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Zusammenfassung

0.4. Zusammenfassung

Von dem Wissen iiber die bemerkenswerte Fahigkeit der Leber, selbst nach ausgedehnten
Traumata wieder vollstindig zu genesen, ist bereits in Mythen des antiken Griechenland zu
lesen. In den letzten Jahrzehnten haben sich aufgrund der hohen klinischen Relevanz vermehrt
Wissenschaftler den Mechanismen der Leberregeneration gewidmet. Aufgrund der
Komplexitit der ineinander spielenden Mediatorkaskaden bleiben aber auch nach Jahren der
Forschung essentielle Fragen unbeantwortet.

Fiir Patienten mit bestehendem Diabetes mellitus (DM) wurde wiederholt eine erhohte
Mortalitdt und Morbiditédt nach Leberteilresektionen beschrieben. Ursdchlich wurde eine
durch die diabetische Stoffwechsellage gestorte Leberregeneration postuliert.

Es liegen aber auch Studien vor, die fiir diabetische und nichtdiabetische Patienten von
gleichen Ergebnissen berichten. Da die Patientenkollektive oft nach Grunderkrankungen
selektiert wurden, konnten die widerspriichlichen Daten moglicherweise durch die Auswahl
der Patienten bedingt sein und nicht primir durch Auswirkungen des Diabetes mellitus.
Darum wurde eine multivariate Analyse eines groBen, nicht selektierten Patientenstammes
durchgefiihrt, um den unabhingigen, prognostischen Wert des Diabetes mellitus in der
Leberchirurgie zu eruieren. Aus einer prospektiven Datenbank wurden 633 erwachsene
Patienten ausgewdhlt, die einer Leberresektion unterzogen wurden und weder grofe
Bauchoperationen noch Chemotherapien erhalten hatten. Neben dem Diabetes mellitus
wurden sowohl demographische Daten, als auch Variablen der funktionellen Leberreserve,
sowie der chirurgischen Technik auf ihre Auswirkungen auf Morbiditdt und Mortalitit nach
Leberteilresektion analysiert. 75 Patienten des Gesamtkollektivs hatten einen Diabetes
mellitus (11,8 %) und 96 Patienten (15,2 %) litten an einer Leberzirrhose. Im Vergleich zu
allen nichtdiabetischen Patienten zeigte sich, dass ein bestehender Diabetes mellitus in der
univariaten Analyse mit einer erh6hten Mortalitit korreliert (10,7 % vs. 5,3 % p = 0,047).
Diabetische Patienten waren jedoch auch signifikant élter und hatten eine hohere Privalenz an
Leberzirrhose. Das multivariate Modell identifizierte als unabhéngige Variablen mit
Auswirkungen auf die perioperative Mortalitdt schlielich nur das Alter des Patienten, die
Albuminkonzentration im Serum, den Zirrhosestatus, das Ausmal des chirurgischen Eingriffs
und die Ara des Eingriffs. Insgesamt wurden Komplikationen bei diabetischen und
nichtdiabetischen Patienten in vergleichbarer Frequenz beobachtet (44 % vs. 36 %, p =
0,179). Ebenso wenig gab es signifikante Unterschiede bei der Dauer des stationdren
Aufenthaltes in den beiden Gruppen (18,5 = 1,7 vs. 17,7 = 1,0 Tage, p = 0,119). Die Raten
postoperativen Nierenversagens, prolongierten Aszites und Pneumonien waren jedoch bei der
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Zusammenfassung

Gruppe der diabetischen Patienten hoher als in der Vergleichsgruppe. Folgt man etablierten
kardiopulmonalen und chirurgischen Selektionskriterien, so ist der Diabetes mellitus kein
unabhingiger Risikofaktor fiir eine erhohte perioperative Mortalitét nach
Leberteilresektionen. Obwohl insgesamt die postoperative Morbiditit bei diabetischen und
nichtdiabetischen Patienten nicht unterschiedlich war, so fiel doch ein spezielles
Komplikationsmuster der diabetischen Patienten auf.

Fiir die genauere Untersuchung des Einflusses eines Diabetes mellitus (DM) auf die
Leberregeneration wurden Leberresektionen in verschiedenen diabetischen Tiermodellen
durchgefiihrt.

Im Mausmodell des DM Typ I erfolgte die Diabetesinduktion durch Streptozotozin (STZ).
Mause mit fehlender Expression von Insulinrezeptoren auf den Hepatozyten (LIRKO)
dienten als Mausmodell der hepatischen Insulinresistenz.

Diese Tiere und entsprechende Kontrollen wurden einer 2/3 Leberresektion unterzogen und
die anschlieBende Leberregeneration zu unterschiedlichen Zeitpunkten (6 bis 96 Stunden
postoperativ) beobachtet.

Als Parameter der Leberregeneration wurden Mitoseindices mit Hilfe der Bromodeoxyuridin-
Farbung (BrdU-Farbung) aufgestellt und zusédtzlich das Verhaltnis von Leber- zu
Korpergewicht (L/B-weight ratio) bestimmt. Um Hinweise auf beteiligte Signalkaskaden zu
erlangen, wurden im Serum die Konzentrationen von Interleukin-6 (IL-6), Wachstumshormon
(GH) und Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) bestimmt.

Die mit STZ behandelten Mause zeigten 96h nach der Leberresektion vergleichbare L/B-
weight ratios wie die unbehandelten Wildtypméuse. Dennoch fand sich zu diesem Zeitpunkt
bei den mit STZ behandelten Méusen eine signifikant erhohte Anzahl BrdU positiver
Hepatozyten (4,6 + 0,6%, p = 0,037) und sinusoidaler Endothelzellen (sEC, 11,0 = 2.1%, p =
0,037). Die Kontrolltiere hatten ihre Ausgangswerte 96h postoperativ wieder erreicht. Damit
konnte Insulin als Comitogen bestétigt werden.

Bei den LIRKO-Mausen zeigte die L/B-weight ratio den Trend einer inkompletten
Regeneration 84h postoperativ (0,025 £ 0,002 nach 84h vs. 0,028 + 0,001 prioperativ, p =
0,089). Die Kontrolltiere hatten zu diesem Zeitpunkt ihr initiales Verhiltnis von Leber- zu
Korpergewicht wieder erreicht. Korrespondierend zur verzogerten Hepatozytenproliferation
war 84h nach der Operation bei den LIRKO-M4iusen eine erhohte Anzahl von BrdU-positiven
Hepatozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe (13,3 + 3,5% vs. 2,6 + 0,2%, p = 0,006) zu
beobachten. Die Anzahl der BrdU-positiven sinusoidalen Endothelzellen (sEZ) unterschied

sich nicht.
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Zusammenfassung

Die Serumkonzentrationen von IL-6 und GH zeigten vergleichbare Werte sowohl bei den mit
STZ behandelten diabetischen Méausen als auch bei den LIRKO-Tieren, jeweils im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen. Wahrend es keinen Unterschied der IGF-1
Serumkonzentrationen bei den mit STZ behandelten Tieren im Vergleich zu den
Kontrolltieren gab (48h: 3349 + 548ng/ml vs. 3725 + 58ng/ml), zeigten die LIRKO-Méuse
signifikant erniedrigte Werte im Vergleich zu den Kontrollen (48 h: 580 + 136ng/ml vs. 4209
+ 128ng/ml, p < 0,001).

Obwohl sowohl der Insulinmangel als auch die Insulinresistenz im Tiermodell zu einer
signifikanten Beeintrdchtigung der Leberregeneration im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe fiihrte, zeigte sich in der klinischen Studie der Diabetes mellitus nicht als
unabhingiger Risikofaktor fiir die Mortalitdt nach einer Leberteilresektion beim Menschen.
Eine suffiziente perioperative Insulinbehandlung, wie sie die Patienten erhielten, scheint in

der Lage, die im Tiermodell gezeigten Konsequenzen eines Diabetes mellitus zu verhindern.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Leberregeneration

Die Leber ist ein Organ, welches iiber bemerkenswerte Fihigkeiten zur Regeneration verfligt.
Denkbar ist, dass sich diese wihrend der Evolution entwickelten, um Wildtiere vor den
todlichen Folgen eines Leberversagens durch Lebensmittelgifte aus der Natur zu bewahren
(Michalopoulos und DeFrances, 1997). Die Regenerationsfahigkeit der Leber ist bereits seit
der Antike bekannt, wie uns im Mythos des Prometheus iiberliefert wird.

Prometheus, in der griechischen Mythologie der Freund und Kulturstifter der Menschheit,
hatte das Geheimnis des Feuers den Gottern des Olymp gestohlen, um es den Menschen zu
bringen. Zur Strafe lie} der Gottervater Zeus den Titanen mit Ketten an einen Felsen
schmieden. Téglich sandte Zeus einen Adler, der die Leber des Titanen frafl. Prometheus’
Qualen wiederholten sich Tag fiir Tag, denn nachts wuchs die Leber wieder nach. Auf diese
Weise verdammte Zeus den Unsterblichen bis in alle Ewigkeit.

In den letzten Jahren haben sich viele Arbeitsgruppen mit dem komplexen Thema der
Leberregeneration beschiftigt. Das aktuell am meisten etablierte experimentelle Modell zur
Erforschung der Regeneration ist die Operationsmethode von Higgins und Anderson (Higgins
GM und Anderson RM). Hierbei wird eine 2/3 Hepatektomie (PH) vorgenommen, ohne die in
situ verbleibenden Lappen zu schidigen. In den folgenden Tagen vergrofern sich diese
kompensatorisch, um die resezierten Lappen funktionell zu ersetzen. Im Vergleich zu anderen
Methoden, welche Lebergifte (wie z.B. CCly) benutzen, induziert die Hepatektomie keine
Entziindungsreaktion und schadigt auch nicht das verbleibende Lebergewebe (Michalopoulos
und DeFrances, 1997). Zudem ist der Zeitpunkt des Regenerationsbeginns durch die
Entfernung der Leberlappen genau definiert. Verschiedene Studien belegen eine exakte
Steuerung des Lebergewichtes. So ist eine Verkleinerung des Organs zu beobachten, wenn
man die Leber eines groen Hundes in einen kleinen transplantiert (Francavilla A et al.,
1988). Andererseits vergrofert sich eine Pavianleber, transplantiert man sie in einen
Menschen, innerhalb einer Woche auf die fiir den groBeren Organismus bendtigte Kapazitét
(Starzl TE et al., 1993). Bereits eine Resektion von unter 10% der Lebermasse hat in Studien
zu einer nachweisbaren Regeneration gefiihrt (Michalopoulos und DeFrances, 1997). Im
Gegensatz zu anderen zur Regeneration befdhigten Geweben, ist die Leberregeneration nicht
von einer kleinen Gruppe von Progenitor oder Stammzellen abhéngig. Werden die reifen
Leberzellen jedoch an der Teilung gehindert, treten ebenfalls Stammzellen in groBen Mengen
auf (Thorgeirsson SS, 1996). AuBlerdem gibt es Hinweise, dass sich in solch einer Situation
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Einleitung

zwei bis drei Tage nach einer PH Gallengangsepithelien zu sogenannten ,,oval-cells*
ausbilden konnen, welche wiederum in der Lage sind, sich zu Hepatozyten zu differenzieren
(Evarts RP et al., 1996). Wihrend im Labor die Hepatozyten mit N-Acetylaminoflurene an
der Teilung gehindert werden konnen, findet man in der Klinik vergleichbare Situationen bei
fulminanten Hepatitiden (Michalopoulos GK, 2007). In der Regel teilen sich aber die reifen
Zellen, die in ihrer Komposition die Leber ausmachen und sorgen so fiir eine Regeneration.
Hierzu zéhlen die Hepatozyten, die den Grofteil der Lebermasse bilden, die
Gallengangsepithelien, welche die Gallengédnge auskleiden und die Endothelzellen, die als
spezielle Form in der Leber auftreten. Sie besitzen grofle Spalten im Zytoplasma (Fenestrae),
um moglichst ausgiebigen Kontakt zwischen dem zirkulierenden Blut und den Leberzellen zu
ermoglichen. Auf diese Weise entstehen die Lebersinusoide, in deren Lumen sich als weitere
Zelltypen die vom Monozyten- Makrophagensystem abstammenden Kupfer- oder Sternzellen
befinden. Die sogenannten Ito-Zellen umgeben mit langen Ausldufern die Leberzellen. Sie
sind in der Lage Vitamin A zu speichern, verschiedene ,,connective-tissue“- Proteine zu
synthetisieren und mehrere Wachstumsfaktoren zu bilden (Gressner AM, 1995). All diese
reifen Zellen beginnen sich nach einer Resektion zu teilen. Das Intervall zwischen der
Leberldsion und dem Regenerationsbeginn ist abhéngig von einer Vielzahl verschiedener
Faktoren: Hierzu zihlen neben den im Folgenden beschrieben Parametern am Tage
vorkommende Lichtreize und verschiedene Fiitterungsmuster (Michalopoulos und DeFrances,
1997). Auch gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies.

Nach einem addquaten Stimulus verlassen 95% der Hepatozyten das Go-Stadium und
durchlaufen innerhalb von 48h den Mitosezyklus. Beachtenswert ist, dass die Leber auch
wihrend dieses Zeitraumes in der Lage ist, ihren vielfdltigen Funktionen nachzukommen
(Michalopoulos GK, 2007). So bleibt die Glukosehomdostase gewahrt und die Synthese der
Gerinnungsfaktoren, der Galle und des Albumins bleibt ebenfalls erhalten. Diese Leistung
kann die Leber bis zu einer ca. 2/3-Resektion aufrechterhalten. Wird mehr reseziert, oder
befinden sich mehr als 90% der Zellen in der Mitose, konnen Verdnderungen in diesen
Parametern beobachtet werden. Ein Grund fiir die hohe Syntheseleistung ist die
Chromosomenzahl der reifen Leberzellen. Bei der durchschnittlichen Ratten- oder
Menschenleberzelle findet sich ein vierfacher Chromosomensatz, bei vielen Zellen sogar ein
noch héherer (Nadal C und Zajdela F, 1996). Die Leberteilresektion bewirkt eine schnelle
Induktion von mehr als 100 Genen, welche in einer gesunden Leber nicht exprimiert werden

(Taub R, 1996). Diese Gene steuern direkt oder indirekt den Eintritt der Hepatozyten in die
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G-Phase und ermoglichen es der Leber trotz verminderten Volumens die metabolische
Homdostase aufrecht zu halten (Michalopoulos GK, 2007).

Die Leber ist sowohl beim Menschen als auch bei der Maus aus Leberldppchen aufgebaut.
Diese Lippchen werden peripher von Asten der V. portae und der A. hepatica (Abbildung 1)
versorgt. Zusammen mit den Gallengéingen bilden diese beiden GefdBe die Glissonsche Trias.
Die V. portae, die das vendse Blut vom Intestinum zur Leber fordert, versorgt die Leber mit
Niéhrstoffen fiir ihre zahlreichen Synthesefunktionen. Dieses Blut mischt sich mit dem
sauerstoffreichen Blut der A. hepatica. Vorbei an den Hepatozyten fliefit dieses Blutgemisch
durch die Sinusoide in Richtung Zentralvene. Zwischen den Hepatozyten liegen
rohrenférmige, durch Tight Junctions seitlich verschlossene Spalten ohne eigene Wand,
welche Canaliculi biliferi genannt werden. Sie leiten die von den Hepatozyten gebildete und

sezernierte Galle den abfiihrenden Gallenwegen zu.
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Abbildung 1: Schemazeichnung des mikroskopischen Leberaufbaus
Abgebildet ist eine schematische Skizze der histologischen Leberarchitektur
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Die Leberregeneration beginnt periportal (Rabes HM et al., 1976) und setzt sich nach zentral
fort. Als letztes teilen sich die Hepatozyten um die Zentralvene (Gebhardt R et al., 2007). Die
Hepatozyten beginnen nach einer PH vor den anderen Zellen Zeichen der Teilung zu zeigen.
Erst Stunden spéter beginnen auch die anderen Zellen mit der Synthese des Erbgutes.

Oben beschriebene Kinetik der Zellregeneration legt nahe, dass wachstumsfaktoren-
produzierende Leberzellen die anderen in der Leber vorkommenden Zellen zur Teilung
stimulieren (Michalopoulos und DeFrances, 1997). Bei der Maus ist das urspriingliche
Lebergewicht nach wenigen Tagen wieder erreicht. Die Leberldppchen sind zu diesem
Zeitpunkt noch vergroBert. Es findet jedoch in der folgenden Zeit eine Reorganisation der
Liappchen statt, sodass die Histologie schlie8lich nicht mehr von der einer nativen Leber zu
unterscheiden ist (Wagenaar GT et al., 1993).

Hinsichtlich der Teilungskapazitét bestitigen Studien die im Mythos von Prometheus
beschriebene, nahezu unendliche Regenerationsreserve (Michalopoulos und DeFrances,
1997). So kam es beispielsweise nach der 12maligen Leberteilresektion bei einer Ratte jedes
Mal zu einer vollstandigen Regeneration (Stocker E et al., 1973). In anderen Studien wurde
gezeigt, dass 1000 gesunde Leberzellen in eine kranke Leber injiziert ausreichen, um gesunde
Leberldppchen zu bilden und so die ganze Leber zu retten (Rhim JA et al., 1994).
Mathematische Uberlegungen ergeben, dass ein einzelner Hepatozyt, teilt er sich 34 mal,

1,7 x 10" Zellen hervorbringt (Grompe M et al., 1996). Da eine Rattenleber aus ca. 3 x 10°
Hepatozyten besteht, ist ein einzelner Hepatozyt theoretisch in der Lage, tiber 50 Rattenlebern
zu generieren. Alle diese Forschungsergebnisse zeigen, dass Hepatozyten keine terminal
differenzierten Zellen sind, sondern, ganz im Gegenteil, sich fast ohne Limit teilen konnen.
Umso erstaunlicher ist dieser Vorgang angesichts der komplexen Funktionen der reifen

Leberzellen.

1.1.1. Trigger der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie

Dass sich die Leberregeneration triggernde Substanzen im Blut befinden, zeigte ein
Experiment mit Ratten, deren Blutkreisldufe verbunden waren. Wurde bei einer der Ratten
eine Leberteilresektion durchgefiihrt, konnte bei der anderen Ratte ebenfalls eine Induktion
der Leberzellteilung beobachtet werden (Jirtle RL und Michalopoulos GK, 1982).

