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1. Einfuhrungstheorie

Die praoperative Pfortaderastokklusion wird in der onkologischen Leberchirurgie eingesetzt zur
Induktion einer Hypertrophie des nach Resektion verbleibenden, nicht-okkludierten
Restlebergewebes, wobei der portal-okkludierte Leberanteil atrophiert. Die hamodynamischen und
molekularen Grundlagen dieser VVolumenverschiebung sind noch wenig erforscht. Klinische Daten
legen nahe, dass als unerwinschter Nebeneffekt dieser Prozedur ein starkeres Wachstum von
Tumoren, die im geplanten Resektionsbereich lokalisiert sind, auftritt. Hierdurch kdnnte das

rezidivfreie Uberleben nach der spateren Leberresektion beeintrachtigt sein.

Man kann die Hypothese aufstellen, dass die Pfortaderastembolisation einen massiven Stress in der
Leber auslost, der zur gesteigerten Aktivierung von zelluldren und molekularen Faktoren fihrt,

welche wiederum einen Einfluss auf die Entwicklung des Tumors haben kdnnten.

Die Tumorinvasion und Angiogenese wird sowohl durch intra- und extrazellulare Faktoren der
Tumorzellen, als auch durch solche des umgebenden Wirtsgewebes moduliert. Ziel dieser Arbeit
ist dabei die Untersuchung, ob es im Rahmen der Leberatrophie zu molekularen VVerédnderungen
von Tumorinvasions- und Angiogenesefaktoren im Wirtsgewebe kommt. Hierzu wurde die
Expression der early-growth-response (egr-1), heat-shock-protein-70 (hsp-70) und heme-
oxygenase-1 (hmox-1) im Lebergewebe nach Pfortaderastokklusion in einem Kleintiermodell
untersucht. Zuséatzlich wurde das Plasminogen-Aktivator-Inhibitorsystem, bestehend aus
urokinase-Plasminogen-Aktivator (UPA), seinem zelluldren Rezeptor (UPAR) und seinem Inhibitor
(pai-1), im Pfortaderastokklusionsmodell evaluiert. Alle genannten Faktoren wurden als bedeutsam

im Rahmen der Tumorprogression und Angiogenese charakterisiert.




2. Einleitung

2.1. Das praklinische Modell der Pfortaderastligatur

Die ausgepragte Fahigkeit der Leber zur Regeneration nach einer Schadigung oder einer
Teilentfernung wurde erstmals durch das Modell der partiellen Hepatektomie (PH) an Nagern
bewiesen (Higgins u. Anderson 1931). Dabei wurde 70 % der Leber reseziert. Innerhalb von zwei
Wochen wurde das entfernte Lebergewebe durch die kompensatorische Regeneration ersetzt.
Schalm et al. zeigten 1956 anhand eines Kaninchenmodells, dass die partielle Ligatur sowohl der
Gallengange, als auch der Pfortaderaste zu einer Atrophie des ligierten Anteils und gleichzeitig zu
einer Hypertrophie des kontralateralen, nicht ligierten Anteils der Leber fiihrten. Die Bedeutung
dieser Entdeckung wurde jedoch lange nicht erkannt.

1990 wurde durch Makuuchi et al. eine prdoperative Pfortaderastembolisation (PAE) des mit
einem Tumor befallenen Leberlappens entwickelt mit dem Ziel einer prdoperativen,
kompensatorischen Hypertrophie des kontralateralen, tumorfreien Leberlappens, um dem Risiko
des postoperativen Leberversagens nach der Leberresektion entgegen zu wirken.

Imanalogen Modell der Pfortaderastligatur (PAL) der Ratte kommt es durch die Unterbindung der
Durchblutung eines Pfortaderastes zur Regeneration des nicht ligierten Leberlappens (PAL-nlig)
und zu gleichzeitiger Schrumpfung des ligierten Leberlappens (PAL-lig). Die Atrophie im
okkludierten Areal entsprach einer Reduktion der Lebermasse auf ein Viertel ihres urspringlichen
Ausgangsgewichtes mit entsprechender Regeneration des nicht okkludierten Anteils, wobei sich

diese Volumenverschiebung innerhalb von zwei Wochen abspielt (Mdller et al. 2002 und 2003).

2.2. Klinische Bedeutung der Pfortade rastokklusion

In der onkologischen Chirurgie wird das Potential der Leber, ihr Gesamtvolumen zu regulieren,
genutzt. So kann man beispielsweise beim Menschen relativ problemlos bis zu 60% des
Lebergewebes resezieren, wobei das residuelle Lebergewebe durch Regeneration innerhalb einiger
Wochen bis Monate den Verlust kompensiert (Fausto et al. 1995, Gertsch et al. 1997, Muller et al.
2002, Hillert et al. 2003, Zimmermann et al. 2004, Topaloglu et al. 2005). Im Falle einer




ausgedehnten kritischen Leberresektion, bei der etwa 70-80% des Lebergewebes, also zum
Beispiel beim rechten Leberlappen und das zum linken Leberlappen gehdrende Segment 1V
entfernt werden (Trisegmentektomie rechts), besteht aufgrund des geringen Restlebervolumens ein
hohes Risiko des postoperativen Leberversagens (Broering et al. 2002, Yigitler et al 2003).
Gleichzeitig stellt die chirurgische Entfernung eines malignen Lebertumors wie zum Beispiel das
hepatozellulare Karzinom, das cholangiozellulare Karzinom, oder Lebermetastasen des
kolorektalen Karzinoms die derzeit einzige potentiell-kurative Therapieoption dar. Daher wird
derzeit intensiv an Methoden geforscht, um die Grenzen der Resektibilitat zu verschieben.

Die  prdoperative  Pfortaderastokklusion  (PAO)  durch  radiologisch-interventionelle
Pfortaderastembolisation analog zum Rattenmodell der Pfortaderastligatur ist eine Strategie zur
VergrolRerung des prospektiven Restlebervolumens. Hierbei wird der tumortragende
Leberabschnitt durch Embolisation seiner portalen Aste von der Versorgung mit Pfortaderblut
genommen. Es kommt dann innerhalb von 4 bis 6 Wochen zu einer VergroRerung des nicht-
okkludierten Leberareals. Folgend wird eine Leberteilresektion durchgefiihrt, bei der der portal-
okkludierte Leberanteil entfernt wird (Makuuchi et al. 1990, Azoulay et al. 2000, Chijiiwa et al.
2000, Miyagawa et al. 2001, Broering et al. 2002, Jaeck et al. 2003, Nagano et al. 2004,
Sirichindakul et al. 2005, Shimada et al. 2006). Bei der Beteiligung an der Atrophie und der
kompensatorischen Hypertrophie durch Proliferation der Hepatozyten und Endothelzellen werden

Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone als Mediatoren disk utiert.

2.3. Onkologische Aspekte der Pfortaderastokklusion

Es hat inden letzten Jahrzehnten wiederholt Ansatze tber eine Modulation der Blutversorgung von
Lebertumoren gegeben, um einzelne gulnstige Effekte fir das Wachstumsverhalten zu erzielen. So
wurden sowohl eine Pfortaderastligatur des tumortragenden Leberabschnitts, als auch der
Verschluss der arteriellen Blutversorgung zur Palliation evaluiert. Bei den Ansdtzen ist
gemeinsam, dass keine durchschlagende Wirksamkeit nachgewiesen werden konnte (Kanematsu et
al. 1984). Der arterielle Verschluss findet in Form der Chemoembolisation beim hepatozelluldarem

Karzinom immer noch Anwendung. Als Ursache fur die weitgehende Ineffektivitat beider Ansétze




wird die Tatsache diskutiert, dass Lebertumore sowohl arteriell, als auch portal perfundiert werden,
und der Ausfall einer Komponente durch das jeweils verbleibende System kompensiert werden
kann (Nagino et al. 1998, Denys et al. 2000).

Das Leberparenchym wird sowohl vom sauerstoffreichen arteriellen Blut, als auch vom portalen
Blut gemischt perfundiert. Die in der Leber befindlichen Tumore sind von der Durchblutung des
Organs abhdngig, wobei die Bedeutung der einzelnen Durchblutungskomponenten in der
Entwicklung des Tumors zunimmt. Mikrometastasen beispielsweise wachsen bis zum Erreichen
einer bestimmten GroRRe. lhre Versorgung erfolgt aus dem umgebenen Gewebe durch Diffusion.
Mit weiterer GroRenzunahme des Tumors im Lebergewebe dndert sich auch die Versorgung.
Grolere Tumore bilden ihre eigenen Gefalle aus, so dass ihr Zentrum hauptsachlich arteriell
versorgt wird, wahrend ihre Peripherie Uber ein kapillares Netzwerk mit dem sinusoidalen System
der Leber kommuniziert. Demnach ist die Peripherie solider Tumore der Leber sowohl von der
arteriellen als auch von der portalen Blutversorgung abhéngig (Takeda et al. 2002, Mareel et al.
2002).

Mehrere  klinische Daten legen nahe, dass als unerwinschter Nebeneffekt der
Pfortaderastokklusion ein starkeres Wachstum von Tumoren durch bisher unbekannte biologischen
Faktoren im geplanten Resektionsbereich auftreten kdnnte. In einer klinischen Studie konnte
gesagt werden, dass es bei ca. 32% der Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen nach einer
Pfortaderastembolisation zu einem beschleunigten Wachstum der lokalisierten Metastasen von
223+/- 89 ml auf 270+/- 97 ml innerhalb von drei Wochen in portalen okkludierten Leberarealen
gekommen ist. Zusétzlich kam es bei dieser Patientengruppe zu einem hdheren Ki-67-labeling-
Index, sowie zu verkirzten tumorrezidivfreien Intervallen. Damit kdnnte das rezidivfreie
Uberleben nach der spateren Leberresektion beeintrachtigt werden (Kokudo et al. 2001). Dartiber
hinaus wurde beobachtet, dass es nach Pfortaderastembolisation bei Patienten mit hepatozellularem
Karzinom zu einer erhdhten Fernmetastasierungsrate kam (Wakabayashi et al. 2001). Ebenso
wurde in einer anderen Studie berichtet, dass 37% der Patienten mit Lebermetastasen eines
kolorektalen Karzinoms, hauptséchlich wegen des Tumorprogresses, nicht mehr reseziert werden

konnten (Azoulay et al. 2000). Eine weitere Serie von 87 Patienten mit hepatozellularem und




cholangiozellularem Karzinom, sowie Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms, die
praoperativ einer Pfortaderastokklusion unterzogen wurden zeigte, dass 27 Patienten (31%) nicht
mehr reseziert werden konnten (Muller et al. 2003).

Diese Daten deuten darauf hin, dass durch eine Pfortaderastokklusion die Tumorerkrankung
unglnstig beeinflusst wird, wobei die genauen Mechanismen derzeit noch unbekannt sind.
Diskutiert werden in diesem Zusammenhang eine kompensatorische arterielle Hyperperfusion, von
der der Tumor letztlich profitiert, sowie der Einfluss von Wachstumsfaktoren und Zytokinen,
welche im Rahmen einer Pfortaderastokklusion und der kompensatorischen Regeneration

freigesetzt werden.

2.4. Molekulare Steuerung der Leberatrophie nach Pfortaderastokklusion

Die molekulare Steuerung der Leberatrophie im portal okkludierten Leberanteil nach einer
Pfortaderastokklusion ist bislang unvollstdndig erforscht. Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass es im Modell der Pfortaderligatur der Ratte sowohl im atrophierten, als auch im
regenerierten Leberanteil zu einer vergleichbaren ,immediate-early-response®, also dem
molekularen Priming kommt. Wobei einige der im Rahmen der Regeneration als bedeutsam
erachtete molekularen Priming-Mechanismen, z. B. die Induktion von Interleukin-6 (II-6), ist
demnach nicht spezifisch fur die Regeneration (Starkel et al. 1999).

Wéhrend der Regression durch Atrophie im ligierten Lebergewebe des PAL-Modells wurden
mikroskopisch durch HE-Farbung Apoptosen und nekrotische Arealen nachgewiesen. Diese
nekrotischen Areale verliefen erst zentrolobuldr, spater denn lobular in fast allen Acini.
Interessanterweise behélt der ligierte Leberanteil seine spezifische Architektur als Zeichen einer
physiologischen Anpassung der Leber mit den neuen hdamodynamischen Verdnderungen bei

(Mller et al. 2002).

2.5. Hamodynamische Verande rungen nach Pfortaderastligatur und partieller Hepatektomie
Die verdnderte Hamodynamik und das chirurgische Trauma wurden als mdgliche auslosende

Faktoren bzw. Triggermechanismen fir die Leberregeneration und Atrophie diskutiert (Niiya etal.




1999, Sato et al. 1999). Sowohl nach einer partiellen Hepatektomie, als auch nach einer
Pfortaderastligatur, wurde ein Anstieg des Pfortaderflusses vom ersten bis zum siebten Tag
postoperativ in der Restleber bzw. im nicht- ligierten Anteil gemessen (Kanematsu et al. 1985, Lee
et al. 1987, Yamamoto et al. 1992). Dieser wird offenbar durch eine massive Reduktion des
portalen GefaBwiderstandes in der verhdltnismalig hyperperfundierten Leber und durch eine
Dilatation der sinusoidalen Strombahn ermdglicht. Ein Indiz fur erhthten Druck und Scherkrafte
nach 70% Hepatektomie zeigt sich anhand charakteristischer morphologischer Veranderungen des
Lebergewebes. Neben erweiterten Sinusoiden wurden 6dematts geschwollene Hepatozyten
gefunden (Morsiani et al. 1998).

Somit wirken vermutlich vermehrt Druck- und Scherkrafte auf das relativ starker perfundierte
Restleberareal. Dies konnte ein mdglicher Stimulus far die Initialisierung von
Regenerationsprozessen sein. Zusammengenommen legen diese Ergebnisse die Einwirkung vom
bedeutsamen hdmodynamischen Einfluss auf das residuelle Lebergewebe nahe. Dieser Einfluss ist

jedoch noch nicht hinreichend auf zellularer und molekularer Ebene erforscht.

2.6. Systemische Auswirkungen der Pfortaderastligatur und partiellen Hepatektomie

Der Parenchymverlust und die verdnderte Expression von Funktionsproteinen nach ausgedehnter
Leberteilresektion gefédhrden das Vermdgen der Leber, die metabolische Homdostase aufrecht zu
erhalten (Ito et al. 1991, Makuuchi et al. 1990, Milland et al. 1990, Okochi et al. 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass die prdoperative Durchfiihrung einer Pfortaderastokklusion durch
Embolisation oder Ligatur eine Hypertrophie des zukiinftigen Restlebervolumens induziert, und
somit einen geeigneten Mechanismus darstellt, um einem postoperativen Leberversagen entgegen
zu wirken. Klinische und expermentielle Studien deuten darauf hin, dass die Gesamtleberfunktion
nach einer PAL oder PAE in der Regel stabil bleibt (Kubo et al. 2002, Tanaka et al. 1994, Uesaka
et al. 1996).

