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1 ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Expression und Wirkung der Hamoxygenase-1 (HO-1),
dem Schrittmacherenzym des Hamabbaus, nehmen derzeit einen wichtigen Platz
ein, wobei vor allem ihre protektive Wirkung bei oxidativem Stress und
EntzGndungsreaktionen in der Leber von besonderem Interesse ist. Hierbei werden
unterschiedliche Metalloporphyrine zur funktionellen Blockade der HO-1 Aktivitat
eingesetzt, ohne dass deren Begleiteffekte, Spezifitdt oder Aktivitat eigens in-vivo
untersucht wurden. Aus in-vitro Untersuchungen ging hervor, dass CrMP das ideale
Metalloporphyrin zur HO-1 Inhibition ware. Ein Ziel der vorliegenden Studie war es
deswegen, unterschiedliche Metalloporphyrine hinsichtlich ihrer hamodynamischen
Akuteffekte und der Hepatotoxizitat im Lebendmodell zu untersuchen. Aullerdem
sollte in einem zweiten Schritt die funktionelle Bedeutung der Hamoxygenase-1 im

Modell der extrahepatischen Cholestase genauer analysiert werden.

Hierzu erhielten mannliche Sprague Dawley Ratten einen der drei
Metalloporphyrine  SnMP, SnPP oder CrMP. AnschlieBend erfolgte eine
kontinuierliche Messung des arteriellen Blutdrucks Uber 15 Minuten sowie eine
Beurteilung der hepatischen Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie der Leber

und eine Bestimmung verschiedener Laborparameter im Serum.

CrMP flhrte hierbei im Gegensatz zu den beiden anderen HO-1-Inhibitoren zu
einem signifikanten und andauerenden Blutdruckabfall, einem Anstieg der
Leberenzyme im Serum sowie zu einer verstarkten Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion. Nach Gabe von SnPP liel3 sich ein Anstieg der nicht-perfundierten
Sinusoide erkennen, SnMP dagegen fuhrte zu keiner Veranderung des sinusoidalen

Blutflusses.

Trotz der Uberlegenheit in in-vitro-Untersuchung verbietet sich folglich aufgrund
der hohen Toxizitat die Anwendung von CrMP in in-vivo-Modellen. Fur alle

nachfolgenden Untersuchungen wurde nur noch SnMP verwendet.

Im zweiten Teil der Studie zur Untersuchung der Bedeutung der HO-1 bei

Cholestase erhielten die Tiere entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine
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Sham-Operation mit Laparotomie und Mobilisierung des Gallengangs. Jeweils die
Halfte der Tiere erhielt zusatzlich eine i.v.-Bolusgabe des HO-1-Inhibitors SnMP.
Nach 3 Tagen, also nach Entwicklung einer Cholestase und vor Auftreten einer
biliaren Zirrhose wurden die Tiere relaparotomiert und zunachst die Mikroperfusion
der Leber mittels Laser-Dopper-Flow-Metrie gemessen. Anschlieend wurde
Lebergewebe sowohl fur eine quantitative PCR als auch zur immunhistochemischen
Analyse entnommen sowie Blut zur Bestimmung verschiedener Laborparametern

asserviert.

Die zusatzliche HO-1 Inhibition nach Gallengangsligatur flihrte zu einem
signifikant geringeren postoperativen Gewichtsverlust, zu einem weniger
ausgepragten Transaminasenanstieg und zu einem niedrigeren Gesamtbilirubin.
Immunhistochemisch lieken sich weniger proliferierende Hepatozyten und
Gallengangsepithelien darstellen sowie eine geringere Anzahl extravasierter
Leukozyten im Periportalfeld, wenn die gallengangsligierten Tiere zusatzlich SnMP

erhalten hatten.

Zusammenfassend konnte man beobachten, dass die Hdmoxygenase bei der
extrahepatischen Cholestase im Gegensatz zu vielen anderen Untersuchungen
keine zytoprotektive Stellung einnimmt, sondern sogar zur Manifestation des
Cholestase-bedingten Leberschadens beitragt. Dieses Phanomen lasst sich am
ehesten durch die modulativen Einflisse der HO-1 Endprodukte auf den

intrahepatischen Gallefluss erklaren.
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2 SUMMARY

There are many studies on the pyhsiological role of hemeoxygenase-1 (HO-1)
evaluating especially its protective actions in different liver pathologies. These
studies require metalloporphyrins as HO-1 inhibitors that will not influence tissue
perfusion and cellular integrity. In vitro data support the use of CrMP as an ideal HO-
1 inhibitor. However, in vivo side effects of the different metalloporphyrins have not
been examined yet. One aim of this study was therefore to investigate the effects of
three different metalloporphyrins on macrocirculation, microcirculation and
hepatotoxicity. Furthermore, the role of HO-1 during extrahepatic jaundice should be

examined in a second step.

Sprague Dawley Rats received an injection of one of the three
metalloporphyrins SnMP, SnPP or CrMP. Macrocirculation was analyzed by
measurement of mean arterial blood pressure, the hepatic microcirculation was
assessed by intravital microscopy and blood samples were taken to study liver injury

by determining liver enzymes.

Administration of CrMP led in contrast to the other metalloporphyrins to a
significant and persisting decrease of blood pressure, an increase of liver enzymes
and a marked inflammatory response, as indicated by increased leukocyte adhesion.
SnPP led to an increase of the number on non-perfused sinosoids. After

administration of SnMP a stable sinusoidal blood flow could be observed.

Despite its superiority in in-vitro investigations, CrMP should therefore not be
used in-vivo due to its hepatotoxicity. Because SnMP did not affect the

microcirculation, it was used for inhibition of HO-1 in all further investigations.

In the second part of this study -evaluating the role of HO-1 during cholestasis -
rats underwent bile duct ligation (BDL) or sham operation. 50% of the animals of
each group received additionally SnMP for functional blockade of HO-1. Three days
later the animals underwent re-laparotomy. Liver microcirculation was determined by

laser Doppler flowmetry and blood and liver samples were taken for further analysis.
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Additional inhibition of HO-1 after BDL led to a significant reduced postoperative
weight loss, to a less pronounced increase of liver injury markers and a lower total

bilirubin.

Immunhistochemically less proliferating hepatocytes and bile duct epithelial
cells as well as less neutrophils in the periportal fields could be seen when BDL

animals had received SnMP.

In contrast to a large body of studies showing protective effects of HO-1
induction, our findings suggest some detrimental effects of cholestatic HO-1
expression. This might be explained by distinct modulating effects of HO-1 products

on intrahepatic bile flow.
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3 EINLEITUNG

3.1 Historisches Interesse an der Hamoxygenase

Historisch gesehen spielten Enzyme, die lediglich Abbauprozesse katalysieren
aus wissenschaftlicher Sicht eine eher untergeordnete Rolle und besallen langst
keinen so hohen Stellenwert wie anabole Enzyme. Auch die Hamoxygenase (HO)
stie, 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 aquimolarer
Anteile an Biliverdin, Kohlenmonoxid (CO) und freiem zweiwertigem Eisen (Fe?*) aus
Ham (Fe-Protoporphyrin-1X), wobei Biliverdin anschlieBend mittels Biliverdin-
Reduktase zu Bilirubin reduziert wird. FUr die Oxidationsreaktion sind die
Anwesenheit von Sauerstoff, NAD(P)H sowie NAD(P)H-Cytochrom P-450 Reduktase
notwendig, so dass man ursprunglich davon ausging, dass die Hdmoxygenase ein
zur cytP450-Familie gehérendes Enzym sei [TENHUNEN et al., 1972]. Spater jedoch
konnte diese Vorstellung revidiert werden und die HO als ein vollkommen

unabhangiges Enzym charakterisiert 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 Ham-
degradierendes Enzym zu wandeln: Obwohl die beiden Enzyme — die urspriinglich
beschriebene Hamoxygenase wurde fortan HO-1 genannt, die neu entdeckte HO-2 —
dieselbe Reaktion katalysieren und auch strukturell groRe 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
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bestimmter Sequenzen im HO-2 Gen verantwortlich gemacht wurde [ALAM et al.,
1994]. Inzwischen wurde auch eine weitere nicht induzierbare Isoform der
Hamoxygenase, die HO-3, beschrieben, die jedoch nur einen schwachen Katalysator

der Hdmdegradation darstellt [MCCOUBREY et al., 1997].

30, 3 NAD(P)-H

.. NAD(P
Hamoxygenase < Cytochrom
3 H0 3 NADP?

II ‘

Biliverdin

NAD(P)-H
Biliverdin-
Reduktase

N

NADP*

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

Durch immunhistochemische Untersuchungen mit spezifischen monoklonalen
Antikoérpern ist das Muster der Verteilung von HO-1 und HO-2 analysiert worden,

insbesondere die Lokalisation der einzelnen Enzyme in der Leber. Hierbei fand sich
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ein sehr spezielles Verteilungsmuster (Abbildung 2): In normalem Lebergewebe
konnte HO-1 nur in den KUPFFERschen Sternzellen nachgewiesen werden, die fur
Abbau und Beseitung zerstorter Erythrozyten verantwortlich sind. HO-2 dagegen
fand sich in den Hepatozyten unter Aussparung der KUPFFERschen Sternzellen
[GoDA et al.,, 1998]. Die Hepatozyten stellen auf Grund ihrer Ausstattung mit
Cytochrom P-450 den Hauptabbauort des Hams dar [BISSELL et al.,1972].
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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 Balken reprasentieren 50um in A und 100um in B. P=Portalvenenast,
C=Zentralvene (Abb. aus Goda et al., J Clin Invest. 1998 Feb; 101(3), 604-612)

Anders hingegen sah das Verteilungsmuster in Lebergewebe bei oxidativem
Stress aus, also beispielsweise nach Verabreichung von Kobaltchlorid, Endotoxin
oder nach hamorrhagischem 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. Demgegenuber zeigte die HO-2 Expression keine
Veranderungen gegenuber dem normalen, nicht stimulierten Lebergebewe [BAUER et
al., 1998].
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3.2 Zytoprotektion durch 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 ‘

l/

Ischamie/ Induktion Halothan/
Reperfusion HO-1 Isofluran

I ‘ 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 dargestellt.

Da nicht nur die Induktion der HO-1 nachgewiesen wurde, sondern sich auch
Hinweise auf mdgliche 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].

Insbesondere die hepatoprotektive Wirkung der HO-1 konnte in einer Vielzahl
von Modellen mit Leberschaden gesichert werden: Die endogene HO-1 verringerte
sowohl die mikrozirkulatorische Dysfunktion und den hepatozellularen Schaden als
auch die inflammatorische Reaktion nach hamorrhagischem Schock [PANNEN et al.,

1998], septischem Schock [KYOKANE et al., 2001], Ischamie/Reperfusion [AMERSI et
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al., 1999; WUNDER et al., 2002] und CCls-induzierter Leberzirrhose [Tsul et al., 2006].
Auch nach Lebertransplantation wiesen Lebern mit initial hoherer HO-1 Aktivitat
einen geringeren Reperfusionsschaden und eine bessere Transplantatfunktion auf
als Spenderlebern mit niedriger HO-1-Aktivitat [GEUKEN et al., 2005].

Die moglichen zytoprotektiven Effekte der HO-1 resultieren aus den beiden
Eigenschaften der HO-1, einerseits Ham abzubauen und andererseits aus den
zahlreichen Effekten der HO-1 Stoffwechselprodukte CO, Eisen und Bilirubin (siehe
unten). Der Abbau von Ham ist zunachst als protektiv einzustufen, da Ham als
solches toxisch ist. Daneben ist Ham aber auch in verschiedensten Enzymen
enthalten, die wiederum eine wichtige Rolle im Stressstoffwechsel innehaben. Als
prominenter Vertreter ist hierbei die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS)
zu nennen, welche zur Produktion von NO fuhrt, das in eine Vielzahl von
inflammatorischen, mitogenen, antiapoptotischen, vasoregulatorischen und
neurotrasmitter-abhangigen Prozessen eingebunden ist [ABRAMSON et al. 2001,
SHARNA et al. 2007, CHUNG et al. 2008]. Die iINOS ist ein Hamprotein mit zwei
Hammolekullen im aktiven Zentrum. Durch die gesteigerte HO-1 Aktivitat wird auch
INOS schneller abgebaut [MONCURE et al. 2003].

3.3 Zytoprotektion durch HO-1 Produkte

3.3.1 Biliverdin und Bilirubin

Anhnlich wie die Hamoxygenase war auch deren Stoffwelchselprodukt
Bilirubin, das mit Hilfe der Biliverdin-Reduktase aus Biliverdin reduziert wird, friher
als eher nutzloses bis sogar toxisches Stoffwechselendprodukt angesehen worden.
Aufmerksamkeit gewann Bilirubin vor allem durch seine Neurotoxizitat 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 Molekule nachgewiesen werden und sie gelten so als physiologische,

kettenbrechende Inaktivatoren freier Sauerstoffradikale [STOCKER et al., 1987]. Die
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Oxidation ungesattigter Fettsauren in Liposomen kann durch Bilirubin sogar starker
verhindert werden als mit a-Tocopherol, welches bis dato als potentestes
Antioxidans der Lipidoxidation galt. Diese Entdeckungen konnten in verschiedensten
nachfolgenden Versuchsreihen bestatigt werden. So zeigten beispielsweise
Baranano et al., dass sogar durch Bilirubin in nanomolarer Dosis Zellen vor einem
durch Wasserstoffperoxid induzierten Schaden geschutzt werden konnen. Als
zugrunde liegenden Mechanismus der antioxidativen Wirkung geht man von einem
Redox-Zyklus im Sinne eines ,Self-Recycling” des Bilirubin aus: Bilirubin wird durch
freie Radikale zurlick zu Biliverdin oxidiert, um anschlie®end durch die Biliverdin-
Reduktase wieder zu Bilirubin reduziert zu werden und erneut als Antioxidans zur

Verfugung zu stehen [BARANANO et al., 2002]. (Abbildung 4)

Aulerdem besitzt Bilirubin eine immunsuppressive Wirkung, indem es die
Interleukin-1 und -2 Bildung inhibiert und somit die Aktivitat naturlicher Killerzellen,
die zellulare antikorperabhangige Zytotoxizitat sowie die Lymphokin-aktivierte

Immunantwort unterdrickt [HAGA et al., 1996].
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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 zurlickoxidiert wird. Daduch werden
Membranproteine vor Oxidation geschiitzt. GSH ist das starkste intrazellulare Antioxidans, das
zytoplasmatische Proteine vor Oxidation schitzt. GR=GSH-Reduktase; GSSG=reduziertes
GSH. (Abb. modifiziert nach Baranano et al.,, Proc Natl Acad Sci USA. 2002 Dec
10;99(25):16093-8)

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 Ioslichen Guanylatcyclase (sGC) mit gesteigerter cGMP-Bildung
(cyclisches Guanosinmonophosphat) fuhrt und somit als second messenger eine
weites Spektrum an zellularen Funktionen moduliert [BRUNE et al., 1987]. Uber
diesen Mechanismus bewirken beide Gase die Relaxation glatter Muskelzellen,
insbesondere der GefalRwande 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
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niedrigen vaskularen Tonus der Lebersinusoide durch Relaxation der Ito-Zellen
aufrechterhalt. 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 verfugt CO,
ahnlich wie Bilirubin, auch Uber eine antiinflammatorische Komponente, die NO-
unabhangig Uber mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) vermittelt wird. Zu diesen
Effekten zahlen die Inhibition der Plattchenaggregation sowie die Inhibition der
Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-a. oder
Interleukin-1p [OTTERBEIN et al.,, 2000]. AuRBerdem wirkt Kohlenmonoxid in
verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten, Hepatozyten und Endothelzellen

antiapoptotisch [PETRACHE et al., 2000]

Des Weiteren beeinflusst CO die Gallebildung und den intrahepatischen
Gallefluss, da die selektive Inhibition der HO-1 und somit Senkung der CO-
Konzentration mittels Zink-Protoporphyrin (ZnPP) zu einer Stimulation der
Gallensaureexkretion und des Galleflusses in der Leber fuhrte. Auch diese Prozesse
waren cGMP-abhangig [SANO et al., 1997]. CO fuhrte aullerdem zu einer Steigerung
der Kontraktion und Kontraktionsfrequenz der Canaliculi bilis, was einen weiteren

Mechanismus zur Regulation des Gallenflusses darstellt [SHINODA et al, 1998].

3.3.3 Fe?* und Ferritin

Ob auch das beim Hamabbau freiwerdende 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
[Wunder et al., 2003]. Hydroxyl-Radikale fuhren zur Lipidperoxidation und greifen so
die Seitenketten der zellmembrangebundenen Phospholipide an und zerstéren

dadurch Zellorganellen und Zellwand.

Allerdings fuhrt die vermehrte HO-1-Induktion nicht nur zu erhdhten
Konzentration an freiem Fe2+, 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].
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass parallel zum Anstieg der Ferritin-
Expression auch eine Aktivitatszunahme der ATPase Pumpe zu verzeichnen ist,
welche aktiv intrazellulares Eisen aus der Zelle entfernt und somit den intrazellularen
Eisenpool an Fe?* vermindert [FERRIS et al., 1999]. Der relative Anteil von ATPase
Pumpe und Ferritin an den zytoprotektiven Effekten der HO-1 konnte bisher jedoch

noch nicht vollstandig geklart werden.

3.4 Zytotoxizitat der HO-1

Entgegen einer Euphorie, die HO-1 als eine Art Universal-Zyotpotektor 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 wird [DA SILVA et al., 1996].
Ahnliche Ergebnisse erbrachten auch Untersuchungen an einem Modell des durch
Tetrachlorkohlenwasserstoff (CCls) induzierten toxischen Leberschadens: Die
Leberzellschadigung fuhrte erwartungsgemaf zur HO-1 Hochregulation. Zusatzliche
HO-1-Stimulation durch Hamin-Vorbehandlung vergréRerte 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
biliZren Leberzirrhose zu sehen, wo durch HO-1 Uberexpression die
Leberschadigung verstarkt wird. Sowohl die histologische Schadigung, der
Transaminasenanstieg, als auch die Fibrinogenese waren bei Tieren ohne
zusatzliche HO-1 Induktion geringer ausgepragt als bei Tieren mit zusatzlicher HO-1
Induktion [FROH et al., 2007]. AuRerdem tragt die HO-1 im Modell der Leberzirrhose
wesentlich zur arteriellen Vasodilatation und somit zu massiven hamodynamischen
Storungen bei, welche fur eine Vielzahl von schweren Komplikationen der Zirrhose
wie beispielsweise das hepatorenale Syndrom, Aszites, Verdinnungshypernatriamie

und hepatopulmonales Syndrom verantwortlich sind. Durch Blockade der HO-1
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konnen die hamodynamischen Parameter im Wesentlichen normalisiert werden
[CHEN et al., 2004]

Ein mdglicher Erklarungsansatz fir diese schadlichen Effekte der HO-1 fand
sich durch Untersuchungen an transfizierten Fibroblasten mit unterschiedlichem
Level an HO-1 Expression, welche oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Hierbei
nahm die HO-1 nur innerhalb eines gewissen Bereichs eine protektive Rolle ein. 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 gro3er Mengen an freiem reaktiven

Eisen bedingt gewesen war [SUTTNER et al., 1999].

