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Zusammenfassung

BEDEUTUNG DES ENDOTHELIN-NITRITOXID-GLEICHGEWICHTS
IN DER PATHOGENESE VON MIKROZIRKULATIONSSTORUNGEN
NACH LEBERRESEKTION UND TEILLEBERTRANSPLANTATION
— Eine tierexperimentelle Studie —

Michael Johannes Harks

Einleitung: Im Rahmen der grofenreduzierten Lebertransplantation kann das so ge-
nannte Small-for-Size-Syndrom (SFS) auftreten, das pathogenetisch mdglicherweise auf
eine Storung der Mikrozirkulation durch ein Ungleichgewicht zwischen vasokonstrikto-
rischen und vasodilatatorischen Mediatoren, wie z.B. Endothelin-1 (ET-1) und Nitrit-
oxid (NO), zuriickzufiihren ist. In dieser Studie haben wir die Rolle des ET-1-NO
Gleichgewichts und die Wirkung des selektiven Endothelin-A Rezeptor (ETAR) Anta-
gonisten Darusentan® auf SFS-Schidigung nach Leberresektion und nach gréfenredu-
zierter Lebertransplantation (LTX) untersucht.

Material und Methoden: 126 minnliche, isogene Lewis-Ratten wurden in fiinf Ver-
suchsgruppen unterteilt. In den Gruppen I (ohne Therapie) und II (mit Therapie durch
Darusentan” 1 mg/kg KG i.v.) wurde eine 70 %-ige Leberresektion mit Belassen des
linken Leberlappens (30 % Restlebergrofle) durchgefiihrt. In den Gruppen III (ohne
Therapie) und IV (mit Darusentan® 1 mg/kg KG i.v.) wurde eine groBenreduzierte LTX
mit einer TransplantatgroBe von 30 % durchgefiihrt. Die Gruppe V fungierte als
Scheinoperationsgruppe. Mittels der Intravitalmikroskopie wurde die Lebermikrozirku-
lation eruiert. Die Uberlebensrate und die Leberfunktion wurden bis zum 14. Tag be-
stimmt. ET-1, ETAR, die endotheliale NO-Synthase (eNOS), Kupfferzell-Rekrutierung
und Leberparenchymschidden wurden morphologisch und immunhistochemisch unter-
sucht.

Ergebnisse: Nach grofenreduzierter LTX kommt es zu einer erhdhten ET-1- und
ETAR- sowie zu einer reduzierten eNOS-Proteinexpression, die mit einer erhohten
Kupfferzell-Rekrutierung, reduzierten Perfusionrate, Vasokonstriktion, einem erhohten
sinusoidalen Blutfluss und Leberzellschiadigung mit konsekutiv beeintrichtigter Leber-
funktion und Uberlebensrate einhergeht. Die Behandlung mit Darusentan” (Gruppe II
und IV) fiihrte zu einer Aufrechterhaltung des ET-1/NO-Gleichgewichts, Reduktion der
Mikrozirkulationsstorungen und der Leberzellschiddigung, beeinflusste jedoch nicht die
Uberlebensrate.

Diskussion: Mikrozirkulationsstorungen infolge eines ET-1/NO-Ungleichgewichtes
konnen zum SFS-Syndrom nach groBenreduzierter LTX beitragen. Die Aufrechterhal-
tung des ET-1/NO-Gleichgewichts durch ETAR-Blockade reduziert das SFS-Syndrom
durch Protektion der Mikrozirkulation und Reduktion der konsekutiven Leberzellscha-
digung.

Tag der miindlichen Priifung: 05.08.2005
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1 EINLEITUNG

Die zunehmende Ausweitung der Indikationsstellung der Lebertransplantation, von der
Therapie der terminalen Leberinsuffizienz bis zur Therapie von Lebertumoren oder
Korrektur angeborener Stoffwechselerkrankungen, hat zu einem erhohten Bedarf an
Spenderorganen und damit zu neuen Strategien der Bereitstellung von Spenderorganen
geflihrt. Durch die einzigartige Regenerationsfdhigkeit der Leber wurde das Konzept
der groBenreduzierten Lebertransplantation entwickelt, das die Transplantation von
Teil-Lebertransplantaten, entweder nach Lebendspende oder Splitting einer Transplan-
tatleber mit konsekutiver Regeneration entsprechend der funktionellen Anforderungen
des Empfangers vorsieht [14, 31, 74]. Wéhrend bei kindlichen Empfangern mit grofen-
reduzierten Lebertransplantaten gute Erfolge erzielt werden konnten, besteht bei er-
wachsenen Empfingern die Gefahr eines postoperativen Leberversagens infolge einer
zu kleinen Transplantatgrofle, dem sog. small-for-size-Syndrom (SFS) [14]. Insbesonde-
re nach Lebendspende muss ein Kompromiss zwischen einer fiir den Empfanger ausrei-
chenden Transplantatgrofle und einer dem Spender nicht gefihrdenden Restlebergrofle
gefunden werden [27].

Im Gegensatz zu ,.klassischen* Leberresektionen, z.B. in der Chirurgie von Lebertumo-
ren, bei denen ein Residualvolumen von bis zu 25 % des normalen, gesunden Leberpa-
renchyms ausreichend ist, werden bei der Transplantation von grof3enreduzierten Leber-
transplantaten ca. 40 % Residualvolumen zur Prévention eines postoperativen Leber-
versagens als notwendig angesehen [19, 37]. Ursédchlich hierfiir ist in erster Linie der
Ischdmie-/ Reperfusionsschaden (I/R) anzusehen. Neue Untersuchungen konnten jedoch
dariiber hinaus die schidigende Rolle der portalen Uberperfusion in groBenreduzierten
Lebertransplantaten sowie eine Verbesserung der Transplantatfunktion durch portale
Dekompression und Optimierung des vendsen Abflusses zeigen [7, 14]. Das Verhéltnis
des Transplantationsgewichts zum Empfangergewicht (GRBWR = graft weight to reci-
pient body weight ratio) stellt derzeit eine Moglichkeit zur Beurteilung der minimalen
erforderlichen Transplantatgrofle zur Vermeidung des postoperativen SFS dar [14, 19,

26, 37, 57]. Hierbei wird bei Spenderlebern ohne Vorschddigung eine GRBWR von



mehr als 1 % gefordert, im Falle von weniger als 0,8 % tritt mit hoher Wahrscheinlich-

keit das gefiirchtete SFS ein [19, 26, 57].

Mikrozirkulationsstérungen spielen moglicherweise eine wichtige Rolle in der Pa-
thophysiologie des SFS nach groenreduzierter Lebertransplantation, da sich die Leber-
schidigung primar auf der Ebene der Mikrozirkulation manifestiert. Die Regulation der
Mikrozirkulation in der Leber erfolgt auf sinusoidaler Ebene durch vasoaktive Substan-
zen, wie z.B. durch den Vasokonstriktor Endothelin-1 (ET-1) und dem Vasodilatator
Nitritoxid (NO). ET-1 wird als vasoaktiver Mediator in den sinusoidalen Endothelzellen
synthetisiert und iibt seine Wirkung iiber Endothelin-A Rezeptoren, die groftenteils auf
Ito-Zellen lokalisiert sind, aus [24, 91]. Unter physiologischen Bedingungen wird die
Wirkung von ET-1 durch vasodilatierende Mediatoren, wie z.B. dem NO, das z.B. von
der endothelstandigen NO-Synthetase (eNOS) aus L-Arginin gebildet wird, ausgegli-
chen. In der geschéddigten Leber, z.B. beim I/R-Schaden, ist die ET-1-Produktion er-
hoht, wihrend die NO-Freisetzung aus sinusoidalen Endothelzellen erniedrigt ist mit der
Folge einer reduzierten Perfusionsrate, eines reduzierten Sinusoiddurchmessers und
einer erhohten Leukozyten-Endothel-Interaktion [45, 71].

Ziel dieser Studie war deshalb die Untersuchung der Rolle des ET-1/NO Gleichge-
wichts und die Auswirkungen von Darusentan” auf die SFS-Leberschidigung nach Le-
berresektion (Simulation des Spenders nach Lebendspende) und nach gréBenreduzierter

Lebertransplantation (Simulation des Transplantatempfangers).



2 ALLGEMEINER TEIL

Fiir das Verstindnis der Pathogenese des SFS und der Leberregeneration nach groflen-
reduzierter Lebertransplantation sind genaue Kenntnisse iiber die Mechanismen der
Leberzellschiddigung und -regeneration sowie deren morphologischen Korrelate uner-

lisslich, iiber die im Folgenden ein Uberblick gegeben wird.

2.1 Pathogenese der Leberzellschidigung und -regeneration

2.1.1 Leberzellschiadigung

Die Leberzellschiddigung resultiert in Abhéngigkeit von der Art, Dauer und Schwere der
Einwirkung der initialen Noxe in dem Zelluntergang durch Nekrose, Apoptose oder
Nekrapoptose [80]. Neben der priméren Schiadigung durch die initiale Noxe auf die Le-
berzellen kommt es auch zu einer sekundiren Schidigung im Sinne eines Circulus
vitiosus durch Freisetzung von Zytokinen und zytotoxischen Mediatoren aus aktivierten
Zellen des RES, wie z.B. Kupfferzellen (Abb. 1). So fiihren die von Kupfferzellen frei-
gesetzten proinflammatorischen Zytokine TNF-q, Interleukin (IL-1 und IL-6) u.a. zu
einer verstarkten Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und Sinusoidendothel
mit der Folge der Migration der Neutrophilen in das Leberparenchym [21, 47]. Diese
aktivierten neutrophilen Granulozyten setzen nun u. a. grole Mengen von freien Radi-
kalen und Proteasen frei, die das Leberparenchym durch Lipidperoxidation der Zell-
membranen weiter schidigen [47]. Toxische Sauerstoffradikale, die z.B. aus aktivierten
Kupfferzellen aus Sauerstoff unter ATP-Mangel oder oxidativem Stress infolge der
Umwandlung des Enzyms Xanthin-Dehydrogenase in eine Xanthin-Oxigenase entste-
hen, fiithren iiber Lipidperoxidation zu einer Schadigung der Plasma- und Organellen-
membranen mit konsekutivem Zelltod [68]. Stimuliert durch Zytokine kdénnen in
Kupfferzellen und Hepatozyten auch Stickoxid-Radikale iiber eine induzierbare NO-
Synthetase (iNOS) gebildet werden, die zytotoxisch wirken kdnnen, indem sie mit Sau-
erstoffverbindungen reagieren [68]. Die Aktivierung und Schadigung von sinusoidalen

Endothelzellen fiihren zu Storungen der hepatischen Mikrozirkulation mit sinusoidaler



Vasokonstriktion und Perfusionsversagen, Gewebehypoxie und konsekutivem Zelltod
[62, 72]. Dariiber hinaus kommt es zu einer Endotoxindmie infolge einer unzureichen-
den Endotoxineliminierung der Kupfferzellen. Endotoxine aktivieren die sinusoidalen
Endothelzellen und Kupfferzellen und filhren zur Freisetzung vasokonstriktiver und
proinflammatorischer Mediatoren mit der Folge einer Verstirkung der Mikrozirkulati-
onsstorung und der hepatozelluldren Schadigung [25]. Dariiber hinaus tragen die betrof-
fenen Patienten ein erheblich erhohtes Infektionsrisiko aufgrund der eingeschrinkten
Funktion der phagozytierenden Kupfferzellen, der beeintrachtigten Bildung von Kom-
plementfaktoren und der Durchfiihrung invasiver therapeutischer MafBnahmen, die

iatrogene Infektionsquellen bieten [44].
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2.1.2 Leberzellregeneration

Die Leber regeneriert sich iiber Proliferation der bestehenden reifen Hepatozyten und
Nicht-Parenchymzellen. Erst wenn die Proliferationsantwort der Hepatozyten zu lang-
sam oder nur ungeniigend erfolgt, wird ein sekundéres Proliferationskompartiment akti-

viert, das aus hepatischen Stammzellen oder ihren Nachfolgern (sog. ,,oval cells*) be-



steht [39]. Die meisten Erkenntnisse der Leberzellregeneration beziehen sich auf die
Hepatozytenregeneration und wurden iiberwiegend an Modellen der partiellen Leberre-
sektion durchgefiihrt [55]. Hierbei handelt es sich allerdings eher um eine kompensato-
rische Hyperplasie des zuriickbleibenden Gewebes als um eine echte Regeneration der
resezierten Anteile [39].

Jede Form der Leberzellschddigung stimuliert die {iberlebenden Hepatozyten zur Proli-
feration [39, 93]. Nach einer Leberschidigung verlassen sie ihren Ruhezustand (G-0-
Phase) und treten in die proliferativen Stadien des Zellzyklus ein. Durch ,,Priming-
Faktoren* (z.B. TNF-q, I1-6) werden die Hepatozyten gegeniiber den Einfliissen von
Wachstumsfaktoren (z.B. HGF, EGF, TGF-a) erheblich stirker sensibilisiert [39]. Mo-
lekularbiologisch zeigt sich diese Sensibilisierung durch ,,Priming* in einer Genaktivie-
rung, z.B. in Form der Expression von ca. 70 ,,immediate early genes [17]. In der pra-
replikativen Phase (G-1 Phase) erfolgen die Duplizierung notwendiger Zellkomponen-
ten und die Synthese neuer proliferationsspezifischer Molekiile. In der nachfolgenden
Synthesephase (S-Phase) wird die DNS repliziert. Die Weiterentwicklung zur G-1-
Phase und S-Phase ist abhingig von der Stimulation der Zelle durch Wachstumsfakto-
ren. Bleibt diese aus, so ist das Priming reversibel und die Zelle tritt wieder in den Ru-
hezustand ein [12, 17]. Die Wachstumsfaktoren lassen sich in komplette Mitogene (z.B.
EGF, TGF-a, HGF), die auch in vitro eine DNS-Synthese bewirken und in Co-
Mitogene (z.B. Insulin, Glukagon, Schilddriisenhormone), die lediglich die Mitogen
induzierte DNS-Replikation verstidrken konnen, unterteilen [39]. Molekularbiologisch
kommt es zur ,,delayed early gene* Antwort mit Expression von weiteren Zellzyklusge-
nen, wie z.B. von Cyclin D1 und E, durch welche die Zelle unabhingig von der Stimu-
lation durch Wachstumsfaktoren wird (,,G1 restriction point*) und autonom den Zell-
zyklus beendet [40]. AnschlieBend folgt die postreplikative Phase (G-2 Phase), in der
die Zelle Molekiile synthetisiert, die zur nachfolgenden Zellteilung bzw. Mitose
(M-Phase) benétigt werden [93]. Nach ein oder zwei Runden der Replikation verlassen
die Hepatozyten den Zellzyklus und treten wieder in den Ruhezustand (G-0 Phase) ein.
Hierbei wird der Prozess der Leberzellregeneration terminiert, indem die proliferieren-
den Hepatozyten wieder empfindlich gegeniiber der Wirkung von den Inhibitoren, wie
z.B. TGF-B und Activin A werden, wenn die erforderliche funktionelle Kapazitit wieder

hergestellt ist und den metabolischen Anforderungen an die Leber geniigt [39, 40].



Dartiber hinaus wird das Wiedererreichen der physiologischen Lebermasse durch ein
Apoptose- Proliferationsgleichgewicht reguliert, das durch verschiedene Systeme, wie
z.B. Apoptoseinduktion und -inhibition sowie Metalloproteinasen und -inhibitoren kon-
trolliert bzw. beeinflusst werden kann. Die Leberregeneration ist zudem abhéngig von
einer fein abgestimmten Interaktion zwischen Parenchym- und Nicht-Parenchymzellen,
da die meisten Wachstumsfaktoren von Nicht-Parenchymzellen gebildet werden [17,
93]. Die Regeneration von Nicht-Parenchymzellen, wie z.B. von sinusoidalen Endothel-
zellen, ist jedoch noch liberwiegend unbekannt. Ihr Proliferationszyklus unterliegt ei-
nem anderen Zeitmuster als der von Hepatozyten. Wahrend Ratten-Hepatozyten nach
Hepatektomie nahezu sofort nach dem Ereignis in die G-1 Phase eintreten, die S-Phase
zwoOlf bis 15 Stunden postoperativ erreichen und sich bereits nach weiteren sechs bis
acht Stunden in der Mitosephase befinden, ist die Replikation von Nicht-
Parenchymzellen um 24 Stunden verspétet. Dies ist zurlickzufiihren auf eine verldngerte

G-1 Phase [12, 17].

2.2 Mikrozirkulation der Leber

2.2.1 Morphologisches Korrelat der Lebermikrozirkulation

Leberlippchen und Leberazinus

Die klassische strukturelle Untereinheit der Leber ist das Leberldppchen, dessen dul3ere
Begrenzungen die Portalfelder mit der Glisson-Triade darstellen, die aus einem Ast der
V. portae, A. hepatica und einem Gallengangsast bestehen. Im Zentrum des im Quer-
schnitt einem Polygon gleichenden Leberldppchens verlduft die Zentralvene. Die Defi-
nition des Leberazinus durch Rappaport, der eine Untereinheit des Leberparenchyms
darstellt, geht auf Untersuchungen der Mikrozirkulation zuriick [58]. Dabei bilden die
zufiihrenden interlobulir verlaufenden Aste der V. portae und der A. hepatica zusam-
men mit den Asten des Gallenganges die Achse des Azinus. Am Anfang und am Ende
der GefiBachse liegt jeweils eine Glisson-Triade, die beiden anderen Eckpunkte des
Azinus werden von je einer zentralen Vene bzw. terminalen Vene gebildet. Die Sinu-

soide ziehen radidr von der Achse des Azinus zu den terminalen Venen. Da auf diesem



Weg der Austausch von Sauerstoff, Kohlendioxid und Metaboliten mit den Hepatozyten
erfolgt, wurden von Rapport drei Zonen definiert. Zur Zone 1 gehoren die Hepatozyten,
die als erstes mit dem der Leber zugefiihrten Blut in Kontakt kommen. Dieses Blut ist
mit einem hohen Angebot an Sauerstoff und Substraten versetzt. Die in Zone 2 gelege-
nen Hepatozyten erhalten daher Blut mit reduziertem Angebot. Das Blut, das die Hepa-
tozyten der Zone 3 erreicht, wurde von den beiden vorausgehenden Zonen stark verdn-
dert und die Zellen dieser Zone reagieren am empfindlichsten gegeniiber Ischémie,

Anoxie, Blutstauung und Néhrstoffmangel.

periportales Feld

Zentralvene

— _ —— Abb. 2:
Leberazinus

Definition durch Rappaport
mit einer periportalen (1),
mittzonalen (2) und peri-
zentralen Zone (3)

Sinusoide

Besondere Bedeutung fiir die Leberfunktion haben die basalmembranlosen Sinusoide,
die von zwei Blutsystemen, dem portalen und arteriellen System, gendhrt werden und
die gemeinsame Endstrecke beider Systeme darstellen [33]. Die Sinusoide werden von
vier verschiedenen Zelltypen (Sinusendothelzellen, Kupfferzellen, Ito-Zellen, Pit-
zellen) ausgekleidet und bilden keinen geschlossenen Zellverband, wie die Endothelzel-
len in den Kapillaren, wodurch interzellulire Offnungen (Durchmesser 0,1 - 0,5 um)
entstehen. Sie besitzen Fenestrae, dessen Weite aktiv kontrolliert wird [89] und eine

Verbindung zwischen dem Gefdfllumen und dem Dissé-Raum herstellt. Diese Struktu-



rierung erlaubt Serumbestandteilen, unbehindert vom GefaBBlumen in den Dissé-Raum
iiberzutreten und die angrenzende sinusoidale Membran der Hepatozyten zu erreichen.
Auch werden Blutdruckschwankungen des Lumens unbehindert auf den Dissé-Raum
ibertragen und es kommt zu einer Erh6hung der metabolischen Austauschfliche. Als
intersinusoidale Sinusoide bezeichnet man kurze Sinusoide, die zwei parallel verlaufen-
de Sinusoide miteinander verbinden [87]. Der Blutfluss durch die Sinusoide wird durch
Einlass- und Ausstromsphinkter, durch intersinusoidalen Sinusoiden, durch Endothel-
zellschwellung, Kupffer-Zellvorwdlbung und bei pathologischen Zustinden wahr-

scheinlich durch Kontraktion der Ito-Zellen kontrolliert [43].
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Hepatozyten

Die Hepatozyten sind Parenchymzellen der Leber, die sowohl an die Sinusoide als auch
an die Gallenkanilchen angrenzen. Aufgrund ihrer Lokalisation lassen sich die peripor-
talen von den perivendsen Hepatozyten unterschieden, die aber untereinander stark vari-
ieren. Jeder Hepatozyt pflegt eine enge Beziehung mit den benachbarten Parenchymzel-
len, dem Gallekanédlchen und dem Dissé-Raum. An der dem Dissé-Raum zugewandten
Seite besitzen die Hepatozyten viele Mikrovilli, um die Fliache fiir den Austausch zwi-
schen intra- und extrazellulirem Raum zu vergroBern [18, 66]. In dem interzelluldren

Raum befinden sich zahlreiche Haftkomplexe wie Zonulae adherentes und Desmoso-



men, vor allem aber Gap junctions, die die Hepatozyten untereinander verbinden [33]
und die Zonulae occludentes (Tight junctions), die die Gallenkanélchen abdichten. Auf-
grund der vielfdltigen Funktionen besitzen die Hepatozyten ein gut ausgebildetes Sys-

tem an Zellorganellen.