Dabei ist noch nicht vollstandig geklart, wie die Aufgaben zwischen dem hypertrophierenden und
dematrophierenden Teil der Leber verteilt sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass die schnelle

regenerative Antwort in den nicht ligierten Lappen nach der PAL der Ratte mit einem Abfall der
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Transkription von Leberfunktionsproteinen verbunden ist (Urayama et al. 1999). Deswegen kdnnte
man spekulieren, dass die dennoch gute Vertraglichkeit von einer PAL oder PAE in der Klinik
durch die persistierende Leberfunktion des ligierten Lappens zustande kommt. Allerdings weif3
man, dass die portale Deprivation in der Ratte zu einer progressiven Destruktion des betroffenen
Lebergewebes durch Nekrose und Apoptose fihrt. Zusammengenommen legt dies nahe, dass der
portale ligierten Lappen grolem Stress ausgesetzt ist, der mdglicherweise die Leberfunktion

beeinflusst.

2.7. Charakterisierung der in der Arbeit untersuchten Faktoren

2.7.1. Early-growth-response-1 (egr-1)

Egr-1 ist ein Transkriptionsfaktor der Zinkfinger-Klasse. Er wurde erstmals 1987 isoliert und ist
auch als Krox-24 bekannt (Milbrandt et al. 1987). Das humane egr-1 besteht aus 533 Aminosauren
und liegt auf Chromosom 5g23-31 (Nguyen H. Q. et al. 1993, Marsh et al. 1999). Aufgrund seiner
raschen Induktion in zahlreichen Zelltypen nach Wachstums-, Differenzierungs- und
Apoptosereizen ist es als ein Immediate-Early-Gen (IEG) charakterisiert (Gashler et al. 1993,
Kilbourne et al. 1995, Sukhatme et al. 1988).

Das egr-1-Protein bindet an spezifischen GC-reichen Sequenzen in der Promotor-Region von
vielen Genen, um deren Expression zu regulieren (Huang et al. 1995). Die bekanntesten Zielgene
des Transkriptionsfaktors sind Ketten des platelet-derived growth factor (PDGF),
Tumornekrosefaktor TNF-a, Fas, FasL, p53 oder der vascular endothelial growth factor (Gashler et
al. 1995, Khachigian et al. 1997, Silverman et al. 1999). Der Transkriptionsfaktor egr-1 spielt eine
wichtige Rolle bei der Angiogenese (Khachigian et al. 2004, Wilson et al. 2006). Nach einer
partiellen Hepatektomie konnte ein Anstieg der egr-1- Expression zusammen mit anderen 1EG wie
c-myc, c-jun, c-fos beobachtet werden (Haber et al. 1993, Li et al. 2001, Peng et al. 1999). In
Studien an einigen Modellen wurde eine Aktivierung von egr-1 durch Barotraumen und

mechanische Belastungen festgestellt (Morawietz et al. 1999, Niiya et al. 1999, Sato et al. 1999).
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2.7.2. Heme oxygenase-1 (hmox-1)

Heme oxygenase-1 (hmox-1) ist ein membrangebundenes, 32kD groRes Protein, das bei
Séugetieren ubiquitdr im Gewebe verteilt ist. Extrem wird er durch verschiedene Stressoren, wie
z.B. Hypoxie, Hyperoxie, inflammatorische Zytokine, Endotoxin, Him, Hyperthermie, portale
Hypertension sowie Transforming growth factor Bl (TGF-B1), Platelet-derived growth factor
(PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) und
NO hochreguliert (Applegate et al. 1991, Rizzardini et al. 1993, Choi et al. 1996, Morse et al.
2002). Neben seinem proangiogenetischen Effekt iibt hmox-1 antioxidative, antiinflammatorische,
antifibrotische und antiapoptotische Wirkung aus.

In der Angiogenese spielt hmox-1 eine bedeutende Rolle, wobei seine Uberexpression die
Proliferation von Endothelzellen unterstiitzt (Deramaudt et al. 1998, Nishie et al. 1999). In einer
Studie wurde bestatigt, dass die hmox-1 eine geordnete Rolle zur Erhaltung der hepatischen
Perfusion nach Gefallschaden durch Trauma oder Ischdmie z.B. nach einer PAE spielt (Nie et al.
2002).

In der Tumorbiologie wurde eine Korrelation zwischen hmox-1 und Tumorwachstum von
mehreren Autoren beschrieben. Es wurde gezeigt, dass in humanen Adenokarzinomen die hmox-1
mRNA Expression erhdht ist, und dass die Uberexpression das Tumorwachstum fordert (Goodman
et al. 1997). Eine weitere Studie beschreibt ebenfalls, dass die Aktivitdt der hmox-1 in
Pankreaskarzinomen deutlich erhoht ist, und seine Inhibition das Tumorwachstum senkt
(Sunamura et al. 2003). Durch eine Reduzierung der hmox-1 Aktivitit konnte die
Tumorprogression von Ratten-Hepatomen nachgewiesen werden (Tanaka et al. 2003). Das
Entstehen oxidativer Substanzen wéhrend einer chemotherapeutischen Behandlung fiihrt zu einer
Steigerung der Expression von hmox-1. Hierbei fiihrt eine gezielte Inhibition von hmox-1 zu einem
besseren Ansprechen auf eine Chemotherapie (Berberat et al. 2005, Fang et al. 2004). Die
Hemmung der hmox-1 mit Zink Protoporphyrin (ZnPP IX) kdnnte eine inhibierende Wirkung auf
die Neuvaskularisierung im Tumorgewebe haben (Liu et al. 1998, Willis et al. 1996). AuRerdem
dokumentieren experimentelle Beweise, dass hmox-1 einen positiven Effekt in der neoplastischen

und nicht-neoplastischen zellularen Migration hat (Sunamura et al. 2003).
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In Fibroblasten konnte durch seine Uberexpression TNF-o induziert werden und die durch CO
modulierte Apoptose verhindert werden (Kim et al. 2006). Eine Uberexpression der hmox-1
verhindert zudem eine TNF-a vermittelte Apoptose (Terry et al. 1998, Chen et al. 2004, Tanaka et
al. 2003). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass das Enzym H&moxygenase-1 die

Angiogenese durch Induktion der VEGF-Synthese fordert (Dulak et al. 2002, Loboda et al. 2005).

2.7.3. Heat shock protein (hsp-70)

Hsp-70 ist eines der Hitzeschockproteine, die bei zellularem Stress durch Hyperphosphorylierung
und Trimerisierung gebildet werden (Morimoto et al. 1992, Angelidis et al. 1991). Die
Hitzeschockproteine gehdren zu den hochkonservierten Proteinen. Hinsichtlich ihrer Struktur und
Funktion werden sie als molekulare Chaperone bezeichnet (Lindquist et al. 1988, Arrigo et al.
1998, Ellis et al. 1996). Sie umfassen mehrere Familien mit unterschiedlichem Molekulargewicht.
Das hsp-70 hat zytoprotektive Aktivitat und ist empfindlich u. a. gegeniber Hitze, verschiedenen
Zytostatika, Bestrahlung und oxidativem Stress (Jaattela et al. 1999). Heat shock protein-70
enthalt drei fur die Chaperonaktivitat wichtige funktionelle Strukturen: Eine ATPase-Domane, eine
Substrat-bindende Doméne und ein C-terminales EEVD-Motiv, das die ATPase-Aktivitat, die
Substratbindung und die Wechselwirkung mit Cochaperonen reguliert (Bukau and Horwich 1998,
Freeman et al. 1995). Unter Normalbedingungen hemmen hsp-70-Chaperone die Aggregation und
unterstitzen die Faltung und Zusammensetzung von Polypeptiden. Das Heat shock protein-70
kann die Aggregation von denaturierten Proteinen hemmen und ihre Rickfaltung unterstitzen.
Experimentielle Studien bewiesen, dass hsp-70 bei der Invasion vieler Tumore, einschliel3lich des
hepatozellularen Karzinoms eine bedeutende Rolle spielt. Es ist oft in menschlichen Tumoren
Uberexprimiert. Bei vielen Tumorpatienten (einschlieBlich Kolonkarzinompatienten) geht die
Expression von hsp-70 mit einer schlechten Prognose und einem erhthten Widerstand des Tumors
zur Chemotherapie und Bestrahlung einher (Nollen et al. 1999, Rashimi et al. 2004, Nylandsted et
al. 2002). Rashmi et al. 2004 haben gezeigt, dass die Blockierung des hsp-70 in den Zellen des
Kolonkarzinoms die Empfindlichkeit zu Chemotherapie erhdht. Das hsp-70 besitzt eine starke

zytoprotektive Funktion, auRerdem fiihrt eine Uberexpression dieses Proteins zur Verringerung der
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Apoptose. Die Uberexpression kann durch eine Vielzahl an Stimuli ausgelost werden, wie z.B.
Hyperthermie, oxidativer Stress, Inhibtion wvon Tyrosinkinasen und diverse zytotoxische
Substanzen (Parcellier et al. 2003). Andere Arbeiten konnten zeigen, dass hsp-70 mit pro-
apoptotischen Proteinen wie c-myc, p53 oder Bcl-2 interacting protein-1 (Bag-1) interagiert, so

dass es die Apoptose-Kaskade an vielen Stellen blockieren kann (Garrido et al. 2001).

2.7.4. Das Plasminogen-Aktivator-Inhibitorsystem

Das Plasminogen-Aktivator-Inhibitorsystem besteht aus dem Plasminogenaktivator vom
Urokinase-Typ (uPA), seinem physiologischen Inhibitor (pai-1), Gewebeaktivator von
Plasminogen (t-PA) und dem Urokinase-Rezeptor uPAR. Durch Aktivierung des Plasmins aus
seiner inaktiven Form (Plasminogen) an der Zelloberfliche, zeigt dieses System eine verstirkte
proteolytische Aktivitat (Ellis et al. 1991). Die klassische Rolle des Plasmins ist der Fibrinabbau,
somit Ubt er eine antithrombotische, fibrinolytische Wirkung aus. Auflerdem kann Plasmin
zahlreiche extrazelluldre Matrixproteine abbauen, in dem es abbauende Proteasen aktiviert.

Diese proteolytische Aktivitdt kdnnen Tumorzellen aus ihrem Verband ausldsen und an andere
Orte im Organismus ausstreuen, um dort Metastasen zu bilden (Andreasen et al. 2000). In
mehreren Studien konnten Hinweise auf eine Aktivierung dieses Enzymsystems bei der
Tumorprogression, speziell durch die tumorbedingte Expression des Urokinasesystems erbracht
werden (Allgayer et al. 1995, Blasi et al. 1988, Blasi et al. 1993, Blasi et al. 1997, Pappot et al.
1995, Dano et al. 1985, Dano et al. 1994).

Fir die Behandlung zahlreicher Tumore z.B. Mammakarzinom, Hepatozelluldrekarzinom,
Bronchialkarzinom, Kolorektalkarzinom und Magenkarzinom hat die Bestimmung von uPA und
pai-1 eine prognostische Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen von
uPA und/oder pai-1 im Primartumor mit einem erhdhten Metastasierungsrisiko und einem kiirzeren
Gesamtlberleben einhergehen. (De Petro et al. 1998, Janicke et al. 2001, Konno et al. 2001,
Salden et al. 2000, Kaneko et al. 2003).
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2.7.4.1. Urokinase-type plasminogen activator (UPA)

Der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) ist eine Serinprotease, die u. a. von
Hepatozyten, Tumorzellen und Hamatopoesezellen gebildet wird (Wilson et al. 1983, Wilson and
Francis 1987). Das uP A-Molekl weist in seiner Sequenz eine dem epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF) homologe Region auf. Die Aktivierung kann z.B. durch Kallikrein, Thermolysin, Trypsin,
aber auch durch Plasmin selbst erfolgen. Die Uberfihrung in die aktive Form erfolgt durch
hydrolytische Spaltung einer Peptidbindung (UPAR), wodurch die zweikettige Form von uPA
entsteht. Seine Hauptaufgabe ist die zellassoziierte, perizellulare Hydrolyse uPA-Rezeptor
exprimierender Zellen. Es spielt dadurch eine entscheidende Rolle bei Vorgangen der
Tumorinvasion und der Wundheilung (Andreasen et al. 1990, Dano et al. 1985, Pollanen et al.

1991).

2.7.4.2. Urokinase plasminogen activator receptor (UPAR)

Der Urokinase plasminogen activator receptor (UPAR) ist ein Glykoprotein aus 313 Aminosauren
und einem MG von 55-60 kD (Roldan et al. 1990). An seiner Bindungsstelle kann er sowohl pro-
uPA, als auch uPA binden, um Plasminogen in enzymatisch aktives Plasmin umzuwandeln. An
UPAR gebundenes uPA konnen auch die Plasminogenaktivator-Inhibitoren (pai-1) binden und
dessen Wirkung durch Bildung des uPA-uP AR-pai-1-Komlexes beenden (Andreasen et al. 1990,
Dano et al. 1985, Cubellis et al. 1990).

2.7.4.3. Plasminogen activator-inhibitor (pai-1)

Der Plasminogen activator-inhibitor-1 (pai-1) ist ein aus 379 Aminosauren bestehendes einkettiges
Glykoprotein mit einem MG von 52 kD. Er wird u. a. von Endothelzellen, Hepatozyten und vielen
Tumorzellen produziert und besitzt eine grofRe Verteilung im Gewebe (Loskutoff et al. 1989).
Seine physiologische Funktion besteht hauptséachlich in der Inhibition der Plasminogen-
Aktivatoren t-PA (tissue plasminogen activator) und u-PA (urokinase plasminogen activator).
Somit nimmt er eine zentrale Funktion in der Regulation der Formation stabiler Thromben ein.

Durch die direkte Bindung an Vitronektin kann pai-1 stabilisiert werden, wobei seine
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Halbwertszeit dadurch um das 2- bis 4-fache verlangert wird. Die Wirkung von Vitronektin kann
durch Integrine unterbunden werden. Die Balance zwischen dem uPAR/Integrin-Gehalt einer
Tumorzelle auf der einen und dem pai-1-Gehalt auf der anderen Seite scheint fir eine kontrollierte
Anheftung bzw. Loslosung der Zelle von der extrazellularen Matrix und deren Migration
verantwortlich zu sein (Loskutoff et al. 1999).

