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Arbeitshypothese und Fragestellungen

1. Arbeitshypothese und Fragestellungen

Das Zusammenspiel der multiplen beteiligten Faktoren bel Leberregeneration ist komplex
reguliert, und nach wie vor existieren die verschiedensten Hypothesen zu der Frage, wel-
che aulReren Einflisse die regenerativen Prozesse triggern. Die kompensatorische Leberre-
generation nach 2/3 partieller Hepatektomie (PH) wird als Antwort auf den Parenchymver-
lust angesehen. Im Modell der Pfortaderastligatur (engl.: portal branch ligation = PBL)
kommt es zu einer anal ogen regenerativen Antwort im nicht-ligierten Leberteil. Im Gegen-
satz zu PH lassen sich hier frilhe molekulare Prozesse fir die Leberregeneration bei kon-
stantem Gesamtlebervolumen erforschen. In beiden Verfahren, nach PH im Restleberge-
webe und nach PBL in den hyperperfundierten Lappen, kommt es zu einer portalen Mehr-
durchblutung. Postuliert, jedoch noch nicht eindeutig bewiesen werden, konnte die Hypo-
these, dass die Regeneration nach PH durch Erhéhung des portalen Blutflusses im Residu-
allebergewebe getriggert wird. Der Vergleich beider Modelle erdffnet die Moglichkelt,
portale Hamodynamik und akuten Parenchymverlust al's potentielle physiologische Trigger
isoliert zu betrachten.

Verschiedene Arbeiten anhand von in-vivo- und in-vitro-Modellen liefern Hinweise dafr,
dass Egr-1 und PAI-1 durch mechanischen Stress induzierbar sind. Egr-1, PRL-1 und PAI-
1 sind Vertreter der Immediate-Early Genes (IEG), die innerhalb von einer Stunde nach PH
massiv exprimiert werden, und denen eine wichtige Rolle in der Regulation von Wachs-
tumsprozessen zugeschrieben wird. Ziel der Arbeit ist es, die mégliche Bedeutung der por-
talen hamodynamischen Uberbelastung in der Aktivierung der frilhen Gen-Expression die-
ser Faktoren, sowie deren Einfluss auf das Ausmal3 und die Progression einer regenerati-
ven Antwort abzuschétzen.

Es gibt Hinweise dafir, dass einige IEG nicht spezifisch fir Regeneration sind, sondern
eher Ausdruck einer unspezifischen Stressantwort. Nach Scheinoperation lasst sich im di-
rekten Vergleich zu normalem und regenerierendem Gewebe beurteilen, ob die Genexpres-
sion moglicherweise Stress induziert ist.
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2. Einleitung

2.1 Klinische Bedeutung der L eberregeneration

Bel priméaren und sekundéren Malignomen der Leber sind ausgedehnte chirurgische Resek-
tionen die Behandlung der ersten Wahl und bieten die einzige Mdglichkeit fir einen kura-
tiven Therapieansatz. Derzeit sind Resektionen von tber 70% des Lebergewebes mdglich.
Es kann davon ausgegangen werden, dass der Parenchymverlust nach Leberteilresektion
beim Menschen nach spétestens 6-12 Monaten durch regenerative Prozesse ersetzt worden
ist (Nagasue et a. 1987). Auch in der Transplantationsmedizin spielt die Leberregeneration
eine wichtige Rolle. Die Knappheit von Leichenspendern fuhrte zur Entwicklung neuer
chirurgischer Techniken wie beispielsweise der Split-Liver-Transplantation und der Leber-
lebendspende (Bismuth et a. 1989, Emond et al. 1996, Pichimayr et al. 1988, Raia et al.
1989). Bei beiden Verfahren wird lediglich ein Tell des Organs transplantiert. Haufig ist
das Transplantat fur den Empfanger zu klein im Verhaltnis zu seiner Korpergrofe (Small-
for-Size). Studien zeigen, dass die kleinen Transplantate kontinuierlich wachsen und sich
ahnlich wie nach partieller Hepatektomie regenerieren, bis das entsprechende Volumen
passend zum neuen Korpergewicht erreicht ist (Francavilla et a. 1994, Kawasaki et al.
1992). Das Verstandnis Uber regenerative Prozesse der Leber ist fur die Chirurgie daher
von fundamentaler Bedeutung.

Ausgedehnte Leberteilresektionen bei Malignompatienten sind mit einer erheblichen Re-
duktion von funktionellem Lebergewebe verbunden. In diesem Zusammenhang stellt das
postoperative Leberversagen eine gefurchtete Komplikation dar. Um dem Risiko einer
postoperativen Leberdysfunktion entgegenzuwirken, fihrten Makuuchi und Kinoshita, vor
erweiterter Hepatektomie, eine Pfortaderastembolisation (PE) durch, mit dem Ziel, eine
kompensatorische Hypertrophie des kontralateralen Lappens zu induzieren, und somit das
Volumen des zukinftigen Restparenchyms zu vergrof3ern (Kinoshita et al. 1986, Makuu-
chi et al. 1990). In der onkologischen Leberchirurgie ist die Erforschung der Leberregene-
ration von grof3er Bedeutung, um die physiol ogischen Grenzen des Resekti onsausmalies zu
verstehen und letztlich gegebenenfalls auszuweiten. Die Regenerationsleistung des Leber-
gewebes konnte zum Beispiel durch Anregung |eberspezifischer Protektionsmechanismen
verbessert werden (Kaido et al. 1998, Uwagawa et al. 2001). Gleichzeitig wird die Regene-
ration erforscht, um neue Ansétze fur den Ersatz ausgefalener Leberfunktion zu entwi-
ckeln, wie Organersatzverfahren fir Patienten mit akutem Leberversagen oder Leberaus-

fallkoma, die auf isolierten und kultivierten Hepatozyten basieren. Die Erforschung rege-
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nerativer M echanismen auf molekularbiologischer Ebene stellt dartber hinaus die Basis fur
das Verstdndnis zahlreicher Lebererkrankungen (zum Beispiel akute Leberschadigung
durch Toxin, fibroproliferative Erkrankungen) und fir Verbesserungen in deren Therapie

dar.

2.2 Partielle Hepatektomie als oper atives Standardmodell

Die préklinische Erforschung der Leberregeneration setzt die Verflgbarkeit eines etablier-
ten experimentellen Ansatzes voraus.

Als operatives in-vivo-Modell zur Erforschung der Leberregeneration hat sich das 1931
von Higgins und Anderson eingeftihrte 2/3 partielle Hepatektomie-Modell (PH) an der
Ratte besonders bewahrt (Higgins 1931). Bei diesem Verfahren werden 70% der Leber
operativ entfernt, ohne das zuriickgel assenen L ebergewebe zu beschédigen. Dabei ersetzen
die verbleitbenden Lappen durch hypertrophische und hyperplastische Vorgange das verlo-
rene Lebergewebe. In zahlreichen Studien ist belegt, dass die Regeneration bel Nagetieren
bereits nach 7-15 Tagen abgeschlossenist (Michalopoulos et al. 1997, Pistoi et a. 1996).
Die Leber besitzt eine aulRergewdhnliche Kapazitdt zu regenerieren. Dieses einzigartige
Phanomen unterscheidet die Leberzellen von anderen hochdifferenzierten Zellen. Die Tei-
lungsaktivitdt der Hepatozyten ist allgemein gering, dennoch kommen selbst in der gesun-
den, ausgewachsenen Leber einige Hepatozytenreplikationen vor. Histochemische Unter-
suchungen zeigen, dass durchschnittlich weniger als 1 Mitose auf 1000 Hepatozyten statt-
findet. Als Reaktion auf verschiedene Reize einschliefdlich Parenchymverlust und Zell-
schaden durch toxische oder virade Substanzen kann sich das Lebergewebe regenerieren
(Diehl et a. 1996).

Wenige Minuten nach partieller Hepatektomie als Regenerationsstimulus treten die ruhen-
den Hepatozyten aus der Go-Phase in die G;-Phase des Zellzyklus ein. In der S-Phase, bei
Ratten etwa nach 12-16 Stunden, beginnt die DNS-Synthese, die ihr Maximum an Aktivi-
tét 22-24 Stunden nach Leberschadigung erreicht. 6-8 Stunden nach DNS-Synthese erfol gt
die mitotische Teilung der Hepatozyten (Grisham 1962). Die meisten Hepatozyten durch-
laufen den Replikationszyklus mindestens einmal. Die Regeneration im PH-Modell betrifft
ale Z€ltypen der Leber (Parenchymzellen und Nicht-Parenchymzellen wie Sinusendothel -
zellen, Kupffer-Zellen, Ito-Zellen und Gallengangsepithelzellen), so dass nach Abschluss
der Reparationsvorgange die normale Architektur in dem neugebildeten Areal wiederher-
gestellt ist (Martinez-Hernandez et al. 1995).
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Interessanterweise wird das urspriingliche Gesamtlebervolumen nicht signifikant tber-
schritten, es kommt zu keinem Uberschief3enden Wachstum, sondern das Ausgangsvolu-
men wird zu +/-15% erreicht (Francavilla et a. 1988). Dies legt komplexe Steuerungsme-
chanismen der Leberregeneration auf zellulérer Ebene nahe, welche bislang noch nicht
ndher identifiziert wurden. Das Ausmal? der Regeneration erscheint proportional zum Um-
fang der stattgehabten Resektion, wobei offenbar ein Gewebsverlust von mehr as 9-12%
des Gesamtlebervolumens erforderlich ist, um den Schwellenwert einer regenerativen
Antwort zu Uberschreiten (Yamanakaet a. 1993).

2.3 Das Pfortaderastligatur-Modéll

Die kompensatorische Leberregeneration nach Resektion wurde umfangreich am PH-
Modell untersucht. Das Modell der Pfortaderastligatur (engl.: portal branch ligation =
PBL), bei dem, in Analogie zu dem oben genannten Verfahren von Makuuchi, etwa 70%
der Leber von der portalen Blutversorgung durch Ligatur des linken Pfortaderastes im
Kleintier abgeschnitten werden, ist ein weiteres wichtiges Leberregenerationsmodell, mit
dem grundlegende physiologische Prozesse untersucht werden kénnen. Dieses Modell ist
dadurch gekennzeichnet, dass die Ligatur des Pfortaderastes in den unligierten Lappen zu
einer vergleichbaren regenerativen Antwort fuhrt, wie nach PH im Restparenchym, wah-
rend der ligierte Leberanteil atrophiert (Alison et al. 1986, Rous et a. 1920, Rozga et al.
1986, Takeuchi et al. 1996). Der Parenchymverlust im ligierten Tell der Leber setzt erst
allméhlich ein und fihrt zu einer in etwa ausgewogenen Hyperplasie des nicht ligierten
Lebergewebes. Eine eingehende Erforschung der Wachstums- und Atrophierungsprozesse

auf molekularer Ebene ist am PBL-Modell bisher nur unzureichend erfolgt.

2.4 Steuerung der L eberregeneration

Die kompensatorische Leberregeneration nach PH ist ein komplex reguliertes Geschehen,
welches einer Vielzahl extra- und intrazellulérer Steuermechanismen unterliegt. Bereits
innerhalb einer Stunde nach PH der Ratte kommt es zu einer verstérkten Transkription
zahlreicher Gene, die in der ruhenden Leber nicht oder nur basal exprimiert werden. Die-
sen Immediate-Early Genes (IEG) wird eine entscheidende Bedeutung fur die transkriptio-
nelle Steuerung des Wiedereintritts der Zellen in den Zellzyklus zugeschrieben. Der phy-
siologische Trigger der IEG ist bislang unklar. In einer Arbeit hierzu von Starkel konnte
interessanterwei se gezeigt werden, dass auch das chirurgische Trauma einen entscheiden-
den Stimulus zur Expression bestimmter |EG darstellt (Starkel et al. 1999).

-4-
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Fur den geregelten Zellteilungsprozef3 wahrend der Regeneration scheinen zudem einige
Mediatoren eine wichtige Rolle einzunehmen. Es konnten verschiedene Zytokine und
Wachstumsfaktoren identifiziert werden, die mitogen oder komitogen auf den Zellpool der
Leber wirken. Zu diesen zéhlen Hepatocyte Growth Factor (HGF), Epidermal Growth Fac-
tor (EGF), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), Interleukine (11-6, 1I-1), die Hormone Insu-
lin und Glukagon und weitere (Akerman et al. 1992, Caruana, Jr. et al. 1981, Cressman et
al. 1996, Fausto et a. 1995, Michaopoulos et a. 1997, Naldini et al. 1991, Webber et al.
1998).

