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1 Einleitung

1.1 Akutes Leberversagen

Das akute Leberversagen (ALV) ist ein relativ seltenes, dafur umso komplizier-
teres Krankheitsbild, welches die moderne Medizin immer wieder vor eine Her-
ausforderung stellt. Seit Langem wird das ALV als akuter Funktionsverlust der
Leber ohne zuvor bekannte Lebererkrankung mit Entwicklung einer Enzephalo-
pathie > |° innerhalb von 8 Wochen definiert (72;87). Mittlerweile werden jedoch
verschiedene Stadien unterschieden. Entwickelt sich eine Enzephalopathie in-
nerhalb von 7 Tagen nach Auftreten eines lkterus, spricht man von einer hyper-
akuten Form. Handelt es sich um einen Zeitraum von 7 bis 28 Tagen, entspricht
es einer akuten, bei mehr als 28 Tagen einer subakuten Verlaufsform (71;73).
Die Schwierigkeit einer genaueren Definitionsfindung dieses Krankheitsbildes
liegt in seiner sehr heterogenen klinischen Erscheinung begrindet. Der ,Acute
Liver Failure Study Group“ zufolge wird aktuell eine INR (international normali-
zed ratio) > 1,5 und die Entwicklung einer Enzephalopathie, sowie eine Krank-
heitsdauer < 24 Wochen als am ehesten definierend fir ein ALV angesehen
(54). Durch verschiedene Klassifikationen (King’s College Criteria, APACHE,
Clichy’s criteria, MELD) wurde der Versuch unternommen, die schwere des LV
und seine Prognose genauer zu bestimmen (41;42;45;91). Die Vielzahl dieser
Klassifikationen zeigt jedoch, wie schwierig es ist, definierende Faktoren und

verlassliche Prognose-Parameter zu finden.

Als Ausloser fur ein ALV kommen eine virale Hepatitis, eine Medikamenten-
und/oder Toxin-induzierte Leberschadigung, metabolische Stérungen, Ischamie
und diverse seltenere Ursachen (Morbus Wilson, Budd-Chiari Syndrom etc.) in
Betracht. In jeder Form muss das ALV als Syndrom betrachtet werden, da es
multiple bzw. multifaktorielle Ursachen hat und unterschiedliche Symptome
zeigt, die den Grad der Erkrankung individuell stark variieren lasst (54). Diese
starke Varianz des Erkrankungsgrades und des Krankheitsbildes erschweren
die frihzeitige Diagnose und den rechtzeitigen Therapiebeginn. Mit 46% bei

Erwachsenen und 12% bei Kindern gilt Paracetamol (PCM, Acetaminophen) als



haufigste bekannte Ursache eines ALV in den USA, wohingegen bei 15% der
Erwachsenen und Uber 50% der padiatrischen Patienten keine Ursache dia-
gnostizierbar ist. Diese Zahlen kdénnen jedoch je nach Land stark variieren (sie-
he Abb.1.1), wobei auffallt, dass besonders in asiatischen Landern eine virale
Genese der weitaus haufigste Grund fur die Entwicklung eines ALV darstellt

und medikamentdse Intoxikationen eher von nachrangigem Stellenwert sind.

France UK Deutschland

Hepatitis A/B 49% Paracetamol 54% Medikamenteninduziert 40%
Seronegative Hepatitis  18% Seronegative Hepatitis  17% Hepatitis A/B 23%
Medikamenteninduziert 15% Hepatitis A/B 14% Andere Ursachen 16%
Paracetamol 2% Medikamenteninduziert 7% Unbekannt 21%
Andere Ursachen 16% Andere Ursachen 8%

==

& .ﬂ
USA Spanien Japan
Paracetamol 47% Hepatitis A/B 37% Hepatitis A/B 55%
Medikamenteninduziert 11% Medikamenteninduziert 17% Seronegative Hepatitis  45%
Hepatitis A/B 10% Paracetamol 2%
Andere Ursachen 18% Andere Ursachen 12%
Unbekannt 14% Unbekannt 32%
Kinder USA (0-18 Jahre) “India
Paracetamol 12% Hepatitis E 38%
Hepatitis A/B 6% Hepatitis A/B 33%
Medikamenteninduziert 4% Seronegative Hepatitis  24%
Andere Ursachen 29% Medikamenteninduziert 5%
Unbekannt 49%

Abb.1.1: Ursachen des akuten Leberversagens verschiedener Lander. Zusammengestellt
aus (11;22;54;71).



Die Diagnosesicherung eines ALV erfolgt in erster Linie Uber die Feststellung
einer ausgepragten Koagulopathie (INR 1, PTT 1) und dem Auftreten einer he-
patischen Enzephalopathie (54;74). Aulerdem werden Veranderungen diverser
Serumparameter (GOT 1, Bilirubin 1, Kreatinin 1, arterieller pH |) zur Sicherung
der Diagnose herangezogen, die jedoch aufgrund der hohen Varianz der Ver-
anderungen keinesfalls als definierend angesehen werden kénnen. Weitere
Symptome sind hamodynamische Stérungen, Vasodilatation, renale Insuffizienz
und Leberzelinekrose mit daraus resultierender Inflammation. Im weiteren
Krankheitsverlauf kdnnen sich Sepsis, Koma und Tod durch zerebrales Odem
und/oder Multiorganversagen entwickeln, was auf eine Veranderung von

Durchblutung und Sauerstoffsattigung der Organe zurtckzufuhren ist (54;74).

Als einzige wirksame kurative Therapie gilt heutzutage die orthotope Leber-
transplantation, welche aber aufgrund mangelnder Spenderorgane und eines
schnell fortschreitenden Krankheitsverlaufs nur begrenzt durchfuhrbar ist (12).
Bevor die Moglichkeit einer Organtransplantation bestand, betrug die Mortalitat
des ALV 80% (54). Diese Prognose hat sich zwar verbessert, ist aber noch im-
mer sehr ungunstig. Laut einer prospektiven Studie der U.S. ,Acute Liver Failu-
re Study Group® im Zeitraum von 1998 bis 2007 war bei 45% aller ALV-
Patienten eine Spontanheilung zu beobachten. Weitere 44% wurden fur eine
Transplantation gelistet, wobei 25% ein Spenderorgan bekamen, 10% starben
ohne ein Organ zu bekommen und 9% sich ohne Transplantation wieder erhol-
ten (siehe Abb.1.2) (54).

Patienten mit akutem Leberversagen von 1998 bis 2007

45% Spontanheilung 44% auf Transplantationsliste

25% Erhalt eines Spenderorgans
10% Tod ohne Spenderorgan

9% Erholung ohne Transplantation

Abb.1.2: Studie der U.S. ,,Acute Liver Failure Group* im Zeitraum von 1998 bis 2007.

Entnommen aus (54).



Bei einer Gesamt-Mortalitat von 30% (54) ist in neuester Zeit festzustellen, dass
der Anteil der Patienten, die ein letales zerebrales Odem entwickeln, gegeniiber
denen, die den Folgen eines Multiorganversagens erliegen, geringer wird. Die-
se Entwicklung begriindet sich in einer starken Verbesserung der Therapie- und

Behandlungsmdglichkeiten des zerebralen Odems (9).

1.2 Paracetamolinduzierte Leberschadigungen

Als weit verbreitetes Antipyretikum und Analgetikum ist PCM schon seit Lan-
gem als hepatotoxische Substanz bekannt, welche bei Uberschreitung der als
ungefahrlich geltenden Tageshdchstdosis von 4g zu einer toxininduzierten Le-
berschadigung (engl. Drug-induced liver injury; DILI) und einem ALV flhren
kann (54;69). Diese Hochstdosis kann jedoch nur eingeschrankt gelten, da die
Dosisvertraglichkeit mit zunehmender vorbestehender Leberschadigung und in
Abhangigkeit verschiedener Parameter wie z.B. Adipositas abnimmt (10;51;80).
In den Vereinigten Staaten und GroRbritannien gilt PCM als Hauptursache flr
eine DILI (50;69;71). Jahrlich sterben rund 400 Menschen in den Vereinigten
Staaten (52;54) und 200-500 Menschen in GroRbritannien an den Folgen eines
durch PCM induzierten ALV (54;71), wobei Uber die Jahre gesehen ein prozen-
tualer Anstieg zu verzeichnen ist. In den Jahren 1998 bis 2007 waren von 1147
ALV-Fallen in den USA 46% auf eine PCM-Uberdosis zuriickzufiihren (54), wo-
bei es 1998 noch 28%, im Jahre 2003 jedoch bereits 51% waren (50).

Die Uberdosierung kann entweder in suicidaler Absicht erfolgen, wobei Ein-
nahmemengen von bis zu 90 g beobachtet werden (54), oder unbeabsichtigt
sein. Letzteres kann entweder durch Langzeitmedikation und/oder durch die
kombinierte Einnahme mehrerer paracetamolhaltiger Medikamente verursacht
sein (50;54), was bei 50% der Patienten der Fall ist (53).

Um eine Aussage Uber die Prognose nach Intoxikation machen zu kdnnen, ist
die Kenntnis der Dosis und das Intervall zwischen Einnahme und Behandlungs-
beginn entscheidend. Bei ungewollten Uberdosierungen sind die genaue Dosis
und der Einnahmezeitpunkt haufig unbekannt und die Vorstellung in der Ambu-

lanz erfolgt aufgrund der milden und unspezifischen Symptomatik wie leichter



Ubelkeit, Erbrechen und Magenbeschwerden (81) meist spat, was des Ofteren
in schweren Leberschadigungen resultiert. Bei einer Einnahme in suicidaler Ab-
sicht ist der Verlauf einfacher abzuschatzen, da in diesen Fallen die Dosis und
der Einnahmezeitpunkt meist bekannt sind. Nach Eintritt eines ALV ist die Pro-

gnose jedoch flr all diese Patienten gleich (50;52).

