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Abkürzungsverzeichnis

ACE Angiotensin converting enzyme
ALAT Alanin-Aminotransferase
ALPPS Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy
AP Alkalische Phosphatase
AP-1 Activator protein-1
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ASAT Aspartat-Aminotransferase
ASDCL Naphtol-AS-D-Chloracetat-Esterase
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ERK Extracellular signal-regulated kinase
EvG Elastica-van-Gieson
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FRLV Funktionelles Restlebervolumen
H2O2 Wasserstoffperoxid
HCC Hepatozelluläres Karzinom
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HGF Hepatocyte Growth Factor
ICAM-1 Intracellular Adhesion Molecule-1
IL Interleukin
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JNK C-jun N-terminal kinase
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LFA-1 Lymphozytenfunktionsassoziiertes Antigen-1
L-LL Ligierter Leberlappen
LPS Lipopolysaccharide
LWBR Liver weight to body weight ratio
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MCH Mean corpuscular hemoglobin
MCHC Mean corpuscular haemoglobin concentration
MCV Mean corpuscular volume
MPO Myeloperoxidase
mRNA Messenger RNA
MW Mittelwert
n Anzahl
NaCl Natriumchlorid
NaNO2 Natriumnitrit
NASDC Naphthol-AS-D-Chloracetat
NF-κB Nuclear factor κB
NL-LL Nicht ligierter Leberlappen
PAL Pfortaderligatur
PHLF Post hepatectomy liver failure
POD Postoperative day
PTCD Perkutane transhepatische Cholangiodrainage
PVE Portalvenenembolisation
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RAAS Renin-Angiotensin-Aldosterol-System
rhHGF Rekombinantes humanes HGF
RNA Ribonukleinsäure
ROS Reaktive Sauerstoffspezies
SD Standardabweichung
SFSS Small for size syndrom
STAT-3 Signal transducers and activators of transcription-3
TACE Transarteriale Chemoembolisation
TGF Transforming growth factor
THEA Theaflavin
TNF-α Tumornekrosefaktor-α
UKJ Universitätsklinikum Jena
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
V. Vena
WWR Wet weight ratio

Symbol Einheit Symbol Einheit
cm Zentimeter µm Mikrometer
◦C Grad Celsius mg/dl Milligramm/ Deziliter
g Erdbeschleunigung ml Milliliter
G Gauge mm Millimeter
g Gramm 106/mm3 106/ Kubikmillimeter
µg Mikrogramm µmol/l Mikromol/ Liter
g/l Gramm/ Liter µmol/(ls) Mikromol/ Liter Sekunde
h Stunde s Sekunde
Hz Hertz IU/l International Units/ Liter
kDa kilo Dalton U/min Umdrehungen/ Minute
µl Mikroliter V Volt

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Einheiten.
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1 Zusammenfassung

Bei Tumorerkrankungen des hepato-pankreatikobiliären Systems ist häufig auch das Auftreten
einer Cholestase zu beobachten. Diese ist hauptsächlich bei extrahepatischen cholangiozellulären
Karzinomen (CCC) in Form einer obstruktiven Cholestase vorzufinden (Forner et al. 2019).
Auch bei hepatozellulären Karzinomen (HCC) entsteht in 19− 40% der Fälle ein Gallenstau
(Qin und Tang 2003).
Liegt eine Cholestase vor, führt diese zur Leberzellschädigung und zu einer eingeschränkten Re-
generationskapazität der Leber (Yokoyama et al. 2007). Vor allem bei Major-Leberresektionen
mit hohen Parenchymverlusten, beispielsweise in der Chirurgie von Klatskintumoren, ist dies
zu bedenken (Capobianco et al. 2019). Darüber hinaus ist unter Cholestase die Wahrscheinlich-
keit für ein postoperatives Leberversagen (PHLF, engl. Post hepatectomy liver failure) erhöht
(Xiong 2013). Um eine postoperative Verbesserung der Leberregeneration oder überhaupt eine
Resektabilität zu erreichen, wird heutzutage häufig die präoperative Okklusion des Pfortaderas-
tes, der den tumortragenden Leberlappen versorgt, vorgenommen. Diese Unterbindung der por-
talvenösen Blutzufuhr erfolgt als Pfortaderligatur (PAL) oder Portalvenenembolisation (PVE).
Hierdurch wird eine Hyperperfusion des verbleibenden Leberlappens mit konsekutiver Hyper-
trophie erzielt. Der ligierte Leberlappen atrophiert und wird wenige Wochen später reseziert
(Heinrich und Lang 2015).
Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Theaflavin (THEA) haben anhand der aktuellen Daten
einen positiven Einfluss auf die Regenerationsprozesse der cholestatischen Leber.
HGF wirkt als körpereigenes Wachstumshormon hepatotrop und steigert die Proliferation der
Hepatozyten (Fujiwara et al. 1993). Außerdem ist eine positive Beeinflussung des Entzündungs-
geschehens im Rahmen einer Cholestase beschrieben (Turk et al. 2016).
Theaflavin, ein in schwarzem Tee vorhandener sekundärer Pflanzenstoff, scheint die Leukozy-
teninfiltration im Leberparenchym zu hemmen, welche im Rahmen der Cholestase auftritt und
zur Leberzellschädigung führt. Grund zu dieser Annahme bietet die Beobachtung, dass Theafla-
vin eine inhibitorischeWirkung auf das intrazelluläre Adhäsionsmolekül Intracellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1) besitzt (Song et al. 2011). ICAM-1 ist an der Leukozytenrekrutierung in
die cholestatische Leber beteiligt (Gujral et al. 2004).
Ob die regenerationsfördernde Wirkung von Theaflavin und HGF auf die cholestatische Leber
auch in Kombination mit der bereits gängigen Methode Portalvenenokklusion auftritt, war Ge-
genstand dieser Studie.
Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde ein in einer vorangegangenen Studie erarbeitetes
Rattenmodell angewandt (Dondorf et al. 2017). Hierbei erfolgt die Induktion einer chronische
Cholestase mittels einer Gallengangsligatur (BDL, engl. Bile duct ligation). Diese Ligatur ver-
bleibt mindestens zwei Wochen, da erst ab diesem Zeitpunkt die auf der chronischen Cholestase
beruhende Leberzellschädigung auftritt (Georgiev et al. 2008). Zusätzlich zur BDL erfolgte im
zeitlichen Intervall von 26 Tagen eine Ligatur der Pfortader, wodurch die portalvenöse Versor-
gung von ca. 70% des Lebergewebes der Ratte unterbunden wird.
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Von den insgesamt 74 operierten männlichen Lewis-Ratten, die in vier Gruppen (Gruppe 1, 2, 3
und 4) unterteilt wurden, wurden 63 in die Auswertung aufgenommen. Gruppe 1 und 2 bildeten
im Versuch die Kontrollgruppen. Hierbei wurde Gruppe 1 lediglich einer PAL und Gruppe 2
im Abstand von 26 Tagen zusätzlich einer Gallengangsligatur unterzogen. In den Interventions-
gruppen 3 und 4 wurde sowohl der Gallengang als auch, in einem zweiten Eingriff, die Pfort-
ader ligiert. Additiv wurde in Gruppe 3 rekombinantes humanes HGF (rhHGF) und in Gruppe 4
Theaflavin in den nicht ligierten Pfortaderast injiziert. Im Zuge dieser letzten Operation wurde
von allen Tieren über die Vena cava inferior Blut gewonnen. Nach diesen Eingriffen folgte die
Opferung der Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h, 48 h, 120 h und 168 h). Die Leber
wurde entnommen und Blutproben für weitere Analysen gesammelt.
Zur Beurteilung des Einflusses von HGF und Theaflavin auf die Leberregeneration wurde ei-
nerseits das Gesamtlebergewicht bzw. der Anteil des nicht ligierten Leberlappens (NL-LL) an
diesem (Wet weight ratio (WWR)) ausgewertet sowie unterschiedliche histologische Analy-
sen des Lebergewebes durchgeführt. Hierbei wurden die Gallengangsproliferation in den Por-
talfeldern, die Nekrosebildung, die Leukozyteninfiltration und die Kollagensynthese quantifi-
ziert. Darüber hinaus wurden im Blut multiple Parameter (Albumin, Cholinesterase, Alanin-
Aminotransferase (ALAT), Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Alkalische Phosphatase (AP),
direktes Bilirubin, Gesamtbilirubin und Kreatinin) bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Studie lassen darauf schließen, dass es durch die portalvenöse Applika-
tion von HGF zu einer verminderten Leukozyteninfiltration portal, periportal und in der Läpp-
chenperipherie kommt. Unter Theaflavingabe zeigte sich ein ähnliches Bild. Hier konnte ins-
besondere 48 h und 120 h nach der Pfortaderligatur eine Reduktion der Leukozytenmigration in
den Hepatozytenverband sowie periportal beobachtet werden. Diese Ergebnisse sprechen für ei-
nen abgemilderten Entzündungsprozess, der üblicherweise durch die Cholestase ausgelöst wird
und mit einer Leberzellschädigung einhergeht. Eine verminderte Nekrosebildung konnte durch
HGF zwischen 48 h und 120 h und durch Theaflavin ab 48 h beobachtet werden. Eine positive
Beeinflussung der Fibrosebildung konnte hingegen in keiner der beiden Interventionsgruppen
nachgewiesen werden.
Bei der Betrachtung der WWR-Entwicklung der beiden Interventionsgruppen wurde eine ver-
stärkte Hypertrophie des NL-LL im Vergleich zu Gruppe 2 deutlich. Somit liefert diese Studie
Hinweise, dass sowohl durch Theaflavin- als auch HGF-Gabe, eine verbesserte Regeneration
der chronisch cholestatischen Leber erfolgt und das Entzündungsgeschehen abgemildert wer-
den kann.
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2 Einleitung

Die Leber, das zentrale Stoffwechselorgan des Menschen, besitzt vielfältige Funktionen und
ist an diversen physiologischen Abläufen beteiligt. Darunter fällt die Einbindung in den Stoff-
wechsel der Fette, Proteine und Kohlenhydrate. Aber auch die Synthese von Serumproteinen
wie Gerinnungsfaktoren, Albumin, Bindungsproteinen für Hormone und Akut-Phase-Proteinen
findet in der Leber statt. Darüber hinaus leistet die Leber mit der Biotransformation und der
biliären Exkretion von neurotoxischen Metaboliten und Medikamenten einen wichtigen Beitrag
zur Entgiftung des menschlichen Körpers (Taub 2004).
Eine Besonderheit der Leber ist die Fähigkeit zur Regeneration nach Schädigung des Leber-
gewebes, beispielsweise durch eine Teilresektion oder ein akutes Leberversagen. Im Jahr 1931
verifizierten Higgins und Anderson experimentell diesen Kompensationsprozess des verblei-
benden Leberlappens nach einer Leberteilresektion bei Ratten (Taub 2004). Bereits ein bis zwei
Wochen nach der Teilhepatektomie war die Leber durch die Proliferation des restlichen Leberge-
webes wieder auf ihr ursprüngliches Volumen angewachsen (Kang et al. 2012). Zur Erforschung
der Leberregeneration werden auch heutzutage noch Rattenmodelle eingesetzt (Turk et al. 2016,
Abreu et al. 2020, Furrer et al. 2008, Dondorf et al. 2017). Dies ist unter anderem in den ver-
gleichbaren Grundstrukturen der Leber von Ratte und Mensch begründet (Kogure et al. 1999).

2.1 Konditionierung von Lebergewebe im klinischen Alltag

Im Rahmen der Leberchirurgie, insbesondere bei Leberteilresektionen, stellt der oben beschrie-
bene Kompensationsprozess eine wichtige Voraussetzung für den Therapieerfolg dar. Derartige
Eingriffe sind bei hepatozellulären Karzinomen (HCC), cholangiozellulären Karzinomen (CCC)
oder Tumormetastasen, beispielsweise des kolorektalen Karzinoms, indiziert, da in diesen Fäl-
len die chirurgische Intervention die einzige kurative Therapie darstellt (Soll et al. 2013, Clavien
et al. 2007).
Allerdings kann nicht bei allen Patienten eine Operation erfolgen. Einer der Gründe hierfür
ist ein zu geringes Volumen des zukünftigen, in situ verbleibenden Lebergewebes, auch als
funktionelles Restlebervolumen (FRLV) bezeichnet. Ist das FRLV nicht ausreichend, können
die hepatischen Stoffwechsel- und Entgiftungsfunktionen postoperativ nicht aufrechterhalten
werden (Shoup et al. 2003). Ein Leberversagen nach Leberteilresektion, das sogenannte Post
hepatectomy liver failure (PHLF), zeichnet sich in der laborchemischen Untersuchung durch ei-
ne erhöhte International normalized ratio (INR) sowie eine Hyperbilirubinämie am fünften Tag
post operationem aus (Capobianco et al. 2019). Die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten ei-
nes PHLF ist abhängig vom Zustand und den Vorerkrankungen des Patienten und dessen Leber
bzw. vom Umfang und den Komplikationen des chirurgischen Eingriffs (Ray et al. 2018). Die
Häufigkeit eines PHLF wird mit 0, 7%− 35% in der Literatur heterogen angegeben (Ray et al.
2018). Da die mit einer Teilresektion assoziierte Mortalität von 5% größtenteils auf ein PHLF
zurückzuführen ist, stellt dieses postoperative Leberversagen eine große Herausforderung der
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Leberchirurgie dar (Ray et al. 2018).
Für ein zu geringes FRLV gibt es unterschiedliche Ursachen, beispielsweise die Lage und Größe
des Tumors, wie im Falle eines Klatskintumors IIIa, bei welchem häufig eine erweiterte Leberre-
sektion notwendig ist. Diese erfolgt zumBeispiel in Form einer Trisektorektomie rechts. Hierbei
verbleiben nur die Lebersegmente II und III, also circa 25%des ursprünglichen Lebervolumens,
in situ (Rauchfuss et al. 2010). Weisen diese Segmente jedoch ein nicht ausreichendes Volumen
auf, ist der kurative Eingriff nicht möglich. Auch eine Beeinträchtigung der Leberfunktion durch
Zirrhose oder Cholestase führt zu einem verminderten FRLV (Heinrich und Lang 2015).
Ein zu geringes Restlebervolumen schränkt nicht nur die Operabilität ein, sondern kann auch
postoperativ zu diversen Komplikationen führen. Unter anderem zum sogenannten Small for
size syndrom (SFSS), wie es von Tucker und Heaton (Tucker und Heaton 2005) beschrieben
wurde. Dabei reicht das verbliebene Lebervolumen nicht aus, um die Leberfunktion aufrecht-
zuerhalten. Dies hat eine verlängerte Cholestase, Koagulopathie sowie portale Hypertension bis
hin zu Aszitesbildung zur Folge. Ursächlich ist ein Untergang von Hepatozyten aufgrund ei-
nes erhöhten portal-venösen und konsekutiv erhöhten sinusoidalen Drucks. Dies ist Folge des
gleichbleibenden portal-venösen Blutflusses bei reduziertem Lebervolumen (Ray et al. 2018).
Letztendlich kann die eingeschränkte Leberfunktion zu Sepsis oder gastro-intestinalen Blutun-
gen führen (Tucker und Heaton 2005). Laborchemisch weisen erhöhte Werte des direkten Bili-
rubins und der Transaminasen sowie eine verlängerte Prothrombinzeit auf das Vorliegen eines
SFSS hin. Als histologisches Korrelat liegen eine Cholestase, erkennbar durch Galleansamm-
lungen, Regenerationszonen sowie Ischämiezeichen mit Nekrosen im Lebergewebe vor (Tucker
und Heaton 2005). Somit kann ein SFSS ebenfalls ein PHLF verursachen.
Diese Aspekte zeigen auf, welche zentrale Bedeutung das Volumen des postoperativ in situ ver-
bleibenden Lebergewebes hat. Letztlich sind zwei wichtige Parameter für eine erfolgverspre-
chende Leberteilresektion zu nennen: einerseits das Verhältnis von FRLV zum standardisierten
Lebervolumen und andererseits das Verhältnis von Restlebervolumen und Körpergewicht (Ray
et al. 2018). Die Grenzwerte für das FRLV sind dabei abhängig vom Zustand der Leber. Eine
adäquate postoperative Funktionsfähigkeit ist wahrscheinlich, wenn mindestens 25% eines ge-
sunden oder mehr als 40% eines geschädigten, beispielsweise zirrhotischen, Lebergewebes in
situ verbleiben (Shoup et al. 2003). Insgesamt gilt, dass bei einer FRLV von unter 30% eine
Portalvenenokklusion indiziert ist (Soll et al. 2013).
Um diese Volumina zu erreichen und eine kurative Therapie zu ermöglichen, sind bereits fol-
gende unterschiedliche Methoden im klinischen Alltag etabliert.

2.1.1 Portalvenenembolisation und Pfortaderligatur

Bei einer Portalvenenembolisation (PVE) wird vor der Teilresektion der Leber über einen perku-
tanen Zugang ein Embolisat, beispielsweise Polyvinylalkohol oder Fibrinkleber, unter radiologi-
scher Kontrolle in den Pfortaderast des später zu resezierenden, tumortragenden Leberlappens
eingebracht (Loffroy et al. 2015). Der Zugang erfolgt hierbei ileokolisch bzw. perkutan ipsi-
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oder kontralateral (Huisman et al. 2014). Zur Kontrolle der adäquaten Okklusion wird anschlie-
ßend eine Portografie mit Darstellung des portalvenösen Systems durchgeführt (Szijártó und
Fülöp 2015). Dieser Verschluss der Pfortader führt zur Hyperperfusion und folglich zur Hyper-
trophie durch Proliferation der Hepatozyten des verbleibenden, nicht embolisierten Lebergewe-
bes. Gleichzeitig ist eine Atrophie des okkludierten Leberlappens zu beobachten (Clavien et al.
2007). Hierbei zeigt sich, dass der Grad der Hypertrophie des weiterhin perfundierten Leberlap-
pens vom Ausmaß der Atrophie bzw. des Volumenverlustes des okkludierten Leberlappens ab-
hängt (Bilodeau et al. 1999). Minorkomplikationen, die im Rahmen einer PVE in 20− 25% der
Fälle auftreten, sind leichtes Fieber, abdominelle Schmerzen sowie Transaminasenerhöhungen.
Zu Majorkomplikationen, wie beispielsweise einer Pfortaderthrombose der Gegenseite, Infek-
tionen oder einem subkapsulären Leberhämatom, kommt es bei weniger als 2% der Eingriffe.
Todesfälle durch eine PVE wurden nicht beschrieben (Loffroy et al. 2015, Ebata et al. 2012).
Wenn eine ausreichende Hypertrophie induziert werden konnte, was bei mindestens 70% der
Patienten zutrifft (Capobianco et al. 2019), erfolgt vier bis sechs Wochen nach der Pfortaderok-
klusion die Resektion des tumortragenden Leberlappens (Soll et al. 2013). DieseMethode wurde
als Erstes durch Makuuchi et al. in den 1980er Jahren an Patienten mit perihilärem Karzinom,
auch als Klatskin-Tumoren bezeichnet, durchgeführt (Clavien et al. 2007). CCC-Patienten, die
in einer Studie präoperativ einer PVE unterzogen wurden, zeigten ein vierfach reduziertes Ri-
siko für das Auftreten eines Leberversagens und eine 2,6-fach geringere 90-Tage-Mortalität im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Olthof et al. 2020).
Eine andereMöglichkeit zur Portalvenenokklusion stellt die Pfortaderligatur (PAL) dar, bei wel-
cher der Pfortaderast operativmittels Ligatur verschlossenwird (Kang et al. 2014). Im klinischen
Alltag wird die PVE jedoch bevorzugt eingesetzt, da es sich um ein weniger invasives Verfah-
ren handelt. Die bei einer PAL notwendige Laparotomie führt durch das chirurgische Trauma
außerdem zu einem erhöhten Risiko für Adhäsionsbildungen (Isfordink et al. 2017). Des Wei-
teren treten im Rahmen einer PAL vermehrt Links-Rechts-Shunts in Form von porto-portalen
Kollateralen zwischen den nicht-okkludierten und okkludierten Leberlappen auf, wodurch die
Regenerationsantwort reduziert wird (van Lienden et al. 2013).
In ihrer Metaanalyse stellen Isfordink et al. (Isfordink et al. 2017) fest, dass sich die beiden Ver-
fahren hinsichtlich des Volumenzuwachses des verbleibenden Leberlappens (43, 2% bei PVE
und 38, 5% bei PAL) und der postoperativen, leberspezifischen Morbidität (2.3% bei PVE und
3.2,%bei PAL) nicht signifikant unterscheiden. EinemangelndeHypertrophiemachte bei 4, 3%
der PVE-Patienten eine anschließende Leberresektion unmöglich, nach einer PAL trat dies nicht
auf (Isfordink et al. 2017). Bei 25% der Patienten kann nach einer PVE aufgrund eines fort-
schreitenden Tumorwachstums keine Resektion erfolgen (Capobianco et al. 2019). Beide Me-
thoden, die PAL und die PVE, werden auch in tierexperimentellen Untersuchungen zur Hyper-
trophieinduktion der Leber angewendet (Szijártó und Fülöp 2015).
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2.1.2 Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy (ALPPS)

Ein weiteres Verfahren, welches klinisch zur Konditionierung des Lebergewebes vor erweiter-
ten Leberresektionen angewendet wird, ist die Associating liver partition and portal vein ligation
for staged hepatectomy (ALPPS). Darunter versteht man die Ligatur des Pfortaderastes in Kom-
bination mit einer Parenchymdissektion. Dies bedeutet, dass die tumortragenden Leberanteile
von den gesunden getrennt werden. Hiermit soll die Bildung von Neovaskularisationen und ein
interlobärer Blutfluss verhindert werden. Die venöse und arterielle Versorgung sowie der Galle-
abfluss des ligierten Leberlappens bleiben bestehen. Das Segment IV wird bei Bedarf ebenfalls
devaskularisiert und vom restlichen Lebergewebe getrennt. Dies wirkt supportiv auf die Hyper-
trophie des verbleibenden Lebergewebes. Sechs bis zwölf Tage später erfolgt die Resektion des
ligierten Leberanteils (Schnitzbauer et al. 2012).
Diese Technik ermöglicht eine Tumorresektabilität bei primär nicht oder nur marginal rese-
zierbaren Patienten zu erreichen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist das verkürzte Zeitin-
tervall zwischen dem ersten Eingriff der PAL mit Parenchymdissektion und der Teilresektion.
Hierdurch kann die Wahrscheinlichkeit einer Tumorprogression vermindert werden. Außerdem
konnte mit dieser Operationsmethode eine Volumenzunahme des verbleibenden Leberlappens
von 74% in neun Tagen erzielt werden. Dies ist eine deutliche Steigerung gegenüber der durch
PAL und PVE induzierbaren Hypertrophie (Huang et al. 2019). Eine ALPPS ist auch dann noch
möglich, wenn nach einer PVE keine ausreichende Hypertrophie erzielt werden konnte (Ca-
pobianco et al. 2019). Jedoch geht die ALPPS mit einer erhöhten Mortalität einher (Isfordink
et al. 2017). Darüber hinaus ist diese Operationsmethode noch nicht weitläufig etabliert und die
operative Morbidität liegt bei 16− 64% (Ray et al. 2018).

2.2 Cholestase

Eine weitere Herausforderung in der Therapie von malignen Lebertumoren ist das zeitgleiche
Auftreten einer Cholestase. Diese führt zu einer additiven Leberschädigung und kann somit den
Therapieerfolg beeinträchtigen und dieWahrscheinlichkeit eines postoperativen Leberversagens
erhöhen. Im Folgenden soll näher auf die Entstehung und Einteilung der Cholestase eingegangen
werden. Insbesondere wird das Vorliegen einer Cholestase im Rahmen von malignen Lebertu-
moren näher betrachtet.

2.2.1 Charakterisierung der Cholestase

Mit dem Begriff Cholestase, welcher sich aus den griechischenWörtern chole (Galle) und stasis
(Stillstand) ableitet, wird ein Gallenstau bezeichnet (Rodriguez-Garay 2003). Ursachen können
unter anderem eine eingeschränkte Gallenbildung und -sekretion oder Gallenabfluss sein (Bö-
cker 2012). Eine Einteilung der unterschiedlichen Cholestaseformen erfolgt zeitlich, in akut und
chronisch, oder lokalisationsabhängig, in intra- und extrahepatisch. Ab einer Dauer von über
sechs Monaten wird von einer chronischen Cholestase gesprochen, wie sie beispielsweise bei
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der sklerosierenden Cholangitis auftritt (European Association for the Study of the Liver 2009).
Die häufigsten Auslöser einer intrahepatischen Cholestase sind Medikamente, beispielsweise
Bosentan oder Flucloxacillin, oder eine Schwangerschaft, aber auch Virushepatitiden, Tumor-
erkrankungen oder eine Leberzirrhose. Dementsprechend handelt es sich um Zustände, die zu
einer gestörten hepatischen Funktion und damit zu einer eingeschränkten Gallenbildung führen
(Rodriguez-Garay 2003). Eine extrahepatische Cholestase beruht auf der Obstruktion der ablei-
tenden Gallenwege, beispielsweise durch einen den Gallengang verlegenden Gallenstein oder
Gallengangstenosen und -atresien. Maligne Prozesse, wie das CCC oder Pankreastumoren, kön-
nen durch Kompression oder Tumorinvasion ebenfalls zum Gallenstau führen (Herold 2012).
Folgen einer Cholestase können Leberzellschädigungen mit konsekutiver Leberfibrose bis hin
zur Leberzirrhose mit Leberversagen sein. Außerdem kann die cholestatische Leberschädigung
die Entstehung eines HCC begünstigen (Rajapaksha et al. 2019).
Diese Folgeerkrankungen beruhen auf der beimWundheilungsprozess gesteigerten Synthese der
extrazellulären Matrix (EZM) durch die hepatischen Sternzellen und dem konsekutiven Ersatz
des funktionellen Lebergewebes durch EZM. Die Aktivierung der Sternzellen, auch als Ito-
Zellen bezeichnet, erfolgt durch die Schädigung von Hepatozyten (Taub 2004).
Laborchemische Parameter, die auf eine Cholestase hinweisen, sind eine Erhöhung des Biliru-
bins, der alkalischen Phosphatase (AP) und γ-Glutamyltransferase. Beim Bilirubin erfolgt eine
Unterscheidung in das direkte bereits in der Leber konjugierte und das indirekte Bilirubin (He-
rold 2012).