Sinusendothelzellen

Die den Hauptteil der Sinusoide bildenden Sinusendothelzellen findet man nur in der
Leber und sie lassen sich gut von den Kapillarendothelzellen abgrenzen. Auf raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen besitzen die Sinusendothelzellen eine relativ
glatte Oberflache, die durch Poren, den so genannten Fenestrae (Durchmesser 100 nm)
durchsetzt sind, wobei der Gesamtquerschnitt der Fenestrae einer Sinusendothelzelle
etwa 6 - 8 % von der Gesamtoberflache erreicht. Die Fenestrae sind nicht immer gleich-
maiBig verteilt, sondern in bestimmten Arealen konzentriert (,,Cluster, Siebplatte*) und
werden bei Hypoxie, Einwirkung von Endotoxinen und Drucksteigerung in den Sinu-
soiden weit und starr [89]. Die organellenarmen Sinusendothelzellen beinhalten eine
grof3e Zahl von Mikropinozytosevesikeln, die zur Phagozytose befdhigen [22] und Ad-
hisionsmolekiile fiir Leukozyten, sog. Selektine (ELAM: endothelium-leukocyte adhe-
sion molecule bzw. ICAM: intercelluar adhesion molecule) ausbilden. Die Aktivierung
der Selektine kann durch die Translokation von Endotoxinen, durch die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und durch inflammatorische Mediatoren (z.B. IL-1, TNF-a) erklért
werden [88].

Kupffer-Zellen

Kupffer-Zellen sind sternférmige, weit in das Gefafllumen ragende Zellen, die sich zwi-
schen die Sinusendothelien eingelagert haben und aufgrund einer hohen Phagozytoseak-
tivitit dem mononukledren Phagozytosesystem zuzurechnen sind. Sie stammen aus dem
Knochenmark, woher die meisten Ersatzzellen kommen, obgleich sich Kupfferzellen
auch vor Ort mitotisch erneuern konnen. Thr Anteil an den Leberzellen betrdgt etwa
8 - 12 %. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie konnte gezeigt werden, dass Kupfterzellen
nicht gleichméfig im Parenchym verteilt sind, sondern im periportalen Bereich
drei- bis viermal haufiger angesiedelt sind als im perivendsen Bereich [86]. Kupfferzel-

len sind von kleinen rundlichen, villésen oder lappigen Ausstiilpungen bzw. von langen,



tentakelartigen Ausldufern, den sog. Filopodien, bedeckt [18] und tiber diese Fortsétze
mit anderen verbunden. Kennzeichnend fiir die Kupfferzellen ist neben dem Organel-
lenreichtum die hohe Peroxidaseaktivitit. Die Zellen konnen mittels phagozytotischer
oder pinozytotischer Prozesse rasch jedes Fremdelement aufnehmen und mit Hilfe von
Lysosomen verdauen. Sie ziehen dabei nicht selten ihre Filopodien ein, 16sen sich aus

dem Endothelverband und gelangen mit dem Blutstrom in die Lunge [66].

PIT-Zellen

Bei diesen erst kiirzlich identifizierten Zellen handelt es sich um Lymphozyten mit gro-
Ben Granula mit der Funktion von natiirlichen Killerzellen, die einen Anteil an den
Nicht-Parenchymzellen von 3 % besitzen [85]. PIT-Zellen geben 16sliche Substanzen
ab, die Fremdzellen oder Tumorzellen liquidieren oder Kupfferzellen zur Produktion

zytotoxischer Stoffe stimulieren konnen.

Ito-Zellen

Die Ito-Zellen, die mesenchymalen Ursprungs sind, befinden sich in Erweiterungen des
Disse- Raums und umgreifen mit ihren langen Zytoplasmafortsitzen die Sinusendothel-
zellen, wobei sie mit Hilfe von kontraktilen Filamenten (Desmin, Vimentin, Aktin, My-
osin) das Lumen der Sinusoide verengen konnen [18, 51, 70]. Diese Kontraktion wird
durch Eikosanoide und Endothelin-1 induziert [63]. Die Ito-Zellen verdecken teilweise
mit abgeplatteten und verzweigten Ausldufern die Oberfliche der Hepatozyten. Ito-
Zellen findet man, dhnlich wie die Kupfferzellen, hdufiger im periportalen Azinusbe-
reich als im perizentralen Azinusbereich und dort vor allem an den Verzweigungsstellen
der Sinusoide [91]. Thr Anteil an den Leberzellen schwankt zwischen 8 und 36 %. Ito-
Zellen konnen sich in einem ,,ruhenden® oder ,,aktiven Zustand befinden. Die ruhende
Ito-Zelle nehmen Fetttropfen aus dem zirkulierenden Blut auf und speichern sie intra-
zelluldr in Form von Vakuolen, wobei der Hauptbestandteil Vitamin-A und dessen Me-
taboliten sind. Im Experiment kann diese Fahigkeit der Vitamin-A-Speicherung zur
Darstellung der Verteilung der Ito-Zellen genutzt werden. Die Aktivierung der Ito-Zelle
erfolgt durch Signalstoffe (TGF-f, TNF-a, IL-1, FGF, PDGF), bei dem es zu einem
Verlust der Vakuolen kommt. Die Funktion der aktivierten Ito-Zelle ist die Bildung der

Komponenten der extrazelluldren Matrix und die Verengung der Sinusoide durch Kon-
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traktion; sie spielen deshalb eine entscheidende Rolle in der pathophysiologischen Ent-

stehung der Leberzirrhose und der portalen Hypertension [60, 63].

2.2.2 Regulationsmechanismen der hepatischen Mikrozirkulation

Die Gefdlversorgung spielt eine wichtige Rolle in den physiologischen und pathophy-
siologischen Prozessen. Bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen sind drei
GefaBversorgungen von Bedeutungen, die periphere Gefdversorgung, die Mesenterial-
gefdle und die mikrovaskuldre Einheit innerhalb der Leber. Die mikrovaskuldre Einheit
der Leber beinhaltet die Lebervenen, Leberarteriolen, Sinusoide, Zentralvene und
Lymphgefile, die den Widerstand innerhalb der Leber und den Blutfluss der Leber re-
gulieren. Es wurde vermutet, dass vaskulére, glatte Muskelzellen in den Pfortaderveno-
len und Lebervenolen eine grofle Rolle im Bezug auf den prid- und postsinusoidalen
GefalBwiderstand besitzen, wihrend die Lebersinusoide mit dem Kapillarbett in anderen
Geweben verglichen wurden, in dem glatte Muskelzellen den Blutfluss regulieren. In
den Sinusoiden iibernehmen die Endothelzellen und die Ito-Zellen eine wichtige Aufga-
be zur Regulation des Widerstandes, wobei die meisten Anzeichen auf die Ito-Zellen
hindeuten. Beide Zellen stehen aber in enger Verbindung untereinander. Ito-Zellen be-
sitzen die Fihigkeit zur Kontraktion in situ in einem normalen Sinusoid. An isolierten
Zellsystemen wurde die Kontraktilitit der Ito-Zellen umfangreich untersucht und es
wurden verschiedene Stoffe beobachtet, die einen Effekt auf die Ito-Zellen besitzen. Ito-
Zellen besitzen in der kranken Leber eine erhohte Kontraktilitdt, die proportional zum
Krankheitszustand der Leber ist. Der Mechanismus der erhdhten Ito-Zellen-
kontraktilitdt steht mit einer verstarkten Expression glatter Muskelzellenproteine in Ver-
bindung. Dadurch spielen Ito-Zellen eine bedeutende Rolle in der Regulation des Le-
berwiderstandes.

Die Mikrozirkulation bekommt das Blut {iber zwei afferente Gefil3e, die terminale Pfor-
tader und die Leberarterie. Die Pfortader ist direkt mit dem Kapillarnetz des Leberpa-
renchyms, den so genannten Sinusoiden, verbunden. Das arterielle Blut flie3t nicht nur
indirekt durch die Anastomosen zwischen Leberarterie und Pfortader in die Lebersinu-
soiden, sondern auch direkt durch die Leberarterien oder durch das um den Gallengang

lokalisierte Kapillarnetz. Aus regulatorischer Sicht fungiert das arterielle System der
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Leber nur als Ergédnzung, wobei der arterielle Fluss aber notwendig ist, um Sauerstoff
dem sinusoidalen System, dem Gallengangssystem, den Lebervenen und Lebernerven
bereitzustellen. Der Hauptregulator des sinusoidalen Blutflusses der Leber stellt das
Pfortadersystem dar. Endothelin-1 verursacht eine Kontraktion des sinusoidalen Endo-
thels mittels ET-A Rezeptoren und eine Kontraktion der Lebervenolen mittels ET-B
Rezeptoren, die zu einem sinusoidalen und pra-sinusoidalen mikrovaskulatorischen Wi-
derstand fiihren. Die Auskleidung der Endothelzellen der Lebersinusoide ist durch eine
groBe Anzahl siebartiger Poren mit einem Durchmesser von 100 nm, die sinusoidale
Endothelfenster genannt werden, gekennzeichnet. Die sinusoidalen Endothelfenster
konnen dariiber hinaus den sinusoidalen Blutfluss mittels einer durch Aktinomysin

vermittelten Kontraktion und Erweiterung der sinusoidalen Endothelfenster regulieren.

2.2.3 Vasoaktive Mediatoren nach Leberschiadigung

Endothelin

Endothelin, dass 1988 entdeckt wurde, existiert in drei verschiedenen Formen: Endothe-
lin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3), die an zwei G-Protein Re-
zeptoren binden, den Endothelin A (ETA) und Endothelin B (ETB) Rezeptor. Wéhrend
ETA Rezeptoren vor allem in den glatten GefdBmuskelzellen vorkommen, sind ETB
Rezeptoren charakteristisch fiir die Endothelzellen. Es wird vermutet, dass ETA Rezep-
toren auf glatten Muskelzellen eine Vasokonstriktion vermitteln und ETB Rezeptoren
auf Endothelzellen eine Vasodilatation durch die Freisetzung von NO veranlassen. En-
dothelin wird typischerweise von den Endothelzellen produziert und iibt einen parakri-
nen Effekt auf benachbarte glatte Muskelzellen aus und besitzt einen selbstregulieren-
den Effekt. Das Endothelin reguliert die GefdBspannung und hat dariiber hinaus bei ei-
ner Reihe weiterer Prozesse Bedeutung, z.B. beim Zellwachstum und in der Wundhei-
lung. Die Wichtigkeit von Endothelin in Lebererkrankungen wurde in zahlreichen Be-
richten tiber erhohte ET-1 und ET-3 Spiegel bei Patienten mit Leberzirrhose hervorge-
hoben. In der gesunden Leber wird ET-1 hauptsdchlich durch die sinusoidalen Endo-
thelzellen synthetisiert, wihrend nach Leberschidigung das ET-1 primir durch die Ito-
Zellen produziert wird. Die Wirkung von Endothelin hdngt von der Zielzelle ab. Endo-
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thelin-Rezeptoren lassen sich zwar auf allen Leberzellen finden, zum gréften Teil aber
auf [to-Zellen. Endothelin Rezeptoren werden in der geschéddigten Leber und besonders
in den Ito-Zellen hochreguliert. Bei Leberschiden kommt es sowohl zu einer erhéhten
Endothelinrezeptor- Expression auf den Ito-Zellen als auch zu einer erhohten lokalen

Produktion von Endothelin.

Angiotensin 11

Ahnlich wie Endothelin besitzt Angiotensin II eine Reihe von biologischen Aktivitiiten.
Der bekannteste Effekt von Angiotensin II ist die Kontraktion der glatten Muskelzellen
durch die Bindung an zwei verwandte Rezeptoren (AT1 und AT2), wobei die bekannten
pharmakologischen Effekte durch den AT1 Rezeptor vermittelt werden. Angiotensin hat
einen prominenten Effekt auf die Aldosteron-Synthese und Freisetzung nicht nur im
Zentralnervensystem, sondern auch auf glatte GefaBmuskelzellen, bei der Kontraktion,
Poliferation und Synthese extrazelluldrer Matrix. Ito-Zellen besitzen AT1-Rezeptoren,
die Zellkontraktion und Synthese extrazelluldrer Matrix veranlassen. Bei Patienten mit

chronischer Leberschidigung wurden erhohte lokale Angiotensin II Spiegel beobachtet.

Nitritoxid (NO)

Die Bildung von NO erfolgt aus L-Arginin durch eines der drei Isoformen der NO-
Synthase (NOS), die durch wenigstens drei verschiedene Gene verschliisselt sind, und
in zwei Enzymfamilien unterschieden werden kann. Die Regulation der NOS Expressi-
on ist komplex. Viele Komponenten, wie z.B. Cytokine oder Lipopolysaccaride stimu-
lieren die iNOS Transkription. Die biologischen Effekte von NO wechseln und beinhal-
ten Vasorelaxierung, Neurotransmission und Zytotoxizitit insbesondere gegen Mikro-
ben und besitzen einen ausgepragten Effekt auf die GefaBversorgung. Bei Mausen, de-
nen die NOS der Endothelzellen fehlt, wurde ein erhohter Blutdruck festgestellt, die die
wichtige Rolle dieses Enzyms in der vaskuldren Homoostase verdeutlicht. Dartiber hin-
aus konnte in in-vitro Studien gezeigt werden, dass NO den Widerstand innerhalb der

Leber beeinflussen kann.
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Stickstoff-Monoxid
CO fiihrt zu einer Relaxierung der glatten Muskelzellen mittels des gleichen Mechanis-
mus, mit dem NO wirkt. In Studien konnte gezeigt werden, dass endogen produziertes

CO zu einer Vasorelaxierung in den Lebersinusoiden fiihrt.

Mediator Wirkung
Sinusoidkonstriktion
Endothelin (1, 2, 3) ++++
Angiotensin II ++
Thrombin +
Vasopressin +
Prostaglandin F; +
U46619 (Thromboxan Aj) +
Substanz P +
PAF +
Adenosine +
Sinusoiddilatation
Nitritoxid (NO) R
Carbonmonoxid (CO)
PGE, +
Lipo-PGE; +
Adrenomedullin +

Tab. 1: Verschiedene Mediatoren und ihr vasoaktiver Einfluss auf die Ito-Zellen

2.2.4 Bedeutung vasoaktiver Mediatoren beim Pfortaderhochdruck

Vasoaktive Mediatoren spielen eine Schliisselrolle in der Pathogenese des Pforta-
derhochdrucks nach chronischer Leberschiddigung und Zirrhose. Sowohl ein erhohter
sinusoidaler Widerstand in der Leber als auch ein erhohter Blutfluss im davor geschalte-
ten Splanchnikusgebiet tragen zum Pfortaderhochdruck bei. Die Kontraktilidt der Ito-
Zellen in der geschidigten Leber ist im Vergleich zur gesunden Leber erhoht und spielt
damit eine wichtige Rolle bei der Entstehung des sinusoidalen Widerstandes. Unter al-
len bisher bekannten vasoaktiven Mediatoren, die einen Effekt auf die Ito-Zellen und

damit auf eine Anderung des Widerstandes innerhalb der Leber vermitteln kénnen, spie-

14



len ET-1 und NO aufgrund ihres vasoaktiven Potentials die wichtigste Rolle. Wéhrend
ohne Leberschiddigung ein Gleichgewicht zwischen ET-1 und NO vorliegt, konnte bei
chronischer Leberschidigung und bei Pfortaderhochdruck eine erhdhte ET-1-Synthese
bei gleichzeitig erniedrigten NO-Spiegeln festgestellt werden. Diese ,,Endotheliopathie®
fiihrt u. a. zu einer Erh6hung des sinusoidalen Widerstands in der Leber und kann mog-
licherweise einen neuen therapeutischen Ansatz, z.B. durch Endothelin-1-Antagonismus

oder Substitution von NO darstellen.

2.3  Leberresektion und Teil-Lebertransplantation

2.3.1 Konzept

Das Konzept der Splitlebertransplantation sieht die Transplantation von grof8enreduzier-
ten Teillebern — entweder durch Splitting einer Transplantatleber oder durch Lebend-
spende — vor [8, 15]. Die Split-Lebertransplantation wird in den westlichen Léndern
immer héufiger aufgrund des zunehmenden Organspendermangels angewandt und in
den asiatischen Landern aufgrund des gesellschaftlich nur bedingt akzeptierten Hirntod-
gesetzes, das die Verwendung von Teillebern von Lebendspendern zur einzigen Alter-
native neben der Explantation sog. Non-Heart-Beating-Donors macht [13, 14]. Das Re-
sultat des Lebertransplantatsplittings und der Lebendspende ist ein in der Regel fiir den
erwachsenen Empfanger zu kleines Lebertransplantat (“small-for-size-graft”), das durch
Leberregeneration im postoperativen Verlauf das der KorpergroBe des Empfangers ent-
sprechende Lebervolumen wiedergewinnen soll [31].

Zur Vermeidung des sog. SFS, eines klinisch relevanten postoperativen Leberversagens,
muss einerseits die funktionelle Reserve des grof8enreduzierten Lebertransplantats den
metabolischen Anspriichen des Empfangers geniigen, andererseits darf im Falle einer
Lebendspende der Spender durch die Leberresektion nicht gefdhrdet werden.

Im Gegensatz zu den moglichen Resektionsausmaflen in der Tumorchirurgie der Leber
(s. 0.) miissen bei der Splitlebertransplantation jedoch weitere mogliche Funktionsein-
schrankungen des Transplantats durch den Ischdmie/Reperfusionsschaden und mogliche

Rejektionen beriicksichtigt werden. Deshalb wird derzeit ein Transplantatvolumen von
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iiber 40 % des Gesamtlebervolumens des Spenders bzw. ein Transplantatgewicht von
iiber 1 % des Empfangergewichts als MinimalgréBe der Teilleber zur Vermeidung einer
postoperativen Leberinsuffizienz empfohlen [20, 79].

—— e, -

-

rechte Lebersegmente L
‘Vena cava inferior

Abb. 4:
Lebersegmenteinteilung des
Menschen

(nach Strassburg und Manns,
2002)

links laterale
Lebersegmente

Aufgrund der sich an der anatomischen Aufteilung der Lebersegmente orientierenden
Split-Allokationen ist ein kongruentes Lebersplitting, d.h. eine Teilung der Leber in
zwei gleichgrofe Teillebern, nicht moglich. Bei einem Rechts-Links-Split, aber insbe-
sondere bei einem Split entlang des Lig. falciforme stellt die linke Teilleber die in der
Regel kleinere Teilleber dar, durch die — je nach GroB3e der Spenderleber — das fiir einen
erwachsenen Empfianger geforderte Minimalvolumen (s.o0.) hdufig nicht bereitgestellt
werden kann. Im Gegensatz hierzu gewihrleistet die Transplantation der rechtsseitigen
Teilleber zwar ein ausreichendes Lebervolumen, kann jedoch bei der Lebendspende den
Spender aufgrund eines eventuell zu geringen Restlebervolumens gefahrden [1, 16, 29].

Eine zuverlassige praoperative Vorhersage der Funktion der Teillebern ist derzeit nicht
moglich, da — trotz der zunehmenden Durchfiihrung von virtueller Operationsplanung
[34, 35, 41], prédoperativer Funktionstests (z.B. MEGX-Test) und Biopsieentnahme der
Spenderleber — viele Parenchymschidden (z.B. kryptogene Stoffwechseldefekte etc.)
nicht ausgeschlossen werden konnen. Dariiber hinaus kann die postoperative Funktion
der Teilleber durch zusédtzliche Ereignisse nach der Transplantation, wie z.B. durch den
I/R-Schaden, das Auftreten von AbstoBungsreaktionen, vaskuldren Problemen etc. be-

eintrichtigt werden.

16



2.3.2 Small-for-size-Syndrom

Als SFS-Syndrom wird eine lebensbedrohliche Dysfunktion von grofenreduzierten Le-
bertransplantaten nach Reperfusion definiert, die auf eine fiir den Empfianger nicht aus-
reichende Transplantatgrofle zuriickzufiihren ist. Bei der Planung einer gréenreduzier-
ten Lebertransplantation wird derzeit die minimal notwendige Transplantatgro3e durch
das Verhéltnis vom Transplantatgewicht zum Empfingergewicht (GRBWR = , graft
weight to recipient body weight ratio®), das grofer als ein Prozent liegen sollte, benutzt
[81]. Eine GRBWR von weniger als 0,8 % begiinstigt das Auftreten des SFS-Syndroms
[19, 26, 57]. Auf den Ergebnissen von Tanaka et. al basierend, betriigt die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit des Transplantats und des Patienten um 90 %, bei einem Verhéltnis
von Transplantat zum Korpergewicht des Empfangers von mindestens 0,8 % [37]. Dar-
iiber hinaus fithren Vorerkrankungen des Spenders, wie z.B. kryptogene Stoffwechsel-
erkrankungen oder Leberzellverfettung, technische Probleme bei der Transplantation,
wie z.B. eine Beeintrachtigung des vendsen Ausstroms, sowie Ko-Morbidititen und
eine lange prioperative Intensivzeit des Empfingers zu einer Aggravierung des SFS-
Syndroms [6, 23, 28, 37, 49, 50, 54, 59, 61, 67, 73]. Spender, die mehr als fiinf Tage auf
der Intensivstation verbracht haben, werden mit dem Auftreten einer Transplantatdys-
funktion in Verbindung gebracht. Bei fortgeschrittenen chronischen Lebererkrankungen
der Empfénger, insbesondere bei schwerem Pfortaderhochdruck, werden gréflere und
bzw. oder besser funktionierende Transplantate bendtigt, um das small-for-size Syn-
drom zu vermeiden [23]. Obwohl die Leber zeitlebens ihre Regenerationsfahigkeit bei-
behiilt, ist sie ab einem Alter iiber 40 reduziert, insbesondere im Vergleich zur Leberre-
generationsfahigkeit bei Kindern. Im Rahmen einer Teillebertransplantation wird des-
halb bei einem SFS-Transplantat empfohlen, die Durchfiihrung auch von der Erkran-
kung und dem klinischen Status des Empfangers abhéngig zu machen [36, 46].

