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Zusammenfassung

Fragestellung und Ziele: Bislang ist wenig {iiber die Ausschiittung von
stammzellspezifischen Wachstumsfaktoren und Chemokinen nach einer Leberresektion,
welche Auswirkungen auf die extrahepatische Stammzellmobilisation, dem lokalen
hepatischen Ansiedeln und der Differenzierung bzw. Proliferation von KMSZ haben,
bekannt. Ziel dieser Studie ist es einen Einblick in die Rolle der Wachstumfaktoren
beziiglich der Leberregeneration zu erhalten, insbesondere die frithe Ausschiittung und
Mobilisation unmittelbar nach einer Leberteilresektion. So sollte der Frage
nachgegangen werden, inwiefern das Ausmal} der Leberteilresektion und den damit
verbundenen Parenchymverlust mit dem peripher evaluierten Spiegel der
stammzellspezifischen Zytokinen hepatocyte growth factor (HGF), stromal-derived
factor 1 (SDF-1) und stem cell factor (SCF) sowie den laborchemischen Parametern
korreliert.

Patienten und Methoden: Zwecks Vergleichs nach der Leberteilresektion wurde
prdoperativ (-24h) Blut abgenommen. Weitere Zeitpunkte der Blutentnahme waren
intraoperativ, unmittelbar nach Leberteilresektion (Oh), 3 Stunden (3h) spéter, 6 Stunden
(6h) spéter, 12 Stunden (12h) spéter, 24 Stunden (24h) spiter und 48 Stunden (48h)
spater. HGF, SDF-1 und SCF aus Patientenserum wurde mittels ELISA bestimmt. Die
Patienten (n=16) wurden, abhdngig vom Ausmall der Leberteilresektion, in drei
Gruppen unterteilt. Gruppe I mit einer Leberresektion von < 3 Lebersegmenten, Gruppe
IT mit einer Leberresektion von 3 — 4 Lebersegmenten und Gruppe III mit einer
Leberresektion von 5 — 6 Lebersegmenten.

Ergebnisse: HGF zeigte postoperativ bei allen drei Gruppen ein HGF-
Serumspiegelanstieg - unabhéngig vom Leberparenchymverlust. Hohepunkt aller drei
Gruppen war nahezu bei 24 Stunden postoperativ. SDF-1 ergab bei den
Untersuchungen, ohne  signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, einen
postoperativen Abfall nach ungefihr 6 Stunden in allen drei Gruppen und
anschlieBendem Anstieg auf nahezu préoperatives Ausgangsniveau nach 48 Stunden.
SCF zeigte intraoperativ (Oh) in allen drei Gruppen einen signifikanten Abfall. In der
Gruppe II (3-4 Segmente) ergab sich dann ein signifikanter SCF Serumanstieg (p= 0.02,
gepaarten Student-t-Test) von 82.5 + 8.8 % unmittelbar vor Leberteilresektion auf 112.4
+ 20.5 % 24 Stunden postoperativ. In der Gruppe III stieg der SCF Serumspiegel
signifikant von 82.8 + 13.0 % vor Leberteilresektion auf 104.6 + 25.8 % 12 Stunden
postoperativ (p= 0.046, gepaarten Student-t-Test). AusschlieBlich bei der Gruppe I
erkannte man, im Gegensatz zu den anderen Gruppen, dass der SCF Serumspiegel
wiahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes unterhalb des pridoperativen
Ausgangswertes verlief (p= 0.04, gepaarten Student-t-Test).

Diskussion und Schlussfolgerung: Diese Ergebnisse zeigten hohere Serumspiegel von
SCF bei Patienten mit ausgedehnten Leberresektionen im Vergleich zu Resektionen mit
geringerem Parenchymverlust. SCF konnte, angelehnt an dem Ausmal} des
Leberparenchymverlustes, eine bedeutsame Rolle in der Leberegeneration spielen. Auch
im Hinblick auf das restliche Lebervolumen und der Leberfunktion kénnte SCF
entscheidungsrelevant  sein. HGF  zeigte  postoperativ, unabhingig vom
Parenchymverlust, einen Anstieg der Serumkonzentration. SDF-1 scheint keine
unmittelbare Schliisselrolle bei der Leberregeneration nach einem operativ bedingten
Parenchymverlust zu haben.
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1. Einleitung

Experimentelle Daten legen nahe, dass extrahepatische Stammzellen an der aktiven
Leberregeneration beteiligt sind [PETERSEN 1999, ALISON 2000, SCHULTE AM
ESCH 2™ 2005, FURST 2007]. Die genauen Mechanismen, wo
Knochenmarkstammzellen (KMSZ) die Leberregeneration fordern, bleiben weiterhin
kontrovers diskutiert.

Einige Autoren favorisieren die Meinung, dass KMSZ sich mit Hepatozyten
zusammenschlieBen. Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass sich KMSZ, ohne Anzeichen
fiir einen Zusammenschluss mit Hepatozyten, in Hepatozyten umwandelten [TERADA
2002, NEWSOME 2003].

Diese Arbeit beschéftigt sich mit den biologischen Zusammenhingen der
Leberregeneration und versucht, einen Einblick zwischen den Wachstumsfaktoren, den
Chemokinen und der Leberschddigung herzustellen. Im Folgenden werden zundchst
einige Grundlagen zum Thema Leberschiadigung und seiner Therapiemdglichkeiten
erldutert, bevor sich dann den untersuchten Wachstumsfaktoren SCF, SDF-1 und HGF

gewidmet wird und diese im Kontext darstellt werden.

1.1 Anatomischer Aufbau und Terminologie der Leber

Die Leber, Hepar, ist das zentrale Stoffwechselorgan und die grofte Driise des Korpers.
Die menschliche Leber wiegt gewdhnlich zwischen 1200 bis 1800g und liegt
unmittelbar unter dem Zwerchfell, groBtenteils im rechten Oberbauch, in der Regio

hypochondriaca. [LEONHARDT 1987, DRENCKHAHN 1994].


http://de.wikipedia.org/wiki/Dr%C3%BCse

Lig. falciforme

Gallenblase

Rechter Leberlappen Linker Leberlappen
Lobus quadratus /

Lig. teres hepatis

Lig. venosum
Lobus caudatus

V. cavainf.

Abb. 1: Makroskopische Ansicht der Leber [DRENCKHAHN 1994]

Das Lig. falciforme an der Vorderseite teilt die Leber anatomisch in zwei grof3e
Leberlappen. Der rechte Leberlappen, Lobus hepatis dexter, liegt unter dem Zwerchfell
und ist mit diesem teilweise verwachsen. Er ist grofer als der linke Leberlappen, Lobus
hepatis sinister, welcher bis in den linken Oberbauch gelegen ist. An der
Eingeweidefldche finden sich zwischen dem rechten und linken Leberlappen deutlich
kleiner der Lobus quadratus und Lobus caudatus. Diese werden durch das Lig. teres
hepatis, das aus der obliterierten Nabelvene entstanden ist und das Lig. venosum zum

linken Leberlappen und durch die V. cava inf. und das Gallenblasenbett zum rechten



Leberlappen hin abgegrenzt. Dazwischen liegt die Leberpforte, Porta hepatis, iiber
welche die V.portae und noch weiter medial die A.hepatica propria sowie zahlreiche
Nervenfasern in die Leber eintreten und der Gallengang die Leber verlasst.

Die Leberarterie, A.hepatica propria, transportiert das sauerstoffreiche Blut vom Herzen
zur Leber, die Pfortader, V.portae, sammelt das Blut aus den unpaaren Bauchorganen
(Magen, Diinndarm, Dickdarm, Teile des Mastdarms, Bauchspeicheldriise, Milz) und
fiihrt es der Leber in Form ndhrstoffreichen Blutes zu [LEONHARDT 1987].

Die Gallenblase liegt in der Fossa vesicae biliaris der Leber an und ist durch den Ductus
cysticus mit dem Gallengang verbunden. Als vesikuldres Hohlorgan speichert sie einen

Teil der in der Leber produzierten Galle. [DRENCKHAHN 1994].

1.2 Funktionell chirurgische Anatomie der Lebersegmente nach Couinaud

Bei der Planung von Leberesektionen sind exakte Kenntnisse der funktionellen
Anatomie einschlieBlich der arteriellen und portalvendsen Versorgung sowie der
lebervendsen Drainage essenziell, um Resektionen zu realisieren, die das verbleibende
Leberparenchym moglichst wenig beeintrachtigen.

Die Geschichte der funktionellen Leberanatomie beginnt mit J. Cantlie 1897, der durch
Injektion von Farbstoff in die Pfortader zeigte, dass die Grenze zwischen linkem und
rechtem Leberlappen nicht wie meist angenommen am Lig. falciforme verlduft, sondern
entlang einer Orientierungslinie von der Gallenblase bis zur V. cava inf. (Cantlie-Linie).
Diese Grenzebene nach J. Cantlie unterteilt die Leber in zwei funktionell unabhingige

Hilften (Abb. 2) [CANTLIE 1897].
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Funktionelle Trennungslinie [~
nach J. Cantlie

Anatomische Trennungslinie
durch Lig. falciforme

Abb. 2: Trennungslinien der Leber [CANTLIE 1897]

Die detaillierte Unterteilung der Leber in 8 funktionelle Lebersegmente erfolgte 1954
durch C. Couinaud und entspricht der Aufzweigung der portalen Strukturen und der

Verlauf der drei Lebervenen (Abb. 3).

rechte Lebervens Y. cava inferiar
mittlere Lebervenes

linke Lekervens

& hepatica
J zinistra
A hepatica propria

e,

']"»-". portae

Ductus hepaticus communis

Ductus choledochus

Ductus cysticus

Abb. 3: Chirurgische Segmenteinteilung nach Couinaud [KLEMPNAUER 1997]



Der rechte Leberlappen setzt sich zusammen aus Segment V-VIII, der linke aus
Segment [-IV. Durch die Aufzweigung der Pfortader wird die Leber horizontal zudem
in eine obere (kranialen) und eine untere (kaudalen) Segmentgruppe eingeteilt. Jedes
Lebersegment stellt eine eigenstindige funktionelle Einheit dar, mit segmentalem
portalvendsem und arteriellem Zufluss sowie vendsem und bilidrem Abfluss [BRUCH

2000].

1.3 Indikationen zur Leberresektion

Verschiedene primdre und sekundére hepatische Tumore sowie Tumore der Gallenwege
machen eine chirurgische Intervention als therapeutische Option notwendig.

Die Indikation zu Leberresektion ergibt der Nachweis eines malignen oder
symptomatischen benignen Tumors. Liegen Sekundidrmetastasen, Metastasen
beschrinkter Anzahl, seitenbegrenzte Metastasen oder primdre Leberkarzinome vor,
welche nur in einer Leberhilfte lokalisiert sind und liegt eine suffiziente Funktion des
Restleberparenchyms vor, besteht eine absolute Operationsindikation [KREMER 1993].
Die pridoperative Diagnostik mittels bildgebender Verfahren wie MRT, CT,
Sonograghie , PET oder ERCP dient der Beurteilung der onkologische und technischen
Resektabilitdt. Dartiber hinaus sollte zur Vermeidung postoperativer Komplikationen
préoperativ eine aktuelle Leberfunktionsanalyse erfolgen [LO 1997].

Es sind Leberresektionen bis zu einem resezierten Lebervolumen von 75 % moglich

[VAUTHEY 1998].