2.2.2 Cholestase bei malignen Lebertumoren

Eine obstruktive Cholestase liegt bei extrahepatischen cholangiozellulären Tumoren häufig als
eines der ersten Symptome vor, da der Tumor die Gallenwege verlegt und den Gallenabfluss
behindert. Beim intrahepatischen CCC weisen hingegen lediglich 10− 15% der Patienten eine
Obstruktion des Gallengangs auf (Forner et al. 2019). Bei 19− 40% der HCC-Patienten tritt
aufgrund einer diffusen Tumorinfiltration, hilärer Invasion oder eines Leberversagens ein Gal-
lenstau auf (Qin und Tang 2003).
Liegt eine Cholestase vor, hat dies prognostische Relevanz, da sie die Leberregeneration nach
einer Majorresektion einschränkt sowie die Mortalität um 13% und das Risiko eines PHLF um
17% erhöht (Capobianco et al. 2019). Insbesondere Patienten mit einem perihilären CCC sind
hiervon betroffen. Bei ihnen liegt die Wahrscheinlichkeit eines postoperativen Leberversagens
bei 17− 24% (Olthof et al. 2020).
Ursache eines solchen PHLF können ein zu geringes FRLVoder auch eine beeinträchtigte Leber-
funktion, ausgelöst durch die Cholestase, sein (Capobianco et al. 2019). Um diese unerwünsch-
ten Effekte einer Cholestase auf die Tumortherapie zu verhindern, gibt es folgende Behandlungs-
möglichkeiten. Eine präoperative biliäre Drainage der zukünftigen Restleber ist beispielsweise
bei Vorliegen einer akuten Cholangitis, Cholestase, Malassimilation aufgrund einer Hyperbiliru-
binämie und vor einer geplanten PVE indiziert (Capobianco et al. 2019). Mögliche Verfahren für
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eine Dekompression der Gallenwege sind eine endoskopische retrograde Cholangiopankreatiko-
graphie (ERCP) oder eine perkutane transhepatische Cholangiodrainage (PTCD) (Heinrich und
Lang 2015). Beträgt die Bilirubinkonzentration nach erfolgter Drainage weniger als 50µmol/l
und liegt eine adäquate Volumenzunahme der Restleber vor, kann eine Leberteilresektion in Be-
tracht gezogen werden (Clavien et al. 2007).
Für die Simulation einer chronischen Cholestase, wie sie im Rahmen von malignen Prozessen
der Leber auftreten kann, wurde in dieser Arbeit ein Tiermodell von Dondorf et al. (Dondorf
et al. 2017) angewendet. Hier gelang es bei Ratten eine chronische Cholestase zu induzieren,
ohne dass eine Leberzirrhose auftrat.

2.3 Regeneration der Leber und Auswirkungen der Cholestase

Im Folgenden werden die grundlegenden Prozesse der Leberregeneration dargestellt. Die wis-
senschaftlichen Untersuchungen der Leberregeneration basieren meist auf dem Modell der Le-
berteilresektion. Dabei werden die Vorgänge der kompensatorischen Hypertrophie des verblei-
benden Leberlappens studiert, die durch den Verlust des resezierten Leberlappens ausgelöst wer-
den (Taub 2004).

2.3.1 Regeneration der Leber

Um den Regenerationsprozess der Leber anzustoßen, bedarf es eines Auslösers, da sich die aus-
gereiftenHepatozyten gewöhnlich in der G0-Phase des Zellzyklus befinden und somit kaum eine
Zellteilung stattfindet (Taub 2004). Der kompensatorische Regenerationsprozess der Leber nach
einer partiellen Hepatektomie ist dabei nicht von Stammzellen abhängig, sondern erfolgt durch
die Proliferation der reifen, funktionsfähigen Zellen (Taub 2004). Potenzielle Trigger für eine
Proliferation des Lebergewebes können Noxen, ein Teilverlust des Lebergewebes, beispielswei-
se in Form einer Hemihepatektomie, oder ein veränderter portalvenöser Fluss sein (Kandilis et al.
2010, Taub 2004). Dabei unterscheiden sich dieMechanismen der Regeneration inAbhängigkeit
von der Art der Zellschädigung (Kandilis et al. 2010), jedoch sind die grundlegenden Mecha-
nismen in der Leber nach einer partiellen Hepatektomie und einer PVE vergleichbar (Szijártó
und Fülöp 2015). In beiden Fällen liegt ein erhöhter Blutfluss zum verbleibenden bzw. nicht
ligierten Leberlappen vor. Daraus resultiert ein erhöhter portaler Druck (Yokoyama et al. 2007).
Im Allgemeinen gilt die Leberregeneration nach einer Hemihepatektomie bei Ratten nach fünf
bis sieben Tagen als abgeschlossen (Michalopoulos 2007).
Folgende verschiedene Thesen existieren über die Vorgänge, die der Hypertrophieinduktion
durch einen veränderten Blutfluss zugrunde liegen. Aufgrund der sogenannten Hepatic arte-
rial buffer response verdrei- bis vervierfacht sich der arterielle Blutfluss zum okkludierten Teil
der Leber. Deshalb nimmt der gesamte Blutfluss, arteriell und portalvenös, in diesem Leber-
anteil nur um 45− 50% ab. Gleichzeitig steigert sich im nicht okkludierten Leberlappen der
Blutfluss um fast 230%, was großteils durch einen erhöhten portalen Blutfluss hervorgerufen
wird (Szijártó und Fülöp 2015). Resultat dieser Vorgänge ist eine verminderte Sauerstoffver-
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sorgung des nicht okkludierten Leberlappens, da das arterielle, oxygenierte Blut zu 90% in
den okkludierten Teil der Leber fließt. Diese Hypoxie wiederum kann Anpassungsvorgänge
im regenerierenden Lebergewebe auslösen. Andererseits steht dem hypertrophierenden Leber-
gewebe eine größere Menge an Signalmolekülen zur Verfügung. Diese hepatotropen Faktoren
wie Mitogene, Nährstoffe und Hormone befinden sich vor allem im portalvenösen Blut, wel-
ches nach der Portalvenenokklusion zu 100% in den hypertrophierenden Leberlappen gelangt.
Weiterhin nimmt durch den erhöhten sinusoidalen Blutfluss die Fenestration der Sinusoide zu,
wodurch ein direkter Zugang der Signalmoleküle zu den Hepatozyten entsteht (Szijártó und
Fülöp 2015). Durch den veränderten Blutfluss erhöht sich außerdem der portalvenöse Druck
im nicht okkludierten Leberlappen. Dieser ruft eine Dehnung sowie Scherstress der vaskulären
Endothelzellen hervor, was zu einer gesteigerten Interleukin (IL)-6-Ausschüttung dieser Zellen
führt (Yokoyama et al. 2007). In Folge von hepatischem Stress kann eine erhöhte Konzentrati-
on von Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und IL-6 in Endothel- und Kupfferzellen nachgewiesen
werden (Yokoyama et al. 2007).
Auf molekularer Ebene spielen für die Initiierung der Leberregeneration die proinflammatori-
schen Zytokine IL-6 und TNF-α eine wichtige Rolle (Yokoyama et al. 2007, Taub 2004, Kandi-
lis et al. 2010). Diese werden vor allem in den Kupfferzellen, den lebereigenen Makrophagen,
gebildet und führen über verschiedene Signalwege (C-jun N-terminal kinase (JNK), Mitogen-
activated protein kinase (MAPK), Extracellular signal-regulated kinase (ERK)) zur Aktivierung
von diversen Transkriptionsfaktoren (Nuclear factor κB (NF-κB), Activator protein-1 (AP-1),
Signal transducers and activators of transcription-3 (STAT-3)) und zur Expression von Imme-
diate early genes in den Hepatozyten (Szijártó und Fülöp 2015). Dabei kann TNF-α die IL-
6-Synthese der Kupfferzellen induzieren (Taub 2004). Durch diese Mechanismen werden die
Hepatozyten für zahlreiche Wachstumsfaktoren und Mediatoren sensibilisiert. Zu diesen zäh-
len unter anderem Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Transforming growth factor (TGF)-α
(Yokoyama et al. 2007, Taub 2004). Dementsprechend bedingen die Zytokine den Übergang der
Hepatozyten von der G0- in die G1-Phase des Zellzyklus. Die anschließende Transition in die
S-Phase und somit die Proliferation der Hepatozyten ist von der Stimulation durch Wachstums-
faktoren abhängig (Kandilis et al. 2010).
Nach einer portalvenösen Okklusion treten ca. 70− 95% der Hepatozyten in den Zellzyklus ein
(Szijártó und Fülöp 2015).

2.3.2 Regeneration unter Cholestase

Die Leberregeneration wird durch eine auftretende Cholestase eingeschränkt (Yamano et al.
2002, Capobianco et al. 2019). So ist nach einer PVE unter erhöhter Bilirubinkonzentration ei-
ne deutlich verminderte Hypertrophie des nicht okkludierten Leberlappens festzustellen. Glei-
ches zeigt sich nach einer Leberresektion unter Cholestase. Gründe hierfür sind ein verminderter
portalvenöser Fluss und eine gehemmte Synthese von Mediatoren, die gewöhnlich den Rege-
nerationsprozess fördern. Beispielsweise ist die HGF-Produktion reduziert. Es liegen ebenfalls
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eine erhöhte Apoptoserate und ein gestörter enterohepatischer Kreislauf vor (Yokoyama et al.
2007). Weiterhin führen Gallensäuren, deren extrazelluläre Konzentration während einer ob-
struktiven Cholestase erhöht ist, über diverse Signalwege zu einer verstärkten Expression von
proinflammatorischen Genen in den Hepatozyten. Die Aktivierung dieser Gene, zu denen auch
das Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)-Gen zählt, resultiert in einer erhöhten Syn-
these inflammatorischer Mediatoren, wie beispielsweise IL-10 oder IL-1β (Allen et al. 2011).
ICAM-1 ist ein Adhäsionsmolekül für neutrophile Granulozyten und wird auf der Zellmembran
unterschiedlicher Körperzellen exprimiert (Springer 1990). In Zusammenschau führen diese
Vorgänge zur Akkumulation von inflammatorischen Zellen in der Leber sowie zu deren Ak-
tivierung, insbesondere von neutrophilen Granulozyten. Das Resultat ist eine hepatische Zell-
schädigung (Gujral et al. 2003, Allen et al. 2011). Der Prozess der Zellschädigung durch neu-
trophile Granulozyten kann in drei Schritte unterteilt werden. Zunächst fördern die in der Leber
reaktiv gebildeten Zytokine die Akkumulation der Zellen im hepatischen Gefäßsystem. Durch
die Leukodiapedese gelangen sie zu den Hepatozyten. Zuletzt adhärieren die Leukozyten an die
Hepatozyten und entfalten ihre zytotoxische Wirkung in Form von oxidativem Stress (Jaeschke
und Smith 1997). Auch eine Aktivierung der Kupfferzellen durch Gallensäuren und Bilirubin,
und damit die Synthese proinflammatorischer Zytokine in diesen, ist während der Cholestase
beschrieben (Gulubova 1998).
Im Rahmen einer Cholestase ist außerdem eine vermehrte Fibrosebildung durch Zunahme der
EZM festzustellen. Diese ist dann meist portal lokalisiert (Marques et al. 2012). An dieser ge-
steigerten Synthese von Bindegewebe sind nicht nur aktivierte Sternzellen beteiligt. Auch Myo-
fibroblasten, die vorrangig in Portalfeldern lokalisiert sind und aus dem Knochenmark oder
kleinen Portalgefäßen stammen, tragen vermutlich zur Kollagensynthese bei (Rajapaksha et al.
2019). Neben der Bildung von EZM, synthetisieren aktivierte Sternzellen während einer Cho-
lestase außerdem TGF-β, welches die Proliferation der Hepatozyten hemmt. Gleichzeitig führt
die Aktivierung der Sternzellen zur Reduktion ihrer HGF-Synthese (Makino et al. 2006).
Eine Cholestase kann somit eine mögliche Einschränkung der Leberregeneration bedingen.

2.4 Hepatic Growth Factor

Bei HGF handelt es sich um ein körpereigenes Wachstumshormon, welches in den Sternzellen
der Leber und von weiteren mesenchymalen Zellen, auch außerhalb der Leber, gebildet wird.
Da es nicht in den Hepatozyten synthetisiert wird, wirkt es auf diese parakrin und endokrin. Das
Vorläufermolekül ist preproHGF und wird extrazellulär durch Serinproteasen, HGF-Aktivator
oder HGF-converting enzyme in seine aktive Form umgewandelt (Matsumoto und Nakamura
1996). HGF ist der Ligand des c-Met/HGF Rezeptor (Li et al. 2007). Dieser ist ein Tyrosinki-
naserezeptor und setzt durch Phosphorylierung eine Signalkaskade in Gang, an deren Ende die
Aktivierung diverser Transkriptionsfaktoren, unter anderem STAT-3, steht.
HGF besitzt multiple biologische Funktionen und ist das potenteste Mitogen der Hepatozyten
(Matsumoto und Nakamura 1996). Es weist jedoch nicht nur gegenüber Hepatozyten einen tei-

10



lungsfördernden Effekt auf, sondern entfaltet auch in anderen Geweben seine Wirkung. Bei-
spielsweise in renalen Epithelzellen oder vaskulären Endothelzellen, deren Zellmobilität geför-
dert wird. Bei neuronalen Zellen soll durch HGF der Eintritt des Zelltods verzögert werden.
Hinweisend auf eine über die Leber hinaus reichende Relevanz ist die Tatsache, dass nach Nie-
rentransplantationen oder -schädigung sowie einer Lungenschädigung erhöhte HGF-Spiegel im
Blut messbar sind. Auch eine regulierende Wirkung von HGF auf die Hämatopoese und Chon-
drogenese wird beschrieben (Matsumoto und Nakamura 1996). An der Regulation der HGF-
Expression sind verschiedene Faktoren beteiligt. Beispiele für diese die Synthese steigernden
Substanzen sind IL-1, Epidermal growth factor (EGF), Basic und Acidic Fibroblast Growth
Factor und Prostaglandine. Glucocorticoide und TGF-β1 hingegen hemmen die Synthese (Mat-
sumoto und Nakamura 1996).
Auch bei hepatischen Erkrankungen ist eine erhöhte HGF-Konzentration im Blut nachweisbar
(Matsumoto und Nakamura 1996). So zeigt sich nach Leberschädigung, beispielsweise durch
eine Hemihepatektomie, Ischämie oder α-Naphthyl-Isothiocynat-Applikation bei Ratten oder
Mäusen eine deutlich gesteigerte Expression der HGF-messenger RNA (mRNA) (Matsumo-
to und Nakamura 1996). Infolge einer Pfortaderligatur konnte ebenfalls eine erhöhte mRNA-
Expression von HGF im nicht ligierten Leberlappen gemessen werden (Yokoyama et al. 2007).
Hingegen kann eine verminderte HGF-Synthese in den Sternzellen festgestellt werden, nach-
dem diese durch eine Cholestase aktiviert wurden (Michalopoulos und Zarnegar 1992).
Die hepatotropeWirkung von HGF konnte in diversen Studien nachgewiesen werden. Ishii et al.
(Ishii et al. 1995) zeigten, dass durch die Applikation vonHGF eine verbesserte Regeneration der
teilresezierten Leber bewirkt werden kann und die Proteinkonzentration im Plasma, insbesonde-
re von Albumin, ebenfalls positiv beeinflusst wird. Bei der Untersuchung der Auswirkung einer
HGF-Applikation auf normales Rattenlebergewebe sowie nach einer 70% Teilresektion konn-
te ein erhöhter hepatischer Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Gehalt registriert werden (Fujiwara
et al. 1993).
Bei diversen Studien zurWirkung von appliziertemHGF auf cholestatisches Lebergewebe konn-
ten eine erhöhte DNA-Synthese und somit eine gesteigerte Proliferation der Hepatozyten, eine
verminderte Hyperbilirubinämie (Yoshikawa et al. 1998), eine Modulation der Inflammation
und des Apoptoseindex (Turk et al. 2016) sowie anti-fibrotische Effekte (Xia et al. 2006) beob-
achtet werden.

2.5 ICAM-1 und Theaflavin

ICAM-1 ist ein Adhäsionsmolekül, das zur Immunglobulin-Superfamilie zählt. Zahlreiche Zell-
typen wie Endothel- und Epithelzellen sowie Fibroblasten exprimieren es auf ihrer Zellmem-
bran. ICAM-1 spielt als Regulator der T- und B-Zellantwort und der Zytotoxizität von Monozy-
ten und Granulozyten sowie als Adhäsionsmolekül für Leukozyten eine wichtige Rolle (Sprin-
ger 1990). Die Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen einer Inflammation erfolgt über die
Interaktion der Adhäsionsmoleküle mit Liganden, z.B. dem Lymphozytenfunktionsassoziierten
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Antigen-1 (LFA-1), welches sich auf der Zelloberfläche von Leukozyten befindet. Durch diese
Bindung wird einerseits die Leukodiapedese durch das Endothel der Gefäße und andererseits die
Bindung der Leukozyten an die ICAM-1 exprimierenden Zellen gesteuert (Springer 1990). An
der Regulation der ICAM-1-Expression sind proinflammatorische Mediatoren wie TNF-α, das
auch im Rahmen der Leberzellschädigung durch Kupfferzellen gebildet wird, oder IL-1 beteiligt
(Jaeschke und Smith 1997). Die durch Zytokine induzierte Expression von ICAM-1 konnte in
vitro und in vivo nach vier bis sechs Stunden beobachtet werden, das Maximum trat nach neun
bis 24 h auf (Springer 1990).
Bislang konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 über diesen Mechanismus an den Prozessen bei
Ischämie-Reperfusions- und post-Endotoxämie-Schädigungen der Leber und Lunge beteiligt ist.
Bei der Untersuchung der Leukozytenmigration im, durch eine Hemihepatektomie geschädig-
ten, Lebergewebe von ICAM-1-defizienten Mäusen und Wildtyp-Mäusen, wurde bei Mäusen
mit fehlendem ICAM-1-Gen eine verminderte Leukozytenmigration in das verbleibende Leber-
gewebe beobachtet (Selzner et al. 2003).
Im Lebergewebe von Patienten, bei welchen eine extrahepatische Cholestase vorlag, zeigte sich
eine erhöhte ICAM-1-Expression auf sinusoidalen Endothelzellen. Diese korrelierte mit dem
Schweregrad der Cholestase. Ebenso konnte auf Kupfferzellen und teilweise auch bei Endo-
thelzellen der Portalvenen, Arterien und Gallengangsepithelzellen sowie Hepatozyten ICAM-1
nachgewiesen werden. Kontrollproben von Lebern ohne Cholestase enthielten hingegen ledig-
lich vereinzelt ICAM-1 auf portalen und sinusoidalen Endothelzellen (Gulubova 1998).
Bei der Analyse einer cholestatischen Leberschädigung, induziert durch eine Gallengangsligatur
(BDL) bei Mäusen, fanden Gujral et al. (Gujral et al. 2004) heraus, dass die Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten in Sinusoiden und deren folgende Extravasation von ICAM-1 ab-
hängig ist und zu einer Aggravation der cholestatischen Leberschädigung führt. Zur Zellschädi-
gung kommt es durch oxidativen Stress, hervorgerufen durch die Aktivität der Myeloperoxidase
(MPO) der neutrophilen Granulozyten. Diese bilden über die MPO reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS, engl. Reactive oxygen species) (Gujral et al. 2004). Auch bei gallengangsligierten
Mäusen wurde eine Erhöhung der ICAM-1-Expression in der mRNA von Hepatozyten festge-
stellt (Allen et al. 2011). Rauchfuß (Rauchfuß 2012) identifizierte ICAM-1 als Schlüsseltran-
skript der Zellschädigung bei vorliegender Cholestase, wobei auch hier der Schädigungsprozess
auf die verstärkte Leukozytenmigration und die daraus resultierende Inflammation zurückzu-
führen ist.
Eine erhöhte ICAM-1-Expression in der Hepatozytenmembran ist auch bei anderen Leberer-
krankungen, die mit einem Parenchymschaden einhergehen, zu finden. Hierzu zählen beispiels-
weise die akute und chronisch aktive Hepatitis, Morbus Wilson und die primär sklerosieren-
de Cholangitis. Kommt es nach einer Lebertransplantation zur Abstoßung des Spenderorgans,
konnte ebenfalls eine erhöhte ICAM-1-Konzentration gemessen werden (Gulubova 1998).
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Theaflavin ist als Polyphenol ein Bestandteil von schwarzem Tee und entsteht während dessen
Fermentation durch oxidative Prozesse aus Catechinen (Weerawatanakorn et al. 2015). Poly-
phenole sind sekundäre Pflanzenstoffe und beispielsweise in Äpfeln, Zitrusfrüchten und vielen
weiteren Pflanzen vorhanden (Li et al. 2018). DieMolekülstruktur von Polyphenolen weist min-
destens einen aromatischen Ring auf, an den Hydroxylgruppen gebunden sind (Li et al. 2018).
Anhand der unterschiedlichen weiteren funktionellen Gruppen können die Polyphenole in Un-
tergruppen gegliedert werden. Darunter fallen auch Flavonoide, zu denen Theaflavin (THEA)
zählt. Bisher bekannte Wirkungen von Polyphenolen sind die positive Beeinflussung des Li-
pidmetabolismus, des Entzündungsgeschehens und der Insulinresistenz sowie die Verringerung
von oxidativem Stress (Li et al. 2018).
In einem Mäusemodell konnte gezeigt werden, dass Theaflavin über die Blockade des STAT-3-
Signalwegs das Tumorwachstum und die Metastasierung beim HCC hemmt (Shao et al. 2016).
Darüber hinaus kann THEA durch die Aktivierung der Caspase-Signalkaskade die Apoptose
bei HCC-Zellen einleiten (Shao et al. 2016). Oral verabreichtes Theaflavin reduziert außer-
dem eine bei Ratten durch Dimethylnitrosamin induzierte hepatische Fibrose und Inflammation
(Weerawatanakorn et al. 2015). Song et al. (Song et al. 2011) stimulierten bei ihrer in vitro-
Studie isolierte intestinale Epithelzellen von Ratten mit Lipopolysacchariden (LPS) und mach-
ten sich somit deren biologische proinflammatorische Wirkung als Endotoxine von gramnega-
tiven Bakterien zu Nutze. Diese LPS-Exposition hatte die Aktivierung von NF-κB zur Folge.
Da NF-κB als Transkriptionsfaktor für die Regulation zahlreicher proinflammatorischer Ge-
ne und von ICAM-1 bzw. Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) fungiert, erfolgt so-
mit ein Eingriff in Entzündungsprozesse. Nach der Applikation von THEA und LPS wurde der
Grad der Leukozytenadhäsion an den Zellen bestimmt. Hierbei wurde beobachtet, dass durch
Theaflavin die Leukozytenadhäsion an den Epithelzellen vermindert wurde. Außerdem wurde
eine verringerte Akkumulation von ICAM-1 und VCAM-1 mRNA in den mit THEA behandel-
ten Zellen registriert. Als zugrunde liegender Mechanismus fungiert einerseits die Blockade der
Aktivierung bzw. Translokation von NF-κB in den Zellkern. Andererseits wird die Aktivierung
durch Phosphorylierung von JNK verhindert. JNK ist Teil eines MAPK-Signalwegs, der unter
anderem durch oxidativen Stress aktiviert werden kann und in der Expression von Adhäsions-
molekülen mündet (Song et al. 2011). Ebenfalls konnte eine verminderte Inflammation nach
zerebraler Ischämie bei Ratten durch THEA-Applikation erreicht werden. Dies ist auf die durch
THEA verminderte ICAM-1-Expression und die folgende reduzierte Leukozyteninfiltration zu-
rückzuführen (Cai et al. 2006). Eine weitere Eigenschaft von Theaflavin ist die antioxidative
Wirkung, da in vitro Hepatozyten, die zuvor mit THEA behandelt und anschließendH2O2 aus-
gesetzt wurden, einen deutlich geringeren Zelluntergang und verminderte intrazelluläre ROS
aufwiesen (Feng et al. 2002).
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3 Ziele der Arbeit

Die aktuelle Studienlage zeigt, dass bereits etablierte Methoden zur Hypertrophieinduktion der
Leber existieren (Capobianco et al. 2019, Baumgart et al. 2019). Da das Vorliegen einer Cho-
lestase die Regeneration jedoch negativ beeinflusst (Yamano et al. 2002), ist die Untersuchung
unterstützender Maßnahmen zur verbesserten Hypertrophie Ziel dieser Arbeit.
Die Auswirkung der Pfortaderligatur auf das Lebergewebe bei Ratten war mehrfach Gegenstand
vorangegangener Studien (Furrer et al. 2008, Abreu et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit soll
ebenfalls die Beeinflussung des Lebergewebes der Ratte durch eine PAL untersucht werden. Je-
doch soll vor der PAL durch eine Ligatur des Gallengangs eine chronische Cholestase induziert
werden. Insbesondere die Analyse des zeitlichen Verlaufs der provozierten Veränderungen soll
in der vorliegenden Arbeit erfolgen.
Bei HGF handelt es sich um eine Substanz, die neben vielen Eigenschaften vor allem eine hepa-
totrope Wirkung aufweist (Ishii et al. 1995, Matsumoto und Nakamura 1996). Wie aus anderen
Studien bekannt ist, führt die Gabe von HGF zu einer verstärkten Proliferation von Lebergewe-
be (Rauchfuß 2012, Mangieri et al. 2017). Ob dieser Effekt auch additiv zu PAL im chronisch
cholestatischen Lebergewebe gegeben ist bzw. die Cholestase die Wirkung von HGF verändert,
ist Gegenstand dieser Studie. Auch die Beeinflussung der Cholestase durch HGF soll genauer
betrachtet werden.
ICAM-1 hat große Bedeutung für die Rekrutierung von Leukozyten in das verbleibende Leber-
gewebe nach einer partiellen Hepatektomie bei Mäusen (Selzner et al. 2003). Eine Beteiligung
an den Inflammationsprozessen im Rahmen der cholestatischen Leberschädigung konnte eben-
falls registriert werden (Gujral et al. 2004). Dies ist auf den Einfluss der durch ICAM-1 in das
cholestatische Lebergewebe rekrutierten Leukozyten und ihre zytotoxischen Eigenschaften zu-
rückzuführen. Die durch die Leukozyten gebildeten ROS führen zumZelluntergang (Gujral et al.
2003). Da Theaflavin die ICAM-1-Expression unterdrückt (Song et al. 2011), soll nun analysiert
werden, ob durch die Applikation von THEA eine Hemmung der Leukozytenmigration in die
cholestatische Leber erzielt werden kann. Hieraus würde eine verminderte Inflammation resul-
tieren. Außerdem weist Theaflavin einen direkten, hemmenden Einfluss auf die intrazelluläre
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Leberepithelzellen von Ratten auf (Feng et al. 2002).
Diese beschriebenen Eigenschaften von Theaflavin könnten in einer verminderten Leberzell-
schädigung und somit verbesserten Regeneration der chronisch cholestatischen Leber münden.
Insbesondere in Kombination mit der Pfortaderligatur, welche ebenfalls eine gesteigerte Rege-
nerationsantwort zum Ziel hat, scheint die Anwendung von Theaflavin und HGF somit vielver-
sprechend.