Die Pathogenese, die klinische Manifestation, das Management und der exakte Mecha-
nismus des SFS-Syndroms werden zurzeit noch genau untersucht. Unabhingig von in-
dividuellen Faktoren seitens des Spenders, Empfangers und des Transplantats scheint es
so, als ob das SFS-Syndrom hauptsédchlich mit einer verstirkten Transplantatdurchblu-
tung assoziiert ist [14]. In anfanglichen Beschreibungen der Eigenschaften des SFS-
Syndroms wurden verstirkte Hepatozyten-Beeintrachtigung, verzogerte Syntheseleis-

tung, anhaltende Gallenstauung und verringertes Uberleben des Transplantats genannt
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[14, 37, 81]. Spéter stellte sich heraus, dass das SFS-Syndrom unter anderem durch eine
temporire portale Uberperfusion des Lebertransplantats verursacht wird, die in Abhén-
gigkeit der zunehmenden Regeneration riicklaufig ist.

Klinisch manifestiert sich das SFS-Syndrom durch das Auftreten einer Cholestase, Ko-
agulopathie, Pfortaderhochdruck, Aszites und in einigen Féllen auch Blutungen im
Gastrointestinaltrakt am Ende der ersten postoperativen Woche. Nahezu 50 % aller Pa-
tienten mit SFS-Syndrom versterben innerhalb von vier bis sechs Wochen an einer Sep-
sis. An Hand der Serumchemie ldsst sich das SFS-Syndrom durch erhéhte Cholestase-
parameter, Verldngerung der Prothrombin-Zeit und einer moderaten Erhohung der Le-
bertransaminasen charakterisieren. Ein erhohter Pfortaderdruck von iiber 20 mmHg in
den ersten Tagen nach der Lebertransplantation von Lebendspendern wird als infaustes
prognostisches Zeichen angesehen [32].

Bisherige Ansitze zur Therapie des SFS-Syndroms wurden u. a. durch eine portale De-
kompression und Verbesserung des vendsen Ausflusses erfolgreich durchgefiihrt. Hier-
bei konnte gezeigt werden, dass durch eine Druckverminderung in der Leber und eine
Verbesserung des vendsen Abflusses die Leberfunktion nachhaltig verbessert werden

konnte [7, 14, 48, 49].

2.4 Ziel der Studie

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Pathogenese des SFS-Syndroms nach Le-
berresektion und groBenreduzierter Lebertransplantation unter besonderer Berticksichti-
gung der Mikrozirkulation. Die Arbeitshypothese war, dass sich das SFS-Syndrom pri-
mir auf der Ebene der Mikrozirkulation infolge eines Ungleichgewichtes zwischen dem
sinusoidalen Vasokonstriktor ET-1 und dem Vasodilator NO manifestiert und deshalb

durch eine selektive ETAR-Blockade therapiert werden kann.

18



3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Studiendesign

Als Versuchstiere dienten insgesamt 126 ménnliche, isogene Lewis-Ratten (Fa. Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 238,8 + 40,9 g. Nach dem Ein-
treffen in der tierexperimentellen Einrichtung wurden die Tiere in Kéifigen (Drahtkafige
aus rostfreiem Edelstahl; Fa. EBECO) unter konventionellen Bedingungen gehalten. Es
herrschte eine Raumtemperatur von 22 - 24 °C und die Tiere wurden einem Beleuch-
tungsintervall von zwdlf Stunden ausgesetzt. Sie erhielten Wasser und eine Haltungsdiét
(Altromin 1324) ad libidum. Pridoperativ wurden die Tiere fiir 24 Stunden in Einzelkifi-
gen (Makrolonkéfige Typ 3 DST) niichtern gesetzt bei freiem Zugang zu Wasser. Nur
gesunde Tiere ohne Zeichen von Atemwegserkrankungen wurden fiir eine Operation

freigegeben. Postoperativ erhielten die Tiere sofort Wasser und Futter ad libidum.

3.2 Versuchsgruppen

Der Versuchsaufbau gliederte sich in fiinf Versuchsgruppen (I - V). Alle Gruppen wa-
ren jeweils in eine Kurzzeitgruppe, in denen die Mikrozirkulation der Leber mittels der
Intravitalmikroskopie untersucht wurde und eine Langzeitgruppe bis zum 14. postopera-
tiven Tag unterteilt (Tab. 2). Alle Eingriffe erfolgten in einer Isofluran-Lachgas-
Narkose (N,O/O; =2:1 + 1,5 % Isofluran).

Gruppe I: Leberresektion (RES)

In Gruppe I wurden ca. 70 % des Lebervolumens reseziert. Diese Gruppe diente zur
Abgrenzung der Transplantations- assoziierten (Ischdmie-/ Reperfusionsschaden) von
der resektionsbedingten (Uberperfusion der Restleber) Leberschidigung. Die Lebern in

dieser Gruppe wurden nur einer akuten sinusoidalen Uberperfusion ausgesetzt.

19



Gruppe II: Leberresektion mit Darusentan®-Behandlung (RES-ETA)

In Gruppe II wurde ebenfalls ca. 70 % des Lebervolumens reseziert, wobei zusitzlich
mit einem Endothelin-A Rezeptor Antagonist Darusentan® (LU 135252, Knoll GmbH,
Ludwigshafen, Deutschland; 1 mg/kg Korpergewicht intravends) die grofenreduzierte
Leber vor der Durchfithrung der Leberresektion therapiert wurde. Das Vorgehen in den

Kurz- und Langzeitversuchen entsprach Gruppe 1.

Gruppe III: grofenreduzierte Lebertransplantation (PLT)

Die Gruppe III (PLT) wurde in eine Spenderoperation, in der eine Groflenreduktion der
Leber durchgefiihrt wurde, und eine Empfangeroperation aufgeteilt. In das Empfanger-
tier wurde der linke Leberlappen in orthotoper Position implantiert, wobei der arterielle
und vendse Blutstrom nach dem Modell von Engemann wiederhergestellt wurde. Das
groBenreduzierte Lebertransplantat wies ein Lebervolumen von ca. 30 % des gesamten
Lebervolumens auf. Das Vorgehen in den Kurz- und Langzeitversuchen entsprach

Gruppe I (RES).

Gruppe IV: gréfienreduzierte Lebertransplantation mit Darusentan™ (PLT-ETA)

Die Gruppe IV (PLT-ETA) wurde, analog zur Gruppe III (PLT) in eine Spenderoperati-
on, bei der eine 70 %-ige Leberresektion vor der Explantation durchgefiihrt wurde, und
eine Empfiangeroperation aufgeteilt, bei der dem Empféngertier die Restleber in ortho-
toper Position implantiert wurde. Auch hier erfolgte die OP-Technik nach dem Modell
von Engemann. Dariiber hinaus wurde hier eine Behandlung mit Darusentan®, analog
zur Gr. II (RES-ETA) durchgefiihrt. Das Vorgehen in den Kurz- und Langzeitversuchen
entsprach Gruppe I (RES).

Gruppe V: Scheinoperation
In der Gruppe V wurde die Leber nach medianer Laparotomie durch Durchtrennung der
Leberbiander mobilisiert. Das Vorgehen in den Kurz- und Langzeitversuchen entsprach

Gruppe 1.

In den Gruppen I (RES), III (PLT) und V (SHAM) fungierte Kochsalzlosung als Vehi-
kel.
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Gruppe Bezeichnung Anzahl (n)

| Leberresektion (RES)
a) Kurzzeit 7
b) Langzeit 7
1T Leberresektion mit Darusentan® (RES-ETA)
¢) Kurzzeit 7
d) Langzeit 7
1011 Teil-Lebertransplantation (PLT)
a) Kurzzeit 14%*
b) Langzeit 28%*
v Teil- Lebertransplantation mit Darusentan®
(PLT-ETA)
a) Kurzzeit 14%*
b) Langzeit 28%*
\% Scheinoperation (SHAM)
a) Kurzzeit 7
b) Langzeit 7
Gesamtzahl 126

Tab. 2: Versuchsgruppen (* = Spender- und Empfingertiere)

Aufgrund der hohen Mortalitdt in den Transplantationsgruppen wurden jeweils 14 Tiere
in die Langzeitgruppen (Gr. III + IV) eingeschlossen

3.3  Verhiltnis des Lebergewichtes zum Korpergewicht (LWBWR = Liver
weight to body weight ratio)

In Gruppe I (RES) und II (RES-ETA) wurde das Gewicht der Rest-Leber mit dem Ge-
samt-Lebergewicht von unbehandelten Lewis Ratten (150 - 250 g, n = 10), die in vo-
rangegangenen Versuchen geopfert wurden, verglichen.

In Gruppe III (PLT) und IV (PLT-ETA) wurde vor der Empfingeroperation das Ge-
wicht des Teil-Lebertransplantats bestimmt. Im Rahmen einer partiellen Lebertrans-
plantation lésst sich die Relation des Lebergewichtes zum Korpergewicht (LWBWR)
anhand dem Verhiltnis von Transplantatgewicht zum Gewicht des Empfangers
(GRBWR = weight graft to recipient body weight ratio) mittels folgender Berechnung

beurteilen:

Lebergewicht *100 / Korpergewicht [%]

21



In dieser Studie lag in den ersten vier Gruppen (I - IV) ein Verhéltnis des Lebergewich-
tes zum Korpergewicht von weniger als 1 % vor, um in dieser Studie das SFS-Syndrom
untersuchen zu konnen. Nur das Verhiéltnis des Lebergewichtes zum Korpergewicht in
der Gruppe V (SHAM) lag mit 3,1 + 0,2 % etwa dreimal hoher und damit deutlich au-
Berhalb der potentiellen Gefahrdungsgrenze bei small-for-size Teil-Lebertransplantaten

(s. Abb. 11).

3.4  Versuchsdurchfithrung

Insgesamt wurden 35 Ratten, davon jeweils sieben Tiere aus den beiden Resektions-
gruppen I (RES) und II (RES-ETA) und der Scheinoperationsgruppe V (SHAM) sowie
jeweils 14 Tiere aus den Teil-Lebertransplantationsgruppen III (PLT) und IV (PLT-
ETA) in die Kurzzeitversuche, in denen die Mikrozirkulation der Leber mittels Intravi-
talmikroskopie erfolgte, eingeschlossen. Dabei wurde die untere Seite des linken Leber-
lappens mikroskopiert. Zur Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe wurde vor der Lapa-
rotomie ein zentraler Venenkatheter (ZVK) gelegt. Alle Versuche wurden dabei unter
konstanten hdmodynamischen Bedingungen (kontinuierliche Blutdruckmessung, mittle-
rer Py > 100 mmHg) und Temperaturbedingungen (rektale Temperatur > 36 °C) durch-
gefiihrt. Nach der Intravitalmikroskopie wurde das Tier geopfert und Leberbiopsien

entnommen.

In den Langzeitversuchen wurden insgesamt 49 Ratten eingeschlossen, jeweils sieben
Tiere aus den beiden Leberresektionsgruppen I (RES) und II (RES-ETA) sowie jeweils
14 Tiere aus den beiden Gruppen nach Teil-Lebertransplantation und sieben Tiere aus
der Gruppe der Scheinoperation V (SHAM). Die Tiere wurden im Rahmen der Lang-
zeituntersuchung tiiber einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet. Postoperativ und nach
den Tagen 1, 2, 7 und 14 wurden Blutentnahmen durchgefiihrt und die Vitalparameter
(Uberleben, Gewicht, Allgemeinzustand) aufgezeichnet. Durch die Messung von ALAT
wurde die Leberschddigung, durch den NH3- und Bilirubinspiegel die Entgiftungsfunk-
tion der Leber und durch den Albuminspiegel die Synthesefunktion der Leber bestimmt.

Nach 14 Tagen wurde das Tier durch CO,-Inhalation getotet und die Leber makrosko-
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pisch beurteilt (Farbe, Konsistenz). Des weiteren wurde das Lebervolumen als Mal} fiir
die Leberregeneration bestimmt und eine Biopsieentnahme fiir die anschliefende histo-

morphologische Untersuchung entnommen.

Zielgrofle Parameter

Kurzzeitfunktion e Mikrozirkulation (Intravitalmikroskopie)
e Leberhistomorphologie

Vitalparameter e Allgemeinzustand
e Gewicht
e Uberleben

Langzeitfunktion Leberschadigung (ASAT)
Entgiftungsparameter (NH3, Bilirubin)
Syntheseparameter (Albumin)
Leberhistomorphologie

Leberregeneration (Lebervolumen)

Tab. 3: Untersuchungsparameter bei Langzeit- und Kurzzeitgruppe

3.5 Methoden

3.5.1 Schein-Operation

Die Schein-Operation begann mit der Anlage des ZVK via V. jugularis interna, der zur
Blutentnahme und zur Verabreichung von Medikamenten fiir die Therapie und Fluores-
zenzfarbstoffe flir die Intravitalmikroskopie diente. Nach dem Setzen eines Querschnit-
tes am Hals wurde die V. jugularis interna aufgesucht, distal ligiert und proximal ausge-
klemmt. Mittels einer Mikroschere wurde das Gefall eroffnet und ein Silicon-Katheter
(24 G) iiber die Offnung ins GefiB eingefiihrt und bis in die V. cava superior vorge-
schoben. Die korrekte Lage des ZVK im rechten Vorhof wurde durch eine Blutaspirati-
on kontrolliert und anschlieBend mit einer proximalen Ligatur gesichert. Bei den Kurz-

versuchen wurde iiber den gleichen Zugang die A. carotis communis kanniiliert, um
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eine kontinuierliche Blutdruckmessung wéhrend der Intravitalmikroskopie zu ermogli-
chen.

Nach einer medianen Laparotomie und Retrahierung des Xiphoids wurde das gesamte
Darmkonvult auf der linken Seite des Tieres ausgelagert und zusitzlich in Folie mit 0,9
%-iger NaCl-getrankten Kompressen eingeschlagen, um es vor Austrocknung zu schiit-
zen. Dann wurden die Leberlappen mobilisiert, wobei folgende Bénder durchtrennt
wurden: das Lig. falciforme hepatis am Diaphragma, das Lig. triangulare am rechten
Leberlappen, das Ligament des linken Leberlappens, die Pars flaccida des Omentum
minus und das Lig. hepatogastrale. Die Osophagusvenen wurden koaguliert und samt
Band durchtrennt. Als nichstes wurde die V. diaphragmatica inferior, die an der linken
Zwerchwellkuppe in die suprahepatische V. cava nahe der Leber miindet, doppelt ligiert
und durchgeschnitten. Zuletzt wurde noch die V. gastroduodenalis doppelt ligiert und
durchtrennt. Nach Spiilung des Abdomens mit 0,9 %-iger NaCl-Losung wurden die
einzelnen Bauchschichten (Muskel- und Hautschicht) mit 4-0 Vicryl (Ethicon, Deutsch-

land) aneinander adaptiert. In der Kurzzeitgruppe erfolgte kein Bauchdeckenverschluss.

Abb. 5:
Schein-Operation
SHAM (Gruppe V)
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3.5.2 Partielle Leberresektion (Gruppe I + II)

Folgende Lappen wurden reseziert, um ein Resektionsvolumen von ca. 70 % der Ge-
samtleber zu ereichen: Lobus quadratus, Lobus caudatus und Lobus dexter hepatis.

Nach medianer Laparotomie wurde die Leber mobilisiert und die Vv. diaphragmatica
inferior und gastroduodenales doppelt ligiert und durchtrennt. Danach wurden die Ver-
laufe der Strukturen des Ligamentum hepatoduodenale sauber dargestellt. Die Abgénge
des Ductus choledochus zu den zu resezierenden Leberlappen wurden als erstes ligiert
und durchtrennt. Als nidchstes wurden die Abgédnge der A. hepatica doppelt ligiert und
durchtrennt und zum Schluss die Abginge der V. portae. Anschlieend wurde das Pa-
renchym der einzelnen Leberlappen ligiert, um noch die offenen Lebervenen der einzel-
nen Lappen zu verschlieBen und dann reseziert. Der Lobus hepatis sinister verblieb als
einziger Lappen im Situs durchblutet und bilidr angeschlossen. Das Volumen der Teil-

leber betrug noch ca. 30 % des Gesamtlebervolumens.

3.5.3 Grofienreduzierte Lebertransplantation (Gruppe III + IV)

Die grofBenreduzierte Lebertransplantation an der Ratte wurde nach einer modifizierten
Technik von Engemann [75] durchgefiihrt. Die Operation wurde in eine Spender- und
Empfangeroperation unterteilt.

Spenderoperation

Die Spenderoperation begann zusitzlich zur medianen Laparotomie mit einem V-
formigen Schnitt; das Xiphoid wurde mit Hilfe einer Overholt-Klemme kopfwirts
retrahiert. Dadurch wurde das Operationsfeld weitrdumig dargestellt, was eine organ-
schonende Préparierung ermdglichte. Nach Auslagerung des Darms und Mobilisierung
der Leberlappen wurde die V. diaphragmatica inferior doppelt ligiert und durchtrennt.
Anschlieffend wurde eine %:-Leberresektion wie in Gruppe I + II durchgefiihrt. Der
Ductus choledochus wurde aus dem Ligamentum hepatoduodenale freiprépariert und
vor dem Eintauchen in das Pankreasgewebe abgesetzt. In das distale Ende des Gallen-
ganges wurde ein Teflon-Splint (24 G, 5 mm Léange) fiir die spétere Reanastomisierung
in der Empfangeroperation eingefiihrt. Die Pfortader wurde bis zur V. splenica vorsich-

tig von dem umgebenden Fettgewebe freipripariert und die in sie miindende V. gastro-
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duodenalis durchtrennt. Die Leberarterie wurde bis zur Aufteilung des Truncus coelia-
cus in A. gastrica sinistra, A. splenica und A. hepatica communis dargestellt und die
Erstgenannten doppelt ligiert und durchtrennt. Dann wurde die Aorta vom retroperito-
nealen Fett zwischen der iliacalen Bifurkation und dem Truncus coeliacus befreit und
die restlichen Abginge doppelt ligiert und durchtrennt. Die A. mesenterica superior
wurde bis zur Perfusion nicht ligiert, um den portalen Blutfluss der Leber zu sichern.
Proximal des Truncus coeliacus wurde eine Ligatur gesetzt. Im Bereich der infrahepati-
schen V. cava wurde das Retroperitonem erdftnet, die V. suprarenalis dexter koagualiert
und die infrahepatische V.cava sorgfaltig freipripariert. Die Explantation der Leber be-
gann mit der portalen Perfusion. Nach Abklemmen der Pfortader mit einem Biemer-
Klemmchen wurde ein Perfusionskatheter portal eingefiihrt und die Leber mit 4 °C kal-
ter Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat- (HTK-) Losung iiber fiinf Minuten mit einem
Druck von 10 mmHg perfundiert. Zur Drainage des Perfusats wurden die thorakale V.
cava inferior und die infrahepatische V. cava proximal der V. renalis dextra durchtrennt.
Als nichstes wurde die Aorta proximal des Truncus coeliacus und die A. mesenterica
superior ligiert und durchtrennt. Ebenso wurde sie proximal der iliacalen Bifurkation
mit einem sauberen Schnitt durchtrennt und das hepatikoaortale Segment mit HTK-
Losung durchspiilt [75]. Nach homogener lehmgelber Verfarbung der Leber wurden die
suprahepatische V. cava moglichst nahe am Zwerchfell, ohne dabei Muskelreste am
Gefall zu belassen und die Pfortader moglichst weit distal abgesetzt. Die Leber wurde
aus dem Situs entfernt und in 4 °C kalter HTK-L6sung 60 Minuten bis zur Implantation
aufbewahrt. Fiir die Implantation wurden schon im Eisbad die Eckfidden (8-0 Monofil,
Serag-Wiessner, Deutschland) fiir die suprahepatische Anastomose gesetzt.
Empfingeroperation

Die Empfangeroperation begann mit der Katheterisierung der V. jugularis. Nach media-
ner Laparotomie wurden die Strukturen des Ligamentum hepatoduodenale freiprépariert
und die Leber mobilisiert. Der Gallengang wurde hilusnah abgesetzt, die A. hepatica
communis nahe des Truncus coeliacus doppelt ligiert und durchtrennt. AnschlieSend
wurden die V. portae und die supra- und infrahepatische V. cava inferior in folgender
Reihenfolge ausgeklemmt. Als erstes wurde die Pfortader distal des Stumpfes der V.
gastroduodenalis mit einem Biemerklemmchen abgeklemmt. Hierbei darf das Gefdl3

nicht in sich verdreht werden. Mit dem Abklemmen der Portalvene begann die so ge-
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nannte anhepatische Zeit, die 25 Minuten nicht iiberschreiten sollte. Als nachstes folgte
die infrahepatische V. cava, die mit einer Bulldog-Klemme proximal der V. renalis
dextra ausgeklemmt wurde. Hier war beim Abklemmvorgang ebenfalls leicht eine Ver-
drehung des GefdaBes moglich. Beim abschlieBenden Abklemmen der suprahepatischen
V. cava mit der Satinsky-Klemme war darauf zu achten, dass sie groBziligig im Zwerch-
fell ausgeklemmt wurde. Aufgrund des stark reduzierten vendsen Riickstroms zum Her-
zen wihrend der Abklemmphase musste die Narkose zuriickgenommen werden, da die
Atmung sonst sehr schnell insuffizient wurde und das Tier sterben konnte. Die suprahe-
patische V. cava wurde so nahe wie moglich am oberen Leberpol abgesetzt. Die V. por-
tae wurde distal der letzten Lappenvene sauber durchtrennt. Die infrahepatische V. cava
wurde ebenfalls so lebernah wie moglich abgesetzt. Die Leber wurde aus ihrer Loge

entfernt.

