahme des
Sticker/Roller-Verhd tnisses beobachtet werden.

IPC vermochte ferner, die absolute Zahl von temporar und auch permanent adhérenten Leukozyten
im Vergleich zu den Kontrollgruppen in normalen und auch moderat verfetteten Lebern zu senken.
IRS resultieren in einer Freisetzung inflammatorischer Mediatoren welche wiederum eine
Steigerung endothelialer Adh&sionsmolekile und Selektine bewirken, welche den Prozess des
»rolling” und der Adhé&sion von Leukozyten mediieren (Sawaya 1999). Im Anschluss daran kommt
es zu vaskulérer Stase und auch Schaden, gefolgt von Lekuozyteninfiltration in das Gewebe,
resultierend in Organschaden.

Den protektiven Effekt von IPC auf den Leukozyten-mediierten IRS haben auch andere
Studiengruppen am Modell der normalen Rattenleber gesehen. So beobachteten Sawaya et al. nach
Anwendung von IPC eine Abnahme sowohl der Roller as auch der Sticker nach 30 Minuten
Reperfusionszeit um mindestens 50% gegentiber den Kontrollgruppen (Sawaya 1999).

Der zugrundeliegende Mechanismus der protektiven Wirkung der I1PC in diesem Zusammenhang ist
noch nicht geklart, jedoch weisen multiple Studien auf eine zentrale Rolle des Adenosins hin. Zum
Einen beruht dies auf den nach IPC gefundenen erhthten intrazelluldren Konzentrationen von
Adenosin (Nakayama 1999), cAMP (Arai 2000) und NO (Perata 1997). Zum Anderen fuhrte die
experimentelle Blockade von Adenosin-A2-Rezeptoren zum Verlust des IPC-vermittelten Schutzes
vor IRS (Wang 1997, Nilsson 2000). Die Interaktion von Adenosin mit A2-Rezeptoren resultiert in
einer Aktivierung von G-Proteinen, Phospholipase C und Diacylglycerol. Diese Molekile fiihren zu
einer Erhdhung der Phosphokinase C-Produktion, wodurch vermehrt NO und weniger P-Selektine
freigesetzt werden. Da P-Selektin zur Initiierung der LeukozytenEndothel-Interaktion eine

entscheidende Rolle beigemessen wird und gleichzeitig NO as effektiver Mediator der Adenosin
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induzierten Vasodilatation wirkt (McKie 1994), wird der Ausbruch der Kaskade verhindert, der
Uber leukozytéare Adhérenz letztlich zur Gewebeschadigung fuhrt. Dies wirde den protektiven
Effekt der IPC in Bezug auf die Minderung des Leukozytenverursachten IRS erklaren.
Unterschiede im protektiven Effekt der IPC und deren Wirkungsweise lassen sich dabei zwischen

normalen und verfetteten Lebern auch hier nicht feststellen.

4.3.3.3 Phagozytoseaktivitét von Kupffer-SternZellen

Der Anteil nichtadhérenter Latexpartikel in verfetteten Lebern konnte in verfetteten Lebern durch
IPC wieder signifikant gesteigert werden. Da dies mit einer Verringerung der Phagozytoserate der
Kupffer-Zellen gleichzusetzen ist, kann folglich die Aktivitét der Kupffer-Zellen durch 1PC gesenkt
werden.