1.4 Leberresektionsverfahren

Bei der Leberresektion ist es obligat tumorfreie Resektionsrdnder zu erreichen ohne
dabei gesundes Leberparenchym zu verlieren. Heutzutage stehen diverse
Resektionsverfahren zur Verfiigung. Grundséatzlich wird zwischen einem anatomischen
und nicht anatomischen atypischen Resektionsverfahren unterschieden.

Das anatomische Resektionsverfahren orientiert sich nach dem funktionellen Aufbau
der Leberlappen und Segmente und hélt dabei die Resektionsgrenzen ein. Vorteilhaft
hierbei ist, dass die residuale Restleber weiterhin iiber eine arterielle und portalvendse

Blutversorgung sowie iiber eine ausreichende lebervendse Drainage verfiigt.



Da intrahepatische Gallenwege ebenfalls dem segmentalen Aufbau der Leber folgen,
liegt nach einer anatomischen Leberresektion in der Regel weiterhin eine suffiziente
Drainage der Gallengénge vor.

Trotz der Vorteile des anatomischen Resektionsverfahrens gibt es auch rationale
Indikationen fiir das nicht anatomische atypische Resektionsverfahren, wenn
beispielsweise hierbei das Resektionsausmafl und somit die Traumatisierung des

Restlebergewebes eingeschrinkt werden kann [BISMUTH 1982].

Nomenklatur der Leberresektionen entsprechend der segmentorientierten
Anatomie nach Couinaud [COUINAUD 1954]

Bei den anatomischen Resektionen konnen unterschieden werden:

- segmentorientierte  Resektion (  Monosegment-, Polysegment-  oder
Multisegmentresektionen)

- Linkslaterale Leberresektion ( Segment II-11I )

- Hemihepatektomie links ( Segment II-1V £I )

- Hemihepatektomie rechts ( Segment V-VIII )

- Trisegmentektomie links: Hemihepatektomie links + Segment V und VIII

- Trisegmentektomie rechts: Hemihepatektomie rechts + Segment I und IV



- Pfortadertriade
Gallenblase

Emmm -r----------------- i
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|
erweiterte Hemihepatektomie links

Abb. 4: Nomenklatur der Leberresektion [NAGEL 2005]



1.5 Knochenmark-Stammzellen und Leberregeneration

In vorangegangenen experimentellen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bei einer
Leberresektion extrahepatische Stammzellen wie himatopoetische Progenitor- Zellen an
der Leberegeneration beteiligt sind [FUJII 2002].

Des Weiteren wird beschrieben, dass KMSZ in der Lage sind, sich sowohl in
Hepatozyten als auch in Cholangiozyten zu differenzieren [LAGASSE 2000, CROSBY
2001, KORBLING 2002, SCHWARTZ 2002, NEWSOME 2003].

Wie die Umwandlung in Hepatozyten geschieht wird derzeit in verschiedenen
Arbeitsgruppen diskutiert. Ein Ansatz wire, dass die Umwandlung von
extrahepatischen himatopoetische Stammzellen in Hepatozyten, welche die
Leberregeneration unterstiitzen, auch ohne Fusion mit Leberzellen geschehen konnte
[NEWSOME 2003, JANG 2004]. Andere Daten legen nahe, dass hdmatopoetische
Stammzellen sich erst durch Kontakt mit Hepatozyten in solche umwandeln [WANG,
WILLENBRING et al. 2003, VASSILOPOULOS 2003].

Neben Hepatozyten, sinusoidalen Zellen und Cholangiozyten beinhaltet die Leber
kleine parenchymale Zellen mit grolen ovalen Kernen. Diese ,,Oval“-Zellen
[GRISHAM et HARTROFT 1961] liegen im Bereich der Hering-Kanéle [GRISHAM et
THORGEIRSSON 1997] und ihnen wird nachgesagt, dass sie als intrahepatische
Stammzellen [DE VOS 1992, KOUKOULIS 1992, VIG 2006] wirken und sich sowohl
in Hepatozyten [GOLDING 1995] als auch in Cholangiozyten [YIN 1999]
differenzieren kdnnen.

Somit konnten sie bei Leberschiddigung mit hohem Parenchymverlust eine bedeutsame
Rolle in reparativen Prozessen spielen [ALISON 1997]. Hypothesen, wonach KMSZ als
Ursprung fiir intrahepatische ,,Oval“-Zellen gelten [PETERSEN 2003], wurden von
anderen Arbeitsgruppen in Frage gestellt [WANG, FOSTER et al. 2003, MENTHENA
2004].



Bei einem Leberparenchymschaden werden bekannterweise stammzellspezifische
Wachstumsfaktoren und mogliche Chemokine in erhdhter Konzentration ausgeschiittet.
Im Einzelnen handelt es sich um ’stromal cell-derived factor-1° (SDF-1), ‘stem cell
factor'(SCF), “hepatocyte growth factor’ (HGF) und Interleukin-8 (ILS).

Diesen und noch anderen Faktoren wird eine groBe Rolle bei der aktiven
Stammzellanlagerung aus extrahepatischen Quellen zur Leber hin (‘lokales homing’)
zugesprochen [HATCH 2002, KOLLET 2003, DALAKAS 2005]. Das Anwachsen von
Lebergewebe aus extrahepatischen Vorlduferzellen wird bei Féllen einer
Leberschidigung, im Vergleich zu unbeschddigtem Lebergewebe, beschleunigt

[WANG, GE et al. 2003].

Der ‘hepatocyte growth factor’ (HGF), urspriinglich identifiziert als ein potentes
Mitogen fiir ausgereifte Hepatozyten, wird von mesenchymalen Stammzellen sezerniert
und vermittelt seine vielfdltigen Effekte primér als ein parakriner Stimulus auf
epitheliale Zellen, wo das Zellwachstum, die Zellmotilitit und die Morphogenese
reguliert wird.

HGF st ein natiirlicher Ligand fiir den transmembranen Tyrosinkinase-
Zelloberflachenrezeptor, welcher auch als MET bekannt ist. MET ist das Produkt des c-
MET Protoonkogens [NAKAMURA et NAWA 1984, GOHDA 1988, NAKAMURA et
NISHIZAWA 1989, UEHARA 1992, MONTESANO 1991, RUBIN 1991, BOTTARO
1991].

In der Leber spielt das HGF eine wichtige Rolle bei der Leberregeneration [STOKER
1989, GHERARDI et STOKER 1990, SELDEN 1990, MICHALOPOULOS et
ZARNEGAR 1992]. Dort wird es von den hepatischen Sternzellen exprimiert
[SCHIRMACHER 1992, RAMADORI 1992]. Diese spezialisierten Zellen befinden
sich im Disse-Raum, welcher zwischen den Leberepithelzellen und dem sinusoidalen

Endothel ausgebildet ist [WAKE 1971].

Bei akuten Leberschiden weisen erhdhte HGF-Plasmaspiegel mit nachfolgender DNA-
Synthese in den Hepatozyten und anschlieBender Proliferation auf eine

ausschlaggebende Beteiligung des "hepatocyte growth factors® hin [SCHIRMACHER



1992]. Lindroos et al. zeigt in einem Versuch bei teilhepatektomierter Ratten, dass
durch den experimentell induzierten Proliferationsreiz bereits frith im Blut ein erhohter
HGF-Level zu beobachten ist — noch bevor letztlich die DNA-Synthese und die
eigentliche Leberregeneration gestartet wird. Ahnlich schneller Anstieg des HGF-Level
ist auch bei Hepatotoxinen, wie Carbon Tetrachlorid zu verzeichnen [LINDROOS
1991].

In einer anderen Studie konnte ein erhdhter Serumspiegel des hepatocyte growth factor
nach partieller Leberteilresektion rechts bei gesunden Lebendspendern beobachtet
werden [EFIMOVA 2005].

Der ‘hepatocyte growth factor’ (HGF) zeigt auch gemeinsame Effekte mit und
Induktion von SCF und SDF-1 beziiglich des Stammzellrecruitment wéhrend der

Leberregeneration [KOLLET 2003, MATSUDA-HASHII 2004].

HGF Proliferation
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Abb. 5: HGF als Schliisselrolle in der Himatopoese [MATSUDA-HASHII 2004]
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Das Chemokin ‘stromal cell-derived factor-1" (SDF-1), welches Vorlduferzellen in
Mensch und Maus anlockt, wird von dem Gallengangsepithel der Leber gebildet. In
Versuchen bei Médusen wurde beobachtet, dass die Neutralisation des SDF-1 Rezeptors
CXCR4 das lokale Homing und Anwachsen der Leber durch humane CD34+
Vorlduferzellen aufhebt. Eine hepatische Injektion durch humanes SDF-1 hingegen
zeigte ein erhohtes lokales Homing [KOLLET 2003].

Bei Leberschdden werden erhohte SDF-1 Spiegel, welche CD133+ KMSZ anlocken
und SDF-1 Rezeptor CXCR4 positiv sind, beobachtet. CD133+ KMSZ, welche
wahrscheinlich einem SDF-1 Gradienten folgen, werden peripher im Blut angereichert
und nehmen somit am Szenario der Leberregeneration teil [RATAJCZAK 2003].
Weitere Ergebnisse aus In-Vitro Studien legen nahe, dass am Prozess der verstdrkten
Anreicherung von mesenchymalen Stammzellen im geschadigtem Gewebe sowohl eine
Beteiligung durch die SDF-1-CXCR4 und HGF-c-MET Kaskade als auch EGF, FGF,
IGF und Matrix-Metalloproteinasen (MMP) vorhanden zu sein scheint. [SON 2006,
Lange 2006].

Die Eigenschaft des "stem cell factor” (SCF) als himatopoetischer Faktor, welcher fiir
die Proliferation und Differenzierung von verschiedenen Typen von KMSZ
verantwortlich zu sein scheint, ist bereits bekannt [ZSEBO 1990, MATSUI 1990,
SHIMIZU 1996, KURATA 1998]. Verschiedene Daten legen eine signifikante
Beteiligung von SCF, ein nachgewiesener Ligand zum c-Kit Rezeptor
(Stammzellfaktor-Rezeptor), an der Hepatozytenproliferation und somit an der

Leberregeneration nahe [FUJIO 1994, RAO 1996, OMORI 1997, MORIMOTO 1998].

Die Arbeitsgruppe Ren et al. zeigte in einem Versuch bei Mausen, dass nachdem 70%
des Leberparenchyms reseziert wurde, es in der Leber zu einem Abfall des SCF-Levels
wohingegen es gleichzeitig im peripheren Blut es zu einem Anstieg des SCF Spiegels
kam. Eine SCF Blockade, einerseits durch SCF-Antikorper oder andererseits durch
gentechnisch verdnderte Mause, zeigte nach einer Leberteilresektion eine Hemmung der
Hepatozytenproliferation. Bei gentechnisch verédnderten Méusen, die kein SCF bildeten,

kam es nach SCF Substitution wieder zu einer Hepatozytenproliferation [REN 2003].
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Der ‘stem cell factor” scheint nicht nur leberregenerative, sondern auch leberprotektive
Eigenschaften zu besitzen. Simpson et al. demonstrierte in einem Mausmodell, dass
toxische induzierte Leberschdden durch SCF verringert werden kénnten [SIMPSON
2003].

