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1  ZUSAMMENFASSUNG

Das Enzym Hamoxygenase (HO) war urspringlich als Schliisselenzym fir den Abbau
des potentiell toxischen Ham beschrieben worden. In den letzten Jahren wurde jedoch
vermehrt Aufmerksamkeit den Stoffwechselprodukten der HO, namlich Eisen (Fe®"),
Biliverdin und Kohlenmonoxid (CO) geschenkt. Da die HO-1 durch ganz unterschiedliche
Stressfaktoren (z. B. oxidativer Stress, Ischdmie/Reperfusion, ionisierende Strahlung u.v.a.m.)
in verschiedenen Organen vermehrt gebildet wird, lag es nahe, insbesondere fir Biliverdin
und CO nach moglichen zytoprotektiven Effekten unter Stressbedingungen zu suchen. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Bilirubin, welches nach Reduktion des
Biliverdins entsteht, neben Urat und Ascorbat zu den drei wichtigsten Antioxidantien im
Plasma z&hlt. Somit kann man die Induktion von HO-1 durch Sauerstoffradikale als sinnvolle
Gegenregulation des Organismus durch vermehrte Produktion des Radikalenféangers Bilirubin
verstehen. CO ist ein weiterer Metabolit des HO-1 Stoffwechselweges mit potentiell
zytoprotektiven Eigenschaften. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass CO
vasodilatierende, antiinflammatorische, antiapoptotische und antiproliferative Wirkungen
aufweist. Weitestgehend unklar sind noch die Auswirkungen des bei Induktion der HO-1
vermehrt anfallenden Fe?*. Nachdem Fe* die Bildung reaktiver Sauerstoff-
intermedidrprodukte, wie z. B. des Hydroxylradikals katalysiert, kénnen hierdurch die
antioxidativen Eigenschaften des Bilirubins abgeschwacht bzw. aufgehoben werden. In der
Literatur sprechen die meisten Daten aus den Modellen wie h&morrhagischer Schock,
Ischdmie/Reperfusion, Hypoxie und Endotoxindmie der HO-1 eine insgesamt protektive Rolle
zu. Es gibt aber auch wenige Arbeiten, die einen nachteiligen Effekt einer vermehrten HO-1
Induktion beschreiben. Somit kann die Rolle der HO-1 im Rahmen unterschiedlicher

Stressantworten noch nicht eindeutig definiert werden.

Die Leber z&hlt zu den Organen mit der hdchsten HO-1 Expression. Es wurde gezeigt,
dass nach hdmorrhagischem Schock und nachfolgender Volumensubstitution das durch die
HO-1 vermehrt anfallende CO eine wichtige Rolle fiir die Aufrechterhaltung des nutritiven
Blutflusses sowie der Oxygenierung der Leber spielt und durch eine vermehrte HO-1
Aktivitat die Leberfunktion und hepatozelluldre Integritat verbessert werden kénnen. Diese

Befunde bilden den Ausgangspunkt fur die vorliegenden Untersuchungen.
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Im Fokus stand, die Bedeutung der HO-1 bei Cholestase und Leberresektion zu
charakterisieren. Es ist bekannt, dass Cholestase zu einer Verschlechterung der Leberintegritat
und Leberfunktion flhrt und dass sich dadurch das Risiko einer Leberresektion erhéht. Noch
nicht naher untersucht wurde jedoch, wie sich Cholestase bzw. Leberresektion auf die

Darmperfusion und —integritat auswirkt und welche Rolle hierbei der HO-1 zukommt.

Um die funktionelle Bedeutung der HO-1 zu bestimmen, muss die Aktivitat der HO-1
geblockt werden. Hierflr wurde das Metalloporphyrin SnMP verwendet. Nachdem man in der
Literatur davon ausgeht, dass es bei Cholestase zu einer Stérung der Darmbarriere gegentber
im Darm lebenden Mikroorganismen und deren Toxine kommt, wurde die Bedeutung der
HO-1 Expression fur die Darmperfusion und Darmintegritat untersucht. Weiter sollten die
Effekte auf die Darmintegritat und -perfusion nach ausgedehnter (90%) Leberresektion, sowie
die Auswirkungen einer HO-1 Blockade analysiert werden, nachdem die Rolle des Darmes im

Rahmen der Pathogenese des postoperativen Leberversagens noch unzureichend definiert ist.

Fur die Studien der Darmperfusion wurden die Makrohdmodynamik durch Messung
des Blutdrucks, die Mikrozirkulation mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) und
Intravitalmikroskopie (IVM) und schliellich die regionale Perfusion mittels der
Videofluoreszenzangiographie bestimmt. Die Videofluoreszenzangiographie ist hierbei ein
relativ neues, minimalinvasives Verfahren, welches ermdglicht, vor allem in grdReren
Darmabschnitten die regionale Perfusion darzustellen, indem sie sich die Fluoreszenz von
Indocyaningriin zu Nutze macht. Die Schadigungen des Darms wurden auRerdem histologisch

untersucht. Die HO-1 Expression wurde auf Proteinebene durch Immunhistochemie bestimmt.

Zur statistischen Auswertung wurde mit Hilfe von SigmaStat® eine one-way
ANOVA, gefolgt von dem Holm-Sidak-Test als post-hoc Test berechnet. Ab einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurden Unterschiede in den Ergebnissen als

signifikant angenommen.

Nachdem die Gallengangsligatur (BDL) zu einer manifesten Leberschadigung fiihrt
und mit einer HO-1 Induktion vergesellschaftet ist, wurde nun untersucht inwieweit der Darm
beeinflusst wird und welche Rolle hierbei der HO-1 zukommt. Fur die BDL wird die
bakterielle Translokation postuliert. Es ist aber bisher noch nicht untersucht worden, ob diese
in Zusammenhang mit intestinalen Perfusionsstorungen steht. Die Gabe von SnMP flhrte in
der Kontrollgruppe, aber vor allem bei BDL zu fleckférmigen Perfusionsdefekten, die am
eindrucksvollsten in  der Videofluoreszenzangiographie darstellbar waren. Die

Perfusionsstérungen zeigten sich aber auch in der IVM anhand einer Zunahme des Anteils
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nicht-perfundierter GeféalRe in der Tunica muscularis (Sham+NaCl: 1,1%+0,5%, Sham+SnMP:
3,7%+0,7%, BDL+NaCl: 4,4%+0,5%, BDL+SnMP: 5,7%=0,8%). Dementsprechend nahm
auch der Villusschaden signifikant sowohl durch HO-1 Blockade als auch durch BDL zu
(Sham+NaCl: 0,5+0,04, Sham+SnMP: 1,78+0,1, BDL+NaCl: 2,1+1,1, BDL+SnMP: 3,4+0,3).
Als Ausdruck einer Darmwandddembildung war nach BDL+SnMP die Tunica muscularis um
30% gegentber der Kontrollgruppe dicker. Nach funktioneller HO-1 Blockade war eine
erhohte intestinale HO-1 Expression sowie ein stressspezifisches Aktivierungsmuster mit
Anfarbung von Enterozyten an der Spitze der Villi gesehen worden. Es zeigte sich ein
protektiver Effekt der HO-1, wobei die schlechtere intestinale Perfusion nach SnMP-Gabe

auch mit einer Zunahme der histologisch fassbaren Schéden korrelierte.

SchlieRlich sollte im letzten Untersuchungsabschnitt gekléart werden, ob sich nach 90%
Leberresektion (LRES) auch Veranderungen der intestinalen Perfusion finden und wie hier
eine HO-1 Blockade modulierend eingreift. Zum Untersuchungszeitpunkt sechs Stunden nach
LRES bestanden ausgepragte hamodynamische Veranderungen der Makrohdmodynamik und
Mikrozirkulation. Wahrend in der systemischen Zirkulation eine Hypotension mit MAP-
Werten von 89,4+8,1 mmHg bei LRES+NaCl, sowie 71,6+2,5 mmHg bei LRES+SnMP
auffiel, war der relative hepatische Flux vervierfacht. Wie schon im Untersuchungsabschnitt
zuvor, zeigte sich eine fleckformige intestinale  Perfusionsstérung in  der
Videofluoreszenzangiographie, diesmal aber nur in der LRES+NaCl Gruppe. Die
Perfusionsstorungen bildeten sich wiederum auch in der IVM ab. So fand sich eine Zunahme
des Anteils nicht perfundierter Tunica muscularis GefaRe nach SnMP-Gabe, aber auch nach
LRES und der Kombination von beiden (Sham+NaCl: 1,3%+0,4%, Sham+SnMP:
5,6%+1,0%, LRES+NaCl: 5,8%+1,0%, LRES+SnMP: 8,5%=1,3%). Aullerdem lieR sich nach
LRES+SnMP eine unter Stressbedingungen typische Umverteilung der intestinalen Perfusion
zu Lasten der Durchblutung der Tunica muscularis hin zur Tunica mucosa anhand der in der
IVM ermittelten Flussgeschwindigkeiten nachweisen. Auch in diesem Untersuchungs-
abschnitt hatte der Villusschaden proportional zugenommen (Sham+NaCl: 0,3+0,1,
Sham+SnMP: 1,1+0,1, LRES+NaCl: 2,3+0,1, LRES+SnMP: 2,8+0,1). Allerdings bestand
keine gute Korrelation zu Veranderungen der intestinalen Perfusion. Nach LRES fand sich
eine ausgepragte HO-1 Expression in den intestinalen Villi, ohne Unterschiede ob SnMP

verabreicht wurde oder nicht.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass sowohl Cholestase als auch die ausgedehnte
Leberresektion die Perfusion und die Integritdt des Darmes erheblich beeintrachtigen, bei

Cholestase aber die HO-1 Induktion am Darm eine protektive Wirkung hat.
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2 SUMMARY

In the first years after its description the enzyme heme oxygenase (HO) was
considered as the rate limitating step in the degradation of the toxic heme. However, in the
last years the products of the HO pathway (Fe®*, CO and biliverdin) attracted increasing
attention. As HO is induced by a variety of different stimuli (e. g. oxidative stress,
ischemia/reperfusion, radiation a. s. 0.) biliverdin and CO were supposed to exhibit
cytoprotective properties. Beside urate and ascorbic acid bilirubin, which is synthetized from
biliverdin resulting from the HO-1 pathway, has been recognized as one of the most important
antioxidant. Thereby, the oxidative stress-driven induction of HO is diminished by the
production of the highly potent antioxidant bilirubin. CO is another metabolite of the HO
pathway having potential cytoprotective capacities. Studies have shown that CO acts as a
regulator of the vascular tone and as an anti-inflammatory, anti-apoptotic and anti-
proliferative mediator. However, the impact of the Fe** accumulation remains a matter of
debate, as Fe®" catalyzes the formation of reactive oxygen species which can outweigh the
antioxidative capacity of bilirubin. In most published models yet, e. g. hemorrhagic shock and
resuscitation, ischemia/reperfusion and endotoxinemia, HO-1 has been regarded as a
cytoprotective enzyme. However, there are some conflicting data describing detrimental
effects of increased HO-1 induction. Therefore the exact role of HO-1 in different models is

still undefined.

The liver is one of the organs with the highest HO-1 expression. After hemorrhagic
shock and resuscitation HO-1 has been shown to restore the nutritive blood flow and the

oxygenation of the liver. Increased HO-1 activity improves liver function and hepatic injury.

These findings are the background of the current studies. It was aimed to characterize
the impact of HO-1 in cholestasis and liver resection. It is well known that cholestasis
increases liver injury and, therefore, the surgical risk. However, it was not examined how
cholestasis or liver resection affects the intestinal perfusion and integrity and whether this
involves HO-1 expression. To determine the functional role of HO-1, the activity of HO-1
must be blocked. Therefore, the metalloporpyhrine SnMP was used as false substrate. As
cholestasis damages the intestinal barrier against bacteria and their toxins, the impact of HO-1

induction on intestinal integrity and perfusion should be examined. Similar examinations were
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also performed in the model of 90 per cent hepatectomy, because the pathophysiological role

of the small intestine for the development of postoperative liver failure is mostly undefined.

To study the macrohemodynamic changes, an arterial canula for measurement of the
mean arterial pressure was inserted. Microcirculation was determined with the use of
intravital microscopy (IVM) and laser-doppler-flowetry (LDF). Regional perfusion was
studied by video fluorescence angiography. This is a relatively new and non-invasive device
for the detection of regional perfusion in even longer bowel segments by inducing ICG
fluorescence with the light of a laser. In addition, histological sections of intestinal tissue were

examined. HO-1 expression was determined at the protein level using immunohistochemistry.

For statistical calculations one-way ANOVA and the Holm-Sidak-test as a post-hoc
test were performed by using SigmaStat®. A p < 0.05 was considered as statistically

significant.

BDL was associated with a significant liver injury as well as HO-1 expression.
Therefore, in the next series of experiments the functional role of HO-1 expression and its
influence on the bowel was examined. In BDL, bacterial translocation from the gut has been
postulated. However, it has not been examined so far, whether there are intestinal perfusion
deficits promoting the damage of the intestinal barrier. Already in the control group the
administration of SnMP led to irregular shaped perfusion deficits which were impressively
shown in the video fluorescence angiography. Intravital microscopy indicated an increase in
the number of non-perfused capillaries in the intestinal muscle layer (Sham+NacCl:
1.1%=+0.5%, Sham+SnMP: 3.7%0.7%, BDL+NaCl: 4.4%+0.5%, BDL+SnMP: 5.7%z0.8%).
Accordingly, the villus injury significantly increased after HO-1 blockade (Sham+NacCl:
0.5+0.04, Sham+SnMP: 1.78+0.1, BDL+NaCl: 2.1+1.1, BDL+SnMP: 3.4+0.3). In addition,
the thickness of the muscle layer was about 30% increased in the BDL+SnMP group
compared to the sham group due to edema formation of the bowel wall. There was an
increased intestinal HO-1 expression after SnMP-mediated HO-1 inhibition and a stress-
associated expression pattern of HO-1 positive enterocytes at the tip of the villi. In this study,
a HO-1-associated cytoprotective effect was observed and the impaired intestinal perfusion
also correlated with an increase in the observed villus damages. It was also demonstrated that
HO-1 plays an active role in protection from BDL-induced villus injury and is involved in the

maintenance of intestinal perfusion under physiological circumstances.
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Finally, we addressed, whether there is also an impairment of intestinal perfusion after
90% hepatectomy (LRES) and whether there is a modulating role of HO-1. At the point in
time six hours after LRES we observed marked changes in macrohemodynamics and the
microcirculation. Rats were hypotensive after LRES (LRES+NaCl: 89.4+8.1 mmHg,
LRES+SnMP: 71.6£2.5 mmHg). In contrast, the hepatic flux was 4-fold increased compared
to baseline values. Similar to the previous study section, there were irregularly shaped
perfusion deficits, as indicated by video fluorescence angiography, but these findings were
only seen in the LRES+NaCl group. In the IVM there was an increase in the number of non-
perfused capillaries in the muscle layer after SnMP administration, but also after LRES and
the combination of both (Sham+NaCl: 1.3%+0.4%, Sham+SnMP: 5.6%z=1.0%, LRES+NacCl:
5.8%+1.0%, LRES+SnMP: 8.5%+1.3%). In addition, a typical pathological change in blood
flow distribution of the small intestine during shock was observed, as the blood flow velocity
decreased in the muscle layer and increased in the mucosal layer compared to baseline values.
Again, in this study section there was a proportional increase in villus injury (Sham+NaCl:
0.3+0.1, Sham+SnMP: 1.1+0.1, LRES+NaCl: 2.3£0.1, LRES+SnMP: 2.8+0.1). However,
there was no correlation between changes in the histological score and the markers of the
intestinal perfusion. LRES led to a marked HO-1 expression in the enterocytes at the tip of the

villi independent of SNMP administration.

In this study it was shown that cholestasis as well as the extended liver resection
considerably affect the perfusion and the integrity of the bowel. HO-1 expression in the bowel

has a protective effect in cholestasis but not after extended liver resection.
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3 EINLEITUNG

3.1 Historisches Interesse an der Himoxygenase

Historisch gesehen spielten Enzyme, die lediglich Abbauprozesse katalysieren aus
wissenschaftlicher Sicht eine eher untergeordnete Rolle und besaRen l&angst keinen so hohen
Stellenwert wie anabole Enzyme. Auch die H&moxygenase (HO) stiel3, als sie 1968 erstmalig
als ein Schrittmacherenzym des Hamabbaus beschrieben wurde [TENHUNEN et al., 1968], auf
zunachst eher geringes Interesse. Mittels oxidativer Spaltung katalysiert die Hamoxygenase
die Bildung &quimolarer Anteile an Biliverdin, Kohlenmonoxid (CO) und freiem
zweiwertigem Eisen (Fe®") aus Ham (Fe-Protoporphyrin-1X), wobei Biliverdin anschlieRend
mittels Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin reduziert wird. Fir die Oxidationsreaktion sind die
Anwesenheit von Sauerstoff, NAD(P)H sowie NAD(P)H-Cytochrom P-450 Reduktase
notwendig, so dass man urspringlich davon ausging, dass die H&moxygenase ein zur
cytP450-Familie gehérendes Enzym sei [TENHUNEN et al., 1972]. Spater jedoch konnte diese
Vorstellung revidiert werden und die HO als vollkommen unabhéngiges Enzym beschrieben

werden [YOSHIDA et al., 1978].

Erst mit der Entdeckung einer zweiten Isoform der Hamoxygenase im Jahre 1986
[MAINES et al., 1986] begann sich das Bild der HO als reines H&m degradierendes Enzym zu
wandeln. Obwohl die beiden Enzyme — die urspriinglich beschriebene Hamoxygenase wurde
fortan HO-1 genannt, und die neu entdeckte HO-2 — dieselbe Reaktion katalysieren und auch
strukturell groBe Ahnlichkeit aufweisen, zeigten sich im Vergleich so erhebliche
Unterschiede, dass man weitere Funktionen der HO vermutete [SuN et al., 1990]. Unter
normalen Bedingungen wies die HO-2 eine 2-3fach hohere Aktivitat als die HO-1 auf.
Interessanterweise konnte nach Exposition mit Kadmium oder Kobalt, d. h. unter
Stressbedingungen, die HO-1 Aktivitat jedoch um das bis zu 100fache gesteigert werden
[TRAKSHEL el al., 1986]. Eine Aktivitatssteigerung der HO-2 wurde jedoch nicht bewirkt, so
dass dieses Enzym als die konstitutive nicht induzierbare Isoform der HO galt, woflr das
Fehlen bestimmter Sequenzen im HO-2 Gen verantwortlich gemacht wurde [ALAM et al.,

1994]. Inzwischen wurde auch eine weitere nicht induzierbare Isoform der Hdmoxygenase -
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die HO-3 - beschrieben, die jedoch nur einen schwachen Katalysator der Hadmdegradation

darstellt [McCoUBREY et al., 1997].
4
/
07 “oH g~ OH
0, NAD(P)-H + H*
Ha'moxyg}e; NAD (P )H-Cytochrom
H,O

NADP*

&
<«

Biliverdin

Biliverdin- NAD(P)-H + H*

Reduktase

N

NADP*

Abbildung 1: Schematische Darstellung des enzymatischen Hamabbaus. Die Hadmoxygenase spaltet H&m
oxidativ zu Biliverdin, Kohlenmonoxid und Eisen. Biliverdin wird anschliefRend mit Hilfe der
Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert.

Durch immunhistochemische Untersuchungen mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern ist das Muster der Verteilung von HO-1 und HO-2 analysiert worden,
insbesondere die Lokalisation der einzelnen Enzyme in der Leber. Hierbei fand man ein sehr
spezielles Verteilungsmuster. In normalem Lebergewebe konnte HO-1 nur in den

KUPFFERschen Sternzellen nachgewiesen werden, die fir Abbau und Beseitigung zerstorter
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Erythrozyten verantwortlich sind. HO-2 dagegen fand sich in den Hepatozyten unter
Aussparung der KUPFFERschen Sternzellen [GoDA et al., 1998]. Die Hepatozyten stellen
wegen ihrer Ausstattung mit Cytochrom P-450 den Hauptabbauort des Hams dar [BISSELL et
al., 1972].

~
P
J \
W * P
o . o
o e » .
N ® -
& <| )
/ 8
R
. s ‘)
< : g
3
».Ab" - ¥
3 ,4
» =
\ 7\' 2 C
;.’- N
A ° § S B 3 e 4 ; —

Abbildung 2: Expression von HO-1 (A) und HO-2 (B) in Lebergewebe unter Normalbedingungen.
Deutlich zu erkennen ist das unterschiedliche Verteilungsmuster der beiden Isoenzyme. Die
Markierungen reprasentieren 50um in (A) und 100um in (B). (Abb. aus Goda et al., 1998)

Anders hingegen sah das Verteilungsmuster in Lebergewebe bei oxidativem Stress
aus, also beispielsweise nach Verabreichung von Kobaltchlorid, Endotoxin oder nach
h&morrhagischem Schock. Im gesamten Lebergewebe, vor allem jedoch in den periportalen
und perizentralen Hepatozyten sowie in den sinusoidalen Endothelzellen war eine massive
Zunahme der HO-1 Expression im Zytoplasma der Hepatozyten zu erkennen. Hinsichtlich der
HO-2 Expression gab es jedoch keine Verédnderungen gegenuber dem normalen, nicht

stimulierten Lebergewebe [BAUER et al., 1998].
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3.2 Die zytoprotektive Rolle der HO-1

Da neben Ham als Substrat der HO auch eine Reihe oxidativer Stressoren wie
beispielsweise Wasserstoffperoxid, Natriumarsenit, UVA-Strahlung, Schwermetalle oder
Endotoxin als Induktoren der HO-1 identifiziert werden konnten, wurde die HO-1 letztendlich
in die Reihe der Stressproteine eingestuft und als Hitzeschockprotein 32 neu definiert [KEYSE
et al., 1988]. Man geht sogar davon aus, dass die HO-1 das durch die meisten Stimuli und
Konditionen induzierbare Enzym ist [MAINES et al., 1992].

Acetaminophen

ROS/RNS Endotoxin
Ischamie/ | Induktion Ioioan
Reperfusion HO-1 Isofluran
Hypoxie Schwermetalle

Hamorrhagischer
Schock

Abbildung 3: Eine Vielzahl von hepatotoxischen Noxen und Konditionen fiihren zur Induktion der HO-1.
Einige dieser sind beispielhaft in dieser schematischen Abbildung dargestelit.