14



4 Methodik

4.1 Behördliche Genehmigung

Diese Studie wurde durch das Thüringer Landesamt für Verbraucherschutz unter der Registrier-
nummer 02-059/16 genehmigt. Es handelte sich um eine prospektive Studie auf Grundlage eines
Rattenmodells.

4.2 Studienpopulation

Die acht bis neun Wochen alten Tiere, männliche Lewis Ratten, stammten von Charles River,
Sulzfeld, Deutschland und besaßen ein Ausgangsgewicht von 259, 97± 10, 61 g (Mittelwert
(MW) ± Standardabweichung (SD)). Insgesamt wurden 74 Tiere operiert und 63 in die Aus-
wertung aufgenommen.
Folgende vier Versuchsgruppen wurden durch zufällige Zuordnung gebildet:

Gruppe 1 (PAL-Gruppe): PAL (Anzahl (n)= 16)
Bei diesen Tieren wurde nach einer Laparotomie ausschließlich eine Pfortaderligatur durchge-
führt.

Gruppe 2 (BDL-Gruppe): BDL+PAL (n= 16)
Hier erfolgte nach der Laparotomie eine Gallengangsligatur und 26 Tage später im Rahmen ei-
ner zweiten Laparotomie eine Pfortaderligatur.

Gruppe 3 (HGF-Gruppe): BDL+PAL+HGF (n= 15)
Auch hier wurde nach der Laparotomie eine Gallengangsligatur und beim folgenden Eingriff
26 Tage später eine Pfortaderligatur durchgeführt. Zusätzlich wurde bei der zweiten Operation
HGF in den nicht ligierten Pfortaderast appliziert.

Gruppe 4 (THEA-Gruppe): BDL+PAL+THEA (n= 16)
Bei dieser Gruppe wurden ebenfalls bei der ersten Operation der Gallengang und bei der zweiten
Laparotomie, ebenfalls nach 26 Tagen, ein Pfortaderast ligiert. Während des Eingriffs der Pfort-
aderligatur erfolgte darüber hinaus die Theaflavin-Injektion in den nicht ligierten Pfortaderast.

Gruppe 1 und Gruppe 2 fungierten als Kontrollgruppen, Gruppe 3 und 4 als Interventionsgrup-
pen. Jede dieser Gruppen wurde in vier Untergruppen unterteilt, die sich im Nachbeobachtungs-
zeitraum unterschieden. Dies bedeutet, dass die Tiere 24 h (1. Postoperative day (POD)), 48 h
(2. POD), 120 h (5. POD) und 168 h (7. POD) nach der Pfortaderligatur geopfert wurden. Ab-
bildung 1 zeigt eine grafische Übersicht des Ablaufs.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs.

4.3 Ablauf des Experiments

Durchgeführt wurde die Studie am Institut für Experimentelle Transplantationschirurgie der Kli-
nik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie des Universitätsklinikums Jena (UKJ).

Tierhaltung Die Tiere wurden in Käfigen (Typ IV) zu dritt artgerecht in den Räumlichkeiten
der Experimentellen Transplantationschirurgie gehalten und mit Wasser und Pelletstandardfut-
ter (1324-10mm Pellets TPF, Altromin Spezialfutter, Lage, Deutschland) ad libitum versorgt.
Die Raumtemperatur betrug 19 − 21 ◦C und die Luftfeuchtigkeit 30 − 70%. Es lag ein Tag-
Nachtzyklus von 12 h mit Lichtwechsel um 6Uhr und 18Uhr vor. Die Durchführung der Studie
unterlag den Auflagen des deutschen Tierschutzgesetzes, welche stets befolgt wurden.
Bevor der erste Eingriff erfolgte, wurde für die Tiere eine Akklimatisationszeit von mindestens
zweiWochen im Tierstall sichergestellt. Ab Beginn der Studie wurden die Tiere täglich gewogen
und ihr Allgemeinzustand geprüft.

Prozedur Bis auf die Tiere der Gruppe 1 wurden alle Tiere zweimal in Narkose laparotomiert.
Dabei wurde bei allen Tieren, außer jenen der Gruppe 1, eine chronische Cholestase durch die
Ligatur des Gallengangs nach dem Modell von Dondorf et al. (Dondorf et al. 2017) induziert.
26 Tage später erfolgte die Ligatur eines Pfortaderastes zur Unterbindung der portalvenösen
Versorgung des medianen und linken Leberlappens (Rauchfuß 2012). Dies entspricht ca. 70%
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des gesamten Lebervolumens. Zusätzlich wurde bei den Gruppen 3 und 4 HGF bzw. Theaflavin
über die nicht ligierte Portalvene in das restliche Lebergewebe appliziert. Weiterhin wurde beim
zweiten Eingriff Blut durch eine Direktpunktion der Vena (V.) cava inferior gewonnen. Zum
jeweiligen Zeitpunkt (24 h, 48 h, 120 h und 168 h nach der PAL) wurden die Tiere in Narkose
mittels Exsanguination geopfert.

Operationsvorbereitung und Narkose Am Tag der Operation wurden die Tiere morgens in
ihren Käfigen zur Eingewöhnung aus dem Tierstall in den Einleitungsraum des Labors gebracht
und klinisch beurteilt. Die Narkose erfolgte in Form einer Allgemeinanästhesie. Für die Narko-
seeinleitung (Vaporisator: Sigma Delta Vaporizer-Isoflurane; Flowmeter: CM2, UNO BV, Ze-
venaar, Niederlande) wurde ein Sauerstoff-Isofluran-Gemisch (Isofluran CP®1ml/ml, CP Phar-
ma, Burgdorf, Deutschland) mit einem Isoflurananteil von 3% und einer Sauerstoffzufuhr von
0, 5 l/h in Kombination mit dem Analgetikum Butorphanol (Torbugesic Vet 10mg/ml, Zoetis
Deutschland, Berlin, Deutschland) verwendet. Dieses wurde den Tieren mit einer Dosierung
von 0, 05mg/kg Körpergewicht (KG) subcutan in die Nackenfalte appliziert. Um die Inhala-
tionsnarkose einzuleiten, wurden die Tiere in eine dafür vorgesehene Narkosebox gelegt. In
dieser wurden die Tiere durch die Abdeckung mit einem Tuch von äußeren Reizen abgeschirmt.
Vor jedem Eingriff wurden die bereits narkotisierten Tiere im Operationsgebiet am Abdomen
mit einem Rasierer (Fovorita II GT104, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) enthaart und ihr
Körpergewicht bestimmt (BLC-3000, Boeco, Hamburg, Deutschland). Anschließend wurden
die narkotisierten Tiere zum Operationstisch gebracht, wo die Narkose mit einem Sauerstoff-
Isofluran-Gemisch (Isofluran: 2, 5%; Sauerstoff: 0, 5 l/h) aufrechterhalten wurde. Um die peri-
operative Auskühlung der Tiere zu verhindern, wurde der Operationstisch durch eine Wärme-
platte (Homeothermic Monitoring System, Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus, March,
Deutschland) beheizt.Mithilfe von Pflastern wurden die Tiere an den Extremitäten auf demOpe-
rationstisch fixiert. Im Anschluss wurde unter Anwendung des Zwischenzehenreflexes und des
Lidreflexes die Narkosetiefe getestet und kontrolliert. Bei Bedarf, also einer Reaktion des Tie-
res auf die gesetzten Reize, wurde die Narkose mittels vermehrter Isofluranzufuhr vertieft. Nach
einigen Minuten erfolgte nochmals eine Testung der Reflexe, bevor mit dem Eingriff begonnen
wurde. Das Abdomen wurde mit Povidon-Iod (Betaisodona®Lösung, Mundipharma Deutsch-
land, Frankfurt am Main, Deutschland) desinfiziert und das Operationsgebiet mit Kompressen
(Nobatop®12, Nobamed, Wetter, Deutschland) steril abgedeckt.

Laparotomie Für die Eröffnung des Bauchraumes wurde eine Medianlaparotomie gewählt.
Nach dem Hautschnitt und der atraumatischen Präparation des Unterhautgewebes mittels Sche-
renschlag wurde die Muskelschicht des Musculus rectus abdominis durch Scherenschnitt eröff-
net.Wie auch beimHautschnitt diente eine Bipolarpinzette (VIO®50C, Erbe,Tübingen, Deutsch-
land) zur Blutstillung. Zur Fixation der Bauchdecke wurden zwei Fixationshaken verwendet.
Nach einer Lavage mit ca. 3ml Natriumchlorid (NaCl) (0, 9%, WDT, Garbsen, Deutschland)
wurden die Darmschlingen mobilisiert und evertiert. Um die Austrocknung dieser zu vermei-
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den, wurden die Darmschlingen in eine mit NaCl befeuchtete Minikompresse eingeschlagen.
Die weiteren Schritte erfolgten unter demMikroskop (IC80 HD; M60, Leika, Wetzlar, Deutsch-
land). Die Leber und die sie versorgenden Gefäße wurden sorgsam mit Wattetupfern (1, 5 cm
Nobamend, Wetter, Deutschland) aufgesucht und die Pfortader als Leitstruktur identifiziert, da
bei der Ratte ventral von dieser der Hauptgallengang lokalisiert ist. Für einen besseren Zugang
zu den Strukturen wurden mittels befeuchteter Kompressen und Wattetupfern die Leberlappen
zur Seite verlagert.

Ligatur desGallengangs undVorlage der Fäden für die PAL Nach Identifikation desHaupt-
gallengangs wurde dieser in seinem Verlauf vorwiegend atraumatisch mit Pinzette und Watte-
tupfer von den umliegenden Strukturen sondiert. Anschließend wurde der Gallengang mithilfe
einer gebogenen Pinzette unterminiert. Daraufhin wurde mit dieser, den Gallengang untermi-
nierenden, Pinzette ein 6-0 Prolene®Faden (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) gefasst, um den
Ductus hepaticus gelegt und dieser ligiert. Mit der gleichen Methode wurde eine zweite Ligatur
im Abstand von wenigen Millimetern zur ersten gesetzt. Kurze Zeit nach der Intervention zeigte
sich bereits oberhalb der Ligatur ein leichter Stau von Gallenflüssigkeit.
Um den zweiten Eingriff, die Pfortaderligatur, zu erleichtern, wurde der Faden für die Liga-
tur des Pfortaderastes bei der ersten Operation vorgelegt. Hierfür wurde die Pfortader zunächst
atraumatisch präpariert und anschließend mit einem 6-0-Prolene®Faden (Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) mithilfe der am Faden befindlichen Nadel umstochen. Die gekürzten Fadenenden
wurden nach kranial unter das Diaphragma verlagert.

Abdomenverschluss und Beendigung des Eingriffs Nach der Kontrolle auf Bluttrocken-
heit wurden die eingebrachten Kompressen entfernt und nach der Entnahme der Fixationshaken
nochmals eine Lavage mit ca. 3ml 0, 9% NaCl durchgeführt. Auf die Rückverlagerung der
Darmschlingen in den Bauchraum folgte der zweireihige Bauchdeckenverschluss mittels Fas-
ziennaht in Form einer fortlaufenden Naht mit einem 4-0 Vicryl®Faden (Ethicon, Norderstedt,
Deutschland), bei welcher die angrenzendenMuskelschichten eingeschlossen wurden. Nach der
Kontrolle auf vollständigenVerschluss undDesinfektionmit Povidon-Iod (Betaisodona®Lösung,
Mundipharma Deutschland, Frankfurt am Main, Deutschland) erfolgte die Hautnaht mit einem
3-0 Prolene®Faden (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) ebenfalls in fortlaufender Naht. Auch
hier wurde auf einen vollständigen Verschluss geachtet und nochmals desinfiziert. Die Narko-
segaszufuhr wurde beendet und das Tier in Seitenlagerung mit einer Kompresse zum Schutz der
Wunde in seinen Käfig gelegt. Für die Abschirmung von äußeren Reizen wurde dieser mit ei-
nem Tuch abgedeckt. Während der Aufwachphase stand das Tier unter Beobachtung. Innerhalb
weniger Stunden tranken die Tiere wieder und begannen mit der Nahrungsaufnahme.
Zur postoperativen Analgesie wurde den Tieren insgesamt drei Tage lang vier Mal täglich Tor-
bugesic Vet 10mg/ml (0, 05mg/kg KG) subcutan in die Nackenfalte injiziert. Im Zeitraum
zwischen den beiden Interventionen wurden die Tiere täglich gewogen und klinisch beurteilt.
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Pfortaderligatur Die zweite Operation nach 26 Tagen lief bis zur Identifikation der Pfort-
ader identisch mit dem ersten Eingriff ab. Die bereits vorhandene Narbe wurde dabei als Zu-
gang gewählt. Da aufgrund der vorangegangenen Operation häufig Adhäsionen im Bereich des
Oberbauchs vorhandenwaren, wurden diese vorAufsuchen der Lebergefäße stumpfmittelsWat-
tetupfer gelöst. War dies nicht möglich, erfolgte die Adhäsiolyse per Schere. Bei auftretenden
Blutungen wurden diese mithilfe der Bipolarpinzette gestillt. Bei den Tieren wurde der bereits
vorgelegte Faden aufgesucht und, falls notwendig, atraumatisch vom umliegenden Gewebe ge-
löst. Die Pfortader wurde ligiert. Da die Ligatur kranial der Abzweigung des kaudalen und rech-
ten lateralen Leberlappens erfolgte, wie in Abbildung 2 dargestellt, wurde somit die portalvenöse
Versorgung des medianen und linken Leberlappens unterbunden. Bereits kurz nach der Ligatur
wurde ein Abblassen der ligierten Leberlappen deutlich.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Pfortadersystems der Ratte vor (links) und nach (rechts)
der Pfortaderligatur. Durch die Ligatur kranial des Abgangs des kaudalen Pfortaderastes wurden circa
70% des Lebergewebes portalvenös ligiert. Die Übersicht wurde von Herrn Jens Geiling, Institut für
Anatomie I der Friedrich-Schiller-Universität Jena, angefertigt.

Applikation von HGF und THEA Nach der PAL wurde den Tieren der Gruppe 3 HGF und
jenen der Gruppe 4 Theaflavin injiziert. Die Applikation erfolgte jeweils in Form einer Injek-
tionslösung in den nicht ligierten Pfortaderast. Somit erreichte die Lösung den Lobus caudatus
und Lobus dexter lateralis. Die Dosierung von HGF betrug 200µg/kg KG (63, 37± 3, 78µg)
(Rauchfuß 2012). Hergestellt wurde die HGF-Lösung mit rekombinanten humanen HGF (Pre-
protech, Rocky Hill, New Jersey, USA) und 0, 9%NaCl. Der Wirkstoff wurde zentrifugiert und
1 : 10mit 0, 9%NaCl verdünnt. Die Konzentration betrug somit 0, 01mg/0, 1ml. THEAwurde
in einer Dosis von 10mg/kgKG (3, 15± 0, 12mg) injiziert (Cai et al. 2006). Theaflavin (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland) lag zunächst in pulverisierter Form vor. Das Pulver wurde mit
0, 9% NaCl verdünnt, sodass eine Konzentration 1mg/ml resultierte und anschließend zentri-
fugiert (EBA-20, Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Beide Lösungen wurden bei 7 ◦C
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im Kühlschrank gelagert (profi line, Liebherr, Bulle, Schweiz).

Blutentnahme Für die Blutentnahme wurde die V. cava inferior aufgesucht und zentral der
Einmündung derV. renalismit einer 25GMikrokanüle (Sterican®Einmalkanüle, B. BraunMelsun-
gen, Melsungen, Deutschland) punktiert. Für laborchemische Zwecke wurden ca. 0, 5ml Blut
entnommen und in eine Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Monovette (S-Monovette®(1, 2ml),
SARSTEDT, Nümbrecht, Deutschland) abgefüllt. Die Blutstillung erfolgte per Kompression
mithilfe eines Wattetupfers. Das Vorgehen des Bauchdeckenverschluss entsprach dem des ers-
ten Eingriffs.

Opferung und Gewinnung der Proben Bei der Opferung der Tiere, die 24 h, 48 h, 120 h
oder 168 h nach der PAL stattfand, wurden die gleichen präoperativen Maßnahmen wie bei den
vorherigen Operationen ergriffen. Unter Vollnarkose erfolgte die Relaparotomie entlang der be-
stehenden Operationsnarbe. Im Anschluss wurde die Bauchhöhle exploriert und die V. cava
inferior aufgesucht. Von dieser wurden ca. 8, 0ml Blut mittels Einmalkanüle (21G Sterican®,
B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) und Spritze (Injekt®10ml, B. Braun Melsun-
gen, Melsungen, Deutschland) entnommen. Anschließend wurde das Blut sofort in folgende
Monovetten umgefüllt: Serummonovette (1, 2ml), EDTA-Monovette (1, 2ml) und Gerinnungs-
monovette (1, 4ml) (S-Monovette®, SARSTEDT, Nümbrecht, Deutschland).
Die Opferung der Tiere erfolgte somit unter Vollnarkose durch Exsanguination. Für die Gewin-
nung der histologischen Proben wurde die Leber entnommen. Hierfür wurde diese stumpf von
den umliegenden Strukturen gelöst und anschließend entnommen. Nach dem Wiegen der ge-
samten Leber wurden die nicht ligierten Leberlappen von den ligierten Anteilen mittels Skalpell
und Schere getrennt. Folgende Proben wurden zur Analyse verwendet:

• Ribonukleinsäure (RNA)-Proben: Gewebe des Nicht ligierter Leberlappen (NL-LL) und
Ligierter Leberlappen (L-LL)

• histologische Proben: Gewebe des NL-LL und L-LL, der Lunge, des Herzens und der
Milz

• Blutproben: EDTA-Vollblut, Blutserum und -plasma

4.4 Untersuchungen

In den folgenden Abschnitten werden die durchgeführten Untersuchungen beschrieben.

4.4.1 Lebergewicht und Körpergewicht

DasGesamtfeuchtgewicht der entnommenen Leberwurde in einer Petrischalemittels Präzisions-
waage (PCB 100-3, Kern, Balingen, Deutschland) erfasst, ebenso wie das Feuchtgewicht des li-
gierten Anteils. Für die Auswertungwurde zum einen der Anteil des nicht ligierten Leberlappens
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am Lebergesamtgewicht (Wet weight ratio (WWR)) sowie am Körpergewicht berechnet. Dar-
über hinaus wurde der Anteil des Gesamtlebergewichts am Tiergewicht, die sog. Liver weight to
body weight ratio (LWBR), zum Zeitpunkt der Opferung ermittelt. Durch das tägliche Wiegen
der Tiere konnte der Gewichtsverlauf postoperativ nachvollzogen werden.

4.4.2 Laborchemische Untersuchungen

Das EDTA-Vollblut wurde mit dem Hämatologiegerät (Scil vet abc, scil animal care company,
Viernheim, Deutschland) analysiert und ein Blutbild erstellt, wobei folgende Parameter unter-
sucht wurden: Leukozyten, Erythrozyten, Hämatokrit, MCH, MCV, MCHC, Thrombozyten.
Für die klinisch-chemische Blutanalyse wurde das Blut zehn Minuten bei 4000U/min zentrifu-
giert (8EBA-20, Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland), um eine Trennung des Plasmas bzw.
Serums von den Blutzellen zu erzielen. Anschließend wurde das Plasma bzw. Serum abpipet-
tiert und nach einer kurzen Konservierung in Stickstoff bei −80 ◦C (MDF-U74VC Biomedical
freezer,VIP seriese, Sanyo, Osaka, Japan) gelagert. Bei den am Institut für klinische Chemie des
UKJ im Serum untersuchten Parametern handelte es sich um: Gesamtbilirubin, direktes Biliru-
bin, AP, Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Cholines-
terase, Albumin und Kreatinin.

4.4.3 Histologie

Zur histologischen Untersuchung wurde jeweils Gewebe der ligierten und nicht ligierten Le-
berlappen entnommen. Dieses wurde in Histokassetten (Einbettkassette, Kartell Spa, Noviglio,
Italien) in Formaldehyd (5% gepuffert, Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland) fixiert und bei
7 ◦C gelagert. Danach wurden die Proben in Paraffin eingebettet und anschließend mit einem
Rotationsmikrotom (HM 355S, MICROM International, Walldorf, Deutschland) 3− 5µm dün-
ne Schnitte angefertigt.
Mit einem digitalen Scanner für histologische Bilder (Nano Zoomer 2.0-HT, Nano Zoomer Di-
gital Pathology, Hamamatsu Photonics, Herrsching am Ammersee, Deutschland) wurden die
angefertigten histologischen Schnitte gescannt. Anschließend wurden diese digitalen Bilder mit
Hilfe des Histologie Analyse Programms NDP.view2 (Nano Zoomer Digital Pathology, Hama-
matsu Photonics, Herrsching am Ammersee) untersucht und ausgewertet.
Für die Analyse der Nekrose- und Fibroseentwicklung wurde das histologische Analysepro-
grammHistokat (FraunhoferMEVIS, Bremen, Deutschland) verwendet. Dieses Programmkann
durch einen zuvor adaptierten Algorithmus unterschiedliche Strukturen in einem histologischen
Schnitt detektieren (Homeyer et al. 2013). Für die Etablierung des Algorithmus wurden in ca.
zehn Schnitten manuell die zu analysierenden Strukturen markiert. Auf dieser Grundlage wurde
der Anteil der relevanten Strukturen, in diesem Fall des Bindegewebes bzw. der Nekrose, am
Gesamtschnitt berechnet.

21



HE-Färbung Die zunächst durchgeführte Hämatoxylin Eosin (HE)-Färbung diente als Über-
sichtsfärbung und zur Analyse der Gallengänge sowie zur Quantifizierung der Nekroseareale.
Bei der HE-Färbung werden saure Strukturen, beispielsweise die Nukleinsäuren der DNA im
Zellkern, durch die Bindung von Hämatoxylin dunkel und basische Zellbestandteile, wie das
Zytoplasma, rötlich dargestellt. Die Färbung wurde per Hand in gängiger Form durchgeführt.
Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Um die Anzahl der Gallengänge zu quantifizieren, wurden zufällig fünf ähnlich große Portalfel-
der pro Schnitt ausgewählt. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurde bei einer 20-fachen Vergrö-
ßerung auf die jeweiligen Portalfelder ein Rechteckmit einer Größe von 0, 1mm2 (280×357µm)
projiziert. Somit wurde sichergestellt, dass die Portalfelder in ihrer Ausdehnung übereinstim-
men. Anschließend wurden die Gallengänge pro Portalfeld gezählt, wobei als Kriterium für die
Berücksichtigung ein Lumen sichtbar sein musste. Aus der Anzahl der Gallengänge pro Portal-
feld wurde der Mittelwert und die Standardabweichung pro histologischen Schnitt berechnet.
Auch zur Untersuchung der Nekroseentwicklung wurden die HE-gefärbten Schnitte verwendet
und mithilfe von Histokat (Fraunhofer MEVIS, Bremen, Deutschland) der Anteil der Nekrose
am Gesamtschnitt berechnet.

Reagenz Hersteller
Xylol Klinikumsapotheke, UKJ, Deutschland
Ethanol 100%, 90%, 70% Klinikumsapotheke, UKJ, Deutschland
Aqua destillata Institut für experimentelle Transplantationschirurgie,

UKJ, Deutschland
Hämatoxylin sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eosin Y Solution Alcoholic Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
Eindeckmedium Leica, Nussloch, Deutschland

Tabelle 2: Auflistung der für die HE-Färbung verwendeten Reagenzien.

EvG-Färbung Die Elastica-van-Gieson (EvG)-Färbung erfolgte per Hand und diente der Dar-
stellung von Bindegewebe. Hier konnte die Fibroseentwicklung quantifiziert werden. Diese Fär-
bung führt zu einer roten Darstellung von Kollagenfasern. Die Zellkerne werden dabei dunkel
gefärbt, das Zytoplasma erscheint gelb.
Die Objektträger wurden bei 59 ◦C vorbehandelt und die Schnitte mittels absteigender Alko-
holreihe und Xylol entparaffiniert. Abschließend wurden die Objektträger mit Leitungswasser
und Aqua destillata (Aqua dest.) gespült. Als nächster Schritt wurde die Resorcinfuchsinlösung,
welche elektrostatisch und über Grenzflächendispersion an Elastin und Fibrillin bindet, zugege-
ben und mit 96% Alkohol bzw. Aqua dest. gespült. Durch die Verwendung von Hämalaun wur-
den nun die Zellkerne farblich dargestellt. Nach einer weiteren Spülung mit Leitungswasser und
Aqua dest. folgte der letzte Färbeschritt mit Van-Gieson-Gemisch, welches Pikrofuchsin enthält
und zur klassischen Rotfärbung der Kollagenfasern führt. Am Ende erfolgte mittels Aqua dest.
und einer aufsteigender Alkoholreihe die Entwässerung.
Da für jedes Tier pro Leberlappen zwei histologische Schnitte angefertigt wurden, wurde der
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Schnitt mit der besseren Färbe- und Aufnahmequalität für die Auswertung ausgewählt und mit
dem ProgrammHistokat (Fraunhofer MEVIS, Bremen, Deutschland) analysiert. Auf diese Wei-
se wurde der Anteil der rot gefärbten Kollagenfasern am Gesamtschnitt ermittelt.

Reagenz Hersteller
Xylol (zweifach destilliert) Institut für Pathologie, UKJ, Deutschland
Ethanol (100%, 90%, 70%) Institut für Pathologie, UKJ, Deutschland
Aqua dest. Institut für experimentelle Transplantationschirurgie,

UKJ, Deutschland
Resorcin-Fuchsin-Lösung nach Weigert 500ml Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, Deutschland
Hämalaun Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Van Gieson Farbstofflösung 500ml Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, Deutschland
Eindeckmedium (LEICA CV Mount Zytologie) Leica, Nussloch, Deutschland

Tabelle 3: Auflistung der für die EvG-Färbung verwendeten Reagenzien.

