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Up to 4 weeks after partial hepatectomy the concentrations of immunoreactive insulin and
glucagon in the blood plasma of rats were determined. Furthermore we measured the activity of
acid phosphatase in the serum, the concentration of cyclic AMP in liver cells, the activities of acid

phosphatase in whole liver cells and in the cytosol of liver cells after partial hepatectomy.

2 h after partial hepatectomy there was a decline of the concentration of insulin in the plasma to
about 13% of the initial value. 12 h after surgery a 5-fold increase of glucagon was found in the
plasma. Shortly after this cyclic AMP reached its highest concentration.

The activity of acid phosphatase in the whole liver cells and in the cytosol decreases slightly in
the first 24 h after surgery whereas there is an increase of the activity of acid phosphatase in the

serum.

Im Gleichgewichtszustand halten sich der Abbau
und die Teilung von Zellen in den Organen des
menschlichen und tierischen Korpers die Waage. In
der Leber ist der Zellumsatz unter physiologischen
Bedingungen verhiltnismdB3ig gering: unter etwa
10000—40000 Leberparenchymzellen befindet sich
nur eine einzige im Teilungsstadium. Wird je-
doch ein groBerer Teil der Leber auf einmal funk-
tionell ausgeschaltet, beispielsweise durch Zellgifte,
O,- oder Blutmangel oder durch eine operative Ent-
fernung eines Teils der Leber (= Teilhepatektomie),
so steigt die Zellteilungsrate auf ein Vielfaches des
Ruhewertes an. Werden bei etwa 200 g schweren
Ratten 2/3 der Leber operativ entfernt, so zeigt sich
22 bis 24 Stunden postoperativ eine Steigerung der
DNA-Syntheserate auf das 50-—80fache des
Ausgangswertes, der wenige Stunden spiter eine
Welle von Zellteilungen folgt. Diese erhohten Mi-
toseraten der Leberzellen vermindern sich im Laufe
der niachsten Tage, bis nach etwa zwei Wochen die
urspriingliche Lebermasse fast wieder erreicht ist.

Die Frage, auf welche Weise die Regelung der
Leberzellproliferation vor sich geht, ist trotz einer
Reihe von wichtigen Fortschritten der letzten Zeit

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. G. Ruhenstroth-
Bauer.
0341-0382/80/0100-0065 $01.00/0

[1=5] in vielen Einzelheiten noch ungeklart.
Insbesondere ist noch offen, ob mehrere unspezifi-
sche Faktoren zusammenspielen, um eine Steigerung
der Leberproliferation im Bedarfsfall herbeizufiih-
ren, oder aber, ob es ein leberspezifisches Prolifera-
tionshormon gibt, das zur Entfaltung seiner Wirkung
jedoch unspezifische Zusatzfaktoren bendtigt; diese
wiirden die Wirkung des spezifischen Hormons mo-
difizierend beeinflussen. Die oben zitierten Arbeiten
sprechen eher fiir die zweite Alternative.

Zu den Faktoren, denen eine Mitwirkung an der
Proliferationssteigerung zugesprochen wird, gehdren
die beiden Pankreashormone Insulin und Glukagon.
Beim Insulin finden die meisten Autoren sowohl in
vivo als auch in vitro eine gewisse Proliferationsstei-
gerung [6—9], wahrend beim Glukagon die Er-
gebnisse kontrovers sind [6, 7, 10—14]. Mogli-
cherweise ist dies auf Unterschiede in den Versuchs-
ansitzen zuriickzufithren. Unseres Wissens ist jedoch
bisher keine genaue Analyse der Konzentrationen
dieser beiden Hormone im Blutplasma iiber einen
langeren Zeitraum nach Teilhepatektomie mitgeteilt
worden. Wir haben dies in vorliegender Arbeit
durchgefiihrt und einige weitere damit im Zusam-
menhang stehende Parameter im Zeitverlauf nach
Teilhepatektomie bestimmt, um die Bedeutung des
Pankreas bei der Regelung der Leberzellprolifera-
tion einzugrenzen.
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Materialien und Methoden