Obwohl die Leberresektion aufgrund der Unversehrtheit der verbleibenden Lappen keine
klassische Wunde darstellt, sind doch viele der biochemischen Abldufe nach PH mit denen

einer Wundheilung zu vergleichen (Michalopoulos GK, 2007). Ein Grund dafiir konnte der
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erhohte Scherstress in den Kapillaren aufgrund des verminderten Gesamtquerschnittes sein
(Sokabe T et al., 2004). So ist eine der frithesten biochemischen Verdnderungen die erhohte
Aktivitit des Urokinase-Plasminogen-Aktivators (uPA) fiinf Minuten nach der Teilresektion.
Wie bei der Wundheilung sorgt der uPA auch in der Leber fiir eine Aktivierung des
Matrixremodellings (Michalopoulos GK, 2007). 30 Minuten nach der PH kann eine
Aktivierung der Matrixmetalloproteinase 9 (MMP9) beobachtet werden (Kim TH et al.,
2000). In der Matrix der Leber sind viele Wachstumsfaktoren, wie z.B. der Hepatocyte
Growth Factor (HGF), gebunden. Durch die MMP9 wird dieser aus der Matrix geldst und
durch den uPA aktiviert (Mars WM et al., 1993, 1995). Als Folge des erh6hten HGF Spiegels
kommt es 30-60 Minuten nach PH zur Aktivierung des entsprechenden Rezeptors cMet (Stolz
DB et al., 1999). AuBlerdem steigen innerhalb der ersten Stunde die Konzentrationen des
Transforming Growth Factor 1 (TGFB1) und der Hyaluronsdure im Serum an, welche
ebenfalls aus der Matrix der Leber stammen (Michalopoulos GK, 2007). TGFp1 ist ein
bekannter Mitosehemmer (Houck KA et al., 1988). Dieser hat in der gesunden Leber
wahrscheinlich die Aufgabe, die an die Matrix gebundenen Wachstumsfaktoren in ihrer
Wirkung zu neutralisieren und die Zellen in der Gy Phase zu halten (Michalopoulos GK,
2007). Durch das Matrixremodelling wird dieses Gleichgewicht verschoben. Es werden
Wachstumsfaktoren freigesetzt und TGFB1 gelangt vermehrt in den Blutstrom, wo es von o-
2-Makroglobulin inaktiviert wird (LaMarre J et al., 1991). Wie der Rezeptor von HGF (cMet)
wird auch der Epidermal Growth Factor-Rezeptor (EGFR) aktiviert (Stolz DB et al., 1999).
Die ebenfalls ansteigende Norepinephrinkonzentration verstérkt den Effekt von HGF und
EGF iiber a-1-Rezeptoren. Auflerdem steigen die Konzentrationen von Tumor Necrosis
Factor o (TNF-a ) (Yamada Y et al., 1998), Gallensdauren (Huang W et al., 2006), Interleukin-
6 (IL-6) (Cressman DE et al., 1996), Insulin-Like-Growth-Factor-Bindungsprotein-1
(IGFBP1) (Mohn KL, 1990) und Serotonin (Lesurtel M et al., 2006). Neben den
beschriebenen extrazelluldren Vorgéngen gibt es auch intrazelluldre Verédnderungen. 15-30
Minuten nach PH erscheinen f-Catenin (Monga SP et al. 2001) und Notch-1 Intracellular
Domain (NICD) (Kohler C et al., 2004) im Zellkern der Hepatozyten. Ebenfalls innerhalb der
ersten Minuten wird der Transkriptionsfaktor STAT3 (signal transducer and activator of
transcription-3) aktiviert (Cressman DE et al., 1995) und der Nuclear Factor Kappa B (NF-
kB) (Cressman DE et al., 1994) lésst sich in der Leberzelle nachweisen. NF-kB und STAT3
werden dann in den Zellkern transportiert, wo sie aktivierend auf die Promoterregionen vieler
der sogenannten ,,immediate early genes* einwirken (Michalopoulos und DeFrances, 1997).

Die gesteigerte Expression von STAT3 und NF-«kB ist wahrscheinlich ein Hauptfaktor der
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intrazelluldaren Aktivierungskaskade, welche zur DNA-Synthese fiihrt. Auch wihrend der
Fetalperiode vorhandene Marker wie a-Fetoprotein und Hexokinase steigen in ihrer
Konzentration an (Bonney R1J et. al., 1973). Dariiber hinaus sind Konzentrationsinderungen
vieler weiterer, zum grofiten Teil mit dem Zellzyklus assoziierte Proteine wie Enzyme zur
DNA-Synthese, zu beobachten (Michalopoulos und DeFrances, 1997). All diese Parameter
erreichen im Mausmodell ungeféhr nach fiinf Tagen wieder ihre Ausgangswerte.

Einige der wichtigsten Parameter sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.

1.1.2. Hepatocyte Growth Factor

Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist mit seinem Rezeptor cMet (Nakamura T et al., 1984)
einer der Schliisselfaktoren der Leberregeneration (Michalopoulos und DeFrances, 1997). Er
wird sowohl von den Sternzellen (Schirmacher P et al., 1993), als auch von den
Endothelzellen (LeCouter J et al., 2003) gebildet. Die Bedeutsamkeit von HGF und cMet wird
an homozygoten knock-out Médusen deutlich, welche aufgrund einer unterentwickelten Leber
als Embryo sterben (Schmidt C et al., 1995). HGF ist ein direktes Mitogen (Michalopoulos
GK, 2007). Es scheint von allen die Leberregeneration beeinflussenden Faktoren am
wenigsten ersetzbar zu sein (Michalopoulos GK, 2007). Nach einer PH wird es von der
MMP9 aus der Matrix geldst und aufgrund starker Ahnlichkeit von der inaktiven HGF-Form
zu Plasminogen durch den uPA aktiviert. In den ersten Stunden nach PH stammt das gesamte
HGF aus den Matrixspeichern. Erst nach drei Stunden beginnt die ,,de novo Synthese*
(Pediaditakis P et al., 2001), welche u.a. von IL-6 und Norepinephrin stimuliert wird (Broten J
et al., 1999). HGF findet sich jedoch nicht nur in der Leber. In der Matrix von Lunge,
Plazenta, Milz und Gehirn ist es ebenfalls gebunden und steigt nach einer PH in seiner
Konzentration an (Stella MC und Comoglio PM, 1999; Liu Y et al., 1994). cMet findet sich
an verschiedenen Zellen und vermittelt die promitogenen Effekte von HGF (Naldini L et al.,
1991). AuBlerdem inaktiviert cMet den Fas-Rezeptor und hat so eine anti-apoptotische
Wirkung. Wird der cMet nach PH kiinstlich gestort, fiihrt dies zu einem vollkommenen

Sistieren des Zellzyklus (Wang X et al., 2002).
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1.1.3. TNF-a und IL-6

TNF-a und IL-6 sind keine direkten Hepatozytenmitogene. TNF-a verstérkt, anders als IL-6,
die Effekte von direkten Mitogenen (Webber EM et al., 1998). Beide Substanzen werden von
Kupferschen Sternzellen gebildet. Diese reagieren auf die relativ erhohte Endotoxinbelastung
der Darmbakterien pro verbliebener Leber nach PH unter anderem mit einer erhdhten
Freisetzung dieser Substanzen.

Auch wenn sein Name das Gegenteil suggeriert (tumor necrosis factor- o), hat der TNF-a
unter gewissen Bedingungen einen promitogenen Effekt (Kirillova I et al., 1999). Wirken die
gegebenen Umstédnde eher beglinstigend auf eine NF-kB Aktivierung, so hat TNF-a im
Konzert mit anderen Wachstumsfaktoren eine promitogene Wirkung (Michalopoulos GK,
2007). Lasst sich NF-kB nicht aktivieren, ist die Antwort auf TNF-a eine Apoptose (Iimuro Y
et al. 1998). Bei dem einleitend beschriebenen Matrixremodeling entstehen durch Integrine
(transmembranére Proteine, die Zellen mit der extrazelluliren Matrix verbinden) Signale,
welche TNF-a eine promitogene Wirkung verleihen.

IL-6 ist bekannt als eines der wichtigsten Signale zur Produktion von Akut-Phase-Proteinen
wihrend einer Entziindungsreaktion (Gauldie J et al., 1992).

Die Produktion von IL-6 wird durch zahlreiche Stimuli wie Zytokine, Viren,
Lipopolysaccharide, aber auch mitogene Reize gefordert. Nach einer PH kann ebenfalls ein
Anstieg der IL-6 Serumkonzentration beobachtet werden (Ping C et al., 2006). Neuere
Studien zeigen, dass IL-6 als Mitogen auf die Epithelien der Gallengédnge wirkt (Liu Z et al.,
1998) und Bedeutung fiir die Integritit der intrahepatischen Gallengidnge hat (Demetris AJ et
al., 2006).

Der Einfluss beider Substanzen auf die Leberregeneration wird deutlich, wenn sie geblockt
werden. Appliziert man vor der Operation (PH) Antikorper gegen TNF-a, so sinkt, genau wie
bei Mausen mit IL-6 Defizit, die DNA-Synthese zusammen mit anderen
regenerationsassoziierten Faktoren ab (Diehl AM et al., 1994; Blindenbacher A et al., 2003).
Diese Defekte in der Regenerationsantwort konnen durch die Injektion von IL-6 aufgehoben
werden. Das ldsst vermuten, dass die Regulation der IL-6 Sekretion eine Aufgabe von TNF-a
ist (Michalopoulos und DeFrances, 1997). IL-6 und TNF-a nehmen nach aktuellem
Kenntnisstand nicht nur eine die Regeneration initiierende sondern das komplexe

Regenerationsorchester unterstiitzende Rolle ein.
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1.1.4. GH und 1GF-1

Growth Hormon (GH) ist ein aus einem Polypeptid bestehendes Zytokin (Stocker E et al.,
1973), welches in der Hypophyse synthetisiert und gespeichert wird. Von dort wird es unter
der Kontrolle des hypothalamischen Somatostatins und GH-Releasing Faktors in den
Blutstrom abgegeben. Die von GH vermittelten Wirkungen sind sehr vielfaltig. Sie konnen
eingeteilt werden in direkte und indirekte, wobei der indirekte Effekt vom endokrinen
Mediator Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) vermittelt wird (Pennisi PA et al., 2004). GH
ist der wichtigste Regulator der IGF-1 Synthese und Sekretion aus den Hepatozyten. Im
Gegenzug reguliert IGF-1 das GH im Sinne eines klassischen negativen Feedbacks (Pennisi
PA et al., 2004). Wihrend der Zirkulation im Blutkreislauf ist IGF-1 an spezifische IGF-
Bindungsproteine gebunden (IGFBP). 70-80% des zirkulierenden IGF-1 bilden zusammen
mit der Acid-Labile Subunit (ALS) und dem IGFBP-3 einen Dreifachkomplex. Ein kleinerer
Anteil (15-20%) zirkuliert gebunden an andere IGFBP als Zweifachkomplex, und weniger als
5% des IGF-1 befindet sich in freier Form. Die IGFBPs modulieren die Wirkungen des IGF-1
(Leu JI et al., 2003) indem sie durch Konzentrationsdnderungen die Bioverfiigbarkeit des
IGF-1 verdndern. Die IGFBPs wiederum werden in ihrer Bindungsstirke zu IGF-1 von
spezifischen Proteasen beeinflusst, die durch proteolytische Spaltung zu einer verminderten
Affinitdt fiihren. Die Folge ist eine erhdhte Bioverfiigbarkeit von IGF-1. Die Hepatozyten,
Hauptquelle fiir das zirkulierende IGF-1 und IGFBPs, exprimieren selbst keinen Rezeptor fiir
IGF-1 (Liu YY et al., 1999). Nicht-parenchymale Zellen, wie Kupfersche Sternzellen
exprimieren jedoch auf ihrer Oberfldche den IGF-1 Rezeptor (Scharf JG et al., 1998, Gressner
AM et al., 1995). Dies ldsst vermuten, dass IGF-1 eine parakrine Wirkung der Kupferschen
Sternzellen auslosen konnte (Skrtic S et al., 1997). IGFBP-1 gehort zu den nach einer
Leberresektion am schnellsten induzierten Proteinen (Mohn KL et al., 1991, Ghahary A et al.,
1992). IGFBP-1 knock-out Méuse wiesen eine normale Entwicklung auf, zeigten aber nach
einer Leberresektion Lebernekrosen sowie eine reduzierte und verzogerte DNA Synthese in
den Hepatozyten (Leu JI et al., 2003).

Neben den indirekten vermittelt GH auch direkte Wirkungen auf die Leberzellen. Es gibt
Hinweise, dass GH einerseits die Expression des EGF-Rezeptors (EGFR) sowie andererseits
die Signalkaskade von zytokinbeeinflussenden Proteinen regulieren kann (Thompson BJL et
al., 2000). Ebenso wurde gezeigt, dass GH die Tyrosinphosphorylierung des EGFR in
Leberzellkulturen stimuliert (Yamauchi T et al., 1997). Daher kann von einer wichtigen
Verbindung zwischen dem GH-Rezeptor und dem EGF-Rezeptor wéahrend der

Leberregeneration ausgegangen werden
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1.1.5. EGF

Epidermal Growth Factor (EGF) wird als priméres Mitogen fiir Hepatozyten in der Kultur
angesehen. In vivo wird EGF kontinuierlich von den Brunnerschen Driisen des Duodenums
produziert und der Leber iiber die Pfortader zugefiihrt (Skov Olsen P et al., 1988).
Entsprechend fiihrt eine ausgedehnte Leberteilresektion zu einer proportionalen EGF
Konzentrationssteigerung im verbliebenen Lebergewebe. Zusitzlich werden die Brunnerschen
Driisen durch Norepinephrin, welches ebenfalls nach einer PH induziert wird, zur vermehrten
Produktion von EGF stimuliert (Skov Olsen P. et al., 1985). Kurz nach der PH kommt es zu
Tyrosinphosphorylierungen des EGF-Rezeptor (Rubin RA et al., 1982), was auf einen Effekt
von EGF in der frithen Leberregeneration hindeuten kdnnte (Michalopoulos und DeFrances,

1997).

1.1.6. TGF-a

Wie EGF ist auch Transforming Growth Factor (TGF-a) ein priméres Mitogen fiir kultivierte
Hepatozyten. Wihrend EGF seine mitogene Rolle unmittelbar nach der PH entfaltet, erhoht
sich die Konzentration der TGF-oo mRNA in den Hepatozyten erst einige Stunden nach der
Teilresektion (Mead JE et al., 1989). TGF-a wird von den Hepatozyten selbst synthetisiert,
weshalb es als autokrines Mitogen bezeichnet wird. Eine durch Substitution kiinstlich erhdhte
TGF-a Serumkonzentration fiihrt zu einer gesteigerten Synthese von Hepatozyten-DNA, in
einigen Fillen sogar zur Tumorentwicklung (Webber EM et al., 1994, Lee GH et al., 1992).
Andererseits zeigen Mause mit einer homozygoten Deletion des TGF-a Gens eine normale

Leberregeneration (Russel et al., 1996).
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1.1.7. Norepinephrin

In Hepatozytenkulturen sorgt Norepinephrin (Noradrenalin, NA) iiber a1-Rezeptoren (Cruise
JL et al., 1985) fiir eine Verstirkung des mitogenen Signals von EGF und HGF.
Norepinephrin steigt im Serum nach einer Leberteilresektion innerhalb einer Stunde stark an
(Cruise JL et al., 1987). Des Weiteren stimuliert NA neben der EGF-Sekretion der
Brunnerschen Driisen auch die HGF-Synthese in Myofibroblasten (Broten J et al., 1999). So
hat es vermutlich einen indirekten Effekt auf die Mitoseinduktion der Hepatozyten (Skov
Olsen P et al. 1985).

Durch Inhibition des mitosechemmenden TGF-f1 (Houck KA et al., 1989) verschiebt
Norepinephrin das Gleichgewicht zwischen pro- und antimitogen wirkenden Substanzen zu
Gunsten der promitogenen Mediatoren. Der al-Rezeptor-Antagonist Prazosin bewirkt,
dhnlich einer Leberdenervation, eine DNA-Synthesehemmung nach PH (Michalopoulos und
DeFrances, 1997). Die verzogerte DNA-Synthese wird jedoch bei den meisten Versuchstieren

im Versuchszeitraum wieder aufgeholt (Cruise JL et al., 1987).

1.1.8. Insulin

Insulin nimmt beziiglich der Leberregeneration auf die Hepatozyten am ehesten die Rolle
eines Komitogens ein. Sinkt die Konzentration des Insulins in der Portalvene, zum Beispiel
wegen eines Shunts zwischen Portalvene und V. cava inferior, so atrophiert die Leber (Starzel
TE et al., 1973) oder zeigt eine verzogerte Regeneration (Aznar A et al., 1991). Die Injektion
von Insulin verhindert diesen Prozess oder macht ihn sogar durch Hepatozytenreplikation
riickgéngig (Starzl TE et al. 1976). Wird Insulin unbehandelten Tieren injiziert, so hat es
keine mitogenen Effekte auf Hepatozyten. Die Zahl der proliferierenden Hepatozyten in einer
Kultur wird durch die Einwirkung von Insulin erh6ht. Diese Beobachtungen lassen darauf
schlieBen, dass die vom Insulin benutzte Signalkaskade von anderen Mediatoren vorbereitet
sein muss, damit Insulin seine Wirkung entfalten kann.

Nach einer PH sinkt die Insulinkonzentration im Plasma deutlich ab, wéihrend die
Glukagonkonzentration ansteigt. Diese Beobachtung kann man als physiologische Antwort
auf das verminderte Glukoseangebot durch die Leber nach PH deuten (Michalopoulos und

DeFrances, 1997).
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1.1.9. Prostaglandine

Nach einer Leberteilresektion verringert sich die Summe der GefaBdurchmesser deutlich, die
Flussgeschwindigkeit nimmt zu und der Scherstress in den einzelnen GefaBBsegmenten der
verbliebenen Leber steigt. Die erhohte Flussgeschwindigkeit induziert Stickstoffmonoxyd
(NO), welches die Gefille kompensatorisch weitet. (Schuett H et al, 2007). Zudem wird
postuliert, dass auch Prostaglandine aufgrund des verdnderten Verhiltnisses von Blutfluss zu
Lebermasse vermehrt freigesetzt werden und als ein weiterer Faktor die Leberregeneration
triggern. C-Fos-mRNA, gemessen 15 Minuten nach PH, gilt als ein Index der aktivierten
Leberregenerationskaskade. Sowohl die Gabe des NO- Inhibitors I-NAME (Schoen Smith JM
et al, 2005), als auch die Applikation von Cyclooxygenasehemmern hemmen die c-Fos-

Kinetik nach PH. Die zusétzliche Gabe von NO-Donatoren oder Prostaglandinen konnen den
Effekt auftheben.

1.1.10. Synopsis der Leberregeneration

Ein Uberblick iiber die beschriebenen Regenerationsmechanismen und ihre Interaktionen ist
in Abbildung 2 wiedergegeben. Die Hepatozyten werden zur Teilung stimuliert und treten von
der Go- in die G- und S-Phase des Zellzyklusses ein. Der Beitrag der einzelnen Komponenten
féllt verschieden grof aus. Mit Ausnahme von HGF kommt es zumindest auch in
Abwesenheit einzelner der oben beschriebenen Mitogene in der Kultur zur Zellteilung. Die
anderen Zytokine spielen eher eine fakultative Rolle. Die durch Insulin, IL-6 und
Norepinephrin generierten Signale haben eine komitogene Bedeutung. Bei Stérungen in einer
der Signalkaskaden, kann der damit verbundene verminderte Wachstumsreiz iiber andere

Wege ausgeglichen werden.
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Abbildung 2: Synopsis der Mito- und Komitogene

Abgebildet sind die wichtigsten in die Leberregeneration involvierten Signalkaskaden. Als
Regenerationsstimulus dient die Leberteilresektion (PH), in dessen Folge der Hepatozyt von
der GO- in die G1- bzw. S-Phase iibertritt. Das zentral angeordnete fettgedruckte Rechteck
steht symbolisch fiir einen Hepatozyten in dessen Zellmembran sich, angedeutet ebenfalls
durch Rechtecke, verschiedene Rezeptoren befinden. Ob die jeweiligen Faktoren hemmend
oder aktivierend wirken, ist in der Abbildung mit einem Minus oder Plus gekennzeichnet.

HGF — Hepatocyte Growth Factor, EGF — Epethelial Growth Factor, NNR —

Nebennierenrinde, GH — Growth Hormone, IGF-1 — Insulin-Like Growth Factor-1,

IL-6 — Interleukin 6, a1 — Adrenorezeptor vom Typ al
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1.1.11. Stopp der Leberregeneration

Wie die Initiierung der Leberregeneration ist auch die Riickfiihrung der beteiligten Zellen in
die Go-Phase ein komplex regulierter Ablauf. HGF und EGF sorgen im Labor fiir eine
Induktion von TGF-B1 (Michalopoulos GK et al., 2001), welches im Serum von Ratten bis ca.
72h post-PH erhoht bleibt (Jakowlew SB et al., 1991). Die sich teilenden Hepatozyten sind
aufgrund einer verminderten Expression der entsprechenden Rezeptoren unempfindlich
gegeniiber TGF-B1 (Michalopoulos GK, 2007). Der Grund fiir die Konzentrationserhéhung
des fiir seine mitoseinhibitorischen Effekte bekannten Molekiils am Anfang der
Regenerationsphase ist aufgrund der unvollstindigen Forschungslage noch nicht abschlieBend
geklart. Wahrscheinlich spielt die durch TGF-B1 stimulierte Neuproduktion von
extrazelluldrer Matrix eine entscheidende Rolle. Diese leitet iiber verschiedene Wege
konsekutiv das Ende der Leberregeneration ein. Vorstellbar ist zum einen, dass durch
Integrine vermittelte Signale erneut eine Rolle spielen. Zum anderen ist denkbar, dass das in
der entstehenden Matrix wieder in groBeren Mengen gebundene TGF-f1 und HGF ein
Gleichgewicht herstellt, welches die Hepatozyten in die Gy Phase dirigiert. Aulerdem dndert
sich durch das groer werdende Lebervolumen der Blutstrom, die Scherkréfte nehmen ab und

damit auch die promitogenen Stimuli.