Das Transplantat wurde orthotop platziert. Die suprahepatische V. cava inferior wurde
End-zu-End in fortlaufender Technik mit 8-0 Monofil gendht. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass keine Diaphragmareste in die suprahepatische Anastomose hin-
einragten, die bei der Reperfusion zu thrombembolischen Komplikationen fiihren konn-
ten. Nach Hochklappen des Transplantates wurden die beiden Gefdl3stiimpfe der Spen-
der- und Empfangerpfortader durch zwei Eckfaden (10-0 Monofil) adaptiert und fortlau-
fend End-zu-End anastomisiert. Darauf folgte die portale Reperfusion. Als erstes wurde
das leberferne Biemer-Klemmchen an der Empfangerpfortader gedffnet, um dieses Seg-
ment zu entliiften und nachzupriifen, ob die Anastomose dicht war. Als ndchstes wurde
das lebernahe Klemmchen an der Spenderpfortader gedffnet und die restlichen Geféle
entliiftet. Nach Eroffnung der Satinsky-Klemme war die anhepatische Zeit vorbei. Das
Transplantat sollte sich nach Reperfusion innerhalb von ca. einer Minute kastanienbraun
verfarben. Die Anastomisierung der infrahepatischen V. cava inferior erfolgte in Ruhe
End-zu-End fortlaufend mit 8-0 Monofil. AnschlieBend folgte die Rearterialisierung des
Transplantates. Die Empfangeraorta wurde infrarenal mit zwei Mikrogeféa8klemmchen
ausgeklemmt und léngs inzidiert. Das hepatikoaortale Segment wurde spannungsfrei
End-zu-Seit mit 10-0 Monofil auf die Aorta abdominalis des Empfangers genédht. Nach
Entfernen der distalen Klemme zur Priifung der Anastomose wurde die proximale

Klemme entfernt und das Transplantat arteriell reperfundiert. Der Transplantatgallen-
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gang wurde iiber den Splint mit dem Empfangergallengang zusammengefiihrt und durch

vier Einzelknopfnihte fixiert.

{ bile Ty Abb. 6:
' / Groflenreduzierte Leber-
d uct transplantation

Implantation eines Teille-

bertransplantates mit 30 %
des urspriinglichen Leber-
volumens

o, -~
""""
........

hepatic

artery vena cava

3.5.4 Intravitalmikroskopie

Unter Zuhilfenahme der Intravitalmikroskopie wurde die Mikrozirkulation der Leber
untersucht [84]. Hierbei wurden mittels fluoreszierenden Farbstoffen entweder Paren-
chymzellen kontrastiert oder Zellen spezifisch angefarbt (s. u.). Mit Hilfe eines speziell
angefertigten Mikroskops (verstirkte Lichtquelle, High-Resolution-Kamera, Spezialfil-
ter, Zoomobjektiv) konnte das Gewebe bei bis zu 1000-facher Vergroferung in Epiil-
luminationstechnik (Eindringtiefe ca. 300 um) untersucht werden. Durch eine Auf-
zeichnung der einzelnen Bildsequenzen mit einer High-Resolution-Kamera und einem
Videorekorder mit Einzelbildlauf lieBen sich die gewonnenen Daten offline mittels ei-

nes PC mit windowskompatibler Software und Grafikkarte auswerten (Abb. 7).
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Abb. 7:
Aufbau des Intravital-
mikroskops

Die mit der Mikroskopeinheit
(links) gewonnenen Bilder
werden aufgenommen (Mitte)
und  offline  ausgewertet

(rechts)

== | []

Mikroskop- Aufnahme- Analyse-
Einheit Einheit Einheit

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Kurzzeitversuchen in allen Versuchsgruppen
(I - V) mittels der Intravitalmikroskopie die Mikrozirkulation der Leber untersucht. Um
bei der Intravitalmikroskopie jedes Mal die gleichen Voraussetzungen zu erhalten, wur-
de z.B. zum Erreichen einer konstanten Temperatur auf ein in den Operationstisch in-
tegriertes Heizsystem zuriickgegriffen sowie der arterieller Druck und die Herzfrequenz

kontinuierlich gemessen.

Kaniilierung zur Intravitalmikroskopie

Zur Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte die Anlage eines zentralen Venenka-
theters. Ein Silicon-Katheter (24 G) wurde iiber die V. jugularis externa in die V. cava
superior eingefiihrt. Die korrekte Lage des ZVK im rechten Vorhof bei ca. 3 cm Lénge
konnte durch die dann mogliche Blutaspiration validiert werden. AnschlieBend wurde
iiber den gleichen Zugang die A. carotis communis kanniiliert, um eine kontinuierliche

Blutdruckmessung wihrend der Mikroskopie zu ermoglichen.

Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie

Alle Versuche wurden unter konstanten hamodynamischen Bedingungen (kontinuierli-
che Blutdruckmessung, mittlerer P, > 100 mmHg) und Temperaturbedingungen (rekta-
le Temperatur > 36 °C) durchgefiihrt. Mit Hilfe des Farbstoffes Natrium-Fluoreszein,
das unter Sicht appliziert wurde, erfolgte die Beurteilung der Mikrozirkulation in der
periportalen Region eines Halbsinusoids gemdf der Definition nach Rappaport (Abb. 8)
der Durchmesser der Sinusoide und die sinusoidale Perfusionsrate (Abb. 5 + 6) sowie

der Durchmesser von postsinusoidalen Venen (s. Tab. 4).
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Abb. 8:

Sinusoid: Natrium-
Fluoreszein-Bild eines Leber-
azinus nach Rappaport

In der Mitte des Bildes ist die
periportale Zone und zu den Sei-
ten sind die beiden Zentralvenen,
die den Leberazinus begrenzen,
zu sehen

Mit Hilfe des Farbstoffs Rhodamin 6 G, das 15 Minuten vor Durchfiihrung der Intravi-

talmikroskopie appliziert wurde, erfolgten die Darstellung der Leukozyten-Endothel-

Interaktion und die Messung der Leukozytenflussgeschwindigkeit.

Abb. 9:
Sinusoid - Rhodamin 6 G-Bild

Die Leukozyten sind als weille
Punkte dargestellt und werden in
freiflieBend (Referenz, Messung
der FluBgeschwindigkeit), rollend
(sog. "Roller") und > 30 Sekun-
den anhaftend (sog. "Sticker")
unterteilt

Insgesamt wurden zehn verschiedene Felder (Halbazini gemifl der Definition nach

Rappapport, Abb. 2) und postsinusoidale Venen jeweils 30 Sekunden lang (fiir NaFlu-

Filter und Rhodamin-Filter) ausgewertet.
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Farbstoff

Konzen- Eigenschaften
tration

Natrium-
Fluoreszein

2 umol/kg Kleine MolekiilgroBe, diffundiert durch GefaBmembra-

Korper- nen und verteilt sich im Interstitium. Dadurch wird der

Gewicht Kontrast zwischen den Gefdflen und dem Hintergrund
verstirkt und eine direkte Visualisation der Organmor-
phologie ermoglicht.

Rhodamin 6 G 0,2 pmol/kg Positiv geladenes Molekiil, das von der mitochondrialen

Korper- Membran der Leukozyten absorbiert wird und dadurch
gewicht spezifisch Leukozyten markiert.

Tab. 4: Fluoreszenzfarbstoffe in der Intravitalmikroskopie der Leber

Parameter Definition

Perfusionsrate Perfundierte Kapillaren / alle Kapillaren in einem definierten
Bereich [%]

GefiBBdurchmesser e Sinusoide [um]

e Postsinusoidale Venen [pum]

FluBigeschwindigkeit Weg / Zeit [upm/s] von Rhodamin-markierten Leukozyten in

e Sinusoiden
e Postsinusoidale Venen

Leukozyten-Endothel- e Frei-flieBende Leukozyten [Anzahl / 30 Sekunden]

Interaktion e Sticker [permanente = 30 Sekunden lange Adhésion an
der GefaBwand]
e _Roller [langsames Entlangrollen an der GefaBwand wéh-
rend 30 Sekunden]
Tab. 5: Parameter der Intravitalmikroskopie der Leber
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3.5.5 Bestimmung der Serumparameter

Allen Tieren wurden 500 pl Blut praoperativ (D 0 prae), unmittelbar nach der Operation
(D0), am ersten (D1), 2. (D2), 7. (D7) und 14. postoperativen Tag (D 14) aus dem
retroorbitalen Venengeflecht entnommen und auf ALAT, Bilirubin, NH3 und Albumin

untersucht (Reaktionsprinzipien s. Tab. 6).

Parameter Reaktionsprinzip

Albumin Albumin + Bromcresolgriin (BCG) — BCG-Albumin-
Komplex (37 °C, 630 nm)

Ammoniak NH; + Bromphenolblau (Ammoniak-Indikator) — blauer

(NH3) Farbstoft (4 °C, 600 nm)

Gesamt-Bilirubin Gesamt-Bilirubin — (+ Dyphyllin) — Azobilirubin-

Chromophoren (37 °C, 540 und 460 nm)

Alaninaminotransferase Alanin + a -Ketoglutarat — (+ ALT, P-5-P) — Pyruvat +
(ALAT) Glutamat (37 °C, 340 nm)
Pyruvat + NADH + H+ — (+ LDH) — Laktat + NAD+
(37 °C, 340 nm)

Tab. 6:  Reaktionsprinzipien zur Bestimmung der Serumparameter

In Klammern sind die jeweiligen Wellenldngen und Temperaturen wéh-
rend der Reaktion angegeben

3.5.6 Immunhistochemie

Endothelin-1 und Endothelin A Rezeptor (ET4-Rezeptor)

Zur immunhistochemischen Darstellung von ET-1 und ETa-Rezeptor im Gewebe fand
jeweils ein polyklonaler Antikérper der Firma DPC Biermann (Bad Neuheim, Deutsch-
land) Verwendung, wobei als Nachweismethode die so genannte Labeled-Avidin-Biotin
(LAB)-Methode genutzt wurde. Durch die Verwendung eines polyklonalen Antikdrpers
gegen Endothelin-1 und den Endothelin-A Rezeptor lésst sich die Intensitit der immu-

nologischen Markierung von cytoplasmatischem Endothelin-1 und Endothelin A Rezep-
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tor anhand des semiquantitativen immunhistochemischen Scores bestimmen. Als Para-
meter wurde die Anzahl der positiven Zellen pro 10 beobachteten Abschnitten, den so
genannten High Power Fields (HPF) gezdhlt und die Intensitét der sich ergebenden Im-
munreaktion folgendermaBen ausgewertet: 0 (keine Markierung) bis 3 (maximale Inten-
sitdit der Markierungen). Die Zahl der gekennzeichneten Zellen wurde gezahlt und se-
miquantitativ bewertet von 0 bis 4 (0=0,1=1-30,2 =31 -60,3 =61-90,4> 90

markierte Zellen in einem von zehn beobachteten Abschnitten.)

Anzahl positiver

Intensitit Score-Wert Zellen / 10 HPF Score-Wert
keine 0 0 0
schwach 1 1-30 1
maBig 2 31-60 2
stark 3 61-90 3
>90 4
Tab. 7: Semiquantitativer immunhistochemischer Score
Kupfferzellen

Kupfferzellen wurden auf Kélteschnitten mithilfe der APAAP Methode (Alkalische
Phosphatase anti-alkalische Phosphatase) mit Fuchsin als Farbstoff gekennzeichnet.
Monoklonale Endothelin-1-spezifische Antikorper gegen Kupfferzellen (1:400 ver-
diinnt) wurden bei Biozol Diagnostica, Deutschland, bezogen. Die Anzahl der Kupffer-
zellen pro 100 hepatozelluldren Kerne wurde durch Zahlen von 1000 Hepatozyten und

nicht-parenchymalen Zellen ausgewertet.

APAAP-Methode

Bei der APAAP-Methode werden 16sliche Enzym-Immunkomplexe zwecks Signalver-
starkung und damit Erh6hung der Sensitivitdt eingesetzt. Es werden drei Antikorperlo-
sungen eingesetzt, der Primér-Antikorper, der Briicken-Antikorper und der APAAP-
Komplex (= Enzym-Immunkomplex). AnschlieBend wird durch eine Enzym-Substrat-

Reaktion eine Farbung zum sichtbaren Nachweis erreicht.
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Abb. 10:
APAAP-Methode
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Primar-Antikarper

Apoptose

Der immunhistochemische Nachweis der Apoptose wurde an formalinfixierten und in
Paraffin eingebettetem Gewebe mittels der Streptamin-Biotin Immunoperoxidase Tech-
nik (Streptavidin Alexa Fluor 488, Molecular Probes Eugene, USA) mithilfe polyklona-
len Kaninchen-Antikorpern gegen ssDNA (IBL Co, Ltd., Japan) mit einer 1:2000 Ver-
diinnung und biotinylierten Anti-Kaninchen-Antikdrpern (Vector Laboratories, USA)
mit einer 1:500 Verdiinnung durchgefiihrt. Die Kerne wurden durch den Farbstoff DAPI
(Sigma Chemical Co., USA), der sich an AT-reiche DNA-Regionen bindet, mithilfe
einer 1:10.000 Verdiinnung gekennzeichnet. Der Apoptose-Index wurde als das Ver-
hiltnis von ssDNA-positiven Kernen zu 100 ssDNA-negativen hepatozelluliren Kernen
definiert und semiquantitativ durch Auszéhlen von 1000 Hepatozyten und Nicht-

Parenchymzellen ermittelt.

Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthetase (eNOS)

eNOS wurde an formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe mittels eines
polyklonalen Kaninchen-Antikorpers (Transduction Laboratories, Lexington, KY,
USA) mit einer Verdiinnung von 1:100 und einem Ziege-Anti-Kaninchen EnVision-

HRP Antikorper (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) gekennzeichnet.

Endothelzell-Reaktivitdt

Das Endothelzellen-Antigen der Ratten (RECA) wurde auf Kilteschnitten mithilfe der
APAAP Methode (Alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase) mit Fuchsin als
Farbstoff gekennzeichnet. Monoklonale Antikorper HIS-52 (verdiinnt 1:40), die spezi-
fisch fiir das Endothelzellen-Antigen der Ratte sind, wurden von Biozol Diagnostica,
Deutschland, bezogen. Die Objekte wurden semiquantitativ auf die Anwesenheit von

speziell gekennzeichneten Zellen untersucht.
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Nitrotyrosin (NT)

Nitrotyrosin wurde an formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe mittels
eines monoklonalen Antikorpers einer Maus (Zymed, San Francisco, CA, USA) mit
einer Verdiinnung von 1:20 und Ziege-Anti-Maus EnVision-HRP (DakoCytomation)

markiert.

3.6 Statistik
Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung von SPSS-Software (Version 12.0).

Deskriptive Statistik

Alle dargestellten Messwerte wurden arithmetisch gemittelt ( ;) und die Standardab-

weichung des mittleren Fehlers (s, = SEM) berechnet (s. Tab. 8).

Parameter Berechnung
Arithmetischer Mittelwert ( )_c) Y = 1 . y xi
no o

Standardabweichung
(mittlere quadratische Abweichung) s

Standardabweichung des mittleren s

Fehlers (s; = SEM) Sx = In
Tab. 8: Formeln zur Bestimmung der Statistik
Analytische Statistik

Sédmtliche Daten wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests auf Signifikanz gepriift.
Ergaben sich signifikante Unterschiede mit der Multivarianzanalyse, wurde der Paar-
vergleich nach Kruskal-Wallis zum Einzelgruppenvergleich untereinander durchgefiihrt

[53].
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4 ERGEBNISSE

4.1 Operative Ergebnisse

In allen Gruppen (I - V) traten intra- und perioperativ keine Komplikationen auf, so dass
kein Tier von der Auswertung ausgeschlossen werden musste. Die Kaltischdmiezeit lag
bei den Gruppen III (PLT) und IV (PLT-ETA), bei denen eine Teil-Lebertransplantation
durchgefiihrt wurde, zwischen 100 - 120 Minuten und die Warmischdmiezeit unter 20

Minuten.

4.2 Verhiiltnis des Lebergewichtes zum Korpergewicht (LWBWR)

In den Gruppe I (RES) und II (RES-ETA) wurde das Gewicht der Rest-Leber mit dem
Gesamt-Lebergewicht von unbehandelten Lewis Ratten (150 - 250 g, n = 10), die in
vorangegangenen Versuchen geopfert wurden, verglichen. In Gruppe III (PLT) und IV
(PLT-ETA) wurde vor der Empfangeroperation das Gewicht des Teil-Lebertransplantats
bestimmt. Dadurch konnte das Verhdltnis des Lebergewichtes zum Korpergewicht
(LWBWR = Liver weight to body weight ratio) bestimmt werden. In der Gruppe der
Scheinoperation lag das Verhiltnis des Lebergewichtes zum Kdorpergewicht bei 3,1 % =+
0,2 und daher mit etwa 388 % signifikant hoher als in den restlichen vier Gruppen I -
IV, die alle ein Verhiltnis des Lebergewichtes zum Korpergewicht (LWBWR) von

0,8 % aufwiesen.