ASDCL-Färbung Um die Infiltration des Lebergewebes mit neutrophilen Granulozyten zu
analysieren, kam die Naphtol-AS-D-Chloracetat-Esterase (ASDCL)-Färbung zum Einsatz. Im
Rahmen dieser Färbemethode entsteht durch die enzymatische Hydrolyse von Naphthol-AS-
D-Chloracetat (NASDC), ausgelöst durch die NASDC-Esterase, eine Naphtholverbindung. An
diese bindet ein Diazoniumsalz, wodurch ein wasserunlöslicher Azofarbstoff entsteht und das
Zytoplasma von neutrophilen Granulozyten rot färbt.
Für die Herstellung der histologischen Schnitte wurden diese zur Entparaffinierung mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe behandelt und anschließend mit Leitungswasser und Aqua dest. ge-
spült. Um die Schnitte zu färben, mussten zwei Färbelösungen hergestellt und vermischt wer-
den, wobei die eine aus jeweils einem Tropfen Pararosanilin und Natriumnitrit (NaNO2) sowie
30ml Michaelispuffer bestand. Die andere Lösung setzte sich aus 10mg NASDC und 1, 0ml
Dimethylformamid zusammen. Das Lösungsgemisch wurde in eine, die entparaffinierten Pro-
ben enthaltende, Küvette überführt und für 30min ruhen gelassen. Danach wurden die Schnitte
unter Leitungswasser und mit Aqua dest. gespült. Für die Kernfärbung wurde Hämatoxylin ver-
wendet und die Schnitte in Leitungswasser für ca. 15min gebläut. Abschließend wurden die
Schnitte in Glyceringelatine eingebettet.

Auch bei der ASDCL-Färbung wurden für jedes Tier pro Leberlappen, ligiert und nicht ligiert,
jeweils zwei histologische Schnitte angefertigt und für die Auswertung der Scanmit der besseren
Qualität und der homogenerenGewebestruktur ausgewählt. Zur Quantifizierung der Leukozyten
wurden pro Schnitt fünf Portalfelder ausgewählt, die in ihrer Ausdehnung weitestgehend kon-
gruierten. Anschließend wurde über die jeweiligen Portalfelder ein 0, 1mm2 großes Rechteck
projiziert, um einen standardisierten Bildausschnitt zu erhalten. Stellten sich Strukturen deutlich
rot gefärbt und mit einem differenzierbaren Zellkern dar, wurden diese als Leukozyten gewertet.
Rot gefärbte Zellen, die intravasal lokalisiert waren, wurden in der Analyse nicht berücksich-
tigt. Weiterhin erfolgte eine Differenzierung zwischen portaler und periportaler Lokalisation der
Zellen. Befanden sich die Zellen in dem, das Portalfeld umgebenden, Parenchym wurden sie als
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Reagenz Hersteller
Xylol Institut für Pathologie, UKJ, Deutschland
Ethanol (100%, 90%, 70%) Institut für Pathologie, UKJ, Deutschland
Aqua dest. Institut für experimentelle Transplantationschirurgie,

UKJ, Deutschland
Michelis Puffer Klinikumsapotheke, UKJ, Deutschland
Natriumnitrit NaNO2 Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
Pararosanilin Merck, Darmstadt, Deutschland
NASDC Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
Dimethylformamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Hämalaun Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eindeckmedium (Glyceringelatine) Leica, Nussloch, Deutschland

Tabelle 4: Auflistung der für die ASDCL-Färbung verwendeten Reagenzien.

periportal eingestuft. Leukozyten, welche sich im Bindegewebe des Portalfeldes befanden, wur-
den zur portalen Fraktion gerechnet.
Der Grad der Infiltration des peripheren Lebergewebes, also des Hepatozytenverbands bzw. der
Läppchenperipherie, wurde durch die zufällige Auswahl von zehn, ebenfalls 0, 1mm2 großen,
rechteckigen Regionen analysiert (Gujral et al. 2004). Diese werden im Folgenden als Field of
interest (FOI) bezeichnet. Auch hier wurden rot gefärbte Zellen, welche sich innerhalb des um-
schriebenen Bereichs befanden und mit einem Zellkern assoziiert waren, gezählt.
Aus der Anzahl der Leukozyten, die in der jeweiligen Fraktion (portal, periportal und Läppchen-
peripherie) erfasst wurde, wurde pro Gruppe und Zeitpunkt der Mittelwert sowie die Standard-
abweichung berechnet.

4.5 Statistik

Für die statistische Analyse der erhobenenDaten sowie derenDarstellung in Diagrammenwurde
Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA) verwendet. Die angegebenen Daten-
werte werden als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD) dargestellt.
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5 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der erfolgten Untersuchungen dargestellt. Dabei wer-
den die Gruppen wie folgt bezeichnet: Gruppe 1 (PAL), Gruppe 2 (BDL), Gruppe 3 (HGF) und
Gruppe 4 (THEA).

5.1 Tiere in Auswertung

Von den ursprünglich 74 operierten Tieren verstarben drei während des Experiments. Dies war
auf operationstechnische Fehler zurückzuführen, wie der Verursachung eines Pneumothorax, ei-
ner postoperativen Magenperforation sowie einer unstillbaren Blutung aus der V. cava. Bei acht
Tieren traten Komplikationen auf. Diese manifestierten sich als eine Pankreatitis oder gallige
Peritonitis. Somit wurden insgesamt 63 männliche Lewis-Ratten in die Auswertung aufgenom-
men. In Gruppe 1 (PAL), Gruppe 2 (BDL) und Gruppe 4 (THEA) wurden jeweils Daten von 16
Tieren und in Gruppe 3 (HGF) von 15 Tieren ausgewertet.

5.2 Körpergewicht und Leberfeuchtgewicht

Im Weiteren werden die Veränderungen des Körper- und Lebergewichts der Tiere beschrieben.
Die Ratten wurden während des Experiments täglich gewogen. Das Körpergewicht der Tiere
wurde nach der BDL und PAL separat betrachtet.

5.2.1 Körpergewicht

Als Ausgangsgewicht wurde das Gewicht der Tiere am Tag der ersten Operation (0. POD) fest-
gesetzt. Der Mittelwert des Ausgangsgewichts der Lewis-Ratten betrug 260, 11± 6, 13 g.

Gewicht nach BDL Nach dem ersten operativen Eingriff, der Gallengangsligatur, reduzierte
sich zunächst das Körpergewicht der Tiere. Das Minimum lag dabei zwischen dem 2. POD und
3. POD vor. Das Ausgangsgewicht wurde zwischen dem 8. POD und 9. POD erreicht. Ab diesem
Zeitpunkt nahm das Körpergewicht der Tiere bei allen Gruppen kontinuierlich bis zur zweiten
Operation zu. DieMittelwerte der Tiergewichte und deren SD sind in Tabelle 5 zusammengefasst
und der Gewichtsverlauf der Gruppen 2, 3 und 4 nach der BDL in Abbildung 3 dargestellt.
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Zeit BDL (2) HGF (3) THEA (4)
POD g % g % g %

MW ± SD MW MW ± SD MW MW ± SD MW
0 260,59 ± 6,35 266,73 ± 11,01 250,19 ± 8,61
2 229,81 ± 7,06 -11,81 238,40 ± 10,35 -10,62 222,31 ± 6,40 -11,14
4 237,06 ± 10,93 -9,03 238,47 ± 10,89 -10,60 224,31 ± 7,96 -10,34
6 252,69 ± 12,58 -3,03 252,60 ± 11,63 -5,30 235,88 ± 9,82 -5,72
8 265,00 ± 11,97 1,69 263,93 ± 11,57 -1,05 245,81 ± 14,94 -1,75
10 276,56 ± 12,03 6,13 271,73 ± 12,86 1,87 257,44 ± 11,65 2,90
12 288,44 ± 14,20 10,69 281,53 ± 14,17 5,55 265,75 ± 11,89 6,22
14 298,38 ± 14,15 14,50 287,07 ± 15,00 7,62 274,63 ± 9,52 9,77
16 306,06 ± 12,45 17,45 294,00 ± 14,80 10,22 280,56 ± 9,33 12,14
18 314,56 ± 16,03 20,71 299,93 ± 15,00 12,45 285,31 ± 8,04 14,04
20 323,25 ± 17,33 24,05 306,07 ± 15,98 14,75 288,13 ± 11,87 15,16
22 330,31 ± 17,22 26,76 311,27 ± 17,21 16,70 296,44 ± 9,84 18,49
24 332,81 ± 16,46 27,72 315,20 ± 18,13 18,17 303,81 ± 10,94 21,43
26 338,38 ± 16,27 29,85 331,50 ± 17,50 24,28 309,31 ± 11,30 23,63

Tabelle 5: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der Tiergewichte imVerlauf des Beobach-
tungszeitraums nach BDL in Gramm sowie die relative Gewichtsveränderung Prozent. Für eine bessere
Übersicht sind lediglich die Werte jedes zweiten postoperativen Tages (POD) aufgetragen.
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Abbildung 3: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tiergewichte im Verlauf des Beobachtungs-
zeitraums nach BDL in Gramm.

Gewicht nach PAL Die Pfortaderligatur wurde bei allen Tieren vorgenommen. Auch nach
diesem Eingriff erfolgte zunächst ein Gewichtsverlust der Tiere von maximal 10, 09± 2, 94%
in Gruppe 1 (3. POD), 9, 05± 1, 14% in Gruppe 2 (2. POD), 7, 13± 1, 48% (3. POD) in Grup-
pe 3 und 7, 36± 1, 74% in Gruppe 4 (2. POD). Der größte Gewichtsverlust war somit in Grup-
pe 1 zu beobachten. Im Anschluss zeigte sich ein gegenläufiger Trend mit einem Anstieg des
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Körpergewichts, wobei nur die Tiere der Gruppe 1 am 7. POD ihr Ausgangsgewicht wieder er-
reichten. Tabelle 6 fasst die Mittelwerte der Tiergewichte und deren SD zusammen, Abbildung
4 skizziert die Gewichtsschwankungen der Tiere nach erfolgter PAL.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
POD g % g % g % g %

MW ± SD MW MW ± SD MW MW ± SD MW MW ± SD MW
0 262,94 ± 8,09 343,06 ± 17,32 316,87 ± 18,89 315,31 ± 11,99
1 242,50 ± 7,32 -7,77 327,69 ± 14,82 -4,48 297,80 ± 18,63 -6,02 300,56 ± 10,65 -4,68
2 231,58 ± 9,81 -11,92 314,83 ± 14,17 -8,23 291,50 ± 17,04 -8,01 287,33 ± 11,88 -8,87
3 231,00 ± 9,73 -12,15 315,56 ± 14,17 -8,02 290,38 ± 18,67 -8,36 288,13 ± 7,47 -8,62
4 239,75 ± 10,01 -8,82 317,25 ± 13,65 -7,52 291,75 ± 17,68 -7,93 289,50 ± 6,40 -8,19
5 249,88 ± 10,43 -4,97 318,71 ± 12,45 -7,10 296,88 ± 15,60 -6,31 295,50 ± 6,44 -6,28
6 262,00 ± 9,19 -0,36 315,75 ± 12,75 -7,96 304,25 ± 15,88 -3,98 296,00 ± 5,61 -6,12
7 269,25 ± 8,67 2,40 306,25 ± 15,45 -3,35 300,50 ± 6,73 -4,70

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tiergewichte im Verlauf des Beobachtungszeit-
raums nach PAL in Gramm sowie die relative Gewichtsveränderung in Prozent.

200

230

260

290

320

350

380

G
ew

ic
h

t 
in

 g

PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)

Abbildung 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tiergewichte im Verlauf des Beobachtungs-
zeitraums nach PAL in Gramm.

5.2.2 Leberfeuchtgewicht

Gesamtlebergewicht Nach der Entnahme der Leber bei der Opferung der Tiere wurde das Le-
berfeuchtgewicht bestimmt. Anhand des Lebergewichts wurde unter anderem das Ausmaß der
Hepatozytenproliferation quantifiziert. In allen Gruppen ließ sich dabei ein Anstieg des Gesamt-
leberfeuchtgewichts verzeichnen. In Gruppe 2 wurde das maximale Lebergewicht nach 48 h, in
Gruppe 1 und Gruppe 4 nach 120 h und in Gruppe 3 nach 168 h erreicht (siehe Tabelle 7). Mit
13, 96 ± 0, 50 g (168 h) wies die HGF-Gruppe das höchste Lebergewicht auf. Der Verlauf des
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Gesamtleberfeuchtgewichts der jeweiligen Gruppe in Abhängigkeit vom Zeitpunkt nach der
Pfortaderligatur ist in Abbildung 5 dargestellt.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h g g g g

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 10,79 ± 1,07 13,53 ± 4,29 12,78 ± 1,32 11,72 ± 1,39
48 10,98 ± 0,78 14,85 ± 0,29 13,11 ± 0,41 11,06 ± 1,07
120 12,14 ± 1,36 13,59 ± 0,46 13,77 ± 1,08 12,87 ± 1,80
168 11,87 ± 0,57 13,59 ± 1,31 13,96 ± 0,50 12,26 ± 1,10

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtleberfeuchtgewichts im Verlauf des Beob-
achtungszeitraums in Gramm.
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Abbildung 5: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtleberfeuchtgewichts im Verlauf des
Beobachtungszeitraums in Gramm.

Liver weight to body weight ratio (LWBR) Um eine bessere Vergleichbarkeit der Daten zu
erlangen, wurde das Lebergesamtgewicht auf das jeweilige Körpergewicht der Tiere am Tag der
Opferung bezogen und somit die sogenannte liver weight to body weight ratio (LWBR) berech-
net. Die zugehörigen Werte sind in Tabelle 8 zusammengefasst und in Abbildung 6 der Verlauf
grafisch skizziert.
Bei der Betrachtung des Lebergewichtanteils am Gesamtkörpergewicht zeigte sich die stärks-
te Zunahme in Gruppe 1 (PAL) nach 120 h um 4, 93± 0, 72%. Die Gruppen 3 (HGF) und 4
(THEA) wiesen nach jeweils 120 h einen Leberanteil von 4, 72± 0, 38% bzw. 4, 33± 0, 62%
auf. Der zeitliche Verlauf der LWBR dieser drei Gruppen war dabei ähnlich. Bis 120 h wuchs die
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LWBR an, fiel jedoch im Anschluss wieder ab. In Gruppe 2 lag der geringste Anteilszuwachs
mit 4, 30± 0, 34% nach 168 h vor, wobei in dieser Gruppe ein alternierender LWBR-Verlauf
festzustellen war.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 4,42 ± 0,49 4,17 ± 1,19 4,34 ± 0,63 3,72 ± 0,43
48 4,58 ± 0,44 4,75 ± 0,23 4,41 ± 0,28 3,86 ± 0,23
120 4,93 ± 0,72 4,16 ± 0,26 4,72 ± 0,38 4,33 ± 0,62
168 4,42 ± 0,29 4,30 ± 0,34 4,56 ± 0,10 4,08 ± 0,31

Tabelle 8:Mittelwerte und Standardabweichungen desVerhältnisses vomGesamtleberfeuchtgewicht zum
Körpergewicht (LWBR) im Verlauf des Beobachtungszeitraums in Prozent.
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Abbildung 6: Mittelwerte und Standardabweichungen des prozentualen Anteils des Gesamtleberfeucht-
gewichts am Körpergewicht (KG), sogenannte LWBR, in Prozent.

Wet weight ratio (WWR) Die Berechnung des Anteils des nicht ligierten Leberlappens am
Gesamtlebergewicht, auch als WWR bezeichnet, lässt Rückschlüsse auf das Hypertrophieaus-
maß des NL-LL zu. In den Gruppen 1, 3 und 4 wurde hierbei eine Zunahme im Verlauf des
Beobachtungszeitraums registriert (siehe Abbildung 7 und Tabelle 9). In Gruppe 2 kam es hin-
gegen zwischen 24 h und 48 h zu einem deutlichen Verlust. Zwar stieg die WWR nach 48 h
wieder an, blieb jedoch merklich unter den Werten der anderen Gruppen. Die maximale WWR
wurde durch Gruppe 4 mit 53, 2± 13, 7% nach 120 h erreicht. In Gruppe 2 betrug der größ-
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te NL-LL-Anteil 48, 6± 7, 3% (48 h), in Gruppe 1 45, 1± 9, 4% (168 h) und 42, 1± 6, 7% in
Gruppe 3 (168 h).

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 29,70 ± 1,53 48,65 ± 7,28 28,88 ± 4,25 43,51 ± 2,52
48 35,94 ± 4,24 23,12 ± 1,76 30,24 ± 1,72 43,14 ± 6,10
120 42,17 ± 10,00 28,22 ± 0,85 39,17 ± 4,29 53,20 ± 13,75
168 45,08 ± 9,44 27,31 ± 3,47 42,08 ± 6,68 49,34 ± 10,29

Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gewichtsverhältnisses des NL-LL und Gesamtle-
berfeuchtgewicht (WWR) im Verlauf des Beobachtungszeitraums in Prozent.
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Abbildung 7: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gewichtsanteils des NL-LL am Gesamtleber-
feuchtgewicht (WWR) im Verlauf des Beobachtungszeitraums in Prozent.

Ligierter Leberlappen Um die Auswirkung der PAL auf den ligierten Leberlappen darzu-
stellen, wurde dessen Anteil am Gesamtlebergewicht berechnet. In Abbildung 8 ist der Verlauf
des L-LL-Anteils am Lebergewicht skizziert, in Tabelle 10 die zugehörigenWerte zusammenge-
fasst. In Gruppe 1 und 3 zeigte sich dabei eine über den Beobachtungszeitraum kontinuierliche
Abnahme des Anteils des ligierten Leberlappens. Ein ähnlicher Trend war auch in Gruppe 4
erkennbar. Ab 120 h kam es abermals zu einem Anstieg, wobei der 24 h-Wert allerdings nicht
wieder erreicht wurde. Einen abweichenden Verlauf wies Gruppe 2 auf. Bei dieser kam es zu
einem Anstieg nach 24 h. Dieser hohe Anteil am Lebergewicht konnte bis 168 h postoperativ
beobachtet werden.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 70,3 ± 1,5 51,4 ± 7,3 71,1 ± 4,2 56,5 ± 2,5
48 64,1 ± 4,2 76,9 ± 1,8 69,8 ± 1,7 56,9 ± 6,1
120 57,8 ± 10,0 71,8 ± 0,8 60,8 ± 4,3 46,8 ± 13,7
168 54,9 ± 9,4 72,7 ± 3,5 57,9 ± 6,7 50,7 ± 10,3

Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gewichtsverhältnisses vom ligierten Leberlap-
pen zum Gesamtlebergewicht in Prozent im Verlauf des Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 8: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gewichtsanteils des L-LL am Gesamtleber-
feuchtgewicht im Verlauf des Beobachtungszeitraums in Prozent.

5.3 Laborchemische Untersuchungen

Für die Untersuchung der Leberfunktion, der Cholestaseparameter und der Inflammation wurde
den Tieren bei der PAL und nochmals bei der Opferung Blut aus der V. cava inferior entnommen
und anschließend laborchemisch untersucht. Die Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

5.3.1 Cholestaseparameter

Um das Vorliegen und den Grad der Cholestase zu untersuchen, wurde die Konzentration des
Gesamtbilirubins und direkten Bilirubins sowie der alkalischen Phosphatase (AP) im Blutse-
rum bestimmt. Bei der ersten Blutentnahme vor der PAL zeigte sich bei den gallengangsligier-
ten Tieren gegenüber der Gruppe 1 erhöhte Werte, sowohl beim Gesamtbilirubin als auch beim
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direkten Bilirubin. Im Vergleich zu den Werten vor der PAL wurde bei fast allen Gruppen ein
postoperativer Anstieg der Cholestaseparameter festgestellt, wobei die Maxima zwischen 24 h
und 48 h erreicht wurden. Lediglich die Gesamtbilirubinwerte von Gruppe 2 stiegen nach der
PAL nicht an. Im Allgemeinen lässt sich ein Abwärtstrend der Bilirubinwerte in allen Grup-
pen über den Beobachtungszeitraum von 168 h feststellen. Zwischenzeitlich zeigten sich dabei
leichte Schwankungen. Unter THEA-Gabe zeichneten sich geringere Gesamtbilirubinwerte als
in den anderen Gruppen ab. Tabelle 11 und 12 zeigen die gemessenen Bilirubinwerte. In Abbil-
dung 9 bzw. 10 wird deren zeitliche Entwicklung grafisch skizziert.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/l µmol/l µmol/l µmol/l

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
vor PAL 1,88 ± 1,58 2,15 ± 1,25 3,33 ± 2,09 1,08 ± 0,49

24 3,00 ± 1,00 1,75 ± 0,43 3,67 ± 1,70 2,00 ± 0,00
48 3,00 ± 1,22 2,00 ± 0,71 1,75 ± 0,83 1,25 ± 0,43
120 1,75 ± 0,43 2,00 ± 0,00 2,00 ± 0,71 1,25 ± 0,43
168 1,75 ± 0,43 1,67 ± 0,47 2,00 ± 0,00 1,25 ± 0,43

Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtbilirubins in µmol/l im Verlauf des Be-
obachtungszeitraums.
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Abbildung 9: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtbilirubins in µmol/l im Verlauf des
Beobachtungszeitraums.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/l µmol/l µmol/l µmol/l

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
vor PAL 0,96 ± 0,41 1,71 ± 1,08 1,57 ± 0,66 1,02 ± 0,25

24 1,73 ± 0,79 1,38 ± 0,22 2,50 ± 0,94 1,70 ± 0,14
48 1,58 ± 0,77 1,55 ± 0,59 1,43 ± 0,29 1,10 ± 0,12
120 0,70 ± 0,29 1,00 ± 0,25 1,20 ± 0,24 1,13 ± 0,08
168 0,60 ± 0,28 0,78 ± 0,16 1,08 ± 0,18 0,88 ± 0,13

Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichungen des direkten Bilirubins in µmol/l im Verlauf des
Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 10: Mittelwerte und Standardabweichungen des direkten Bilirubins in µmol/l im Verlauf des
Beobachtungszeitraums.

AP Betrachtet man den Verlauf der alkalischen Phosphatase vor der Pfortaderligatur, wird in
der Gruppe 1 ein gegenüber den anderen Gruppen erhöhter Wert deutlich.
Nach erfolgter Pfortaderligatur zeigte sich in allen Gruppen ein stetiger Anstieg der AP, nur in
Gruppe 3 kam es nach 168 h zu einem leichten Rückgang.
Die beschriebenen Daten sind in Tabelle 13 dargestellt, der zeitliche Verlauf in Abbildung 11.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls)

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
vor PAL 6,71 ± 0,29 3,77 ± 0,49 4,84 ± 0,60 4,52 ± 0,40

24 4,06 ± 0,33 2,35 ± 1,02 2,17 ± 0,25 1,98 ± 0,16
48 4,36 ± 0,43 2,62 ± 0,41 2,30 ± 0,37 2,38 ± 0,43
120 4,60 ± 0,53 3,33 ± 0,43 4,07 ± 0,70 3,38 ± 0,19
168 5,06 ± 0,26 3,71 ± 0,41 3,80 ± 0,17 3,64 ± 0,54

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der alkalischen Phosphatase in µmol/(ls) im Verlauf
des Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der alkalischen Phosphatase in µmol/(ls) im Ver-
lauf des Beobachtungszeitraums.

5.3.2 Leberzellschädigung

Die Aktivität der ALAT und ASAT wurden zur Untersuchung der Leberzellschädigung be-
stimmt. Diese Enzyme sind in den Leberzellen lokalisiert und werden bei Schädigung dieser
freigesetzt. ALAT gilt dabei als leberspezifisch, da es in den Hepatozyten in deutlich erhöhter
Konzentration vorliegt. Die Aktivität der ASAT und ALAT wird in Tabelle 14 und 15 zusam-
mengefasst und ihr zeitlicher Verlauf in Abbildung 12 und 13 aufgezeigt.

ALAT Vor der Pfortaderligatur unterschied sich die Aktivität der ALAT der Gruppe 1 kaum
von jener der anderenGruppen, bei denen eine chronischeCholestase vorlag. Infolge des zweiten
Eingriffs, der Pfortaderligatur, stellte sich in allen Gruppen zunächst eine deutliche Zunahme der
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ALAT-Aktivität ein. Diese Erhöhung um das 25-Fache in Gruppe 1, das 2,43-Fache in Gruppe 2
und das 1,36-Fache in Gruppe 3 trat bereits nach 24 h auf. In Gruppe 4 erhöhte sich die ALAT
nach 48 h um maximal das 2,17-Fache.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls)

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
vor PAL 2,11 ± 1,08 2,17 ± 1,32 2,82 ± 1,18 1,59 ± 0,75

24 53,67 ± 10,88 5,28 ± 5,59 3,83 ± 0,98 2,51 ± 0,65
48 8,69 ± 5,53 0,71 ± 0,22 0,79 ± 0,33 3,45 ± 2,92
120 0,87 ± 0,14 0,58 ± 0,37 0,54 ± 0,26 0,70 ± 0,31
168 0,96 ± 0,62 0,75 ± 0,29 0,55 ± 0,13 1,05 ± 0,55

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Alanin-Aminotransferase (ALAT) in µmol/(ls)
im Verlauf des Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 12: Logarithmische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der ALAT in
µmol/(ls) im Verlauf des Beobachtungszeitraums.

ASAT Eine sehr ähnlicheDynamik zeigte sich bei der ASAT, wobei in Gruppe 1 ein geringerer
Anstieg um lediglich das 14,85-Fache nach 24 h auffiel.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls)

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
vor PAL 4,69 ± 2,78 3,11 ± 1,41 5,76 ± 2,09 3,49 ± 1,38

24 69,62 ± 44,58 6,94 ± 5,28 8,08 ± 0,25 5,43 ± 1,02
48 10,31 ± 5,09 1,85 ± 0,27 1,94 ± 0,50 4,58 ± 2,98
120 1,50 ± 0,14 1,40 ± 0,47 1,32 ± 0,54 1,50 ± 0,38
168 2,44 ± 1,96 1,74 ± 0,42 1,43 ± 0,18 2,27 ± 1,51

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aspartat-Aminotransferase (ASAT) in µmol/(ls)
im Verlauf des Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 13: Logarithmische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der ASAT in
µmol/(ls) im Verlauf des Beobachtungszeitraums.