Hinsichtlich der Regulation der Proliferationshemmung konzentriert sich die Gberwiegende
Zahl der Studien auf das Zytokin Transforming Growth Factor-b (TGF-b). Diesbeziglich
ist bekannt, dass TGF-b Uber die Induktion anderer Faktoren die Aktivierung des Zytokins
HGF verhindert (Carr et a. 1986). Jedoch ist aufgrund der Komplexitét regenerativer Re-
gulationsmechanismen anzunehmen, dass TGF-b nicht als alleiniger Faktor ausreichend

ist, regenerative Prozesse zu beenden.

2.5 Hamodynamik nach PH und PBL

Obgleich die oben beschriebenen Mediatoren und IEG fir die Steuerung der Leberregene-
ration identifiziert wurden, sind die physiologischen Einfllsse und Triggermechanismen
bislang unerforscht und Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Neben metabolischen Fakto-
ren und einem unspezifischen chirurgischen Trauma werden mechanische Kréfte, welche
nach PH durch Veranderungen des Pfortaderflusses entstehen, als mégliche physiologische
Ausl 6semechanismen flr Leberregeneration diskutiert (Niiya et a. 1999, Sato et al. 1999).
Blutflussmessungen zeigen einen Anstieg des Pfortaderdruckes nach PH und nach PBL in
den nicht-ligierten Lappen vom 1. bis etwa 7. postoperativen Tag (Kanematsu et al. 1985,
Lee et al. 1987, Yamamoto et al. 1992). Sowohl nach PH als auch nach PBL in den nicht
ligierten Lappen bleibt ein orthograder Pfortaderfluss erhalten, der offenbar durch eine
massive Reduktion des portalen Gefél3widerstandes in der verhdtnismaliig hyperperfun-
dierten Leber und durch Dilatation des sinuidalen Strombahn ermdglicht wird. Ein Indiz
fUr erhdhte Druck- und Scherkréfte nach 70% Hepatektomie zeigt sich anhand charakteris-
tischer morphologischer Veranderungen des Lebergewebes. Neben erweiterten Sinusoiden
wurden 6dematds geschwol llene Hepatozyten gefunden (Morsiani et al. 1998).

Somit wirken vermutlich vermehrt Druck und Scherkréfte auf das relativ starker perfun-
dierte Restleberareal, dies konnte ein moglicher Stimulus fir die Initialisierung von Rege-

nerationsprozessen sein. Zusammengenommen legen diese Ergebnisse die Einwirkung von
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bedeutsamen hamodynamischen Einflussen auf das residuelle Lebergewebe nahe. Diese
Einfllisse sind jedoch noch nicht auf zellul&rer und molekularer Ebene erforscht.

2.6 Immediate-Early Genes (Egr-1, PRL-1, PAI-1)

Mehr als 70 der bereits erwahnten Immediate-Early Genes (IEG) sind in regenerierendem
Lebergewebe identifiziert worden. Sie werden al's bedeutsam im Rahmen der Go-G; Tran-
sition der Hepatozyten angesehen. Diese Gene représentieren verschiedenste funktionelle
Gruppen wie Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren, Regulatoren der Signaltransduk-
tion und andere Proteine. Die Induktion der IEG ist per Definitionem unabhangig von ener
de-novo Proteinsynthese. Das heif¥, ihre Expression muss durch Transkriptionsfaktoren
vermittelt werden, die bereits in der gesunden Leberzelle a's inaktive Vorstufen vorhanden
sind. Early growth response-1 (Egr-1), phosphatase of regenerating liver-1 (PRL-1) und
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) werden als IEG exprimiert.

Das early growth response-1-Gen (Egr-1, auch bezeichnet als NFGI-A, krox-24, zif268,
Cef5 und Tis8) kodiert fur ein nukledres 80 kD Zinkfingerprotein, welches an spezifische
GC-reiche DNA Sequenzen verschiedener Gene bindet und deren Transkription beein-
flusst. Aufgrund seiner raschen Induktion in zahlreichen Zelltypen nach Wachstums-, Dif-
ferenzierungs- und Apoptosereizen wurde Egr-1 als ein IEG charakterisiert (Gashler et al.
1993, Kilbourne et a. 1995, Sukhatme et a. 1988). Nach PH konnte ein Anstieg der Egr-1
Expression zusammen mit anderen |EG wie c-myc, c-jun, c-fos beobachtet werden (Haber
et al. 1993, Li et a. 2001, Peng et a. 1999). Die Egr-1 Expression scheint durch Hypoxie
und Inflammation stimulierbar zu sein (Chiu et al. 1999, Khachigian et al. 1996, Yan et a.
1999). In Studien an einigen Modellen wurde eine Aktivierung von Egr-1 durch Barotrau-
ma und mechanische Belastung festgestellt (Morawietz et al. 1999, Niiya et al. 1999, Sato
et al. 1999).

Das phosphatase of regenerating liver-1-Gen (PRL-1), welches innerhalb weniger Minuten
nach PH transkribiert wird, ist wahrscheinlich ein Zielgen fir Egr-1 vermittelte Transakti-
vierung (Peng et a. 1999). PRL-1 verschlUsselt eine nukledre Protein-Tyrosin Phosphata-
se mit einer Molmasse von 20 kD, deren Expression verstérkt bei Leberregeneration indu-
ziert wird. Aul3erdem gibt es Hinweise fir eine Beteiligung von PRL-1 an Zellwachstums-
vorgangen wahrend der Entwicklung und der Onkogenese und bei der Differenzierung von
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adulten Organen (Diamond et a. 1994, Gregory et al. 2000, Peng et al. 1998, Rundle et al.
1999, Zeng et a. 2000).

Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) ist ein 50 kD Glykoprotein und der wichtigste
physiologische Inhibitor von Plasminogen Aktivatoren (PA). PA fordern die Fibrinolyse
durch Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin (Mayer 1990). Das Plasminogen/PA-
System und PAI-1 sind offenbar auch in eine Reihe anderer biologischer Vorgange verwi-
ckelt. Thnen wird eine Beteiligung an Prozessen zugeschrieben, die mit proteolytischer
Spaltung der extrazellularen Matrix verbunden sind wie Tumorinvasion, Metastasen, Ent-
zUndung, Organogenese und Gewebsumbau wahrend Leberregeneration (Dano et al. 1985,
Saksela et a. 1988). In-vitro-Studien zeigen, dass PAI-1 von vielen verschiedenen Zdllty-
pen einschliefdlich Hepatozyten gebildet wird, und dass die PAI-1 Expression durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone reguliert wird (Healy et al. 1994, Heaton et al.
1992). Vermutlich wird eine PAI-1 Sekretion durch oxidativen Stress induziert (Cheng et
al. 1996). Auch die PAI-1-Expression scheint durch als Transkriptionsfaktor vorgeschalte-
tes Egr-1 modulierbar zu sein (Aljada et a. 2002, Hasan et a. 2003, Lu et al. 2003, Okada
et al. 2001, Shin et al. 2002). In primar kultivierten Hepatozyten und im PH-Modell ist
PAI-1 asen IEG beschrieben worden (Thornton et a. 1994, Uno et a. 1997).

2.7 Systemische Auswirkungen der L eberregeneration

Nach ausgedehnten Leberresektionen gefahrden der Parenchymverlust und die verénderte
Expression von Funktionsproteinen das Vermogen der Leber, die metabolische Hombosta-
se aufrecht zu erhalten (Ito et al. 1991, Makuuchi et a. 1990, Milland et a. 1990, Okochi
et a. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die praoperative Durchfiihrung einer kontral a
teralen portalen Okklusion durch Embolisation oder Ligatur, eine Hypertrophie des zu-
kunftigen Restlebervolumens induziert, und somit elnen geeigneten Mechanismus darstellt,
einem postoperativen Leberversagen entgegen zu wirken. Klinische und experimentelle
Studien deuten darauf hin, dass die Gesamt-Leberfunktion nach PBL oder PE in der Regel
stabil bleibt (Kubo et al. 2002, Tanaka et al. 1994, Uesaka et a. 1996). Dabei ist noch nicht
vollstandig geklart, wie die Aufgaben zwischen dem wachsenden und dem atrophierenden
Tell der Leber verteilt sind.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die schnelle regenerative Antwort in den nicht-
ligierten Lappen nach PBL der Ratte mit einem Abfall der Transkription von Leberfunkti-

onsproteinen verbunden ist (Urayamaet al. 1999). Deswegen kénnte man spekulieren, dass
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die dennoch gute Vertréglichkeit von PBL oder PE in der Klinik, durch die anhaltende
Leberfunktion in den ligierten Lappen zustande kommt. Allerdings weiss man, dass portale
Deprivation in der Ratte zu einer progressiven Destruktion des betroffenen Lebergewebes
durch Nekrosen und Apoptosen fuhrt. Zusammengenommen legt dies nahe, dass der portal
ligierte Lappen einem grof3en Stress ausgesetzt ist, der moglicherweise die Leberfunktion
beeinflusst.

2.8 Fragestellungen

Mit der vorliegenden Arbeit soll der Effekt von chirurgischem Trauma nach Scheinopera-

tion im Vergleich zu den Effekten nach Parenchymverlust und relativer portaler Mehrper-

fusion auf die frihe Genexpression untersucht werden, um die Erkenntnisse Uber Steue-

rungsmechanismen der Leberregeneration auf molekularbiologischer Ebene zu erweitern.

Im wesentlichen werden hierzu folgende Fragestellungen berticksichtigt:

- Wieist das Expressionsmuster von Egr-1, PRL-1 und PAI-1 im PH-, PBL- und Schel-
noperations-Model | ?

- Ist die Expression von Egr-1, PRL-1 und PAI-1 in chirurgischen Modellen spezifisch
fUr Leberregeneration?

- Ist die Expression von Egr-1, PRL-1 und PAI-1 vielleicht spezifisch fir Leberparen-
chymverlust?

- Welchen Effekt hat die Scheinoperation auf die Expression von Egr-1, PRL-1 und PAI-
1?

- Waeélchen Einfluss haben PH, PBL und Scheinoperation auf den Serum-Glukose Spie-
gel?

- Verandert sich die Expression der Haushaltsgene Albumin und GAPDH wéahrend Re-

generation und Atrophie im Vergleich zur Scheinoperation?




Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagentien, Lésungen/Puffer, Antikdrper
und c-DNAs sind in der aphabetischen Bezugsliste im Anhang (Kap. 8) aufgefihrt.

32Tiere

Insgesamt wurden 145 mannliche Albino Wistar-Ratten mit einem Alter von 2-3 Monaten
und einem Gewicht von 200-250 g verwendet. Die Versuchstiere wurden von der Charles
River Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Alle Experimente wurden unter Be-
achtung der geltenden Richtlinien fur die Haltung und die Behandlung von Labortieren
durchgefihrt. Die Versuche wurden zuvor von der Tierschutzkommission der Behorde fr
Arbeit, Gesundheit und Soziales der Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Wasser und Ratten/M duse-Standardnahrung und wurden in klima-
tisierten R&umen unter einem konstanten 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten.

3.3 Operationsverfahren
Die Operationen wurden in Ather-Narkose und unter sauberen, aber nicht sterilen Bedin-
gungen durchgefihrt.

Partielle Hepatektomie (PH)

In der 70%-Hepatektomie-Gruppe (PH) wurde das Abdomen mit einem medianen Langs-
schnitt er6ffnet und die Leber aus ihren ligamentéren Adhasionen gelost. Die Préparation
des Ligamentum hepatoduodenale erfolgte unter dem OP-Mikroskop (10 fache VergrofRe-
rung). Es wurden die anterioren (links-lateraler und medialer) Leberlappen von ihrer arte-
riellen und portalen Versorgung abgeklemmt. Anschlief3end erfolgte die Praparation der
Lebervenenaste. Nach Ligation des arteriellen und portalen Zustroms und Abbinden der
entsprechenden Lebervenenaste wurde der mediane und der links-laterale Leberlappen

entsprechend des V erfahrens nach Higgins und Anderson entfernt (Higgins 1931).

Pfortaderastligatur (PBL)

In der 70%-Pfortaderastligatur-Gruppe (PBL) wurde die Pfortader prépariert, und deren
linker Ast, der den links-lateralen und mittleren Leberlappen versorgt, mit einer 6-0 Naht
ligiert. Dadurch waren etwa 70% des Lebergewebes von der portalen Blutzufuhr abge-
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schnitten. Die Operation erfolgte unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops (10 fa-
che Vergroferung).

Scheinoperation (SO)
Fiir die Durchfiihrung der Scheinoperation (SO) wurden die portalen Aste lediglich darge-
stellt. Das Abdomen wurde nach den Operationen mit 4-0 Nahten verschlossen. Postopera-

tiv hatten die Ratten freien Zugang zu Nahrung und Wasser.

Kontrolltiere (K)
Zusatzlich gab es eine Kontroll-Gruppe (K), in der das Gewebe ohne vorausgehenden chi-

rurgischen Eingriff entnommen wurde

3.4 Probengewinnung

Die Probenentnahmen erfolgten jeweils 1, 2, 3, 6, 12 und 24 Stunden und 2, 4, 8 und 14
Tage nach der Operation.

