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Zusammenfassung

Die Pfortaderastligatur (PBL) wurde als effektive Behandlungsmethode eingefihrt,
um ein Leberversagen nach ausgedehnter Leberresektion zu vermeiden. Dennoch
zeigen klinische Studien, dass trotz Leberatrophie Tumoren im ligierten Leberlappen
nicht schrumpfen, sondern teilweise ein beschleunigtes Wachstum zeigen. Auch
wenn bekannt ist, dass die TumorgréRe von der Mikrozirkulation des Wirtes ab-
hangt, besteht hier ein vollkommener Mangel an Information, wie die PBL zum einen
die Lebermikrozirkulation und zum anderen das Tumorwachstum beeinflusst.

Deshalb wurden im ersten Teil dieser Studie die mikrozirkulatorische Antwort, der
mikrovaskulare Umbau und die Konsequenzen auf die parenchymale Zellproliferati-
on wahrend 14 Tagen nach linkslateraler PBL mit Intravitalmikroskopie in BALB/c
Mausen untersucht. In den ersten sieben Tagen induzierte die PBL eine Reduktion
des linkshilaren Blutflusses um 50%, was mit einem 80%-igen sinusoidalen Perfusi-
onsversagen und parenchymaler Hypoxie Kkorrelierte. Diese mikrozirkulatorische
Dysfunktion verursachte apoptotischen und nekrotischen Zelltod mit signifikanter
Reduktion der Lebermasse. Nach 14 Tagen war der linkshilare Blutfluss wiederher-
gestellt. Der mikrovaskulare Umbau beinhaltete eine Ausdiinnung des sinusoidalen
Netzwerkes ohne substantielles Perfusionsversagen, was durch einen kompensato-
rischen Anstieg des Blutflusses der Arteria hepatica (hepatic arterial buffer re-
sponse, HABR) und einer signifikanten sinusoidalen Dilatation gewahrleistet wurde.
Dies resultierte in einem Gewebsoxygenierungsniveau, das dem vor der PBL
gleicht, was auf eine Arterialisierung des ligierten Leberlappens hinweist. Interes-
santerweise war der mikrovaskuldre Umbau 14 Tage nach der PBL mit einer signifi-
kant vermehrten hepatozellularen Proliferation und einem leichten Anstieg des Le-
bergewichtes verbunden.

Somit ist gezeigt worden, dass der initiale Perfusionsausfall durch eine PBL zu-
nachst eine Atrophie der betroffenen Leber induziert. Dies wird jedoch von einer
HABR, einer Neuordnung der Mikroperfusion, einer Normalisierung der Oxygenie-
rung und einer hepatozellularen Proliferation gefolgt. Da diese Veranderungen ur-
sachlich fur das gesteigerte Tumorwachstum nach PBL sein kénnten, wurde im
zweiten Teil der Studie die zeitabhangigen Effekte der PBL auf die Angiogenese
und das Wachstum von kolorektalen Lebermetastasen untersucht. Gemaf einem
etablierten Lebermetastasenmodell wurden 5x10° CT-26 Kolonkarzinomzellen in
den linken Leberlappen der syngenen BALB/c Maus implantiert. Nach Randomisie-
rung erhielten die Tiere anschlieBend entweder eine PBL oder eine sham-Behand-
lung des linken Leberlappens. Nach drei, sieben und 14 Tagen wurden Angiogene-
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se, Tumorwachstum sowie Proliferation, Apoptose, VEGF, HGF und TGF-a Expres-
sion der Tumoren mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie, Histologie, Immunhisto-
chemie und Western Blot analysiert. Zur Untersuchung des Langzeitiiberlebens
nach PBL wurden 1x10° CT-26 Kolonkarzinomzellen in den linken Leberlappen
syngener BALB/c Mause implantiert, die Tiere nach Randomisierung mit einer PBL
oder sham-Therapie behandelt und nach 21 Tagen die Nachuntersuchungen durch-
gefuhrt. Durch die PBL wurde das Tumorvolumen nach 14 Tagen signifikant auf
<20% der Kontrolltumoren reduziert. Innerhalb der ersten 14 Tage fuhrte der redu-
zZierte Blutfluss zu einer verzégerten Entwicklung der GefaRR-/Invasionsfront der Tu-
moren, zu einer reduzierten Dichte an Tumorgefallen und einer reduzierten funktio-
nellen Kapillardichte in der normalen Leber. Die signifikante sinusoidale Dilatation
im Bereich des Tumorrandes ging mit einer signifikant gesteigerten VEGF-
Expression einher. Die PBL fuhrte des Weiteren initial zu einer verstarkten leukozy-
taren Infiltration sowohl im Tumor als auch in der normalen Leber. Die Rate an Peri-
tonealkarzinose und Lungenmetastasen wurde durch die PBL nicht beeinflusst. Inte-
ressanterweise flhrte jedoch die PBL nach 14 Tagen zu einer im Vergleich zu den
Kontrollen hoch signifikant gesteigerten Proliferations- und Apoptoserate der Tu-
morzellen als auch der Hepatozyten im linken Leberlappen. Die gesteigerte Pro-
liferation der Tumorzellen ging mit einer signifikant gesteigerten Expression von
TGF-a, HGF und VEGF im an den Tumor angrenzenden Gewebe einher. Im Ein-
klang mit diesen Beobachtungen war das TU-Volumen 21 Tage nach PBL im Ver-
gleich zu den Kontrollen auch nicht mehr signifikant reduziert.

Schlussfolgerung: Somit ist zum einen demonstriert worden, dass die PBL nur
initial ein mikrozirkulatorisches Versagen mit Leberatrophie induziert, das von einem
mikrovaskularen Umbau, Normoxygenierung und hepatozellularer Proliferation ge-
folgt ist. Zum anderen induziert die Regeneration der initial atrophierten Leber im
Verlauf nach PBL eine kompensatorisch gesteigerte Angiogenese, welche das initial
stark verzdgerte Wachstum kolorektaler Lebermetastasen kompensatorisch be-
schleunigt. Ursachlich hierfiir scheint der Umbau der Mikrozirkulation im Zusam-
menhang mit einer gesteigerten Proliferation in Leber als auch in den Metastasen zu

sein.
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Summary

Effect of Portal Branch Ligation on Angiogenesis
and Growth of Malignant Liver Tumors in Mice

Portal branch ligation (PBL) has been introduced as an effective procedure to pre-
vent liver failure after extended hepatic resection. However, clinical studies indicated
that despite liver atrophy tumors within the ligated lobe do not shrink but show ac-
celerated growth. Although it is well known that tumor growth depends on the host’s
microvascularization, there is complete lack of information on how PBL affects on
the one hand hepatic microcirculation and on the other hand tumor growth.

In the first part of the study, we therefore studied microcirculatory responses, mi-
crovascular remodeling, and consequences on parenchymal cell proliferation during
14d after left lateral PBL using intravital fluorescence microscopy in BALB/c mice.
During the first 7d PBL induced a reduction of left hilar blood flow by ~50%, which
was associated with 80% sinusoidal perfusion failure and significant parenchymal
hypoxia. This microcirculatory dysfunction provoked apoptotic and necrotic cell
death with significant reduction of the liver mass. After 14d, left hilar blood flow was
found restored. Remodeling of the microvasculature included a rarefaction of the
sinusoidal network, however, without substantial perfusion failure, compensated by
a hepatic arterial buffer response (HABR) and significant sinusoidal dilatation. This
resulted in tissue oxygenation levels which were equal to those measured before
PBL, indicating arterialization of the ligated lobe. Interestingly, microvascular re-
modeling at 14d after PBL was associated with a significantly increased hepatocellu-
lar proliferation and a slight regain of liver weight.

In the second part of the study, we analyzed the time-dependent effect of PBL on
angiogenesis and tumor growth of colorectal metastasis. According to an estab-
lished liver metastasis model, CT-26 colon cancer cells were implanted in the left
liver lobe of syngeneic BALB/c mice. Animals were randomized to PBL of the left
liver lobe or control group. Microcirculatory responses and microvascular remodeling
of the normal liver as well as angiogenesis, tumor cell proliferation, apoptosis and
growth were studied 3d, 7d, 14d and 21d after PBL using intravital multifluorescence
microscopy, laser Doppler fluxmetry, immunohistochemistry and biochemical tech-
nigues. After 14 days tumor volume was significantly reduced by PBL (<20% of con-
trols) when compared to controls. During the first 14d PBL induced a reduction of
left hilar blood flow by ~50%, resulting in a delayed development of an angiogenic
front of the tumors, a reduced density of draining tumor venules and reduced func-



Summary Xl

tional sinusoidal density in the normal liver. Sinusoidal dilation at the tumor border
was associated by an increase of VEGF, HGF and TGF-a expression. PBL was
associated with a higher leukocyte response in the tumor and normal liver. Immuno-
histological analyses demonstrated that PBL significantly induced tumor cell and
hepatocyte proliferation after 14 days as well as apoptosis over the 14 days obser-
vation period. According to these findings, there was no significant difference on
tumor volume after 21 days.

In conclusion, we demonstrate that PBL induces an only initial microcirculatory
failure with liver atrophy, which is followed by microvascular remodeling, normoxy-
genation and hepatocellular proliferation. This may explain the late accelerated tu-
mor progression observed in patients after PBL.



1 Einleitung

1.1 Primare und sekundare Lebertumore

Lebertumore lassen sich in benigne und maligne Tumore untergliedern (vgl. Boe-
se-Landgraf J et al. [1997], S 227). Gutartige Lebertumore, die haufiger als bosarti-
ge Tumore sind, wachsen langsamer und zeigen anfanglich kaum Symptome. Ist
die Benignitat gesichert, dann ist eine Operation nur bei Komplikationen und/oder
Symptomen notwendig. (vgl. Tung LC, Haring R [1997], S 671; Krieglstein CF, Sen-
ninger N [2006], S 678-679) Benigne Tumore lassen sich weiter in

- Fokale nodulare Hyperplasie (FNH),

- Hamangiom/Hamangiokavernom,

- Hepatozellulares Adenom und

- Nodulare regenerative Hyperplasie

untergliedern (vgl. Oettle H, Dérken B [2003], S 649; Tung LC, Haring R [1997], S
671), wobei Hamagiome/Hamangiokavernome die haufigsten benignen Lebertumo-
re sind (vgl. Tung LC, Haring R [1997], S 671) und in der Bevolkerung eine Haufig-
keit von 0,5 bis 7,0% aufweisen (vgl. Oettle H, Dorken B [2003], S 649).

Auch die malignen Lebertumore lassen sich weiter untergliedern (vgl. Oettle H, D6r-
ken B [2003], S 649-651; Tung LC, Haring R [1997], S 672-674):
- Primares cholangiozellulares Karzinom,
- Primares hepatozellulares Karzinom,
- Andere maligne primare Lebertumore,
-- Fibrolamellare Karzinome,
-- Hepatoblastom,
-- Epitheloides Hamangioendotheliom und

- Sekundare Lebertumore (Lebermetastasen).

Lebermetastasen sind die haufigste Form der malignen Lebertumore (vgl. Herold G
et al. [2005], S 480): 95% aller Lebertumore sind Metastasen (vgl. Preuss R et al.
[2004], S 688). Sie sind nach der Zirrhose die zweithaufigste Lebererkrankung, die
zum Tod fuhrt (vgl. Oettle, Dérken B [2003], S 651).

Fir die Invasion von Tumorzellen ist die Leber besonders empfanglich. Auf Grund
ihrer Grofde, der guten Durchblutung und doppelten Versorgung durch die Arteria
hepatica und die Vena portae ist sie nach den Lymphknoten der haufigste Sitz von
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Metastasen. Das Wachstum von Metastasen wird vermutlich durch lokale Gewebe-
faktoren und die Merkmale der Endothelmembran beglinstigt. Mit Ausnahme von
primaren Hirntumoren kénnen alle Tumorarten in die Leber metastasieren. (vgl.
Oettle, Dorken B [2003], S 651) Nach dem Karzinom der Bronchien sind Karzinome
des Kolon und Rektums die haufigsten Primartumore von Lebermetastasen (vgl.
Krieglstein CF, Senninger N [2006], S 679; Lepenies J et al. [2004], S 264). Bei 25%
der Patienten finden sich bereits zum Diagnosezeitpunkt des kolorektalen Karzi-
noms (KRK) Lebermetastasen (vgl. Vogl TJ et al. [2001], S A839; Herold G et al.
[2005], S 419). Bis zu 60% der Betroffenen entwickeln trotz einer operativen Entfer-
nung des Primartumors im weiteren Verlauf Lebermetastasen (vgl. Vogl TJ et al.
[2001], S A839; Trarbach T et al. [2007], S 27). 25% der Patienten mit KRK stirbt an
dieser Lebermetastasierung, bei 20% der Patienten liegen ausschlief3lich Leberme-
tastasen vor (vgl. Vogl TJ et al. [2001], S A839, Weiss L et al. [1986], pp 195-203).
Die Uberlebenszeit bei Lebermetastasen ist von der Art des Primartumors abhangig.
Sie betragt im Mittel etwa vier bis acht Monate (vgl. Tung LC, Haring R [1997], S
673; Spieker T [2006], S 1-2). Die Heilungsrate nach der Resektion von Leberme-
tastasen eines KRK liegt um 30% (vgl. Hohenberger W [1999], S 619), die 5-
Jahresuberlebensrate bei 25 bis 40% (vgl. Tung LC, Haring R [1997], S 674).

Das KRK (zur Klassifikation des KRK vgl. Anhang) ist die haufigste maligne Erkran-
kung des Gastrointestinaltraktes (25/100.000 Einwohner/Jahr) mit steigender Inzi-
denz (vgl. z.B. Lepenies J et al. [2004], S 230; Riede UN et al. [1998], S 380). Die
Inzidenz variiert in Europa von <20/100.000 pro Jahr in Griechenland bis
>40/100.000 pro Jahr in Deutschland, womit letzteres die héchste Inzidenz in Euro-
pa aufweist. Das KRK ist bei beiden Geschlechtern die zweithdufigste Krebserkran-
kung sowie die zweithaufigste Krebstodesursache (vgl. Robert Koch-Institut [2006],
0.S.). Generell sind Manner haufiger betroffen als Frauen (vgl. Bumm R, Harder Y
[2006], S 629). Die Inzidenz verdoppelt sich bei Uber 40-jahrigen alle 10 Jahre. (vgl.
z.B. Herold G et al. [2005], S 417)

Die Lokalisationsverteilung des KRK lasst sich wie folgt spezifizieren: Rektum (60%)
> Sigma (20%) > Coecum/Kolon ascendens (10%) = Gbriges Kolon (10%) (vgl. z.B.
Herold G et al. [2005], S 419).

95% der KRK sind Adenokarzinome, die sich wie folgt untergliedern:

- differenzierter Typ (80%),
- schleimbildender Typ (10%) und

- undifferenzierter/anaplastischer (hochmaligner) Typ (10%) (vgl. z.B. Renz-Polster
H [2004], S 591).
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Die restlichen 5% sind Plattenepithelkarzinome des Analkanals, Leiomyosarkome
sowie Kaposi-Sarkome bei AIDS (vgl. z.B. Renz-Polster H [2004], S 591).

Die Metastasierung des KRK erfolgt hamatogen (vgl. MacDonald IC et al. [2002], pp
885-886) in die Leber und sekundar in die Lunge. Die hamatogene Metastasierung
folgt dem vendsen Abfluss, das heildt mit der Vena portae in die Leber (vgl. Nijsen
JF et al. [2002], p 73). Sekundar kommt es zur Metastasierung in die Lunge. Das
tiefsitzende Rektumkarzinom im mittleren und distalen Drittel metastasiert haupt-
sachlich Uber die Vena cava in die Lunge (vgl. z.B. Lepenies J et al. [2004], S 231;
Bruch HP, Schiedeck T [1997], S 582).

1.2 Therapie von Lebermetastasen

Als Therapiemdglichkeiten beziehungsweise Behandlungskonzepte der Leberme-
tastasen stehen mehrere Verfahren zur Verfiigung (vgl. AWMF [2003], 0.S.). Die
chirurgische Resektion (Lappenresektion, Ro-Resektion und Teillappenresektion;
vgl. Parks RW, Garden OJ [2001], pp 766-771; Heriot AG, Karanjia ND [2002], pp
371-380; Fong Y, Blumgart LH [2002], pp 1-19) ist jedoch das einzige Verfahren fir
eine kurative Therapie (vgl. Hillert C et al. [2003], S 341). Die mittlere Uberlebens-
zeit bei Lebermetastasen eines KRK betragt ohne chirurgische Intervention etwa
sechs bis neun Monate und die 3-Jahrestiberlebensrate liegt unter drei Prozent (vgl.
Stangl R et al. [1994], pp 1405-1410). Nach chirurgischer Intervention betragt die
5-Jahresuberlebensrate etwa 30-40% (vgl. Broelsch CE et al. [1997], S 91-93). Alle
weiteren Verfahren erreichen lediglich eine Verbesserung der Lebensqualitat, aber
sie erzielen keine signifikante Steigerung der Langzeitliberlebensrate der Patienten
(vgl. Kato T et al. [2003], pp S22-S31). Als sonstige Verfahren, die ein kuratives Ziel
verfolgen, sind zum einen die Lebertransplantation (vgl. Ringe B et al. [2001], pp
697-699; Nakajima Y et al. [2006], pp 1805-1809) und zum anderen die lokale Tu-
mordestruktion (vgl. 0.V. [2008], 0.S.) zu nennen. Zur letzteren zahlen die Alkoho-
lablationstherapie (vgl. Blum HE [2005], p 7394), die Kryotherapie (vgl. Cozzi PJ et
al. [1995], pp 501-509; Sheen AJ et al. [2002], pp 1396-1401), die Laserinduzierte
Interstitielle Thermotherapie (LITT; vgl. McCulloch P [1994], p 154, Vogl TJ et al.
[1997], p 29) und die Radiofrequenzablation (vgl. Nijsen JF et al. [2002], p 73; Ga-
landi D, Antes G [2004], pp 1-19). Als adjuvante Therapieoptionen stehen die adju-
vante regionale Chemotherapie (vgl. Hakansson L et al. [1997], pp S6-100-S6-101),
die adjuvante systemische Chemotherapie (vgl. Derenzini E et al. [2006], pp 107-
119) und die Immunotherapie (vgl. Lode HN et al. [1998], pp 277-292; Liu LX et al.
[2003], p 196) zur Verfigung. Ferner gibt es einige Moglichkeiten der Palliativthera-
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pie, wie zum Beispiel die transarterielle Chemoembolisation (TACE; vgl. O'Toole D
et al. [2003], pp 464-466; Herber SC et al. [2007], pp 289-299), das operative Tu-
mordebulking (vgl. Sartori P et al. [2005], pp 391-396), die lokale Tumordestruktion
(vgl. Malafosse R et al. [2001], pp 891-892) oder die perkutane Bestrahlung (vgl.
McCulloch P [1994], pp 153-154) im Sinne einer Schmerztherapie des Leberkapsel-
schmerzes.

Die Leberresektion gilt somit immer noch als ,Gold Standard“ fur die Behandlung
von Patienten mit malignen Lebertumoren und Lebermetastasen (vgl. Bradpiece HA
et al. [1987], pp 324-326). Der Verlust funktionsfahiger Lebermasse nach Hepatek-
tomie wird durch die regenerative Kapazitat der Leber bis hin zum initialen Volumen
und Funktionsstatus kompensiert. Ausgedehnte Leberresektionen (liber 75% der
Lebermasse) weisen eine inadaquate Regenerationsreserve des verbleibenden
Leberparenchyms auf. (vgl. Broering DC et al. [2002], pp 905-913; Yigitler C et al.
[2003], pp S18-S25) Dies resultiert in einer parenchymalen Dysfunktion und einem
Leberversagen, das mit einer hohen Mortalitat vergesellschaftet ist. (vgl. Mullin EJ et
al. [2005], pp 87-97)

Die gesunde Leber hat eine ausgesprochen gute Fahigkeit zur Regeneration, da die
Hepatozyten teilungsfahig sind. Nach Leberresektion kann das Organ wachsen, bis
es wieder seine physiologische Grole erreicht hat. (vgl. Lepenies J et al. [2004], S
231) Um das Risiko des Leberversagens zu reduzieren und die Zahl resektionsfahi-
ger Patienten bei indizierter ausgedehnter Hepatektomie zu steigern, wurde die
Pfortaderokklusion eingefiihrt (vgl. Makuuchi M et al. [1990], pp 521-527). Diese
praoperative Pfortaderokklusion ist heute eine etablierte Methode zur Vergrofierung
des prospektiven Leberrestvolumens vor geplanten erweiterten Hemihepatektomien
bei Lebermalignomen (vgl. Muller L et al. [2004], S 317). Vier bis acht Wochen vor
geplanter Hepatektomie wird der Pfortaderast, der den tumortragenden Leberlappen
versorgt, durch Embolisation (vgl. Broering DC et al. [2002], pp 905-913; Takayama
T, Makuuchi M [2004], pp 17-20; Chijiiwa K et al. [2000], pp 94-99; Miyagawa S,
Kawasaki S [2001], S 770-774; Sirichindakul B et al. [2005], pp 1115-1119; Shimada
H et al. [2006], pp 130-142; Jaeck D et al. [2003], pp 221-229) oder Ligatur (vgl.
Abdalla EK et al. [2001], pp 165-175; Kameoka N et al. [1998], pp 545-553) ver-
schlossen. Die Pfortaderokklusion kommt also dann zum Einsatz, wenn die Restle-
ber fiir ein Uberleben des Patienten zu klein ist. Wird der portalvendse Blutfluss
durch Embolisation beziehungsweise Ligatur der tumorlappenversorgenden Pfort-
ader unterbunden, dann wird der portale Blutfluss dadurch in die Restleber geleitet
und stimuliert eine Leberhypertrophie dieser Leberareale (vgl. Holscher AH et al.
[2003], S 860). Bei dieser Behandlungsmethode bestand der Gedanke, eine Atro-
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phie des ligierten Leberlappens zu induzieren, wahrend das nichtligierte kontralate-
rale Lebergewebe, das die verbleibende Leber nach spaterer Hepatektomie dar-
stellt, kompensatorisch hypertrophiert. (vgl. Makuuchi M et al. [1990], pp 521-527,
Huang JY et al. [2006], pp 408-414)

Vorherige Studien haben gezeigt, dass die Pfortaderastligatur (PBL)-assoziierte
Hypertrophie des nichtligierten Leberlappens eine in der Tat suffiziente Regenerati-
onskapazitat fir eine spatere Hepatektomie entwickelt (vgl. Abdalla EK et al. [2001],
pp 165-175; Kokudo N et al. [2001], pp 267-272). Trotzdem ist wenig dartiber be-
kannt, ob die PBL-induzierte Atrophie des tumortragenden Leberlappens das Nahr-
stoffangebot und dadurch die Tumorgréfie beeinflusst. Im Gegensatz zu der kom-
pensatorischen Hypertrophie, die unmittelbar durch eine friihe proliferative Antwort
hervorgerufen wird (vgl. Lambotte L et al. [2000], pp 940-945), erklart sich das ra-
sche Schrumpfen des ligierten Lappens durch die assoziierte Reduktion der GréRRe
und Anzahl an Hepatozyten. Dies ist am wahrscheinlichsten die Folge der anhalten-
den Hypoxie und dem metabolischen Mangel an portalen hepatotrophischen Fakto-
ren. (vgl. Mueller L et al. [2005], pp 994-1001; Picard C et al. [2004], pp 618-628;
Yamasaki M et al. [1999], pp 401-411) Die PBL-induzierte Atrophie umfasst sowohl
zentrolobulare Nekrosen als auch apoptotischen Zelltod in einem zeitabhangigen
Auftreten, jedoch ohne die hepatische Mikroarchitektur zu beeinflussen. (vgl. Muel-
ler L et al. [2005], pp 994-1001; Picard C et al. [2004], pp 618-628; Takamura K et
al. [2005], pp 3-11; Um SH et al. [1994], pp 202-209; Mueller L et al. [2003], pp 146-
155)

Von Interesse sind einige Anzeichen aus klinischen Studien, die besagen, dass trotz
Leberatrophie, Tumoren im ligierten Leberlappen nicht an Gréfe verlieren, sondern
eine Beschleunigung des Wachstums zeigen (vgl. Broering DC et al. [2002], pp 905-
913; Kokudo N et al. [2001], pp 267-272; Heinrich S et al. [2006], pp 35-42). Des
Weiteren haben experimentelle Studien gezeigt, dass der Verlust an portalem Blut-
fluss nach PBL durch eine hepatic arterial buffer response (HABR) kompensiert
wird, die eine schnelle Normalisierung des gesamten hepatischen Blutflusses pro
Gramm Lebergewebe schon nach sieben Tagen im ligierten Leberlappen gewahr-
leistet (vgl. Um SH et al. [1994], pp 202-209; Rocheleau B et al. [1999], pp G1000-
G1007). Inwieweit diese Arterialisierung die hepatische Mirkozirkulation beeinflusst,
ist bisher noch nicht untersucht worden. Diese Informationen sind jedoch von groR-
tem Interesse, weil die Grélke und das Wachstum von Tumorgewebe bekannterma-
Ren grundlegend von dem gesamten mikrovaskularen Nahrstoffblutangebot des
Wirtes abhangen.
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1.3 Leberanatomie der Maus

1.3.1 Aufbau und Besonderheiten der Mauseleber

Auf Grund der anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen
werden Mause in der medizinischen Forschung als Versuchstiere eingesetzt. Bio-
medizinische Modelle sind oft beschrieben worden und Publikationen tber Anasthe-
sie (vgl. z.B. Erhardt W et al. [1984], pp 159-169; Otto K [2004], pp 565-566; Erhardt
W et al. [1986], S 333-342; Humphrey JA et al. [2002], pp 1241-1249), Analgesie
(vgl. Otto K [2004], pp 565-566) und Uber das pra- und postoperative Handling (vgl.
z.B. UKCCCR [1998], pp 1-10) von Mausen zahlreich vorhanden. Forschungsgebie-
te, in denen Mause als Versuchstiere genutzt werden, umfassen unter anderem die
Anasthesiologie, die Kardiologie, die Pharmakologie, die Nephrologie, die Chirurgie
und die Transplantationsmedizin (vgl. z.B. Harlemann JH [2004], pp 111-114; Hou-
debine LM [2004], pp 97-110). Mit der Entwicklung eines leberspezifischen Tumor-
modells fir die Maus, eroffnen sich auch auf diesem Forschungsgebiet neue Mog-
lichkeiten (vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 453-460).