5.3.3 Syntheseparameter

Zur weiteren Beurteilung der Leberfunktion wurden die Syntheseparameter Cholinesterase und
Albumin, deren Werte in Tabelle 16 und 17 zusammengefasst sind, bestimmt. Der zeitliche Ver-
lauf der Parameter ist in Abbildung 14 und 15 skizziert.

Cholinesterase Nach einem leichten Rückgang am 2.POD nach der PAL kam es imAnschluss
zu einem Anstieg der Cholinesteraseaktivität in den Gruppen 2, 3 und 4. Der Ausgangswert
wurde nach 120 h wieder erreicht. Der Verlauf in Gruppe 1 hob sich von den restlichen Gruppen
durch einen von Beginn an steten Anstieg ab 24 h post operationem ab.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls) µmol/(ls)

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 4,17 ± 1,44 3,50 ± 0,50 4,00 ± 1,00 4,25 ± 0,43
48 4,25 ± 0,43 3,00 ± 0,00 3,50 ± 0,50 3,50 ± 0,50
120 4,50 ± 0,50 3,00 ± 0,00 4,50 ± 0,50 4,50 ± 0,50
168 4,75 ± 0,43 4,00 ± 0,89 4,50 ± 0,50 5,00 ± 0,71

Tabelle 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Cholinesterase in µmol/(ls) im Verlauf des Be-
obachtungszeitraums.
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Abbildung 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Cholinesterase in µmol/(ls) im Verlauf des
Beobachtungszeitraums.

Albumin Im Verlauf zeigte sich ein maximaler Anstieg des Albumins um 8% in Gruppe 1,
ca. 20% in Gruppe 3 und 4 sowie 30% in Gruppe 2 bis zum Ende des Beobachtungszeitraums.
Bei allen Gruppen, außer Gruppe 2, war zwischen 24 h und 48 h postoperativ eine Stagnation
oder ein leichter Rückgang zu verzeichnen. Dieser wurde zum Zeitpunkt 120 h jedoch wieder
kompensiert. In Gruppe 2 stieg die Albuminkonzentration nach der PAL kontinuierlich an.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h g/l g/l g/l g/l

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 9,50 ± 0,50 7,17 ± 1,67 7,50 ± 0,50 8,50 ± 0,87
48 9,25 ± 0,43 7,50 ± 0,50 7,50 ± 0,50 8,25 ± 0,43
120 10,25 ± 0,43 8,50 ± 1,12 8,50 ± 0,87 9,25 ± 0,43
168 10,25 ± 0,83 9,33 ± 0,75 9,00 ± 0,71 10,25 ± 0,83

Tabelle 17: Mittelwerte und Standardabweichungen des Albumins in g/l im Verlauf des Beobachtungs-
zeitraums.
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Abbildung 15: Mittelwerte und Standardabweichungen des Albumins in g/l im Verlauf des Beobach-
tungszeitraums.

5.3.4 Kreatinin

Da Kreatinin, das beim Abbau von Kreatin entsteht, als harnpflichtige Substanz über die Nieren
ausgeschieden wird, kann durch dessen Konzentrationsmessung im Blutserum die Nierenfunk-
tion quantifiziert werden. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 18 aufgeführt und in Abbildung
16 der zeitliche Verlauf der Kreatininkonzentration dargestellt.
Es zeigte sich in keiner der Gruppen ein Anstieg über die Normwerte hinweg (Normwerte Krea-
tinin: 35, 36− 61, 88µmol/l, Umrechnung von mg/dl in µmol/l; Normwerte siehe Anhang).
Zwischen 48 h und 120 h wurde eine Abnahme der Kreatininkonzentration in allen Gruppen
deutlich, im Anschluss erfolgte ein Anstieg. Gruppe 1 wies insgesamt die niedrigsten Kreati-
ninwerte auf. Dementsprechend ist nicht von einer Beeinträchtigung der Nierenfunktion durch
Theaflavin oder HGF bzw. durch die PAL oder Cholestase auszugehen.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h µmol/l µmol/l µmol/l µmol/l

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 33,00 ± 2,45 34,75 ± 1,79 32,00 ± 2,16 34,00 ± 1,87
48 33,50 ± 2,06 34,75 ± 0,83 37,00 ± 0,71 34,50 ± 1,50
120 29,50 ± 1,66 34,50 ± 2,96 36,00 ± 2,92 31,25 ± 0,43
168 30,00 ± 3,00 35,50 ± 1,71 37,75 ± 1,48 35,00 ± 5,61

Tabelle 18: Mittelwerte und Standardabweichungen von Kreatinin in µmol/l im Verlauf des Beobach-
tungszeitraums.
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Abbildung 16: Mittelwerte und Standardabweichungen des Kreatinins in µmol/l im Verlauf des Beob-
achtungszeitraums.

5.4 Histologie

Histologisch wurde zum einen die Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld im HE-Schnitt ermit-
telt. Außerdem erfolgte mithilfe der HE-Färbung die Analyse der Nekroseentwicklung. Anhand
der ASDCL-Färbung wurde die Infiltration des Lebergewebes durch Leukozyten quantifiziert.
Die EvG-Färbung diente der Darstellung von Bindegewebe.

5.4.1 Anzahl der Gallengänge

Nicht ligierter Leberlappen (NL-LL) Im Folgenden wird der nicht ligierte Leberlappen be-
trachtet. Tabelle 19 fasst die Entwicklung der Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld des NL-LL
zusammen. Der zugehörige grafische Verlauf ist in Abbildung 17 dargestellt. Die maximale An-
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zahl an Gallengängen pro Portalfeld wurde bei den Gruppen 1, 2 und 3 nach 48 h erreicht. Bei
der THEA-Gruppe zeigten sich nach 120 h die meisten Gallengänge. Gruppe 1 wies, trotz feh-
lender Cholestase, eine ähnliche Dynamik wie Gruppe 2 auf. Bei beiden kam es nach einem
Anstieg bis 48 h postoperativ zu einem anschließenden Rückgang der Gallengänge.
Vergleicht man die beiden Interventionsgruppen 3 und 4, so zeigte sich eine verminderte Gallen-
gangsproliferation bei der THEA-Gruppe, da in dieser Gruppe nach 24 h stets geringere Werte
als bei der HGF-Gruppe vorlagen. Unter HGF-Applikation wurden hingegen ab 24 h jederzeit
die höchsten Werte unter allen Gruppen beobachtet.
Letztendlich lagen die Werte für die Gallengänge pro Portalfeld bei den Interventionsgruppen 3
und 4, mit Ausnahme des 48 h-Wertes der THEA-Gruppe, stets über Gruppe 2.
Abbildung 18 bietet einen Überblick über die HE-Schnitte des nicht ligierten Leberlappens.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 1,70 ± 0,30 6,90 ± 3,17 6,67 ± 0,47 7,60 ± 0,71
48 2,70 ± 0,30 8,30 ± 1,36 10,20 ± 3,69 6,80 ± 2,70
120 2,55 ± 0,46 4,95 ± 1,60 8,30 ± 1,65 7,90 ± 2,41
168 1,65 ± 0,46 4,85 ± 1,37 8,55 ± 3,36 6,25 ± 1,90

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld des
NL-LL.
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Abbildung 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld des
NL-LL.
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(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 18: HE-Schnitte des NL-LL in 20-facher Vergrößerung, jeweils 120 h postoperativ. Darge-
stellt sind Portalfelder mit umgebendem Leberparenchym. (a) Gruppe 1, (b) Gruppe 2, (c) Gruppe 3,
(d) Gruppe 4.

Ligierter Leberlappen (L-LL) Im ligierten Leberlappen konnten folgende Veränderungen
der Gallengänge beobachtet werden. Ebenso wie beim NL-LL zeigte sich die geringste Anzahl
an Gallengängen bei der nicht cholestatischen Gruppe 1. In Gruppe 2 stellte sich die Anzahl
der Gallengänge ab 48 h rückläufig dar. Unter HGF-Applikation zeigte sich in Gruppe 3 bis
120 h post operationem eine Abnahme der Gallengänge, im Anschluss kam es zu einer Zunah-
me, welche jedoch nicht den 24 h-Wert erreichte. In Gruppe 4 zeichnete sich ein alternierender
Verlauf ab. Auf eine kurzzeitige Abnahme bis 48 h folgte ein Anstieg nach 120 h. Anschließend
fiel die Anzahl der Gallengänge unter den 168 h-Wert der HGF-Gruppe ab (siehe Tabelle 20 und
Abbildung 19).
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 2,00 ± 0,58 7,75 ± 2,98 12,00 ± 2,08 8,30 ± 2,10
48 2,60 ± 0,61 8,05 ± 2,31 9,90 ± 2,41 6,40 ± 1,13
120 2,80 ± 0,20 6,60 ± 1,14 8,25 ± 1,42 12,00 ± 2,66
168 2,75 ± 0,61 6,30 ± 1,97 9,10 ± 3,55 8,05 ± 1,32

Tabelle 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld des L-LL.
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Abbildung 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der Gallengänge pro Portalfeld des
L-LL.

Vergleich ligierter und nicht ligierter Leberlappen Bei der Gegenüberstellung der Gallen-
gangsanzahl des ligierten und nicht ligierten Leberlappens zeigten sich Unterschiede. Zu fast
allen Beobachtungszeitpunkten wies der nicht ligierte Leberanteil eine geringere Gallengangs-
anzahl als der ligierte auf. Allerdings war 48 h postoperativ im NL-LL in allen Gruppen eine
Gallengangsanzahl vorzufinden, die jene des ligierten Lappens überstieg.

5.4.2 Leukozyteninfiltration

Um die Anzahl der in die Leber eingewanderten Leukozyten zu quantifizieren, erfolgte eine
Markierung dieser Entzündungszellen mithilfe der ASDCL-Färbung. Zunächst wurden die Leu-
kozyten in den Portalfeldern gezählt, wobei diese in portal und periportal unterteilt wurden. Des
Weiteren wurde die Läppchenperipherie auf eine vorliegende Leukozyteninfiltration untersucht.
Der ligierte und nicht ligierte Leberlappenwurde getrennt voneinander betrachtet. Zunächst wird
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auf den NL-LL eingegangen. Abbildung 20 zeigt beispielhaft Portalfelder des nicht ligierten Le-
berlappens.

(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 20: ASDCL-Schnitte in 40-facher Vergrößerung jeweils 120 h postoperativ. Dargestellt sind
Portalfelder mit umgebendem Leberparenchym des NL-LL. Durch die ASDCL-Färbung wurden die Leu-
kozyten rot markiert (portale Leukozyten: gestrichelter Pfeil; periportale Leukozyten: durchgezogener
Pfeil). (a) Gruppe 1, (b) Gruppe 2, (c) Gruppe 3, (d) Gruppe 4.

NL-LL (portal) Bei der Betrachtung der portalen Areale des NL-LL wurde in Gruppe 1 zu
jedem Beobachtungszeitpunkt die geringsten Leukozyteninfiltration beobachtet, wie in Abbil-
dung 21 deutlich wird. Die Gruppen 2 und 3 wiesen einen ähnlichen, alternierenden Verlauf auf,
wobei in beiden Gruppen das Maximum nach 48 h erreicht wurde. Eine diesem Verlauf entge-
gengesetzte Dynamik stellte sich in Gruppe 4 dar. Unter THEA-Gabe wurde das Maximum der
Leukozyteninvasion nach 120 h erreicht, wobei diese Gruppe mit 10, 45± 1, 06 Leukozyten pro
Portalfeld ein geringeres Maximum als Gruppe 3 unter HGF-Applikation (12, 15± 0, 92) auf-
wies. Auch bei Kontrollgruppe 2 lag eine höhere Leukozytenanzahl vor (12, 80± 1, 98). Jedoch
sank die Leukozytenzahl der Gruppe 2 nach 48 h unter jene der beiden Interventionsgruppen.
Tabelle 21 zeigt die Anzahl der portal lokalisierten Leukozyten des NL-LL.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 3,65 ± 0,88 7,40 ± 0,51 6,07 ± 0,50 8,85 ± 1,02
48 5,35 ± 0,98 12,80 ± 1,98 12,70 ± 1,20 7,15 ± 1,39
120 4,30 ± 0,61 6,80 ± 1,81 8,05 ± 1,11 10,45 ± 1,06
168 4,45 ± 0,89 7,90 ± 2,67 12,15 ± 0,92 10,00 ± 1,77

Tabelle 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der portalen Leukozyten des NL-LL.
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Abbildung 21: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen der portalen Leukozyten NL-LL.

NL-LL (periportal) In der Analyse der periportalen Zonewurde deutlich, dass es in denGrup-
pen 1 und 2 mit fortschreitender Beobachtungszeit zu einer Zunahme der periportalen Leuko-
zytenansammlung kam. Im Gegensatz dazu zeigte sich in Gruppe 4 eine nahezu kontinuierli-
che Abnahme der Leukozyten. Nach 168 h unterschritt die Leukozytenanzahl sogar den Wert
von Gruppe 1. In der HGF-Gruppe, deren Dynamik sich nach 48 h ähnlich jener der THEA-
Gruppe verhielt, konnte ebenfalls ein Rückgang der Leukozytenansammlung vermerkt werden.
Der Verlauf der periportalen Leukozyten ist in Abbildung 22 dargestellt, die zugehörigen Daten
in Tabelle 22.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,60 ± 0,49 1,40 ± 0,32 2,20 ± 1,41 2,25 ± 0,86
48 0,60 ± 0,28 1,10 ± 0,44 0,40 ± 0,20 1,25 ± 0,57
120 0,65 ± 0,43 1,50 ± 0,57 0,90 ± 0,54 0,95 ± 0,57
168 1,15 ± 1,06 2,10 ± 0,10 0,60 ± 0,14 0,70 ± 0,36

Tabelle 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der periportalen Leukozyten des NL-LL.
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Abbildung 22: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen der periportalen Leukozyten im
NL-LL.

NL-LL (Läppchenperipherie) Für die Analyse der Infiltration der Läppchenperipherie wur-
den die zufällig ausgewählten FOI auf deren beinhaltete Leukozyten untersucht. Dabei wurde
eine abnehmende Leukozyteninvasion über den Beobachtungszeitraum in Gruppe 4 beobachtet.
Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl der Leukozyten im Parenchym in Gruppe 2 postoperativ an.
Gruppe 2 wies meist die höchste Anzahl an Leukozyten in der Läppchenperipherie auf. Außer
nach 24 h, hier wurde das Maximum durch Gruppe 4 erreicht. Unter HGF-Applikation kam es
nach einem Minimum nach 48 h zu einem wiederholten Anstieg, dieser erreichte jedoch nicht
das Ausgangsniveau des 24 h-Wertes. In Gruppe 1 konnte nach einem leichten Rückgang ab
48 h eine Zunahme der Leukozyteninfiltration bis zum Beobachtungsende registriert werden.
Ab 120 h wies Gruppe 1 eine höhere Leukozyteninfiltration als die Interventionsgruppen auf.
Der zeitliche Verlauf der Leukozyteninvasion der Läppchenperipherie aller Gruppen ist in Ab-
bildung 23 dargestellt, die Werte sind in Tabelle 23 zusammengefasst.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,85 ± 0,18 1,58 ± 0,37 2,47 ± 0,82 3,25 ± 0,95
48 0,45 ± 0,23 1,85 ± 0,36 0,88 ± 0,46 1,48 ± 0,56
120 1,80 ± 0,21 2,20 ± 0,43 1,75 ± 0,86 1,50 ± 0,31
168 1,55 ± 0,86 2,15 ± 0,21 1,50 ± 0,21 1,33 ± 0,56

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der Leukozyten aller FOI in der Läpp-
chenperipherie des NL-LL.
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Abbildung 23: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen der peripher lokalisierten Leukozyten
in den FOI des NL-LL.

Im Folgenden wird der Grad der Leukozyteninfiltration des ligierten Leberlappens beschrieben.

L-LL (portal) Bei Erfassung des Invasionsgrades der Leukozyten im portalen Bereich im
ligierten Leberlappen zeigten sich, gleich dem Ergebnis des NL-LL, in Gruppe 1 zu allen Zeit-
punkten die geringstenWerte. Diese lagen deutlich unter jenen der cholestatischen Gruppen. Bis
120 h postoperativ wies Gruppe 1 einen mäßigen Anstieg und anschließend einen Rückgang der
portalen Leukozyteninfiltration auf, wobei der 24 h-Wert nicht unterschritten wurde. Ein ähnli-
cher Verlauf, jedoch mit einem jeweils höheren Invasionsgrad, lag in Gruppe 2 vor. Unter der
Applikation von Theaflavin war ein Anstieg bis 120 h zu verzeichnen. Diese Gruppe wies in der
zweiten Hälfte des Beobachtungszeitraums den höchsten Invasionsgrad auf, der das 3,28-Fache
von Gruppe 1 betrug. Der Verlauf der Leukozyteninfiltration ist in Abbildung 24 dargestellt, in
Tabelle 24 die zugehörigen Werte.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 3,00 ± 2,20 7,95 ± 1,80 9,87 ± 1,11 8,85 ± 1,80
48 5,00 ± 0,71 11,30 ± 3,12 12,30 ± 2,53 10,10 ± 2,80
120 4,90 ± 1,73 8,85 ± 0,97 9,85 ± 1,65 13,60 ± 1,36
168 3,75 ± 0,50 6,95 ± 2,34 12,35 ± 0,86 13,20 ± 1,59

Tabelle 24: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der portalen Leukozyten des L-LL.
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Abbildung 24: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen der portalen Leukozyten im L-LL.

L-LL (periportal) Periportal stellte sich jedoch ein anderes Bild als im portalen Bereich dar.
Insbesondere konnte in Gruppe 4 nach einemMaximum nach 48 h eine anschließende deutliche
Abnahme der Leukozyteninfiltration festgestellt werden, wobei der 168 h-Wert unter jenen der
Gruppen 2 und 3 lag. Bei diesen zeigte sich ein der Gruppe 4 entgegengesetzter Verlauf mit ei-
ner Abnahme der periportalen Leukozytenzahl bis 48 h und anschließender Zunahme. Gruppe 1
wies einen schwankenden Verlauf auf, jedoch lag in dieser Gruppe zu jederzeit die geringste
Leukozyteninfiltration vor. Der zeitliche Verlauf der beschriebenen Veränderungen ist in Abbil-
dung 25 repräsentiert und die zugehörigen Werte in Tabelle 25 wiedergegeben.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,60 ± 0,43 1,00 ± 0,37 1,07 ± 0,34 0,67 ± 0,19
48 0,47 ± 0,25 0,90 ± 0,73 0,55 ± 0,36 1,40 ± 0,81
120 0,75 ± 0,46 0,90 ± 0,82 0,75 ± 0,26 1,10 ± 0,57
168 0,55 ± 0,17 1,90 ± 0,78 1,27 ± 0,96 0,75 ± 0,48

Tabelle 25: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der periportalen Leukozyten des L-LL.
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Abbildung 25: Verlauf derMittelwerte und Standardabweichungen der periportalen Leukozyten im L-LL.

L-LL (Läppchenperipherie) Die Leukozyteninfiltration der Läppchenperipherie des ligier-
ten Leberlappens stellte sich wie folgt dar. Die THEA-Gruppe zeigte während des gesamten
Beobachtungszeitraums eine Abnahme der Leukozytenansammlung in den FOI. Im Vergleich
zu den anderen Gruppen, bei denen auch eine Cholestase vorlag, wies Gruppe 4 zu jedem Zeit-
punkt die wenigsten Leukozyten in der Peripherie auf. In den anderen beiden cholestatischen
Gruppen 2 und 3 zeigte sich eine bis 120 h (Gruppe 2) bzw. 48 h (Gruppe 3) abnehmende Leu-
kozytenansammlung. Nachfolgend schloss sich eine leichte Zunahme an, die jedoch in beiden
Gruppen unter dem 24 h-Wert verblieb. Wurde lediglich eine PAL durchgeführt, lag meist die
geringsten Leukozytenansammlung vor. Allerdings wies Gruppe 1 120 h post operationem die
zweithöchste Leukozyteninfiltration aller Gruppen auf. Einen Überblick über die einzelnen Ver-
läufe bietet Abbildung 26, die jeweiligen Werte sind in Tabelle 26 zusammengefasst.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,73 ± 0,57 2,68 ± 1,66 2,10 ± 0,80 1,88 ± 0,36
48 0,80 ± 0,22 2,03 ± 0,89 1,75 ± 0,67 1,38 ± 0,79
120 2,50 ± 0,94 1,88 ± 0,47 1,78 ± 0,91 1,68 ± 0,54
168 0,90 ± 0,19 2,13 ± 0,62 2,00 ± 0,43 1,40 ± 0,32

Tabelle 26: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der peripheren Leukozyten in den FOI
des L-LL.
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Abbildung 26: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen der peripheren Leukozyten in den
FOI des L-LL.

5.4.3 Nekrose

Für die Untersuchung, ob es durch die Pfortaderligatur bzw. durch eine Cholestase zum Unter-
gang von Hepatozyten kommt, wurde der Nekroseanteil in den histologischen HE-Schnitten mit
dem Analyseprogramm Histokat ermittelt. Abbildung 27 illustriert den Analyseprozess.

NL-LL Bei der Analyse der Schnitte zeigte sich, dass im NL-LL stets ein geringerer Nekro-
seanteil als im L-LL vorlag, wie in Tabelle 27 und 28 deutlich wird. Auffällig war auch eine
gegenüber der PAL-Gruppe verstärkte Nekrose der Gruppe 2 ab 48 h. Unter THEA sank der
Nekroseanteil ab 120 h unter die Werte der Gruppe 2. Auch in der HGF-Gruppe war zu die-
sem Zeitpunkt der Nekrosegrad am geringsten. Hier lagen die Werte ebenfalls unter jenen der
Gruppe 2, jedoch kam es im Anschluss zu einem Anstieg (siehe Abbildung 28).
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(a) (b) (c)

Abbildung 27: HE-Schnitte des L-LL in 10-facher Vergrößerung (24 h; Gruppe 1). Bild (a) zeigt den
Originalschnitt. Die Schnitte in Bild (b) und (c) wurden mit dem Analyseprogramm Histokat bearbeitet,
wobei der Kontrast stufenweise erhöht wurde. Die Nekroseareale sind gelb und blau, das vitale Leberge-
webe rot markiert.

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,16 ± 0,12 0,10 ± 0,03 0,15 ± 0,14 0,48 ± 0,22
48 0,09 ± 0,03 0,19 ± 0,07 0,19 ± 0,34 0,40 ± 0,12
120 0,19 ± 0,23 0,22 ± 0,09 0,06 ± 0,03 0,09 ± 0,04
168 0,13 ± 0,13 0,33 ± 0,15 0,45 ± 0,53 0,15 ± 0,05

Tabelle 27: Mittelwerte und Standardabweichungen des Nekroseanteils im NL-LL in Prozent.
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Abbildung 28: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen des Nekroseanteils im NL-LL in Pro-
zent.
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L-LL Bezüglich des L-LL ist vor allem der Nekroseverlauf der Gruppe 1 hervorzuheben. Hier
war bis 120 h postoperativ eine massive Nekrose zu beobachten, die deutlich über jener der
anderenGruppen lag. InGruppe 3 und 4 konnte nach 120 h der geringsteNekroseanteil registriert
werden (siehe Abbildung 29).

Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 58,41 ± 34,35 0,57 ± 0,71 0,82 ± 0,73 0,58 ± 0,07
48 43,45 ± 22,70 1,90 ± 0,51 0,67 ± 0,69 1,00 ± 1,32
120 41,05 ± 38,50 3,72 ± 2,17 0,31 ± 0,16 0,12 ± 0,02
168 0,31 ± 0,32 0,52 ± 0,28 0,58 ± 0,04 0,16 ± 0,09

Tabelle 28: Mittelwerte und Standardabweichungen des Nekroseanteils im L-LL in Prozent.
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Abbildung 29: Logarithmische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen des Nekrosean-
teils im L-LL in Prozent im Verlauf des Beobachtungszeitraums.
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5.4.4 Fibrose

Um zu beurteilen, wie sich eine Cholestase bzw. PAL auf die Bindegewebssynthese in der Leber
auswirkt, wurde eine EvG-Färbung des Lebergewebes vorgenommen und der Anteil des Bin-
degewebes am Gesamtschnitt berechnet. Darüber hinaus wurde mithilfe der EvG-Färbung der
Einfluss von HGF und THEA auf die Fibroseentwicklung untersucht. Der ligierte und nicht li-
gierte Leberlappen wurden dabei getrennt voneinander beurteilt. Abbildung 30 zeigt beispielhaft
den Ablauf der Analyse, die mit dem Programm Histokat erfolgte.

(a) (b) (c)

Abbildung 30: EvG-Schnitte des L-LL in 10-facher Vergrößerung (168 h; Gruppe 3). Bild (a) zeigt den
Originalschnitt. Die Schnitte in Bild (b) und (c) wurden mit dem Analyseprogramm Histokat bearbei-
tet, wobei der Kontrast stufenweise erhöht wurde. Die Bindegewebsanteile sind gelb und das normale
Leberparenchym rot markiert.

NL-LL Bei allen Gruppen zeigte sich zu jedem Beobachtungszeitpunkt im nicht ligierten Le-
berlappen ein, im Vergleich zum ligierten Leberlappen, verminderter Bindegewebsanteil, wie
die Gegenüberstellung der beiden Diagramme 32 und 31 deutlich widerspiegelt. Der Manifes-
tationsort der Fibrose war dabei überwiegend portal lokalisiert. Darüber hinaus bildete sich in
den gallengangsligierten Lebern vermehrt Bindegewebe, wie der höhere Fibroseanteil in den
Gruppen 2, 3 und 4 gegenüber der PAL-Gruppe zeigte. In der PAL-Gruppe wurde zu jedem
Beobachtungszeitpunkt der geringste Fibroseanteil gemessen, wobei bis 120 h ein Anstieg der
Bindegewebssynthese im NL-LL erfolgte (siehe Tabelle 29). Beim Vergleich der Cholestase-
gruppen wurde deutlich, dass die Interventionsgruppen 3 und 4 meist eine stärkere Fibroseent-
wicklung aufwiesen als Gruppe 2. In jeder dieser drei Gruppen kam es nach einer Abnahme bis
48 h bzw. 120 h post operationem zu einem nochmaligen Anstieg der Fibrosebildung im NL-LL.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 0,39 ± 0,20 2,96 ± 1,18 8,53 ± 3,21 4,53 ± 2,59
48 0,45 ± 0,10 2,39 ± 0,65 5,33 ± 2,08 3,75 ± 2,75
120 0,75 ± 0,55 1,98 ± 1,46 1,88 ± 0,19 3,75 ± 1,33
168 0,54 ± 0,26 2,62 ± 0,43 2,91 ± 1,56 4,46 ± 1,34

Tabelle 29: Mittelwerte und Standardabweichungen des Fibroseanteils am Gesamtschnitt im NL-LL in
Prozent.
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Abbildung 31: Verlauf der Mittelwerte und Standardabweichungen des Fibroseanteils im NL-LL in Pro-
zent.