Tiere

Die Untersuchungen wurden an 98 weiblichen
Wistar-Ratten (Institut fiir Strahlen- und Umwelt-
forschung, Miinchen-Neuherberg) mit einem Kor-
pergewicht von 227 * 29 g durchgefiihrt. Die Tiere
wurden bis zum Erreichen des angegebenen Kor-
pergewichtes in Makrolonkifigen bei 22 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 = 5% gehal-
ten. Als Futter bekamen sie Altromin 1324 und
Wasser ad libitum.

Operation

Die Teilhepatektomien wurden in Ather-Narkose
nach Higgins und Anderson [15] ausgefiihrt. Die
Scheinteilhepatektomien entsprachen im Haut- und
Muskelschnitt, der Manipulation an der Leber und
der Wundversorgung den Teilhepatektomien. Die
Totungszeit lag bei 8.55 Uhr + 35 min. Die Opera-
tionszeit wurde entsprechend darauf abgestimmt.
Die Tiere wurden durch Punktion der Aorta an der
Bifurcatio aortae entblutet. Die ersten 4,5 ml Blut
wurden zur Bestimmung von Insulin und Glukagon
verwendet, das restliche Blut zur Bestimmung der
sauren Phosphatase im Serum. Die Leber wurde ge-
wogen, und etwa 1 g schwere Leberstiicke zur Mes-
sung von saurer Phosphatase sofort weiterverarbei-
tet. Die Restleber wurde zur Bestimmung von cAMP
in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.

Bestimmung von Insulin und Glukagon im Plasma

4,5 ml Blut wurden in einer Spritze, die 0,5 ml
einer eisgekiihlten Trasylol-EDTA-Na,-Losung ent-
hielt (5 mg EDTA-Na, in 0,25 ml 0,9% NaCl-Losung
und 0,25 ml Trasylol® = 2500 K. I. E.) aufgenom-
men und in ein eisgekiihltes Reagenzglas gegeben.
Das nach Zentrifugation bei 4 °C gewonnene Plasma
wurde bis zur Bestimmung bei —20°C aufbe-
wahrt.

Insulin

Immunoreaktives Insulin im Plasma wurde nach
dem von Herbert [16] modifizierten Radioimmuno-
assay nach Yalow-Berson [17] bestimmt.

Glukagon

Immunoreaktives Glukagon im Plasma wurde ra-
dioimmunologisch [18] unter Verwendung von Anti-
serum 30K bestimmt, das sehr spezifisch fiir pan-
kreatisches Glukagon ist.

Bestimmung von cAMP in der Leber

Die Leberproben wurden nach einem modifizier-
ten Verfahren nach Gilman [19] aufbereitet und
mittels eines handelsiiblichen Radioisotopen-Ver-
diinnungstestsatzes (Nr. 15289, Boehringer, Mann-
heim) bestimmt. Die hierbei erhaltenen Werte geben
Konzentrationen bezogen auf das Leberfeuchtge-
wicht wieder. Mittels der von Murray [20] gefun-
denen Verdanderung des Hepatocytenvolumens nach
Teilhepatektomie konnte die prozentuale Veridnde-
rung des cAMP-Gehaltes/Hepatocyt bestimmt wer-
den.

Bestimmung der sauren Phosphatase
Im Serum

Die saure Phosphatase im Serum wurde mit
einem handelsiiblichen Reagenziensatz (Merckotest
Nr. 3305, E. Merck, Darmstadt) binnen 60 Minuten
nach Serumgewinnung bestimmt.