Da nicht nur die Induktion der HO-1 nachgewiesen wurde, sondern sich auch
Hinweise auf mogliche zytoprotektive Eigenschaften ergaben, rickte die HO-1 in den
Folgejahren immer mehr in den Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses. Die Anzahl der
Publikationen zum Thema Hamoxygenase stieg somit von lediglich 8 im Jahre 1975 auf 8729
in 2005 [MAINES et al., 2005].
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Insbesondere die hepatoprotektive Rolle der HO-1 konnte in einer Vielzahl von
Modellen mit Leberschaden gesichert werden. Endogene HO-1 verringerte die
mikrozirkulatorische Dysfunktion, den hepatozelluldren Schaden, und die inflammatorische
Reaktion nach hamorrhagischem Schock [PANNEN et al., 1998], septischem Schock
[KYOKANE et al., 2001], Ischamie/Reperfusion [AMERSI et al., 1999; WUNDER et al., 2002]
und CClyinduzierter Leberzirrhose [Tsul et al.,, 2006]. Auch nach Lebertransplantation
wiesen Lebern mit initial hoherer HO-1 Aktivitat weniger Reperfusionsschédden und bessere
Transplantatfunktion auf als Spenderlebern mit niedriger HO-1 Aktivitat [GEUKEN et al.,
2005].

3.3 Zytoprotektive Effekte der HO-1 Produkte

3.3.1 Biliverdin und Bilirubin

Ahnlich wie die Hamoxygenase war auch deren Stoffwechselprodukt Bilirubin, das
mit Hilfe der Biliverdin-Reduktase aus Biliverdin reduziert wird, friiher als eher nutzloses bis
sogar toxisches Stoffwechselendprodukt angesehen worden. Aufmerksamkeit gewann
Bilirubin vor allem durch seine Neurotoxizitdt bei Neugeborenen, bei denen die

Bluthirnschranke noch nicht vollends ausgebildet ist [HsIA et al., 1952]].

Heutzutage dagegen gelten Bilirubin und Biliverdin als potente endogene
Antioxidantien. Sowohl in vitro als auch in vivo konnten antioxidative Eigenschaften dieser
beiden Molekiile nachgewiesen werden und sie gelten so als physiologische, kettenbrechende
Inaktivatoren freier Sauerstoffradikale [STOCKER et al., 1987]. Die Oxidation ungesattigter
Fettsduren in Liposomen kann durch Bilirubin sogar stirker verhindert werden als mit o-
Tocopherol, welches bis dato als potentestes Antioxidans der Lipidoxidation galt. Diese
Entdeckungen konnten in verschiedensten nachfolgenden Versuchsreihen bestétigt werden.
So zeigten beispielsweise Baranano et al. (2002), dass sogar durch Bilirubin in nanomolarer
Dosis Zellen vor einem durch Wasserstoffperoxid induzierten Schaden geschiitzt werden
kdnnen. Als zugrunde liegenden Mechanismus der antioxidativen Wirkung geht man von
einem Redox-Zyklus im Sinne eines ,,Self-Recycling® des Bilirubins aus. Bilirubin wird

durch freie Radikale zurlick zu Biliverdin oxidiert, um anschlieRend durch die Biliverdin-
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Reduktase wieder zu Bilirubin reduziert zu werden und erneut als Antioxidans zur Verfigung
zu stehen [BARANANO et al., 2002]
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Abbildung 4: Modell fiir die Zytoprotektion mittels Biliverdin/Bilrubin: Das von der HO gebildete Biliverdin
wird mit Hilfe der Biliverdinreduktase (BVR) zu Bilirubin reduziert, welches mit freien Radikalen reagiert und
somit zu Biliverdin zurlckoxidiert wird. Dadurch werden Membranproteine vor Oxidation geschitzt. GSH ist
das starkste intrazellulare Antioxidans, das zytoplasmatische Proteine vor Oxidation schiitzt. GR=GSH-
Reduktase; GSSG=reduziertes GSH. (Abb. modifiziert nach Baranano et al., 2002)

AuBerdem besitzt Bilirubin eine immunsuppressive Wirkung, indem es die
Interleukin-1 und -2 Bildung inhibiert und somit die Aktivitat natirlicher Killerzellen, die

zelluldre antikorperabhangige Zytotoxizitat sowie die Lymphokin-aktivierte Immunantwort
unterdriickt [HAGA et al., 1996].
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3.3.2 Kohlenmonoxid (CO)

Auch Kohlenmonoxid verlor sein ehemaliges Ansehen als rein toxisches Ham-
bindendes Gas als bekannt wurde, dass CO ebenso wie Stickstoffmonoxid (NO) zur
Aktivierung der loslichen Guanylatcyclase (sGC) mit gesteigerter cGMP-Bildung (zyklisches
Guanosinmonophosphat) fiihrt und somit als second messenger ein weites Spektrum an
zellularen Funktionen moduliert [BRUNE et al., 1987]. Uber diesen Mechanismus bewirken
beide Gase die Relaxation glatter Muskelzellen, inshesondere der Gefalwéande und gelten
somit als potente Vasodilatoren [SAMMUT et al., 1998]. Schon 1995 war gezeigt worden, dass
CO — nicht aber NO — fur die Regulation der Lebermikrozirkulation eine wichtige Rolle
spielt, indem es den niedrigen vaskuldren Tonus der Lebersinusoide durch Relaxation der Ito-
Zellen aufrechterhélt. Gezielte Blockade der HO-1 und damit der CO-Produktion bewirkte
eine Konstriktion der Ito-Zellen und somit eine Verengung der Sinusoide [SUEMATSU et al.,
1995].

Neben diesen cGMP-vermittelten vasoaktiven Eigenschaften verfiigt CO, ahnlich wie
Bilirubin, auch Uber eine antiinflammatorische Komponente, die NO-unabhangig Uber
mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) vermittelt wird. Zu diesen Effekten zdhlen die
Inhibition der Plattchenaggregation sowie die Inhibition der Expression von
proinflammatorischen  Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-o  oder Interleukin-1p
[OTTERBEIN et al., 2000]. AuBerdem wirkt Kohlenmonoxid in verschiedenen Zelltypen wie

Fibroblasten, Hepatozyten und Endothelzellen antiapoptotisch [PETRACHE et al., 2000]

Des Weiteren scheint CO die Gallebildung und den intrahepatischen GallefluR zu
beeinflussen, da die selektive Inhibition der HO-1 und somit Senkung der CO-Konzentration
mittels Zink-Protoporphyrin (ZnPP) zu einer Stimulation der Gallenséureexkretion und des
Galleflusses in der Leber fuhrte. Auch diese Prozesse waren cGMP-abhangig [SANO et al.,
1997]. CO fihrte auRerdem zu einer Steigerung der Kontraktion und Kontraktionsfrequenz
der Canaliculi bilis, was einen weiteren Mechanismus zur Regulation des Galleflusses
darstellt [SHINODA et al, 1998].
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3.3.3 Fe?" und Ferritin

Ob auch das beim Hamabbau frei werdende zweiwertige Eisen (Fe?*) zu den
zytoprotektiven Effekten des HO-Systems beitragt, wird kontrovers diskutiert. Fe?* bildet
sogar in niedrigen Konzentrationen mittels Fenton-Reaktion Hydroxyl-Radikale und wird
deshalb als zytotoxisch angesehen [WUNDER et al., 2003]. Allerdings fuhrt die vermehrte
HO-1 Induktion nicht nur zu erhéhter Konzentration an freiem Fe?*, sondern auch zu einer
vermehrten Bildung des Eisenspeicherproteins Ferritin [EISENSTEIN et al., 1991]. Ferritin
wiederum gilt — im Gegensatz zu Fe** - unabhangig von der HO-1 Aktivitat als antioxidativ

und somit zytoprotektiv [BALLA et al., 1992].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass parallel zum Anstieg der Ferritin-Expression
auch eine Aktivitdtszunahme der ATPase Pumpe zu verzeichnen ist, welche aktiv
intrazelluldres Eisen aus der Zelle entfernt und somit den intrazellularen Eisenpool an Fe?*
vermindert [FERRIS et al., 1999]. Der relative Anteil der ATPase Pumpe und Ferritin an den

zytoprotektiven Effekten der HO-1 konnte bisher noch nicht vollstandig geklart werden.

3.4 Zytotoxische Effekte der HO-1

Entgegen einer Euphorie, die HO-1 als eine Art Universal-Zytoprotektor zu betrachten
und dem Vorschlag, durch gezielte HO-1 Induktion vor allem Leberpathologien therapeutisch
zu beeinflussen [FAROMBI et al., 2006], sind auch zytotoxische Effekte einer HO-1 Induktion
beschrieben. Bei renalen Epithelzellen, die oxidativem Stress ausgesetzt werden, zeigte sich
zum Beispiel eine verbesserte Uberlebensrate, wenn die HO-1 zuvor selektiv inhibiert worden
war [DA SILVA et al., 1996]. Ahnliche Ergebnisse erbrachten auch Untersuchungen an einem
Modell des durch Tetrachlorkohlenstoff (CCl,) induzierten toxischen Leberschadens. Die
Leberzellschadigung fiihrte erwartungsgemal zur HO-1 Hochregulation. Zusatzliche HO-1-
Stimulation durch Hamin-Vorbehandlung vergroRerte aber den Leberschaden, wahrend durch

Blockade der HO-1 der Leberschaden reduziert werden konnte [EIPEL et al., 2007].

Besonders deutlich ist die schadigende Wirkung der HO-1 im Modell der bilidren
Leberzirrhose zu sehen, wo durch HO-1 Uberexpression die Leberschadigung verstérkt wird.

Sowohl die histologische Schéadigung, der Transaminasenanstieg, als auch die Fibrinogenese
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waren bei Tieren ohne zusatzliche HO-1 Induktion geringer ausgepragt als bei Tieren mit
zusétzlicher HO-1 Induktion [FROH et al., 2007]. Aullerdem tragt die HO-1 im Modell der
Leberzirrhose wesentlich zur arteriellen Vasodilatation und somit zu massiven
hdmodynamischen Stérungen bei, welche verantwortlich sind fur eine Vielzahl von schweren
Komplikationen der Zirrhose wie beispielsweise das hepatorenale Syndrom, Aszites,
Verdunnungshypernatridamie und hepatopulmonales Syndrom. Durch Blockade der HO-1
kdnnen die hdmodynamischen Parameter im Wesentlichen normalisiert werden [CHEN et al.,
2004]

Ein mdoglicher Erklarungsansatz fir diese schadlichen Effekte der HO-1 fand sich
durch Untersuchungen von Suttner et al., an transfizierten Fibroblasten mit unterschiedlichem
Level an HO-1 Expression, welche oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Hierbei zeigte sich,
dass die HO-1 nur innerhalb eines gewissen Bereichs eine protektive Rolle einnimmt. Bei
starker Uberexpression jedoch lieR sich eine Umkehr der Schutzfunktion der HO-1 erkennen.
Die HO-1 wirkte in diesem Fall eher zytotoxisch als zytoprotektiv, was zumindest teilweise
durch die Akkumulation groRBer Mengen an freiem reaktivem Eisen bedingt gewesen war
[SUTTNER et al., 1999].

Ein ganz ahnliches Verhalten liel? sich auch bei CO nachweisen, dem Kohlenmonoxid.
Waéhrend in niedriger Konzentration die protektiven Eigenschaften dominieren, gilt CO in
hoher Dosierung als toxisches Gas. Zum einen fiihrte die Bindung von CO an Hamproteinen
zu einer Unterbrechung des mitochondrialen Sauerstofftransportes und somit zur Freisetzung
von Superoxid-Anionen [ZHANG et al., 1992]. Zum anderen verdrangte exzessives CO
kompetitiv auch NO aus den Hamproteinen, welches in sauerstoffreicher Umgebung zur
Bildung von Peroxynitrit fuhrte, was als potentes Oxidans bekannt ist [ISCHIROPOULOS et al.,
1996].

Zusammenfassend muss man also davon ausgehen, dass die HO-1 sowohl protektive
als auch schadliche Eigenschaften besitzt und je nach Situation und Expression, d. h.
moglicherweise in Abhangigkeit von dem jeweils gewahlten Modell die eine oder andere

Komponente tiberwiegt.
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3.5 Inhibition der HO-1

Zur experimentellen Untersuchung der Bedeutung der HO-1 und zur eventuellen
spateren klinischen Anwendung ist es notig, die Hamoxygenase selektiv inhibieren zu
koénnen. Schon mit der Entdeckung und Charakterisierung der HO-1 wurden diverse
Metalloporphyrine als potentielle Inhibitoren dieses Enzyms identifiziert [TENHUNEN et al.,
1969]. Fiur den eventuellen therapeutischen Einsatz einer HO-1 Blockade in vivo wurden
dabei folgende Anforderungen an ein Metalloporphyrin gestellt: (1) Das Zentralatom sollte
ein biokompatibles Metallion sein, (2) es sollte nicht im Gewebe abgebaut werden und (3) es
sollte eine entsprechend hohe Potenz und hohe Spezifitat hinsichtlich der HO-1 Inhibition
besitzen [VREMAN et al., 1991]. Wahrend zundchst Zinn-Protoporphyrin-1X (SnPP-1X) und
als potenterer Blocker Zinn-Mesoporphyrin (SnMP) im Vordergrund standen [DRUMMOND et
al., 1981 und 1987], wurden immer mehr Proto- und Mesoporphyrinderivate mit Zinn,
Mangan, Chrom, Nickel und Magnesium auf ihre Tauglichkeit als HO-1 Inhibitoren geprift.
Hierbei nahm vor allem Chrom-Mesoporphyrin (CrMP) eine herausragende Rolle ein, weil es
zumindest in vitro als potentester HO-Inhibitor identifiziert werden konnte [VREMAN et al.,
1993].

HO HO
OH

OH OH OH

Abbildung 5, A-C: Strukturformeln géngiger Metalloporphyrine.(A): CrMP, (B): SnMP, (C): SnPP-IX
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Schon bald nachdem mit dem systematischen Einsatz von Metalloporphyrinen als
HO-1 Blocker in der experimentellen Forschung begonnen worden war, zeigte sich, dass die
meisten Metalloporphyrine nicht nur spezifisch die HO-1 blockieren, sondern zusatzlich auch
die NO-Synthetase (NOS) oder sGC [Luo et al., 1994]. Um trotzdem eine mdglichst selektive
HO-1 Inhibition zu bewirken, wurde fur jeden Blocker eine Dosis bestimmt, in der nur die
HO-Aktivitat inhibiert wird, ohne die NOS-Aktivitat zu beeinflussen. Da auch hier CrMP
nicht nur als potentester, sondern auch als selektivster HO-1 Blocker bestimmt wurde, lag
nahe zumindest in vitro CrMP als HO-1 Inhibitor zu bevorzugen [APPLETON et al., 1999]

Inwiefern sich die verschiedenen Metalloporphyrine in vivo unterscheiden, ob es
Unterschiede hinsichtlich hamodynamischer Auswirkungen oder Toxizitdt der einzelnen

Substanzen zu beobachten gibt, ist bislang nicht untersucht worden.

3.6 Extrahepatische Cholestase und Verschlussikterus

3.6.1 Pathophysiologie der Hyperbilirubindmie/lkterus

Pro Tag werden durch die Himoxygenase etwa 300 mg Bilirubin aus Ham gebildet
und an Albumin gekoppelt zur Leber transportiert. Mit Hilfe der UDP-Glukuronyltransferase
werden Bilirubin und Glukuronsdure in den Hepatozyten zur wasserloslichen Form konjugiert
und Uber die Gallenwege ausgeschieden. Im Darm wird Bilirubin zu Urobilinogen reduziert,
was dem Stuhl seine charakteristische Farbe verleiht. 80% davon werden mit dem Stuhl
ausgeschieden, etwa 20% gelangen nach Ruckresorption Uber den enterohepatischen

Kreislauf zurtick zur Leber; ein Teil wird renal ausgeschieden [HEROLD et al., 2005]
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Bilirubinstoffwechsels mit méglichen Stérungen, die zur
Entstehung eines lkterus fuhren kdénnen. 1=Hamolyse, 2=gesteigerter Hamabbau, 3=Mangel an
Tragerprotein, 4=Stérungen in der Bilirubinkonjugation, 5=Stérungen der Sekretion, 6=gesteigerte
Durchlassigkeit der Gallenkanalikuli, 7=Verschlussikterus (Abb. aus Pathophysiologie und
Pathobiochemie, Florian Lang, 1990)

Je nach Ursache der Hyperbilirubindmie kdnnen die Ikterusformen in 3 Kategorien

eingeteilt werden:

Ein prahepatischer Ikterus entsteht durch eine gesteigerte Produktion von Bilirubin,
etwa bei Hamolyse, ineffizienter Erythropoese oder massiven Bluttransfusionen. Dabei ist das

unkonjugierte, ,,indirekte* Bilirubin im Plasma erhdht.

Ein intrahepatischer Ikterus beruht entweder auf einem spezifischen Defekt der
Bilirubinaufnahme in den Hepatozyten, der Konjugierung (z. B. Neugeborenenikterus) oder
der Sekretion von Bilirubin in die Gallenkanélchen. Hierbei kann sowohl konjugiertes als
auch unkonjugiertes Bilirubin im Plasma erhoht sein. Alle drei Schritte konnen bei diversen
Lebererkrankungen und -stoérungen wie z. B. Virushepatitiden, Alkoholabusus,

Medikamentennebenwirkungen, Sepsis, Stauungsleber oder Vergiftungen betroffen sein.

Beim posthepatischen Ikterus liegt die Ursache in einer Obstruktion oder Kompression
der intra- und extrahepatischen Gallenwege, wobei vor allem Gallensteine, Tumoren wie z. B.
Pankreaskopf- oder Gallengangskarzinom, Cholangitis oder eine Pankreatitis als Grund der

Abflussstorung zu finden sind. Da die Konjugation des Bilirubins — zumindest im
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Anfangsstadium — ungestort ablaufen kann, kommt es hier zu einem Anstieg des konjugierten,

,direkten Bilirubins im Serum [SILBERNAGL et al, 1998]

3.6.2 Pathophysiologie der Cholestase

Unter Cholestase versteht man die Retention von gallepflichtigen Substanzen im
Plasma durch Stillstand der Galleausscheidung. Urséchlich daftr muss nicht grundsatzlich der
,Kklassische Gallestau bei posthepatischem Verschlussikterus durch Obstruktion der
extrahepatischen Gallenwege sein, auch intrahepatische Stérungen mit Sistieren der
Galleproduktion konnen zur Cholestase fithren (,,Cholestatische Lebererkrankungen®)

[PopPER et al., 1981].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung von Mechanismen und Folgen der Cholestase. Ausfiihrliche
Beschreibung siehe Text (Abb. aus Taschenatlas fiir Pathopyhsiologie, Silbernagl S, 1998)
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Pathophysiologisch liegt der Entstehung der Cholestase bzw. des durch Cholestase
verursachten Leberschadens eine Erweiterung der Gallenkandlchen mit Verminderung der
Fluiditast der kanalikuldren Leberzellmembran durch  Gallensalzeinwirkung und
Cholesterineinlagerung zugrunde [Hyoco et al., 2000]. Dies fuhrt zu Deformationen des
Burstensaums dieser Zellmembran, sowie Stérungen der kanalikuldaren Motilitdt. Um die
intrazelluldre Konzentration an toxischen Gallensalzen zu vermindern, kommt es zum Einbau
ATP-abhéngiger sogenannter MRP (multidrug resistance proteins)-Carrier in die basolaterale
Membran der Leberzelle, um die Gallensalze zuriick ins Blut zu transportieren. Unter
physiologischen Bedingungen ist dieser Transportweg quasi vernachlassigbar [ALREFEI et al.,
2007]. Die so retinierten Gallensalze wiederum erhdhen zusammen mit dem gesteigerten
bilidren Druck die Durchlassigkeit der Tight Junctions [TOYOTA et al., 1984] und setzen die

mitochondriale ATP-Synthese der Leberzelle herab.

3.7 Cholestase als Risikofaktor in der Chirurgie

Die Chirurgie ist hauptsachlich mit der extrahepatischen Cholestase, bedingt durch
mechanische Abflussbehinderung in den groRen Gallenwegen aufgrund von Tumoren,
Gallengangssteinen oder Stenosen des Ductus hepatocholedochus, konfrontiert. VVor allem bei
der Resektion stenosierender Gallengangskarzinome, die oftmals auch eine erweiterte
Leberresektion erfordern, stellt sich die Frage welche Rolle einer cholestatischen
Vorschadigung der Leber fur den postoperativen Verlauf zukommt bzw. inwieweit das
Resektionsausmald einschrankt. Obwohl man allgemein von einem cholestasebedingten
erhohten Risiko einer Leberresektion ausgeht, ist die Datenlage Kklinischer Studien zu dieser
Fragestellung nur spéarlich. Dies liegt beispielsweise daran, weil fortgeschrittene
Gallengangskarzinome eher selten auftreten, in vielen Féllen inoperabel sind und insgesamt
eine schlechte Prognose aufweisen. Bisher konnte keine prospektiv randomisierte Studie an
einem vergleichbaren Patientenkollektiv (benigne oder maligne Grunderkrankung, gleiche
Tumorstadien, keine sonstige Vorschadigung der Leber) zeigen, dass die Cholestase
tatsachlich das Ausmal} einer Leberresektion limitiert, bzw. mit spezifischen sonstigen
postoperativen Komplikationen vergesellschaftet ist. Allerdings wurde bereits Mitte der 80er
Jahre von einer auffallenden Haufung von septischen Komplikationen und Nierenversagen bei
Patienten mit ausgeprégtem lkterus nach Operationen zur Beseitigung der bilidren



Einleitung 24

Obstruktion berichtet [ARMSTRONG et al. 1984]. Als mdgliche Ursache einer erhéhten
Infektanfalligkeit bei Cholestase wurde eine eingeschréankte Aktivitdt der neutrophilen
Granulozyten [SwAIN et al. 1995], der Lymphozyten [HAGA et al. 1996] sowie der

Makrophagen in mesenterialen Lymphknoten [REYNOLDS et al. 1995] nachgewiesen.