1.3 Ursachen der Paracetamoltoxizitat

Das Tripeptid Glutathion (GLU) setzt sich aus den Aminosauren Glycin, Gluta-
mat und Cystein zusammen. Die zur GLU de novo Synthese notwendige En-
zymausstattung ist zwar in vielen Zellarten zu finden, der Uberwiegende Anteil
dieser Synthese findet jedoch in der Leber statt. Die Synthese beginnt mit der
durch die Glutamylcystein-Synthetase (GGT) katalysierten ATP-abhangigen
Konjugation von Cystein und Glutamat und wird durch die Addition von Glycin
mittels der Glutathionsynthetase vollendet. Limitiert wird diese Reaktion durch

die relativ geringe intrazellulare Cysteinkonzentration (18;43;78;86).

Der GLU-Gehalt in der Zelle setzt sich aus 85-90% reduziertem Glutathion
(GSH) und 10-15% der oxidierten Form (GSSG) zusammen. Dieses RedOx-
System stellt ein fein reguliertes FlieRgleichgewicht dar, dessen Aufrechterhal-
tung fur die Zelle essentiell ist. Das Enzym Glutathionreduktase, welches die
Reduktion von GSSG zu GSH katalysiert, ist maRgeblich an der standigen Re-
generation von GSH und somit dem Beibehalten des RedOx-Status beteiligt.
GSH ist, neben der Beseitigung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die
fortlaufend wahrend der Zellatmung anfallen, unter anderem auch an der Entgif-
tung von Schwermetallen und anderen Xenobiotika beteiligt. Die Entgiftung er-
folgt, katalysiert durch die Glutathion-S-Transferase, durch die Kopplung an die
Cysteinsulfhydrylgruppe von GSH, was eine Eliminierung ermdglicht (18;43;78).
Ein weiterer Entgiftungsprozess verlauft Gber das im endoplasmatischen Reti-
culum lokalisierte Cytochrom P450-System (75). Dieses Oxigenase-System ist
fur die Umwandlung lipophiler in hydrophile Substanzen verantwortlich und er-

mdglicht so die Ausscheidung in Urin und Galle (14;92).
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Abb.1.3: Ubersicht Paracetamolmetabolismus. Zusammengestellt aus (3;13;16;39).

Die Metabolisierung von PCM zu nicht toxischen Produkten wird in erster Linie
durch eine katalytisch vermittelte Glucuronisation und Sulfatisierung erreicht,
was eine Eliminierung Uber Galle und Harn erlaubt (siehe Abb.1.3) (30;67).
Uber das Cytochrom P450-System wird jedoch immer ein signifikanter Teil des
PCM zum reaktiven Metabolit N-Acetyl-p-Benzoquinonimin (NAPQI) verstoff-

wechselt, der in der Zelle schnell an GLU gekoppelt und dadurch eliminiert wer-

den kann.




Bei einer PCM-Uberdosierung kommt es durch die Entgiftung von NAPQI zum
vollstandigen Verbrauch des zellularen GSH-Kontingents. Dies fuhrt schlieBlich
dazu, dass NAPQI in der Zelle akkumuliert (30;40;60;61;67) und nun sowohl als
Elektrophil als auch als Oxidationsmittel wirken kann (29).

Als Elektrophil konjugiert es an Sulfhydrylgruppen von Proteinen (siehe
Abb.1.1.) (4;49), was wiederum zur Funktionsbeeintrachtigung oder zum Funk-
tionsverlust dieser Proteine fuhrt. Viele Zielproteine von NAPQI sind bereits
identifiziert, der massive Zelluntergang nach einer PCM-Intoxikation kann je-
doch nicht auf ein Einzelnes zurlickgeflhrt werden (46).

Als Oxidationsmittel reagiert NAPQI sowohl mit den Reduktionsaquivalenten
NADPH und NADH als auch mit GSH. Dies fuhrt in erster Linie zur Regenerati-
on von PCM und zu einer erhdhten GSSG-Konzentration. Es ist aber auch eine
Depletion von NADPH und NADH zu beobachten (siehe Abb.1.3) (16). Da
NADPH auch als Coenzym der Glutathionreduktase bendtigt wird, ist die Rege-
neration von GSH beeintrachtigt, was den GSSG-Gehalt noch zusatzlich stei-
gert (4;49).

Diese Akkumulation von GSSG verursacht die Inaktivierung mehrerer essentiel-
ler Enzyme, was starke Veranderungen der intrazellularen Signaltransduktion,
des metabolischen und energetischen Gleichgewichts und eine Erniedrigung
der NADH- und ATP-Konzentration zur Folge hat (4;47). Vor allem die Gluco-
neogenese, die -Oxidation und die Ureagenese, aber auch viele andere Stoff-
wechselwege sind auf ausreichend ATP angewiesen und kénnen durch den
nunmehr erniedrigten Gehalt nicht in ausreichendem Umfang stattfinden (37).
Als Voraussetzung flr die Toxizitat von PCM missen mehrere Vorgange in ei-
nem bestimmten Kontext stattfinden. Es muss zum einem die Sulfatisierungs-
und Glucuronisierungskapazitat voll ausgeschdpft sein, zum anderen muss eine
vollstandige GSH-Depletion vorliegen. Die daraus resultierende NAPQI-
Akkumulation verursacht die Konjugation dieses Metaboliten an Proteine (43).
Es muss also erst ein gewisser Schwellenwert Uberschritten werden, bevor eine
ausgepragte Leberschadigung mit massiver Zellnekrose auftritt. Wird dieser

uberschritten, fuhrt die Schadigung der Leber- und Gallengangszellen zu einer



intrahepatischen Akkumulation von toxischen Gallensauren und Exkretionspro-

dukten, was die Schadigung noch zusatzlich verstarkt (37).

Die beobachtete Zunahme an oxidierten Intermediaten und der bereits be-
schriebene Verbrauch von Reduktionsaquivalenten durch NAPQI bedeuten eine
Verschiebung des RedOx-Status in Richtung Oxidation. Dies lasst vermuten,
dass die Hepatozyten bei einer PCM-Vergiftung oxidativem Stress ausgesetzt
sind. In Zellkulturen ist es bekannt, dass oxidativer Stress an der Induktion von
Nekrosen und massivem Zelluntergang beteiligt ist (7;38;39). Der genaue Me-
chanismus der PCM-induzierten hepatozellularen Nekrose ist letztlich jedoch
noch unklar (30;43;46;51).

1.4 Therapeutische Ansatze

1.4.1 Behandlung mit Antidoten

Um eine schwerwiegende Dysfunktion und Leberschadigung zu vermeiden,
wird nach einer PCM-Uberdosis méglichst zeitnah ein Antidot verabreicht. Der
Grundgedanke hierbei ist, den vollstandigen Verbrauch des intrazellularen
GLU-Pools zu verhindern bzw. diesen zu regenerieren und so die Menge des
freien reaktiven Metabolits zu verringern.

Hierzu ware die GSH-Substitution durch Infusion glutathionhaltiger Lésungen
naheliegend. Trotz der intrahepatisch stattfindenden Neusynthese von GSH
sind die Hepatozyten jedoch nicht dazu in der Lage, exogenes GSH aufzuneh-
men. Dieses wird renal abgebaut, als einzelne Aminosauren wieder ins Blut
abgegeben und auf diesem Weg anderen Organen zuganglich gemacht. Auf-
grund der langen Zeitspanne zwischen Infusion und GSH-Anstieg liegt die Wir-
kung dieses Antidots nicht innerhalb des Therapiefensters und ist somit als inef-
fektiv zu betrachten (18;54;81).

Weiterhin wurden verschiedene Vorstufen von GLU auf ihre Wirksamkeit als
Antidot getestet. Hierbei hat sich hinsichtlich der Wirksamkeit und der Vertrag-
lichkeit bei oraler und i. v. Gabe besonders das N-Acetylcystein (NAC) hervor-

getan (18). Dessen positiver Einfluss auf den GLU-Stoffwechsel liegt vermutlich



an der intrazellularen Bereitstellung der Aminosaure Cystein, die in der GLU-

Synthese aufgrund ihrer relativ geringen Konzentration normalerweise als limi-

tierender Faktor angesehen werden kann (93).

Wie bereits angesprochen ist der ausschlaggebende Faktor flr den therapeuti-

schen Erfolg der rechtzeitige Beginn der Andidot-Gabe. Bei einem Beginn der

NAC-Behandlung in den ersten 10 Stunden nach PCM-Einnahme kann die Be-

handlung als erfolgversprechend angesehen werden, wobei bereits zu einem

Therapiebeginn nach 10-12 Stunden kontroverse Meinungen in der Literatur zu

finden sind. Gegenstand der Diskussionen ist der hepatotoxische Effekt des

Antidots selbst bei bereits bestehender Leberschadigung durch die PCM-

Einnahme (81).
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Abb.1.4: Rumack-Matthews-No-
mogramm. Auftragung der Plas-
ma-Paracetamolkonzentration

(PPK) gegen die Zeit nach Ein-
nahme (h). Liegt die PPK 4h nach
Einnahme unter 100 pg/ml (,100-
Linie“), ist das Risiko eines Leber-
schadens gering. Bei Werten Uber
200 pg/ml (,200-Linie“) geht man
von einem 20%-igen Risiko fir
eine schwere Leberfunktionsstd-
rung aus. Liegt die Konzentration
Uber 300 pg/ml (300-Linie®) wird
eine schwere Beeintrachtigung der
Leberfunktion erwartet. Abbildung

entnommen aus (81).

Bei einer Uberdosierung in suicidaler Absicht gilt das Rumack-Matthews-

Nomogramm als wichtige Hilfestellung fir die Prognose und die Behandlung

der Patienten (siehe Abb.1.4). Hierbei handelt es sich um die Auftragung der

Plasma-Paracetamolkonzentration (PPK) gegen die Zeit nach PCM-Einnahme.
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Liegt die PPK 4 Stunden nach Einnahme uber 100 pyg/ml wird eine NAC-
Therapie empfohlen (17;81).