Wie bereits mehrfach erwéhnt, gelten KC als wesentlich beteiligt am IRS. Neben ihrer Rolle ds
Produzent von ROS wird ihnen aber des weiteren noch eine Beteiligung an der Bildung von TNF-a
zugeschrieben. Es ist bekannt, dass die Kupffer-Zell-Population innerhalb der Leber die grofdte
fixierte MakrophagenPopulation im Korper représentiert und somit die wichtigste potentielle
zelluldre Quelle fur TNF-a darstellt (Colletti 1990, Strieter 1993). Peralta et al. konnten durch
Verabreichung von Gadolinium-Chlorid (Gd) die Ausschiittung von TNF-a aus KC inhibieren und
beobachteten dabei eine dhnlich ausgeprégte Pravention des IRS wie unter Applikation von IPC.
Yin et a. stellten in ihrer Versuchsreihe an normalen Rattenlebern fest, dass IPC die Spiegel von
TNF-a deutlich zu senken vermag im Vergleich zu den nicht mit IPC-behandelten Tieren (Yin
1998). Andere Studien haben gezeigt, dass NO die TNF-a vermittelte Apoptose inhibieren kann
(Saavedra 1997). Kim et a. zeigten hierbel am in vitro-Modell, dass NO uber Induktion von heat
shock protein 70 Hepatozyten vor der Apoptose schitzen kann (Kim 1997). Der geraue
Mechanismus des praventiven Effekts der IPC auf den TNF-a bleibt jedoch ungeklért, da nicht
bekannt ist, ob dieser auf der beschleunigten Elimination des TNF-a besteht, einer Suppression in
der Produktion von TNF-a in KC oder einer direkten Inhibition der TNF-a-induzierten Apoptose
durch NO. Jedenfalls wird dem TNF-a eine wichtige Rolle in der Entstehung des IRS zugewiesen
(Kimura 1998, Peralta 1999). Es induziert die Expression von Adhéasionsmolekilen wie ICAM-1
wodurch die Adhérerenz von neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten am sinusoidalen
Endothel ermdglicht wird, was in einer Verschlechterung der Mikrozirkulation und letztlich
hepatozelluléren Schaden resultiert (Essani 1997b). Zur Apoptose kommt es, indem sich TNF-a an
den TNF-Rezeptor-1 bindet und Uber eine Aktivierung der Caspase 8- Kaskade zur DNA-
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Fragmentation fuhrt (Rath 1999). In normalen Lebern koénnte die IPC ihre protektiven Effekte tber
diesen Mechanismus entfalten.

In verfetteten Lebern scheint dies unwahrscheinlicher. Apoptotische Faktoren wie Caspase -8 oder -
3 waren in verfetteten Lebern signifikant vermindert verglichen zu den Werten bei normalen Tieren
(Selzner 2000). Dass die energieaufwandige Apoptose in steatotischen Lebern nicht als priméare Art
des Zelltodes vorliegt scheint in der mit Verfettung assoziierten mitochondrialen Dysfunktion und
folglich erniedrigten intrazelluléren ATP-Spiegeln begriindet zu sein (Berson 1998, Fromenty 1997,
Letteron 1996). Eine weiter diskutierte Moglichkeit fur die verminderte Fahigkeit zur Apoptose in
Fettlebern wird noch in der Dysfunktion der KC gesehen (Thurman 1995). Die mit I/R
einhergehende KC-Dysfunktion wirde mit verminderter Produktion von proapoptotischen
Mediatoren wie TNF-a und auch ROS die Einleitung der Apoptose verhindern. In der Folge geht
deshalb die verfettete Zelle den Weg des nekrotischen Zelluntergangs (Selzner 2000). Das rapide
Eintreten von Apoptose als Reaktion auf den akuten ischdmischen Ausfal ist jedoch die
physiologische Reaktion. Geschadigte Zellen unterlaufen innerhalb weniger Stunden der Apoptose
und werden anschlief?end durch Makrophagen schnell und ohne entziindliche Komponente
abgebaut. Anders in steatotischen Lebern: die Nekrose ist eine unkontrollierte Form des Zelltodes
und wird mit der Freisetzung zytoplasmatischer Inhalte und signifikanter Entzindungsreaktion
assoziiert. Dadurch entsteht letztlich ein zusétzlicher Schaden, der sich auch in erhthten Spiegeln
der Leberenzyme und auch in einer verminderter Uberlebensfahigkeit verfetteter Tiere gegeniiber
den normalen Tieren wiederspiegelte (Selzner 2000).

Antiapoptotische Strategien in normalen Lebern zeigten dabei einen protektiven Wert gegen durch
I/R verursachten hepatozellularen Schaden, resultierend in gesteigerten Uberlebensraten der Tiere
(Kohli 1999; Natori 1999; Yadav 1999). In verfetteten Tieren zeigte die Inhibition der Caspase as
antiapototische Strategie jedoch keinen protektiven Effekt. Hingegen konnte mittels IPC in dieser
Hinsicht auch in steatotischen Lebern eine antiapoptotische Wirkungsweise nachgewiesen werden.
Clavien et al. prasentierten Ergebnisse einer klinischen Studie an Menschen, wo IPC eine Inhibition
der Apoptose bewirkte und so zu einer Protektion des Reperfusionsschadens in mild bis moderat
verfetteten Lebern (20-50%) fuhrte (Clavien 2000). Unsere Ergebnisse stiitzen diese Theorie, dain
der beobachteten Inhibition der KC-Aktivierung ein wesentlicher Produzent proapoptotischer
Mediatoren in seiner Wirkungsweise gehemmt wird. Die Apoptose wirde demnach in ihrer
Initilerung bereits gehemmt und nicht erst nach bereits ausgel6ster Kaskade wie im Modell mit der
Caspase-Inhibierung.