Einige Studien zeigten, dass pai-1 bei der Vaskularisierung von Tumoren aber auch bei der
physiologischen Angiogenese, z.B. in der Retina eine essentielle Rolle spielt (Lambert et al. 2001).
Dariber hinaus zeigten andere Studien, dass die Expression von pai-1 bei der Regulation der
Zellmigration sowie der Tumormetastasierung und -Angiogenese erhdht ist (Lijnen und Collen
1988, Kohler und Grant 2000).

Vermutlich wird auch eine pai-1-Induktion durch oxidativen Stress ausgeldst (Cheng et al. 1996).

2.8. Entwicklung der Fragestellung

Die molekulare Steuerung der Leberatrophie ist derzeit noch unzureichend untersucht. Gleichwohl
stellt die Atrophie eine adaptive Leistung des Lebergewebes dar, welches einer komplexen
molekularen und zelluldaren Steuerung unterliegtt Es wird vermutet, dass nach der
Pfortaderastembolisation das Tumorgewebe tberwiegend arteriell versorgt wird. Dad urch kdnnte
die kompensatorische Erhohung der arteriellen Perfusion zu erhdhtem Tumorwachstum fuhren.
Eine Korrelation zwischen Ausmall der Parenchymhypertrophie und der Tumorprogredienz liel3
sich bisher nicht bestétigen.

Der Rand zwischen Tumor und Lebergewebe wird durch lokale Anderungen wie Entziindung,
Fibrogenese und Angiogenese gekennzeichnet. Aulerdem zeigten morphologische Studien
Kommunikationen zwischen hepatischer Sinusoide und den peripheren Tumorgefden als eine
allgemeine Eigenschaft, sogar in den groBen soliden Tumoren. Nach der Ligatur des
Portalzustroms durch eine PAE oder eine PAL, wird eine Atrophie im Lebergewebe induziert,
vermutlich resultierend aus milder Hypoxie und metabolischem Entzug. Wir vermuten, dass das
beobachtete Tumorwachstum nach der Pfortaderastligatur durch Interaktionen zwischen

Tumorrand und lokalem Stress-Response begiinstigt wird. Da die Pfortaderastokklusion in der
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Klinik bei Tumorpatienten angewendet wird, erscheint die Erfassung der molekularen Vorgange
bei einer Leberatrophie besonders gerechtfertigt. Aufgrund der oben dargestellten Beziehung
zwischen Lebertumoren und Pfortaderperfusion ist es theoretisch méglich, dass eine Okklusion der
Pfortaderdurchblutung direkt oder indirekt Uber wverschiedene molekulare Mechanismen das

Tumorwachstum und die Invasion oder die Neoangiogenese beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit ist deswegen die Aktivierung verschiedener hepatischer Faktoren unter
dem Einfluss chirurgischer Traumata wie Scheinoperation (SO), sowie Leberregeneration und -
atrophie am Modell der partiellen Hepatektomie (PH) und der Pfortaderastligatur (PAL) als
alternative Methode der klinischen Pfortaderastokklusion untersucht worden. Es sind insbesondere
solche Faktoren geprift worden, die eine Rolle bei der Leberregeneration spielen, oder die als
Stress-Response vermutet werden. Auch Faktoren, die bekanntermaflen Tumorwachstum und -
Invasion begunstigen wurden untersucht.

Das Ziel dieser Studie ist die molekulare Antwort der Hepatozyten nach Pfortaderastligatur zu

untersuchen, um festzustellen,

e 0b die Pfortaderastligatur zur gesteigerten Induktion der Genexpression der obengenanten
Stress-Response im ligierten Lappen fihrt.

e 0b diese Faktoren fir die Leberatrophie nach der Pfortaderastembolisation spezifisch sind.

e 0b es einen Zusammenhang zwischen der Expression dieser Faktoren und den
chirurgischen Traumen gibt.

e ob die Verteilungsmuster dieser Faktoren im Verlauf der Regenerations- und
Atrophiephasen eine Aussage Uber die portalen hamodynamischen Verédnderungen nach der
PAL erlauben.

e und ob es Hinweise Uber mdgliche Beteiligungen anderer Stressoren mit &hnlichen

molekularen Antworten gibt.




2.9. Experimenteller Ansatz

Zur Analyse des individuellen Einflusses der Leberatrophie auf die Expression der Faktoren egr-1,
hmox-1, hsp-70, pai-1, u-PA, und uP AR wurden experimentelle Vergleichversuche gewahlt, indem
wir auf mRNA-Ebene die hepatische Expression dieser Faktoren zu definierten Zeitpunkten
postoperativ (3, 6, 12, 24, 48, 96, 192 Stunden und 2 Wochen) untersuchten. Als Modelle wurden
Pfortaderastligatur, partielle Hepatektomie und Scheinoperation verwendet, um sowohl
Leberatrophie bzw. Leberregeneration ohne akuten Parenchymverlust (Modell der
Pfortaderastligatur PAL) und Leberregeneration mit akutem Parenchymverlust (Modell der
partiellen Hepatektomie PH), sowie den chirurgischen Stress als physiologische Einflussgrofien
modellhaft abzubilden (Modell der Scheinoperation SO). Die Operationen wurden an Wistar-
Ratten durchgeflhrt. Vergleichende Genexpressionsanalysen im Lebergewebe erfolgten mit RT-

PCR und Northern-Blot-Hybridisierung.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien:

Nylon Hybond®-N+Nukleinséure-Transfermembran: Amersham Biosciences UK
Limited (Little Chalfont, GB).

ABI Prism® Big Dye™ Terminator Kit: Applied Biosystem (Foster City, CA, USA).
Aqua ad injectabilia: BaxterGmbH (UnterschlieBheim, Deutschland).

NuSieve® 3:1 Agarose: BMA (Rockland, ME, USA).

DAKO® Biotin Blocking System, Livamisol: DAKO Corporation(Carpinteria, CA,
USA).

Sodium Salt Citrat (SSC), TrisBrot-EDTA (TBE)-Puffer: Gibco BRL (Life
Technologies, Paisly, Schottland).

Ethanol 70%, Ethidiumbromid, Natriumchlorid, Trinatriumcitrat, Natronlauge,
Salzsaure: Merck (Darmstadt, Deutschland).

QIAquick Spin PCR Purification Kit, Rneasy Midi Kit: Qiagen (Hilden, Deutschland).
1st strand cNDA Synthesis Kit for RT-PCR Nukleotide Mix, Tag DNA-Polymerase und
dazugehorige Reaktionspuffer, Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb, DIG Wash- und
Blockierungspuffer- Set, Anti Digoxigenin AP conugate, Fab- Fragmente, CDP-Star™
ready to use: Roche diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland).

R-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, Diethylpyrocarbonat (DEPC),
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA), Tris-EDTA, Ficoll, Formaldhyd, Formamid, 3-N-
[Morpholino]propanesulfonic acid (MOPS), Natriumacetat, Phospate buffered saline
(PBS), Wasser: Sigma (Taufkirchen, Deutschland).

Vectastain "ABC-AP Kit (Alkaline Phosphatase Mouse 1gG, AK-5002, Alkalische
Phosphatase Kit I: Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).
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3.1.2. Lésungen und Puffer

2% Agarosegel 5 g Agarose
+ 250 ml 1 fach TBE-Buffer
+ 10 pl Ethidiumbromid

1% Agarosegel 29 Agarose ( steriler 500 Erlmeyerkolben)
+ 176 ml RNase free H20
+ 20 ml Formaldehyd
+ 24 ml 10 fach RB
+ 5ul Ethidiumbromid

10 x RB (running buffer) 40 g MOPS (200 mM)
+ 25 ml Natriumacetat (50 mM)
+ 20 ml 0,5 M EDTA (10 mM)
+ 1000 ml RNase free H20
+ NaOH bei phvon7,0

+ Dunkellagerung bei 4°

1,33 x sample buffer 500 I deionisiertes Formamid
+ 169 ul Formaldehyd
+ 100 p10 fachRB
+ Dunkellagerung bei -20°

5 x RNA- loading buffer 5ml 10 x RB
+ 3 ml RNase free H20
+ 1,5 g Ficoll 400

+ 10 mg Bromphenolblau
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20 x SSC

2 x washing buffer

0,5 x washing puffer

detection buffer

blocking solution

3.1.3. Primer:

1- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

2- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

3 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat

RNase free H20

0,25 g SDS
25 ml 20 x SSC
250 Agua dest.

0,25 g SDS
6,25 ml 20 fach SSC
250 ml Aqua dest.

5 ml detection buffer
50 ml Aqua dest.

15 ml blocking solution
13,5 maleic acid buffer

150 ml Aqua dest.

egr-1, Ratte
5’AACACTTTGTGGCCTGAACC’3
5’AGGTCTCCCTGTTGTTGTGG’3

hmox-1, Ratte
5’TCAGGTGTCCAGAGAAGGCT 3¢
5’AGGTAGCGGGTATATGCGTG 3¢
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3- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

4- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

5- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

6- Zielgen:
Sequenz Sense Primer

Sequenz Antisense Primer

3.2. Tiere

Die Operationen erfolgten an insgesamt 136 mannlichen Wisttar-Ratten in einem Alter von 2-3
Monaten und einem Gewicht von 200-250 Gramm. Die Versuchstiere wurden von Charles River
Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Ganz besonders wurden alle Experimente unter
Beachtung der geltenden Richtlinien fir die Haltung und die Behandlung von Labortieren
durchgefuhrt. Die Versuche wurden zuvor von der Tierschutzkommission der Behorde fir Arbeit,
Gesundheit und Soziales der Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt. Die Tiere hatten wahrend
des gesamten Verfahrens freien Zugang zu Wasser und Ratten/Méuse- Standardnahrung. Ebenso

wurden sie in klimatisierten Rdumen unter einem konstanten 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus

gehalten.

hsp70, Ratte
5’CACAAGAAGGACATCAGCCA 3°
5’TGATGCTCTTGTTCAGGTCG 3°

pai-1, Ratte
5’TGAGATCAGTACTGCGGACG 3°
5’GAGGGGCACATCTTTTTCAA 3°

UPAR, Ratte
5’GAAGGACGAACCCTACACCA 3¢
5’CAGGGAGGCAATGAGGATAA 3¢

uPA, Ratte
5’AATACTGACACCAAAGGCCG 3¢
5’GCTGCTCCACCTCAAACTTC 3¢
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3.3. Operationsvervahren

Die Operationen wurden in Ather-Narkose und unter sauberen Bedingungen durchgefiihrt. Das
Abdomen wurde mit einem medianen Langsschnitt erdffnet und die Leber aus ihren ligamentédren
Adhésionen gelost. Die Operation erfolgte unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops
(10fache VergrofRerung). Nach Durchftihrung der unten erwahnten Verfahren wurde das Abdomen
nach den Operationen mit 4-0 N&hten verschlossen. Postoperativ hatten die Ratten freien Zugang

zu Nahrung und Wasser.

3.3.1. Partielle Hepatektomie (PH)

Nach Higgins und Anderson 1931 wurden die links-lateralen und medialen Leberlappen von ihrer
arteriellen und portalen Versorgung abgeklemmt. Anschlielend erfolgte die Praparation der
Lebervenenéste. Nach der Ligatur des arteriellen und portalen Zustroms und dem Abbinden der
entsprechenden Lebervenenaste wurde der mediale und der links-laterale Leberlappen (etwa 70%

des Lebergewebes) entfernt.

3.3.2. Pfortaderastligatur (PAL)

Hier wurde der linke Ast der Pfortader, der den links-lateralen und mittleren Leberlappen versorgt,
mit einer 6-0 Naht ligiert. Dadurch waren etwa 70% des Lebergewebes von der portalen
Blutzufuhr abgeschnitten. Die Analyse der hier eingesetzten Pfortaderastligatur der Ratte
prasentiert die Klinisch eingesetzte Pfortaderastembolisation beim Menschen. Das makroskopische
und histologische Profil des menschlichen Lebergewebes liefert nédmlich nach der
Pfortaderastembolisation bei den Vergleichsproben der pfortaderastligierten Ratten einen &hnlichen

Ausdruck in der Atrophie, Nekrose und Apoptose (Fujii et al. 2000).

3.3.3. Scheinoperation (SO)
In der Scheinoperation (SO) wurden die portalen Aste lediglich dargestellt.
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3.3.4. Kontrolltie re (K)
Zusatzlich gab es eine Kontroll-Gruppe (K), in der das Lebergewebe ohne vorausgehenden

chirurgischen Eingriff entnommen wurde.

3.4. Probenentnahme

Fur die Gewinnung des Probenmaterials nach Intervallen wurden die Tiere erneut gewogen und
anschlieBend mit Ather narkotisiert. Das Abdomen wurde wiederum mit einem medialen
Langsschnitt erdffnet. Die Aorta abdominalis wurde oberhalb des Truncus coeliacus abgeklemmt
und die Vena cava inferior eréffnet. Uber Punktion der Aorta wurde die Leber mit physiologischer
Kochsalzlésung blutleer gespilt und anschlieBend flr die weitere Aufarbeitung enthnommen und
gewogen. Das entnommene Gewebe wurde nach dem Abwiegen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt
und bei —80°C asserviert. Die Probenentnahme erfolgte jeweils 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48, 96, 192
Stunden nach der Operation.

Zur Beurteilung der regenerativen und atrophierenden Prozesse im zeitlichen Verlauf wurden
jeweils das Korpergewicht und die Lebersegmentgewichte bestimmt. Direkt im Anschluss an die
Probenentnahmen wurden die Lebersegmente getrennt voneinander abgewogen, das absolute und
das relative Gewicht zur Bestimmung des Lebersegments zum Koérpergewicht-Index ermittelt.

Alle angewandten Operationsverfahren wurden von den Tieren problemlos toleriert. Die
aufgetretene Gesamtmortalitdt von n = 5 (3,5%) begrindete sich auf Narkosezwischenfalle. Im
Bezug auf Mobilisation und Fressverhalten der Tiere zeigten die Versuchstiere der PH-Gruppe

einen geringfugigen Nachteil gegeniber den Versuchstieren der anderen Operationsgruppen.