3,5 1
3 4
Abb. 11:
2,5 - LWBWR [%]
s 2 Signifkanzindices
15 s. Anhang
[ f
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i 5 N i

RES-ETA PLT PLT-ETA SHAM
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Bei den Tieren der Transplantations- und Resektionsgruppe (I - IV) lag das Verhiltnis
von Lebergewicht zum Korpergewicht, was 0,8 % betrug, signifikant niedriger als in

der Gruppe der Scheinoperation (V).
4.3  Uberlebensrate

In der Scheinoperationsgruppe (SHAM) und in der Resektionsgruppe mit Darusentan®-
Therapie (RES-ETA) iiberlebten alle Tiere (100 %) bis zum 14. Tag in einem guten
Allgemeinzustand. In der Resektionsgruppe ohne Therapie I (RES) lag die Uberlebens-
rate niedriger als in der Resektionsgruppe mit Therapie, aber signifikant hoher als in der
Transplantationsgruppe ohne Therapie (PLT). Am ersten postoperativen Tag verstarben
in der Gruppe I (RES) zwei Tiere mit ausgebliebener Perfusion der Rest-Leber. Die
verbliebenen fiinf Ratten iiberlebten in einem guten Allgemeinzustand bis zu ihrer Op-
ferung am 14. Tag. Die Uberlebensrate der Ratten in der Transplantationsgruppe ohne
Therapie (PLT) zeigte bis zum zweiten Tag einen Abfall der Uberlebensrate, wobei am
ersten Tag drei Tiere und am folgenden Tag vier von 14 Tieren starben. Die restlichen
sieben Ratten (50 %) liberlebten bis zum 14. Tag in einem guten Allgemeinzustand. Bei
den Tieren der Gruppe IV (PLT-ETA), die mit Darusentan” therapiert worden sind,
verschlechterte sich die Uberlebensrate vom ersten bis zum vierten Tag nach der Opera-
tion, an dem die Uberlebensrate stagnierte. Am ersten Tag starb ein Tier; am dritten und
vierten postoperativen Tag verstarben jeweils zwei Tiere, wihrend neun Ratten bis zur

Opferung am 14. Tag im guten Allgemeinzustand iiberlebten.
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Abb. 12: Uberlebensraten

Die Tiere der Resektionsgruppe I (RES) zeigten im Vergleich zur Transplantations-
gruppe III (PLT) eine signifikant hohere Uberlebensrate. Die Darusentan®-Therapie
fiihrte nach Leberresektion (RES-ETA) und Teil-Lebertransplantation (PLT-ETA) zu
einer Steigerung der Uberlebensrate. Die Tiere der Transplantationsgruppe mit Therapie
(PLT-ETA) verstarben allerdings zu einem spéteren Zeitpunkt, d.h. nicht an den ersten
beiden postoperativen Tagen wie in der Transplantationsgruppe ohne Therapie, sondern
bis auf ein Tier am dritten und vierten Tag nach der durchgefiihrten Transplantation,

wobei der Unterschied nicht signifikant war.
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4.4 Mikrozirkulation
4.4.1 Perfusionsrate

In den Kurzzeitversuchen erfolgte die Untersuchung der Perfusionsrate der Leber mit-
tels Intravitalmikroskopie. Dabei wurde 90 Minuten postoperativ in der Scheinoperati-
onsgruppe V (SHAM) mit 98,2 + 0,8 % und in der Resektionsgruppe mit Darusentan®-
Therapie (98,3 = 0,4 %) fast alle Sinusoide pro Azinus perfundiert. In der Resektions-
gruppe ohne Therapie (RES) war die Perfusionsrate signifikant niedriger (94 + 1,1 %)
als in der Resektionsgruppe mit Therapie (RES-ETA) und auch als in der Scheinopera-
tionsgruppe. Bei den Tieren der Transplantationsgruppe lag die Perfusionsrate signifi-
kant niedriger als in der Scheinoperationsgruppe, wobei die Transplantationsgruppe
ohne Therapie mit 81,2 + 1,4 % von allen Gruppen am niedrigsten war und signifikant

niedriger als in der Transplantationsgruppe mit Therapie (92,4 + 2,1 %).
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In den Gruppen I (RES), III (PLT) und IV (PLT-ETA) zeigten sich signifikant niedrige-
re Perfusionsraten als in der Gruppe V (SHAM), nur die Resektionsgruppe mit Therapie
zeigte eine vergleichbar hohe Perfusionsrate. Die Perfusionsrate in den Gruppen mit

Darusentan™-Therapie war signifikant gréBer als in den Versuchsgruppen ohne Thera-

pie.
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4.4.2 Gefildurchmesser

Periportale Sinusoidweite

Die periportale Sinusoidweite der Leber war 90 Minuten nach Reperfusion in der
Scheinoperationsgruppe V (SHAM) mit 6,4 + 0,1 um von allen Gruppen am grofiten. In
der Resektionsgruppe ohne Therapie war die periportale Sinusoidweite (4,9 = 0,1 pm)
signifikant niedriger als in der Gruppe II mit Therapie (6,2 + 0,1 um) und in der
Scheinoperationsgruppe. Ein dhnliches Bild zeigte sich auch im Vergleich der Trans-
plantationsgruppen untereinander, bei der die Gruppe III (PLT) mit 3,9 = 0,1 pm eine
signifikant niedrigere Sinusoidweite aufwies als die Gruppe mit Darusentan® Therapie
(5,4 £ 0,1 um). Beide Transplantationsgruppen wiesen einen signifikant kleineren peri-

portale Sinusoidaldurchmesser auf als die Tiere in Gruppe V (SHAM).
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Im Vergleich zur Gruppe der Scheinoperation wiesen die Transplantationsgruppen und
die Resektionsgruppe ohne Therapie eine signifikant niedrigere periportale Sinusoid-
weite der Leber auf. Die Resektionsgruppe mit Darusentan®-Therapie wies auch eine
kleinere periportale Sinusoidweite auf als die Tiere in der Scheinoperationsgruppe, der
jedoch nicht signifikant war. Die periportalen Sinusoidweiten waren ohne Therapie so-
wohl in der Transplantations- als auch in der Resektionsgruppe signifikant niedriger als

in den Gruppen, in denen eine solche Therapie durchgefiihrt worden ist.
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Postsinusoidaler Venendurchmesser

Der postsinusoidale Venendurchmesser der Leber war in der Scheinoperationsgruppe V
(SHAM) mit 40,1 + 4 pm signifikant groBer als in den vier restlichen Gruppen. Der
postsinusoidale Venendurchmesser in der Resektionsgruppe ohne Therapie (37,8 + 5,7
um) unterschied sich nicht signifikant von der Gruppe II (38,2 + 4,4 pm). In der Trans-
plantationsgruppe lag der postsinusoidale Venendurchmesser mit 30,2 + 4,3 um bei den
Tieren ohne Therapie signifikant niedriger als mit Darusentan®-Therapie (Gruppe IV:

37,9 £ 1,9 pum).
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4.4.3 Flussgeschwindigkeit

Leukozytengeschwindigkeit im Azinus

In den Gruppen I - IV lag die Flussgeschwindigkeit signifikant hoher als in der Schein-
operationsgruppe (263,9 + 44,8 um/s), wobei sie in der Resektionsgruppe ohne Thera-
pie (615,7 £ 84,9 um/s) am hochsten war und auch signifikant héher als in der
Resektionsgruppe mit Therapie (408,2 + 13,5 upm/s). Auch in der Teil-
Lebertransplantationsgruppe ohne Therapie (516,5 = 92,7 um/s) lag eine signifikant
héhere azinire Leukozytengeschwindigkeit als in der Gruppe mit Darusentan® Therapie

vor (339,9 + 23,1 ums).
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In beiden Transplantations- und Resektionsgruppen lag die Leukozytengeschwindigkeit
im Azinus signifikant hoher als in der Scheinoperationsgruppe. Die beiden Gruppen I
und III ohne Therapie zeigten im Vergleich zu den Therapiegruppen jeweils signifikant

hohere azindre Geschwindigkeiten der Leukozyten.

Leukozytengeschwindigkeiten in den postsinusoidalen Venen

Die Leukozytengeschwindigkeiten in den postsinusoidalen Venen waren in allen Grup-
pen um das 1,8- bis 2,9-fache hoher als in den Lebersinusoiden. Die niedrigste Leuko-
zytengeschwindigkeit wurde mit 757,2 &+ 177,1 um/s in der Scheinoperationsgruppe
gemessen und war signifikant niedriger als die Leukozytengeschwindigkeit in den Re-
sektionsgruppen und in der Transplantationsgruppe ohne Therapie. Innerhalb der Re-
sektionsgruppe waren die Geschwindigkeiten in den postsinusoidalen Venen bei den
Tieren ohne Therapie mit 1434,9 £ 176,9 um/s signifikant hoher als in der Gruppe mit
Therapie (1192,2 + 105,9 um/s). Die Gruppe der Teil-Lebertransplanation mit Therapie
zeigte eine geringere Geschwindigkeit der Leukozyten (886,1 + 133,1 pm/s) in den
postsinusoidalen Venen als die Gruppe ohne Therapie (926,3 £+ 239,2 um/s).
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Die Leukozytengeschwindigkeit in den postsinusoidalen Venen war sowohl in der Re-
sektionsgruppe mit Therapie als auch in der Transplantationsgruppe unter Darusentan®

-Therapie signifikant niedriger als in der jeweiligen Gruppe ohne Therapie.

4.4.4 Leukozyten-Endothel-Interaktion

., Sticker* pro Azinus

In den Gruppen I (RES), III (PLT) und IV (PLT-ETA) war die Anzahl der ,,Sticker* pro
Azinus signifikant hoher als in der Scheinoperationsgruppe (97,8 += 17,5 ,,Sti-
cker/mm?), wobei sie in der Transplantationsgruppe ohne Therapie (398,2 + 51,3 ,,Sti-
cker/mm?) am hochsten war und signifikant hoher als in der Transplantationsgruppe
mit Therapie (227,4 + 37 ,,Sticker*/mm?). In der Leberresektionsgruppe ohne Therapie
fand sich mit 199,7 + 42,5 , Sticker*/mm? eine signifikant hohere Anzahl an ,,Stickern*
pro Azinus als in der Resektionsgruppe mit Darusentan™ Therapie (113.9 + 13,9 ,,Sti-

cker*/mm?).
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In allen Gruppen war die Anzahl der ,,Sticker* pro Azinus groBer als in der Scheinope-
rationsgruppe. In den Transplantations- und Resektionsgruppen mit Therapie lag die
Anzahl der ,,Sticker” pro Azinus signifikant niedriger als in den entsprechenden Grup-

pen ohne die Therapie.

., Sticker* pro Vene

In den postsinusoidalen Venen war im Vergleich zu den sinusoidalen Venen eine hohe-
re Anzahl an ,,Stickern* vorzufinden, mit Ausnahme der Resektionsgruppe mit Thera-
pie. In den Gruppen I (RES), III (PLT) und IV (PLT-ETA) war die Anzahl der ,,Sticker*
signifikant groBer als in der Scheinoperationsgruppe (122,1 + 35 ,,Sticker*/mm?).

In der Transplantationsgruppe ohne Darusentan®-Therapie (481,4 + 69,3 .Sti-
cker*/mm?) fand sich die hochste Anzahl an ,,Stickern® pro Vene und war signifikant
grofer als in der Transplantationsgruppe mit Therapie (241,1 + 69,9 ,,Sticker/mm?). In
der Leberresektionsgruppe ohne Therapie fand sich mit 246,9 = 94,7 , Stickern®/mm?
eine signifikant hohere Anzahl an ,,Stickern* pro Vene als in der Gruppe mit Darusen-

tan” Therapie (99,9 + 29,8 ,.Sticker*/mm?).
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Die Resektionsgruppe und die Transplantationsgruppe ohne Therapie zeigten im Ver-

gleich zur Therapiegruppe eine signifikant hohere Anzahl von ,,Stickern® pro Vene.

4.5 Serumchemie

Alanin-Aminotransferase (ALAT)

Die ALAT-Konzentration war préoperativ in allen Gruppen im Normbereich. Vom
Operationstag beginnend stieg der ALAT-Spiegel in allen Gruppen bis zu ihren Hochst-
werten am ersten postoperativen Tag an, die dann im weiteren postoperativen Verlauf
bis zum 14. Tag zuriickgingen und spitestens am 14. Tag in allen Gruppen wieder im
Normbereich lagen. In der Resektionsgruppe erfolgte vom Operationstag beginnend ein
Anstieg der ALAT-Spiegel bis zum ersten Tag, mit einem Hochstwert von 912,2 +
502,1 U/I in der Gruppe ohne Therapie und mit 700,4 = 105,3 U/I in der Gruppe mit
Darusentan®-Therapie. Im weiteren postoperativen Verlauf kam es zu einem Riickgang
der ALAT-Spiegel, die dann am 7. und 14. Tag wieder im Normbereich lagen. Die Tie-
re der Transplantationsgruppe wiesen im postoperativen Verlauf bis einschlielich zum
7. Tag eine signifikant hohere ALAT-Konzentration auf als die Tiere der Scheinoperati-
onsgruppe (SHAM) und lagen erst am 14. Tag wieder im Normbereich. Der ALAT-

Spiegel stieg postoperativ kontinuierlich bis zum ersten postoperativen Tag an und er-
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reichte in der Transplantationsgruppe ohne Therapie eine Konzentration von 1144,1 +
435,2 U/I, wihrend die Konzentration in der Transplantationsgruppe mit Darusentan®-
Therapie signifikant niedriger lag (611,6 + 59,7 U/I). Am 1., 2., und 7. Tag waren die
ALAT-Spiegel in der Transplantationsgruppe mit Therapie signifikant kleiner als in der
Gruppe ohne Therapie.

dl

Abb. 20:  ALAT-Spiegel (logarithmische Darstellung)

Gr. 1 (RES) =L, Gr. I1 (RES-ETA) =M, Gr. 111 (PLT) =[],
Gr. IV (PLT-ETA) =2, Gr. V (SHAM) =E2. Signifkanzindices s. Anhang

Die Resektionsgruppe mit Therapie (RES-ETA) und die Transplantationsgruppe mit
Therapie (PLT-ETA) wiesen in den ersten beiden postoperativen Tagen im Vergleich zu
den jeweiligen Gruppen ohne Darusentan® Therapie einen signifikant niedrigeren A-
LAT-Spiegel auf. In allen Gruppen kam es zu einem kontinuierlichen Anstieg der A-

LAT-Konzentration mit einem Peak am ersten Tag.

Bilirubin
Prioperativ, am Operationstag und am 1. Tag war die Bilirubin-Konzentration in allen
Gruppen im Normbereich. Ab dem 2. postoperativen Tag zeigt die Transplantations-

gruppe einen kontinuierlichen Anstieg der Bilirubin-Konzentration bis zum 7. Tag
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(PLT: 2 + 2,1 mg/dl; PLT-ETA: 1,8 £+ 3,6 mg/dl), die dann am 14. Tag wieder zuriick-
gingen (PLT 0,8 + 3,2 mg/dl; PLT-ETA: 0,3 £ 0,2 mg/dl).

[mg/dl]

dO prae dO post dl d2 d7 dl4

Abb. 21: Bilirubin-Spiegel

Gr. I (RES) =L, Gr. 11 (RES-ETA) =, Gr. 111 (PLT) =[],
Gr. IV (PLT-ETA) =[], Gr. V (SHAM) = . Signifkanzindices s. Anhang

Die Transplantationsgruppe mit Therapie zeigte im Vergleich zur Gruppe ohne Therapie
am 7. und 14. Tag niedrigere Bilirubinwerte. Am 14. Tag lag die Transplantationsgrup-
pe mit Therapie wieder im Normbereich, wéihrend die Gruppe ohne Therapie noch eine
signifikant hohere Bilirubin-Konzentration aufwies als die Kontrollgruppe (0,1 + 0
mg/dl).

Ammoniak (NH3)

Die NH;-Konzentration war praoperativ in allen Gruppen im Normbereich. Postoperativ
vom Operationstag bis zum 7. Tag war die NH; Konzentration in den Gruppen I - IV
signifikant groBer als in der Scheinoperationsgruppe und erst am 14. Tag wieder im
Normbereich. Mit Ausnahme der Resektionsgruppe ohne Therapie (RES), die ihren
Hochstwert der NHs-Konzentration am 1. Tag erlangte, erreichten alle Gruppen ihre

Hochstwerte der Konzentration von NH; am Operationstag, die dann im weiteren Ver-
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lauf weiter absank. In der Resektionsgruppe kam es am Operationstag zu einem signifi-
kanten Anstieg der NHs-Konzentration im Vergleich zur Scheinoperationsgruppe, wo-
bei sich die Resektionsgruppe mit bzw. ohne Therapie nicht signifikant unterschied
(RES: 127,6 = 19,8 pg/dl; RES-ETA: 126,6 + 97,1 pg/dl). Am Operationstag und am 1.
Tag zeigte die Transplantationsgruppe mit Therapie eine bis zu 1,7-fache signifikant
niedrigere NH3-Konzentration als die Gruppe ohne Darusentan®-Therapie. Die Tiere
der Resektionsgruppe mit Therapie wiesen am ersten und zweiten postoperativen Tag

eine signifikant niedrigere NH3;-Konzentration auf als die Gruppe ohne diese Therapie.

Abb. 22: Ammoniak-Spiegel

Gr. I (RES) =L, Gr. I1 (RES-ETA) =M, Gr. 111 (PLT) =[],
Gr. IV (PLT-ETA) =[], Gr. V (SHAM) = E2. Signifkanzindices s. Anhang

Vom Operationstag bis zum 7. Tag war die NH; Konzentration in den Gruppen I - IV
signifikant grofer als in der Scheinoperationsgruppe und normalisierte sich erst wieder
am 14. Tag. In der Resektionsgruppe war die NH3-Konzentration in der Gruppe mit
Darusentan”®-Therapie am 1. und 2. Tag signifikant niedriger als in der Gruppe ohne
Therapie. Ein dhnliches Bild zeigte sich auch in der Transplantationsgruppe, bei der die
Tiere mit Therapie am Operationstag und 1. Tag eine signifikant niedrigere NHj3-

Konzentration aufwiesen als in der Transplantationsgruppe ohne Therapie.
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Albumin

Die Albumin-Konzentration war prdoperativ in allen Gruppen im Normbereich. Vom
Operationstag bis zum 7. Tag lag mit Ausnahme der Resektionsgruppe ohne Therapie
am Operationstag die Albumin-Konzentration in den restlichen Gruppen (II, III, IV)
signifikant niedriger als in der Scheinoperationsgruppe und normalisierte sich erst wie-
der am 14. Tag. In der Transplantationsgruppe sank der Albuminspiegel vom Operati-
onstag bis zum 1. postoperativen Tag, an dem er seinen Tiefpunkt erreichte (PLT:
1828,6 = 111,3 mg/dl; PLT-ETA: 1757,1 £ 113,4 mg/dl) und stieg dann bis zum 14.
Tag wieder an, an dem sich die Albumin Konzentration normalisiert hatte. Wéhrend des
gesamten postoperativen Verlaufs bis zum 7. Tag war die Albumin-Konzentration signi-
fikant niedriger als in der Scheinoperationsgruppe. In der Transplantationsgruppe gab es
zwischen der Gruppe mit Therapie und der Gruppe ohne Therapie keine signifikanten
Unterschiede. In der Resektionsgruppe kam es bis zum 2. Tag zu einem Abfall der Al-
bumin-Konzentration, die am zweiten Tag ihren Tiefpunkt markierte (RES: 2200 + 216
mg/dl; RES-ETA: 1900 + 141,4 mg/dl). Im weiteren postoperativen Verlauf kam es zu
einer Erh6hung der Albumin-Konzentration, bis am 14. Tag die Konzentration des Al-
bumins wieder im Normbereich lag. In der Resektionsgruppe ohne Therapie lag die
Albumin-Konzentration vom Operationstag bis zum 2. Tag signifikant hoher als in der
Therapiegruppe und am 1., 2. Tag und 7. Tag signifikant niedriger als in der Scheinope-

rationsgruppe.
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Abb. 23: Albumin

Gr. 1 (RES)=0L_], Gr. I1 (RES-ETA) =M, Gr. 111 (PLT) =[],
Gr. IV (PLT-ETA) =[], Gr. V (SHAM) =E3. Signifkanzindices s. Anhang
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4.6 Morphologie und Immunhistochemie

Endothelin-1 / Endothelin-A-Rezeptor

In der Scheinoperationsgruppe (SHAM) wurde 120 Minuten postoperativ ET-1 bzw.
ETAR semiquantitativ bestimmt. Die Konzentration von ET-1 mit 1 + 0, bzw. von
ETAR mit 0,3 = 0,6 war im Vergleich mit den anderen vier Gruppen (I - IV) am nied-
rig- sten. Die Resektionsgruppe ohne Therapie zeigte eine ET-1 Konzentration von 3,3
+ 1,2 und war signifikant hoher als in der Resektionsgruppe mit Therapie (1 £ 0,8) und
in der Scheinoperationsgruppe. Die Konzentration von ETAR zeigte ein dhnliches Bild
und lag in der Resektionsgruppe ohne Therapie bei 2,5 + 2,1 und war damit signifikant
groBer als in der Resektionsgruppe mit Darusentan®-Therapie (1 + 0) und als in der
Scheinoperationsgruppe. Die ET-1 und ETAR-Konzentration der Transplantationsgrup-
pe ohne Therapie (ET-1: 4 + 0; ETAR: 3 £+ 2,6) war signifikant hoher als in der jeweili-
gen Gruppe mit Therapie (ET-1: 3 + 1,7; ETAR: 1 £ 1) und in der Scheinoperations-

gruppe.
e
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eNOS (= endothelial nitric oxide synthase)

Im Vergleich zur physiologischen eNOS-Protein-Expression (Scheinoperationsgruppe)

fiihrten die Leberresektion (RES) und Teil-Lebertransplantation (PLT) zu einer deutlich
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verminderten eNOS-Protein-Expression, die durch die Darusentan®-Therapie (RES-

ETA, PLT-ETA) wieder zunahm.

Abb. 25: Proteinexpression von ET-1 und eNOS 120 Minuten postoperativ

ET-1 = linke Spalte, eNOS = rechte Spalte, RES (Gruppe I, A + B), RES-ETA (Gruppe 11,
C+ D), PLT (Gruppe 111, E + F), PLT-ETA (Gruppe IV, G + H), SHAM (Gruppe V, I +J)

52



Anzahl der Kupfferzellen

Die Kupfferzell-Anzahl war in allen vier Gruppen (I - IV) signifikant hoher als in der
Scheinoperationsgruppe (1,3 + 1,1). In der Resektionsgruppe ohne Therapie war die
Anzahl der Kupfferzellen mit 9,6 + 2,4 signifikant groBer als in der Resektionsgruppe
mit Darusentan®-Therapie (4,4 + 3) und als in der Scheinoperationsgruppe (SHAM).
Ein dhnliches Bild zeigte die Transplantationsgruppe, bei der die Anzahl der Kupffer-
zellen ohne Therapie mit einer Anzahl von 14,3 + 3,6 signifikant héher war als in der
Transplantationsgruppe mit Therapie durch Darusentan® (6,8 + 2,9). In der Leberresek-
tionsgruppe (RES) und in der Transplantationsgruppe (PLT) zeigte sich ein Vertei-

lungsgradient, der von den periportalen Feldern bis zur Zentralvene anstieg.
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Mit Darusentan®-Therapie war die Anzahl der Kupfferzellen sowohl in der Resektions-
gruppe als auch in der Transplantationsgruppe signifikant niedriger als in den Gruppen
ohne Therapie. Alle Gruppen I - IV wiesen zudem signifikant hohere Werte auf als die
Tiere in der Scheinoperationsgruppe (SHAM).