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Bislang ist wenig iiber die Ausschiittung und moglichen Modulationseffekte von
stammzellspezifischen Wachstumsfaktoren und Chemokinen nach einer Leberresektion,
welche Auswirkungen auf die extrahepatische Stammzellmobilisation, dem lokalen
hepatischen Ansiedeln und der Differenzierung bzw. Proliferation von KMSZ haben,

bekannt.

Ziel dieser Studie ist es einen Einblick in die Rolle der Wachstumfaktoren beziiglich der
Leberregeneration zu erhalten, insbesondere die frithe Ausschiittung und Mobilisation

unmittelbar nach einer Leberteilresektion.

So sollte der Frage nachgegangen werden, inwiefern das Ausmal} der Leberteilresektion
und den damit verbundenen Parenchymverlust mit dem peripher evaluierten Spiegel der
stammzellspezifischen Zytokinen SCF, SDF-1 und HGF sowie den laborchemischen

Parametern korreliert.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und Probanden

In der vorliegenden Studie wurden sechzehn aufeinander folgende Patienten mit einem
bosartigen Lebertumor untersucht. Alle Patienten waren fiir eine Leberteilresektion
geplant, vorbereitet und {iber die Studie hinreichend informiert und damit
einverstanden. Die Serologie der Patienten war Hepatitis C und HIV negativ. Die
Patienten wurden, abhédngig vom Leberschaden und den damit verbundenen
unterschiedlichen Umfanges des Lebereingriffes, in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe I mit einer Leberresektion < 3 Lebersegmente;

Gruppe II mit einer Leberresektion 3 — 4 Lebersegmente; und

Gruppe III mit einer Leberresektion 5 — 6 Lebersegmente

2.2 Blutproben

Von den zu untersuchenden sechzehn Patienten wurden zu bestimmten Zeitpunkten
Serumproben und EDTA-Proben entnommen, aufbereitet und bis zum weiteren

Gebrauch bei -20°C eingefroren (siche Kap.2.5).
2.3 Laborgeriite, Material und Reagenzien

2.3.1 Laborgerite

Gerit Hersteller
Sterilbank Fa. Heraus Instruments
Pipetten (50 ul, 100ul, 200 pl, 1ml) Fa. Eppendorf
Zentrifuge / Universal 30 RF Fa. Hettich
Kiihlschrank -20 Grad / WA 91 Fa. Kirsch / Bosch
Mikrotiterplatten-Photometer / Sunrise Fa. Tecan
Plattenschiittler / Thermomixer comfort Fa. Eppendorf
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2.3.2 Plastikwaren und Einwegartikel

Plastikwaren und Einwegartikel Hersteller
Handschuhe Sensiclean II Fa. Ansell
Perfusionsbesteck mit Fliigel Fa. Braun

Serum-Vacutainer

Fa. Becton-Dickinson

EDTA-Vacutainer

Fa. Becton-Dickinson

Pipettenspitzen 1 ml

Fa. Star Lab

2 ml Safe-Lock Reaktionsgefil3e

Fa. Eppendorf

0,5 ml Safe-Lock Reaktionsgefil3e

Fa. Eppendorf

2.3.3 Molekularbiologische ELISA - Kits

Bezeichnung

Hersteller

Quantikine® Human HGF Immunoassay

Fa. R&D Systems, Minneapolis

Quantikine® Human SDF-1a Immunoassay

Fa. R&D Systems, Minneapolis

Quantikine® Human SCF Immunoassay

Fa. R&D Systems, Minneapolis

2.3.4 Reagenzien der Molekularbiologischen ELISA - Kits

Bezeichnung

Hersteller

96-Loch-Mikrotiterplatten aus Kunststoff

Fa. R&D Systems, Minneapolis

Konjugat-Detektionsantikorper

Fa. R&D Systems, Minneapolis

Standard

Fa. R&D Systems, Minneapolis
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Probenverdiinnung RD1W Fa. R&D Systems, Minneapolis
Calibrator Verdiinnnung RD5P 5-fach konz. Fa. R&D Systems, Minneapolis
Wasch Puffer Konzentrat Fa. R&D Systems, Minneapolis
Farbreagenz A Fa. R&D Systems, Minneapolis

Farbreagenz B Fa. R&D Systems, Minneapolis

Stopplosung Fa. R&D Systems, Minneapolis

Abdeckplatte Fa. R&D Systems, Minneapolis

2.3.5 Sonstige Reagenzien

destilliertes Wasser Delta Select GmbH

2.4 Software und Server

2.4.1 Software

Microsoft® Word 2010 Microsoft Corp., Redmond/USA
Adobe® Photoshop CS3 Adobe Systems Inc., San Jose/USA
SPSS® 11.0 SPSS Incorp., Germany

Magellan Standard 5.0 Tecan

SigmaPlot™ 11.0 Systat Software GmbH

2.4.2 Server

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi
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2.5 Studienbeschreibung

In der vorliegenden Studie wurde bei sechzehn Patienten Wachstumsfaktoren (humanes
HGF, SDF-1a und SCF) im Blut nach einer Leberteilresektion untersucht.

Zwecks Vergleichs nach der Leberteilresektion wurde prioperativ (-24h) Blut
abgenommen. Weitere Zeitpunkte der Blutentnahme waren intraoperativ, unmittelbar
nach Leberresektion (Oh), 3 Stunden (3h) spédter, 6 Stunden (6h) spéter, 12 Stunden
(12h) spéter, 24 Stunden (24h) spéter und 48 Stunden (48h) spéter.

Das Blut wurde iiber einen peripheren Zugang, iiber einem ZVK oder iiber einen
arteriellen Zugang entnommen und in jeweils drei Serum Vacutainer mit Silikon-Gel
und EDTA (Plasma)- Vacutainer gefiillt.

Im Labor wurden die Proben weiter aufbereitet. Die Serumproben und EDTA-Proben
wurden zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter der Sterilbank in 2 ml
Reaktionsgefale dekantiert und anschlieBend bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C
eingefroren. Um unter anderem Verunreinigungen, haufiges Auftauen, Einfrieren zu
verhindern, wurden die Blutproben zwischenzeitlich in 0,5 ml Reaktionsgefial3e
aliquotiert.

Nach Sammeln der Blutproben wurden ELISA-Untersuchungen durchgefiihrt. Im

Anschluss an die Untersuchung fand eine statistische Auswertung statt.

2.6 Methoden
2.6.1 Aufbereitung der Blutproben

Die Serumproben wurden zunédchst bis zum Gerinnen bei RT fiir 30 min gelagert und
anschlieend fiir 10 min bei 1000 x g (4 °C) zentrifugiert. Die EDTA-Proben wurden
sofort nach Blutentnahme fiir 10 min bei 1000 x g (4 °C) zentrifugiert.

Der Serumproben und EDTA-Proben - Uberstand wurde mittels einer Pipette
abgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt und anschlieBend bis zum
weiteren Gebrauch bei -20°C eingefroren. Das Pellet aus Erythrozyten wurde
verworfen.

Um unter anderem Verunreinigungen, hiufiges Auftauen, Einfrieren zu verhindern,

wurden die Blutproben zwischenzeitlich in 0,5 ml Reaktionsgefa3e aliquotiert.
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2.6.2 Bestimmung von humanem HGF, SDF-10 und SCF mittels ELISA

Allgemein

Die Durchfiihrung eines ELISA wurde erstmals durch Engvall und Perlmann zur
quantitative Bestimmung von Antigenen (1971) bzw. von Antikorpern (1972)
beschrieben. Dabei handelt es sich um einen Enzymimmunoassay (EIA), mit dessen
Hilfe geringste Mengen an Antigen oder Antikorper nachgewiesen werden konnen.
Dabei kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikorper, die durch
eine Enzym-katalysierte Chromogenumwandlung sichtbar gemacht wird. Das 16sliche
und farblose Chromogen wird dabei zu einem 16slichen und gefarbten Farbstoff
umgesetzt, der sich durch Messung mit dem Photometer quantifizieren lésst.

Prinzip

Bei dem ELISA handelt es sich um einen solid-phase enzyme linked immunosorbent
assay. Bei der Solid-Phase-Technik (Festplattenadsorption) wird der Antikérper (AK),
in dieser Arbeit ein monoklonaler Antikorper, spezifisch gegen humanes HGF, SDF-1a
und SCF direkt an der Plastikoberfliche der Mikrotiterplatte adsorbiert (1). Die hier
verwendeten ELISA-Kits (Fa. R&D Systems, Minneapolis) sind bereits mit einem
monoklonalen Antikdrper beschichtet.

Um einen moglichst hohen Durchsatz von Proben zu erzielen, wurden in dieser Arbeit,
so genannte 96-well- ELISA- Mikrotiterplatten aus Kunststoff verwendet.

Auf die mit AK beschichtete Platte (2) werden die Standards und Proben in die
unterschiedlichen Kavitdten (Vertiefungen) pipettiert (3) und inkubiert (4). Um die
Menge an humanem HGF, SDF-la und SCF zu quantifizieren wird nach der
Immunreaktion des 1. Antikorpers ein horseradish peroxidase (HRP)-konjugierter
Detektionsantikorper zugesetzt (5), der an die noch freien Epitope des humanem HGFs,
SDF-1as und SCFs bindet (6). Der Anteil an nicht gebundenem Konjugat wird dann
durch einen Waschschritt entfernt. Nach Zugabe des Substrats (7) lisst sich aus der
gemessenen Farbintensitit (8) durch Vergleich mit der Standardkurve die
Antigenkonzentration der Probe bestimmen.

Die Intensitdt der Farbe ist proportional zu der humanen HGF, SDF-la und SCF

Konzentration im Blut.
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Abb. 6: ELISA — Prinzip [FRANK 2006]

Durchfiihrung

1.

AN O i

10.

11.

12

15.

Auftauen auf RT und Vorbereitung der Patientenproben

Auftragen von 150 pl Probenverdiinnung RD1W in jede Kavitét

50 pl Standard und 50 pl der Patientenproben in die jeweilige Kavitit pipettieren
Mikrotiterplatte 120min. bei RT inkubieren

AnschlieBend die Fliissigkeit entfernen

Waschen: 4mal mit 200ul destilliertem Wasser die Kavititen auswaschen-
Vorgehensweise wie unter 5.

Nach dem letzten Waschschritt restliche Fliissigkeit durch Abdriicken auf
Zellstoff gut entfernen

Zugabe von 200 pl Konjugat-Detektionsantikorper in jede Kavitédt und fiir 120

min. inkubieren

( gegebenentalls auf Plattenschiittler bei humanem SDF-1a-ELISA )

AnschlieBend die Fliissigkeit entfernen

Waschen: 4mal mit 200ul destilliertem Wasser die Kavititen auswaschen-
Vorgehensweise wie unter 9.

Zugabe von 200 pl der Substratlosung (Farbreagenz A und B unmittelbar vorher

zusammengemischt)

. Mikrotiterplatte 30 min. bei RT lichtgeschiitzt inkubieren
13.
14.

Zugabe von 50 pul Stopplésung in jede Kavitét
Messen der optischen Dichte (OD) bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten am
Plattenphotometer

Statistische Auswertung der Rohdaten mittels Magellan Standard 5.0
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Abb. 7: ELISA — Standardkurven (humanes HGF und SDF-1a)
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Elisa human SCF
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Abb. 8: ELISA — Standardkurve (humanes SCF)

2.7 Statistische Auswertungen

Die deskriptive Datenanalyse und grafische Darstellung der Messergebnisse

wurde mit den Statistikprogrammen SPSS® 11.0 und SigmaPlot™ 11.0 ausgewertet.
Um die Konzentration der Wachstumsfaktoren (humanes HGF, SDF-1a und SCF) im
peripheren Blut mit dem unterschiedlichen Umfang der Leberteilresektion vergleichen
zu konnen, wurde die Datenanalyse mittels gepaarten Student-t-Test auf statistisch
signifikante Unterschiede iiberpriift.