3.5. RNA-Isolierung

Fur die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte zundchst die Isolierung von der gesamt-
RNA aus den Gewebeproben. Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers. Zunachst wurden 200-250 mg der
gefrorenen Lebergewebe mit 500 pl RLT homogenisiert und in 4 ml RLT-Puffer 40 pl R-
Mercaptoethanol lysiert, in ein 15 ml Réhrchen Uberfihrt und 10 Minuten bei 4000 rpm und
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Raumtemperatur zetrifugiert (Rotana /RP Zentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand
wurde vorsichtig in ein neues 15 ml-Rohrchen pipettiert. AnschlieBend wurden 4 ml 70% Ethanol
hinzugefgt, sofort geschittelt und 1 Minute gevortext (Minishaker, IKA Werke, Staufen), dann im
rosa Membranrérchen bei 4000 rpm und Raumtemperatur zetrifugiert. Hiernach erfolgten die
entsprechenden Waschschritte mit RW1- und RPE-buffer inenger Anlehnung an das Kit-Protokoll.
Um die RNA aus der Membran zu l6sen, wurde der Filter in ein neues 15 ml Sammelréhrchen
uberfihrt und 200 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Membran getraufelt, das Rohrchen 5 Min.
stehen gelassen und schlieBlich 3 Min. zentrifugiert. Dieser letzte Schritt wurde mit weiteren 200
ul RNase-freiem Wasser wiederholt, so dass die RNA in 400 pl RNase —freiem Wasser gelost
vorlag. Zur Bestimmung der RNA-Konzetration konnte dann ein Aliquot der jeweiligen Probe 1:
60 verdinnt in Aqua dest. im Photometer bei 260 und 280 nm gemessen und somit die
Konzentration ermittelt werden. RNA ist im Vergleich zur DNA sehr anfallig fir spontane und
enzymatisch katalysierte Hydrolyse. Ribonucleasen (RNasen) kommen ubiqutér vor, sind sehr
stabil und kénnen nach Denaturierung wie z.B. durch Autoklavieren schnell wieder renaturieren.
Daher sind besondere Vorkehrungen beim Arbeiten mit RNA zu treffen. Alle Materialien waren

autoklaviert und die Losungen und Puffer unter strengsten sterilen Bedingungen angesetzt.

3.6. Herstellung der Digoxigenin-markierten cDNA-Einzelstrang-Sonden

Fur die Gewinnung von cDNA-Sonden werden kleinste Mengen isolierter RNA bendtigt. Dann mit
Hilfe einer Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) wird aus einem mRNA Strang als Matrize den
gesamten komplementdren DNA-Strang (cDNA) hergestellt. Der gebildete cDNA/RNA-
Doppelstrang wird durch eine Standard-PCR mit spezifischen Primern ein ca. 200 bp langer
Abschnitt innerhalb der Ziel-Sequenz hoch amplifiziert. In einem dritten Schritt wurden die
Sonden schlieBlich markiert. Hierfir wurde 1l des spezifischen PCR-Produkts in eine neue PCR-
Reaktion eingesetzt, bei der DIG (Digoxigenin-markiertes)-dUTP anstatt des dTTP direkt in die
cDNA eingebaut wurde. In der Neukleotidmischung war ein Drittel des dTTP durch DIG-dUTP
ersetzt. Das Besondere an diesem Schritt war, dass nur derjenige Primer eingesetzt wurde, der den

zur RNA-Zielsequenz komplementidren Strang (,,Antisense-Strang®) herstellt. Durch diese
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asymmetrische PCR-Methode in Anlehnung an Yamaguchi (Yamaguchi et al. 1994) konnte eine
konzentrierte Einzelstrang-cDNA hergestellt werden, die komplementdr zu den m-RNA-
Transkripten auf der Membran, und deswegen hoch spezifisch war. Bei den Ublicherweise
gebrauchten Doppelstrang-DNA-Sonden besteht eine Konkurrenzreaktion: Einerseits kann die
DNA-Sonde mit der auf der Membran befindlichen Zielsequenz hybridisieren und andererseits mit
sich selbst. Zur Vermeidung einer Konkurrenz von Sonden-Reassoziation und Hybridisierung mit
der RNA-Zielsequenz wurden in der vorliegenden Arbeit Einzelstrang-Sonden benutzt. In den
meisten Hybridisierungen wird die Sonde im Uberschuss eingesetzt. Dadurch wird die o0.g.

Konkurrenzreaktionsproblematik noch verscharft.

3.6.1. Polyme rase-Kettenreaktion revers-transkribtierter Gesamt-RNA (RT-PCR)

In dieser Reaktion wurde mit Hilfe einer Reverse- Transkriptase-PCR (RT-PCR) aus einem mRNA
Strang der gesamte komplementidre DNA-Strang (cDNA) hergestellt. Um sicher zu stellen, dass die
RNA in ihrer Primdrstruktur vorliegt, wird die RNA 15 Min. bei +65°C denaturiert und 5 Min. auf
Eis gestellt. Mit Hilfe des 1. Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) werden folgende Komponenten in einem sterilen verschlielbaren 0,5 ml
Reaktionsgefal (Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg) gemischt:

2 pl 10 x Reaktionspuffer,

4 Wl 25 mM MgCl 2,

2 W Desoxynukleotid Mischung,

2 WO ligo-p(dT)15 Primer,

1l Rnase Inhibitor,

0,8 Wl AMV Reverse Transkriptase und

8,2 Ul Gesamt-RNA.

Dannwird die Probe kurz durchmischt und im Thermocycler (Biometra, Biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen) bei einem zuvor eingestellten Programm (10 Min. bei + 25°C, 60 Min. bei
+42°C, 5 Min. bei +99°C, 5 Min. bei +4°C) inkubiert.
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3.6.2. Standard-PCR

Das gebildete RT-Produkt (cDNA/RNA-Doppelstrang) wurde hier mit spezifischen Primern ein ca.
200 bp langer Abschnitt innerhalb der Ziel-Sequenz hoch amplifiziert. In einem sterilen 0,5 ml
Safe Lock Reaktionsgefal? (Eppendorf) wurde der Reaktionsansatz durch Zugabe der Reagenzien
in der folgenden Reihenfolge hergestellt:

40,75 yl Aqua dest.,

5 Wl 10 x Puffer,

1yl NTP,

1 ul RT-Produkt,

1 ul Primer sense,

1 ul entsprechender Primer antisense und

0,25 pl Tag Polymerase.

Die Probe wurde gevortext, abzentrifugiert und im Thermocycler dem PCR-Programm unterzogen:
zu Beginn 3 Min. Denaturierung bei +95° C, dann 40 Zyklen bestehend aus jeweils 1 Min. bei 95°
C, 1 Min. 20 Sek. bei 60 °C Anlagerung, 2 Min. bei 72 °C Polymerisation, abschlielend 10 Min.
bei 72 °C.

Die hier amplifizierte cODNA wurde anhand einer elektrophoretischen Auftrennung in Bezug zur

MolekiilgroRe identifiziert.

3.6.3. Sequenzie rung

Die Identitat des vorher entstandenen Produkts wurde durch eine Sequenzanalyse mit dem ABI
Prism® Big Dye™ Terminator Kit (Applied Biosystems, USA) zusétzlich verifiziert.

Zuerst fand eine Sequenzierung-PCR statt:

6,7 Wl Aqua dest.,

4 ul Big Dye Terminator,

4 Wl HAT (Genpak),

5 pl Probe,

0,3 Wl Primer sense,
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0,3 Wl Primer antisense wurden vermischt.

Das PCR-Programm bestand aus 30 Zyklen: je 2 Min. bei 95°C, 30 Sek. bei 95°C, 10 Sek. bei
50°C und 4 Min. bei 60°C. Anschlielend erfolgte eine Sequenzierungsreinigung mit dem DyeEx
Spin Dit 250 (Qiagen, Hilden).

Im Anschlul3 daran wurde es entweder bei —20°C gelagert oder direkt in das Servicelabor (Institut
fur Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie, Universitatsklinikum Hanburg-Eppendorf) zur

Sequenzanalyse gegeben.

3.6.4. DIG-PCR

Aus den entstandenen DNA-Doppelstrangen konnten in einem nachsten Schritt unter Verwendung
von nur einem Primer DNA-Einzelstrange synthetisiert werden, die komplementér zu der RNA
waren. AuBerdem wurde durch den Einbau von DIG-dUTP in das PCR-Produkt die Sonde
markiert. Ineinem sterilen 0,5 ml R6hrchen wurden folgende Komponenten zusammengegeben:
32,25 ul Aqua dest.,

5 ul 10 x Puffer,

5 ul PCR-Mix

2 pl Primer antisense,

5 yl Template DNA und

0,75 yl Enzymmischung.

Anschliefend wurde die Mischung im Thermocycler unter diesen Bedingungen weiterverarbeitet:
3 Min. bei +95°C vor dem ersten Zyklus, dann 40 Zyklen mit jeweils 1 Min. bei +95°C
Denatutierung, 1 Min. bei +59°C Annealing und 2 Min. Elongation bei +72°C. Der letzte
Elongationschritt wurde 10 Min. bei 72°C durchgefihrt. Nach der Amplifikation wurden 5l des
PCR-Ansatzes durch 2% Agarosegelelektrophorese analysiert.

Wegen des mehrfachen Einbaus von DIG-dUTP wahrend des PCR-Prozesses war das

Molekulargewicht im Vergleich zum unmarkierten Produkt erhoht.
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3.7. Northern Blot

Hier wird die isolierte RNA elektrophoretisch getrennt und auf eine Nylonmembran Ubertragen.
Zunachst wurde ein 1%iges Agarosegel wie oben erwédhnt hergestellt. Zur Inaktivierung der
RNasen wurde die Gelelektrophoresekammer, der Schlitten und die Kémme fiir 20 Min. mit 0,1%
Diethylpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt. ~ Zur Probenvorbereitung wurden 10 pg RNA
eingesetzt, mit 7 pl Probenpuffer durchmischt, 10 Min. bei 65°C im Thermoblock inkubiert und 2-
3 Min. auf Eis gekuhlt. Anschlielend wurde jede Probe mit 3 pl Ladungspuffer versetzt, kurz
abzentrifugiert (1 Min. bei 10000 rpm) und auf Eis gelagert. Die Gelelektrophoresekammer wird
mit 1 x RB gefullt. Nach Entfernung der Kdmme aus dem Gel wurden die Proben vorsichtig
senkrecht in die durch die Kémme entstandenen Kandalchen einpipettiert. Die Elektrophorese wird
im Horizontallauftrager (Sub-Cell GT, Bio-Rad Laboratorien GmbH, Minchen) unter einer
Spannung von 80 V durchgefiihrt. Nach ca. 2 Stunden wurde unter UV-Licht eine Fotografie des
Gels angefertigt (Gelprinter, MWG-Biotech GmbH, Ebersberg).

Gewicht
I y < Glasplatte
“ Papiertticher
«——— Whatman 3MM Papier
— Nylon-Membran
Gel [ ]
—_—)
/,_,..-— ——-....__,\4\/— Whatman 3MM Papier
/ ‘\4—- Transferpuffer

Abb. Aufbau eines Northern Blot

Die rRNA stellt mit etwa 80-90% den Hauptteil der Gesamt-RNA einer Zelle. Deswegen kann man
die 18S und 28S rRNA-Untereinheiten im Agarosegel mit Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht

nachweisen und als Ladekontrolle verwenden, um sicherzustellen, dass in den verschiedenen
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Spuren des Agarosegels gleich viel RNA aufgetragen wurde.

Dann wurde das Gel 1 x 15 Min. in Aqua dest. und 2 x 15 Min. in 20 x SSC bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauf folgend wurden die Nukleinsgauren auf eine Nylonmembran (Filter Hybond-N+,
Amersham Pharmacia, Freiburg) Ubertragen: Eine Wanne wurde mit 20 x SSC gefillt und eine
kleine Glasplatte quer dartber gelegt. Zwei [angliche Streifen Whatman-Papier (Whatman
Chromatography Paper, Merck Eurolab, Hamburg) bereinander wurden in 20 x SSC getréankt und
Uber die Glasscheibe gelegt, so dass sie vorne und hinten in den Puffer eintauchten. Im Anschluss
daran wurde das zurechtgeschnittene Gel mit den Taschen nach unten und auf das Papier in die
Mitte der Glasplatte gelegt, mit Parafilm umgeben und die Nylonmembran in der Grélie des Gels
aufgebracht. Auf die Membran wurde eine doppelte Lage Whatman-Papier in der gleichen Grolie,
die vorher in 2 x SSC getrankt wurde und ein Stapel Zellstoff von ca. 10 cm Hohe gelegt. Dann
wurde der Stapel mit einer groRen Glasplatte bedeckt, die mit einem Gewicht von 750 g beschwert
wurde. Der Transfer-Puffer SSC wurde durch die Kapillarkrafte durch das Gel gesaugt, dabei
Ubertrug er die RNA aus dem Gel auf die Membran. Nach 20 Stunden wurde der Transfer
abgebrochen. Die Membran musste nun vor Austrocknung geschiitzt werden und wurde auf ein mit
20 x SSC getranktes Whatman-Papier gelegt, um mit Hilfe eines UV-Crosslinkers (Hoefer™ UVC
500 UV Crosslinker, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) die RNA auf der
Nylonmembran zu fixieren. Zur spateren GroRenzuordnung der Banden wurden unter UV-Licht
die 18S und 28S rRNA-Untereinheiten markiert. Der Filter wurde entweder sofort
weiterverarbeitet oder in 20 x SSC in Sarafolie (Dow Chemical, Midland, Michigan) geschutzt bei

+4°C im Dunkeln gelagert.

3.8. Hybridisierung

Bei dieser Methode sollen die vorher hergestellten Digoxigenin-markierten cDNA-Einzelstrang-
Sonden vollstandig an die bereits auf die Nylonmembran fixierte RNA aus der Leberprobe gelabelt
werden, um  die  strukturelle  Verwandtschaft  nachzuweisen. Hier  werden
Wasserstofforiickenbindungen zwischen den jeweils komplementdren Nukleinbasen ausgebildet.

Entscheidend dabei ist die bendtigte Temperatur. Je hther der Anteil an korrekter komplementarer

- 30 -



Basenpaarung in dem DNA-Hybrid ist, desto hdher ist fir die Trennung in den Einzelstrangen
bendtigte Temperatur. Bevor das markierte spezifische PCR- Produkt als Hybridisierungssonde
verwendet werden konnte, wurde es mit Hilfe des QIA Quick PCR-Purification Kits (Qiagen,
Hilden) von unspezifischen Nebenprodukten gereinigt. AnschlieBend wurde eine Aliquote von5 pl
in der Gel-Elektrophorese analysiert. Die fertige Hybridisierungssonde wurde in ein 15 ml
Rohrchen mit 10 ml Hybridisierungspuffer (DIGEasy-Hyb, Roche Diagnostics, Mannheim)
pipettiert und bis zum weiteren Gebrauch bei —20°C aufbewahrt.