Fur die Gewinnung des Probenmaterials nach Ablauf des Intervalls wurden die Tiere er-
neut gewogen und anschliefend mit Ather narkotisiert. Das Abdomen wurde wiederum mit
einem medianen Langsschnitt ertffnet. Die Aorta abdominalis wurde oberhalb des Truncus
coeliacus abgeklemmt und die Vena cavainferior eréffnet. Uber Punktion der Aorta wurde
die Leber mit physiologischer Kochsalzldsung blutleer gespiilt und anschliefRend fir die
weitere Aufarbeitung enthommen und gewogen. Das enthommene Gewebe wurde, nach
dem Abwiegen, in flUssigen Stickstoff Uberfuihrt und bei —80°C asserviert.

3.5 Lebergewichtsindizes

Zur Beurteilung der regenerativen und atrophierenden Prozesse im zeitlichen Verlauf wur-
den jeweils das Korpergewicht und die Lebersegmentgewichte bestimmt. Direkt im An-
schluss an die Probenentnahmen wurden die Lebersegmente getrennt voneinander abge-
wogen und das absolute und das relative Gewicht zur Bestimmung des Lebersegment zu

K drpergewichts-Index ermittelt (Abb.1).

3.6 Glukosemessung
Die Blutentnahmen erfolgten jewells vor Versuchsende. Die Bestimmung der Glukosekon-
zentration im Serum wurde im Zentrallaboratorium unserer Klinik durchgefthrt.
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3.7 Nachweis spezifischer m-RNA

Hierzu gehort eine Reithe unabhangiger Arbeitsschritte. Im Mittelpunkt stand hierbel zu-
néchst die Isolation von Gesamt-RNA aus den Gewebeproben. Um eine spezifische m-
RNA zu detektieren, wurde die Gesamt-RNA elektrophoretisch getrennt und auf eine Ny-
lonmembran transferiert. Parallel bendtigte man eine komplementédre DNA -Probe (cDNA).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Northern-Blot-Hybridisierung im Gegensatz zu stan-
dardmaRig verwendeter radioaktiver **Phosphor-Markierung mit Digoxigenin-Methoden in
Anlehnung an die Arbeiten von Yamaguchi durchgefuhrt (Yamaguchi et a. 1994). Die
Sonde wurde zum Nachweis der zu untersuchenden m-RNA in die Hybridisierungsreaktion
eingesetzt.

3.7.1 RNA-Isolation

RNA ist im Vergleich zu DNA sehr anfdllig fir spontane und enzymatisch katalysierte
Hydrolyse. Ribonucleasen (RNasen) kommen ubiqutér vor, sind sehr stabil und kdénnen
nach Denaturierung wie z.B. durch Autoklavieren schnell wieder renaturieren. Daher sind
besondere Vorkehrungen beim Arbeiten mit RNA zu treffen. Alle Materialien waren au-

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

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
streng nach dem Protokoll des Herstellers. Alle Zentrifugationsschritte fanden bei 4000
rpm und Raumtemperatur statt. Vor Beginn wurden je 4 ml RLT-Puffer 40 ml b-
Mercaptoethanol hinzugefigt. Fir jede Isolation wurden 200-250 mg gefrorenes Leberge-
webein 4 ml RLT-Puffer lysiert, in ein 15ml Roéhrchen tberfuhrt und 10 Minuten zentrifu-
giert (Rotanta/ RP Zentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand wurde vorsichtig
in ein neues 15 ml-Rohrchen pipettiert. Anschlief3end wurden 4 ml 70% Ethanol hinzuge-
flgt, sofort geschittelt und 1 min gevortext (Minishaker, IKA Werke, Staufen). Hiernach
erfolgten die entsprechenden Waschschritte in enger Anlehnung an das Kit-Protokoll. Um
die RNA aus der Membran zu |8sen, wurde der Filter in ein neues 15 ml Sammelréhrchen
Uberfuhrt und 200 ml RNase-freies Wasser direkt auf die Membran getraufelt, das Rohr-
chen 5 min stehen gelassen und schliefdlich 3 min zentrifugiert. Dieser letzte Schritt wurde
mit weiteren 200 ml RNase-freiem Wasser wiederholt, so dass die RNA in 400 ml RNase-
frelem Wasser gelOst vorlag. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration konnte dann ein
Aliquot der jeweiligen Probe 1:60 verdinnt in Aqua dest. im Photometer bei 260 und

280nm gemessen und somit die Konzentration ermittelt werden.
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3.7.2 Northern Blot

Der Transfer der Nukleinsduren auf eine Nylonmembran im Anschluss an eine gel-
el ektrophoretische Trennung von RNA-Molekilen wird als Northern-Blot bezeichnet.

Zur Inaktivierung der RNasen wurde die Gelelektrophoresekammer, der Schlitten und die
Kamme fur 20 min mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Es wurde ein 1%iges
Agarosegel hergestellt. Pro Probe wurden 10 mg RNA eingesetzt, mit 7 ml Probenpuffer
durchmischt, 10 min bel 65°C im Thermoblock inkubiert und 2-3 min auf Eis gekthlt. An-
schlieffend wurde jede Probe mit 3 ml Ladungspuffer versetzt, kurz abzentrifugiert (1min
bei 10000 rpm) und auf Eis gelagert. Die Elektrophorese erfolgte im Horizontallauftrager
(Sub-Cdll GT, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen) geflllt mit 1 x RB, unter einer
Spannung von 80 V.

Nach 1 %2 bis 2 Stunden wurde unter UV-Licht eine Fotografie des Gels angefertigt
(Gelprinter, MWG-Biotech GmbH, Ebersberg). Die rRNA stellt mit etwa 80-90% den
Haupttell der Gesamt-RNA einer Zelle, deswegen kann man die 18S und 28S rRNA-
Untereinheiten im Agarosegel mit Ethidiumbromidférbung nachweisen und als Ladekon-
trolle verwenden, um sicherzustellen, dass in den verschiedenen Spuren des Agarosegels
gleich viel RNA aufgetragen wurde.

Dann wurde das Gel 1 x 15 minin Aquadest. und 2 x 15 minin 20 x SSC bel Raumtempe-
ratur inkubiert. Darauf folgend wurden die Nukleinsduren auf eine Nylonmembran (Filter
Hybond-N+, Amersham Pharmacia, Freiburg) Ubertragen: Eine Wanne wurde mit 20 X
SSC gefillt und eine kleine Glasplatte quer dartiber gelegt. Zwei langliche Streifen What-
man-Papier (Whatman Chromatography Paper, Merck Eurolab, Hamburg) Ubereinander
wurden in 20 x SSC getrankt und Uber die Glasscheibe gelegt, dass sie vorn und hinten in
den Puffer eintauchten. Im Anschlul3 daran wurde das zurechtgeschnittene Gel mit den
Taschen nach unten auf die Papiere in die Mitte der Glasplatte gelegt, mit Parafilm umge-
ben und die Nylonmembran in der GroRe des Gels aufgebracht. Uber die Membran kam
eine doppelte Lage Whatman-Papier in der gleichen Grof3e, die vorher in 2 x SSC getrénkt
wurde, und ein Stapel Zellstoff von ca. 10 cm Hohe. Dann wurde der Stapel mit einer gro-
[3en Glasplatte bedeckt, die mit einem Gewicht von 750 g beschwert wurde.

Der Transfer-Puffer SSC wurde durch die Kapillarkréfte durch das Gel gesaugt, dabel
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 getrénktes Whatman-Papier gelegt, um mit Hilfe eines UV-
Crosslinkers (Hoefera UV C 500 UV Crosslinker, Amersham Biosciences Europe GmbH,
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Freiburg) die RNA auf der Nylonmembran zu fixieren. Zur spéateren Grof3enzuordnung der
Banden wurden unter UV-Licht die 18 S und 28 S rRNA-Untereinheiten markiert.
Der Filter wurde entweder sofort weiterverarbeitet oder in 20 x SSC in Saranfolie (Dow

Chemical, Midland, Michigan) geschiitzt bei +4°C im Dunkeln gelagert.

3.7.3 Herstellung der Digoxigenin(DI G)-markierten cDNA-Einzelstrang-Sonden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht die exponentielle Amplifikation von
DNA-Nukleotidsequenzen in vitro. Die Reaktion gliedert sich in drei unterschiedliche
Temperaturschritte. Zuerst erfolgt eine Denaturierung der zu vervielfachenden Nukleotid-
sequenz, danach ein Anlagern der sequenzspezifischen Oligonukleotide an die komple-
mentére Sequenz (,Annealing®) und abschlieffend eine Nukleotidkettenverlangerung
(, Elongation®).

Zuerst wurde mit Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) mit einem mRNA Strang als Mat-
rize der gesamte komplementdre DNA-Strang (cDNA) hergestellt. Darauf folgte eine
Standard-PCR, in der das zuvor gebildete Produkt, ein cDNA/RNA-Doppelstrang, als Mat-
rize diente. Mit spezifischen Primern wurde ein ca. 200 bp langer Abschnitt innerhalb der
Ziel-Sequenz hoch amplifiziert. In einem dritten Schritt wurden die Sonden schliefdlich
markiert. Hierfir wurde 1 ml des spezifischen PCR-Produkts in eine neue PCR-Reaktion
eingesetzt, bel der DIG (Digoxigenin-markiertes)-dUTP anstatt des dTTP direkt in die
cDNA eingebaut wurde. In der Nukleotidmischung war ein Drittel des dTTP durch DIG-
dUTP ersetzt. Das zweite Besondere an diesem Schritt war, dass nur ein Primer eingesetzt
wurde. Durch diese asymmetrische PCR-Methode konnte, unter ausschliefdlicher Verwen-
dung des Rickwéarts-Primers, eine konzentrierte Einzelstrang-cDNA hergestellt werden.
Sie war komplementér zu den m-RNA-Transkripten auf der Membran, und deswegen hoch

spezifisch.

Polymerase-Kettenreaktion revers-transkribierter Gesamt-RNA (RT-PCR)

Als erstes wurde mit Hilfe des 1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) die RNA revers transkribiert, um einen komplementéren
DNA-Einzelstrang herzustellen. Folgende Komponenten wurden in einem sterilen ver-
schlieffbaren 0,5 ml Reaktionsgefald (Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg) ge-
mischt:

2ml 10 x Reaktions Puffer,

4 ml 25 mM MgCl 5,

13-



Material und Methoden

2 ml Desoxynukleotid Mischung,

2 ml Oligo-p(dT)ys Primer,

1 ml Rnase Inhibitor,

0,8 ml AMV Reverse Transkriptase und

8,2 ml Gesamt-RNA.

Die RNA wurde 15 min bei +65°C denaturiert und 5 min auf Eis gestellt, bevor sie der
Reaktion zugefigt wurde, um sicher zu gehen, dass sie in Priméarstruktur vorliegt. Dann
wurde die Probe kurz durchmischt und im Thermocycler (Biometra, Biomedizinische Ana-
lytik GmbH, Gottingen) bei diesem Programm inkubiert: 10 min bei +25°C, 60 min bei
+42°C , 5 min bei +99°C und am Ende 5 min bei +4°C.

Sandard-PCR

Die Amplifizierungsmischung wurde in einem sterilen 0,5 ml Safe Lock Reaktionsgefal}
(Eppendorf) durch Zugabe der Reagenzien in der folgenden Reihenfolge hergestellt:

40,75 ml Aquadest.,

5ml 10 x Puffer,

1ml NTP,

1 ml Template DNA,

1 ml Vorwérts-Primer,

1 ml entsprechender Rickwaérts-Primer und

0,25 ml Tagq 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 s bei 60°C Anlagerung, 2 min bei 72°C Polymerisation,
abschlief3end 10 min bei 72°C.

Sequenzierung

Neben der Identitétskontrolle der in der PCR generierten cDNA anhand ihrer elektrophore-
tischen Auftrennung in Bezug zur Molekilgrofie wurde eine Sequenzanayse mit dem ABI
Prism® Big Dye™ Terminator Kit (Applied Biosystems, USA) durchgefihrt. Zuerst fand
eine Sequenzierungs-PCR der aufgereinigten cDNA statt:

6,7 ml Aquadest.,

4 ml Big Dye Terminator,

-14-



Material und Methoden

4 ml HAT (Genpak),

5 ml Probe, 0,3 ml Vorwérts-Primer und

0,3 ml Ruckwaérts-Primer wurden vermischt.

Das PCR-Programm bestand aus 30 Zyklen: Je 2 min bel 95°C, 30 s bei 95°C, 10 s bei
50°C und 4 min bei 60°C. Anschlief3end erfolgte eine Sequenzierungsreinigung mit dem
DyeEx Spin Kit 250 (Qiagen, Hilden. Im Anschlufd daran wurde es entweder bei —20°C
gelagert oder direkt in das Servicelabor (Institut fir Zellbiochemie und Klinische Neuro-
biologie, Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Sequenzanal yse gegeben.