Ein p -Wert < 0.05 wurde dabei als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpatienten

In der vorliegenden Studie (Ethikvotum Aktenzeichen: Nr. 2316 und Nr. 2853) wurden
die Daten von insgesamt 16 Patienten gesammelt, die aufgrund verschiedener
Diagnosen eine Leberteilresektion am Universitatsklinikum Diisseldorf erhielten.

Das Durchschnittsalter der 11 ménnlichen und 5 weiblichen Patienten betrug 66.8 + 8.6
Jahre. Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen zu

erkennen (siche Tabelle 1).

Tabelle 1: Patienten, Grofie der Gruppe und relevante Merkmale

Gruppe I Gruppe 11 Gruppe 111

Leberschaden <3 Segmente 3-4 Segmente  5-6 Segmente
Anzahl der Patienten 4 5 7
Geschlecht (w/m) 0/4 372 2/5
Alter (Jahre) 64.8 £ 7.8 642t 11.1 69.9+73
Operationsdauer (min) 216.5+146.5 3633 +188.2 385.6+120.7
Krankenhausaufenthalt (Tage) 10+3.5 26.8 £ 14.2 22.7+14.0

Unterschiedliche Diagnosen bei den Patienten waren Anlass fiir die Leberteilresektion:

- Hepatozelluldres Karzinom ( HCC) (n=4)

- hepatische Metastasen auf dem Boden eines kolorektalen Karzinoms (n=4)
- Gastrointestinale Stromatumore (GIST) (n=3)

- Karzinom an der Grenzzone zwischen Speiserdhre und Magen (n=2)

- Neuroendokrine Karzinome (n = 1)

- Priméres Cholangiozelluldres Karzinom (CCC) (n=2)
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Die durchschnittliche Operationsdauer betrug 334.5 + 154.8 Minuten, welche sich
zwischen 55 und 605 Minuten erstreckte. Alle Patienten verblieben durchschnittlich
20.4 £ 13.2 Tage im Krankenhaus.

Gruppe | hatte im Ganzen eine kiirzere Operationsdauer und einen kiirzeren

Krankenhausaufenthalt.

3.2 Laborchemische Untersuchungen

In dieser Studie wurden bei allen Patienten prd- und postoperativ laborchemische
Untersuchungen durchgefiihrt. Ziel war es Lebersyntheseleistung,
Entziindungsparameter und allgemeine Verlaufsparameter mit dem unterschiedlichen
Resektionsausmall im Verlauf zu vergleichen. Die Blutabnahmen erfolgten bei der
stationdren Aufnahme, unmittelbar nach Leberteilresektion sowie vom ersten bis zum

fiinften postoperativen Tag.
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3.2.1 GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase) - Marker des Leberschadens

GOT
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Abb. 9: GOT (Referenzbereich <35 U/l)

Prioperativ haben alle drei Gruppen einen durchschnittlich leicht erhohten GOT-Wert
(prac-op GOT 44.0 U/1). Gruppe I (<3 Segmente) zeigt schon widhrend der Operation
einen Anstieg des GOT-Wertes auf 213.0 £ 25.2 U/l, welcher postoperativ statistisch
signifikant noch weiter auf 253 + 112.2 U/ ansteigt (1.post-op Tag, p=0.003, gepaarten
Student-t-Test). Im weiteren postoperativen Verlauf kommt es jedoch zum Abstieg des
GOT-Wertes (2.-3.post-op Tag 75.1 + 28.8 U/l und 4.-5.post-op Tag 41.5 £ 31.8 U/l).
Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt auch schon wihrend der Operation einen deutlichen
Anstieg auf 275.5 £ 70.4 U/I. Statistisch signifikanter Hohepunkt am 1.post-op Tag
320.8 = 66.1 U/l (p= <0.001, gepaarten Student-t-Test). Danach kommt es auch hier zu
Abfall des GOT-Wertes auf nahezu prioperativen Ausgangszustand. Gruppe III (5-6
Segmente) zeigt von allen Gruppen den insgesamt hochsten Anstieg. Intraoperativ auf
451.7 + 242.6 U/l, statistisch signifikanter Hohepunkt am 1.post-op Tag 652.3 + 344.1
U/l (p= 0.04, gepaarten Student-t-Test) und dann auch hier konsequenter Abfall auf
nahezu Ausgangsniveau 4.-5.post-op Tag 77.5 +41.9 U/l
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3.2.2 GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase) - Marker des Leberschadens

GPT
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Abb. 10: GPT (Referenzbereich <34 U/l)

Alle drei Gruppen zeigen hier durchschnittlich einen nahezu dhnlichen pridoperativen
GPT Wert im Normbereich. Gruppe I (<3 Segmente) und Gruppe II (5-6 Segmente)
zeigen beide im Verlauf einen analogen Anstieg des GPT Wertes sowie einen dhnlich
hohen statistisch signifikanten Héhepunkt am 1.post-op Tag (247.5 U/l) (Gruppe 1 p=
<0.001 und Gruppe II p=0.001, gepaarten Student-t-Test), der dann im weiteren Verlauf
gleichermallen wieder auf einen leicht erhohten GPT Wert am 4.-5.post-op Tag (85.6
U/1) absinkt. Gruppe III (5-6 Segmente) zeigt schon intraoperativ einen deutlich hheren
Anstieg des GPT Wertes. Statistisch signifikanter Hohepunkt hier am 1.post-op Tag
(408.4 £ 165.1 U/l) (p= 0.014, gepaarten Student-t-Test), dann konstant leichter Abfall
des GPT Wertes am 2.-3.post-op Tag (292.4 + 167.1 U/l) und am 4.-5.post-op Tag

(183.5 + 122.1 U/L).
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3.2.3 gamma-GT (Gamma-Glutamyl-Transferase) - Marker des Leberschadens
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Abb. 11: gamma-GT (Referenzbereich <38 U/l)

Alle drei Gruppen haben pridoperativ einen erhohten gamma-GT Wert. Gruppe 1 (<3
Segmente) hat durchschnittlich einen erhohten gamma-GT in H6he von 87.0 + 79.2 U/,
Gruppe II (3-4 Segmente) einen Wert von 110.8 £ 143.4 U/l und Gruppe III (5-6
Segmente) einen Wert von 141 + 110.2 U/I. Gruppe I zeigt im weiteren postoperativen
Verlauf einen konstanten Abfall des gamma-GT Wertes auf 33.0 U/1 (4.-5.post-op Tag).
Gruppe I zeigt durchschnittlich schon intraoperativ einen deutlichen Abfall (op 34.0 +
32.5 U/l) des gamma-GT Wertes, welcher dann letztendlich wieder im weiteren Verlauf
leicht ansteigt (4.-5.post-op Tag 86.2 + 25.2 U/l). Gruppe III zeigt mit weiter erhohten

Werten einen insgesamt dhnlich analogen Verlauf wie Gruppe I1.
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3.2.4 Serumbilirubin (gesamt) - Marker der Leberfunktion
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Abb. 12: Serumbilirubin (gesamt) (Referenzbereich 0.2-1.3 mg/dl)

Der durchschnittliche préoperative Serumbilirubinspiegel zeigt in Gruppe 1 (<3
Segmente) einen Wert von 0.8 £ 0.4 mg/dl, welcher intra- und postoperativ marginal
ansteigt und seinen Hohepunkt am 2.-3.post-op Tag (1.2 + 0.8 mg/dl) zeigt. In Gruppe
IT (3-4 Segmente) liegt der durchschnittliche praoperative Wert bei 0.5 + 0.1 mg/dl. Im
weiteren Verlauf zeigt sich ein deutlich linearer Anstieg bis zum 1.post-op Tag (2.2 +
1.0 mg/dl), welcher dann auch weiter bis zum 4.-5.post-op Tag (2.7 £ 3.4 mg/dl)
konstant hoch verlduft. Gruppe III (5-6 Segmente) zeigt dhnlich wie Gruppe I einen

konstanten horizontalen Zeitverlauf im Referenzbereich.
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3.2.5 INR (International Normalized Ratio) - Marker der Leberfunktion
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Abb. 13: INR (Referenzbereich 0.9-1.1)

Alle drei Gruppen zeigen einen durchschnittlichen prdoperativen INR — Wert im
Normbereich .Gruppe 1 (<3 Segmente) zeigt einen diskreten intraoperativen INR
Anstieg auf 1.3 £ 0.2, welche dann im weiteren Verlauf wieder auf Normalniveau
absinkt (4.-5.post-op Tag INR 0.9 = 0.1). Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt
durchschnittlich einen intraoperativen INR Anstieg auf 1.4 + 0.3, welcher dann weiter
konstant erhoht verbleibt (4.-5.post-op Tag INR 1.3 + 0.1). Gruppe II zeigt im Vergleich
zu Gruppe I eine deutlich statistische Signifikanz (p < 0.001).Gruppe III (5-6 Segmente)
zeigt einen linearen Anstieg auf 1.5 £ 0.2 (1.post-op Tag), welcher dann wieder leicht
auf 1.3 £ 0.1 (2.-3.post-op Tag) absinkt und im weiteren Verlauf leicht erhdht verbleibt
(4.-5.post-op Tag). Gruppe III zeigt im Vergleich zu Gruppe I auch hier eine deutlich

statistische Signifikanz (p < 0.001).
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3.2.6 Leukozyten - Entziindungsreaktion
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Abb. 14: Leukozyten (Referenzbereich 4.0 — 10.0 /nl)

Gruppe I (<3 Segmente) hat einen durchschnittlichen prioperativen Leukozyten-Wert in
Hoéhe von 7.1 + 1.4 /nl, der intraoperativ ansteigt (op 13.7 = 5.9 /nl) und im Verlauf
wieder auf Ausgangsniveau absinkt (4.-5.post-op Tag 7.2 + 1.7 /nl). Gruppe II (3-4
Segmente) zeigt einen préoperativen Normalwert, der am ersten postoperativen Tag
diskret iiber Referenzbereich ansteigt (1.post-op Tag 10.6 + 4.6 /nl) und dann im
weiteren Verlauf wieder auf Normalniveau absinkt (4.-5.post-op Tag 8.3 + 3.5 /nl).
Gruppe III (5-6 Segmente) hat einen préoperativ leicht erhdhten Leukozyten-Wert (10.6
+ 3.2 /nl), welcher tendenziell postoperativ noch weiter leicht ansteigt (2.-3.post-op Tag

11.1 +3.1) und dann im weiteren Verlauf wieder auf Referenzniveau absinkt.
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3.2.7 CRP (C-reaktives Protein) - Entziindungsreaktion
CRP
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Abb. 15: CRP (Referenzbereich 0.0 - 1.0 mg/dl)