Beim Vergleich von 17 Patienten mit Cholestase, die sich einer Leberresektion
unterziehen mussten, mit einem historischen Kollektiv von 13 Patienten ohne Cholestase,
wurde eine signifikant erhdhte Morbiditdt (vor allem bedingt durch postoperative
Galleleckagen) gefunden [CHERQuI et al. 2000]. Die Mortalitat bzw. die Inzidenz des
Leberversagens war in dieser Vergleichsstudie aber in der Cholestasegruppe nicht erhéht. In
einer relativ aktuellen prospektiven Untersuchung zeigte sich ebenfalls lediglich das
verbliebene Restlebervolumen nach Resektion als einziger identifizierbarer Risikofaktor fir
das Auftreten einer postoperativen Leberdysfunktion [FERRERO et al. 2007].
Interessanterweise war in dieser Studie die Schwelle bis zu der eine Leberresektion
ausgedehnt werden kann in der Gruppe der cholestatisch bzw. chemotherapeutisch
vorgeschadigten Lebern gegentber nicht vorgeschadigten Lebern um etwa 5% erniedrigt. Im
Experiment hatte sich darlber hinaus gezeigt, dass Lebern von Tieren mit Cholestase (7 Tage
andauernde Gallengangsligatur) wesentlich empfindlicher auf eine 30-minitige Ischdmie
reagieren als Lebern nicht cholestastischer Tiere bzw. von Tieren, bei denen die Cholestase
nach Gallengangsligatur wieder durch eine interne Drainage aufgehoben worden war [KLOEK
et al. 2008]. Weitere tierexperimentelle Studien haben ergeben, dass eine Leberresektion
verbunden mit vorbestehender Cholestase zu vermehrten portosystemischen Shunts [BAER et
al. 1993], einer hoheren DNA-Syntheserate und Leberzellapoptose [BIRD et al. 2002] sowie
einer geringeren Proliferationsrate von Hepatozyten und einer geringeren postoperativen

Korpergewichtszunahme der Tiere [TRACY et al. 1991] fiihrt.
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3.8 Der Darm als Motor des Leberversagens

In Zusammenhang mit der Sepsis haben Meakins und Marshall 1986 den Darm als
,motor of multiple organ failure” bezeichnet. Man geht hierbei von der Vorstellung aus, dass
nach einem gréReren — beispielsweise operativen — Trauma es aus vielerlei Grinden zu einer
mukosalen Barrierestérung mit Erhéhung der intestinalen Permeabilitdt kommt [ITo et al.
2007]. Die Passage von uberlebensfahigen, intestinalen Bakterien durch die Mukosa der
Diinndarmwand zur extraintestinalen ,,sterilen* Seite, welche als bakterielle Translokation
bezeichnet wird, spielt wohl eine zentrale Rolle in der Pathogenese von Endotoxindmie,
Sepsis und Multiorganversagen. Jedoch ist der genaue Mechanismus, der zu der Verénderung

der intestinalen Schranke gegen endoluminale Bakterien fuihrt, noch unbekannt.

Das Leberversagen kann einerseits im Rahmen des Multiorganversagens bei Sepsis
auftreten, andererseits aber kann die Leber selbst, vor allem nach zu ausgedehnten
Leberresektionen oder bei Zirrhosepatienten, Ausgangspunkt einer Sepsis sein [BISMUTH et
al. 1983]. Klinisch présentiert sich ein Leberversagen als prolongierte Hyperbilirubinamie, die
nicht auf einen bilidren Verschluss oder eine bilidre Leckage zuriickgefuhrt werden kann, mit
zusétzlicher Aszitesbildung, Koagulopathie und Enzephalopathie [JARNAGIN et al. 2002].
Insgesamt sind die genauen pathophysiologischen Zusammenhénge der Entstehung eines
Multiorganversagens und eines septischen Leberversagens noch unzureichend verstanden
[SPAPEN 2008]. Im Gegensatz zu der unlbersehbaren Anzahl von Studien zum
Multiorganversagen bei Sepsis konzentrieren sich nur wenige Arbeiten auf die
Pathophysiologie des Leberversagens nach Leberresektion, insbesondere auf die Rolle, die

hierbei moglicherweise dem Darm als ,,Motor des Leberversagens® zukommt.

3.8.1 Stoérungen der Darmbarriere bei Cholestase

Die mechanische Gallengangsobstruktion mit konsekutivem Fehlen von Gallensduren
im Duinndarm fiihrt sowohl zu Mukosaschaden der Darmwand als auch zu Anderungen der
endogenen bakteriellen Flora mit einer Uberwucherung durch pathogene Enterobakterien.
Dies wiederum scheint die bakterielle Translokation aus dem Darm zu férdern und resultiert

sowohl in portaler Bakteridmie und Endotoxindmie als auch in einem bakteriellen Befall
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mesenterialer Lymphknoten [DIAMOND et al. 1997, DeITCH et al. 1990, SILIERI et al. 2002].
Es wére vorstellbar, dass eine inadédquate Perfusion der Darmwand die mukosale Permeabiliat
erhoht [FINK et al. 1991, Xu et al. 1993, ScHMIDT et al. 1996]. Im Gegensatz zu
intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Leber unter Cholestase, die klar gezeigt haben,
dass es hierbei zu erheblichen Stérungen der Mikrozirkulation kommt [KOPPEL et al. 1997,
ITO et al. 2003], liegen vergleichbare Untersuchungen fir die Mikrozirkulation des Darmes
nicht vor. Histologische Analysen der Darmvilli bei Cholestase haben ein subepitheliales
Odem, welches das Epithel von der Lamina propria des Villus abhebt, dilatierte LymphgefaRe
sowie ein entzlndliches Zellinfiltrat in den Villi gezeigt [SLocum et al. 1992, DING et al.
1993, PARKs et al. 2000]. Diese histologischen Schéden sind &hnlich auch bei kritischer
Perfusion des Darmes zu beobachten [CHIU et al. 1970]. Nach Ischamie/Reperfusion findet
sich im Darm eine ausgepragte Induktion von HO-1, wobei die Applikation eines HO-1
Donors zu einer Verbesserung der intestinalen Sauerstoffkonzentration im Gewebe, zu einer
verbesserten mukosalen Perfusion und zu einer Reduktion der Leukozyten-Endothel-
Interaktion filhrt [MALLICK et al. 2006]. Uber die Bedeutung der HO-1 fir die intestinale

Perfusion bei Cholestase liegen bisher keine Daten vor.

3.8.2 Rolle des Darmes bei ausgedehnten Leberresektionen

Zahlreiche Forschungsgruppen haben nunmehr seit tGber 75 Jahren tierexperimentell
untersucht, wie weit die Leberresektion maximal ausgedehnt werden kann. Limitierender
Faktor war hier Abnahme der Uberlebensrate bei Zunahme des AusmaRes der Leberresektion
[HIGGINS et al. 1931, EMOND et al. 1989, COURT et al. 2004, GLANEMANN et al. 2005]. So
stieg die Mortalitatsrate bei Ratten signifikant, sobald die klassische 2/3 Leberresektion
uberschritten wurde. Bis zu diesem ResektionsausmaR war die vollstandige Leberregeneration
in etwa 10 Tagen mit uneingeschranktem Uberleben der Tiere die Regel [PANIs et al. 1997].
Nach 90% Hepatektomie verstarben jedoch 95% der Versuchstiere an akutem postoperativen
Leberversagen [EMOND et al. 1989, GAuB et al. 1984] In der klinischen Erfahrung beobachtet
man eine postoperative Leberinsuffizienz nach Resektionen, bei denen Uber 80% nicht

vorgeschadigtes Parenchym entfernt wird [BiISMUTH, 1983].



Einleitung 27

Panis et al. beobachteten im Tierexperiment eine sich schnell entwickelnde Nekrose
der Restleber nach 85% Hepatektomie und fuhrten diese auf eine Zunahme des portalen
Drucks mit resultierender Hyperperfusion (Anstieg des portalen Flusses pro Lebergewebe)
der Restleber zuriick [PANIs et al. 1997]. Eine pathophysiologisch dhnliche Situation stellt die
Leberlebendspende eines zu kleinen Transplantates dar (sog. small-for-size liver transplant).
Hierbei wurde die kritische Schwelle des Transplantates bei 30% des Standard-
Lebervolumens bestimmt [MAN et al. 2001]. Nach ausgedehnten Resektionen wie auch nach
small-for-size Transplantation lieBen sich eine Schwellung der Lebersinus, elektronen-
mikroskopisch auch eine Schwellung der hepatozelluldaren Mitochondrien sowie starke
Lucken zwischen den sinusoidalen Epithelzellen und ein Kollaps des Disse’schen Raumes
beobachten [PANIS et al. 1997, MAN et al. 2001]. In der small-for-size Leber kam es zu einer
vermehrten HO-1 Expression [MAN et al. 2003]. Bisher zeigte im Tierversuch die HO-1 einen
gunstigen Einfluss auf das Tranplantatiiberleben nach small-for-size Transplantation [YANG et
al. 2004].

Leber von
inferior

Gallenblase
mit Ductus
choledochus

Aorta abdominalis

mit versorgenden
GefaRen des Diunndarms
und der Leber

Pfortader
(Vena portae)

Diinndarm

Abbildung 8: Leber und Dunndarm als anatomische Einheit mit den versorgenden Geféal3en
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Ahnlich wie bei der Cholestase, wurden die bakterielle Translokation in mesenteriale
Lymphknoten sowie die portale Endotoxindmie auch nach ausgedehnter Leberresektion
beobachtet [WANG et al. 1992, WANG et al. 1994, BOERMEESTER et al. 1995]. Bereits nach
70% Leberresektion wurden topische Schaden im terminalen Ileum im Sinne einer Abnahme
der Villusdicke beschrieben [RODRIGUEZ et al. 2004]. Nachdem die portale Hyperperfusion
als Pathomechanismus des small-for-size Versagens bzw. des Leberversagens nach Resektion
postuliert wurde und der portale Fluss durch den intestinalen Outflow (siehe Abbildung 8)
bestimmt wird, scheint eine Untersuchung der intestinalen Perfusion nach ausgedehnter

Leberresektion sinnvoll, zumal hierzu noch keine Daten in der Literatur vorliegen.
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4 ZIEL DER STUDIE

Ziel dieser experimentellen Studie war es, herauszufinden inwieweit sich Cholestase
oder ein groRer abdomineller Eingriff wie die Leberresektion auf die intestinale Perfusion und
Integritat auswirkt. Hierzu wurden 3 verschiedene Methoden zur Analyse der Darmperfusion
angewendet. Im Zuge dieser Untersuchungsreihen sollte auBerdem ermittelt werden, ob die

intestinale HO-1-Expression hierbei eine protektive Rolle spielt.

Leberresektion Gallengangsligatur
(Leberchirurgie) (Cholestase)
Hamoxygenase-1
(HO-1)
DARM
als Zielorgan
- HO-1- .
? ?
Integritat? Expression? Perfusion®

Abbildung 9: schematische Darstellung der Ziel- und Fragestellung der Studie
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Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. In welchem Zusammenhang stehen Cholestase und intestinale Perfusion?

2. Was geschieht im Darm, als sogenanntem Motor des Multiorganversagens, bei der
letal endenden 90% Leberresektion?

3. Wirkt die Hamoxygenase-1 wirklich protektiv auf das Intestinum?

4. Wie wirkt sich die Blockade der Hadmoxygenase-1 durch das Metalloporphyrin
SnMP-IX auf die intestinale HO-1-Expression aus?

5. Steht die intestinale Perfusion in direktem Zusammenhang mit ihrer Integritat?

6. Welches Verfahren zur Bestimmung der intestinalen Mikro- und Makrozirkulation ist
das aussagekréaftigste?

7. Welches Untersuchungsverfahren der intestinalen Perfusion kann klinisch angewendet

werden?
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Versuchstiere

Bei allen Versuchen wurden Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht von
300+40 g verwendet. Die Tiere entstammten einer Zucht (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland), und wurden bis zu Versuchsbeginn unter 12-stiindigem Tag-Nacht-Zyklus in
einem Kklimatisierten Raum (Raumtemperatur: 22-24 °C, Luftfeuchtigkeit: ~60%) der
Versuchstierhaltung des Instituts flir Klinisch-Experimentelle Chirurgie (Direktor: Prof. Dr.
M.D. Menger) der Universitat des Saarlandes gehalten. Bis unmittelbar vor Versuchsbeginn
hatten die Tiere freien Zugang zu Tiernahrung (Fa. Altromin, Lage, Deutschland) und

Trinkwasser ad libitum.

Die Experimente und die Tierhaltung entsprachen den Richtlinien der
Tierschutzgenehmigung und standen unter der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten der
Universitat des Saarlandes, Frau Dr. med. vet. M. Frings und wurden im Institut fur Klinisch-

Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes durchgefihrt.

5.2 Modell

5.2.1 Anasthesie und chirurgische Praparation fiir Messungen der

regionalen Perfusion und Mikrozirkulation

Zur Vorbereitung der Untersuchung bekamen die Tiere in leichter Athernarkose
(Hoechst, Frankfurt/Main, Deutschland) eine intraperitoneale Applikation von Pentobarbital-
Natrium (Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) in einer Dosierung von 50
mg/kg KG. Nach Rasur von Hals und Bauch (Electra GH204, Aesculap, Tuttlingen,

Deutschland) sowie Lagerung auf einer 38 Grad Celsius temperierten Heizplatte (Fa.
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Effenberger, Pfaffing/Attel, Deutschland) erfolgte eine mediane Inzision der vorderen

Halsseite.

Zundchst wurden die Ratten tracheotomiert um eine leichtere Atmung zu
gewahrleisten. Hierzu wurde in die erdffnete Trachea ein Polyethylen-Tubus (Portex
Polythene Tubing 800/100/460, Innendurchmesser; 1,67 mm, Aullendurchmesser: 2,42 mm;
Portex Ltd., Hythe, England) eingelegt und fixiert.

Nach Darstellung der Arteria carotis communis dextra und Anschlingen des Gefal3es
mit Faden der Starke 6-0 konnte Uber eine Inzision der Arterienwand ein spitz angeschragter
Polyethylenkatheter (PE-50, 800/110/200, Innendurchmesser: 0,58 mm, AulRendurchmesser:
0,96 mm; Portex Ltd., England) in das Gefalslumen eingefiihrt und mit den vorgelegten Faden
fixiert werden. Der arterielle Katheter wurde tUber Dreiwegeh&hne an ein Druckspilsystem
(Injectomat S; Fresenius, Schweinfurt, Deutschland) angeschlossen. Die kontinuierliche
Spulung mit 0,9% Kochsalzlésung (1 ml/h; B.Braun, Melsungen, Deutschland) verhinderte
die Okklusion des Katheters durch Thrombenbildung. Der Katheter diente der
kontinuierlichen Kontrolle von Herzfrequenz und arteriellem Blutdruck und wurde an einen
Druckabnehmer (Statham Typ P23 ID, Gould Inc. Oxnard,CA, USA) angeschlossen.

Entsprechend wurde die V. jugularis externa dextra in der rechten Fossa
supraclavicularis aufgesucht und nach Technik der Venae sectio katheterisiert. Uber den
zentralvendsen Katheter erfolgten wéhrend des gesamten Studienzeitraums sowohl eine
Ringer-Lactat-Gabe, abhangig vom jeweiligen Blutverlust, um einen Volumenausgleich zu
erzielen als auch die Applikation des HO-1-Inhibitors SnMP und des zur
Intravitalmikroskopie verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes Fluoreszein-Isothiozyanat-Dextran
150.000.

5.2.2 Gallengangsligatur

Drei Tage vor dem Untersuchungszeitpunkt wurden die Tiere in Athernarkose unter
Spontanatmung versetzt. Nach Bauchrasur wurde die Narkose mittels einer vor den
Atemwegen positionierten athergetrankten Kompresse in einem Zentrifugenréhrchen (50 ml,
Falcontyp, Sarstedt, Nirnbrecht) fir die Dauer des Eingriffs fortgesetzt. Wegen der Kiirze des
Eingriffs war hierzu keine Temperaturregelung mittels Heizplatte nétig. In ausreichend tiefer
Narkose erfolgte die mediane Laparotomie. Mittels einer Klemme wurde das Xyphoid gefasst
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und kranial fixiert. Durch Anheben des linken Seitenlappens und Mittellappens der Leber
wurde der Gallengang sichtbar und zuganglich gemacht und schlieBlich mit einem nicht
absorbierbaren Faden (Prolene, 4/0) in der N&he des confluens hepaticus doppelt ligiert, um
eine Verletzung des Pankreas zu verhindern. Bei Tieren der Sham-OP-Gruppen erfolgte

lediglich eine Mobilisation des Ductus choledochus.

Unter Lichtschutz erfolgte eine i.v.-Applikation von 1 ml der entsprechend 5.2.4
zubereiteten SNMP-IX-L6sung bzw. 1 ml NaCl in der Kontrollgruppe in die Vena renalis
sinistra. AnschlieBend wurde die Punktionsstelle fur eine Minute komprimiert, um eine

Blutstillung zu gewahrleisten und ein retroperitoneales Hdmatom zu verhindern.

Nach Applikation von 10 ml gewarmter Kochsalzlésung in die Bauchhohle wurde
zunéchst die Muskelschicht durch eine fortlaufende Naht mit einem Faden der Starke 4-0
(Prolene, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) und schlieRlich die Haut mit derselben
Nahttechnik und einem nichtresorbierbaren Faden der Starke 3-0 verschlossen. Zur

postoperativen Schmerzkontrolle wurden 0,2-0,3 ml Bupivacain 0,25% subkutan injiziert.

Die Tiere kamen nach Versicherung eines korperlich stabilen Zustandes und freiem

Zugang zu Wasser und Futter fir 3 Tage in den Quarantanebereich der Tierhaltung.

5.2.3 70% und 90% Leberteilresektion

Die 90% Leberresektion wurden ebenfalls wie unter 5.2.2 dargestellt in Athernarkose
durchgefuhrt, da der Eingriff nur von kurzer Dauer war. Nach der medianen Laparotomie
erfolgte zunéchst eine 70% Leberresektion nach der Methode von Higgins und Anderson
[HIGGINS und ANDERSON, 1931]. Wie in der Abbildung dargestellt, teilt sich die Rattenleber
in einen mittleren und einen linksseitigen Leberlappen, sowie einem anterioren und
posterioren Lobus caudatus und einem oberen und unteren rechten (lateralen) Leberlappen

auf.
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Abbildung 10: Anatomie der Rattenleber IVC=inferiore Vena cava; M=Mittellappen; LL=linkslateraler
Lappen; RLS=superiorer Teil des rechten Lappens; RLI= inferiorer Teil des rechten Lappens; CA=anteriorer
Teil des Lobus caudatus; CP=posteriorer Teil des Lobus caudatus.

Die standardisierte 66% bzw. 70% Leberresektion sieht eine pedikelnahe Ligatur und
anschlieBende Resektion des Mittellappens und des linken lateralen Lappens vor. Die 90%
Leberresektion wurde in Anlehnung an Emond et al. 1989 durchgefiihrt. Hierzu wurde (ber
die 70% Resektion hinaus der rechte laterale Leberlappen entfernt, so dass nur mehr der
Lobus caudatus mit seinen anterioren und posterioren Anteilen Ubrig blieb (siehe Abbildung
11). Zur Resektion des rechten Leberlappens wurde zunéchst der inferiore Anteil ventral der
Vena cava ligiert und abgesetzt. Anschliefend wurde der superiore Anteil nach vorne links
gezogen, um seine Aufhédngung vom Diaphragma zu l6sen. Beim Ligieren des verbliebenen
rechten Restlappens wurde peinlichst darauf geachtet, die Vena cava nicht zu komprimieren

bzw. bei der Entnahme nicht das Diaphragma zu verletzen.
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Abbildung 11: Schema der 70% (A) und 90% (B) Leberresektion [Emond et al. 1989]

IVC=inferiore Vena cava; M=Mittellappen; LL=linkslateraler Lappen; RLS=superiorer Teil des rechten
Lappens; RLI= inferiorer Teil des rechten Lappens; CA=anteriorer Teil des Lobus caudatus; CP=posteriorer
Teil des Lobus caudatus.

Die Kontrollgruppe mit Shamoperation erhielt nach der medianen Laparotomie
lediglich die Durchtrennung der Haltebédnder der Leber. Im Anschluss an die 90%
Leberresektion bzw. Shamoperation wurde wie unter 5.2.2 beschrieben einem Teil der Tiere
SnMP bzw. NaCl in die V. renalis sinistra verabreicht. Nach Ausschluss, beziehungsweise
Stillung einer Blutung, erfolgte eine Spilung des Abdomens mit kdrperwarmer 0,9% NaCl
Losung. Abschlielend wurde mit Hilfe einer fortlaufenden Naht (4-0, Prolene, Ethicon) die
Muskelschicht adaptiert und die Haut mit derselben Technik (3-0, Prolene, Ethicon)
verschlossen. Um postoperative Schmerzen auszuschlieen, wurde den Tieren 0,2-0,3 ml

Bupivacain 0,25% subkutan injiziert.

Nach Erwachen aus der Athernarkose wurden die Tiere fur 6 Stunden wieder in lhre
Ké&fige mit freiem Wasser- und Futterzugang zuriickgesetzt
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5.2.4 Aufbereitung und Applikation des HO-1 Inhibitors SnMP

Zur Aufbereitung des zu applizierenden Metalloporphyrins wurden 10 pmol
(7,54 mg)/kg KG SnMP-IX (Frontier Scientific, Lancashire, England) in 200 pl Natrium
Bicarbonat (8,4%, B.Braun, Melsungen, Deutschland) gel6st und tGber 1 Minute mit dem
Vortex kraftig gemischt. Anschlieend wurden 800 pl NaCl (0,9%, B.Braun, Melsungen,
Deutschland) zugefiigt, um ein konstantes Injektionsvolumen von 1ml mit physiologischem
pH-Wert zu gewadhrleisten. Die LoOsungen wurden stets direkt vor Versuchsbeginn

lichtgeschutzt zubereitet, um anschlieend in die Vena renalis injiziert werden zu kdnnen.

5.3 Untersuchungsmethoden

5.3.1 Makrohamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde Uber den druckstabilen Katheter in der
A. carotis communis mit Hilfe eines Statham-Druckwandlers (Statham® DTX/Plus®,
Ohmeda, Erlangen Deutschland) registriert und mit einem Flachbrettschreiber kontinuierlich

aufgezeichnet.