Die Leber (Hepar) ist das grofte Stoffwechselorgan des Koérpers. Bei den Saugetie-
ren und beim Menschen liegt sie im rechten Oberbauch unter der Zwerchfellkuppe.
Die Lage der Leber wird beeinflusst durch die Stellung des Korpers, durch den
Muskeltonus der vorderen Bauchwand, durch Atemexkursionen und durch die Ver-
drangungseffekte der anderen Bauchorgane. (vgl. Schiebler TH, Schmidt W [2002],
S 581-582) Die Leber des Menschen und der Maus sind sehr dhnlich aufgebaut; sie
unterscheiden sich nur in wenigen Punkten:

Wahrend die menschliche Leber aul3erlich nicht frei in einzelne Leberlappen geglie-
dert ist (vgl. Kollmar O [2000], S 14), ist sie bei der Maus durch Incisurae in die ein-
zelnen, leicht gegeneinander beweglichen Leberlappen, den Lobus hepatis sinister
lateralis und medialis sowie den Lobus hepatis dexter lateralis dorsalis und medialis,
auffallend deutlich unterteilt. Im Hilusbereich sind zusatzlich der Lobus hepatis dex-
ter lateralis ventralis und der Lobus caudatus zu finden (vgl. Abbildung 1.1; Nomen-
klatur analog zu Aprahamian M, Freund Y [2004]). Charakteristische Eigenschaften
der Mauseleber sind Anisocytose und Anisokaryose (vgl. Krinke GJ [2004], p 147).
Die weibliche Mauseleber ist durchschnittlich 1,64g, die mannliche 2,18g schwer
(vgl. Krinke GJ [2004], p 134).
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Vesica biliaris

RM VPLM
Ligatur mit 9-0 Ethilon®

v LL

VPLL
- Vena portae
Arteria hepatica

Ductus hepaticus

RLd : Lobus hepatis dexter lateralis dorsalis

RLv : Lobus hepatis dexter lateralis ventralis

Lc : Lobus caudatus

VPLL : Linker Ast der Vena portae, der den LL versorgt
VPLM : Linker Ast der Vena portae, der den LM versorgt
VPR : Rechter Ast der Vena portae

Legende:

LL : Lobus hepatis sinister lateralis
LM  : Lobus hepatis sinister medialis
RM : Lobus hepatis dexter medialis

Abb. 1.1:  Anatomie der Leber der Maus (Nomenklatur analog zu Aprahamian M, Freund Y
[2004])

Die Blutversorgung der Mauseleber entspricht derjenigen des Menschen. Hierbei ist
vor allem die doppelte Blutzufuhr durch die Arteria hepatica propria und die Vena
portae hervorzuheben (vgl. Campra JL, Reynolds TB [1982], pp 627-632). Jeder
Leberlappen der Maus wird von je einem Ast der Arteria hepatica und Vena portae
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versorgt. Zwischen den einzelnen Leberlappen bestehen zuatzliche portal-portale
beziehungsweise portal-vendése Shunts. Der Blutabfluss erfolgt tber zuflieRende
Aste der Vena hepatica in die Vena cava inferior.

Die Leber ist aus embryologischer Sicht ein aus entodermalen und mesodermalen
Anteilen zusammengesetztes Organ. Wahrend die Hepatozyten entodermalen Ur-
sprungs sind, kommen bei der Entwicklung der Leberzellplatten mit den einspros-
senden NabelgefalRen mesodermale Anteile hinzu. Das auf diese Weise in das Le-
bergewebe gelangte Endothel kleidet die Lebersinusoide aus. (vgl. Schiebler TH,
Schmidt W [2002], S 581) Sekundar wandern die Kupfferzellen als Zellen des Mo-
nonukledren-Phagozytaren-Systems ein. Die Funktionen der Leber werden zum
einen durch die Hepatozyten bestimmt, die die Synthese, Speicherung und Sekreti-
on sowie Entgiftung biochemischer Metaboliten betreiben, und zum anderen durch
das Endothel erweitert, das durch seinen mesodermalen Charakter z.B. Phagozyto-
se und embryonale Hamatopoese gewahrleistet. (vgl. Kollmar O [2000], S 15)

Die Leber bildet in ihrer spateren embryonalen Entwicklung die Lappchengliederung
aus. Wie beim Menschen bildet bei der Maus eine Bindegewebskapsel die auliere
Begrenzung der Leber. Das interstitielle interlobulare Bindegewebe, das von der
Organkapsel ausgeht, ist fir die Lobulierung verantwortlich. Beim Menschen ist der
bindegewebige Anteil in der Leber gréRer als bei der Maus.

1.3.2 Aufbau des Leberldppchens

Die Leber setzt sich aus kleinen Baueinheiten, den klassischen Leberlappchen
(Zentralvenenlappchen, Lobuli hepatis) zusammen, die als ein 0,7 bis 2mm grofer,
Ianglicher Kérper mit wenig zugespitzten Enden beschrieben werden (vgl. Welsch U
[2003], S 349). Diese rein strukturelle Gliederung erfolgte erstmalig durch Kiernan
(vgl. Kiernan F [1833], pp 711-770) im Jahre 1833. Diese Leberlappchen bilden so-
wohl eine strukturelle als auch funktionelle Einheit. Wesentliche Bestandteile des
klassischen Leberlappchens sind:

- Anteile des Gallengangsystems,
- Bindegewebe,
- Leberepithelzellen (Parenchym) und

- vaskulare Elemente.

Anhand verschiedener Ansatze lassen sich unterschiedliche Typen von Leberlapp-
chen unterscheiden (vgl. Abbildung 1.2):
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- Leberazinus,
- Portalvenenlappchen und

- Periportalfeld.

Zentralvenen- periportales
Zentralvene lappchen Feld

Leberazinus Portalvenen-
mit drei Zonen lappchen

1: Zentrale Zone
2 : Intermediare Zone
3 : Periphere Zone

Abb. 1.2:  Aufbau der Leberlappchen (schematisch; vgl. z.B. Welsch U [2003], S 352)

Der Leberazinus, der im Anschnitt eine rhombische Form aufweist, wird an den
spitzen Enden durch die Zentralvenen der benachbarten Lappchen und an den
stumpfen Enden durch die periportalen Felder begrenzt. Die Bezeichnung Leberazi-
nus fand im Jahre 1883 erstmals Erwdhnung durch Brissaud und Sabourin (vgl.
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Brissaud E, Sabourin C [1883], p 757). Auf Grund funktioneller Parameter, insbe-
sondere des unterschiedlichen Sauerstoffgehaltes im Blut, erfolgt eine Klassifizie-
rung in drei Zonen, die als Rappaport-Schema (vgl. Rappaport AM [1960], S 561-
577; Rappaport AM [1976], S 215-243) bezeichnet wird (vgl. Gumucio JJ, Miller DL
[1982], pp 647-648):

- Zone 1: Zentrale Zone (21,0um % 0,3 (vgl. Loud AV [1968], p 31)); hoher
Nahrstoff- und Sauerstoffgehalt, oxidative Prozesse, Vorgange der
Glukoneogenese sowie der Acetylierung von Fettsauren.

- Zone 2: Intermediére Zone (20,8um * 0,3 (vgl. Loud AV [1968], p 31)); maBi-
ger Nahrstoff- und Sauerstoffgehalt.

- Zone 3: Periphere Zone (20,8um * 0,2 (vgl. Loud AV [1968], p 31)); vendser
Sauerstoffgehalt, wenig Nahrstoffe, hohe Metabolitenkonzentration,
anaerobe Stoffwechselvorgange, Entgiftungsprozesse und Liponeoge-
nese. (vgl. z.B. Welsch U [2003], S 349-351)

Dieses Schema hat flr die Betrachtung physiologischer und pathologischer Veran-
derung in der Leber besondere Bedeutung.

Im Jahre 1954 legte Eger (vgl. Eger W [1954], S 255-267) eine weitere Einteilung
des Zentralvenenlappchens vor. Er unterscheidet zwischen zentralem und periphe-
rem Funktionsfeld. Diese Vorgehensweise zeigt jedoch mit den Zonen 1 und 3 des
Rappaport-Schemas deutliche Ubereinstimmungen, da das zentrale Funktionsfeld
Ort der Glykogenbildung und des Fettumsatzes ist und das periphere als Reserve-
oder Speicherfeld dient.

Das Portalvenenlappchen zeichnet sich durch eine im Querschnitt dreieckige Form
aus, deren Spitzen durch Zentralvenen dreier unmittelbar benachbarter klassischer
Leberlappchen begrenzt werden. Aus funktioneller Sicht steht das Gallengangsys-
tem im Vordergrund, wodurch der exokrine Drusencharakter der Leber zum Aus-
druck kommt. (vgl. z.B. Schiebler TH, Schmidt W [2002], S 585)

Das Periportalfeld ist charakterisiert durch die Glisson-Trias, die durch die Endaste
der Vena portae (Venae interlobulares) und Arteria hepatica (Arteriae interlobulares)
sowie die ableitenden Gallengange (Ductuli interlobulares) gebildet wird (vgl.
Welsch U [2003], S 351-353).

1.3.3 Zelltypen der Leber

In der Leber sind die folgenden Zelltypen zu unterscheiden:

- Hepatozyten,
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- Sinusendothel,
- lto-Zellen,
- Pit-Zellen und

- Kupfferzellen.

Da die Hepatozyten nur eine geringe Ausdifferenzierung aufweisen, sind sie in der
Lage, verschiedenste Funktionen zu Ubernehmen. Sie weisen im Zentrum einen
rundlichen, hellen Zellkern auf, der meist diploid ist. Des Weiteren sind die Leberzel-
len polygonal gebaut und haben einen Durchmesser von ungefahr 25um. Der polare
Aufbau der Hepatozyten ist einerseits bedingt durch den an den Gallencanaliculus
angrenzenden schmalen Gallepol und andererseits durch den an einen Sinusoiden
angrenzenden breiten Blutpol. Im Gallepol, der Mikrovilli tragt, findet die Gallepro-
duktion statt. Durch Haftkomplexe und ringformige Rundumverschlisse, die jeweils
aus Desmosomen, Zonula adhaerens und Zonula occludens bestehen, erfolgt eine
ausreichende Isolierung des Gallepols gegenuber seiner Umgebung. Der Blutpol,
der wie der Gallepol zahlreiche Mikrovilli tragt, bietet eine besonders aktive Aus-
tauschflache zwischen Blut und Leberzelle, wobei die Austauschvorgange in beide
Richtungen erfolgen kénnen. (vgl. Welsch U [2003], S 353-356)

Das Zytoplasma der Hepatozyten enthalt zahlreiche Mitochondrien (800 bis 1000
pro Zelle) und reichlich glattes und raues endoplasmatisches Retikulum. Sie haben
des Weiteren zahlreiche Lysosomen sowie Peroxisomen und dienen dem Korper als
Glykogenspeicher. (vgl. Kollmar O [2000], S 18)

Der Disse-Raum (benannt nach dem deutschen Anatom Jospeh Disse (1852-
1912)) ist ein schmaler kapillarer Spaltraum (Durchmesser 0,5 bis 3uym) zwischen
den Wanden der Sinusoide und denen der Leberzellen, der nur elektronenmikro-
skopisch nachweisbar ist. Er enthalt Blutplasma, das durch das fenestrierte Sinu-
sendothel in den Disse-Raum Ubergetreten ist. Somit steht der Disse-Raum im
Dienste des Stoffaustauschs. (vgl. Schiebler TH, Schmidt W [2002], S 586)

Die Sinusoide, deren Form durch die Hepatozyten bestimmt ist, sind weitlumige
Blutkapillaren mit einer diskontinuierlichen Basalmembran. Auf Grund dieser Eigen-
schaft ist ein reger Stoffaustausch maoglich; lediglich Blutzellen werden zurtickgehal-
ten. Auf dem faserigen Bindegewebegeriist liegen das Sinusendothel, die Kupffer-
zellen und die Pit-Zellen. Zwischen diesem Bindegewebe und den Hepatozyten be-
finden sich die Ito-Zellen. (vgl. Fahimi HD [1982], pp 495-500; Campra JL, Reynolds
TB [1982], pp 632-633)
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Die parasinusoidalen Ito-Zellen (hepatische Sternzelle, Lipozyten) sind fettspei-
chernde interstitielle Zellen der Leber, die sich innerhalb des Disse-Raumes befin-
den. Sie dienen als Hauptspeicher flir Retinol und enthalten feinste Vitamin A-
haltige Fetttropfchen. Ihre Hauptaufgabe ist die Bildung und Erhaltung des interlobu-
laren Bindegewebes des Disse-Raumes. Unter pathologischen Gegebenheiten, wie
etwa anhaltenden Hepatitiden und schweren chronischen Leberschaden (Leberzir-
rhose, Leberfibrose) werden die Ito-Zellen zu myofibroblastenahnlichen Zellen akti-
viert. Diese nun lipidtropfenarmen Zellen produzieren vorwiegend Proteoglykane
und Kollagenfibrillen. Diese Substanzen gelangen in den Disse-Raum und blockie-
ren den Stoffaustausch. (vgl. Wake K [1980], pp 303-353; Fahimi HD [1982], pp
502-503; Ramadori G [1991]), pp 47-158)

Die selten vorkommenden osmophile Granula-enthaltenden Pit-Zellen befinden sich
zwischen Sinusendothel und Hepatozyten. Bis heute ist ihre genaue Funktion nicht
erforscht. Sie werden als leberspezifische Subpopulation der NK-Zellen (natural
killer cells) oder als leberassoziierte Lymphozyten bezeichnet. Auf Grund ihrer Zu-
gehodrigkeit zu den NK-Zellen besteht ihre Aufgabe in der Bekdmpfung virusinfizier-
ter Zellen oder Tumorzellen. (vgl. Burt AD et al. [1993], pp 21-38)

Kupfferzellen (Sternchenzellen) stellen die grofite Population von Monozyten (Blut-
makrophagen) dar. Sie sind vorwiegend im Lumen der hepatischen Sinusoide an-
gesiedelt und zeigen eine endozytotische Aktivitdt gegen Fremdstoffe, die auf ha-
matogenem Weg in die Leber gelangen (vgl. Naito M et al. [2004], p 16) und somit
aus dem Blutkreislauf entfernt werden (vgl. Dan C, Wake K [1985], p 75). (vgl.
McCuskey RS et al. [1983], p 362) Unter den systemischen Makrophagen haben sie
die grolte Kapazitat zur Phagozytose. Aulierdem sind sie die ersten immunkompe-
tenten Zellen, die mit Endotoxinen, die im Gastrointestinaltrakt aufgenommen wer-
den, in Kontakt kommen. Diese Endotoxine stimulieren sowohl die Phagozytose als
auch die inflammatorische Cytokinproduktion der Kupfferzellen. (vgl. Yano H et al.
[2004], p 151; Jones EA, Summerfield JA [1982], pp 507-523)

1.4 Experimentelle Anwendung und Fragestellung

Neueste experimentelle (vgl. Miller L et al. [2004], S 317-318; Yamasaki M et al.
[1999], pp 401-411) und klinische (vgl. Kokudo N et al. [2001], pp 267-272) Untersu-
chungen lassen vermuten, dass die Pfortaderastokklusion trotz Leberatrophie eine
vermehrte proliferative Aktivitat auch im betroffenen Tumor bewirken kann. Auf
Grund des Sachverhaltes, dass die Pfortaderastokklusion eine Hypoxie verursacht
und Hypoxie einer der starksten Stimulatoren der Angiogenese Uber Expression von
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vascular endothelial growth factor (VEGF) ist, kdnnte das praoperative Vorgehen
(Pfortaderastokklusion) in der Tat Gber eine vermehrte Neubildung von Gefassen
eine Zunahme des Tumorwachstums bewirken. Umgekehrt kénnte die hypoxiever-
mittelte vermehrte Proliferation von Tumorzellen mit einer ebenfalls vermehrten A-
poptose einhergehen, da Hypoxie apoptotischen Zelltod induziert, sodass nicht not-
wendiger Weise ein vermehrtes Tumorwachstum einsetzen muss. Eine Klarung
dieser Problemstellung erscheint damit fir den klinisch tatigen Leberchirurgen von
entscheidender Bedeutung zu sein.

Mit dem vorliegenden Versuchsvorhaben soll daher untersucht werden, inwieweit
die Pfortaderastligatur ein vermehrtes Tumorwachstum Uber hypoxieinduzierte
VEGF- und platelet-derived growth factor (PDGF)-vermittelte Angiogenese verur-
sacht. Des Weiteren soll die vorliegende Untersuchung einen klinisch relevanten
Beitrag zu der Fragestellung leisten, inwieweit die bisher gangige Pfortaderast-
okklusion in der praoperativen Behandlung von ausgedehnten Lebertumoren beibe-
halten werden kann oder aber diese modifiziert beziehungsweise nicht mehr durch-
geflhrt werden sollte.

Um die Auswirkungen der Pfortaderastligatur in einem tierexperimentellen Modell zu
erforschen, kann zur in vivo fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Mikrogefal3-
strombahn der Leber auf bereits umfangreiche Erfahrungen zurtickgegriffen werden
(vgl. Vollmar B et al. [1998], pp 1544-1553). Mit Hilfe dieser Technik kénnen Mikro-
hamodynamik, Gewebeoxygenierung, leukozytare Antwort, Kupfferzellaktivierung,
Itozellfunktion und endotheliale sowie hepatozytare Apoptose und Nekrose in vivo
untersucht werden (vgl. Schafer T et al. [2003], pp 660-667; El-Gibaly AM et al.
[2004], pp 1553-1562). Untersuchungen konnten des Weiteren nachweisen, dass
die Reifung von neugebildeten Mikrogefalken in Tumoren nicht nur von VEGF, son-
dern vom Zusammenspiel zwischen VEGF und PDGF abhangt (vgl. Erber R et al.
[2004], pp 338-340). In aufwandigen Vorarbeiten konnte ferner ein standardisiertes
Modell der solitaren Tumorimplantation in der Leber etabliert werden (vgl. Kollmar O
et al. [2004], pp 453-460).

Die hier vorgestellte tierexperimentelle Studie besteht aus zwei Teilprojekten. Zum
einen sollen die Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf die Mikrozirkulation und
Angiogenese der Leber untersucht werden. Hierfur wird der linke Leberlappen nach
Pfortaderastligatur in einer akuten Versuchsreihe nach 30 und 60 Minuten und in
einer Langzeitversuchsreihe nach drei, sieben und 14 Tagen intravitalmikrosko-
pisch, histologisch, immunhistochemisch und mit Western Blot-Analysen untersucht,
um die mikrozirkulatorische Antwort, mikrovaskuldare Umbau und ebenso deren
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Konsequenzen auf die hepatische parenchymatdse Zellproliferation und Apoptose
zu analysieren. Zum anderen sollen die Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf
das Tumorwachstum von Lebertumoren untersucht werden. Hierfir wird BALB/c
Mausen ein solitarer, syngener CT26.WT Tumor (vgl. Wang M et al. [1995], pp
4685-4692; Suh KW et al. [1999], pp 218-219) gemal einem etablierten Leberme-
tastasenmodell in den linken Leberlappen implantiert (vgl. Kollmar O et al. [2004],
pp 453-460). Gleichzeitig wird der linke Pfortaderast ligiert. Nach drei, sieben und 14
Tagen erfolgt die intravitalmikroskopische Analyse der Tumorgrée und Metastasie-
rung, der Tumorzellapoptose, der Gewebeoxygenierung, der mikrovaskularen Per-
fusion sowie der Tumorangiogenese. Die Analyse der Expression von Wachstums-
faktoren, wie VEGF, HGF (hepatocyte growth factor) und TGF-a (transforming
growth factor-a), wird mit Hilfe von Western Blot durchgefiihrt. Des Weiteren werden
Proliferation und Apoptose immunhistochemisch tber PCNA und Caspase-3 darge-
stellt. Lebertumore ohne Pfortaderastokklusion dienen zur Kontrolle. Zur Untersu-
chung des Langzeitiberlebens nach PBL dienen Tiere mit einem Untersuchungs-
zeitraum von 21 Tagen. Die Auswertung dieser Tiere beschrankt sich vor allem auf
die Ermittlung des Tumorvolumens.
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2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten tierexperimentellen Untersuchungen waren Teil
eines Versuchsvorhabens, welches von der lokalen Kreispolizeibehdrde Uber die
Tierschutzbeauftragte und das Veterinaramt des Saarpfalzkreises in 66424 Hom-
burg/Saar genehmigt wurde. Die Finanzierung erfolgte im Rahmen von HOMFOR
2004/2005 zur Férderung des wissenschaftlichen Nachwuchses. Flr die selbststan-
dige Durchfiihrung der Versuche erhielt der Antragsteller eine Ausnahmegenehmi-
gung. Die Versuche wurden gemals den UKCCCR Guidelines for the Welfare of
Animals in Experimental Neoplasia (UKCCCR [1998], pp 1-10) und den Interdis-
ciplinary Principles and Guidelines for the Care and Use of Animals in Research,
bearbeitet von der National Academy of Science und verdffentlicht von den National
Institutes of Health (NIH [1996], 0.S.), durchgefihrt. Die Experimente und die Tier-
haltung entsprachen den Richtlinien der Tierschutzgenehmigung und standen unter
der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten der Universitat des Saarlandes, Frau Dr.
med. vet. M. Frings.

2.1 Versuchstierart und -haltung

Fir die Versuche wurden zwolf bis 16 Wochen alte weibliche BALB/c Mause (vgl.
Fotoseite im Anhang) mit einem Kdrpergewicht von 19,6 + 0,2g verwendet. Die Be-
schaffung der Tiere erfolgte mindestens zwei Wochen vor der Versuchsdurchfiih-
rung bei Charles River WIGA (Deutschland) GmbH in Sulzfeld.

Die Tiere wurden bei temperatur- und luftfeuchtigkeitskontrollierten Verhaltnissen
(Raumtemperatur: 22 - 24°C, Luftfeuchtigkeit: ~60%) in einem geregelten zwolf
Stunden Nacht/zwolf Stunden Tag Rhythmus (vgl. Jilge B, Kunz E [2004], pp 311-
325) bei ad libitum Zugang zu Wasser und rohfaserreicher fester Nahrung (Hal-
tungsfutter Ratte/Maus, Altromin Gesellschaft fur Tiererndhrung mbH, Lage,
Deutschland; zur Futterzusammensetzung vgl. Anhang) zu jeweils zehn Tieren in
Kafigen in der Versuchstierhaltung des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie
der Universitat des Saarlandes gehalten (vgl. Ritskes-Hoitinga M [2004], pp 470-
474). 24 Stunden vor dem Versuch wurden die Tiere zur Adaption in Einzelkafige
umgesetzt und bei Langzeitversuchen auch postoperativ dort gehalten.
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2.2 Versuchsanordnung und -ablauf

2.2.1 Anasthesie, Laparotomie und Verschluss des Abdomens

Die Versuche wurden in Vollnarkose durchgefiihrt. In Abhangigkeit vom Korperge-
wicht (KG) des Tieres wurde 20mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer
AG, Leverkusen, Deutschland) und 75mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketanest®,
Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) intraperitoneal injiziert (vgl. Buerge T,
Weiss T [2004], pp 521-523; Shimizu S [2004], pp 534-535).

Anschlie3end erfolgte die Rasur des Abdomens, der Flanken und des distalen Tho-
rax mit einem Elektrorasierer (Elektra Il GH 204, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland). Der rasierte Bereich wurde durch Aufsprihen einer Desinfektionslo-
sung (Softasept® N, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert.
Um ein Austrocknen der Augen zu vermeiden, wurde den Tieren Augensalbe (Be-
panthen® Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) lokal verabreicht. Anschliellend wurde das Tier am Schwanz und an
den vier Extremitaten mit Pflaster (Leukosilk® 10mm, Beiersdorf AG, Hamburg,
Deutschland) in Rickenlage auf einer Korkplatte ausgestreckt fixiert.

Um ein Zurickfallen der Zunge und eine damit einhergehende Beeintrachtigung der
Atmung zu vermeiden, wurde die Zunge des Tieres mit einer Pinzette leicht nach
links aus der Maul6ffnung herausgezogen.

Fur die einzelnen mikrochirurgischen Schritte gelangte ein Operationsmikroskop
(Leica M 651, Leica Camera AG, Solms, Deutschland) mit Kamera (Leica IC A, Lei-
ca Camera AG), Monitor (RM-W100 Sony Trinitron, Sony Deutschland GmbH, Kdlin,
Deutschland) und Videoanschluss (Video Cassette Recorder NV-SV120, Panasonic
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) zum Einsatz.