DIG-PCR

Aus den entstandenen DNA-Doppelstrangen konnten in einem néchsten Schritt unter Ver-
wendung von nur einem Primer DNA-Einzelstrange synthetisiert werden, die komplemen-
tar zu der RNA waren. Auf3erdem wurde durch den Einbau von DIG-dUTP in das PCR-
Produkt die Sonde markiert. In einem sterilen 0,5 ml Réhrchen wurden folgende Kompo-
nenten zusammengegeben:

32,25 ml Aqua dest.,

5ml 10 x Puffer,

5 ml PCR-Mischung,

2 ml Ruckwaérts-Primer,

5ml Template DNA und

0,75 ml Enzymmischung.

Anschlief3end wurde die Mischung im Thermocycler unter diesen Bedingungen weiterver-
arbeitet: 3 min bel +95°C vor dem ersten Zyklus, dann 40 Zyklen mit jewells 1 min bel
+95°C Denaturierung, 1min bei +59°C Annealing und 2 min Elongation bei +72°C. Der
letzte Elongationsschritt wurde 10 min bei 72°C durchgeftihrt. Nach der Amplifikation
wurden 5 ml des PCR-Ansatzes durch 2% Agarosegel el ektrophorese analysiert. Wegen des
mehrfachen Einbaus von DIG-dUTP wéahrend des PCR-Prozesses war das Molekularge-

wicht im Vergleich zum unmarkierten Produkt erhéht.

PCR-Aufreinigung
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. Anschlief3end wurde ein Aliquot von 5 ml in der
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Gel-Elektrophorese analysiert. Die fertige Hybridisierungssonde wurde in ein 15 ml Réhr-
chen mit 10 ml Hybridisierungspuffer (DIG Easy-Hyb, Roche Diagnostics, Mannheim)
pipettiert und bis zum weiteren Gebrauch bei —20°C aufbewahrt.

3.7.4 Hybridisierung

Diese Methode diente zum Nachweis spezifischer Transkripte aus der Gesamt-RNA der
L eberproben.

Zunéchst wurde die Nylonmembran vorsichtig in ein Hybridisierungsréhrchen mit 10 mi
Hybridisierungspuffer (DIG Easy-Hyb, Roche Diagnostics, Mannheim) Uberfuhrt und 1 h
bei +50°C im Hybridisierungsofen (Hybridisierungsofen / Shaker, Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiburg) prahybridisiert. Die in 10 ml Puffer gel6ste Hybridisie-
rungssonde wurde 10 min bel +68°C im Wasserbad denaturiert. Nach Ablauf der Préhybri-
disierungszeit wurden die 10 ml Hybridisierungspuffer verworfen und die in Hybridisie-
rungspuffer geldste Sonde in das Rohrchen gegeben. Die Hybridisierung fand unter sténdi-
ger Rotation bei +50°C Uber Nacht statt.

Der Hybridisierungspuffer enthielt noch ungebundene DIG-markierte Proben und konnte
deswegen in weiteren Hybridisierungsexperimenten wiederverwendet werden. Bis zum
weiteren Gebrauch wurden die Sonden bei —20°C eingefroren. Danach wurde die Membran
zweima 15 min bei Raumtemperatur in 2 x Waschpuffer (2 x SSC + 0,1 % SDS) und
zweima 15 min bei +68°C in 0,5 x Waschpuffer (0,5 x SSC + 0,1 % SDS) gewaschen, um
unspezifisch gebundene DNA zu beseitigen.

3.7.5 Detektion der DIG markierten Nukleinsiuren

Die Detektion wurde mit dem DIG Wasch und Block Puffer Set (Roche Diagnostics,
Mannheim) durchgefiihrt. Bei dem DIG-System wird das Steroid Digoxigenin verwendet,
welches Uber einen Briickenarm an der Sonde gebunden ist. An die markierte Sonde bindet
ein mit akalischer Phosphatase konjugierter Anti-Digoxigenin Antikorper. Das Signal
wird durch Chemolumineszenz erzeugt. Die zur Chemolumineszenz-Detektion erforderli-
chen drel Schritte wurden bei Raumtemperatur in einer sauberen Plastikschale durchge-
fuhrt. Im ersten Schritt wurde die Membran 60 min in Blockierungsl6sung leicht geschuit-
telt, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken. Der mit alkalischer Phosphatase kon-
jugierte Anti-DIG Antikorper (Anti digoxigenin-AP conjugate, Fab fragmente, Roche,

Mannheim) wurde 1:20.000 in 50 ml Blockierlésung verdinnt und die Membran weltere
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30 min in der Antikorperlosung inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte nach einer zweimini-
tigen Aquilibrierung der Membran in Detektions-Puffer die Zugabe des Substrates CDP
(CDP-Star™ready to use, Roche, Mannheim) zur Signalerzeugung. Das Chemolumines-
zenz-Signal konnte mit dem Phospho-Imager (Fluor-S™ Multilmager, BioRad, M iinchen)
gemessen werden. Die Belichtungszeiten lagen hierbel zwischen 1min und 20 min. Der
Ladungsgehalt pro Spur, den man an den rRNA Banden mit Ethidiumbromid bestimmen
konnte, (und Hybridisierungen mit Albumin als Haushaltsprotein) wurden mit den Ergeb-

nissen verglichen und bei unterschiedlichen Ladungen der Wert entsprechend korrigiert.

Rehybridisierung
Die Filter konnten 2 x 15 min in +90°C heiRem IXTE (TrissEDTA-Puffer, Sigma) ausge-

waschen und anschliefiend in eine neue Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

3.8 Statistik

Fur jedes Experiment zu jedem Zeitpunkt wurden die Ergebnisse von 3-6 Tieren gesam-
melt. Alle Parameter, einschliefdlich der Lebergewichte und der densitometrischen Auswer-
tung der Signale, wurden durch Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung
dargestellt. Auf Signifikanz wurde mit Hilfe der one-way analysis of variance (ANOVA)
und Bonferroni s post test geprift. Als signifikant eingestuft wurden p-Werte <0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Operationgletalitat

Alle angewandten Operationsverfahren wurden von den Tieren problemlos toleriert. Die
aufgetretene Gesamtmortalitét von n = 5 (3,5%) begrindete sich auf Narkosezwischenfélle.
In Bezug auf Mobilisation und Fressverhalten zeigten die Versuchstiere der PH-Gruppe
einen geringfiigigen Nachteil gegentiber den Versuchstieren der anderen Operationsgrup-

pen (Daten nicht gezeigt).

4.2 Bestimmung der Regeneration und Atrophie

Zur Beurteilung der regenerativen und atrophierenden Prozesse wurden die Lebersegment-
gewichte bestimmt und in Relation zum Korpergewicht gesetzt.

Bereits makroskopisch war im Verlauf in den nicht-ligierten Lappen des PBL-Modells eine
progressive Grof3enzunahme zu beobachten. Gleichzeitig imponierten die ligierten Lappen
durch eine rasch fortschreitende Atrophie. Nach ca. 72 h wurde eine 50%ige Gewichtsre-
duktion des ligierten Anteils gesehen. Nach 14 Tagen waren nur noch ca. 18% des ur-
sprunglichen Lebervolumens vorhanden. Das Gewicht der regenerierenden Lappen nach
PBL verdoppelte sich innerhalb der ersten 96 Stunden. Bis zum 14. Tag wurde lediglich
ein weiterer Zuwachs von 23% festgestellt. Durch diese balancierte Schrumpfung auf der
einen Seite und das kompensatorische Wachstum auf der anderen Seite blieb das Gesamt-
lebergewicht zu jedem Zeitpunkt auf dem Niveau der scheinoperierten Tiere oder unter-
schritt dieses nur geringflgig (Abb.1).

Das Restlebergewebe im PH-Modell prasentierte eine kontinuierliche Volumenzunahme.
Im Gegensatz zum Ligaturmodell konnte 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 PBL zeigten sich unterschiedliche Anstiege nach 24 und
48 Stunden mit einer schnelleren Antwort nach PH (Abb.1). Diese Unterschiede erreichten
keine statistische Signifikanz. Die Kinetik der Lebergewichtsreduktion in den portal ligier-
ten Lappen zeigt, dass der maximale Gewebsverlust 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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6 1 Regenerative Antwort

—e— PH
—o— PBL n.lig
—a— PBL lig.

Lebersegment zu Kérpergewichts-Index

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Zeit nach operativem Eingriff (Stunden)

Abb. 1 Vergleich der regenerativen Antwort nach partieller Hepatektomie (PH) und Pfor-
taderastligatur in den ligierten (PBL lig) und nicht-ligierten Lappen (PBL n.lig). Die Le-
ber segmentgewichte im Verhaltnis zum Koérpergewicht wurden von allen Tieren nach PH
und PBL in dem Zeitraum zwischen 1 h und 192 h quantifiziert. Die Werte représentieren
Mitttelwerte +/— SEM.

4.3 Expression des Histon-Protein 2B

Histon H2B wird vorzugsweise von proliferierenden Zellen in der S-Phase des Zellzyklus
gebildet und kann daher im Sinne eines Replikationsmarkers verwendet werden (Urayama
et a. 1999). Die mRNA Expressionsanalysen dieses Proteins sollen Aufschluss dartiber
geben, inwieweit zum einen das Expressionsmuster der IEG und zum anderen die Leber-
gewichtsveranderungen mit dem Zellzyklus zusammenhangen.

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 gegeniiber der Kontrolle). Die maximale replikative
Aktivitét nach PH fanden wir 24 Stunden postoperativ, nach 96 h waren die Werte auf ein
basales Niveau zuriickgekehrt. Im Vergleich dazu war nach PBL in den nicht-ligierten
Lappen nach 12 Stunden noch keine Induktion der H2B-Expression nachweisbar. Die erste
Signalintensitét der H2B-mRNA 24 Stunden nach PBL in den regenerierenden Lappen war
weniger ausgepragt as nach PH (5,5 + / -1,7-fach versus 15,6 + / - 4,0-fach nach PH;
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P<0,05) (Abb.), der héchste Anstieg wurde nach 48 Stunden erreicht. 96 Stunden postope-
rativ konnten wieder Normalwerte gemessen werden.

A

Zeit nach operativem Eingriff
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Abb. 2 (A) Repréasentativer Northern Blot von Histon Protein H2B- und Albumin-mRNA zu
verschiedenen Zeitpunkten (6, 12, 24, 48, 96 und 192 h) nach Scheinoperation (SO), Par-
tieller Hepatektomie (PH), Pfortaderastligatur in den ligierten (lig) und nicht-ligierten
(nlig) Lappen. Im Northern Blot wurden Gesamt-RNA Proben (10 ug) eingesetzt, mit DIG -
markierter cDNA hybridisiert, und die Chemolumineszenz-Sgnale detektiert und analy-
siert wiein Kapitel 3 beschrieben.
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Abb. 2 (B) Densitometrische Analysen der Blots von Partieller Hepatektomie (PH) und
PBL in den nicht-ligierten Lappen (PBL nlig). Die Werte von H2B wurden nach Re-
Hybridisierung mit dem jeweiligen Albumin Signal normalisiert. Das mMRNA-Niveau der
unbehandelten Kontrolltiere (K) wurde als 1 betrachtet und die Werte als x-facher Anstieg
gegenliber der Kontrolle ausgedrtickt. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert +/— SEM
(n = 4). *P<0,05 (PH gegenuber PBL nlig)

4.4 Expression von Egr-1

Um die individuelle Rolle der portaen Mehrbelastung als einen frihen Trigger-
Mechanismus in der Induktion der IEG Expression in vivo zu untersuchen, haben wir die
Egr-1-spezifischen Transkripte nach PH und PBL verglichen. Die letztgenannte Prozedur
fuhrt zu vergleichbaren hdmodynamischen Bedingungen wie nach PH, jedoch ohne akuten
Gewebsverlust. Die Werte wurden jeweils mit dem Gehalt der Albumin mRNA, der nur
kleinste Unterschiede in den in diesem Versuch angewandten Verfahren aufwies, als Refe-
renzwert verrechnet (Abb.2-6).