L-LL Im ligierten Leberlappen wurde der maximale Fibroseanteil bei den Gruppen 1, 2 und
4 nach 120 h erreicht. Im Gegensatz dazu zeigte die HGF-Gruppe bereits nach 24 h die größte
Fibroseentwicklung und imAnschluss eine Abnahme. Eine Übersicht über den Fibroseanteil des
ligierten Leberlappens zum jeweiligen Beobachtungszeitpunkt bietet Tabelle 30. In Abbildung
32 ist der zeitliche Verlauf grafisch skizziert.
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Zeit PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)
h % % % %

MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
24 1,50 ± 0,71 7,09 ± 2,98 11,98 ± 0,10 4,76 ± 2,90
48 2,06 ± 1,12 8,14 ± 3,89 5,68 ± 1,77 4,87 ± 1,44
120 6,85 ± 6,38 8,03 ± 5,75 5,94 ± 3,89 12,23 ± 4,37
168 1,83 ± 1,61 1,93 ± 0,99 6,83 ± 4,34 8,77 ± 1,11

Tabelle 30: Mittelwerte und Standardabweichungen des Fibroseanteils am Gesamtschnitt im L-LL in
Prozent.

0,0%

2,0%

4,0%

6,0%

8,0%

10,0%

12,0%

14,0%

16,0%

18,0%

24h 48h 120h 168h

F
ib

ro
se

an
te

il
 a

m
 G

es
am

ts
ch

n
it

t 
d

es
 L

-L
L

 

PAL (1) BDL (2) HGF (3) THEA (4)

Abbildung 32: Verlauf derMittelwerte und Standardabweichungen des Fibroseanteils imL-LL in Prozent.

54



6 Diskussion

Die Applikation von Theaflavin bzw. HGF additiv zur Ligatur der Pfortader verspricht eine
verbesserte Regeneration der cholestatischen Leber, da die Inflammation hierdurch gehemmt
werden könnte und durch HGF die Proliferation der Hepatozyten gesteigert wird (Rauchfuß
2012, Song et al. 2011). Um diese These zu verifizieren, wurden die Daten von 63 Ratten, die
einer PAL sowie einer vorhergehenden BDL unterzogen wurden, analysiert. Durch die Eingriffe
wurde bei drei Gruppen eine chronische Cholestase induziert. Den beiden Interventionsgruppen
wurde Theaflavin und HGF portalvenös verabreicht.

6.1 Ablauf des Experiments

Während der Durchführung des Experiments kam es zu Unregelmäßigkeiten bei der Tierver-
teilung. Aufgrund des Verlustes eines Tieres durch einen operationstechnischen Fehler und an-
schließenden Lieferengpässen bei der Tierbestellung konnten in Gruppe 3 für die Daten des 1.
POD lediglich drei anstelle von vier Tieren in die Auswertung aufgenommen werden.
In Gruppe 2 mussten außerdem die Tiere, die am 7. POD geopfert werden sollten, aufgrund äu-
ßerer Gegebenheiten 24 h früher, also nach 144 h, geopfert werden. Für eine bessere Übersicht-
lichkeit werden die so generierten Daten im Folgenden dennoch mit 168 h bezeichnet. Da es sich
bei Gruppe 2 jedoch nur um eine Kontrollgruppe handelt, stellt dies nur eine geringe Limitati-
on der vorliegenden Arbeit dar. Die primäre Untersuchung der HGF bzw. THEA-Wirkung auf
cholestatisches Lebergewebe wurde hierdurch nicht beeinflusst. Auch lässt sich mit den vor-
handenen Daten dennoch eine Aussage über den Trend der Leberregeneration treffen, da die
Leberregeneration nach fünf bis sieben Tagen nach einer Hemihepatektomie bei Ratten als ab-
geschlossen gilt (Michalopoulos 2007). Mit 144 h liegen die Daten somit im Zeitintervall der
Leberregeneration.

Ursprünglich war bei der Planung des Experiments die Untersuchung von zwei weiteren Grup-
pen vorgesehen. Hier war zusätzlich zur Pfortaderligatur die Applikation von HGF geplant.
Jedoch stellte diese Gruppe keine zwingende Kontrollgruppe dar, weil hierbei lediglich die Wir-
kung von HGF auf normales, nicht-cholestatisches Lebergewebe untersucht worden wäre. Eine
weitere Gruppe sollte mit Perindopril, einem Angiotensin converting enzyme (ACE)-Hemmer,
behandelt werden. Jedoch stellte sich in der weiteren Vorbereitung heraus, dass die Applikation
von Perindopril schwierig durchzuführen ist, da der Wirkstoff von den Tieren über 21 Tage nach
der BDL oral über eine Schlundsonde hätte appliziert werden müssen. Eine Alternative wäre die
Applikationmit dem Trinkwasser gewesen, was eine Einzelkäfigunterbringung zurMessung der
täglichen Trinkmenge des Einzeltieres mit sich gebracht hätte. Sowohl die tägliche Schlund-
sondierung als auch die Einzelunterbringung hätte in einer zu starken Gesamtbelastung für die
Tiere, welche bereits zweimalig laparotomiert wurden, kulminiert, so dass sich gegen diese Art
der Medikation, zu Gunsten des Tierwohls, entschieden wurde.
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6.2 Methodendiskussion

Die Verwendung von Nagetiermodellen für Untersuchungen der Leber ist in der Forschung ein
etabliertes Verfahren. Von Vorteil zeigen sich Mäuse und Ratten, da die artgerechte Haltung der
Tiere sowie die Durchführung von Interventionen mit einem geringeren Aufwand als bei größe-
ren Tieren wie Schweinen oder Schafen verbunden ist. Darüber hinaus sind die Grundstrukturen
der Leber von Ratte und Mensch vergleichbar (Kogure et al. 1999).
Auch imRahmen von Experimenten, bei denen die Effekte vonGallengangsligaturen (Johnstone
und Lee 1976, Turk et al. 2016) und Pfortaderligaturen (Abreu et al. 2020, Furrer et al. 2008,
Yamano et al. 2002) untersucht wurden, wurden Rattenmodelle häufig genutzt. Der Beobach-
tungszeitraum von sieben Tagen wurde gewählt, da die Leberregeneration bei Ratten innerhalb
von fünf bis sieben Tagen als abgeschlossen gilt (Michalopoulos 2007).

HGF Die potenteWirkung vonHGF auf die Proliferation des Lebergewebes ist seit den 1980er-
Jahren bekannt (Matsumoto und Nakamura 1996). Basierend auf diesen Erkenntnissen wur-
de die supportive HGF-Gabe bei der Pfortaderligatur tierexperimentell untersucht (Ueno et al.
1996, Rauchfuß 2012). Mangieri et al. (Mangieri et al. 2017) konnten beispielsweise mittels
perioperativer HGF-Gabe ein erhöhtes Lebervolumen sowie eine schnellere Rekonstitution der
Leberfunktion nach einer PAL erzielen.
Gallengangsligierte Mäuse, welchen HGF appliziert wurde, wiesen neben einer verminderten
Leukozyteninvasion im Leberparenchym eine verminderte ICAM-1-Expression auf. Daraus re-
sultierte eine geringere Nekrose (Li et al. 2007). Auch die Verwendung von HGF zur Hyper-
trophieinduktion sowie zur Therapie einer cholestatischen Leber bei Ratten oder Mäusen war
bereits Gegenstand anderer Studien. Jedoch erfolgte diese HGF-Applikation hier meist bei ei-
ner akuten Cholestase. So wurde HGF zwei Tage nach der Cholestaseinduktion bei Yoshikawa
et al. (Yoshikawa et al. 1998) injiziert. In einer anderen Arbeit wurde nach der Gallengangs-
ligatur bei Mäusen rekombinantes humanes HGF (rhHGF) appliziert und die Tiere zwei bis
sechs Tage später geopfert (Li et al. 2007). Kaido et al. (Kaido et al. 1999) lösten die Liga-
tur des Gallengangs drei Tage nach deren Durchführung wieder und verabreichten den Tieren
über eine intraperitoneale Pumpe rhHGF. Die HGF-Applikation in chronisch cholestatisches
Lebergewebe in Kombination mit einer Pfortaderligatur wurde jedoch bisher noch nicht durch-
geführt. Dementsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit rhHGF über die Portalvene in die
seit 26 Tagen cholestatische Leber injiziert. Diese Form des HGF wurde gewählt, da rekombi-
nantes HGF die hepatozelluläre DNA-Synthese stärker stimuliert als humanes HGF (Fujiwara
et al. 1993). Möglicherweise ist die Bolusgabe von HGF als problematisch zu betrachten, da
HGF eine kurze Halbwertszeit in Bezug auf die Beobachtungsdauer von 168 h hat. Grund zu
dieser Annahme besteht, da in vorangegangenen Arbeiten beispielsweise bereits fünf Minuten
nach intravenöser Injektion von HGF in die V. jugularis von Ratten über 60% des exogen zu-
geführten HGF in der Leber nachgewiesen werden konnten (Ishii et al. 1995). In einer weiteren
Arbeit konnte festgestellt werden, dass Hepatozyten 40% von in vitro an sie gebundenem HGF
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bereits nach 30 Minuten internalisierten. Ferner waren 100 bis 120 Minuten nach dessen Auf-
nahme durch die Hepatozyten intrazellulär nur noch 50% des HGF nachweisbar (Naka et al.
1993). Dementsprechend wäre mit einer kontinuierlichen Applikation, beispielsweise mittels
intraperitonealer (Kaido et al. 1999) oder intravenöser (Ishii et al. 1995) Pumpe eine konstante
HGF-Wirkung über den gesamten Beobachtungszeitraum zu erreichen.
Jedochmuss auch angemerkt werden, dass die Applikation vonHGF aufgrund seines fördernden
Einflusses auf die Angiogenese, Zellwachstum und -motilität das Wachstum sowie die Invasion
undMetastasierung des vorhandenen Lebertumors bewirken könnte (Matsumoto und Nakamura
1996). Eine Beteiligung von HGF/c-MET an pathologischen Mechanismen der Karzinogenese
ist bisher beispielsweise bei Ovarial-, Magen- oder Lungenkarzinomen sowie Gliomen beob-
achtet werden (Faiella et al. 2022).

Theaflavin Aufgrund der Ergebnisse unterschiedlicher Studien verspricht Theaflavin durch
seine Wirkung auf ICAM-1 einen positiven Einfluss auf die Hemmung der Inflammation im
Leberparenchym während einer Cholestase (Song et al. 2011, Cai et al. 2006, Gosslau et al.
2011). Auch eine verminderten Fibrosebildung unter Theaflavingabe wurde beobachtet (Wee-
rawatanakorn et al. 2015).
Die portalvenöse Applikation wurde bis dato nicht durchgeführt. In bisherigen Studien erfolg-
te eine orale (Weerawatanakorn et al. 2015), intraperitoneale (Shao et al. 2016) oder topische
(Gosslau et al. 2011) Anwendung von Theaflavin bei Nagern. In der vorliegenden Arbeit zeig-
ten sich keine Komplikationen unter der portalvenöse Theaflavingabe. Es kam weder zu einer
Zirrhosebildung oder Peritonitis, noch zu Wundheilungsstörungen. Im Vergleich mit Gruppe 2
wiesen sowohl die laborchemischen Parameter als auch die Tiergewichte keine Auffälligkeiten
auf. Dementsprechend scheint die portalvenöse Theaflavingabe bei Ratten gut verträglich.
Zunächst erschien die Zusammensetzung der hergestellten THEA-Suspension kritisch, da sich
das Theaflavin, welches in Pulverform vorlag, trotz vortexen, Inkubation und Zentrifugation
nicht vollständig in NaCl lösen ließ. Somit wurden makroskopisch sichtbare Partikel in die Por-
talvene appliziert. Jedoch zeigten sich weder histologisch noch klinisch Auffälligkeiten, die auf
Komplikation wie Gefäßverschlüsse oder Fremdkörperreaktionen hinwiesen.
Wurde Theaflavinextrakt beim Menschen oral verabreicht, konnte dessen Biotransformation
durch das Mikrobiom im Gastrointestinaltrakt festgestellt werden. Die entstandenen Metabolite
wiesen anti-inflammatorische und -oxidative Eigenschaften auf, ebenso wie protektive Effek-
te gegenüber der Arterioskleroseentstehung. Darüber hinaus wurde eine Apoptoseinduktion bei
Colonkarzinomzellen beobachtet (Pereira-Caro et al. 2017). Die fördernde Wirkung der oralen
Theaflavingabe auf cholestatisches Lebergewebe könnte somit Gegenstand weiterer Forschung
sein.
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PAL Wie eingangs erwähnt, wird im klinischen Alltag bevorzugt eine Embolisation der Pfort-
ader (PVE) zur Hypertrophieinduktion durchgeführt. Im Gegensatz dazu kommt im tierexpe-
rimentellen Bereich meist eine Pfortaderligatur (PAL) zum Einsatz, da eine Embolisation auf-
grund des geringenGefäßdurchmessers bei Nagern schwer durchzuführen ist (Szijártó und Fülöp
2015). Außerdem ist bei der PAL eine gute Reproduzierbarkeit und Standardisierung des Ein-
griffs realisierbar, weil bei der Ratte jeder Leberlappen eine eigene Blutversorgung besitzt und
somit eine Separation und Ligatur des entsprechenden Pfortaderastes gut möglich ist (Szijártó
und Fülöp 2015). Die Entstehung porto-portaler Shunts wie beim Menschen ist daher praktisch
ausgeschlossen. Bezüglich des Okklusionsgrades der Pfortaderligatur bei Ratten konnte her-
ausgefunden werden, dass eine vollständige Okklusion im Vergleich zur partiellen Ligatur zur
stärkeren Hypertrophie des nicht ligierten Leberlappens führt (Bilodeau et al. 1999).
Vergleicht man die PAL und PVE hinsichtlich ihrer Effektivität der Hypertrophieinduktion, lässt
sich in der Literatur kein eindeutiger Konsens finden. Zum einen wurde bei der Gegenüberstel-
lung der PAL und PVE bei Ratten deutlich, dass durch die PAL eine frühere und umfangreiche-
re Hypertrophie induziert werden konnte (Szijártó und Fülöp 2015). Furrer et al. (Furrer et al.
2008) führten dies auf eine massive Inflammation mit Makrophagenakkumulation in Portalfel-
dern des okkludierten Lappens zurück, die auf einer Fremdkörperreaktion auf das Embolisat
beruhte. Durch die vermehrte Ansammlung der Makrophagen im embolisierten Leberlappen
mangelte es im nicht embolisierten Leberlappen, in welchem sie normalerweise als Trigger der
Leberregeneration wirken, an diesen. In einer anderen Studie zeigten sich hingegen keine Unter-
schiede bezüglich der DNA-Synthese und Proliferation nach PVE oder PAL in der Rattenleber,
allerdings wurde nach der PAL ein größeres Volumen des hypertrophierenden Leberlappens ge-
messen (Huisman et al. 2014).

Cholestaseinduktion Die in der Literatur aufgeführten Studien überAuswirkungen einer Cho-
lestase bei Nagern beruhen in erster Linie auf der Induktion einer akuten Cholestase, da diese
meist nur wenige Tage bestand, bevor die Tiere geopfert wurden (Mizuno et al. 1996, Gujral
et al. 2004). Möglichkeiten zur Auslösung einer akuten intrahepatischen Cholestase sind die
Endotoxin-, Östrogen- oder Medikamenten-Applikation. Mittels einer Gallengangsligatur kann
hingegen eine extrahepatische Cholestase induziert werden (Rodriguez-Garay 2003).
Für eine sinnvolle Evaluation der Hepatozytenproliferation unter dem Einfluss einer chroni-
schen Cholestase sollte diese für mindestens 14 Tage bestehen (Georgiev et al. 2008). Dondorf
et al. (Dondorf et al. 2017) etablierten in ihrer Arbeit ein Modell zur Induktion einer chroni-
schen Cholestase bei Ratten, ohne eine Zirrhosebildung zu provozieren. Dieses Modell kam in
der vorliegenden Arbeit zur Anwendung, da insbesondere die Prozesse im Rahmen einer chro-
nischen Cholestase in dieser Arbeit von Bedeutung sind. Tritt eine Cholestase beim Menschen
im Zusammenhang mit einer Tumorerkrankung der Leber auf, handelt es sich hierbei bekannter-
maßen um eine chronische und keine akute Cholestase (Dondorf et al. 2017). Tumorwachstum
und -infiltration sind schleichende Prozesse und beeinträchtigen dementsprechend die Funktion
des Lebergewebes nicht akut. Auch die Kompression oder Destruktion der abführenden Gallen-
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wege erfolgt über Wochen. Somit kann nur durch die Induktion einer chronischen Cholestase
ein Vergleichsmodell geschaffen werden, welches die Abläufe im menschlichen Körper unter
einer tumorinduzierten Cholestase widerspiegelt.

Klinische Praxis Zwar kann durch die Portalvenenokklusion vielen Patienten mit Lebertumo-
ren eine kurative Therapie ermöglicht werden, bezüglich der Anwendung der PVE im klinischen
Alltag musste jedoch festgestellt werden, dass es zu einem Tumorprogress kolorektaler Meta-
stasen in der Leber nach erfolgter Portalvenenembolisation kommen kann (Kokudo et al. 2001,
Hoekstra et al. 2012). Als Therapieoption für diese Situation besteht die two-stage Hepatekto-
mie. Hierbei erfolgt zunächst die Entfernung der sichtbaren Metastasen mit anschließender PAL
oder PVE. Vier Wochen später folgt die Hemihepatektomie der betroffenen Leberhälfte (Cla-
vien et al. 2007). Eine weitere Möglichkeit der Prävention dieses Tumorprogresses unter PVE
ist die transarteriale Chemoembolisation (TACE), also die Embolisation der tumorversorgenden
Arterie, die zu einer Tumornekrose führt (Ray et al. 2018).
Bei 30% der Patienten ist aufgrund dieses Tumorprogresses oder eines mangelnden Hypertro-
phieausmaßes keine Leberteilresektion möglich (Soll et al. 2013). Der zur Pfortaderligatur oder
-embolisation additive Einsatz von HGF oder Theaflavin als hypertrophie-fördernde Substan-
zen könnte eine zusätzliche Option darstellen, den Zeitraum zwischen Pfortaderokklusion und
Leberteilresektion zu verkürzen und somit dieWahrscheinlichkeit des Tumorprogresses zu redu-
zieren. Auch könnte die Verabreichung dieser Substanzen einer vermehrten Anzahl von Patien-
ten künftig eine Leberteilresektion ermöglichen, wenn diese zuvor aufgrund eines mangelnden
Hypertrophieausmaßes als inoperabel galten.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

Im Folgendenwerden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert und in Beziehung zu den bisherigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen gesetzt.

6.3.1 Körpergewicht

Die Ausgangsgewichte der Tiere wiesen nur eine geringe Streuung von 260, 11 ± 6, 13 g auf.
Bei der Analyse des Körpergewichts stand vor allem dessen Dynamik im Vordergrund, da an-
hand dieser der Gesundheitszustand der Tiere und ihre Beeinträchtigung durch die operativen
Eingriffe beurteilt wurde.

Gewicht nach BDL Nach erfolgter BDL verringerte sich das Körpergewicht der Tiere bis zum
2. und 3. POD. Anschließend kam es zu einem Anstieg des Körpergewichts, bis der zweite Ein-
griff durchgeführt wurde. Grund für den postoperativen Gewichtsverlust ist die Schwächung der
Tiere durch die Operation. Diese führt zu einer verminderten Nahrungsaufnahme sowie gerin-
gerer Aktivität der Tiere. Eine ähnliche Dynamik zeigt sich auch in einer anderen Studie, bei der
Mäuse einer BDL unterzogen wurden (Georgiev et al. 2008). Auch gallengangsligierte Ratten
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wiesen postoperativ zunächst einen Gewichtsverlust auf, wobei diese nach vier Tagen wieder
ihr Ausgangsgewicht erreichten (Schweizer et al. 1995). In einer weiteren Studie mit gleichem
Aufbau erzielten die Tiere ab dem 15. POD das präoperative Körpergewicht (Dondorf et al.
2017). In der vorliegenden Arbeit wiesen die Tiere am 8. POD bzw. 9. POD wieder ihr initiales
Gewicht auf. Möglicherweise ist der schnellere Gewichtszuwachs der Tiere in der vorliegenden
Arbeit auf ihr geringeres Ausgangsgewicht zurückzuführen.

Gewicht nach PAL Der Verlauf des Körpergewichts zeigte auch nach der PAL einen Rück-
gang bis zum 2. POD bzw. 3. POD. Abreu et al. (Abreu et al. 2020) registrierten eine Gewichts-
veränderung von ca. −10, 8% sieben Tage nach erfolgter Pfortaderligatur bei Ratten. In der
vorliegenden Arbeit war hingegen am 7. POD ein geringerer Gewichtsverlust zu verzeichnen
(siehe Tabelle 6). Die erneute Gewichtszunahme innerhalb von drei Tagen liefert Hinweise auf
eine angemessene Erholung der Tiere und eine ausreichende postoperative Schmerztherapie.

6.3.2 Leberfeuchtgewicht

Die Bestimmung des Lebergewichts stellt eine Möglichkeit dar, eine Aussage über das Ausmaß
der Hypertrophie bzw. der Atrophie der Leber zu treffen. Diese Analysemethode ist bereits in
diversen weiteren Studien etabliert (Schweizer et al. 1995, Abreu et al. 2020, Kountouras et al.
1984).

Gesamtlebergewicht Liegt eine alleinige Cholestase der Leber vor, konnte in vorangegange-
nen experimentellen Studien festgestellt werden, dass es zehn bzw. 21 Tage nach der Ligatur
des Gallengangs bei Ratten zu einer Zunahme des Lebergewichts kommt (Kountouras et al.
1984, Dondorf et al. 2017). Ebendiese Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit erzielt.
Alle Gruppen, bei denen eine Cholestase vorlag, wiesen deutlich erhöhte Lebergewichte gegen-
über Gruppe 1 auf. Als Ursache für die Gewichtszunahme der Leber nach einer BDL bei Mäu-
sen ist die Gallengangsproliferation beschrieben (Geerts et al. 2008). Diese konnte auch in den
histologischen Schnitten der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden (siehe Abbildungen 17
und 19). Folglich unterstützen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diese Beobachtung.
Nach einer PVE beimMenschen kommt es nicht zu signifikanten Veränderungen des Gesamtle-
bergewichts, da sich aufgrund des Hypertrophie-Atrophiekomplexes der Volumenzuwachs des
nicht okkludierten Lappens und der Volumenverlust des okkludierten Leberlappens ausgleichen
(Hayashi et al. 2009). Auch nach der Ligatur der Pfortader bei Ratten konnte dieser Effekt be-
obachtet werden (Schweizer et al. 1995).
Die Gewichtsentwicklung der Leber nach Okklusion der Pfortader stellt sich in der vorliegenden
Arbeit wie folgt dar. Es konnte ein Anstieg des Lebergesamtgewichts in allen Gruppen, außer
in Gruppe 2, beobachtet werden. Bei dieser Gruppe veränderte sich das Lebergewicht nach der
PAL kaum (siehe Abbildung 5).
Allerdings zeigte sich, dass das Gesamtlebergewicht der mit HGF und THEA behandelten Grup-
pen geringer als das der Gruppe 2 war. Auf eine verminderte Gallengangsbildung ist dies nicht
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zurückzuführen (siehe Abbildung 17). Da keine Daten über das Lebergewicht vor der PAL vor-
handen sind, kann in der vorliegenden Arbeit jedoch nur die zeitliche Entwicklung des Leber-
gewichts nach einer PAL beurteilt werden und keine Aussage im Vergleich zum Ausgangsle-
bergewicht getroffen werden. Außerdem ist der direkte Vergleich des absoluten Lebergewichts
zwischen den Gruppen nur eingeschränkt möglich, da die individuellen Unterschiede der Ge-
wichte der Rattenlebern nicht berücksichtigt werden. Die LWBR bzw. die WWR sind deshalb
für den direkten Vergleich besser geeignet.

LWBR Eine weitere Möglichkeit des Vergleichs von Gewichtsveränderungen der Leber ist
die Ermittlung der LWBR. Hierbei wird das Lebergewicht auf das Gesamtkörpergewicht bezo-
gen. Bei Betrachtung der LWBRwiesen bei Mueller et al. (Mueller et al. 2003) Rattenlebern mit
ligierter Pfortader 24 h post operationem einen Anteil von knapp unter 4% auf. Einen Tag später
wurde mit 4% das Maximum erreicht. In der vorliegenden Studie wurde bei der PAL-Gruppe
mit 4, 93 ± 0, 72% das Maximum ebenfalls am 2. POD gemessen. In einer weiteren Arbeit,
bei der 2/3 der Rattenleber pfortaderligiert wurden, wurde nach einem kurzen Anstieg bis 30 h
postoperativ über 28 Tage hinweg eine Abnahme der LWBR registriert. In der gleichen Arbeit
wurde die PAL ebenfalls mit einer BDL kombiniert. Bei diesen Tieren zeigte sich eine vermin-
derte LWBR im Vergleich zu den lediglich pfortaderligierten Ratten (Schweizer et al. 1995).
Steiner und Martinez (Steiner und Martinez 1961) beobachteten eine Abnahme der LWBR nach
der PAL bei Ratten, die bis zehn Tage post operationem zwischen 3, 2−3, 8% lag. Bei simulta-
ner Cholestase wurde eine verminderte LWBR registriert. Auch nach erfolgter Teilhepatektomie
unter Cholestase war der Gewichtszuwachs der Leber deutlich geringer als bei Kontrolllebern
ohne Cholestase (Yokoyama et al. 2007).
Die in den genannten Studien beobachtete eingeschränkte LWBR-Entwicklung unter Chole-
stase zeigte sich ebenfalls in der vorliegenden Arbeit. Die LWBR der cholestatischen Gruppen
lag stets unter jener der PAL-Gruppe, den 48 h-Wert der Gruppe 2 ausgenommen. Auch die-
se Daten unterstützen die bisherigen Erkenntnisse, dass die Leberregeneration unter Cholestase
eingeschränkt ist (Yamano et al. 2002). Durch die Applikation von HGF wurde eine Steigerung
der LWBR gegenüber Gruppe 2 erreicht. Das liefert Hinweise für die verbesserte Leberregene-
ration durch HGF. Theaflavin zeigte hingegen keinen fördernden Einfluss auf die LWBR (siehe
Abbildung 6).