Die Ero6ffnung des Abdomens erfolgte Uber eine mediane Laparotomie, wobei im
ersten Schritt nur die Haut mit einer groben Schere und in einem weiteren Schritt die
Linea Alba, also nur Faszie und keine Muskulatur, mit einer feinen Schere durch-
trennt und das Xyphoid beidseits von den Bandern gel6st wurde. Die Auslagerung
der Bauchdecke erfolgte rechts und links mit Hilfe im oberen Drittel der Laparotomie
angesetzten Klemmchen, die jeweils Uber ein 5mm hohes Klbtzchen gelagert wur-
den, um eine Hdhenregulierung der Abdominalwand zu gewahrleisten. Das Xyphoid
wurde mit einem zusatzlichen Klemmchen Uber den Kopf des Tieres aufgespannt
(vgl. Abbildung 2.1).
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Abb. 2.1: Laparotomie (A: Ubersichtsaufnahme, B: OP-Mikroskop 10x)

AnschlieRend wurden zunachst die den LL und LM fixierenden Bander geldst. Mit
der Mikroschere wurden die Bander zwischen LM und Zwerchfell (Ligamentum falci-
forme hepatis), LL und Zwerchfell (Ligamentum triangulare sinistrum) sowie LL und
Lc (Omentum minus und Ligamentum hepatogastricum omenti minoris) durchtrennt.
Alle Angaben zur Lokalisation werden aus der Sicht des Tieres angegeben. Die An-
gaben des LL beziehen sich immer auf den umgedrehten Leberlappen. (Nomenkla-
tur analog zu Aprahamian M, Freund Y [2004])

Um bei der Praparation keine Parenchymverletzungen zu verursachen, wurden in
mikrochirurgischer Technik nur feuchte Tupfer (Wattestabchen (kleiner Kopf), unste-
ril, Fink & Walter GmbH, Merchweiler, Deutschland) verwendet.

Bei den weiteren Operationsschritten wurde mit aulRerster Sorgfalt darauf geachtet,
dass die Unterseite des LL nicht beriihrt wurde, um Artefakte vor allem im Rahmen
der Intravitalmikroskopie (IVM) zu vermeiden.

Nach Durchfiihrung der PBL und/oder Tumorzellinjektion, je nach Zugehdrigkeit der
Tiere zu den Versuchsgruppen, wurde in das offene Abdomen 1ml NaCl appliziert
und die einzelnen Leberlappen, die Milz, der Magen und der Darm anatomisch re-
positioniert.

Die Laparotomie wurde allschichtig mit 5-0 Prolene (5-0, C-1, blau monfil, Prono-
va", Ethicon GmbH) beginnend {iber dem Xyphoid verschlossen.
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Abb. 2.2: Naht der Laparotomie (A: Ubersichtsaufnahme; B: OP-Mikroskop 6x)

Nach Abschluss der Operation wurden die Tiere wieder in Einzelkafige mit Einstreu
verbracht, wobei sie fir die ersten postoperativen Stunden unter eine Rotlichtlampe
(IR 801 100W, efbe Elektrogerate GmbH, Bad Blankenburg, Deutschland) gelegt
wurden, um eine Auskiihlung zu vermeiden.

Die Tiere hatten im weiteren Verlauf ad libitum Zugang zu Nahrung und Wasser.
Mindestens einmal pro Tag wurden die Tiere auf die Fellbeschaffenheit und das
Verhalten untersucht. Bei einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes oder
anderer Komplikationen waren die Tiere euthanasiert und aus dem Versuch ge-
nommen worden. Dies war jedoch bei keinem der Versuchstiere notwendig.

2.2.2 Pfortaderastligatur

Der LL wird von der linken Vena portae versorgt (VPLL). Uber portal-portale bezie-
hungsweise portal-venése Shunts kann die Blutversorgung des LL retrograd Uber
den LM versorgt werden (VPLM). Aus diesem Grund wurden zur Unterbindung des
portalvendsen Blutflusses des LL sowohl die VPLL als auch die VPLM ligiert.

VPLM

Arteria hepatica
VPLL

Ductus choledochus

Abb. 2.3: Operationssitus, A: PBL der VPLL (40x) und B: PBL der VPLM (25x)
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Hierzu wurde in 40-facher VergréRerung die jeweilige Pfortader von ihrer begleiten-
den Arterie freiprapariert und zuerst die VPLL mit 9-0 Ethilon® (Ethilon® schwarz
monofil 9-0, 0,3 metric BV-4, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) sowie an-
schlieRend die VPLM mittels Durchstichligatur (9-0 Ethilon®) ligiert.

Die Abbildung 2.4 zeigt als Fotoserie die genaue Vorgehensweise bei der PBL (vgl.
auch Abbildung 1.1):
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Abb. 2.4: Fotoserie PBL
A: Leberlbersicht vor PBL (16x), VPLL-PBL: B - E (25x), VPLM-PBL: F - G (25x),
H: Leberibersicht nach PBL (16x)
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2.2.3 Tumorzellimplantation

Es wurden CT26.WT-Zellen (LGC Promochem, Wesel, Deutschland) verwendet.
Die Zellen wurden in RPMI 1640 (Zellkulturmedium des Roswell Park Memorial In-
stitute) mit L-Glutamine, Penicillin/Streptomycin und 10% FCS (Foetal Bovine Se-
rum Gold; alles von PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland) im Brutschrank
(Cellstar Intermed, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) bei 37°C und
5% CO, gehalten. Fir die Implantation wurden die Zellen aus der ersten und zwei-
ten Passage verwendet. Die Zellen wurden mit Trypsin (0,5g Viralex Trypsin/l, 0,29
EDTA/l in PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline ohne Calcium, Magnesium
und Natriumbikarbonat; PAA Laboratories GmbH) von der Kulturschale abgelost
und dann mit RPMI (PAA Laboratories GmbH) gewaschen. Nach dreiminitigem
Zentrifugieren bei 1600 Umdrehungen pro Minute wurde der Uberstand abpipettiert
und zur Einstellung der Zellzahl ein Aliquot der Zellsuspension 1:60 mit Trypanblau
0,4% (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) und PBS (PAA Laborato-
ries GmbH) verdinnt (50ul PBS + 9ul Trypanblau + 1pl Zellen) und in eine Neubau-
er Zahlkammer (Tiefe 0,100mm, Volumen 0,0025mm?, Plan Optik GmbH, Elsoff,
Deutschland) gegeben (vgl. Naumann A et al. [2002], S 523; Phillips HJ [1973], pp
406-407; Scharfe J [2004], S 335). Die Zellen wurden ausgezahlt und die Zellzahl
auf 5 x 10° Zellen in PBS (PAA Laboratories GmbH) eingestellt. Fiir jedes Tier wur-
den jeweils 5 x 10° Tumorzellen (TU-Zellen) in 10ul PBS in eine Mikroliterspritze
(Hamilton 25ul, 32G, Hamilton Co., Bonaduz, Schweiz) aufgezogen (vgl. z.B. Tisch
M et al. [2002], S 922). Zur Untersuchung des Langzeitiberlebens nach PBL wur-
den 1 x 10° TU-Zellen aufgezogen. Die Aufbereitung der Zellen erfolgte unmittelbar
vor der TU-Zellimplantation. Die Implantation erfolgte subkapsular auf der Unterseite
des LL. Hierfur wurde der LL gedreht und Uber eine Kompresse ohne die Unterseite
des LL zu berihren ausgelagert. (vgl. Kollmar O et al. [2004], p 454)

Mittellinie =~ ————

Tumor

-
-’

[—— Stichkanal
Einstichstelle

Abb. 2.5: TU-Platzierungsstelle (A: schematisch; B: in situ nach Injektion 16x)
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Der LL wurde mit einem Tupfer am linken Rand leicht fixiert. Die Kantle der Hamil-
tonspritze wurde subkapsular von der linken Seite des LL eingefiihrt und langsam
bis kurz vor die Mittellinie des LL vorgeschoben. Die TU-Zellen wurden Uber zwei
Minuten appliziert, um ein lokales, isoliertes, subkapsulares Depot zu erzielen (vgl.
Abbildung 2.6). (vgl. Kolimar O et al. [2004], p 454)

Abb. 2.6: TU-Implantation (OP-Mikroskop 25x)

Anschlielend wurde die Kanlle zuriickgezogen und die Einstichstelle mit Histoac-
ryl® Gewebekleber (Aesculap AG & Co. KG) unter Zuhilfenahme einer 0,5-10pl-
Pipettenspitze (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) verschlossen
(vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 454-455).

Im Anschluss daran wurde der LL mit NaCl (Ec:otainer® NaCl 0,9% B. Braun, B.
Braun Melsungen AG) befeuchtet und wieder in seine anatomische Position zurlick-
gedreht (vgl. Kollmar O et al. [2004], p 455).

2.2.4 Zweite OP zur Nachuntersuchung

Fur die im Folgenden aufgeflihrten Nachuntersuchungen wurden die Tiere erneut
narkotisiert und das Abdomen rasiert (vgl. Abschnitt 2.2.1). Das Abdomen der in
Ruckenlage fixierten Tiere wurde Uber eine mediane Laparotomie erneut eréffnet
und der Schnitt Gber beidseitige transverse subcostale Inzisionen erweitert, wobei
fur die muskulare Schnittfiilhrung ein Coagulator (Bovie®, Cautery High Temperatu-
re, Aaron Medical Corporation, St. Petersburg, USA) zum Einsatz gelangte, um den
Blutverlust so gering wie moglich zu halten.

Das Abdomen wurde durch leichten Zug an den beiden segelférmigen abdominellen
Haut-Muskellappen jeweils beidseits nach cranial aufgespannt (vgl. Fotoseite im
Anhang).
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Bei den Tieren der Gruppen 0 und | wurden, wie in Abschnitt 2.2.1 aufgefihrt, die
den LM und LL fixierenden Strukturen gelést. Bei den Tieren der Gruppen Il bis Xill|
wurden eventuell zwischenzeitlich aufgetretene intraabdominelle Adhasionen geldst.
Im Anschluss daran wurde das Tier in Linksseitenlage auf der Korkplatte des Rota-
tionstisches fixiert. Diese strenge Positionierung ist notwendig, um eine uneinge-
schrankte Perfusion des LL zu gewabhrleisten. (vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 453-
460; Menger MD et al. [1991], pp 158-169)

Von der linken Seite der Maus wurde in das Abdomen ein Loffel positioniert und in
den Auslagerungsarm eingespannt. Eine feuchte Kompresse wurde Gber den Léffel
bis an den Leberhilus herangelegt, um bei der Positionierung des LL Zug am Le-
berhilus zu vermeiden. Danach wurde der LL mit Hilfe von zwei Tupfern (Wattestab-
chen (kleiner Kopf), unsteril, Fink & Walter GmbH) durch rollende Bewegungen
leicht gedreht und auf der feuchten Kompresse ausgelagert und die Position der
Unterseite des LL eingestellt, ohne den Blutfluss des LL zu kompromittieren. Die
Unterseite des LL wurde anschlieBend mit NaCl (Ecotainer® NaCl 0,9% B. Braun, B.
Braun Melsungen AG) befeuchtet und auf selbiger ein rundes Deckglas mit 12mm
Durchmesser (Deckglaser @ 12mm No. 1, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG., Ma-
rienfeld, Deutschland) zur Vermeidung der Austrocknung des LL positioniert (vgl.
Fotoseite im Anhang). (vgl. Kollmar O et al. [2004], p 455)

Zur Stabilisierung des Tieres erfolgte bis zur Durchflihrung der weiteren Untersu-
chungen, wie IVM, eine 15-minltige Wartezeit.
2.3 Einteilung der Versuchsgruppen

Fur die Untersuchungen zur Auswertung der Pfortaderastligatur auf die Leber wur-
den die Tiere in folgende Gruppen randomisiert eingeteilt (vgl. Tabelle 2.1).
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Gruppe OoP Messzeitpunkte Versiinls?ige )
0 sham-PBL -Y2h; zh; 1h n=4
I PBL -Y2h; zh; 1h n=38
Il PBL -Y¥eh, ¥2h, 14d n=4
1l PBL 3d n=8
v PBL 7d n=8
\Y PBL 14d n=8

Tab. 2.1: Einteilung der tierexperimentellen Versuchsgruppen (Gruppe 0 - V)

Die Gruppe 0 diente als sham-operierte Kontrollgruppe. Nach Erhebung der Aus-
gangsmesswerte wurden die Pfortaderaste freiprapariert, jedoch nicht ligiert (sham-
PBL). Danach wurden die Tiere 30 Minuten und 60 Minuten nach sham-PBL nach-
untersucht. In der Gruppe | (Baseline-Gruppe) wurde nach Erhebung der Aus-
gangsmesswerte die PBL durchgefihrt. Anschliefiend wurden die Tiere gemal der
Kontrollgruppe 30 Minuten und 60 Minuten nach PBL nachuntersucht (vgl. Abbil-
dung 2.7).

VM sham-PBL/ IVM IVM
Baseline PBL 30 min 60 min
f ; | f >t
-¥2h 0 Y2h 1h

Abb. 2.7: Beobachtungszeitpunkte der Gruppen 0 und | mittels IVM

Die Gruppe Il diente zur genauen Dokumentation der HABR. Hierflir wurden zu den
Zeitpunkten Baseline, 30 Minuten und 14d nach PBL mit Hilfe der Laser-Doppler-
Flow-Messung (LDF) sowohl der arterielle als auch der vendse linkshepatische Blut-
fluss separat gemessen (vgl. Abbildung 2.8).
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LDF PBL LDF LDF
Baseline 30 min 14 Tage
\IL l JI/ /L. l N,
I 1 1 77 I ,t
-72h 0 5h 14d

Abb. 2.8: Beobachtungszeitpunkte der Gruppe Il mittels LDF-Messung

In den Gruppen lll bis Xl wurden die Tiere nach der Pfortaderastligatur je 3d, 7d und
14d im Rahmen einer zweiten OP nachuntersucht (vgl. Abbildung 2.9).

PBL IVM IVM IVM
3 Tage 7 Tage 14 Tage
: : : —> t
0 3d 7d 14d

Abb. 2.9: Beobachtungszeitpunkte der Gruppen Il bis V mittels IVM

Fur die Untersuchungen zur Auswirkung der PBL auf den implantierten TU wurden
die Tiere in die folgenden Gruppen (n=8) randomisiert eingeteilt. Tiere, denen TU-
Zellen implantiert worden waren, wurden im Rahmen dieser ersten OP mit PBL be-
ziehungsweise sham-PBL behandelt. Die Tiere wurden jeweils am darauf folgenden
3d, 7d und 14d im Rahmen einer zweiten OP nachuntersucht. Folgende Versuchs-
gruppen wurden somit miteinander verglichen (vgl. Tabelle 2.2).
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Gruppe OoP Messzeitpunkte Versiinls?ig:e )
VI Tumor, sham-PBL 3d n=8
VI Tumor, PBL 3d n=8
Vil Tumor, sham-PBL 7d n=8
IX Tumor, PBL 7d n=28
X Tumor, sham-PBL 14d n=38
Xl Tumor, PBL 14d n=28

Tab. 2.2: Einteilung der tierexperimentellen Versuchsgruppen (Gruppe VI - XI)

Zur Untersuchung des Langzeitiiberlebens nach PBL wurden ferner Tiere nach
Randomisierung mit einer PBL oder einer sham-Therapie behandelt und nach 21d
nachuntersucht (vgl. Tabelle 2.3). Die Nachuntersuchungen beinhalteten keine LDF-

Messungen und keine IVM-Untersuchungen.

. Zahl der
Gruppe OoP Messzeitpunkte Versuchstiere (n)
Xl Tumor, sham-PBL 21d n=38
X Tumor, PBL 21d n=28

Tab. 2.3: Einteilung der tierexperimentellen Versuchsgruppen (Gruppe Xl und XIII)

2.4 Untersuchungstechniken und erhobene Parameter

2.4.1 Makrohdmodynamikanalyse mittels LDF

Der Blutfluss im Hilus und die Mikrozirkulation des LL wurden mittels LDF ermittelt.
Fur die Messungen mittels LDF wurde ein floLAB Server mit Sonde (floLAB server,
Laser Doppler Perfusion Monitor, Moor Instruments Ltd, Millwey/Axminster/Devon,
England) verwendet. (vgl. Eipel C et al. [2005], pp 477-484) Prinzip der LDF ist es,
das reflektierende Licht in ein akustisches oder visuelles Signal umzuwandeln, um
Anderungen in der Mikrozirkulation zu erkennen. Mit dieser Methode lassen sich
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wiederholbare Messungen des Blutflusses sowohl von groRen Gefalen als auch
von kleinen Kapillaren durchfihren ohne dabei das Gewebe zu verletzten.

Die LDF wurde bei den Tieren der Gruppen 0 und | von dem LL-Gewebe durchge-
fuhrt. Der Zeitpunkt der Messung lag immer vor der IVM, das heif3t es gab drei LDF-
Messungen: FIoWgaseiine, FIOW30 min UNd Flowgg min FUr die Durchfiihrung dieser Mes-
sungen wurde eine Halterung mit Feinjustierung der Sonde verwendet.

Bei der Gruppe Il wurden der Pfortaderast und der Ast der Leberarterie des LL frei-
prapariert. Hierbei wurde mit zwei spitzen Pinzetten gefalifern prapariert, um einen
Vasospasmus zu verhindern. Nach Praperation wurde jeweils ein Gefald von der
Umgebung durch schwarze Folie isoliert und dann eine LDF-Messung durchgefihrt.
Somit war gewahrleistet, dass immer nur der Fluss in dem jeweiligen Gefal gemes-
sen wurde. Danach wurde dies flir das andere Gefald wiederholt. Dies geschah zu
den Zeitpunkten Baseline, 30 Minuten und 14d.

Bei den Langzeitversuchen (Gruppe Il bis XI) wurde die LDF immer am Leberhilus
vor der TU-Implantation bei der ersten Operation und vor der IVM bei der zweiten
Operation durchgefuhrt.

Bei den Tieren zur Untersuchung des Langzeitiberlebens (Gruppe Xl und XIiI)
wurden keine LDF-Messungen durchgefuhrt.

Es wurden pro Untersuchung immer zehn Messwerte erfasst und dokumentiert.

2.4.2 Mikrozirkulationsanalyse mittels IVM

2.4.2.1 Durchfihrung und Gerateanordnung

Fur die IVM wurde der LL ausgelagert und auf eine héhenverstellbare Plattform ge-
lagert, so dass die Unterseite des Leberlappens horizontal zum Mikroskop positio-
niert wurde. Dies gewahrleistete adaquate Blickfelder fur die in vivo Fluoreszenzmik-
roskopie. Die Oberflache des Leberlappens wurde mit einem Deckglas bedeckt, um
ein Austrocknen des Gewebes und einen Einfluss des Umgebungssauerstoffes zu
vermeiden. (vgl. Abschnitt 2.2.4; vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 453-460) Fur die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen in der Epi-llluminationstechnik wurde ein
modifiziertes Intravitalmikroskop (AttoArc HBO 100W, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) mit Kameraeinheit (FK 6990B-1Q, Pieper GmbH, Schwerte, Deutsch-
land), Timer (Video Timer VTG 33, FOR-A UK Limited, Chessington Surrey, Eng-
land), Monitor (RM-668 Sony Trinitron, Sony Deutschland GmbH) und Videoan-
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schluss (Video Cassette Recorder AG-7350, Panasonic Deutschland GmbH) ver-
wendet (vgl. Menger MD et al. [1991], pp 158-169; McCuskey RS et al. [1979], pp
73-74). Als Filter kam ein Filterblock zum Einsatz, der es ermoglichte, problemlos
zwischen den verschiedenen Filtern zu wechseln. Dieser war mit folgenden Filtern
(alle von Carl Zeiss Jena GmbH) besttickt:

- blauer Filter (Filter No. 09, BP 450-490, FT 510, LP 515),

- UV-Filter (Filter No. 02, G 365, FT 395, LP 420) und
- gruner Filter (Filter No. 15, BP 546/12, FT 580, LP 590).

Als Objektive (alle von Carl Zeiss Jena GmbH) wurden verwendet:

- 5x Long Distance-Objektiv (Plan-NEOFLUAR®, 5x/0,15, «/0,17),
- 10x Long Distance-Objektiv (Plan-NEOFLUAR®, 10x/0,30, «/0,17) und
- 20x Wasser-Immersionsobjektiv (ACROPLAN®, 2x/0,50 Ph2, «/0).

Abbildung 2.10 zeigt den intravitalmikroskopischen Arbeitsplatz in schematischer
Form.
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Abb. 2.10: Aufbau des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes (schematisch; vgl. z.B.
Laschke MW [2002], S 23)

Die Maus wurde auf dem Rotationstisch unter das Intravitalmikroskop positioniert

(vgl. Abbildung 2.11).
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Abb. 2.11: IVM (A: Ubersichtsaufnahme; B: Detailaufnahme)

Zu Beginn der IVM, noch vor Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe, wurden im nahe-
ultravioletten Filtersystem (UV-Filter) zur Erfassung der hepatozellularen, paren-
chymatésen NADH-Autofluoreszenz (reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid)
mikroskopische Felder erfasst. Hierzu war es erforderlich, das jeweilige IVM-Feld 20
Sekunden zu bestrahlen, um das lto-Zellen-assoziierte (= Sternzellen-assoziierte)
Vitamin A auszubleichen. (vgl. z.B. Richter S et al. [2001], p 194; vgl. Vollmar B et
al. [1997a], pp 164-173) Danach wurde eine jeweils zehnsekindige Aufnahme bei
einer Lichtstarke von 75 und 100% durchgefihrt, wobei die Licht- und Kontrastau-
tomatik der Kamera ausgeschaltet und die Zusatzblenden des Intravitalmikroskopes
einheitlich eingestellt wurden, um kontrollierte Versuchsbedingungen und somit eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten (vgl. z.B. Duebener LF et al.
[2001], p 261). Die NADH-Autofluoreszenz wird in arbitrary units (aU) angegeben.
(vgl. z.B. Vollmar B et al. [19973a], p 166)

Im Anschluss daran wurden den Versuchstieren Fluoreszenzfarbstoffe und Latex-
Partikel retrobulbar in den vendsen Plexus ophthalmicus (Augengeflecht) mit einer
Feindosierspritze (Feindosierspritze 1 ml/0,01ml Omnican®-F 1ml, B. Braun Mel-
sungen AG) injiziert (vgl. Shimizu S [2004], pp 535-536).

Die Analyse der Angioarchitektur und mikrovaskularen Perfusion erfolgte nach retro-
bulbarer Kontrastmittelgabe von Natrium-Fluoreszein (2umol/kg KG; C.l. 45350,
VWR International GmbH; CyH1oNa,Os) in der Blaulicht Epi-lllumination (blauer Fil-
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ter). Die Aufnahmen wurden bei einer Lichtstarke von 70 bis 100% und einer Auf-
nahmedauer von 30 Sekunden pro Feld durchgeflhrt.

Die leukozytare Adhasion innerhalb der Lebersinusoide wurde nach in vivo Farbung
der weil3en Blutzellen mit Rhodamin 6G (2umol/kg KG; R 4127, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland; CysH3gN2O3; - HCI) in Grlnlicht Epi-
[llumination (griner Filter) gemessen. Die 30-sekundigen Aufnahmen erfolgten bei
einer Lichtstarke von 15 bis 50%.

Parenchymattse Zellen wurden durch in vivo Kernfarbung mit Bisbenzimid
(2umol/kg KG; Hoechst; H 33342, B2261, Sigma-Alderich Chemie GmbH,;
C,7H26NsO - 3HCI - 3H,0) im UV-Filter dargestellt (vgl. Schafer T et al. [2003], pp
660-667). Da durch diesen Filter die Vitamin-A-reichen Fetttropfen der Ito-Zellen (=
hepatische Sternzellen) autofluoreszieren und somit die angefarbten Chromatin-
Fragmente Uberstrahlt werden, musste bei den Bisbenzimid-Aufnahmen zunachst
das Vitamin A dieser Zellen durch 20-sekindige Bestrahlung mit einer Lichtstarke
von 60 bis 100% zersetzt werden. Erst danach wurden die angefarbten Chromatin-
Fragmente sichtbar und 20 Sekunden mit dem Videomodul des Intravitalmikroskops
aufgenommen.

Die Latex-Partikel (Flurosbrite® YG Microspheres 1,0 um, Polysciences Europe
GmbH, Eppelheim, Deutschland) haben im Lieferzustand eine Konzentration von
4,55 x 10" Partikel/ml. Fiir die Injektion wurden 5ul Fertig-Partikelldsung mit 195l
PBS (PAA Laboratories GmbH) in einem Eppendorf-Hutchen (Reaktionsgefal®
1,5ml, Carl Roth GmbH & Co. KG) gemischt, um eine Injektionslésung von 200l mit
einer Konzentration von 2,275 x 10° Partikeln zu erhalten. Um ein Verkleben der
Partikel zu vermeiden, wurde die Lésung zunachst funf Minuten in ein Ultraschall-
bad (Sonorex Super RK255H, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutsch-
land) gegeben und danach drei Minuten auf einem Schuttel-Mischgerat (Reax top,
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) mit 2400 Vibrati-
onen pro Minute geruttelt. Daraufhin wurde die Lésung in eine Feindosierspritze
(Feindosierspritze 1ml/0,01ml Omnican®-F 1ml, B. Braun Melsungen AG) aufgezo-
gen und noch einmal drei Minuten mit Hilfe des Schuttel-Mischgerats (Reax top,
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG) mit 2400 Vibrationen pro Minute geruttelt,
bevor sie den Tieren retrobular injiziert wurde. Nach funf Minuten Wartezeit erfolg-
ten im blauen Filter die 20-sekindigen Aufnahmen pro IVM-Feld bei einer Lichtstar-
ke von 70 bis 100%.
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2.4.2.2 Mikrozirkulatorische Parameter

Die Messung der hepatischen mikrozirkulatorischen Parameter erfolgte off-line in
einer Bild-zu-Bild Analyse der videoaufgezeichneten Bilder mit einem computeras-
sistierten Bildanalysesystem (Caplmage, Version 6.02; Zeintl, Heidelberg, Deutsch-
land). Die Datenanalyse erfolgte in Unkenntnis der Behandlung der Versuchstiere.