Als moglicher Mediator der protektiven Wirkung der 1PC auf KC wird auch in verfetteten Lebern
wiederum das NO gesehen. Allerdings konnte experimentell durch NO die Synthese von TNF in
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Makrophagen sowohl angeregt als auch inhibiert werden (Garcia Criado 1998, Eigler 1993). In
dieser Hinsicht bedarf es folglich weiterer Klérung. Da jedoch auch weitere Faktoren wie die NO-
vermittelte Vasodilatation durch Adenosin in unserer Arbeit beobachtet wurden, sehen wir in NO
einen potentiellen Kandidaten.

Eine weitere Aufgabe der KC wird in der Abraumung erhéhter GOT-Spiegel vermutet (Thurman
1995, Clavien 1996). Dies unterstreicht einerseits die Theorie der Mafunktion von KC in
verfetteten Lebern nach I/R, da hier drastisch erhdhte GOT-Spiegel vorgefunden wurden.
Andererseits unterstreicht es erneut die Wirkung von IPC auf die KC, da in unseren
Untersuchungen auch in steatotischen Lebern eindrucksvoll verminderte GOT-Spiegel festgestellt
wurden und somit neben geringeren verursachten Sché&den durch I/R auch die intakte

Abrdaumfunktion von KC beobachtet werden konnte.

4.3.4 Hepatozelluldre Funktionalitét

Der zur Beurtellung der hepatozelluldren Funktionalitdt herangezogene mittlere Gallefluss in
Prozent zum Ausgangswert ergab eine Verschlechterung um bis zu 40% nach I/R in normalen und
steatotischen Lebern. Eine signifikante Verbesserung der Galleflussrate durch IPC zeigte sich dann
aber nur in normalen Lebern. In verfetteten Lebern konnte im beobachteten Zeitraum von 60
Minuten Ischamie und 120 Minuten Reperfusion keine Erholung der Galeflussrate festgestellt
werden. Die hepatozellulare Funktionalitét liefd sich damit durch IPC bel Vorliegen einer moderaten
L ebersteatosis nicht verbessern.

In der Literatur wurde die Wirkung der IPC auf den Gallefluss bisher nur an normalen Lebern
untersucht. Hier bestétigen sich unsere Ergebnisse der LeanGruppe, da auch Y oshizumi et al. eine
rasche Erholung der Galleproduktion nach Vorbehandlung normaer Rattenlebern mit IPC
beobachten konnte (Yoshizumi T 1998). Die Exkretion von Galle aus Hepatozyten ist ein aktiver,
energieverbrauchender Transportprozess und korreliert mit  hepatozelluldren ATP-Spiegeln
(Kamiike 1985, Bowers 1987, Karwinski 1989). Deshalb wurde am Experiment mit Myokard im
der IPC zugrundeliegenden Mechanismus eine Préservationsfunktion der energiereichen Phosphate
wie ATP vermutet, eventuell bedingt durch verminderten Energieanspruch der Myozyten nach
vorangegangener Prékonditionierung (Murry 1986).

In verfetteten Hepatozyten wird, wohl aufgrund mitochondrialer Dysfunktion, bereits unter
scheinoperierten Bedingungen ein vermindertes intrazelluléres Energieniveau beobachtet (Berson
1998; Fromenty 1997; Letteron 1996). Die ATP-Reserven fir die Galle-Exkretion aus den
Hepatozyten in die Gallengange sind folglich nach 1/R noch geringer ausgeprégt. Die in normalen,
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prékonditionierten Lebern gesehene Erholung des Galleflusses konnte in der verfetteten Leber nicht
beobachtet werden. Dies kann entweder so interpretiert werden, dass die durch 1PC gewonnenen
Energiereserven fur andere intrazellulére Mechanismen bevorzugt verwendet werden und somit fur
die Galleproduktion nicht zur Verfigung stehen, oder dass IPC in der verfetteten Leber keinen

Einfluss auf die Energiereserven nehmen kann.