Gruppe I (<3 Segmente) zeigt prdoperativ und intraoperativ im Durchschnitt ein
normales CRP. Im weiteren postoperativen Verlauf kommt es hierbei zu einem
statistisch signifikanten Anstieg mit Maximum am 2.-3.post-op Tag (18.2 + 6.8 mg/dl)
(p= 0.01, gepaarten Student-t-Test) und anschlieBendem tendenziellem Abfall (4.-
S.post-op Tag 12.2 £ 8.6 mg/dl). Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt auch erst im
postoperativen Verlauf einen unter anderem statistisch signifikanten CRP Anstieg
(1.post-op Tag 4.0 = 1.5 mg/dl; 2.-3.post-op Tag 6.7 = 1.3 mg/dl (p= 0.001, gepaarten
Student-t-Test) und 4.-5.post-op Tag 6.8 + 1.8 mg/dl). Gruppe III (5-6 Segmente) hat
prdoperativ einen hohen CRP-Wert (8.1 + 6.9 mg/dl). Im postoperativen Verlauf kommt
es auch hier zu einem statistisch signifikanten Anstieg am 2.-3.post-op Tag (17.0 + 3.1
mg/dl, p=<0.001, gepaarten Student-t-Test) sowie dann am 4.-5.post-op Tag (12.4 + 3.1
mg/dl) zu einem leichten Abfall.
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g/dl

3.2.8 Himoglobin - Blutverlust

Hamoglobin
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Abb. 16: Himoglobin (Referenzbereich 11.6 — 15.6 g/dl)

Bei der Gruppe I (<3 Segmente) zeigt sich ein pridoperativer Hb-Wert bei 14.3 + 2.3
g/dl, der intraoperativ auf 11.4 = 2.5 g/dl absinkt im weiteren Verlauf auf dem Niveau
verbleibt (4.-5.post-op Tag 11.5 £ 2.1 g/dl). Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt auch im
postoperativen Verlauf einen Hb-Abfall von prae-op 12.5 + 1.6 g/dl auf 10.2 £ 0.7 g/dl
(4.-5.post-op Tag). Gruppe III (5-6 Segmente) zeigt einen praoperativen Hb-Wert bei
12.1 £ 1.0 g/dl, welcher intraoperativ leicht absinkt (10.7 + 1.1 g/dl) und im weiteren
postoperativen Verlauf wieder auf Ausgangsniveau ansteigt (4.-5.post-op Tag 12.1 + 1.6

g/dl).
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3.2.9 Thrombozyten - Zellulire Gerinnung
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Abb. 17: Thrombozyten (Referenzbereich 150-350 /nl)

Gruppe 1 (<3 Segmente) hat einen prdoperativen durchschnittlichen Thrombozyten-
Wert in Hohe von 202.3 + 32.2 /nl, welcher im postoperativen Verlauf auf 141.8 + 14.5
/nl (1.post-op Tag) absinkt und dann wieder leicht auf 171.5 £ 14.9 / nl ansteigt (4.-
S.post-op Tag). Gruppe II (3-4 Segmente) hat einen pridoperativen durchschnittlichen
Thrombozyten-Wert in Hohe von 244 + 71.3 /nl, der im weiteren intra- und
postoperativen Verlauf auch absinkt und dem Kurvenverlauf der Gruppe I sehr dhnelt.

Gruppe III (5-6 Segmente) hat im Durchschnitt einen pridoperativen Thrombozyten-
Wert in Hohe von 380.8 + 147.2 /nl. Schon wie bei den beiden anderen Gruppen stellt
sich intraoperativ ein Thrombozytenabfall dar, der auch im weiteren Verlauf einen
insgesamt analogen Verlauf wie bei Gruppe I und Gruppe II aufzeigt. Untersuchungen
auf statistischer Signifikanz zeigten bei allen drei Gruppen am 2.-3.post-op Tag einen p

-Wert < 0.05 (gepaarten Student-t-Test).
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3.3 Proteinchemische Untersuchungen (ELISA)

In dieser Studie wurde bei allen Patienten prd- und postoperativ proteinchemische
Untersuchungen (ELISA) durchgefiihrt. Ziel war es die biologischen Zusammenhénge
der Leberregeneration zu eruieren und einen Einblick zwischen den peripher
ausgeschiitteten Zytokinen und dem Ausmall der partiellen Leberschiadigung
herzustellen.

Die Blutabnahmen erfolgten bei der stationdren Aufnahme préoperativ (-24h),
unmittelbar nach Leberteilresektion (Oh) sowie 3 Stunden (3h) spéter, 6 Stunden (6h)
spater, 12 Stunden (12h) spiter, 24 Stunden (24h) spiter und 48 Stunden (48h) spéter.
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3.3.1 HGF (hepatocyte growth factor)
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Abb. 18: HGF — Serumspiegel

Die Daten sind in arbitrirer Einheit (A.U.) in Prozent angegeben.

Der prioperative Serumspiegel wurde als 100% festgelegt.

Bei der Gruppe I (<3 Segmente) zeigt sich intra- und postoperativ ein Anstieg des HGF-
Serumspiegels. Hohepunkt des Anstieges 24 Stunden postoperativ bei 397.7 & 394.2 %.
Im weiteren Verlauf kommt es hier zu einem diskreten Abfall nach 48 Stunden auf
285.2 £ 155.8 %.Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt auch einen postoperativen Anstieg
nach 12 Stunden (Hohepunkt 353.0 = 515,1 %). Danach auch hier ein diskreter Abfall
auf 209.2 + 85.8 % nach 48 Stunden. Gruppe III (5-6 Segmente) hat einen analogen
Verlauf wie Gruppe I und II. Es kommt auch hier zu einem intra- und postoperativen
Anstieg des HGF-Serumspiegels. Maximum nach 12 Stunden postoperativ (323.6 +
375.6 %). Danach kommt es zu einem analogen Abfall wie bei den beiden anderen
Gruppen. Bei allen drei Gruppen zeigt der HGF-Serumspiegel einen Hohepunkt bei

nahezu 24 Stunden postoperativ — unabhingig vom Leberparenchymverlust.
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3.3.2 SDF-1 (stromal cell-derived factor-1)
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Abb. 19: SDF-1 — Serumspiegel

Die Daten sind in arbitrirer Einheit (A.U.) in Prozent angegeben.

Der prioperative Serumspiegel wurde als 100% festgelegt.

Gruppe I (<3 Segmente) zeigt initial einen postoperativen Abfall des SDF-1
Serumspiegels auf 84.7 + 15.2 % nach 3 Stunden, welcher dann im weiteren Verlauf
wieder leicht ansteigt (24 Stunden 97.7 + 4.7 %) und nach 48 Stunden (114.1 + 20.7 %)
sich auf nahezu Ausgangszustand befindet. Gruppe II (3-4 Segmente) zeigt auch einen
postoperativen Abfall des Serumspiegels (Minimum bei 6 Stunden 69.2 + 28.0 %). Es
kommt im weiteren Verlauf wieder zu einem Anstieg auf pridoperativen
Ausgangszustand (nach 48 Stunden 100,8 = 11.7 %). Gruppe III (5-6 Segmente) zeigt
analog wie bei den beiden anderen Gruppen einen Serumspiegelabfall nach 6 Stunden
mit anschlieBendem Anstieg nach 48 Stunden auf prdoperatives Niveau. Bei allen drei
Gruppen zeigt sich ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen ein

Abwirtstrend nach 6 Stunden, welcher nach 48 Stunden wieder Ausgangslevel erreicht.
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3.3.3 SCF (stem cell factor)
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Abb. 20: SCF — Serumspiegel

Die Daten sind in arbitrirer Einheit (A.U.) in Prozent angegeben.

Der prioperative Serumspiegel wurde als 100% festgelegt.

In der Gruppe I (<3 Segmente) zeigt sich intraoperativ ein Abfall des SCF
Serumspiegels auf 72.5 + 9.8 %, der im weiteren Verlauf nach 6 und 12 Stunden wieder
sukzessiv ansteigt und nach 48 Stunden postoperativ eine Spiegelhdhe von 83.7 + 9.4 %
erreicht. In der Gruppe II (3-4 Segmente) erkennt man einen signifikanten SCF
Serumanstieg (p= 0.02, gepaarten Student-t-Test) von 82.5 + 8.8 % unmittelbar vor
Leberteilresektion auf 112.4 + 20.5 % 24 Stunden postoperativ. Im weiteren Verlauf
kommt es wieder zu einem diskreten Abstieg auf 95.5 + 29.0 % 48 Stunden
postoperativ. Einen dhnlichen Verlauf beobachtet man bei der Gruppe III (5-6
Segmente). Der SCF Serumspiegel steigt signifikant von 82.8 £+ 13.0 % prae
Leberteilresektion auf 104.6 + 25.8 % 12 Stunden postoperativ (p= 0.046, gepaarten

Student-t-Test). Insgesamt beobachtet man bei allen drei Gruppen einen signifikanten
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SCF Serumspiegelabfall unmittelbar nach der Leberteilresektion (Oh). Des Weiteren
erkennt man, dass ausschlieBlich bei der Gruppe I (<3 Segmente) im Gegensatz zu den
anderen Gruppen, wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes der SCF
Serumspiegel unterhalb des prdoperativen Ausgangswertes verlduft (p= 0.04, gepaarten

Student-t-Test).
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4. Diskussion

Die Leber, ein hoch differenziertes Organ, hat ein auBlerordentliches
Regenerationsvermogen. Die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie ist eines
der meist untersuchten Studienmodelle im Bereich der Zell-, Organ- und

Geweberegeneration [FAUSTO 2006, MICHALOPOULOS 2007].

Diese Studie beschéftigt sich mit den biologischen Zusammenhingen der
Leberregeneration und versucht einen Einblick in Rolle der stammzellspezifischen

Zytokine nach einer chirurgischen Leberteilresektion aufzuzeigen.

Hier wurde untersucht, inwiefern das Ausmal} der Leberteilresektion und den damit
verbundenen Parenchymverlust mit dem peripher exprimierten mit Stammzell-
mobilisation & ,,homing* in Zusammenhang gebrachten Zytokinen HGF, SDF-1 und
SCF sowie der klinischen Chemie, welche den Leberschaden, die hepatische Funktion,
die Entziindung & Akute-Phase-Reaktion, den Blutverlust und die zelluldre Gerinnung

beschreibt, korreliert.

4.1 Patientencharakteristika

In diese Studie wurden 16 Patienten eingeschlossen, welche unterschiedliche
Indikationen zur Leberteilresektion jeweils unterschiedlichen Ausmalles aufwiesen. Die
Geschlechtsverteilung war zu ca. 2/3 méannlichen Geschlechts und zu 1/3 weiblichen
Geschlechts. Anhand der hoheren Liegedauer in der Gruppe der grolen Resektionen im
Vergleich léasst sich vermuten, dass Gruppe I (<3 Segmente) aufgrund des deutlich
kleineren Operationsumfanges und somit auch Leberparenchymverlustes eine schnellere
Rekonvaleszenz und kiirzere Operationsdauer erfahren hat, wohingegen Gruppen II (3-4
Segmente) und III (5-6 Segmente) einen vergleichbaren Rekonvaleszenzbedarf und

Operationsaufwand aufzeigten.
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4.2 Laborchemie

Neben der Untersuchung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen wurden préd- und
postoperativ Marker der Leberzellschidigung, des Lebermetabolismus sowie flir die
hepatische Syntheseleistung untersucht. Ferner wurde untersucht, inwiefern
Entziindungsparameter und Marker des Blutverlustes mit dem Resektionsausmal3

korreliert.