Zur Durchfuhrung der Hybridisierung wurde die mit RNA fixierte Nylonmembran zunéchst
vorsichtig in ein Hybridisierungsréhrchen mit 10 ml Hybridisierungspuffer (DIG Easy-Hyb, Roche
Diagnostics, Mannheim) 0berfihrt und 1 Std. bei +50°C im Hybridisierungsofen
(Hybridisierungsofen / Shaker, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg)
prahybridisiert. Die in 10 ml Puffer geloste Hybridisierungssonde wurde 10 Min. bei +68°C im
Wasserbad denaturiert. Nach Ablauf der Prahybridisierungszeit wurde der 10 ml
Hybridisierungspuffer aus dem Hybridisierungsrérchen der Nylonmembran verworfen und die in
Hybridisierungspuffer geldste Hybridisierungssonde dazu gegeben. Das Ganze wurde tber Nacht
bei50°C unter stdndiger Rotation hybridisiert.

Der Hybridisierungspuffer enthielt noch ungebundene DIG-markierte Proben und konnte
deswegen in weiteren Hybridisierungsexperimenten wiederverwendet werden. Bis zum weiteren
Gebrauch wurde die Sonden bei-20°C eingefroren. Danach wurde die Membran zweimal 15 Min.
bei Raumtemperatur in 2 x Waschpuffer (2 x SSC + 0,1 % SDS) und zweimal 15 Min. bei +68°C
in 0,5 x Waschpuffer (0,5 x SSC + 0,1 % SDS) gewaschen, um unspezifisch gebundene DNA zu
beseitigen. Im Gegensatz zu standardmél3ig verwendeter radioaktiver 32Phosphor-Markierung von
Yamaguchi wurde die Northern-Blot-Hybridisierung in dieser vorliegenden Arbeit mit
Digoxigenin-Methoden durchgefihrt (Yamaguchi et al. 1994). Bei den Ublicherweise gebrauchten
Doppelstrang-DNA-Sonden besteht eine Konkurrenzreaktion: Einerseits kann die DNA-Sonde mit
der auf der Membran befindlichen Zielsequenz hybridisieren und andererseits mit sich selbst. Zur
Vermeidung einer Konkurrenz von Sonden-Reassoziation und Hybridisierung mit der RNA-

Zielsequenz wurden in der vorliegenden Arbeit Einzelstrang-Sonden benutzt. In den meisten
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Hybridisierungen wurden die Sonden im Uberschuss eingesetzt. Dadurch wird die o.g.
Konkurrenzreaktionsproblematik noch verscharft. Weiterhin weist die Northern-Blot-
Hybridisierungen-Methode eine Reihe wichtiger Vorteile gegeniber der standardmafig
verwendeten 32Phosphor-Markierung auf, wie eine fehlende Strahlenbelastung, die einfachere
Entsorgung der Abfélle, geringere Kosten, die Langzeitstabilitdt und die Maoglichkeit, die
markierten Sonden wieder zu verwenden. Die zundchst aufgetretenen starken unspezifischen
Hintergrundphdnomene konnten durch Modifizierungen der Protokolle eliminiert werden, so dass
die Methode hinsichtlich ihrer Sensitivitat als mindestens gleichwertig gegenuber radioaktiven

Methoden angesehen wird. (Engler-Blum et al. 1993, Holtke et al. 1992, Sato et al. 1993).

3.9. Detektion der DIG markierten Nukleinsduren

Die Detektion wurde mit dem DIG Wasch und Block Set (Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefihrt. Bei dem DIG-System wird das Steroid Digoxigenin werwendet, welches ber einen
Brickenarm an die Sonde gebunden ist. An die markierte Sonde bindet ein mit alkalischer
Phosphatase konjugierter Anti-Digoxigenin Antikorper. Das Signal wird durch Chemolumineszenz
erzeugt. Die zur Chemolumineszenz-Detektion erforderliche drei Schritte wurden bei
Raumtemperatur in einer sauberen Plastikschale durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die
Membran 60 Min. in Blockierungslésung leicht geschuttelt, um unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Der mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-DIG Antikorper (Anti digoxigenin-
AP konjugate, Fab fragmente, Roche, Mannheim) wurde 1:20.000 in 50 ml Blockierldsung
verdunnt und die Membran weitere 30 Min. in der Antikdrperlosung inkubiert. Im letzten Schritt
erfolgte nach einer zweiminiitigen Aquilibrierung der Membran in Detektions-Puffer die Zugabe
des Substrates CDP (CDP-Star™ready to use, Roche, Mannheim) zur Signalerzeugung. Das
Chemolumineszenz-Signal konnte mit dem Phosphor-Imager (Fluor-S™ Multilmager, BioRad,
Minchen) gemessen werden. Die Belichtungsszeiten lagen hierbei zwischen 1 Min. und 20 Min.
Der Ladungsgehalt pro Spur, den man an den rRNA Banden mit Ethidiumbromid bestimmen
konnte, wurde mit den Ergebnissen der Rehybridisierungen gegen Albumin, einem house-keeping-

gen verglichen und die Werte der unterschiedlichen Ladungen entsprechend korrigiert.
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3.10. Rehybridisierung
Die Filter konnten 2 x 15 Min. in +90°C heilem 1 x TE (Tris-EDTA-Puffer, Sigma) ausgewaschen

und anschlielend in eine neue Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

3.11. Statistische Methoden

Fur jedes Experiment zu jedem Zeitpunkt wurden die Ergebnisse von 6 Tiergruppen gesammelt.
Alle Parameter, einschlieflich des Lebergewichts und der densitometrischen Auswertung der
Signale, wurden durch Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung (SD) dargestelit.
Auf Signifikanz wurde mit Hilfe der one-way analysis of variance (ANOVA) und Bonferroni

Adjustierung gepruft. Als signifikant eingestuft wurden p-Werte < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. Makroskopische Veranderung im Lebergewebe nach der Pfortaderastligatur (PAL)
Makroskopisch wurde im Verlauf in den nicht-ligierten Lappen des PAL-Modells eine progressive
Grolkenzunahme beobachtet, wahrend gleichzeitig im ligierten Lappen eine rasch fortschreitende
Atrophie bemerkt wurde. Zur Beurteilung der atrophierenden und regenerativen Prozesse wurden
die Lebersegmentgewichte bestimmt und in Relation zum Korpergewicht gesetzt.

Der ligierte Anteil betrug ca. 70% der Leber. Sein Volumen und -gewicht schrumpfte nach ca. 72
Stunden der PAL auf die Halfte. 8 Tage spater verringerte es sich auf ca. 25 % seiner
urspriinglichen Masse. Nach 14 Tagen waren nur noch ca. 18% vorhanden. Das Gewicht des nicht-
ligierten 30%igen Anteils verdoppelte sich nach der PAL innerhalb der ersten 96 Stunden. Nach 8
Tagen nahm sein VVolumen auf ca. 75% seiner urspringlichen Masse durch die ko mpensatorische
Regeneration zu. Bis zum 14. Tag wurde lediglich ein weiterer Zuwachs von 23% festgestellt
(Abb. 1a und b).

Durch diese kompensatorische Schrumpfung auf der einen Seite und dem Wachstum auf der
anderen Seite blieb das Gesamtlebergewicht zu jedem Zeitpunkt auf dem gleichen Niveau oder
geringfugig unterschritten im Vergleich mit den scheinoperierten Tieren.

Das Restlebergewebe im PH-Modell prasentierte eine kontinuierliche Volumenzunahme. Im
Gegensatz  zum Ligaturmodell konnte beim PH-Modell bereits nach ca. 80 Stunden eine
Verdoppelung des Leberrestvolumens gemessen werden. Der maximale Zuwachs betrug am 14.
Tag das 2,6-fache des Ausgangsgewichts.

Im Vergleich zwischen PH- und PAL-Modell zeigten sich unterschiedliche Anstiege nach 24 und
48 Stunden mit einer schnelleren Antwort nach PH. Diese Unterschiede erreichten keine
statistische Signifikanz. Die Kinetik der Lebergewichtsreduktion in den portal ligierten Lappen
zeigt, dass der maximale Gewichtverlust zwischen 48 und 96 Stunden nach operativem Eingriff
stattfand. Nach 6 Stunden stellten wir jedoch eine geringere Reduktion in dem Lebervolumen der

ligierten Lappen fest.
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Abb. la- Veranderung des Ausgangsvolumens der Lebergewebe im ligierten (PAL lig) und nicht ligierten
Lappen (PAL nlig) nach 8 Tagen post PAL. Das Gewicht der einzelnen Lappen wurde mit dem

Kdrpergewicht relativiert.
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Abb. 1 b- Die Atrophie nach der Pfortaderastligatur in den ligierten Leberlappen (PAL) wird mit der
regenerativen Antwort nach partieller Hepatektomie (PH) und der in den nicht-ligierten Lappen (PAL nlig)
verglichen. Die Darstellung der Quantifizierung der Lebersegmentgewichte im Verhdltnis zum
Korpergewicht wurde von allen Tieren nach PH und PAL im Zeitraum zwischen 1 Stunde und 192 Stunden

ausgewertet. Die Werte reprasentieren den Mittelwert +/- SEM.




4.2. Mikroskopische Veranderungen im Lebe rgewebe nach der Pfortaderastligatur (PAL)
Die histologischen Verédnderungen im ligierten Lebergewebe wurden in einer friheren Studie
dokumentiert (Mdller et al. 2003). Mikroskopisch wurden durch HE-Féarbung wahrend der
Progression der Atrophie infolge der PAL im ligierten Leberlappen blasse Areale von spateren
Nekrosen erst nach 12 Stunden ermittelt. Diese Areale wurden nur unregelmalig in wenigen
Abschnitten beobachtet. 24 Stunden postoperativ traten zentrolobuldr Nekrosen in fast allen Acini
(Abb.1c, links) und nach 48 Stunden viele Ilobulare Nekrosen auf (Abb.lc, rechts).
Hamorrhagische oder konfluent-nekrotische Bereiche waren nicht vorhanden.

Die hepatische Mikroarchitektur blieb intakt. Apoptose der Hepatozyten, die durch dichten,
geschrumpften, zellularen Korper gekennzeichnet ist, wurden zwischen 24 und 96 Stunden
innerhalo  der gesamten Lé&ppchen beobachtet. Signifikante postnekrotisch-fibrotische
Veranderungen konnten mittels Trichrom-Féarbung nicht festgestellt werden.

Die Tatsache, dass der ligierte Anteil der Leber seine spezifische Architektur behalt, deutet auf
eine physiologische Atrophie hin, die nach der PAL als anpassungsfahige Antwort verstanden
werden muss. Dieser Vorgang schiitzt den Organismus vor einer Schadigung, die aus UberméRiger

Nekrose resultieren wiirde (Yamasakietal. 1999, Miiller et al. 2003)

Abb.1c- Histologische Veranderung 24 und 48 Stunden nach PAL im ligierten Lebergewebe mit

Hamatoxylin-eosin Farbung. Die Pfeile zeigen Areale von beginnender zentrolobularer Nekrose

bei 100 x Vergrofierung links, sowie begrenzende lobulare Nekrose bei 200 x Vergrofierung rechts.
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4.3. Expression des Histon-Protein 2B

Histon H2B wird Uberwiegend wahrend der S-Phase des Zellzyklus von prolifirierenden Zellen
gebildet und kann daher im Sinne eines Replikationsmarkers verwendet werden (Urayama et al.
1999). Die mRNA Expressionsanalysen dieses Proteins sollen Aufschluss daruber geben,
inwieweit zum einen das Expressionsmuster der IEG und zum anderen die
Lebergewichtsveranderungen, die mit dem Zellzyklus zusammenhéngen.

Die beiden Modelle wiesen in den Spitzenwerten ihrer H2B-mRNA deutliche Unterschiede auf.
Ein erster Anstieg der H2b-mRNA im PH-Modell konnte bereits nach 12 Stunden festgestellt
werden (5,1 + / - 1,4-fach gegentber der Kontrolle). Die maximale replikative Aktivitat nach PH
fanden wir 24 Stunden postoperativ, nach 96 Stunden waren die Werte auf ein basales Niveau
zurickgekehrt. Im Vergleich dazu war nach der PAL in den nicht ligierten Lappen nach 12
Stunden noch keine Induktion der H2B-Expression nachweisbar. Die erste Signalintensitat der
H2B-mRNA war 24 Stunden nach der PAL in den regenerierenden Lappen weniger ausgepragt als
nach der PH (5,5 + / -1,7-fach versus 15,6 + / - 4,0-fach nach PH; P<0,05). Der héchste Anstieg
wurde nach 48 Stunden erreicht. 96 Stunden postoperativ konnten wieder Normalwerte gemessen

werden (Abb. 2a und 2Db).

Zeit postoperativ

Oh 6h 12h 24h Oh -——-48h 96h 192h——--—
- -, -
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K /SO PH lig nlig/ SO PH lig nlig /SO PH lig nlig / K/ SOPH lig nlig/SOPH lig nlig /SO PH lig nlig
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Abb.2a- Reprasentation von Histon Protein H2B-mRNA bei der Northern Blot-Methode von 6 bis
192 h nach einer Scheinoperation (SO), Partieller Hepatektomie (PH), Pfortaderastligatur in den
ligierten (lig) und nicht-ligierten (nlig) Lappen. In diesem Verfahren wurden Gesamt-RNA Proben
(10pg) eingesetzt, mit Dig- markierter cDNA hybridisiert, und die Chemolumineszenz-Signale
detektiert und analysiert. Die Ladungs- und Qualitatskontrolle der 18S- und 28S-rRNA sind unten

gezeigt.
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Abb.2b- Densitometrische Analysen der Blots von Partieller Hepatektomie (PH) und PAL in den
nicht-ligierten Lappen (PAL nlig). Die Werte von H2B wurden nach Re- Hybridisierung mit dem
jeweiligen Albumin Signal normalisiert. Das mRNA-Niveau der unbehandelten Kontrolitiere (K)
wurde als 1 betrachtet und die Werte als x-facher Anstieg gegeniber der Kontrolle ausgedriickt.

Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert +/- SEM (n = 4). (*P<0,05 P VS. PAL nlig)

4.4. Expression von egr-1

In einer vorherigen Arbeit lieB sich die spezifische mMRNA des egr-1 in allen Modellen 1 Stunde
postoperativ nachweisen. Nach der PH und der PAL im nicht ligierten Leberlappen waren die
spezifischen Transkripte des egr-1 im Vergleich mit den Kontrollproben, Scheinoperationen und
der PAL im legierten Lappen deutlich gestiegen. Dieser Anstieg blieb bis zu 3 Stunden erhalten
und fiel nach 6 Stunden auf den Ausgangwert zuriick (Miller et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die weitere Beobachtung der molekularen
Veranderung besonders im atrophierten ligierten Lebergewebe. Im Vergleich mit der
Scheinoperation, partiellen Hepatektomie und dem nicht ligierten Leberlappen wurde im weiteren
postoperativen Verlauf eine bedeutende selektive Expression von egr-1 mRNA im ligierten

Leberlappen dargestellt. Nach 3 Stunden lieR sich das Ergebnis der vorherigen Arbeit bestatigen.
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Die Expression von mRNA des egr-1 im ligierten Lebergewebe war nach 6, 12, 48 und 192
Stunden besonders deutlich erhoht. Nur nach 96 Stunden stellten wir eine geringere Erhthung fest.
Nach 24 Stunden gab es keine offensichtlichen Unterschiede zu den anderen Modellen (Abb. 2).

Eine konstitutive Expression der egr-1-mRNA war auch bei Kontrolltieren nachweisbar.
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Abb.2- Darstellung der selektiven egr-1 mRNA Expression unter Einfluss der Pfortaderastligatur
im dem ligierten Leberlappen (PAL-lig) im Vergleich mit dem nicht ligierten Leberlappen (PAL-
nlig), partielle Hepatektomie (PH) und Scheinoperation (SO) zu unterschiedlichen Zeiten
postoperativ. Durch die Densitometrie wurden die Mittewerte +/- berechnet und auf der Ordinate

gezeigt. Der Mittelwert wurde in Proben aus den Kontrolltieren auf 1 bewertet. (*P<0.05 VS. SO)

4.5. Expression von hmox-1

Das Lebergewebe von unbehandelten Kontrolltieren zeigte nur minimale Signalintensitdten fur
hmox-1 im Northern Blot. Wie inder Abbildung 3b gezeigt wurde, war die Expression von mRNA
der hmox-1 3 Stunden nach der PAL im nicht ligierten Leberlappen, sowie nach der partiellen
Hepatektomie (PH) erhdht induziert, aber etwas geringer im ligierten Lappen des PAL-Modells. In
der Scheinoperation (SO) war die Expression von mRNA der hmox-1 relativ gering. Nach 6
Stunden wurde eine selektive Induktion von hmoxl1-spezifischer mRNA nach der PAL in den

ligierten Leberlappen im Vergleich zu den anderen Modellen festgestellt. Nach 12, 24, 48 und 96
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Stunden ging das Niveau des mRNA der hmox-1 in allen Modellen etwas zuriick. Trotzdem war
das Niveau im ligierten Lappen des PAL-Modells im Vergleich zu den anderen Verfahren immer
noch erheblich ernght. An der 192-Stunden-Marke gab es kaum signifikante Unterschiede zu den
anderen Modellen, und die Expression der mRNA sank auf das Ausgangsniveau zuriick. Wéhrend
der kompensatorischen Leberregeneration nach der PH und der PAL im nicht-ligierten
Leberlappen wurde die Expression des mRNA der hmox-1 im ganzen postoperativen Verlauf im

Vergleich zur Scheinoperation oder den Kontrollproben nicht signifikant ge&dndert.

PH SO
| 1.8 kb
K 6 12 24 48 9% 192 6 12 24 48 96 192 h
PAL lig PAL nlig

— 1.8 kb
wE e
6

K 6 12 24 48 96 192 12 24 48 9% 192 h

28s

18s

Abb. 3a- Das Ergebnis der Northern Blot- Rehybridisierung von hmox-1 mRNA in den ligierten
Leberlappen (PAL lig) nach 6-192 h im Vergleich mit dem nicht ligierten Leberlappen (PAL nlig),
Scheinoperation (SO), partieller Hepatektomie (PH) und den unbehandelten Kontrolltieren (K). Die 18S-

und 28S-rRNA als Lade- und Qualitatskontrolle sind unten gezeigt.
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Abb. 3b- Quantifizierung der Expression von hmox-1mRNA mittels densitometrischen Analysen nach
Northern Blot-Hybridisierung. Die Balken présentieren den Mittelwert (+/-) des Niveaus der Expression
von hmox-1mRNA. Dies stellt einen deutlichen Effekt der Pfortaderastligatur im ligierten Leberlappen (PAL
lig) innerhalb 192 Stunden postoperativ im Vergleich zu dem im nicht ligierten Leberlappen (PAL nlig),

Scheinoperation (SO) und partieller Hepatektomie dar. (*P<0.05 VS. SO)

4.6. Expression von hsp-70

Beider Expression von mRNA des hsp-70 gab es eine bedeutende selektive Induktion wéhrend der
Leberatrophie im PAL-Modell nach 6, 12 und 48 Stunden. Wie in der Abbildung 4 gezeigt wurde,
war die Expression von mRNA des hsp-70 3 Stunden nach der PAL im ligierten und nicht
ligierten Leberlappen, sowie nach der partiellen Hepatektomie (PH) im Vergleich mit der
Scheinoperation (SO) erhéht induziert. Nach 6 Stunden war die selektive Induktion von hsp-70
spezifischer mRNA nach der PAL in den ligierten Leberlappen im Vergleich zu den anderen
Modellen am stérksten erhéht. Nach 12 und 48 Stunden ging das Niveau der mRNA des hsp-70 in

allen Modellen etwas zuriick. Trotzdem war das Niveau im ligierten Lappen des PAL-Modells im
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Vergleich zu den anderen operativen Verfahren immer noch erheblich erhght.

Nach 48 Stunden war das Niveau des hsp-70 mRNA 2,3-fach erhght verglichen mit der
Scheinoperation. An der 24- und 192-Stunden-Marke gab es kaum signifikante Unterschiede zu
den anderen Modellen, und seine Expression sank auf das Ausgangsniveau zuriick. Im Modell der
PH und der PAL im nicht-ligierten Leberlappen, in dem die kompensatorische Leberregeneration
stattgefunden hat, wurde keine erhebliche Verénderung der Expression des mRNA der hsp-70 im

ganzen postoperativen Verlauf im Vergleich zur Scheinoperation oder den Kontrollproben

festgestellt.
hsp-70 mRNA
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2
3 @ :
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- mPAL lig
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0 _
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Abb. 4- Densitometrische Quantifizierung des Expressionsniveaus des hsp-70. Der Effekt der
Pfortaderastligatur in dem ligierten Leberlappen (PAL lig) wurde mit der Scheinoperation (SO),
Partieller Hepatektomie (PH) und dem nicht ligierten Leberlappen (PAL nlig) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten verglichen. Die Balken prasentieren den Mittelwert (+/-) von hsp-70 mRNA
Expression. Der Mittelwert in Kontrolltieren wurde als 1 berechnet. Dies zeigt eine selektive
Induktion von hsp-70 spezifischer mRNA nach der PAL in den ligierten Leberlappen nach 6, 12,
und 48 Stunden. (*P<0.05 VS. SO)
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4.7. Expression von uPA und uPAR

Die Resultate in der Abbildung 5a und 5b zeigen, dass sich keine signifikanten Veranderungen in
der uPA- und uPAR-Expression nach der PAL in beiden Lappen, sowie nach der partiellen
Hepatektomie und der Scheinoperationsgruppe darstellten. In den Kontrollproben waren die
Signale der Transkripte etwas erhtht vorhanden. Da die mRNA Expression von uPA und uPAR
nach der Chirurgie im Vergleich zu Kontrollen nur ein wenig erhdht waren, gab es keinen

statistisch bedeutenden Unterschied unter den experimentell gepriften Bedingungen.

uPA mRHA

Effekt verus Kontrolle

Zeitpunkt postoperativ (h)

uPAR mRNA

Effekt versus Kontrolle

s ol 24 I 48 95 102
Zeitpunkt postoperativ (h)

Abb. 5- Quantifizierte Darstellung der mRNA Expression von Urokinase-Plasminogen-Activator
und seines Rezeptors mittels Northern Blot-Hybridisierung. Das Ergebnis wurde hier an Hand des
Densitometie-Mittelwerts +/- durch die markierten Balken dargestellt. Der Mittelwert in
Kontrolltieren wurde als 1 berechnet. Der Einfluss der Pfortaderastligatur in dem ligierten Lappen

im Vergleich zu der Scheinoperation zeigt keine signifikanten Veranderungen. (*P<0.05 VS. SO)
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4.8. Expression des pai-1

Die spezifische mRNA von pai-1 in den Kontrollproben (nicht dargestellt) war kaum erkennbar.
Das regenerierte Lebergewebe besonders nach der PH und der PAL im nicht ligierten Lappen
stellte eine sofortige frithe Induktion von mRNA der pai-1 nach 3 Stunden dar. Im ligierten Lappen
des PAL-Modells wurde die Expression von mRNA des pai-1 nach 3, 6, 12 48 und 96 Stunden im
Vergleich zu dem nicht ligierten Lappen erheblich erhght dargestellt (Abbildung 6). Das Niveau
war im Gegensatz zu den Kontrollproben und der Scheinoperation 6,3-fach erhdoht. Die
Transkription von pai-1 nach der PAL im ligierten Lappen postoperativ verringerte sich nach 24
Stunden, wahrend sie wieder nach 48 Stunden erhoht war. Danach blieb pai-1 im regenerierten
Gewebe der PH in den spéteren Stadien erheblich erhéht, wahrend seine Expression 6 Stunden
nach der PAL im nicht ligierten Gewebe gesunken ist. Nach 192 Stunden fielen die Expressionen

aller Modelle auf die Ausgangsniveaus zuriick (Abbildung 6).

pai-1 mRNA

oso
WPAL lig

S pAL nlig
7 PH

Effekt versus Kontrolle

3 6 12 24 48 96 192
Zeitpunkt postoperativ (h)

Abb. 6- Das Ergebnis vom Northern Blot der Urokinase plasminogen Inhibitor (pai-1): Quantifizierung der
pai-1 mRNA binnen 192 Stunden nach der Pfortaderastligatur im ligierten Leberlappen (PAL lig) im
Vergleich zum ligierten Lappen (PAL nlig), zur Scheinoperation (SO) und zur partiellen Hepatektomie
(PH). Die Balken zeigen den Mittelwert +/- SEM des mRNA- Gehalts. Der Mittelwert des pai-1 mRNA in
Kontrolltieren wurde als 1 bewertet. Dies zeigt eine deutliche Erhéhung der Genexpression der pai-1 bei 6,

12,48 und 96 Stunden im ligierten Gewebe nach PAL. (*P<0,05 **P<0,01 VS. SO)
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5. Diskussion

Um das Risiko des Leberversagens nach ausgedehnter Leberresektion bei der Behandlung
maligner Lebertumore zu minimieren, wurde die préoperative PAL zur VergrofRerung des
perspektiven Restlebervolumens eingefiihrt (Makuuchi et al. 1990). Hierbei wird vor geplanter
Hepatektomie der tumortragende Leberabschnitt durch Okklusion seiner portalen Aste von der
Versorgung mit Pfortaderblut genommen. Es kommt dann innerhalb einiger Wochen zu einer
VergroRerung des  nicht-okkludierten  tumorfreien  Leberareals. Folgend wird eine
Leberteilresektion durchgefiihrt, bei der der portal-okkludierte Leberanteil entfernt wird (Azoulay
et al. 2000, Chijiiwa et al. 2000, Miyagawa et al. 2001, Broering et al. 2002, Jaeck et al. 2003,
Nagano et al. 2004, Sirichindakul et al. 2005, Shimada et al. 2006). Allerdings legen mehrere
Klinische Arbeiten nahe, dass als unerwinschter Nebeneffekt dieser Prozedur ein starkeres
Wachstum von Tumoren durch bisher unbekannte biologische Faktoren im geplanten
Resektionsbereich auftreten kdnnte. Eine Studie von Elias et al. 1999 bestatigt, dass die
Lebermetastasen nach durchgefiihrter PAE eine deutlich stdrkere Wachstumsrate als die des
Leberparenchyms aufweisen. In einer anderen Studie wurde berichtet, dass 37% der Patienten mit
Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms, hauptsachlich wegen des Tumorprogresses, nicht
mehr reseziert werden konnten (Azoulay et al. 2000). Ebenso konnte in einer weiteren klinischen
Studie gezeigt werden, dass es bei ca. 32% der Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen nach
einer PAE zu einem beschleunigten Wachstum der lokalisierten Metastasen von 223+/- 89 ml auf
270+/- 97 ml innerhalb von drei Wochen in portalen okkludierten Leberarealen gekommen ist.
Zusatzlich kam es bei dieser Patientengruppe zu einem hdheren Ki-67-labeling-Index, sowie zu
verklrzten tumorrezidivfreien Intervallen. Damit konnte das rezidivfreie Uberleben nach der
spateren Leberresektion beeintrachtigt werden (Kokudo et al. 2001). Dariber hinaus wurde
beobachtet, dass es nach PAE bei Patienten mit fortgeschrittenen hepatozellularem Karzinom zu
einer erhdhten Fernmetastasierungsrate kam (Wakabayashi et al. 2001). Eine weitere Serie von 87
Patienten mit hepatozellularem und cholangiozelluldarem Karzinom, sowie Lebermetastasen des

kolorektalen Karzinoms, die préaoperativ einer PAO unterzogen wurden zeigte, dass 27 Patienten
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(31%) wegen der Tumorprogression nicht mehr reseziert werden konnten (Muller et al. 2003).
Diese Daten legen somit nahe, dass durch eine PAO die Tumorerkrankung ungunstig beeinflusst
wird, wobeidie genauen Mechanismen derzeit noch unbekannt sind.