Die sinusoidale Dichte [mm™"] wurde innerhalb der midzonalen Region des Leber-
azinus als totale Anzahl der sichtbaren Sinusoide, die eine 500um-Rasterlinie
schneiden, gemessen. (vgl. Vollmar B et al. [1998], pp 1544-1553) Die funktionelle
sinusoidale Dichte [mm™] wurde als Zahl der perfundierten Sinusoide, die die
500um-Rasterlinie schneiden, gemessen. Der Anteil der perfundierten Sinusoide
stellt den Prozentsatz von perfundierten Sinusoiden im Verhaltnis zu der Zahl aller
sichtbaren Sinusoide dar. Der sinusoidale Durchmesser [um] wurde senkrecht
zum Gefalverlauf gemessen. Die Anzahl der Leukozyten, die langer als 20 Se-
kunden an der sinusoidalen Wand adharierten, wurden als Zellen pro Mikroskopfeld
gezahlt und werden als Anzahl pro mm? angegeben. (vgl. Schafer T et al. [2003], pp
660-667) Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde durch Auszahlen der Zellen, die
eine Kondensation mit Bisbenzimid-gefarbten Kernen zeigten, gemessen und wird
pro mm? Mikroskopfeld angegeben (vgl. Westermann S et al. [1999], pp 881-889).
Die hepatozelluldre NADH-Fluoreszenz wurde in midzonalen Regionen der Azini
densitometrisch mit Hilfe computerassistierter Graulevelmessung (Caplmage) am
Ende einer zwanzigsekiindigen Belichtung des Untersuchungsfeldes gemessen und
in aU angegeben (vgl. Vollmar B et al. [1997a], pp 164-173). Zur Untersuchung der
Kupfferzellaktivitat wurden die Anzahl der Latex-Partikel, die langer als 20 Sekun-
den an der sinusoidalen Wand adharierten, gezahlt. Sie wurden als Zellen pro Mik-
roskopfeld notiert und werden als Anzahl pro mm? angegeben.

Fur die gruppenspezifische Anwendung der IVM wurde eine variantenspezifische
Vorgehensweise gewahilt:

- Variante I:  erfasst Tiere aus Gruppen ohne TU-Implantation

-- Variante la: Akutversuche, umfasst die Tiere der Gruppen 0 und I,

-- Variante Ib: erfasst Langzeitversuche, bei denen ausschlieRlich eine PBL
durchgefiihrt wurde, das heildt es handelt sich um die Tiere der
Gruppen Il bis V und

- Variante ll: subsumiert die Langzeitversuche, bei denen ein Tumor implantiert
wurde, das heil’t sie erfasst die Gruppen VI bis XI.

Tiere der Gruppen Il, XII und XIII erhielten keine IVM-Untersuchungen.
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Bei den Akutversuchen (Variante la) wurden in den drei IVM-Untersuchungen (Ba-
seline, 30 Minuten, 60 Minuten) die Felder randomisiert auf dem gesamten LL aus-
gewahlt. Zunachst wurden in der 10-fachen VergréRerung einige Ubersichtsbilder im
blauen Filter erstellt und danach verschiedene Aufnahmen in der 20-fachen Vergro-
Rerung angefertigt, die der Auswertung am Cap-Image (Cap-Image, Version 6.02)
dienten. Die 60-minltige Untersuchung der Variante la entspricht der Variante Ib,
mit Ausnahme des Lokalisationsortes der LDF-Messung.

Tabelle 2.4 zeigt zusammenfassend die Vorgehensweise (Variante la und Ib) bei
der IVM fur die 20-fache VergroRerung und die Kriterien der Cap-Image-
Auswertung, die sich ausschlieBlich auf die Bilder der 20-fachen Vergrélierung be-

schrankt.



VM Variante la Variante Ib
Cap-Image-Auswertung
Untersuchung Baseline 30 Minuten 60 Minuten (Angaben pro Bildeinheit)
1. LDF-Messung LL-Gewebe LL-Gewebe LL-Gewebe Leberhilus -
2. Natrium-Fluoreszein |10 Felder 10 Felder 10 Felder Gefalkdichte
(20x Obijektiv) Lange/Feld der Gefalte
Perfundierte Gefalde
Perfundierter GefaRanteil
GefalRdurchmesser (funf Gefalke)
3. Rhodamin 6G ]
o 10 Felder 10 Felder 10 Felder Anzahl der Sticker
(20x Obijektiv)
4. NADH je 1 Feld mit 75% und |je 1 Feld mit 75% und je 1 Feld mit 75% und Grauwertbestimmung
(20x Objektiv) 100% Lichtstarke 100% Lichtstarke 100% Lichtstarke (finf Gewebeorte)

5. Bisbenzimid

L - - 10 Felder Anzahl der Apoptosen
(20x Objektiv)
6. Latex-Partikel )
o - - 10 Felder Anzahl der Latex-Partikel
(20x Objektiv)
Tab. 2.4: IVM und Cap-Image der Varianten la und Ib
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Bei den Tieren der Langzeitversuche mit TU-Implantation (Variante Il) wurde zu-
nachst in der 5-fachen VergroRerung im blauen Filter der gesamte TU in Uber-
sichtsbilder aufgenommen. Im Rahmen der Cap-Image-Auswertung konnte dann mit
Hilfe dieser Bilder der TU ausgemessen (Flache und Durchmesser) werden. In der
10-fachen VergrofRerung im blauen Filter wurde der gesamte TU-Rand aufgenom-
men. Diese Bilder dienten der Auswertung der Zahl der vom TU wegfiihrenden Ge-
falke, der Breite und der prozentualen Anteile der angiogenic front der Circumferenz
des TU im Cap-Image.

In der 20-fachen Vergréf3erung wurde der LL in vier Felderarten unterteilt:

- A-Felder = Normale Leber,

- B-Felder = Tumorrand,
- C-Felder = Tumorgefald und
- D-Felder = Tumorzentrum.

Abbildung 2.12 zeigt dies schematisch.

Mittellinie

Tumorgefald

Tumor

Legende:

[] = M-Feld

Abb. 2.12: Einteilung des LL der TU-Tiere fiir IVM (schematisch)
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Tabelle 2.5 gibt sowohl die IVM-Vorgehensweise als auch die Cap-Image-
Auswertung bei den Langzeitversuchen mit TU-Implantation in der 20-fachen Ver-
gréflierung wieder.



IVM

Variante
Cap-Image-Auswertung
Untersuchung (Angaben pro Bildeinheit)
PBL TU PBL + TU
1. LDF-Messung Leberhilus Leberhilus Leberhilus -
2. Natrium-Fluoreszein |10 Felder 3 A-Felder 3 A-Felder Gefaldichte A, B,D
(20x Objektiv) 3 B-Felder 3 B-Felder Perfundierte Gefalie A/ B,D
3 C-Felder 3 C-Felder Perfundierter GefalRanteil A, B, D
3 D-Felder 3 D-Felder GefalRdurchmesser A, B, C,
(finf Gefalke)
Lange/Flache der Gefalle C, D
Flachengréle der Gefalle C, D
3. Rhodamin 6G 10 Felder 3 A-Felder 3 A-Felder Anzahl der Sticker
(20x Objektiv) 3 B-Felder 3 B-Felder
3 C-Felder 3 C-Felder
3 D-Felder 3 D-Felder
4. NADH je 1 Feld mit 75% und |je 1 Feld mit 75% und |je 1 Feld mit 75% und Grauwertbestimmung
(20x Objektiv) 100% Lichtstarke 100% Lichtstarke 100% Lichtstarke (fanf Gewebeorte)
5. Bisbenzimid 10 Felder 3 A-Felder 3 A-Felder Anzahl der Apoptosen
(20x Objektiv) 3 B-Felder 3 B-Felder
3 C-Felder 3 C-Felder
3 D-Felder 3 D-Felder
6. Latex-Partikel 10 Felder 3 A-Felder 3 A-Felder Anzahl der Latex-Partikel
(20x Objektiv) 3 B-Felder 3 B-Felder
3 C-Felder 3 C-Felder
3 D-Felder 3 D-Felder
Tab. 2.5: VM und Cap-Image der Variante Il
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Nach der abschlieRenden Blutentnahme erfolgte die Entnahme der gesamten Le-
ber, wobei zunachst schrittweise die restlichen Leberbander gelést wurden. Hierbei
handelt es sich im Einzelnen um das Ligamentum triangulare dextrum, die Ligamen-
ti coronarii dextrum et sinistrum und das Ligamentum hepatoduodenale omenti mi-
noris. AnschlieRend wurden nacheinander die Pfortader, der Ductus hepaticus, die
Vena und Arteria renalis dexter, die infrahepatische Vena cava und die suprahepati-
sche Vena cava durchtrennt. Die Versuchstiere starben durch Entbluten.

2.4.3 Laborchemische Untersuchungen

Nach Abschluss der letzten IVM-Untersuchung des Tieres wurde die Bifurkation der
Aorta freiprapariert und mit einer abgebogenen 27G % Kaniile (BD Microlance™ 3,
BD Medical Pharmaceutical Systems) zur Blutabnahme punktiert (vgl. Lushbough
CH, Moline SW [1961], pp 305-308; Fukuta K [2004], pp 545-546).

Das entnommene Blut wurde in ein Serum-Rdéhrchen (Probengefald 1,3ml Z zur Se-
rumgewinnung, Inhalt: Praparierungstrager/Gerinnungsaktivator, Sarstedt AG & Co,
Numbrecht, Deutschland) asserviert und anschlielend drei Minuten bei 3000 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert (Universal 30RF, Andreas Hettich GmbH & Co.
KG). Von dem Serum wurden Aliquots gewonnen und bei -80°C eingefroren. Die
Aktivitat der Aspartataminotransferase (ASAT), Alaninaminotransferase (ALAT) und
Laktatdehydrogenase (LDH) wurden mit Hilfe enzymatischer Methoden mit einem
selektiven Probenautoanalysator (Roche/Hitachi 717®, Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Deutschland) bestimmt. (vgl. Bergmeyer HU et al. [1978], pp 58-73)

2.5 Histologie, Immunhistochemie und Western Blot

2.5.1 Lebergewicht, Tumorvolumen und Gewebeasservierung

Der LL wurde vollstéandig von der Restleber auf einer Korkplatte getrennt, in dem die
Gefalle, die den LL noch mit der Restleber verbunden haben, namlich im einzelnen
VPLL, VPLM, Arteria hepatica und Ductus hepaticus, durchtrennt wurden. Der LL
sowie die Restleber wurden jeweils mit einer Analysewaage (Analytical Plus,
OHAUS GmbH Deutschland, Gielden, Deutschland) gewogen. Der LL wurde fir die
histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen und die Berechnung
des TU-Volumens mit Hilfe eines tissue slicer (Mcllwain Tissue Shopper; Saur La-
borbedarf, Reutlingen, Deutschland) in 1mm-dicke Proben geschnitten. Diese
Schnitte wurden mit Hilfe eines Video-Stereomikroskops (Leica IC A, Leica Camera
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AG) auf Video aufgenommen. Das TU-Volumen wurde mit folgender Gleichung (vgl.
Kollmar O et al. [2004], pp 455; Kollmar O et al. [2006], p 266) errechnet:

4 a b c
Tumorvolumen[mm®] = = xTx—x—x—,
3 2 2 2
wobei a, b und ¢ den drei senkrecht ausgerichteten TU-Durchmessern entsprechen.
Diese Durchmesser wurden im Cap-lmage (Cap-Image, Version 6.02) ausgemes-

sen.

Eine Probe wurde in vierprozentigem Formaldehyd (siehe Probe 1) und eine in flUs-
sigem Stickstoff (siehe Probe 2) gelagert.

2.5.2 HE-Farbung und Immunhistochemie (PCNA und Caspase-3)

Probe 1 wurde in Einbettkassetten (Einbettkassette mit Deckel, VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) 48 Stunden in Formaldehyd 4% (Carl Roth GmbH
& Co. KG) gelagert und danach zwei Stunden mit Leitungswasser gewaschen. An-
schlieRend durchliefen die Proben eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol, Carl
Roth GmbH & Co. KG):

- ein Durchgang a 30 Minuten in 70% Alkohol,
- ein Durchgang a 30 Minuten in 80% Alkohol,
- ein Durchgang a 30 Minuten in 90% Alkohol und
- vier Durchgange a 30 Minuten in 100% Alkohol.

Danach wurden die Proben dreimal je eine halbe Stunde in Xylol (Carl Roth GmbH
& Co. KG) gegeben. AnschlieRend wurden sie in Paraffin (Granopent® ,P*, Paraffin
in Plattchen, Carl Roth GmbH & Co. KG) eingebettet, in dem sie mit Sakura Tissue-
Tek® (Sakura Finetek USA Inc., Torrance, USA) bei -4°C 20 Minuten lang herunter-
gekuhlt wurden. Es wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica SM2000R, Leica Mik-
rosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) 5um-dicke Schnitte angefertigt
und auf Objekttragern (Objekttrager, ca. 76x26mm, geputzt/gebrauchsfertig, Menzel
GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland) fixiert. Die fixierten Schnitte wurden
entparaffiniert und anschlieflend fiir die Routinehistologie gemal Standardverfahren
mit Hamatoxilin und Eosin gefarbt (HE-Farbung).

Die Auswertung erfolgte an einem Olympus BX 60-Lichtmikroskop (Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) mit einer angeschlossenen Digital-
Kamera (Zeiss AxioCam HRc; Carl Zeiss Jena GmbH). Fir die semiquantitative
Analyse der intralobularen Nekrose, zytoplasmatischen Scholligkeit und Vakuolisie-
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rung wurde folgende Einteilung angewendet: >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte),
10-30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0O Punkte).

Als immunhistochemische Farbungen wurden zum einen die PCNA-Farbung (Proli-
ferating cell nuclear antigen), die die proliferative Aktivitdt der Hepatozyten anzeigt,
angefertigt und zum anderen die Caspase-3-Farbung durchgefiihrt, die apoptotische
Zellen farbt. Die PCNA- und Caspase-3-Farbungen wurden mit Hilfe der indirekten
Immunoperoxidasetechnik durchgefuhrt. Hierfir wurden die entparaffinierten Schnit-
te zunachst mit dreiprozentigem H,O, inkubiert, um endogene Peroxidasen zu blo-
ckieren, und anschlielend mit zweiprozentigem Ziegennormalserum inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Als primare Antikérper wurden ein
monoklonaler Maus-anti-pan-PCNA-Antikérper (PC10; 1:50; Dako Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland) und ein polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-cleaved-
Caspase-3-Antikorper (Asp175; 1:50; Cell Signaling Technology, Frankfurt,
Deutschland) verwendet. Der cleaved Caspase-3-Antikdrper weist endogene
Bruchstlicke nach, jedoch nur kurze Fragmente (17/19 kDa) von aktivierter Caspa-
se-3 und nicht die vollstdndige Lange der Caspase-3. Als sekundarer Antikdrper
wurde fiir die Farbung der Streptavidin-Biotin-Komplex-Peroxidase ein biotingekop-
pelter Ziegen-anti-Maus-lgG-Antikorper verwendet (1:200, LSAB 2 System HRP,
Dako Deutschland GmbH). 3,3' Diaminobenzidin (Dako Deutschland GmbH) wurde
als Chromogen verwendet. Die Schnitte wurden mit Hemalaun nach Mayer gegen-
gefarbt und mit dem Lichtmikroskop untersucht. Die Einteilung flr die semiquantita-
tive Analyse der hepatozellularen Proliferation und Apoptose war >50% (4 Punkte),
30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0 Punkte).

Als negative Kontrolle wurden Schnitte von jeder Spezies einem geeigneten IgG-
Isotyp-Antikorper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) als primarem Antikérper unter den
gleichen Bedingungen ausgesetzt, um die Spezifitat der Antikérperbindung zu
bestimmen. Alle Kontrollfarbungen wurden als negativ bewertet.

2.5.3 Western Blot

Aus den Proben 2 wurde eine 1mm x 5mm grof3e Probe enthommen und in einem
Aluminium-Réhrchen (hergestellt aus: Alu-Folie, Starke 0,03mm = 30um, Carl Roth
GmbH & Co. KG) ohne Fixiermedium zunachst in Flussigstickstoff bei -168°C
schockgefroren und dann bei -80°C in einem Gefrierschrank (Ultima II, Revco,
Kendro Laboratory Products) gelagert. Diese kryokonservierten Leberproben wur-
den mit einem Low Salt-Lysepuffer, bestehend aus 10mM TRIS, pH 7,5, 10mM
NaCl, 0,imM EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid), 0,5% Triton X 100, 0,02%
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NaNj, unter Zusatz eines Proteinaseinhibitorcocktails (1:50; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) und PSMF (1:100; Phenylmethylsulfonylfluorid, Carl Roth GmbH & Co. KG)
mit Hilfe eines Hochleistungsdispergiergerates (Ultra Turrax T25, IKA Labortechnik
der IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) homogenisiert. Das Ho-
mogenisat wurde daraufhin fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann bei 4°C mit
16000 Umdrehungen pro Minute fir 30 Minuten zentrifugiert (Biofuge fresco,
Kendro, Hanau, Deutschland). Der Uberstand wurde als Gesamtzellextrakt abpi-
pettiert. Die auf diese Weise gewonnenen Aliquots wurden auf Eis gelagert und un-
verziglich zur Proteinbestimmung verwendet. Die Konzentration der Proteinextrakte
wurde spektrophotometrisch mit der Methode nach Lowry (vgl. Lowry OH et al.
[1951], pp 265-275) bestimmt und durch Verdinnen mit destilliertem Wasser auf
den gleichen Proteingehalt eingestellt. Die eingestellten Extrakte wurden nach Zu-
satz von 2x Sample buffer nach Lammli (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fir 5 Minu-
ten in kochendem Wasserbad denaturiert, und anschliefend in einer Konzentration
von 60ug/Bande in die Geltaschen transferiert. (vgl. Schreiber E et al. [1989], p
6419)

Die Proteine wurden in einem diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel (Sammel-
gel 5%, Trenngel 10%; Sodium Dodecylsulfate) elektrophoretisch bei einer konstan-
ten Spannung von 100V im Sammelgel (15 Minuten) und von 140V im Trenngel (1
Stunde) nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Als Molekulargewichtsstandard
diente der Rainbow highrange Marker (Amersham Biosciences, Piscataway, USA).
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in einem Transferpufferbad
fur das anschlieRende Membran-Blotting equilibriert. Die im Gel aufgetrennten Pro-
teine wurden anschlieRend wahrend einer Dauer von zwei Stunden in einer Mini-
Trans-Blot-Kammer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) bei einer angelegten
Spannung von 50V auf eine PVDF-Membran (Porengréf3e 0,2um; Polyvinylidenfluo-
rid, Bio-Rad Laboratories) transferiert. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen
wurden die Membranen mit einer funfprozentigen Lésung aus Milchpulver (Blotting
Grade Blocker non-fat dry Milk; Bio-Rad Laboratories) in TBS-T (Tris Buffered Sali-
ne mit Tween 20) fur 30 Minuten inkubiert. Nach Waschen mit TBS-T wurden die
Primarantikorper fiir 120 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte die Inkubation der Membranen mit
dem entsprechenden IgG-Peroxidase-markierten Sekundarantikérper fur 90 Minu-
ten. Im Anschluss wurden die Membranen fiinfmal mit TBS-T gewaschen und nach-
folgend der Chemilumineszenzmethode (ECL, Amersham Biosciences) unterzogen.
Dazu wurden die Membranen nach einminitiger Inkubation mit dem ECL-Reagenz
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in Autoklavierfolie verpackt und zur Exposition eines Réntgenfilms (Hyperfilm ECL,
Amersham Biosciences) in einer Réntgenkassette positioniert. Die Signale der be-
lichteten Filme wurden anschlieRend in Entwicklungs- und Fixierbadern (Zahnfilm,
Adefo GmbH, Nirnberg, Deutschland) visualisiert und konserviert.

Zur Kontrolle der Proteinbeladung und des -transfers wurde ein monoklonaler [3-
Aktin-Antikorper als interner Standard eingesetzt. In samtlichen Western Blot-
Analysen wurde die densitometrisch ermittelte Dichte rechnerisch auf gleiche B-
Aktin-Konzentrationen korrigiert. Die Analyse der Rontgenfilme erfolgte mit einem
Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc, Amersham Biosciences) und einem Quantifi-
zierungsprogramm (Quantity One - Geldoc, Amersham Biosciences). (vgl. Slotta JE
[2006], S 47-48)

Primar- Ursprung ver- Bezugsquelle Sekundar- ver- Bezugsquelle
antikorper dunnung antikorper dunnung
. . Sigma-Alderich sheep-anti-mouse- | , . Amersham
B-Aktin mouse 1:5000 Chemie GmbH 1gG-Peroxidase 1:5000 Biosciences
Santa Cruz Biotech- . .
iNOS rabbit | 1:100 | nology, Inc., Heidel- | donkey-anti-rabbit-| 4 554, | Amersham
IgG-Peroxidase Biosciences
berg, Deutschland
Biomol GmbH, . .
eNOS Rabbit |1:350 | Hamburg, Deutsch- fogklfy'a”.té'rabb"' 1:5000 g‘.mer?ham
land gG-Peroxidase iosciences
VEGF rabbit 1:100 Santa Cruz Biotech- donkey-an_tl-rabbn- 1:5000 A_mer_sham
nology, Inc. IgG-Peroxidase Biosciences
. Santa Cruz Biotech- | rabbit-anti-goat- . Dako Deutschland
HGF goat 1:100 nology, Inc. IgG-Peroxidase 1:2000 GmbH
) i Santa Cruz Biotech- | donkey-anti-rabbit- | . Amersham
TGF-a rabbit 1:100 nology, Inc. IgG-Peroxidase 1:5000 Biosciences

Tab. 2.6: Western Blot-Primar- und Sekundarantikérper
(eNOS : endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, iNOS : induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase)

2.6 Datenerfassung und Statistik

Direkt zu erhebende Daten wie das KG wurden bereits wahrend der OP in ein Pro-
tokoll eingetragen. Die IVM-Untersuchungen wurden auf Videobander aufgenom-
men und zu einem spateren Zeitpunkt offline durch eine ,Bild-zu-Bild“-Auswertung
und -Analyse mit Hilfe eines computerunterstitzten Bildanalysesystems (Cap-
Image, Version 6.02) ausgewertet (vgl. z.B. Zysk SP et al. [2003], S 307).

Die Datenerfassung erfolgte wahrend der Analyse der Videobander auf Erhebungs-
bogen. Fir die statistische Auswertung und graphische Darstellung kamen die Pro-
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gramme SigmaStat und SigmaPlot (Jandel Coporation, San Rafael, California, USA)
zur Anwendung. (vgl. Richter S [1998], S 26)

Alle Werte werden als Mittelwert + mittlere Standardabweichung (SEM) angegeben.
Nach dem Test der Normalitat- und Homogenitats-Hypothese der Varianz der Grup-
pen wurden die Unterschiede zwischen den Gruppen mit einer one-way Analyse der
Varianz (ANOVA) gefolgt von einem post-hoc Test (Dunnett's or Dunn’s test) be-
rechnet. Der post-hoc Test beinhaltete eine Korrektur des a-Fehlers, um die ver-
schiedenen Vergleiche zu kompensieren. Fur wiederholte Messungen wurden die
Unterschiede mit einer one-way Analyse der Varianz fir wiederholte Messungen
(RM ANOVA) gefolgt von einem geeigneten post-hoc Test (Dunnett’s test) berech-
net. Die statistische Signifikanz wurde auf p<0,05 festgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf den ligierten
Leberlappen

Die PBL hat den allgemeinen Zustand der Versuchstiere nicht beeinflusst. Alle Ver-
suchstiere erholten sich postoperativ ohne Zwischenfélle. Dennoch zeigten die Ver-
suchstiere drei Tage nach PBL ein signifikant reduziertes Korpergewicht (16,6 +
0,69; p<0,05) gegeniiber den praoperativen Werten (19,1 + 0,5g) und der sham-
operierten Kontrollgruppe (19,5 + 0,59). Interessanterweise erholte sich das Kérper-
gewicht im weiteren Zeitverlauf auf Werte von 20,1 + 0,8g nach sieben Tagen und
19,3 + 0,49 nach 14 Tagen, welche sich nicht signifikant von den préoperativen
Messungen unterscheiden (20,1 + 0,69 und 19,9 + 0,69).