Die Herzfrequenz (HF) wurde anhand der arteriellen Blutdruckamplituden der
fortlaufenden Registrierung bei einer Schreibergeschwindigkeit von 600 mm/min durch
Auszéhlen ermittelt. Zu fixen Zeitpunkten, die an die Untersuchung der Mikrozirkulation

gekoppelt waren, wurden Messwerte zu MAP und HF erhoben.
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5.3.2 Regionale Perfusion (Videofluoreszenzangiographie)

Die Videofluoreszenzangiographie (IC-View, Fa. Pulsion Medical Systems, Miinchen,
Deutschland) ist eine nicht invasive Methode zur Bestimmung der Gewebeperfusion. Hierzu
ist die Applikation des fluoreszierenden Farbstoffes Indocyaningriin (ICG) (ICG Pulsion,
Pulsion Medical Systems, Munchen, Deutschland) nétig. Das Absorptions- und
Fluoreszenzspektrum von ICG mit der Summenformel Cy3H47N2NaOgS, liegt im
nahinfraroten Bereich. Erst durch Aktivierung von nahinfraroten Wellen wird die ICG-

Fluoreszenz angeregt.

ICG besitzt die Fahigkeit, sich zu 98% an Plasmaproteine zu binden und zeigt
dadurch, im Vergleich zu Fluorescein, eine geringere Leckage und eine langere
Plasmaverweildauer. ICG wird nicht metabolisiert, sondern nur Uber die Leber in die

Gallenwege ausgeschieden und nicht von der Darmschleimhaut resorbiert.

Jedoch ist bekannt, dass ICG durch Einwirkung von UV-Licht in toxische Abfallstoffe
zerfallt. Dabei entstehen mehrere, noch unbekannte Stoffe. Eine aktuelle Studie zeigt aber,
dass ICG (ohne UV Einwirkung) grundsatzlich als solches nicht toxisch ist [HILLENKAMP et
al., 2007]. Zur Vorbereitung der Aufnahme wurde das ICG in einem lichtgeschiitzten Bereich

mit 0,9% NaCl Losung in einem Verhéltnis von 1:10 verdinnt.

5.3.2.1 Aufbau

Das IC-View-System (Pulsion Medical Systems, Minchen, Deutschland) beinhaltet
eine Infrarotquelle (NIR-Leuchte, Laser Klasse 3B, 0,16 W, Wellenlange 780 nm) und eine
Digitalvideokamera, die Infrarotlicht erkennen kann (Abbildung 12). Die durch das injizierte
ICG entstehende Fluoreszenz kann mit der Kamera in ein IC-View Notebook (Sony Vaio
Laptop, PCG-3192, Sony, Tokyo, Japan) mit einer eigens dafiir zur Verfligung stehenden
Software (IC-Calc, Pulsion Medical Systems, Minchen, Deutschland) transferiert und

anschlieRend ausgewertet werden.


http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
http://de.wikipedia.org/wiki/Plasmaprotein
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|C-View-Notebook
mit IC-Calc

ICG

IC-View-
Digital-
kamera mit
Laseraufsatz

Plasmaproteine

Blutgefal

Abbildung 12: IC-View System mit Digitalvideokamera, aufgesetzter NIR-Leuchte und IC-View Notebook.
Aufnahme des fluoreszierenden Signals nach i.v. Injektion des Indocyaningrins (ICG), das an Plasmaproteine
bindet, und Aktivierung der NIR-Leuchte.
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5.3.2.2 IC-View-Aufnahme

Nach der unter 5.2.1 beschriebenen allgemeinen Vorbereitung erfolgte in Anlehnung
an Behrendt et al. (2004) das Auslagern des Illeums in planer Ebene, um eine einheitliche
Videoaufnahme des Dinndarmabschnittes zu bekommen. Dies musste mit mdglichst
minimaler Manipulation geschehen, um die Perfusion nicht zu beeintrachtigen. Nach
Auslagerung des zu beurteilenden Dinndarmabschnittes (Abbildung 13) wurde der
Kameraaufbau mit Laseraufsatz in einem Abstand von 50 cm senkrecht zur Darmoberflache
ausgerichtet. Nach Abdunkeln des Raumes und Aktivieren des Lasers wurde den Tieren zu
Beginn der Videoaufzeichnung 0,1 ml/100g KG der 1:10 verdinnten ICG-L6sung Uber den
juguléren Zugang injiziert. Das durch den Laser aktivierte Fluroeszenzsignal des ICG wurde

durch einen Filter von einer Videokamera aufgezeichnet (Abbildung 14).

Abbildung 13: Abbildung 14:

Nativaufnahme des ausgelagerten Dinndarms IC-View-Aufnahme mit leuchtenden
Gefélarkaden und markierten regions of
interest (grin=Mesenterialwurzel als Referenz,
blau= mesenterial, rot=antimesenterial)
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5.3.2.3 IC-Calc-Auswertung

Die Analyse der Perfusionsaufnahmen erfolgte mittels 1C-Calc Software (Pulsion
Medical Systems, Deutschland). Zur Bearbeitung der Videoaufnahmen konnten diese beliebig
oft abgespielt und zu gewinschten Zeitpunkten Start und Ende des zu messenden Zeitraums
der Darmdurchblutung festgelegt werden. Es wurden zwei Referenzen und 2 verschiedene
,regions of interest bestimmt, die mit Hilfe der Laptop-Maus in Form von rechteckigen

Rahmen auf dem digitalen Bild eingezeichnet wurden.

Als Referenzareale wurden die Mesenterialwurzel und das mit konstanter
Fluoreszenzkonzentration beigelegte Standardplattchen festgelegt. Die Mesenterialwurzel
erschien nach verschieden Versuchen als sinnvollste Referenz, da diese das fur alle zu
messenden Darmabschnitte versorgende Gefal? enthielt und das Fluoreszenzsignal in den
verschiedenen Messungen konstant blieb. Um Veranderungen der Darmwanddurchblutung
quantitativ zu erfassen, wurden einheitlich grof3e, rechteckige Areale jeweils mesenteriumnah
als auch antimesenterial (ber den gesamten ausgelagerten Darmabschnitt gelegt. So erhielt

man pro Tier im Schnitt 12-20 Messwerte mesenteriumnah und antimesenterial.

Bei der Analyse erfolgte die graphische Darstellung der ,,mean pixel intensity* [au]
pro Zeiteinheit [sec] fur die Referenzregion an der Mesenterialwurzel, sowie an der
Darmwand (Abbildung15). Mit einem ICG-beschichteten Standardpléttchen wurde durch IC-
Calc die bei hoherer einfallender Lichtintensitit automatisch herabgesetzte Empfindlichkeit
der Videokameralinse aus den uber den entsprechenden Regionen ermittelten Veranderungen
der mean pixel intensity herausgerechnet. Im Nachhinein hatte sich aber gezeigt, dass dieser
Effekt bei den durchgefiihrten Messungen zu keinem wesentlichen systematischen Fehler der
erhobenen Messwerte gefuhrt hatte. Fir jeden der drei (Mesenterialwurzel, mesenteriumnaher
Darmabschnitt, benachbarter antimesenterialer Darmabschnitt) ermittelten Kurven der mean
pixel intensity/Zeiteinheit wurde die Anstiegsgeschwindigkeit berechnet. Unter der Annahme,
dass eine schlechte regionale Perfusion mit einer weniger starken Anstiegsgeschwindigkeit
der mean pixel intensity einhergehen wirde, wurde zur besseren Vergleichbarkeit der sog.
Perfusionsindex als Quotient der Anstiegsgeschwindigkeit Uber der Mesenterialwurzel
(gesetzt als 1.0=100%) und der Darmwandabschnitte berechnet. Bei der Berechnung des
Mittelwertes aus den Perfusionsindices pro Tier wurde die Unterscheidung zwischen

mesenteriumnah und antimesenterial nicht mehr bericksichtigt.
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Abbildung 15: IC-Calc Diagramm (y-Achse=mean pixel intensity [au], x-Achse=time [sec]), wobei die grine
Kurve (Steigung von 0,538=100%) den zeitlichen Verlauf der mean pixel intensity der Mesenterialwurzel als
Referenz zeigt. Die rote (Steigung von 0,315=58,6%) und die blaue (Steigung von 0,202=37,6%) Kurve zeigen
jeweils den Perfusionsindex der ausgewahlten ROIs der Darmwand.

Um die Homogenitat der Darmperfusion zu tberprifen, diente die aus den erhobenen
Daten berechnete Zahl der Mittelwertabweichung, welche als Mal3 fiir die Streuung innerhalb
einer Gruppe definiert ist. Die Mittelwertabweichung l&sst sich mit folgender Formel

bestimmen:

MA=1/n Z (x-xi)

(MA=Muittelwertabweichung, n=Anzahl der Messwerte, x=Einzelmesswert, xi=Mittelwert)
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5.3.3 Mikrozirkulation des Darms

Als direkte Untersuchungsmethoden der intestinalen Mikrozirkulation kamen die

Laser-Doppler-Flow-Messung und die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz.

5.3.3.1 Laser-Doppler-Flowmetrie

Der Laser-Doppler-Flowmeter Periflux der Firma Perimed mit eigener Software
(PSW® Version 2.5, Perimed AB, Jarfilla, Schweden) dient der nichtinvasiven
kontinuierlichen Aufzeichnung auf einer Periflux® 5010 Unit (Perimed AB, Jarfilla,
Schweden) von Mikrozirkulation mittels einer Lasersonde (Abbildung 16). Dem hier
angewandten Messprinzip liegt eine Frequenzanderung zu Grunde, die auftritt, wenn Licht
oder andere Strahlungstypen auf sich bewegende Objekte (Blutzellen) treffen. Dieser Effekt
wurde erstmals von dem Physiker Christian Doppler (1803-1853) beschrieben und nach ihm
benannt. Uber eine Lichtleiterfaser wird der monochromatische Laser zum Sondenkopf
gefiihrt, der direkt der mit physiologischer Kochsalzlésung benetzten Mucosa aufliegt. Das
Licht tritt dadurch in das Gewebe ein und wird mehrfach gestreut. Vor dem Sondenkopf
entsteht ein ausgeleuchtetes Messvolumen. Wird dieses von Blutkdrperchen durchquert, so
entsteht eine Frequenzverschiebung des eintreffenden Lichts, welche Uber einen gesonderten
Kanal aufgenommen und im PC digitalisiert wird. Das Signal entspricht hierbei einer
Funktion aus Zahl und Geschwindigkeit der Blutkérperchen, die das Messvolumen passieren,
und wird als arbitrare perfusion units (au) ausgedriickt. Hierbei bewirkt eine Geschwindigkeit

von 1mm/s eine Frequenzverschiebung von 4 kHz.

Die Sonde wurde in unserem Versuchsmodell zur Messung der intestinalen
Mikrozirkulation auf 10 beliebige Diinndarmabschnitte platziert und ein Messsignal jeweils
10 Sekunden aufgenommen. Die ermittelten LDF-Werte wurden aufgezeichnet und mit einer
speziellen Computersoftware (PeriSoft, Perimed, Jarfalla, Schweden) ausgewertet. Flr alle
Laser-Doppler-Flussmessungen wurde eine Zeitkonstante von 0,2 Sekunden und eine
Bandbreite von 12 kHz verwendet. Die Kalibrierung erfolgte nach der Empfehlung des
Herstellers. Als eine Messung wurde das mittlere Laser-Doppler-Signal ohne Artefakte

wéhrend einer Zeitspanne von 10 bis 30 Sekunden gewertet.
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Abbildung 16: Laser-Doppler-Flowmeter Periflux mit Perimed-Software

5.3.3.2 Intravitalmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Eigenschaft fluoreszenzfahiger
Stoffe, bei Anregung durch Licht definierter Wellenldnge (A) Lichtquanten zu emittieren. Da
jedoch nicht der gesamte Anteil der einstrahlenden Lichtenergie als Licht zurtickgestrahlt
wird, sondern zum Teil in anderer Energieform (z. B. Warmeenergie) abgegeben wird,
werden im Vergleich zu den einfallenden Lichtquanten energiedrmere Lichtquanten emittiert.

Entsprechend der physikalischen Formel

A=(h*c)/E

(A: Wellenlinge; h: Planck’sches Wirkungsquantum, c: Lichtgeschwindigkeit; E: Energie)

ist das emittierte Licht langwelliger als das anregende Licht. Das Spektrum der
emittierten Wellenldngen ist hierbei unabhangig von der Anregungswellenldnge, sondern
lediglich von den Fluoreszenz-Eigenschaften des angeregten Molekils. Mit Hilfe

verschiedener Filter und einer definierten Anordnung dieser kann aus dem emittierten
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Wellenlangenspektrum nur das herausgefiltert werden, das fiur den verwendeten

Fluoreszenzfarbstoff spezifisch ist.

Bei den im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Versuchen erfolgte die
Intravitalmikroskopie des Intestinums 3 Tage nach Gallengangsligatur bzw. 6 Stunden nach
90% Leberresektion. Hierzu diente ein modifiziertes Zeiss-Axiotech-Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) mit einer 100 Watt HBO-Quecksilberdampf-Lampe als
Lichtquelle (HBO 100 W OFR, Fa. Osram, Augsburg, Deutschland), die an ein Filter-System
zur Auflichtbeleuchtung angeschlossen war. Der Filterblock entsprechend des gewéhlten
Farbstoffes Fluoreszein-Isothiocyanat (Filterblock Nr.15, Erregungswellenléange: 450-490 nm,
Emissionswellenldnge: >515 nm) konnte in den Strahlengang eingebracht werden. Die
mikroskopischen Bilder wurden von einer hochempfindlichen CCD (charge coupled device)
Videokamera (FK 6990; Lichtempfindlichkeit 10 lux; Prospective Measurements, San
Diego, California, USA) aufgenommen und Uber einen Bildschirm (33 cm
Bildschirmdiagonale; PVM-1444 QM, Sony, Miinchen) an einen S-VHS-Videorecorder mit
einer Aufzeichnungsrate von 50 Bildern pro Sekunde (AG-7350, Panasonic, Ratingen,
Deutschland) weitergeleitet. Waéhrend des Studienzeitraumes wurde der S-VHS-
Videorecorder durch einen DVD-Recorder (Panasonic, Hamburg, Deutschland) ersetzt. Ein
zwischen Videokamera und Bildschirm geschalteter Video-Zeitgenerator (VTG 33, FOR-A
Company Ltd., Tokyo, Japan) diente zur gleichzeitigen Einblendung und Aufnahme der Zeit

in Minuten, Sekunden und Hundertstel-Sekunden.

Fur Ubersichtsaufnahmen wurde ein 10xObjektiv (numerische Apertur [n. a.]: 0.30,
Zeiss) mit langem Arbeitsabstand, fiir die quantitativen Analysen der intestinalen
Mikrozirkulation ein 20xWasser-Immersionsobjektiv (n. a.: 0.50, Zeiss) eingesetzt. Mit den
verwendeten Objektiven konnten eine 360fache bzw. 720fache Gesamtvergrofierung auf dem

Bildschirm der Aufnahmeeinheit erzielt werden.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzes zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Das
Versuchstier liegt auf dem Operationstisch, in den eine Heizplatte integriert ist. Hierbei wird der Darm auf
einem Metallstativ ausgelagert und mit einem Deckglas (24x32 mm) versehen. Das verstellbare Stativ erlaubt
die plane Oberflache des Diinndarms nahezu frei von Atemexkursionen parallel zur Fokusebene des Mikroskops
zu positionieren. (VIR = S-VHS-Videorecorder/DVD-Recorder)

Zu Beginn der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurde Fluoreszein-lIsothiocyanat-
markiertes Dextran (FITC-Dextran 0,5%, MG 150.000, Exzitationsmaximum 490 nm, 0,1
ml/100g Koérpergewicht i. v., Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland) verabreicht.
FITC-Dextran fihrt zu einer Kontrastierung des Blutplasmas und erlaubt dadurch die
Erfassung der Perfusion, der Flussgeschwindigkeit und des GefalRdurchmessers.
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5.3.3.21 In-Vivo-Aufnahme

Nach erfolgter medianer Relaparotomie wurde mit der Darstellung des caecumnahen
Ileumabschnittes begonnen. Der zu beurteilende Abschnitt wurde unter gréfter Vorsicht und
der Zuhilfenahme zweier befeuchteter Wattestabchen auf ein eigens konstruiertes Metallstativ
gehoben, sodass der Dinndarm nicht verletzt wurde und die bereits bertihrten Stellen nicht im
Gesichtsfeld lagen. Um eine Auskiihlung und —trocknung des restlichen ausgelagerten Darms
zu verhindern, erfolgte eine kontinuierliche Befeuchtung mit auf Kérpertemperatur erwarmter
Kochsalzlésung. Zudem befand sich das Tier fiir die gesamte Dauer des Versuches auf einer
38 Grad Celsius temperierten Wérmeplatte. Der gesamte Aufbau wurde auf das ZEISS
Fluoreszenzauflichtmikroskop mit Wasserimmersionsoptik verbracht.

Um die mikrovaskulare FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten sichtbar und messbar
zu machen, wurde zu Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchungen (ber die
kanulierte Vena jugularis dextra 0,1-0,2 ml FITC-Dextran (Molekulargewicht 150.000)
appliziert. Mikroskopiert wurde nun die Tunica muscularis der 3 Dilnndarmabschnitte
Duodenum, Jejunum und lleum zu je 5 Gesichtsfeldern und anschlieRend die Villi der Tunica
mucosa im Illeum. Fur die Dauer von 20 Sekunden wurde jedes Gesichtsfeld auf
Videokassette aufgenommen. Nach der Aufnahme von 5 randomisiert ausgewdhlten
Gesichtsfeldern der Tunica muscularis des distalen lleums erfolgte die Aufnahme derselben
Schicht von Jejunum und Duodenum. Schlielich wurde eine weiter kranial gelegene Stelle
des lleums langs inzidiert und eréffnet, sodass nun moglichst wenig durch die bisherigen
Untersuchungen beeintrachtigte Villi der Tunica mucosa ausgelagert und aufgenommen

werden konnten.
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k
Abbildung 18: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Tunica muscularis mit kontrastierten GefaRen.
Vergroflerung x465.

53322 Offline-Analyse der mikrozirkulatorischen Parameter

Zur Offline-Auswertung der auf VHS bzw. spater auf DVD aufgenommenen
Darmabschnitte kam das computerunterstiitzte Programm Caplmage (Cap-lmage, Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) und ein DVD-Player (Panasonic, Hamburg, Deutschland) zum
Einsatz. Analysiert wurden die Anzahl perfundierter und nicht-perfundierter Gefél3e, der

Durchmesser der GefaRe und die FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten.

5.3.3.2.2.1  Perfundierte und nicht-perfundierte Gefale

Um erkennen zu kdnnen, welche Gefél3e perfundiert sind und welche nicht, musste die
Analyse am laufenden Film erfolgen. Gezéhlt wurden dann die perfundierten Gefdlle eines
Gesichtsfeldes, welche an einem stetigen Fluss zu erkennen waren und die nicht-
perfundierten, die durch stagnierende dunkel gefarbte Erythrozyten ebenfalls deutlich sichtbar
waren. Die gezahlten nicht-perfundierten Gefdlle wurden dann in Prozent zur Gesamtzahl

aller gezéhlten Gefale ausgedriickt.
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5.3.3.2.2.2 Durchmesser

Der Gefaldurchmesser ist definiert als der Abstand zwischen den zwei
gefalbegrenzenden Endothelwdnden. Zu messen galt es das Gefdl, dessen
Blutflussgeschwindigkeit bestimmt wurde, um einen eventuellen Zusammenhang erkennen zu
kénnen. Dies erfolgte mittels mehrfacher Einzeichnung einer Messlinie im Innendurchmesser
des GefaRes am eingefrorenen Bild. An drei verschiedenen Stellen fand diese Art der

Messung statt. Als Ergebnis wurde der Mittelwert aus den drei Zahlen in um bestimmt.

5.3.3.2.2.3  FlieRgeschwindigkeit

Zur Bestimmung der erythrozytaren FlieRgeschwindigkeit wendeten wir die Line Shift
Methode an. Hierzu wurde jeweils eine etwa 10 Sekunden lange Bildsequenz ausgewahlt. Mit
der Laptop-Maus wurden eine oder mehrere gerade oder beliebig gekrimmte Messlinien
entlang des BlutgefaRes gezogen. Wahrend der Messung werden die Grauwertdaten entlang
der Messlinie gelesen und im Bildspeicher als vertikale Linien nebeneinander aufgezeichnet.
Dabei ist die Messung umso genauer, je langer die Messlinie ist [HARRIS et al. 2000]. Bewegt
sich wahrend der Messsequenz eine helle Plasmaliicke entlang der Messlinie, so wird die
Fortbewegung im Diagramm als helle, schrag verlaufende Linie sichtbar. Erythrozyten
hingegen werden als dunkle Linien abgebildet. Dies wird als Line Shift Diagramm

bezeichnet.

Abbildung 19: Darstellung eines Line Shift Diagramms zur Messung der Fliegeschwindigkeit
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Durch Anklicken dieser schragen Linien wird automatisch deren Steigung ermittelt
(die Y- Achse reprasentiert die Distanz entlang der Linie und die X- Achse entspricht der
Zeit) und daraus die Geschwindigkeit in mm/s berechnet. Von diesen Linien wurden 7
ausgewdhlt. Aus den 7 sich ergebenden Zahlen wurde der Mittelwert der
FlieRgeschwindigkeit des Blutes in mm/s berechnet. Auf diese Weise wurde in 4
Dinndarmabschnitten zu je 5 Gesichtsfeldern ein  Gefal untersucht. Die
Maximalgeschwindigkeit, welche mit Cap Image gemessen werden kann, liegt bei etwa 1,5
mm/sec. Wird diese Uberschritten, so kommt es aufgrund der begrenzten Frame-Rate des S-
VHS Videorecorders zu Messungenauigkeiten [HARRIS et al. 2000, LINDERT et al. 2002,
MATHURA et al. 2000].

5.3.4 Probenentnahme

Nach den Untersuchungen wurde den Versuchstieren das Ileum zu histologischen
Analysen entnommen und eine Uberdosis Pentobarbital verabreicht. Das entnommene
Gewebe wurde in 4%-igem Phosphat-gepuffertem Formalin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
fur etwa 3-4 Tage fixiert und anschlieBend zur histologischen und immunhistochemischen
Untersuchung in Paraffinwachs eingebettet.