1.2. Klinische Leberresektion

Dank weiter fortschreitender Operationsmethoden und verbesserter Untersuchungtechniken
hat die Zahl der wegen Metastasen oder primérer Lebertumoren durchgefiihrten
Leberresektionen in den letzten Jahren deutlich zugenommen (Adam U et al., 2005); bei
einem deutlichen Riickgang der postoperativen Komplikationen (Dimick et al., 2004). Dies
fiihrt in der Folge zu einer erweiterten Indikationsstellung (Poon et al., 2004). Trotz der
sukzessive optimierten Ergebnisse muss weiterhin eine strenge Patientenselektion gelten und
insbesondere Riicksicht auf eventuelle Begleiterkrankungen genommen werden (Kooby und
Jarnagin, 2004; Poon and Fan, 2004). Konservative Therapieansitze weisen in den letzten
Jahren auch im onkologischen Bereich zunehmend verbesserte Ergebnisse auf (Kooby und
Jarnagin, 2004) und beginnen mit den resektiven Verfahren zu konkurrieren. Insbesondere die
Auswirkung des Diabetes mellitus auf die perioperative Morbiditit bei Leberresektionen

wurde kontrovers diskutiert. Diabetiker, die eine Leberresektion wegen Metastasen eines
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Kolonkarzinoms erhielten, zeigten eine erhohte perioperative Sterblichkeit im Vergleich zu
Patienten ohne Diabetes. Allerdings waren die Langzeitiiberlebensraten nicht unterschiedlich
(Little et al., 2002). Bei Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom (HCC) war ein vorhandener
Diabetes mellitus mit einer signifikant hdheren Zahl von perioperativen Komplikationen
verbunden (Ikeda et al., 1998; Shimada et al., 1998). AuBerdem zeigte die Auswertung von
Langzeitergebnissen wie Uberlebenszeit, rezidivfreies Uberleben (Ikeda et al., 1998) und
Leberdekompensationsraten (Huo et al., 2003) eine ungiinstigere Prognose fiir Diabetiker mit
HCC. Ebenso zeigte sich der Diabetes mellitus auch als negativer prognostischer Faktor bei
der konservativen Behandlung eines HCC (Huo et al., 2004). Eine andere Arbeit berichtet
jedoch von einer vergleichbaren perioperativen Morbiditéit und gleichen
Langzeitiiberlebensraten bei diabetischen und nichtdiabetischen Patienten nach
Leberresektion bei HCC (Poon et al., 2002).

Neuere (asiatische) Studien fassen Daten von Patienten zusammen, welche nach
Grunderkrankungen, assoziiert mit verschiedenen Begleiterkrankungen, selektiert sind. Die
Mehrzahl der japanischen Patienten prisentierte sich mit chronischer Hepatitis C (74%)
(Ikeda et al., 1998), wihrend 74% der Patienten aus Taiwan unter einer chronischen Hepatitis
B litten (Huo et al., 2004). In einer anderen Studie gingen den Leberresektionen meist andere
Bauchoperationen voran und beinahe die Hélfte der Patienten hatte prdoperativ eine
Chemotherapie erhalten, mit einem grofleren Anteil unter den Diabetikern (Little et al., 2002).
Daher kann postuliert werden, dass sich widersprechende Daten eher mit der
Patientenauswahl, als mit den Auswirkungen des Diabetes mellitus erklédren lassen.
Hinsichtlich der Datenlage experimenteller Studien ist eine eingeschrinkte Leberregeneration
beim Diabetes mellitus zu erwarten (Johnston et al., 1986; Chin et al., 1995; Haber et al.,
1995). Schreibt man der Rolle des Insulins beziiglich der Leberregeneration einen
promitogenen Effekt zu, so wiirde man in der Klinik ein verdndertes postoperatives

Regenerationsverhalten erwarten.
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1.3. Diabetes mellitus

1.3.1. Allgemeines zum Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine bereits in der Antike bekannte Erkrankung, die schon damals durch
die dabei auftretende Polyurie und Glukosurie diagnostizierbar war. Die Bedeutung des
Pankreas hinsichtlich des Zuckerstoffwechsels wurde jedoch erst Ende des 19. Jahrhunderts
erkannt, nachdem Minkowski ein bereits im 16. Jahrhundert durchgefiihrtes, aber in
Vergessenheit geratenes Experiment, wiederholte. Er zeigte, dass durch die Resektion der
Bauchspeicheldriise ein Diabetes mellitus induziert werden kann (Ubersicht in Schadewaldt,
1975).

Diabetes mellitus ist eine chronische Erkrankung, die durch absoluten oder relativen
Insulinmangel und seine Auswirkungen auf den Stoffwechsel gekennzeichnet ist. Dabei wird
neben dem Kohlenhydratstoffwechsel auch der Fett- und Eiweilstoffwechsel beeinflusst
(Berger et al., 1992) (Abbildung 3).

Die Priavalenz des Diabetes mellitus liegt in Deutschland zurzeit bei 6,9% (Hauner H, 2001).
Es gibt primdre und sekundidre Formen der Erkrankung, wobei die primére Form mit {iber
99% gegeniiber der sekundéren deutlich dominiert. Der primére Diabetes lésst sich einteilen
in Typ I und den mit 95% dominierenden Typ II. Der Typ I Diabetes ist definiert als absolute
Insulinmangelsituation aufgrund einer pathologischen Verédnderung der -Zellen der
Langerhans’schen Inseln. Beim Typ II Diabetes liegt ein relativer Insulinmangel vor. Hier
reicht trotz normaler oder sogar erhohter Insulinkonzentration im Blut die metabolische
Antwort des Organismus nicht aus. Dies kann u.a. die Folge eines Rezeptor- oder
Postrezeptordefektes sein. Der sekundére Diabetes macht weniger als ein Prozent der
Diabeteserkrankungen aus; er entsteht aufgrund medikamentdser Nebenwirkungen oder als
Folge von anderen Erkrankungen, wie einer Pankreatits oder Pankreasmalignomen sowie
Sekretionsstorungen von kontrainsulindren Hormonen (Berger et al., 1992; Eggstein u. Lulft,
1994).

Sowohl der Diabetes mellitus Typ I als auch der Typ II sind heterogene, multifaktoriell
vererbbare Erkrankungen. Sie werden unabhingig voneinander weitergegeben und
unterscheiden sich im Maf3e des Vererbungsgrades (Kdberling u. Tillil, 1991).

Die klinische Unterscheidung von Diabetes mellitus Typ I und II erfolgt aufgrund der

klinischen Symptome, der Familienanamnese sowie labordiagnostischer Untersuchungen.
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Abbildung 3: Synopsis des Glukosestoffwechsels (bei schwerem DM)

Der absolute Insulinmangel beim Diabetes mellitus Typ I hat eine Reihe von Konsequenzen
auf den Organismus. Dargestellt ist ein Teil des Glukosestoffwechsels bei schwerem
Insulinmangel.

Quelle: modifiziert nach einer Abbildung aus ,,Biochemie & Pathobiochemie* (7.Auflage)
von Loffler G. und Petrides P. E.

1.3.2. Diabetes mellitus Typ I

Bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ I werden die B-Zellen in den Langerhansschen
Inseln durch eine autoimmun-bedingte Entziindung zerstort. Bei dieser sogenannten Insulitis
werden spezifisch nur die B-Zellen destruiert, die anderen in den Inseln vorkommenden
Zellen sind nur sehr selten mitbetroffen (Gepts u. Lecompte, 1981). Autoantikorper und
spezifische T-Lymphozyten, die sich gegen Bestandteile der 3-Zellen oder gegen Insulin
direkt richten, kdnnen oft schon Jahre vor der Manifestation des Diabetes nachgewiesen
werden (Harrison et al., 1993). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass die
Insulitis ebenfalls schon vor der Manifestation des Diabetes besteht (Harrison et al. 1993), die

Anzahl der B-Zellen jedoch noch ausreicht, um klinische Symptome zu verhindern. Erst bei

olel




Einleitung

einem Verlust von mehr als 80-90% der funktionstiichtigen -Zellen, kommt es zu einem
symptomatischen Insulinmangel. Im Laufe der Zeit schreitet die chronisch-progressive
Inselentziindung bis zur restlosen Zerstorung aller B-Zellen fort. Ist dieser Fall eingetreten,
verschwinden im Folgenden auch konsekutive die Autoantikdrper und die spezifischen T-
Zellen (Kolb H, 1997). Der Patient bleibt jedoch lebenslang auf die exogene Zufuhr von

Insulin angewiesen.

1.3.3. Diabetes mellitus Typ II

Beim Diabetes mellitus Typ II liegt pathophysiologisch eine bislang noch nicht abschlieend
geklirte Insulinresistenz vor. In den Industrielindern mit Uber- und Fehlernihrung sowie
Bewegungsmangel tritt diese Form des DM mit steigender Tendenz auf. Sie ist die weltweit
héufigste metabolische Erkrankung. In Deutschland liegt die Pravalenz zurzeit bei 4-10%; in
den kommenden Jahren wird mit einem weiteren dramatischen Anstieg der
Erkrankungshéufigkeit gerechnet (Zimmet P, 1995). Der Typ II Diabetes ist in erster Linie
eine Zivilisationskrankheit. In Zeiten eines allgemeinen Nahrungsmittelmangels, etwa nach
dem Zweiten Weltkrieg, trat die Krankheit kaum auf. Da trotz vergleichbarer Erndhrungs- und
Bewegungsgewohnheiten nicht alle Mitglieder einer Risikogruppe an einem DM Typ II
erkranken, wurden schon lange pradisponierende genetische Faktoren vermutet. In den letzten
beiden Jahren konnten insgesamt fiinf Diabetesgene lokalisiert werden, mit denen 70% des
genetischen Risikos erklért werden konnen (Sladek R et al., 2007).

Die periphere Insulinresistenz, sowie die Dysfunktion der B-Zellen, sind wesentliche
Ursachen der Hyperglykdmie des Typ II Diabetes mellitus (Kahn CR 1994; DeFronzo RA
1988). Wegen der Insulinresistenz kommt es zu verminderter Glukoseutilisation in Insulin-
sensitiven Geweben. Initial gelingt es den B-Zellen, die herabgesetzte periphere
Insulinempfindlichkeit durch eine vermehrte Insulinsekretion zu kompensieren (Weyer C et
al., 1999). Im weiteren Verlauf der Erkrankung reicht die kompensatorische Mehrsekretion
jedoch nicht mehr aus; es besteht ein relativer Insulinmangel, der eine persistierende, klinisch
manifeste Hyperglykdmie zur Folge hat (Kahn CR 1994; DeFronzo RA 1988). Beim
Fortschreiten der Erkrankung kann die Insulinsekretion wegen einer dauerhaften Uberlastung
der B-Zellen unter die Normalleistung der gesunden Zellen sinken. Moglicherweise
induzieren die Hyperglykédmie und die damit einhergehende Hyperlipiddmie eine Apoptose
der B-Zellen und tragen auf diese Art zur Verminderung der Sekretionsleistung bei

(D'Alessandris C et al, 2004).
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2. Fragestellung

Dank der verbesserten operativen und perioperativen Mdglichkeiten konnte die Anzahl der
erfolgreich durchgefiihrten Leberresektionen in den letzten Jahren gesteigert werden.
Aufgrund der Ausweitung der Indikationsstellung fiir eine operative Therapie einerseits und
die Verbesserung der nicht-operativen Therapieoptionen andererseits, erlangt die
Risikobewertung von Begleiterkrankungen hinsichtlich der perioperativen Morbiditét und
Mortalitdt an Wichtigkeit. Ob der Diabetes mellitus als Risikofaktor angesehen werden muss
ist wegen einer unklaren Datenlage ungewiss. Da die widerspriichlichen Studienergebnisse
moglicherweise durch Selektionseffekte des Patientengutes zu erkléren sind, soll in dieser
Arbeit die Bedeutung des Diabetes mellitus im unselektierten Patientengut bewertet werden.
Des Weiteren sollen die Auswirkungen des Diabetes mellitus auf die Leberregeneration im
Tiermodell untersucht werden. Dazu werden bei einem Mausmodell mit absolutem
Insulinmangel und bei einem Mausmodell mit Insulinresistenz eine 2/3 Leberresektion als
Regenerationsstimulus durchgefiihrt. Fiir Hinweise auf die beteiligten Signalkaskaden
wihrend der Leberregeneration sollen die Zytokine IL-6, IGF-1 und GH im Serum der Tiere
bestimmt werden. Die Arbeit soll sich den folgenden Fragen widmen:

1. Gibt es bei den Mdusen mit DM (Typ I und II) im Vergleich zur Kontrollgruppe
Unterschiede der Liver-body-weigt ratio im zeitlichen Verlauf der Leberregeneration?

2. Wie verhilt sich der Hepatozytenmitoseindex nach Leberteilresektion bei Mausen mit
DM (Typ I und IT) im Vergleich zur Kontrollgruppe?

3. Wie verhilt sich der Mitoseindex der sinusoidalen Endothelzellen nach
Leberteilresektion bei Mausen mit DM (Typ I und II) im Vergleich zur
Kontrollgruppe?

4. Gibt es Unterschiede in der Kinetik der IGF-1-Konzentrationen zwischen Méiusen mit
DM (Typ I und IT) und den Kontrollgruppen wéhrend der Leberregeneration?

5. Gibt es Unterschiede in der Kinetik der IL-6-Konzentrationen zwischen Méusen mit
DM (Typ I und II) und den Kontrollgruppen wéhrend der Leberregeneration?

6. Gibt es Unterschiede in der Kinetik der GH-Konzentrationen zwischen Miusen mit
DM (Typ I und IT) und den Kontrollgruppen wéhrend der Leberregeneration?

7. Ist DM ein unabhéngiger Risikofaktor fiir die perioperative Morbiditdt und Mortalitét

nach einer Leberteilresektion beim Menschen?
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3 Material und Methoden

3.1. Tierexperimente

3.1.1. Versuchstiere

Fiir das Versuchsvorhaben wurden 56 ménnliche C57BL/6- Inzuchtméause (Taconic
Germantown, NY, USA) sowie 49 mannliche transgene Miuse (LIRKO) und 43 Kontrollen
(IR™*%) (R.C. Kahn, Joslin Diabetes Center, HMS, Boston, MA, USA) verwendet. Die
Tiere waren zum Zeitpunkt der Operation ca. 12 Wochen alt.
Alle Tiere wurden in einer pathogenfreien, durch die American Association for Accreditation
of Laboratory Animal Care akkreditierten Einrichtung und in Ubereinstimmung mit den
Anforderungen an eine humane Tierhaltung entsprechend den Richtlinien des United States
Department of Agriculture und des United States Department of Health and Human Services
gehalten. Die Versuchstiere waren einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt, wurden
mit kommerziell erhdltlicher Tiernahrung versorgt und hatten freien Zugang zu Trinkwasser.
Alle experimentellen Protokolle wurden durch das Beth Isracl Deaconess Medical Center
Animal Care and Use Program, Boston, USA genehmigt.

In vielen Studien zu dem Thema Leberregeneration werden nicht Méuse sondern
Ratten als Versuchstiere verwendet. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass die
Regeneration der Leber bei allen Nagetieren sehr dhnlich ablduft. Unterschiede gibt es jedoch
beziiglich des zeitlichen Verlaufs der Mitoseindices. So zeigen Ratten eine maximale DNA
Synthese ca. 24h nach der Resektion, wiahrend Mause ihren maximalen Mitoseindex erst

zwischen 36 und 40 h nach Resektion erreichen (Mangnall D et al., 2003).
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3.1.2. Induktion des Diabetes Mellitus Typ I

Zur Induktion des DM Typ I wurde 36 C57BL/6-Méusen Streptozotozin (STZ,
Methylnitrosocarbamoyl-a-D-glucosamin, Sigma, St.Louis, MO, USA) injiziert. Aufgrund
der toxischen Wirkung von Streptozotozin auf die B-Zellen des Pankreas, kommt es zu einem
Verlust von ca. 97 % dieser Zellen (Dufrane D et al., 2006). Die Folge ist ein absoluter
Insulinmangel. Auf die Leber oder andere Organe wirkt das fiir den beschriebenen Zweck
schon lange etablierte STZ nicht toxisch.

Fiir eine suffiziente Zerstorung der B-Zellen wurden nach dem Single-dose-Schema 1 x 200
mg/kg KG Streptozotozin unmittelbar vor Anwendung in Citratpuffer (pH 4,5, 30 mM) geldst
und dann intraperitoneal appliziert. Die Kontrolltiere erhielten eine Vehikel-Injektion, die im
Volumen der STZ-Injektion entsprach. Die Applikation fand 24 Stunden vor der geplanten

Operation statt.

3.1.3. Das LIRKO-Mausmodell (Diabetes mellitus Typ II)

Um die Stoffwechsellage beim Diabetes mellitus Typ II im Mausmodell zu simulieren,
dienten Tiere mit einem knock-out des Insulinrezeptors auf den Hepatozyten (LIRKO, liver-
specific insulin receptor knockout). Die LIRKO-Maduse zeichnen sich durch eine ausgeprégte
Glukoseintoleranz (Michael MD et al., 2000) und eine schwere Insulinresistenz aus (Simon J
et al., 2003). AuBBerdem entsteht eine ausgeprigte Hyperinsulindmie, welche durch eine
vermehrte Insulinsekretion und eine verminderte Insulinclearance erkldrt werden kann
(Michael MD et al., 2000). Der erhohte Blutzuckerspiegel erklirt sich durch eine verminderte
Aufnahme des iiber die Nahrung zugefiihrten Zuckers in die Leber sowie die Unfdhigkeit des
Insulins, die Glukoneogenese in den Hepatozyten zu supprimieren.

Die verwendeten LIRKO-Miuse und ihre Kontrollen (IR“**"**) wurden mit dem Cre/loxP-
System (Metzger D, Chambon P., 2001) generiert und von R .C. Kahn freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt.
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3.1.4. Blutglukosebestimmung

Am Vortag der geplanten Leberresektion wurde bei allen Tieren eine Messung der
Blutglukosekonzentration (Pra-Glc) vorgenommen. Eine weitere Blutglukosebestimmung
wurde vor der geplanten Entnahme der regenerierten Leber durchgefiihrt (Post-Glc). Dies
geschah jeweils mittels Accu-Trend-Sensor Messgerétes (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz)
aus peripher gewonnenem Blut (Schwanzspitze). Der aus dem Gefal3 austretende Blutstropfen
wurde mit einem Accu-Trend Blutglukose-MeBstreifen (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz)
im nach Herstellervorschrift justierten Blutglukosegerét aufgenommen. Die
Blutglukosekonzentration konnte nach wenigen Sekunden abgelesen werden.

Die am Tag vor der Operation durchgefiihrte Messung diente auch als Bestétigung der
diabetischen Stoffwechsellage bei den mit STZ behandelten Tieren.

Wihrend die nicht behandelten Tiere eine Blutzuckerkonzentration von unter 250 mg/dl
aufwiesen, konnte bei den mit Streptozotozin behandelten Tieren ein Wert von iiber 300

mg/dl festgestellt werden.
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3.1.5. Experimentelle Leberresektion

Die Nomenklatur der Leberlappen der Maus ist in der Literatur uneinheitlich. Die 3. Auflage
der Nomina Anatomica Veterinaria (1983) legt folgende anatomische Termini fest: Lobus
sinister lateralis und medialis, Lobus quadratus, Lobus dexter und Lobus caudatus mit

Proc. caudatus und Proc. papillares (Abbildung 4).

Lob.sin.med.
2 10
n

Abbildung 4: Anatomie der Miuseleber

Ansicht von dorsocaudal auf die Leber einer Maus. Hier wird die ausgepréagte Lappung
deutlich. Die Anatomie der Méuseleber ermdglicht den Vergleich zu der in der
Humanmedizin iiblichen Segmenteinteilung nach Couinaud (1957).