Im Rahmen der pathophysiologischen Veréanderungen im Lebergewebe nach einer PAL lassen sich
einige Hypothesen zu einer Forderung von Tumorwachstum im portal-deprivierten Leberanteil
erortern:

Erstens ist zu spekulieren, ob verschiedene Zytokine die Regeneration des kontralateralen, nicht-
ligierten Leberanteils regulieren und gleichzeitig die Invasion und Proliferation der Tumorzellen
im portal-okkludierten Leberareal Uber kompensatorische Blutzirkulation stark anregen kénnen.
Gegen dieses Konzept sprechen jedoch die Beobachtungen von Kokudo und Mitarbeitern, wonach
es keine offensichtliche Korrelation zwischen Tumorwachstumsrate und Leberregeneration des
nicht-okkludierten Anteils nach der PAE in ihrer eigenen Serie gab (Kokudo et al. 2001). In
mehreren Studien konnten wéhrend der Leberregeneration verschiedene Zytokine wie Hepatocyte
Growth Factor (HGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a.),
Interleukine (1I-6, 1I-1), die Hormone Insulin und Glukagon identifiziert werden, die eine
entscheidende Rolle fir die transkriptionelle Steuerung des Wiedereintritts der Zellen in den
Zellzyklus spielen (Caruana et al. 1981, Cressman et al. 1996, Fausto et al. 1995, Michalopoulos et
al. 1997, Naldini et al. 1991, Webber et al.1998). Interessanterweise konnte in einer Studie
dargestellt werden, dass es im Modell der PAL der Ratte sowohl im atrophierten, als auch im
regenerierten Leberanteil zu einer vergleichbaren ,immediate-early-response®, also dem
molekularen Priming kommt. Zu diesen z&hlen Nuklear Faktor kappa-p (NF-«f3), c-fos, c-myc, c-
jun und Interleukin-6 (1I-6) (Starkel et al. 1999). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die
gesteigerte Proliferation von Tumorzellen mit einer vermehrten Expression der VEGF, HGF und
TGF-a an dem tumorangrenzenden ligierten Gewebe einhergeht. Ebenfalls wurde in derselben
Studie beobachtet, dass es zur einer gesteigerten HGF-Expression im regenerierten nicht ligierten
Gewebe kam (Barbaro et al. 2003). Desweiteren lieR sich in einer anderen Arbeit eine erhhte
Induktion von HGF im regenerierten Gewebe nach ausgedehnter Hepatektomie nachweisen (Baier

et al. 2006). Nach den Angaben von Kusaka et al. 2006 stieg die TGF-a Expression sowohl im
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okkludierten als auch im nicht-okkludierten Leberlappen nach der PAE an. In einer weiteren Studie
ging die gesteigerte VEGF-Expression mit der signifikanten sinusoidalen Erweiterung im Bereich
des Tumorrandes einher (Xiong et al. 2004). Noch eine Studie lieR weitere ,, immediate-early-
response ‘- wie Transforming Growth Faktor (TGF-f1), Interleukin-1p (IL-1p), K-6, c-myc, c-jun,
und c-fos im atrophierten Leberlappen nach der PAL wahrend der ersten sieben Tage sehr stark
exprimiert erkennen (Uemura et al. 2000). Wieder in anderen Studien konnte eine gesteigerte
Expression von c-myc, c-jun, c-fos im regenerierten Gewebe nach einer partiellen Hepatektomie
zusammen mit egr-1 beobachtet werden (Haber et al. 1993, Li et al. 2001, Peng et al. 1999).
Anhand dieser vielen Angaben konnte man davon ausgehen, dass die Induktion von den
., immediate-early-response“ nicht fur die Leberregeneration oder Leberatrophie spezifisch ist und

allgemein im Rahmen von Gewebeumbauprozessen eine Rolle spielt.

Zweitens ist bekannt, dass es durch den Entzug des portalen Flusses zu einer kompensatorischen
Erhohung des arteriellen Flusses im portal-deprivierten Lebergewebe kommt, um den hepatischen
Blutfluss gleichmaliig aufrecht zu halten (Lautt et al. 1983, Richter et al. 2001). Dieses als hepatic
arterial buffer response bezeichnetes Phdnomen kénnte mdglicherweise zur Angiogenese und
Invasion des dort vorhandenen malignen Gewebes filhren (Nagino et al. 1998, Denys et al. 2000).
Diese Hypothese lie3 sich durch die Angaben von Ackermann nachvollziehen. Hier deutet er mit
seiner Hypothese offensichtlich an, dass der Hauptteil der soliden hepatischen Tumore
tberwiegend durch die hepatische Arterie versorgt wird (Ackermann et al. 1986). Es hat in den
letzten Jahrzehnten wiederholt Ansdtze Uber eine Modulation der Blutversorgung wvon
Lebertumoren gegeben, um einzelne glinstige Effekte fiir das Wachstumsverhalten zu erzielen. So
wurden sowohl eine PAL des tumortragenden Leberabschnitts, als auch der Verschluss der
arteriellen Blutversorgung des Lebertumors zur Palliation evaluiert. Beide Okklusionsansatze
haben als Gemeinsamkeit, dass keine durchschlagende Wirkung nachgewiesen werden konnte. Als
Ursache fur die weitgehende Ineffektivitat beider Ansatze wird die Tatsache diskutiert, dass
Lebertumore sowohl arteriell, als auch portal perfundiert werden, und der Ausfall einer

Komponente durch das jeweils verbleibende System kompensiert werden kann (Nagino et al. 1998,
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Denys et al. 2000). Mehrere Studien deuten darauf hin, dass das Leberparenchym sowohl vom
arteriellen Blut, als auch vom portalen Blut gemischt perfundiert wird. Die kompensatorische
Erhdhung des arteriellen Flusses im ligierten Anteil nach einer PAL fiihrt zu einer unvollstandigen
sinusoidalen Kapillarisierung, die durch eine Umwandlung der sinusoidtypischen in
kapillartypische Endothelzellen entsteht (Yamasaki et al. 1999). Andere morphologische Studien
zeigen, dass die Blutgeféasse in den hepatischen Tumoren durch sinusoidformige Verbindungen des
Nachbargewebes mit den peripheren spezifischen Tumorgefalen entstehen (Nikfarjam et al. 2003,
Kan et al. 1996). Perfusionscomputertomograpisch konnte beobachtet werden, dass es eine
positive Wechselbeziehung zwischen arterieller und portaler Perfusion im umgebenden
Lebergewebe des Tumors gibt. Hier vermuteten die Autoren, dass der Tumor teilweise Uber die
Pfortader perfundiert wird (Miles et al. 1998). Die in der Leber befindlichen Tumore sind
gleichzeitig von der Durchblutung des Organs abhédngig, wobei die Bedeutung der einzelnen
Durchblutungskomponenten in der Entwicklung des Tumors zunimmt (Takeda et al. 2002, Mareel
et al. 2002). Mikrometastasen beispielsweise wachsen bis zum Erreichen einer bestimmten GroRe.
Ihre Versorgung erfolgt aus dem umgebenen Gewebe durch Diffusion. Mit weiterer
GroRenzunahme des Tumors im Lebergewebe &ndert sich auch die Versorgung. GroRere Tumore
bilden ihre eigenen Gefalie aus, so dass ihr Zentrum hauptsachlich arteriell versorgt wird, wahrend
ihre Peripherie Uber ein kapillares Netzwerk mit dem sinusoidalen System der Leber
kommuniziert. Demnach ist die Peripherie solider Tumore der Leber sowohl von der arteriellen als
auch von der portalen Blutversorgung abhdngig (Nikfarjam et al. 2003, Kan et al. 1996).

Die nach einer PAO entstehende Gewebeatrophie ist laut Yamasaki et al. 1999 wahrscheinlich als
Folge der milden Hypoxie und der metabolischen Deprivation vorgegeben. Histologisch konnte in
einer friheren Studie nachgewiesen werden, dass der ligierte Anteil der Leber nach einer PAL
seine spezifische Mikroarchitektur behdlt (Mdller et al. 2003). Dies deutet auf eine physiologische
Atrophie hin, die nach der PAL als anpassungsfahige Antwort verstanden werden muss. Einige
Studien deuten darauf hin, dass die tumorumgebenden Gewebe an der Regulation des Wachstums

und der Invasion maligner Zellen beteiligt sind (Takeda et al. 2002, Mareel et al. 2002).
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Abgesehen von diesen Theorien kdnnten wir spekulieren, dass bislang uncharakteristisch lokal
zellulare und molekulare Mechanismen als Interaktionen an der Grenze zwischen Tumorperipherie
und dem umgebenden Lebergewebe im ligierten Leberanteil die Invasion und Angiogenese von
soliden Tumoren fordern. Laut Takeda et al. 2002 zeichnet sich dieses Gebiet durch lokale
Verdnderungen wie Entzindungen, Fibrogenese, und Angiogenese nach einer PAE aus.
Gleichzeitig ist die Tumorinvasion direkt oder indirekt von sinusformiger Blutversorgung seiner
Peripherie abhdngig (Kan et al. 1996, Takeda et al. 2002, Mareel et al. 2002, Nikfarjam et al.
2003).

Zunehmende Beweise liegen vor, dass die intra- und extrazelluare Regulation des
Tumorwachstums auf komplexen Vorgangen beruht. In zahlreichen Studien wurde bewiesen, dass
die Induktion von intrazelluldaren stress response proteine und immediate-early Gene wie hsp-70,
hmox-1 und egr-1 zum Tumorwachstum durch Stimulation der Angiogenese und sogar die
Verstarkung der Therapieresistenz von soliden Tumoren beitragen (Raschmi et al. 2004,
Nylandsted et al. 2002, Mitchell et al. 2004, Tanaka et al. 2003, Sunamura et al. 2003, Worden et
al. 2005). Andere experimentelle Daten implizieren, dass uPA, uPAR und pai-1 durch Vermittlung
perizelluldrer Proteolyse und Matrix-Umbau an der Progression einiger Tumore beteiligt sind
(Bajou et al. 1997). Hier stellten wir die Hypothese auf, dass es im Rahmen der Leberatrophie nach
einer PAL durch massiven Stress in der Leber zur gesteigerten Aktivierung von zellularen und
molekularen Faktoren kommt, wobei diese Faktoren als bedeutsam im Rahmen der
Tumorprogression und Angiogenese in mehreren Studien charakterisiert wurden. Hierzu wurde die
Expression der early-growth-response (egr-1), heat-shock-protein-70 (hsp-70) und heme-
oxygenase-1 (hmox-1) im Lebergewebe nach PAO in einem Kleintiermodell untersucht. Zuséatzlich
wurde das Plasminogen-Aktivator-Inhibitorsystem, bestehend aus urokinase-Plasminogen-
Aktivator (UPA), seinem zellularen Rezeptor (UPAR) und seinem Inhibitor (pai-1), im
Pfortaderokklusionsmodell evaluiert.

Umdie selektiven Effekte der PAL auf die Genexpression in der Leber zu Uberprifen, wurden hier
durch  vergleichbare tierexperimentell-chirurgische  Versuchsansdatze klinisch  relevante

pathophysiologische Zustdnde der Leber erzeugt, und die vorher erwdhnten Response betrachtet.
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Im Modell der PAL wurde die parallel zueinander laufende Leberregeneration (im nicht ligierten
Leberlappen) und -Atrophie (im ligierten Leberlappen) prasentiert. In der PH wird die
Leberregeneration nach Parenchymverlust dargestellt. Dariber hinaus wurde das chirurgische
Trauma in den Experimenten abgebildet, indem eine Versuchsgruppe lediglich einer SO
unterzogen wurde. Hierbei wurden die pathophysiologischen Veranderungen der Lebergewebe auf

molekularer Ebene verglichen.

Aufgrund der speziellen Anatomie der Rattenleber, bei der die Leberlappen getrennt voneinander
mit jeweils gut zuganglichen Gefalen vorliegen, hat sich das Rattenmodell insbesondere fiir
molekularbiologische Grundlagenforschung bewéhrt und ist fir diese Art von Operationen gut
geeignet. AuBerdem weist das Genom von Nagetieren eine sehr hohe Parallelitit zu dem des
Menschen auf. Studien an Grof3tiermodellen wirden die Situation am Menschen wahrscheinlich
besser reflektieren, diese sind jedoch kosten- und zeitintensiver. Die Physiologie der Ratte
unterscheidet sich deutlich von der des Menschen, beispielsweise durch eine abweichende
Leberperfusion oder die viel schnellere Regenerationsgeschwindigkeit. Der Interaktion zwischen
Parenchym- und nicht Parenchymzellen der Leber wurde eine entscheidende Rolle in der
Regeneration und Atrophie zugeschrieben (LaBrecque et al. 1994). In dieser vorliegenden Arbeit
werden die Leberzellpopulationen mit ihrer intakten Mikroarchitektur nicht getrennt erforscht,
damit spiegeln die gewonnenen Ergebnisse die naturlichen Bedingungen wider. Dariber hinaus
wurde bisher das in-vivo-Modell, insbesondere das 70%-PH-Modell fir die Erforschung von
Leberregeneration angewandt, wie auch in der vorliegenden Arbeit. Im Vergleich zu anderen
Methoden wie zB. dem Einsatz von Lebertoxinen ist das PH-Modell nicht mit Gewebsschaden

oder Entziindungsreaktionen assoziiert.

Mit den vorher erwéhnten unterschiedlichen operativen Bedingungen erfolgte die Probenentnahme
jeweils nach 1, 3, 6, 12, 24, 48, 96 und 192 Stunden. Dann wurde aus jeder Probe die m-RNA mit
dem RNeasy Midi Kit nach dem Protokol des Herstellers extrahiert. Um eine spezifische m-RNA

zu detektieren, wurde die Gesamt-RNA elektrophoretisch getrennt und auf eine Nylonmembran
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transferiert. Parallel wurde mit Hilfe einer Reverse-Transkriptase-PCR aus einem mRNA Strang
den gesamten komplementaren DNA-Strang (cDNA) hergestellt, durch eine Standerd-PCR mit
spezifischen Primern hoch amplifiziert und Digoxigenin-markierten cDNA-Einzelstrang-Sonden
hergestellt. Dann wurden Sonden zum Nachweis der zu untersuchenden mRNA in die Northern-
Blot-Hybridisierung eingesetzt. Damit wurden die Genexpression der o0.g. Faktoren bzw. die
pathophysiologischen Verdanderungen der Lebergewebe auf molekularer Ebene bestimmt,

analysiert und verglichen.

Die wesentlichen Ergebnisse der Arbeit sind:

Erstens, dass die Expression von egr-1, hmox-1 und hsp-70 im atrophierten ligierten Lebergewebe
im Gegensatz zum regenerierten nichtligierten Lebergewebe nach der PAL und nach der PH zur
SO selektiv verstérkt war.

Zweitens zeigt pai-1 eine selektive Induktion sowohl im atrophierten Gewebe nur nach der PAL,
als auch im regenerierten Lebergewebe nach der PH.

Drittens zeigten die Resultate der uPA- und uPAR-Expression im atrophierten und im

regenerierten Lebergewebe keine signifikanten VVerdnderungen.