Im Zytosol der Leberzellen

Etwa 1 g schwere Leberstiickchen wurden zusam-
men mit 9 Teilen einer Losung von 0,32 M Sucrose
und 3 mM MgCl, in einem Elvehjem-Potter homo-
genisiert (10 leichte Schldge bei 1200 Upm). 3 ml des
Homogenats wurden 15 min bei 100 x g zentrifugiert,
2ml des Uberstandes weiterhin bei 15000 x g und
20 min. 1 ml Uberstand wurde nach Verdiinnung
mit 0,9% physiologischer NaCl-Losung zur photo-
metrischen Bestimmung der sauren Phosphatase
(Merckotest Nr. 3305) verwendet.

In der gesamten Leberzelle

Leberstiickchen wurden mit 0,1% Triton X-100
homogenisiert (10 kréftige Schlage bei 1500 Upm).
Die weiteren Schritte verliefen wie vorstehend. Auch
hier wurde die prozentuale Veridnderung des Ge-
haltes an saurer Phosphatase im Zytosol sowie in der
gesamten Leberzelle mittels der von Murray [20]
iibernommenen Daten bestimmt.



W. Strecker et al. - Insulin und Glukagon im Blutplasma teilhepatektomierter Ratten 67

Ergebnisse

Insulin (Abb. 1)

Bereits 15 Minuten nach Teilhepatektomie tritt
ein starker Abfall der Plasmainsulin-Konzentration
ein, der nach 2 Stunden seinen Tiefpunkt erreicht.
Mit 5,0 = 0,5 pE/ml Plasma findet sich ein Abfall auf
etwa 1/9 des Ausgangswertes von 44,5 + 4,4 uE/ml
Plasma.

Das immunoreaktive Insulin scheinteilhepatekto-
mierter Tiere zeigt ebenfalls einen initialen Abfall in
der ersten postoperativen Stunde. Bereits in der 12.
Stunde wird aber der Ausgangswert mit 43,25 +
5,12 pE/ml Plasma fast wieder erreicht.

Glukagon (Abb. 2)

Dem schnellen Abfall des Insulins nach Teilhepat-
ektomie steht ein Anstieg der Glukagon-Konzentra-
tion gegeniiber. Die Plasmakonzentration liegt 12
Stunden nach Teilhepatektomie mit 1872 + 318 pg/
ml Plasma etwa S5—6mal hoher als die Aus-
gangskonzentration von 347 *+ 34 pg/ml Plasma.
Auch nach 48 Stunden ist sie noch stark erhoht,
unterschreitet jedoch 7 Tage nach Teilhepatektomie
mit 158 £ 19 pg/ml Plasma den Ausgangswert. Das
anfingliche Absinken der Glukagon-Konzentration
postoperativ findet sich entsprechend auch bei schein-
operierten Tieren. Dieses gleichartige Verhalten ver-
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Abb. 3. 3',5"-cyclo AMP-Konzentra-
tion nach Teilhepatektomie in pmol/
mg Leberfeuchtgewicht —@—; als pro-
zentuale Verdnderung gegeniiber dem
Ausgangswert —ll—.
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schiedener Parameter, wie auch der Insulin-Konzen-
tration im Plasma, der Glukose-Konzentration im
Vollblut [21], in der frithen postoperativen Phase
sowohl nach Teilhepatektomie wie auch nach Schein-
teilhepatektomie, ist vermutlich eine unspezifische
Reaktion auf die Operationsbelastung.

¢AMP (Abb. 3)

Mit einer Verzogerung von einigen Stunden ge-
geniiber dem Anstieg der Glukagon-Konzentration
im Plasma steigt die cAMP-Konzentration in der
Leber auf mehr als das Doppelte des Augangswertes
von 0,73 = 0,02 pmol/mg Leber mit einem Maxi-
mum von 1,62 £ 0,18 pmol/mg Leber nach 20 Stun-
den. Bezogen auf den einzelnen Hepatozyten steigt
der cAMP-Gehalt um maximal 166,5%.

Saure Phosphatase in der gesamten Leberzelle
(Abb. 4A)

Die Aktivitat der sauren Phosphatase sinkt nach
einem kurzfristigen Anstieg und darauffolgenden
Abfall in der ersten postoperativen Stunde allmdh-
lich um etwa 40% nach 16—24 Stunden. Die
Enzymaktivitit in Lebern scheinoperierter Tiere
bleibt hingegen etwa konstant.