Bei unbeabsichtigter Uberdosierung und bei Unklarheit beziiglich des Einnah-
mezeitpunktes findet das Rumack-Matthews-Nomogramm keine Anwendung. In
diesen Fallen wird ab einer Dosis von 150 mg/kg Koérpergewicht (KG) in den
letzten 24 Stunden eine NAC-Therapie unter intensivmedizinischer Uberwa-

chung empfohlen (17;30).

1.4.2 Eliminierung toxischer Substanzen

Bei bereits bestehender Leberschadigung ist ein weiterer Therapieansatz, toxi-
sche Substanzen aus dem Blut zu entfernen. Dazu werden unterschiedliche
Verfahren zu Hilfe genommen, die unter der Bezeichnung artifizielle Leberer-
satzverfahren (LEV) zusammengefasst werden.

Die haufigste Methode ist die Hdmodialyse, bei der Uber eine semipermeable
Membran relativ unspezifisch alle kleinen Molekile ausgetauscht werden. Bei
der Héamofiltration werden grofde Moleklle durch den Durchtritt durch eine
Membran kontinuierlich entfernt. Weitere Moglichkeiten der Toxinentfernung
sind die Molekiilabsorption durch Aktivkohle, Kunstharze o. a. und die Plas-
mapherese, bei der grol3e Blutplasmamengen ausgetauscht werden, um die
massive Koagulopathie zu korrigieren und Toxine und Cytokine zu entfernen. In
neuester Zeit finden jedoch hauptsachlich Kombinationen dieser Methoden, wie
die Diabsorption und die Diafiltration, in der Klinik Verwendung, da hier die ef-
fektivste Entgiftung stattfindet.

Insgesamt ist der Nutzen der Dialyse- und Filtrationsverfahren jedoch als eher
fragwilrdig anzusehen, da die Selektivitdt der Membranen sehr gering ist und
somit sowohl proteingebundene Toxine als auch koérpersuffiziente Stoffe ent-
fernt werden. Aulerdem findet zwar eventuell eine Nahrstoff-Zufuhr statt, es ist
jedoch keine Synthese leberspezifischer Stoffe mdglich, weshalb diese Syste-
me hinsichtlich einer Verbesserung des Outcomes der Patienten kritisch be-

trachtet werden mussen (6).
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Da die meisten Lebertoxine durch die Konjugation an Albumin entgiftet werden,
ist es nahe liegend, ein extrakorporales LEV auf Basis einer Albumindialyse
einzusetzen. Es wurden bereits viele solcher Systeme entwickelt, von denen
zwei in der Klinik Verwendung finden (62).

Beim Prometheus® oder FPSA-System (fractioned plasma separation and ad-
soption system, Fresenius Medical Care) werden durch eine Protein-permeable
Hohlfiltermembran aus Polysulfon die zellularen Blutbestandteile vom Plasma
getrennt, welches anschlieBend Uber zwei Styroldivinylbenzol-Saulen und ei-
nem Anionen-Tauscher geleitet wird. Hierbei sollen Bilirubin, Gallensauren und
andere hydrophile, sowie an Albumin gebundene Toxine entfernt werden, bevor
das Plasma wieder in den Patienten zurtickgeleitet wird (79).

Das MARS® (molecular adsorbent recirculation system, Gambro) dialysiert
ebenfalls durch eine Hohlfasermembran, welche albumingebundene Toxine
passieren lasst (6;90). Die Dialysatlosung wird im Gegensatz zum Prometheus-
system jedoch mit Albumin angereichert, um eine bessere Diffusion der gebun-
denen Toxine zu erreichen. Das Dialysat wird in einem zweiten Kreislauf durch
zwei Absorptionssaulen (Aktivkohle und Anionentauscher) regeneriert (63). Der

genaue Systemaufbau ist in Abb.1.5 zu sehen.

Prospektive Studien zeigen, dass sowohl das MARS, als auch das Prometheus
positiv auf den klinischen Zustand und den Krankheitsverlauf des ALV einwir-
ken (23;55;55;70). Dies gilt auch fur die Therapie von padiatrischen Patienten.

Vor allem bei Kindern prasentiert sich das ALV oft erst sehr spat und mit un-
spezifischen Symptomen, haufig als Folge einer zugrundeliegenden metaboli-
schen Stérung, oder einer chronischen Lebererkrankung, so dass auch hier das
Risiko eines Multiorganversagens nicht unerheblich ist (1;65). Auch in diesem
Gebiet hat sich die MARS-Therapie sowohl fir die perioperative Behandlung
einer Lebertransplantation, als auch flr das kurz- und langfristige Outcome der

kleinen Patienten als vorteilhaft erwiesen (65).

Es kann jedoch keine der beschriebenen Therapien als kurativ angesehen wer-

den. Sie kénnen lediglich die Uberbriickung der Leberinsuffizienz ermdglichen
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und die Entstehung bzw. Progression eines zerebralen Odems verhindern. So
kann im besten Fall einige Zeit gewonnen werden, bis ein Spenderorgan fur
eine Lebertransplantation zur Verfigung steht, die Leber zu regenerieren be-
ginnt und/oder eine Regression der Enzephalopathie beobachtet werden kann
(2;6;12).

Abb.1.5: Systematischer Aufbau des MARS®-Gerates. Abbildung entnommen aus der Pro-
duktbeschreibung des MARS® Behandlungssets.

In den neuesten Versuchen zur Behandlung des ALV wird das Ziel verfolgt, sich
die Physiologie von Hepatozyten hinsichtlich ihrer hochselektiv entgiftenden
Wirkung zunutze zu machen. Diese bioartifiziellen LEV schleusen im Gegen-
satz zu den artifiziellen, zellfreien Methoden Vollblut durch sog. Bioreaktoren, in
welchen Hepatozyten extrakorporal kultiviert werden, um eine moglichst effi-
ziente Entgiftung zu erreichen.

Dieses zukunftsweisende Behandlungskonzept zeigt in Versuchen an unter-
schiedlichen Tiermodellen groRe Erfolge und Varianten davon sind momentan
Gegenstand klinischer Studien, deren Ergebnisse noch abzuwarten bleiben
(20;57;82;89).
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Es soll hier aller LEV zum Trotz jedoch nochmals erwahnt werden, dass eine
orthotope Lebertransplantation nach wie vor die einzige kurative Therapie des
ALV darstellt und der Mangel an verfigbaren Organen die Transplantation als
Behandlungsmoglichkeit und somit auch die Behandelbarkeit des Krankheits-

bildes des akuten Leberversagens stark limitiert (12).

1.5 Tiermodell

Um die Physiologie und Pathologie des ALV in ihrer ganzen Komplexitat erfas-
sen und erforschen zu kénnen, ist ein suffizientes Tiermodell unabdingbar.

Die Anforderungen an ein ideales Tiermodell umfassen nach Definition von
Terblanche und Hickman die Erflllung von 6 Kriterien (siehe Tab.1.1) (83). In
erster Linie mussen potenzielle Reversibilitdt des induzierten Leberversagens
und Reproduzierbarkeit des Leberschadens gegeben sein. Der Tod eines Mo-
delltieres muss mit dem in der Klinik beobachteten Tod durch Leberversagen
vergleichbar sein. Zusatzlich muss vor Todeseintritt ein ausreichendes Thera-
piefenster vorhanden sein. Aulderdem sollten die therapeutischen MalRnahmen,
die beim Menschen Verwendung finden, auch im Tiermodell anwendbar sein.
Aufgrund des Blutvolumens und der intensivmedizinischen Betreuung ist somit
ein Grolltiermodell zwingend. Wird das Leberversagen durch Toxine induziert,
darf zu keiner Zeit eine Personalgefédhrdung vorliegen.

Hierbei wird jedoch aulder Acht gelassen, dass noch 3 weitere Faktoren fur das
Gelingen einer experimentellen Studie essentiell sind. Beispielsweise sollte eine
Tierart verwendet werden, die in Metabolismus und Physiologie dem Menschen
mdglichst ahnlich ist, jedoch sollte die Durchfihrung des Modells zu jeder Zeit
ethischen Grundsétzen und Tierschutz-Standards entsprechen. Eine weitere
Voraussetzung ist, dass die explizite Fragestellung der Studie durch das ge-

wahlte Modell beantwortet werden kann (25).

Trotz intensiver Forschung ist es bis dato noch nicht gelungen, das ideale Tier-
modell, also die Erfullung aller Kriterien mit einem einzigen Modell, fur die Un-

tersuchung des ALV zu etablieren. Es ist auch nicht nétig, allen wissenschatftli-
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chen Anforderungen mit einem einzigen Modell gerecht zu werden. Vielmehr
sollte fUr spezielle Anforderungen jeweils das Modell genutzt werden, das die

geforderten Kriterien am Besten erflllt (25).

Kriterien fur ein ideales Tiermodell des Leberversagens:

Potentielle Reversibilitat des Leberversagens
Reproduzierbarkeit des Krankheitsbildes

Tod des Tieres an den Folgen des Leberversagens
Vorhandensein eines therapeutischen Fensters

GroRtiermodell

Mdglichst geringe Gefahrdung des Personals

Ahnlichkeit mit dem Menschen in Physiologie und Metabolismus

Respektieren von ethischen Grundsatzen und Tierschutz-Standards

© ® N o OR GDND

Beantwortung der expliziten Fragestellung durch das Modell

Tab.1.1: Das ideale Tiermodell fiir die Erforschung des Leberversagens. Zusammenge-
stellt aus (25;83).

Die Induktion eines Leberversagens (LV) durch chirurgische MaRnahmen, wie
die totale Hepatektomie oder die hepatische Devaskularisierung, sind zwar in
der Literatur beschrieben (68;76), scheitern aber als ideale Modelle. Das anhe-
patische Modell ist weder reversibel, noch zeigen sich die gewlnschten Sym-
ptome, wahrend die dauerhafte Devaskularisierung zwar zum Auftreten der
klassischen Symptome fuhrt, aber ebenso irreversibel ist (68). Aus diesem
Grund beschaftigen sich die neueren Versuche mit dem Modell der voruberge-
henden Ischamie, die durch eine zeitlich begrenzte Unterbindung der blutver-
sorgenden Lebergefale herbeigeflihrt wird. Erste Ergebnisse sind vielverspre-
chend, es gilt jedoch noch den Beweis der Reproduzierbarkeit zu erbringen
(68;89).