Ein ganz ahnliches Verhalten lie} sich auch bei CO nachweisen: Wahrend in
niedriger Konzentration die protektiven Eigenschaften dominieren, gilt CO in hoher
Dosierung als toxisches Gas. Zum Einen fuhrt 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 verdrangt
exzessives CO kompetitiv. auch NO aus den Hamproteinen, welches in
sauerstoffreicher Umgebung zur Bildung von Peroxynitrit fuhrt, was als potentes
Oxidans bekannt ist [ISCHIROPOULOS et al., 1996].

Zusammenfassend mull 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 Uberwiegt.

3.5 Die Inhibition der HO-1

3.5.1 Verwendete Substanzen

Zur experimentellen Untersuchung der Bedeutung der HO-1 und zur
eventuellen spateren klinischen Anwendung, ist es notwendig, die Hamoxygenase
selektiv zu inhibieren. Schon mit der Entdeckung und Charakterisierung der HO-1

wurden diverse Metalloporphyrine als potentielle Inhibitoren dieses Enzyms
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identifiziert [TENHUNEN et al., 1969]. Fur 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 Spezifitdt hinsichtlich der HO-1 Inhibition
besitzen [VREMAN et al., 1991]. Wahrend zunachst Zinn-Protoporphyrin-IX (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 gepruft (Abbildung 5). 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].

OH OH OH

Abbildung 5: Strukturformeln géngiger Metalloporphyrine. Links: CrMP, Mitte: SnMP, Rechts:
SnPP-IX

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 moglichst 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]
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Inwiefern sich die verschiedenen Metalloporphyrine in vivo unterscheiden, ob
es Unterschiede hinsichtlich hamodynamischen Auswirkungen oder Toxizitat der

einzelnen Substanzen zu beobachten gibt, ist bislang nicht untersucht worden.

3.5.2 Klinische Bedeutung

Klinische Bedeutung erlangte die HO-1 Inhibition mittels Metalloporphyrinen
bis heute vor allem bei der Behandlung des Neugeborenenikterus. Dieser stellt ein
relativ haufiges und bekanntes Problem in der Neonatologie dar und ist vor allem auf
Grund der potentiell schweren Hirnschaden (Kernikterus) gefirchtet, die durch die
Neurotoxizitat von Bilirubin bei noch nicht vollkommen funktionsfahiger Blut-Hirn-
Schranke entstehen [HSIA et al., 1952].

Verursacht wird die Hyperbilirubinamie bei Neugeborenen durch ein
Ungleichgewicht zwischen Bilirubinproduktion und hepatischer Bilirubinkonjugation
und — exkretion. Verstarkt wird dieses Ungleichgewicht insbesondere bei Kindern, die
zusatzlich an einer hamolytischen Krankheit wie beispielsweise Glucose-6-
Phosphatasemangel leiden. Die Standardtherapieoptionen des Neugeborenenikterus
beinhalten Phototherapie bei milden Formen und zusatzliche Blutaustausch-
transfusionen in schweren Fallen [AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2004]. Der
Nachteil dieser Behandlungsmethoden ist jedoch, dass nur die Elimination von
bereits gebildetem Bilirubin beschleunigt wird, die Bilirubinproduktion selbst jedoch
nicht beeinflusst wird. Um eben auch an diesem Punkt anzusetzen, zog man die
Verabreichung von Metalloporphyrinen in Erwagung, um die endogene Bildung von

unkonjugiertem Bilirubin somit zu unterdrucken.

Tatsachlich erreichte man sogar mit einer 10-50fach niedrigeren Dosis an
SnPP als in Tierversuchen eine deutliche Senkung der Serumbilirubinwerte bei
sowohl klinisch gesunden Freiwilligen [BERGLUND et al.,, 1988] als auch bei
hyperbilirubinamischen Neugeborenen mit direkter Coombs-positiver ABO-
Inkompatibilitat [KAPPAS et al., 1988]. Als einzige Nebenwirkung trat bei letzteren in
einzelnen Fallen ein flichtiges Erythem auf. Trotz therapeutischer Erfolge stand man
den beiden Metalloporphyrinen SnPP-IX und SnMP dennoch kritisch gegenuber, da
sie experimentell eine deutliche photosensitivierende Wirkung zeigten. Im klinischen
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Alltag konnte dies fur Neugeborene, die zusatzlich eine Phototherapie erhalten oder
frhzeitig normalem Sonnenlicht ausgesetzt werden, ein Risiko fur erhohte
Sterblichkeit oder Morbiditat darstellen [HINTZ et al., 1990]. Als deutlich weniger
phototoxische und somit eher flir den Einsatz bei Neugeborenen taugliche
Metalloporphyrine konnten Zink- und Chromderivate identifiziert werden [VREMAN et
al., 1991 und 1993].

Da sich durch die Verabreichung von Metalloporphyrinen schnelle und
effektive Bilirubinsenkungen erzielen und sich aulerdem zur Entlastung von Eltern
und Kind die Zahl an Phototherapie-Behandlungen und Austauschtransfusionen
erheblich senken lassen, wurde bald postuliert, doch alle Neugeborenen mit
Hyperbilirubinamie oder sogar ganzlich alle Neugeborenen prophylaktisch mit HO-1

Inhibitoren zu behandeln [MARTINEZ et al., 1999].

Demgegenuber steht jedoch die Tatsache, dass die Hamoxygenase wie oben
beschrieben nachgewiesenermallen sehr viele zytoprotektive Eigenschaften hat,
indem sie vor oxidativem Stress schutzt und flr die Aufrechterhaltung einer
konstanten Mikrozirkulation, vor allem der Leber, verantwortlich ist. Ob sich also eine
wiederholte systemische HO-Inhibition nicht auch schadlich auf den Organismus
auswirken kann, bleibt unklar. Mogliche Folgen waren Akkumulation von
intrazellularem prooxidativem Ham [BALLA et al., 1991] oder Beeintrachtigung der
Leberperfusion mit entzlindlichen Veranderungen aufgrund verminderter CO-
Freisetzung. Interessanterweise waren bisherige klinische Studien zur Behandlung
von Neugeborenenikterus mit Metalloporphyrinen lediglich auf die Reduktion des
Bilirubinspiegels sowie eventuelle Phototoxizitat fokusiert. Inwieweit Leberfunktion

und systemische Durchblutung beeinflusst werden, wurde bisher nicht geklart.
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3.6 Extrahepatische Cholestase und Verschluss-
ikterus
3.6.1 Pathophysiologie der Hyperbilirubinamie/lkterus

Neben dem eben beschriebenen Neugeborenenikterus gibt es noch eine
Reihe weiterer Zustande mit Hyperbilirubinamie, die sich aufgrund von
Bilirubinablagerungen im Gewebe klinisch als lkterus (Gelbsucht) mit Gelbfarbung
von Skleren und Haut aufern. Zu dieser typischen Gelbfarbung kommt es bei
Serumbilirubinwerten Uber 2mg/dl (>34umol/l). Pathophysiologisch lasst sich die
Entstehung der Hyperbilirubinamie durch eine Stdérung an beliebiger Stelle des
Bilirubinstoffwechsels mit anschlieRender Akkumulation der Vorgangerstufen im Blut

erklaren.

Pro Tag werden durch die Hamoxygenase etwa 300mg Bilirubin aus Ham
gebildet und an Albumin gekoppelt zur Leber transportiert. Mit Hilfe der UDP-
Glukoronyltransferase werden Bilirubin und Glukuronsaure 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
verleit. 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]. (Abbildung 6)
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Bilirubinstoffwechsels mit méglichen Stérungen,
die zur Entstehung eines lkterus fihren kénnen. 1=Hamolyse, 2=gesteigerter Hamabbau,
3=Mangel an Tréagerprotein, 4=Stérungen in der Bilirubinkonjugation, 5=Stérungen der
Sekretion, 6=gesteigerte Durchlassigkeit der Gallenkanalikuli, 7=Verschlussikterus (Abb. aus
Pathophysiologie und Pathobiochemie, Florian Lang, 1990)

3.6.2 Formen des lkterus

Je nach Ursache der Hyperbilirubinamie koénnen die lkterusformen in 3

Kategorien eingeteilt werden (Abbildung 7):

Ein prahepatischer lkterus entsteht durch eine gesteigerte Produktion von
Bilirubin, etwa bei Hamolyse, ineffizienter Erythropoese oder massiven

Bluttransfusionen. Dabei ist das unkonjugierte, ,indirekte” Bilirubin im Plasma erhoht.

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

Sepsis, Stauungsleber oder Vergiftungen betroffen sein.

Beim posthepatischen lkterus liegt die Ursache in einer Obstruktion oder

Kompression der intra- und extrahepatischen Gallenwege, wobei vor allem
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Gallensteine, Tumoren wie z.B. Pankreaskopf- oder Gallengangskarzinom,
Cholangitis oder eine Pankreatitis als Grund der Abflussstérung zu finden sind. Da
die Konjugation des Bilirubins — zumindest im Anfangsstadium — ungestort ablaufen
kann, kommt es hier zu einem Anstieg des konjugierten, ,direkten* Bilirubins im
Serum [SILBERNAGEL et al, 1998]
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Abbildung 7: Einteilung der verschiedenen lkterusformen nach Lokalisation der Stérung des
Bilirubinstoffwechsels in pré-, intra-, und posthepatische Form (Abb. aus Taschenatlas fir
Pathopyhsiologie, Silbernagel S, 1998)

Differentialdiagnostisch kann bei einem ikterischen Patienten anhand der
Beurteilung mehrer Laborparameter und klinischer Befunde meist auf die Ursache
geschlossen werden. Entscheidend dafur sind Stuhl- und Urinfarbe, welche Form
des Bilirubins erhoht ist und weitere Labor- bzw. Untersuchungsbefunde, die auf die
Grundkrankheit hinweisen, beispielsweise Anstieg der Cholestaseparameter beim
posthepatischen |kterus oder Hamolysezeichen beim prahepatischen. In der

nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten Werte zusammengefasst:
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Prahepatischer | Intrahepatischer Posthepatischer
Ikterus Ikterus Ikterus
Serum
- Indirektes Bilirubin ++ -
- Direktes Bilirubin - ++
Urin
- Bilirubin - ++
- Urobilinogen ++ -
Stuhl Dunkel Hell Hell
o LDH/HBDH < 1,3 v-GT, AP, LAP 1!
Zusétzliche _ GPT N
Haptoglobin Sono: gestaute
Untersuchungen _ GoT*
Retikulozytose Gallenwege

Tabelle 1: Zusammenfassung der klinischen Befunde bei der Differentialdiagnose Ikterus

[Herold G, 2005]

3.6.3

Pathophysiologie der Cholestase

Unter Cholestase versteht man die Retention von gallepflichtigen Substanzen

im Plasma durch Stillstand der Galleausscheidung. Ursachlich dafur muss nicht
grundsatzlich der ,klassische” Gallestau bei posthepatischem Verschlussikterus
durch Obstruktion der extrahepatischen Gallenwege sein, auch intrahepatische
Storungen mit Sistieren der Galleproduktion koénnen zur Cholestase fuhren
(,Cholestatische Lebererkrankungen®) [POPPER et al., 1981].

Pathophysiologisch liegt der Entstehung der Cholestase bzw. des durch
Cholestase verursachten Leberschadens eine Erweiterung der Gallenkanalchen mit
Fluiditat  der

Gallensalzeinwirkung und Cholesterineinlagerung zugrunde [HyoGo et al., 2000].

Verminderung der kanalikularen  Leberzellmembran  durch

Dies fuhrt zu Deformationen des Burstensaums dieser Zellmembran sowie
Storungen der kanalikularen Motilitat. Um die intrazellulare Konzentration an
toxischen Gallensalzen zu vermindern, kommt es zum Einbau ATP-abhangiger
sogenannter MRP

(multidrug resistance proteins)-Carrier in die basolaterale
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Membran der Leberzelle, um die Gallensalze zurick ins Blut transportieren. Unter
physiologischen Bedingungen ist dieser Transportweg quasi vernachlassigbar
[ALREFEI et al., 2007]. Die so retinierten Gallensalze wiederum erhdhen zusammen
mit dem gesteigerten biliaren Druck die Durchlassigkeit der Tight Junctions [TOYOTA
et al., 1984] und setzen die mitochondriale ATP-Synthese der Leberzelle herab.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von Mechanismen und Folgen der Cholestase.
Ausfihrliche Beschreibung siehe Text (Abb. aus Taschenatlas fur Pathopyhsiologie, Silbernagel
S, 1998)

Die meisten klinischen Folgen der Cholestase lassen sich aus der Retention
von Gallebestandteilen ableiten: Das Bilirubin flhrt bei Konzentrationen >2mg/dI
durch Ablagerung im Gewebe zum lkterus, d.h. Gelbfarbung von Haut und Skleren,
Cholesterin zum Cholesterineinbau in Hautfalten und Sehnen sowie in

Zellmembranen von Leber, Niere und Erythrozyten. Durch retinierte Endorphine und
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Gallensalze wird vermutlich der qualende Pruritus ausgeldst [SILBERNAGEL et al,
1998].

Nachteilig ist nicht nur der Uberschuss der Gallebestandteile im Blut, sondern
auch deren Fehlen im Darm: Eine schwerwiegende Cholestase mit
Gallensauremangel im Dunndarm fuhrt zunachst zu Verdauungsstorungen und
Malabsorption von Lipiden und fettldslichen Vitaminen mit konsekutiven Fettstihlen,
da ohne Gallensauren die fur die Fettverdauung essentielle Mizellenbildung nicht
mdglich ist [HOFMANN et al., 2002]. Der intraluminale Mangel an Gallensalzen flhrt
auRerdem sowohl zu Mukosaschaden der Darmwand als auch zu Anderungen der
endogenen bakteriellen Flora mit Uberwucherung durch Enterobactericae. Dies
wiederum fordert die bakterielle Translokation aus dem Darm und resultiert in

portaler Bakteriamie und Endotoxamie [DEITCH et al., 1990].

Die Akkumulation von zytotoxischen Gallensalzen, insbesondere in den
Hepatozyten [SCHMUCKER et al. 1990], fuhrt zur Schadigung und Proliferation der
Hepatozyten, zur Dilatation der Gallengange, zur Proliferation der Cholangiozyten mit
Alterationen der Gallengangsepithelzellen, zur periportalen Neutrophileninfiltration
und Aktivierung der Ito-Zellen [GUJRAL et al. 2003]. Genauere Analysen des
hepatozellularen Schadens ergaben, dass nicht wie frUher angenommen
apoptotische, sondern eher onkotisch nekrotische Vorgange dem hepatozellularen
Untergang zu Grunde liegen [GEHRING et al. 2006]. Man spricht auch von
sogenannten ,bile infarcts“, den Galle-Infarkten, die hauptsachlich periportal zu
finden sind [SHIBAYAMA 1990]. In intravitalmikroskopischen Untersuchungen der
Lebermikrozirkulation wurde als Folge einer Cholestase eine erhebliche
Durchblutungsstorung mit Expression von Adhasionsmolekilen in vivo 3-7 Tage

nach Gallengangsligatur beschrieben [KOPPEL et al. 1997].

3.6.4 Die Cholestase als Risikofaktor in der Chirurgie

Die Chirurgie ist hauptsachlich mit der extrahepatischen Cholestase, bedingt
durch mechanische Abflussbehinderung in den grolen Gallenwegen aufgrund von

Tumoren, Gallengangssteinen oder Stenosen des Ductus hepatocholedochus
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konfrontiert. Vor allem bei der Resektion stenosierender Gallengangskarzinome, die
oftmals auch eine erweiterte Leberresektion erfordern, stellt sich die Frage, welche
Bedeutung einer cholestatischen Vorschadigung der Leber flr den postoperativen

Verlauf zukommt bzw. inwieweit sie das Resektionsausmalf einschrankt.

Obwohl man allgemein von einem cholestasebedingten erhdhten Risiko einer
Leberresektion ausgeht, ist die Datenlage klinischer Studien zu dieser Fragestellung
nur sparlich. Dies liegt beispielsweise daran, weil fortgeschrittene
Gallengangskarzinome eher selten auftreten, in vielen Fallen 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 in den 80-er Jahren ein hohes Bilirubin vor
Lebereingriffen als Risikofaktor gesehen [DixoN et al. 1983] und von einer
auffallenden Haufung von septischen Komplikationen und Nierenversagen bei
Patienten mit ausgepragtem lkterus nach Operationen zur Beseitigung der biliaren
Obstruktion berichtet [ARMSTRONG et al. 1984]. Als mdgliche Ursache einer erhdhten
Infektanfalligkeit bei Cholestase wurde eine eingeschrankte Aktivitat der neutrophilen
Granulozyten [SwAIN et al. 1995], der Lymphozyten [HAGA et al. 1996] sowie der
Makrophagen in mesenterialen Lymphknoten [REYNOLDS et al. 1995] und in der
Leber [DAGLAR et al. 2001] 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
erhohte Morbiditat (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 erhoht.

In einer aktuellen prospektiven Untersuchung zeigte sich hingegen das
verbliebene Restlebervolumen nach Resektion als einziger identifizierbarer
Risikofaktor fur das Aufteten einer postoperativen Leberdysfunktion [FERRERO et al.
2007]. Interessanterweise war in dieser Studie die Schwelle, bis zu der hin eine
Leberresektion ausgedehnt werden kann, in der Gruppe der cholestatisch bzw.

chemotherapeutisch vorgeschadigten Lebern gegenuber nicht vorgeschadigten
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Lebern um etwa 5% geringer. Im Experiment hatte sich daruber hinausgezeigt, dass
Lebern von Tieren mit Cholestase (7 Tage andauernde Gallengangsligatur)
wesentlich empfindlicher auf eine 30-minutige Ischamie 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 zu einer geringeren Proliferationsrate von
Hepatozyten und einer geringeren postoperativen Korpergewichtszunahme des
Tieres [TRACY et al. 1991] fuhrt.
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4 ZIEL DER STUDIE

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, verschiedene HO-1
Inhibitoren hinsichtlich ihrer hamodynamischen Auswirkungen und Hepatotoxizitat zu
vergleichen. Aullerdem sollte in einer zweiten Versuchsreihe die Bedeutung der
HO-1 bei der Manifestation des Leberschadens durch extrahepatische Cholestase

untersucht werden.

Auf folgende Fragen wurde dabei naher eingegangen:

1. Hat eine HO-1 Blockade bei einem Tier in nicht induziertem Zustand, d.h.
bei normalem HO-1 Level Uberhaupt Auswirkungen auf die
Makrohamodynamik bzw. die Mikrohamodynamik insbesondere der Leber?
Wenn ja, kann ein Unterschied zwischen den verschiedenen Inhibitoren

festgestellt werden?

2. Hat die Applikation von Metalloporphyrinen eine hepatotoxische Wirkung?

Gibt es dabei Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzen?

3. Wird durch die von uns gewahlte Dosierung mit allen Inhibitoren auch eine
funktionelle HO-1Blockade bewirkt? Was passiert auf mMRNA-Ebene?

4. Welches der untersuchten Metalloporphyrine ist folglich der fur den

experimentellen Einsatz geeignetste HO-1-Inhibitor?