Legt man jedoch die postoperative Volumenénde-
rung der Hepatozyten [20] zugrunde, zeigt sich kein
wesentlicher Unterschied in der Enzymaktivitat/Ein-
zelzelle zwischen teilhepatektomierten und scheinhe-
patektomierten Tieren (Abb. 4B).

Der Verlauf der Aktivitdt der sauren Phosphatase
im Zytosol (Abb. 4 A, 4B) verhilt sich entsprechend.

Die Serumaktivitit der sauren Phosphatase steigt
24 Stunden postoperativ etwa um das Dreifache an.
Nach 7 Tagen werden die Ausgangswerte wieder er-
reicht (Abb. 4C).

Besprechung

Insulin

Der starke Abfall der Insulin-Konzentration nach
Teilhepatektomie ist in Anbetracht der von der
Mehrzahl der Autoren gefundenen proliferationsstei-
gernden Wirkung von Insulin in vivo [7, 9] und in
vitro [6, 8] tberraschend. Leffert [3] spricht von
einem Insulin-Paradox. Da jedoch in der ersten
postoperativen Stunde nach Scheinteilhepatektomie
ebenfalls ein deutlicher Abfall der Insulin-Konzen-
tration eintritt, ist anzunehmen, daf3 es sich wenig-
stens zum Teil um eine unspezifische Erscheinung
handelt.

Glukagon

Ob der Anstieg der Glukagon-Konzentration im
Plasma nach Teilhepatektomie bei der Regelung der
Leberzellproliferation von Bedeutung ist, 1aBt sich
aus unseren Versuchen nicht beantworten. Eine allei-
nige Zufuhr von Glukagon zeigt in in vivo keine
stimulierende Wirkung [11, 13], in vitro waren die
Ergebnisse widerspriichlich [6, 8, 12]. In Kombina-
tion mit anderen Stoffen, wie z. B. Insulin, Thyro-
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nin, Katecholaminen, Aminosiuren, zeigte Glukagon
in vivo allerdings eine iiberwiegend stimulierende
Wirkung auf die Leberzellproliferation [7, 11, 13, 22,
23]. Die unterschiedlichen Versuchsanordnungen und
Dosierungen der applizierten Substanzen, die meist
im pharmakologischen Bereich liegen, lassen jedoch
nur schwer Vergleiche und Schliisse zu.

Durch Langzeitinfusionen unterschiedlicher Mengen
von Glukagon versuchten wir das hier gefundene
Verhalten des immunoreaktiven Glukagons nach
Teilhepatektomie nachzuahmen. Dabei ergab sich
eine deutlich suppressive Wirkung des zugefiihrten
Glukagons auf die DNA-Syntheserate nach Teilhe-
patektomie [24].

cAMP

Das Verhalten von Glukagon und Insulin steht mit
der gefundenen Zunahme der cAMP-Konzentration
in Einklang. Jefferson [25] bestitigte, daB Insulin
einen Abfall der cAMP-Konzentration in der Leber-
zelle bewirkt. Die in vivo wie in vitro gefundene
Stimulierung der Adenylatzyklase-Aktivitat in der
Leber durch Glukagon wird durch Insulin antagoni-
siert [26]. Durch Infusion einer Mischung von Glu-
kagon, Thyronin, Aminosauren und Heparin konnte
MacManus den nach Teilhepatektomie gefundenen
Anstieg der cAMP-Konzentration in der Leber nicht
teilhepatektomierter Ratten nachahmen [27]. In bei-
den Fillen folgte dem Maximum des cAMP-Anstie-
ges etwa 8 bis 10 Stunden spater der Gipfel einer
DNA-Synthese.

Saure Phosphatase

Die von unserer Arbeitsgruppe elektronenmikro-
skopisch gefundene prozentuale Zunahme der Lyso-
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