WWR Für die Beurteilung des Hypertrophie-Ausmaßes des NL-LL eignet sich dieWWR, die
den Anteil des nicht ligierten Leberlappens am Gesamtlebergewicht ausdrückt.
Im Allgemeinen kann durch die Ligatur der Pfortader eine Steigerung der WWR induziert wer-
den, wie die folgenden Studien verdeutlichen. So konnte sieben Tage nach einer PAL bei Ratten
ein Verhältnis des NL-LL zur Gesamtleber von 77, 6% beobachtet werden (Abreu et al. 2020).
Ähnliche Ergebnisse finden sich in einer weiteren Arbeit. Sieben Tage nach dem gleichen Ein-
griff zeigte sich hier eineWWRvon 81± 1% (Mizuno et al. 1996). In einer anderen Studie stell-
te sich eine Steigerung des Gewichtsverhältnisses des NL-LL zur Gesamtleber auf 59, 7± 4, 4%
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nach der PAL bei Ratten ein (Kaido et al. 1999). Bei der PAL-Gruppe der vorliegenden Studie
wurde eine maximale WWR von 45, 08± 9, 44% nach sieben Tagen dokumentiert.
Die hypertrophie-fördernde Wirkung von HGF im Zusammenhang mit einer Pfortaderligatur
bei Ratten wurde bereits mehrfach untersucht. Wurde pfortaderligierten Ratten über vier Tage
HGFmittels einer intraperitonealen Pumpe verabreicht, zeichnete sich bei diesen Tieren im Ver-
gleich zurKontrollgruppe eine signifikant gesteigerteWWRab (Mangieri et al. 2017). Bei einem
weiteren Experiment wurde eine reversible Cholestase über drei Tage induziert. Gleichzeitig zu
dieser erfolgte eine PAL und bei einem Teil der Tiere eine kontinuierliche intraperitoneale HGF-
Applikation. Bei diesen Tieren zeigte sich in der HGF-Gruppe eine WWR von 44, 6± 1, 8%
am 2. POD und 59, 2± 3, 5% am 4. POD. Die PAL-Gruppe der gleichen Studie wies zu diesen
Zeitpunkten Werte von lediglich 39, 9± 1, 9% bzw. 48, 9± 2, 8% auf. Somit konnte hier eine
Steigerung der NL-LL-Hypertrophie durch die HGF-Gabe erreicht werden. Die DNA-Synthese
war in diesen Tieren gegenüber der Kontrollgruppe ebenfalls deutlich gesteigert (Kaido et al.
1999). Eine gleichgerichtete Beeinflussung des NL-LL-Anteils am Gesamtlebergewicht wur-
de bei der Kombination von HGF mit einer Pfortaderligatur bei Ratten ersichtlich (Rauchfuß
2012). Auch in der vorliegenden Arbeit fiel unter der Gabe von HGF eine Steigerung der WWR
gegenüber der Gruppe 2 auf (siehe Abbildung 7). Diese Daten sind hinweisend dafür, dass HGF
auch im chronisch cholestatischen Lebergewebe die Leberregeneration positiv beeinflusst und
unterstützt die Ergebnisse vorangegangener Studien.
Die verminderte Hypertrophie unter Cholestase, die Kaido et al. (Kaido et al. 1999) beim Ver-
gleich der WWR-Werte der cholestatischen Gruppe und der nicht-cholestatischen Gruppe be-
obachteten, zeigte sich auch in einer weiteren Studie. Wurde hierbei fünf Tage vor der PAL bei
Ratten eine Cholestase durch eine BDL induziert, sank die WWR um 15% im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Mizuno et al. 1996). In beiden Fällen war somit die Hypertrophieinduktion un-
ter einer akuten Cholestase deutlich eingeschränkt, wie auch Yokoyama et al. (Yokoyama et al.
2007) konstatierten.
Im klinischen Alltag liegt jedoch meist eine chronische Cholestase im Rahmen von Tumor-
erkrankungen vor. Ursachen für eine solche Tumor-induzierte Cholestase sind unter anderem
Tumorthromben, eine Tumorinfiltration oder -kompression der Gallengänge oder eine Hämobi-
lie (Qin und Tang 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine chronische Cholestase
induziert, um dem klinischen Bild dieser tumorbedingten Cholestase am nächsten zu kommen.
In der chronisch cholestatisch geschädigten Leber konnte eine ähnliche Entwicklung der WWR
registriert werden wie im Rahmen einer akuten Cholestase. Gruppe 2 wies demnach gegenüber
der PAL-Gruppe ab dem 2. POD deutlich reduzierte WWR-Werte auf (siehe Abbildung 7).
Doch finden sich in der Literatur auch gegenteilige Beobachtungen. Bei einer simultanen 90%-
Pfortader- und Gallengangsligatur lag die WWR der cholestatischen Leber stets über jener der
Kontrollgruppe, die lediglich einer PAL unterzogen wurde (Ren et al. 2015). Allerdings wurde
in dieser Arbeit eine akute Cholestase simultan und in einem deutlich größeren Leberanteil als
in den Vergleichsarbeiten induziert.
Die größte WWR konnte in der vorliegenden Arbeit 120 h nach Theaflavingabe erreicht werden
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und betrug 53, 2± 13, 75%. Unabhängig vom Messzeitpunkt wurde bei dieser Gruppe 4 stets
der größte Anteil des NL-LL am Gesamtlebergewicht registriert, was Hinweis auf eine ausge-
prägte Proliferation der Hepatozyten sein könnte.
Beim Vergleich der WWR zeigt sich, dass die applizierten Substanzen tatsächlich eine erheblich
verbesserte Regeneration der cholestatischen Leber bewirken können. Diese war in Gruppe 2
nahezu dauerhaft am geringsten (siehe Abbildung 7).
Eine Zunahme der WWR könnte auch auf eine gesteigerte Fibrosebildung und Gallengangspro-
liferation zurückzuführen sein, da dieseVeränderungen typischerweise imRahmen einer biliären
Obstruktion auftreten (Schweizer et al. 1995). Ein paralleler Verlauf dieser morphometrischen
Veränderungen und der WWR-Entwicklung war jedoch nur in Gruppe 2 hinsichtlich der Gal-
lengangsproliferation zu beobachten (vgl. Abbildung 7 und Abbildung 17).

Ligierter Leberlappen Die Okklusion der portalvenösen Versorgung eines Leberlappens hat
dessen Atrophie zur Folge. Da simultan eine Hypertrophie des nicht ligierten Leberlappens auf-
tritt, wird von einem Hypertrophie-Atrophiekomplex gesprochen (Schweizer et al. 1995).
In der vorliegenden Arbeit konnte bei allen Gruppen, außer in Gruppe 2, ein Rückgang des An-
teils des ligierten Leberlappens am Gesamtlebergewicht nach der Pfortaderligatur beobachtet
werden. Diese Ergebnisse stimmen mit Erkenntnissen aus anderen Arbeiten überein. Mueller
et al. (Mueller et al. 2003) verzeichneten eine kontinuierliche Abnahme des L-LL-Anteils über
den Beobachtungszeitraum von 192 h nach erfolgter Pfortaderligatur bei Ratten.
In einer weiteren Arbeit wurden Ratten ebenfalls einer PAL, teilweise in Kombination mit einer
BDL, unterzogen. Bei beiden Gruppen wurde eine Abnahme des Anteils des ligierten Leber-
lappens an der Gesamtleber deutlich. Ursächlich für den Gewichtsverlust des L-LL scheint die
abnehmende Hepatozytenfraktion mit gleichzeitiger Zunahme der Fibrose und Gallengänge zu
sein (Schweizer et al. 1995). Diese gesteigerte Fibrosebildung wurde auch in der vorliegenden
Arbeit bis 120 h postoperativ in den Gruppen 1, 2 und 4 registriert (siehe Abbildung 32).
Hinsichtlich der Entwicklung des L-LL-Anteils amGesamtlebergewicht unter Cholestase finden
sich in der Literatur unterschiedliche Angaben. Ratten, bei welchen die Pfortader und teilweise
simultan der Gallengang ligiert wurde, zeigten ein erhöhtes Gewicht des ligierten Lappens der
cholestatischen Lebern gegenüber der Kontrollgruppe (Weinbren und Ghorpade 1962). Eine an-
dere Arbeit, bei der Ratten einer PAL mit gleichzeitiger BDL unterzogen und über sieben Tage
beobachtet wurden, ergab gegenteilige Ergebnisse. Hier wurde eine Zunahme des prozentualen
Anteils des nicht ligierten Leberlappens und eine Abnahme des ligierten Leberlappens nachge-
wiesen (Ren et al. 2015). Ähnliche Resultate der simultanen Gallengangs- und Pfortaderligatur
finden sich in einer weiteren Arbeit (Steiner und Martinez 1961).
Der erhöhte Anteil des ligierten Leberlappens der Gruppe 2 in der vorliegenden Arbeit im Ver-
gleich zur PAL-Gruppe könnte auf eine Schwellung durch die vorliegende Cholestase zurückzu-
führen sein. Um die Prozesse im ligierten, cholestatischen Leberlappen genauer nachvollziehen
zu können, bedarf es jedoch weiterer Studien.
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6.3.3 Laborchemische Untersuchungen

Cholestaseparameter Bei Betrachtung der Cholestaseparameter (Gesamtbilirubin und direk-
tes Bilirubin, AP) war festzustellen, dass die Tiere unter THEA-Applikationmeist die geringsten
Gesamtbilirubinwerte aufwiesen, die sogar unter jenen von Gruppe 1 lagen. Aus vorausgehen-
den Studien ist bekannt, dass es durch eine BDL zunächst zur Erhöhung der Cholestaseparameter
kommt, da der Galleabfluss behindert ist (Yamano et al. 2002, Georgiev et al. 2008, Dondorf
et al. 2017). Yamano et al. (Yamano et al. 2002) unterzogenRatten einer BDL. Sieben Tage später
erfolgte bei einem Teil der Tiere eine zusätzliche PAL. Bei weiteren, bisher unbehandelten Tie-
ren wurde zu diesem Zeitpunkt nur die Pfortader ligiert. Die Tiere wurden über einen Zeitraum
von 21 Tagen beobachtet und in gewissen zeitlichen Abständen geopfert. Bei der PAL-Gruppe
dieser Studie wurde eine Bilirubinkonzentration registriert, die über die gesamte Beobachtungs-
zeit hinweg unter 0, 2mg/dl (= 3, 4µmol/l) lag. Auch in der vorliegenden Arbeit stieg weder die
Gesamtbilirubin- noch die direkte Bilirubinkonzentration bei der PAL-Gruppe über 3µmol/l.
Die Tiere, bei denen eine BDL erfolgte, zeigten bei Yamano et al. (Yamano et al. 2002) ei-
ne Bilirubinkonzentration von 5, 7mg/dl (= 96.9µmol/l) nach sieben Tagen unter Cholestase.
Im weiteren Verlauf der 21 Tage stieg diese bis auf 7mg/dl (= 119µmol/l) an, wobei sich die
Werte der BDL und PAL+BDL Gruppen nicht signifikant unterschieden. Auch Georgiev et al.
(Georgiev et al. 2008), die am murinen Modell die Veränderungsprozesse der cholestatischen
Leber untersuchten, stellten eine steigende Konzentration des direkten und indirekten Bilirubins
bis zum 7. POD nach der BDL fest. Diese hohen Werte konnten bis 45 Tage nach der Ligatur
gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Arbeit ein Rückgang der Bili-
rubinkonzentration 14 Tage nach Ligatur und zusätzlicher Durchtrennung des Gallengangs bei
Ratten deutlich (Kountouras et al. 1984).
Da im hier beschriebenen Experiment die erste Messung der Bilirubinkonzentration am 26. Tag
nach der BDL erfolgte, kann keine Aussage über die Dynamik der Cholestaseparameter vor
diesem Zeitpunkt getroffen werden. Allerdings kann anhand der Normwerte für das Gesamtbi-
lirubin (Normwerte Gesamtbilirubin: 3, 42− 10, 26µmol/l, Umrechnung von mg/dl in µmol/l;
Normwerte siehe Anhang) konstatiert werden, dass im Zeitraum ab der PAL keine Hyperbiliru-
binämie vorlag (siehe Tabelle 11). Eine mögliche Erklärung für die niedrige Bilirubinkonzen-
tration mehrere Tage nach einer BDL liefern Wright und Braithwaite (Wright und Braithwaite
1964). Sie gehen von einer wiederhergestellten biliären Drainage durch die Bildung vonKollate-
ralen und somit einem Bypass der Ligatur aus. Diese neuen Gallengänge bildeten sich zwischen
dem 7. und 12. POD aus.
Ein weiterer Cholestaseparameter ist die AP (Herold 2012). Diesbezüglich wurde in der vor-
liegenden Arbeit deutlich, dass die Aktivität der AP jederzeit im normwertigen Bereich lag
(Normwerte AP: 4, 12 − 8, 92µmol/(ls), Umrechnung von IU/l in µmol/(ls); Normwerte sie-
he Anhang). In den cholestatischen Gruppen wurde stets eine geringere Aktivität der AP als in
Gruppe 1 registriert. Grund hierfür könnte das leicht differierende Alter der Tiere sein. Die erste
Blutprobe wurde bei den cholestatischen Gruppen 26 Tage nach der BDL und somit über drei
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Wochen später als bei Gruppe 1 entnommen.
Auffällig war außerdem, dass die Aktivität der AP nach Durchführung der PAL in allen Gruppen
zunächst reduziert war und über den Beobachtungszeitraumwieder anstieg, ohne den Ausgangs-
wert vor der PAL zu erreichen. In anderen Studien wurde ein gegenteiliger Verlauf beobachtet.
Hier kam es direkt nach der PAL zum Anstieg der AP. Am 7. POD wurde das Ausgangsniveau
wieder erreicht (Bülbüloğlu et al. 2005, Takeuchi et al. 1996). Ob und in welcher Form die vor-
liegende chronische Cholestase Grund für diesen abweichenden Verlauf ist, könnte Gegenstand
weiterer Forschung sein.
Georgiev et al. (Georgiev et al. 2008) registrierten bei gallengangsligierten Mäusen zunächst
einen deutlichen Anstieg der AP und führten dies auf die akute Leberschädigung zurück. Nach
einem kurzen Abfall am 7. POD konnte über 45 Tage hinweg ein stetiger Anstieg über den
präoperativen Wert hinaus gemessen werden. Da in der vorliegenden Arbeit Messwerte vor der
BDL fehlen, kann nur eine Aussage über die Aktivität der AP 26 Tage nach der BDL und nicht
über die Dynamik während dieses Zeitraums getroffen werden. Im Vergleich mit den Normwer-
ten wurde in den cholestatischen Gruppen zu diesem Zeitpunkt keine Erhöhung der AP in der
vorliegenden Arbeit deutlich.
Die unter HGF-Applikation verminderte Hyperbilirubinämie, die in einer vorausgegangenen
Studie beobachtet wurde (Yoshikawa et al. 1998), zeigte sich in der vorliegenden Arbeit nicht.
Dies könnte zum einen darauf zurückzuführen sein, dass keine Hyperbilirubinämie auftrat. Zum
anderen erfolgte in der genannten Arbeit bereits 96 Stunden nach der Cholestaseinduktion mit-
tels α-Naphthyl-Isothiocynat die Opferung der Tiere (Yoshikawa et al. 1998). Dementsprechend
könnte die hemmendeWirkung von HGF auf eine Hyperbilirubinämie vor allem im akuten cho-
lestatischen Zustand von Nutzen sein. Theaflavin beeinflusste den Gesamtbilirubinverlauf dage-
gen positiv und könnte somit die Folgen einer chronischen Cholestase abmildern. Insbesondere
am 2. POD wurde auch die direkte Bilirubinkonzentration durch THEA gegenüber Gruppe 2
reduziert.
Der Anstieg des Bilirubins nach der PAL bei allen Gruppen, außer in Gruppe 2, spiegelt die Dy-
namik der Cholestaseparameter von Patienten wider, bei denen eine PVE erfolgte. Bei diesen
konnten drei Tage nach der PVE signifikant erhöhte Werte des Bilirubins beobachtet werden
(Hayashi et al. 2009).

Leberzellschädigung Einen Hinweis auf eine vorliegende Leberzellschädigung liefern die
Parameter ALAT und ASAT. Diese wurden sowohl vor als auch nach erfolgter PAL gemes-
sen. Auffällig waren hier die 24 h-Werte der Gruppe 1. Beide Enzyme waren massiv um das
25-Fache (ALAT) bzw. das 15-Fache (ASAT) gegenüber dem präoperativen Wert erhöht (siehe
Abbildungen 12 und 13). Diese hohen Werte weisen auf eine starke Leberzellschädigung hin,
welche sich in der histologischen Untersuchung bestätigte. Im Lebergewebe des ligierten Leber-
lappens lag eine ausgeprägte Nekrose vor (siehe Abbildung 29). Dieses Ergebnis ist konformmit
der bisherigen Studienlage. Bekanntlich wird 24 bis 48 Stunden nach erfolgter Pfortaderligatur
das Maximum der zentrilobulären Nekrose erreicht, was mit dem Transaminasenanstieg im Blut
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korreliert (Szijártó und Fülöp 2015). Die zentrilobuläre Lokalisation der Nekrose ist dabei auf
die erhöhte Sensitivität der dortigen Hepatozyten gegenüber ischämischen Zuständen zurück-
zuführen (Bilodeau et al. 1999). Eine ähnliche Dynamik der ASAT-Aktivität war bei Mizuno et
al. (Mizuno et al. 1996) zu finden. 24 h nach der Ligatur der Pfortader bei Ratten kam es hier zu
einem Anstieg der ASAT auf über 3500U/l und anschließend zu einer Abnahme, sodass am 5.
POD keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe mehr registriert werden konnten. Die
Tiere, bei denen fünf Tage zuvor eine Gallengangsligatur erfolgte, wiesen nach der PAL eben-
falls einen Anstieg der ASAT auf, jedoch deutlich geringer als die PAL-Gruppe. Dieser Verlauf
konnte auch in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden. Nach Durchführung der PAL kam es
24 h post operationem bei den Gruppen 2, 3 und 4, bei denen eine Cholestase vorlag, lediglich
zu einem Anstieg um durchschnittlich das 1,79-Fache (ALAT) bzw. 1,73-Fache (ASAT).
Zwar finden sich in anderen Arbeiten (Bilodeau et al. 1999, Furrer et al. 2008) die Maxima der
Transaminasenaktivität nach der Pfortaderligatur bei Ratten ebenfalls zwischen 24 h und 48 h
post operationem, jedoch sind die Werte deutlich geringer als in der vorliegenden Arbeit.
Bei Betrachtung der Transaminasenaktivität nach der PVE beim Menschen im Rahmen der
CCC-Therapie wurde ebenfalls ein Anstieg auf maximal das Dreifache beobachtet. Nach sieben
Tagen wurden die Ausgangswerte wieder erreicht (Ebata et al. 2012). Bezüglich der Beeinflus-
sung der Transaminasen durch Theaflavin gibt es keine Vergleichsstudien. Allerdings wurde bei
der Gegenüberstellung von ICAM-1-defizienten Mäusen mit Wildtyp-Mäusen drei Tage nach
der BDL eine um 65% reduzierte ALAT-Aktivität beobachtet (Gujral et al. 2004). Da THEA
die Expression von ICAM-1 reduziert (Cai et al. 2006) und somit die Leukozyteninvasion ver-
mindert wird, könnte Theaflavin über diesen Mechanismus die Transaminasenaktivität senken.
Dieser Effekt einer verminderten Transaminasenaktivität konnte in der vorliegenden Arbeit bis
24 h nach der Pfortaderligatur beobachtet werden. Eine geringere Beeinflussung imVergleich zu
den beschriebenen Ergebnissen (Gujral et al. 2004) könnte auf die hier bestehende, chronische
Cholestase zurückzuführen sein.

Syntheseparameter Die Bestimmung der Syntheseparameter diente der Analyse der Leber-
funktion. Hierfür wurden die Albuminkonzentration und die Cholinesteraseaktivität im Blut der
Tiere bestimmt. Betrachtet man die Werte der Cholinesterase, so zeigte sich in Gruppe 2 ei-
ne verminderte Aktivität. Im Vergleich dazu waren die Werte der Gruppe 1, bei welcher keine
Cholestase vorlag, deutlich höher (siehe Abbildung 15). Auch bei derMessung der Albuminkon-
zentration ließ sich dies feststellen, was auf eine eingeschränkte Leberfunktion unter Cholestase
schließen lassen kann. Allgemein zeigte sich bei allen Gruppen nach einem leichten Rückgang
48 h nach der PAL eine Steigerung der Syntheseleistung der Leber.
Die unter Cholestase eingeschränkte hepatische Syntheseleistung konnte auch von Dondorf et
al. (Dondorf et al. 2017) anhand eines verminderten Albuminspiegels nach der BDL bei Ratten
registriert werden. Erst nach über 28 Tagen post operationem wurde der Albuminwert der Kon-
trollgruppe erreicht.
In einer anderen Studie wurde die mRNA-Konzentration von Albumin nach einer PAL bei Rat-
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ten gemessen. Diese war kurz nach demEingriff reduziert. Nach 24 hwaren jedoch keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen der Interventions- und Kontrollgruppe mehr feststellbar (Mueller
et al. 2003). Bei Betrachtung der Leberfunktion nach erfolgter PAL bei Ratten und einer addi-
tiven intraperitonealen HGF-Gabe wurde eine schnellere Wiederherstellung der Leberfunktion
deutlich. Die Indocyaningrün-Elimination, mit welcher die Leberfunktion beurteilt wurde, er-
reichte bei der Interventionsgruppe nach 2,83 Tage und bei der Kontrollgruppe nach 6,13 Tage
die Normwerte (Mangieri et al. 2017).
Die Applikation von Theaflavin schien eine positive Auswirkung auf die Syntheseleistung der
Leber zu haben, da sowohl die Albuminspiegel als auch die Cholinesteraseaktivität im Vergleich
zu Gruppe 2 deutlich verbesserteWerte aufzeigten (siehe Abbildungen 14 und 15). Eine positive
Beeinflussung der Syntheseleistung der cholestatischen Leber konnte auch bei der HGF-Gruppe
bei der Cholinesteraseaktivität beobachtet werden.

6.3.4 Histologie

Gallengänge Es ist bekannt, dass es unter einer chronisch obstruktiven Cholestase zur Pro-
liferation der Cholangiozyten der Gallengänge kommt. Auch hepatische Progenitorzellen oder
Ovalzellen, welche eine Transformation zu Cholangiozyten durchlaufen, sind an der Bildung
neuer Gallengänge beteiligt (Rajapaksha et al. 2019). Eine solche Zunahme der Gallengänge in
Portalfeldern nach einer BDL beobachteten auch andere Arbeitsgruppen (Dondorf et al. 2017,
Rodriguez-Garay 2003, Kountouras et al. 1984). Die Gallengangsproliferation nach einer BDL
bei Mäusen wurde beispielsweise mithilfe eines Zytokeratin-Antikörpers, der Gallengangsepi-
thelzellen markierte, deutlich. Die Anzahl der Gallengänge in den Portalfeldern stieg ab dem
2. POD und hielt bis zum 14. POD an. Durch die Verwendung eines Ki67-Antikörpers konn-
ten auch die proliferierenden Gallengangsepithelzellen direkt dargestellt werden. Die vermehrte
Teilung der Zellen erfolgte vor allem zwei bis drei Tage nach der BDL in den großen Gallengän-
gen und hielt in geringeremAusmaß bis 45 Tage postoperativ an (Georgiev et al. 2008). Yamano
et al. (Yamano et al. 2002) konnten eine Zunahme an Gallengängen in den Portalfeldern nach
einer BDL in Kombination mit einer PAL erkennen, jedoch erfolgte die Ligatur der Pfortader
hier bereits sieben Tage nach jener des Gallengangs.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine gesteigerte Anzahl an Gallengängen nach der Cholestase-
induktion ebenfalls deutlich. Im Vergleich zu den anderen Gruppen wies die PAL-Gruppe stets
die geringste Anzahl auf (vgl. Abbildungen 17 und 19). Dennoch ist auch bei dieser Gruppe eine
leichte Zunahme der Gallengänge bis 120 h zu beobachten. Dies ist konform mit Ergebnissen
aus einer vorangegangenen Untersuchung, bei welcher ebenfalls eine PAL bei Ratten durchge-
führt wurde (Schweizer et al. 1995).
Beim Vergleich der ligierten und nicht ligierten Leberlappen fiel außerdem eine erhöhte Gallen-
gangsanzahl in den von der portalvenösen Blutzufuhr abgetrennten Leberlappen auf. Gleiches
wurde in einer Studie von Weinbren und Ghorpade (Weinbren und Ghorpade 1962) beobachtet,
bei der Ratten entweder nur einer PAL oder zusätzlich einer BDL unterzogen wurden.
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Die intraperitoneale Applikation von HGF nach reversibler BDL resultierte in einer gehemmten
Gallengangsbildung (Kaido et al. 1999). Diese hemmende Wirkung von HGF auf die Bildung
neuer Gallengänge konnte in der durchgeführten Studie nicht bestätigt werden. Die Anzahl der
Gallengänge in Gruppe 3 lag über jener der BDL-Gruppe sowohl im ligierten als auch im nicht
ligierten Leberlappen. Ursächlich für diese unterschiedlichen Ergebnisse könnte die abweichen-
de Dauer der Cholestase in den beiden Studien sein.Möglicherweise entfaltet HGF insbesondere
in der akuten Phase der Cholestase seine antiproliferative Wirkung auf die Gallengangsepithel-
zellen. Darüber hinaus erfolgte in der Vergleichsarbeit die HGF-Gabe kontinuierlich über zwei
oder vier Tage mit einer Laufrate von 1µg/h. Dementsprechend war die Dosis der 96 h-Gruppe
deutlich höher als in der vorliegenden Arbeit.
Unter Theaflavingabe stellte sich ein ähnliches Bild dar. Nur 48 h postoperativ konnte in dieser
Gruppe eine geringere Gallengangsanzahl als in Gruppe 2 beobachtet werden. Diese Ergebnisse
sprechen folglich nicht für eine Hemmung der Gallengangsproliferation durch Theaflavin oder
HGF. Dies korreliert weitestgehend mit dem Verlauf des direkten Bilirubins, welcher durch die
Wirkstoffgabe nicht wesentlich beeinflusst wurde. Allerdings wiesen die Bilirubinwerte nicht
auf eine Hyperbilirubinämie hin.