5. Welche Entwicklungen sind - die Leber betreffend - drei Tage nach
Gallengangsligatur auf histologisch und serologisch zu verzeichnen?

Welchen Einfluss hat dabei die Applikation eines HO-1-Inhibitors?

6. Welche Bedeutung hat die HO-1 insgesamt betrachtet im Modell der

extrahepatischen Cholestase? Wirkt die schon nachgewiesene
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Hochregulation eher protektiv oder verstarkt sie den cholestatischen

Leberschaden?
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3 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche waren von der zustandigen Tierschutzbehérde des Saar-
Pfalz Kreises genehmigt und wurden strikt nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Als Versuchstiere dienten 8-12 Wochen alte
Sprague-Dawley-Ratten mit einem Korpergewicht von 220-370g. Die Tiere
entstammten alle einer Zucht (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) und wurden bis
zum Versuchsbeginn in einem klimatisierten Raum (Lufttemperatur: 22-24° C,
relative Luftfeuchtigkeit: ca. 70%) der Versuchstierhaltung des Instituts fur Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar (Direktor: Prof.
Dr. M.D. Menger; Tierschutzbeauftragte: Frau Dr. med. vet. M. Frings) gehalten.
Wahrend ihrer Haltung bekamen die Versuchstiere Standardlaborfutter (Fa. Altromin,
Lage, Deutschland) und Wasser ad libitum. Sowohl Nahrung als auch Trinkwasser

blieben bis zu Versuchsbeginn frei zuganglich.

5.2 Modell

5.21 Anasthesie und chirurgische Praparation

Zur Intravitalmikroskopie erfolgte zunachst in Diathylather-Kurznarkose
(Hoechst, Frankfurt/Main, Deutschland) die intraperitoneale Applikation von
Pentobarbital-Natrium (Narcoren, Merial GmBh, Hallbergmoos, Deutschland) in einer
Dosierung von 50mg/kg KG. In Narkose erfolgte nun die Rasur von Hals- und
Bauchregion (Electra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland). Anschliel3end
wurden die Tiere in Ruckenlage auf einem Operationstisch mit integrierter Heizplatte
(Effenberger, Pfaffing/Attel, Deutschland) fixiert, welche durch Rucksteuerung mit
einer rektalen Temperatursonde erlaubte, die Korpertemperatur der Versuchstiere

zwischen 36° und 37°C konstant zu halten. Die anschlieRend durchgefihrte
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Tracheotomie mit Einfuhrung eines etwa 3cm langen Plastiktubus (Portex Polythene
Tubing 800/100/460, Innendurchmesser 1,67mm, Aullendurchmesser 2,42mm,
Portex Ltd., Hythe, England) diente zur Erleichterung der Spontanatmung. Nach
Darstellung der Arteria carotis communis dextra und Anschlingen des Gefaltes mit
Faden der Starke 6-0 konnte uber eine Inzision der Arterienwand ein spitz
angeschragter Polyethylenkatheter (PE-50, 800/110/200, Innendurchmesser
0,58mm, Auliendurchmesser 0,96mm, Portex Ltd., England) in das GefalRlumen
eingefihrt und mit den vorgelegten Faden fixiert werden. Der arterielle Katheter
wurde Uber Dreiwegehahne an ein Druckspulsystem (Injectomat S, Fresenius,
Schweinfurt, Deutschland) angeschlossen. Die kontinuierliche Spulung mit 0,9%
Kochsalzlésung (1ml/h; B.Braun, Melsungen, Deutschland) verhinderte die Okklusion
des Katheters durch Thrombenbildung. Der Katheter diente der kontinuierlichen

Kontrolle von Herzfrequenz und arteriellem Blutdruck.

Entsprechend wurde die V. jugularis externa sinistra in der linken Fossa
supraclavicularis aufgesucht und nach Technik der Venae sectio katheterisiert. Der
venose Zugang erlaubte die Applikation der Metalloporphyrinlosungen und der zur

Intravitalmikroskopie notwendigen Fluoreszenzfarbstoffe.

Zur Intravitalmikroskopie erfolgte die Laparotomie mit Durchtrennen von
Omentum minus sowie der Haltebander der Leber (Ligg. falciforme hepatis, teres
hepatis, triangularia dextra und sinistra) zur Mobilisierung der Leber. Das gesamte
Intestinum wurde mit einer kleinen angefeuchteten Mullkompresse abgedeckt und
regelmallig mit warmer Kochsalzlosung gespullt, um eine Austrocknung und

AbkUhlung der Baucheingeweide zu vermeiden.

5.2.2 Gallengangsligatur

Drei Tage vor dem Untersuchungszeitpunkt erfolgte in den entsprechenden
Gruppen in leichter Athernarkose die Bestimmung des Koérpergewichts, Rasur des
Bauchbereichs und Fixierung des Tieres in Ruckenlage auf einem Operationstisch.
Wegen der Kirze des Eingriffs war hierzu keine Temperaturregelung mittels
Heizplatte nétig. Unter Fortfihrung der Athernarkose mit einem Zentrifugenrohrchen

(50ml, Falcontyp, Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland), welches unter Gewahrleistung
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von Sauerstoffzufuhr Uber der Schnauze des Tieres platziert wurde und mit einer
athergetrankten Kompresse geflllt war, erfolgt eine mediane Laparotomie. Nach
Hochklappen der Leberlappen wurde der extrahepatische Ductus choledochus
aufgesucht, mobilisiert und mit einem nicht resorbierbaren Faden (Prolene 4/0,
Ethikon, Norderstedt, Deutschland) in der Nahe des Confluens hepaticus doppelt
ligiert, um eine Verletzung des Pankreas zu verhindern Bei Tieren der Sham-OP-

Gruppen erfolgte lediglich eine Mobilisierung des Ductus choledochus.

Bei jeweils der Halfte der Tiere wurden zusatzlich 10pmol SnMP (Aufbereitung
der Losungen siehe 5.2.3) appliziert. Hierzu wurde die linke V. renalis aufgesucht
und 1ml der SnMP-Lésung unter Lichtschutz langsam injiziert. Den Ubrigen Tieren
(Kontrollgruppe) wurde auf selbe Weise 1ml NaCl injiziert. Anschlieiend wurde die
Punktionsstelle fur eine Minute leicht komprimiert, um eine Blutstillung zu

gewahrleisten und ein retroperitoneales Hamatom zu verhindern.

Nach Applikation von 10ml gewarmter Kochsalzlosung in die Bauchhohle
wurden die Bauchdecken wieder mittels 2 Schichen nichtresorbierbarer Naht
(Prolene 4/0) verschlossen. Zur postoperativen Schmerzkontrolle wurden 0,2-0,3 ml
Bupivacain 0,25% in die Bauchdecke injiziert. Zugang zu Nahrung und Trinkwasser
wurde sofort wieder gewahrt. Der gesamte Eingriff dauerte maximal 15 Minuten und

die Tiere zeigten postoperativ eine schnelle, komplikationslose Erholung..

5.2.3 Aufbereitung und Applikation der Metalloporphyrine

Zur Aufbereitung der applizierten Metalloporphyrine wurden 10umol
(7,54mg)/kg KG SnMP, 10umol (7,50 mg)/kg KG SnPP oder 20umol (13,04mg)/kg
KG CrMP (alle Metalloporphyrine: Frontier Scientific, Lancashire, England) in 200l
Natrium Bicarbonat (8,4%, B.Braun, Melsungen, Deutschland) geldst und uber 1
Minute mit dem Vortex kraftig gemischt. AnschlieRend wurden 800ul NaCl (0,9%,
B.Braun, Melsungen, Deutschland) zugefugt, um ein konstantes Injektionsvolumen
von 1ml mit physiologischem pH Wert zu gewahrleisten. Die Losungen wurden stets
direkt vor Versuchsbeginn lichtgeschitzt zubereitet. Es wurden Dosierungen
gewahlt, fir die eine jeweils moglichst selektive Inhibition der HO-1 beschrieben ist
[APPLETON et al., 1999]
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Die Applikation der Metalloporphyrine erfolgte unter Lichtschutz je nach
Gruppe entweder im Rahmen der Gallengangsligatur oder Sham-OP wie unter 5.2.2
beschrieben oder am Untersuchungstag Uber den bereits gelegten venésen Zugang

in die V. jugularis externa.

5.3 Untersuchungsmethoden

5.3.1 Makrohamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde Uber den druckstabilen Katheter
in der Arteria 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 600mm/min durch Auszahlen ermittelt. Zu fixen
Zeitpunkten, die an die Untersuchung der Mikrozirkulation gekoppelt waren, wurden
Messwerte zu MAP und HF erhoben.

5.3.2 Mikrozirkulation der Leber

Als direkte Methode der Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation wurde
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM) benutzt, mit Hilfe derer unter
Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe verschiedene Parameter der
Mikrozirkulation analysiert werden konnen. Hiermit wurden die akuten Auswirkungen

der verschiedenen HO-1-Inhibitoren auf die Leberperfusion untersucht.

Die Bestimmung der Leberflussrate mittels Laser-Doppler-Flowmetrie diente
als technisch weniger aufwendige Methode zur Bestimmung der Mikroperfusion der

Leber nach Gallengangsligatur.
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5.3.21 Laser-Dopper-Flowmetrie

Der Laser-Doppler Periflux der Firma Perimed (Periflux 5110, Fa. Perimed,
Jarfalla, Schweden) dient der nichtinvasiven kontinuierlichen Bestimmung der
Mikrozirkulation mittels einer Lasersonde. Dem hier angewandten Messprinzip liegt
eine Frequenzanderung zu Grunde, die auftritt, wenn Licht oder andere
Strahlungstypen auf sich bewegende Objekte (Blutzellen) treffen. Uber eine
Lichtleiterfaser wird der monochromatische Laser zum Sondenkopf gefuhrt, der direkt
der mit physiologischer Kochsalzldsung benetzten Leberoberflache aufliegt. Das
Licht tritt dadurch in das Gewebe ein und wird mehrfach gestreut. Vor dem
Sondenkopf entsteht ein ausgeleuchtetes Messvolumen. Wird dieses von
Blutkérperchen 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 Blutkdrperchen, die das Messvolumen passieren, und wird als
arbitrare perfusion units (PU) ausgedrickt.

Die Sonde wurde in unserem Versuchsmodell zur Messung der hepatischen
Mikrozirkulation auf 10 beliebige Leberabschnitte platziert und ein Messsignal Uber

jeweils 10 Sekunden aufgenommen.

Abbildung 9: Periflux 5010 Messeinheit mit 4 Arbeitskanalen zur kontinuierlichen Aufzeichung
des Flux, der Geschwindigkeit zirkulierender Zellen, der Teilchenkonzentration sowie des total
backscatter (Reflexionsintensitat).
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5.3.3.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM)

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

Formel

A=(h*c)/E

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

ist das emittierte Licht langwelliger als das anregende Licht. Das Spektrum der
emittierten Wellenlangen ist hierbei unabhangig von der Anregungswellenlange,
sondern lediglich von den Fluoreszenz-Eigenschaften des angeregten Molekdls. Mit
Hilfe verschiedener Filter kann aus dem emittierten Wellenlangenspektrum selektiv
das herausgefiltert werden, das fur den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifisch

ist.

Bei den im Rahmen dieser Studie durchgefuhrten Versuchen erfolgte die
Intravitalmikroskopie der Leber jeweils 15 Minuten vor und nach Verabreichung eines
Metalloporphyrins. Hierzu diente ein modifiziertes Zeiss-Axiotech-Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) mit einer 100 Watt HBO-Quecksilberdampf-Lampe (HBO
100 W OFR, Fa. Osram, Augsburg, Deutschland; Gehause 100 Z, Fa. Leitz GmbH,
Wetzlar, Deutschland), die an ein Ploemo-Pak-System zur Auflichtbeleuchtung
angeschlossen war. Unterschiedliche Filterblocke entsprechend der gewahlten
Farbstoffe Natrium-Fluoreszein (Filterblock Nr.15, Erregungswellenlange: 450-
490nm, Emissionswellenlange: >515nm; Leitz, Wetzlar, Deutschland) und
Rhodamin-6G (Filterblock Nr.9, Erregungswellenlange: 530-560nm,
Emissionswellenlange: >580nm; Leitz, Wetzlar, Deutschland) konnten in den
Strahlengang eingebracht werden. Die mikroskopischen Bilder wurden von einer
hochempfindlichen CCD (charge coupled device)-Videokamera (FK 6990;
Lichtempfindlichkeit 102 lux; Prospective Measurements, San Diego, California,

USA) aufgenommen und uber einen Bildschirm (33 cm Bildschirmdiagonale; PVM-
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1444 QM, Sony, Muinchen) an einen S-VHS-Videorecorder mit einer
Aufzeichnungsrate von 50 Bildern pro Sekunde (AG-7350, Panasonic, Ratingen,
Deutschland) weitergeleitet. 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
Hunderstel-Sekunden. (Abbildung 10)

Fir Ubersichtsaufnahmen wurde ein 10fach Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar
10x/0.30, Zeiss, Oberkochen), fur die quantitativen Analysen der hepatischen
Mikrozirkulation ein 20fach Wasser-Immersionsobjektiv (Zeiss Achroplan 20x /0.50,
Zeiss, Oberkochen) eingesetzt. Mit den verwendeten Objektiven konnten eine
360fache bzw. 730fache GesamtvergroRerung auf dem Bildschirm der

Aufnahmeeinheit erzielt werden.

00:00:00 7G
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzes zur intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie. Das Versuchstier liegt auf dem 30° geneigten Operationstisch, in dem
eine Heizplatte integriert ist. Der linke Leberlappen (LL) ist auf eine an einem Magnetstativ (MS)
befestigte Metallschale ausgelagert und mit einem Deckglaschen (24x32 mm) versehen. Das
verstellbare Stativ erlaubt die plane Oberflaiche des linken Leberlappens nahezu frei von
Atemexkursionen parallel zur Fokusebene des Mikroskops zu positionieren. RL = rechter
Leberlappen, MIC = Mikroskop, CCD = CCD-Videokamera, F = Filterblocke, ZG = Video-
Zeitgenerator; MON = Bildschirm; VR = S-VHS-Videorecorder.
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Zu Beginn der intravitalmikroskopischen  Untersuchungen  wurde
Natrium-Fluoreszein (2 pmol/kg Korpergewicht i.v.; MG 376; Merck, Darmstadt,
Deutschland) zur Kontrastverstarkung und Rhodamin-6G (0,1 pmol/kg Kérpergewicht
iv.; MG 302; Merck, Darmstadt) zur in vivo Kontrastierung von Leukozyten
intravends appliziert. Es wurden randomisiert insgesamt 10 Gesichtsfelder
ausgewahlt und fur jeweils 20-30 Sekunden in jedem der beiden Filter
aufgenommen. Die Gesichtsfelder wurden fokussiert und so eingestellt, da® die den
Azinus bildenden Sinusoide auf ihrer gesamten Lange gut visualisierbar waren.
AnschlieBend wurden 5 Gesichtsfelder mit postsinusoidalen Venolen in gleicher

Weise eingestellt und ebenfalls fur 30s in beiden Filtern aufgenommen.

5.3.2.3 Mikrozirkulatorische Parameter

Die Auswertung der wahrend der Versuche aufgezeichneten Videoaufnahmen
erfolgte offline, d.h. nach Versuchsende computergestitzt mit Hilfe der Software
Caplmage® 5.03 (Zeintl, Heidelberg, Deutschland).

Um innerhalb der einzelnen Aufnahmen vergleichbare Auswertebedingungen
zu schaffen, mussten aus den auf dem Bildschirm sichtbaren Gesichtsfeldern jeweils
vergleichbare Regionen der hepatischen Mikrozirkulation ausgewahlt werden. Dies
erfolgte, indem durch eine auf die Bildschirmoberflache gelegte Schablone ein Areal
auszuwertender Sinusoide festgelegt wurde. Da die Sinusoide innerhalb der
verschiedenen Gesichtsfelder verschiedene Langen aufwiesen und eine wichtige
Auswertebedingung die Erfassung eines Sinusoids Uber seine gesamte Lange war,
kamen verschieden gro3e Schablonen zur Anwendung. Diese besallen alle eine
elliptische Struktur, da das exakte hexagonale Muster des klassischen
Zentralvenenlappchens im Wirklichkeit eher selten anzutreffen ist, und eine ovale
Form dem durchschnittlichen architektonischen Aufbau der Azini an nahesten kommt
[RAPPAPORT 1958]. AuRerdem wurde die Flache eines jeden untersuchten Azinus
bestimmt. Die Erhebung der einzelnen Parameter erfolgte flr jeden Sinusoid
getrennt, und innerhalb desselbigen jeweils entsprechend der subazinaren
Unterteilung in periportale, midzonale und perizentrale Segmente [RAPPAPORT 1973].
Diese topographische Einteilung in drei Zonen gleicher Lange geht auf eine

Unterscheidung der Hepatozyten hinsichtlich der unterschiedlichen
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Enzymausstattung, Stoffwechselaktivitdt und Organellenverteilung entlang des
Verlaufs der Sinusoide zurlck. (Abbildung 11)

Pro Versuchsgruppe kamen jeweils 50 Gesichtsfelder vor und nach Gabe der
HO-1-Inhibitoren (5 Versuchstiere, je 10 Gesichtsfelder) zur Auswertung. Jedes der
aufgenommenen Gesichtsfelder wurde Uber eine Zeitspanne von genau 20
Sekunden analysiert. Zur Festlegung dieses Zeitrahmens diente zum einen die
eingeblendete Zeit des Video-Timers, zum anderen das akustische Signal einer
digitalen Stoppuhr mit 20-Sekunden-Countdown. Die ermittelten Werte wurden auf

eine Minute umgerechnet.

Leukozyten

Abbildung 11: Prinzip der off-line-Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen.
Dargestellt ist die Videoaufnahme eines Azinus auf dem Bildschirm, tber den eine elliptische
Schablone gelegt wurde (gestrichelte Linien, zur Verdeutlichung der zonalen Unterteilung
wurden die Bezeichnungen pp = periportal, mz = midzonal und pz = perizentral in dieser
Abbildung zusatzlich eingetragen). Oben rechts im Bild das eingeblendete Signal des Video-
Zeitgebers.



MATERIAL UND METHODEN 43

A) Sinusoidale Perfusion

Zur Analyse von Perfusionsausfallen innerhalb der hepatischen Azini dienten
die Aufnahmen, die mit dem Blaufiltersystem durchgefuhrt worden waren. Hierzu
wurden jeweils vor und nach Verabreichung des Metalloporphyrins bzw. NaCl
zunachst samtliche Sinusoide gezahlt, die innerhalb der Schablone dargestellt
waren, wobei wiederum die Unterteilung des azinaren Segments in periportale,
midzonale und perizentrale Regionen erfolgte. Als perfundiert galten dabei diejenigen
Sinusoide, die von Erythrozyten oder Leukozyten durchflossen wurden. Nicht
perfundierte Sinusoide wurden gezahlt und als prozentuales Verhaltnis zur

Gesamtzahl der Sinusoide ausgedruckt.