Lob. sin. lat. Lobus sinister lateralis
Lob. sin. med. Lobus sinister medialis
Lob. quadr. Lobus quadratus

Proc. pap. Processus papillaris
Lob. dex. Lobus dexter

Proc. caud. Processus caudatus

Quelle: skizziert nach einem Vorbild von Fodra C.
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Die 2/3 PH erfolgte nach der von Higgins und Anderson (Higgins GM und Anderson RM,
1931) bereits 1931 beschriebenen Technik zur Leberteilresektion bei Ratten. Die
Teilresektion der Leber ist ein Standardverfahren zur Induktion der Leberregeneration.
Sie gilt als stirkster Regenerationsreiz der Leber und hat gegeniiber der
Leberparenchymschédigung mit toxischen Substanzen den entscheidenden Vorteil, dass die
verbleibenden Hepatozyten durch diesen Eingriff nicht geschddigt werden (Bucher, 1991).
Die Féhigkeit zur Regeneration bleibt auch nach mehrfachen Hepatektomien erhalten
(Fausto, 2001).
Die Anzahl der von der Gy Phase in die G; Phase iibertretenden Zellen ist proportional zum
resezierten Lebergewebe (Bengmark et al., 1973).
Die Entscheidung fiel aus zwei Griinden auf eine 2/3 Resektion. Diese bietet auf der einen
Seite einen sehr starken Regenerationsreiz, andererseits aber auch hohe postoperative
Uberlebensraten. In der Literatur schwanken die Werte meist zwischen 90 und 100% fiir
gesunde Tiere (z.B. Greene et al., 2003).
Aufgrund der ausgepriagten Lappung der Miuseleberleber ist es mit dieser Technik moglich,
ein definiertes Volumen an Leberparenchym mit relativ kleiner Resektionsfldche und
geringem Blutungsrisiko zu entfernen. Die Operation wurde in Vorversuchen solange
trainiert, bis eine Op-Zeit von 13+3 Minuten erreicht wurde.
Die Operation erfolgte mittels mikrochirurgischer Instrumente (Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskopes (stereoskopisches
Zoommikroskop SMZ-U, Nikon, Melville, NY, USA).

Die Versuchstiere wurden mittels Pentobarbital (40-70 pg /gKG, Nembutal, Abbott,
North Chicago, IL, USA) intraperitoneal narkotisiert. AnschlieBend wurde das zu operierende
Tier auf dem Riicken liegend auf dem Operationstisch fixiert und unter semi-sterilen
Bedingungen eine 1cm messende, am Xiphoid beginnende mediane Laparotomie
durchgefiihrt. Nach Eroffnung der Bauchdecke wurden der Lobus lateralis sinister, der Lobus
quadratus, sowie der Lobus medialis sinister hervorluxiert. AnschlieBend wurde eine
basisnahe Ligatur (Seide, 6/0, Ethicon, Somerville, NJ, USA) um die drei Lappen platziert

und mittels Schere das Parenchym reseziert.
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Auftretende Blutungen wurden sorgfiltig mit dem Elektrokauter gestillt.

Das verbleibende Leberrestgewebe (Abbildung 5), bestehend aus Lobus dexter, Processus
caudatus und Processus papillaris, betrug ca. 1/3 des urspriinglichen Lebergewichtes
(Bengmark et al., 1973).

Die Bauchdecke wurde mit fortlaufender Naht (Seide, 4/0, Ethicon, Somerville, NJ, USA)
verschlossen. Das Trinkwasser der Tiere wurde post operationem zur Analgesie mit

Buprenorphin versetzt (0,01 mg/ml, Buprenex, Reckitt & Colman, Richmond, VA, USA).

Abbildung 5: Anatomie der Miuseleber nach 2/3 Resektion

Ansicht von dorsocaudal auf die resezierte Leber einer Maus.

Proc. pap.: Processus papillaris
Lob. dex.: Lobus dexter
Proc. caud.: Processus caudatus

Quelle: skizziert nach einem Vorbild von Fodra C.
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3.1.6. Materialgewinnung

Nach Einleitung der Anésthesie (Pentobarbital 40-70 pg /gKG, Nembutal, Abbott, North
Chicago, IL, USA) wurden die Tiere gewogen und auf dem Riicken liegend unter dem
Operationsmikroskop fixiert. Dann wurde {iber eine mediane Laparotomie die Peritonealhdhle
erdffnet und die regenerierte Leber entnommen und gewogen.

Neben den Ausgangswerten (ohne vorangegangene Leberresektion) zum Zeitpunkt 0, wurden
die Proben je nach Gruppenzugehdrigkeit 24, 48, 72 und 96 Stunden nach der
Leberteilresektion (Mausmodell zum DM Typ I) bzw. 6, 24, 48 und 84 Stunden nach der
Teilresektion (Mausmodell zum DM Typ II) gewonnen.

Zur Aufbewahrung bis zur Durchfithrung der Analysen wurden die Gewebeproben entweder
in Formalin fixiert oder in fliissigem Stickstoff, teilweise unter Verwendung eines
Gefriermediums (TBS, American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA, USA) konserviert.
AuBerdem wurde mit einer heparinisierten Spritze das gesamte zirkulierende Blut aus der V.
cava inferior entnommen. Die zentrifugierten Serumproben wurden in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C bis zur endgiiltigen Analyse aufbewahrt.
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3.1.7. Histologie

3.1.7.1. Hamatoxilin-Eosin-(HE) Fiarbung

Wie bei der Herstellung der immunhistochemisch gefarbten Priparate beschrieben (3.1.7.2.),
erfolgte die Trennung der Gewebestiicke vom Formalin. Anschlieend wurden die in Paraffin
gebetteten Praparate am Mikrotom geschnitten (Dicke: 5 um) und auf Objekttriager gebracht.
Dann wurden sie 15 bis 20 Sekunden in Himatoxylin (Gill’s II) (Kernfarbung) gebadet und
kurz mit destilliertem Wasser gespiilt. Im nachsten Schritt wurden die Préparate dreimal in
HCL-Alkohol (70%EtOH, 1%HCI) getaucht und im Folgenden mit heilem Leitungswasser
gut gespiilt. Nun wurde das Zytoplasma mittels Eosin angeféarbt (zwei bis fiinf Sekunden). Zur
Dehydratation der Préparate wurden sie wiederholt Alkohol ausgesetzt

(Ethanol 95% (1 min), Ethanol 95% (1 min), Ethanol 100% (1 min), Ethanol 100% (1 min),
Ethanol 100% (1 min), Xylene (1 -3 min), Xylene (1 -3 min)).

AnschlieBend wurden die Leberschnitte mit ,,Mounting Medium* eingedeckt und durch
Aufbringen eines Deckglases geschiitzt. Alle fiir die HE-Farbung notwendigen Reagenzien

wurden von American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA, USA bezogen.

3.1.7.2. BrdU-Firbung

1982 entwickelte Gratzner (Gratzner HG, 1982) eine Methode zum Nachweis proliferierender
Zellen: Die Inkorporation und den immunzytochemischen Nachweis von 5°-Bromo-2°-
deoxyuridin (BrdU). BrdU ist ein synthetisches Thymidinanalogon (Abbildung 6), das in
gleicher Weise wie Thymidin dem Thymidinstoffwechsel (Thymidinkinase) unterliegt und in
der DNA-Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzykluses kompetitiv anstelle von Thymidin in die
Zell-DNA eingebaut wird.

Durch Gabe eines priméren Antikorpers gegen BrdU schafft man die Bindungsstelle fiir einen
weiteren Antikorper. Dieser sekundéire Antikdper bewirkt durch ein assoziiertes Enzym

schlieBlich die Farbung der sich teilenden Zelle.
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Abbildung 6: Strukturformel von BrdU und Thymidin

Diese Methode ermoglicht es, durch Bestimmung des Anteils der Zellen die sich in der S-
Phase befinden, Aussagen {liber die Anzahl der sich teilenden Zellen zu machen. Setzt man die
mit BrdU angeférbten Zellen mit den nicht angeférbten Zellen ins Verhéltnis, so erhilt man
den Mitoseindex.

60 Minuten vor der Materialgewinnung erhielten die Versuchstieren 200 mg/kg KG
Bromodeoxyuridin als intraperitoneale Injektion.

Das Lebergewebe wurde direkt nach der Operation in Formalin (Formalin 10% mit
Phosphatpuffer, American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA, USA), fixiert. Im nichsten
Schritt wurden die Préparate im ,, Tissue Processor (Tissue Processor, Thermo Shandon,
Waltham, MA, USA) in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 2x 95%, 3x 100%
Ethanol und 3x Xylene [American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA, USA]) vom
Formalin getrennt und dehydriert. Dieser Vorgang erstreckte sich auf ca. 8-10 Stunden. Dann
wurden die Gewebestiicke in Paraffin eingebettet, zugeschnitten (5 pm) und auf Objekttrager
aufgebracht. Um das Gewebe vom Paraffin zu befreien, wurden die Priparate zweimal fiir
jeweils vier Minuten in Xylene gelegt. Um das Xylene zu entfernen, wurden die Priparate fiir
dreimal drei Minuten in 100%iges Ethanol und anschlieBend zweimal fiir jeweils drei
Minuten in 95%iges Ethanol verbracht. Ein zweimaliges Waschen mit H>O schloss diesen
Schritt ab.

Im Folgenden wurden die Praparate, um die DNA zu denaturieren, unter hohem Druck fiir 10
Minuten heilem Citratpuffer (unterhalb des Siedepunktes) (Citratpuffer 10mM pH6.0
[American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA und USA]) ausgesetzt. Durch die DNA-
Denaturierung wurde das als Antigen wirkende in die DNA eingebaute BrdU freigelegt.
Anschlielend erfolgte die Abkiihlung der Priparate fiir 15 bis 20 Minuten in Eiswasser.

Daraufhin wurden die Proben fiir zweimal 5 Minuten in Phosphate-Buffered Saline (PBS /
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Phosphat gepufferte Salzlosung, American Master Tech Scientific Inc., Lodi, CA, USA)
getaucht und dann mit Pferdeserum (7% in PBS, American Master Tech Scientific Inc., Lodi,
CA, USA) geblockt. Nach 30 Minuten wurde dieses entfernt und der primére Antikorper tiber
Nacht bei vier Grad Celsius hinzu gegeben (1:50 in PBS) (K167, rat anti mouse,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Im nichsten Schritt wurden die Priparate zweimal mit
PBS gespiilt, anschliefend mit H,O5 in PBS 1:100 fiir 15 Minuten geblockt und wieder
zweimal mit PBS gespiilt. Dann wurde der sekundédre Antikorper (biotinylated rabbit anti rat
IgG, Vector Lab., Burlingame, CA, USA) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Weiterhin wurde AB complexHRP in TRIS Puffer (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) der
Anleitung entsprechend vorbereitet und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten auf die Gewebe
gegeben. Die Farbe wurde mit DAB Substrat (Vector Lab., Burlingame, CA, USA)
entwickelt. Als Gegenfarbung diente Gill’s II Himatoxylin (American Master Tech Scientific
Inc., Lodi, CA, USA), welches fiir 5 Sekunden einwirken musste. Dann wurde erneut mit
Xylene dehydriert, mit ,,Mounting Medium* (Clear Mount, American Master Tech Scientific
Inc., Lodi, CA, USA) fixiert und abschlieBend das Deckglas aufgebracht.
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3.1.8. Auswertung der Praparate

3.1.8.1. Himatoxylin Eosin (HE)-gefarbte Praparate

Die HE-geféarbten Préiparate wurden angefertigt, um mit ihrem hohen Kontrast zur Bewertung
der regenerierten Leber beizutragen und eine Gesamtiibersicht zu liefern (Abbildung 7). Mit
thnen war es im Vergleich zu den BrdU-gefarbten Priparaten besser moglich, Veranderungen
der Leberarchitektur zu beurteilen. Zur Untersuchung diente ein Mikroskop der Firma Leitz

(Ortholux II, Leitz, Wetzlar, Deutschland).

3.1.8.2. BrdU-gefirbte Priparate

Die Priparate wurden mit einem Mikroskop (Ortholux II, Leitz, Wetzlar, Deutschland)
ausgewertet. Dazu wurden bei 400-facher VergroBerung die BrdU-positiven sowie -negativen
Hepatozyten und sinusoidalen Endothelzellen in zehn Gesichtsfeldern eines jeden Préparates
ausgezéhlt. Die Fotodokumentation erfolge mit einer hochauflésenden Digitalkamera

(DXC- 930P, Sony, Tokyo, Japan). Zur Demonstration des Bildmaterials sind im Folgenden
einige BrdU gefarbte Leberschnitte, aufgenommen in verschiedenen Regenerationsstadien,

exemplarisch dargestellt (Abbildung 8 bis 11).
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3.1.9. Histologische Aufnahmen

Abbildung 7: murines Lebergewebe in der HE-Firbung, 48h postOP

Zu sehen sind Lebersinus (S), gebildet von Hepatozyten (Hep), die auf die V. centralis
(V) zulaufen. Des Weiteren konnen die Kerne von Endothelzellen (K-End) und
Hepatozyten (K-Hep) unterschieden werden. Diese Farbung dient der
Ubersichtsgewinnung. So kann festgestellt werden, ob die Architektur des regenerierten
Lebergewebes mit dem einer unbehandelten Leber {ibereinstimmt oder Differenzen z.B.

in der ZellgroBe aufweist.

Lebersinus (S)

Hepatozyten (Hep)

Vena centralis (V)

Kern einer Endothelzelle (K-End)
Kern eines Hepatozyten (K-Hep)
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Abbildung 8: murines Lebergewebe in der BrdU-Fiarbung vor Beginn der
Regeneration

BrdU-gefdrbtes Leberpréaparat, gewonnen zum Zeitpunkt vor Beginn der Regeneration.

Dementsprechend sind keine mit BrdU gefédrbten Zellen zu identifizieren.

Negativer Hepatozyt (Hep neg)
Negative Endothelzelle (End neg)
Vena centralis (V)

Lebersinus (S)
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Abbildung 9: murines Lebergewebe in der BrdU-Firbung, gewonnen 48h postOP

Zu sehen ist ein BrdU-geféarbtes Leberpraparat. Hier fillt die hohe Anzahl von Lipidgranula
(L) innerhalb der Leberzellen auf.

Lipidgranula (L)

Positiver Hepatozyt (Hep pos)
Negativer Hepatozyt (Hep neg)
Positive Endothelzelle (End pos)
Negative Endothelzelle (End neg)
Vena centralis (V)

Lebersinus (S)
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Abbildung 10: murines Lebergewebe in der BrdU-Firbung zum Zeitpunkt hoher
Regeneration

Die sich in der Mitose befindenden Zellen sind braun geférbt und werden als ,,positiv*
bezeichnet. Ruhende Zellen (Go-Phase) nehmen kein BrdU auf. Sie sind hier hellblau
gefdrbt und werden als ,,negativ* bezeichnet.

In diesem Préparat fdllt die hohe Anzahl der positiven Zellen auf. Es wurde zum
Zeitpunkt sehr hoher Regeneration gewonnen, also im Moment einer sehr hohen

Zellteilung.

Positiver Hepatozyt (Hep pos)
Negativer Hepatozyt (Hep neg)
Positive Endothelzelle (End pos)
Negative Endothelzelle (End neg)
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Abbildung 11: murines Lebergewebe in der BrdU-Firbung, 96h postOP

Das BrdU-gefarbte Priparat zeigt eine angeschnittene Zentralvene, welche einige gut
sichtbare Endothelzellen im ihrem Lumen aufweist. Die sich in der Regeneration
befindenden Endothelzellen nehmen analog zu den Hepatozyten BrdU auf und stellen sich

demzufolge briunlich dar.

Positiver Hepatozyt (Hep pos)
Negativer Hepatozyt (Hep neg)
Positive Endothelzelle (End pos)
Negative Endothelzelle (End neg)
Vena centralis (V)

Lebersinus (S)
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3.1.10. Serumparameter (IGF-1/1L-6 / GH)

Aus den Versuchsgruppen STZ und LIRKO und den jeweiligen Kontrollen (Wt und IR“**"°%)
wurde bei drei zufillig ausgewédhlten Tieren IL-6, IGF-1 sowie GH zu den Zeitpunkten 24
und 48 bzw. 6 und 48 Stunden nach der Leberteilresektion im Serum bestimmt.

Die Quantifizierung der GH, IGF-1 und IL-6 Konzentration im Serum der Versuchsméduse
wurde jeweils mit einem ,,one-step, ,,sandwich-type* ELISA (Mouse / Rat Growth hormone
ELISA DSL-10-72100 ACTIVE, Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster, TX, USA /
Quantikine Mouse IGF-I Immunoassay, Catalog Number MG100, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA / Quantikine Mouse IL-6 Immunoassay, Catalog Number M6000B, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) nach den Herstellerangaben vorgenommen.

Folgende Vorgehensweise kam dabei, beispielhaft fiir die GH-Konzentrationsbestimmung
beschrieben, zur Anwendung:

Die mitgelieferten Standards, Kontrollen und das Testserum wurden in verschiedene
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte, welche mit anti-Maus-GH-Antikdrpern beschichtet
waren, gegeben. Zusitzlich kamen freie anti-GH-Antikdrper hinzu, die an einem Ende das
Enzym Meerrettichperoxidase gebunden hatten. Nach der Inkubation wurde die Platte
gewaschen und anschlieend Tetramethylbenzidin hinzugegeben. Dies diente als Substrat fiir
die Peroxidase und wurde in einem definierten Zeitabschnitt teilweise in einen Farbstoff
verwandelt. Die Intensitdt des entstandenen Farbstoffes wurde fotometrisch bei 450 und 620
nm gemessen. Die Farbintensitét ist direkt proportional zur Konzentration des in seiner

Konzentration zu bestimmenden Wachstumshormons.
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3.2. Klinische Studie

3.2.1. Patienten

Im Zeitraum von Januar 1989 bis Dezember 2003 sind konsekutive 2369 Leberresektionen
erfasst worden. 633 Patienten, welche weder eine gro3e Bauchoperation noch eine
Chemotherapie in der Vorgeschichte erhalten hatten, wurden ausgewertet. Patienten nach
Leberlebendspende oder mit multivisceralen Resektionen wurden ebenfalls von der Studie

ausgeschlossen.

3.2.2. Definitionen

Das Ausmal der Leberresektion wurde nach den in die Operation involvierten Couinaud-

Segmenten (Couinaud, 1954) klassifiziert (Abbildung 12).

T
— > . .
A V. cava inferior

V. portae <o

Abbildung 12: Lebersegmente nach Couinaud
Quelle: skizziert nach einem Vorbild aus der Bilddatenbank der Universitit Heidelberg
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Die Klassifikation der Leberzirrhose erfolgte vor der Operation nach dem Child-Pugh Score
(Pugh et al., 1973). Um eine mogliche Hepatitis B (HBV) oder C (HCV) zu diagnostizieren,
wurde das Hepatitis B surface-Antigen bzw. Hepatitis C Antikorper im préoperativ
gewonnenen Patientenserum bestimmt. Die Menge des téglichen Alkoholkonsums stiitzte sich
auf anamnestische Angaben. Das Vorliegen eines Diabetes mellitus wurde definiert als ein
Niichternblutzuckerwert von iiber 126 mg/dl oder durch die Notwendigkeit
blutzuckerkontrollierender Medikamente. Als perioperativer Tod wurden tédlich verlaufende
Komplikationen wéhrend des stationdren Aufenthaltes oder innerhalb der ersten 30 Tage nach
der Operation bewertet. Als Komplikation wurden solche Ereignisse definiert, die den
Krankenhausaufenthalt des Patienten beeinflussten, wie z. B. die Notwendigkeit
endoskopischer, radiologischer und chirurgischer Eingriffe, oder eine verldngerte stationére

oder intensivpflichtige Behandlung erforderten.

3.2.3. Weitere Variablen

Demographische Basisdaten wie Alter zum Zeitpunkt des chirurgischen Eingriffs, Geschlecht,
chirurgische Diagnose, das Jahr der Operation und die Todesursache wurden ebenfalls
dokumentiert.