5.3.5 Histologische Analysen

Der Dunndarm besteht aus 5 Wandschichten (siehe Abbildung 20). Die Schleimhaut
des Darms, also die Tunica mucosa beinhaltet den Randsaum aus einschichtigem
Saulenepithel, die Lamina propria mucosae aus retikuldrem Bindegewebe und die Lamina
muscularis mucosae mit glatten Muskelzellen. Die Epithelzellen werden aus protektiven
Grunden von einer Schleimschicht tiberzogen, der sog. Glykokalix. Darunter folgt die Tela
submucosa und die fur die Transportleistung zustandige Tunica muscularis mit dem Stratum
circulare und Stratum longitudinale. Die untersten beiden Schichten bilden die Tela subserosa

und die Tunica serosa [V0ss HERRLINGER, 1988].



Material und Methoden 50

Villus intestinalis |

A A\l

( Epithelium  #,%

{ Lamina propria mucosae ~_f8

N:

Tunica mucosa | Vas lymphaticum centrale

|
L Glandulae intestinales ~ __

Lamina muscularis mucosae \

Tela submucosg ——————=—— ————— —— — — _

Stratum circulare —— ——— — < Z7F ¥

Stratum ~ _

Tunica muscularis
longitudinale

Tela subserosa

Tunicaserosa ——————=——— - Z55

Abbildung 20: Intestinum tenue, Wandschichten stufenweise abgetragen [SOBOTTA Atlas 21. Auflage]

Die in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeproben wurden mit einem Mikrotom in
Schnitte mit 4 pm Dicke in Diinnschnitt-Préparationstechnik geschnitten und auf
Objekttragern fixiert. Die fixierten Schnitte wurden entparaffiniert und mit Hamatoxylin-
Eosin gefarbt. AnschlieBend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entwassert und eingedeckt.

5.3.5.1 Villusschaden

Die Auswertung der HE gefarbten Darmhistologien erfolgte an einem Olympus BX60
Lichtmikroskop mit einer angeschlossenen Digital-Kamera (Zeiss AxioCam HRc). Es wurden
pro Gewebeschnitt jeweils 10 Gesichtsfelder (high power fields HPF, x40 Objektiv) bei
400facher VergroRerung analysiert. Betrachtet wurde die Intaktheit der ilealen Villi und

Beschadigungen der Villi nach dem Schema von Chiu et al. semiquantitativ ausgewertet.
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Grad Beschreibung

0 Normale Villi

1 Subepithelialer Raum an der Spitze des Villus

2 Ausbreitung des subepithelialen Raumes an der Spitze des Villus mit
maRiger Abhebung der Mucosa von der Lamina propria

3 Ausgedehnte Abhebung von der Lamina propria entlang der Villi,
Ulzerationen der Tips

4 Denudierte Villi

5 Vollige Aufldsung der Lamina propria

Tabelle 1: Schema zur Bestimmung des ilealen Schadens [CHIuU et al. 1970]

5.3.5.2 Muscularisdicke

Die Tunica muscularis wurde an 10 Stellen des jeweiligen Praparates mit dem 40er-
Objektiv am PC-Bildschirm in einer Gesamtvergréfierung von 720 in ihrer Hohe gemessen
und die Werte notiert. SchlieRlich wurde der Mittelwert hieraus fir die Statistik verwertet.

Abbildung 21: Stérke der Tunica muscularis mit Stratum circulare und Stratum longitudinale des lleums in
400facher VergroRRerung, markiert durch den Pfeil.
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5.3.6 Immunhistochemische Analysen

Die in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeschnitte wurden im Xylolbad
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (100-70% Ethanol) bewassert.
AnschlieBend wurde eine immunhistochemische Farbung gegen H&m-Oxygenase-1
durchgefuhrt. Dabei wurde als Primérantikbrper ein rabbit-anti-rat-HO-1-Antikorper
(Stressgen Biotechnol Corp, Hamburg, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:100
verwendet. Als Sekundarantikorper diente ein goat-anti-rabbit-Antikorper (Amersham,
Freiburg, Deutschland; 1:100). AnschlieRend wurden die Schnitte mit aktiviertem
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid inkubiert. Nach Gegenfarbung mit Hamalaun nach
Meyer wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-100% Ethanol)

entwassert, mit Xylol entparaffiniert und eingedeckt.

Abbildung 22: Hamoxygenase-1-Farbung mit HO-1 positivem Stroma (siehe Pfeil) und HO-1 negativen
Randsaumzellen (Grad 2). VergréRerung x40

In den verschiedenen Versuchsgruppen sollte das Ausmall der Ham-Oxygenase-1
Expression bestimmt werden. Hierbei unterschieden sich HO-1 positive Zellen von HO-1
negativen Zellen durch eine deutliche Braunférbung. Aufgrund der relativ hohen Zahl an
HO-1 positiven Zellen kam hier eine semiquantitative Ermittlungsmethode zur Anwendung.
Festgelegt wurden 5 Grade des Anteils HO-1 positiver Zellen. Zur naheren Erldauterung
konnte festgelegt werden, dass keine oder vereinzelt vorkommende braun geféarbte Zellen
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Grad 0 entsprachen. Muscularisnahes, flachenhaft HO-1 positiv erscheinendes Stroma wurde
Grad 1 zugeteilt. Ein durchwegs HO-1 positives Stroma mit HO-1 negativem Randsaum
entsprach Grad 2 (siehe Abbildung 22), mit zusétzlich eher vereinzelten braun geféarbten
Randsaumzellen Grad 3. HO-1 positives Stroma mit Uberwiegend HO-1 positivem Randsaum

war Grad 4 zuzuordnen.

5.4 Experimentelles Protokoll

5.4.1 Gallengangsligatur

Untersucht wurden 24 Tiere, aufgeteilt in 4 Gruppen mit einer jeweiligen
Gruppenstérke von 6 Tieren. Die Hélfte der Versuchstiere bekam eine Gallengangsligatur.
Zur Kontrolle wurden die anderen 12 Tiere Sham-operiert. Um die Auswirkung der
H&moxygenase-1-Blockade zu untersuchen, bekamen wiederum die Halfte der
gallengangsligierten Tiere und die Halfte der Sham-operierten Tiere den HO-1-Blocker

SnMP-IX in die Vena renalis injiziert.

Sham NaCl
12 Tiere - ie 6 .
Operation e e IC-View
SnMP e laser-
Doppler-
Flowmetrie
NaCl e Intravital-
12Tiere | Gallengangs- 06 mikroskopie
ligatur e Histologie
SnMP
Tag 0 >  Tag3

Abbildung 23: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Versuchsreihe ,, Gallengangsligatur .
Insgesamt wurden hierzu 24 Tiere untersucht.
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Nach 3 Tagen in Quarantane mit freiem Futterzugang und Wasser ad libitum wurden
die Tiere dem Untersuchungszyklus mit Intravitalmikroskopie, Periflux und IC-View zur
Bestimmung der intestinalen Perfusion unterzogen. Hierbei wurde sowohl kontinuierlich
Herzfrequenz, Blutdruck und Korpertemperatur erfasst, als auch das Korpergewicht am Tag 0
und Tag 3. Abschlielend wurde zur histologischen und immunhistochemischen Untersuchung

Gewebe asserviert.

5.4.2 90% Leberteilresektion

Die Einteilung der Gruppen erfolgte analog der Gallengangsligaturstudie. Untersucht
wurden 20 Tiere, aufgeteilt in 4 Gruppen mit einer jeweiligen Gruppenstérke von 5 Tieren.
Die Halfte der Versuchstiere bekam eine 90%ige Leberresektion. Zur Kontrolle wurden die
anderen 10 Tiere Sham-operiert. Um die Auswirkung der Hamoxygenase-1 Blockade zu
untersuchen, bekamen wiederum die Hélfte der leberteilresezierten Tiere und die Halfte der

Sham-operierten Tiere den HO-1-Blocker SnMP-1X in die VVena renalis injiziert.

Sham NaCl
10 Tiere Operation je5 e IC-View
SnMP e |aser-
Doppler-
Flowmetrie
NaCl o In_travital- _
10 Tiere Leber- e5 mikroskopie
resektion e Histologie
SnMP
Tag 0 Nach 6 h

Abbildung 24: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Versuchsreihe ,,90% Leberresektion*.
Insgesamt wurden hierzu 20 Tiere untersucht.

Da die Tiere bereits 6 Stunden nach Operation untersucht wurden, war es nicht notig
sie fur diese Zeit in den Quarantanebereich zu verbringen. Entsprechend den
gallengangsligierten Gruppen wurde auch hier die intestinale Perfusion mittels

Intravitalmikroskopie, Periflux und IC-View untersucht. Ebenso wurden Herzfrequenz,



Material und Methoden 55

Blutdruck, Korpertemperatur und -gewicht festgehalten und abschlieiend Gewebeproben des

Ileums entnommen.

5.5 Statistik

Bei der Auswertung des Videomaterials, der histologischen  und
immunhistochemischen Schnitte und der Laser-Doppler-Untersuchungen wurden die wéhrend
der priméren Datenerfassung erhobenen Daten zuné&chst tabellarisch auf Papier festgehalten.
Erst nach abgeschlossener Datenerhebung kam es zur elektronischen Datenverarbeitung durch
Eingabe in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel). Die so erhobenen
Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software SigmaPlot (Jandel Corp., San Rafael, CA,
USA) in Saulendiagrammen als absolute oder prozentuale Mittelwerte mit Standardfehler des
Mittelwertes (MW + SEM) dargestellt.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte nach Prifung der Daten auf
Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen unter Verwendung der SigmaStat® Statistical
Software, Version 2.03 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Es erfolgte ein one-way
ANOVA gefolgt von einem Holm-Sidak-Test als post-hoc Test. Ab einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 wurden Unterschiede in den Ergebnissen als
signifikant angenommen. Beim Auftreten signifikanter Unterschiede wurde keine weitere

Unterscheidung hinsichtlich bestimmter Signifikanzniveaus getroffen.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Auswirkungen der HO-1 Blockade und Gallengangsligatur

auf die intestinale Perfusion und Integritat
6.1.1 Uberleben und Gewichtsverlauf

Alle Tiere haben den gesamten Beobachtungszeitraum von 3 Tagen nach Sham-
Operation bzw. Gallengangsligatur (BDL) mit oder ohne HO-1 Blockade tberlebt. Wahrend
die sham-operierten Tiere im Verlauf der 3 Tage ihr Ausgangsgewicht konstant beibehielten,
fiihrte die BDL-Operation zu einem drastischen Gewichtsverlust von 11,4% bezogen auf das
Ausgangsgewicht (Abbildung 25). Dieser Gewichtsverlust konnte durch die zusétzliche Gabe
von SnMP bei BDL signifikant auf etwa die Hélfte reduziert werden.
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Abbildung 25: Postoperativer Gewichtsverlust nach einem Beobachtungszeitraum von 3 Tagen im
Vergleich zum Ausgangsgewicht. MW = SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p < 0,05 vs BDL+NaCl
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6.1.2 Einfluss von Gallengangsligatur und HO-1 Blockade auf die regionale

Darmperfusion

Im Vergleich zur Kontrolle nach Sham-Operation (Abbildung 26, A), war die
Perfusion der Darmwand nach HO-1 Blockade signifikant reduziert (Abbildung 26, B). Nach
BDL waren zwar auch die ermittelten Werte fir die Perfusion vermindert, jedoch war dieses
Ergebnis nach Testung nicht signifikant. Auffallend war, dass sich die ermittelten
Perfusionsstérungen nicht homogen tber den gesamten ausgelagerten Darmabschnitt erstreckt
haben, sondern fleckférmig neben Arealen mit anscheinend normaler Perfusion bzw.

Hyperperfusion lagen.

Abbildung 26, A-D: Videofluoreszenzangiographie ausgelagerter Dunndarmabschnitte. Wahrend sich
drei Tage nach Sham-Operation (A) eine regelhafte Perfusion mit typischer Darstellung der
Gefélarchitektur zeigt, ist die Darmwand nach HO-1 Blockade und Sham-Operation (B) und in
geringerem Male auch 3 Tage nach BDL (C) weniger homogen kontrastiert. Stattdessen finden sich
fleckformige, minderperfundierte Areale, eine weniger scharfe GefafRzeichnung aufgrund -eines
Darmwandddems, sowie eine vermehrte Tortuositdt der GefaRe. Die am meisten pathologischen
Verénderungen waren in der Gruppe mit BDL und HO-1 Blockade (D) zu finden.
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Abbildung 26, E: Perfusionsindex (Anstieg der Mean pixel intensity der Darmwandabschnitte im
Vergleich zur Referenz [100%] an der Mesenterialwurzel) drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL.
MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p < 0,05 vs BDL+NaCl.

Da dieses Phanomen der fleckformigen Alterationen der Perfusion mdglicherweise
dem Ublichen Auswertemodus mit Berechnung des Perfusionsindices entgangen sein kdnnte,
wurde zusétzlich noch die Mittelwertabweichung der ermittelten Perfusionsindices aller

ausgemessenen Darmwandabschnitte, wie unter Kapitel 5.3.2.3 ausgefuhrt, berechnet.
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Abbildung 26, F: Mittelwertabweichung der berechneten Perfusionsindices drei Tage nach Sham-Op
bzw. BDL. MW + SEM.
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Wie Abbildung 26 F zeigt, fand sich bereits in der Kontrollgruppe mit Sham-
Operation und Messung der regionalen Darmperfusion drei Tage nach Laparotomie eine
Mittelwertabweichung des Perfusionsindex von gut 20. Sowohl nach BDL, als auch nach HO-
1 Blockade, sowie BDL und HO-1 Blockade zusammen war die Mittelwertabweichung héher,
wenngleich sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen
errechnen liel3en.

6.1.3 Auswirkungen der Gallengangsligatur und HO-1 Blockade auf die
Mikrozirkulation des Darmes

6.1.3.1 Laser-Doppler-Flowmetrie

Die Ergebnisse der Laser-Doppler-Flowmetrie der Darmwand sind in Abbildung 27
zusammengefasst. Im Mittel wurden rund 400 perfusion units fur die Mikrozirkulation des

Darmes ohne Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen ermittelt.
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Abbildung 27: Intestinaler Fluss, gemessen mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) und angegeben in
[Perfusion units] drei Tage nach Sham-Op bzw. Gallengangsligatur. MW = SEM.
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6.1.3.2 Intravitalmikroskopie

6.1.3.2.1 Anteil nicht-perfundierter Tunica muscularis GefalRe nach Gallengangsligatur
und HO-1 Blockade

Durch Auszahlung der Geféle in der Tunica muscularis reprasentativer Abschnitte des
Diunndarmes wurde der Anteil der in der Intravitalmikroskopie nicht-perfundierten Gefalie
ermittelt (Abbildung 28). Es zeigte bereits in der Sham-Gruppe mit 1,14+0,64% ein
nachweisbarer, aber insgesamt geringer Perfusionsausfall. Nach HO-1 Blockade waren
3,66+0,68% der Gefalie nicht perfundiert, nach BDL 4,39+0,51%. Bei der Kombination von
BDL+SnMP nahm der Anteil nicht-perfundierter GefaRe auf 5,65+0,81% und damit

signifikant gegenuber der Shamgruppe, aber auch gegeniiber der Sham+SnMP Gruppe, zu.
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Abbildung 28: Anteil nicht-perfundierter Tunica muscularis GeféRe des Diinndarmes (in Prozent aller
sichtbaren GefaRe) drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL. MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p <
0,05 vs SnMP+Sham.
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6.1.3.2.2 Tunica muscularis GefaBdurchmesser nach Gallengangsligatur und HO-1
Blockade

In Abbildung 29 sind die Durchmesser der Tunica muscularis GeféaRe der Darmwand
entsprechend der Auswertung der IVM-Aufnahmen dargestellt. Der mittlere Durchmesser war
nach Sham-Op 4,1+0,4 um. Davon abweichend, war der Durchmesser in der Gruppe nach
Sham-Op und HO-1 Blockade um etwa 1 um grof3er und im Mittel 5,1+0,1 um. Aufgrund der
hoheren Standardabweichung in der Sham-Op Gruppe war dieser Unterschied jedoch
statistisch nicht signifikant. In den BDL Gruppen mit oder ohne HO-1 Blockade lieR3 sich

gegeniber der Sham-Op Gruppe keine Verédnderung des Gefalldurchmessers nachweisen.

GefalRdurchmesser [um]

NaCl SnMP NaCl SnMP

Sham BDL

Abbildung 29: Durchmesser der Tunica muscularis Gefél3e drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL, mit und
ohne SnMP-1X-Gabe. MW + SEM.
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6.1.3.2.3 FlieRgeschwindigkeit in den Tunica muscularis GefalRen nach

Gallengangsligatur und HO-1 Blockade

Die Ergebnisse der Messungen der FlieBgeschwindigkeit in den Tunica muscularis
GeféRen des Darmes sind in Abbildung 30 dargestellt. Die FlieRgeschwindigkeiten lagen
hierbei zwischen 1,16 und 1,41 mm/s und zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 30: FlieRgeschwindigkeit in den Tunica muscularis Gefalen drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL.
MW £ SEM.

Zusatzlich wurden hier die FlieRgeschwindigkeit und Durchmesser der Mikrogefalie in
den Villi untersucht. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.
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6.1.4 Auswirkungen der Gallengangsligatur und HO-1 Blockade auf die

Schéadigung der Darmwand

6.1.4.1 Villusschaden

Qualitativ zeigten sich in der Gruppe der Sham-operierten Tiere iberwiegend intakte
Villi mit intaktem Randsaum (Epithel) und darauf sichtbarer Glykokalix (Abbildung 31, A).
Bei beginnendem Schaden entwickelte sich an der Spitze des Villus ein subepithelialer Raum,
der sich bei zunehmender Schadigung nach basal ausbreitete (siehe Pfeile in Abbildung 31, B
und D) und schlieBlich zu einer 6dematésen Abhebung der Mucosa von der Lamina propria
fuhrte. Massive Zerstorungen der Villi waren an abgehobenen oder ulcerierten Tips mit

verletztem Epithel und der volligen Auflésung der Lamina propria zu erkennen.

Zur semiquantitativen Auswertung der beschriebenen Verdnderungen der Villi
intestinales wurde der Schédigungsgrad entsprechend der Klassifikation nach Chiu et al.
[CHIU et al. 1970] (siehe unter Kap. 5.3.5.1) bestimmt. Nach Sham-Operation zeigte sich nur
ein minimaler Schaden (0,53+£0,04 [Abbildung 31 A, E]). Sowohl HO-1 Blockade als auch
BDL alleine fiihrten zu einem vergleichbaren und gegeniiber der Sham-Gruppe signifikant
groReren Villusschaden (Sham+SnMP: 1,78+0,14 [Abbildung 31 B, E]; BDL+NaCl:
2,10+1,14 [Abbildung 31 C, E]). Die Kombination von HO-1 Blockade und BDL war mit
einer stark ausgepréagten Schadigung (3,39+0,25) der Villi intestinales verbunden (Abbildung
31D, E).
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Abbildung 31, A-E: Représentative Darstellung (A-D): Nach Sham-Op (A) uberwiegend intakte Villi.
VergroBerung x400. Nach SnMP-Gabe (B) und alleiniger BDL (C) deutliche Abhebung der Lamina
propria (Pfeil), die sich nach BDL+SnMP (D) aufzuldsen beginnt (Pfeil). Vergroferung x200.
Semiquantitative Auswertung (E) des histologischen Villusschadens drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL.
MW £ SEM. *p < 0,05 vs Sham+NacCl; #p < 0,05 vs NaCI+BDL
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6.1.4.2 Muskularisdicke

Zur Qantifizierung des Muskularisschadens wurde die Schichtdicke bestimmt, die mit
zunehmender Schadigung aufgrund der damit verbundenen Odembildung zunahm (Abbildung
32, A und B).

Sham BDL+SnMP

140 A C
120 A

100 + T

o]
o
L

Muskularisdicke [um]
5 3

N
o
L

0 -
NaCl SnMP NaCl SnMP

Sham BDL

Abbildung 32, A-C: Reprasentative Darstellung der Tunica muscularis (HE-Farbung) 3 Tage nach
Sham-OP (A) und 3 Tage nach BDL+SnMP (B) mit édematdser Muskularisschicht. VergréRerung x400.
Quantitative Auswertung der Schichtdicke der Tunica muscularis drei Tage nach Sham-Op bzw. BDL (C)
MW £ SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl, Sham+SnMP, BDL+NaCl.
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Gegeniber allen anderen Versuchsgruppen war in der Gruppe mit BDL und HO-1
Blockade die Schichtdicke der Tunica muscularis im Mittel 93,08+6,77 um, und damit im
Vergleich zur Sham-OP Gruppe um etwa 30% hoher (Abbildung 32). HO-1 Blockade oder

Gallengangsligatur alleine flhrten zu keiner Zunahme der Schichtdicke.

6.1.5 Auswirkungen der Gallengangsligatur und HO-1 Blockade auf die

intestinale HO-1 Expression

Nach Shamoperation war in zahlreichen Villi keine HO-1 Expression zu erkennen. Die
in Bild A sichtbare sehr blasse braune Farbe des Stromas wurde im Sinne einer
Hintergrundsfarbung nicht positiv gewertet. Nur einzelne Zellen der lamina propria lieRen
eine HO-1 positive Farbung erkennen. Bei zunehmender Invasivitat des Eingriffs nahm der
Grad der HO-1 Expression zu. So waren nach BDL (Gallengangsligatur) immer mehr Zellen
der lamina propria HO-1 positiv, zu erkennen an den kréaftig braun eingefarbten Zellen (siehe
Pfeil in Abbildung 33, Bild B).