Auch auf dem Gebiet des toxininduzierten Leberversagens wurde bereits inten-
siv geforscht. Es ist eine Vielfalt hepatotoxischer Substanzen wie z.B. D-

Galactosamin, Tetrachlorkohlenstoff, Thioacetamid und Concanavallin A be-
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kannt (76), die jedoch zum Teil sehr teuer sind und eine potentielle Gefahr fur
das Personal darstellen.

Wie bereits dezidiert besprochen hat PCM ebenfalls eine leberschadigende
Wirkung, ist jedoch zudem kostengunstig und im Umgang ungefahrlich. Beson-
ders aufgrund der klinischen Relevanz ist ein Modell mit dieser Substanz von
besonderem Interesse. An Nagern sind entsprechende Modelle bereits eta-
bliert. Da jedoch sowohl die Méglichkeiten zur Uberwachung und zur Etablie-
rung relevanter Therapien durch die Grof3e der Tiere stark begrenzt sind, als
auch die Ubertragbarkeit in die Klinik als fragwiirdig anzusehen ist, wird beson-
ders an einem zuverlassigen Modell mit Groldtieren geforscht (25;76;77). Die
unvorhersehbare Symptomatik, deren Behandlung und die mangelnde Repro-
duzierbarkeit flhrten jedoch bereits zum Scheitern vieler Arbeitsgruppen
(32;89).

Tiermodelle sind besonders im Hinblick auf neue Einsichten und Erkenntnisse
bezlglich der toxischen Wirkung von PCM und der klinischen Handhabbarkeit
der Symptome bei einer Uberdosierung von grofRer Bedeutung, da trotz einiger
Bemulhungen in der Vergangenheit das Zusammenspiel der unterschiedlichen
Faktoren noch immer nicht ganzlich verstanden ist (43).

Um die Mechanismen der Toxizitat weiter aufzuschlisseln und die Entwicklung
effizienter Therapien voranzutreiben, ist die Etablierung suffizienter Tiermodelle

somit von hohem Interesse.

1.6 Fragestellung

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist zum Einen die Etablierung eines Modells zum
PCM-induzierten akuten Leberversagen am Schwein als Organismus. Dem liegt
der weiterfUhrende Zweck zu Grunde, in einer klinischen Studie drei Varianten
eines artifiziellen LEV gegen eine Kontrollgruppe zu untersuchen und valide
Aussagen Uber deren Beitrag zum Krankheitsverlauf machen zu kénnen. Zum

Anderen soll an aus Studientieren gewonnenen Leberbiopsie-Proben der
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GSH/GSSG-Gehalt bestimmt werden, um den oxidativen Stress in Hepatozyten

zu verschiedenen Zeitpunkten des ALV zu erfassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
Die Materialien, die zur Pflege und Behandlung der Tiere verwendet wurden,
entsprechen denen einer Intensivstation in der Klinik. Speziell verwendete Ma-

terialien oder Gerate werden im Folgenden aufgeflhrt.

2.1.1 Tiere
Als Versuchstiere dienten Schweine der deutschen Landrasse mit einem mittle-

ren Gewicht von 34 + 5 kg.

2.1.2 Uberwachung

Folgende Gerate waren zu Therapie- und Diagnostikzwecken notwendig.

Beatmungsgerat Kion SC 9000XL Siemens
Uberwachungssystem IntelliVue MP50 Anesthesia Philips
Blutgasanalysegerat ABL 800 Flex Radiometer

2.1.3 Einleitung und operative Eingriffe
FUr Einleitung und Operation sowie flr die Leberbiopsie wurden aul3er den in

der Klinik Ublichen Arbeitsmitteln folgende Utensilien verwendet.

Arterieller Katheter Leader-Cath®; 4,5Fr/1,5mm; 25cm Vygon

Blasenkatheter Absaugkatheter 14CH Tyco
Healthcare
Darmkatheter Absaugkatheter 14 CH Tyco
Healthcare
Elektrisches Messer Erbotom T 400 C Erbe
Magensonde Kendall Argyle™, Saugerschlauch Tyco
Healthcare
Temperatursonde IntelliVue Philips
Zentralvendser Shaldon-Katheter Blue FlexTip® Arrow int.
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2.1.4 Medikamente und Infusionen

Die folgenden Medikamente und Infusionen waren zur Therapie der Tiere nétig.

Atropinsulfat 0,5 mg/ml

Azaperon 4%

Calciumchlorid 5,5%
Ceftriaxon 2g
Erythrozytenkonzentrat
Fentanylcitrat 50 ug/ml

Fresh frozen plasma
Furosemid-Natrium, 10 mg/ml
Glukose-Monohydrat 20%
Heparin-Natrium 10.000 I.E./ml
Hydroxyethylstarkelésung 6%
Kaliumchlorid-Lésung 1M

Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml

Magnesiumbis(hydrogen-I-glutamat)
Midazolamhydrochlorid 5 mg/mi
Isotonische Kochsalzlésung 0,9%
Natriumhydrogenkarbonat 8,4%
Norepinephrin 1 mg/ml
Paracetamol 500mg Thbl.
Paracetamol-Lésung 40 mg/ml

Propofol 1%

2.1.5 MARS-Therapie

Stresnil®

CaCl

Ceftriaxon-Hexal®

EK (ca. 300ml / Einheit)
Fentanyl-ratiopharm®
FFP (ca. 300ml / Einheit)
Lasix®

G20 Glukosteril®
Heparin-Natrium Braun ,Multi*
Voluven® (500ml / Einheit)
KCI

Ursotamin®

Magnesium Verla®
Midazolam-ratiopharm®
Natriumchlorid-Lésung 0,9%
NaBic®

Arterenol®

Paracetamol-ratiopharm® 500

Paracetamol-ratiopharm® Lésung

Propofol- Fresenius

Kohler Chemie

Janssen
Baxter

Hexal

Ratiopharm

Aventis
Fresenius Kabi
B.Braun
Fresenius Kabi
Baxter

Serumwerk
Bernburg

Verla
Ratiopharm
Fresenius Kabi
B.Braun
Sanofi-Aventis
Ratiopharm
Ratiopharm

Fresenius Kabi

Fir die MARS-Therapien wurden die im Folgenden aufgefuhrten Gerate, Mate-

rialien und Infusionen bendtigt. Die Behandlungssets und Filter der MARS-

Varianten A, B und C koénnen hier aus patentrechtlichen Grinden nicht naher

beschrieben werden.
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Dialysatlésung Haemosol/BO
extrakorporale Blutpumpe Prisma CFM
Glucose-Monohydrat 5% G5 Glucosteril®

MARS® Monitor
MARS® Behandlungsset inklusive aller benétigten Filter

N-Acetylcystein 20% Fluimucil®

2.1.6 Glutathionbestimmung

Hospal

Hospal
Fresenius Kabi
Gambro
Gambro

Zambon

Die zur Glutathionbestimmung notwendigen Reaktionslésungen wurden wie

folgt hergestellt. Soweit nicht anders gekennzeichnet, wurden die Chemikalien

von Sigma-Aldrich bezogen.

Phosphat-EDTA-Puffer 100 mM NasPO,
1 mM EDTA

auf pH 7.4 einstellen
2-Vinylpyridin-Lésung 260 pl 2-Vinylpyridin
in 5 ml Phosphat-EDTA-Puffer

5% Sulfosalicylsdure (SSA) 2,59 Sulfosalicylséure
in 50 ml dest. H,O

Glutathionreduktaselésung 407 pl Glutathionreduktase A6334
35 mg NADPH N1630
in 100 ml Phosphat-EDTA-Puffer

Glutathionreduktase-Farbelésung 9 mg 5°5°-Dithiobis-2-Nitrobenzoes&ure (DTNB)

in 5 ml Phosphat-EDTA-Puffer

100 yM GSH-Standard 6,1 mg GSH

in 10 ml 1% SSA

1:20 Verdinnung in 1% SSA, aliquotieren

50 uM GSSG-Standard 6,1 mg GSSG

in 10 ml 1% SSA

1:20 Verdinnung in 1% SSA, aliquotieren
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2.1.7 Proteinbestimmung
Zur Proteinbestimmung diente die Methode nach Bradford. Die Reagenzien

wurden wie folgt hergestellt.

Stammldsung 100 mg Coomassie Blue G
50 ml Ethanol 99% Merck
100 ml Phosphorsaure 85% Merck

auf 250 ml mit dest. H,O auffillen

Bradfordreagenz Stammldsung 1:4 mit dest. H,O verdliinnen

Standard 100 yg/mi 10 mg BSA Fraktion V
In 10 ml dest. H,O

Herstellung einer 1:10 Verdlnnungsreihe

2.1.8 NAD/NADH-Bestimmung
Die NAD/NADH-Bestimmung wurde unter Verwendung folgender Reagenzien
durchgefuhrt.

NAD Extraktionspuffer 800 pl 1 M HCI Merck
in 80 ml dest. H,O

NADH Extraktionspuffer 800pl 1 M NaOH Merck
in 80 ml dest. H,O

NAD/NADH Reaktionspuffer 3 g Tris-Base
100 pl BSA Fraktion V
auf 100 ml mit dest. H,O auffillen

auf pH 8.8 einstellen

0,5% PMS-Lésung 30 mg Phenazinmethosulfat (PMS)
in 6 ml dest. H,O

0.5% MTT-Lésung 30 mg Thiazolyl-Blau Tetrazoliumbromid (MTT)
in 6 ml dest. H,O

1% Ethanollésung 1 ml Ethanol 96% Merck
in 99 ml dest. H,O
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NAD/NADH Reaktionslésung

10 uM NAD-Standard

2.1.9 Geriate

Ultraschallstab
Ultrafuge
ELISA-Reader

ELISA-Schttler

2.1.10 Programme

Photometrische Bestimmung
Diagramme
Statistik

Bildbearbeitung

Strukturformeln; Reaktionsschemata

7,5 ml NAD/NADH Reaktionspuffer
750 ul Alkoholdehydrogenase (560U/ml)

750 pl 1% Ethanollésung
270 pl 0,5% PMS-L8sung
270 pl 0,5% MTT-Lésung

132,6 mg NAD-Natriumsalz

in 10 ml dest. H,O entspricht 40mM
1:40 mit anschlieBender 1:10 Verdinnung in dest. H,O

aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Sonifier Cell Disruptor
Mikro 22R; Radius 150mm
Multiskan Ascent

EASIA Shaker

Ascent Software Version 2.6
Origin 6.0

Jump 6.0

Corel DRAW12

ISIS DRAW 2.5

2.1.11 Messwerte und Darstellung

B15 Branson
Hettich Zentrifugen
ThermoElectron-Corp.