Weitere préoperative Variablen, die in die Studie einflossen, sind Gesamtbilirubin,
Albuminkonzentration und Prothrombinzeit (Quick). Ein klinisch vorhandener Ikterus oder
ein Aszites wurden ebenso registriert wie das temporére intraoperative Abklemmen des Lig.
hepatoduodenale und der darin verlaufenden Gefaf3e (Pringle Mandver [Pringle, 1908])

wiéhrend der Resektion.
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3.3. Statistik

Fiir alle Daten, soweit nicht anderes angegeben, wird der Median mit Minimum und
Maximum des Messbereichs oder der Mittelwert + der Standardabweichung (SD) angegeben.
Kontinuierliche Variablen mit Gauss’scher Normalverteilung wurden mit dem Students-
unpaired-t-test verglichen. Fiir kategorische Variablen wurden der y>-Test benutzt.
Kontinuierliche Variable ohne Gauss’sche Normalverteilung wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf Signifikanz tiberpriift. Um Zusammenhdnge zwischen perioperativer
Mortalitdt und moglichen Patientenselektionskriterien zu bestimmen, wurde ein multivariates
logistisches Regressionsmodell verwendet. Schrittweise wurden so unabhéngige
Risikofaktoren ermittelt. Alle Variablen mit signifikantem Einfluss in der univariaten Analyse
wurden in das Regressionsmodell einbezogen. Alle Berechnungen wurden mit der Software
SPSS (Version 12.0 fiir Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1. Experimentelle Leberregeneration

4.1.1. Uberlebenstafeln

4.1.1.1. DM Typ I (STZ)

Insgesamt wurden 56 ménnliche C57BL/6- Inzuchtméuse operiert. Von den operierten Tieren
verstarben innerhalb des Versuchszeitraumes 22. 20 davon stammten aus der mit STZ
behandelten Gruppe der diabetischen Miuse. Die anderen beiden Tiere waren Wildtypmé&use
aus der Vergleichsgruppe. Damit ergibt sich eine Uberlebensrate von 90% bei den
unbehandelten Miusen und von 44,44% bei den mit STZ behandelten Tieren. In der Gruppe
der diabetischen Méuse sind von den insgesamt verstorbenen Tieren vier infolge
perioperativer Blutungen verstorben.

Werden die aufgrund technischer Komplikationen verstorbenen Tiere nicht mit einbezogen,
so ergibt sich eine Uberlebensrate von 55,6% in der Gruppe der diabetischen Miuse

(Tabelle 1).

Wildtyp STZ

Tiere insgesamt 20 36

Gestorben:
insgesamt 2 20
intra OP 0 4
innerhalb der Regenerationszeit 2 16
innerhalb von 24h 0 6
innerhalb von 48h 2 10

Tabelle 1: Versuchstiere (DM Typ I)

Die Tabelle gibt die Todeszeitpunkte der mit Streptozotozin (STZ) behandelten Tiere und der
Vergleichsgruppe (Wildtyp) wieder.
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4.1.1.2. DM Typ II (LIRKO)

Im Rahmen des Experimentes wurden insgesamt 92 Miuse operiert, 43 Kontrolltiere (IR“*
L%y sowie 49 Miuse mit einem knock-out des Insulinrezeptors auf den Hepatozyten (liver-
specific insulin receptor knockout, LIRKO). Von den operierten Tieren verstarben innerhalb
des Versuchszeitraumes 17 Tiere. 10 der Tiere gehdrten zur Gruppe der LIRKO-Mause, die
iibrigen sieben gehorten zur Kontrollgruppe. Sechs weitere Tiere (drei aus der Gruppe der
LIRKO-Miuse und drei aus der Kontrollgruppe) mussten aus operativ technischen Griinden
ausgeschlossen werden. Fiir die LIRKO-M4use ergibt sich eine Uberlebensrate von 81,6%, in

der Kontrollgruppe iiberlebten 86,1% den Versuchszeitraum (Tabelle 2).

IR-Ox-Lox LIRKO
Tiere insgesamt 43 49
aus technischen Grinden ausgeschlossen 3 3
Gestorben:

insgesamt 7 10
intra OP 2 1
innerhalb der Regenerationszeit 5 9
innerhalb von 24h 2 3
innerhalb von 48h 2 3
innerhalb von 72h 1 3

Tabelle 2: Versuchstiere (DM Typ II)

Die Tabelle gibt die Todeszeitpunkte der LIRKO-Tiere und der Vergleichsgruppe (IR**")
wieder.

4.1.2. Blutglukose

4.1.2.1.DM Typ I (STZ)

Die pré- und post- operativen Blutglukosekonzentrationen der diabetischen- und Wildtyp
Maiuse zeigen erwartungsgemal signifikante Unterschiede (Glukosekonzentration praOP
Wildtyp (Pra-Gle Wt) vs. Glukosekonzentration prdOP STZ (Prid-Glc STZ): 159,6 + 37,2
mg/dl vs. 393,4 = 92,2 mg/dl; p < 0,001 / Glukosekonzentration postOP Wildtyp (Post-Glc
Wt) vs. Glukosekonzentration postOP STZ (Post-Glc STZ): 101,2 + 42,4 mg/dl vs. 347,6 +
106,0 mg/dl; p <0,001) (Tabelle 3).

Die Blutglukosekonzentration der vorzeitig verstorbenen Tiere scheint im Mittel in beiden

Gruppen tiber den Werten der iibrigen Tiere zu liegen. Es besteht jedoch keine Signifikanz
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(Differenz der Mittelwerte: Wt: 59,9 mg/dl, p = 0,062; STZ 55,3 mg/dl, p =0,179).

Versuchsgruppe Pra-Glc (mg/dl) | Post-Glc (mg/dl)
Wt Uberlebt 159,6 £ 37,2 101,2+42,4
Wt verstorben 219,5+ 84,0

STZ Uberlebt 393,3+92,2 347,6 + 106,0
STZ verstorben 448,7 + 72,9

Tabelle 3: Blutglukose Wt/ STZ

Die Tabelle gibt fiir beide Versuchsgruppen (Wt = Wildtyp (Kontrolle), STZ = Streptozotozin
induzierter DM) die prd- und postoperativen Blutglukosekonzentrationen (Pra-Glc und Post-
Glc) wieder (Mittelwert + Standardabweichung). Fiir die wiahrend der Regeneration
verstorbenen Tiere wird die prdoperative Glukosekonzentration angegeben.

4.1.2.2. DM Typ II (LIRKO)

Bei der Gegeniiberstellung der Blutzuckerkonzentrationen der beiden Gruppen bestidtigt sich
der erwartete Unterschied zwischen der Versuchsgruppe (LIRKO) und der Kontrollgruppe
(IR"**%) Die Tiere mit Insulinresistenz zeigen prioperativ eine hohere
Blutglukosekonzentration (Pra-Glc IR*"** vs. Pri-Glc LIRKO: 160,8 + 77,8 vs. 296,6 +
170,4; p <0,001). Postoperativ findet sich kein signifikanter Unterschied

(Post-Glc IR™*™* vs. Post-Glc LIRKO: 82,2 + 23 vs. 107,8 + 77,4; p = 0,126).

Versuchsgruppe Pra-Glc (mg/dl) | Post-Glc (mg/dl)
IRL% {iberlebt 160,8 + 77,8 82,2 +23
IR-*L°% yerstorben 147,7 + 74,9

LIRKO Uberlebt 296,6 + 170,4 107,8 + 77,4
LIRKO verstorben 273,3+158,7

Tabelle 4: Blutglukose IR**"** / LIRKO

Die Tabelle gibt fiir beide Versuchsgruppen (IR**""* = Kontrolle und LIRKO = Mausmodell
fiir DM Typ II) die prd- und postoperativen Blutglukosekonzentrationen (Pra-Gle und Post-
Glc) wieder (Mittelwert + Standardabweichung). Fiir die wihrend der Regeneration
verstorbenen Tiere ist die praoperative Glukosekonzentration angegeben.
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4.1.3. Verhiiltnis von Leber- zu Korpergewicht

Um einen Ausgangswert fiir das Verhéltnis von Leber- zu Korpergewicht (liver-body-weight-
ratio, L/B ratio) zu erhalten, wurde in beiden Versuchs- und den entsprechenden
Kontrollgruppen die L/B ratio bei nicht operierten Tieren ermittelt.

Beim Vergleich der Korpergewichte vor der Operation fiel auf, dass die Mduse mit einem
induziertem Diabetes mellitus Typ I bei dhnlichen Standardabweichungen im Schnitt um 3,9
Gramm leichter waren als die gesunden Kontrollmiuse. Auch die Tiere mit dem
Insulinrezeptor-knock-out auf den Hepatozyten (LIRKO) wiesen ein um 3,2g leichteres
Durchschnittsgewicht als die Kontrollgruppe auf.

Die mit STZ behandelten Mause zeigten 96h nach der Leberteilresektion vergleichbare L/B
ratios wie die unbehandelten Wildtypmause. Auch die Ausgangswerte der Tiere stimmten in
beiden Versuchsgruppen, trotz der unterschiedlichen initialen Kérpergewichte in den beiden
Populationen, iiberein. Der Kurvenverlauf beider Gruppen verlduft weitestgehend kongruent
zueinander (Abbildung 13).

Bei den LIRKO-Mausen zeigt die liver-body-weight-ratio 84h nach der Leberresektion einen
Trend zu inkompletter Regeneration (0,025 + 0,0045 nach 84h vs. 0,028 +0,0024 nach 0 h,
p = 0,089). Die Vergleichsgruppe erreicht im selben Zeitraum wieder den Ausgangswert
(Abbildung 14).

[



Ergebnisse

0,06

Verhiltnis von Leber- zu Kérpergewicht
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Abbildung 13: Verhiltnis von Leber- zu Korpergewicht (DM Typ I)

0 24 48 72 96

Stunden nach Operation

Veranschaulicht wird, wie sich das Verhéltnis von Leber- zu Korpergewicht im zeitlichen
Verlauf der Regeneration durch Zunahme des Lebergewichtes wieder dem Verhéltnis vor der
Teilresektion (t = 0) anndhert.

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015

0,01

Verhaltnis von Leber- zu Kérpergewicht

0,005

Abbildung 14: Verhiltnis von Leber- zu Korpergewicht (DM Typ II)

Verhaltnis von Leber-zu Kérpergewicht

- =A- = IR(lox/lox)
—m—LIRKO

0 6 24 48 84

Stunden nach Operation

Veranschaulicht wird, wie sich das Verhéltnis von Leber- zu Korpergewicht im zeitlichen
Verlauf der Regeneration durch Zunahme des Lebergewichtes wieder dem Verhéltnis vor der
Teilresektion (t = 0) anndhert.

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Versuchsgruppe | praOP-Korpergewicht (Mittelwert) * Standardabweichung
STZ 21,6 £ 3,7
Wt 255+ 3,6
LIRKO 28,5+2,7
IRMOxLox 31,7+57

Tabelle 5: Korpergewichte der Versuchstiere vor der Leberresektion (praOP)

Angegeben sind die durchschnittlichen Korpergewichte jeder Versuchsgruppe, bestimmt
unmittelbar vor der Leberresektion.

4.1.4. Mitoseindex Hepatozyten

Wihrend bei den mit Streptozotozin (STZ) behandelten Méusen nach 24h noch keine BrdU
positiven Hepatozyten sichtbar waren, sind bei den unbehandelten Tieren (Wildtyp) erste
Zellteilungen zu finden (24h: Wildtyp 0,08%, SD + 0,16, STZ 0%). Ein siginifikanter
Unterschied bestand jedoch nicht (p = 0,386). Beide Populationen erreichen nach 48h die
maximale Zellproliferation. Die an Diabetes mellitus Typ I leidenden Tiere erreichen dabei
jedoch einen geringeren maximalen Mitoseindex als die gesunde Vergleichsgruppe (48h:
Wildtyp 7,94%, SD + 1,84, STZ 5,33%, SD = 0,7, p = 0,034). Dementsprechend dauert die
Leberregeneration der diabetischen Tiere ldnger und der Mitoseindex fdllt langsamer ab (72h:
Wildtyp 3,37%, SD + 1,24, STZ 4,89%, SD £ 0,98, p = 0,165). Die unbehandelten Tiere
erreichen nach 96h wieder ihren Ausgangswert, wihrend sich bei den mit STZ behandelten
Tieren zu diesem Zeitpunkt noch signifikant (p = 0,037) mehr Hepatozyten in der
Mitosephase befinden (96h: Wildtyp 0%, STZ 4,64%, SD + 1,03) (Abbildung 15).
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BrdU positive Hepatozyten
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Abbildung 15: Mitoseindices der Hepatozyten (Wildtyp vs. STZ)
Der Graph zeigt im zeitlichen Verlauf den prozentualen Anteil der BrdU positiven
Hepatozyten. Sichtbar wird die unterschiedliche Regenerationskinetik der mit STZ
behandelten Méuse im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Zum Zeitpunkt t = 96h befinden sich in der Gruppe mit DM Typ I noch signifikant mehr

Hepatozyten in der Mitosephase als in der Vergleichsgruppe (p = 0,037).
(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

Wihrend in der Versuchsgruppe der LIRKO-Méuse in den ersten 24 Stunden nach der
Teilresektion bereits einige BrdU positiven Hepatozyten in den Préparaten zu finden sind, gibt
es bei der Vergleichsgruppe (IR**"*) nach 24h noch keine Zellteilungen (6h: IR“**"* 0%,
LIRKO 0%, p = 1,00; 24h: IR**™* 0%, LIRKO 0,5%, SD + 0,58, p = 0,131).

Lox-Lox

Es fillt auf, dass die Tiere aus der gesunden Vergleichsgruppe (IR ) zum Zeitpunkt

t = 48h nach der Operation einen hoheren Mitoseindex aufweisen als die LIRKO-Tiere (48h:
IR"*1% 3 749%, SD + 1,76, LIRKO 2,14%, SD + 1,07, p = 0,248) (Abbildung 16). Der
maximale Proliferationsindex wird bei den LIRKO-Méusen erst deutlich spiter erreicht, er
liegt moglicherweise auflerhalb des beobachteten zeitlichen Rahmens. 84h nach der Operation
sind bei den LIRKO-M4iusen im Vergleich zur Kontrollgruppe noch signifikant (p = 0,006)
mehr Hepatozyten BrdU positiv (84h: IR**"* 2,6%, SD + 0,2%, LIRKO 13,34%, SD = 8,5)

(Abbildung 16).
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BrdU positive Hepatozyten
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Abbildung 16: Mitoseindices der Hepatozyten (IR*"** vs. LIRKO)

Der Graph zeigt im zeitlichen Verlauf den prozentualen Anteil der BrdU positiven
Hepatozyten. Sichtbar wird die unterschiedliche Regenerationskinetik der LIRKO- Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt t = 84h befinden sich in der Gruppe der LIRKO
Tiere noch signifikant mehr Hepatozyten in der Mitosephase als in der Vergleichsgruppe

(p = 0,006).

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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4.1.5. Mitoseindex sinusoidale Endothelzellen

Bei den Mitoseindices der sinusoidalen Endothelzellen fallen insbesondere bei den mit STZ
behandelten Tieren im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe Unterschiede auf.

In beiden Versuchsgruppen (STZ vs. Wildtyp und LIRKO vs. IR**") sind nach 24h keine
BrdU positiven sinusoidalen Endothelzellen nachweisbar (24h: Wildtyp 0%, STZ 0%; 24h:
IR"*1* 0%, LIRKO 0%). 48h nach der Leberteilresektion sind in beiden Versuchgruppen
sich in Teilung befindliche Zellen auffindbar (48h: Wildtyp 4,05%, SD + 1,73, STZ 4,87%,
SD =+ 0,85, p = 0,480; 48h: IR**"* 2,42%, SD + 1,06, LIRKO 3,86%, SD + 0,99, p = 0,081).
In der Versuchsgruppe zum Diabetes mellitus Typ I liegt der Anteil der positiven sinusoidalen
Endothelzellen bei der unbehandelten Vergleichsgruppe 72h nach der Operation auf
vergleichbarem Niveau wie zum vorherigen Auswertungszeitpunkt. Die mit STZ behandelten
Tiere zeigen eine deutlich hohere Teilungsaktivitat (72h: Wildtyp 4,43%, SD + 0,97, STZ
8,76%, SD £ 0,96, p = 0,064). Wihrend 96h nach der Operation die Regeneration in der
Gruppe der unbehandelten Tiere abgeschlossen ist, weisen die an Diabetes mellitus Typ |
leidenden Miuse den hochsten bestimmten Mitoseindex auf (96h: Wildtyp 0%, STZ 11,01%,
SD + 3,54, p = 0,037). Damit besteht zum Zeitpunkt t=96h ein signifikanter Unterschied der
Regenerationskinetik zwischen den mit STZ behandelten Tieren und der gesunden
Vergleichsgruppe (Abbildung 17).

Die Teilungsaktivititen der sinusoidalen Endothelzellen unterscheiden sich bei der Tierstudie
zum Diabetes mellitus Typ II kaum, die Ergebnisse der Mitoseindices 84h nach der
Leberteilresektion sind in den Versuchsgruppen als vergleichbar anzusehen (84h: IR=*

11,24%, SD =+ 1,68, LIRKO 13,76%, SD + 4,92, p = 0,584) (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Mitoseindices der BrdU gefirbten sinusoidalen Endothelzellen (Wildtyp

vs. STZ)

Graphisch dargestellt wird im zeitlichen Verlauf der prozentuale Anteil von BrdU positiven
sinusoidalen Endothelzellen im Mausmodell zum DM Typ I. 96h nach der Teilresektion
findet sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,037) zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

BrdU positive Endothelzellen

BrdU positive Endothelzellen
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24 48 84

Stunden nach Operation

()

Abbildung 18: Mitoseindices der BrdU gefiirbten sinusoidalen Endothelzellen (IR***"**

vs. LIRKO)

Graphisch dargestellt wird im zeitlichen Verlauf der prozentuale Anteil von BrdU positiven
sinusoidalen Endothelzellen im Mausmodell zum DM Typ II. Die Ergebnisse sind als
vergleichbar anzusehen (p = 0,584).

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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4.1.6. Laborparameter
4.1.6.1. IGF-1

Die IGF-1 Konzentrationen sind im Mittel bei den mit STZ behandelten diabetischen Tieren
und den entsprechenden gesunden Kontrolltieren als vergleichbar anzusehen. Die Werte
verdndern sich auch im zeitlichen Verlauf nicht (24h: Wildtyp 3640,67 pg/ml, SD + 501,73,
STZ 3638,67 pg/ml, SD + 551,95; 48h: Wildtyp 3725 pg/ml, SD £ 100,57, STZ 3348,67
pg/ml, SD + 949,62) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: IGF-1 Konzentration (Wildtyp vs. STZ)

Gezeigt wird die IGF-1 Konzentration im zeitlichen Verlauf (24h und 48h) nach der
Operation. Deutlich wird der sehr dhnliche Messwerteverlauf der mit Streptozotozin (STZ)
behandelten diabetischen Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Wildtyp).

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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In der Gruppe der LIRKO-Méuse wird im Vergleich zur Kontrollgruppe (IR**"*

) eine
deutliche IGF-1 Konzentrationsdifferenz sichtbar. Die Tiere mit dem Insulinrezeptor Knock-
out auf den Hepatozyten (LIRKO) zeigen sowohl 6 als auch 48 Stunden post operationem
eine signifikant (p < 0.001) geringere IGF-1 Serumkonzentration (6h: IR=*"* 3750,32
pg/ml, SD =+ 224,56, LIRKO 619,13 pg/ml, SD + 127,65; 48h: IR**"* 4208,67 pg/ml,

SD + 220,76, LIRKO 580,27 pg/ml, SD + 235,06) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: IGF-1 Konzentration (IR"*"** vs. LIRKO)

Gezeigt wird der signifikant (p < 0,001) unterschiedliche Messwerteverlauf der LIRKO-
Miuse im Vergleich zur Kontrollgruppe (IR“*"%),

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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4.1.6.2. IL-6

Die IL-6 Serumkonzentrationen zeigen im Versuchsmodell zum Diabetes mellitus Typ I
keinen signifikanten Unterschied zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe. Es ist auch im
Regenerationsverlauf kein Trend in eine Richtung erkennbar (24h: Wildtyp 173,06 pg/ml, SD
+ 133,12, STZ 195,83 pg/ml, SD + 204,70; 48h: 268,78 pg/ml, SD + 296,26, STZ 177,45
pg/ml, SD + 190,52) (Abbildung 21).