SchlieRlich waren auch einzelne Saulenepithelzellen des Randsaumes betroffen. Diese
zeigten bevorzugt an der Spitze des Villus eine positive HO-1 Farbung (siehe * in Abbildung
33, Bild B). Die maximale Auspragung der HO-1 Expression war in einzelnen Villi der
Gruppe mit BDL+SnMP zu finden. Hier waren sowohl in der gesamten lamina propria als

auch im tberwiegenden Anteil des Epithels braungeférbte Zellen zu sehen.
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Abbildung 33, A-C: Reprasentative Bilder der HO-1 Expression drei Tage nach Sham-Op (A) mit
minimaler HO-1 Expression, bzw. BDL+SnMP (B) mit HO-1 Uberexpression (Pfeil) und positivem
Randsaum (Stern). VergroRerung x400. Semiquantitative Auswertung der HO-1 Expression (C). MW +
SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl

Die semiquantitative Analyse des Grades der HO-1 Expression ergab den geringsten
HO-1 positiven Anteil in der Sham-operierten Gruppe mit 1,46. In der Gruppe BDL+SnMP
lielR sich mit 3,2 der hochste Grad an HO-1 positiven Zellen ermitteln, was einer HO-1-
Uberexpression gleichkommt. Die beiden anderen Gruppen, namlich BDL mit 2,3 und SnMP

mit 2,1 zeigten eine vergleichbar maRige Uberexpression von HO-1.
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6.2 Auswirkungen der HO-1 Blockade und 90% Leberresektion

auf die intestinale Perfusion und Integritat

6.2.1 Auswirkungen der HO-1 Blockade und 90% Leberresektion auf
Kreislauf, Lebermikrozirkulation, strukturelle Schaden der

Leberarchitektur und Uberleben

Der massive Eingriff der 90% Leberresektion stellte eine erhebliche Beeintréchtigung
der Versuchstiere dar. Nach einem Beobachtungszeitraum von 6 Stunden war der MAP
zwischen den Versuchsgruppen signifikant unterschiedlich (Abbildung 34). Wéhrend Tiere
mit Shamoperation und alleiniger SnMP-Gabe oder NaCl-Gabe normale MAP-Werte
aufwiesen (Sham-OP+NaCl: 120,4+4,1 mmHg, Sham-OP+SnMP: 116,8+6,6 mmHg), war der
MAP sechs Stunden nach 90% Leberresektion deutlich auf 89,4+8,1 mmHg erniedrigt, und
bei zusétzlicher HO-1 Blocker Gabe sogar nur 71,6£2,5 mmHog.
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Abbildung 34: Mittlerer arterieller Druck sechs Stunden nach Sham-Op bzw. LRES. MW £ SEM.
*p < 0,05 vs Sham+NaCl

Trotz des geringeren systemischen Blutdrucks zeigte der relative hepatische Flux eine
etwa 4-fache Zunahme durch die 90% Leberresektion (Abbildung 35). Durch HO-1 Blockade
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war die Zunahme des hepatischen Flux geringer ausgepragt. Allerdings liel3 sich zur Gruppe
LRES+NaCl kein signifikanter Unterschied berechnen.
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Abbildung 35: Hepatischer Flux, gemessen mittels Laser-Doppler-Flowmetrie 6 Stunden nach Sham-
Operation (Sham) bzw. nach 90% Leberresektion (LRES). MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl

Strukturell wiesen Restlebern, die 6 Stunden nach 90% Leberresektion entnommen
wurden, eine erhebliche Dilatation der Sinusoide, Schwellung der Hepatozyten und eine

schollige Inhomogenitat des Zytoplasmas der Hepatozyten auf (Abbildung 36).

Abbildung 36: HE Schnitte einer Sham-Op-Leber (A) und der entnommenen Leber sechs Stunden nach
90% Leberresektion (B). Nach Leberresektion finden sich deutlich aufgeweitete Sinusoide (Pfeil),
geschwollene Hepatozyten mit geschwollenen, kondensierten Kernen und scholligem Zytoplasma.
VergroRerung x400.
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Die 90% Leberresektion war bereits bei dem Untersuchungszeitraum von nur 6
Stunden mit einer erheblichen Mortalitat verbunden. Die Mortalitatsrate betrug bei 13 Tieren
mit alleiniger Leberresektion 31%.

6.2.2 Einfluss von HO-1 Blockade und 90% Leberresektion auf die

regionale Darmperfusion

Im Vergleich zur Kontrolle sechs Stunden nach Sham-Operation war die Perfusion der
Darmwand nach HO-1 Blockade nicht verandert (Abbildung 37, Bild A, Bild B).

Sham+SnMP

LRES+SnMP

Abbildung 37, A-D: Aufnahmen der durch Fluoreszenz sichtbar gemachten Perfusionsunterschiede
zwischen den Gruppen. Sechs Stunden nach 90% Leberresektion waren deutliche Perfusionsausfalle
zu erkennen (C). Bei gleichzeitiger SnMP-Gabe waren Areale mit Hypo- und Hyperperfusion zu
messen (D). Zum Vergleich dient oben links der Darm 6 h nach Shamoperation als Kontrolle (A).
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Sechs Stunden nach 90% Leberresektion war die Perfusion der Darmwand gegeniiber
der Sham-OP Gruppe vermindert, jedoch war dieses Ergebnis nicht statistisch signifikant.
Interessanterweise war sechs Stunden nach 90% Leberresektion und gleichzeitiger HO-1
Blockade die Perfusion der Darmwand sowohl gegenuiber der Sham-OP Gruppe, als auch der
90% Leberresektionsgruppe ohne HO-1 Blockade deutlich erhdht (Abbildung 37, E).

Auffallend war, dass sich die ermittelten Perfusionsstérungen nicht homogen tber den
gesamten ausgelagerten Darmabschnitt erstreckt haben, sondern fleckférmig vorlagen, was
mit einer erheblichen Spannweite der gemessenen Werte verbunden war. Um dies besser zu
quantifizieren, wurde die Mittelwertabweichung der Messungen des Perfusionsindex
berechnet (Abbildung 37, F). Es zeigte sich, dass gegenuber der Sham-OP Gruppe die
Mittelwertabweichung in der Gruppe mit 90% Leberresektion und HO-1 Blockade signifikant

erhoht war.
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Abbildung 37, E: Perfusionsindex (Anstieg der Mean pixel intensity der Darmwandabschnitte im
Vergleich zur Referenz [100%)] an der Mesenterialwurzel) sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90%
Leberresektion (LRES). MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p < 0,05 vs LRES+NaCl.
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Abbildung 37, F: Mittelwertabweichung der berechneten Perfusionsindices sechs Stunden nach Sham-
Op bzw. 90% Leberesektion (LRES). MW £ SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl.

6.2.3 Auswirkungen der HO-1 Blockade und 90% Leberesektion auf die

Mikrozirkulation des Darmes

6.2.3.1 Laser-Doppler-Flowmetrie

Die Ergebnisse der Laser-Doppler-Flowmetrie der Darmwand sind in Abbildung 38
zusammengefasst. Vergleichbar mit der Studie nach Gallengangsligatur wurden rund 400
perfusion units fur die Analyse der Mikrozirkulation des Darmes ohne Unterschiede zwischen

den Untersuchungsgruppen gemessen.



Ergebnisse 73

600 -
400 - “V

200 A

Flux [Perfusion units]

NacCl SnMP NaCl SnMP

Sham LRES

Abbildung 38: Intestinaler Fluss, gemessen mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) und angegeben in
[Perfusion units] sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90% Leberresektion (LRES). MW + SEM.

6.2.3.2 Intravitalmikroskopie

6.2.3.2.1 Anteil nicht-perfundierter Tunica muscularis GefalRe nach 90% Leberresektion
und HO-1 Blockade.

Vergleichbar wie bei der Gallengangsligatur (vgl. 6.1.3.2.1) zeigte sich auch in diesem
Untersuchungsabschnitt bereits 6 h nach Sham-OP ein leichter Perfusionsausfall in den
Tunica muscularis GeféRen von 1,3+0,4% (Abbildung 39). Sowohl nach HO-1 Blockade als
auch nach 90% Leberresektion war ein signifikant hoherer Anteil nicht perfundierter GeféaRRe
zu beobachten (Sham+SnMP: 5,6+1,0%, LRES+NaCl: 5,8+1,0%). HO-1 Blockade bei LRES

fuhrte zu noch hdheren Perfusionsausféllen auf 8,5+1,3%.
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Abbildung 39, A und B: Intravitalmikroskopische Aufnahme der GeféRe in der Tunica muscularis nach Sham-
Op (A, alle GefaRe perfundiert). Im Gegensatz dazu finden sich GefaRe mit stagnierenden dunkel gefarbten
Erythrozyten nach LRES (siehe Pfeile in B). VergrofRerung x720.
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Abbildung 39, C: Anteil nicht-perfundierter Tunica muscularis GefaBe des Dunndarmes (Quotient aus
nicht-perfundierten Gefallen zu allen gezahlten GefaRen) sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90%
Leberresektion (LRES). MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl
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6.2.3.2.2 Tunica muscularis GefalRdurchmesser nach 90% Leberresektion und HO-1
Blockade

In Abbildung 40 sind die Durchmesser der Tunica muscularis Gefalle der Darmwand
dargestellt. Der mittlere Durchmesser war 6 Stunden nach Sham-OP 4,4+0,3 um. Gegenuber
den restlichen Untersuchungsgruppen lieR sich kein Unterschied des Geféalidurchmessers

nachweisen.

GefalRdurchmesser [um]
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Abbildung 40: Durchmesser der Tunica muscularis GefaRRe sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90%
Leberresektion (LRES). MW + SEM.
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6.2.3.2.3 FlieRgeschwindigkeit in den Tunica muscularis- und Villus-GefaRen nach 90%
Leberresektion und HO-1 Blockade

6 Stunden nach Sham-OP betrug die FlieRgeschwindigkeit in den Gefallen der Tunica
muscularis 1,46+0,19 mm/s (Abbildung 41). HO-1 Blockade fiihrte nach Sham-OP zu einer
leichten Zunahme auf 1,81+0,06 mm/s, jedoch muss dieser Wert aufgrund der erhdhten
Messungenauigkeit ab einer Geschwindigkeit von 1,5 mm/s aus der Wertung genommen
werden. Nach 90% Leberresektion lieB sich eine signifikante Reduktion der
FlieRgeschwindigkeit auf 1,10+0,19 mm/s nachweisen. Zusatzliche HO-1 Blockade hatte
nach 90% Leberresektion keinen weiteren Einfluss auf die FlieRgeschwindigkeit (1,14+0,07

mm/s).
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Abbildung 41: FlieRgeschwindigkeit in den Tunica muscularis Gefélen sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90%
Leberresektion (LRES). MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl, Sham+SnMP.

Zusatzlich wurde in diesem Untersuchungsabschnitt auch die FlieBgeschwindigkeit in
den VillusgefélRen gemessen (Abbildung 42). Hierbei betrug die Flieligeschwindigkeit 6
Stunden nach Sham-OP ohne HO-1 Blockade 0,76+0,07 mm/s. Sowohl nach Sham-OP mit
HO-1 Blockade als auch nach 90% Leberresektion ohne HO-1 Blockade war die
FlieRgeschwindigkeit nicht wesentlich veréndert (Sham+SnMP: 0,88+0,11 mm/s,
LRES+NaCl: 0,63+0,08 mm/s). Hingegen fihrte die HO-1 Blockade nach 90%
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Leberresektion zu einer signifikanten Zunahme der FlieRgeschwindigkeit in den
Villusgefalien auf 1,02+0,08 mm/s.
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Abbildung 42: FlieRBgeschwindigkeit in den Villusgefalen sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90%
Leberresektion (LRES). MW = SEM. *p < 0,05 vs Sham+NacCl.

6.2.4 Auswirkungen der 90% Leberresektion und HO-1 Blockade auf die

Schadigung der Darmwand

6.2.4.1 Villusschaden

Qualitativ zeigten sich, wie auch in Kap. 6.1.4.1 beschrieben, in der Gruppe der
shamoperierten Tiere nahezu vollstdndig intakte Villi mit intaktem Randsaum (Epithelium)
und darauf sichtbarer Glykokalix (Abbildung 43, A). Bei beginnendem Schaden entwickelte
sich an der Spitze der Villi ein subepithelialer Raum, der sich bei zunehmender Schadigung
nach basal ausbreitete (siehe Pfeil in Abbildung 43, B) und schlielich zu einer Abhebung der
Mucosa von der Lamina propria fuhrte. Nach ausgedehnter Leberresektion waren schon

abgehobene oder ulcerierte Tips zu finden (Abbildung 43, C). Bei zusatzlicher SnMP-Gabe
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kam es zur 6demattsen Schwellung bzw. zur vollstdndigen Ablésung der Lamina propria
(Abbildung 43, D).

Die quantitative Analyse (Abbildung 43, E) der Schéadigung der Villi intestinales
entsprechend der Chiu—Klassifikation [CHIU et al. 1970, siehe Kap. 5.3.5.1] zeigte 6 Stunden
nach Sham-Operation nur einen minimalen Schaden (0,31+0,06) (Abbildung 43,A). Unter
HO-1 Blockade nach Sham-OP nahm die Schadigung bereits auf 1,14+0,07 zu (Abbildung 43,
B). Demgegenuber war nach 90% Leberresektion ohne HO-1 Blockade (Abbildung 43, C)
eine noch ausgepragtere Schadigung der Villi zu beobachten (2,29+0,03). HO-1 Blockade
nach 90% Leberresektion (Abbildung 43, D) fuhrte zu den am stdrksten ausgeprégten
Schaden (2,80+0,08).
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Abbildung 43, A-E: Repréasentative Darstellung (A-D) Vergrolierung x400. Semiquantitative Auswertung
(E) des histologischen Villusschadens sechs Stunden nach Sham-Op bzw. 90% Leberresektion (LRES).
MW + SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p < 0,05 vs NaCI+LRES.

6.2.4.2 Muskularisdicke

Die Ausmessung der Muskularisdicke ergab in der Gruppe 6 Stunden nach Sham-OP
einen Wert von 68,2+5,7 um (Abbildung 44, A). Nach HO-1 Blockade und Sham-OP war die
Schichtdicke nicht wesentlich verdndert. Im Gegensatz dazu wies die Gruppe mit 90%
Leberresektion ohne HO-1 Blockade eine erhohte Schichtdicke mit 86,4+7,4 pum auf
(Abbildung 44, B). In der Gruppe mit 90% Leberresektion und HO-1 Blockade war hingegen
die Schichtdicke wieder etwa so hoch wie in der Sham-OP Gruppe (61,2+3,4 pum) und
signifikant geringer im Vergleich zur Gruppe nach 90% Leberresektion ohne HO-1 Blockade
(Abbildung 44, C).
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Abbildung 44, A-C: Représentative Darstellung der Tunica muscularis (HE-Farbung) 6 h nach Sham-OP (A)
bzw. 90% Leberresektion (LRES) (B)VergroRerung x400. Quantitative Auswertung der Schichtdicke (C). MW +
SEM. *p < 0,05 vs Sham+NaCl; #p < 0,05 vs NaCI+LRES.
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6.2.5 Immunhistochemie

Zunéachst war eine HO-1 positive Farbung einzelner Zellen der Lamina propria zu
erkennen. Bei zunehmender HO-1 Expression waren immer mehr Zellen der Lamina propria
betroffen bis schlieBlich auch einzelne Séulenepithelzellen des Randsaumes, bevorzugt an der
Spitze des Villus, eine positive HO-1 Farbung zeigten. Bei der maximalen Auspragung der
HO-1 Expression zeigten sowohl die gesamte Lamina propria als auch das Uberwiegende
Epithelium braungefarbte Zellen.

Die semiquantitative Analyse der HO-1-positiven Zellen zeigte eine geringe Zahl HO-
1-positiver Zellen in der Shamgruppe (1,3+0,1) (Abbildung 45, A). Auch nach HO-1
Blockade und Sham-OP fanden sich etwa vergleichbar viele HO-1-positive Zellen (1,9£0,1).
90% Leberresektion fiihrte unabhangig von der HO-1 Blockade zu einer deutlichen Zunahme
der HO-1 Expression (LRES+NaCl: 3,6+0,3; LRES+SnMP: 3,6+0,2).

Leberresektion Leberresektion+SnMP
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Abbildung 45, A-C: HO-1 Expression (Braunfarbung in der Immunhistochemie) (A) nach 90%
Leberresektion (LRES), (B) nach 90% Leberresektion und HO-1 Blockade (LRES+SnMP), die Pfeile
deuten auf die Braunfarbung der gesamten Lamina propria und des Epithels an der Spitze des Villus.
Vergroferung x400. (C) HO-1 Expression sechs Stunden nach Op. MW % SEM. *p < 0,05 vs
Sham-+NacCl.
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7 DISKUSSION

7.1 Diskussion der Modelle

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Bedeutung der Hamoxygenase-1 fiur die
Darmperfusion und die zelluldre Integritat bei Gallengangsligatur und nach Leberresektion zu
analysieren. Bei vorbestehender Cholestase oder ausgedehnten Leberresektionen steht die
postoperative Leberfunktion im Mittelpunkt des klinischen Interesses. Deshalb wurden in
dieser Arbeit Modelle ausgewahlt, die das erhéhte Risiko nach Leberoperationen abbilden.
Hierbei darf jedoch nicht nur auf die Leber fokussiert werden, nachdem experimentelle
Befunde (LITERATUR siehe 3.8.2. und 7.3.2) zeigen, dass der Darm pathophysiologisch eine
ebenso zentrale Rolle spielt und dabei méglicherweise sogar das Leberversagen auslost. Zur
Untersuchung der Cholestase kam das Modell der Gallengangsligatur zur Anwendung. Die

ausgedehnte Leberresektion erfolgte in Form der 90% Leberresektion.

7.1.1 Narkoseverfahren

Die chirurgischen Eingriffe der Gallengangsligatur und der 70% bzw. 90%
Leberesektion machen eine Narkose erforderlich. Ein Problem hierbei stellt neben den
Auswirkungen auf Atmung und Kreislauf, die vorwiegend hepatische Metabolisierung vieler
Narkotika dar. Flr Eingriffe wie die Gallengangsligatur und die 90% Leberresektion musste
deshalb auf die Athernarkose zurtickgegriffen werden, da Ather als einziges Narkotikum nicht
hepatisch metabolisiert wird. Ather bietet auRerdem die Vorteile der analgetischen und
muskelrelaxierenden Wirkung. Durch die rasch flichtige Eigenschaft des Narkotikums ergibt
sich zudem die Maoglichkeit, die Operation unter Spontanatmung durchzufiihren und war
somit ideal fur die nur kurzzeitig notwendigen Betdubungen geeignet. Andererseits
erschwerte das rasche An- und Abfluten die Narkoseflihrung. Als nachteilig erwies sich auch
der wahrend der Narkoseeinleitung auftretende Stress fir die Tiere durch die
Schleimhautreizung und das ausgepragte Exzitationsstadium. Die Reizung der Atemwege

bewirkt eine Hypersalivation mit bisweilen auftretender Aspiration bei atemdepressiver
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Wirkung des Narkotikums. So machten immer wieder auftretende Atemstillstande bei akuter
Atemwegsverlegung oder Asphyxie eine kinstliche Beatmung notwendig. Fur die sich
anschlieBenden langer dauernden in vivo Untersuchungen mit chirurgischer Manipulation war
diese schwer zu kontrollierende Narkoseftihrung nicht mehr akzeptabel. So war eine Narkose
mit einem Barbiturat notwendig, da die Tiere ruhig liegen mussten und zeitlich keine
Moglichkeit  fir  haufige repetitive Dosen eines Narkotikums bestand. Die
Pentobarbitalmonoandsthesie zeichnet sich gerade gegentiber den alternativen Anésthetika
Chloralhydrat und Ketamin durch eine bessere Steuerbarkeit und nur geringgradig

kreislaufdepressive Wirkung aus [BUHREN 1989].

Das verwendete Anasthetikum Pentobarbital (Narcoren) wird nach intraperitonealer
Applikation und nachfolgender Resorption uber die Leber metabolisiert. Hiermit bieten sich
die Vorteile einer schonenden Narkoseeinleitung und eine langanhaltende Wirkung nach nur
einmaliger Gabe. Obschon der vergleichsweise geringen Kreislaufdepression war eine
invasive Blutdruckiberwachung sowie repetitive Volumengaben mittels Bolusapplikationen
von Ringer-Losung notwendig. Als nachteilig gilt die stark atemdepressive Wirkung, welche
eine Tracheotomie erforderte, was einen anschlieRenden Uberlebensversuch ausschloss
[LONGNECKER et al. 1986]. Theoretisch fiihrt Pentobarbital zu einer Induktion des hepatischen
Cytochrom P450-Enzymsystems. Bei - wie in den vorliegenden Untersuchungen - lediglich
einmaliger Anwendung dieses Narkoseverfahrens spielt diese Enzyminduktion aber wohl eine
eher untergeordnete Rolle. AuBerdem wurde postuliert, dass Pentobarbital zu einer Reduktion
der portalvendsen Durchblutung fuhrt [SEYDE et al. 1985]. Dies konnte jedoch in neueren

Untersuchungen nicht bestatigt werden [RICHTER 2008].

7.1.2 Gallengangsligatur

Als tierexperimentelles Modell fur die extrahepatische Cholestase hat sich das Modell
der Gallengangsligatur (bile duct ligation, BDL) bewéhrt. Durch eine chirurgische
Intervention mit Ligatur des Ductus communis kann kinstlich die Situation der obstruktiven
Cholestase induziert werden [JOHNSTONE et al. 1976]. Anhand dieses Modells kdnnen
cholestatische Mechanismen und Veranderungen ideal untersucht werden. So konnte die
zeitliche Abfolge spezifischer Phasen bei akutem und chronischem Cholestaseschaden

analysiert werden (Abbildung 46).