In dem Lebergewebe der Kontroll-Tiere konnte Egr-1 mRNA nachgewiesen werden. Die
Egr-1 spezifischen Transkripte liefRen eine deutliche Induktion 1 Stunde nach PH und PBL
in den nicht-ligierten Lappen erkennen. Densitometrische Analysen zeigten einen spezifi-
schen Anstieg gegentber der Kontrolle von 16,6 + / - 7,2-fach (P < 0,001) nach PH und
von 7,9 + / - 2,7-fach (P < 0,05) nach PBL in den nicht-ligierten Lappen (Abb. 3). Die
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Unterschiede zwischen beiden Verfahren waren statistisch signifikant (P < 0,05). Zu die-
sem Zeitpunkt war kein Anstieg von Egr-1 mRNA nach Scheinoperation oder in den ligier-
ten Lappen nach PBL sichtbar, wobei die Expressionsmuster in allen untersuchten Verfah-
ren erheblich variierten. Nach 2 Stunden blieb die Signalintensitdt der Egr-1 spezifischen
Transkripte nach PH und PBL in den ligierten Lappen verstarkt (Abb. 3). Sowohl nach PH
as auch nach PBL in den nicht-ligierten Lappen blieben die Egr-1 mRNA Niveaus bis 3
Stunden postoperativ erhéht, und fielen nach 6 Stunden auf die Ausgangswerte zuriick
(Abb. 3, 6(A)). Interessanterweise konnte eine voribergehende Induktion von Egr-1
MRNA nach PBL in den atrophierenden Lappen festgestellt werden, die in der 3. bis 6.
postoperativen Stunde anstieg und bis 24 Stunden nach operativem Eingriff anhielt (nicht
gezeigt). Auch die Scheinoperation beeinflusste die Basawerte der Egr-1 mRNA Expres-
sion, fuhrte aber nicht zu signifikanten Effekten. Nach 3 Stunden wurden keine signifikan-

ten Unterschiede in der Egr-1 mRNA Expression gefunden.

A

Zeit nach operativem Eingriff
Oh® = %%% 1h 343%4® = %%Y% 2h 343%43%® - %%% 3h 343%43%®

Gy - g - G — e Weaw sese wae — Y2 Egrol

bt e b

--K---/--SO----PH-----lig-----nlig--/-SO----PH-----lig-----nlig--/-SO----PH-----lig-----nlig—

experimentelles Verfahren

- ¥ 28s

- ¥ 18s

Abb. 3 (A) Reprasentativer Northern Blot von Egr-1 mRNA in unbehandelten Kontrollen
(K) und 1, 2 und 3 h nach Scheinoperation (SO), partieller Hepatektomie (PH) und Pforta-
derastligatur in den ligierten (lig) und nicht-ligierten (nlig) Lappen. Die jeweiligen Ergeb-
nisse der Re-Hybridisierung mit Albumin und die Darstellung der 18S- und 28SrRNA als
Lade-und Qualitatskontrolle sind unten gezeigt.
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Abb. 3 (B) Ergebnisse der densitometrischen Auswertungen der Egr-1 Blots. Jeder Wert
wurde mit dem entsprechenden Albumin-Signal normalisiert. Die Ordinate zeigt das Ni-
veau der Egr-1 mRNA Expression gegentber Kontrolltieren, fur die der Wert 1 festgelegt
wurde. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert +/— SEM. *P<0,05; **P <0,01;
***P<0,001 versus SO.

4.5 Expression von PAI-1

PAI-1 ist der wichtigste physiologische Inhibitor von Plasminogen-Aktivatoren (Seki et al.
1996). Die proteol ytische Kaskade, die Plasminigen-Aktivatoren und Plasmin einschlief3t,
und PAI-1 als ein Regulator dieses Systems, scheinen eine wichtige Funktion in Gewebe-
regenerativen Prozessen zu haben (Thornton et al. 1994).

Die Expressionsmuster von PAI-1 waren vergleichbar mit denen von Egr-1, da sie auch
eine frihe spezifische Induktion eine Stunde postoperativ sowohl in der Restleber nach PH
als auch in den hyperperfundierten Lappen nach PBL zeigten. In dem letztgenannten Ver-
fahren wies die PAI-1 Expression jedoch eine hohe Variabilitét auf. Im Gegensatz zu Egr-1
waren nach einer Stunde keine signifikanten Unterschiede zwischen PH und PBL nachzu-
weisen. Doch nach 6 Stunden und nach 12 Sunden konnten wir eine signifikant héhere
PAI-1 Expression nach PH verglichen mit PBL in den nicht-ligierten Lappen feststellen.
Nach PH und nach PBL in den nicht-ligierten Lappen blieben die PAI-1 Transkriptionsni-
veaus zunachst bis zur 3. Stunde erhoht, fielen ab der 6. Stunde kontinuierlich ab und er-
reichten nach 192 Stunden wieder normale Werte, wobei nach PH jeweils stérkere Signale
Zu beobachten waren (Abb. 6(B)). Wie bereits oben fir Egr-1 beschrieben, fanden wir auch

einein der 3. postoperativen Stunde einsetzende spezifische Hoch-Regulation von PAI-1-
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MRNA in den ligierten Lappen, die nach 24 Stunden auf basale Werte zurtickfiel. Die
Scheinoperation hatte zu keinem Zeitpunkt einen Effekt auf die PAI-1-mRNA Niveaus.
Die Kontrollen lief3en nur eine schwache Bande erkennen, die kaum vom Hintergrund zu

unterscheiden war.

A

Zeit nach operativem Eingriff
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Abb. 4 (A) Northern Blots von PAI-1 mRNA 1, 2 und 3 h nach Scheinoperation (SO), par-
tieller Hepatektomie (PH) und Pfortaderastligatur (lig, ligierte Lappen; nlig, nicht-ligierte
Lappen). Unbehandelte Kontrollen sind links und rechts am Rand platziert. Das Ergebnis
der Re-Hybridisierung mit Albumin und die 18S- und 285 rRNA Untereinheiten als Lade-

kontrolle sind unten gezeigt.
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Abb. 4 (B) Quantifizierung der PAI-1 mRNA durch densitometrische Analysen. Jede PAI-1
spezifische Bande wurde mit dem jewelligen Albuminsignal normalisiert und als Effekt
gegeniber der Kontrolle berechnet (Ordinate). Fir die Kontrolltiere wurde der Wert 1
festgelegt. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert +/— SEM. *P<0,05; **P<0,01

4.6 Expression von PRL-1

Es wird angenommen, dass Egr-1 eine wichtige Rolle in der Aktivierung von PRL-1 spielt,
indem esin friihen Stadien der Regeneration an den P1 Promotor bindet (Peng et al. 1999).
PRL-1 ist algemein charakterisiert as eine nukledre Protein-Tyrosin Phosphatase, der eine
Bedeutung im Zellwachstum zukommt. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal
versucht, die physiologischen Bedingungen zu untersuchen, die moglicherweise die
MRNA Expression von PRL-1 wéhrend der Leberregeneration beeinflussen. PRL-1 spezi-
fische Transkripte wiesen in Kontroll-Lebergewebe eine schwache Signalintensitdt auf.
Eine Stunde und 2 Stunden postoperativ konnten wir einen unspezifischen Anstieg von
PRL-1 mRNA nach Scheinoperation, PH und PBL in den ligierten und in den nicht-
ligierten Lappen im Vergleich zu Kontroll Lebergewebe nachweisen. (Abb. 5). Nach 3
Stunden wurde eine spezifische Hochregulation von PRL-1 Transkripten nach PH und
PBL in den nicht ligierten Lappen sichtbar. Nach PH war PRL-1 13,3 + / - 4,4-fach indu-
ziert gegenuber der Kontrolle. Nach Scheinoperation zeigte sich eine 6 + / - 1,4-fache In-

duktion (P < 0,05). Nach PBL in den nicht-ligierten Lappen war ein 10,7 + / - 4,9-facher

-25-



Ergebnisse

Anstieg gegentber der Kontrolle feststellbar (P < 0,05 versus Scheinoperation) (Abb. 5).
Abbildung 6(C) zeigt das Niveau der PRL-1 mRNA nach PH und PBL in den nicht-
ligierten Lappen im zeitlichen Verlauf. In beiden Modellen blieben die PRL-1 Transkripte
zu allen untersuchten Zeitpunkten in einem biphasischen Verlauf, mit Maximalwerten um
die 3. und 24. Stunde, bis zu 192 Stunden postoperativ erhoht. Nach Scheinoperation und
PBL in den ligierten Lappen verblieb das Niveau der PRL-1 mRNA von der 3. postopera-

tiven Stunde an auf basalen Werten.

A

Zeit nach operativem Eingriff
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Abb. 5(A) PRL-1 mRNA Expression in Kontrollen (K) und 1, 2 und 3 h nach Scheinopera-
tion (S0O), partieller Hepatektomie (PH) und Pfortaderastligatur (lig, ligierte Lappen; nlig,
nicht-ligierte Lappen). Erste Re-Hybridisierung des Northern Blots aus Abb. 3. Die Resul-
tate der Re-Hybridisierung mit Albumin und die 18S- und 28Sr-RNA, um die Integritat der
geladenen RNA zu prifen, sind unten gezeigt.
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Abb. 5 (B) PRL-1 mRNA Expressionsniveaus gegeniber unbehandelten Kontrolltieren.
Fir die Kontrolltiere wurde der Wert 1 festgelegt. Die Ergebnisse der Dichtemessungen
wurden mit dem jeweiligen Albumin Signal korrigiert. Jeder Balken reprasentiert Mittel-
wert +/— SEM. *P<0,05 gegeniiber SO.

-27-



Ergebnisse

A
Egr-1 (1-192 Stunden)
25 4 x
HPH
x OPBL n.li
L 20 J
o
c
S 15
(2}
=]
&
o 10
>
X
Q2
w
0 1 2 3 6 12 24 48 96 192
Zeit nach operativem Eingriff (Stunden)
B
PAI-1 (1-192 Stunden)
25
HPH
Q 20 | OPBL n.lig
o x
c
S 5 ’
(2}
5
&
o 10
>
X
2
o5
0 |
0 1 2 3 6 12 24 48 96 192

Zeit nach operativem Eingriff (Stunden)

Abb. 6 Quantifiziierung der Egr-1 (A) und PAI-1 (B) Langzeit mRNA Niveaus durch Nor-
thern Blot Analysen von 1 h bis 192 h (=8Tage) nach partieller Hepatektomie (PH) in di-
rektem Vergleich zu den nicht-ligierten Lappen (PBL n.lig) nach Pfortaderastligatur. Jeder
Balken reprasentiert Mittelwert +/— SEM des jeweiligen mRNA-Gehaltes gegentber denen
der Kontrollen, welche als 1 betrachtet wurden. Die Densitometrie-Werte wurden mit ih-

rem dazugehdrigen Albumin-Signal normalisiert. * P<0,05 (PH gegen PBL n.lig)
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Abb. 6 (C) Quantifizierung der PRL-1 Langzeit mRNA Niveaus durch Northern Blot Ana-
lysen von 1 h bis 192 h (=8Tage) nach partieller Hepatektomie (PH) in direktem Vergleich
zu den nicht-ligierten Lappen (PBL n.lig) nach Pfortaderastligatur. Jeder Balken repréa-
sentiert Mittelwert +/— SEM des jeweiligen mRNA-Gehaltes gegentiber denen der Kontrol-
len, welche als 1 betrachtet wurden. Die Densitometrie-Werte wurden mit ihrem dazuge-

horigen Albumin-Sgnal normalisiert. *P<0,05 (PH gegen PBL n.lig)

4.7 Expression von Albumin und GAPDH

Das Niveau der Albumin-spezifischen Transkripte wies keine Unterschiede zwischen PH,
PBL und Scheinoperation auf. Selbst in Stadien von progressiver Leberatrophie nach PBL
in den ligierten Lappen, war kein Abfall der Albumin-mRNA aufzuzeigen. Wir fanden
einen leichten Ruckgang gegentiber der Kontrollgruppe 24 Stunden nach allen operativen
Eingriffen (Abb 7).