Im Vergleich hierzu scheint die Gruppe der LIRKO-M4iuse und der entsprechenden
Kontrolltiere bei fortschreitender Regeneration eine Tendenz zu geringerer IL-6
Konzentrationen zu zeigen. Bei diesem Vergleich muss allerdings der unterschiedliche
Messzeitpunkt und die hohe Standardabweichung beachtet werden (Abbildung 22).

(6h: IR*** 380,51 pg/ml, SD + 221,52, LIRKO 438,40 pg/ml, SD + 161,59; 48h: IR-**"*
176,12 pg/ml, SD + 32,17, LIRKO 204,91, SD + 209,02).
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Abbildung 21: IL-6 Konzentration (Wildtyp vs. STZ)
Dargestellt sind die IL-6 Konzentrationen im zeitlichen Verlauf (24h und 48h) nach der
Operation. Deutlich wird der sehr dhnliche Messwerteverlauf der mit Streptozotozin (STZ)

behandelten diabetischen Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Wildtyp).
(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 22: IL-6 Konzentration (IR**"** vs. LIRKO)
Dargestellt sind die IL-6 Konzentrationen im zeitlichen Verlauf (6h und 48h) nach der
Operation. Deutlich wird der dhnliche Messwerteverlauf der Versuchsgruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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4.1.6.3. GH

Die Konzentration des Wachstumshormons (GH) zeigt in beiden Versuchsgruppen (LIRKO
vs. IR"*™* ynd STZ vs. Wildtyp) keinen sicheren Unterschied (Abbildung 23 [STZ vs. Wt]
und 24 [LIRKO vs. IR"“***]). Obwohl bei den mit STZ behandelten Tieren die mittlere
Serumkonzentration iiber der der Kontrollgruppe liegt, kann aufgrund der hohen
Standardabweichung (SD) nicht auf einen deutlichen Unterschied geschlossen werden. Auch
im Verlauf der Regeneration fillt keine Verdnderung zu einer héheren oder niedrigeren GH-
Serumkonzentration auf. Im Tiermodell zum Diabetes mellitus Typ I ergaben sich folgende
Ergebnisse: 24h: Wildtyp 25,86 ng/ml, SD + 21,30, STZ 148,43 ng/ml, SD + 96,21; 48h:
Wildtyp 6,29 ng/ml, SD + 7,97, STZ 134,55 ng/ml, SD £ 172,36.

Das Tiermodell zum Diabetes mellitus Typ II lieferte folgende Werte:

6h: IR™*™* 208,23 ng/ml, SD + 286,50, LIRKO 90,70 ng/ml, SD + 35,08;

48h: IR*™* 119,06 ng/ml, SD + 105,60, LIRKO 84,54 ng/ml, SD + 102,20

GH

350

300

250

200

- -A- - Wildtyp
—n —.—STZ

150 i

100

GH-Konzentration [ng/ml]

50

-50
Stunden nach Operation

Abbildung 23: GH Konzentration (Wildtyp vs. STZ)

Graphisch dargestellt sind die GH Konzentrationen der Versuchsgruppe zum Diabetes
mellitus Typ I 24h und 48h nach der Leberteilresektion. Aufgrund der groBen
Standardabweichung kann nicht von einem Unterschied ausgegangen werden.
(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 24: GH Konzentration (IR"**"* vs, LIRKO)
Graphisch dargestellt sind die GH Konzentrationen der Versuchsgruppe zum Diabetes

mellitus Typ II 6h und 48h nach der Leberteilresektion. Aufgrund der grof3en
Standardabweichung kann nicht von einem Unterschied ausgegangen werden.

(Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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4.2. Ergebnisse der klinischen Studie

4.2.1. Patientencharakterisierung

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten waren zwischen 18 und 88 Jahre alt, mit einem
Median von 57 Jahren. 355 der Patienten waren weiblich (56,1%) und 278 (43,9%) waren
ménnlich. Die eine Leberresektion notwendig machenden Diagnosen lassen sich
hauptséchlich in maligne und benigne Erkrankungen sowie Gallengangsdefekte einteilen
(Tabelle 6). Bei 96 Patienten fand sich eine Leberzirrhose (15,2%; Child-Pugh-Score A: 84
[13,3%], Child-Pugh-Score B: 10 [1,6%], Child-Pugh-Score C: 2 [0,3%]) mit einer Privalenz
des Diabetes mellitus von 27,1%. 75 der 633 Patienten (11,8%) wurden als Diabetiker
angesehen (Typ I: n=2, Typ II: n=73). Eine Hepatitis B bzw. C wurde bei 39 Patienten (6,2%)
bzw. 41 Patienten (6,5%) diagnostiziert. Das Ausmal} der Leberresektion lag zwischen einem

und sieben Segmenten (Median: 4).
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Diaanose Nichtdiabetisch Diabetisch
g (n=558) (n[%]) (n=75) (n[%])
o) 0,
maligne HCC 189 (34%) 51 (68%)
(o)
Erkrankungen cee 48 (9%)
Metastasen 12 (2%)
Gallenblasen-Ca 16 (3%) 1(1%)
Klatskin-Tumor 39 (7%) 5 (7%)
andere 5 (1%)
(o)
benigne FNH 67 (12%)
(o)
Erkrankungen Adenome 17(3%)
Hamangiome 45 (8%) 2 (3%)
Zysten 45 (8%) 1(1%)
Hydatidenzysten 27 (5%) 2 (3%)
andere 12 (2%) 1(1%)
i (o)
Gallengangsdefekte Caroli-Syndrom 4 (1%)
Gallengangszysten 13 (2%)
Sklerosierende
4 (1%)
Cholangitis
(o) 0,
Andere Abszesse 9 (2%) 2 (3%)
Traumata 3 (1%)
andere 3 (1%)

Tabelle 6: Indikationen fiir Leberresektionen

Wiedergegeben sind die Indikationen, die bei den 633 in die Studie eingeschlossenen

Patienten zur Leberresektionen gefiihrt haben. Die Diagnosen sind fiir diabetische und nicht-
diabetische Patienten getrennt aufgefiihrt.
HCC: hepatozelluldres Karzinom, CCC: cholangiozelluldres Karzinom, Gallenblasen-Ca:
Gallenblasenkarzinom, FNH: fokal noduldre Hyperplasie

A7




Ergebnisse

4.2.2. Perioperative Mortalitat

Die perioperative Mortalitét lag bei 5,5% (n=35). Die grofle Mehrheit der Todesfalle ist auf
eine postoperative Leberinsuffizienz zurlickzufiihren, die dann konsekutiv zu einem
Multiorganversagen fithrte (MOV, n=28). Zwei weitere Patienten entwickelten ein
progressives Leberversagen, welches schlieBlich ebenfalls zum Tode fiihrte. Septische
Komplikationen (Ileus, Pneumonie, Peritonitis) miindeten bei vier weiteren Patienten in
einem Multiorganversagen. Ein Patient verstarb einen Tag nach Entlassung aus dem
Krankenhaus, obwohl er einen unauffélligen Verlauf gezeigt hatte. Die berichteten Symptome
lieBen eine fulminante Lungenembolie vermuten, da jedoch keine Autopsie vorgenommen
wurde, muss die Todesursache als unbekannt angesehen werden.

Patienten mit Diabetes mellitus zeigten in der univariaten Analyse eine zweifach
erhohte Mortalitdt im Vergleich zu nichtdiabetischen Patienten (10,7% vs. 5,3%, p = 0,047).
Zwei Drittel der diabetischen Patienten wurden wegen eines HCC der Leberresektion
unterzogen, eine Leberzirrhose fand sich bei 39% der Diabetiker im Vergleich zu 14% bei
allen anderen Patienten (p = 0,001). Ebenso war ein praoperativer Ikterus bei den diabetischen
Patienten (22%) im Vergleich zu den nichtdiabetischen Patienten (12%, p = 0,041) deutlich
héufiger. Auch waren die diabetischen Patienten hiufiger minnlichen Geschlechts und
deutlich ilter als die Vergleichsgruppe. Die perioperative Mortalitit unterschied sich aber
nicht zwischen diabetischen und nichtdiabetischen Patienten in Gruppen von Patienten mit
HCC (12% vs. 8%, p = 0,335), mit Leberzirrhose (14% vs. 13%, p = 0,99), mit Ikterus (7%
vs. 18%, p = 0,335), mit Lebererkrankungen alkoholischer Genese (8% vs. 9%, p = 0,88), mit
Hepatitis C (20% vs. 19%, p = 0,977), oder ob ménnliches (11% vs. 9%, p = 0,544) oder
weibliches (10% vs. 3%, p = 0,08) Geschlecht.
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Variable Nic“::f;';g;i“h Diabetisch (n=75)|  p-Wert
Alter (Jahre) 54 (18-85) 67 (37-88) < 0,001
Geschlecht (m : w) 1:1,5 26:1 < 0,001
Hepatitis B 7% 3% 0,178
Hepatitis C 7% 7% 0,951
Alkohol 6% 20% < 0,001
Segmente (n) 3,2 +0,06 3,1+0,18 0,848
Ara [n, '89-'98: '99-'03] 337 : 221 18 :33 0,466
Pringle-Manover 79% 80% 0,895
Zirrhose 14% 39% < 0,001
Ikterus 12% 22% 0,041
Aszites 3% 5% 0,051
Bilirubin [mg/dI] 1,5+0,16 1,4 +0,22 0,752
Albumin [g/dI] 46+0,18 4,8 + 0,65 0,067
Quick [%] 100 £ 0,8 9+19 0,475

Tabelle 7: Charakterisierung von diabetischen und nichtdiabetischen Patienten

Tabellarisch werden die in die Studie eingeschlossenen Patienten néher charakterisiert. Die
aufgefiihrten Variablen beschreiben die zwei gegebenen Populationen (diabetisch vs.

nichtdiabetisch).

Die Variable ,,Geschlecht gibt das Verhiltnis von méinnlich (m) zu weiblich (w) an.

Die bei Hepatitis B, Hepatitis C oder Alkohol angegebenen Werte geben in jeder Gruppe die
Priavalenz der entsprechenden Krankheit beziiglich zugrunde liegender Lebererkrankung an.
Die Variable “Segmente” bezieht sich auf die Lebersegmente nach Couinaud, die in die
Operation involviert waren.

Ara beschreibt das Verhiltnis von Patienten, welche im Zeitraum von 1989 bis 1998 oder
1999 bis 2003 operiert wurden.

Das Pringle-Mandver beschreibt einen temporéren intraoperativen Verschluss der
zufiihrenden Lebergefiae zur Reduktion des Blutverlustes bei Eingriffen an der Leber.

In der Zeile Zirrhose, Ikterus und Aszites wird die Privalenz der entsprechenden Symptome
genannt.

Alle anderen Werte sind angegeben als Medianwert oder Mittelwert + Standardabweichung
fiir die jeweilige Patientengruppe.
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Das Alter der iliberlebenden unterschied sich im Mittel von dem der perioperativ verstorbenen
Patienten (Alter: 56 Jahre [18-88] vs. 67,5 Jahre [39-78], p < 0,001). Ménnliche Patienten
wiesen im Gegensatz zu weiblichen eine hohere Mortalitit auf (9,0% vs. 3,1%, p = 0,001).
Um die Leberreserve einschitzen zu konnen, wurde préoperativ das Gesamtbilirubin, die
Albuminkonzentration und der Quick-Wert bestimmt. Hier waren in univariaten Analysen
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen der iiberlebenden und nichtiiberlebenden
Patienten nachweisbar.

Dementsprechend war die Mortalitét bei den Patienten mit Leberzirrhose hoher als bei den
Patienten ohne Zirrhose (13,6% vs. 4,1%, p < 0,001). Beziiglich der zugrunde liegenden
Krankheit fiel auf, dass eine HCV-Infektion mit einer hoheren Mortalitdt verbunden war
(19,5% vs. 4,4%, p < 0,001), wihrend HBV-Infektion und chronischer Alkoholkonsum ohne
Einfluss blieben. Das Ausmaf3 der durchgefiihrten Leberresektion war bei den Patienten, die
nicht {iberlebten groBer, als bei denen, die iiberlebten.

Patienten, die zu einem fritheren Zeitpunkt operiert worden waren, wiesen eine hohere
Mortalitiit auf als jene, die erst in jiingerer Zeit einer Leberesektion unterzogen wurden (Ara
1: 1989 bis 1998, n=379; Ara 2: 1999 bis 2003; n=254; Mortalitiit: 7,4% vs. 3,2%, p = 0,024).
Alle Variablen mit signifikantem Einfluss auf die perioperative Mortalitét in univariaten Tests
fanden Eingang in ein multivariates logistisches Regressionsmodell (Diabetes mellitus, Alter,
Geschlecht, Gesamtbilirubin, Albumin, Quick-Wert, Child-Pugh-Klassifikation, Zirrhose,
Ikterus, Hepatitis C, involvierte Lebersegmente, Ara). SchlieBlich stellten sich nur das Alter
des Patienten zum Zeitpunkt der Operation, die Albuminkonzentration vor der Operation, das
Vorhandensein einer Leberzirrhose, die Anzahl der in die Operation involvierten
Lebersegmente und die Ara, in der die Operation durchgefiihrt wurde, als unabhiingige
Variablen heraus, die die perioperative Mortalitdt signifikant beeinflussen (Tabelle 8).
Diabetes mellitus wurde im sechsten (von acht) Schritten als unabhénige, die perioperative

Mortalitét beeinflussende Grofe, ausgeschlossen.
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Unabhangige Variable x%r;arl;tt?tt) Konfid:r?:/iontervall p Wert
Alter [pro 1 Jahr] 1,071 1,022-1,122 0,004
Albumin [pro 1g/dl] 0,229 0,108-0,485 <0,001
Leberzirrhose [ja vs. nein] 3,289 1,195-9,047 0,021
Segmente [pro Segment] 1,458 1,045-2,036 0,027
Ara [‘89-'98 vs. ‘99-'03] 0,218 0,073-0,649 0,006

Tabelle 8: Die perioperative Mortalitiit signifikant beeinflussende Variablen

Aufgefiihrt sind die signifikanten Risikofaktoren fiir die perioperative Mortalitdt. Um die
unabhingigen Risikofaktoren fiir die perioperative Mortalitdt zu ermitteln, wurde ein
multivariates binéres logistisches Regressionsmodell benutzt. Alle Variablen mit
signifikantem Einfluss in univariaten Analysen wurden eingeschlossen. Die Odds ratio, das
Konfidenzintervall (95%) und der p-Wert fiir jede unabhéngige Variable sind angegeben.

4.2.3. Postoperative Morbiditat

Postoperative Komplikationen wurden bei diabetischen und nichtdiabetischen Patienten in
vergleichbarer Haufigkeit registriert (33 diabetische Patienten [44%] im Vergleich zu 201
nichtdiabetischen Patienten [36%], p = 0,179). Zu den am héufigsten beobachteten
Komplikationen gehorten die Leberinsuffizienz, Gallengangsleckagen, Nierenversagen und
eine notwendig gewordene Reintubation. Weitere Komplikationen sind in Tabelle 9
aufgefiihrt. Die Inzidenz von postoperativem Nierenversagen, Aszites und pulmonalen
Infektionen war bei Patienten mit Diabetes mellitus im Vergleich zu Patienten ohne DM
erhoht. Dementsprechend zeigte sich bei den diabetischen Patienten ein Trend zu einer
erhohten Rate notwendiger Reintubationen (p > 0,05). Andere Infektionen, insbesondere eine
sekundédre Wundheilungsstorung, zeigte sich mit gleicher Frequenz bei Patienten mit und
ohne DM. Ebenso gab es zwischen den Patienten mit und ohne DM keine signifikanten
Unterschiede bei der Dauer der stationdren Aufenthalte, ebenfalls ein guter Surrogatparameter

fiir postoperative Komplikationen.
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Komplikation T;c:?slg;zﬁtif/oc]? (nD=ia7b ;t(':([:; 1) p-Wert
Leberinsuffizienz 64 (11,5) 12 (16,0) 0,257
Gallengangsleck 41 (7,4) 4 (5,3) 0,524
Nierenversagen 35 (6,3) 10 (13,3) 0,025
Reintubation 34 (6,1) 9 (12,0) 0,056
sekundare Wundheilung 31 (5,6) 4 (5,3) 0,937
postoperative Aszites 22 (4,8) 7(9,3) 0,036
postoperative Blutung 27 (4,8) 2(2,7) 0,398
Cholangitis 15 (2,7) 5(6,7) 0,064
Pneumonie 14 (2,5) 5(6,7) 0,048
Pleuraerguf} 17 (3,1) 2(2,7) 0,856
Peritonitis 10 (1,8) 0 (0,0) 0,243
Total 201 (36,0) 33 (44,0) 0,179

Tabelle 9: Postoperative Morbidit:it

Aufgefiihrt sind alle hdufiger als 10-mal vorkommenden postoperativen Komplikationen.
Insgesamt entwickelten 234 von 633 Patienten 468 Major- oder Minor-Komplikationen.
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Diskussion

5 Diskussion

Die Regeneration der Leber ist ein sehr komplexer Vorgang, welcher aufgrund der hohen
klinischen Relevanz und verbesserter technischer Moglichkeiten in den letzten Jahren
verstirkt Thema internationaler Forschungsanstrengungen geworden ist.

Obwohl heute bereits eine grofle Zahl der in die Leberregeneration involvierten Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Hormone bekannt ist, sind viele Zusammenhénge nach wie vor
ungekldrt. Fiir diesen Umstand sind mehrere Griinde verantwortlich. Neben reinen Mitogenen,
wie dem HGF, existieren auch eine Reihe Comitogene, welche die Regeneration modellieren.
AuBerdem scheint es verschiedene Signalkaskaden zu geben, die zum Teil auf eine bis jetzt
meist unbekannte Weise miteinander interagieren. Ein weiterer erschwerender Aspekt ist die
Tatsache, dass nach einer Teilresektion nicht nur die Steuerungsprozesse der
Leberregeneration in Gang gesetzt werden, sondern auch die zur Aufrechterhaltung der
metabolischen Homoostase notwendigen Vorginge aufgrund des Parenchymverlustes eine
Anpassung erfahren miissen. Hierbei ist besonders an die Aufrechterhaltung einer
physiologischen Glukosekonzentration zu denken. Die Koordinierung all dieser
unterschiedlichen Ablédufe ldsst eine Konzentrationsdnderung vieler Hormone und Enzyme
notwendig werden. Auch der reduzierte Gefd8querschnitt geht mit Verdnderungen einher, der,
wie die fiir den Organismus Stress bedeutende Operation selbst, biochemische Konsequenzen
hat.

Die vorliegende Arbeit ndhert sich der Erforschung der Leberregeneration bei Diabetes
mellitus Typ I und II mittels eines tierexperimentellen sowie klinischen Ansatzes.