Endothelzellen-Reaktivitiat - RECA (= rat endothelial cell antigen)

Bei der Untersuchung der Endothelzellen-Reaktivitit 120 Minuten postoperativ war in
der Scheinoperation nur eine geringe Endothelzellen-Reaktivitit festzustellen. Sowohl
in der Resektionsgruppe mit Darusentan®-Therapie als auch in der Transplantations-
gruppe mit Therapie wurde eine herabgesetzte Endothelzellen-Reaktivitdt beobachtet,
wiéhrend in den jeweiligen Gruppen ohne diese Therapie eine starke Endothelzellen-

Reaktivitit festzustellen war.
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Abb. 27: Markierte Kupfferzellen und RECA 120 Minuten postoperativ

Kupfferzellen (ED-1-markiert = linke Spalte, RECA = rechte Spalte, RES (Gruppe I,
A + B), RES-ETA (Gruppe II, C + D), PLT (Gruppe 111, E + F), PLT-ETA (Gruppe 1V,
G + H), SHAM (Gruppe V, 1+1J)
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Apoptose-Index

Der Apoptose-Index der Hepatocyten und Nicht-Parenchymzellen war nach Leberresek-
tion und Teil-Lebertransplantation signifikant hoher als in der Scheinoperationsgruppe

und konnte durch die Darusentan®-Therapie (RES-ETA, PLT-ETA) signifikant gesenkt

werden.
7 _
6 |
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Nitrotyrosin

In der Scheinoperationsgruppe konnte keine Nitrotyrosin-Expression nachgewiesen
werden, wihrend in der Resektionsgruppe und in der Transplantationsgruppe ohne The-
rapie eine starke Nitrotyrosin-Expression besonders in den Endothelzellen festgestellt
werden konnte. In den Gruppen mit Darusentan®-Therapie wurde im Vergleich zu den

nicht therapierten Gruppen eine Reduktion der Nitrotyrosin-Expression beobachtet.
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Abb. 29: Apoptose und Nitrotyrosin 120 Minuten postoperativ

Apoptose = linke Spalte (griin), Nitrotyrosin = rechte Spalte (braun), RES (Gruppe I,
A + B), RES-ETA (Gruppe I, C + D), PLT (Gruppe 111, E + F), PLT-ETA (Gruppe 1V,
G + H), SHAM (Gruppe V, 1 +1J)

56



5 DISKUSSION

5.1 Klinischer Stellenwert der Therapie des Small-for-size Syndrom nach gro-

Benreduzierter Lebertransplantation

Obwohl die grofenreduzierte Lebertransplantation durch die Einfiihrung innovativer
Resektionstechniken der Leber inzwischen als eine etablierte Therapieoption angesehen
werden kann, wird sie derzeit nur in einer begrenzten Anzahl an Transplantationszen-
tren durchgefiihrt. Neben dem technischen und logistischen Aufwand, der z.B. bei der
Durchfiihrung einer Leber-Lebendspende entsteht, stellen die schwierige préoperative
Einschitzung und die begrenzten therapeutischen Mdglichkeiten des SFS eine wesentli-
che Ursache dieser Entwicklung dar. In klinischen Fallberichten und experimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine portale Dekompression, z.B. durch die
Anlage eines portosystemischen Shunts, oder durch eine Verbesserung des vendsen
Ausstromes des groflenreduzierten Transplantats, dass SFS erfolgreich therapiert wer-
den kann. Die Anwendung dieser MaBBnahmen im klinischen Alltag werden jedoch
durch die schwierige Indikationsstellung erschwert, weshalb bei klinischer Manifestati-
on des SFS hiufiger eine Leber-Re-Transplantation favorisiert wird als die Anlage eines
portosystemischen Shunts bei einem i.d.R. multimorbiden Patienten. Dariiber hinaus
tritt das SFS in Abhéngigkeit des Fortschreitens der Leberregeneration voriibergehend
auf. Dementsprechend ist z.B. nach der Anlage eines portosystemischen Shunts nach
erfolgreicher Therapie des SFS die Aufhebung desselben notwendig, um enzephalo-
pathische Nebenwirkungen zu vermeiden.

In Anlehnung der erfolgreichen, aber aufwendigen Therapie des SFS durch portosyste-
mische Shunts wurde in dieser Studie der intrahepatische Widerstand im sinusoidalen
Gefalbett als therapeutischer Angriffspunkt gewahlt. Dariiber hinaus erfolgte ein medi-
kamentoser Therapieansatz, der gut steuerbar ist und zeitlich begrenzt in Abhéngigkeit

des Fortschreitens der Leberregeneration durchgefiihrt werden kann.
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5.2 Entwicklung eines experimentellen Modells der groflenreduzierten Leber-

transplantation an der Ratte

Ziel dieser Studie war deshalb zunichst die Entwicklung eines experimentellen Modells
an der Ratte, das die klinischen Grundziige des SFS simuliert und sich dariiber hinaus
zur Untersuchung der Mikrozirkulation eignet.

Ratten wurden aus wissenschaftlichen und logistischen Griinden als Versuchstiere aus-
gewihlt. Beziiglich der Pathophysiologie von Mikrozirkulationsstérungen nach Leber-
resektion und Teillebertransplantation sind wesentliche Erkenntnisse an der Ratte vor-
handen. Ferner sind alle Transplantationsmodelle, insbesondere die mikrochirurgische
Technik an der Ratte etabliert. Eine wichtige Voraussetzung im Rahmen der Vermei-
dung von AbstoBungsreaktionen bei der Lebertransplantation ist die Ubereinstimmung
des so genannten Major-Histocompatibilitits-Komplexes (MHC) zwischen Spender und
Empféanger. Deshalb wurden in dieser Studie Ratten-Inzucht-Stimme gewaihlt, da mit
der Verwendung von syngenen, d.h. genetisch identischen Spender- und Empféngertie-
ren, transplantationsimmunologische Abstoungsreaktionen ausgeschlossen werden
konnen und keine Immunsuppression notig ist. Dies ermdglicht, Untersuchungen tiber
Funktion und histologische Verdnderungen des Transplantats durchzufiihren, ohne
durch AbstoBungsreaktionen verfilscht zu werden. Ratten als Versuchstiere sind im
Vergleich zu anderen Versuchstieren wesentlich stressresistenter und daher auch weni-
ger anfallig fiir z.B. Herz-Kreislauf-Komplikationen, was besonders fiir diese Studie mit
den ohnehin sehr kreislaufbelastenden operativen Eingriffen von entscheidendem Vor-
teil ist. Auch gegeniiber Infektionen sind Ratten wesentlich unempfindlicher als bei-
spielsweise Schweine, weshalb sich eine prophylaktische oder postoperative Antibiose
eriibrigt und deshalb keine weiteren unterstiitzenden MaBBnahmen wie Bluttransfusionen
oder Infektionsprophylaxe erforderlich sind.

Die Ratte eignet sich auflerdem fiir dieses Versuchsvorhaben sehr gut, da die Aufzwei-
gung der intrahepatischen Blutgefdle bei dieser Spezies der des Menschen dhnlich ist,
so dass die beim Menschen iibliche Einteilung der Leber in acht Segmente ibernommen
werden kann [11]. Zur partiellen Leberresektion liegen zahlreiche etablierte Techniken
am Rattenmodell vor, die an der Ratte leicht durchzufiihren sind und genaue Vergleiche

der Regenerationsraten erlauben [4, 56]. Aufgrund der starken Lappung der Rattenleber
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ist es moglich, jeweils einen gesamten Lappen basisnah mit nur einer Ligatur zu entfer-
nen, ohne eine grofle Resektionsfliche mit hohem Blutungsrisiko zu erhalten. Dariiber
hinaus bietet die Ratte als Versuchstier gegeniiber Grofitieren auch 6konomische Vortei-
le, die in niedrigeren Kosten fiir die Anschaffung und Unterbringung der Tiere, geringe-
rem Futterverbrauch, sowie einfacheres Handling zu sehen sind.

In Anlehnung an klinische Beobachtungen, die das Auftreten eines SFS bei einer
GWBWR von 0,8 % zeigen, wurde eine 70 %-ige Leberresektion angestrebt. Hierbei
war es vorteilhaft, den linken Leberlappen zu belassen, da er ein Volumen von ca. 30 %
des Gesamtlebervolumens besitzt und sich aufgrund des langen GefdBhilus hervorra-
gend zu intravitalmikroskopischen Untersuchungen eignet [55]. In den sog. Resektions-
gruppen (I + II) erfolgte lediglich eine 70 %-ige Leberresektion, mit der einerseits die
Situation des Spenders nach Lebendspende simuliert werden kann und andererseits
durch den Vergleich mit der groBenreduzierten Lebertransplantation eine Abgrenzung
zwischen der groBenreduktions- und transplantations-assoziierten Schidigung im SFS
erfolgen kann. Die Technik der groBenreduzierten Lebertransplantation stellt eine Modi-
fikation der Operationstechnik der orthotopen Lebertransplantation nach Engemann dar.
Um ein moglichst standardisiertes Vorgehen zu erzielen, erfolgten zu Beginn der Spen-
deroperation die Groenreduktion der Leber und anschlieBend die Organexplantation.
Nach einer standardisierten Kaltlagerungszeit in 4° C kalter HTK-Losung erfolgte die
Implantation der groBenreduzierten Leber. Hierbei wurden alle GefdBBanastomosen in
mikrochirurgischer Nahttechnik durchgefiihrt, die im Vergleich zur Cuft-Technik mit
einer geringeren Thromboseinzidenz assoziiert ist [38, 75]. Die Transplantat-
Rearterialisierung erfolgte mit Hilfe eines Spenderaortensegmentes, das End-zu-Seit an
die infrarenale Aorta abdominalis des Recipients anastomosiert wurde. Diese Methode,
die sich bereits mehrfach bei der orthotopen Rattenlebertransplantation bewihrt hat,
stellt eine zuverldssigere Rearterialisierungstechnik als direkte End-zu-End-
Anastomosen der Leberarterie, wie z.B. durch die Sleeve-Technik, dar [75]. Daneben
erfordert diese Technik, trotz der aufwendigen Préparation des Aortensegments in der
Spenderoperation, nur minimale anatomische Manipulationen der Recipientratte und
gewihrleistet eine hohe postoperative Offenheitsrate der Leberarterie [75]. In dieser
Studie war die Transplantatarterie bei allen Tieren bei ihrer Opferung am 14. Tag noch

durchléssig.
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Die Gallengangsrekonstruktion erfolgte mit Hilfe der Splint-Technik nach Zimmer-
mann, die einfach und zuverldssig durchzufiihren ist [94]. Im Gegensatz zu anderen
Rekonstruktionsmethoden des Transplantatgallengangs, wie z.B. die direkte End-zu-
End-Anastomose, wird die Anastomose durch den Splint noch zusdtzlich geschient.
Hierdurch wird einerseits ein direkter Kontakt des Gallengangs wiahrend der Wundhei-
lung mit den aggressiven Gallensduren vermieden, andererseits kann im Falle einer Gal-
lengangsnekrose, z.B. nach Transplantatarterienthrombose, der Splint als interne Schie-
nung fungieren und cholestatische Komplikationen vermeiden [75, 76]. In dieser Studie
traten jedoch Probleme mit der Gallengangsanastomose nach sieben Tagen auf, die sich
anhand erhdhter Cholestaseparameter manifestierten und vermutlich durch eine Stent-
migration verursacht wurden. In Zukunft sollten deshalb alternative Techniken der Gal-
lengangsanastomose, wie z.B. die Direktnaht oder biliodigestive Anastomose in diesem

Modell evaluiert werden.

53 Intravitalmikroskopie als Methode zur Beurteilung der Mikrozirkulation

Die Mikrozirkulation stellt die Schnittstelle zwischen Gewebe und Blut dar. Thr mor-
phologisches Korrelat sind Sinusoide (,,Leberkapillaren®), kleine BlutgefdBe von ca.
8 - 10 um Durchmesser zwischen Periportalfeldern (jeweils bestehend aus V. portae
terminalis, A. hepatica und Gallengang) und Zentralvenen [52]. Da sich alle Verénde-
rungen der Organfunktion primdr auf der Ebene der Mikrozirkulation manifestieren,
eignen sich Mikrozirkulationsuntersuchungen hervorragend zur Untersuchung der
Transplantatfunktion. Mikrozirkulationsuntersuchungen lassen sich kategorisch in Mes-
sungen des Blutflusses und der Gewebeperfusion unterteilen. Die meisten in Forschung
und Klinik angewendeten Mikrozirkulationsuntersuchungen messen entweder den Blut-
fluss (z.B. Doppler-Flowmessungen) oder die Gewebeperfusion (z.B. lokale Sauerstoff-
partialdruckmessung, Wasserstoff-Clearance, Fluorometrie). Die Intravitalmikroskopie
(IVM) kombiniert mit Fluoreszenzfarbstoffen, nimmt unter den genannten Methoden
eine Sonderstellung ein, da durch sie eine direkte Visualisation der Mikrozirkulation
ermoglicht wird und dementsprechend Blutfluss und Gewebeperfusion gemessen wer-

den konnen [84]. Obwohl sich die IVM bereits vielfach zu Mikrozirkulationsuntersu-
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chungen in experimentellen Studien bewéhrt hat, eignet sie sich aufgrund ihrer aufwen-
digen Durchfiihrung und der Notwendigkeit von Fluoreszenzfarbstoffen, die in hohen
Konzentrationen (photo-) toxische Nebenwirkungen aufweisen, nur bedingt [42, 69].
Infolgedessen wurde die Technik der orthogonalen Reflex-Spektrophotometrie einge-
fiihrt, mit der eine direkte Visualisation der Mikrozirkulation ohne Kontrastverstirkung
durch Fluoreszenzfarbstoffe moglich ist [42].

In der vorliegenden Studie entsprachen alle intravitalmikroskopischen Parameter in der
Scheinoperationsgruppe (Perfusionsrate, Durchmesser der Sinusoide und postsinusoida-
len Venolen, Leukozytengeschwindigkeit, Leukozyten-Endothel-Interaktion) den Stan-
dardwerten der Leber in der Literatur [42, 77, 83]. Wihrend viele Arbeitsgruppen nur
den mittzonalen Durchmesser der Lebersinusoide messen, wurde in dieser Studie zwi-
schen dem periportalen und perizentralen Durchmesser gemdl3 der zonalen Aufteilung
des Azinus nach Rappaport (Abb. 2) unterschieden. Die Bestimmung der FluB-
geschwindigkeit in den Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen erfolgte mit Hilfe von
Rhodamin-markierten Leukozyten. Diese Methode hat sich als gleichwertig zu fluores-
zein-markierten (FITC-) Erythrozyten erwiesen, gestaltet sich nicht so aufwendig in der
Vorbereitung und bietet zudem den Vorteil der gleichzeitigen Visualisation der Leuko-

zyten-Endothel-Interaktion [84].

5.4  Mikrozirkulationsstorungen in der Pathogenese von Funktionsstorungen

nach groflenreduzierter Lebertransplantation

In der durchgefiihrten Studie konnten wir eine enge Korrelation zwischen den Mikro-
zirkulationsstorungen nach Leberresektion und nach partieller Lebertransplantation mit
der SFS Leberschiddigung nachweisen, die unter anderem auf einem Ungleichgewicht
des Vasokonstriktors ET-1 und dem Vasodilatator NO bestand.

In dieser Studie zeigten die Ratten, die eine GWBWR von 0,8 % besallen, charakteristi-
sche Mikrozirkulationsstorungen mit erniedrigter sinusoidale Perfusionsrate, Vaso-
konstriktion und iiberhdhtem sinusoidalen Blutfluss. Diese Anderungen der Mikrozirku-
lation wurden durch eine erhohte Apoptose-Rate der Leberzellen, Verstdrkung der

Kupfferzellen und besonders durch eine Beeintridchtigung der sinusoidalen Endothelzel-
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len begleitet, die zu einer eingeschrinkten Leberfunktion und erhohter Sterblichkeit
gefiihrt haben.

Die alleinige Zwei-Drittel-Leberresektion, die exemplarisch fiir die restliche Spenderle-
ber nach Lebendspende steht, fiihrt zu einer Beeintrdchtigung der Lebermikrozirkulation
und -funktion, jedoch nicht des Uberlebens. Als Schidigungsmechanismus kann hierbei
die sog. ,,sinusoidale Uberperfusion* angesehen werden, die durch eine erhdhte sinusoi-
dale Blutflussgeschwindigkeit zu Folgeschdden insbesondere am sinusoidalen Endothel
fiihrt.

Im Gegensatz zur alleinigen Leberresektion fiihrt die Transplantation eines groBenredu-
zierten Lebertransplantats zu einer signifikant schlechteren Leberfunktion und vermin-
derten Uberlebensrate, was u. a. auf den zusitzlichen I/R-Schaden zuriickgefiihrt wer-
den kann [10]. Der I/R-Schaden kann prinzipiell in eine GefdBkomponente (Verdnde-
rungen in der Leberperfusion durch sinusoidale Vasokonstriktion), eine Entziindungsre-
aktion (verstdrkte Leukozyten-Endothel-Interaktion) und in eine Schadigung durch re-
aktive Sauerstoffradikale bei der Reperfusion unterteilt werden [10, 77, 83]. Dabei trig-
gern sich alle genannten Storfaktoren gegenseitig und fiihren zu einer Organdysfunkti-
on, die sich primédr in der im Vergleich zur Scheinoperation beobachteten niedrigeren
Perfusionsrate, sinusoidalen Vasokonstriktion und erhdhten Leukozytenaktivierung ma-
nifestierte mit konsekutiven Folgeschdden am Endothel (s. Endothelzellen-Reaktivitit

und Apoptoserate) und eingeschrinkter Leberfunktion.
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Endothelin-1 (ET-1) und Nitritoxid (NO) scheinen eine Schliisselrolle in der Pathogene-
se der Mikrozirkulationsstérung beim SFS zu spielen. NO, das aus L-Arginin durch die
NO-Synthase in den Endothelzellen (eNOS) synthetisiert wird, besitzt eine vasodilatie-
rende Wirkung. Wihrend unter physiologischen Bedingungen der sinusoidale Durch-
messer durch das Gleichgewicht zwischen ET-1 und NO reguliert wird, fiihrt sowohl
die Leberresektion als auch die Teillebertransplantation zu einer signifikanten Erh6hung
von ET-1 und ETAR-Protein-Expression und parallel hierzu zu einer reduzierten eNOS
Expression [65]. Vermutlich flihren der erhdhte sinusoidale Blutfluss in der restlichen
Leber und die vermehrte Kupfferzell-Rekrutierung zu einer ,,Endothelialopathie mit
einer erhdhten ET-1 Freisetzung und ETAR-Expression auf den Ito-Zellen sowie eine
beeintrachtigte eNOS Aktivitét der sinusoidale Endothelzellen [10, 30, 64]. Kupfferzel-
len sind in der Lage, Zytokine wie IL-1 oder TNF-a freizusetzen, die als potente Stimu-
latoren der ET-1 Freisetzung bekannt sind [2, 24]. Die unmittelbare ET-1 und ETAR
Synthese, die dem Leberschaden in dieser Studie unmittelbar folgt, steht im Einklang
mit der Kinetik von ET-1, ETAR-mRNA und Protein Expression in reperfundierten
Pankreas Transplantaten [24, 90]. Ein erhdhter ET-1-Spiegel fordert die ETAR-
vermittelte Ito-Zell-Kontraktion mit konsekutiver sinusoidaler Vasokonstriktion, Leu-
kozyten-Endothel-Interaktion sowie ETAR-vermittelten Konstruktion der postsinusoi-
dalen Venen. Gleichzeitig wird die sinusoidale Vasokonstriktion durch die reduzierte

NO-Synthese getriggert.
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5.5 ET-1/NO-Gleichgewicht als therapeutischer Angriffspunkt

Obwohl vielfiltige vasoaktive Mediatoren urséchlich fiir die Mikrozirkulationsstérung
des SFS sein konnen, sind ET-1 und NO die derzeit potentesten Vasomediatoren. Um
die ET-1 vermittelten tempordren Mikrozirkulationsstorungen beim SFS zu reduzieren,
erschien ein selektiver ETAR Antagonist als eine viel versprechende Therapieoption.
Selektive ETB- und gemischte ETA/B-Rezeptor-Antagonisten wurden aufgrund der
engen therapeutischen Breite und hepatotoxischen Wirkung im therapeutischen Bereich
nicht verwendet [3, 82, 92]. Selektive ETAR haben sich bereits in der Therapie des
Ischdmie-Reperfusions-Schadens nach Lebertransplantation, des Pfortaderhochdrucks
und der Leberfibrose bewéhrt [9]. In dieser Studie wurde Darusentan® unmittelbar vor
Durchfiihrung Leberresektion bzw. Reperfusion des groflenreduzierten Lebertransplan-
tates verabreicht, da die initiale Mikrozirkulationsstorung entscheidend fiir die Manifes-
tation des SFS ist. In Anbetracht der zuriickgehenden Schadigung des groBenreduzierten
Transplantates mit fortschreitender Leberregeneration und des schnellen Metabolismus
der Ratte, erachteten wir eine einmalige Applikation von Darusentan® — mit einer
Halbwertzeit von 24 Stunden — als ausreichend. Durch die Darusentan®™ Behandlung
wurde das ET-1/NO-Gleichgewicht nach groBenreduzierter Lebertransplantation wieder

hergestellt, was sich durch eine signifikant reduzierte ET-1 und ETAR Protein Expres-
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sion und durch erhohte eNOS Protein Expression, einen erhdhten sinusoidalen Durch-
messer und reduzierte Flussgeschwindigkeit zeigte. Dariiber hinaus scheint die vermin-
derte Anzahl der Kupfferzellen in den Therapie-Gruppen (RES-ETA und PLT-ETA)
pathogenetisch zu dem reduzierten ET-1-Level infolge der verminderten Freisetzung
inflammatorischer Parameter beizutragen. Die Verbesserung der Mikrozirkulation kor-
relierte zudem mit einer geringeren Leberzellschddigung, insbesondere der Apoptose
der sinusoidalen Endothelzellen und Normalisierung der Serumparameter. Das Uberle-
ben konnte in dieser Studie durch die ETAR Blockade jedoch nicht signifikant verbes-
sert werden. Offensichtlich war eine Einzeldosis des selektiven ETAR-Antagonisten
Darusentan” mit einer Halbwertszeit von 24 Stunden nicht ausreichend, die voriiberge-
hende SFS-Schadigung zu tiberbriicken. Zusitzliche Untersuchungen sind deshalb not-
wendig, um den Effekt der wiederholten Applikation von Darusentan” auf das Uberle-
ben nach groBenreduzierter Lebertransplantation zu evaluieren.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass Mikrozirkulationssto-
rungen infolge eines ET-1/NO-Ungleichgewichtes zu dem SFS nach groBenreduzierter
Lebertransplantation beitragen. Durch den ETAR-Antagonisten Darusentan®, der be-
reits bei Patienten mit Herzinsuffizienz in Phase-II-klinischen Studien eingesetzt wird,
konnen die Mikrozirkulationsstorungen und deren morphologischen Folgen im SFS
durch Korrektur des ET-1/NO-Ungleichgewichtes wieder hergestellt werden [5, 78].
Hierdurch ergibt sich ein klinisch viel versprechendes Potential des auch oral ver-
abreichbaren ETAR-Antagonisten Darusentan” zur Therapie des SFS, sowohl fiir die
Empfianger groBBenreduzierter Lebertransplantate als auch fiir die Spender nach Lebend-

spende-Lebertransplantation.