GAPDH-mRNA war spezifisch induziert 24 und 48 Stunden nach PH (1,6- und 1,8-fach;
P<0,05 gegentiber Scheinoperation). Zu diesen Zeitpunkten sah man auch nach PBL in den
nicht-ligierten Lappen einen kleineren, jedoch nicht signifikanten Anstieg. In den portal -
deprivierten Lappen nach PBL waren keine signifikanten Verénderungen der GAPDH-
MRNA Expression im Vergleich zur Scheinoperation festzustellen.
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Abb. 7 Densitometrische Analysen der Northern Blots flr Albumin zu verschiedenen Zeit-

punkten nach Pfortaderastligatur in den ligierten (PBL lig) und nicht-ligierten Lappen

(PBL nlig), partieller Hepatektomie (PH) und Scheinoper ation (SO). Die Dichtemessungen

der Albumin mRNA wurden mit den entsprechenden 18S-rRNA Sgnalen normalisiert. Fur
die Kontrolltiere wurde der Wert 1 festgelegt. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert

+/- EM, (n

=5).
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4.8 Glukosehomoostase

Der Mittelwert des Glukose Gehaltes im Serum der Kontroll-Tiere wurde mit 222,5 +/-17
mg/dl gemessen. Nach Scheinoperation kam es zu keinem untersuchten Zeitpunkt zu signi-
fikanten Veranderungen der Serum-Glukose. PH fuhrte zu einem signifikanten Absinken
des Serum-Glukose Spiegels auf 127 +/-3 mg/dl nach einer Stunde (P<0,05 gegenlber
Scheinoperation) und 99 +/-15 mg/dl nach 6 Stunden (P<0,01 gegeniber PBL und
P<0,001 gegentiber Scheinoperation). Nach PBL zeigte sich ein geringerer Abfall auf 147
+/-18 mg/dl nach 12 Stunden und auf 176 +/-26 mg/dl nach 48 Stunden (Abb.8).
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Abb. 8 Glukose-Konzentration im Serum zu ver schiedenen Zeitpunkten zwischen 1 und 96
h nach Pfortaderastligatur (PBL), partieller Hepatektomie (PH) und Scheinoperation
(SO). Die Werte wurden als Mittelwerte +/— SD ausgedriickt. *P<0,05 versus SO; #1,
P<0.05 versus SO, PBL,; #2,P<0.01 versus PBL, P<0,001 versus SO; n= 5.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

In der vorliegenden Arbeit wurden die Northern-Blot-Hybridisierungen im Gegensatz zur
standardméiig verwendeten radioaktiven **Phosphor-Markierung mit Digoxigenin-
Methoden in Anlehnung an die Arbeiten von Holtke und Sato durchgefuhrt (Holtke et al.
1990, Sato et a. 1993). Die Methode weist eine Reithe wichtiger Vorteile gegentiber der
¥phosphor-Markierung auf wie eine fehlende Strahlenbelastung, die einfache Entsorgung
der Abfdle, geringere Kosten, die Langzeitstabilitdt und die Méglichkeit, die markierten
Sonden wiederzuverwenden. Die zunéchst aufgetretenen starken unspezifischen Hinter-
grundph&nomene konnten durch Modifizierungen der Protokolle eliminiert werden, so dass
die Methode hinsichtlich ihrer Sensitivitét as mindestens gleichwertig gegentber radioak-
tiven Methoden angesehen wird (Engler-Blum et al. 1993, Holtke et al. 1992, Sato et al.
1993).

Bel Northern-Hybridisierungen sollen einzelstrangige Nukleinsduremolekiile detektiert
werden. Bel den Ublicherweise gebrauchten Doppel strang-DNA-Sonden besteht eine Kon-
kurrenzreaktion: Einerseits kann die DNA-Sonde mit der auf der Membran befindlichen
Zielsequenz hybridisieren und andererseits mit sich selbst (DNA/DNA-Hybride). In den
meisten Hybridisierungen wird die Sonde im Uberschuss eingesetzt. Dadurch wird diese
Problematik noch verscharft. Zur Vermeidung einer Konkurrenz von Sonden-
Reassoziation und Hybridisierung mit der RNA-Zielsequenz wurden in der vorliegenden
Arbeit Einzelstrang-Sonden benutzt. In der PCR-Reaktion wurde nur derjenige Primer ein-
gesetzt, der den zur RNA-Zielsequenz komplementéren Strang (, Antisense-Strang*) her-
stellt. Durch diese asymmetrische PCR-Methode in Anlehnung an Y amaguchi (Y amaguchi
et al. 1994) konnte eine konzentrierte Einzelstrang-cDNA hergestellt werden, die kom-
plementér zu den m-RNA-Transkripten auf der Membran, und deswegen hoch spezifisch

war.

Die meisten zur Untersuchung der molekularen Regulation von Leberregeneration durch-
gefuhrten Experimente sind bislang an kultivierten Zellen durchgefiihrt worden. Die in-
vitro-Modelle weisen oft wenig Gemeinsamkeiten mit den in-vivo-Prozessen auf, haupt-
séchlich wegen der fehlenden Interaktion zwischen Hepatozyten und Nicht-
Parenchymzellen, der inzwischen eine entscheidende Rolle in der Regeneration zuge-

schrieben wird. Die Leberzellpopul ationen werden im Kulturmodell getrennt erforscht und
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die gewonnenen Ergebnisse spiegeln nicht exakt die natirlichen Bedingungen mit der in-
takten Mikroarchitektur wider (LaBrecque 1994).

Als in-vivo-Modéell fur die Erforschung von Leberregeneration wurde bisher insbesondere
das 70%-PH-Modell angewandt, wie auch in der vorliegenden Arbeit. Im Vergleich zu
anderen Methoden wie z.B. dem Einsatz von Lebertoxinen ist das PH-Modell nicht mit
Gewebsschaden oder Entziindungsreaktionen assoziiert, es ist reproduzierbar und der Re-
generationsstimulus, ndmlich die Entfernung von Leberlappen, ist genau definiert.

Die Physiologie der Ratte unterscheidet sich deutlich von der des Menschen, beispielswei-
se durch eine abweichende Leberperfusion oder die viel schnellere Regenerationsge-
schwindigkeit. Studien an Grofitiermodellen wirden die Situation am Menschen wahr-
scheinlich besser reflektieren, diese sind jedoch kosten- und zeitintensiver. Das Rattenmo-
dell hat sich insbesondere fir molekularbiol ogische Grundlagenforschung bewahrt, da das
Genom von Nagetieren eine sehr hohe Paralldlitét zu dem des Menschen aufweist.

Zur Beurteillung der Rolle des chirurgischen Traumas wurde zu jedem untersuchten Zeit-
punkt eine Scheinoperationsgruppe mitgeftihrt. Um den Effekt der mRNA -Transkripte zum
Ausdruck zu bringen, setzten wir die Ergebnisse der einzelnen Gruppen (PH, PBL in den
nicht-ligierten und den ligierten Lappen und Scheinoperation) jeweils in Bezug zur Kon-
trollgruppe.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit haben wir zwel Standard-Tiermodelle zur Erforschung der Le-
berregeneration verglichen, das partielle Hepatektomie-Modell und das Pfortaderastligatur-
Modell. Auf diesem Wege haben wir versucht, die Auswirkungen einer akuten Erhthung
des Pfortaderflusses auf die Expression der Immediate-Early-Gene Egr-1, PAI-1 und PRL-
1, und deren Beziehung zur Wachstumskinetik zu analysieren. Alle drel Proteine sind an
Entwicklungs-, Proliferations- und Wiederherstellungsprozessen in zahlreichen Geweben
beteiligt und spielen vermutlich eine wichtige Rolle wahrend des Wiedereintritts der ru-
henden Hepatozyten in den Zellzyklus in frihen Stadien der Leberregeneration. Wir haben
herausgefunden, dass eine Stunde nach PH oder PBL die Immediate-Early-Gene Egr-1 und
PAI-1in der Restleber sowie in den portal-hyperperfundierten Lappen spezifisch induziert
waren (Abb. 3, 4). Diese spezifischen Induktionen gingen denen von PRL-1 voran, die
nach 3 Stunden in den gleichen Lappen, im Vergleich zu den portal-deprivierten Lappen
oder dem Lebergewebe von scheinoperierten Tieren, folgten. Nach einer Stunde war die

PRL-1 Expression in alen untersuchten Bedingungen unspezifisch angeschaltet, sehr
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wahrscheinlich als Reaktion auf das chirurgische Trauma (Abb. 5). Der verzogerte spezifi-
sche Anstieg von PRL-1 in den portal-hyperperfundierten Lappen nach PH und PBL kénn-
te die Trans-Aktivierung durch das vorher induzierte Egr-1 widerspiegeln. Somit ist PRL-1
als Delayed-Early-Gen zu charakterisieren. Der Zusammenhang einer Transaktivierung
durch Egr-1 war in unserem Modéll nicht feststellbar, konnte aber in in-vitro-Studien ge-
zeigt werden (Peng et al. 1999). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die schnelle An-
derung der portalen Hadmodynamik mdglicherweise as ein Trigger-Mechanismus fir die
Induktion der IEG wirkt. Unsere Studie wurde unter der Annahme durchgefihrt, dass bei-
de, die Restleber nach PH und die nicht-ligierten Lappen nach PBL, einem vergleichbaren
hémodynamischen Stress unterliegen, der durch die portale Mehrdurchblutung hervorgeru-
fen wird. Diese Theorie wird durch jingste Untersuchungsergebnisse gestiitzt (Morsiani et
al. 1998, Rocheleau et a. 1999, Schoen et a. 2001, Um et a. 1994). Morphologische Stu-
dien sprechen fur erhebliche Auswirkungen einer portalen Mehrdurchblutung nach PH auf
die Lebergewebsarchitektur mit einer Dilatation der sinusoidalen Strombahn und des Dis-
se'schen Raums und ddematds geschwollene Hepatozyten mit Auflockerung der Paren-
chymzellverbande (Um et al. 1994).

Unterschiede zwischen dem PH- und dem PBL-Modell fanden sich hinsichtlich des Egr-1
Transkriptionsniveaus nach einer Stunde und nach 2 Stunden mit signifikant htheren Wer-
ten nach PH, bezlglich des Langzeitanstieges von PAI-1 mRNA nach PH (Abb. 6b) sowie
des Expressionsmusters von H2B-mRNA. Die H2B-Transkripte, als Replikationsmarker,
prasentierten sich nach PBL weniger ausgepragt. Das letztgenannte Beispiel wird bestétigt
durch frihere Untersuchungen, die eine hthere 3H-Thymidin Aufnahme und Thymidin-
Kinase Aktivitat nach PH im Gegensatz zu PBL feststellten (Lambotte et al. 2000). Die
unterschiedlichen Regenerationsgeschwindigkeiten zwischen beiden Modellen konnten
durch ein wesentlich geringeres metabolisches Bedirfnis flr Regeneration nach PBL er-
klért werden (Bilodeau et al. 1999, Fausto 2000, Lambotte et al. 1997). Mdglicherweise
ubt die erhaltene Funktion der okkludierten Leberteile einen hemmenden Einfluss auf das
kontralaterale Wachstum aus, im Vergleich zu der Entwicklung der Residualleber nach
PH. Die verspétete Antwort in den nicht-ligierten Lappen nach PBL zeigt, dass beide Mo-
delle zusétzlichen unterschiedlichen physiologischen Einflissen unterliegen, die sich durch
die verschiedenen Egr-1 Expressionsniveaus ausdriicken. Entsprechend ist die Geschwin-
digkeit und das Ausmal3 der Proliferation in beiden Modellen divergent, diese Feststellun-
gen weisen zusammengenommen darauf hin, dass die Unterschiede in den Egr-1-mRNA
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Niveaus mit der Progression im Zellzyklus und mit dem Beginn der replikativen Expressi-
on von H2B-mRNA Ubereinstimmen (Mueller et al. 2002).

Esist schwierig, diesen Erklarungsansatz des metabolischen Bedarfes auf die Unterschiede
in der Egr-1 Expression wahrend der ersten zwel Stunden zu Ubertragen, da wir transkrip-
tionelle Reaktionen auf ein bisher unbekanntes Signal beurteilen, welches bereits innerhalb
von Minuten nach Resektion oder Ligatur gesendet werden muss. Weiter bleibt unklar, ob
die hoheren PAI-1 Transkriptionsniveaus nach PH mit den Unterschieden in der regenera-
tiven Antwort zusammenhangen. Es ist denkbar, dass diese Unterschiede durch die Gele-
genheit einer arteriellen Gegenregulation nach PBL zustande kommen. Die Blutversorgung
einer normalen Leber erfolgt zu 2/3 lber die Pfortader und zu 1/3 Uber die Leberarterie.
Unter physiologischen Bedingungen konnen V erdnderungen im Pfortaderfluss durch Fluss-
Variationen der Leberarterie gegenreguliert werden, mit dem Ziel eines konstanten Ge-
samtleber-Flusses (Lautt 1983, Lautt et a. 1990). Studien zeigen, dass das Abklemmen
eines Pfortaderastes durch einen bisher unbekannten vasoreaktiven Mechanismus zu einem
vielfachen Anstieg des arteriellen Flusses in dem betreffenden Leberareal fuhrt. Dieses
Phanomen wird im Englischen as Hepatic Artery Buffer Response bezeichnet und ist in
diversen physiologischen Studien bestimmt und charakterisiert worden (Kawasaki et a.
1990, Lautt 1996, Rocheleau et al. 1999). Dieser regulatorische Mechanismus dient offen-
bar nicht nur der Erflllung des Sauerstoff- und Metabolitbedarfs der Leber, sondern
scheint auch fur die Gesamtleberfunktion wichtig zu sein. Die arterielle Gegenregulation
nach PBL, bei welcher die Menge des Gesamtblutflusses innerhalb der nicht-ligierten Le-
berlappen durch Reduktion des arteriellen Zustroms vermindert werden kann, hat mogli-
cherweise zur Folge, dass auf das Parenchym weniger mechanischer Stress einwirkt. Das
Fehlen dieser Gegensteuerungsoption nach PH kénnte in einem verstérkten mechanischen
Stress fur die Residualleber resultieren und, wie in dieser Arbeit gezeigt, in einer erhdhten
Expression von Egr-1 und PAI-1. Vielleicht wirken diese Unterschiede auch auf die Pro-
gression in frihen prareplikativen Veranderungen und kdnnen maoglicherweise dadurch die
leicht verzbgerte S-Phasen abhangige H2B-Expression nach PBL erkldren. Es muss jedoch
gesagt werden, dass wir in unseren Experimenten bewusst keine hamodynamische Mes-
sungen durchgefuhrt haben, well wir zusétzliche stérende Manipulationen zu der Pfortader

vermei den wollten.