B) Sinusoidaler und venularer Durchmesser

Weiterhin dienten diese Aufnahmen der Bestimmung der Durchmesser von
Sinusoiden und postsinusoidaler Venulen. Hierzu wurden periportal, midzonal und
perizentral an je acht verschiedenen Stellen der sinusoidale Durchmesser
ausgemessen und daraus je ein Mittelwert berechnet werden. Selbiges Vorgehen
wurde auch an den postsinusoidalen Venulen durchgefuhrt. Analog zu allen anderen
Messungen im Rahmen der IVM wurde auch hier das Verhaltnis der Durchmesser

vor und nach der Metalloporphyringabe bestimmt.

C) Blutzellgeschwindigkeit

Uber denselben GefaRabschnitten bzw. Sinusoiden wurde anschlieRend mit
Hilfe der Caplmage®-Software die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit Ve, gemessen.
Zu diesem Zweck wurde nach der Line-Shift-Methode in die Mitte des betrachteten
Gefald- oder Sinusoidabschnittes eine virtuelle Linie gelegt, entlang derer Uber einen
definierten Zeitraum von 10 Sekunden die Helligkeitswerte aufgezeichnet wurden
[HARRIS et al. 2000]. Es ergaben sich — abhangig von der Konzentration des
Fluoreszenzfarbstoffes — Linien verschiedener Helligkeit. Aus der Steigung dieser
Linien errechnet sich die Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten bzw. des

Blutplasmas.
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D) Sinusoidale und venulare Leukozytenretention

Die mit dem Grunfilter-System erstellten Aufnahmen zeigten die mit Rhodamin
6G invivo-gefarbten Leukozyten. Somit konnten die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen im Sinne adharenter Leukozyten analysiert werden. In den Sinusoiden
wurde die Zahl der Leukozyten, die Uber einen Zeitraum von mehr als 20 Sekunden
stagnierten, nach zonaler Gliederung bestimmt. In den post-sinusoidalen Venulen
wurde ebenfalls die Zahl der fur 20 Sekunden adharenten Leukozyten in einem
Abschnitt von 100um analysiert. Zusammen mit der in der Natrium-
Fluoreszeinfarbung ermittelten Azinusflaiche wurde dann die Zahl adharenter

Leukozyten pro Flacheneinheit errechnet.

5.3.3 Probenentnahme

5.3.3.1 Blutentnahmen

Am Ende eines jeden Versuches wurde den Versuchstieren uber den
arteriellen Katheter ca. 2ml Vollblut zur Durchfiuhrung einer Serumanalyse
entnommen und in Ca®*-EDTA-beschichteten Rdéhrchen asserviert. AnschlieRend
wurde das Blut in einer Kuihlzentrifuge (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen,
Deutschalnd) fur 5 Minuten bei 4° C und 3000 U/min zentrifugiert, das Serum
abpipettiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

5.3.3.2 Gewebeasservierung

Nach der Blutentnahme wurde den Versuchstieren die Leber zu
histologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen sowie zur quantitativen
PCR entnommen und gleichzeitig eine letale Dosis Pentobarbital verabreicht. Die
entnommene Leber wurde in kleine Sticke mit glatten Schnittrandern geschnitten
und flr histologische Analysen in TissueTek (Jung Einbettmedium, Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Deutschland) bzw. zur RNA-Extraktion nativ in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die so gewonnenen Proben wurden bis zur Durchfuhrung der
entsprechenden Untersuchungen bei -80°C gelagert. Das verbliebene Lebergewebe

wurde in 4%-igem Phosphat-gepuffertem Formalin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) far
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etwa 3-4 Tage fixiet und anschlieBend zur histologischen und

immunhistochemischen Untersuchung in Paraffinwachs eingebettet.

5.3.4 Blutuntersuchungen

Das zu Versuchsende asservierte Serum wurde nach Abschluss der
Versuchsreihe im Zentrallabor der Universitatsklinik Homburg (Direktor: Prof. Dr. W.
Hermann) analysiert. Dabei wurden zur Beurteilung des Ausmales des
hepatozellularen Schadens die Transaminasen Aspartat-Aminotransferase (AST),
Alanin-Aminotransferase und Lactat-Dehydrogenase (LDH) sowie Cholin-Esterase
(CHE) und Albumin als Syntheseparameter bestimmt. Aufllerdem erfolgte eine
Messung der Cholestaseparameter alkalische Phosphatase (AP) und des direkten
und indirekten Bilirubins. Die Serumanalyse erfolgte mit einem Automatic Analyzer

Hitachi 717 (Boehringer, Ingelheim, Deutschland).

5.3.5 Quantitative Polymerase Chain Reaction (PCR)

Bei der RNA-Extraktion, wie auch der cDNA-Synthese und PCR wurde
RNase-frei gearbeitet, d.h. es wurde jeweils ein eigener Satz Pipetten sowie RNase-

freie, sterile Pipettenspitzen und sterilisierte Eppendorf Cups verwendet.

In nachfolgender Abbildung sind die prinzipiellen Arbeitsschritte der Real-Time
RT-PCR dargestellt, eine genaue Beschreibung der einzelnen Schritte findet in den

folgenen Unterpunkten statt.
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Abbildung 12: Prinzip der Tagman Reverse Transkriptase-PCR: Zunéachst erfolgt die Isolation
von RNA aus dem Probengewebe, in unserem Fall der Rattenleber. Nach Synthese von cDNA
mittels reverser Transkripiton aus der isolierten RNA werden in der PCR gezielte Genabschnitte
amplifiziert und mittels Fluoreszenz-Detektion quantifiziert.

5.3.51 RNA Isolation

Aus den bei -80°C tiefgefrorenen Leberstiicken wurde mit Hilfe der ,Single-
Step” Methode die Gesamt-RNA isoliert. Diese Methode wurde erstmals vor etwa 20
Jahren beschrieben [CHOMCZzYNSKI et al., 1987] und beruht auf dem Prinzip, dass
extrahierte RNA von DNA mit Hilfe einer Guanidium-Thiocyanat, Natrium-Acetat,
Phenol und Chloroform enthaltenden sauren Losung und nachfolgender
Zentrifugation separiert werden kann. In saurem Milieu bleibt RNA in der oberen
wassrigen Phase in Losung, wahrend DNA und Proteine sich in der unteren
organischen Phase absetzen. Durch Zugabe von Isopropanol zur oberen Phase
prazipiert reine RNA und kann so fiur weitere analytische Verfahren asserviert

werden.

Alle dafur nétigen Losungen wurden, wie in dem aktualisierten Protokoll der
Single-Step-RNA-Isolation [CHOMCZzYNSKI et al., 2006] beschrieben, zubereitet. Pro

Probe wurden 50mg Lebergewebe verarbeitet.

Anschlie®end erfolgte eine spektrophotometrische Analyse der gewonnenen
RNA-Lésung zur Quantifizierung der enthaltenen RNA-Menge sowie Uberpriifung auf

Reinheit. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA-L&sung bei -80°C gelagert.

5.3.5.2 cDNA-Einzelstrang-Synthese

Mit dem nachfolgenden Protokoll wurden jeweils 2ug RNA mittels Reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben. Das Zusammenmischen der einzelnen

Komponenten wurde auf Eis durchgeflhrt.

Durch erneute Spektro-Photometrie wurde die Konzentration der RNA-
Lésungen bestimmt und somit die Menge an Losung berechnet, die genau 2ug RNA
enthielt. Fur ein Endvolumen von 20ul wurden 2ul RT buffer, 0,8ul 5mM dNTP-Mix
und 2ul 2,5umol Random Hexamer Primers, 1ul Multiscribe Reverse Transkriptase

(RT) mit dem entsprechenden Volumen an RNA-LGsung in ein Reaktionsgefal}
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pipettiert und gut gemischt. Die noch auf 20pl fehlende Restmenge wurde mit
RNase-freiem Wasser aufgefullt. Alle hierflr bendtigten Reagenzien wurden als RT-
Kit von Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, USA) erworben. Das
Gemisch wurde zunachst fir 10 Minuten bei 25°C und anschlief3end fur 120 Minuten
bei 37°C inkubiert. Durch eine kurze Ewarmung auf 95°C uber 5 Minuten wurde der
Synthesevorgang gestoppt. Danach wurden die Reaktionsgefale umgehend auf Eis
genommen und falls die erhaltene cDNA nicht im direkten Anschluss

weiterverarbeitet wurde, bei -20°C gelagert.

5.3.5.3 TagMan-Real-Time-PCR zur Quantifizierung der Genexpression

Diese von Applied Biosystems 1993 entwickelte Technik [LEE et al., 1993]
basiert auf der Anwendung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) und auf dem
Einsatz der 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase in Verbindung mit einer
fluoreszenz-markierten Sonde. Bei der Sonde handelt es sich um ein
sequenzspezifisches Oligonukleotid, das zwischen den beiden Primern an die
Zielsequenz bindet und am 5’-Ende einen fluoreszierenden ,Reporter‘-Farbstoff
(Fluoreszein-Derivat) sowie am 3'-Ende einen ,Quencher“-Farbstoff (Rhodamin-
Derivat) tragt. Kommt es nun durch die Tag-Polymerase zur Amplifizierung des
entsprechenden mit der Sonde hybridisierten Genabschnittes, wird die Sonde
dadurch hydrolysiert und ,Reporter® und ,Quencher” fluoreszieren aufgrund der
raumlichen Trennung nun in getrennten Wellenlangenbereichen. Entsprechend der
Akkumulation des PCR-Produktes steigt auch die Fluoreszenz des freigesetzten

.Reporters mit jedem Amplifikationszyklus an. (Abbildung 13)
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Abbildung 13: Prinzip der TagMan-PCR. A: Primer-Extension (R = Reporter, Q = Quencher),
B: Ausbildung der Y-férmigen Sekundarstruktur, C: Sondenhydrolyse, D: AbschluR der
Polymerisation.

Mit Hilfe des ABI Prism 7900 Sequence Detection Systems von Applied
Biosystems wurde der Anstieg des ,Reporter-Fluoreszensignals gemessen. Dadurch
war es moglich, den gesamten Verlauf der PCR-Reaktion darzustellen und anhand
der erhaltenen Daten die fur den entsprechenden Genabschnitt codierende RNA

relativ zu quantifizieren.

Far die Durchfuhrung der RT-PCR wurde jeweils 1ul cDNA (enthalt 50ng
cDNA), 1ul der entsprechenden Gensonde, 8ul RNase freies Wasser sowie 10pl
2xTagman PCR Universal Master Mix No AmpErase® gut gemischt, in eine 96-well
Reaktionsplatte pipettiert und mit einer Schutzfolie bedeckt. Samtliche Materialen,
Sonden und Reagenzien wurden bei Applied Biosystems (Applied Biosystems,
Foster City, USA) erworben. Negativkontrollen ohne RT oder cDNA wurden zum
Ausschluss von Verunreinungen mitangesetzt. Die Reaktionsplatten wurden nun in
den oben genannten Sequenz Detektor eingesetzt und zunachst in einer 10-
minutigen Initiationsphase bei 95° zur Polymerase-Aktivierung inkubiert. Es folgten
40 Zyklen, jeweils bestehend aus zunachst 15 Sekunden mit 95°C zur
Denaturierung, gefolgt von einer 10 minldtigen Phase bei 60°C zum Primer
,<Annealing® und zur Primer Extension. Das dabei entstehende Fluoreszenzsignal
wurde aufgezeichnet. Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte dabei Uber den
Cr-Wert (threshold cycle), der die Zyklenzahl ausdrickt, an dem die ,Reporter*-
Fluoreszenz erstmals einen definierten Schwellenwert (engl. threshold) oberhalb der
Basislinie erreicht. Je hoher die Ausgangskonzentration der Zielsequenz zu Beginn
der PCR war, desto eher wurde der Schwellenwert erreicht und desto niedriger war
der Cr-Wert. (Abbildung 14)
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Abbildung 14: Schema eines TagMan-Amplifikationsplot.

Aufgrund der Variabilitat der Menge an genetischem Material ist zur
Quantifizierung des Zielgens immer ein Referenzgen, das sogenannte
,housekeeper‘-Gen, notig, bei dem man davon ausgeht, dass es in unabhangig von
aulderer Beeinflussung in allen Zellen in gleicher Menge vorhanden ist. Mittels
Standardkurven wurde fur die Quantifizierung des Hamoxygenase-1-(HMOX)-Gens
1-acylglycerol-3-phosphate  O-acyltransferase (AgPAT) als Housekeeper-Gen
bestimmt. Aus den Ct-Werten der beiden Gene konnte nun nach folgender Formel

die relative Menge an HO-1-codierenden RNA errechnet werden:

2 —(Mittelwert CT(ZleIgen) - CT(Referenz).) =9 —delta CT

Relative RNA-Menge=

5.3.6 Histologische Analysen — Standardfarbungen

Die in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeproben wurden mit einem
Mikrotom in S5um dicke Praparate geschnitten und auf Objekttragern fixiert. Die
fixierten Schnitte wurden entparaffiniert und anschlielend mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und zum Nachweis infiltrierender Neutrophiler
mit AS-D Chlor-Acetatesterase (CAE) (Amersham, Freiburg, Deutschland) gefarbt.
Die Schnitte wurden anschliel3end in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert

und eingedeckt.
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Die Auswertung der HE gefarbten Leberhistologien erfolgte an einem
Olympus BX60 Lichtmikroskop mit einer angeschlossenen Digital-Kamera (Zeiss
AxioCam HRc, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) computergestutzt (Software Axio
Vision 3.1, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Pro Gewebeschnitt wurden bei 400-
facher VergroRerung verblindet jeweils 25 Gesichtsfelder (high power fields HPF, x40
Objektiv) hinsichtlich hepatischem parenchymatdésem und periportalem Schaden
beurteilt. Hierzu wurde zunachst das Zytoplasma der Hepatozyten auf Scholligkeit
(0O=homogen; 1=leicht schollig; 2=mafig schollig, 3=schwer schollig; 4=sehr schwer
schollig) und Vakuolisierung (O=keine; 1=wenige; 2=mehrere; 3=viele, konfluierend;
4=sehr viele, komplett konfluierend) untersucht und anhand des eben genannten

Scores qualitativ bewertet [NAYAK et al., 1996; Lu et al., 2001].

Des Weiteren wurden die Schnitte auf apoptotische Zellen untersucht und
semiquantitativ in Relation zur Gesamtzahl der Hepatozyten pro Schnitt beurteilt
(0=0%; 1=<10%; 2=10-30%; 3=30-50%; 4=>50%). Als fur apoptotische Vorgange
charakteristische morphologische Veranderungen galten hierbei Veranderungen des
Zellkerns wie Kondensierung des Chromatins, Zellschrumpfung sowie
Kernfragmentierung und Marginisierung. Mit analogem Bewertung-Score erfolgte

aulRerdem eine Untersuchung auf Nekrosefelder.

Insbesondere bei den Gruppen mit gallengangsligierten Tieren erfolgte eine
Untersuchung auf cholestatischen Leberschaden im Bereich der Periportalfelder.
Charakteristisch hierfur sind die Proliferation von Gallengangsepithelien mit
Kernalterationen, dilatierte Gallengange, Vergroflerung und Infiltration der
Periportalfelder mit Fibroblasten und neutrophilen Zellen, die jedoch in der HE-

Farbung nicht eindeutig identifziert werden kénnen [Guijral et al., 2003].

Anhand der CAE-gefarbten Schnitte wurde die intrahepatische
Leukozyteninfiltration bzw. Leukozytenretention untersucht. Hierzu wurde in je 30
Gesichtsfelder im Bereich des Leberparenchyms und in 40 Gesichtfelder im Bereich
der Periportalfelder die Zahl der extravasierten Leukozyten erfasst und zu einer
Gesamtsumme aufaddiert. Der Vergleich zwischen den einzelnen Schnitten erfolgte
so in absoluten Zahlen. (Abbildung 15)
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Abbildung 15: CAE-Farbung einer Leber 3 Tage nach BDL, ohne Inhibition der HO-1. Zu
erkennen sind zahlreiche extravasierte Leukozyten im periportalen Bereich (Beispiele mit Pfeil
markiert). VergréRerung x400.

5.3.7 Immunhistochemie

Es erfolgten immunhistologische Farbungen zum Nachweis von HO-1,
proliferating-cell nuclear antigen (PCNA) als Regenerations- und Proliferationsmarker
und Caspase-3 als Apoptosemarker. Hierzu wurden die analog zur HE-Farbung
gewonnenen Gewebeschnitte zunachst in reinem Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert. Nach Blockade der endogenen Peroxidase mit 3% H20,
wurden die Schnitte mit den entsprechenden Primarantikérpern Uber Nacht inkubiert.
Hierzu dienten rabbit-anti-rat-HO-1-Antikérper in einer Verdinnung von 1:100
(Biomol, Hamburg, Deutschland), mouse-anti-rat-PCNA-Antikérper (1:50; Dako
Cytomation, Hamburg, Deutschland) und anti-Caspase-3-Antikorper (1:50; New
England Biolabs, Frankfurt, Deutschland). Anschlielend wurden die Schnitte erst
eine weitere Stunde mit den entsprechenden Sekundarantikérpern (goat-anti-rabit-
bzw. goat-anti-mouse-Antikérper, Verdinnung 1:100) und dann mit aktiviertem
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid inkubiert. Nach Farbung mit Hamalaun nach
Meyer wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-100% Ethanol)

entwassert, mit Xylol entparaffiniert und eingedeckt.

Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte erfolgte, wie auch die
Auswertung der HE- und CAE-Farbungen, an einem Olympus BX60 Lichtmikroskop
in 400facher Vergroflerung, wobei je Farbung 25 High Power Fields pro Schnitt
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quantitativ ausgewertet wurden. Hierzu wurde die Gesamtzahl der Hepatozyten pro
Gesichtsfeld ausgezahlt, anschliefend die Anzahl der positiv gefarbten Zellen
bestimmt und daraus der Anteil der positiven, d.h. das entsprechende Protein
exprimierenden Hepatozyten berechnet. Bei den PCNA-Farbungen wurden
zusatzlich 20 High Power Fields aus dem Bereich der Periportalfelder ausgewertet,
wobei hierzu der Anteil an positiv gefarbten Gallengangsepithelzellen bestimmt
wurde, um auch die bei Cholestase charakteristische Gallengangsproliferation zu

quantifizieren.
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Abbildung 16A: PCNA-Farbung einer Leber 3 Tage nach BDL und SnMP-Gabe. Zu erkennen
sind einzelne positiv gefarbte Hepatozytenzellkerne. 16B: HO-1-Farbung einer Leber 3 Tage
nach BDL und SnMP-Gabe. Aufgrund der zytoplasmatischen Lokalisation der HO-1 sind hier
nicht die Zellkerne sondern das Zytoplasma der Hepatozyten gefarbt. (Beispiele mit Pfeil
markiert); VergréfRerung x400.