Medgenix Diagnostics

Thermo Labsystems
Microcal Software
SAS Institute

Corel Corporation

MDL Information
Systems

Falls nicht anders indiziert sind die Messwerte im Folgenden in Form von Mit-

telwert £ Standardfehler (MW = SF) dargestellt. Die Untersuchung auf signifi-

kante Unterschiede zu einem Kontrollwert wurde mittels des Programms Jump

6.0 und anhand des Dunnett’s Tests durchgeflhrt.
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2.2 Methode

2.21 Tiermodell

2.2.1.1 Tiere, Versuchsvorbereitung und Induktion des Leberversagens
Die Genehmigung der im Folgenden beschriebenen Studie wurde bei der zu-
standigen Stelle des Regierungsprasidiums Tubingen beantragt und von dieser
genehmigt. Der allgemeine Umgang und die medizinische Behandlung der Tie-
re erfolgte zu jeder Zeit unter Einhaltung der Tierschutzbestimmungen.

Es wurde an mannlichen und weiblichen Schweinen ein akutes Leberversagen
durch die Gabe eines PCM-Bolus mit anschlieender Erhaltung eines Plasma-
Spiegels induziert. Die angestrebte Plasma-Paracetamolkonzentration (PPK)
lag zwischen 300 und 450 mg/l. Zeitpunkt des LV und somit auch Behand-

lungsbeginn waren definitionsgemaf bei einer INR > 1,5 erreicht (54;74).

Die Tiere wurden vor Beginn der Prozedur unter Standardbedingungen aufge-
stallt und 24 Stunden vor Intoxikation nuchtern gehalten. Nach Pramedikation
mit Atropinsulfat (0,05 mg/kg KG i. m.) und Azaperon (3 mg/kg KG i. m.) wurde
ein peripherer Venenverweilkatheter in eine Ohrvene verbracht. Die Einleitung
erfolgte durch Gabe eines Propofol-Bolus (1-1,3 mg/kg KG i. v.), woraufhin um-
gehend die orotracheale Intubation (Tubus GroRe 7,5) und das Legen einer
Magensonde durch einen Veterinarmediziner durchgefuhrt wurden. Anschlie-
Rend wurde das Tier auf dem Ricken liegend auf einem OP-Tisch fixiert, bei
dem zuvor eine Aussparung fur die Ohren ausgesagt worden war. Die Auf-
rechterhaltung der Narkose erfolgte aufgrund des geringen Gewichtsunter-
schiedes der Tiere durch eine intravendse Standard-Kombinationsnarkose von
Fentanyl (500 ug/h), Midazolam (50 mg/h) und Ketamin (500 mg/h) Uber eine
Spritzenpumpe. Im weiteren Versuchsverlauf wurden die Tiere druckkontrolliert
mit einem Luft/O,-Gemisch beatmet. Danach wurden die HalsgefalRe frei prapa-
riert, ein arterieller Katheter einseitig in die Arteria Carotis interna und jeweils
ein dreilumiger Sheldon-Katheter in die Vena Jugularis externa rechts und links
verbracht. Der arterielle Zugang wurde an ein Druckmodul angeschlossen, um

Blutdruck, arteriellen Mitteldruck (MAP) bestimmen und Blutentnahmen durch-
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fuhren zu kénnen. Die zentralen Venenkatheter dienten der Messung des zen-
tralvendsen Drucks (ZVD), der kontinuierlichen Aufrechterhaltung der Narkose,
der i. v. Flussigkeits- und Medikamentensubstitution, sowie als Anschluss fur
das Dialysegerat. Anschliefiend wurde durch eine mediane Laparotomie das
Abdomen erdffnet, die Lage der Magensonde durch Ertasten korrigiert, ein
Dauerkatheter in die Blase verbracht, eine Darmsonde im proximalen Jejunum

positioniert und der Bauchraum wieder verschlossen (siehe Abb.2.1).

Abb.2.1: Lagerung und Fixierung eines Studienschweines nach dem operativen Eingriff

Die Induktion des Leberversagens erfolgte durch einen initialen Bolus von
0,25 g/kg KG PCM mit einer anschlieRenden Erhaltungsdosis von 2 g/h. Der
Bolus wurde in 50 ml, die Erhaltungsdosen in jeweils 10 ml Wasser geldst und
uber die Darmsonde verabreicht. Der PCM-Gehalt des Blutes (PPK) wurde
mindestens alle 4 Stunden sowie zusatzlich bei Bedarf durch das Zentrallabor
der Universitatsklinik Tubingen (UKT) bestimmt und die Erhaltungsdosis dem-

entsprechend variiert. Lag der Spiegel 12 Stunden nach Bolusgabe unter 300
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mg/l, wurde die Erhaltungsdosis auf 3 g/h erhoéht. Stieg der Spiegel Uber 450
mg/l oder fiel bei der Blutgasanalyse (BGA) eine starke Vermehrung der
Methamoglobinkonzen-tration (MetHb) auf, wurde die Erhaltungsdosis auf 1 g/h
reduziert oder ganz ausgesetzt bis die Parameter regeneriert waren. Ganz ein-
gestellt wurde die PCM-Applikation bei einer INR > 1,5, da per Definition ein

ALV erreicht war.

2.2.1.2 Intensivmedizinische Uberwachung

Das Monitoring erfolgte anhand von Elektrokardiogramm (EKG), Herzfrequenz
(HF), arteriellem Mitteldruck (MAP), zentralvenésem Druck (ZVD), Ausschei-
dung und rektaler Temperatur, sowie der Beatmungsparameter PIP (inspiratori-
scher Spitzendruck), PEEP (positiver endexpiratorischer Druck), der peripheren
Sauerstoffsattigung (SpO2) und der Sauerstoffkonzentration im Beatmungsge-
misch (FiO;). Eine Blutgasanalyse (BGA) wurde stundlich und zusatzlich bei
Bedarf mit arteriellem Blut durchgefuhrt, individuell interpretiert und die Betreu-
ung der Tiere hinsichtlich Beatmungs- und Infusionsmodalitaten entsprechend
optimiert. So wurden pH-Wert-Veranderungen bei Bedarf umgehend durch Na-
trium-Bicarbonat (NaBic) gepuffert und Elektrolyt-Entgleisungen (Kalium, Natri-
um, Calcium) bei Bedarf medikamentds korrigiert. Routinemalig wurden vor
Intoxikation und anschliefend um 16, 24 und 8 Uhr die Blutparameter Hamo-
globinkonzentration (Hb), Hamatokrit (Hk), Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Gesamteiweil3, Albumin, Bilirubin direkt, Bilirubin gesamt,
GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase), GPT (Glutamat-Pyruvat-Transami-
nase), LDH (Laktatdehydrogenase), AP (Alkalische Phosphatase), GGT (Gam-
ma-Glutamyl-Transferase bzw. Glutamyl-Cystein-Synthetase), Kreatinin und
Harnstoff einschliel3lich des Ammoniakgehalts im Zentrallabor des UKT labor-
technisch bestimmt. Die INR, die partielle Thromboplastinzeit (PTT) und die
PPK wurden alle 4 Stunden und zusatzlich bei Bedarf durch das Zentrallabor
festgestellt.

Die Volumenersatztherapie erfolgte durch Infusion von 0,9% Kochsalzlésung
und 6% Hydroxyethylstarkelésung (HAES, Voluven). Bei einem Hb unter 6 g/dI

wurden Erythrozytenkonzentrate (EK) aus Schweineblut substituiert. Die Auf-
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rechterhaltung des MAP von 50-70 mmHg wurde bei Bedarf durch die Gabe
von Norepinephrin (Arterenol®) gewahrleistet. Als Sepsisprophylaxe erfolgte
alle 24 Stunden eine i. v. Antibiose (Ceftriaxon 29g).

Durch intrakranielle Platzierung zweier Hirnsonden konnten bei 21 Tieren zu-
satzlich der intrakranielle Druck (ICP), sowie die Temperatur und der Sauer-
stoffpartialdruck im Hirnparenchym erfasst werden. Standardmafig wurde bei

allen Studientieren au3erdem ein Elektroenzephalogramm (EEG) abgeleitet.

2.2.1.3 Gewinnung der Schweineblutkonserven

Bei der Schweine-Schlachtung eines nahe gelegenen Schlachthofes wurde die
Halsschlagader der Tiere eroffnet, das heraus stromende Blut mit einem steri-
len Trichter aufgefangen und durch ein Schlauchsystem in einen Citrat-
antikoagulierten Transfusionsbeutel (500 ml) geleitet.

Nachdem dieser im Anschluss fur 20 min bei 2500 G zentrifugiert wurde, folgte
die Abtrennung des Plasmas, welches zur Gewinnung einer Fresh frozen Plas-
ma-Einheit (FFP) sofort bei -80° C schockgefroren und gelagert wurde. Das

erhaltene EK wurde bis zur Transfusion im Kihlschrank gelagert.