Die Hypothese, dass die Wachstumskinetik nach PBL prézise durch das Ausmal’ der Atro-
phie reguliert ist, wird durch unsere Ergebnisse gestiitzt, da die kontralateralen Replikatio-
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nen im Vergleich zu PH verzogert auftreten (Bilodeau et al. 1999, Lambotte et al. 2000,
Takeuchi et al. 1996, Uemura et al. 2000). Dennoch miissen in Anbetracht der Zeit, die zur
Progression im Zellzyklus erforderlich ist, Modifizierungs-Ereignisse stattfinden, bevor ein
effektiver Verlust von Lebergewebe eintritt. Diese Hypothese wurde jingst durch experi-
mentelle Arbeiten an molekularen Ereignissen wahrend der G;/S-Phasen Progression nach
PBL bestétigt (Starkel et al. 2001).

Die transkriptionelle Aktivierung von IEG geschieht unabhangig von einer Proteinsynthe-
se. Dies erfordert die Beteiligung préaexistierender Transkriptionsfaktoren in der gesunden
Leber, die wahrscheinlich durch fruheste Verdnderungen nach Regenerationsstimulus akti-
viert werden. Neben anderen konnten NF-kB und Stat3 a's inaktive Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die offenbar als Tell der initidlen Antwort nach PH in ihre aktive
Form Uberfuhrt werden kdnnen. Verschiedene Zytokine wie TNFa, 1l-1, 11-6, LSP und
Mitogene wie HGF scheinen Uber rezeptorvermittelte Signaltransduktion die Aktivierung
von latentem NF-kB und Stat3 zu bewirken, die dann vermutlich in den Zellkern wandern,
ihre Zielgene binden und deren Expression beeinflussen (Taub 1996). Diese frihen Vor-
gange nach PH werden fir eine Modifizierung der Hepatozyten verantwortlich gemacht,
durch welche die Zellen empféanglicher fir verschiedene Wachstumsfaktoren werden sol-
len. Dieser als,, Priming” bezeichnete Prozess kdnnte die weitere Progression der Hepato-
zyten im Zelllzyklus in Richtung Mitose erlauben (Fausto et a. 1995). Man kdnnte postu-
lieren, dass die Regeneration wahrend dieser initialen Veranderungen nicht nur initiiert,
sondern bereits der vollstandige Regenerationsablauf festgelegt wird. Untersuchungen am
Modell einer reversiblen PH konnten zeigen, dass die frilhen Reize nicht ausreichen, die
gesamte regenerative Antwort aufrecht zu erhalten, wenn der Parenchymverlust innerhalb
der ersten 3 Stunden wieder riickgéngig gemacht wird. Offenbar legt das Ausmal? des Pa
renchymverlustes erst um die 10. Stunde die Anzahl der Zellen fest, die tatséchlich den
Replikationszyklus durchlaufen (Lambotte et a. 1997). Diese Beobachtungen lassen ver-
muten, dass die Bestimmung der Zellen, im Zelzyklus fortzufahren, oder die Progression
abzubrechen, zu einem spéteren Zeitpunkt durch zusétzliche Steuerungsmechanismen ent-
schieden wird.

Das PH-Modéll legt nahe, dass der akute Parenchymverlust im Sinne eines metabolischen
Defizits die Regeneration ausl0st. Eine bedeutende Studie 18sst jedoch Zweifel aufkommen
hinsichtlich der Spezifitét verschiedener IEG bei Leberregeneration. Denn im 70%-
Pfortaderastligatur-Modell erschien die Aktivierung und Expression von IEG und Zytoki-
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nen wie c-myc, c-jun, Stat3 und 11-6 unspezifisch hinsichtlich der zukinftigen Auswirkun-
gen auf die deprivierten und nicht-deprivierten Lappen nach PBL (Atrophie gegen Regene-
ration), wobei das Niveau von c-fos mMRNA in den nicht-ligierten Lappen signifikant hther
war alsin den ligierten (Starkel et al. 1999). Die Scheinoperation war ebenfalls gefolgt von
einer Stat3 und 11-6 Induktion, was einen wichtigen Einfluss des chirurgischen Traumas
auf diese molekularen Veranderungen andeutet (Heim et al. 1997, Starkel et al. 1999,
Trautwein et a. 1996). Bis heute finden sich nur begrenzte Hinweise fir elnen Zusammen-
hang zwischen hamodynamischen Verdnderungen und einer spezifischen Genexpression
bei Leberregeneration. Eine andere PBL-/ PH-Modell Vergleichsstudie legt eine frihe c-
fos MRNA Expression as Reaktion auf durch Scherkréfte vermittelte Stickoxid Freiset-
zung nahe (Schoen et al. 2001).

Egr-1 ist eines der wenigen Transkriptionsfaktoren, dessen Aktivierung mit mechanischer
Beanspruchung und Scherkréften in Verbindung gebracht wird. Diese Annahme stiitzt sich
auf Untersuchungen, in denen kultivierte Endothelzellen, Herzmuskel zellen, Mesangium-
zellen und glatte Muskelzellen verschiedenen Arten von mechanischem Stress ausgesetzt
wurden (Chiu et al. 1999, Morawietz et al. 1999, Wung et al. 1999). Im Ubrigen ist gezeigt
worden, dass durch Zug-Stress in kultivierten Endothelzellen eine PAI-1 Freisetzung indu-
ziert werden kann (Cheng et a. 1996). Doch der physiologische Einfluss von Egr-1 und
PAI-1 Induktion in leberregenerativen Prozessen ist nicht nachgewiesen, solange in-vivo
Experimente mit funktioneller Ausschaltung von Egr-1 oder PAI-1 fehlen. Egr-1 scheint
ein besonders reizvolles Molekll zu sein, da es durch Aktivierung und Unterdriickung
transkriptioneller Ereignisse moglicherweise zahireiche zellulére Prozesse wie Wachstum,
Entwicklung, Differenzierung und Inflammation kontrolliert (Gashler et a. 1993, Kil-
bourne et al. 1995, Sukhatme et al. 1988). Die Kenntnis seiner genaue Funktion in der Le-
berregeneration als ein potentieller Kontrollpunkt in der Expression von anderen wachs-
tumsabhangi gen Genen ware von entscheldendem Bedeutung.

Obwohl die eindeutige Signalkaskade, die zur Aktivierung von Egr-1 und PAI-1 fahrt, zur
Zeit nicht bekannt ist, scheinen die immediate-early Expressionsmuster von Egr-1 und
PAI-1 einen klaren Bezug zu dem Umstand der portalen Mehrperfusion zu haben. Egr-1
und PAI-1 wurden eine Stunde nach PH in der Restleber und nach PBL in den nicht-
ligierten Lappen spezifisch induziert. Beziiglich der PAI-1 Expression nach PH decken
sich unsere Ergebnisse teilweise mit der Fachliteratur. Im 70%-PH-Modell wurde ebenfalls

eine spezifische Induktion von PAI-1 mRNA nach einer Stunde gezeigt, mit einem Maxi-
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mum nach 2 Stunden (Thornton et al. 1994). Eine andere Studie beschreibt einen nach ei-
ner Stunde einsetzenden Anstieg der PAI-1 Transkripte, der nach 8 Stunden maximale
Werte erreicht, jedoch wurde in dieser Arbeit lediglich eine 25%-PH an der Maus durch-
gefuhrt, dieser Umstand liefert eine mogliche Erklérung fir die gefundenen Differenzen
(Schneiderman et a. 1993). Hinsichtlich der spezifischen Egr-1 Induktion gibt es in der
Literatur Angaben mit einem Expressionsgipfel 2 Stunden nach PH (Taub 1996). Am
PBL-Modell wurde das PRL-1, PAI-1 und Egr-1 Expressionsmuster bisang noch nicht
untersucht. Kurzlich ist beobachtet worden, dass I1-6-defiziente M&use eine beeintréchtigte
Leberregeneration zeigen, verbunden mit einer reduzierten Expression verschiedener IEG,
darunter Egr-1 und PAI-1. Dies legt eine ko-stimulatorische Rolle fur 11-6 nahe (Li et al.
2001). Die Tatsache, dass die Egr-1 und PAI-1 Induktion in I1-6-defizienten Mausen nicht
vollstandig aufgehoben war, und dass die PRL-1 Expression unbeeinflusst blieb, unter-
streicht die Bedeutsamkeit anderer Signalmechanismen. Studien auf der Grundlage kulti-
vierter Endothelzellen und glatter Muskelzellen, die Zug- und Druckkréften ausgesetzt
wurden, zeigten, dass Vertreter der Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAP) Familie als
Signaltransmitter fir mechanischen Stress wirkten (Chiu et a. 1999, Wung et al. 1999).
Zusétzlich scheinen diese Bahnen an durch mechanischen Stress induzierter nuklegrer
Translokation und Expression von Egr-1 in ROS/17/2.8 Osteoblasten beteiligt zu sein
(Granet et al. 2001). lhre potentielle Rolle in der Signaltransduktion in Abhéngigkeit von
veradnderten hdmodynamischen Umstanden in chirurgischen Modellen fir Leberregenerati-
on bleibt nachzuwei sen.

PRL-1 mRNA wurde schnell induziert, 1 Stunde nach Scheinoperation, PH und PBL in
den portal-deprivierten und nicht-deprivierten Lappen. Dieses unspezifische Expressions-
profil kénnte eventuell auf das chirurgische Trauma zurlickzuftihren sein, wie bereits fur
verschiedene andere IEG gezeigt wurde (Starkel et al. 1999). Zu spéteren Zeitpunkten
konnten wir nach PH und PBL in den regenerierenden Lappen erhéhte PRL-1 Transkripte
nachweisen, diese Beobachtung stimmt mit der Fachliteratur Gberein (Diamond et al. 1994,
Haber et al. 1995a). Vor kurzem wurde anhand von Electrophorese Mobility Shift Assay
(EMSA) Untersuchungen dargelegt, dass der PRL-1 Promotor durch Egr-1 trans-aktiviert
wurde (Peng et a. 1999). Unsere Beobachtung elner unspezifischen Induktion, gefolgt von
einer spezifischen Hoch-Regulation in regenerierendem L ebergewebe, deutet auf eine Ver-
bindung mit einem vorher induzierten Trans-Aktivator, vielleicht Egr-1, hin. Méglicher-
weise spielen andere Transkriptionsfaktoren wie Spl, welches mit Egr-1 um eine Bin-

dungsstelle konkurriert, eine Rolle in der unspezifischen frihen Antwort. spl scheint be-
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deutsam fir die basale Expression von PRL-1 zu sein. Vielleicht wird spl durch einen U-
berschuss an Egr-1 verdrangt, und dadurch eine stérkere Transkriptions-Aktivation ausge-
|6st (Kutoh et al. 1993). Esist gut vorstellbar, dass die PRL-1 Expression wichtig fur he-
patisch regenerative Ereignisse ist, da gezeigt wurde, dass PRL-1 mit Wachstums- und
Differenzierungsvorgangen in einer Vielzahl von Zellen und Geweben assoziiert ist
(Diamond et a. 1994, Gregory et a. 2000, Peng et al. 1998, Rundle et al. 1999, Zeng et al.
2000). Seine Funktion in der Leberregeneration muss jedoch weiter erforscht werden.
Schliefdich beobachteten wir, dass die Transkription einzelner IEG, namlich Egr-1, PAI-1
und PRL-1, eher mit ansteigendem Pfortaderfluss als mit Verlust von Lebergewebe oder
chirurgischem Trauma zusammenhangt. Die Immediate Early Gene zeigen somit eine hete-
rogene Gruppe von zelluldren Antworten auf verschiedene physiologische Bedingungen in
vivo, mit wahrscheinich multiplen, fir die Regeneration wichtigen funktionellen Eigen-
schaften.