4.3.5 Bildung freier Sauerstoffradikale

Hier konnte in den prakonditionierten Gruppen zu keinem Zeitpunkt der I/R ein signifikanter
Unterschied zu den jewelligen Kontrollgruppen vorgefunden werden. Auch der Grad der Verfettung
spielte hier keine Rolle, weder bei den plasmatischen GSH- und GSSG-Spiegeln, noch bei den
intrazelluldren GSH-Spiegeln. Die IPC scheint demnach auf den Redox-Status keinen oder nur
einen geringen Effekt auszutben. Da die Spiegel von extrazelluld&rem GSH und GSSG in den
prakonditionierten Gruppen keine signifikanten Unterschiede zu den Werten der Kontrolltiere
ergaben, kann von anndhernd gleicher Belastung durch ROS in mit IPC-behandelten Tieren
ausgegangen werden wie in den unbehandelten Gruppen. Dies ist insofern erstaunlich, da mit der
bereits berichteten Inaktivierung der Kupffer-Zellen durch IPC der potenteste Produzent von ROS
ausgeschaltet wére.

Die Daten, die bisher zu der Effektivitdt der Administration von Antioxidativa auf den schadlichen
Einfluss von I/R in der steatotischen Leber vorliegen sind dabei kontrovers. Soltys et al. konnten
durch Verabreichung von Tocopherol in verfetteten Zucker-Ratten eine Begrenzung des IRS nach
warmer Ischamie verzeichnen (Soltys 2001). Eine andere experimentelle Gruppe um Nakano et al.
beobachteten in einem CMDD-Rattenmodell nach Applikation der GSH-V orstufe N-Acetylcystein
zwar eine Wiederherstellung der hepatozelluldaren Integritdt aber nicht die Zahl freler
Sauerstoffradikale reduzieren (Nakano 1997). Serafin et al. beobachteten in einem Fettlebermodell
mit Zucker-Ratten nach I/R eine vermehrte Lipidperoxidation in steatotischen Lebern as in
normalen Lebern, welche durch Vorbehandlung mit 1PC wieder reduziert werden konnte (Serafin
2002). Die Folgerung war, dass Prakonditionierung die Depletion von GSH wahrend hepatischer
Ischémie verhinderte und somit gegen ROS und letztlich hepatischen Schaden schiitzte.

Obwohl wir diese Beobachtung nicht machten schlief3en wir eine Beteiligung von ROS an der

Entstehung von IRS und eine hierauf protektive Beeinflussung durch IPC nicht aus.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Der hohe Antell verfetteter Lebern bei Patienten in der Leberchirurgie und unter potentiellen
Spenderorganen fir die Lebertransplantation verbunden mit der deutlich verminderten Toleranz
dieser Organe gegenlber Ischamie im Kontrast zu normalen Lebern unterstreicht die klinische
Relevanz, protektive Mechanismen gegen Ischamie-/ Reperfusionsschaden in vorgeschadigten
Lebern zu entwickeln. Da zwischen dem Grad der Verfettung einer Leber und dem Ausmal? des IRS
ein direkter Zusammenhang gesehen wird, sollte in dieser experimentellen Arbeit zundchst die
Auswirkung des IRS auf die moderat verfettete Leber im Vergleich zur normalen Leber untersucht
werden. AnschlieRend galt es, den Effekt der Ischémischen Prakonditionierung als protektive
Strategie gegen den IRS an beiden Modellen einander gegentiberzustellen.

M odell:

Um normale und verfettete Lebern am besten miteinander vergleichen zu kénnen, wahlten wir das
Modell der Zucker-Ratten. Diese Tiere unterscheiden sich lediglich in der Funktionsweise
hypothalamischer Leptinrezeptoren. Im Gegensatz zu heterozygoten Zucker-Ratten ist dieser bei
den homozygoten Tieren defekt, mit der Folge der ungehemmten Nahrungsaufnahme und
schliefdich der Aushildung einer Fettleber. In dem von uns verwendeten Alter der Ratten hatte sich
eine histologisch bestédtigte moderate Verfettung der Leber ausgebildet, mit einem Steatoseanteil
von 30-60% unter den Hepatozyten.