Diskussion 85

Schon wenige Stunden nach Eintritt der Cholestase finden sich histologisch
hepatozellulare Sch&den und auch im Serum sind erhohte Transaminasen nachzuweisen.
Parallel dazu beginnt die periportale Neutrophileninfiltration. lhren Hohepunkt erreicht die
Leberzellschadigung nach etwa 2-3 Tagen. Im Abstand von weiteren 2-3 Tagen folgt der
Hohepunkt der hepatozelluldren Proliferation, was im Sinne von Regenerations- und
Reparaturvorgéngen zu verstehen ist. Die Proliferation der Cholangiozyten beginnt in den
grollen Gallengdngen schon nach etwa 2-3 Tagen, in den kleinen Gallengéngen jedoch erst
um den 5. Tag. Nach etwa einer Woche kommt es zur lymphozytéaren Infiltration mit B- und
T-Zellen und zum allmahlichen Beginn der Fibrogenese mit Akkumulation von Kollagen
[GEORGIEV et al. 2008].
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Abbildung 46: Zeitliche Abfolge des cholestatischen Leberschadens. HC injury= hepatozellularer Schaden;
Large/Small BD= groRe/kleine Gallengange; PMNs= polymorphonukledre Leukozyten (Neutrophile); BEC
proliferation= Proliferation der Gallengangsepithelzellen (Abb. aus GEORGIEV et al. 2008]

Als tierexperimentelles Modell fur die Obstruktion des Gallengangs stehen prinzipiell
zwei Moglichkeiten zur Auswahl, die miteinander verglichen wurden. Der Gallengang kann
entweder exzidiert oder ligiert werden, wobei ersteres das chirurgisch aufwandigere
Verfahren darstellt [SYMEONIDIS et al. 1957]. Initial, das heif3t wahrend der ersten 14 Tage
nach dem Eingriff, erwiesen sich beide Methoden als gleichwertig, d. h. weder klinisch noch
histologisch lieR sich ein Unterschied zwischen ihnen erkennen. In der spéteren Phase jedoch
kam es in vielen Féllen nach Gallengangsligatur zur Rekanalisation des Gallengangs und
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einer vollstandigen Erholung der zuvor cholestatisch geschadigten Leber. Nach
Gallengangsexzision entwickelten jedoch alle Tiere Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine
stark ausgeprégte Leberfibrose und -zirrhose. Da nur der akute cholestatische Leberschaden
mit seinen Auswirkungen auf die intestinale Perfusion und Integritat untersucht werden sollte,
wurde in den vorliegenden Untersuchungen das technisch einfachere, aber fur diese Phase
gleichwertige Verfahren der Gallengangsligatur durchgefiihrt. Als Untersuchungstag sollte
der Zeitpunkt gewahlt werden, bei dem der cholestatische Leberschaden mdoglichst sein
Maximum erreicht hat, fibrotische Veranderungen jedoch noch nicht eingetreten sind. Da ein
Beginn der Fibrogenese etwa ab dem 7. Tag nach Eintritt der Cholestase sowie ein Maximum
des hepatozelluldaren Schaden zwischen dem 2. und 4. Tag gezeigt werden konnten
[GEORGIEV et al., 2008], wurden samtliche Untersuchungen 3 Tage nach Gallengangsligatur

durchgefuhrt.

7.1.3 70% und 90% Leberresektion

Die 70% Leberresektion nach HIGGINS und ANDERSON ist unter anderem ein gut
etabliertes Verfahren als Stimulus der Leberregeneration [HIGGINS und ANDERSON 1931,
COURT et al. 2004] und verlauft in aller Regel komplikationslos. So dauert der Eingriff nur
etwa 15 Minuten und kann unter Athernarkose durchgefilhrt werden. Postoperativ erholen
sich die Tiere innerhalb Kkiirzester Zeit und zeigen bei voller Agilitat eine sehr hohe
Uberlebensrate. 10 Tage nach Eingriff hat sich die Restleber wieder zur AusgangsgroRe
entwickelt. Zur Untersuchung der Pathophysiologie des akuten Leberversagens nach
ausgedehnter Leberresektion, wurde die 90% Leberresektion als Modell ausgewdhlt. In
zahlreichen Studien wurde bereits die Regeneration, das Uberleben und die Struktur nach
90% Leberresektion beschrieben [EMOND et al. 1989, GAUB et al. 1984, PANIS et al. 1997].
Dieser Eingriff endet meist, im Gegensatz zur 70% Leberresektion, letal. PANIS et al. (1997)
berichten nach 90% Leberresektion eine Mortalitat von 70% fir die ersten 24 Stunden [PANIS
et al. 1997]. Eine postoperative Uberlebenszeit von 48 Stunden war schlieRlich bei keinem der
Versuchstiere mehr zu verzeichnen. Auch bei den vorliegenden Untersuchungen stellte sich
nach 90% Leberresektion postoperativ eine hohe Letalititsrate ein. So bestand die
Problematik, dass einerseits eine geniigend hohe Uberlebensrate erzielt werden musste,
andererseits sollten aber auch die typischen pathophysiologischen Verdnderungen in
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Hamodynamik und Mikrozirkulation vorzufinden sein, die moglicherweise zum Auftreten
eines postoperativen Leberversagens fiuhren. Man geht in diesem Zusammenhang davon aus,
dass das postoperative Leberversagen Folge einer hepatischen Hyperperfusion mit erhéhtem
»shear stress ist. In der vorliegenden Untersuchung fand sich analog ein vierfach erhohter

hepatischer Flux.

Als Intervall zwischen Operation und Beginn der Messungen wurden sechs Stunden
festgelegt. Bei einem Kkirzer gewéhlten Zeitraum wéren die Ergebnisse zu sehr von dem
bestehenden Volumenmangel oder der durch die Narkose auftretenden Kreislaufdepression
beeinflusst. Nach ausgedehnter Leberresektion war der MAP um bis zu 50 mmHg niedriger
als normal. Die Ursache fur die Hypotension lag vor allem an dem entstehenden
VVolumenmangel, der unweigerlich bei einer 90% Resektion der Leber auftritt, die ein grofles
Fassungsvolumen fir Blut aufweist. Der MAP sechs Stunden nach der resultierenden

Preloadsenkung dokumentierte aber, dass sich die Tiere nicht im Schock befanden.

7.1.4 Auswahl und Applikation des Metalloporphyrins

Ausschlaggebend fir die Wahl des verwendeten HO-1 Blockers waren die Haufigkeit
seiner Anwendung in experimentellen und klinischen Modellen, sowie die potentielle
Bedeutung bei zukilnftigen Experimenten aufgrund spezieller chemischer oder
physiologischer Eigenschaften. SnMP und SnPP wurden bislang experimentell am haufigsten
eingesetzt. SnMP hat eine groRe klinische Bedeutung bei der Behandlung des
Neugeborenenikterus erlangt [VREMAN et al. 1991 und 1993].

Parallel zur Gallengangsligatur, Leberresektion bzw. Sham-Operation erfolgte die
Applikation von Metalloporphyrin- oder Kochsalzlésung. Diese kann prinzipiell sowohl oral,
intraperitoneal als auch intravends erfolgen. Da die Wirkdauer der Metalloporphyrine bei
oraler Zufuhr jedoch nur zwischen 24 und 48 Stunden betrdgt, wére eine wiederholte Zufuhr
wéhrend der 3 Tage zwischen Operation und Zeitpunkt der Untersuchung nétig gewesen
[MoRIOKA et al. 2006]. Nach parenteraler Verabreichung eines Metalloporphyrins dagegen
lasst sich flr einen Zeitraum von mindestens 4 Tagen bis zu einer Woche eine ausgepragte
Inhibition der HO-1-Aktivitat nachweisen [RODGERS et al. 1996]. Damit war eine einmalige
intravendse perioperative Injektion eines Metalloporphyrins fiir eine HO-1 Inhibition Gber den

gesamten Untersuchungszeitraum hinweg ausreichend.
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7.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

7.2.1 Videofluoreszenzangiographie (IC-View®)

Mit dem IC-View-System® (siehe auch 5.3.2) wurde eine nicht-invasive Methode zur
Messung der intestinalen Mikrozirkulation gewahlt, die lediglich einen i.v.-Zugang erforderte.
Der fur dieses System verwendete Fluoreszenzfarbstoff ICG bietet die Vorteile, dass er als
nicht toxisch gilt und mit einer Plasmahalbwertszeit von 3-4 Minuten relativ schnell abgebaut
wird. Durch Bindung an die Plasmaproteine des Blutes bleibt, nach Sichtbarmachung des
Farbstoffes, ICG intravasal. Somit wird die Bestimmung der ICG-Konzentration nicht durch
Farbe, die im interstitiellen Raum ist, verfalscht [MOTHES et al. 2004]. ICG wird auch im
klinischen Alltag verwendet. Erstmals Kklinisch eingesetzt wurde ICG 1957 im Bereich der
Hepatologie und gilt seitdem als Leberfunktionstest [LEEVY et al. 1959, SCHEINGRABER et al.
2007 und 2008]. Spater wurde es auch zur Bestimmung der Koronarperfusion verwendet
[Fox et al. 1957 und 1960, MILLER et al. 1962]. FLOWER und HOCHHEIMER waren im Jahr
1976 die ersten, die sich die Fluoreszenz von ICG zur Darstellung von Geféalen erfolgreich zu
Nutze machten [FLOWER et al. 1976]. Mit dem IC-View®-System wird durch Aktivierung
eines Laserlichts der Fluoreszenzfarbstoff ICG sichtbar gemacht. Hiermit steht ein neues
System zur Verfligung, das in-vivo die Mikrozirkulation nicht-invasiv. messen kann.
Zahlreiche Studien legten ihren Schwerpunkt auf die Erfassung der Haut- bzw.
Lappendurchblutung aus dem Bereich der plastischen Chirurgie, Unfall- oder GefaRchirurgie
[GREEN et al. 1992, RUBBEN et al. 1994, EREN et al. 1995, STILL et al. 1999, HOER et al 2002].

Im Vergleich zu anderen Methoden, zeigt IC-View® die Minderperfusion erheblich
friher an [MOTHES et al. 2004], wodurch rechtzeitig therapiert werden kann und die
Erfolgsrate deutlich erhoht wird. Tierexperimentell wurde die Messung der Darmperfusion
bei Ratten mit Hilfe von IC-View® bereits von der Bonner Arbeitsgruppe eingesetzt und als
reproduzierbares und zuverldssiges System bewertet [BEHRENDT et al. 2004]. Ein Nachteil
dieses Untersuchungsverfahrens kann die Tatsache sein, dass die Laser-Fluoreszenz-
Videographie ein dreidimensionales Gewebe als eine flache, zweidimensionale Ebene
darstellt. Der Fullungszustand des Darms beeinflusst deshalb die Perfusionsmessung, indem
ein gefullter Darm durch Verdeckung der hinteren Darmwand die Fluoreszenzdetektion des in
der Darmwand zirkulierenden ICG reduzieren konnte, und umgekehrt bei einem leeren Darm

durch Summation von vorderer und hinterer Darmwand die Intensitit des emittierten
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Fluoreszenzsignals erhoht ist. Es wurde deshalb streng darauf geachtet, dass der zu
untersuchende Darmabschnitt nicht stuhlgeftllt war. Des Weiteren spielte die Position der
Darmschlingen eine wichtige Rolle. Quantitative Messungen von Licht und Energie fihren
aufgrund physikalischer Eigenschaften bei schragen Ebenen zu Summationseffekten, weshalb

es wichtig war, den Darm in mdglichst planer Ebene aufzunehmen [TOENS et al. 2006].

7.2.2 Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF)

Abhédngig von der benutzten Sondenform kann mit der Laser-Doppler-Flowmetrie
(LDF) sowohl eine invasive als auch eine nicht-invasive Variante der Flussmessung zur
Anwendung kommen. Die in dieser Studie verwendete Methode hat den Vorteil, dass sie
nicht-invasiv ist, andererseits aber den Nachteil, dass sie nur eine Eindringtiefe von ca. 1 mm
aufweist. Um Daten des gemessenen Blutflusses auswerten zu konnen, ist es wichtig, die
genaue Eindringtiefe der Sonde zu kennen. Die Eindringtiefe des Lasers hangt ab vom
Durchmesser der optischen Fasern, der Geometrie der Sonden und der verwendeten
Wellenlange [GusH et al. 1984, JOHANSSON et al. 1991]. Gerade der mikroanatomische
Aufbau der Darmwand mit seinen Schichten und den entsprechend unterschiedlichen
Flussverhaltnissen erfordert eine genaue Kenntnis der Messtiefe. Der mukosale Blutfluss ist
um das zwei- bis vierfache hoher als der Fluss der oberflachlich gelegenen Muskularisschicht
[GRANGER et al. 1980]. Methodenbedingt war deshalb mittels des in dieser Untersuchung
verwendeten LDF-Messsystems nicht genau vorherzusagen, in welchem Anteil der
Darmwand der Flux ermittelt wurde. Die Varianz der Messungen am Darm war

erfahrungsgeman deutlich héher als beispielsweise bei Messungen an der Leber.

Zu beachten ist, dass die Untersuchungsmethode der LDF keine Absolutwerte liefert,
sondern nur relative Verénderungen des Blutflusses erfasst, da sich die Perfusion Units aus
der Geschwindigkeit der sich bewegenden Teilchen und der intravasalen oder auch
interstitiellen Teilchenkonzentration ergeben. Veréndert sich einer der beiden letztgenannten
Parameter, kann eine unkalkulierbare Fluxdnderung hervorgerufen werden [LEHMANN 2001].
Bei Anderungen des Hamatokritwertes (intravasale Konzentration) oder auftretenden Odemen
(interstitielle Konzentration) andert sich somit zwangslaufig der in der LDF ermittelte Flux,
ohne dass es aber tatsachlich zu einer VVeranderung der Perfusion gekommen sein muss. Des
Weiteren ist die Laser-Doppler-Flowmetrie, gerade am ausgelagerten Darm, limitiert durch
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auftretende Bewegungsartefakte durch Atmung, intestinale Peristaltik oder Manipulation des
Operateurs [AHN et al. 1986]. Das Auftreten von plétzlichem aufliergewdhnlichem Anstieg des
Laser-Doppler-Signals, mangelnder Pulssynchronitit und Rickgang der Gesamtriickstreuung
machen aber die Artefakte vom normalen Blutfluss unterscheidbar. Die Gesamtriickstreuung
ist die anteilige Menge des abgestrahlten Laserlichts, das vom Gewebe wieder zuriick gestreut
und von den optischen Fasern gemessen wird. Eine hohe Gesamtriickstreuung bedeutet eine
passende optische Kopplung und somit ein Dopplersignal von hoher Qualitdt [RONHOLM et al.
2001]. Die Gesamtriickstreuung wurde in den vorliegenden Untersuchungen kontinuierlich
erfasst und diente als Qualitatskontrolle des Messsignals. Es wurden nur Messungen mit

ausreichend hoher Gesamtrlickstreuung erfasst.

7.2.3 Intravitalmikroskopie

Die intravitale  Fluoreszenzmikroskopie der Leber ist eine etablierte
Untersuchungsmethode, die an vielerlei Tiermodellen, wie etwa Méausen [RAPPAPORT, 1977],
Hamstern und Ratten [MENGER et al. 1991] durchgefiihrt worden ist. Erstmals beschrieben
wurden intravitalmikroskopische Untersuchungen der Lebermikrozirkulation 1939 [KNISELY
et al. 1939], in den Folgejahren wurde diese Methode dann stetig weiterentwickelt und
verbessert und gilt somit inzwischen als Standardmethode fir mikrozirkulatorische Analysen.
Grundsatzlich ist die Analyse der Mikrozirkulation mittels Epi-Illumination (Auflicht) oder
Trans-Illumination (Durchlicht) moglich. Frihe intravitalmikroskopische Untersuchungen
nutzten dabei vor allem die Trans-llluminations-Technik [BLocH 1955]. Um jedoch die
Lebermikrozirkulation optimal analysieren zu kénnen, eignet sich eher die Technik der Epi-
[llumination. Die Trans-Illumination ist auf eine sehr diinne Gewebedicke angewiesen, was
die Untersuchung der Leber auf den duBersten Leberrand beschrankt und somit zu einer
limitierten Anzahl an untersuchbaren Azini fihren wirde. AuRerdem ist die Untersuchung des
Leberrandes durch mdogliche mechanische Manipulationen im Rahmen der Praparation und
der Auslagerung wie durch mogliche Austrocknung wéhrend der Mikroskopie in ihrer
Aussagekraft eingeschrankt. Demgegentber bietet die Technik der Epi-lllumination den
Vorteil, dass die Mikroskopie unabhangig von der Gewebedicke an jeder beliebigen Stelle
einer Organoberflache durchgefiihrt werden kann [RAPPAPORT et al., 1958], wobei man
entsprechend der Homogenitatshypothese davon ausgeht, dass die ausgesuchten Areale mit
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den zu untersuchenden GefaRen im vorliegenden Beispiel représentativ fur das gesamte
untersuchte Organ sind. Der Nachteil der Intravitalmikroskopie besteht in der dazu nétigen
chirurgischen Manipulation des Versuchstiers, die eine Narkose des Tieres unvermeidbar
macht. Schon allein durch die chirurgische Préparation kommt es zu einer Beeintréchtigung
der Organperfusion, verantwortlich dafir ist insbesondere die Laparotomie [GELMAN et al.
1976, BOHRER et al. 1981]. Um die Leber oder den Darm (berhaupt mikroskopisch
untersuchen zu konnen, erfolgt eine Auslagerung des jeweiligen Organs auf ein Stativ zur
Verminderung der Atemexkursionen. AnschlieBend wird das zu untersuchende Organ mit
Kochsalzlosung benetzt und mit einem Deckglas abgedeckt. Bei diesem Mandver besteht
prinzipiell immer die Mdoglichkeit der Alteration der Organperfusion. Durch die
Notwendigkeit der systemischen Applikation von phototoxischen Fluoreszenzfarbstoffen (z.
B. Fluorescein-lIsothiocyanat) ist die Technik der Epi-Illumination nur beschrankt einsetzbar
[SAETZLER et al. 1995]. Da eine langere Lichtexposition wéhrend einer Intravitalmikroskopie
intrazellulare photodynamische Prozesse induzieren kann [STEINBAUER et al. 2000], wurde
bei der Auswahl der Gesichtsfelder darauf geachtet, wahrend einer intravitalmikroskopischen
Untersuchung nicht in unmittelbarer Néhe eines bereits belichteten Areals wiederholt zu
mikroskopieren. Bisher wurde in der Intravitalmikroskopie noch keine Erfahrung mit SnMP
gemacht. Die Phototoxizitat der Metalloporphyrine im Allgemeinen ist aber bekannt. Daher
sollte die Dosis mdglichst gering gehalten werden.

7.3 Diskussion der Ergebnisse

7.3.1 Inhibition der HO-1 verstarkt die durch Cholestase bedingte
Beeintrachtigung der Darmdurchblutung und Schadigung der

Villusstruktur

Die Untersuchungen des Darmes haben eindriicklich gezeigt, dass die BDL zu
deutlichen Perfusionsdefekten der Darmwand, sowie zu manifesten morphologischen Schaden
an den Dinndarmvilli fuhrt. Die endogen induzierte HO-1 wirkt wohl protektiv, da die
Hemmung der HO-1 zu einer starkeren Schadigung in der Lamina propria der intestinalen

Villi fuhrte. Sowohl nach BDL, als auch nach HO-1 Blockade war auBerdem eine erhohte
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HO-1 Proteinexpression in den Villi nachweisbar. Ahnlich wie schon bei der Leber diskutiert,
fand sich auch unter physiologischen Bedingungen eine gewisse HO-1 Expression vor allem
im Stroma der Lamina propria. Nur vereinzelt hatten sich die Enterozyten positiv auf HO-1
angefarbt. Diese Befunde decken sich mit Beobachtungen an isolierten Villuszellen der Ratte
[HARTMANN et al. 1982] und immunhistochemischen Untersuchungen [DIIKSTRA et al. 2004].
Unter Stressbedingungen anderte sich das Muster hin zu einer Zunahme der HO-1 Expression
vor allem der Enterozyten. Eine &hnliche Zunahme der Expression in den Enterozyten
(Epithelzellen) wurde bereits nach Applikation von vermehrtem oxidativem Stress, nicht aber

nach Endotoxingabe beschrieben [DIIKSTRA et al. 2004].

Schon in der Vergangenheit wurde die Darm-Leber-Achse bei Cholestase untersucht.
Hierbei wandte sich die Aufmerksamkeit vor allem auf die gestorte Kupfferzellclearance aus
dem portalen Blut, welche eine Einschwemmung von Bakterien und Endotoxin in den
systemischen Kreislauf bis hin zum Auftreten eines Organversagens nach sich zieht
[CLEMENT et al. 1998, SILIERI et al. 2002, MARGARITIS et al. 2005]. Es wurde nachgewiesen,
dass das Fehlen von Gallensaft im Darm mit einer Endotoxindmie im Pfortaderblut einhergeht
[DING et al. 1993]. Der genaue Mechanismus hierfur ist zwar nicht bekannt, es ist aber
anzunehmen dass fir die bakterielle Translokation bzw. Einschwemmung von Endotoxin eine
intestinale Schrankenstdrung verantwortlich ist. Es finden sich (ibereinstimmende Berichte
eines subepithelialen Odems in der Lamina propria mit einem resultierenden Abheben der
Epithelschicht neben dilatierten Lymphgefdlen und Infiltration der Villi mit
Entzindungszellen unter BDL [SLocuM et al. 1992, DING et al. 1993, WEIXIONG et al. 1994].
Dariiber hinaus hatte sich in der Elektronenmikroskopie eine Verdunnung der mukosalen
Oberflache, eine Separierung und Vakuolenbildung der Enterozyten mit Aufbrechen der
Desmosomen und Bildung interzellul&rer Spaltraume gezeigt [PARKS et al. 2000]. Derartige
Schéaden finden sich auch beim hamorrhagischen Schock und stellen wohl ein allgemeines
Prinzip morphologischer Schaden am Darm dar [CHIU et al. 1970]. Durch die Verwendung
des standardisierten Klassifikationssystems zur Beschreibung der ilealen Mukosa lassen sich
die intestinalen Schaden in unterschiedlichen Modellen miteinander vergleichen. So trat nach
30-mindtiger Okklusion der Arteria mesenterica superior (AMS) mit anschlieRender
zweisttndiger Reperfusion eine Schadigung mit einem histologischen Score von etwa 3
(denudierte Villi und deutliches Abheben der Epithelschicht) auf [MALLICK et al. 2006],
wéhrend 60-minltige Okklusion der AMS mit daran anschliefender 60-mindtiger
Reperfusion einen Score von 4,6+0,4 (vollstdndige Zerstorung der Villi) ergab [ATTUWAYBI
et al. 2004]. Interessanterweise hatte in beiden Fallen die HO-1 Induktion mit H&min bzw.
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Pyrrolidin-Dithiocarbamat zu einer Halbierung des Scorewertes gefuhrt. Immerhin lag im
Vergleich zu den Daten aus der Literatur in der vorliegenden Studie der Scorewert nach
Gallengangsligatur und HO-1 Inhibition bei 3,4+0,3 und damit im Bereich eines signifikanten
Ischédmie-/Reperfusionsschadens. Die HO-1 Blockade hatte den Villusschaden um etwa 50%
verstarkt, denn in den Darmschnitten der Gruppe mit Gallengangsligatur alleine betrug der
Scorewert nur 2,1+0,1. Wie diese strukturellen Schédigungen des Darmendothels nach

Gallengangsligatur entstehen, ist noch unklar.