3.1.1 Makrohdmodynamikanalyse mittels LDF

Analysen des linkshilaren Blutflusses durch die LDF zeigten, dass PBL eine signifi-
kante Reduktion auf ~50% an Tag drei, verglichen mit den praoperativen Baseline-
Messungen, bewirkte (vgl. Abbildung 3.1). Dennoch war an Tag 14 die Perfusion
des linken Leberhilus mit Flussraten (86,6 + 14,7%), die sich nicht signifikant von
den Messungen vor PBL und von den Messungen der sham-operierten Kontroll-
gruppe unterschieden, vollkommen normalisiert (vgl. Abbildung 3.1).
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Abb. 3.1:  Linkshilarer Blutfluss
Gemessen durch LDF, der den LL und LM versorgt, in sham-operierter Kontroll-
gruppe (sham) wie auch an den Tagen drei, sieben und 14 nach PBL. Die Werte
sind in Prozent des initialen linkshilaren Blutflusses vor PBL angegeben. Der
linkshilare Blutfluss zeigt an Tag drei und sieben einen Riickgang, aber an Tag
14 eine Erholung Richtung Normalniveau. Mittelwert £+ SEM; *p<0,05 vs. sham.

Zuséatzlich wurden differenzierte LDF-Analysen des arteriellen und portalvendsen
linkshepatischen Blutflusses durchgefiihrt, um die Einflisse einer HABR zu untersu-
chen. Diese Messungen zeigten unter Baseline-Bedingungen einen portalventsen
Blutfluss von 447,7 + 13,9 aU und einen arteriellen hepatischen Fluss von 200,8 +
11,1 aU. 30 Minuten nach PBL ist der portalventse Blutfluss null, wohingegen Mes-
sungen des arteriellen hepatischen Flusses signifikant erhéhte Werte zeigten. Nach
14 Tagen ist der arterielle hepatische Blutfluss mit Werten von 581,3 + 11,6 aU an-
nahernd genauso hoch wie der gesamte Blutfluss von Leberarterie und Pfortader zu
Baseline-Bedingungen. Dies weist deutlich auf eine HABR hin (vgl. Abbildung 3.2).
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Abb. 3.2: Messungen des portalventsen (A) und arteriellen (B) linkshepatischen Blutflus-
ses
Gemessen mittels LDF sowohl zur Baseline als auch 30 Minuten und 14 Tage
nach PBL. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. Baseline; “p<0,05 vs. 30 Minuten.

Ferner war auffallig, dass nach der PBL eine deutliche Blaufarbung des LM, aber
vor allem des LL zu erkennen war (vgl. Abbildung 3.3).

Abb. 3.3:  Farbung der Leberlappen (A: vor PBL, B: nach PBL; OP-Mikroskop 16x)

3.1.2 Mikrozirkulationsanalyse mittels IVM

Die Analyse der NADH-Autofluoreszenz als Indikator des mitochondrialen Re-
doxstatus zeigte einen signifikanten Anstieg innerhalb der ersten 60 Minuten nach
PBL, was eine Verschlechterung der Gewebeoxygenierung bedeutet (vgl. Abbildung
3.4). Interessanterweise zeigte sich von Tag drei bis Tag 14 ein wiederhergestelltes
Niveau verglichen mit der Baseline-Gruppe (vgl. Abbildung 3.4). Dies entspricht ei-
ner normalen Gewebeoxygenierung wahrend des weiteren Zeitverlaufs nach PBL.
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Abb. 3.4: Quantitative Analyse der NADH-Fluoreszenz des hepatischen parenchymalen
Gewebes als Indikator fir den mitochondrialen Redoxstatus
Die densitometrische Grauwertbestimmung zeigt eine verschlechterte Oxygenie-
rung (ansteigende NADH-Werte) des LL direkt nach PBL verglichen mit der
Baseline-Gruppe. Interessanterweise erholt sich wahrend des Remodellings Uber
den vierzehntagigen Untersuchungszeitraum der mitochondriale Redoxstatus,
was sich in der Normalisierung der Gewebeoxygenierung zeigt. Mittelwert +
SEM; *p<0,05 vs. Baseline.

In der Intravitalfluoreszenzmikroskopie mit dem Kontrastmittel Natrium-Fluoreszein
zeigte sich die Leber der Baseline-Gruppe vor PBL mit einer regularen mikrovasku-
laren Architektur und einer fast 100%-igen sinusoidalen Perfusion (vgl. Abbildungen
3.5 und 3.6). Die PBL fluihrte zu einem signifikanten Ausfall von 80% der perfundier-
ten Sinusoide innerhalb der ersten 30 Minuten nach Ligatur, was sowohl ein Perfu-
sionsversagen von einzelnen Sinusoiden als auch von gesamten sinusoidalen
Netzwerken innerhalb der lobularen Strukturen einschloss (vgl. Abbildungen 3.5 und
3.6). Diese reduzierte funktionelle sinusoidale Dichte erreichte in den folgenden 14
Tagen des Untersuchungszeitraumes keine Normalwerte (vgl. Abbildung 3.5C). De-
taillierte Analysen zeigten jedoch, dass innerhalb des zweiwdchigen Zeitintervalls
nach PBL ein Remodelling des LL verbunden mit einer allgemeinen Ausdinnung
der absoluten Anzahl der Sinusoide (vgl. Abbildung 3.6C) stattfand. Obwohl die
funktionelle sinusoidale Dichte auf 50% reduziert blieb (vgl. Abbildung 3.5C), ndher-
te sich der Anteil von perfundierten Sinusoiden Werten von bis zu 80% an (vgl. Ab-
bildung 3.6D).

Der initiale Rickgang der sinusoidalen Perfusion nach PBL war mit einer Akkumula-
tion von Natrium-Fluoreszein innerhalb der periportalen Region der Azini assoziiert
(vgl. Abbildung 3.5B), was einer reduzierten hepatozellularen Clearancefunktion
entspricht. Interessanterweise lasst sich eine Akkumulation von Natrium-Fluoreszein
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als Indikator fur eine hepatozellulare Dysfunktion innerhalb des spateren vierzehn-

tagigen Untersuchungszeitraums nicht mehr nachweisen (vgl. Abbildung 3.6B).

Abb. 3.5:
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Intravitalfluoreszenzmikroskopie der Unterseite des LL vor (A) und 30 Minuten
nach PBL (B)

Zu beachten sind die homogene Anordnung der hepatischen Lobuli und die sinu-
soidalen Netzwerke innerhalb der jeweiligen hepatischen Lobuli unter Baseline-
Bedingungen (A). 30 Minuten nach PBL (B) erscheint das sinusoidale Mikroge-
falnetzwerk durch ein Perfusionsversagen sowohl der einzelnen Sinusoide als
auch ganzer sinusoidaler Netzwerke innerhalb der lobuldren Struktur inhomogen.
Zu beachten ist die Akkumulation von Natrium-Fluoreszein innerhalb der peripor-
talen Regionen, die durch die reduzierte hepatozelluldare Clearancefunktion be-
dingt ist. Darstellung C zeigt die quantitative Analyse der funktionellen sinusoida-
len Dichte, die durch die Anzahl der perfundierten Sinusoide innerhalb der mid-
zonalen Region sowohl vor (Baseline) als auch 30 und 60 Minuten, drei, sieben
und 14 Tage nach PBL gemessen wurde. PBL verursacht eine massive Redukti-
on der funktionellen sinusoidalen Dichte nach 30 Minuten, die sich nicht zum
Normalniveau innerhalb der vierzehntagigen Untersuchungsperiode erholt. Mit-
telwert + SEM; *p<0,05 vs. Baseline. Vergrof3erung (A, B) x40.
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Intravitalfluoreszenzmikroskopie der Unterseite des LL vor (A) und 14 Tage nach
PBL (B)

Zu beachten ist die Restauration der sinusoidalen Netzwerke an Tag 14, die je-
doch mit einer reduzierten sinusoidalen Dichte verbunden ist. Interessanterweise
kann eine Akkumulation von Natrium-Fluoreszein als Indikator einer hepatozellu-
laren Dysfunktion nicht mehr nachgewiesen werden. Darstellungen C und D zei-
gen die quantitative Analyse der Dichte der sinusoidalen Netzwerke (sowohl per-
fundierte als auch nichtperfundierte Gefalie eingeschlossen; C) und des Anteils
von perfundierten Sinusoiden (angegeben als prozentualer Anteil von allen sicht-
baren Gefallen; D) sowohl vor (Baseline) als auch 30 und 60 Minuten, drei, sie-
ben und 14 Tage nach PBL. Unter Baseline-Bedingungen sind fast alle sichtba-
ren Gefal3e perfundiert. Im Gegensatz dazu fiihrt PBL zu einer initialen Redukti-
on des Anteils der perfundierten Sinusoide auf 20% (D). Wahrend der folgenden
14 Tage nach PBL kommt es zu einem Remodelling des LL, was mit einer Aus-
dinnung der Anzahl der Sinusoide (C) verbunden ist. Diese fiihren jedoch nur
bis zu ~80% des Blutflusses. Mittelwert £+ SEM; *p<0,05 vs. Baseline. VergroRRe-
rung (A, B) x40.
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Da die Angiogenese normalerweise mit einer Vasodilatation verbunden ist, wurde
der sinusoidale Durchmesser vor und nach PBL analysiert. Innerhalb der ersten 60
Minuten nach PBL war der sinusoidale Durchmesser nicht verandert. Im weiteren
Zeitverlauf induzierte PBL eine signifikante (p<0,05) sinusoidale Dilatation, die am
Ende des vierzehntagigen Untersuchungszeitraums am deutlichsten war (vgl. Abbil-
dung 3.7).
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Abb. 3.7: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Analyse des sinusoidalen Durchmessers
innerhalb der midzonalen Region des LL zur Baseline (A) und 14 Tage nach PBL

(B)

Zu beachten ist die sinusoidale Dilatation nach PBL (B). Die quantitative Analyse
des sinusoidalen Durchmessers zeigt eine Dilatation des sinusoidalen Lumens
an Tag drei, sieben und 14 nach PBL (C). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. Baseli-
ne. VergroRerung (A, B) x80.

Die intravitalmikroskopischen Analysen der inflammatorischen leukozytaren Adhéa-
renz an der sinusoidalen Gefallwand mittels Rhodamin 6G zeigten schon innerhalb
der ersten 60 Minuten nach PBL einen signifikanten Anstieg der Anzahl an adharen-
ten Zellen (vgl. Abbildung 3.8). Dies zeigte sich am deutlichsten an Tag drei und
blieb bis Tag 14 nach PBL signifikant erhoht (vgl. Abbildung 3.8).
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Abb. 3.8: Intravitalmikroskopische Analyse der sinusoidalen leukozytdren Adhérenz zur
Baseline (A) und drei Tage nach PBL (B)
Zu beachten ist die massive Zunahme der Zahl von adhéarenten Leukozyten nach
PBL (B). Abbildung C zeigt die quantitative Analyse der leukozytdren Adharenz,
gemessen als Zellanzahl pro mm? mikroskopischen Felds, vor (Baseline) als
auch 30 und 60 Minuten, drei, sieben und 14 Tage nach PBL. Die PBL induziert
eine signifikante leukozytdre Adharenz schon innerhalb der ersten 60 Minuten,
die jedoch an Tag drei am deutlichsten und an Tag 14 immer noch signifikant er-
hoht ist. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. Baseline. VergréRerung (A, B) x80.

Die quantitative Analyse des apoptotischen Zelltods wurde mit Hilfe der Intravital-
mikroskopie mit Bisbenzimid an Hand von nukleéarer Kondensation untersucht und
zeigte, dass die PBL signifikant eine hepatozellulare Apoptose induzierte. Im Ge-
gensatz zu nekrotischem Zelltod (siehe unten) zeigte sich interessanterweise der
apoptotische Zelltod an Tag sieben und 14 nach PBL am deutlichsten (vgl. Abbil-
dung 3.9).
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Abb. 3.9: Intravitalmikroskopische Analyse des apoptotischen Zelltodes (in vivo Bisbenzi-
mid-Farbung) der sham-operierten Kontrollgruppe (A) und der Versuchstiere drei
Tage nach PBL (B)
Zu beachten ist der massive Anstieg der Anzahl von apoptotischen Zellen nach
PBL (B). Abbildung C zeigt die quantitative Analyse des apoptotischen Zelltods,
gemessen als Anzahl von apoptotischen Zellen pro mm? mikroskopischen Felds,
in der sham-operierten Kontrollgruppe und in Versuchstieren an Tag drei, sieben
und 14 nach PBL. Die PBL induziert einen signifikanten Anstieg des apoptoti-
schen Zelltods, der an Tag sieben und 14 am deutlichsten ist. Mittelwert £+ SEM;
*p<0,05 vs. sham. Vergrol3erung (A, B) x80.

Intravitalmikroskopische Untersuchungen der Phagozytoseaktivitat der leberstéandi-
gen Makrophagen (Kupfferzellen) wurde mittels Latex-Partikel durchgefihrt. Die
Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen ergab im gesamten vierzehn-
tagigen Untersuchungszeitraum eine signifikante Erniedrigung der Phagozytoseakti-
vitat der Kupfferzellen (vgl. Abbildung 3.10).
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Abb. 3.10: Intravitalmikroskopische Analyse der Kupfferzellaktivitat mittels Latexpartikeln
Zu beachten ist der signifikante Abfall der Anzahl von adharenten Latexpartikeln
an Tag drei, sieben und 14 nach PBL. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham.

3.1.3 Laborchemische Untersuchungen

Der Serumspiegel der ASAT-Aktivitat als Indikator fur einen hepatozellularen Scha-
den zeigte einen signifikanten Anstieg nach PBL mit Hochstwerten an Tag drei (vgl.
Abbildung 3.11). Parallel dazu zeigten ebenfalls die Werte von ALAT und LDH einen
Anstieg nach PBL, jedoch konnte ein Hochstwert erst mit einer Verspéatung bis Tag
sieben dokumentiert werden (718,9 = 134,6 U/L und 2361,8 + 389,3 U/L versus
sham-operierter Kontrollgruppe: 95,3 + 10,7 U/L und 1116,3 + 190,6 U/L; p<0,05).
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Abb. 3.11: ASAT-Aktivitat
Der Serumspiegel der ASAT-Aktivitat als Indikator fuir hepatozelluldren Schaden

zeigt einen signifikanten Anstieg nach PBL mit Hochstwerten an Tag drei. Mittel-
wert + SEM; *p<0,05 vs. sham.
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3.1.4 Lebergewicht

Das Gesamtlebergewicht stieg nach PBL leicht an mit einem signifikanten Hochst-
wert an Tag sieben (1,01 + 0,07g) im Vergleich zu der sham-operierten Kontroll-
gruppe (0,86 + 0,02g; p<0,05). In Abhangigkeit zu der Reduktion des linkshilaren
Blutflusses atrophierte der LL rasch nach PBL mit Minimalwerten des Gesamtleber-
gewichtes von 15,9 + 1,9% an Tag sieben (vgl. Abbildung 3.12B). Interessanterwei-
se stieg das Gewicht des ligierten Leberlappens an Tag 14 nach PBL wieder auf
22,0 £ 4,0 % an (vgl. Abbildung 3.12B).
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Abb. 3.12: Gewicht des LL
Darstellung des Gewichts des LL, angegeben in Prozent des Gesamtleberge-
wichts. PBL induziert eine schnelle und signifikante Atrophie des ligierten LL. An
Tag 14 konnte jedoch ein Wiederanstieg beobachtet werden. Mittelwert + SEM;
*p<0,05 vs. sham.

3.1.5 HE-Farbung, Immunhistochemie und Western Blot

Die HE-gefarbten Schnitte zeigten eine vermehrte zytoplasmatische Scholligkeit
und Vakuolisierung der parenchymatdsen Zellen, was an Tag 14 nach PBL am
deutlichsten war (vgl. Abbildung 3.13). Interessanterweise war dieser hepatozellula-
re Umbau nicht auf die perizentrale Geweberegion begrenzt, sondern zeigte sich
homogen in den gesamten Azini (vgl. Abbildung 3.13).
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Abb. 3.13: Histologische Analysen (A, B) und semi-quantitative Auswertung (C) der zy-
toplasmatischen Scholligkeit in Hepatozyten des LL (HE-Farbung)
Waéhrend das Lebergewebe der sham-operierten Kontrollgruppe keine Zeichen
der zytoplasmatischen Scholligkeit und Vakuolisierung aufweist (A, C), zeigt das
Lebergewebe nach PBL eine wachsende Anzahl von diesen intrazellularen Ver-
anderungen bis Tag 14 (B, C). Score: Zellen mit zytoplasmatischer Scholligkeit
und Vakuolisierung >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte), O-
10% (1 Punkt) und 0% (0O Punkte). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham. Vergro-
Berung (A, B) x175.

Weiterhin induzierte die PBL ausgepragte Nekrosen mit deutlicher Karyolyse inner-
halb des ligierten LL, die gelegentlich gesamte Azini oder sogar eine Konfluenz
mehrerer Azini betraf (vgl. Abbildung 3.14). Dies war verbunden mit einer massiven
leukozytaren Infiltration innerhalb des Randes der nekrotischen Bereiche an Tag
drei sowie einer deutlichen sinusoidalen leukozytaren Adhéarenz, welche intravital-
mikroskopisch analysiert wurde.
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Abb. 3.14: Histomorphologische Charakteristika in HE-Farbung der sham-operierten Ver-
suchstiere (A) und der Versuchstiere an Tag drei nach PBL (B)
Die sham-operierte Kontrollgruppe zeigt eine intakte lobulédre Struktur mit unbe-
rihrtem parenchymatésen Gewebe (A). PBL induziert eine ausgepragte Nekrose
mit einer deutlichen Karyolyse im ligierten LL, die gelegentlich umgebende ge-
samte Azini oder sogar die Konfluenz von mehreren Azini betrifft (B). Zu beach-
ten ist die massive leukozytare Infiltration innerhalb des Nekroserandes (B). Die
semiquantitative Analyse des Verlaufs der intrazellularen Nekrosen im LL zeigt
eine frihe Entwicklung der parenchymattsen Nekrose nach PBL (C). Score: he-
patozellulare Nekrose >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte),
0-10% (1 Punkt) und 0% (0 Punkte). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham. Ver-
groRerung (A, B) x44.

Die Zellproliferation wurde immunhistochemisch mittels PCNA-Farbung untersucht,
die eine nur geringe Antwort innerhalb der ersten sieben Tage nach PBL zeigte.
Dennoch war an Tag 14 eine deutliche Zunahme der PCNA-gefarbten Zellkerne zu
sehen, was eine verspéatete proliferative Antwort auf die PBL zeigt (vgl. Abbildung
3.15).
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Abb. 3.15: PCNA-Immunohistochemie, als Indikator der zellularen Proliferation, einer sham-

operierten Leber (A) im Vergleich zu einer Leber 14 Tage nach PBL (B)

Abbildung C zeigt die semiquantitative Analyse der Zellen mit PCNA-positiven
Nuklei in der Kontrollgruppe und an Tag drei, sieben und 14 nach PBL. Zu be-
achten ist der signifikante Anstieg der Anzahl der PCNA-positiven Nuklei an Tag
14 nach PBL (B, C). Score: PCNA-positive Nuklei >50% (4 Punkte), 30-50% (3
Punkte), 10-30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (O Punkte). Mittelwert +
SEM; *p<0,05 vs. sham. Vergré3erung (A, B) x175.

Um die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) bei dem mikrozirkulatorischen Re-
modelling nach PBL zu untersuchen, wurden die Expression von eNOS und iNOS

mittels Western Blot untersucht. Diese Analysen zeigten eine eher schwache Ex-

pression von eNOS an Tag 0 und einen leichten Expressionsanstieg innerhalb der
ersten sieben Tage nach PBL. An Tag 14 jedoch war die eNOS-Expression signifi-
kant erhéht mit Werten, die verglichen mit Tag O dreimal hoher waren (vgl. Abbil-
dung 3.16). Analysen der iINOS-Expression zeigten an Tag drei und sieben nach
PBL einen leichten, aber nicht signifikanten Abfall. An Tag 14 waren die Werte ver-
gleichbar hoch wie an Tag 0 (vgl. Abbildung 3.16).
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Abb. 3.15: Expression der eNOS und iNOS-Proteine

Western Blot-Analysen von eNOS und iNOS nach PBL (A). Die Untersuchungen
zeigen, dass eNOS an Tag 14 signifikant ansteigt mit Werten, die dreimal hdher
sind als solche, die an Tag 0 gemessen wurden (B). Untersuchungen der iNOS-
Expression zeigen, dass die PBL an Tag drei und sieben zu einem leichten, aber
nicht signifikanten Abfall der Werte fihrt. An Tag 14 gleichen sich die Werte an
die von Tag 0 an (C). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham; “p<0,05 vs. 3 Tage
und %p<0,05 vs. 7 Tage.
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3.2 Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf das Tumorwachstum

Die TU-Implantation hat den allgemeinen Zustand der Versuchstiere nicht beein-
flusst. Alle Versuchstiere erholten sich postoperativ ohne Zwischenfalle.

3.2.1 Makrohdmodynamikanalyse mittels LDF

Analysen des linkshilaren Blutflusses mittels LDF zeigten zum Zeitpunkt Baseline
keinen signifikanten Unterschied der Blutflusswerte. 14 Tage nach PBL zeigte sich
jedoch ein signifikant erniedrigter linkshilarer Blutfluss (vgl. Abbildung 3.16).
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Abb. 3.16: Linkshilarer Blutfluss von Tieren mit (m) und ohne (O) PBL
Gemessen durch LDF, der den LL und LM versorgt, zum Zeitpunkt Baseline wie
auch an Tag 14 nach TU-Implantation. Der linkshiléare Blutfluss zeigt an Tag 14
einen signifikanten Rickgang. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham.

3.2.2 Mikrozirkulationsanalyse mittels IVM

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie des TU-Randes mit dem Kontrastmittel Nat-
rium-Fluoreszein zeigte sowohl nach drei als auch nach sieben Tagen eine signifi-
kante Erniedrigung der abflieRenden Venolendichte. Innerhalb der ersten 14d fihrte
der reduzierte Blutfluss (442 + 86 vs. 869 £ 34 aU) zu einer verzogerten Entwicklung
der GefalR-/Invasionsfront der Tumoren (keine Gefalifront an Tag 3 nach PBL), zu
einer reduzierten Dichte an TU-GefaRen (29 # 5 vs. 47 + 8 cm/cm?) und einer redu-
zierten funktionellen Kapillardichte in der normalen Leber (25,8 £ 2,2 vs. 39,3 £ 0,9
mm™). (vgl. Abbildungen 3.17)
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Abb. 3.17: Intravitalfluoreszenzmikroskopie des TU-Zentrums (A, B, C) an Tag drei, sieben
und 14 nach TU-Implantation und des TU-Randes (D) an Tag drei und sieben
nach TU-Implantation von Tieren mit (m) und ohne (O) PBL
Zu beachten ist nach anfanglich ahnlicher Entwicklung die signifikant erniedrigte
GefaRflache im TU-Zentrum nach 14 Tagen in der PBL-behandelten Gruppe (B)
im Vergleich zu der sham-PBL-Gruppe (A). Die abflieRende Venolendichte ist
sowohl nach drei als auch sieben Tagen signifikant erniedrigt (D). Mittelwert
SEM; *p<0,05 vs. sham. VergréRerung (A, B) x40.

Analysen nach intravitaler Rhodamin 6G-Injektion zeigten, dass die PBL des Weite-
ren initial zu einer verstarkten leukozytaren Infiltration sowohl im TU als auch in der
normalen Leber fuhrte.
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3.2.3 Tumorvolumen und Lebergewicht

Innerhalb der ersten 14 Tage kommt es zu einem massiven TU-Wachstum im LL.
Durch die PBL wurde das TU-Volumen nach 14d signifikant auf <20% der Kontroll-
tumoren reduziert. Interessanterweise kommt es im weiteren Zeitverlauf innerhalb
von 21 Tagen zu einer Angleichung des TU-Volumens der beiden Gruppen (vgl.
Abbildung 3.18). Der prozentuale Anteil des LL am Gesamtlebergewicht ist im ge-
samten 14-tdgigen Untersuchungszeitraum signifikant erniedrigt (vgl. Abbildung
3.18D).
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Abb. 3.18: TU-Volumen (A, B, C) und Gewicht des LL von Tieren mit (@) und ohne (O0) PBL
Innerhalb von 14 Tagen ist das TU-Volumen der PBL-Gruppe (B) signifikant er-
niedrigt gegentiber der Kontrollgruppe (A). Nach 21 Tagen ist der Unterschied im
TU-Volumen nicht mehr signifikant unterschiedlich (C). Darstellung des Gewichts
des LL, angegeben in Prozent des Gesamtlebergewichts (D). PBL induziert eine
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schnelle und signifikante Atrophie des ligierten LL im gesamten Untersuchungs-
zeitraum. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham. VergréRerung (A, B) x10.

Die Rate an Peritonealkarzinose und Lungenmetastasen wurde durch die PBL nicht
beeinflusst.