4.2.1 Leberschaden

Die zentrale Aufgabe der Transaminasen ist der Abbau von Aminosduren durch
Desaminierung. Bei der GOT gibt es zwei bekannte Isoenzyme. Zum einen kommt die
GOT im Zytoplasma sowie in gro3en Mengen in den Mitochondrien vor. Es ist nicht
leberspezifisch und durchaus auch in anderen Orangen wie z.B. Herz, Skelettmuskel,
Gehirn, Niere, Pankreas und Lunge vorhanden. Bei der GPT dagegen gibt es bei dem
Menschen keine Isoenzyme. Sie kommt am meisten im Zytoplasma vor und ist
leberspezifisch. Die Hohe des Enzymanstiegs des GOT- und des GPT- Werts korreliert
mit dem Umfang einer Leberzellschidigung [DORNER 2003].

Die Leberenzyme GOT und GPT zeigten bei den eigenen Untersuchungen beide einen
vergleichbaren Verlauf. Prioperativ befanden sich alle drei Gruppen im
Referenzbereich. Intraoperativ kam es bei allen Gruppen zu einem Anstieg der
Leberenzyme, welche am 1.post-op Tag ihren Hohepunkt erreichten und fortan im
weiteren Verlauf wieder auf nahezu préoperativen Ausgangszustand abgesunken sind
(vgl. Kap.3.2.1 und 3.2.2). Die Verldufe deuten im Vergleich zwischen den Gruppen auf
eine mogliche Korrelation zwischen der Hohe der Transaminasenspiegel im Blut und
dem Leberparenchymverlust. In verschiedenen Arbeitsgruppen wurden die
metabolischen Verdnderungen nach einer Leberteilresektion untersucht. Auch hier
zeigte sich, dass das Enzym GPT einen sehr frithen postoperativen Anstieg aufzeigte,
welche im weiteren Verlauf sukzessiv wieder auf nahezu Ausgangsniveau gesunken ist

[ARONSEN 1969, CASTRO 2011].

Die gamma-GT kommt in mehreren Organen vor. Die Hauptquelle erhohter gamma-
GT-Werte im Serum ist die Leber [DORNER 2003].

Alle drei Gruppen zeigten einen vergleichbaren Verlauf der gamma-GT Werte im Blut.
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Wihrend der Operation sowie postoperativ kam es zu einem Abfall, welcher dann im
weiteren Verlauf, jedoch unterhalb des prédoperativen Ausgangsniveaus, leicht wieder
anstieg. Bei den Gruppen II und III verblieb die Spiegelerh6hung im Blut am 4.-5.post-
op Tag oberhalb des Referenzbereiches (vgl. Kap.3.2.3).

In der Arbeitsgruppe Aronsen et al., wo auch metabolische Verdnderungen nach einer
Leberteilresektion untersucht wurden, konnte auch ein sehr &hnlicher Verlauf
beobachtet werden [ARONSEN 1969]. Diese Studiendaten deuten, insbesondere im
Vergleich zwischen den Gruppen untereinander, auf eine mogliche Korrelation zum
Parenchymverlust hin. Lebermalignome und Absiedlungen von anderen Tumoren
(Metastasen) erhdhen die gamma-GT im Serum [DORNER 2003]. Alle drei Gruppen
zeigen préoperativ verschiedene Spiegelerhohungen oberhalb des Referenzbereiches.
Der postoperative Abfall und Verlauf konnte dadurch erklédrt werden, dass der
Lebertumor operativ entfernt wurde und es somit zu einer Reduktion der gamma-GT im

Serum gefiihrt hat.

4.2.2 Hepatische Funktion

Das Gesamtbilirubin umfasst das direkte und das indirekte Bilirubin. Das indirekte
unkonjugierte Bilirubin ist nicht an Glukuronséure gebunden, sondern befindet sich frei
im Blut. Es ist nicht wasserldslich und kann daher nicht {iber die Nieren mit dem Urin
ausgeschieden werden. Das direkte konjugierte Bilirubin ist an Glukuronsiure
gebunden und daher wasserloslich, sodass es iiber die Nieren mit dem Urin
ausgeschieden werden kann [DORNER 2003]. Ein Anstieg des Serumbilirubin (gesamt)
kann verschiedene Ursachen haben. Dieser kann hepatozelluldren Ursprungs in Folge
von Schiaden der Leberzellen sein, wodurch nicht geniigend Bilirubin in der Leber
glucuronidiert werden kann. Intrahepatisch kann er durch eine Destruktion der
Gallenabflusswege mit Cholestase entstehen, was beim fortschreitenden CCC und
Klatskintumor der Fall sein kann. Ein posthepatischer Gallenstau beispielsweise kann
durch Kompression eines wachsenden Tumors hervorgerufen werden [DORNER 2003].
Bei den eigenen Untersuchungen ergab sich, dass bei allen drei Gruppen das
Serumbilirubin (gesamt) pridoperativ sich im Normbereich befand. Sowohl Gruppe I (<3
Segmente) als auch Gruppe III (5-6 Segmente) zeigten einen interindividuellen

konstanten postoperativen Normalverlauf im Referenzbereich. Bei der Gruppe 11 (3-4

39


http://www.medizinfo.de/labormedizin/elektrolyte/bilirubin.shtml

Segmente) hingegen kam es am 1.post-op Tag zu einem Anstieg sowie weiter bis zum
4.-5.post-op Tag (vgl. Kap.3.2.4). Anhand dieser Daten ldsst sich vermuten, dass es
nach einer Leberresektion zu einer Hyperbilirubindimie kommen kann. Eine
Abhingigkeit bzw. Trend vom Leberparenchymverlust ldsst sich daraus nicht ableiten.
Interessanterweise zeigten sich in dieser Studie bei ausgedehnten Lebertumoren, welche
eine Leberresektion vom 5-6 Segmenten bendtigten, sowohl pré- als auch postoperativ
einen normalen Bilirubin Metabolismus. Maoglicherweise und auch hypothetisch
betrachtet sind in der Gruppe II (3-4 Segmente) jene Patienten vorhanden, welche noch
mit einem anderen Komplikationsmuster (Alter und Konstitution des Patienten,
Komorbidititen, Medikamente, Wundheilungsstorungen) behaftet waren. In der
Arbeitsgruppe Reissfelder et al. wurden laborchemische Untersuchungen nach einer
Leberteilresektion durchgefiihrt. Hierbei wurden die Patienten abhingig vom
Resektionsausmal in zwei Gruppen unterteilt (Gruppe I <3 Segmente und Gruppe I > 3
Segmente prdoperativ. und wahrend der ersten postoperativen Woche). Beim
Serumbilirubin konnte beobachtet werden, dass der Anstieg des Serumbilirubins
insgesamt proportional zum Resektionsausmall war. Die Gruppe, welche einen
kleineren Resektionsumfang bendtigte, verzeichnete auch einen niedrigeren Anstieg

[REISSFELDER 2011].

Der INR oder der Quick- Wert gehort zu den Syntheseleistungsparametern der Leber.
So wurde kontrolliert, ob nach der Leberteilresektion die Syntheseleistung der Leber
aufrechterhalten wird [DORNER 2003]. Bei den eigenen Untersuchungen ergab sich,
dass alle drei Gruppen priaoperativ im INR Referenzbereich befanden. Intraoperativ kam
es bereits zu einem leichten Anstieg aller Gruppen, wobei Gruppe II einen etwas
hoheren Anstieg aufzeigte als die beiden anderen Gruppen. Im weiteren Verlauf zeigte
sich, dass bei Gruppe II und Gruppe III auch am 4.-5.post-op Tag der INR Spiegel
leicht erhoht verbleibt. Bei Gruppe I hingegen normalisiert sich die Syntheseleistung
mit INR Spiegeln auf nahezu praoperativen Ausgangsniveau. Diese Daten deuten auf
eine Korrelation von Leberparenchymverlust und Lebersyntheseleistung hin und
bestdtigen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Reissfelder et al., welche ebenfalls die
Hohe des INR-Wertes in Abhingigkeit vom Resektionsausmall demonstrierten
[REISSFELDER 2011].
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4.2.3 Entziindung & Akute-Phase-Reaktion

Leukozyten sind weille Blutkdrperchen. Sie lassen sich nach Form und Aufgaben
unterteilen in Granulozyten (Bildungsort Knochenmark) und Lymphozyten (Bildungsort
lymphatisches Gewebe, Lymphknoten). Daneben gibt es in deutlich geringerer Zahl
weitere weile Blutkorperchen, wie Monozyten oder Plasmazellen. Im Groben erfiillen
die weiBlen Blutkorperchen Funktionen bei der Abwehr und Bekdmpfung von
Krankheitserregern [DORNER 2003].

Alle drei Gruppen zeigten unabhidngig vom Resektionsumfang eine normalen
prioperativen Leukozyten-Wert. Auch zeigten sich zwischen den Gruppen intra- und
postoperativ kaum Abweichungen auflerhalb des Referenzbereichs. Insgesamt betrachtet
erkennt man in dieser Studie, dass es im Verlauf kaum zu nennenswerten

Leukozytenverdanderungen kommt.

C-reaktives Protein (CRP) gehort zu den Akute-Phase-Proteinen mit Synthese in der
Leber. Es wird als Reaktion auf die Freisetzung entziindlicher Zytokine (wie z.B.
Interleukin 6) bei jeder Art von Entziindung im Korper sowie bei einigen Tumoren
vermehrt exprimiert [MORRIS-STIFF 2008, DORNER 2003].

CRP zeigte bei den eigenen Untersuchungen in Gruppe I und II prdoperativ einen Wert
im Referenzbereich. Gruppe III hingegen hatte schon vor der Operation einen deutlich
erhohten Wert liber Normbereich. Bei allen drei Gruppen erkennt man einen sehr
dhnlichen Kurvenverlauf im Vergleich untereinander (vgl. Kap.3.2.7). Mogliche
Ursache fiir den verzogerten Anstieg und Verlauf kann eine postoperative
physiologische Reaktion im Sinne eines Regenerationsprozesses sein. Des Weiteren
kann eine Konzentrationserh6hung im Blut allein bedingt durch den operativen Eingriff
mitdiskutiert werden. Eine weitere Hypothese konnte sein, dass es postoperativ bei der
Gruppe II und III mit héherem Lebervolumenverlust deshalb zu einem verzdgerten und
weniger steilen Anstieg wie bei der Gruppe I kommt, weil durch den hoheren
Volumenverlust weniger Gewebe zur CRP-Synthesebildung zur Verfiigung steht. In der
Arbeitsgruppe Reissfelder et al., wo auch der CRP-Wert im Verlauf nach einer
Leberteilresektion untersucht wurde, zeigte sich auch ein verzdgerter Anstieg um den
dritten postoperativen Tag, welcher dann fortan im weiteren Verlauf wieder abfiel

[REISSFELDER 2011].
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4.2.4 Blutverlust

Hamoglobin ist der rote Blutfarbstoff in den Erythrozyten. Es ist verantwortlich fiir den
Sauerstoff-Transport im Blut [DORNER 2003]. Die Ergebnisse unserer Studie zeigten
bei dem Hidmoglobinwert einen vom Resektionsausmall unabhingigen sehr dhnlichen
Verlauf. Der bei allen Gruppen abgefallene Hadmoglobinwert ist hierbei als

operationsbedingter Blutverlust zu bewerten.