5.4 Experimentelles Protokoll

Es wurden insgesamt zwei unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt,
wobei die erste von beiden dazu diente, die Akuteffekte und Toxizitat der
unterschiedlichen HO-1-Inhibitoren zu vergleichen und anschlieRend in einer zweiten
Versuchsreihe die Bedeutung der HO-1 bei der extrahepatischen Cholestase mit

dem zuvor als am unschadlichsten empfundenen HO-1-Inhibitor untersucht wurde.
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541 Vergleich dreier Metalloporphyrine

In dieser Versuchsreihe wurden jeweils 5 Tiere mit einem der drei
funktionellen HO-1-Inhibitoren SnMP, SnPPIX, und CrMP bzw. Kochsalz als
Kontrollgruppe behandelt, um Unterschiede in den Auswirkungen einer akuten HO-1
Blockade mit verschiedenen Metalloporphyrinen auf Makrohamodynamik,
Mikrozirkulation der Leber sowie Hepatotoxizitat zu untersuchen. Dazu wurde jeweils
eine  Nativ-Intravitalmikroskopie-(IVM)  Aufnahme der Leber durchgefihrt,
nachfolgend der entsprechende HO-1 Blocker bzw. NaCl intravends injiziert und
nach 15 Minuten kontinuierlichem Blutdruckmonitoring eine weitere Leber-IVM-
Aufnahme durchgefuhrt. In den IVM-Aufnahmen wurden alle in 5.3 beschriebenen

Parameter der Mirkrozirkulation bestimmt. (Abbildung 17)

NaCl
15min
WM L ree S Monitoring 2.IVM
Leber Gruppe — Leber
SnPP-IX

CrMP

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Versuchsreihe ,Vergleich
dreier Metallopoporphyrine®. Insgesamt wurden hierzu 20 Tiere untersucht.

Um nachzuweisen, dass samtliche untersuchte Metalloporphyrine in der
entsprechenden Dosierung funktionell auch tatsachlich die HO-1 blockieren, wurde

noch eine weitere Versuchreihe angeschlossen:
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Abbildung 18: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Versuchsreihe ,Vergleich
dreier Metallopoporphyrine nach Gallengangsligatur”. Insgesamt wurden hierzu 20 Tiere
untersucht.

Dazu wurde ein Modell gewahlt, durch das nachgewiesenermal’en eine
Hochregulation der HO-1 induziert wird, namlich die Gallengangsligatur (BDL)
[GUJRAL et al., 2003]. 20 weitere Tiere wurden somit einer BDL unterzogen,
gleichzeitig dabei einer der drei HO-1-Inhibitoren oder Kochsalz verabreicht und nach
3 Tagen Blut und Lebergewebe flr histologische Untersuchungen und die
quantitative PCR entnommen. Im Serum wurde dann Bilirubin als Endprodukt der
HO-1 bestimmt, worauf indirekt auf die funktionelle Blockade des Enzyms

geschlossen werden konnte. (Abbildung 18)

5.4.2 HO-1 Blockade bei Gallengangsligatur

Nach Auswertung der Versuchsergebnisse der ersten Versuchsreihe konnte
SnMP als der am wenigsten toxische HO-1-Inhibitor identifiziert werden, so dass alle
weiteren Versuche folglich mit SnMP durchgefihrt wurden. Um die Bedeutung der
HO-1 bei der obstruktiven Cholestase zu untersuchen, wurde bei je 10 Tieren eine
Sham-Operation bzw. eine Gallengansligatur durchgefuhrt. Jeweils die Halfte der
Tiere erhielt zusatzlich eine i.v. Bolusgabe des funktionellen HO-1 Inhibitors SnMP
bzw. NaCl. Nach 3 Tagen, also nach Entwicklung einer Cholestase und vor Auftreten
einer biliaren Zirrhose, wurden die Tiere relaparotomiert und zunachst die
Mikroperfusion der Leber mittels Laser-Doppler-Flow gemessen. Anschlie3end
wurde Lebergewebe flr histologische und immunhistochemische Analysen sowie

arterielles Blut zur Bestimmung der Leberparameter im Serum entnommen.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Versuchsreihe ,HO-1
Blockade bei Gallengangsligatur”. Insgesamt wurden hierzu 20 Tiere untersucht.

5.5 Statistik

Die wahrend der primaren Datenerfassung erhobenen Daten wurden bei der
Auswertung der Videobander, der histologischen Schnitte und
immunhistochemischen Untersuchungen zunachst auf Erhebungsbdgen eingetragen
und anschlie®Bend zur elektronischen Datenverarbeitung direkt in ein

Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel) Gbertragen

Die so erhobenen Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software
SigmaPlot 10.0 (Jandel Corp., San Rafael, CA, USA) in Saulendiagrammen als
Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) dargestellt.

Nach Prufen der Daten auf Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen
wurde die statistische Analyse der Daten unter Verwendung der SigmaStat®
Statistical Software, Version 2.03 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA)
durchgefuhrt. Es erfolgte eine one-way ANOVA gefolgt von dem 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



MATERIAL UND METHODEN 56

wurde keine weitere Unterscheidung hinsichtlich bestimmter Signifikanzniveaus

getroffen.
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6. ERGEBNISSE

6.1. Vergleich der drei Metalloporphyrine SnMP, ShPP
und CrMP

6.1.1 Makrohamodynamik nach Metalloporphyringabe

Nach Applikation der Kochsalz- bzw. Metalloporphyrinldsung wurde Uber
einen Zeitraum von 15 Minuten der mittlere arterielle Druck (MAP) gemessen

(Abbildung 20). Der Ausgangswert lag bei allen Tieren zwischen 95 und 115mmHg.

Die Verabreichung von 1ml NaCl in der Kontrollgruppe flihrte zu einem
kleinen, jedoch nicht signifikanten transienten Anstieg des MAP, der jedoch nach
etwa 3 Minuten nicht mehr nachweisbar war. Die Applikation von SnMP flhrte zu
keiner Veranderungen des Blutdrucks. Nach Gabe von SnPP hingegen kam es zu
einem initialen Abfall des Blutdrucks, der sich nach 3 Minuten jedoch wieder auf den
Ausgangswert einpendelte. Interessanterweise fihrte die Verabreichung von CrMP
zu einem kontinuierlichen und ab der 7. Minute gegenuber dem Ausgangsblutdruck
signifikanten Blutdruckabfall. Am Ende des Beobachtungszeitraums von 15 Minuten
lag in der CrMP Gruppe der durchschnittliche Blutdruck mit 79,2+5,6 mmHg um etwa

20% unter dem Ausgangsniveau.
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Abbildung 20: Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) nach Gabe dreier
Metalloporphyrine sowie von NaCl in der Kontrollgruppe. MW +SEM. *p<0,05 vs MAP zeitpunki 0)
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6.1.2 Mikrozirkulation der gesunden Leber nach Metallo-

porphyringabe

Es wurden pro Tier 2 Intravitalmikroskopien — je eine vor und nach Applikation
des Metalloporphyrins- wie in 5.3.2 beschrieben durchgefuhrt, die Werte miteinander

verglichen und die prozentualen Veranderungen daraus berechnet.

6.1.2.1 Sinusoidale Perfusion

Beim Vergleich des prozentualen Anteiles an nicht perfundierten Sinusoiden
vor und nach Applikation fiel auf, dass es in den mit NaCl behandelten Kontrolltieren
zu einer leichten Zunahme der nicht perfundierten Sinusoide um ca. 20% kam
(Abbildung 21). In den mit Metalloporphyrinen behandelten Tieren lie® sich jedoch
eine deutlich starkere Zunahme der Perfusionsausfalle verzeichnen. Besonders
ausgepragt war dies in der Gruppe der SnPP-Tiere: durch die Applikation von SnPP
kam es nach 15 Minuten zu einem Anstieg der nicht perfundierten Sinusoide auf das
sechsfache des Ausgangswertes. Die Gabe von CrMP fihrte zu einer
Vervierfachung der Perfusionsausfalle, was sich jedoch nicht als signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe herausstellte. Am wenigsten Perfusionsausfalle traten
nach Gabe von SnMP auf.
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Abbildung 21: Zunahme der Perfusionsausfélle durch Applikation der entsprechenden
Metalloporpyhrine bzw. von NaCl (Kontrollgruppe). Dargestellt ist jeweils die Zunahme der nicht
perfundierten Sinusoide als Vielfaches der Werte der Ausgangsaufnahmen vor Gabe des
Metalloporpyhrins bzw. NaCl. MW £SEM. *p<0,05 vs NaCl
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6.1.2.2 Sinusoidaler Durchmesser und Blutzellgeschwindigkeit

Sowohl der sinusoidale Durchmesser als auch die Erythrozytenflie3-
geschwindigkeit wurden jeweils fur die periportale, midzonale und perizentrale Zone
des Azinus getrennt bestimmt. Da sich aber bei der Auswertung keine
zonenspezifischen Besonderheiten zeigten, wurden fur die weitergehende Analyse

Durchschnittswerte aus dem gesamten Azinus gebildet.

In der Kontrollgruppe blieben die sinusoidalen Durchmesser vor und nach
Verabreichung von NaCl konstant (Abbildung 22A). Die Applikation von
Metalloporphyrinen fuhrte hingegen zu einer Abnahme des sinusoidalen
Durchmessers. Besonders ausgepragt war dieser Effekt bei Gabe von SnMP und
CrMP zu beobachten. Nach SnPP Gabe war zwar tendenziell auch eine Abnahme
des sinusoidalen Durchmessers zu verzeichnen, diese war jedoch nicht signifikant

gegenuber der Kontrollgruppe.

Korrespondierend zur Abnahme des sinusoidalen Durchmessers fand sich
eine Zunahme der sinusoidalen Blutzellgeschwindigkeit (Abbildung 22B). Diese war
mit einem Anstieg von 13,0£5,5% am starksten ausgepragt nach Applikation von
SnMP.
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Abbildung 22A: Relative Veranderungen des sinusoidalen Durchmessers 15 Minuten nach
Gabe eines Metalloporphyrins bzw. NaCl im Vergleich zum Ausgangswert; 22B: Relative
Veradnderungen der sinusoidalen FlieBgeschwindigkeit im Vergleich zum Ausgangswert.
MW +SEM. *p<0,05 vs NaCl



ERGEBNISSE 61

6.1.2.3 Sinusoidale Leukozytenretention

Zur Auswertung der sinusoidalen Leukostase wurden die in den Sinusoiden

stagnierenden Leukozyten vor und nach Metalloporphyringabe ausgezanhlt.

Im Vergleich zu den NaCl-Kontrolltieren, bei denen die Zahl der adharenten
Leukozyten Uber den Beobachtungszeitraum konstant blieb, kam es nach CrMP-
Applikation zu einem im Mittel sechsfachen Leukozytenanstieg (Abbildung 23).
Aufgrund der hohen Standardabweichung war diese Zunahme jedoch gegenuber
den Kontrolltieren nicht signifikant. Durch die Gabe von SnMP oder SnPP kam es zu

keinem nennenswerten Anstieg der sinusoidal stagnierenden Leukozyten.
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Abbildung 23: Relative Veranderungen der in den Lebersinusoiden stagnierenden Leukozyten
nach Metalloporphyrin bzw. NaCl Gabe im Vergleich zum Ausgangswert; MW+SEM.

6.1.3 Leberlaborparameter nach Metalloporphyringabe

6.1.3.1. Albumin und Cholinesterase

Akute Auswirkungen der Metalloporphyrine auf die Leberfunktion wurden

mittels Analyse der Syntheseparameter Serumalbumin und Cholinesterase (CHE)
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beurteilt. Trotz der nur kurzen Zeitspanne zwischen Applikation und Blutentnahme
von etwa einer Stunde ergaben sich bei den mit CrMP und SnPP behandelten Tieren
um etwa 15-25% signifikant niedrigere Albuminwerte in der Serumanalyse als bei
den Tieren der NaCl-Gruppe (Abbildung 24A). Tiere, die mit SnMP behandelt

wurden, zeigten hingegen nur geringfugig verminderte Albuminwerte.

Dagegen war die Serum-Cholinesterase in allen mit Metalloporphyrinen
behandelten Tieren drastisch um etwa 80-90% gegenuber den Kontrolltieren
vermindert (Abbildung 24B). Die geringste Einschrankung war auch hier bei den

SnMP-Tieren zu finden.
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Abbildung 24: Serumwerte von Albumin (A) und Cholinesterase (B); MW+SEM. *p<0,05 vs
NaCl

6.1.3.2. Serumbilirubin und Laktatdehydrogenase

Im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen fiel auf, dass die mit CrMP
behandelten Tiere mit 0,84+0,1mg/dl bis zu 10fach héhere Bilirubinwerte im Serum
aufwiesen, wahrend die Serumbilirubinkonzentrationen in den anderen Gruppen im
Normbereich blieben (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Gesamtbilirubin im Serum; MW+SEM. *p<0,05 vs NacCl.

Als Hamolyseparameter wurde auf’erdem die Laktatdehydrogenase (LDH) im
Serum bestimmt. Nach Gabe von Metalloporphyrinen waren die LDH
Konzentrationen gegenlber der Kontrollgruppe erhéht (Abbildung 26). Am meisten
ausgepragt und signifikant sowohl gegenuber der Kontrollgruppe als auch der SnMP-
und SnPP-Gruppe, war wiederum der etwa 8fache LDH Anstieg auf Werte von
7961£98U/l in der CrMP Gruppe. Die LDH-Werte der Kontrollgruppe lagen zum
Vergleich bei 173+17UI.
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Abbildung 26: Laktatdehydrogenase (LDH) im Serum; MW+SEM. *p<0,05 vs NaCl
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6.1.3.3 Transaminasen

Zur Untersuchung des hepatozellularen Schadens wurden im Serum die
Transaminasen AST und ALT bestimmt. Wahrend sich die vier Gruppen bei der ALT
nicht wesentlich unterschieden, zeigte sich nach Gabe der Metalloporpyhrine, dass
SnPP und CrMP zu einem signifikanten Anstieg der AST fuhrten (Abbildung 27). Sie
waren bei diesen Tieren mit Werten von 135£12U/1 bei CrMP bzw. 147+25U/I bei
SnPP gegenuber den Kontrolltieren mit 77+11U/l etwa verdoppelt. ShAMP dagegen

fuhrte lediglich zu einem tendenziellen Anstieg der Transaminasen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Aspartat-Aminotransferase AST (A) und Alanin-Aminotransferase ALT (B) im
Serum; MW £SEM. *p <0,05 vs NaCl

6.1.4 Funktionelle Blockade und HO-1 Genexpression
nach HO-1 Induktion
6.1.4.1 Bilirubin im Serum

Zur Uberprifung, ob alle der untersuchten Metalloporphyrine in der
gewahlten Dosis auch tatsachlich funktionell die HO-1 inhibierten, wurde die
Bilirubinkonzentration als Stoffwechselprodukt der HO-1 bei Tieren mit BDL
untersucht. Nach BDL wurden die verschiedenen HO-1 Inhibitoren bzw. NaCl
verabreicht und drei Tage spater das Serumbilirubin bestimmt, woraus auf die

funktionelle Aktivitat des jeweiligen Inhibitors geschlossen werden konnte.
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Durch Behandlung mit allen drei untersuchten Metalloporphyrinen wurden
signifikant geringere Gesamtbilirubinwerte im Serum gemessen, weswegen man von
einer funktionellen Blockade der HO-1 in der verabreichten Dosierung eines jeden
Metalloporphyrins ausgehen kann (Abbildung 28). Bei SnMP und SnPP lag die
durchschnittliche Gesamtbilirubin-Reduktion bei etwa 40%, CrMP erzielte die groRte
Bilirubin-Reduktion auf etwa 50% gegenuber Tieren mit BDL, denen nur NaCl als
Kontrolle verabreicht worden war. Auch bei der isolierten Betrachtung des direkten
Bilirubins, welches bei Cholestase im Serum akkumuliert und hauptverantwortlich fur
die posthepatische Hyperbilirubinamie ist, zeigte sich eine signifikante Reduktion des
direkten Bilirubins durch samtliche Metalloporphyrine. Wiederum bewirkte CrMP mit

einer Senkung des direkten Bilirubinspiegels um etwa 70% die starkste Blockade.
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Abbildung 28: Gesamtbilirubin (A) und direktes Bilirubin (B) im Serum 3 Tage nach
Gallengangsligatur; MW+SEM. *p<0,05 vs BDL+NacCl

6.1.4.2 HO-1 mRNA Induktion

Mit den entnommenen Gewebeproben wurde eine quantitative PCR
durchgefihrt, um die HO-1 Induktion auf mMRNA-Ebene durch die verschiedenen
Metalloporphyrine zu untersuchen. Hierbei zeigte sich, dass alle drei verwendeten
Inhibitoren 3 Tage nach Verabreichung zu einer verstarkten Bildung von HO-1
codierender mRNA fuhrten, wenngleich aufgrund einer relativ hohen

Standardabweichung dieser Anstieg nur in der CrMP Gruppe signifikant gegenlber
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den Kontrolltieren mit BDL und NaCl Gabe war (Abbildung 29). Auffallig war, dass
besonders in den mit CrMP behandelten Tieren die HO-1 mRNA zwar am
deutlichsten erhoht war, in dieser Gruppe aber die niedrigsten Bilirubinwerte und

somit die ausgepragteste funktionelle HO-1 Blockade verzeichnet werden konnten.
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Abbildung 29: HO-1 mRNA-Menge, angegeben in Arbeitseinheiten des TaqMan®; MW=SEM.
*p<0,05 vs BDL+NacCl.

Zusammenfassend fand sich im ersten Untersuchungsabschnitt beim
Vergleich der drei Metalloporpyhrine ein Vorteil fir SnMP bezlglich seiner
hamodynamischen Stabilitat, nur geringen Beeinflussung der Lebermikrozirkulation,
vernachlassigbaren Hepatotoxizitat und nachweisbaren HO-1 Inhibition, im Vergleich
zu SnPP und vor allem CrMP. Aus diesem Grunde wurde im Weiteren die

funktionelle HO-1 Inhibition nur mehr mit SnMP durchgefihrt.

6.2. HO-1 Blockade bei Gallengangsligatur

In diesem Versuchsabschnitt sollte untersucht werden, wie sich die HO-1
Inhibition im Modell der Gallengangsligatur, welche nicht nur zu einer HO-1

Induktion, sondern auch zu einer manifesten Leberschadigung flhrt, auswirkt.
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6.2.1 Uberleben und Gewichtsverlauf nach Gallengangsligatur

Alle Tiere haben den gesamten Beobachtungszeitraum von 3 Tagen nach
Sham-Operation bzw. Gallengangsligatur (BDL) mit oder ohne HO-1 Blockade mit
SnMP Uberlebt. Wahrend die shamoperierten Tiere wahrend der 3 Tage ihr
Ausgangsgewicht konstant beibehielten, fuhrte die BDL-Operation jedoch zu einem
drastischen Gewichtsverlust von 11,4+4,8% bezogen auf das Ausgangsgewicht
(Abbildung 30). Dieser Gewichtsverlust konnte durch die zusatzliche Gabe von
SnMP bei BDL signifikant auf 5,3+2,4% reduziert und somit halbiert werden. Die
Gabe von SnMP bei shamoperierten Tieren fuhrte zu keiner Veranderung des
Gewichtsverlaufes.
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Abbildung 30: Postoperativer Gewichtsverlust nach einem Beobachtungszeitraum von 3
Tagen im Vergleich zum Ausgangsgewicht bei Tieren nach Shamoperation oder
Gallengangsligatur und HO-1 Blockade. MW+SEM. *p<0,05 vs Sham + NaCl; #p<0,05 vs BDL +
NacCl.