3.2.4 Immunhistochemie und Western Blot

Die immunhistochemischen Analysen der Zellproliferation mittels PCNA zeigten im
Bereich der Leberzellen innerhalb der ersten sieben Tage nach PBL eine eher ge-
ringe Antwort. An Tag 14 jedoch, kam es zu einem Anstieg der Anzahl an PCNA-
positiv gefarbten Nuklei, was einer von uns bereits gezeigten verspateten proliferati-
ven Antwort auf die PBL entspricht (vgl. Abbildung 3.19D). Im Bereich der TU-Zellen
zeigte sich nach einer anfanglichen Reduktion nach 14 Tagen eine signifikante Er-
héhung (vgl. Abbildung 3.19).
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Abb. 3.19: PCNA-Immunohistochemie, als Indikator der zellularen Proliferation, des TU-
Zentrums (A, B, C) und der Leberzellen (D) von Tieren mit (m) und ohne (O) PBL
Abbildung C zeigt die semiquantitative Analyse der Zellen mit PCNA-positiven
Nuklei im TU-Zentrum an Tag drei, sieben und 14 nach PBL. Nach anfénglicher
Reduktion kommt es an Tag 14 zu einem signifikanten Anstieg in der PBL-
Gruppe (B) verglichen mit der sham-Gruppe (A). Abbildung D zeigt die semi-
guantitative Analyse der Zellen mit PCNA-positiven Nuklei im Bereich der norma-
len Leber mit einem signifikanten Anstieg an Tag 14. Score: PCNA-positive Nuk-
lei >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt)
und 0% (O Punkte). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham. VergréRerung (A, B)
x175.



Pfortaderastligatur 64

Der Nachweis des apoptotischen Zelltods erfolgte immunhistochemisch mittels
Caspase-3-Farbung und wurde semiquantitativ analysiert. Im Bereich der TU-
Zellen ist nach einer anfanglichen Reduktion der Zellen mit Caspase-3-positiven
Nuklei an Tag drei und sieben ein signifikanter Anstieg an Tag 14 nach PBL zu be-
achten (vgl. Abbildung 3.20). Im Bereich der normalen Leber bewirkte die PBL eine
im gesamten Untersuchungszeitraum signifikant erhéhte Apoptoserate (vgl. Abbil-
dung 3.21).
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Abb. 3.20: Caspase-3-Immunohistochemie, als Indikator der zellularen Apoptose, des TU-
Zentrums von Tieren mit (@) und ohne (0) PBL
Abbildung C zeigt die semiquantitative Analyse der Zellen mit Caspase-3-
positiven Nuklei von TU-Zellen an Tag drei, sieben und 14 nach PBL. Zu beach-
ten nach anfanglicher Reduktion der signifikante Anstieg der Anzahl der Caspa-
se-3-positiven Nuklei an Tag 14 nach PBL (A: sham, B: PBL, C). Score: Caspa-
se-3-positive Nuklei >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte), O-
10% (1 Punkt) und 0% (O Punkte). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. sham. Vergro-
Rerung (A, B) x175.
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Abb. 3.21: Caspase-3-Immunohistochemie, als Indikator der zellulare Apoptose, der Leber-
zellen von Tieren mit (m) und ohne (O) PBL
Abbildung C zeigt die signifikant erhohte Apoptoserate im Bereich der normalen
Leber im gesamten Untersuchungszeitraum (A: sham, B: PBL, C). Score:
Caspase-3-positive Nuklei >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-30% (2
Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0 Punkte). Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs.
sham. VergroRerung (A, B) x175.

Somit bewirkte die PBL nach 14d eine im Vergleich zu den Kontrollen hoch signifi-
kant gesteigerte Apoptose- und Proliferationsrate von sowohl TU-Zellen (3,16 + 0,12
vs. 3,49 £ 0,04 Score) als auch Hepatozyten (0,34 £ 0,05 vs. 2,10 + 0,11 Score).

Um die Bedeutung von Wachstumsfaktoren bei der Entwicklung des TU-Wachstums
nach PBL zu untersuchen, wurden die Expression von VEGF, HGF und TGF-a im
an den TU angrenzenden Gewebe mittels Western Blot untersucht. Die VEGF-
Analysen zeigten innerhalb der ersten sieben Tage eine dhnliche Expressionsstéarke
in beiden Gruppen. An Tag 14 jedoch ging die signifikante sinusoidale Dilatation im
Bereich des TU-Randes mit einer deutlich gesteigerten VEGF-Expression einher
(vgl. Abbildung 3.22).
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Abb. 3.22: Expression des VEGF-Proteins von Tieren mit () und ohne (0) PBL
Western Blot-Analysen von VEGF nach PBL (A). Die Untersuchungen zeigen,
dass VEGF an Tag 14 ansteigt (B). Mittelwert + SEM.

Die Analysen von HGF und TGF-a zeigten einen ahnlichen Verlauf wie die VEGF-
Expression. Nach einer eher geringen Expressionsstarke innerhalb der ersten sie-
ben Tage kommt es an Tag 14 zu einem Anstieg sowohl der HGF- als auch TGF-a-
Expression in der PBL-Gruppe (vgl. Abbildung 3.23).
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Abb. 3.23: Expression der HGF- und TGF-a-Proteine von Tieren mit (W) und ohne (0) PBL
Western Blot-Analysen von HGF (A) und TGF-a (B). Die Untersuchungen zei-
gen, dass sowohl HGF als auch TGF-a an Tag 14 ansteigen. Mittelwert £ SEM.

Die gesteigerte Proliferation der TU-Zellen ging somit mit einer gesteigerten Expres-
sion von VEGF, HGF und TGF-a im an den TU angrenzenden Gewebe einher. Im
Einklang mit diesen Beobachtungen hatten die Tumoren 21 Tage nach PBL im Ver-
gleich zu den Kontrollen zwar noch ein geringeres Tumorvolumen, jedoch nicht
mehr signifikant unterschiedlich.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion von Material und Methoden

4.1.1 Diskussion des Modells

Die vorliegende Studie diente zum einen der detaillierten Analyse der mikrohamo-
dynamischen, zellularen und molekularen Auswirkungen der PBL auf den ligierten
Leberlappen nach 30 und 60 Minuten sowie nach drei, sieben und 14 Tagen. Zum
anderen wurden die Auswirkungen der PBL auf das TU-Wachstum nach drei, sie-
ben, 14 und 21 Tagen untersucht. Die Experimente wurden an spontanatmenden,
anasthesierten und laparotomierten Mausen durchgefinhrt.

Um Untersuchungen Uber die Auswirkungen operativer Eingriffe auf die hepatische
Mikrozirkulation durchzufuhren, stehen grundsatzlich zwei Modelle zur Verfigung,
namlich in vitro- und in vivo-Modelle. Bei in vitro-Modellen besteht zum einen die
Moglichkeit, die Untersuchungen an isolierten Zellen beziehungsweise Zellkulturen
(vgl. Keller GA et al. [1985], pp 87-95; Lemasters JJ et al. [1987], pp 78-81; Oda M
et al. [1990], pp 103-128; Babbs CF et al. [1991], pp H123-H129; Mayadas TN et al.
[1993], pp 541-554) und zum anderen Untersuchungen an isoliert perfundierten Or-
ganen (vgl. Griffen WO et al. [1970], pp 1474-1479; Marotto ME et al. [1988], pp
585-590; Konno H et al. [1992], pp 1211-1214; Lindert KA et al. [1992], pp G345-
G350) durchzufihren. Im Gegensatz dazu werden bei in vivo-Modellen die Untersu-
chungen in intakten Organismen (vgl. Menger MD et al. [1991] pp 158-169; Eriksson
E, Lisander B [1972], pp 202-210) durchgefihrt. Dabei muss die Wahl des Modells
problembezogen erfolgen (vgl. Wortha HP, Adams J [1992], S 18-19; Trampisch HJ,
Windeler J [2000], S 19-23), also abhangig von den der Studie zugrunde liegenden
Fragestellungen und Hypothesen. Studien zur Aufklarung einzelner zellularer Me-
chanismen oder Zell-Zell-Interaktionen erlauben durch die Reduktion des Modells
auf isolierte Zellen, Zellverbande, Gewebe oder Organe eine eher ,deterministische”
Betrachtungsweise (vgl. Wortha HP, Adams J [1992], S 18-19; Richter S [1998], S
62), das heil3t die Analyse spezifischer Ursache-Wirkungs-Beziehungen. Der Nach-
teil solcher in vitro-Modelle beziehungsweise ex vivo-Modelle liegt jedoch in der
mangelhaften Bericksichtigung von typischen Interaktionen innerhalb eines Orga-
nismus. So kdnnen Interaktionen zwischen den einzelnen Organsystemen, welche
durch makro- und mikrozirkulatorische Parameter, neuronale Steuerungsmecha-
nismen, metabolische Faktoren sowie humorale Kaskadensysteme vermittelt wer-
den, nicht berticksichtigt werden (vgl. McCuskey RS [2003], p 1324). Im Gegensatz
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dazu berlcksichtigen in vivo-Modelle, wie das in der vorliegenden Arbeit gewahlte,
die interferierenden lokalen und systemischen, positiven und negativen Rickkopp-
lungsmechanismen in der Regulation und Kontrolle komplexer physiologischer oder
pathophysiologischer Prozesse (vgl. Menger MD, Lehr HA [1993], pp 519-522). (vgl.
Richter S [1998], S 62; Slotta JE [2006], S 66)

Der Nachteil der intravitalmikroskopischen Analyse der Lebermikrozirkulation be-
steht in der unvermeidlichen Notwendigkeit der Narkose des Versuchstieres, um die
chirurgische Praparation durchzufiihren. Die in diesem Rahmen notwendige Anas-
thesie erfolgte mittels intraperitonealer Injektion eines Xylazinhydrochlorid-
Ketaminhydrochlorid-Gemisches. Xylazin ist ein in der Veterinarmedizin sehr weit
verbreitetes, antagonisierbares Sedativum, Muskelrelaxans und Analgetikum aus
der Klasse der Thiazinamine (vgl. Tacke S [2003], S 150). Es wirkt als op-
Adrenozeptor-Agonist an peripheren postsynaptischen und zentralen post- und pra-
synaptischen a,-Rezeptoren (vgl. Steidl T, Gébel T [2005], S 23; Hellebrekers LJ
[2000], S 77). Nach Injektion wird Xylazin rasch absorbiert und bewirkt eine ausge-
pragte Sedation und Hypnose iber etwa 30 Minuten (vgl. Garcia-Villar R et al.
[1981], pp 87-92). Xylazin wird in der Leber metabolisiert und tber die Nieren sowie
biliar ausgeschieden (vgl. Steidl T, Gébel T [2005], S 22). Ketamin gehort zu der
Gruppe der Phencyclidinderivate (vgl. Kretz FJ, Schaffer J [2006], S 37). Ketamin ist
vor allem ein N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA)-Rezeptorantagonist (vgl. Ensinger H
[2005], S 279). Uber diese Rezeptoren werden vielfaltigste Wirkungen auf zerebra-
ler und spinaler Ebene vermittelt. Sie spielen unter anderem eine entscheidende
Rolle bei der Verarbeitung sensorischer Informationen, bei der Nozizeption, bei Be-
wegungsablaufen und bei der Regulierung von Gefaltonus und Blutdruck. Dariber
hinaus bindet Ketamin auch an Opioidrezeptoren. Ketamin ist das einzige Hypnoti-
kum, das auch analgetisch wirksam ist. (vgl. Toussaint S [2006], S 14; Lullmann H
et al. [2003], S 13) Eine Analgesie ist fur etwa 30 Minuten gewahrleistet. Ketamin
wird in der Leber vor allem tber Demethylation und Hydroxylation metabolisiert (vgl.
Reich DL, Silvay G [1989], pp 186-197; Adams HA, Werner C [1997], S 1026-1042).
Die Metaboliten und Orginalsubstanz werden Uber die Nieren ausgeschieden (vgl.
Adams HA, Werner C [1997], S 1026-1042). Die Kombination Xylazin-Ketamin
fuhrt nach intraperitonealer Applikation zu einer guten Allgemeinanasthesie (vgl.
Steidl T, Gobel T [2005], S 68). Xylazin verhindert die Muskelkrampfe, die durch das
Ketamin ausgeldst werden (vgl. Otto K [2004], p 559), und die beiden Wirkstoffe
erganzen sich gut in ihrer analgetischen Wirkung. Xylazin wirkt viszeral analgetisch
(vgl. Tacke S [2003], S 150), im Gegensatz zum Ketamin, das eine somatische
Analgesie bewirkt (vgl. Hellebrekers LJ [2000], S 78-79). Zusatzlich mindert die



Pfortaderastligatur 70

sympathomimetische Wirkung des Ketamins die durch Xylazin verursachte Brady-
kardie und atrioventrikulare Blocke (vgl. Tacke S [2003], S 150). Trotz der bekann-
ten Induktion leberspezifischer Enzyme und seiner Einfliisse auf das kardiovaskula-
re und respiratorische System wurde die Kombination aus Xylazin und Ketamin ver-
wendet, da sie neben einer schnellen Narkoseeinleitung den Vorteil der Unterdri-
ckung nozizeptiver Reflexe bietet. Ferner bewirkt sie trotz nur einmaliger Applikation
eine lang anhaltende und tiefe Narkose. Die Enzyminduktion ist bei der laborchemi-
schen Analyse der Lebertransaminasen zu bedenken, wenn anhand der Serumkon-
zentrationen der Transaminasen auf das Ausmald der Leberschadigung geschlos-
sen wird (vgl. Thompson JS et al. [2002], pp 63-67). Bei der Verwendung von Xyla-
zin-Ketamin ist die genaue Einhaltung der Dosis essentiell, da die oben genannten
unerwinschten Wirkungen in hdherer Dosierung zu Blutdruckabfall, myokardialer
Insuffizienz und Atemdepression fuhren. (vgl. Thompson JS et al. [2002], pp 63-67).

Das in der vorliegenden Studie durchgefiihrte chirurgische Modell beinhaltete die
Laparotomie der Versuchstiere, die Praparation der Leber sowie die Auslagerung
des LL zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulati-
on. Hierbei besteht generell die Moglichkeit einer signifikanten Veranderung der
Leberperfusion infolge des unvermeidlichen chirurgischen Traumas (vgl. Gelman Sl
[1976], pp 881-883; Bohrer SL et al. [1981], pp 325-328). Jedoch sind vergleichende
Messungen mit Hilfe der Intravitalmikroskopie am nicht-anasthesierten und nicht-
laparatomierten Tier aus methodischen und ethischen Grinden nicht durchfiihrbar.
Sowohl die in dieser Studie vorgenommenen Bestimmungen der Leberenzyme als
auch die Beurteilung der lichtmikroskopischen Praparate ergaben keinen Hinweis
auf einen funktionellen oder strukturellen Leberschaden innerhalb der Kontrollgrup-
pe. Daruiber hinaus betrug die sinusoidale Perfusionsrate unter Kontrollbedingungen
fast 100%, was ebenfalls physiologischen Verhéaltnissen nahe kommt (vgl. Menger
MD et al. [1991], pp 158-169; Post S et al. [1993b], pp 152-166). Dies deckt sich mit
den Ergebnissen von Vollmar et al. (vgl. Vollmar B et al. [1992], pp 421-430), die in
einem Rattenmodell zeigen konnten, dass die Leberperfusion durch eine Laparoto-
mie nicht signifikant beeinflusst wird. (vgl. Richter S [1998], S 63, Slotta JE [2006], S
67)

Um die Intravitalmikroskopie durchfiihren zu kénnen, wurden die in Rickenlage fi-
xierten Tiere um 45° in der Sagittalebene nach links geneigt. Der LL wurde mit sei-
ner Unterseite nach oben rotiert, um auf einer Kompresse gelagert zu werden. Eine
Beeintrachtigung der Perfusion durch GiberméaRigen Zug oder Torsion am Gefal3hilus
liel3 sich somit vermeiden. Bei der Auslagerung wurde darauf geachtet, dass der LL
mit der Unterseite nach oben, exakt horizontal in Herzhdhe des Versuchstieres zu
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liegen kam. Hierdurch konnte ein hydrostatischer Effekt, der die hepatische Mikro-
zirkulation und den vendsen Rilckstrom zum Herzen beeinflussen kénnte, ausge-
schlossen werden. (vgl. Richter S [1998], S 63-64; Slotta JE [2006], S 67-68)

Fur die PBL wurde die linke Pfortader, die den LL versorgt, freiprapariert und ligiert.
Um intrahepatischen portalvendsen Blutfluss Uber Shunts des LM zu vermeiden
(vgl. Li X et al. [2003], pp 1339-1346), wurde zusatzlich die Pfortader des LM frei-
prapariert und ebenfalls mit ligiert. In sham-operierten Versuchstieren (Kontrollgrup-
pe) wurden die entsprechenden Pfortaderaste freiprapariert, aber nicht ligiert. Bei
der Praparation der einzelnen Pfortaderaste wurde peinlichst darauf geachtet, ge-
falfern zu praparieren. Somit konnte ein Gefalspasmus und damit Untersuchungs-
artefakte vermieden werden. In Voruntersuchungen konnten so mit Hilfe von LDF-
Messungen vor und direkt nach Préaparation &hnliche Blutflusswerte, sowohl in der
Leberarterie als auch in der Pfortader gemessen werden. Weitere LDF-
Untersuchungen konnten zeigen, dass nach Ligatur der Blutfluss in dem Pfortader-
ast null war. Ferner wurde darauf geachtet, den Gallengang nicht zu verletzen und
Blutungen zu vermeiden. (vgl. Kollmar O et al. [2007], pp G1534-G1542)

Fur die TU-Implantation wurde auf ein etabliertes Lebermetastasenmodell eines
KRK zurtickgegriffen (vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 453-460). Kollmar et al. konn-
ten zeigen, dass das Wachstum isolierter Lebertumore fir experimentelle Studien
von der Lokalisation der Implantation, der TU-Zellzahl, der verwendeten Kaniile,
dem TU-Volumen und der Verschlusstechnik der Punktionsstelle abhangt. In dem
CT26.WT-Tumormodell der Maus kann ein einheitliches TU-Wachstum am besten
durch die Implantation von 1 x 10° TU-Zellen in 10ul PBS erreicht werden. Die
Punktion mit einer 32G-Kanlle in den paramedianen Bereich des LL und der Ver-
schluss der Punktionsstelle mit Acrylkleber spielen hierbei auch eine Rolle. Mit die-
ser festgelegten TU-Platzierung direkt subkapsular an der Unterseite des LL, ist es
mit diesem Modell sehr gut moéglich, TU-Wachstumseigenschaften mit Angiogenese
und Mikrozirkulation zu untersuchen. Das Modell ist sehr gut reproduzierbar und
entspricht in hohem Mal3e den Wachstumseigenschaften von isolierten Lebertumo-
ren und -metastasen bei Patienten. (vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 458) In der vor-
liegenden Studie wurden fir die Tiere des Langzeitiberlebens nach 21 Tagen, wie
in diesem Modell empfohlen, 1 x 10° TU-Zellen verwendet. Allen anderen Ver-
suchsgruppen wurden 5 x 10° TU-Zellen implantiert (vgl. Weber SM et al. [1999], p
188). Somit war die TU-Masse in dem insgesamt vierzehntagigen Untersuchungs-
zeitraum grofRer und konnte somit besser intravitalmikroskopisch und histologisch
untersucht werden.
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4.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

4.1.2.1 Makrohdmodynamikanalyse mittels LDF

Bei der LDF wird monochromatisches Laserlicht auf das Gewebe ausgestrahlt. Die
Frequenz des reflektierten gebrochenen Lichtes ist ein Resultat der Interaktion von
flieRenden Erythrozyten. Dieses Ph&nomen wurde im Jahre 1975 von Stern erstma-
lig beschrieben (vgl. Stern MD [1975], p 56). Prinzip der LDF ist es, das reflektieren-
de Licht in ein akustisches oder visuelles Signal umzuwandeln, um Anderungen in
der Mikrozirkulation zu erkennen. Mit dieser Methode lassen sich wiederholbare
Messungen des Blutflusses sowohl von grof3en GefalRen als auch von kleinen Kapil-
laren durchfihren, ohne dabei das Gewebe zu verletzen. Gleichwohl missen einige
Probleme bedacht werden. Es ist davon auszugehen, dass LDF nach Gefaliver-
schluss gewohnlich Werte gréRer als ,0“ erzielt. Dies wird durch die Brown’sche
Bewegung der Makromolekile im Interstitium hervorgerufen. Diese ,Biologische
Null“ (,biological zero®; vgl. Tenland T et al. [1983], p 83) sollte bei klinischen und
experimentellen Auswertungen bertcksichtigt werden. Ferner gibt es unter physio-
logischen, nicht-ischamischen Bedingungen Anderungen des LDF-Signals, die
durch Anderungen der arteriolaren Aktivitat oder durch atmungsabhangige Verande-
rungen des Blutflusses in den Venolen hervorgerufen werden. (vgl. Colantuoni A et
al. [1994], pp 156-158) Auch wenn die LDF-Technologie einfach durchzufihren ist
und nur wenig Zeit fur eine Messung benétigt wird, ist zu beachten, dass Bewegun-
gen des Gewebes wéhrend der Messung zu Artefakten fihren kdnnen. Ferner ist
die Durchdringtiefe des Laserlichts durch das Gewebe auf etwa 2 mm begrenzt.
Dies hat zur Konsequenz, dass mit der LDF nur die Perfusion oberflachlicher Gefa-
3e gemessen werden kann.

4.1.2.2 Mikrozirkulationsanalyse mittels IVM

Als Untersuchungsmethode der hepatischen Mikrozirkulation diente die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie, die als so genannte direkte Technik die Mdglichkeit hat,
dynamische Phanomene Uber einen langeren Zeitraum detailliert, qualitativ und
quantitativ zu analysieren (vgl. McCuskey RS [2003], p 1324; Zeintl H et al. [1986],
pp 1-10; Menger MD et al. [1991], pp 158-169). All diese Eigenschaften geben der
Intravitalmikroskopie die prinzipielle Uberlegenheit in der Untersuchung der Mikro-
zirkulation gegenuber indirekten Verfahren wie der LDF (vgl. Koo A [1986], pp 347-
358; Arvidsson D et al. [1988], pp G471-G476; Almond NE, Wheatley AM [1992], pp
G203-G209, Menger MD, Messmer K. [1993], pp 27-33; Vollmar B et al. [1994a], pp
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1421-1431; Wheatley AM [1994], pp G960-G962), der >'Cr-Clearance-Technik (vgl.
Arii S et al. [1988], pp 314-319), der H,-Gasclearance-Technik (vgl. Silver 1A [1977],
pp 409-420; Ohkawa M et al. [1984], pp 226-234; Gouma DJ et al. [1986], pp 439-
445), der Indocyaningriin-Clearance-Technik (vgl. Lebrec D et al. [1981], pp 353-
354), der Radiogoldpartikel-Clearance-Technik (vgl. Lebrec D et al. [1981], pp 353-
354), der *"Tc-HIDA-Szintigraphie (vgl. Atalla SL et al. [1985], pp 584-590), der *#I-
Albumin-Szintigraphie (vgl. Schmeling DJ et al. [1989], pp 195-201; Poggetti RS et
al. [1992], pp 175-179), der histologischen Analyse von injizierten Kohlenstoffparti-
keln (vgl. Ames A et al. [1968], pp 437-453; Kloner RA et al. [1974], pp 1496-1508;
Goto M et al. [1992], pp 432-437; Jerome SN et al. [1993], pp H479-H483), der E-
lektronenmikroskopie (vgl. Flores J et al. [1972], pp 118-126; Bouwens L et al.
[1986], pp 718-722; McKeown CMB et al. [1988], pp 178-191; del Zoppo GJ et al.
[1991], pp 1276-1283; Oda M et al. [1990], pp 103-128), der 3*H-Thymidin-
Markierung (vgl. Bouwens L et al. [1986], pp 718-722), der Myeloperoxidase-
Aktivitatsmessung (vgl. Grisham MB et al. [1986], pp G567-G574; Grisham MB et al.
[1988], pp H1017-H1022; Carden DL et al. [1990], pp 1436-1444), der Partialdruck-
messung des Gewebesauerstoffs (vgl. Duling BR, Berne RM [1970], pp 669-678;
Silver 1A [1977], pp 409-420), der Rickstreuspektrophotometrie (vgl. te Koppele JM,
Thurman RG [1990], pp G814-G821; Goto M et al. [1992], pp 432-437; Seiyama A
et al. [1994], pp G944-G951), der Thermodilutionsmethode (vgl. Sato T [1987], pp
31-37) sowie Elektronen-Spin-Resonanz-Messungen (vgl. Kunz R et al. [1991], S
139-142; Connor HD et al. [1992], pp 199-204; Shiratori Y et al. [1994], pp 1265-
1272), Indikatorverdinnungsmethoden (vgl. Lapointe DS, Olsen MS [1989], pp 278-
284) oder polarographischen Verfahren (vgl. Kobayashi H et al. [1991], pp 240-244).
(vgl. Richter S [1998], S 65-66)

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Leber ist eine etablierte Untersuchungs-
methode, die bis heute in vielen verschiedenen Tiermodellen eingesetzt worden ist.
So wurde sie bei Mausen (vgl. Rappaport AM [1977], pp 116-120), Ratten und
Hamstern (vgl. Menger MD et al. [1991], pp 158-169), Kaninchen (vgl. McCuskey
RS [1966], pp 455-477) aber auch bei Grolitieren, wie zum Beispiel Hunden und
Affen (vgl. Bloch EH [1955], pp 340-349) durchgefuhrt.