4.2.5 Zelluldre Gerinnung

Thrombozyten tragen zur ersten Blutstillung und GefdaBabdichtung bei Verletzungen
bei. Durch Mediatorstoffe aus dem Verletzungsgebiet (Defekt der Endothelschicht)
kommt es zur Anlagerung von Thrombozyten, die als Thrombozytenthrombus bereits
zur Abdichtung beitragen. Die verklumpten Thrombozyten setzen wiederum
Mediatoren frei, die zur Bildung eines Blutgerinnsels (plasmatische Gerinnung) fiihren
[DORNER 2003].

Bei den eigenen Untersuchungen ergab sich, dass alle drei Gruppen préoperativ einen
normalen Thrombozytenwert hatten. Intraoperativ sowie am ersten postoperativen Tag
verzeichneten alle drei Gruppen einen Thrombozytenabfall, wobei sich der Abfall
immer noch nahezu im Referenzbereich gehalten hat (vgl. Kap.3.2.9). Der
Thrombozytenabfall intra- und unmittelbar postoperativ ldsst in unserer Studie auf einen
operationsbedingten Thrombozytenverbrauch schlieBen. Die Tatsache, dass bei allen
drei Gruppen postoperativ am 4.-5.post-op Tag der Thrombozytenverlauf sich wieder
diskret konsolidierte, unterstiitzt die Vermutung. Der hohere Abfall der Thrombozyten
in der Gruppe III konnte hypothetisch dadurch erklirt werden, dass es sich um den
hochsten Resektionsumfang handelte und somit auch der Blutverlust inklusive grof3eren

Thrombozytenverbrauch am hochsten war.
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4.3 Zytokine

Die Untersuchung von Expressionsprofilen von mit Leberregeneration im
Zusammenhang stehenden Zytokinen und Wachstumsfaktoren im peripheren Blut nach
Leberresektion unterschiedlichen Ausmalles diente dem prédzisen Einblick in die
Frithphase der Leberregeneration. Ferner sollte der Einfluss des Parenchymverlustes fiir

die Beteiligung dieser Faktoren gepriift werden.

4.3.1 HGF (hepatocyte growth factor)

Der 'hepatocyte growth factor’, welcher als erster Leberegenerationsfaktor aus dem
Plasma von Patienten mit einer ausgepridgten Hepatitis sowie aus Blutplittchen von
Ratten isoliert wurde, ist ein starkes Mitogen fiir Hepatozyten in der priméren Kultur.
HGEF ist ein Glykoprotein, welches aus einer schweren Kette (60 kD) sowie aus einer
leichten Kette (32 kD) besteht [NAKAMURA 1987, GOHDA 1988, MIYAZAWA
1989, NAKAMURA 1989]. Das Zytokin wird von mesenchymalen Zellen in
verschiedenen Organen produziert und iibt mitogene, motogene und morphogene
Wirkungen unter anderem auf Epithelzelltypen, Melanozyten sowie Neuronen aus
[SONNENBERG 1993, JUNG 1994]. Im hdmatopoetischen System steigert HGF das
Wachstum  von  Vorlduferzellen in  Kooperation mit  hématopoetischen
Wachstumsfaktoren wie Erythropoietin, Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierender Faktor (GM-CSF) und Interleukin-3 (IL-3) [KMIECIK 1992,
MIZUNO 1993, GALIMI 1994].

Die Weiterleitung der HGF Signale in die Zielzelle wird {iber den Rezeptor MET, ein c-
met Protoonkogen-Produkt vermittelt [WEIDNER 1993]. Der MET-Rezeptor besteht
aus einer strukturellen Domine, die sich aus einer Transmembrandoméine, einer
Juxtamembrandoméne sowie einer Tyrosinkinasedoméne zusammengesetzt. Die
Bindung von HGF zum MET-Rezeptor induziert die Aktivierung der MET-
Tyrosinkinase und die Autophosphorylierung von Tyrosinresten in MET

[NAKAMURA 2011].
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Das Zytokin HGF ist ein wichtiger Wachstumsfaktor, welcher das Fortschreiten des
Zellzyklus wihrend der Leberregeneration unterstiitzt [MATSUMOTO 1992,
MICHALOPOULOS 2005]. Borowiak et al. demonstrierten in einer Studie, dass die
Signalwirkung HGF / c-met essentiell fiir den Eintritt in den Zellzyklus nach einer
Leberteilresektion sei und diese im weiteren Verlauf eine Aktivierung der
extrazelluldren signalregulierten Kinasen ermdgliche [BOROWIAK 2004]. Im
Vergleich dazu berichteten Huh et al., dass c-met defizitdre Hepatozyten in einer Studie
bei Midusen zu einer erhdhten Mortalitdt nach einer Teilresektion gefiihrt hétten. Sie
folgerten hieraus, dass die Signalwirkung HGF / c-met einen Schutz vor Apoptose

sowie eine Erleichterung bei der Regeneration darstellt [HUH 2004].

Die Leberteilresektion als Proliferationsreiz weist dhnlich wie bei akuten Leberschiden
einen erhohten HGF-Plasmaspiegel mit nachfolgender DNA-Synthese in den
Hepatozyten und anschlieender Proliferation auf [SCHIRMACHER 1992]. In der
Arbeitsgruppe Lindroos et al., wurde in einem tierexperimentellen Versuch beobachtet,
dass bei teilhepatektomierter Ratten bereits frith im Blut ein erhohter HGF-
Serumspiegel gemessen wurde, noch bevor letztlich die DNA-Synthese und die

eigentliche Leberregeneration gestartet wurde [LINDROOS 1991].

Bei den eigenen Untersuchungen zeigte sich postoperativ bei allen drei Gruppen ein
HGF-Serumspiegelanstieg - unabhéngig vom Leberparenchymverlust. Hohepunkt aller
drei Gruppen war nahezu bei 24 Stunden postoperativ. Im weiteren Verlauf kam es dann
bei allen Gruppen zu einem diskreten Serumspiegelabfall (vgl. Kap.3.3.1).

Ursache fiir den frilhen HGF-Serumspiegelanstieg wird vermutlich die
Leberteilresektion mit dem damit verbundenen Parenchymverlust sein. Die
postoperative reaktive HGF-Ausschiittung konnte auch, wie es die AG Huh et al.

diskutiert hat, ein Schutzmechanismus vor einer Apoptose darstellen.

Die AG Justinger et al. untersuchte die Ausschiittung der Zytokine HGF und VEGF
(Vascular endothelial growth factor) nach einer Leberteilresektion sowie nach einer
Pankreasresektion getrennt im Verlauf und demonstrierten unter anderem einen

signifikanten Anstieg von HGF mit Hohepunkt um den zweiten postoperativen Tag
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nach einer Leberteilresektion. Der unmittelbare postoperative Anstieg wurde hierbei als
systemische Entziindung im Sinne einer Folgereaktion auf die grofle abdominale

Operation sowie als Wundheilungsprozess interpretiert [JUSTINGER 2008].

Somit #hneln sich die Beobachtungen des frithen HGF-Serumspiegelanstiegs
postoperativ unserer Studie mit den o.g. Studien. Vereinbar mit den Beobachtungen
weiterer Studien anderer Arbeitsgruppen zeigte sich bei der Hohe des HGEF-
Plasmaspiegels auch kein Unterschied im Verhdltnis zum Ausmall des
Leberparenchymverlustes [HU 1999, TOMIYA 1992]. Die Vermutung, wonach HGF
im Szenario der Leberregeneration einen wichtigen parakrinen Stimulus darstellt, wiirde
hiermit weiter unterstiitzt. Eine systemische Entziindung im Sinne einer Folgereaktion
auf die grof3e abdominale Operation sowie ein postoperativer Wundheilungsprozess wie
es die AG Justinger et al. diskutiert, konnte als eine weitere Ursachenalternative in

Betracht gezogen werden.

4.3.2 SDF-1 (stromal cell-derived factor-1)

Das Zytokin ‘stromal cell-derived factor-1°, welches auch als prd B-Zell-
Wachstumsfaktor bekannt ist, wird von Stromazellen des Knochenmarks sowie von
Epithelzellen in vielen Organen hergestellt [MAEKAWA 2000]. SDF-1 ist zwischen
den Spezies hoch konserviert. Humanes und murines SDF-1 ist kreuzreaktiv und
unterscheidet sich in nur einer Aminosdure [NAGASAWA 1998]. Bei Mausembryonen,
bei denen ein Mangel an SDF-1 oder CXCR4 vorhanden ist, konnte in einer Studie eine
erhohte Mortalitdt beobachtet werden. Ein SDF-1 Defekt kann auch zu einer gestorten
Ausbildung des ventrikuldren Septums am Herzen, einer gestorten gastrointestinalen
Blutgefafbildung, einer fehlerhaften Verschaltung im Kleinhirn, zu einer reduzierten B-
Zell Entwicklung in der Leber sowie zu einer eingeschrinkten Hdmatopoese im
Knochenmark fithren [NAGASAWA 1996, NAGASAWA 2000, TACHIBANA 1998,
ZOU 1998]. Das Zytokin ist ein Uberlebensfaktor fiir menschliche und murine
koloniebildende Vorlauferzellen [ BROXMEYER 1999, LATAILLADE 2000].

Studiendaten im Rahmen der Knochenmarksentwicklung sprechen der Interaktion von

SDF-1 / CXCR4, in der murinen fetalen Leber, eine bedeutsame Rolle beim
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Stammzellhoming zu [SALCEDO 1999]. Das Stammzellhoming und die
Stammzelltransplantation sind vermutlich ein mehrstufiger Prozess, welcher einhergeht
mit gemeinsamen Merkmalen wie der Migration von Leukozyten in entziindliches
Gebiet sowie das Anlagern von Lymphozyten in Lymphknoten [SPRINGER 1994,
BUTCHER 1996]. Transplantierte humane Zellen, welche im Blut zirkulieren, miissen
mit den Endothelzellen der Blutgefile des Knochenmarks interagieren. Diese
Wechselwirkungen  werden  durch  die  Koordination  von  aktivierten
Adhisionsmolekiilen, wie zum Beispiel durch das Zytokin SDF-1, ermdglicht
[SPRINGER 1994, BUTCHER 1996, MOHLE 1997, QUESENBERRY 1998,
FRENETTE 1998].

Das Zytokin ermoglicht des Weiteren die Migration von CD34+ peripheren
Progenitorzellen durch die subendotheliale Basalmembran der Blutgefile des
Knochenmarks mittels Regulation der Matrix-abbauenden Metalloproteinasen (MMPs).
Diese Enzyme, welche von den Zellen der Himatopoese, des Endothels und Epithels
gebildet werden, partizipieren beim Homing sowie bei der Freisetzung
hidmatopoetischer Stammzellen, indem sie eine Penetration durch das Endothel und
Knochenmarkstroma mittels Abbau aller Komponenten der extrazelluliren Matrix
ermoglichen [JANOWSKA-WIECZOREK 2000].