Jeweils 18 Ratten mit normalen und steatotischen Lebern wurden nun in experimentelle
Untergruppen von je 6 Tieren aufgeteilt. Pro Lebermodell gab es drei Versuchsgruppen. Neben den
scheinoperierten Tieren, der Sham Gruppe, gab es eine Kontrollgruppe, in der die Leber 60
Minuten selektiver Ischdmie des linken Leberlappens und 120 Minuten Reperfusion ausgesetzt
wurde. In der IPC-Gruppe wurde vor der I/R noch ene jewells 10-mindtige Ischdmie- und
Reperfusionsphase al's protektive Strategie vorangeschaltet.

Das Hauptaugenmerk bei den Untersuchungen wurde auf die Mikrozirkulation durch Verwendung
eines Intravitalmikroskops gerichtet. Hierdurch konnten Daten Uber Sinusoidweiten und —
perfusionsraten, sinusoidales und venolares Verhalten von PMN und die Aktivitat von Kupffer-
Zellen gewonnen werden. Fir die Enzymdiagnostik zur Bestimmung der hepatozelluldren Integritét
und die Messung von GSH-/ GSSG-Spiegeln zur Beurteilung des Redoxstatus wurden zu
festgelegten Zeitpunkten Blutproben entnommen. Die Kollektion von Galle direkt aus dem Ductus

choledochus erlaubte eine Beurtellung der hepatozelluldren Funktionalitdt. Zum Versuchsende
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erfolgte die Entnahme von Leberproben fir licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen und
die Bestimmung des intrazelluléren GSH-Gehaltes.

Ergebnisse:

Der Vergleich normaler Lebern mit moderat verfetteten Lebern brachte eine deutliche Aggravation
des hepatozelluldren Schadens nach I/R zutage. Die Parameter der hepatozelluldren Integritét und
Funktionalitét belegen dies. Die Suche nach hierfir moglichen pathophysiol ogischen Hintergrinden
brachte zum Einen die Elektronenmikroskopie und zum Anderen die Intravitalmikroskopie. Auf
ultrastruktureller Ebene ergab sich nach I/R bei verfetteten Lebern eine Schwellung des
Sinusendothels, wohingegen bei normalen Lebern eine gesteigerte Vakuolenbildung beobachtet
werden konnte. Bei der Beurteilung der Mikrozirkulation mittels IVM fiel jewells in den moderat
steatotischen Lebern neben einer Steigerung des Verhdtnisses von Stickern zu Rollern in PSV
zugunsten der Sticker eine vermehrte Aktivierung von Kupffer-SternZellen auf. Die restlichen
durch IVM beurteilten Parameter konnten jedoch keine weiteren Unterschiede zwischen normalen
und moderat verfetteten Lebern aufweisen.

Das Prinzip der Ischamischen Prékonditionierung zeigte sich in beiden Modellen als wirksame
Strategie zur Reduktion des durch lIschamie und Reperfusion verursachten hepatozelluléaren
Schadens. Lediglich in Bezug auf die hepatozellulare Funktionalitét konnte die IPC in verfetteten
Lebern keine schitzende Wirkung austiben. Hingegen zeigte sich in der Beurteilung der
hepatozelluldren Integritét eine beachtenswerte Reduktion des IRS durch IPC, auch bel den moderat
verfetteten Tieren. Auf ultrastruktureller Ebene konnte dies durch Rickgang der in der
Kontrollgruppe beobachteten Phanomene bestétigt werden. Auch sémtliche Parameter der
Mikrozirkulation zeigten eine deutliche Reduktion des IRS nach Vorbehandlung mit I1PC.
Interessant ist dabei der Einfluss der IPC auf die Aktivitdt der Kupffer-Zellen. War diese in
Kontrolltieren verfetteter Lebern noch drastisch erhoht, konnte durch 1PC mehr oder weniger der
Ausgangswert von der scheinoperierten Gruppe wieder erreicht werden. Dies l&sst sich zusammen
mit den in der Elektronenmikroskopie gefundenen Ergebnissen als entscheidender Unterschied
sowohl in der Entstehung von IRS in verfetteten Lebern gegentiber normalen Lebern als auch in der

Entfaltung der protektiven Wirkung von Ischdmischer Prakonditionierung festhalten.