Eine Theorie postuliert beim hamorrhagischen Schock eine gesteigerte intestinale
Permeabilitat als Folge einer bakteriellen Schadigung bei pathologischer Darmflora [KozioL
et al. 1988]. Die veranderte Darmflora kénnte Folge eines Uberwucherns pathologischer
Darmbakterien als Folge des Gallensaftverlustes im Darm sein [DING et al. 1993]. Ein anderes
Erklarungsmodell geht davon aus, dass die strukturellen Schaden am Villus weniger Folge
einer bakteriellen Schadigung als vielmehr Ausdruck einer Stérung des nutritiven Blutflusses
sind [CHIU et al. 1970]. Als Beleg dafur wird geltend gemacht, dass die zu beobachtenden
Schaden als erstes an der Spitze der Villi, also in dem Areal, welches auf Sauerstoffmangel
am empfindlichsten reagiert, auftreten [LUNDGREN et al. 1978]. Durch die rdumliche Néhe
zufuhrender Arteriolen und abftihrender Venolen kommt es bei einer Blutflussreduktion, z. B.
im Rahmen einer Hypotonie, besonders schnell zu einem Austausch von Sauerstoff zwischen
den GeféaRen (Sauerstoffgegenstromprinzip) und damit zu einem Sauerstoffmangel, der von

der Basis zur Spitze des Villus hin zunimmt.

Wahrend dieses pathophysiologische Prinzip fur das Modell des hamorrhagischen
Schocks offenkundig ist, ist die Ubertragung dieses Prinzips auf das Modell der BDL nicht
ohne weiteres moglich. Einziger Anhaltspunkt fir die Gultigkeit dieser Hypothese ist bisher
in der Literatur die Beobachtung, dass die Gallensalze vasoaktive Eigenschaften haben. Es
wurde gezeigt, dass Gallensalze am Ileum vasodilatierend wirken und somit zu einer
Hyperamie flihren [KvIETYS et al. 1981]. Dabei war es Ubrigens unerheblich, ob die
Gallensduren oral bzw. endoluminal oder (iber die Arteria mesenterica superior gegeben
wurden. Neben diesen Befunden finden sich aber bisher in der Literatur keine
Untersuchungen zu der Frage, ob das Vorhandensein von Gallensalzen im Darm bzw. ein
kontinuierlicher Gallefluss fir die Aufrechterhaltung der intestinalen Perfusion unter
physiologischen Bedingungen notwendig ist. Aus diesem Grund stellen die Ergebnisse aus
Abschnitt 6.1 zum ersten Mal einen Nachweis einer gestorten intestinalen Perfusion bei BDL
dar. Dabei zeigt die intestinale Perfusionsstérung ein ganz charakteristisches, fleckformiges

Muster mit minderperfundierten Arealen neben anscheinend normal perfundierten Arealen.
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Zur Messung der intestinalen Perfusion wurde eine Videofluoreszenzangiographie eines etwa
15 cm langen lleumsegmentes durchgefihrt (siehe auch 5.3.2 und 6.1.2). Der Vorteil dieses
Verfahrens gerade auch gegentiber der Intravitalmikroskopie war der Nachweis dieser
fleckformigen Veranderungen. Die Perfusionsausfalle waren nicht nur nach BDL, sondern
auch nach HO-1 Blockade zu beobachten. Nachdem vor allem auch schon die HO-1 Blockade
bei Sham-operierten Tieren zu intestinalen Perfusionsausfallen flihrte, spielt die HO-1 wohl
eine Rolle fiir die intestinale Perfusion unter physiologischen Bedingungen. Dieser Befund
deckt sich auch mit der relativ hohen HO-1 Expression in der Lamina propria unter
physiologischen Bedingungen. Interessanterweise entsprechen die Beobachtungen der
verminderten Darmperfusion auch denen von BEHRENDT und Mitarbeiter 24 Stunden nach

intestinaler Manipulation [BEHRENDT et al. 2004].

Im Gegensatz zu den dokumentierten Stérungen der intestinalen Gewebsperfusion
zeigten sich nach Auswertung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen weder
Verénderungen in der Anzahl perfundierter Tunica muscularis Gefalle noch Veranderungen
der Flussgeschwindigkeit in diesen Geféalien. Normalerweise umfasst bei nuchternen Tieren
der Blutfluss in der Mucosa bereits 70-80% des gesamten intestinalen Blutflusses, wahrend
sich der Rest auf Muscularis, Submucosa und Serosa verteilt [CHou 1992]. Nach
Endotoxin&dmie zeigte sich eine weitere Verteilung des intestinalen Blutflusses von der Tunica
muscularis hin zur Mucosa, auch bei moglicherweise konstantem Herzzeitvolumen [REVELLY
et al. 1996]. Damit droht der Tunica muscularis eine relevante Ischamie mit den Folgen der
Paralyse bzw. spontanen Perforation. In den vorliegenden Untersuchungen lie sich eine

derartige Beeintrachtigung der Durchblutung in der Tunica muscularis nicht nachweisen.

Die vorliegenden Daten sind die ersten, die eine Rolle der intestinalen HO-1 fir die
Darmperfusion und Darmschadigung im Modell der BDL thematisieren. BDL und SnMP-
Gabe fiihrten zu einer verstarkten intestinalen HO-1 Expression. Wiederum zeigt sich das
Phanomen einer verstarkten HO-1 Expression nach funktioneller Blockade, nicht nur bei der
Leber, sondern diesmal auch am Darm. Gleiche Befunde am Darm waren auch von anderen
Arbeitsgruppen unter Einsatz von SnPP oder ZnPP berichtet worden [MALLICK et al. 2005,
GIris et al. 2006, GAN et al. 2007]. Die verstarkte HO-1 Expression fand sich sowohl nach
BDL als auch nach SnMP-Gabe in etwa gleichem Ausmal’ und spielte sich vor allem an der
Spitze des Villus ab. Interessanterweise korrelierte die HO-1 Expression mit dem
Schédigungsgrad. Die HO-1 Inhibition aggravierte die Schéaden, die in der Lamina propria
nach Gallengangsligatur zu beobachten waren und flhrte auch schon zu nachweisbaren
Schaden beim gesunden, nicht der Gallengangsligatur ausgesetzten Darm. Damit wies die
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HO-1 protektive Eigenschaften fir die intestinale Integritdt auf. Ahnlich wie schon bei der
Leber konnen aufgrund der Komplexitdt der HO-1-vermittelten Effekte mehrere

Mechanismen dafir in Frage kommen.

Zunéchst war nach 30-mindtiger Okklusion der AMS (Arteria mesenterica superior)
aufgefallen, dass eine ischamische Prékonditionierung mit vorausgegangener zehnminitiger
Okklusion der AMS und daran anschlieBender zehnminutiger Freigabe des Blutstromes, die
Anzahl adhérenter Leukozyten im Kapillarendothel der VillusgefaRe gegentiber der Gruppe
ohne ischdmische Prakonditionierung reduziert hatte [MALLICK et al. 2005].
Interessanterweise hatte die HO-1 Blockade mittels ZnPP diesen protektiven Effekt der
ischdmischen Prakonditionierung groRtenteils aufgehoben. Nach Ischdmie/Reperfusion
konnte auRerdem gezeigt werden, dass die Bildung von Sauerstoffradikalen mit dem
Villusschaden korrelierte [WEIXIONG et al. 1994]. Obwohl nicht gesondert gemessen, kann
auch bei den beschriebenen Perfusionsstorungen des Darmes eine vermehrte
Radikalenbildung postuliert werden. Die vermehrte Bilirubinproduktion durch HO-1
Induktion hatte demzufolge als Radikalenfanger den oxidativen Stress und damit den
intestinalen ~ Schaden  minimiert.  Jedoch  finden sich nach BDL erhdhte
Bilirubinkonzentrationen per definitionem und es ist somit fraglich, ob die HO-1-abhéangige
Bilirubinproduktion tatséchlich der Mechanismus ist, der die Zytoprotektion am Villus

vermittelt.

Uber den anderen moglichen Kandidaten der HO-1-vermittelten Zytoprotektion,
namlich CO, liegen bisher keine Untersuchungen einer moglichen Regulation der
Durchblutung fir den Darm vor. Arteriolen, prakapillare Sphinktere, Kapillarendothelien
sowie Perizyten steuern, wohl auf Grund ihrer Ausstattung mit kontraktilen Filamenten, den
Blutfluss in der intestinalen Endstrombahn [HIRSCHI et al. 1996, WILLE et SCHNORR 2003].
Im Hinblick auf mogliche Angriffspunkte fur CO scheint vor allem das perizytare Zytoskelett
mit seinem hohen Anteil an alpha-glattem Muskelaktin, welches nahezu komplett das
kapillare Netzwerk der VillusgefdRe umwebt, von besonderem Interesse zu sein. Bei der
Leber entsprechen diese Perizyten mit ihren kontraktilen Fortsatzen den Itozellen, fir die
gezeigt worden ist, dass sie hauptsachlich fur die CO-abhédngige sinusoidale
Blutflussregulation verantwortlich zu machen sind [SUEMATSU et al. 1995, SUEMATSU et al.
1996]. AulRerdem ist bekannt, dass CO die Thrombozytenaggregation hemmt, was aufgrund
des ungehinderten Flusses zu einer Erhéhung der Erythrozytenfliefgeschwindigkeit in der
Mikrostrombahn flihrt [BRUNE et al. 1987]. Damit verbunden sind ein verbesserter nutritiver
Blutfluss sowie eine verbesserte Elimination toxischer Produkte. Tatséchlich konnte in einer
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tierexperimentellen  Studie bereits das Konzept einer CO-vermittelten intestinalen
Zytoprotektion untermauert werden [NAKAO et al. 2003]. Bei der Diinndarmtransplantation
der Ratte hatte die Inhalation von CO zu einer deutlichen Reduktion des Ischamie-
/Reperfusionsschadens gefiuihrt. Eine gleichartige glinstige Wirkung der exogenen CO-Gabe

fiir die intestinale Integritat ist auch bei anderen Modellen vorstellbar.

7.3.2 HO-1 vermindert die Schadigung der intestinalen Villi bei
90% Leberresektion

Nach 90% Leberresektion war, wie auch schon nach BDL, eine Stérung der
intestinalen Perfusion und Villusintegritit zu verzeichnen. Diese Befunde unterstreichen die
Hypothese, dass Schadigungen am Darm zur Pathogenese des Leberversagens nach
ausgedehnter Leberresektion beitragen [VAN LEEUWEN et al. 1991, BOERMEESTER et al.
1995]. Dariiber hinaus hatte die HO-1 Blockade auch die Beeintrachtigung der
Darmdurchblutung und Schéadigungen am Villus verschérft. Ein pathophysiologischer
Zusammenhang zwischen Pathologien des Darmes und der Leber wird durch die Hypothese
der bakteriellen Translokation postuliert. Die bakterielle Translokation wurde formuliert,
nachdem Darmbakterien aulRerhalb des Darmes beispielsweise in mesenterialen Lymphknoten
aber auch Organen wie Leber, Milz oder Lunge kultiviert werden konnten [BERG et al. 1979].
Die bakterielle Translokation kann ganz unterschiedlichen Atiologien wie dem
hadmorrhagischen Schock, dem Verbrennungstrauma, der totalen parenteralen Erndhrung,
entzlindlichen Darmerkrankungen, sowie der intestinalen Obstruktion zugeordnet werden mit
jeweils ganz unterschiedlichen klinischen Verldufen. Die bakterielle Translokation wurde
auch nach Leberresektionen und zwar schon nach zwei Stunden beobachtet [WANG et al.
1995]. Die bakterielle Translokation wurde sowohl nach Leberresektionen bei Cholestase
[NORIOKA et al. 2002] als auch bei 90% Leberresektion beschrieben [WANG et al. 1993].

Der genaue Mechanismus wodurch die bakterielle Translokation ausgelost wird ist
weder fir die Leberresektion noch fur die BDL bekannt. Auch in Zusammenhang mit der
Leberresektion wurde die mukosale Schrankenstorung als Folge einer toxischen Schéadigung
bakterieller Endo- oder Exotoxine [STEFFEN et al. 1983, BATT et al. 1984, NORIOKA et al.
2002] oder als Zytokin- oder Radikalen-vermitteltes Trauma interpretiert [DEITCH et al.

1988]. Nachdem die bakterielle Translokation aber bereits schon zwei Stunden nach
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Leberresektion beobachtet wurde, ist es fraglich, ob tatsdchlich diese Erklarungsmodelle

Richtigkeit besitzen.

Eine andere Hypothese geht von einer ischdmischen Schadigung der mukosalen
Schranke aus. Unter dieser Vorstellung wurde in den vorliegenden Untersuchungen erstmalig
die intestinale Perfusion nach Leberresektion thematisiert. Nach 90% Leberresektion trat eine
leichte Hypotonie auf, die aber nicht so ausgepragt war, als dass schon eine mukosale
Isch&mie zu erwarten gewesen ware. Zum Vergleich trat beim h&morrhagischen Schock die
bakterielle Translokation nicht vor zwei Stunden bei einem arteriellen Mitteldruck von 30
mmHg auf [KozioL et al. 1988]. Trotz des signifikanten, aber nicht Kkritischen
Blutdruckabfalls hatte sich die Blutflussgeschwindigkeit in den Muskularisgefalen nicht
signifikant vermindert, und war in den intestinalen Villi nach Leberresektion und SnMP-Gabe
sogar leicht erhoht. Nach 90% Leberresektion war der Leberblutfluss vervierfacht. In
vorhergegangenen Studien wurde gezeigt, dass die 70%, wie auch die 90% Leberresektion zu
einem intermittierenden Anstieg des Pfortaderdrucks und einer relativen Zunahme des
portalen Flusses pro Lebergewebe fiihren, nachdem der gesamte Pfortaderstrom durch die
kleine Restleber flieBen muss [SATO et al. 1997, LAI et al. 2000, MORSIANI et al. 1998,
RICHTER 2008]. Der Anstieg des portalvendsen Drucks zieht eine myogen-kontrollierte
arterielle VVasokonstriktion im intestinalen Stromgebiet nach sich, die zu einer verminderten
intestinalen Perfusion fiihrt [GRANGER et al. 1980]. Dies konnte auch in einer Kklinischen
Studie bei Lebertransplantationen gezeigt werden, indem wahrend der anhepatischen Phase
bei vollstandig okkludierter Vena portae die Dinndarmdurchblutung abnimmt [RONHOLM et
al. 2001].

Auch in dem Untersuchungsabschnitt der intestinalen Perfusion nach 90%
Leberresektion fand sich bei der Videofluoreszenzangiographie eines etwa 15 cm langen
ausgelagerten Illeumsegmentes eine fleckférmige Beeintrachtigung der Perfusion nach
Leberresektion, HO-1 Blockade und Kombination von Leberresektion und HO-1 Blockade.
Wiederum zeigte sich, dass einerseits die Perfusionsdefekte nicht einfach nur Ausdruck eines
Abfalls des systemischen Blutdrucks waren und andererseits, dass die HO-1 offenbar auch
unter physiologischen Bedingungen eine Rolle fiir die Regulation der intestinalen Perfusion
spielt. Im Gegensatz zu dem Untersuchungsabschnitt der intestinalen Perfusion nach BDL
konnte nun auch in der Intravitalmikroskopie nach Leberresektion eine signifikante Abnahme
der Anzahl der perfundierten Tunica muscularis-GeféRRe beobachtet werden. HO-1 Blockade
hatte den Perfusionsausfall verstarkt. Eine Veranderung des Geféalidurchmessers z. B. als

Folge eines Wegfalls des moglichen Vasodilatators CO konnte aber nicht gezeigt werden. In



Diskussion 98

diesem Untersuchungsabschnitt wurde aber zusatzlich wegen der oben beschriebenen
Zunahme der mukosalen Perfusion auf Kosten der Perfusion der Tunica muscularis auch eine
Intravitalmikroskopie der Villi durchgefiihrt. Tats&chlich zeigte die Messung der
FlieRgeschwindigkeit eine Abnahme in den Tunica muscularis-Gefalien und eine Zunahme in
den Villi nach Leberresektion und HO-1 Blockade.

Nach Leberresektion wurden verschiedene histologische Schéden der Darmwand
beschrieben. Bereits nach vier Stunden wurden eine Degeneration der Enterozyten, eine
Verkirzung der Villi und nekrotische Areale in der Mucosa beobachtet [WANG et al. 1983].
Diese Verdnderungen waren im lleum und Dickdarm ausgepragter als im Jejunum,
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten bereits nach 70% Leberresektion eine
Verkirzung und Verdickung der Villi [WANG et al. 1995]. AuRerdem waren die
Mitochondrien geschwollen und vor allem in der Submucosa haben sich Makrophagen
angereichert. Diese Beobachtungen wurden auch nach 90% Leberresektion bestétigt [WANG
et al. 1994]. In den Untersuchungen des Abschnitts 6.2.4 waren nicht nur Veranderungen der
Enterozyten, sondern auch im Bereich der Lamina propria aufgezeigt worden. Ahnliche
Verénderungen sind auch nach Ischamie und Reperfusion oder hdmorrhagischem Schock
gesehen und Klassifiziert worden [CHIU et al. 1970, MALLICK et al. 2005]. Die HO-1
Blockade hatte die histologischen Schéaden, ndmlich die Auflockerung in der Lamina propria
mit Bildung von Vakuolen und die Destruktion der Enterozyten, verstarkt. Nachdem die
Transaminasen sich gleichermallen wie die LDH verandert hatten, sind LDH Messungen
wenig spezifische Marker eines intestinalen Schadens. Die erhohten LDH Konzentrationen
resultierten am ehesten auch von den Schéden der Restleber nach ausgedehnter
Leberresektion.
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7.3.3 HO-1 bei Cholestase und nach Leberresektion: zytotoxisch oder
zytoprotektiv?

Am Ende steht nun die Frage, ob die HO-1 zytotoxische oder zytoprotektive
Eigenschaften aufweist. Nach vorliegenden Untersuchungen lautet die Antwort: sowohl als
auch. Auch wenn die HO-1, wie in 3.2 dargestellt, in allen mdglichen Stressmodellen
involviert zu sein scheint, wirken sich die vier Eigenschaften der HO-1 (Abbau von Ham,
Bildung von CO, Eisen und Biliverdin) jeweils ganz unterschiedlich aus. Hierbei darf auch

nicht nur ein Organ betrachtet werden.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die HO-1 Inhibition sowohl bei
Gallengangsligatur als auch nach 90% Leberresektion eine schadigende Wirkung auf den
Darm hat. In einer anderen Studie fuhrte aber die HO-1 Inhibition nach Leberresektion bei
Gallengangsligatur zu einer verbesserten Uberlebensrate [SCHEINGRABER et al. 2009]. Damit
wird deutlich, wie wichtig es ist, beispielsweise beim Modell der Cholestase nicht nur auf ein
Organ zu fokussieren, sondern moglichst das Zusammenspiel vor Augen zu haben. Auch
wenn die Cholestase zu erheblichen Schadigungen am Darm gefiihrt hat und HO-1 Inhibition
die Darmdurchblutung zusétzlich gestort und sogar histologische Schaden verursacht hat, hat
dieser Effekt offenbar keine Rolle fiir das Uberleben gespielt. Eine Reduktion der Schadigung
in der Leber scheint damit bei der Cholestase wichtiger als eine Reduktion der Schaden am
Darm. Ein genaues Verstindnis derartiger Zusammenhange ist wichtig fur das Entwickeln
neuer Konzepte. Bei isolierter Betrachtungsweise der protektiven Effekte der HO-1 im
Modell der Gallengangsligatur beim Darm ware man motiviert der Frage nachzugehen, ob
eine zusétzliche HO-1 Stimulation noch mehr Protektion bieten wurde. Tatsachlich war dies
auch im Ischdmie-/Reperfusionsmodell der Fall. Die Gabe von unterschiedlichen HO-1
Induktoren fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der histologischen Schaden am Darm nach
Okklusion der AMS mit anschlieRender Reperfusion, bei der Strahlenenteritis, sowie der
intestinalen Atonie nach Verbrennungstrauma [ATTUWAYBI et al. 2004, MALLICK et al. 2006,
Giris et al. 2006, WASSERBERG et al. 2007, GAN et CHEN 2007]. Andererseits stellte die
Arbeitsgruppe Froh et al. durch den Einsatz des HO-1 Induktors CoPP und der damit
verbundenen HO-1 Uberexpression eine zunehmende Leberfibrose nach BDL fest [Froh et al.

2007]. In Kenntnis dieser Daten scheint eine weitere Stimulation nicht sinnvoll.
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Eine ganz andere Bedeutung hat die HO-1 bei der 90% Leberresektion. Hier hatte die
Inhibition der HO-1 zu einer, wenn auch in der statistischen Testung nicht signifikanten
Reduktion des systemischen Blutdrucks und der hepatischen Mikrozirkulation gefiihrt. Am
Darm hatte die fleckférmige Perfusionsstérung zugenommen, eine schocktypische
Umverteilung der Darmwandperfusion stattgefunden und der Villusschaden sich verstarkt.
Wahrend der Versuche war nicht aufgefallen, dass sich durch HO-1 Inhibition das ohnehin
limitierte Uberleben nach 90% Leberresektion verandert hatte. Von daher ist es ein sinnvoller
Ansatz zu untersuchen, ob durch eine HO-1 Stimulation das Uberleben nach Leberresektion
verbessert werden kann. Relativ aktuelle Untersuchungsbefunde einer VVorbehandlung mit
hyperbarem Sauerstoff (HBO) untermauern diesen Ansatz [Mori et al. 2007]. Durch
dreitdgige HBO konnte eindrucksvoll das Uberleben bei der 90% Leberresektion der Ratte
verbessert werden. Die HBO fuhrte verglichen mit Kontrolltieren ohne HBO zu einem 1,38-
fachen Anstieg der HO-1 mRNA und 3-fachen Zunahme der HO-1 auf Proteinebene. Neben
dem Uberleben, war der Lebergewicht/Korpergewicht-Quotient ebenso wie die
Leberlaborparameter in der HBO-Gruppe glnstiger. Weitere Untersuchungen mit anderen
Stimulatoren fir die HO-1 mussen aber erfolgen, um tatsachlich der HO-1 die Verantwortung

fuir das verbesserte Uberleben nach 90% Leberresektion zuzuschreiben.
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8 ABKURZUNGEN

Abb. Abbildung
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