6.2.2. Leberlaborparameter nach HO-1 Blockade bei

Gallengangsligatur

Die Beurteilung der Leberfunktion erfolgte im Serum sowohl durch

Bestimmung von Bilirubin als Marker fur die Leberexkretion als auch durch
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Bestimmung der Lebersyntheseparameter Serum-Cholinesterase (CHE) und
Albumin.

6.2.2.1 Bilirubin im Serum

Erwartungsgemaly fuhrte die Gallengangsligatur nach 3 Tagen zu einem
starken Anstieg des Gesamtbilirubins auf Werte von 9,6+0,4mg/dl (Abbildung 31).
Wahrend die HO-1 Blockade bei shamoperierten Tieren keinen Einfluss auf die
Bilirubinwerte zeigte, konnte ein signifikanter Rickgang der Bilirubinproduktion auf
6,7+0,6mg/dl durch funktionelle HO-1 Blockade bei gallengangsligierten Tieren

nachgewiesen werden.
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Abbildung 31: Gesamtbilirubin im Serum 3 Tage nach Sham-Op bzw. Gallengangsligatur.
MW<+SEM. *p<0,05 vs Sham + NaCl; #p<0,05 vs BDL + NacCl.

6.2.2.2 Serumalbumin und Cholinesterase

Die Serum-Albuminwerte waren zwar insgesamt bei den BDL-Tieren
tendenziell etwas niedriger als bei den shamoperierten Tieren, es konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen gefunden werden
(Abbildung 32). Auch SnMP-Gabe hatte keinen Einfluss auf die Albuminproduktion.

Interessanterweise war die Serum-CHE-Aktivitat in allen 4 Gruppen, also auch bei
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den shamoperierten Tieren im Vergleich zu Normalwerten nicht-operierter Ratten
[1,9£1,4 U/I] um etwa 25% deutlich vermindert.
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Abbildung 32: Serumalbumin 3 Tage nach Sham-Op bzw. Gallengangsligatur. MW+SEM.

6.2.2.3 Transaminasen (ALT/AST), Laktatdehydrogenase (LDH) und
alkalische Phosphatase (aP)

Zur Beurteilung des Leberschadens wurden die Transaminasen AST und ALT,
alkalische Phosphatase und LDH im Serum bestimmt. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Gallengangsligatur zu massivem Transaminasenanstieg fuhrt (Abbildung
33). Wahrend bei den Kontrolltieren die AST bei 7822 U/l lag, wiesen
gallengangsligierte Tiere nach 3 Tagen AST-Werte von 857159 U/l. Durch
zusatzliche Verabreichung von SnMP konnten diese Werte um etwa 40% signifikant
auf 490148 U/l reduziert werden. Die alleinige SnMP-Gabe fuhrte zu keiner
Veranderung der Transaminasen. Reprasentativ ist hier die AST dargestellt, bei der

ALT zeigte sich ein prinzipiell ahnlicher jedoch nicht signifikanter Verlauf.
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Abbildung 33: Aspartat-Aminotransferase (AST) im Serum 3 Tage nach Sham-Op bzw.
Gallengangsligatur. MW+SEM. * <0,05 vs Sham + NaCl; #p<0,05 vs BDL + NaCl.

Vergleichbare Resultate ergaben sich auch bei der Bestimmung von LDH
(Abbildung 34). Wiederum fuhrte die BDL zu einem signifikanten Anstieg der LDH auf
989+147U/1. In der Gruppe der BDL Tiere mit HO-1 Blockade waren dagegen die
LDH-Werte, wenngleich wegen der hohen Standardabweichung nicht signifikant, auf
555147 U/l stark reduziert und auch im Vergleich gegeniuber den Kontrolltieren nicht

erhoht.
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Abbildung 34: Laktat-Dehydrogenase (LDH)) im Serum 3 Tage nach Sham-Op bzw.
Gallengangsligatur. MW+SEM. *p<0,05 vs Sham + NacCl.
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Die Gallengangsligatur fuhrte erwartungsgemaf zu einem starken Anstieg des
Cholestase-Parameters aP. Die alleinige Gabe eines HO-1 Inhibitors nach Sham-
Operation flhrte zu keinem Anstieg der aP. Beim Vergleich der BDL Tiere mit und
ohne HO-1 Blockade zeigten sich keinerlei Unterschiede hinsichtlich der aP
(Abbildung 35).
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Abbildung 35: Alkalische Phosphatase im Serum 3 Tage nach Sham-Op bzw.
Gallengangsligatur. MW+SEM; *p<0,05 vs Sham + NacCl.

6.2.3 Lebermikrozirkulation nach HO-1 Blockade bei

Gallengangsligatur

Die Mikrozirkulation der Leber wurde mit Hilfe der Laser Doppler-Flowmetrie
(LDF) beurteilt. Es zeigte sich, dass alleinige BDL oder SnMP-Gabe den im
Lebergewebe ermittelten Flux nicht signifikant beeinflusste (Abbildung 36). Bei den
gallengangsligierten Tieren zeigte sich jedoch tendenziell eine leichte Einschrankung
der Mikrozirkulation. Bei zusatzlich HO-1 blockierten Tieren war gegenuber den

shamoperierten eine signifikante Abnahme des Fluxes zu verzeichnen.
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Abbildung 36: Hepatischer Flux, gemessen mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) 3 Tage
nach Sham-Op bzw. Gallengansligatur. MW+SEM. *p<0,05 vs Sham + NacCl.

6.2.4 Histologischer Schaden und Leukozyteninfiltration

nach HO-1 Blockade bei Gallengangsligatur

6.2.4.1 Histologische Morphologie

Histologisch zeigte sich in den HE-Schnitten eine Veranderung im
Lebergewebe nach BDL vor allem im periportalen Feld. Das restliche
Leberparenchym zeigte sich in allen 4 Untersuchungsgruppen relativ homogen und
ohne Zeichen von Vakuolisierung und Scholligkeit des Zytoplasmas, Karyolysen der
Hepatozyten oder anderen Hinweisen auf eine morphologisch fassbare
Leberschadigung. Auch Nekrosefelder konnten nach 3-tdgiger Cholestase nicht

beobachtet werden.

In Bezug auf die Alterationen im periportalen Feld waren bei allen
gallengangsligierten Tieren, unabhangig von der SnMP-Gabe, eine massive
Proliferation  und Dilatation  der  Gallengange, Kernalterationen  der
Gallengangsepithelzellen, Karyolysen der periportalen Hepatozyten sowie eine

generelle Infiltration des periportalen Feldes mit verschiedenen Zelltypen auffallig
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(Abbildung 37). Vergleichbare Veranderungen fanden sich in den sham-operierten

Tieren nicht.
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Abbildung 37: Reprasentative Beispiele von Periportalfeldern in HE-Farbung; A: Unauffalliges
Periportalfeld eines sham-operierten Tieres mit wenigen, kleinen Gallengangen (Pfeile) mit
zartem Epithel; B: Massiv vergro3ertes Periportalfeld mit zellularer Infiltration und zahlreichen
dilatierten Gallengangen mit stark proliferierendem Epithel (Pfeile); Vergrof3erung beider
Abbildungen x400

6.2.4.2 CAE-Farbungen

Die Leukozyteninfiltration des hepatischen Gewebes wurde anhand von CAE-
gefarbten Schnitten untersucht. Eine verstarkte Infiltration soll hierbei mit einem
grolieren Leberschaden korrelieren [GUJRAL et al., 2003]. Beim Betrachten der CAE-
gefarbten Schnitte konnte bestatigt werden, dass es im periportalen Feld nach
Gallengangsligatur zu einer massiven Leukozyteninfiltration kam. Zur genaueren
Untersuchung des Effektes einer HO-1 Blockade wurden die immunhistochemisch
angefarbten Leukozyten in den jeweiligen Untersuchungsgruppen ausgezahlt und
miteinander verglichen (Abbildung 38). Im Gegensatz zu shamoperierten Tieren
fuhrte die BDL zu einer deutlichen periportalen Leukozyteninfiltration, je 40 High-
Power-Fields konnten 417126 extravasierte Leukozyten gezahlt werden. In den
zusatzlich HO-1 geblockten BDL-Tieren war diese periportale Leukozyteninfiltration

mit 268121 Zellen signifikant geringer ausgepragt (Abbildung 38 und 39).
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Abbildung 38: Anzahl von extravasierten CAE-positiven Zellen im Periportalfeld [absolute Zahl
pro 40 High Power Fields]; MV+SEM; *p<0,05 vs Sham + NaCl; #p<0,05 vs BDL + NacCl.

Abbildung 39: Repréasentative Beispiele von CAE-Farbungen, periportal. VergréRerung x400

6.2.5 HO-1 Protein-Expression, Leberproliferation und

Leberzellapoptose bei Gallengangsligatur

6.2.5.1 HO-1 Expression

Zur quantitativen Auswertung der HO-1 gefarbten immunhistologischen
Schnitte wurde der prozentuale Anteil an positiven Hepatozyten in je 25
Gesichtsfeldern ausgezahlt (Abbildung 40 und 41). Dabei zeigte sich, dass in den
Kontrolltieren, also 3 Tage nach Sham-Operation mit 1£0% nur sehr wenige HO-1-
positive Hepatozyten zu finden waren. Nach Gallengangsligatur kam es zu einem

signifikanten Anstieg der HO-1 Expression auf 11+1% positive Hepatozyten. Eine
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zusatzliche Verabreichung des HO-1 Inhibitors SnMP konnte die HO-1 Expression
sogar noch weiter auf 15+1% steigern. Auch schon die alleinige Verabreichung von
SnMP bei Sham-Tieren fuhrte zu einer vermehrten HO-1 Expression in insgesamt

41+1% der Hepatozyten.
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Abbildung 40: Prozentualer Anteil der HO-1-positiven Hepatozyten in der Immunhistochemie.
MW<+SEM. *p<0,05 vs Sham + NaCl; #p<0,05 vs BDL + NaCl.

Abbildung 41: Représentative Beispiele von HO-1 exprimierenden Hepatozyten; VergréfRerung
x400
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6.2.5.2. PCNA

Mittels quantitativer Auswertung immunhistochemischer PCNA-Farbungen
wurde die Proliferation/Regeneration von Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen
untersucht. Bei shamoperierten Tieren mit oder ohne Verabreichung von SnMP
Tieren waren kaum PCNA-positive und somit regenerierende bzw. proliferierende
Hepatozyten zu finden (Abbildung 42 und 43). 3 Tage nach Gallengangsligatur zeigte
sich hingegen ein massiver Anstieg an proliferierenden Zellen: 51,4+4,8% aller
Hepatozyten lieRen sich positiv auf PCNA anfarben, bei zusatzlicher Gabe von

SnMP war dieser Anteil signifikant auf 18,9+2,1%verringert.
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Abbildung 42: Prozentualer Anteil der PCNA-positiven Hepatozyten;.
MW+SEM. *p<0,05 vs Sham + NacCl; #p<0,05 vs BDL + NaCl.
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Abbildung 43: Reprasentative Beispiele von PCNA-positiven Hepatozyten. Vergrof3erung x400
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Bei der Untersuchung der Periportalfelder lie sich mit knapp 80% PCNA-
positiver Gallengangsepithelzellen eine starke Proliferation der Gallengange nach
BDL nachweisen (Abbildung 44 und 45). Zusatzliche Verabreichung von SnMP hatte
eine leicht, jedoch nicht signifikant geringere Gallengangsproliferation zu Folge. Bei
shamoperierten Tieren waren nur sehr wenige PCNA-positive Zellen im Bereich der

Periportalfelder zu finden.
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Abbildung 44: Prozentualer Anteil der PCNA-positiven Gallengangsepithelzellen. MW+SEM.
*p<0,05 vs Sham + NaCl.

Abbildung 45:: Reprasentative Beispiele von PCNA-positiven Gallengangsepithelzellen,
Periportalfelder, VergréRerung x400
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6.2.5.3 Caspase-3

Bei der Auswertung der Caspase-3 fanden sich weder in den Periportalfeldern
noch im Leberparenchym in keiner der 4 Gruppen mehr als vereinzelt positiv
gefarbte Zellen. Es bestand kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.
Somit ergaben sich keine Hinweise auf durch SnMP-Gabe oder Gallengangsligatur

induzierte Apoptose.
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V4 DISKUSSION
7.1 Diskussion des Modells
711 Narkoseverfahren

Die chirurgischen Eingriffe der Gallengangsligatur und Praparation zur
Intravitalmikroskopie machen eine Narkose erforderlich. Ein Problem hierbei stellt
neben den Auswirkungen auf Atmung und Kreislauf, die vorwiegend hepatische
Metabolisierung vieler Narkotika dar. Fir die Gallengangsligatur musste deshalb auf
die Athernarkose zuriickgegriffen werden, da Ather als einziges Narkotikum nicht
hepatisch metabolisiert wird. Ather bietet aulerdem die Vorteile der analgetischen
und muskelrelaxierenden Wirkung. Durch die rasch flichtige Eigenschaft des
Narkotikums ergibt sich zudem die Moglichkeit, die Operation unter Spontanatmung
durchzufihren und war ideal flr die nur kurzzeitig notwendigen Betaubungen.
Andererseits erschwerte das rasche An- und Abfluten die Narkosefuhrung. Als
nachteilig erwies sich der wahrend der Narkoseeinleitung auftretende Stress fur die
Tiere durch die Schleimhautreizung und das ausgepragte Exzitationsstadium. Die
Reizung der Atemwege bewirkt eine Hypersalivation mit bisweilen auftretender
Aspiration bei atemdepressiver Wirkung des Narkotikums. So machten immer wieder
auftretende Atemstillstande bei akuter Atemwegsverlegung oder Asphyxie eine

kinstliche Beatmung notwendig.

Fir die sich anschlieBenden langer dauernden in vivo Untersuchungen mit
chirurgischer Manipulation war diese relativ aufwendige Art der Narkosefuhrung nicht
durchfuhrbar. So war eine Narkose mit einem Barbiturat notwendig, da die Tiere
ruhig liegen mussten und zeitlich keine Moglichkeit fur haufige repetitive Dosen eines
Narkotikums bestand. Die Pentobarbitalmonoanasthesie zeichnet sich gerade
gegenuber den alternativen Anasthetika Chloralhydrat und Ketamin durch eine
bessere Steuerbarkeit und erreichbarer hamodynamischer Stabilitdt aus [BUHREN,
1989].
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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. Nachteilig muss die
durch die negative Inotropie und Sympathikolyse einhergehende Kreislaufdepression
in Kauf genommen werden, die eine blutige Blutdruckiberwachung, sowie repetitive
Volumengaben mittels Bolusapplikationen von Ringer-Lésung notwendig machte. Die
stark atemdepressive Wirkung erforderte eine Tracheotomie, was einen
anschlieBenden Uberlebensversuch ausschloss [LONGNECKER et al., 1986].
Theoretisch fuhrt 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. Aulerdem 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 fir die extrahepatische Cholestase hat sich das
Modell der Gallengangsligatur (bile duct ligation, BDL) etabliert. Durch eine
chirurgische Intervention mit Ligatur des Ductus communis kann kunstlich die
Situation der obstruktiven Cholestase induziert werden [JOHNSTONE et al., 1976].
Anhand dieses Modelles konnen cholestatische Mechanismen und Veranderungen
ideal untersucht werden. So konnte die zeitliche Abfolge spezifischer Phasen bei
akutem und chronischem Cholestaseschaden analysiert werden [GEORGIEV et al.,
2008]

Schon wenige Stunden nach Eintritt der Cholestase finden sich histologisch
hepatozellulare Schadigen und auch im Serum sind erhohte Transaminasen
nachzuweisen. Parallel dazu beginnt die periportale Neutrophileninfiltration. lhren
Hoéhepunkt erreicht die Leberzellschadigung nach etwa 2-3 Tagen, im Abstand von
weiteren 2-3 Tagen folgt dann der Hohepunkt der hepatozellularen Proliferation, was

im Sinne von Regenerations- und Reperaturvorgangen zu verstehen ist.
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Die Proliferation der Cholangiozyten beginnt in den grolen Gallengangen
schon nach etwa 2-3 Tagen, in den kleinen Gallengangen jedoch erst um den 5. Tag.
Nach etwa einer Woche kommt es zur lymphozytaren Infiltration mit B- und T-Zellen
und zum allmahlichen Beginn der Fibrogenese mit Akkumulation von Kollagen
(Abbildung 46).

HC injury

HC proliferation

Fibrosis
Fibrosis

Large and small BD BEC proliferation
_________________________ HC injury
HC proliferation
B cells
1 I | 1 1T galis I | 1 1
08h 1 2 3 5 days 7 days 14 days 28 days 6 weeks

day days days

Abbildung 46: Zeitliche Abfolge des cholestatischen Leberschadens bei der Maus. HC injury =
hepatozellularer Schaden; Large/Small BD = groRe/kleine Gallengdnge; 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 schon 1957 von Symeonidis et al.
miteinander verglichen wurden: der Gallengang kann entweder exzidiert oder ligiert
werden, wobei ersteres das chirurgisch aufwendigere Verfahren darstellt. Initial, das
heit wahrend der ersten 14 Tage nach dem Eingriff, erwiesen sich beide Methoden
als gleichwertig, d.h. weder klinisch noch histologisch lie® sich ein Unterschied
zwischen ihnen erkennen. In der spateren Phase jedoch kam es in vielen Fallen
nach Gallengangsligatur zur Rekanalisation des Gallengangs und einer vollstandigen
Erholung der zuvor cholestatisch geschadigten Leber, nach Gallengangsexzision
entwickelten jedoch alle Tiere Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine stark

ausgepragte Leberfibrose und — zirrhose [SYMEONIDIS et al., 1957].
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Da nur der akute cholestatische Leberschaden untersucht werden sollte,
wurde in den vorliegenden Untersuchungen das technisch einfachere aber fur diese

Phase gleichwertige Verfahren der Gallengangsligatur gewahlt.

Als Untersuchungstag sollte der Zeitpunkt gewahlt werden, bei dem der
cholestatische Leberschaden moglichst 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
hepatozellularen Schaden zwischen dem 2. und 4. Tag gezeigt werden konnten
[GEORGIEV et al., 2008], wurden in unserer Versuchsreihe samtliche Untersuchungen
3 Tage nach Gallengangsligatur durchgefihrt.

71.3 Auswahl und Applikation der Metalloporphyrine

Ausschlaggebend fir die Wahl der zu untersuchenden HO-1 Inhibitoren waren
die Haufigkeit ihrer Anwendung in experimentellen und klinischen Modellen, sowie
die potentielle Bedeutung bei zukunftigen Experimenten aufgrund spezieller
chemischer oder physiologischer Eigenschaften. SnMP und SnPP-1X wurden bislang
experimentell am haufigsten eingesetzt, ShMP hat eine grof3e klinische Bedeutung
bei der Behandlung des Neugeborenenikterus erlangt (siehe 3.5.2). Neben diesen
beiden HO-1-Inhibitoren wurde auch CrMP in die Versuchsreihe aufgenommen, da
es in vitro als selektivster und aulderdem potentester HO-1-Blocker gilt [APPLETON et
al., 1999].