Eine Echtzeit-Analyse, also eine ,on-line“-Analyse, der Mikrozirkulation ist auf Grund
der Vielzahl von intravitalmikroskopisch erfassbaren Phadnomenen nur schwer még-
lich. Somit wird eine Dokumentation der mikroskopischen Bilder mit Hilfe einer
hochauflésenden CCD-Kamera (vgl. Hiraoka Y et al. [1987], pp 36-41) und ange-
schlossener Videoaufzeichungseinheit (vgl. Ellis CG et al. [1986], pp 229-244) uner-
lasslich. Die genaue Auswertung und Quantifizierung der einzelnen Parameter kann
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somit nach Ende der einzelnen Experimente durch repetitive Bildsequenzanalyse
erfolgen. Hierbei ist es mittels Zeitlupe, Bild-zu-Bild-Analyse oder Standbildern auch
mdglich, komplexe, rasch ablaufende Vorgange zu erfassen (vgl. Ellis CG et al.
[1986], pp 229-244; Menger MD et al. [1991], pp 158-169; Menger MD, Lehr HA
[1993], pp 519-522). (vgl. Richter S [1998], S 66)

Die Durchfiihrung der ,off-line“-Videosequenzauswertung kann sowohl manuell als
auch computergestitzt (semimanuell oder vollautomatisch) erfolgen (vgl. Intaglietta
M, Tompkins WR [1973], pp 309-312; Intaglietta M et al. [1975], pp 165-179; Ellis
CG et al. [1986], pp 229-244). Der Vorteil einer digitalisierten Analyse mittels Com-
puter-Video-System besteht vor allem darin, dass eine wesentlich rationellere Quan-
tifizierung der untersuchten Parameter mdglich ist. Hierdurch kann eine sehr grol3e
Datenmenge in kurzer Zeit verarbeitet werden (vgl. Ellis CG et al. [1986], pp 229-
244). Die grundlegenden Probleme der computergestitzten Video-Analyse beste-
hen vor allem in der Notwendigkeit eines konstanten, hohen Signalverhaltens der zu
untersuchenden Objekte, sowie in der moglichen Beeinflussung der Auswertung
durch Bewegungsartefakte (vgl. Zeintl H et al. [1986], pp 1-10). Obwohl automati-
sierte Analyseverfahren der hepatischen Mikrozirkulation bereits durchgefuhrt wur-
den (vgl. Koo A, Liang IYS [1977], pp 315-325; Komatsu H et al. [1990], pp 1-13),
ergeben sich jedoch gerade im Falle der Intravitalmikroskopie der Mauseleber
Schwierigkeiten. Diese entstehen durch die Atemexkursionen, die dem Organ durch
die so entstehenden Bewegungen des Zwerchfells widerfahren. Grundsétzlich ist es
zwar mdglich, durch ein Metallschild, das zwischen Zwerchfell und Leber eingeflgt
wird, die Ubertragungen von Atembewegungen und Herzaktionen auf die Leber zu
reduzieren (vgl. Komatsu H et al. [1990], 1-13). Eine absolute Ruhigstellung des
Organs kann jedoch nicht erreicht werden, da bei der Maus die Leber tber das Li-
gamentum falciforme hapatis direkt mit dem Zwerchfell verbunden ist. Daher ver-
zichteten wir in dem von uns gewahlten Modell auf eine computergestitzte Analyse
der Mikrozirkulation. Stattdessen erfolgte die Auslagerung des LL auf einen mit ei-
ner feuchten Kompresse bedeckten Loffel, was eine fur die manuelle Auswertung
vollig ausreichende Ruhigstellung des Untersuchungsobjektes gewahrleistete (vgl.
Kollmar O et al. [2004], pp 454-455; Clemens MG et al. [1985], pp H804-H811; Mar-
zi | et al. [1991], pp 432-436; Menger MD et al. [1991], pp 158-169; MacPhee PJ et
al. [1992], pp G17-G23; Post S et al. [1993a], pp 1490-1497; Volimar B et al.
[1994c], pp H786-H793). (vgl. Richter S [1998], S 66-67)

Prinzipiell ist die Analyse der hepatischen Mikrozirkulation mittels Epi-lllumination
(Auflicht) oder Trans-lllumination (Durchlicht) mdglich (vgl. McCuskey RS [2003], p
1324). Frihe intravitalmikroskopische Untersuchungen nutzten dabei vornehmlich
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die Trans-llluminationstechnik (vgl. Knisley MH [1939], pp 269-270; Hanzon F
[1952], pp 1-268; Knisley MH et al. [1957], pp 1023-1025; Bloch EH [1955], pp 340-
349). Da diese Technik auf sehr diinne Gewebedicke angewiesen ist, kann im Falle
der Leber damit nur der auRere Rand eines Leberlappens beurteilt werden. Somit ist
die Analyse groRerer Areale mit zahlreichen Azini nicht mdglich und die innerhalb
eines Experiments zu erhebende Datenmenge bleibt daher limitiert. Dartiber hinaus
zeigten Untersuchungen mittels Trans-lllumination (vgl. Eguchi H et al. [1991], pp
751-757) gegeniber Studien, welche sich der Epi-llluminationstechnik bedienten
(vgl. Post S et al. [1993b], pp 152-166; Vollmar B et al. [1993], S 218-225), unter
physiologischen Bedingungen eine deutlich niedrigere sinusoidale Perfusionsrate.
Die fur Trans-lllumination notwendige Untersuchung des &uferen Leberrandes be-
inhaltet das Risiko einer praparationsbedingten, mechanischen Alteration des Or-
gans. AuBBerdem besteht eine erhéhte Gefahr der Austrocknung des diinnen au-
Bersten Leberrandes wahrend der Mikroskopie. Ferner wurde der TU an der Mittelli-
nie zentral im LL implantiert (vgl. Kollmar O et al. [2004], pp 453-460). Untersuchun-
gen in dieser Region waren mit der Trans-llluminationstechnik nicht mdglich. Aus
diesen Grinden verwendeten wir in der vorliegenden Studie die Epi-
llluminationstechnik, welche die Visualisierung der Mikrozirkulation an der Oberfla-
che massiver Organe und somit auch dem implantierten TU ermdglicht. Hierbei
kann davon ausgegangen werden, dass sich die an der Leberoberflache beobach-
tenden pathophysiologischen Prozessen nicht von denen im Inneren des Organs
ablaufenden unterscheiden (vgl. Rappaport AM [1958], pp 673-689). (vgl. Richter S
[1998], S 67)

Um die Stoffwechselsituation des Lebergewebes beurteilen zu kénnen, wurde das
reduzierte Redox-Coenzym NADH verwendet. Diese Methode wurde von Chance et
al. erstmals im Jahre 1962 vorgestellt (vgl. Chance B et al. [1962], p 499). Ohne
vorherige Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen kann die Gewebeoxygenierung im
UV-Licht beurteilt und quantifiziert werden (vgl. Burkhardt M et al. [1998], pp 83-89).
Der Wasserstoff des NADH wird zur Energiegewinnung in die Atmungskette im Mi-
tochondrium eingeschleust (vgl. z.B. Schweitzer D et al. [2004], S 66). Der Gewebe-
spiegel dieses Coenzyms ist ein Indikator fir die anoxischen Redoxverhéltnisse und
somit fur die Stoffwechselsituation des Lebergewebes. Zwischen 290 und 380nm
entsteht im NADH-Absorptionsspektrum ein Band, das fir NADH spezifisch ist. Die
emittierte Lichtmenge entspricht dem Gewebegehalt an NADH, welcher wiederum
negativ mit der Gewebeoxygenierung korreliert. Somit lassen sich durch Fluores-
zenzmessung bei festen Bestrahlungseinstellungen intravitalmikroskopisch in Epi-
llluminationstechnik nach Ausbleichen der Vitamin A-speichernden Ito-Zellen, die
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unter UV-Beleuchtung ebenfalls fluoreszieren, der Gewebespiegel von NADH in aU
durch eine Grauwertbestimmung der Autofluoreszenz messen und damit verschie-
dene Stoffwechselsituationen des Lebergewebes vergleichen (vgl. Vollmar B et al.
[1997a], pp 164-173). Auf die Erholungsphase fir die NADH-Autofluoreszenz nach
Ausbleichen der Ito-Zellen, die von Suematsu et al. (vgl. Suematsu M et al. [1993],
pp 28-42) propagiert wurde, kann hierbei verzichtet werden (vgl. Burkhardt M et al.
[1998], pp 83-89). Normalwerte von in vitro perfundierten Lebern liegen im Bereich
von 40-50 aU (vgl. Minor T et al. [1997], p 1845), wahrend erhéhte NADH-
Fluoreszenzwerte Uber 100 aU einen gestorten Redoxstatus der Leber (NADH-
Ansammlung im anoxischen Gewebe) dokumentieren. Anzumerken ist, dass diese
Werte als relativ zu bezeichnen sind, da sie von der Empfindlichkeit der Kameraein-
heit abhangig sind. Erniedrigte Werte zeigen sich hingegen unter Sauerstoffper-
sufflation (vgl. z.B. Minor T et al. [1998], S 377-378). Somit ist die NADH-
Fluoreszenzbestimmung eine nicht-invasive Untersuchung, um den Organstoff-
wechsel zu beurteilen. Sie wurde eingesetzt, um die Anderung der NADH-
Konzentration im Lebergewebe als Resultat von Anderungen in der oxidativen
Phosphorylierung zu dokumentieren (vgl. Klauke H et al. [1998], pp 108-109). Somit
dient dies als Messung des mitochondrialen Redoxstatus (Gewebeoxygenierung).

Die nur geringe Autofluoreszenz der Leber (vgl. Hanzon F [1952], pp 1-268) erfor-
dert fur weitere intravitalmikroskopische Untersuchungen die Verwendung von Fluo-
reszenzfarbstoffen zur Kontrastverstarkung (vgl. de Bruyn PPH et al. [1950], pp 279-
307; Gumucio JJ et al. [1981], pp 639-646; Sherman IA, Fisher MM [1986], pp 444-
449; Vollmar B et al. [1994b], pp H1927-H1934).

Zur Darstellung der Perfusionsverhaltnisse diente der Farbstoff Natrium-Fluores-
zein, der zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen retrobulbér appliziert
wurde. Natrium-Fluoreszein ist ein Farbstoff, der vorwiegend von Hepatozyten auf-
genommen wird (vgl. z.B. Takei Y et al. [1991], p 960) und somit der Anfarbung der
Parenchymzellen dient (vgl. z.B. Richter S [1998], S 15). Folglich entsteht ein Kon-
trast zwischen Zellen und GefalRen (vgl. z.B. Sherman IA et al. [1990], p H461), so-
dass Aussagen Uber die Perfusion und die Relation beziehungsweise Dichte zwi-
schen Gewebe und Zellen getroffen werden kénnen (vgl. z.B. Schéafer T et al.
[2003], p 661). In der geeigneten Dosis (2umol/kg KG) wurde damit eine optimale
Kontrastverstarkung der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen erzielt, das
hei3t die Sinusoide blieben Uber ihren gesamten Verlauf innerhalb des Azinus von
periportal bis perizentral gut visualisierbar. Nach der Applikation von Natrium-
Fluoreszein konnte die sinusoidale Perfusion qualitativ beurteilt werden. Die Evalua-
tion der sinusoidalen Perfusion mit Hilfe der Intravitalmikroskopie erfolgte, indem der
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Fluss von Erythrozyten Uiber eine 200um lange, senkrecht zu den Sinusoiden geleg-
ten Linie erfasst wurde (vgl. Clemens MG et al. [1985], pp H804-H811). Hiermit ist
die Abgrenzung perfundierter von nicht-perfundierten Sinusoiden mdglich, was be-
reits bei verschiedenen Untersuchungen der Lebermikrozirkulation im Rahmen von
Endotoxinamie (vgl. Volimar B et al. [1993], S 218-225; Vollmar B et al. [2002], pp
1091-1098), Ischamie/Reperfusion (vgl. Volimar B et al. [1994c], pp H786-H793)
und Lebertransplantation (vgl. Post S et al. [1992], pp 803-809) angewandt wurde.

Rhodamin 6G reichert sich nach intraventser Applikation in den Granula von Leu-
kozyten und Thrombozyten an. Im Bereich von 530 bis 560nm (vgl. z.B. Eipel C et
al. [2004], pp G769-G776) im Grunlichtfilter lassen sich somit mit Hilfe dieses Farb-
stoffes selektive Aussagen Uber die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen machen
(vgl. z.B. Vollmar B et al. [1997b], p 711). Zwischen Leukozyten und Thrombozyten
kann auf Grund der Zellgro3e problemlos unterschieden werden. Ausgewertet wur-
den nur die sogenannten Sticker. Als solche (adharente Leukozyten) wurden dieje-
nigen Leukozyten definiert, ,...die Gber den Beobachtungszeitraum von 30s an der
gleichen Position am Endothel..." (Zysk SP et al. [2003], S 307) hafteten. In adaqua-
ter Dosierung (2umol/kg KG retrobulbar) wurde eine ausreichende Detektion der
Leukozyten ermdglicht (vgl. Baatz H et al. [1995], pp 85-91). (vgl. Richter S [1998],
S 67)

Apoptotischer Zelltod wurde mit dem Farbstoff Bisbenzimid untersucht (vgl. z.B.
Schafer T et al. [2003], p 661). Dieser DNA-spezifische Farbstoff fur Zellkerne und
Chromosomen (vgl. z.B. Brinkley BR, Cox SM [1978], p 345), farbt das Chromatin
der Zellkerne der Hepatozyten (vgl. z.B. Ring D et al. [1982], p 550). Bisbenzimid
hat eine hohe Bindungsaffinitat zu Adenin-Thymin-reicher DNA (vgl. Latt SA, Stetten
G [1976], p 24). Es kommt bei Komplexbildung von Bisbenzimid mit DNA zu einem
Fluoreszenzintensitatsanstieg (vgl. Araki T et al. [1987], p 336) und einer starken
optischen Aktivitat (vgl. Latt SA, Stetten G [1976], p 24). Nach retrobulbarer Gabe
einer geeigneten Dosis (2umol/kg KG) konnte somit durch Zahlen der Zellen, die
Apoptose-assoziierte Kondensationen, Fragmentierungen und sichelférmige Forma-
tionen von Chromatin zeigten, eine Aussage Uber die Anzahl apoptotischer Zellen
getroffen werden (vgl. z.B. Schafer T et al. [2003], p 661). (vgl. z.B. Belloc F et al.
[1994], p 59; Ormerod MG et al. [1993], p 595)

Werden Latex-Partikel in die Blutbahn injiziert, dann werden diese von den gesun-
den Kupfferzellen der Leber phagozytiert. Durch Bestimmung der ,stickenden®, also
phagozytierten, Partikel kann eine Aussage Uber die Kupfferzellaktivitat getroffen
werden (vgl. z.B. Wanner GA et al. [1999], p 1240). (vgl. Vollmar B et al. [1997b],
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p 711) Durch die Gabe von 1,00um-Latex-Partikel kann ausschlie3lich eine Aussa-
ge Uber die Kupfferzellaktivitat getroffen werden, da nur diese solch grof3e Partikel
phagozytieren. Endothelzellen phagozytieren nur Partikel, die kleiner als 0,8um
sind. (vgl. Dan C, Wake K [1985], pp 76-80; Fahimi HD [1982], p 495) Den Ver-
suchstieren wurden 2,275 x 10° Latex-Partikel retrobulbar appliziert.

Potentiell ist die Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse durch die Verwen-
dung von Fluoreszenzfarbstoffen, wie Rhodamin-6G, denkbar (vgl. Higuti T et al.
[1980], pp 463-467; Bereiter-Hahn J et al. [1983], pp 147-155; Dietzmann K et al.
[1987], pp 47-51). In der gewéhlten Dosis ist jedoch eine Storung der Atmungskette,
und somit eine Auswirkung auf die Ergebnisse, auf Grund pharmakologisch-
toxischer Eigenschaften des Farbstoffes unwahrscheinlich (vgl. Eguchi H et al.
[1991], pp 751-757). Des Weiteren kann eine langere Lichtexposition wahrend der
Intravitalmikroskopie intrazellulare photodynamische Prozesse induzieren, weshalb
die Belichtung eines Gesichtfeldes auf maximal 50 Sekunden und die Gesamtdauer
der Mikroskopie auf 10-15 Minuten beschrankt wurde (vgl. Menger MD et al. [1991],
pp 158-169). Bei der Auswahl der Gesichtsfelder wurde darauf geachtet, nicht in
unmittelbarer Nahe eines bereits belichteten Areals wiederholt zu mikroskopieren.
(vgl. Richter S [1998], S 68)

4.1.2.3 Laborchemische Untersuchungen

Fur eine generelle Einschatzung der Auswirkungen der PBL wurde die Aktivitat der
LDH bestimmt. Die LDH ist ein zytoplasmatisch geléstes Enzym, das in allen Gewe-
ben, einschliellich der Leber, vorkommt (vgl. Preuss R et al. [2004], S 631). Die
Aktivitat der Gesamt-LDH setzt sich aus der Aktivitat von 5 Isoenzymen zusammen.
Auf Grund dessen hat sie eine geringe Organspezifitdt. Somit l&sst eine erhdhte
LDH-Aktivitat nur die Aussage zu, dass eine Gewebeschadigung aufgetreten ist. In
welchem Organ diese Schadigung jedoch vorliegt, muss durch zusatzliche Bestim-
mungen geklart werden. (vgl. Halwachs-Baumann G [2006], S 91)

Um genauere Aussagen Uber das Mal3 der Leberschadigung zu treffen, wurde die
Erhéhung leberspezifischer Transaminasen im Serum, namlich ASAT und ALAT,
bestimmt. Eine vermehrte Freisetzung dieser Enzyme mit messbarer Aktivitatserho-
hung erfolgt im Rahmen pathophysiologischer Prozesse, welche mit einer Beein-
trachtigung der hepatozellularen Integritat einhergehen (vgl. Schmidt E, Schmidt FW
[1987], pp 525-540). So zeigt sich ein mit der Dauer der Leberischamie korrelieren-
der Anstieg der Serumaktivitdten von ASAT und ALAT (vgl. Farkouh EF et al.
[1971], pp 832-838). (vgl. Richter S [1998], S 69)
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Mit Hilfe der Enzymtopographie der Zelle ist es mdglich, die Lokalisation des ent-
standenen Schadens zu bestimmen und somit eine Aussage Uber den Schweregrad
einer Leberschadigung zu treffen (vgl. Nishimura T et al. [1986], pp 701-707;
Schmidt FW, Schmidt E [1989], pp 256-264). Zytosolische Enzyme, wie zum Bei-
spiel ALAT, gelangen Uber eine akute vesikulare Freisetzung in das Blut. Dies ist bei
leichteren Zellschaden mdglich, jedoch geht diese Aktivitdtserhéhung nicht automa-
tisch mit Zelluntergang einher. (vgl. Nishimura T et al. [1986], pp 701-707; Schmidt
E, Schmidt FW [1987], pp 525-540). Somit ist eine Aktivitatserh6hung zytosolischer
Enzyme auch bei reversiblen Zellschdden nachweisbar. Folglich eignet sich diese
Bestimmung auch zum Nachweis akuter temporéarer Zellschaden beziehungsweise
von Zellmembranintegritatsstorungen. (vgl. Slotta JE [2006], S 73) Ein Anstieg mito-
chondrialer Enzyme, wie der Glutamatdehydrogenase (GLDH), kann als schwere,
die Mitochondrienstrukturen einbeziehende Zellschadigung aufgefasst werden (vgl.
Schmidt E, Schmidt FW [1987], pp 525-540; Schmidt E, Schmidt FW [1988], pp 43-
56). Ferner kann von Anderung des Enzymmusters von ASAT und ALAT auf die
Schwere der Leberschadigung zuriickgeschlossen werden. Im Gegensatz zu der
ALAT, die ein ausschlie3lich zytoplasmatisches Enzym darstellt, ist die ASAT so-
wohl im Zytoplasma als auch in den Mitochondrien lokalisiert (vgl. Kamiike W et al.
[1982], pp 1349-1356). Leichtere Zellschaden verursachen folglich nur die Freiset-
zung von ALAT und der zytoplasmatischen ASAT. Bei ausgepragteren Schadigun-
gen wird erst die Aktivitdt der mitochondrialen ASAT ansteigen. Somit veréndert sich
das Verhaltnis ASAT/ALAT (De-Ritis-Quotient) hin zu groReren Werten (vgl. Kleine
FD [1965], S 355-362; Kamiike W et al. [1982], pp 1349-1356; Frederiks WM et al.
[1983], pp 459-472; Nishimura T et al. [1986], pp 701-707). (vgl. Richter S [1998], S
69-70)

4.1.2.4 HE-Farbung, Immunhistochemie und Western Blot

Um die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie weiter zu festigen, wurden nach HE-
Farbung histologische Untersuchungen mit dem nach Versuchsende asservierten
Gewebe durchgefihrt. In dieser Farbung wurde in semiquantitativer Auswertung die
zytoplasmatische Scholligkeit, Vakuolisierung und Nekrose in Hepatozyten ausge-
wertet (vgl. Kollmar O et al. [2007], pp G1534-G1542).

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Leber wurden Farbungen mit An-
tikbrpern gegen PCNA und Caspase-3 durchgefiihrt und ebenfalls semiquantitativ
ausgewertet. PCNA ist ein Indikator der zellularen Proliferation. Laut Assy und Mi-
nuk (vgl. Assy N, Minuk GY [1997], pp 945-952) ist kein alleiniger ,Gold Standard"
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fur den Nachweis zellularer Proliferation gefunden. PCNA-Farbung ist aber eine
gute Methodik, um diese zu quantifizieren (vgl. Assy N, Minuk GY [1997], pp 945-
952; Shin M et al. [2002], pp 217-224). Caspase-3 zeigt den apoptotischen Zelltod.
Uber die Methodik fur den Nachweis von Apoptosen besteht eine kontroverse Dis-
kussion. So sind Kohli et al. (vgl. Kohli V et al. [1999], pp 1099-1105) der Auffas-
sung, dass biochemische Verfahren, wie die von uns gewahlten immunhistochemi-
schen Farbungen Methode der Wahl ist. Dies beinhaltet die Farbung von Gewebs-
schnitten gegen Enzyme, die wahrend des apoptotischen Zelltodes aktiv sind
(Caspasen) oder der Nachweis von DNA-Strangbriichen (TUNEL-Assay). Demge-
genlber steht zum Beispiel Jaeschke et al. (vgl. Jaeschke H et al. [2001], pp 1555-
1557), der eine rein morphologische Betrachtung der Zellkerne als Methodik propa-
giert.

Fur alle semiquantitativen Auswertungen diente folgender Score: >50% (4 Punkte),
30-50% (3 Punkte), 10-30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0O Punkte) (vgl.
Kollmar O et al. [2007], pp G1534-G1542).

Um Veranderungen des Lebergewebes durch die PBL auf molekularer Ebene zu
untersuchen, wurden Western Blot-Analysen durchgefuhrt. Muller et al. (vgl. Muller
L et al. [2004], S 318) konnten nach PBL eine gesteigerte Expression von VEGF
zeigen. Da die Rolle weiterer Wachstumsfaktoren ungeklart ist, wurden in dieser
Studie zusatzlich die Expression von HGF und TGF-a untersucht. Um den Einfluss
von NO bei der HABR-vermittelten Arterialisation und dem mikrozirkulatorischen
Remodelling nach PBL zu untersuchen, wurden die Expression von eNOS und i-
NOS ebenfalls mittels Western Blot untersucht. Fir den Nachweis von Proteinen ist
die Western Blot-Methodik Mittel der Wahl (vgl. z.B. Holtzhauer M [1997], S 73-74).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf den ligierten
Leberlappen

4.2.1.1 Makro- und Mikrozirkulation

Vorherige Studien zeigen deutlich, dass die Okklusion der Pfortader eine HABR
bewirkt, um einen gleich bleibenden totalen Leberblutfluss aufrechtzuerhalten (vgl.
Lautt WW [1985], pp G549-G556; Richter S et al. [2001], pp 193-201). In der vorlie-
genden Studie konnte gezeigt werden, dass die PBL des LL eine insgesamt 50%-
ige Reduktion des linkshilaren Blutflusses an Tag drei postoperativ bewirkt, die sich
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jedoch nach Tag 14 postoperativ fast auf Normalniveau erholt. In der Annahme ei-
nes 20 bis 30%-igen Anteil der Leberarterie am gesamten Blutfluss der normalen
Leber, (vgl. Greenway CV, Stark RD [1971], pp 23-65) zeigt eine 50%-ige Reduktion
des linkshilaren Blutflusses einen zweifachen HABR-assoziierten Anstieg des arte-
riellen Flusses an Tag drei nach PBL. Die Tatsache, dass die Masse des LL auf
~60% angestiegen ist, zeigt einen 3,3-fachen Anstieg des arteriellen Flusses. Inte-
ressanterweise hat sich der gesamte linkshilare Blutfluss auf ~90% der Werte der
Kontrollgruppe an Tag 14 nach PBL erholt. Dies entspricht einem vierfachen Anstieg
des arteriellen Flusses im Vergleich zu der Kontrollgruppe und einem 6,7-fachen
Anstieg unter Bericksichtigung des Gewebsmasseverlustes. Dies stimmt mit Er-
gebnissen vorheriger Berichte Uberein, die zeigten, dass eine HABR direkt nach
PBL nachgewiesen werden konnte (vgl. Um SH et al. [1994], pp 202-209) mit einer
Wiederherstellung der Leberdurchblutung durch einen Anstieg des hepatischen ar-
teriellen Flusses auf bis zu 666%. (vgl. Rocheleau B et al. [1999], pp G1000-G1007)

Die HABR-vermittelte Arterialisierung der portalblutentzogenen Leber bewirkt eine
teilweise, aber nicht vollstandige sinusoidale Kapillarisierung, die durch einen Uber-
gang von sinusoidalen Endothelzellen in Kapillartyp-Endothelzellen ohne Ausbil-
dung einer Basalmembran hervorgerufen wird. (vgl. Yamasaki M et al. [1999], pp
401-411) Dennoch gibt es bisher keine Informationen dariiber, wie die PBL sich auf
die hepatische mikrozirkulatorische Funktion auswirkt. Mit Hilfe der Intravitalfluores-
zenzmikroskopie wurde somit mit diesen Untersuchungen zum ersten Mal gezeigt,
dass eine Deprivation des portalen Flusses eine signifikante Reduktion von ~80%
der regular perfundierten Sinusoide innerhalb der initialen 30 Minuten nach PBL
bewirkt. Dennoch kam es zu einer friihen Erholung der funktionellen sinusoidalen
Dichte auf ~50% innerhalb von 60 Minuten, die sich in der nachfolgenden vierzehn-
tagigen Untersuchungsperiode nicht veranderte. Interessanterweise war das initiale
sinusoidale Perfusionsversagen mit einer signifikanten Gewebehypoxie (ansteigen-
de NADH-Autofluoreszenz) und einer hepatozellularen Dysfunktion (reduzierte he-
patozellulare Clearancefunktion) verbunden. Die HABR-vermittelte Arterialisierung
normalisierte jedoch die hepatozellulare Funktion und die Gewebeoxygenierung
trotz der bestehenden 50%-igen Reduktion der sinusoidalen Perfusionsdichte. Ne-
ben der Arterialisierung des mikrovaskularen Blutflusses hat der signifikante Anstieg
des sinusoidalen Durchmessers wahrscheinlich zu der gezeigten Normoxygenie-
rung des parenchymalen Gewebes beigetragen.
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4.2.1.2 Proteinexpression

Die HABR-vermittelte Arterialisierung mag die Aktivitat von NO Uber eine ansteigen-
de eNOS-Produktion beeinflussen. Vorherige Studien, die die Bedeutung der Syn-
these von NO-Isoformen bei der Manifestation der portalen Hypertension untersucht
haben, konnten zeigen, dass die PBL einen hyperdynamischen Systemkreislauf und
eine extrahepatische portale Hypertension induziert (vgl. Niederberger M et al.
[1996], pp 947-951; Theodorakis NG et al. [2003], pp 1500-1508). Dies war assozi-
iert mit einem Anstieg der eNOS-Expression im SplanchnikusgefaRsystem (vgl. Nie-
derberger M et al. [1996], pp 947-951). Theodorakis et al. (vgl. Theodorakis NG et
al. [2003], pp 1500-1508) konnten in Knockout-Mausen ebenfalls zeigen, dass
eNOS eher als iINOS fur die Entwicklung eines hyperdynamen Kreislaufes und einer
portalen Hypertension verantwortlich ist. Wir konnten in der vorliegenden Studie
nachweisen, dass die PBL ebenfalls mit einer gesteigerten eNOS-Expression in der
Leber einhergeht. Dies mag durch die HABR-vermittelte Arterialisierung und der
Gewebeoxygenierung nach der PBL unterstitzt werden.