5.6  Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Nach groBenreduzierter Lebertransplantation und Leberresektion kann es bei Unter-
schreitung eines minimalen Lebervolumens zu einem SFS-Syndrom kommen, das ne-
ben anderen Komponenten wahrscheinlich durch eine Stérung der Mikrozirkulation
infolge eines Ungleichgewichts zwischen vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen

Mediatoren zuriickzufithren ist.
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Durch die Untersuchung der Bedeutung des Endothelin-Nitritoxid-Gleichgewichts in
der Pathogenese von Mikrozirkulationsstorungen konnten wir im Rahmen der gréfen-
reduzierten Lebertransplantation und Leberresektion neben einer erhohten ET- und
ETAR Proteinexpression auch eine reduzierte Proteinexpression nachweisen. Ferner
wurden eine erhohte Kupfferzell-Rekrutierung, eine reduzierte Perfusionsrate und ein
erhohter sinusoidaler Blutfluss sowie Leberzellschidigung festgestellt.

Durch den therapeutischen Ansatz des selektiven ETAR-Antagonisten Darusentan”™, der
zentral in die Mediatorkaskade der Mikrozirkulationsstorung durch Blockierung des
stark vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin-1 eingreift, konnte in den Gruppen II
und IV das Gleichgewicht zwischen ET-1/NO wiederhergestellt werden, was in einer
Reduktion der Mikrozirkulationsstérungen und der Leberzellschddigung resultierte.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die medikamentdse Endothelin-A Rezeptor Blockade
ein Eingriff in die Vasoregulation der Mikrozirkulation mdoglich ist und so zu einer
verminderten Leberzellschddigung mit verbesserter Leberfunktion fiihrt.

Die Wiederherstellung des physiologischen Gefdf3durchmessers hat sich im Rahmen
dieser Studie als wichtiges Kriterium fiir den Erhalt der Integritit der Mikrozirkulation
herausgestellt. Dariiber hinaus geben die Leberenzymwerte dariiber Ausschluss, dass
durch die Protektion der Mikrozirkulation es zu einer Verringerung des Parenchym-
schadens gekommen ist.

Durch erfolgreiche Therapie des SFS-Syndroms mittels selektiver ETAR-Blockaden
durch Darusentan® konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass sich das SFS-Syndrom
auf der Ebene der Mikrozirkulation infolge eines Ungleichgewichts zwischen Endothe-
lin-1 und Nitritoxid ausdriickt.

Bisherige Therapieerfolge des SFS-Syndroms wurden vor allem durch portosystemische
Shunts erzielt, wihrend in dieser Studie der intrahepatische Widerstand im sinusoidalen
Gefalbett als therapeutisches Ziel gewihlt wurde, der medikamentos beeinflusst werden
kann.

Es bedarf weiterer Studien, die durch einen Eingriff in den Endothelin-Stoffwechsel die
Pathogenese von Mikrozirkulationsstorungen hinterleuchten, insbesondere ob durch
eine wiederholte Gabe eines ETAR-Antagonisten das SFS Syndrom nach gréBenredu-

zierter Lebertransplantation effektiver therapiert werden kann.
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7 ANHANG

7.1  Abkiirzungsverzeichnis

ALAT
ALT
APAAP
ASAT
AT

ATP
BCG
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CO;
EGF
eNOS
ET-1
ETAR
FGF
FITC
GRBWR
HGF
HPF
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I/R-Schaden
IL

iINOS
IVM
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LDH
LTX

Alaninaminotransferase

Auxilidre Lebertransplantation

Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase
Aspartataminotransferase

Angiotensin

Adenosintriphosphat

Bromcresolgriin

Stickstoffmonoxid

Stickstoffdioxid

Epidermal Growth Factor

endotheliale No-Synthetase

Endothelin-1

Endothelin-A Rezeptor

Fibroblast Growth Factor

Fluorescein Isothiocyanate

Graft Weight To Recipient Body Weight Ratio
Hepatocyte Growth Factor

High Power Fields

Hepatic Stellate Cells
Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung
Ischdmie/Reperfusionsschaden
Interleukin

induzierbare NO-Synthetase
Intravitalmikroskopie
Labeled-Avidin-Biotin
Laktatdehydrogenase

Lebertransplantation



LWBWR Liver Weight To Body Weight Ratio

MEGX Monoethylglycinexylidide
MHC Histocompatibilitdts-Komplex
NaCl Natriumchlorid

NAD+ Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
NaFlu NatriumFluoresceins

NH; Ammoniak

NO Nitritoxid

NOS NO-Synthetase

NT Nitrotyrosin

PAF Platelet Activation Factor
PDGF Platelet Derived Growth Factor
PG Prostaglandin

PLT Teil-Lebertransplantation
RECA Rat Endothelial Cell Antigen
RES Leberresektion

SFS Small-for-Size-Syndrom
SHAM-Gruppe Scheinoperationsgruppe

TGF Tumor Growth Factor

TNF Tumor Nekrose Faktor

ZVK Zentraler Venenkatheter

7.2 Signifkanzindices

= p < 0,05 RES (I) vs. RES-ETA (II), ° = p < 0,05 RES (I) vs. PLT (1), ¢ = p < 0,05
RES (I) vs. PLT-ETA (IV), ¢ = p < 0,05 RES (I) vs. SHAM (V), ¢ =p < 0,05 PLT (11I)
vs. PLT-ETA (IV), "= p < 0,05 PLT (III) vs. SHAM (V), £ = p < 0,05 RES-ETA (II) vs.
PLT (IV), " = p < 0,05 RES-ETA (II) vs. PLT-ETA (IV), ' = p < 0,05 RES-ETA (II) vs.
SHAM (V),’ =p < 0,05 PLT-ETA (IV) vs. SHAM (V)

II



7.3  Tabellenanhang

7.3.1 Serumergebnisse

RES (Gruppe I)
ALAT do prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 17,0 65,0 954,0 382,0 51,0 X
Tier 2 16,0 X 560,0 246,0 X 38,0
Tier 3 23,0 66,0 1007,0 521,0 37,0 43,0
Tier 4 13,0 33,0 902,0 430,0 X 22,0
Tier 5 20,0 33,0 X 83,0 33,0 21,0
Tier 6 16,0 40,0 1408,0 506,0 31,0 X
Tier 7 18,0 41,0 643,0 198,0 30,0 43,0
X 17,4 46,6 912,2 333,6 36,1 33
sD 3,2 15,4 502,1 2134 4,4 6,5
Bilirubin do prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 0.2 0,1 0,4 0,1 0,2 0,4
Tier 2 0.3 0,2 0,7 X X X
Tier 3 0,2 0,3 0,9 0,6 0,3 0,2
Tier 4 0,2 0,1 0,1 0,1 X 0,2
Tier 5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 X
Tier 6 0,2 0,1 0,1 X 0,2 X
Tier 7 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
X 0,2 0,1 0,4 0,2 0,2 0,2
sD 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1
Ammoniak d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 62,0 101,0 123,0 73,0 160,0 112,0
Tier 2 122,0 133,0 X 109,0 149,0 X
Tier 3 50,0 X 263,0 146,0 108,0 81,0
Tier 4 92,0 175,0 261,0 75,0 70,0 106,0
Tier 5 55,0 105,0 126,0 149,0 X X
Tier 6 80,0 139,0 189,0 X 67,0 60,0
Tier 7 96,0 113,0 234,0 123,0 55,0 54,0
X 79,3 127,6 199 112 102,16 82,4
sD 25 19,8 65,3 33,9 23,9 81,5
Albumin d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 3600,0 3000,0 2600,0 2600,0 2100,0 2400,0
Tier 2 3700,0 2900,0 2500,0 2300,0 2200,0 2300,0
Tier 3 3200,0 2600,0 2300,0 2000,0 2100,0 2800,0
Tier 4 3400,0 3200,0 2100,0 2000,0 2200,0 2800,0
Tier 5 3900,0 3200,0 2300,0 2300,0 2300,0 X
Tier 6 3600,0 2800,0 2200,0 2100,0 2000,0 2400,0
Tier 7 3300,0 2400,0 2000,0 2100,0 2400,0 2900,0
X 2928,6 2871,4 2285,7 2200 2185,7 2600
sD 243 2984 211,6 216 134,5 260,8

I




RES-ETA (Gruppe II)

ALAT d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 21,0 43,0 508,0 146,0 28,0 44,0
Tier 2 23,0 56,0 645,0 182,0 21,0 31,0
Tier 3 18,0 64,0 684,0 231,0 24,0 28,0
Tier 4 24,0 58,0 778,0 261,0 26,0 24,0
Tier 5 23,0 35,0 778,0 224,0 36,0 39,0
Tier 6 20,0 46,0 691,0 189,0 31,0 37,0
Tier 7 21,0 46,0 819,0 391,0 27,0 24,0
X 21,4 49,7 700,4 232 27,6 324
sD 2,1 10 105.3 79,5 4,9 7,8
Bilirubin d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
Tier 4 0,1 X 0,1 0,1 0,1 0,2
Tier 5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 7 0,2 X 0,7 0,5 0,1 0,1
X 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
sD 0,1 0 0,2 0,1 0 0
Ammoniak d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 79,0 117,00 67,00 39,00 98,00 132,00
Tier 2 67,0 127,00 57,00 51,00 73,00 81,00
Tier 3 81,0 X 68,00 87,00 94,00 90,00
Tier 4 23,0 111,00 61,00 60,00 71,00 84,00
Tier 5 73,0 192,00 79,00 38,00 55,00 66,00
Tier 6 89,0 92,00 56,00 42,00 66,00 60,00
Tier 7 56,0 X 222,00 167,00 114,00 223,00
X 66,9 126,6 87,1 69,1 81,6 85,1
sD 22 97,1 60 46 21 56,9
Albumin d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 2700,0 1700,0 1600,0 1700,0 2200,0 2700,0
Tier 2 2700,0 1600,0 1600,0 1600,0 2000,0 2300,0
Tier 3 2700,0 1700,0 1700,0 1900,0 2200,0 2500,0
Tier 4 2800,0 X 1600,0 1500,0 2100,0 2700,0
Tier 5 2700,0 2000,0 1800,0 1800,0 2400,0 2300,0
Tier 6 2600,0 2600,0 2800,0 2600,0 2400,0 2800,0
Tier 7 2900,0 X 2600,0 2600,0 1800,0 2200,0
X 2728,6 1928,6 1900 1900 2157,1 2500
sD 95,1 205,9 152,8 141,4 2149 238

v




PLT (Gruppe III)

ALAT d0 prae dO post d1 d2 d7 di4
Tier 1 25,0 349,0 1466,0 964,0 1120,0 X
Tier 2 25,0 350,0 1833,0 1187,0 112,0 52,0
Tier 3 53,0 389,0 1271,0 853,0 115,0 38,0
Tier 4 29,0 X 384,0 265,0 227,0 86,0
Tier 5 X X 811,0 338,0 X 74,0
Tier 6 10,0 338,0 1200,0 331,0 195,0 70,0
Tier 7 29,0 220,0 544.,0 232,0 68,0 37,0
Tier 8 35 388 X X X X
Tier 9 44 302,0 X X X
Tier 10 X 341 X X X X
Tier 11 42 X 1220 X X X
Tier 12 46 182 1132,0 X X X
Tier 13 34 155 1332 X X X
Tier 14 38 169 1397 X X X
X 34,3 289,7 1144,1 668,6 294,6 59,5
sD 16,2 108,3 435,2 3334 396,1 20,2
Bilirubin d0 prae d0 post dl d2 d7 d14
Tier 1 0,1 X 0,2 0,3 3,7 X
Tier 2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,2
Tier 3 0,2 0,3 0,2 0,1 X 0,2
Tier 4 0,1 X 0,2 0,2 2.5 X
Tier 5 X X 0,1 0,2 0,5 3,5
Tier 6 0,2 0,1 0,1 0,1 2,8 0,2
Tier 7 0,1 0,1 0,1 1,2 2,0 0,1
Tier 8 0,2 0,2 X X X X
Tier 9 0,2 0,2 X X X
Tier 10 X 0,2 X X X X
Tier 11 0,1 X 0,2 X X X
Tier 12 0,2 0,1 0,2 X X X
Tier 13 0,1 0,1 0,2 X X X
Tier 14 0,2 0,1 0,1 X X X
X 0,2 0,2 0,2 0,4 2 0,8
sD 0,1 0,1 0,1 0,4 2,1 3,2




Ammoniak d0 prae d0 post dl d2 d7 d14
Tier 1 90,0 428,0 295,0 172,0 265,0 X
Tier 2 122,0 383,0 279,0 124,0 176,0 147,0
Tier 3 117,0 650,0 264,0 179,0 122,0 64,0
Tier 4 46,0 X 65,0 96,0 66,0 159,0
Tier 5 X X 116,0 36,0 X X
Tier 6 62,0 250,0 95,0 37,0 142,0 1240
Tier 7 46,0 172,0 153,0 81,0 47,0 98,0
Tier 8 35 492 X X X X
Tier 9 55 691,0 X X X
Tier 10 X 779 X X X X
Tier 11 46 X 189 X X X
Tier 12 71 188 221,0 X X X
Tier 13 72 173 259 X X X
Tier 14 75 189 212 X X X
X 69,7 399,8 195,3 103,6 136,3 118,4
sD 17,2 141,3 16,9 58,2 79,1 38,3
Albumin d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 3000,0 X 1700,0 1800,0 2100,0 X
Tier 2 3000,0 2220,0 1800,0 1800,0 2400,0 2900,0
Tier 3 3000,0 2300,0 1900,0 1900,0 2500,0 2500,0
Tier 4 3000,0 X 2000,0 1900,0 2600,0 2500,0
Tier 5 X X 1700,0 1900,0 X 2700,0
Tier 6 2700,0 2400,0 1900,0 2200,0 2600,0 2700,0
Tier 7 3000,0 2200,0 1800,0 2200,0 2600,0 2800,0
Tier 8 2600 2100 X X X X
Tier 9 2500 2000,0 X X X
Tier 10 X 2000 X X X X
Tier 11 2600 X 1600 X X X
Tier 12 2400 2100 1700,0 X X X
Tier 13 2500 2200 1900 X X X
Tier 14 2600 2100 1800 X X X
X 2750 2106,7 1828,6 1957,1 2466,7 2683,3
sD 0 90,2 111,3 171,8 196,6 160,2

VI




PLT-ETA (Gruppe IV)

ALAT d0 prae dO post d1 d2 d7 di4
Tier 1 10,0 151,0 638,0 371,0 145,0 33,0
Tier 2 29,0 294.0 X 3340 X 43,0
Tier 3 X 352,0 685,0 559,0 X X
Tier 4 34,0 130,0 511,0 211,0 43,0 109,0
Tier 5 37,0 X 561,0 288.,0 19,0 45,0
Tier 6 26,0 162,0 721,0 X 49,0 41,0
Tier 7 27,0 194,0 604,0 172,0 X 38,0
Tier 8 35 X 745,0 411 X
Tier 9 28 423.0 X X X X
Tier 10 41,0 284 811 412 X X
Tier 11 25 X 655 388 X X
Tier 12 X 232 412,0 X 97 32
Tier 13 22 176 566 409 X X
Tier 14 21 201 434 170 91 39
X 27,0 236.,4 611,6 322,7 74,3 47,0
sD 0,4 100,8 59,7 74,4 56,8 28,6
Bilirubin d0 prae d0 post d1 d2 d7 d14
Tier 1 0,2 0,1 0,4 0,6 7,3 0,5
Tier 2 0,1 0,1 X 0,5 X 0,3
Tier 3 X 0,1 0,1 0,5 X X
Tier 4 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,5
Tier 5 0,1 X 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 6 0,1 0,1 0,1 X 0,3 0,1
Tier 7 0,1 0,1 0,1 0,1 X 0,1
Tier 8 0,1 X 0,2 0,2 X
Tier 9 0,1 0,1 X X X X
Tier 10 0,1 0,1 0,2 0,2 X X
Tier 11 0,1 X 0,2 0,2 X X
Tier 12 X 0,1 0,1 X 0,8 0,2
Tier 13 0,1 0,1 0,2 0,2 X X
Tier 14 0,1 0,1 0,1 0,1 2,4 0,6
X 0,1 0,1 0,2 0,3 1,8 0,3
sD 0,0 0,0 0,1 0,2 3,6 0,2

VII




Ammoniak d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 61,0 267,0 226,0 157,0 190,0 288,0
Tier 2 46,0 340,0 X 50,0 X 148,0
Tier 3 X 3740 154,0 176,0 X X
Tier 4 61,0 352,0 168,0 162,0 56,0 113,0
Tier 5 93,0 X 175,0 65,0 74,0 106,0
Tier 6 75,0 354,0 178,0 X 44,0 173,0
Tier 7 59,0 282,0 210,0 73,0 X 119,0
Tier 8 42 X 102,0 93 X X
Tier 9 37 158.,0 X X X X
Tier 10 40,0 153 92 101 X X
Tier 11 51 X 94 98 X X
Tier 12 X 103 85,0 X 118 388
Tier 13 62 162 89 92 X X
Tier 14 88 112 92 52 92 112

X 59,6 229,6 138,3 1014 95,3 1804
sD 17,4 39,6 28 52,3 51,6 86,5
Albumin d0 prae d0 post dl d2 d7 di4
Tier 1 2700,0 1300,0 1600,0 1600,0 1900,0 2300,0
Tier 2 3000,0 1100,0 X 1700,0 X 2100,0
Tier 3 X 1300,0 1400,0 1500,0 X X
Tier 4 2500,0 1500,0 1400,0 1400,0 2300,0 2600,0
Tier 5 2800,0 X 1300,0 1400,0 2300,0 2500,0
Tier 6 2900,0 1400,0 1500,0 X 2300,0 2700,0
Tier 7 2700,0 1300,0 1600,0 1700,0 X 2500,0
Tier 8 X X 1700,0 2400 X
Tier 9 2900 2400,0 X X X X
Tier 10 2900,0 2500 2200 2100 X X
Tier 11 2800 X 2100 2400 X X
Tier 12 X 2800 1900,0 X 2900 2900
Tier 13 2700 2600 1800 2100 X X
Tier 14 2900 2700 1900 2600 2900 2800
X 2800,0 1950 1757,1 1942,9 24429 25429
sD 175,1 251,7 1134 127,2 335,9 345,7

VIII




SHAM (Gruppe V)

ALAT d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 23,0 29,0 33,0 29,0 28,0 23,0
Tier 2 23,0 35,0 59,0 32,0 30,0 26,0
Tier 3 20,0 22,0 36,0 25,0 26,0 22,0
Tier 4 24,0 27,0 41,0 43,0 26,0 27,0
Tier 5 23,0 32,0 50,0 31,0 34,0 32,0
Tier 6 19,0 25,0 46,0 34,0 30,0 31,0
Tier 7 21,0 28,0 48,0 37,0 35,0 30,0
X 21,9 28,3 44,7 33,0 29,9 27,3
sD 1,9 4,3 8,9 5,8 3,6 39
Bilirubin d0 prae d0 post d1 d2 d7 d14
Tier 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 5 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tier 7 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
X 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
sD 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Ammoniak d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 79,0 89,0 53,0 51,0 45,0 48,0
Tier 2 72,0 127,0 78,0 26,0 48,0 36,0
Tier 3 82,0 69,0 27,0 20,0 48,0 45,0
Tier 4 24,0 67,0 24,0 16,0 51,0 27,0
Tier 5 73,0 106,0 31,0 86,0 70,0 56,0
Tier 6 94,0 74,0 18,0 49,0 69,0 71,0
Tier 7 57,0 74,0 47,0 36,0 80,0 79,0
X 68,7 86,6 39,7 40,6 58,7 51,7
sD 12,7 22,5 21,0 24,2 13,9 18,5
Albumin d0 prae d0 post d1 d2 d7 di4
Tier 1 2700,0 2700,0 2400,0 2500,0 2600,0 2600,0
Tier 2 2700,0 2600,0 2200,0 2500,0 2300,0 2500,0
Tier 3 2600,0 2300,0 2400,0 2300,0 2600,0 2700,0
Tier 4 2800,0 2500,0 2500,0 2500,0 2400,0 2500,0
Tier 5 2800,0 2600,0 2400,0 2300,0 2600,0 2700,0
Tier 6 2600,0 2600,0 2300,0 2400,0 2600,0 2600,0
Tier 7 2800,0 2400,0 2400,0 2500,0 2400,0 2500,0
X 2714,3 2628,6 23714 2428,6 2500,0 2585,7
sD 90,0 138,0 95,1 95,1 129,1 90,0