Leukozyteninfiltration Die Akkumulation von Leukozyten in der Leber kann bei verschie-
denen Arten der Leberzellschädigung beobachtet werden. Ist diese beispielsweise durch Endo-
toxine induziert, akkumulieren die inflammatorischen Zellen in erster Linie in den Sinusoiden
(Jaeschke und Smith 1997). Unter Cholestase ist eine Leukozyteninvasion ebenfalls typisch und
geht mit der Extravasation dieser Zellen in das Lebergewebe einher, was in verschiedenen Studi-
en an gallengangsligierten Mäusen gezeigt werden konnte (Allen et al. 2011, Gujral et al. 2003).
So lag eine 40-fache Steigerung der Anzahl der Leukozyten im Leberparenchym drei Tage nach
der Gallengangsligatur gegenüber der Kontrollgruppe vor (Gujral et al. 2003). Vergleicht man in
der vorliegenden Untersuchung die cholestatische Gruppe 2 und die nicht cholestatische Grup-
pe 1, wird ein maximaler Anstieg der Leukozyten auf das Vierfache zwei Tage nach der PAL
in der Läppchenperipherie im nicht ligierten Leberlappen deutlich. Dementsprechend war auch
hier eine vermehrte Leukozytenakkumulation unter Cholestase erkennbar. Allerdings erreichte
diese nicht das Ausmaß wie bei Gujral et al. (Gujral et al. 2003). Der verminderte Invasionsgrad
ist vermutlich auf die Dauer der Cholestase zurückzuführen, da diese in der Vergleichsarbeit le-
diglich drei Tage bestand. Diese abnehmende Leukozyteninvasion mit Voranschreiten der Zeit
der Cholestase konnten auch in einer anderen Arbeit beobachtet werden. Bei dieser lag eine
chronische Cholestase bei Ratten vor. Hierbei konnte 14 Tage nach der BDL ein Rückgang der
portalen Leukozyteninfiltration festgestellt werden (Dondorf et al. 2017). Somit ist vor allem
in der akuten Phase der Cholestase von einer Zunahme der Leukozyten in der Leber auszuge-
hen, was als akute Inflammation nach Cholestaseinduktion angesehen werden kann. Die portale
Infiltration erfolgt in erster Linie über die portalen Venolen (Gulubova 1998). Auch in der vorlie-
genden Arbeit wurde dies deutlich, da ein erhöhter Infiltrationsgrad der Portalfelder gegenüber
der Läppchenperipherie in allen Gruppen sichtbar war (siehe Abbildung 21 und 23).
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ICAM-1 spielt als Adhäsionsmolekül bei der Leukozytenrekrutierung in die geschädigte Leber
eine zentrale Rolle (Selzner et al. 2003). Beim Vergleich vonWildtyp- und ICAM-1-defizienten
Mäusen drei Tage nach BDL akkumulierten Leukozyten bei den Wildtyp-Mäusen vor allem in
den Sinusoiden und portalen Venolen, gefolgt von einer Extravasation in das Parenchym bzw.
die Portalfelder (Gujral et al. 2004). Im Gegensatz dazu wiesen die ICAM-1-defizienten Tiere
eine um 65% geringere Akkumulation neutrophiler Granulozyten auf, wobei hiervon nur 15%
in das Leberparenchym übertraten. Somit wurde die Extravasation neutrophiler Granulozyten
bei ICAM-1-defizienten Mäusen um 90% reduziert (Gujral et al. 2004). Vergleicht man die
Kontrollgruppe mit den gallengangsligierten Tieren, wurde eine 145-fach erhöhte Neutrophilen-
Akkumulation in den Portalfeldern nach BDL deutlich, wobei hiervon nur 12% intravasal loka-
lisiert waren. Bei ICAM-1-defizientenMäusen konnte die Akkumulation um 77−80% reduziert
werden (Gujral et al. 2004). Eine ähnliche Entwicklung zeichnete sich in der vorliegenden Ar-
beit unter Theaflavin-Gabe ab. Bei dieser Interventionsgruppe akkumulierten nach Applikation
ab 48 h weniger Leukozyten in der Läppchenperipherie und ab 120 h periportal weniger Entzün-
dungszellen als in Gruppe 2.
Eine verminderte periduktale Leukozyteninfiltration wurde ebenfalls in cholestatischen Lebern
von Ratten unter intraperitonealer HGF-Gabe beobachtet (Kaido et al. 1999). Auch nach einer
chemisch induzierten Cholestase konnte durch HGF-Applikation ein abgemilderter Inflammati-
onsprozess beobachtet werden (Yoshikawa et al. 1998). Hier wurde insbesondere eine reduzierte
periportale Infiltration durch Entzündungszellen sowie ein Rückgang der Ödembildung erzielt.
Diese Ergebnisse sind konform mit den erfolgten Analysen. Unter HGF-Gabe wurde eine ver-
minderte periportale und periphere Invasion von Leukozyten bereits nach 48 h deutlich (siehe
Abbildungen 22 und 23).
Schlussendlich weisen diese Beobachtungen daraufhin, dass sowohl HGF als auch Theaflavin
das Entzündungsgeschehen im Rahmen einer Cholestase hemmt und somit dessen negativen
Einfluss auf die Leberregeneration minimiert.

Nekrose Bei einer Cholestase kann es durch die Detergenswirkung der Gallensäuren zur aku-
ten Leberzellschädigung kommen und somit eine Nekrose entstehen (Böcker 2012). Ein weiterer
Auslöser der cholestatischen Zellschädigung sind die eingewanderten Leukozyten, welche zy-
totoxische ROS bilden, die das Leberparenchym angreifen (Gujral et al. 2003). Der Untergang
von Hepatozyten konnte bereits drei Tage nach der BDL in Mäusen beobachtet werden (Gujral
et al. 2003). Bestand eine obstruktive Cholestase bei Ratten über längere Zeit, stieg der Nekro-
seanteil in den ersten zwei Wochen postoperativ an (Dondorf et al. 2017). Da der Nekroseanteil
des nicht ligierten Leberlappens in der Gruppe 2 über jenem der PAL-Gruppe lag, konnte somit
in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine verstärkte Nekrosebildung unter Cholestase beobach-
tet werden (siehe Abbildung 28).
Doch nicht nur die Cholestase führt zum Verlust der Hepatozyten, auch durch eine Pfortaderli-
gatur tritt eine vermehrte Nekrosebildung und Apoptose im ligierten Leberlappen auf (Mueller
et al. 2003). Dies zeigte sich bevorzugt perizentral nach der PAL bei Ratten und korrelierte mit
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den Blutwerten der ALAT (Bilodeau et al. 1999). Auch Steiner undMartinez (Steiner undMarti-
nez 1961) kamen zu diesem Ergebnis, nachdem sie bei Ratten die Pfortader ligierten. Das größte
Nekroseausmaß verzeichneten sie zwei Tage nach dem Eingriff, ebenfalls bevorzugt in Bereich
der Zentralvenen. Gleiches stellte sich in der vorliegenden Arbeit heraus. Im ligierten Leber-
lappen der Gruppe 1 wurde eine massive Nekroseentwicklung bis 120 h postoperativ sichtbar
(siehe Abbildung 29). Auch die ALAT- und ASAT-Werte waren zu diesen Zeitpunkten deutlich
erhöht und spiegelten somit diesen Zelluntergang wider (siehe Abbildungen 12 und 13). Die un-
ter Cholestase deutlich verminderte Nekrose könnte dabei ein Hinweis auf eine eingeschränkte
Reaktionsfähigkeit des Lebergewebes auf den veränderten portalvenösen Fluss sein.
Die zytoprotektiven Eigenschaften von HGF wurden bereits in vorangegangenen Studien be-
schrieben. So konnte bei Ratten durch die Implantation von HGF-synthetisierenden Fibroblas-
ten in die Milz eine durch Tetrachlormethan hervorgerufene Leberzellschädigung klar abge-
schwächt werden. Diese Intervention resultierte in einer stark reduzierten Nekrose in der Leber
sowie erniedrigten ALAT- und ASAT-Werte im arteriellen Blut (Kaido et al. 1997). Bei der
Behandlung mit rhHGF zusätzlich zur BDL zeigte sich bei Mäusen zwei und sechs Tage post-
operativ ein um 33% verminderter Nekrose-Score (Li et al. 2007). Darüber hinaus konnte eine
anti-apoptotische Wirkung durch einen HGF-Gentransfer in zirrhotische Rattenlebern beobach-
tet werden. Die Zirrhose wurde dabei durch eine drei- bis fünf-wöchige Dimethylnitrosaminap-
plikation induziert. Nach einer Latenz von 72 h nach dem Gentransfer erfolgte eine partielle He-
patektomie und im Anschluss eine weitere Dimethylnitrosamingabe. Neben der Hochregulation
der Expression des anti-apoptotischen Leberproteins Bcl-xl wurde eine verbesserte Überlebens-
rate bei der Interventionsgruppe erfasst (Nishino et al. 2008). Eine positive Beeinflussung der
Nekroseentwicklung durch HGF zeigte sich in der vorliegenden Arbeit zwischen 48 und 120 h.
In diesem Zeitraum fiel der Nekroseanteil im nicht ligierten Leberlappen in Gruppe 3 unter den
von Gruppe 2.
Auch Theaflavin beeinflusste die Nekroseentwicklung im NL-LL. Nach 48 h kam es zur Re-
duktion der Nekrose im Vergleich zu Gruppe 2 (siehe Abbildung 28). Diese Beobachtung un-
terstützt die bisherigen Erkenntnisse über Theaflavin, dessen zytoprotektiver Effekt mehrfach
beschrieben wurde. Bislang fehlen direkt vergleichbare Studien zur Wirkung von Theaflavin
auf die Nekrosebildung im Rahmen einer Cholestase. Jedoch konnte bisher festgestellt wer-
den, dass unter Theaflavin die zytotoxische Wirkung von intrazellulären ROS, induziert durch
Wasserstoffperoxid (H2O2), abgemildert werden kann (Feng et al. 2002). Die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen, beispielsweise aus H2O2, durch Leukozyten kann im Entzündungsprozess
zu Gewebenekrosen führen (Böcker 2012). Außerdem hemmte Theaflavin die LPS-induzierte
NF-κB-DNA-Bindung und demnach die Aktivierung proinflammatorischer Gene, insbesondere
von ICAM-1, in intestinalen Rattenepithelzellen (Song et al. 2011). Dieses intrazelluläre Adhäsi-
onsmolekül ist wiederum an der Leukozytenrekrutierung in die cholestatisch geschädigte Leber
beteiligt (Selzner et al. 2003). Auch bei der durch Tetradecanoylphorbol-acetat induzierten In-
flammation in Caco-2 humanen Colonkarzinomzellen wurde die Expression von NF-κB und
ICAM-1 durch Theaflavin herab reguliert (Gosslau et al. 2011). Beide Gene sind auch unter
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Cholestase vermehrt exprimiert (Song et al. 2011). Zusammenfassend stellt Theaflavin somit
eine zytoprotektive Wirkung auf cholestatisch geschädigte Hepatozyten in Aussicht.

Fibrose Liegt eine Cholestase über längere Zeit vor, ist eine Zunahme von Bindegewebe im
Lebergewebe zu beobachten (Allen et al. 2011). Diese vermehrte Bildung von extrazellulä-
rer Matrix (EZM) ist eine hepatische Reaktion auf eine Zellschädigung und tritt nach Entzün-
dungsprozessen oder als Teil von Reparationsmechanismen auf (Böcker 2012). Dabei erfolgt
die EZM-Synthese durch unterschiedliche Zellen (Xia et al. 2006). Einerseits bilden durch die
Cholestase aktivierte Sternzellen in den Portalfeldern vermehrt extrazelluläre Matrix. Zum an-
deren tragen portale Myofibroblasten zur Bindegewebssynthese bei (Rajapaksha et al. 2019).
In der vorliegenden Arbeit wurde eine vermehrte EZM-Synthese in den cholestatischen Lebern
gegenüber der Gruppe 1 deutlich (siehe Abbildungen 31 und 32).
Diese Entwicklung zeigte sich auch in anderen Studien. Georgiev et al. (Georgiev et al. 2008)
registrierten 14 Tage nach der BDL ein Maximum des Fibroseanteils im Lebergewebe bei Mäu-
sen, wohingegen die Kontrollgruppe keine Fibroseentwicklung aufwies. In einer anderen Arbeit,
bei der ebenfalls durch eine BDL eine Cholestase induziert wurde, kam es zu einem Anstieg des
Bindegewebsanteils der Rattenleber. Nach 28 Tagen traten die für eine Leberzirrhose typischen
Anzeichen, wie beispielsweise der noduläre, fibröse Umbau des Leberparenchyms, auf (Koun-
touras et al. 1984). Solche zirrhotischen Prozesse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht be-
obachtet werden. Es traten lediglich vereinzelt portale Bindegewebssepten auf, deren Bildung
bereits zuvor beobachtet wurde (Böcker 2012).
Die vermehrte Bindegewebssynthese in den ligierten Leberlappen im Vergleich zu den nicht li-
gierten, die in allen Gruppen erkennbar war, konnte auch durch Shrestha et al. (Shrestha et al.
2014) nachgewiesen werden. Ratten, bei denen eine PAL eine Woche nach der Gallengangsem-
bolisation durchgeführt wurde, wiesen eine deutlich erhöhte Kollagen I Expression sowie eine
gesteigerte Fibroserate im ligierten Leberlappen auf.
Unter HGF-Plasmid-Applikation zeigte sich eine abgemilderte Bildung von Kollagen in gallen-
gangsligierten und somit cholestatischenMäuselebern (Xia et al. 2006). Dieser positive Einfluss
der HGF-Applikation konnte in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden. Die HGF-
Gruppe wies, bis auf eine Ausnahme, stets einen höheren Fibroseanteil als Gruppe 2 auf (siehe
Abbildungen 31 und 32). Diese unterschiedlichen Beobachtungen könnten zum einen darauf zu-
rückgeführt werden, dass in der vorliegenden Arbeit rhHGF und kein Plasmid injiziert wurde.
Außerdem erfolgte eine einmalige Gabe, in der Vergleichsarbeit jedoch eine wiederholte HGF-
Plasmid-Injektion. Auch die Verwendung von Mäusen kann Ursache für die unterschiedlichen
Ergebnisse sein. In der Literatur finden sich allerdings auch andere Ergebnisse. Zwar zeigte sich
eine verminderte Fibrosebildung nach postoperativer, intraperitonealer HGF-Gabe bei gallen-
gangsligierten Ratten, allerdings war die Bindegewebssynthese gegenüber der Kontrollgruppe
nur wenig reduziert (Turk et al. 2016). Auch in zirrhotischen Rattenlebern konnte ein HGF-
Gentransfer die Fibrosebildung nicht merklich beeinflussen (Nishino et al. 2008).
In Gruppe 4, die mit THEA behandelt wurde, zeigte sich keine verminderte Bindegewebssyn-
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these im Vergleich zu Gruppe 2. Interessanterweise wies Gruppe 4 sogar den höchsten Fibro-
seanteil im nicht ligierten Leberlappen unter allen Gruppen auf. Somit konnte die bei Weera-
watanakorn et al. (Weerawatanakorn et al. 2015) beobachtete verminderte Fibrosebildung unter
oraler Theaflavingabe nicht nachgewiesen werden. Ob gegebenenfalls die orale Applikation in
der Vergleichsarbeit hierbei eine Rolle spielt, könnte Gegenstand weiterer Studien sein.
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6.4 Zusammenschau

Letztendlich konnte anhand der durchgeführten Untersuchungen ein förderlicher Einfluss von
Theaflavin und HGF auf die Leberregeneration festgestellt werden. Diese verbesserten Kondi-
tionen äußerten sich in verschiedenen Aspekten. Zum einen konnte die Inflammation unter der
chronischen Cholestase gehemmt werden, was die geringere Leukozyteninvasion in die Leber
beweist. Bei den Tieren, welche HGF erhielten, zeigte sich eine deutlich verminderte periportale
sowie Läppchen-periphere Leukozyteninfiltration ab 48 h nach der PAL. Dies bestätigt die Er-
gebnisse von anderen Studien (Kaido et al. 1999, Yoshikawa et al. 1998). Da durch Theaflavin
die Expression von ICAM-1 vermindert wird und somit die Leukozytenrekrutierung gehemmt
wird (Song et al. 2011, Cai et al. 2006), konnte auch in der vorliegenden Arbeit durch Theaflavin
eine reduzierte Leukozyteninvasion periportal (ab 120 h) sowie in der Läppchenperipherie (ab
48 h) erzielt werden (siehe Abbildung 22 und 23). Da eine Inflammation die Regeneration der
Leber hemmt (Gujral et al. 2003), kann in der vorliegenden Arbeit von einer verbesserten Rege-
neration der chronisch cholestatischen Leber durch Theaflavin und HGF ausgegangen werden.
Weitere Hinweise für eine supportive Wirkung dieser Substanzen lieferte auch die Entwicklung
der Lebergewichte. Der Anteil des nicht ligierten Leberlappens amGesamtlebergewicht (WWR)
lag unter HGF- und THEA-Applikation über jenem der cholestatischen Kontrollgruppe. Auch
Kaido et al. (Kaido et al. 1999) registrierten am Modell einer reversiblen Cholestase mit PAL
eine Steigerung derWWR unter HGF-Applikation. Die relevanten Veränderungen imRegenera-
tionsprozess traten in der vorliegenden Arbeit ab 48 h auf. Bezüglich der direkten Beeinflussung
der Leberregenartion durch Theaflavin gibt es bisher keine Studien, die zum Vergleich herange-
zogen werden können. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind somit die ersten Hinweise
auf die proliferationsfördernde Wirkung von Theaflavin auf die Leber.
Eine positive Beeinflussung der Nekrosebildung konnte durch Theaflavin nach 120 h beobach-
tet werden. Grund hierfür ist am ehesten die verminderte zytotoxische Wirkung der Leukozyten
über oxidativen Stress (Feng et al. 2002). Ein ähnliches Bild der verringerten Nekrose zeigte
sich auch unter HGF-Gabe zwischen 48 h und 120 h. Dass HGF eine zytoprotektive Wirkung
aufweist, wurde auch in vorangegangen Studien beschrieben (Kaido et al. 1997, Li et al. 2007).
Eine verminderte Fibrosebildung konnte in den Interventionsgruppen hingegen nicht nachge-
wiesen werden.
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7 Schlussfolgerung

Die portalvenöse Applikation von HGF simultan zur Ligatur der Pfortader führt zu einer ver-
stärkten Hypertrophie im cholestatischen Lebergewebe der Ratte. Dies konnte durch eine Stei-
gerung des Anteils des nicht ligierten Leberlappens am Gesamtleberfeuchtgewicht (WWR) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 2) verifiziert werden. Darüber hinaus wird durch HGF
die Leukozyteninfiltration portal, periportal und in der Läppchenperipherie vermindert. Dar-
aus resultiert eine Verringerung der Inflammationsprozesse, welche üblicherweise im Rahmen
der Cholestase auftreten und zur Leberzellschädigung sowie Beeinträchtigung der Regeneration
führen.
Ähnliche Ergebnisse liefert die Theaflavingabe. DieWWR stellt sich unter Einfluss von Theafla-
vin erheblich gesteigert dar. Bei Betrachtung der Veränderung der Leukozytenmigration in die
Leber zeigt sich 48 h, bzw. 120 h nach der Applikation eine deutlich verminderte Leukozyten-
infiltration im Hepatozytenverband sowie periportal.
In diversen Studien konnte außerdem eine antikanzerogene Wirkung von Theaflavin festgestellt
werden (Shao et al. 2016, Gosslau et al. 2011, Feng et al. 2002). Dies wäre im Hinblick auf die
Anwendung von Theaflavin bei der Therapie von Lebertumoren ein praktischer Zusatznutzen.
Schlussendlich könnten beide Substanzen zu einer gesteigerten Regeneration der cholestatischen
Leber beitragen und somit die Operabilität von Lebertumoren bei zuvor als inoperable geltenden
Patienten ermöglichen bzw. deren Outcome positiv beeinflussen. Ein weiteres Potential dieser
Therapieoption ist die Verkürzung des Zeitintervalls zwischen Pfortaderokklusion und Leber-
teilresektion mit folglich vermindertem Risiko eines Tumorprogresses in diesem Zeitraum.
Um eine fundierte Aussage über die Effektivität der hier untersuchten Methoden im Rahmen
der Therapie von Lebertumoren treffen zu können, bedarf es weiterführender Forschung. Hier-
bei muss der Einfluss der Substanzen auf das Leberwachstum bei vorliegenden Tumoren unter-
sucht werden, ebenso die Wirkung von HGF und Theaflavin auf das Tumorgewebe. Zusätzlich
muss eine geeignete Herstellung der Injektionslösung entwickelt werden. Bisher ist Theaflavin
nur als Pulver auf dem Markt verfügbar. Dieses löst sich allerdings nicht vollständig in NaCl,
weshalb sich Partikel bilden. Diese könnten zu portalvenösen Obstruktionen im nicht okkludier-
ten Leberlappen führen.
Eingriffe in das Renin-Angiotensin-Aldosterol-System (RAAS) bzw. das ”alternative” RAAS
versprechen ebenfalls einen positiven Einfluss auf eine cholestatisch hervorgerufene Leberfi-
brose. Dies begründet sich in der erhöhten Konzentration von ACE und des Angiotensin II type
1 receptor, die im Rahmen einer solchen Fibrose vorliegen (Rajapaksha et al. 2019). Mittels ei-
ner Hemmung des RAAS durch ACE-Hemmer oder Angiotensinrezeptor-Blocker könnte somit
die Fibrosebildung vermindert werden (Rajapaksha et al. 2019). Ursprünglich waren Untersu-
chungen diesbezüglich in der Forschungsgruppe geplant. Diese waren bisher jedoch aufgrund
der schwierig zu kontrollierenden Dosierung der genannten Substanzen nicht möglich. Die Nut-
zung von ACE-Hemmern sowie eine Kombination unterschiedlicher Substanzen zur Hypertro-
phieinduktion wäre somit ein weiterer Forschungsansatz.
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Normwerte

Die folgende Tabelle der Normwerte wurde von der Website des Unternehmens Charles River
am 8. Juli 2022 abgerufen.

Lewis Rat Hematology
North American Colonies*

January 2008 - December 2011

LEW/Crl WBC NEUT LYMPH MONO EOS BASO NEUT LYMPH MONO EOS

(K/ L) (K/ L) (K/ L) (K/ L) (K/ L) (K/ L) (%) (%) (%) (%)

Male ( ) Mean 7.46 2.75 4.27 0.39 0.03 0.01 36.39 57.78 5.26 0.45

95% interval Low 3.56 1.09 1.94 0.13 0.00 0.00 24.90 46.88 2.38 0.05

High 11.64 4.71 6.19 0.83 0.11 0.04 48.96 69.07 9.29 1.63

N 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

Female ( ) Mean 7.03 2.17 4.35 0.40 0.08 0.02 30.49 62.34 5.71 1.15

95% interval Low 2.98 0.71 2.03 0.11 0.01 0.00 20.82 51.85 2.88 0.10

High 11.24 4.08 6.60 0.76 0.33 0.11 40.16 73.13 8.98 3.72

N 214 214 214 214 214 214 214 214 214 214

LEW/Crl BASO RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW PLT MPV

(%) (M/ L) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (%) (K/ L) (fL)

Male ( ) Mean 0.12 8.48 16.2 50.1 59.2 19.2 32.5 16.5 1068 8.4

95% interval Low 0.00 7.02 13.3 42.6 55.6 16.3 28.4 15.4 664 7.2

High 0.58 10.05 18.9 58.7 63.3 21.5 35.4 17.7 1627 9.7

N 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

Female ( ) Mean 0.30 8.27 16.0 50.9 61.8 19.4 31.4 15.1 1066 8.1

95% interval Low 0.00 6.61 12.5 42.0 58.2 17.0 28.0 13.8 677 6.9

High 1.55 9.99 18.8 61.4 64.7 21.4 34.2 16.2 1663 9.2

N 214 214 214 214 214 214 214 214 214 214

*Samples were collected from animals housed in Charles River’s standard production setting.
Age: 8-10 Weeks.

Lewis Rat Biochemistry
North American Colonies*

January 2008 - December 2011

LEW/Crl CHOL TRG ALT AST ALK TBIL GLU PHOS 

(mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Male ( ) Mean 95 277 114 205 370 0.3 308 12.4

95% interval Low 71 114 46 68 247 0.2 172 10.3

High 121 487 551 710 535 0.6 463 15.0

N 230 230 230 229 230 230 230 230

Female ( ) Mean 101 141 87 246 219 0.3 281 10.9

95% interval Low 74 75 35 81 112 0.1 144 8.9

High 131 261 293 879 346 0.7 432 13.5

N 223 223 223 222 223 223 223 223

LEW/Crl TPR CAL BUN CRE ALB NA K CL 

(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (meq/L) (meq/L) (meq/L)

Male ( ) Mean 6.6 12.0 13 0.5 3.5 144.9 8.75 101.3

95% interval Low 5.7 9.7 6 0.4 3.1 136.0 6.78 96.3

High 8.2 14.4 24 0.7 4.3 163.5 11.14 113.7

N 230 230 230 230 230 228 228 228

Female ( ) Mean 6.9 11.1 12 0.5 3.9 144.0 8.33 101.5

95% interval Low 5.9 9.0 5 0.3 3.4 135.4 6.53 97.0

High 8.0 13.6 21 0.7 4.7 158.6 10.88 110.4

N 223 223 223 223 223 212 212 211

*Samples were collected from animals housed in Charles River’s standard production setting.
Age: 8-10 Weeks.

https://www.criver.com/products-services/find-model/lewis-rat?region=23
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