Die early- growth-response-1 (egr-1) wurde aufgrund seiner raschen Induktion in zahlreichen
Zelltypen nach Wachstums-, Differenzierungs- und Apoptosereizen als ein Immediate-Early-Gen
(IEG) charakterisiert (Gashler et al. 1993, Kilbourne et al. 1995, Sukhatme et al. 1988). Seine
rasche Induktion wurde in einer vorhergehenden Arbeit in den ersten zwei Stunden im
regenerierten Lebergewebe nach einer partiellen Hepatektomie und nach einer PAL im
hypertrophierten Lappen als selektiv dargestellt (M uller et al. 2003). In dieser vorliegenden Arbeit
war die Expression der egr-1 mRNA im PH-Modell sowohl im atrophierten- als auch im
regenerierten Gewebe der PAL im Vergleich mit der SO nach 3 Stunden erhoht induziert. Diese
Ergebnisse deuten einerseits darauf hin, dass die chirurgischen Traumata auch die Basalwerte der
egr-1 mRNA Expression ohne signifikanten Effekten beeinflussen, anderseits konnte die schnelle

Anderung der portalen Hamodynamik nach der PAL und PH mdglicherweise als ein Trigger-
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Mechanismus fiir die Induktion der egr-1 wirken. Nach 6, 12, 48 und 192 Stunden war die egr-1
MRNA Expression im ligierten Gewebe im Vergleich mit dem nicht ligierten Gewebe besonders
deutlich erhoht. Nur nach 96 Stunden stellten wir eine geringere Erhéhung fest. Bei 24 Stunden
wurde ein Rickgang der egr-1-spezifischen mRNA ohne offensichtliche Unterschiede zu den
anderen Modellen beobachtet. Die persistierende Erhdhung der egr-1 Expression in den spateren
Stadien nach der PAL im ligierten Lappen im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen bestatigt
einerseits die Angaben von Starkel und Uemura und deutet anderseits daraufhin, dass die erhghte
egr-1 Expression im atrophierten Lebergewebe selektiv zu betrachten ist. Diese selektive Induktion
wird mdglicherweise aufgrund heterogener Stressoren, z.B. der kompensatorische Anpassung des
portal deprivierten Lebergewebes an die milde Hypoxie und das veranderte Nahrstoff- und
Metabolitmilieu erklart. Diese Stressoren Iosen &hnliche molekulare Antworten aber mit definitiv
biologisch entgegengesetzten Resultaten aus. Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor egr-1
eine wichtige Rolle bei der Angiogenese spielt (Khachigian et al. 2004, Wilson et al. 2006). Die
unerwartete Abnahme der Expression des egr-1 24 Stunden nach der PAL im ligierten Lappen
bleibt jedoch unverstdndlich. Es lasst vermuten, dass andere heterogene Stressoren z.B. die
arterielle kompensierte Perfusion im ligierten Gewebe nach der PAL im Zusammenhang mit der

Atrophie dabei eine Rolle spielen.

Die Expression spezifischer mRNA von hmox-1 war eine Stunde postoperativ in allen gepriften
experimentellen Bedingungen vergleichbar rasch induziert. Nach 3 Stunden stieg das Niveau in
allen Modellen besonders im nicht ligierten Gewebe und im PH-Modell an. Anhand der
Beobachtung, dass die Expression der hepatischen hmox-1-mRNA nach 3 Stunden postoperativ in
allen gepriften experimentellen Bedingungen induziert ist, konnte man vermuten, dass der
chirurgische Stress als ein effektiver Stimulus seiner Expression, analog zur egr-1 Expression, zu
werten ist. Ebenfalls konnte die schnelle Anderung der portalen Hamodynamik nach der PAL und
PH als ein Trigger-Mechanismus fir die Induktion der hmox-1 sein. Erst nach 6 Stunden im PAL-
Modell waren die hmox-1 Signale in den ligierten Leberlappen im Vergleich zu allen anderen

Modellen hoch selektiv zu betrachten. Nach 12, 24, 48 und 96 Stunden ging die Expression der
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MRNA der hmox-1 inallen Modellen etwas zuriick. Trotzdem war das Niveau im ligierten Lappen
des PAL-Modells im Vergleich zu den anderen operativen Verfahren immer noch erheblich erhght.
In einer Studie wurde bestétigt, dass die hmox-1 eine geordnete Rolle zur Erhaltung der
hepatischen Perfusion nach GefaRschédden durch Trauma oder Ischdmie z.B. nach einer PAE spielt
(Nie et al. 2002). Andere Studien bewiesen, dass die Induktion von hmox-1 einen zytoprotektiven
Effekt gegen oxydierende Stressoren z.B. inflammatorische Zytokine, Endotoxin, Ham,
Hyperthermie und NO sowie antiapoptische VVorgange hat (Applegate et al. 1991, Rizzardini et al.
1993, Choi et al. 1996, Morse et al. 2002).

Ahnlich wurde die rasche Expression von hsp-70 spezifischer mRNA wihrend der ersten 3
Stunden in allen Modellen beobachtet. Nach 6, 12 und 48 Stunden wurde eine selektive
Expressionssteigerung im ligierten Leberlappen des PAL-Modells im Vergleich zu den anderen
Modellen gefunden. Seine molekularen Antworten wéahrend der Leberregeneration in unseren
Experimenten waren relativ gering, da das Gewebe des PH-Modells und des nicht- ligierten PAL-
Modells, in denen die kompensatorische Leberregeneration stattgefunden hat, keine erheblichen
Verdnderungen der Expression des mRNA der hsp-70 im ganzen postoperativen Verlauf im
Vergleich zur SO oder den Kontrollproben zeigten. Im Gegensatz zu der Studie von Konishi et al.
1995, in der eine erhohte Expression von hsp-70 nach der PH beobachtet wurde, war seine

Expression 12 und 24 Stunden nach der PH in unserem Ergebnis relativ niedrig.

Die erhaltene Induktionen von hmox-1 zusammen mit egr-1 und hsp-70 im portalen ligierten
Lebergewebe im PAL-Modell in spateren Stadien legen nahe, dass diese Proteine bei den
regulatorischen Anpassungen des Lebergewebes an die neuen unphysiologischen Bedingungen

eine wichtige Rolle spielen.

Die Fahigkeit von egr-1, hsp-70 und hmox-1 die Zellen vor stressvollen Anregungen zu schiitzen,
kann fir die Tumorzellbiologie wichtig sein. Infolgedessen ist es mdglich, dass die Hepatozyten,

die innerhalb des ligierten Portalgewebes liegen, eine regulierte Induktion von diesen stress-
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response als Abwehrmechanismus gegen lokale unphysiologische Bedingungen an der
Grenzregion zwischen Tumor- und Lebergewebe veranlassen, um ihren Widerstand zu verbessern
aber wohl gleichzeitig die Tumorzellen zur Invasion anregen.

Fur die uPA- und UPAR-Expression waren keine signifikanten Verdnderungen sowohl nach der
PAL in beiden Lappen, als auch der PH und der SO zu sehen. In den Kontrollproben waren die
Signale der Transkripte etwas erhtht vorhanden. Da die mRNA Expression von uPA und uPAR
nach der Chirurgie im Vergleich zu Kontrollen nur ein wenig erhoht war, gab es keinen statistisch
bedeutenden Unterschied unter den experimentell gepriften Bedingungen, somit wurden keine
Regulationen beobachtet. Diese fehlende Regulation der mRNA fir uPA nach der PH stimmt mit
einem vorhergehenden Bericht (Mars et al. 1995) (berein. In einer anderen Studie lies sich eine
Erhohung der mRNA von uPA und uPAR in dem verdanderten Gewebe in Verbindung mit dem
hepatozellularen Karzinom nachweisen (De Petro et al. 1998). Hier kann man auch vermuten, dass
diese unspezifische Induktion von uPA und uPAR nur im Rahmen der Gewebe-Remodellierung
unter unphysiologischen Bedingungen verursacht wird. Da uPA und uPAR im ligierten Gewebe
nach der PAL unspezifisch induziert waren, spekulierten wir, dass der Inhibitor (pai-1) auch hier

induziert ist.

Die sofortige frihe Induktion von pai-1 wéhrend der Leberregeneration nach der PH und der PAL
im nicht-ligierten Gewebe ist in friheren Arbeiten von beschrieben worden (Muller et al. 2002,
Schneidermann et al. 1993). In dieser Arbeit war die spezifische mRNA von pai-1 sowohl im
ligierten Lappen des PAL-Modells als auch im regenerierten Gewebe des PH-Modells nach 6, 12,
48 und 96 Stunden im Vergleich zum regenerierten des nicht ligierten Lappens des PAL-Modells
und zu den SO-Proben erheblich erhght dargestellt. In den Kontrollproben war die Expression von
MRNA des pai-1 kaum erkennbar. Die Bestatigung, dass der pai-1 eine entscheidende Rolle in der
Modulierung des Lebergewebes spielt (Andreasen et al. 1997, Bajou et al. 1998, De Petro et al.
1998) deutet zusammen mit der Erhéhung seiner Expression im atrophierten Gewebe des PAL-
Modells und im regenerierten Gewebe nach der PH darauf hin, dass dieses Protein an der

Regulation der Umbauprozesse beteiligt ist. In verschieden Studien konnten Hinweise auf eine
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Aktivierung des Urokinasesystems bei der Tumorprogression erbracht werden (Allgayer et al.
1995, Pappot et al. 1995, Dano et al. 1994). Fir die Behandlung zahlreicher Tumore z.B.
Bronchialkarzinom, Mammakarzinom, Hepatozellularekarzinom, Kolorektalkarzinom und
Magenkarzinom hat die Bestimmung von uPA und pai-1 laut mehrerer Daten eine prognostische
Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen von uPA und/oder pai-1 im
Primartumor mit einem erhfhten Metastasierungsrisiko und einem kirzeren Gesamtiberleben
einhergehen. (Janicke etal. 1993, De Petro 1998, Konno et al. 2001, Salden et al. 2000, Kaneko et
al. 2003). Obgleich seine definitive Rolle fiir die Progrssion dieser Tumore unklar ist, vermuten
wir, dass die Hemmung der UberméRigen Plasminproteolyse durch pai-1 mdglicherweise die
Neoangiogenese des Tumorgewebes unterstitzt.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine selektiv verstarkte Expression von egr-1, hmox-1
und hsp-70 im atrophierten Lebergewebe im Gegensatz zum regenerierten nach der PAL und der
PH sowie der SO festgestellt. Pai-1 zeigte eine selektive Induktion nur im atrophierten Gewebe
nach der PAL und im regenerierten Lebergewebe nach der PH. Die Resultate der uPA- und uPAR-
Expression zeigten im atrophierten und im regenerierten Lebergewebe keine signifikanten
Veranderungen.

Anhand dieser Ergebnisse stellen wir die Hypothese auf, dass die durch die PAL induzierte
Leberatrophie Abwehrmechanismen wie die gesteigerte Expression vonegr-1, hmox-1, hsp-70 und
pai-1 ausldst, um eine Neovaskularisierung als Antwort auf die unphysiologischen Bedingungen zu
stimulieren, die wiederum die Regulierung der Proliferations- und Wiederherstellungsprozesse

fordert.

Im Zusammenhang mit der Tatsache, dass diese genannten Faktoren als bedeutsam im Rahmen der
Tumorprogression und Angiogenese charakterisiert wurden, kdnnte man davon ausgehen, dass es
in den Lebertumoren im Rahmen des Atrophieprozesses auch hier zu einer Hochregulation dieser
molekularen Mechanismen kommt. Hierdurch kénnte die Therapieresistenz, das Wachstum und die

Angiogenese begunstigt werden.
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6. Zusammenfassung

Die Leberresektion gilt als einzige kurative Moglichkeit bei der Behandlung von malignen
Lebertumoren. Aufgrund der ausgepragten Regenerationsfahigkeit der Leber kdnnte problemlos
bis zu 60% seines gesamten VVolumens ohne Beeintrachtigung der gewebespezifischen Funktionen
entfernt werden. Bei kritischer erweiterter Leberteilresektion wird in der Klinik eine préoperative
Pfortaderastembolisation durchgefuhrt, um einem moglichen postoperativen Leberversagen
entgegenzuwirken.

Das Ziel dieser Technik ist die Induktion einer Hypertrophie des tumorfreien Leberanteils und
einer Atrophie des befallenen Leberanteils. Als unerwinschte Nebeneffekte nach der
Durchfiihrung dieser Methode konnte nach vorhandenen klinischen Daten eine Tumorinvasion und
die Verkilrzung des Metastasierungsintervals beobachtet werden.

Als mdgliche Ursachen dafir wurden verschiedene Faktoren diskutiert, die einerseits als
Unterstitzungs- bzw. Anpassungsreaktion des Lebergewebes auf die entstandenen
hdmodynamischen Veranderungen bzw. die unphysiologischen hypoxischen Bedingungen nach
der Pfortaderastokklusion betrachtet werden, und anderseits bei der Tumorinvasion, -angiogenese
und -immunresistenz potentiell eine Rolle spielen.

In dieser vorliegenden Studie wurde die Genexpression von egr-1, hmox-1, hsp-70, sowie UPA,
sein Rezeptor uPAR und sein Inhibitor pai-1 im Lebergewebe als Vertreter solcher zytoprotektiver
tumorwachstumsfordernder Faktoren bestimmt.

Um die zeitlichen, ortlichen und situativen Bedingungen der Induktion dieser Faktoren im
Lebergewebe selektiv zu bestimmen, haben wir Leberproben aus scheinoperierten Ratten als
Analogmodell der chirurgischen traumatischen Bedingungen, Proben aus dem ligierten
Lebergewebe der Ratten nach einer Pfortaderastligatur als Analogmodell zu atrophischen
Bedingungen, sowie Proben aus nicht ligierten Lebergewebe der Ratten nach einer
Pfortaderastligatur und Proben aus Lebergewebe der Ratten nach einer Leberteilresektion als
Analogmodell zu regenerativen Bedingungen in bestimmten zeitlichen Abstdnden entnommen.

Aus den Proben wurde die mRNA isoliert und anhand von RT-PCR und Northern-Blot-
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Hybridisierung die Genexpression der 0.g. Faktoren bestimmt.

Nach Durchfuhrung der Versuche wurde im ligierten Lebergewebe nach der Pfortaderastligatur
eine selektive Induktion von egr-1-mRNA, hmox-1, und hsp-70 in spateren Stadien der
Leberatrophie im Gegensatz zur Leberregeneration und Scheinoperation festgestellt. Die Resultate
der uPA- und UPAR-Expression zeigten im atrophierten und im regenerierten Lebergewebe keine
signifikanten Verdnderungen. Pai-1 zeigte eine selektive Induktion sowohl im regenerierten
Lebergewebe nur nach der partiellen Hepatektomie, als auch im atrophierten Gewebe nach der
Pfortaderastligatur.

Da die Pfortaderastembolisation in der Klinik zur einer Atrophie des mit Metastasen bzw. Tumoren
besiedelten Lebergewebes fuhrt, und die Leberatrophie mit einer erhdhten Expression der oben
untersuchten Faktoren verbunden ist, konnte man davon ausgehen, dass diese auch in Tumoren
bzw. Metastasen verstarkt expremiert werden und dadurch Wachstums, Angiogenese und Invasion

fordern.
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