Im Tierexperiment kamen an Diabetes mellitus Typ I leidende Méuse zum Einsatz sowie zur
Simulation eines Diabetes mellitus Typ II Mause mit einer genetisch bedingten
Insulinresistenz. In beiden Versuchsgruppen wurde der zeitliche Verlauf der Mitoseindices
von Hepatozyten und Endothelzellen wahrend der Regeneration jeweils einer gesunden
Vergleichsgruppe gegeniibergestellt. Aulerdem wurde das Verhéltnis von Leber- zu
Korpergewicht und die Serumkonzentration von Interleukin-6 (IL-6), Growth Hormon (GH)
und Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) verglichen. Die klinische Studie beschiftigt sich mit
der Auswirkung von Diabetes mellitus auf die perioperative Morbiditit und Mortalitdt nach

Leberresektion.
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5.1. Diskussion der tierexperimentellen Studie

5.1.1. Diskussion der liver-body-weight-ratios bei Miausen mit DM

Die Bestimmung des Verhéltnisses von Leber- zu Korpergewicht (liver-body-weight-ratio) ist
eine einfache, wenn auch ungenaue Methode, um einen Eindruck fiir den Fortschritt der
Leberregeneration zum Zeitpunkt der Materialentnahme zu erhalten. Vergleicht man die liver-
body-weight-ratios der mit STZ behandelten diabetischen Méuse mit denen der gesunden
Kontrollgruppe, so findet man einen im Regenerationszeitraum vergleichbaren Verlauf.
Auffillig zum Zeitpunkt der letzten Messung ist, dass einerseits das urspriingliche Verhéltnis
von Lebergewicht zu Koérpergewicht in beiden Gruppen fast wieder dem Ausgangswert
entspricht, andererseits in der Gruppe der diabetischen Tiere jedoch noch ein signifikant
hoherer Mitoseindex besteht. Die Regeneration ist folglich in dieser Gruppe noch nicht
abgeschlossen, auch wenn dies durch die liver-body-weight-ratio suggeriert wird. Der
Konflikt zwischen diesen beiden Ergebnissen kann iiber verschiedene Ansitze erklart werden.
Da es in der Literatur keinen Hinweis auf eine iiber den Ausgangswert reichende Zunahme
des Lebergewichtes bei diabetischen Tieren gibt, ist wahrscheinlich, dass sich das Verhéltnis
von Leber- zu Kopergewicht wihrend der Regeneration durch einen weiteren Mechanismus
verschoben hat. Dies ist entweder iiber eine Zunahme des Lebergewichtes, welche nicht durch
Zellteilung herriihrt, oder durch eine Korpergewichtsabnahme wéhrend der Regeneration zu
erkliren. Beides ist theoretisch mdglich, denn durch den Insulinmangel kommt es peripher zur
Lipolyse, welche zu einer vermehrten Ansammlung von Lipidgranula (Abb.9) in den
Hepatozyten (Johnston DG et al., 1986) fithren kann. Auch wenn ein morphologisches
Korrelat nicht in allen histologischen Préaparaten der diabetischen Méuse mit bloBem Auge
sichtbar war, so ist dieser Mechanismus doch recht wahrscheinlich mitverantwortlich fiir die
beschriebenen Ergebnisse. Zu bedenken ist weiterhin, dass die diabetischen Tiere {iber den
gesamten Regenerationszeitraum unbehandelt waren. Bedingt durch die sehr hohen
Blutglukosekonzentrationen ist eine osmotische Diurese und in der Folge eine Dehydratation
anzunehmen. Ebenfalls zur Abnahme des Korpergewichtes tragen die erwéhnte periphere
Lipolyse und die mit der katabolen Stoffwechsellage einhergehende Proteolyse bei. Es kommt
zu einer Verschiebung der liver-body-weight-ratio und zu einer relativen Zunahme des
Lebergewichtes.

Die Ergebnisse der Tierstudie zum Diabetes mellitus Typ II ergaben einen Trend zu einer
inkompletten Leberregeneration in der Gruppe der LIRKO-Méuse. Dieses Resultat ist gut

vereinbar mit der Auswertung der Mitoseindices und dem oben diskutieren DM Typ I
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Mausmodells. Da bei den LIRKO-Maiusen nur ein relativer Insulinmangel bestand, ist im
Gegensatz zu den Tieren mit DM Typ II die periphere Lipolyse und Katabolie weniger
ausgeprigt. Dies gilt auch fiir die osmotische Diurese, welche wegen der durchschnittlich
geringeren Blutglukosekonzentration in der Gruppe der LIRKO-Maéuse nicht so ausgeprégt
ist. Die fiir die Gruppe der mit STZ behandelten Tiere beschriebene relative Zunahme des

Lebergewichtes ist hier folglich in diesem Umfang nicht zu erwarten.

5.1.2. Mitoseindices des DM Typ I und II Mausmodells

Die Bestimmung der Mitoseindices von Hepatozyten und Endothelzellen bei diabetischen und
gesunden Méusen ergab im zeitlichen Verlauf der Leberregeneration Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen. Wihrend sich der Proliferationsbeginn der untersuchten Zelltypen in
den unterschiedlichen Gruppen dhnlich darstellt, gibt es deutliche Unterschiede bei den
Maxima der Mitoseraten. In der Gruppe der an DM Typ I erkrankten Miuse fiel eine
abgeschwichte maximale Mitoserate der Hepatozyten sowie eine insgesamt verlangsamte
Regeneration beider untersuchter Zelltypen auf. Der Mangel an Insulin beim Diabetes
mellitus Typ I fiihrt folglich nicht zu einer deutlich verzogerten Einleitung der Regeneration,
sondern beeinflusst die maximale Mitoserate und Regenerationsgeschwindigkeit im Sinne
eines Comitogens.

Die LIRKO-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls eine verdnderte
Regenerationskinetik. Der Zeitpunkt, zu dem die ersten Zellen BrdU aufnehmen, ist wie bei
den an Diabetes mellitus Typ I leidenden Versuchsmausen &hnlich. Im weiteren Verlauf
liegen die Mitoseindices der LIRKO-M4use erst unterhalb der Kontrollgruppe, steigen dann
jedoch zwei Tage postoperativ liber den zu diesem Zeitpunkt schon wieder abnehmenden
Wert der Vergleichstiere. Auffillig ist die unbeeinflusste Regeneration der sinusoidalen
Endothelzellen in der Gruppe der LIRKO-Maiuse. Man konnte erwarten, dass die
Endothelzellen sich bei einer verzogerten Regeneration der Hepatozyten aufgrund mangelnder
parakrin wirkender Wachstumsfaktoren ebenfalls langsamer teilen. In der Literatur (Qiao JG
et al., 2005) gibt es jedoch Hinweise, dass Insulin, welches im Gegensatz zur Diabetes
mellitus Typ I Tierstudie in diesem Experiment theoretisch eher iiber den physiologischen
Werten gelegen haben wird, die erwartete Regenerationsverzogerung der Endothelzellen iiber

eine vermehrte Induktion von VEGF und dessen Rezeptor Flt-1 ausgeglichen haben konnte.
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Der komplette Verlust des Insulinrezeptors auf den Leberzellen (LIRKO) beeinflusst folglich
die Regeneration der Hepatozyten; die Regenerationskinetik der sinusoidalen Endothelzellen

wird nicht verandert.

5.1.3. Zur Rolle von Insulin bei der Leberregeneration

Zur Rolle des Insulins bei der Leberregeneration gibt es in der Literatur verschiedene, sogar
kontrire Ergebnisse. Wihrend eine Studie (Mola PW et al., 1996) iiber signifikant hohere
Mitoseraten bei diabetischen Ratten 24h nach der Teilresektion berichtet, sieht eine andere
Arbeit (Johnston DG et al., 1986) eher die metabolischen Konsequenzen, die ein
Insulinmangel mit sich bringt, als Grund fiir eine beobachtete verlangsamte Regeneration. Die
Arbeitsgruppe Chin et al. ging der Frage nach, ob Insulin ein Wachstumsfaktor in der sich
regenerierenden Leber ist, oder lediglich eine unterstiitzende Rolle durch seinen Einfluss auf
die metabolische Homdoostase einnimmt (Chin S et al., 1995).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergeben bei den mit STZ behandelten diabetischen
Maiusen ein signifikantes Ergebnis und bestdtigen damit die derzeit in der Literatur
mehrheitlich angenommene Bedeutung von Insulin als Comitogen bei der Leberregeneration.
Hierbei wird, gemal der Definition eines Comitogens, die Regeneration bei Verlust des
Comitogens nicht verhindert, sondern lediglich verzogert.

Neben der Funktion als Wachstumsfaktor {ibernimmt das Insulin auch eine wichtige Rolle in
der metabolischen Homoostase. Als ein Beleg dafiir konnen der bei den Tieren mit
Insulinmangel im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl préoperativ als auch postoperativ
deutlich eingeschrinkte Gesundheitszustand sowie die hoheren Sterberaten in der frithen
Regenerationsphase angesehen werden (siche Kapitel 5.1.7. ,,Diskussion der
Uberlebensraten). Durch die Gabe von STZ wurde innerhalb kurzer Zeit ein Diabetes
mellitus Typ I induziert und im Anschluss daran sofort die beschriebene Operation
durchgefiihrt. Auch unabhéngig von der Operation hétten die diabetischen Méuse klinische
Symptome entwickelt, weshalb es als Folge des Insulinmangels zu einer Schwéchung des
Organismus gekommen wére. Die Operation ist als weiterer belastender Faktor anzusehen. In
der Summe ist es denkbar, dass die Konzentration an Stresshormonen, besonders der
Glukokortikoide, bei diesen Méusen im Gegensatz zur gesunden Vergleichsgruppe erhdht

war. Inwieweit dieser Umstand die Regeneration der Leber beeinflusst hat, ist nicht
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abschlielend zu beurteilen. Es gibt aber Hinweise, dass Glukokortikoide einen hemmenden
Effekt auf die Leberregeneration haben (Debonera F et al., 2003).

Aufgrund der gezeigten wichtigen Rolle des Insulins bei der Leberregeneration ist ein
Diabetes mellitus als Risikofaktor fiir die perioperative Mortalitit beim Menschen zu
erwarten. Ergebnisse dlterer klinischer Studien (z.B. Shirabe et al., 1999; Little et al., 2002;
Pocard et al., 2001) sind in diesem Sinne zu werten. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch
aufgrund des multivariaten Designs der klinischen Studie gezeigt werden, dass Diabetes
mellitus nicht als unabhingiger Risikofaktor zu sehen ist (siehe Kapitel 5.2. ,,Diskussion der
klinischen Studie®). Auch wenn alle diabetischen Patienten der klinischen Studie pra- und
postoperativ mit Insulin versorgt waren, ergeben sich durch die Art der Substitution
Unterschiede im Vergleich zum gesunden Patienten. Auch bei optimaler Kombination von
Insulinen mit langer und kurzer Halbwertszeit liegt die durchschnittliche
Blutzuckerkonzentration tiber den physiologischen Normalwerten. Dies ldsst sich zum
Beispiel am hoheren HbAlc Wert bei diabetischen Patienten ablesen. Hinzu kommt, dass im
physiologischen Normalzustand das von den B-Zellen produzierte Insulin in die Portalvene
abgegeben wird und dementsprechend in relativ hoher Konzentration die Lebersinusoide
passiert. In der Leber entfaltet es seine verschiedenen Wirkungen und wird zum Teil durch
Internalisierung aus dem Blut eliminiert. Diese Kinetik ist bei subkutaner Verabreichung in
dieser Form nicht gegeben.

Dennoch ergeben sich auch mit diesem Wissen keine Alternativen fiir einen verdnderten
Versuchsablauf im Tierexperiment. Eine Insulinsubstitution bei den diabetischen Mausen
bzw. eine medikamentdse Behandlung der Glukoseintolleranz hétte den Einfluss von Insulin
auf die Leberregeneration im Mausmodell vermutlich nicht hinreichend abgebildet.

Bei der klinischen Studie litten iiber 95% der in die Untersuchung eingeschlossenen Patienten
an Diabetes mellitus Typ II. Fiir Hinweise auf Beeinflussung der Regeneration durch
Insulinresistenz sind daher besonders die Ergebnise aus dem LIRKO- Mausmodell von
Bedeutung.

Bei den LIRKO-Mausen findet man im Versuchszeitraum einen Trend zu inkompletter
Regeneration. Die liver-body-weight-ratio erreicht im Gegensatz zur Kontrollgruppe nach den
beobachteten 84 Stunden nicht wieder den Ausgangswert. Wahrend die an den Mitoseindices
abzulesende Regenerationskinetik sowohl bei den LIRKO-M4iusen als auch bei den mit STZ
behandelten Tieren jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Verzogerung aufweist, ist
eine periphere Lipolyse bei den Tieren mit Insulinresistenz im Gegensatz zu den mit STZ

behandelten Tieren nicht zu erwarten. Eine Gewichtssteigerung des Leberparenchyms durch
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Einlagerung von Lipiden ist bei den LIRKO-Mausen deshalb unwahrscheinlich. Die
osmotische Diurese, welche bei den an DM Typ I erkrankten Tieren zu einer Verschiebung
der liver-body-weight-ratio gefiihrt haben konnte, ist bei den LIRKO-Tieren in diesem
Ausmal aufgrund der nicht signifikanten postoperativen
Blutzuckerkonzentrationsunterschiede ebenfalls nicht zu erwarten. Die beobachteten
Unterschiede der liver-body-weight-ratio sind als Folge einer verlangsamten Regeneration zu
sehen. Ensprechend zeigen die LIRKO-Méuse 84h postoperativ im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine deutlich erhohte Teilungsaktivitét.

Das Mausmodell zum Diabetes mellitus Typ II zeigt folglich ebenfalls eine verzogerte
Regeneration der Hepatozyten. Anhand dieses Ergebnisses wére ein erhdhtes perioperatives

Risiko bei Patienten mit DM Typ II nach Leberresektion gut vereinbar.

5.1.4. Diskussion der Rolle von IGF-1

IGF-1 steht im Verdacht, eine Rolle bei der Regeneration der Leber zu spielen. Um etwaige
Unterschiede im Vergleich zwischen gesunden und diabetischen Tieren hinsichtlich der
Bedeutung von IGF-1 bei der Leberregeneration zu eruieren, wurde das Peptidhormon 6h
bzw. 24h und 48h nach der Operation im Serum der Méuse bestimmt. Die Ergebnisse der mit
STZ behandelten diabetischen Tiere fielen dhnlich denen der gesunden Kontrollgruppe aus.
Dies ist insbesondere im Vergleich zu den Resultaten des LIRKO Mausmodells interessant.
Es zeigte sich, dass die 6h und 48h nach der Operation im Serum der Mause gemessene IGF-1
Werte sich signifikant unterschieden. So waren die Konzentrationen im Serum der LIRKO-
Maiuse im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe deutlich niedriger. Die Werte der gesunden
Kontrollgruppe waren mit den Tieren der Diabetes mellitus Typ I Studie vergleichbar. Ein
Erklarungsansatz fiir dieses Ergebnis ist, dass durch den ausgeschalteten Insulinrezeptor auf
den Hepatozyten der LIRKO-Méuse die hemmende Wirkung des Insulins auf das ebenfalls in
der Leber produzierte IGFBP-1 wegfillt. Dieses Bindeprotein fiir IGF-1 hat vermutlich
mehrere Effekte, iiber die es zum Teil widerspriichliche Aussagen gibt. Sicher ist jedoch, dass
dieses Protein die Wirkung von IGF-1 modulieren kann. Es gibt sowohl Ergebnisse, dass es
die Wirkung von IGF-1 verstirkt (Elgin RG et al., 1987; Mohn KL et al., 1991), als auch die
These, dass IGF-1 durch die Bindung an IGFBP-1 in seiner Wirkung gehemmt wird (Liu YY
et al., 1999), zum Beispiel durch eine Minderung der Bioverfiligbarkeit. Letzteres wird in der
Literatur insgesamt flir wahrscheinlicher angenommen. Wiirde also durch die geblockte

Insulinwirkung die Konzentration von IGFBP-1 ansteigen und folglich die Wirkung von IGF-
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1 dadurch eingeschrinkt werden, so wére eine erhohte GH Konzentration zu erwarten, denn
GH wird tiber einen negativen Feedbackmechanismus von IGF-1 gesteuert. Dies ist aber bei
den LIRKO-Maiusen so nicht zu beobachten.
Die Wirkung von IGF-1 auf die Leberregenration und die Kinetik, mit der es postoperativ
seine Konzentration dndert, sind in der Literatur ebenfalls widerspriichlich beschrieben. So
gibt es Studien, die von einer Erhohung sprechen und andere Arbeitsgruppen, die eine
Konzentrationsminderung beobachtet haben (Russell WE et al., 1985; Unterman TG et al.,
1986). Zudem gibt es eine Studie, die iiber verstirktes Leberwachstum bei IGF-1 Knock-out
Maiusen berichtet (Skrtic S et al., 2001). Als Erkldrung wird die als Folge des aufgehobenen
negativen Feedbacks erhohte GH Konzentration angesehen. Eine derartige Erhohung ist in der
Gruppe der LIRKO-Méuse jedoch trotz niedriger IGF-1 Konzentrationen nicht zu beobachten.
Eine mogliche Erkldrung fiir die nicht erhdhte GH Konzentration konnte das kurze
Zeitintervall zwischen Operation und Gewinnung der Serumprobe sein. Ob das
Wachstumshormon als Reaktion auf den Wegfall des negativen Feedbacks erst spiter ansteigt
wurde nicht untersucht. Ebenfalls in die Interpretation eingeschlossen werden muss die
geringe Gruppengrdofie in Verbindung mit der hohen Standardabweichung.

Interessant ist auch, dass bei einem vollkommenen Wegfall von IGF-1 eine gesunde
Leber entstehen kann. IGF-1 scheint also nicht essentiell fiir das Wachstum einer gesunden
Leber zu sein. Bei der Suche nach IGF-1 Rezeptoren auf den Hepatozyten stellt man fest, dass
nur wenige zu finden sind. Dennoch ist die Wirkung von IGF-1 auf die Leber nicht zu
unterschitzen. Begriindet werden kann dies durch Hinweise, dass IGF-1 seine Wirkung evtl.
auch tiber den Insulinrezeptor entfaltet (Liu YYet al., 1999). Ob sich daraus ein
Erkliarungsansatz fiir die oben beschriebenen Unterschiede zwischen dem Mausmodell zum
Diabetes mellitus Typ I und II ergeben kann, wire durch weiterfiihrende Versuche zu
ermitteln. Neben dem erwihnten Cross-talk von IGF-1 {iber den Insulinrezeptor sind auch
bislang unbekannte Rezeptoren fiir IGF-1 auf den Leberzellen denkbar. Ebenfalls in Betracht
gezogen werden muss, dass sowohl IGF-1, als auch das damit eng assoziierte IGFBP-1
Effekte auf die Endothelzellen haben. Diese wiederum konnten parakrine und autokrine
Wirkungen entwickeln. AuBerdem gibt es eine Studie (Skrtic S et al., 2001), deren in vitro
Ergebnisse nahe legen, dass IGF-1 die Sternzellen zur Produktion von HGF stimuliert. All
diese Thesen bekriftigt eine aktuelle Arbeit, die IGF-1 einen wichtigen Beitrag zur
Leberregeneration zugesteht (Desbois-Mouthon C et al., 2006).
Welchen Stellenwert IGFBP-1 in der Regeneration einnimmt, muss als ungeklért betrachtet

werden. Bei Zustinden von Insulinmangel, wie zum Beispiel dem Diabetes mellitus Typ I
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oder physiologisch geringen Insulinkonzentrationen, wie sie nach einer Leberteilresektion zu
finden sind, wird dieses Protein vermehrt exprimiert (Mohn KL et al., 1991). Durch die
Substitution von Insulin kann dieser Effekt revidiert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es im Mausmodell fiir Diabetes mellitus
Typ II einen Unterschied zu den Tieren mit Diabetes mellitus Typ I gibt, der die
Serumkonzentration von IGF-1 signifikant beeinflusst. Ob der Unterschied auf die Prasenz
von Insulin zuriickzufiihren ist, bleibt vorerst ungeklért. Vorstellbar ist, dass Insulin parakrine
Effekte, z.B. vermittelt {iber die nichtparenchymalen Zellen der Leber, auf die Hepatozyten
hat. Ebenfalls moglich sind Effekte {iber andere Rezeptoren als den Insulinrezeptor. Eine
weitere potentielle Option ist, dass der nicht vorhandene Insulinrezeptor, man denke an den
oben erwdhnten moglichen cross-talk von IGF-1 iiber den Insulinrezeptor, fiir den

beobachteten Unterschied verantwortlich sein konnte.
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5.1.5. Diskussion der Rolle von GH

Die Aufgabe von GH geht {iber die oben erdrterten indirekten Wirkungen des IGF-1 hinaus.
So 16st es in einigen Organen, zu denen die Leber gehort, auch direkte Effekte aus. Diese
bestehen unter anderem in der Féhigkeit, die Expression des EGF-Rezeptors zu beeinflussen
(Thompson BJ et al., 2000).