Die Applikation von Metalloporphyrin- oder Kochsalzldsung erfolgte parallel
zur Gallengangsligatur bzw. Sham-Operation. 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 betragt, ware eine
wiederholte Zufuhr wahrend der 3 Tage zwischen Operation und Zeitpunkt der
Untersuchung notig gewesen [MORIOKA et al., 2006]. Nach parenteraler Verab-
reichung eines Metalloporphyrins dagegen lasst sich fur 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
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perioperative Injektion eines Metalloporphyrins fur die HO-1-Blockade Uber den

gesamten Untersuchungszeitraum hinweg ausreichend.

7.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

7.21 Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF)

Abhangig von der benutzten Sondenform kann in 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].

Zu beachten ist, dass die Untersuchungsmethode der LDF keine Absolutwerte
liefert, sondern nur relative Veranderungen des Blutflusses erfasst, da sich die
Perfusion Units aus der Geschwindigkeit der sich bewegenden Teilchen und der
intravasalen oder auch interstitiellen Teilchenkonzentration ergeben. Verandert sich
einer der beiden letztgenannten Parameter, kann eine unkalkulierbare Fluxanderung
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 Veranderung der Perfusion gekommen sein muss.

Des Weiteren ist die Laser-Doppler-Flowmetrie, gerade an ausgelagerten
Organen, limitiert durch auftretende Bewegungsartefakte durch Atmung, intestinale
Peristaltik oder Manipulation des Operateurs [AHN et al. 1986]. Das Auftreten von
plotzlichem aulergewohnlichem Anstieg des Laser-Doppler-Signals, mangelnder
Pulssynchronitat und Riuckgang der Gesamtrickstreuung machen aber die Artefakte
vom normalen Blutfluss unterscheidbar. Die Gesamtrickstreuung ist die anteilige

Menge des abgestrahlten Laserlichts, das vom Gewebe wieder zurtick gestreut und
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von den optischen Fasern gemessen wird. Eine hohe Gesamtrickstreuung bedeutet
eine passende optische Kopplung und somit ein Dopplersignal von hoher Qualitat
[RONHOLM et al. 2001]. Die Gesamtrickstreuung wurde in den vorliegenden
Untersuchungen kontinuierlich erfasst und diente als Qualitdtskontrolle des
Messsignals. Es wurden nur Messungen mit ausreichend hoher Gesamtruckstreuung

erfasst.

7.2.2 Intravitalmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Leber ist eine etablierte
Untersuchungsmethode, die an vielerlei Tiermodellen, wie etwa Mausen [RAPPAPORT,
1977], Hamstern und Ratten [MENGER et al. 1991] durchgefuhrt worden ist. Erstmals
beschrieben wurden intravitalmikroskopische Untersuchungen der
Lebermikrozirkulation im Jahre 1939 [KNISELY et al., 1939], in den Folgejahren wurde
diese Methode dann stetig weiterentwickelt und verbessert und gilt somit inzwischen
als Standardmethode fur mikrozirkulatorische Analysen. Grundsatzlich ist die
Analyse der Mikrozirkulation mittels Epi-lllumination (Auflicht) oder Trans-lllumination
(Durchlicht) moglich. Frihe intravitalmikroskopische Untersuchungen nutzten dabei
vor allem die Trans-llluminations-Technik [BLocH 1955]. Um jedoch die
Lebermikrozirkulation optimal analysieren zu konnen eignet sich mehr die Technik
der Epi-lllumination: die Trans-lllumination ist auf eine sehr dinne Gewebedicke
angewiesen, was die Untersuchung der Leber auf den &uRersten Leberrand
beschranken und somit zu einer limitierten Anzahl an untersuchbaren Azini fihren
wulrde. Aullerdem ist die Untersuchung des Leberrandes durch mdogliche
mechanische Manipulationen im Rahmen der Praparation und der Auslagerung wie
durch mogliche Austrocknung wahrend der Mikroskopie in ihrer Aussagekraft
eingeschrankt. Demgegenuber bietet die Technik der Epi-lllumination den Vortell,
dass die Mikroskopie unabhangig von der Gewebedicke an jeder beliebigen Stelle
der Leberoberflache durchgefuhrt werden kann. Da davon ausgegangen werden
kann, dass die an der Leberoberflache stattfindenden Prozesse denen im
Organinneren gleichen [RAPPAPORT et al.,, 1958], wobei man entsprechend der
Homogenitatshypothese davon ausgeht, dass die ausgesuchten Areale mit den zu
untersuchenden Gefallen im vorliegenden Beispiel reprasentativ fur das gesamte

untersuchte Organ sind.
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Der Nachteil dieser Methode besteht in der dazu ndtigen chirurgischen
Manipulation des Versuchstiers, die eine Narkose des Tieres unvermeidbar macht.
Schon allein durch die chirurgische Praparation kommt es zu einer Beeintrachtigung
der Leberperfusion, verantwortlich dafur ist insbesondere die Laparotomie [GELMAN
et al.,, 1976; BOHRER et al., 1981] und die Praparation und Manipulationen in
Hilusnahe [KLAR et al., 1995]. Um die Leber Uberhaupt mikroskopisch untersuchen zu
konnen, erfolgt eine Auslagerung des linken Leberlappens unter Rotation des
Versuchstiers um 45° entlang der Langsachse des in Rickenlage fixierten Tieres.
Zur Verminderung der Atemexkursionen wird dieser auf ein Stativ ausgelagert, mit
Kochsalzlésung benetzt und mit einem Deckglas abgedeckt. Bei diesem Mandver
besteht prinzipiell immer die Mdoglichkeit der Alteration der Leberperfusion. Aus
methodologischen und ethischen Grinden sind jedoch vergleichende Messungen an
nicht-narkotisierten und nicht-laparotomierten Tieren intravitalmikroskopisch nicht
durchfuhrbar. Durch die Rotation des Tieres und die Auslagerung der Leber auf ein
Stativ konnte eine Beeintrachtigung der Leberperfusion jedoch weitgehend
vermieden werden. Weiterhin wurde bei der Auslagerung der Leber auf das Stativ
darauf geachtet, dass sich der linke Leberlappen auf Herzhdhe befand, um

hydrostatische Effekte auf die Leberperfusion auszuschliel3en.

Da bei unserem Versuchsaufbau pro Tier jeweils zwei IVM-Aufnahmen mit
dazwischenliegender Wartezeit und Blutdruckmonitoring vorgesehen waren und der
Leberlappen so relativ lange dem Druck des Deckglases ausgesetzt war, war
durchaus mit einem allein durch den Versuchsaufbau bedingten Abfall der
Leberperfusion in den zweiten Aufnahmen zu rechnen. Um nun bestimmen zu
konnen, inwiefern die Veranderungen der Mikrozirkulation tatsachlich der HO-1-
Inhibition zuzuschreiben sind, haben wir zusatzlich eine Kontrollgruppe untersucht,
der keine Metalloporphyrine appliziert wurden. Zunahmen an Perfusionsausfallen,
Leukozytenstagnation oder Anderungen der Blutflussgeschwindigkeit in dieser
Gruppe wurden als versuchsbedingt angesehen und galten als Referenzwert fir die

Berechnungen der Mikrozirkulationsveranderungen durch HO-1-Inhibiton.

Durch die Notwendigkeit der systemischen Applikation von phototoxischen
Fluoreszenzfarbstoffen ist die Technik der Epi- lllumination nur beschrankt einsetzbar
[SAETZLER et al. 1995]. Da eine langere Lichtexposition wahrend einer

Intravitalmikroskopie intrazellulare photodynamische Prozesse induzieren kann
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[STEINBAUER et al. 2000], wurde bei der Auswahl der Gesichtsfelder darauf geachtet,
wahrend einer intravitalmikroskopischen Untersuchung nicht in unmittelbarer Nahe
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.

Im ersten Teil der vorliegenden Studie sollten die Auswirkungen einer
funktionellen HO-1 Blockade auf die Mikrozirkulation der Leber an der Ratte
untersucht werden. Nachdem schon nachgewiesen worden war, dass die Applikation
verschiedener Metalloporphyrine sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Inhibition
der HO-1 Aktivitat in Hepatozyten bzw. im Lebergewebe fuhrt [Vreman et al., 1989
und 1991], sollten nun anhand eines in-vivo-Modells die hamodynamischen
Veranderungen der Leberzirkulation nach Applikation verschiedener

Metalloporphyrine analysiert werden.

7.3 Diskussion der Ergebnisse
7.31 Vergleich der drei Metalloporphyrine SnMP, SnPP und
CrMP

Wie unter 3.2. dargelegt, existiert eine Vielzahl von Befunden in der Literatur,
dass die HO-1 protektive Eigenschaften bei verschiedensten Stressmodellen
aufweist. Derartige Untersuchungen folgten alle demselben Prinzip, namlich der
Blockade der HO-1 Aktivitat mittels eines Metalloporphyrins. Beispielsweise fluhrte
die Gabe von CrMP nach Extremitatenischamie und 24-stindiger Reperfusion zu
vermehrten Perfusionsdefekten in der Mikrozirkulation und zu einem erhdhten
Leberzellschaden [WUNDER et al. 2002, McCARTER et al. 2004]. Beim
hamorrhagischen Schock mit anschlieRender Volumentherapie (Ischamie/
Reperfusion der Leber) fuhrte die HO-1 Inhibition mittels SnMP zu einer vermehrten
perizentralen Nekrose als Ausdruck eines reduzierten nutritiven Blutflusses in der
Leber [RENSING et al. 1999]. Bei der Small-for-Size-Lebertransplantation

(Reperfusions- und Hyperperfusionsschaden) war nach HO-1 Blockade mit ZnMP
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das Transplantatiberleben gegenuber einer Kontrollgruppe ohne HO-1 Blockade
geringer [YANG et al. 2004]. Von besonderem Interesse ist, dass in den eben
zitierten, aber auch anderen &hnlichen Studien mit HO-1 Blockade eine
Kontrollgruppe, in der lediglich das eingesetzte Metalloporphyrin dem gesunden
Versuchstier gegeben wurde, nicht mituntersucht wurde. Aus diesem Grunde bleibt
es letztendlich unklar, ob die beobachteten Schadigungen der Zellintegritat bzw.
Stérungen der Mikrozirkulation tatsachlich auf die HO-1 Blockade zurickzuflhren
sind, oder es sich madglicherweise um Nebenwirkungen des verabreichten

Metalloporphyrins handelt.

Vor dem Hintergrund der grof3en Anzahl von Studien zur HO-1 Inhibition bei
unterschiedlichsten Modellen ist es erstaunlich, dass bislang in keiner in-vivo
Untersuchung unterschiedliche Metalloporphyrine miteinander verglichen wurden
und insbesondere der Einfluss der Metalloporphyrine auf die Mikrozirkulation der

gesunden Leber thematisiert wurde.

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal in-vivo gezeigt, dass die
Gabe von Metalloporphyrinen bestimmte Einflisse auf den systemischen Blutdruck,
die hepatische Mikrozirkulation und sogar auf die Leberlaborparameter hat. Daruber
hinaus konnte sogar ein gewisser hepatotoxischer Effekt fur CrMP gezeigt werden.
CrMP flhrte zu einem signifikanten Blutdruckabfall und einer entziindlichen Reaktion
im Lebersinus. SnPP hingegen hatte nur einen voribergehenden Blutdruckabfall zur
Folge, fuhrte aber zu einer nachweisbaren Beeintrachtigung der sinusoidalen
Perfusion, wenngleich nicht in dem Umfang, dass eine ernsthafte Leberzell-
schadigung hiervon zu erwarten gewesen ware. Nichtsdestotrotz lieRen sich sowohl
in der CrMP als auch in der SnPP Gruppe erhdohte ALT-Konzentrationen als
Ausdruck einer Leberzellschadigung nachweisen. Die geringsten Auswirkungen auf
Blutdruck, Lebermikrozirkulation und Leberlaborparameter waren nach Gabe von
SnMP beobachtet worden, weshalb dieses Metalloporphyrin am geeignesten fur
Studien zur HO-1 Inhibition schien und deshalb im weiteren Studienverlauf

eingesetzt wurde.

Der genaue Mechanismus der beobachteten Beeintrachtigungen der
Makrohamodynamik und Mikrozirkulation bleibt auch nach den vorliegenden

Untersuchungen ungeklart. Theoretischen Uberlegungen =zufolge miisste es



DISKUSSION 88

eigentlich nach Gabe eines HO-1 Inhibitors und konsekutivem Abfall des
Vasodilatators CO zu einem Anstieg des systemischen Widerstandes und somit zu
einer Erhdhung des arteriellen Blutdrucks kommen. So lie® sich an isolierten
Muskelarteriolen eine vaskulare Widerstandserhohung durch Applikation von
Metalloporphyrinen durchaus nachweisen [KozmMA et al. 1999], bei in-vivo-Versuchen
konnten jedoch durch die kurzfristige Gabe von HO-1 Inhibitoren bei Tieren, die bis
dato unter normalen Aufzuchtverhaltnissen standen, keine Blutdruckveranderungen
beobachtet werden [TERAN et al. 2005]. Durch die Applikation von CrMP fand sich
jedoch ein Blutdruckabfall statt des erwarteten Anstieges bzw. Erhalt des
Ausgangsniveaus. Da durch die beiden anderen HO-1 Inhibitoren bei gleicher
funktioneller Blockade kein solcher Effekt zu verzeichnen war, liegt dieser
Beobachtung eine eher HO-1-unabhangige und CrMP-spezifische Eigenschaft zu
Grunde. Ein denkbarer Erklarungsansatz hierfur ware -wie bereits schon unter 7.2.2
diskutiert- eine durch den hohen Lichteinfall wahrend der Intravitalmikroskopie
induzierte phototoxische Reaktion mit systemischem Blutdruckabfall. Da jedoch nur
nach der Applikation von CrMP diese Beobachtung zu verzeichnen war, kann man
diese Erklarung weitgehend ausschlieen. Nachdem die Hauptunterschiede
zwischen den einzelnen Blockern im Zentralatom des Porphyrinkomplexes liegen
und man davon ausgehen kann, dass analog zum Abbau des Hamoglobins, bei dem
Eisen freigesetzt wird, auch aus den Metalloporphyrinen gewisse Mengen des
entsprechenden Metallions freigesetzt werden, konnten die substanzspezifischen
Unterschiede eine mogliche allergische Reaktion oder generell toxische Wirkung des

Metallions darstellen.

Obwohl in-vitro Untersuchungen die effektive HO-1 Inhibition durch CrMP
gezeigt haben, war in der vorliegenden Untersuchung ein Anstieg des Bilirubins
bereits schon gut eine Stunde nach Applikation des Metalloporphyrins nachweisbar.
Dieser Befund ist umso auffélliger, als dass CrMP durch seine
nachgewiesenermallen hohe Potenz der HO-1 Inhibition eigentlich die endogene
Bilirubinproduktion hatte reduzieren mussen. Nachdem nach Gabe von CrMP neben
Bilirubin auch LDH erhoht war, liegt der Verdacht nahe, dass CrMP zu einer
Hamolyse gefuhrt hatte. Schon vor Uber 20 Jahren wurde berichtet, dass die
Injektion von Chrom in Huhner-Embryos zu hepatozellularen und erythrozytaren
Schaden durch DNA-Strangbriiche und Cross-Links fuhrt [HAMILTON et al. 1986] und
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galt seitdem als mutagen und karzinogen. In den Folgejahren konnten die
molekularen Mechanismen der Chrom-Toxizitat weitergehend analysiert werden, so
dass man heute davon ausgeht, dass durch Chrom mittels Oxidation des
Hamoglobins durch hochreaktive intermediare Chromat-Zwischenstufen eine
Hamolyse verursacht wird [MISRA et al. 1994, ALpoim et al. 1995]. Chrom, das
Zentralatom des CrMP, gilt auRerdem im Gegensatz zu Zinn, dem Zentralatom von
SnMP und SnPP, als Ausldser von allergischen Typ | und Typ IV-Reaktionen: schon
in pikomolaren Konzentrationen wurde Chrom sowohl als Verursacher von
allergischer Kontaktdermatitis und Hautulzera identifiziert [SHELNUTT et al. 2007] als
auch als Ausloser von akutem und verzogertem allergischen Asthma beschrieben
[LEROYER et al. 1998]. Bei experimentellen Untersuchungen der Wirkungen von
Chrom auf das Immunsystem zeigte sich in niedrigen Konzentrationen eine
Stimulation von Immunzellen, sowie die Induktion bestimmter Zytokine [SHRIVASTAVA
et al. 2002] durch Chromexposition. Es ist aulterdem bekannt, dass Chrom zu einer
Schadigung der Lipide der Zellwand fihren kann [SCHUSTER et al. 2004] und die
Empfindlichkeit von Zellen gegenuber schadigenden Einfliissen erhéht [O’HARA et al.
2006].

Nach Applikation der Metalloporphyrine wurden in allen 3 Gruppen niedrigere
Serumalbuminwerte als bei den Kontrolltieren gemessen, signifikant war der
Unterschied jedoch nur bei den SnPP- und CrMP-behandelten Tieren. Bei einer
Halbwertszeit des Albumins von 19 Tagen erscheint ein Albuminabfall aufgrund einer
verminderten Synthese im Sinne einer Leberfunktionseinschrankung jedoch
unwahrscheinlich, sondern ist eher Ausdruck einer akut verminderten Fraktion an
freiem Albumin, da die verwendeten Metalloporphyrine im Blut zu nahezu 100% an
Serumalbumin gebunden werden [GREENBAUM et al. 1994]. AuRerdem ware ein
zusatzlicher akuter Verdunnungseffekt durch die Gabe der Injektionstragerlosung
denkbar, war jedoch als alleinige Ursache fur den Albuminabfall auszuschliel3en, da
alle Tiere, auch die Kontrolltiere, im Laufe des Versuches dasselbe Flussigkeits-

volumen erhielten.

Ein moglicherweise sehr sensitiver, aber nur sehr selten eingesetzter
Leberfunktionsparameter ist die Cholinesterase. So beobachtete Anfang der 90-iger
Jahre eine Hannoveraner Arbeitsgruppe, dass es bei Ratten in den drei folgenden

Tagen nach Gallengangsligatur zu einer signifikant geringeren Aktivitat der
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Serumcholinesterase kommt [PuTzKi et al. 1991]. Interessanterweise war aber auch
in der Sham-Operationsgruppe am ersten postoperativen Tag ein Abfall der
Serumcholinesterase zu verzeichnen. Die Autoren fuhrten als mogliche Ursachen
Einflisse der Narkose bzw. des — wenn auch geringen - operativen Traumas an.
Nichtsdestotrotz wurde der Cholinesterase trotz dieser Befunde in der Folgezeit
wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Auch in den vorliegenden Untersuchungen konnte
ein deutlicher Abfall der Cholinesterase nach Gabe der Metalloporphyrine, nicht aber
nach Gabe von NaCl gemessen werden. Die Tatsache, dass in der Kontrollgruppe
keine Beeintrachtigung der Cholinesterase gefunden wurde, schlie3t reine Effekte
der Narkose bzw. Hamodilution durch Volumengabe, als auch Einflisse des
erheblichen operativen Traumas zur Intravitalmikroskopie aus. Ob es sich wiederum
um eine Nebenwirkung der Metalloporphyrine oder um einen HO-1-spezifischen

Effekt handelt, muss offen bleiben.