Eine neue Studie zeigt, dass PBL intrazelluldre Stressproteine und immediate-early-
genes sowie das Hitze-Schock-Protein (heat shock Protein, HSP) 10, die Hdmoxy-
genase (HO)-1 und das early-growth-gene (Egr)-1 induziert (vgl. Mueller L et al.
[2005], pp 994-1001). Diese Gene sind dafir bekannt, dass sie sowohl zur Angio-
genese (vgl. Sunamura M et al. [2003], pp 15-24; Worden B et al. [2005], pp 7071-
7080) als auch zum TU-Wachstum (vgl. Mitchell A et al. [2004], pp 3065-3069; Ny-
landsted J et al. [2002], pp 7139-7142; Tanaka S et al. [2003], pp 902-909) beitra-
gen. Miller et al. stellten die Hypothese auf, dass das Gewebe, dem der portale
Blutfluss entzogen wurde, Abwehrmechanismen wie HO-1 und HSP70, die geeignet
sind, Neovaskularisierung zu stimulieren, als Antwort auf die lokale Hypoxie expri-
miert (vgl. Mueller L et al. [2005], pp 994-1001). In der vorliegenden Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass nur initial nach PBL eine Gewebehypoxie vorliegt, die
von einer spateren Normalisierung der Oxygenierung gefolgt wird. Folglich konnten
keine Angiogenese und neue Gefalformationen nach PBL nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu war eine Deprivierung des portalen Blutflusses mit einem sinu-
soidalen Umbau verbunden, der eine allgemeine Ausdiinnung der Absolutzahl der
Sinusoide einschloss. Neben der normalisierten parenchymatts Oxygenierung hat
die Induktion von PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1) durch die PBL (vgl.
Mueller L et al. [2002], pp 606-612) wahrscheinlich zu dem Fehlen der Angiogenese
gefuhrt, weil PAI-1 eine anti-angiogene Wirkung besitzt (vgl. Inoue M et al. [2005],
pp 1445-1451), da es die Expression von pro-angiogenen Genen hemmt.
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4.2.1.3 Lebergewicht

Vorherige Studien haben eine ausgepragte Reduktion von Gewicht, Grofl3e und An-
zahl von Hepatozyten innerhalb von funf bis acht Tagen nach PBL gezeigt (vgl.
Mueller L et al. [2005], pp 994-1001; Mueller L et al. [2003], pp 146-155; Picard C et
al. [2004], pp 618-628; Takamura K et al. [2005], pp 3-11; Um SH et al. [1994], pp
202-209). Der weitere Verlauf des Gewichts des ligierten Leberlappens wurde je-
doch nicht in diesen Studien betrachtet. Die vorliegende Studie bestatigt die schnel-
le Gewichtsreduktion in den ersten Tagen nach PBL, die an Tag sieben am deut-
lichsten war. Interessanterweise konnte jedoch zum ersten Mal gezeigt werden,
dass es zu einer Erholung des Gewichtes des ligierten Lappens an Tag 14 kam,

was einer spaten proliferativen und regenerativen Antwort entspricht.

4.2.1.4 Apoptotischer und nekrotischer Zelltod

Der Mechanismus der Leberatrophie nach PBL wird immer noch kontrovers disku-
tiert. Einige Studien zeigen, dass nekrotischer Zelltod von gréf3erer Bedeutung ist
als die Atrophie (vgl. Bilodeau M et al. [1999], pp 29-37; Mueller L et al. [2005], pp
994-1001). Bilodeau et al. (vgl. Bilodeau M et al. [1999], p 35) konnten zeigen, dass
nach PBL im ligierten Leberlappen die Dichte an Hepatozyten im Sinne einer Atro-
phie abnimmt, vor allem aber, dass Bereiche mit angeschwollenen Hepatozyten und
stark eosinophilem Zytoplasma im Sinne einer Nekrose nachweisbar sind. Erste
Zeichen von Nekrose lassen sich nach zwolf Stunden nachweisen, als Ergebnis von
konfluierender zentrolobulérer Nekrose in fast allen Azini nach 24 bis 48 Stunden
(vgl. Mueller L et al. [2005], pp 994-1001; Takamura K et al. [2005], pp 3-11). Es
besteht die Uberlegung, dass der nekrotische Zelltod von parenchymatdser Apopto-
se gefolgt wird, was sich durch Hepatozyten mit dichten, geschrumpften Zellkdrpern
nach 24 bis 96 Stunden nach PBL zeigt (vgl. Mueller L et al. [2005], pp 994-1001).
Im Gegensatz dazu nehmen Picard et al. (vgl. Picard C et al. [2004], pp 618-628)
an, dass eine frihe pro-apoptotische Aktivitat mit hoher Bax- (Bcl-2 associated X
Protein) und niedriger Bcl-2-Expression (B-Cell Lymphoma 2) gefolgt von spaten
anti-apoptotischen Bedingungen mit niedriger Bax- und héherer Bcl-2-Expression
vorliegt. Interessanterweise sind jedoch diese Bax- und Bcl-2-Expressionen mit ei-
ner niedrigen Caspase-3-, -8- und -9-Expression wéahrend der ersten 48 Stunden
nach PBL und mit einem Anstieg dieser Apoptose-assoziierten Molekile nach 72
Stunden verbunden (vgl. Picard C et al. [2004], pp 618-628). Alle diese Studien sind
jedoch durch die Einschrankung des post-PBL-Untersuchungszeitraums auf sieben
Tage begrenzt. In der vorliegenden Studie konnte deutlich gezeigt werden, dass
sich eine hepatozellulare Nekrose wahrend der ersten drei Tage nach PBL manifes-
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tiert, was sich sowohl durch einen erhthten Serumspiegel der Leberenzyme als
auch einer hepatozellularen Karyolyse zeigt. Wéahrend diese Zeichen des nekroti-
schen Zelltodes mit der Zeit verschwinden, konnte ein Zellkernkondensation-
assoziierter spater apoptotischer Zelltod nach PBL nachgewiesen werden.

4.2.1.5 Zellproliferation

Uber das Potential des ligierten Leberlappens, Zellproliferation zu entwickeln, gibt
es nur wenig Information. Uemura et al. konnten zeigen, dass negative Regulatoren
der hepatozytaren Proliferation, wie TGF-B1 und IL-1p (Interleukin-1f), sehr stark im
ligierten Leberlappen wahrend der ersten sieben Tage nach PBL exprimiert werden
(vgl. Uemura T et al. [2000], pp 173-179). Dementsprechend konnten in der vorlie-
genden Studie keine PCNA-Expression innerhalb der ersten sieben Tage nach PBL
nachgewiesen werden. Interessanterweise war jedoch der Beginn des spaten apop-
totischen Zelltods im ligierten Leberlappen mit einem merklichen Anstieg der paren-
chymalen Proliferation verbunden, was sich durch einen ausgepragten Anstieg
PCNA-positiv-gefarbter Hepatozyten an Tag 14 nach PBL zeigt. Somit zeigt die spé-
te Gewichtzunahme des ligierten Leberlappens, die an Tag 14 nachgewiesen wer-
den konnte, dass die Zellproliferation signifikant dem apoptotischen und nekroti-
schen Zelltod Uberwiegt. Letztlich kdnnen diese Ergebnisse die klinischen Befunde,
die zeigen, dass Tumoren innerhalb des ligierten Leberlappens nicht notwendiger-
weise schrumpfen, sondern eine Zunahme an Grol3e zeigen, erklaren. (vgl. Broering
DC et al. [2002], pp 905-913; Kokudo N et al. [2001], pp 267-272)

Dies kann trotz signifikanter Apoptose und Nekrose auftreten. Insgesamt konnten
wir innerhalb der ersten sieben Tage einen initialen hypoxischen Schaden nach PBL
mit hauptséchlicher Nekrose zeigen. Die spatere Phase des Remodellings zeigte
immer noch einige Apoptosen, jedoch berwog die Zellproliferation mit einem Uber
zehnfachen Anstieg der PCNA-positiven Nuklei von Tag sieben zu Tag 14. Auf
Grund dessen kénnen wir davon ausgehen, dass ein TU im gleichen Leberlappen
wohl initial nach PBL auf diese Weise geschadigt wiirde (obwohl die meisten Tumo-
ren durchaus gegen Hypoxie widerstandsfahig sind), allerdings wahrend der spéate-
ren Phase gesteigerte Proliferation zeigen wiirde.
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4.2.2 Auswirkungen der Pfortaderastligatur auf das Tumorwachstum

4.2.1.1 Makro- und Mikrozirkulation

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass der reduzierte Blutfluss
innerhalb der ersten 14 Tage zu

- einer verzogerten Entwicklung der Gefaf3-/Invasionsfront der Tumoren,
- einer reduzierten Dichte an TU-GefalRen,
- einer signifikanten sinusoidalen Dilatation im Bereich des TU-Randes und

- einer reduzierten funktionellen Kapillardichte in der normalen Leber

fuhrte. Die reaktive HABR, die im ersten Teil der Studie gezeigt werden konnte,
fuhrte dann innerhalb von 21 Tagen zu einem nicht mehr unterschiedlichen TU-
Volumen. Dies zeigen auch klinische Studien (vgl. z.B. Barbaro B et al. [2003], pp
98-102), die einen Monat nach Pfortaderokklusion keinen Unterschied im TU-
Volumen sehen konnten. Die PBL filhrte des Weiteren initial zu einer verstarkten
leukozytéaren Infiltration sowohl im TU als auch in der normalen Leber.

4.2.1.2 Proteinexpression

Die signifikante sinusoidale Dilatation im Bereich des TU-Randes ging mit einer
deutlich gesteigerten VEGF-Expression einher. VEGF ist als Faktor bekannt, der ein
TU-Wachstum beschleunigt (vgl. Xiong ZP et al. [2004], pp 386-390) und ist auch
bei anderen Eingriffen an der Leber, wie z.B. der TACE (vgl. Li X et al. [2004], pp
2878-2882), erhdht. Des Weiteren ging die gesteigerte Proliferation der TU-Zellen
mit einer vermehrten Expression von VEGF, HGF und TGF-a im an den TU angren-
zenden Gewebe einher. Barbaro et al. (vgl. Barbaro B et al. [2003], pp 98-102)
konnten zeigen, dass es zu einer gesteigerten HGF-Expression sowohl im TU-
tragenden Leberlappen als auch in der Restleber nach Pfortaderokklusion kommt.
Ahnliche HGF-Expressionsanderungen konnten auch bei ausgedehnter Hepatekto-
mie und Ischdmie/Reperfusion gezeigt werden (vgl. Baier P et al. [2006], pp 3835-
3840). Dies deckt sich mit den Ergebnissen unserer Studie. Kusaka et al. (vgl. Ku-
saka K et al. [2006], pp 1404-1142) konnten bei der Pfortaderembolisation zeigen,
dass sowohl im okkludierten als auch im nicht-okkludierten Leberlappen die TGF-a-
Expression steigt. In der vorliegenden Studie konnten wir erstmals die TGF-a-
Expressionssteigerung nach PBL nachweisen. Die Expressionssteigerung dieser
Wachstumsfaktoren mag erklaren, dass das TU-Volumen 21 Tage nach PBL im
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Vergleich zu den Kontrollen nicht mehr signifikant reduziert war (vgl. Barbaro B et al.
[2003], pp 98-102).

4.2.1.3 Tumorvolumen und Lebergewicht

Durch die PBL wurde das TU-Volumen nach 14 Tagen signifikant auf <20% der
Kontrolltumoren reduziert. Im Einklang mit einer gesteigerten Proliferation der TU-
Zellen und einer gesteigerten Expression von Wachstumsfaktoren war das TU-
Volumen 21 Tage nach PBL im Vergleich zu den Kontrollen nicht mehr signifikant
reduziert. Gleichzeitig kam es zu einer Hypertrophie der Restleber (vgl. Beal IK et al.
[2006], pp 473-478). Diese ist nach Elias et al. (vgl. Elias D et al. [1999], pp 784-
788) langsamer als das TU-Wachstum in einem Zeitraum von 34 Tagen. Barbaro et
al. konnten in der Wachstumsgeschwindigkeit von TU und Restleber hingegen kei-
nen Unterschied feststellen (vgl. Barbaro B et al. [2003], pp 98-102).

4.2.1.4 Apoptotischer und nekrotischer Zelltod

Interessanterweise bewirkte die PBL nach 14 Tagen eine im Vergleich zu den Kon-
trollen hoch signifikant gesteigerte Apoptoserate von sowohl TU-Zellen als auch
Hepatozyten. Dies deckt sich mit Ergebnissen von Helling et al. (vgl. Helling TS et
al. [1999], pp 70-78), die eine gesteigerte Apoptoserate nach transienter Okklusion
der LebergefalRe im Schweinmodell zeigen konnten. Die Rate an Peritonealkarzino-
se und Lungenmetastasen wurde durch die PBL nicht beeinflusst.

4.2.1.5 Zellproliferation

Interessanterweise bewirkte die PBL nach 14 Tagen eine im Vergleich zu den Kon-
trollen hoch signifikant gesteigerte Proliferationsrate von sowohl TU-Zellen als auch
Hepatozyten. Dies mag zusammen mit einer gesteigerten Expression von Wachs-
tumsfaktoren erklaren, dass das TU-Volumen 21 Tage nach PBL im Vergleich zu
den Kontrollen nicht mehr signifikant reduziert ist.

4.2.1.6 Zusammenfassung

Nach PBL induziert die Regeneration der initial atrophierten Leber im Verlauf eine
gesteigerte Angiogenese, welche das initial stark verzogerte Wachstum kolorektaler
Lebermetastasen kompensatorisch beschleunigt. Ursachlich hierfir ist wohl der
Umbau der Mikrozirkulation im Zusammenhang mit einer gesteigerten Proliferation
sowohl in der Leber als auch in den Metastasen.
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4.3 Schlussfolgerung

Somit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass die PBL initial ein mikrozirku-
latorisches Versagen und eine Gewebehypoxie im portalblutentzogenen Leberlap-
pen induziert. Dies ist mit einer HABR verbunden, die eine Arterialisierung mit Nor-
malisierung der Gewebeoxygenierung, eNOS-Expression und mikrovaskuldrem
Umbau zur Folge hat. Die friihe mikrozirkulatorische Dysfunktion muss als Grund fir
die Leberatrophie angesehen werden, wahrend die anschlieRende Wiederherstel-
lung der mikrovaskuléaren Perfusion wahrscheinlich den Trigger der Zellproliferation
darstellt, was sich durch Gewebereparatur und hepatischer Regeneration zeigt.
Nach PBL induziert die Regeneration der initial atrophierten Leber im Verlauf eine
kompensatorisch gesteigerte Angiogenese, welche das initial stark verzdgerte
Wachstum kolorektaler Lebermetastasen kompensatorisch beschleunigt. Ursachlich
hierfir ist wohl der Umbau der Mikrozirkulation im Zusammenhang mit einer gestei-
gerten Proliferation sowohl in der Leber als auch in den Metastasen.

4.4 Perspektive

Diese Studie liefert erstmals detaillierte Informationen Uber die Auswirkungen der
PBL zum einen auf den ligierten Leberlappen und zum anderen auf das TU-
Wachstum im ligierten Leberlappen. Im ligierten Leberlappen bewirkt die PBL nur
initial ein mikrozirkulatorisches Versagen mit Atrophie. Dies ist gefolgt von

- einer Wiederherstellung des hilaren portalen Blutflusses durch eine HABR,
- einem mikrovaskularen Umbau,
- einer parenchymattsen Normoxygenierung und

- einer hepatozellularen Proliferation.

Als Folge dessen zeigt sich bei Betrachtung der Auswirkungen der PBL auf das TU-
Wachstum im ligierten Leberlappen, dass es in der ersten Phase zu einem anfang-
lich reduzierten Wachstum kommt. Im weiteren Zeitverlauf innerhalb von 21 Tagen
wird das TU-Wachstum aber kompensatorisch beschleunigt.

AbschlieRend stellt sich die Frage, ob und inwieweit die PBL fir den klinischen Ge-
brauch geeignet ist. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann man die
PBL als effektive Methode zur Steigerung der Resektionsrate von primér nichtresek-
tablen Lebermetastasen in einem zeitlich begrenzten Rahmen sehen. Ahnliches
konnte auch fir die Pfortaderembolisation gezeigt werden (vgl. Jaeck D et al.
[2004], pp 1037-1051). Elias et al. (vgl. Elias D et al. [2002], pp 294-299) konnten fur
die Pfortaderembolisation zeigen, dass die 5-Jahresliberlebensrate von primar em-
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bolisierten verglichen mit primar operierten Patienten nicht verschieden ist. Um fir
den Patienten ein Benefit zu erzielen, muss der Zeitpunkt der Resektion nach PBL
genau geplant werden. Ferner muss in dem dazwischen liegenden Zeitintervall
engmaschig der Status der TU-GrolRe mittels bildgebenden Verfahren kontrolliert
werden. Im klinischen Alltag wird in der hiesigen Allgemeinchirurgie ein Zeitraum
von maximal vier Wochen gewabhit.

Ferner bestehen noch enorme Mdglichkeiten, die PBL beziehungsweise die Pforta-
derembolisation auch in Kombination mit anderen Verfahren, wie z.B. selektiver
intra-arterieller Chemotherapie (vgl. Selzner N et al. [2006], pp 587-592) oder Kno-
chenmarksstammzellen (vgl. Furst G et al. [2007], pp 171-179), zum Einsatz kom-
men zu lassen.
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9 Anhang



UICC- TNM- DUKES- Definition 5-Jahrestliberlebensrate
Stadium Klassifikation® Klassifikation [%0]
0 Tis No Mo - Carcinoma in situ keine Angabe
la T, No Mo Beschrankung auf Mukosa und Submukosa > 90
A
b T, No Mo Infiltration der Muscularis propria 85
Ts No Mg Infiltration aller Wandschichten
I B 70-80
T, No Mo Uberschreitung der Darmwand
Ty N1 Mg Angrenzende Lymphknoten befallen
11 C 35-65
Ty N3 Mo Entfernte (paraaortale) Lymphknoten befallen
\Y Ty Ny M1 D Fernmetastasen 5

Tab. A.1: Klassifikation und 5-Jahresiiberlebensrate des KRK (T = Tiefe der Tumoaorinfiltration; N = Ausmalf3 der Lymphknotenmetastasierung; M =
Nachweis bzw. Fehlen von Fernmetastasen) (vgl. Herold G et al. [2005], S 419; Lepenies J et al. [2004], S 231; Reichardt P, Schlag PM [2003],
S 646)

1) Zu Erlauterungen zu der TNM-Klassifikation vgl. Tabellen A.2 bis A.3.
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Erlauterungen zur TNM-Klassifikation

T-Einteilung Erlauterung
To Kein Anhalt fiir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T, Tumor infiltriert die Submukosa
T, Tumor infiltriert die Muscularis propria
Ts Serosa durchbrochen
T, Diffuse Infiltration des Organs und/oder
der Umgebung
Ty Primartumor kann nicht beurteilt werden

Tab. A.1: Erlauterungen zur T-Einteilung (Primartumor) (vgl. Largiader F, Metzger U
[1999], S 260; Spieker T [2006], S 9)

N-Einteilung Erlauterung

N Keine regionaren
0 Lymphknotenmetastasen

N Metastasen in 1-3 perikolischen bzw.
! perirektalen Lymphknoten

N Metastasen in 4 oder mehr perikolischen
2 bzw. perirektalen Lymphknoten

N Metastasen in Lymphknoten entlang
3 einem benannten GefalRstamm

N Regionéare Lymphknoten kénnen nicht

beurteilt werden

Tab. A.2: Erlauterungen zur N-Einteilung (regionare Lymphknoten) (vgl. Noéthiger F, Birrer

S[1999], S 563)
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M-Einteilung Erlauterung
Mg Fehlen von Fernmetastasen
M, Nachweis von Fernmetastasen
M, Fernmetastasen konnen nicht beurteilt

werden

Tab. A.3: Erlauterungen zur M-Einteilung (Fernmatastasen) (vgl. Largiader F, Metzger U
[1999], S 260; Spieker T [2006], S 9)
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Fotoseite

mm o0 o >

BALB/c Maus

Situs nach Laparotomie (10x)
Situs nach PBL (10x)

LL vor TU-Implantation (16x)
LL nach TU-Implantation (16x)

Seitenlagerung

G LL-Auslagerung fir IVM
H LL-Auslagerung fur IVM (10x)

I LL-Auslagerung fur IVM mit
Glasauflage (10x)

K Maus unter IVM (Ubersichtsaufnahme)

L  Maus unter IVM (Detailaufnahme)
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Futterzusammensetzung

Diathummer: 1340
Tierart: Ratte/Maus

Diatenart: Standard

Verwendungszweck: Haltungsdiat rohfaserreich

Umsetzbare Energie (berechnet): 2.000,0 Kcal/kg (8,3 MJ/kg)

Rohnéhrstoffe Prozentualer Anteil (Mittelwert)
Asche 6,5
N-freie Extraktstoffe 46,7
Rohfaser 20,0
Rohfett 3,0
Rohprotein 12,5
Wasser 11,3

Tab. A.4: Prozentuale Anteile der Rohnéahrstoffe an der Diat

Mineralstoffe Prozentuale Anteile (Mittelwert)
Calcium 0,90
Kalium 1,00
Magnesium 0,30
Natrium 0,20
Phosphor 0,70

Tab. A.5: Prozentuale Anteile der Mineralstoffe an der Diat



Spurenelemente

Pfortaderastligatur XXX

mg in 1 kg Diat

Eisen
Jod
Kupfer
Mangan

Zink

200,0
0,9
13,0
100,0

70,0

Tab. A.6: mg-Anteile der Spurenelemente an 1kg Diét

Aminosauren

Prozentuale Anteile (Mittelwert)

Arginin
Cystin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

0,65
0,18
0,25
0,50
0,90
0,60
0,25
0,50
0,55
0,15
0,40

0,60

Tab. A.7: Prozentuale Anteile der Aminoséauren an der Diat
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Vitamine Zusatz in 1 kg Diat
Vitamin A 15.000,0 IU
Vitamin E 75,0 mg
Vitamin B1 18,0 mg
Vitamin B6 9,0 mg
Nikotinsaure 36,0 mg
Folsaure 2,0 mg
Cholin 600,0 mg
Vitamin D3 600,0 U
Vitamin K3 3,0 mg
Vitamin B2 12,0 mg
Vitamin B12 24,0 ug
Panthotensaure 21,0 mg
Biotin 60,0 pg
Vitamin C 36,0 mg

Tab. A.8: Vitaminzusatz in 1kg Diat

Quelle:  http://www.altromin.de/altro _ger/Spezifikationen _html/1340.htm
(Zugriff: 14.05.2008)
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