In Serum-Glukose Messungen konnten wir unterschiedliche Werte zwischen dem PH- und
dem PBL-Modell feststellen. Nach PH kam es zu einem stérkeren Abfall des Blutglukose-
Spiegels as nach PBL. Die regenerierende Leber nach PH versucht den akuten Verlust von
2/3 des Gewebes zu kompensieren und viele ihrer Funktionen einschliefdlich der Synthese
von Gerinnungsfaktoren, Albumin und Gallenflissigkeit und die Glukosehoméostase auf-
rechtzuerhalten (Michaopoulos 1990). Nach PH wird ein schneller Insulin-Abfal und
Glukagon-Anstieg innerhalb weniger Minuten beobachtet, diese Hormonspiegel normali-
sieren sich innerhalb von Stunden (Bucher et al. 1975). Als Teil dieser kompensatorischen
M echanismen werden unmittelbar nach PH in der Restleber Gene induziert, die wichtig fur
die hepatische Glukose Produktion sind, wie Phosphoenol pyruvat Carboxykinase (PEPCK)
und Glukose-6-Phosphatase (G6P) (Haber et a. 1995b, Mohn et al. 1990, Rosa et al.
1992). Eine andere Studie aus unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass nach PH und PBL die
Fahigkeit der Leber, die GlukosehomOostase aufrecht zu erhalten, herabgesetzt ist.
Beobachtungen der Glykogenspeicher deuten darauf hin, dass der atrophierende Leberteil
die Funktion des regenerierenden Leberteils unterstiitzt, so dass die Gesamtleberfunktion
nach PBL abgeschwécht sein kdnnte jedoch wahrscheinlich nicht in einem fir den Patien-
ten kritischem Mal3e (Mueller et a. 2003). Die Funktionsbeeintrachtigung nach PH scheint
ausgepragter zu sein, vielleicht weil eben diese Mdglichkeit nach einer Entfernung des
Gewebes nicht mehr besteht und die Residualleber Schwierigkeiten hat, glukoseproduzie-

rende Enzyme herzustellen und den Blutzuckerspiegel konstant zu halten.
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Die Expressionsprofile der Haushaltsgene wie Albumin und GAPDH waren in regenerie-
rendem Gewebe nach PH und PBL vergleichbar, und diese Ergebnisse decken sich mit
denen aus friheren Publikationen (Milland et al. 1990). In den atrophierenden Lappen fan-
den wir keinen wesentlichen Abfall der Leber spezifischen Haushaltsproteine. Die Daten
Uber Glukose-Homoostase und Haushaltsproteine belegen somit am praklinischen Modell,
dass die Pfortaderembolisation in der Klinik sinnvoll und ohne signifikante friihe Leber-
funktionseinschrankung fir den Patienten wahrend des Ablaufs der balancierten Regenera-

tion und Atrophieist.

5.3 Ausblick / Klinische I nterpretation

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen eine wichtige Rolle der portalen Hamody-
namik fir die Steuerung der Leberregeneration nahe. Gleichsam ist die unterschiedliche
Expression der IEG Egr-1, PAI-1 und PRL-1 méglicherweise die summierte zellulére
Antwort auf hdmodynamischen Stress. In der Klinik ist ein Zusammenhang zwischen hé&
modynamischem Stress und der spateren regenerativen Antwort nicht belegt. Es gibt je-
doch Hinweise, dass ein , portales Hyperperfusionssyndrom”, welches mitverantwortlich
ist fur das Leberversagen nach erweiterten Resektionen oder Small-for-Size-
Transplantationen, tatsichlich pathophysiologisch bedeutsam ist (Lo et al. 2003, Trois et
al. 2003). Die Analyse der Genexpression erdffnet dabei die Moglichkeit einer molekula
ren Frih-Diagnostik, gerade im Hinblick auf die derzeitige Verflgbarkeit der kostengiins-
tigen Hochdurchsatz-Technologien wie Arrays und Genchips.

Die Ergebnisse der Glukosemessungen nach PBL und PH, beziehungsweise die erhatene
Albumin-Expression zeigen, dass die Pfortaderastembolisation as Standardmethode gut
geeignet ist, ohne passagere Funktionsminderung eine préoperative Hyperplasie der Rest-

|eber zu erreichen.
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6. Zusammenfassung

Die frihen physiologischen Mechanismen, welche die kompensatorische Leberregenerati-
on nach partieller Hepatektomie ausldsen sind bislang unklar. Diskutiert werden metaboli-
sche und hamodynamische Faktoren.

Bereits innerhalb einer Stunde nach partieller Hepatektomie kommt es zu einer verstérkten
Transkription zahlreicher Gene, deren Expression in normalem Lebergewebe nicht oder
nur in geringem Mal3e nachweisbar ist. Diese Immediate-Early Gene wie zum Beispidl c-
fos, c-myc, c-jun, Egr-1, PAI-1, PRL-1 werden als bedeutsam im Rahmen des Wiederei n-
tritts der ruhenden Hepatozyten in den Zellteilungszyklus angesehen.

Im Modell der Pfortaderastligatur kommt es, bel konstantem Gesamtlebervolumen, in dem
nicht-ligierten Leberteil zu einer analogen regenerativen Antwort. Der Vergleich beider
Modelle eroffnet die Méglichkeit, portale Hamodynamik und akuten Parenchymverlust als
potentielle Steuerungsmechanismen getrennt zu betrachten.

Mit der vorliegenden Studie wurde der mogliche Einfluss der portalen Mehrperfusion auf
die frihe Expression des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Early-Growth-Response-Gen-1
(Egr-1), der Tyrosin-Kinase Phosphatase of Regenerating Liver-1 (PRL-1) und des Plas-
minogen-Aktivator-Inhibitors-1 (PAI-1) nach partieller Hepatektomie, Pfortaderastligatur
und Scheinoperation am Rattenmodell untersucht. Die mRNA-Expression von Egr-1, PAI-
1 und PRL-1 wurde anhand von RT-PCR und Northern Blot-Hybridisierungen bestimmit.
Die Wachstumskinetik wurde durch Lebergewichtsbestimmungen ermittelt und zeigte eine
in beiden Modellen dhnliche Regenerationskinetik, allerdings trat nach partieller Hepatek-
tomie eine schnellere Volumenzunahme sowie eine frihere Expression der S-Phase-
spezifischen Histon H2B mRNA auf.

Northern Blot-Analysen ergaben eine spezifische Induktion von Egr-1- und PAI-1 mRNA
wahrend der ersten 3 Stunden in den mehr-perfundierten Lappen nach Pfortaderastligatur
und in groferem Ausmald nach partieller Hepatektomie. PRL-1 wurde frih unspezifisch
hoch reguliert und fand sich nach 3 Stunden ausschliefdlich verstérkt in regenerierendem
L ebergewebe.

Die Veranderungen des Pfortaderflusses nach partieller Hepatektomie und Pfortaderastli-
gatur sind mit der Expression von Egr-1, PAI-1 und PRL-1 verbunden. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass hdmodynamische Prozesse einen wichtigen Triggermechanismus fir Le-

berregeneration darstellen.
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8. Bezugsquellenver zeichnis

8.1 Chemikalien und Reagenzien

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

Applied Biosystems (USA): ABI Prism® Big Dye™ Terminator Kit.

Baxter GmbH (Unterschleif3heim, Deutschland): Aqua ad injectabilia.

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

DAKO Corporation (USA): DAKOO Biotin Blocking System, Levamisol

Gibco BRL (Life Technologies, Paisley, Schottland): Sodium salt citrat (SSC), Tris- Bo-
rat- EDTA (TBE)- Puffer.

Merck (Darmstadt, Deutschland): Ethanol 70%, Ethidiumbromid, Natriumchlorid, Trina-
triumcitrat, Natronlauge, Salzsaure.

Qiagen (Hilden, Deutschland): QIAquick Spin PCR Purification Kit, RNeasy Midi Kit.
Roche diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland): 1st strand cDNA Synthesis Kit for
RT- PCR (AMV), PCR DIG Probe Synthesis Kit, PCR Nukleotide Mix, Tag DNA- Poly-
merase und dazugehorige Reaktionspuffer, Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb, DIG
Wasch- und Blockierungspuffer- Set, Anti digoxigenin AP conjugate, Fab- Fragmente,
CDP- Star™ ready to use.

Sigma (Taufkirchen, Deutschland): B -Mercaptoethanol, Bromphenolblau, Diethylpyrocar-
bonat (DEPC), Ethylendiaminotetraacetat (EDTA), Triss EDTA, Ficoll, Formadehyd,
Formamid, 3-N-[Morpholino]propanesulfonic acid (MOPS), Natriumacetat, Phosphate
buffered saline (PBS), Sodiumdodecylsulfate (SDS), Wasser.

Vector Laboratories (USA): VectastainOABC-AP Kit (Alkaline Phosphatase Mouse 1gG,
AK-5002, Alkalische Phosphatase Substratase Kit |
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8.2 Primer

Die folgenden Primerpaare wurden zur PCR Amplifikation von spezifischen cDNASs ver-
wendet. Die Position der Primer bezieht sich auf die Originalsequenz, die unter der Litera-
turstelle angegeben ist. Die amplifizierten cDNA Fragmente wurden kloniert und sequen-
ziert und nach Bestétigung der korrekten Identitét fur die Hybridisierung verwendet.

Zielgen:

Sequenz Forward Primer:

Sequenz Riverse Primer:

Zielgen:

Sequenz Forward Primer:

Sequenz Reverse Primer:

Zielgen:

Sequenz Forward Primer:

Sequenz Reverse Primer:

Zielgen:

Seguenz Forward Primer

Sequenz Reverse Primer

Zielgen:

Sequenz Forward Primer:

Sequenz Reverse Primer:

PAI-1, Ratte
5" TGA GAT CAG TAC TGC GGA CG 3’

5" GAG GGG CACATCTTTTTCAA Z

PRL-1, Ratte

5" TGC GAA GCA ACT TAC GAC AC 3’

5" GCT TGC TGT TAA AAG CTC CG 3’

Albumin, Ratte

5" CCT CAA AGC CTG GGC AGT AG 3’

5" AGT AAT CGG GGT GCCTTC TT 3’

GAPDH, Ratte

5 ATGGGA AGCTGGTCATCAACYT

5CCA CAGTCT TCT GAG TGGCA 3

h2b, Ratte

5" GAT GCC GCGAAGAGA GTTACY

5" GTG TAC TTG GTG ACCGCCTT 3’
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Zielgen:

Sequenz Forward Primer:

Sequenz Reverse Primer:

8.3 Losungen und Puffer
1% Agarosegel

2% Agarosegel

10fach RNA Running Buffer (RB)

RNA- Probenpuffer

5fach RNA- Ladungspuffer

20fach SSC

egr-1, Ratte
5" AAC ACT TTG TGG CCT GAA CC 3’

5" AGG TCT CCC TGT TGT TGT GG 3’

2gAgarose +

176 ml H20 +

20 ml Formaldehyd +
24 ml 10fach RB +

5 pl Ethidiumbromid

5gAgarose +
250 ml 1fach TBE- Puffer +
10 pl Ethidiumbromid

200 mM MOPS +

50 mM Natriumacetat +
10 mM EDTA

ad H20

500 pl deionisiertes Formamid +
169 pl Formaldehyd +
100 pl 10fach RB

5 ml 10fach RB +

3ml H20 +

1,5 g Ficoll 400 +

10 mg Bromphenolblau

3 M NaCl +
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Anhang

2fach Waschpuffer

0,5fach Waschpuffer

0,3 M Trinatriumcitrat
ad H20

0,25gSDS+
25 ml 20fach SSC
ad H20

0,25 g SDS +
6,25 ml 20fach SSC
ad H20




Abkirzungen

Abktrzungen

Abb. Abbildung

Aquadest.  destilliertes Wasser

bp Basenpaare

cDNA komplementére DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiaminotetraacetat

Egr-1 Early growth response gene-1

etal. et dlii

g Gramm

GAPDH Glycerina dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
h Stunden

HE Hamatoxylin-Eosin

HGF Hepatocyte Growth Factor

H2B Histon H2B

IEG Immediate early genes

K Kontrolle

kb Kilo-Basenpaare

kD Kilo-Dalton

min Minuten

ml Milliliter

mg Mikrogramm

ml Mikroliter

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
MRNA Messenger RNA

nm Nanometer

PA Plasminogenaktivator

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ-1
PBL Portal branch ligation (Pfortaderastligatur)
PBL lig. Portal branch ligation (Pfortaderastligatur) ligierter Lappen

PBL nlig. Portal branch ligation (Pfortaderastligatur) nicht-ligierter Lappen
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Abkirzungen

PE
PH
PRL-1
RB
RNA
rpm
rRNA
RT
SDS

Tab.
TNF
uv

Polymerase chain reaction (Polymerase K ettenreaktion)
Pfortaderastembolisation

Partielle Hepatektomie

Phosphatase of regenerating liver-1

Running Buffer

Ribonukleinsaure

rounds per minute

ribosomale RNA

Reverse Transkriptase

Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecyl sulfat)
Scheinoperation

Sodium salt citrate

Tabelle

Tumor-Nekrose-Faktor

Ultraviolett

Volt
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