Es wurde bereits gezeigt, dass Metalloporphyrine, die eigentlich zur Blockade
der HO-1 eingesetzt werden, ihrerseits zu einer vermehrten mMRNA HO-1
Genexpression fiihren [SARDANA et al. 1987, HAJDENA-DAWSON et al. 2003]. Uber die
Regulationsmechanismen der mRNA-Genexpression durch Metalloporphyrine ist
aber nichts bekannt. Mogliche Erklarungsmodelle reichen von der direkten
Aktivierung aufgrund der chemischen Ahnlichkeit mit Ham, von der negativen
Feedbackhemmung bis hin zur Aktivierung aufgrund des Metalloporphyrin-
induzierten Leberschadens. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Induktion der HO-
1-mRNA-Genexpression fur alle drei untersuchten Metalloporphyrin bestatigt werden.
Trotz einer vermehrten Genexpression blieb die Aktivitat der HO-1 aber durch
Verwendung des Metalloporphyrins als falsches Substrat inhibiert, erkennbar an der

verminderten Bilirubinakkumulation nach BDL.

7.3.2 Endogene Hochregulation von HO-1 bei Cholestase tragt
zur Produktion von Bilirubin und Manifestation des

Leberschadens bei

Einheitlich hatte sich im Versuchsabschnitt 6.2. gezeigt, dass die HO-1

Blockade bei gallengangsligierten Tieren zu einem geringeren cholestatischen
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Leberschaden mit verminderter Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
geringeren Reiz zur Leberregeneration fuhrt. Damit reihen sich diese Befunde zu der
eher geringeren Zahl von Publikationen, die der endogen induzierten HO-1 eine
schadigende Wirkung bzw. der HO-1 Inhibition zellprotektive Fahigkeiten
zuschreiben [KADOYA et al. 1995, YET et al. 1997, EIPEL et al. 2007]. Offenbar ist die
HO-1 Expression als solche weder gunstig noch schadlich, sondern abhangig vom
jeweils gewahlten Modell. Neben den weithin postulierten zytoprotektiven Effekten fur
CO [siehe auch Kapitel 3.3.2, sowie SAsSS et al. 2003, OTT et al. 2005] oder Bilirubin
[siehe auch Kapitel 3.3.1, sowie STOCKER et al. 1987, KATO et al. 2003], kdnnte die
Akkumulation von toxischem Eisen, ebenfalls Stoffwechselprodukt der HO-1, die
mdglichen protektiven Effekte von CO und Bilirubin aufwiegen. Unbertcksichtigt des
Vestandnisses der genauen Einflisse und Ablaufe, korrelierte eine hohe HO-1
Expression in humanen Spenderlebern mit dem Auftreten eines Organschadens
[GEUKEN et al. 2005]. Nach BDL ist eine vermehrte HO-1 Expression nicht nur in der
Leber [CARTER et. al. 2002, CHEN et al. 2004, FLORES et al. 2005], sondern auch in
weiteren Organen wie Lunge [CARTER et al. 2002], Milz [CHEN et al. 2004], Aorta
[CHEN et al. 2004], und dem Herzen [LiU et al. 2001] beschrieben worden. Wahrend
aber in den zitierten Arbeiten meist die 2-5-wochige BDL als Modell der biliaren
Zirrhose angewandt wurde, richtete sich die Aufmerksamkeit bei den vorliegenden
Untersuchungen auf die akute (dreitdgige) Cholestase. Damit wurde die Cholestase
als solche untersucht und wurden Einflusse der bilidaren Leberzirrhose vermieden
(siehe auch Kapitel 7.1.2.). Bereits zu diesem frihen Zeitpunkt, waren die HO-1
Expression vor allem in den Hepatozyten -sowohl nach BDL, als auch nach
vermehrter HO-1-mRNA-Genexpression durch Gabe von SnMP- und die
laborchemischen Indikatoren einer Leberschadigung wie beispielsweise AST oder
LDH deutlich erhodht. Die Lebersynthese war nicht deutlich eingeschrankt. Im
Gegensatz zu den Akutversuchen im vorigen Abschnitt, waren diesmal zwischen den
Untersuchungsgruppen keine Unterschiede beim Serumalbumin feststellbar. Dies
bestatigt nochmalig, dass die verminderten Albuminkonzentrationen im
vorhergehenden Abschnitt nicht als Ausdruck einer verminderten Lebersynthese-
leistung verstanden werden durfen. Der Blick auf die Serumcholinesterase als
mdglicherweise sehr sensitivem Lebersynthesemarker zeigte aber, dass die Sham-

Operation nun zu erniedrigten Serumcholinesterasekonzentrationen gefiuhrt hatte
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und keine daruber hinausgehende Supression nach BDL oder HO-1 Blockade
stattfand.

Die ersten Tage nach BDL zeigten typischerweise eine hohe Proliferationsrate
der Gallengange, die vom dritten Tag bis zur vierten Woche nach BDL von 87.7 auf
16.5% abnahm [YOsSHIOKA et al. 2005]. AuBRerdem nahmen der Quotient aus
Lebergewicht zu Korpergewicht als Ausdruck der Leberregeneration bzw. -
proliferation und der Quotient aus Milzgewicht zu Kdrpergewicht als Ausdruck der
Splenomegalie die ersten dreiRig Tage nach BDL zu. Die Interpretation der
Quotienten von Leber- bzw. Milzgewicht zu Korpergewicht muss aber
berlcksichtigen, dass, wie in der vorliegenden Untersuchung gezeigt, nach BDL
auch eine Abnahme des Korpergewichts regelhaft auftritt, was selbstverstandlich
Einfluss auf die Berechung des Quotienten nimmt. Eine Abnahme des

Korpergewichts nach Sham- Operation war im Wesentlichen nicht aufgetreten.

Unter den untersuchten Markern der Leberfunktion und Leberregeneration
aulerte sich der zytoprotektive Effekt der HO-1 Blockade in Form einer verminderten
Abnahme des Korpergewichts, einem verminderten Transaminasenanstieg, einer
abgeschwachten periduktularen Infiltration mit Neutrophilen und einer geringeren
Zahl PCNA-exprimierender proliferierender Hepatozyten. Die beobachteten Effekte
gingen einher mit einer erhdhten HO-1 Gen- und Proteinexpression. Vergleichbare
Daten hierzu in der Literatur tber die Auswirkungen einer direkten HO-1 Blockade
durch Gabe von SnMP auf den cholestatischen Leberschaden gibt es nicht.
Allerdings wurde zumindest fur das Modell der chronischen BDL schon gezeigt, dass
die indirekte Inhibition der HO-1 Expression, ausgelost durch die Inhibition von
Stickstoffmonoxid durch L-NAME, in der Lage ist, die Serumbilirubinkonzentration
signifikant zu senken [FLORES et al. 2005]. Daruber hinaus fanden sich nach
indirekter HO-1 Inhibition durch L-NAME auch geringere Transaminasen, sowie eine

geringere alkalische Phosphatase.

Wie schon in der Einleitung unter Kapitel 3.6.3 dargestellt, geht der
cholestaseinduzierte Leberschaden mit erheblichen Storungen der hepatischen
Mikrozirkulation einher [KOEPPEL et al. 1997]. Es ist aber in den vorliegenden
Untersuchungen des Abschnitts 6.2. der protektive Effekt der HO-1 Inhibition wohl

weniger auf Veranderungen oder gar Verbesserungen der Mikrozirkulation
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zuruckzufuhren. Die Lebermikrozirkulation wurde mit Hilfe der Laser-Doppler-
Flowmetrie erfasst und zeigte paradoxerweise sogar einen leicht erniedrigten Flux
nach HO-1 Blockade. Diese leichte Reduktion des Flux scheint auf die im vorigen
Abschnitt  bereits diskutierten Veranderungen nach Metalloporphyringabe
zurtckzufuhren zu sein. Eine andere theoretische Moglichkeit kdnnte eine vermehrte
Shuntdurchblutung der Leber auf Kosten der Mikrozirkulation sein. Bereits unter
physiologischen Bedingungen sind intrahepatische, sowohl arteriolo-portalvendse als
auch portalvenés-systemisch Shunts beschrieben [GEUMEI et al. 1968, MATSUI et al.
1986, ALEXANDER et al. 2001, ALEXANDER et al. 2002]. Bei Leberzirrhose flie3t ein
erheblicher Anteil unter Umgehung des Leberparenchyms durch diese Shunts
[RICHTER 2008]. Bisher ist nur wenig Uber die Regulation der Shuntdurchblutung
bekannt. Es ist aber durchaus denkbar, dass CO nicht nur vasodilatierende

Eigenschaft im Sinusoid, sondern auch in den Shunts aufweist.

Trotz messbarer Unterschiede der Perfusion ist es aber unwahrscheinlich,
dass diese zu Beeintrachtigungen der Leberfunktion und -integritat geflhrt haben. In
Bezug auf die Pathophysiologie des Cholestaseschadens der Leber werden vielmehr
zwei andere Mechanismen diskutiert: 1. die onkotische Nekrose mit Zytolyse in
Verbindung mit einer interstitiellen Entzindungsreaktion und 2. die hepatozellulare
Apoptose durch Aktivierung von Todesrezeptoren und/oder mitochondrialem Stress
[MivyosHI et al. 1999, JAESCHKE et al. 2003, GUJRAL et al. 2003, CANBY et al. 2003].
Ausgelost werden die genannten Mechanismen durch das komplexe Zusammenspiel
von Gallensauren, reaktiven Sauerstoffradikalen und direkter zellvermittelter
Schadigung. Die ersten 48 Stunden nach BDL findet sich weniger eine Apoptose als
eine Zellnekrose [LI et al. 2007]. Fur das Auslosen der Nekrose werden
Neutrophilen-abhangige Proteasen wie z.B. die Elastase verantwortlich gemacht
[GUJRAL et al. 2004A, GUJRAL et al. 2004B]. Bei intercellular adhesion molecule
(ICAM) -1 defizienten Mausen konnte die fur die BDL pathognomonische periportale
Neutrophileninfiltration aufgehoben und damit der hepatozellulare Schaden deutlich
verbessert werden. Eine Inhibierung der Neutrophileninfiltration und Milderung des
hepatozellularen Schadens bei BDL fand sich auch nach Gabe von rekombinantem
hepatocyte growth factor (HGF) [LI et al. 2007]. Auch in der vorliegenden
Untersuchung konnte -diesmal durch SnMP-Gabe- eine Verminderung der

periportalen Infiltration mit neutrophilen Granulozyten erzielt werden. Es existieren
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Daten, dass HO-1 die venulare Leukozytenadhasion unterdruckt, ein Effekt der dem
durch die HO-1 gebildeten Bilirubin zugeschrieben wird [HAYASHI et al. 1999, FREITAS
et al. 2006]. Demzufolge musste eine HO-1 Inhibition zu einer vermehrten venularen
Leukozytenadhasion flhren. Die postkapillare Leukozytenadhasion wurde in den
vorliegenden Untersuchungen nicht eigens thematisiert. Jedenfalls erscheint es
unwahrscheinlich, dass die verminderte periportale Infiltration neutrophiler
Granulozyten Ausdruck eines erhdhten oxidativen Stresses ist. Wesentlich
wahrscheinlicher fur die sich vor allem in der periportalen Region abspielende
Entzindungsreaktion erscheinen toxische Effekte durch bestimmte

Stoffwechselprodukte.

Bei Persistenz der Gallensduren kommen zur Nekrose noch apoptotische
Vorgange hinzu [BIRD et al. 2002, GUJRAL et al. 2004A, PATEL et al. 1995]. In Kultur
als auch in-vivo fuhrten hydrophobe Gallensauren zu einer Fragmentierung der DNA
[BENZ et al. 1998, TAKIKAWA et al. 2001]. Es ist wenig wahrscheinlich, das die nach
HO-1 Inhibition beobachtete Minimierung des cholestatischen Leberschadens Folge
antiapoptotischer Effekte ist. Im Gegenteil, die HO-1 Inhibition misste sogar zu einer
verstarkten Apoptose fuhren, da weniger CO anfallt, welches seinerseits
antiapoptotische Effekte aufweist [ZHANG et al. 2003]. SchlieRlich waren bei BDL-
Ratten die Glutathionkonzentrationen und weitere Antioxidantien in der Leber
erniedrigt [SINGH et al. 1992, KRAHENBUHL et al. 1995]. Diese Befunde zeigen, dass
auch der oxidative Stress den Cholestaseschaden in der Leber vermittelt. Aber auch
hier hatte eine HO-1 Inhibition keine Verminderung, sondern eher sogar eine
Zunahme des oxidativen Stresses bewirkt, da, wie bereits dargestellt, Biliverdin und
Bilirubin starke Radikalenfanger sind [siehe 3.3.1.]. An sich finden sich ja per
definitionem bei der BDL erhohte Bilirubinkonzentrationen, sodass letztlich die
antioxidative Kapazitat von Bilirubin in diesem Modell erschopft ist. Damit wird

indirekt auch deutlich, wie hoch der anfallende oxidative Stress bei BDL sein muss.

Nachdem also der protektive Effekt der HO-1 Inhibiton beim
Cholestaseschaden der Leber weder durch Modulation der Apoptose noch durch
Abnahme das oxidativen Stresses zustande kommt, stellt sich die Frage nach
alternativen HO-1-vermittelten Wirkungen. Ein Erklarungsmodell fande sich durch
Beobachtungen von SANO und Mitarbeitern [SANO et al. 1997], die gezeigt haben,

dass durch HO-1 Inhibition mittels ZnMP der Gallefluss inclusive die Ausscheidung



DISKUSSION 95

von toxischen Gallensauren erhoht werden kann. Auch in eigenen, nicht in dieser
Schrift dargestellten Versuchen, zeigte sich eine bis zu vierfach hohere
Gallesekretion nach Gabe von SnMP. Es ist zu vermuten, dass durch die Hemmung
der HO-1 und der damit verbundenen erhohten Ausscheidung toxischer
Gallensauren deren Akkumulation nach BDL vermindert werden kann und somit
deren Toxizitat herabgesetzt wird. Es soll aber an dieser Stelle auch nicht unerwahnt
bleiben, dass sich die Galleausscheidung nach Gabe von SnPP in einer anderen

Studie nicht verandert hat [SIMIONATTO et al. 1985].

In den vorliegenden Untersuchungen konnte aullerdem das typische HO-1
Expressionsmuster in der Leber unter Stressbedingungen bestatigt werden [BAUER et
al. 1998]. Demzufolge kommt es unter (oxidativem) Stress in der Leber zu einer
Umverteilung der HO-1 Expression von periportalen Kupferzellen zu Hepatozyten.
Interessanterweise war die HO-1 Inhibition vergesellschaftet mit einer verminderten
hepatozellularen Proliferation. Es mag sein, dass eine erhdhte HO-1 Expression in
den Hepatozyten schadlich ist und dass deshalb die HO-1 Inhibition mit einer
verminderten Schadigung und damit geringeren Proliferation einhergeht. Ob die
Schadigung dabei, wie oben dargestellt, mit einer erhdhten Akkumulation von
Gallensauren oder aber einer eventuellen HO-1 abhangigen Eisenakkumulation
einhergeht, kann anhand der durchgefuhrten Untersuchungen nicht weiter

eingegrenzt werden.

7.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lassen sich aus den durchgefuhrten Untersuchungen
verschiedene Erkenntnisse gewinnen: Zum einen unterscheiden sich die
verschiedenen Metalloporphyrine, die in der Literatur bisher scheinbar beliebig zur
HO-1-Inhibition eingesetzt worden sind, hinsichtlich ihres Nebenwirkungsspektrums
deutlich voneinander. Es konnte mit SnMP der fur unsere Versuchsreihen
geeigneteste HO-1-Inhibitor identifiziert werden, der sich im Vergleich zu den
anderen Metalloporphyrinen durch die geringste Hepatotoxizitat auszeichnete. CrMP
dagegen fiuhrte zu deutlicher Leberzellschadigung und inflammatorischer

Lokalreaktion.
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Allerdings kann durch unsere Untersuchung nicht das komplette
Nebenwirkungsspektrum der einzelnen Metalloporphyrine beurteilt werden. Um fur
Versuchsreihen, die sich mit anderen Organsystemen als der hepatobiliaren Einheit
befassen, den geeigneten da am wenigstens eigentoxischen HO-1-Inhibitor zu
identifizieren, mussen noch weitere Untersuchungen folgen, die andere
Schwerpunkte bei der Beurteilung unterschiedlicher Wirkweisen der einzelnen

Metalloporphyrine setzen.

Die zweite wichtige Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die HO-1 zwar
in vielen jedoch nicht in allen hepatischen Pathologien eine protektive Rolle
einnimmt: In dem hier untersuchten Fall des cholestatischen Leberschadens zeigt
sich deutlich, dass die Inhibition der HO-1-Aktivitat zu einem signifikant verringerten
Leberschaden fuhrt. Dies konnte sowohl histologisch als auch serologisch sowie
durch ein insgesamt verbessertes Outcome verifiziert werden. Die genauen
pathophysiologischen Mechanismen hinter der schadlichen Rolle der HO-1 im Modell
der aktuen Cholestase kdnnen durch unsere Untersuchungen nicht eruiert werden,
am ehestens kommen jedoch modulative Einflisse der HO-1-Endprodukte auf den
intrahepatischen Gallefluss in Frage. Weitere Versuchsreihen zur Klarung des

genauen Mechanismus mussen noch folgen.

Ob diese Erkenntisse jedoch auch in den klinischen Alltag Ubertragen werden
konnen, bleibt offen. Zwar ist theoretisch auch die therapeutische Umsetzung des
hier dargestellten Sachverhalts moglich — die medikamentose HO-1-Inhibition in
einem Patienten mit schwerem cholestatischen Leberschadens — zuvor muissen
jedoch noch zahlreiche Studien und Untersuchungsreihen durchgefuhrt werden: So
ist in unseren Versuchen nur die Akutwirkung einer HO-1-Inhibition bei Cholestase
untersucht worden, langfristige Effekte sind auch in der Literatur aktuell noch nicht
bekannt. Ebenso musste bei der klinischen Anwendung beachtet werden, welche
Auswirkungen die HO-1-Inhibition auf andere im Korper stattfindenden Prozesse,
Mechanismen oder gar parallel dazu bestehenden pathologischen Zustanden hat, da
der HO-1 ja in den sehr vielen Konstellationen auch eine protektive Rolle
zugeschrieben wird. Nicht zu vernachlassigen ist auch das teilweise toxische
Nebenwirkungsprofil der Metalloporphyrine, welche einem klinischen Einsatz

ebenfalls im Wege stehen kdnnten.
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Trotz all dieser aktuell noch ungeklarten Punkte konnte die HO-1 in dieser
Arbeit als wichtiges Enzym identifziert werden, welches im Rahmen der
pathophysiologischen Prozesse einer akuten Cholestase endogen hochreguliert wird,
damit wesentlich zur Manifestation des cholestatischen Leberschadens beitragt und
so in Zukunft bei der Entwicklung neuer Therapiekonzepte der Cholestase eine

wichtige Rolle spielen kann.
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