2.2.1.4 Entnahme von Lebergewebe

Vor Intoxikation, danach alle 24 Stunden und bei Exitus wurde eine Leberbiop-
sie gewonnen. Hierfir wurde der Bauchraum wieder ertffnet und unilateral eine
Keilbiopsie der Leber enthommen. Anschliel3end wurde die Blutung durch elek-
trische Koagulation zum Stehen gebracht und das Abdomen wieder mit einer
Naht verschlossen. Das so gewonnene Gewebe wurde umgehend in flussigem
Stickstoff konserviert. Zusatzlich wurden alle 8 Stunden Serum- und Plasma-

proben aus arteriellem Blut gewonnen und bei -80°C gelagert.

2.2.1.5 Studiengruppierung und Therapie

Die 28 Studientiere wurden durch Blockrandomisierung in 4 Therapiegruppen
eingeteilt. Die jeweilige Gruppenzugehdrigkeit wurde jeweils erst bei labortech-
nischem Nachweis einer INR > 1,5 bekannt gegeben. Alle Tiere erfuhren die-

selbe intensivmedizinische Betreuung, die Behandlung unterschied sich ledig-



lich in den jeweiligen Therapien im LV. Im Folgenden sollen die therapeutischen
MafRnahmen eroértert werden.

Den Tieren der Kontrolltiergruppe wurden ab Eintritt des ALV FFPs infundiert.
Die Tiere der Gruppen der MARS-Variante A und MARS-Variante B erhielten in
den ersten 2 Stunden nach Eintritt des LV je 3 FFPs und anschlie3end die je-
weilige 6-stindige MARS-Therapie. Die Schweine der MARS-Variante C-

Gruppe wurden mit einer Kombination aus NAC-Gabe und Dialysezyklus thera-

piert (siehe Abb.2.2 A). Die Antidot-Gabe erfolgte nach einem 3-phasigen
Schema. Phase 1 beinhaltete die Infusion von 150 mg/kg KG NAC in 200 ml
5% Glucoseldsung (G5) innerhalb der ersten 15 Minuten nach Eintritt des LV,
gefolgt von 50 mg/kg KG NAC in 500 ml G5 uber die folgenden 4 Stunden. Die
Phase 3 verlangte dann die Applikation von 100 mg/kg KG in 1000 ml G5 wah-
rend der darauf folgenden 16 Stunden. Zusatzlich wurden auch den Tieren die-
ser Therapiegruppe innerhalb der ersten 2 Stunden 3 FFP-Einheiten verab-
reicht und die MARS-Therapie mit Beendigung der 2. Phase begonnen (siehe
Abb.2.2 B).

Paracetamol Beginn ALV

1Bolus 0,25 g/kg KG l INR>1,5 A

Kontrollgruppe (7 Tiere)
R ERAERARARNARNL
'3FFP MARS - Variante A (7 Tiere)
Stundliche Gabe
von 2g PCM ad-
ustiert nach PPK s MARS - Variante B (7 Tiere)
OP-Beginn
NAC
3 FFP
N-Acetylcystein-Protokoll vor Dialyse-Beginn der MARS-Variante C: B
Phase 1: 150 mg/kg KG NAC i.v. in 250 ml G5  {ber 15 Minuten
Phase 2: 50 mg/kg KG NAC i.v. in 500 ml G5  (ber 4 Stunden
Phase 3: 100 mg/kg KG NAC i.v. in 1000 ml G5 (ber 16 Stunden

Abb.2.2: Ubersicht iiber die Behandlung der Tiere. A: Schema zur Induktion des akuten
Leberversagens und Therapiebeginn. B: N-Acetylcystein-Protokoll der MARS-Variante C.




27

Die MARS-Therapien wurden mit einer Blutflussrate von 55-100 ml/min und
einer Dialysatflussrate von 250 ml/min durchgeflhrt. Ein zweiter Therapiezyklus
wurde im Falle des Uberlebens bei allen Tieren 24 Stunden nach Beginn der
ersten MARS-Therapie durchgeflhrt.

2.2.1.6 Aufbereitung der Stickstoffproben

2.2.1.6.1 Glutathion- und Proteinbestimmung

Die in FlUssigstickstoff gelagerten Gewebeproben wurden portioniert und aus-
gewogen, wobei eine Auswaage zwischen 25 und 30 mg akzeptiert wurde. An-
schlieRend wurden die Proben in 500 pul eiskalten Phosphat-EDTA-Puffer tber-
fuhrt und anhand eines Ultraschallstabes 1 Minute lang unter Kihlung zerklei-
nert.

Zur Proteinbestimmung wurde diesem Lysat ein Teil entnommen, eine 1:100
Verdinnung in PBS hergestellt und bis zur Messung auf Eis gelagert.

Zur GLU-Bestimmung musste zunachst eine Proteinfallung erreicht werden in-
dem zu 100 pl dieses Lysats 50 pl eiskalte 5% SSA zugegeben wurde. Fortfol-
gend wurde gemischt und fur 5 Minuten mit 9450 G und bei 4°C zentrifugiert.
50 ul des erhaltenen Uberstandes wurden zu 50 pl Phosphat-EDTA-Puffer hin-

zugegeben, gemischt und bis auf Weiteres auf Eis gelagert.

2.2.1.6.2 NAD/NADH-Bestimmung

Da NAD und NADH getrennt bestimmt werden mussten, wurden aus einer Bi-
opsieprobe jeweils zwei Gewebestiicke entnommen und ausgewogen. Toleriert
wurde hier ein Gewicht von 15-20 mg. Die Gewebestiicke wurden jeweils in
100 pl eiskalten NAD- bzw. NADH-Extraktionspuffer transferiert und anschlie-
Rend fur 60 Sekunden unter Kihlung mit dem Ultraschallstab lysiert. Das Ge-
webelysat wurde dann fur 5 Minuten bei 65°C im Wasserbad inkubiert und an-
schliefend mit 100 pl gegensatzlichem Extraktionspuffer und 50 ul NAD/NADH
Reaktionspuffer versetzt um den korrekten pH-Wert zu gewahrleisten. Darauf-
hin wurden die Proben grundlich gemischt, fur 10 Minuten mit 33 000 G und bei

4°C zentrifugiert und anschlie3end bis zur Messung auf Eis gelagert.
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2.2.2 Messmethoden und Bestimmung

2.2.2.1 Methode zur Glutathionbestimmung

Die Grundlagen der Konzentrationsbestimmung von GLU und GSSG entspre-
chen der Methode von Tietze. Hierbei handelt es sich um die Reduktion von
5°5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesaure (DTNB) durch GLU zu 2-Nitro-5-Thiobenzoe-
saure, welches bei einer Wellenlange von 412 nm absorbiert (84). Der durch
diese Reaktion erzeugte Farbumschlag ist proportional zur GLU-Konzentration.
Die Nachweisgrenze dieser Methode wurde von Griffith durch die Zugabe der
Glutathionreduktase, welche die enzymatische Regeneration von GLU kataly-
siert, noch verfeinert (siehe Abb.2.3) (27).

Zur Erfassung des GSSG-Gehalts muss im Vorfeld GSH aus dem Reaktions-
gemisch entfernt werden. Dies erfolgt durch das Maskierungsreagenz 2-
Vinylpyridin. Der Vorteil dieses Reagenz ist die zuverlassige Derivatisierung
GSH, wobei es die enzymatische Reaktion nicht beeintrachtigt (84).

Die Methode wurde hinsichtlich beschriebener Konzentrationen und Reaktions-
zeiten verandert. Die verwendeten Reagenzien sind unter 2.1.4. beschrieben.
Die Optimierung der Reaktionszeiten, des Messintervalls und der Nachweis-

grenzen wurde anhand der Messung von Standardverdinnungsreihen erreicht.

DTNB NO

2

NO,
Glutathionfreduktase

HOOC S GSSG
U

NO,
2-Nitro-5-Thiobenzoesaure

Abb.2.3: Reaktionsschema der Glutathionbestimmung.
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2.2.2.2 Messung der Glutathionkonzentration

2.2.2.2.1 Totales Glutathion

Zur Bestimmung des totalen GLU-Gehaltes wurden 20 ul der unter 2.2.1.5.1
erhaltenen Uberstande entnommen, mit 150 ul Glutathionreduktaselésung ver-
setzt und fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 20 ul Glu-
tathionreduktase-Farbeldsung hinzugesetzt und die Proben flr 10 Minuten kine-

tisch bei 405 nm gegen eine Standardreihe vermessen.

2.2.2.2.2 Oxidiertes Glutathion

Fir die Messung des GSSG-Gehalts wurden 20 ul der unter 2.2.1.5.1 erhalte-
nen Uberstande mit 5 pl 2-Vinylpyridinldsung versetzt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur geschuttelt. AnschlieRend wurde den Proben 150 ul Glutathi-
onreduktaseldsung beigefugt, fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert und dann mit
20 pl Glutathionreduktase-Farbelésung versetzt. Es wurde dann fur 40 Minuten

die Kinetik der Farbreaktion bei 405 nm vermessen.

2.2.2.3 Proteinbestimmung

Unter Verwendung der Bradfordmethode wurde die unter 2.2.1.5.1 hergestellte
Lysatverdinnung auf ihren Proteingehalt hin untersucht. Dazu wurden 50 pl der
Proben mit 200 yl Bradfordreagenz versetzt und 5 Minuten unter Schutteln in-
kubiert. Die Proben wurden anschlieRend bei 595 nm photometrisch gegen eine

Standardreihe vermessen.