Schlussfolger ung:
Diese Arbeit zeigt, dass bereits in mit 30-60% steatotischen Hepatozyten moderat verfetteten
Lebern es zu einer betrachtlichen Steigerung des IRS gegentber normalen Lebern kommt. Dabei

zeichneten sich im Vergleich verfetteter und normaler Lebern auf Ebene der Mikrozirkulation
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erstaunlich wenig Unterschiede. Sowohl Perfusionsraten, Sinusoidweiten, Leukozytenadhéarenz und
—immigration zeigten in den steatotischen Tieren keine signifikanten Abweichungen zum Verhalten
in normalen Ratten. Lediglich im Aktivitdtsverhaten von Kupffer-Zellen konnten deutliche
Unterschiede registriert werden, mit einer htheren Aktivitét in moderat verfetteten Lebern. Die
ebenfalls beobachtete Schwellung sinusoidaler Endothelzellen kann mit diesem Phanomen in
Zusammenhang gebracht werden. So wird eine Endothelzellschwellung durch Zerstérung der
Zellmembran erklart. Fir diese Membrandestruktion kommen freie Sauerstoffradikale in Frage, als
deren Hauptproduzent in der Leber die Kupffer-Zellen gesehen werden.

Auch wenn moderat verfettete Lebern fir IRS empfindlicher scheinen, kann durch ischamische
Prakonditionierung dieser signifikant reduziert werden, was sich in alen in dieser Arbeit
beobachteten Parametern zeigte. Lediglich die hepatozelluldre Funktionalitdt in Form des
Galleflusses konnte durch die Vorbehardlung mit IPC nach I/R nicht verhindert werden.
Ischédmische Prékonditionierung ist somit eine geeignete protektive Strategie gegen die Entwicklung
von IRS in moderat verfetteten Lebern. Allerdings gilt zu bemerken, dass die in dieser Arbeit
beobachteten Parameter nur in Bezug auf den frihen Reperfusionsschaden nach zwei Stunden
untersucht wurden. Demzufolge sollten weitere Studien sich mit dem Langzeiteffekt von IRS und
die Wirkung von IPC auf selbigen untersucht werden. Nach dieser Arbeit muss IPC as
aussichtsreicher Kandidat fur die Vermeidung von Ischémie-/ Reperfusionsschdden gesehen

werden.
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Abklrzungen

V1. ABKURZUNGEN

AP1
ATP
CAMAS
CMDD
DTNB
EDTA
GOT
GPT

GR
GSH
GSSG
H20,
HO
HOCI
HSP
ICAM-1

IPC
IP
/R
IRS
IVM
K*
KC
KG
KO
LDH
LL
LR
MAP

Activator-Protein 1
Adenosintriphosphat
Cap-Image-System

Choline- and methionine-deficient diet
5,5-Dithio-bis- nitrobenzoesiure
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
Glutamat- Oxalazetat- Transaminase
Glutamat- Pyruvat- Transaminase
Glutathion-Reduktase

Glutathion

Glutathiondisulfid
Wasserstoffperoxid
Hydroxylradikal

Hypochlorige Saure

Heat- Shock-Protein

Intercellular adhesion molecule 1
Interleukin

| schamische Prakonditionierung
Interventionsgruppe mit ischdmischer Prakonditionierung
Ischéamie / Reperfusion

Ischémie- / Reperfusionsschaden
Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Kaium-lonen

Kupffer-Zelle

K orpergewicht

Kontrollgruppe

L aktatdehydrogenase

Linker Leberlappen

Rechte L ebersegmente

Arterieller Mitteldruck
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Abklrzungen

MDA
MW
MZ
Na’
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
NALP
NFkB
NO
Oy
PAF
PMN
PP
PSV
PZ
ROS
SEM
SH

TNB
TNF-a
ZF

ZL

Malondialdehyd

Mittelwert

Midzonal

Natrium-l1onen
Nicotinamid-adenin-dinucleotid (oxidiert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid (reduziert)
Ni cotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (oxidiert)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (reduziert)
Nicht adhérente Latexpartikel

Nukledrer Faktor kB

Stickstoffmonoxid

SuperoxidanionRadikal
Pl&ttchen-aktivierender-Faktor
Polymorphkerniger, neutrophiler Granulozyt
Periportal

postsinusoidalen Venole

Perizentral

Reaktive Sauerstoff- Spezies

Standard error of mean

Sham-Gruppe

Superoxid-Dismutase

Thionitrobenzoesdure
Tumor-Nekrose-Faktor a

Zucker Fat

Zucker Lean
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