Verschiedene Studien am Menschen und am Mausmodel haben gezeigt, dass das
Zytokin SDF-1 und sein Rezeptor CXCR4 an der Rekrutierung von inflammatorischen
Zellen bei Leberschidden beteiligt ist und durch Induktion es zu einer endogenen
Proliferation von intrahepatischen ,,Oval“-Zellen fiihrt [SPRINGER 1994, HATCH
2002]. Die Wechselwirkungen von SDF-1 / CXCR4 zeigen eine Beteiligung bei der
Mobilisation von hédmatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark zur
geschidigten Leber hin [BUTCHER 1996, QUESENBERRY 1998]. SDF-1 ist ein
potenter Chemolockstoff fiir himatopoetischen Stammzellen. Im adulten Knochenmark
erfolgt die Freisetzung von hdmatopoetischen Stammzellen in die periphere Zirkulation
unter anderem durch einen SDF-1 gesteuerten Konzentrationsgradienten [BLEUL 1996,
KIM et BROXMEYER 1998, KIM et PELUS 1998]. Erhohte Plasmaspiegel von SDF-1

wurden bei Autoimmun- und Viruserkrankungen, bei abgestofenen Lebertransplantaten
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sowie bei autoimmunen / viralen Lebererkrankungen beobachtet [SPRINGER 1994,
GODDARD 2001].

Der ’‘stromal cell-derived factor-1" ergab bei den eigenen Untersuchungen einen
postoperativen Abfall nach ungefihr 6 Stunden in allen drei Gruppen und
anschlieBendem Anstieg auf nahezu pridoperatives Ausgangsniveau nach 48 Stunden
(vgl. Kap.3.3.2).

In der AG Kollet et al. wurde in einem Mausmodell gezeigt, dass die Interaktion von
SDF-1 / CXCR4 eine Schliisselrolle in der Migration von menschlichen Vorlauferzellen
zur Mduseleber hin spielt. Des Weiteren wurde bei bestrahlten NOD / SCID Méiusen
beobachtet, dass durch eine Neutralisation des CXCR4-Rezeptors mittels einem anti-
CXCR4-Antikorper hierdurch eine signifikante Hemmung des Homings von humanem
Nabelschnurblut oder peripher mobilisierten CD34+ Stammzellen zur Leber hin erreicht
wurde. Lokale Injektionen von humanem SDF-1 in das Mausleberparenchym erhohte

hingegen die hepatische Migration von Stammzellen [KOLLET 2003].

Weitere Untersuchungen der AG Kollet et al. demonstrierten peripher erhohte HGF-
Spiegel nach einem Leberschaden. Dieser Anstieg flihrt, in gemeinsamer Synergie mit
SDF-1 / CXCR4 potenziert durch SCF, zu einer Erhéhung der Motilitidt von humanen
Vorlduferzellen und induziert eine direkte Migration von rekrutierten CD34+

Stammzellen zur geschidigten Leber [KOLLET 2003].

In einer anderen Arbeitsgruppe Terada et al. wurde beobachtet, dass der SDF-1 /
CXCR4 — Plasmaspiegel bei Patienten mit einer viralen Hepatitis, Leberzirrhose, Priméar
bilidre Zirrhose oder auch einer Autoimmunhepatitis hochreguliert war. Insofern spielt
SDF-1 vermutlich keine vordergriindige Rolle in der Leberregeneration nach einer
Teilresektion [TERADA 2003]. Unsere Studienbeobachtung ldsst nicht unbedingt
vermuten, dass SDF-1 eine unmittelbare Schliisselrolle bei der Leberregeneration nach
einem operativ bedingten Parenchymverlust hat. Eine mogliche Ursache fiir den
beobachteten SDF-1 Plasmaabfall konnte sein, dass es sich bei der Studie um
Patientenfille und Diagnosen handelte, wo kein Autoimmungeschehen oder eine

Hepatits viraler Genese vorhanden war.
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4.3.3 SCF (stem cell factor)

Der c-Kit Rezeptor und sein Ligand SCF sind fiir die Blutbildung, Melanogenese und
Fertilitdt essentiell. SCF wirkt auf verschiedenen Ebenen der Hamatopoese, um das
Uberleben der Zelle, die Zellproliferation, die Differenzierung und Adhision sowie die
funktionellen Aktivierung zu ermdglichen. Dabei ist der c-Kit Rezeptor und SCF nicht
nur bei den Mastzellen und Entwicklung der roten Zellreihe von besonderer Bedeutung,
sondern wirkt auch auf multipotente Stammzellen, Progenitorzellen, Megakaryozyten
und auf ausgewéhlte lymphoide Vorlduferzellen. SCF existiert in l6slicher oder
transmembraner Form, die sich aber anscheinend funktionell voneinander
unterscheiden. Vom c-Kit Rezeptor existieren in bestimmten Zelltypen, aufgrund von
unterschiedlichen mRNA-Splei3ens und proteolytischer Spaltung, mehrere Isoformen

[ASHMAN 1999].

Zytokine, wie unter anderem auch der Stammzellfaktor (SCF) sind Kandidaten beim
Umbau der Leber. Diese regulieren die Knochenmark Produktion von zirkulierenden
roten Blutkdrperchen, weile Blutkérperchen und Blutpléttchen. Die Zytokine wirken
auch auf Stammzellen, die zu einer linienspezifischen Differenzierung fithren [BATH

2006]. SCF reguliert dabei die Differenzierung von CD34+ Stammzellen [AKEL 2003].

In einem Tiermodell wurde untersucht, wie sich die Expression von SCF und c-Kit
Rezeptor wihrend der Leberregeneration iiber das ,,Oval“-Zellkompartiment nach einer
partiellen Hepatektomie und Verabreichung von einer nichtkanzerogenen Dosis von 2-
Acetylaminofluoren {iber 8 Tage in adulten Ratten entwickelt. Dabei wurde beobachtet,
dass in Kombination von partiellen Hepatektomie und Verabreichung von 2-
Acetylaminofluoren es sowohl zu einem frithen Anstieg der ,,Oval*“-Zellproliferation als
auch zu einer deutlichen Expression des SCF / c-Kit Systems kommt. Hingegen zeigte
eine alleinige partielle Hepatektomie oder Verabreichung von 2-Acetylaminofluoren

keine nennenswerten Verdnderungen des SCF / c-Kit Systems [FUJIO 1994].
Die Arbeitsgruppe Ren et al. demonstrierte in einem Versuch bei Maiusen, dass

nachdem 70% des Leberparenchyms reseziert wurde, es in der Leber zu einem Abfall

des SCF-Levels wohingegen es gleichzeitig im peripheren Blut es zu einem Anstieg des
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SCF Spiegels kam. Eine SCF Blockade, einerseits durch SCF-Antikorper oder
andererseits durch gentechnisch verdnderte Mause, zeigte nach einer Leberteilresektion
eine Hemmung der Hepatozytenproliferation. Bei gentechnisch veranderten Mausen, die
kein SCF  bildeten, kam es mnach SCF Substitution wieder zu einer
Hepatozytenproliferation [REN 2003]. Der ‘stem cell factor’ scheint nicht nur
leberregenerative, sondern auch leberprotektive Eigenschaften zu besitzen. Simpson et
al. demonstrierte in einem Mausmodell, dass toxische induzierte Leberschiaden durch
SCF verringert werden konnten [SIMPSON 2003].

In der Arbeitsgruppe Mansuroglu et al. wurde im Vergleich untersucht, wie sich die
Expression des SCF / c-Kit Systems beim Leberzellkarzinom (HCC) und dem
entsprechenden peritumoralen Gewebe verhdlt. Hierbei zeigte sich, dass der c-Kit
Rezeptor sowohl auf den Hepatozyten unter physiologischen als auch unter
pathologischen Bedingungen in unterschiedlicher Intensitdt exprimiert wurde. Die
Beobachtung hierbei, dass der c-Kit Rezeptor auch auf der HCC-Zelllinie vorhanden
war, unterstiitzt hierbei die Vermutung, dass SCF in der Regulation der
Proliferationsaktivitdt sowohl bei tumordsen als auch bei nichttumordsen Hepatozyten

eine besondere Rolle spielt [MANSUROGLU 2009].

Die Arbeitsgruppe Baccarani et al. untersuchte in einer Studie die Auswirkungen einer
Leberresektion und Lebertransplantation auf den SCF-Spiegel im peripheren Blut und
verglich sie miteinander. Eine bemerkenswerte Beobachtung dieser Studie war, dass es
bei beiden Gruppen eine statistisch signifikante SCF-Spiegelerh6hung um den dritten
postoperativen Tag gab. Im weiteren Verlauf (um den siebten postoperativen Tag) der
Untersuchung fiel der SCF-Serumspiegel wieder auf nahezu prioperatives

Ausgansniveau ab [BACCARANI 2005].

Der ‘stem cell factor” als hdmatopoetischer Faktor, welcher fiir die Proliferation und
Differenzierung von verschiedenen Typen von KMSZ verantwortlich zu sein scheint
[ZSEBO 1990, MATSUI 1990, SHIMIZU 1996, KURATA 1998], ergab bei den
eigenen Untersuchungen einen auch teilweise statistisch signifikanten postoperativen

Anstieg in Abhingigkeit vom Leberparenchymverlust (vgl. Kap.3.3.3).
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Die Beobachtungen aus den Studien der verschiedenen Arbeitsgruppen sowie unsere
Ergebnisse lassen vermuten, dass SCF, neben der Regulation von hdmatopoetischen
Stammzellen, auch im  Rahmen der frilhen Leberregeneration  und

Hepatozytenproliferation eine wichtige Rolle spielt.

Der frithe postoperative Anstieg des SCF-Spiegels im Blut dhnelt den Beobachtungen
analog zum Tiermodell von der AG Ren et al. (2003) sowie der AG Baccarani et al.
(2005). Die Leber scheint durch eine Teilresektion einen Proliferationsreiz zu erhalten,
der unter anderem eine unmittelbare Hepatozytenproliferation sowie eine SCF
Ausschiittung im Blut induziert. Analog zum Tiermodell bei Ren et al. (2003) wurde in
unserer Studie der SCF-Level im Blut untersucht und eine postoperative
Spiegelerhohung demonstriert. Die Beobachtungen des postoperativen SCF-Levels der
AG Baccarani et al. (2005) dhneln sich mit unseren Ergebnissen. Im Unterschied zu
Baccarani et al. zeigte sich in unserer Studie der SCF-Hohepunkt um den ersten
postoperativen Tag. Die sehr frithe postoperative Untersuchung des SCF-Levels unserer
Studie sowie die differenzierte Einteilung nach Leberparenchymverlust erméglichen im
Ganzen einen zusidtzlichen Informationsgewinn zum weiteren Verstindnis der

Leberregeneration.
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5. Schlussfolgerung und mogliche Weiterentwicklung

In der vorliegenden Studie wurde die Kinetik der Ausschiittung von
stammzellspezifischen =~ Wachstumsfaktoren = und  Chemokinen nach  einer
Leberteilresektion untersucht. Zytokine wie HGF, SCF werden friih nach hepatischer
Resektion prononciert im Serum exprimiert. Bei der Ausschiittung von SCF scheint es
einen Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der Leberteilresektion und dem SCF-
Spiegel im peripheren Blut zu geben. SDF-1 scheint in der vorliegenden Untersuchung
primdr keine vordergriindige Rolle zu spielen. Bislang wurde die sehr friihe
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und Chemokinen nach einer Leberteilresektion
mit  unterschiedlichem Umfang untersucht. So sollte diese Studie im
Gesamtzusammenhang einen zusétzlichen Beitrag zum weiteren Verstdndnis der
Leberregeneration leisten. Eine mdgliche Folgestudie konnte die Untersuchung
stammzellspezifischer Wachstumsfaktoren und Chemokine im Zusammenhang mit der

Mobilisation von peripheren Progenitorzellen sein.
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