2.2.2.4 Messung der NAD/NADH-Konzentration

Die Vorgehensweise der NAD- bzw. NADH-Konzentrationsbestimmung ent-
sprach der Anleitung des EnzyChrom NAD/NADH Analyse-Kits. Die Herstellung
der Reagenzien und die Probenvorbereitung wurde bereits angesprochen, ent-
sprach aber den empfohlenen Konzentrationen und Aufarbeitungsschritten des
Test-Systems. Zur Messung der NAD- bzw. NADH-Konzentration wurden 40 ul
der unter 2.2.1.5.2 vorbereiteten Proben mit 75 ul NAD/NADH Reaktionsldsung

versetzt und die Absorption bei 570 nm kinetisch vermessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Tiermodell

3.1.1 Etablierung des Modells, Dosisfindung

Zur Etablierung eines Groldtiermodells des toxininduzierten ALV wurde Schwei-
nen unter intensivmedizinischer Uberwachung PCM verabreicht, wobei versucht
wurde, den Kriterien eines idealen Grofltiermodells (siehe Tab.1.1) mdglichst
gerecht zu werden. Definierend flr den Eintritt des LV wurde eine INR > 1,5
angesehen, da laut aktueller Literatur ein Anstieg der INR Uber 1,5 und das Auf-
treten einer Enzephalopathie die deutlichsten Symptome eines ALV sind
(54;74). Die Daten des Neuromonitorings waren jedoch nicht Gegenstand die-
ser Arbeit und sollen im Folgenden aulder Acht gelassen werden.

Fur ein reproduzierbares Modell, bei dem sowohl verlasslich ein LV induziert
wird, als auch ein fur die Therapie ausreichendes therapeutisches Fenster ge-
geben ist, musste zunachst die entsprechende PCM-Dosis gefunden werden.
Zunachst wurde 7 Tieren eine Dosis von 1 g/kg KG appliziert. Es war jedoch
nur bei 3 Tieren ein LV nachweisbar und Grund des Sterbens. Ein Schwein
wies ein Gesamtiberleben ab Vergiftung von 5 Stunden auf. Die anderen 3 Tie-
re zeigten eine Regeneration der INR, woraufhin die Dosis gesteigert wurde.
Um eine hohere Lebertoxizitat zu erreichen, wurde bei 2 Tieren zur Induktion
von Cytochrom P450 2E1 innerhalb von 24 Stunden vor Vergiftung insgesamt 2
g/kg KG Isopropanol kontinuierlich tGber die Darmsonde verabreicht (51). Beide
Tiere zeigten hinsichtlich der PCM-Toxizitat keine gesteigerte Empfindlichkeit
und auch keine Anzeichen eines ALV.

Die Verabreichung von 1,5 g/kg KG PCM, von 1,25 g/kg KG und ein einmaliger
Bolus von 0,5 g/kg KG mit anschlielender Erhaltungsdosis von 2 g/h ergaben
ebenfalls keine befriedigenden Ergebnisse. Ein ALV wurde aufgrund verfriihten
Sterbens bei allen Vergiftungsschemata nicht bzw. nicht ausreichend lang er-
reicht, was in der Folge zu einer Senkung der Dosis fuhrte.

Zwei weiteren Tieren wurde jeweils ein Bolus von 0,5 g/kg KG und nach 24
Stunden ein weiterer Bolus von 1 g/kg KG verabreicht, wobei kein ALV erreicht

wurde. Beide Tiere wurden euthanasiert.
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Die nun folgenden Versuchstiere erhielten je eine Einmalgabe von 0,25 g/kg KG
und bis auf Weiteres eine Erhaltungsdosis von 2 g/h in Form von PCM-Saft
kontinuierlich Uber eine Spritzenpumpe. Diese Methode erwies sich als kompli-
kationsreich, da einige Tiere Durchfalle entwickelten und die Resorption von
PCM ins Blut nicht gewahrleistet schien. Daraufhin wurde auch die Erhaltungs-
dosis in Form von geldsten Tabletten verabreicht.

Die engmaschige Uberwachung der PPK ergab nun hinsichtlich der geforderten
Kriterien einen optimalen Bereich von 300-450 mg/l, der durch entsprechende
Variierung der stiindlichen PCM-Dosis eingehalten wurde.

Bei hohen Vergiftungsdosen fiel auch eine steigende MetHb-Konzentration auf,
die zu therapeutischen Schwierigkeiten fuhrte. Bei einer Erhéhung Uber 10%
wurde deshalb die PCM-Dosis erniedrigt oder ausgesetzt, bis die MetHb-
Konzentration rucklaufig war. Ganz abgesetzt wurde die Gabe bei einer INR >
1,5, da hier das Leberversagen per definitionem erreicht war.

Bei Einhaltung dieses Schemas starben die Tiere den Modellkriterien entspre-
chend an einem Multiorganversagen und/oder einem zerebralen Odem, also an
den Folgen des ALV.

3.1.2 Entwicklung der Parameter

Das o. g. Intoxikationsmodell stellte nun die Grundlage fur die Studie dar, in
welcher 28 Tiere in 4 Gruppen unterteilt und hinsichtlich der Beitrage der ver-
schiedenen MARS-Therapien zum Allgemeinzustand (AZ) im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe untersucht wurden.

3.1.2.1 Intensivmedizinische Parameter

Die hamodynamische Situation verschlechterte sich bei allen Tieren mit fort-
schreitendem Krankheitsverlauf. Besonders auffallend waren die Veranderun-
gen ab ca. 10 Stunden vor Eintritt des LV. Die HF stieg sprunghaft an und war
aullerdem weitaus instabiler als vor Intoxikation, was auf eine erhdhte Noradre-
nalin-Gabe zurickzufihren war, wahrend der MAP trotz Volumensubstitution
kontinuierlich absank (siehe Abb.3.1).
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Abb.3.1: Intensivmedizinische Parameter relativ zum Leberversagen. Von allen Tieren
wurden die jeweiligen Mittelwerte Uber Intervalle von einer Stunde ermittelt und gegen die Zeit
relativ zum Leberversagen (LV) abgetragen. Der indizierte Fehler entspricht dem SF, 0 = Be-

ginn des ALV. A: arterieller Mitteldruck B: Herzfrequenz

Die Beatmung der einzelnen Tiere wurde nach Beurteilung des klinischen Zu-
standes und nach Interpretation der jeweiligen BGA hinsichtlich des Oxygenie-
rungszustandes und anderer Parameter individuell verandert und optimiert. Die
Uber den Zeitraum von einer Stunde gemittelten Werte der Parameter FiO, und

SpO, zeigten eine gegenlaufige Entwicklung (siehe Abb.3.2).
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Abb.3.2: Die O,-Konzentration im Beatmungsgemisch (FiO;) und die periphere Sauer-
stoffsattigung (SpO,) relativ zum Leberversagen. Die jeweiligen Mittelwerte aus einer Stun-
de beider Parameter wurden fur alle Tiere mit indiziertem SF gegen die Zeit relativ zum Leber-

versagen aufgetragen. 0 = Beginn des ALV.

Betrachtet man die Beatmungsdricke PIP und PEEP, nahmen diese Uber die
gesamte Uberlebenszeit, besonders aber (iber die Zeit des LV deutlich zu (sie-
he Abb.3.3), was auf eine 6dematdse Veranderung und Schadigung der Lunge

hinweisen konnte.

3.1.2.2 Laborparameter im Blut

Ziel des Vergiftungsschemas war das Erreichen einer PPK von 300-450 mg/I
innerhalb von 12 Stunden und einem Erhalt auf diesem Niveau bis zum Anstei-
gen der INR Uber 1,5. Die Mittelwerte der gemessenen PPK fur 8 und 16 Stun-
den nach Vergiftung ergaben Werte von 293 + 80 mg/l und 389 = 89 mg/l und
lagen somit im gewlnschten Bereich. Eine INR > 1,5 konnte im Mittel innerhalb
von 28 + 7 Stunden gemessen werden.

Die vergleichende Betrachtung der PPK und der INR zeigt eine eindeutige Kor-
relation zwischen Leberfunktion und PPK (siehe Abb.3.4).
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Abb.3.3: Die Beatmungsparameter PIP und PEEP relativ zum LV. Aus dem Intervall von

einer Stunde wurden MW £ S beider Parameter fir alle Tiere aufgetragen. 0 = Beginn des ALV.
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Abb.3.4: Paracetamolspiegel und INR-Wert relativ zum Leberversagen. INR und PPK wur-
den mind. alle 4 Stunden vom Zentrallabor des UKT bestimmt. Alle Werte wurden in 6-stiindige
Intervalle eingeteilt und als MW + S abgetragen. Die Anzahl der Messwerte n ist indiziert. 0 =

Beginn des ALV.
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Fur die INR konnte ab 5 Stunden vor LV eine pldtzliche starke Zunahme auf
Werte bis Uber funf festgestellt werden, welche das Vorhandensein eines ALV
nochmals bestatigte (siehe Abb. 3.5).

Weiterhin liel3 sich von der ersten Intoxikation an ein gleichmaliger Anstieg der
Kreatininkonzentration mit anschlieRender Persistenz der Werte auf einem ho-
hen Niveau beobachten (siehe Abb.3.4).
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Abb.3.5: INR und Kreatininkonzentration relativ zum Leberversagen. Die INR und der
Kreatininwert wurden alle 4 bis 8 Stunden vom Zentrallabor des UKT bestimmt. Alle Werte wur-
den in 6-stiindige Intervalle eingeteilt und als MW * S abgetragen. Die Anzahl der Messwerte n
ist indiziert. 0 = Beginn des ALV.

Zur weiterfuhrenden individuellen Beurteilung des AZ und der Schwere der Le-
berfunktionsstérung dienten weitere Blut- und Gerinnungsparameter, wie der
Hb, die Albuminkonzentration, die Thrombozytenzahl und die PTT. Diese sind
in Tab.3.1 aufgeflhrt und zeigen sowohl einen Anstieg der PTT, eine fortschrei-
tende Anamie und Thrombozytopenie, als auch eine starke Abnahme der Al-
buminkonzentration bis deutlich unter 1,0 g/dl.

Die Betrachtung dieser Parameter zeigt exemplarisch, dass mit zunehmendem
Krankheitsfortschritt deutlich mehr Interventionen nétig waren, um den Zustand

der Tiere mdglichst stabil zu halten.
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Die mittlere Uberlebenszeit aller Studienschweine nach Intoxikation betrug 50,7
+ 10,2 Stunden und die mittlere Dauer des akuten Leberversagens 23,0 = 8,6

Stunden.