Die im Serum der diabetischen Méuse (Typ I) gemessenen GH Werte zeigten im Schnitt eine
Tendenz zu hoheren Konzentrationen als in der gesunden Kontrollgruppe. Bemerkenswert
daran ist, dass die gemessenen IGF-1 Werte in beiden Gruppen vergleichbare Werte
aufwiesen. Die erhohten GH Werte bei den diabetischen Mausen miissen also iiber einen
anderen Mechanismus als das negative Feedback von IGF-1 erklédrt werden konnen. Eine
Studie zur Leberregeneration von Méusen, die kein GH bilden konnten, ergab ein
verlangsamtes Leberwachstum und ein dauerhaft reduziertes Lebergewicht im Vergleich zum
Zeitraum vor der Operation (Patricia A et al., 2004). Eine Verzogerung der Leberregeneration
wiirde man bei den Versuchtieren mit erhohten GH-Konzentrationen folglich nicht erwarten.
Eben ein solcher Trend war jedoch bei den mit STZ behandelten Tieren zu beobachten. Die
vorliegende Arbeit kann diese Beobachtung ebenso wenig erkldren wie eine Antwort auf die
Frage geben, iiber welchen Mechanismus die GH Ausschiittung bei den diabetischen Tieren
stirker stimuliert wird als bei der unbehandelten Kontrollgruppe. Natiirlich miissen bei
kleineren Versuchgruppen, wie sie fiir diese Studie zur Verfiigung standen, auch
interindividuelle Unterschiede zwischen den Versuchsméusen als mogliche Fehlerquelle in
Betracht gezogen werden. Aufgrund der hohen Standardabweichung kann kein deutlicher
Unterschied angenommen werden. Die beobachtete Tendenz miisste durch weitere Versuche
verifiziert werden. Die GH Konzentration bei den LIRKO- Méusen zeigt vergleichbare Werte
zur Vergleichsgruppe. Dieses Ergebnis erstaunt jedoch, da aufgrund der signifikant
geringeren IGF-1 Konzentrationen und dem damit verbundenem Wegfall des erwdhnten

negativen Feedbacks bei den LIRKO-Tieren, hohere Werte zu erwarten gewesen wéren.
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5.1.6. Diskussion der Rolle von IL-6

Ein weiterer in dieser Studie bestimmter Serumparameter ist das IL-6, welchem eine Rolle in
der Leberregeneration zugeschrieben wird. Das jedenfalls lassen mehrere Studien vermuten,
die es als wichtigen mitogenen Faktor flir die Hepatozyten beschreiben (Streetz KL et al.,
2000). Diese These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass IL-6 knock-out Mause eine
verlangsamte Regeneration sowie eine verlangsamte Synthese von DNS in den Hepatozyten
aufweisen. In nichtparenchymalen Zellen ist dieser Vorgang nicht zu beobachten (Cressman
DE et al., 1996).

Denkbar sind drei verschiedene Stimuli, die fiir eine [L-6 Erhdhung im Anschluss an eine
Leberteilresektion sprechen.

So sorgt bereits die fiir die durchgefiihrte Operation notwendige Laparotomie nachweislich zu
einer drei Stunden postoperativ beginnenden IL-6 Erhdhung (Fu ES et al., 1996). Diese
erreicht 12 Stunden postoperativ ihren Maximalwert und ist erst nach sieben Tagen wieder auf
die Ausgangswerte abgesunken.

Ein weiterer Stimulus ist der postoperativ deutlich verringerte GefaBgesamtdurchmesser.
Aufgrund der Resektion von 2/3 des Lebergewebes muss das durch die Leber stromende Blut
nun deutlich schneller durch das verbleibende Drittel flieBen. Dies geht nicht nur mit einem
auf die Endothelzellen wirkenden gesteigerten Scherstress einher, sondern auch mit einem
erhohten intravasalen Druck. Dieser fiihrt zu einer Dehnung der Kapillaren. Beide Faktoren -
gesteigerter Scherstress und erhohter intravasaler Druck - scheinen ebenfalls zu einer IL-6
Erhohung zu fithren (Kobayashi S et al., 2003).

Der dritte mogliche Reiz zur IL-6 Erhdhung beruht auf der Annahme, dass der unbehandelte
Diabetes mellitus als Stressfaktor anzusehen ist. Mehrere Studien belegen, dass die IL-6
Ausschiittung sowohl bei zahlreichen akuten Ereignissen, wie Hypoxie (Ala Y et al.,1992),
Intoxikationen, akuten Infektionen (Spittler et al., 2000) und Traumata (Miiller CW et al.,
2006) als auch bei chronischen Erkrankungen der Leber erhoht ist (Kakuma S et al., 1991;
Genesca J et al., 1999).

Die in der vorliegenden Studie ermittelten IL-6 Serumkonzentrationen waren 24h nach der
Operation bei den mit STZ behandelten diabetischen Mausen im Durchschnitt etwas hoher als
bei der Kontrollgruppe.

Die 48h postoperativ gemessenen IL-6 Konzentrationen fielen bei den mit STZ behandelten
Mausen im Schnitt geringer als die nach 24h bestimmten Werte aus und lagen unter denen der
gesunden Vergleichsgruppe. Hinzu kommt, dass die durchschnittliche IL-6

Serumkonzentration der gesunden Vergleichsgruppe 48h post operationem iiber der nach 24h
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bestimmten Werte lag. Angesichts der bisherigen Ausfithrungen ist dieses Ergebnis am
ehesten mit den kleinen Versuchsgruppen in Verbindung mit der hohen Standardabweichung
zu erkldren. Im Tiermodell zum Diabetes mellitus Typ II zeigen sich bei diesem Experiment
IL-6 Konzentrationen, welche mit der oben beschriebenen Theorie konform sind. Die 48h
nach der Teilresektion gemessenen Werte der LIRKO-Maiuse liegen ebenso wie die 6h post
OP Werte iiber denen der gesunden Vergleichsgruppe. Des Weiteren ist der erwartete Abfall
der IL-6 Konzentrationen in beiden Gruppen zu erkennen.

Interessante Ergebnisse hinsichtlich der Auswirkungen erhdhter IL-6 Werte auf die
Leberregeneration liefert eine Studie (Jin X et al., 2006), in der den Versuchstieren wihrend
der Leberregenration IL-6 verabreicht wurde. Es zeigte sich, dass IL-6 die Zeit bis zur
vollstindigen Wiederherstellung des urspriinglichen Lebergewichtes verkiirzt, wenn es iiber
ein bis zwei Tage gegeben wird. Bei einer Verabreichung iiber fiinf bis sieben Tage behindert
es jedoch die Leberregeneration. Die dauerhaft erhdhten IL-6 Konzentrationen bei
chronischen Lebererkrankungen fiihren somit zu einer eingeschrinkten Leberregeneration.
Folgt man der Theorie dieser Studie, so wiirden die Auswirkungen von erhéhten IL-6
Konzentrationen fiir den in dieser Arbeit beobachteten kurzen Zeitraum eher positive Effekte
auf die Regeneration der Leber haben. Voraussetzung wire jedoch, dass die Kombination von
unbehandeltem Diabetes mellitus und Leberteilresektion zu einer im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhohten Serumkonzentration fiihrt. Dies wére hinsichtlich der oben
beschriebenen Beobachtungen durchaus moglich, ist aber aufgrund der verwendeten kleinen
Versuchsgruppen nicht zuverldssig nachweisbar. Der beschriebene Mechanismus steht als
Beispiel fiir die Komplexitit der Leberregeneration. Die als Folge des verminderten
Insulinspiegels bei den diabetischen Miusen verlangsamte Regeneration der Leber wiirde
ndmlich zumindest teilweise durch das bei den diabetischen Tieren erhdhte IL-6 ausgeglichen

werden und so die direkte Wirkung von Insulin verschleiern.
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5.1.7. Diskussion der Uberlebensraten

Dass die ca. 2/3 Leberresektion im Allgemeinen von den Méusen gut toleriert wurde, zeigt
sich in der ca. 90%igen Uberlebensrate der gesunden Vergleichsgruppen beider Mausmodelle
(DM Typ I & II). Diese Zahlen stimmen mit den Ergebnissen der Literatur weitgehend
iiberein. So berichten Panis et al. (1997) zwar von einer 100%igen Uberlebensrate bei 70%ig
hepatektomierten Ratten, in anderen Studien finden sich jedoch ebenfalls Werte um die 90%.
Sieht man von denen wihrend der Operation aufgrund von Durchfiihrungsfehlern
verstorbenen Tieren ab, so erreicht man in der Gruppe der mit STZ behandelten Méuse eine
Uberlebensrate von 55,6%.

Diese deutlich schlechteren Uberlebensraten kann man zum Teil mit dem stark
eingeschriankten Gesundheitszustand erkléren, welche die metabolische Dysbalance mit sich
bringt. Die Mause litten unter einem unbehandelten Diabetes mellitus Typ I mit stark
erhohten Blutzuckerwerten und den entsprechenden Folgen eines Insulinmangels. Dazu
zdhlen Gewichtsverlust, Dehydratation aufgrund der osmotischen Diurese und weitere
schwerwiegende Storungen. Auffillig ist, dass die durchschnittliche praoperative
Blutglukosekonzentration in der Gruppe der verstorbenen diabetischen Méuse deutlich hoher
lag als bei den diabetischen Méusen, die den gesamten Versuchszeitraum iiberlebt haben. Es
ist davon auszugehen, dass der Insulinmangel und die entsprechenden Folgeerscheinungen die
Tiere derart geschwécht haben, dass sie den operativen Eingriff im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich schlechter tolerierten.

Des Weiteren scheint die Hohe des Blutzuckers einen Einfluss auf die perioperative Mortalitdt
zu haben. Die trotz gleicher Behandlung im Schnitt unterschiedlichen Blutzuckerwerte sind
durch interindividuelle Unterschiede der Tiere zu erkldren.

Im Experiment zum Diabetes mellitus Typ II zeigt sich ebenfalls ein Trend zu
geringeren Uberlebensraten bei den diabetischen Tieren. Dieser fillt aber nicht so deutlich aus
wie bei den Tieren mit Insulindefizit. Die mittlere Blutglukosekonzentration lag bei den
LIRKO-Tieren deutlich unter den Werten der mit STZ behandelten Méuse. Das Risiko fiir
eine metabolische Entgleisung und der damit verbundenen perioperativen Gefahr ist daher
auch geringer einzuschétzen. Dariiber hinaus verhindert das vorhandene Insulin bei den
LIRKO-Tieren die periphere Lipolyse und damit ein Anfluten von Fettsduren in der von der
Resektion geschwiichten Leber. Die hoheren Uberlebensraten beim Diabetes mellitus Typ 11
Mausmodell im Vergleich zum Diabetes mellitus Typ I Mausmodell lassen sich auf diese Art

teilweise erklaren.
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5.2. Diskussion der klinischen Studie

Im betrachteten Zeitraum (1989 bis 2003) ergab sich eine durchschnittliche perioperative
Mortalitdt von 5,5%. Dieser Wert entspricht den publizierten Werten anderer Hiuser. Die
Auswertung eines in den USA durchgefiihrten Gutachtens ergab eine perioperative Mortalitét
von 5,8% in groBBen Krankenhédusern (Dimick et al., 2004).

In einem Patientenbestand, nicht sortiert nach Lebererkrankungen und ohne vorherige
grof3e Bauchoperationen oder Chemotherapien, zeigten die Diabetiker eine erhohte Mortalitét
im Vergleich zu den Patienten ohne Diabetes mellitus. Die diabetischen Patienten waren
durchschnittlich jedoch &lter und hatten eine hohere Privalenz an Leberzirrhose als die
Patienten ohne Diabetes mellitus. Mit dem multivariaten Ansatz konnte gezeigt werden, dass
Diabetes mellitus keinen unabhéngigen Risikofaktor fiir die perioperative Mortalitét bei
Leberresektionen darstellt. Das Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Operation und das
Vorliegen einer Leberzirrhose haben jedoch signifikante Bedeutung.

Auch wenn die Ergebnisse des Tierexperimentes eine perioperative Beeintriachtigung
erwarten lassen und die Resultate anderer klinischer Arbeiten unterstiitzt (Shirabe et al., 1999;
Little et al., 2002; Pocard et al., 2001), konnte in vorherigen Studien die Auswahl der
Patienten nach zugrunde liegenden Krankheiten zu einer Uberschiitzung des Einflusses von
Diabetes mellitus auf die perioperative Morbiditit und Mortalitdt gefiihrt haben. Alle
diabetischen Patienten, die in der Studie von Little et al. nach einer Leberresektion aufgrund
kolorektaler Metastasen verstorben sind, hatten préoperativ eine Chemotherapie erhalten
(Little et al., 2002). Pocard et al. beschrieben (Pocard et al., 2001) eine nach Chemotherapie
verzogerte Leberregeneration, verbunden mit einer fettigen Degeneration. Eine verzogerte
Regeneration und ein damit verbundenes beeintriachtigtes perioperatives Ergebnis wire somit
keine Folgeerscheinung des Diabetes mellitus sondern der Chemotherapie.

Bei Patienten, bei denen wegen eines HCC eine Leberresektion vorgenommen wurde,
erkannten Shirabe et al. DM als Risikofaktor fiir postoperatives Leberversagen. Ihre
Ergebnisse zogen sie allerdings aus einem tiberwiegend HCV positiven Patientenstamm
(Shirabe et al., 1999). Andererseits gibt es zwei Studien, die iiber einen {iberwiegend mit
HBYV positiven Patientenstamm berichten. Diesen Arbeiten zufolge hat der Diabetes mellitus
keine Auswirkungen auf die perioperative Mortalitét (Poon et al., 2002; Huo et al., 2004). In
allen Studien wurden die Patienten jedoch vor der Operation nach kardiopulmonalen
Einschriankungen, entsprechend bestehender Richtlinien, sortiert (Redai et al., 2004). Deshalb

kann davon ausgegangen werden, dass eine unbekannte Anzahl von Patienten aufgrund der
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durch den Diabetes mellitus verursachten kardiopulmonalen Einschrinkungen von der
Operation ausgeschlossen wurde.

Insgesamt war die Inzidenz von perioperativen Komplikationen in unserer Studie zwischen
Diabetikern (44%) und nicht diabetischen Patienten (36%, p=0,179) dhnlich, obwohl
Nierenversagen, postoperative Aszites und Lungenentziindungen bei Personen mit DM
héufiger beobachtet wurden. Poon et al. berichteten ebenfalls iiber vergleichbare
Komplikationsraten von 38,7% und 37,1% (p=0,820) bei Patienten mit oder ohne gleichzeitig
bestehendem DM (Poon et al., 2002). Obwohl kein Fall von Nierenversagen beschrieben
wurde, war die mittlere Kreatininkonzentration bei den diabetischen Patienten am siebten
postoperativen Tag signifikant hoher als bei den Patienten ohne Diabetes mellitus. Bei einem
ebenfalls hauptséchlich mit HCV positivem Patientenstamm beschrieben Ikeda et al. eine
hohere Inzidenz von postoperativen Komplikationen bei Diabetikern nach kurativen
Leberresektionen bei HCC (Ikeda et al., 1998). In einer anderen Studie der gleichen
Arbeitsgruppe wurde Diabetes mellitus als unabhéngiger Risikofaktor fiir postoperative
Morbiditét bei kleinen Leberresektionen bei HCC beschrieben (Shimada et al., 1998). Beide
Autoren folgten einer sehr regressiven Definition fiir eine postoperative Morbiditét und
berichteten nicht {iber die Verhiltnisse der verschiedenen aufgetretenen Komplikationen
zueinander.

Neben weithin bekannten Parametern der funktionellen Leberreserve (praoperative
Albuminkonzentration, das Vorhandensein einer Leberzirrhose) und chirurgischen Faktoren
(Ara, in der die OP durchgefiihrt wurde sowie das AusmaR der Leberresektion), wurde auch
das Alter als unabhéngiger, prognostischer Wert fiir perioperative Mortalitit identifiziert. Der
Einfluss des Alters auf die perioperative Mortalitdt bei Leberresektionen wurde zwar in
verschiedenen Studien angesprochen, man kam jedoch zu widerspriichlichen Ergebnissen. Bei
Studien jedoch, die verschiedene cut-off Punke fiir altersspezifisch sortierte Gruppen
benutzten (>65 Jahre [Ezaki et al., 1987; Yanaga et al., 1988; Chiappa et al., 2002; Wu et al.,
2004] oder >69 Jahre [Takenaka et al., 1994; Hanazaki et al., 2001]), gab es entweder
Unterschiede im Ausmal} der durchgefiihrten Operationen (Lui et al., 1999; Aldrighetti et al.;
2004), oder es wurde tiiber stark selektierte Patientenstimme berichtet (Melendez et al., 2001).
Wir schlussfolgerten, dass unter Anwendung etablierter kardiopulmonaler und chirurgischer
Patientenauswahlkriterien Diabetes mellitus kein unabhangiger Risikofaktor fiir perioperative
Mortalitét oder Morbiditét bei Leberresektionen ist. Ebenso wenig fand sich ein Beleg fiir
eine beeintrachtigte Leberregeneration bei Diabetes mellitus. Dennoch sollten Patienten mit

DM vor einer Leberresektion besonderes sorgfiltig auf Risikofaktoren untersucht werden, da
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der DM auch immer als Folge einer Leberzirrhose oder eines chronischen Alkoholkonsums
entstanden sein kann. Des Weiteren wurde ein spezielles Muster von Komplikationen bei
diabetischen Patienten nach Leberresektion beobachtet. Aus diesem Grund sollte Patienten
mit diabetischer Nephropathie besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. Obwohl in
dieser Studie kein genereller Einfluss von DM auf die perioperative Mortalitét festgestellt
wurde, konnte die Qualitét der metabolischen Kontrolle, ebenso wie das Stadium und der Typ
des Diabetes, bedeutsam sein. Um dies abzuklédren, werden in der Zukunft weitere, detaillierte

Untersuchungen nétig sein.
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6 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den tierexperimentellen Modellen der
unbehandelte Diabetes mellitus zu einer verzogerten Leberregeneration fiihrt. Nach den
Ergebnissen der klinischen Studie kann er jedoch nicht als unabhingiger Risikofaktor fiir die
perioperative Mortalitdt oder Morbiditit nach Leberresektionen beim Menschen angesehen
werden. Die Rolle von Insulin als Comitogen wurde bestdtigt und die wichtige Funktion in
der Glukosehomdoostase unterstrichen. AbschlieBend soll auf die in Kapitel zwei gestellten

Fragen eingegangen werden.

1. Osmotische Diurese und periphere Lipolyse beeinflussen den Verlauf der Liver-body-
weight-ratio im Modell des DM Typ 1. Hinweise auf eine verzogerte
Leberregeneration finden sich hier nicht. Im Modell des DM Typ II zeigt sich jedoch

ein Trend zur inkompletten Leberregeneration.

2. Der Mitoseindex zeigt, sowohl im Mausmodell des Insulinmangels als auch der
hepatischen Insulinresistenz, eine verzogerte Regenerationskinetik der Hepatozyten

nach Leberteilresektion.

3. Im Modell des Insulinmangels zeigt sich parallel zur verzogerten
Hepatozytenregeneration auch eine verzogerte Regeneration der sinusoidalen
Endothelzellen (sEC). Die induzierte Insulinresistenz der Hepatozyten im Mausmodell

zum DM Typ II hat keinen Einfluss auf die Mitoserate der sEC.

4. Wihrend sich die postoperativ bestimmten IGF-1 Serumkonzentrationen der Tiere mit
DM Typ I nicht von den Werten der Vergleichsgruppe unterscheiden, bestehen

signifikante Konzentrationsminderungen bei den Méusen mit Insulinresistenz.
5. Es besteht kein eindeutiger Unterschied der postoperativ gemessenen IL-6-

Konzentrationen bei Méausen mit DM (Typ [ und II) im Vergleich zur entsprechenden

Kontrollgruppe.
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Es besteht kein eindeutiger Unterschied der postoperativ gemessenen GH-
Konzentrationen bei Méausen mit DM (Typ [ und II) im Vergleich zur entsprechenden

Kontrollgruppe.

Mittels eines multivariaten Ansatzes wird in der klinischen Studie gezeigt, dass kein
eindeutiger Unterschied beziiglich des perioperativen Risikos von diabetischen zu
Patienten ohne DM besteht. Diabetes mellitus kann daher nicht als unabhingiger
Risikofaktor fiir die perioperative Mortalitdt oder Morbiditét bei Leberresektionen

angesehen werden.
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