IX




7.3.2 Ergebnisse Intravitalmikroskopie

Perfusionsrate (%) SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 97,5 94,5 98,1 83,5 90,9
2 97,0 92,6 96,4 79,4 89,9
3 97,6 94,6 94,6 80,9 93,4
4 98,5 94,0 96 80,5 93,9
5 98,0 92,2 94,2 82,7 90,0
6 99,2 94,6 94,6 81,3 95,9
7 99,3 95,3 95,3 80,0 92,5
X 98,2 94,0 95,6 81,2 92,4
sD 0,8 1,1 1,4 1,4 2,1
Leuko.-Geschw. Azinus SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 253,64 491,91 389,9 397,25 334,44
2 189,10 554,00 554 437,84 326,09
3 324,06 721,67 X 411,3 310,50
4 218,08 733,56 X 580,31 324,89
5 263,32 541,52 541,2 643,28 336,87
6 292,07 638,77 338,7 606,04 382,81
7 307,07 628,24 628,3 539,77 363,91
X 263,91 615,67 490,4 516,54 339,93
sD 44,84 84,89 121,2 92,72 23,11
Leuko.-Geschw. (Vene) SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 604,94 1201,15 1094,1 581,56 776,56
2 505,77 1227,95 1227,9 830,15 683,83
3 904,59 1400,59 1400,6 884,95 854,90
4 654,58 1675,91 1675,9 956,46 1099,45
5 685,25 1361,54 1361,5 884,56 917,17
6 1010,54 1658,70 1658,7 902,97 838,87
7 934,37 1518,28 1518,3 1443,57 1032,18
X 757,15 1434,87 1419,6 926,32 886,14
sD 177,04 176,94 215,7 239,21 133,06




Sinusoidweite periportal | SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 6,40 4,71 6,2 3,68 5,28
2 6,24 4,85 5,9 3,92 5,29
3 6,41 4,99 5 3,93 5,38
4 6,48 5,06 5,1 3,86 5,46
5 6,47 5,02 5 3,90 5,36
6 6,45 5,06 5,1 3,91 5,46
7 6,41 5,06 5,1 3,85 5,38
X 6,41 4,96 5,3 3,86 5,37
sD 0,07 0,12 0,5 0,08 0,07
Sticker (Azinus) SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 112,60 194,01 134,9 297,56 235,10
2 119,57 271,65 171 437,06 288,72
3 85,56 202,78 202,8 369,12 242,98
4 69,00 235,98 2359 450,68 176,79
5 114,78 127,53 127,5 445,10 257,17
6 98,82 196,26 169,2 415,86 199,33
7 84,07 169,62 169,6 371,80 191,53
X 97,77 199,69 173,0 398,17 227,37
sD 17,53 42,53 37,4 51,33 37,00
Sticker/Vene (mmz) SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 104,15 385,99 109 395,56 242,84
2 165,83 368,80 368.,8 501,58 326,32
3 153,26 295,02 295 481,92 272,48
4 56,59 194,19 199,2 497,18 136,65
5 139,23 158,54 158,5 626,09 255,90
6 137,26 190,96 190,9 440,14 141,85
7 98,10 135,08 135,1 427,21 311,59
X 122,06 246,94 208,1 481,38 241,09
sD 35,04 94,67 92,5 69,28 69,90

XI




7.3.3 Ergebnisse GRBWR

XII

PLT | Gewicht | Lebervol. | GRBWR PLT-ETA | Gewicht | Lebervol. | GRBWR
1 360 3 0,833 1 230 1,9 0,826
2 270 2,1 0,777 2 230 1,9 0,826
3 272 2,1 0,772 3 214 1,9 0,887
4 266 2,1 0,789 4 266 2,1 0,789
5 258 2,2 0,852 5 260 2,2 0,84
6 248 2,2 0,887 6 240 2,2 0,916
7 236 2,1 0,889 7 232 2 0,862
8 284 2,2 0,789 8 342 2,5 0,73
9 232 2,2 0,948 9 262 2,2 0,839
10 312 2,8 0,897 10 214 1,9 0,887
11 252 2.3 0,915 11 220 1,8 0,818

12 220 1,9 0,863
X 271,8 2,3 0,8 X 2442 2,0 0,8
sD 36,9 0,3 0,1 sD 35,9 0,2 0,0

RES | Gewicht | Lebervol.| GRBWR RES-ETA | Gewicht | Lebervol.| GRBWR
1 218 2 0,917 1 168 1,4 0,833
2 265 2,1 0,792 2 168 1,4 0,833
3 219 1,8 0,821 3 188 1,6 0,851
4 226 1,6 0,707 4 168 1,4 0,833
5 236 2,1 0,889 5 184 1,5 0,815
6 252 2,2 0,873 6 188 1,6 0,851
7 208 1,9 0,913 7 188 1,6 0,851
X 232 2,0 0,8 X 178,9 1,5 0,8

sD 20,3 0,2 0,1 sD 10,3 0,1 0,0
SHAM | Gewicht | Lebervol. | GRBWR
1 232,0 7,5 3,2
2 254,0 7.8 3,1
3 213,0 7,1 3,3
4 230,0 7,6 3,3
5 261,0 7,2 2,8
6 278,0 7.8 2,8
7 243.0 7,6 3,1
X 244.4 7,5 3.1
sD 21,8 0,3 0,2




7.3.4 Ergebnisse Inmunhistochemie

ET-1 Tier 1 Tier 2 Tier 3 X sD
SHAM 1 1 1 1,0 0,0
RES 2 4 4 3,3 1,2
RES-ETA 2 1 0 1,0 0,8
PLT 4 X 4 4,0 0,0
PLT-ETA 1 4 4 3,0 1,7
ETAR Tier 1 Tier 2 Tier 3 X sD
SHAM 1 0 0 0,3 0,6
RES 1 4 X 2,5 2,1
ETTL 1 1 X 1,0 0,0
SPLIT 6 2 1 3,0 2,6
ETA 0 2 1 1,0 1,0
7.3.5 Apoptose-Nachweis (ssDNA)
Tier/Feld SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA

1 0 1 1 5 3

2 1 2 2 7 6

3 0 X 1 4 7

4 0 2 0 3 2

5 0 X 2 3 2

6 0 1 0 0 1

7 0 3 1 9 2

8 1 X 0 X 0

9 1 2 0 2 1

10 0 X 0 2 X

1 1 2 1 4 X

12 X 3 2 3 1

13 X 2 0 3 X

14 X X 1 3 X

15 X 3 1 6 X

16 X 3 2 7 X

17 X X 3 X X

18 X 2 0 X X

19 X 3 2 X X

20 X 6 3 X X

21 X 9 3 X X

22 X 8 X X X

23 X 8 X X X

24 X 9 X X X
X 0,4 3,8 1,2 4,1 2,5
sD 0,5 2,8 1,1 2,3 2,3

X1




7.3.6 ED-1-pos. Zellen/100 Zellen

Tier/Feld SHAM RES RES-ETA PLT PLT-ETA
1 1 7 5 20 8
2 1 11 7 21 8
3 2 13 7 9 7
4 0 15 3 14 7
5 0 6 3 16 9
6 0 7 4 13 10
7 1 7 4 12 11
8 3 9 5 11 11
9 5 8 5 15 3
10 1 9 2 17 5
11 0 10 2 17 6
12 0 10 8 15 9
13 1 11 9 11 17
14 1 12 10 12 6
15 2 13 3 9 7
16 2 11 11 21 5
17 1 10 14 9 4
18 1 9 3 9 4
19 1 9 4 10 6
20 3 8 5 10 7
21 3 13 2 13 7
22 3 5 2 13 8
23 1 13 3 15 8
24 1 13 1 15 3
25 0 14 0 16 2
26 0 7 1 16 3
27 1 8 2 12 6
28 2 7 0 12 7
29 1 9 3 7 7
30 1 9 5 20 3
31 3 10 4 13 1
32 3 10 4 13 9
33 1 11 3 16 10
34 1 12 4 15 5
35 1 12 4 12 11
36 0 8 6 12 10
37 0 5 6 13 9
38 0 9 8 17 8
39 2 9 9 19 8
40 2 7 3 9 7
41 4 8 4 20 6
42 1 11 2 21 5
43 1 7 3 18 4
44 1 13 5 17 4
45 2 7 6 14 8
46 1 8 9 15 6
47 1 11 1 16 3
48 1 9 1 15 7
49 2 10 2 14 7
X 1,3 9,6 4,4 14,3 6,8

sD 1,1 2,4 3,0 3,6 2,9
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7.4 Lebenslauf

Name

Anschrift

Geboren am

Familienstand

Konfession

Nationalitit

Eltern

Geschwister

1983 - 1987

1987 - 1996

11.06.1996

01.08.1996 - 31.08.1997

Ausbildung im Rahmen des

Zivildienstes

WS 1997/98 - SS 2002

23.12.2002

seit dem 04.03.2003

Miinster, den 17.03.2005

Michael Johannes Harks

An der Woste 6, 48231 Warendorf

22.01.1977 in Warendorf

ledig

romisch-katholisch

deutsch

Josef Harks und Julia Harks geb. Grofle Winkelsett
eine Schwester

Everwordgrundschule in Warendorf
Mariengymnasium in Warendorf

Abitur am Mariengymnasium in Warendorf
Zivildienst beim Deutschen Roten Kreuz in Warendorf

Ausbildung zum Rettungssanititer

Zahnmedizinstudium an der Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster

Approbation als Zahnarzt

Wissenschaftlicher Mitarbeiter in der Poliklinik fiir
Zahnerhaltung der ZMK in Miinster
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7.6  Versuchsgenehmigung

DIE i

: ' OBERBURGERMEISTERIN
164 Il MUNSTER
350 Jahre Westfalischer Friede

VETERINAR- UND
Postanschrift: Stadt Miinster « 48127 Munster LEBENSMITTELUBER-

WACHUNGSAMT
Klinik und Poliklinik far Allgemeine Chirurgie )
Abt. Chirurgische Forschung Schelmenstiege 1
z.H. Herm PD Dr. Hans-Ulirich Spiegel Auslantt ertelk:
Waldeyerstr. 1 Frau Heumann
/ Zimmer: 106 :

48149 Minster Telefon: 02534971 - 301

Telefax. ~ 02534/971 - 329

Sprechzeiten:
nach Vereinbarung

Datum und Zeichen |hres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Munster, H
12.03.98 an die Bezirksregierung 39/401 a) 2 0. Mai 1338
hier eingegangen am 06.04.98

TIERSCHUTZGESETZ;
hier: Tierversuch G 13/98

Sehr geehrter Herr Dr. Spiegel,
aufgrund § 11 Tierschutzgesetz erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur Haltung von
240 Lewis-Ratten.
Folgende Auflagen sind einzuhalten:
1. Fur die Pflege und Betreuung sind die Pfleger der ZTE zustandig.
2 Die medizinische Versorgung hat durch Herm Prof. Dr. Richter zu erfolgen.
Die Kafige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.

Uber die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen.

o >

Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei Tierart und -zahl sowie der Un-
terbringung sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Munster mitzuteilen.

Diese Erlaubnis gilt fiir die Laufzeit des genehmigten Versuches.
Bitte beachten Sie, daR der Versuch erst bego'nnen werden kann, wenn lhnen die Genehmigung

der Bezirksregierung Miinster vorliegt.

Mit freundlichen GriiRen
Im )

r

Stadt. Veterinardirektor

Zentrale Verbindungen

Konten der Stadtkasse . . B
Sparkasse Mnster Kto.Nr. 752 (BLZ 400 50150) ~ Commerzbank Minster Kto.-Nr. 383210 000  (BLZ 400 40028) & Hauptvermiting  (0251) 482-0

bark Minster  Kto.-\r. 40 001 700 (BLZ 400000 00) 'Dettsche Bark Minster Ko Nr.0470005  (BLZ 40070080) Telefax (0251) 482-7700
Postbark Dortmund Kio.-Nr. 21136461  (BLZ 440 10046) Drescher Bank Minster Kto.-Nr. 606 465600 ' (BLZ 400 800 40) Datex-~J *0251482# .
Bark fir Gemeinwirtschaft  Kto.-\r. 1010305100  (BLZ 400 101 11)  Volksbark MCnster eG - Klo-Nr.4200800  (BLZ 40160050) E-Mail
Barkhaus Lampe Minster Ko -Nr. 306002 . (BLZ 48020151) Westceutsche Landesbank Minster  Kto.Nr. 61226 (BLZ 400.50000) ~ Stadverwalt.ng@stact-muenster.de .
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Minster . 48128 Mimster

Gegen Empfangsbekenntnis gienst;sebiuge

e e 0! atz 1-
Westfélische Tefé}’im (0251) 411-0
Wilhelms-Universitat Minster i,
Klinik und Poliklinik far Aligemeine Chirurgie Frau Mollers
Abtlg. Chirurgische Forschung Aktenzeichen
Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Hans-Ulrich Spiegel 23.0835.1.0 (G 13/98)
WaldeyerstraBe 1 76 . wai 1998

48149 Minster

Beitr.: Tierschutz;
hier: Durchfihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: lhr Antrag vom 12.03.1998, hier eingegangen am 31.03.1998

Gen‘ehmiaunqsbescheid:

Sehr geehrter Herr Dr. Spiegel,

geman § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Neufassung vom 17. Februar 1993
(BGBI. 18S. 254) in geltender Fassung wird lhnen die Genehmigung zur Durchfihrung
nachstehenden Versuchsvorhabens erteilt:

Auxiliare Leberiransplantation als Therapie des durch Thioacetamid-induzierten
Leberversagens bei der Ratte.

Leiter des Versuchsverhabens und sein Stellvertreter sind:

Herr Herr

Priv.-Doz. Dr. med. Hans-Ulrich Spiegel Dr. med. A. Probst
Klinik und Poliklinik far Aligemeine Chirurgie Klinik fr Unfall- und -
Abtlg. Chirurgische Forschung Handchirurgie
WaldeyerstraBe 1 WaldeyerstraBe 1
48149 Munster 48149 Munster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 4114300
e-mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg-muenster, S=poststelle ® '1elcfax (0251) 411 252550
Konten der Regierungshauptkasse Miinster:
Landeszentralbank Niederlassung Minster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
‘Westdeutsche Landesbank Girozentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offemhche Verkehrsmittel - Buslinien 1 . 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalinarkt und 2. 10. 11 . 14 .21:64 bis Dompldtz
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Diese Genehmigung gilt bis zum 31. 05. 2000.

Zur Durchfuhrung des Versuchsvorhabens durfen folgende Tiere verwendet werden:

240 Ratten.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmigung begonnen
werden.

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter wechselt, ist mir
dieser Wechsel unverziglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zuriickgenommen, wenn bei der Erteilung die Vorausset-
zungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren.

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr
gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir zu bestimmenden Frist
abgeholfen wird; sie kann widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen
nicht erfullt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt oder
grob zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verlangerung der Genehmigung ist rechtzeitig vor Ablauf der Frist bei
mir zu stellen. ;

Da das Versuchsvorhaben Gberwiegend im 6ffentlichen Interesse erfolgt, wird von der
Erhebung einer Verwaltungsgebtihr Abstand genommen.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch
erhoben werden. Der Widerspruch ist bei mir unter der oben genannten Anschrift
schriftlich oder zur Niederschrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevollméachtigten versaumt
werden, so wiirde dessen Verschulden Ihnen zugerechnet werden.

Mit freundlichen GriBen
Im JAuftrag
‘ .

U
(Dr. Piontkowski)
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Miinster

Herrn Dienstgebiude

. Domplatz 1-3
Prof. Dr. med. H.U. Spiegel Telefon: (0251) 4110
Klinik und Poliklinik flr ?mmwgfno

. . . 2 immer:

Allgemeine Chirurgie , Frau Mollers
Abtlg. Chirurgische Forschung des Aktenzeichen
‘Universitdtsklinikums Minster 50.0835.1.0  ( G13/98 )

WaldeyerstraRe 1
4 . guli 2001

48129 Minster

Betr.: Tierschutz;
hier: Durchflihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Tierversuch G 13/98:

”"Auxilidre Lebertransplantation als Therapie
des durch Thiocacetamid-induzierten Leberver-
sagens bei der Ratte”

Bezug: - Ihr Antrag vom 28.05.2001 und Erganzungen vom 22.
06.2001, hier eingegangen am 23.06.2001
- Mein Genehmigungsbescheid vom 26.05.1998 und Ver-
ldngerung vom 13.03.2000 - Az.: 23.0835.1.0(G 13/98)

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Spiegel,

gemaR § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Bekannt-
machung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I S. 1105) stimme ich der in den
o.a. Antragen beschriebenen Erweiterung des o.g. Versuchsvorhabens
sowie der Hinzunahme von 40 weiteren Versuchstieren (Lewis-Ratten)

zZu.

Mit fr dlichen GrlufRen

X/WJ/«M

Dr Wissing

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300

e-mail: pc lle@bezreg .nrw.de b X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg , S=pc lle p Telefax (0251) 411-2525
Konten der Regierungshauptkasse Miinster:
Land ralbank Niederl Miinster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520

Westdeutsche Landesbank Girozentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmittel - Buslinien 1. 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prmznpalmarkt und2.10. 11 .14 . 21.. 64 bis Domplatz
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DER :
OBERBURGERMEISTER

Il MUNSTER

Veterinar- und Lebensmittel-
Postanschrift: Stadt Minster » 48127 Minster Uberwachungsamt

Klinik und Poliklinik fir Allgemeine Chirurgie MS-Roxel, Schelmenstiege 1
Abt. Chirurgische Forschung :

z.H. Herrn Prof. Dr. H.U. Spiegel Auskuntt ensht:

Frau Heumann

Waldeyerstr. g Zimmer: 106

48149 Miinster Telefon:  02534/971 - 301
Telefax:  02534/971 - 399
E-Mail:
Amt_39@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

Datum und Zeichen lhres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Munster,
28.05./22.06.2001 an die Bezirksregierung 39/401 a) 13.07.2001
hier eingegangen am 12.07.2001

Tierschutzgesetz; ErWeiterungsantrag
Tierversuch G 13/98

Versuchsleiter und Antragsteller: Stellvertreter:
Prof. Dr. Spiegel Dr. Probst, Unfall- u. Handchirurgie

Sehr geehrter Herr Professor Spiegel,

gemaR § 11 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI. |
S. 1113) erteile ich lhnen die Erlaubnis zur Haltung von

weiteren 40 Lewis-Ratten fir obigen Versuch.
Folgende Auflagen sind einzuhalten:
1. Fur die Pflege und Betreuung sind die Tierpfleger der ZTE zustandig.
2. Die medizinische Versorgung hat durch Professor Richter von der ZTE zu erfolgen.
3. Die Kaéfige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.
4. Uber die 'Tierversuche, die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen. Diese
sind drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzubewahren und mir auf Verlangen zur

Einsichtnahme vorzulegen.

5.  Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei Tierart- und zahl sowie der Unterbringung sind
mir umgehend mitzuteilen. :

Diese Erlaubnis gilt fiur die Laufzeit des genehmigten Versuches.

Mit freundlichen GriiRen
iA.

A=

Dr. Ofto
Stadt. Veterinardirektor

Konten der Stadtkasse : Zentrale Verbindungen
Sparkasse Mnster Kto.-Nr. 752 {BLZ 400 501 50) Commerzbank Minster Kto.-Nr. 383 210 0/00 (BLZ 400 40028) = Hauptvermittiung (0251) 492-0
Landeszentralbank Mlnster  Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Mdnster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 700 80) Telefax _ (0251) 492-7700
Postbank Dortmund Kto.-Nr. 21 1 36-461 (BLZ 440 100 46) Dresdner Bank Minster Kio.-Nr. 606 465 600  (BLZ 400 800 40) Datex~J *0251492#

Bank fir Gemeinwirtschaft ~ Kto.-Nr. 1 010 305100  (BLZ 400 101 11) . Volksbank Minster eG Kto.-Nr. 4 200 800 . (BLZ 40160050) E-Mail

Bankhaus Lampe Minster  Kto.-Nr. 306 002 (BLZ 480 201 51) Westdeutsche Landesbank Minster  Kto.-Nr. 61 226 (BLZ 400 500 00) Stadtverwaltung@stadt-muenster.de *
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