Tab.3.1: Laborparameter. Errechnete Mittelwerte und Standardabweichungen relevanter Blut-

parameter aller Studientiere.

Zeit relativ | Anzahl der

Leberver- | Messwerte Thrombozyten Albumin Hamoglobin PTT

sagen ] [n] [Tausend/ul] [g/dl] [g/dl] [s]

Mw S MW S MW S MW S

-46 1 419,00 3,20 11,40 18,00
-41 3 357,00 28,28 2,40 0,00 9,55 1,63 19,33 2,31
-34 13 471,67 114,59 2,60 0,46 9,32 0,91 26,92 19,82
-26 35 452,60 160,47 2,58 0,47 9,24 0,88 25,94 18,11
-19 55 443,46 104,51 2,37 0,48 9,15 0,76 20,37 11,27
-12 63 430,44 106,77 1,97 0,42 9,01 1,04 23,41 22,66
-5 62 410,79 111,36 1,26 0,58 9,81 1,45 40,22 39,37
0 40 288,10 113,19 0,37 0,14 9,68 1,67 85,24 47 47
5 50 130,43 97,82 0,53 0,34 8,42 1,38 101,91 58,51
12 61 54,25 57,80 0,33 0,29 7,02 2,00 136,85 44,70
19 44 28,25 24,85 0,41 0,32 5,29 2,14 123,55 50,21
27 19 27,45 26,68 0,51 0,55 5,38 1,19 107,68 57,96
35 5 42,67 22,94 0,67 0,23 6,73 2,90 121,60 60,04
43 4 45,00 35,36 0,85 0,35 5,65 0,49 65,25 63,20
50 2 55,00 0,50 5,90 49,50 3,54

3.1.3 Darstellung der Therapiegruppen

Im Folgenden werden die Ergebnisse vergleichend fur die 4 Behandlungsgrup-
pen zu jeweils 7 Tieren dargestellt. Bei Betrachtung des Uberlebens nach Ein-
tritt des LV ergab sich ein eindeutiges Bild (siehe Abb.3.6).

Hinsichtlich des Gesamtliberlebens und der Dauer des LV war fur die MARS-
Variante C-Therapie ein eindeutiger Vorteil gegentber allen anderen Therapien
festzustellen. Die MARS-Variante A-Therapie erwies sich mit einer mittleren
Dauer des Leberversagens von 16,7 + 5,6 Stunden als am wenigsten effektiv.
Die Kontrollgruppe und die MARS-Variante B-Therapie zeigten eine vergleich-
bare Dauer des LV (siehe Tab.3.2).
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Betrachtet man die Menge an Blutprodukten, die wahrend der Therapie substi-

tuiert wurde, ergibt sich kein wesentlicher Unterschied fur die 4 Behandlungs-

gruppen (siehe Tab.3.2). Nur die Menge an EK-Einheiten lag mit 4,4 + 2,3 Ein-

heiten in der MARS-Variante C-Gruppe deutlich hoher als in den anderen

Gruppen. Weiterhin bekamen die Tiere der Kontrollgruppe mit 2 + 2,5 FFP-

Einheiten deutlich weniger, als die anderen Studientiere.

Tab.3.2: Mittlere Dauer des Leberversagens, mittleres Gesamtiiberleben und mittlere

Gabe von Blutprodukten entsprechend ihrer Behandlungsgruppen.

Therapiegruppe Dauer des Leber- Gesamtiiberleben EK-Einheiten FFP-Einheiten
versagens [h] [h] [300 ml] [300 ml]

MW S MW S MW S MW S

Kontrolle 22,2 54 47 43 1,1 1,2 2 2,5

MARS-Variante A 16,7 5,6 46 59 2,9 2,3 3,3

MARS-Variante B 22,2 4,0 48,9 8,0 1,6 1,3 54 2,5

MARS-Variante C 30,9 11,8 60,6 13,8 44 2,2 6,6 31
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Abb.3.7:

onsmengen

Infusi-
von
Blutprodukten

relativ zur Dauer

des Leberversa-
gens. Die infun-
dierten Einheiten

von Blutprodukten
Stunde LV

wurden

pro
ermittelt
und anhand des
Dunnett’s Tests auf
signifikante  Unter-

schiede der Thera-

pien gegen die
Kontrollgruppe hin
untersucht. Die

Anzahl der Mess-
werte ist fur jede
Gruppe n=7.

A: EK-Einheiten

B: FFP-Einheiten

Normierte man jedoch jeweils die Infusionsmengen an Blutprodukten auf die

Dauer des LV ergab sich ein differenziertes Bild (siehe Abb.3.7), wobei den
MARS-Variante A-Tieren signifikant mehr FFP-Einheiten infundiert wurden. Au-
Rerdem zeigte sich fur die MARS-Variante A- und die MARS-Variante C-
Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutlich erhéhte EK-Substitution
pro Stunde LV.

Trotz erhohter EK-Substitution war fur diese Gruppen sowohl relativ zum LV,

als auch relativ zum Exitus eine verstarke Abnahme der Hamoglobinkonzentra-

tion, vor allem gegenuber der MARS-Variante B-Gruppe festzustellen (siehe
Abb.3.8).
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Abb.3.8: Hamoglobinkonzentration relativ zur Zeit. Der Hb der Tiere wurde Uber 8 Stunden
gemittelt und nach Therapien getrennt als MW = SF gegen die Zeit abgebildet. Die Anzahl der

Messwerte ist indiziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus

Weitere notwendige Interventionen in der intensivmedizinischen Therapie der 4

Behandlungsgruppen sollen im Folgenden erdrtert werden.
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Abb.3.9: Noradrenalinmenge relativ zur Zeit. Die benétigte Noradrenalinmenge wurde ge-
trennt nach Behandlungsgruppen dber acht Stunden gemittelt und als MW + SF gegen die Zeit

aufgetragen. Die Anzahl der Messwerte ist indiziert A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV
B: Zeit relativ zum Exitus



41

Generell ist festzustellen, dass alle Tiere ab 8 Stunden vor LV einen stark an-
steigenden Bedarf an Katecholaminen hatten, der bis 8 Stunden nach LV weiter
zunahm. Danach ergab sich fir die verschiedenen Behandlungsformen ein un-
terschiedliches Bild (siehe Abb.3.9). Auffallend war, dass die Tiere der Kontroll-
gruppe eindeutig mehr Arterenol als alle anderen Tiere bendtigten, wohingegen
sich die Tiere, die eine MARS-Therapie erhielten, kaum voneinander unter-

schieden.

Ein Vergleich der durchschnittlich infundierten Voluven-Menge pro Stunde LV
ergab fur die Kontrollgruppe und fir die MARS-Variante A-Gruppe einen ein-
deutig, jedoch nicht signifikant hdheren Bedarf an Plasmaexpandern verglichen

mit den beiden anderen Gruppen (siehe Abb.3.10).
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Abb.3.10: Durchschnittlich gegebene Voluvenmenge pro Stunde Leberversagen. Die
gegebene Menge an Voluven wurde als Durchschnitt pro Stunde LV getrennt nach Therapien

dargestellt. Anhand des Dunnett’s Tests wurde auf Signifikanz getestet.

Die Abtragung der rektalen Temperatur fur die 4 Behandlungformen relativ zum
LV zeigt, dass die Korpertemperatur der Tiere der 3 MARS-Therapie-Gruppen
bei Erreichen des LV und in den darauffolgenden 8 Stunden starker abfiel als
bei den Kontrolltieren (siehe Abb.3.11).
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Bei Betrachtung der stiindlichen Ausscheidung der Tiere stellte man anfanglich
einen leichten Anstieg der Diurese Uber die Zeit der Intoxikation fest. Ab dem
Zeitpunkt des LV zeigte sich ein starker Abfall dieser in den folgenden 16 Stun-
den (siehe Abb.3.12). Diese Tendenz weist auf die Entwicklung eines Hepato-
renalen-Syndroms (HRS) bei allen Studientieren hin, von denen einzig die
MARS-Variante C-Tiere zum Exitus hin eine wieder ansteigende Diurese zeig-

ten.
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Abb.3.11: Entwicklung der Kérperkerntemperatur relativ zum Leberversagen. Es wurde die rektale
Temperatur der Tiere als MW x SF Uber acht Stunden gegen die Zeit relativ zum LV aufgetragen. Die

Anzahl der Messwerte ist indiziert. 0 = Beginn des ALV.

Das Kreatinin als Nierenparameter stieg, wie bereits besprochen, bei allen Tie-
ren stark an (siehe Abb.3.5). Eine Auftrennung der Werte nach Behandlungs-
gruppen ergab jedoch fur die Kreatininwerte der MARS-Variante C- und der
Kontrolltiere Gber den Zeitraum des LV einen weitaus deutlicheren Anstieg (sie-
he Abb.3.13 A), als die der anderen Therapiegruppen. Beim Vergleich der
Gruppen erwiesen sich die Kreatininkonzentrationen der MARS-Variante B- und
der MARS-Variante A-Gruppe zum Zeitpunkt des Exitus als signifikant niedriger
(siehe Abb.3.13 B).
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Abb.3.12: Diurese der 4 Gruppen aufgetragen gegen die Zeit. Die stiindlichen Ausschei-
dungsmengen der Tiere der verschiedenen Behandlungen wurden Uber acht Stunden gemittelt
und gegen die Zeit aufgetragen. Die Anzahl der Messwerte und der Standardfehler sind in der

Abbildung indiziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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FUr die Harnstoffkonzentration wurden ahnliche Entwicklungen beobachtet.

Auch hier stiegen die Konzentrationen der MARS-Variante C- und der Kontroll-

tiere Uber den Zeitraum des LV schneller an, als bei den anderen Tieren (siehe
Abb.3.14 A). Zum Zeitpunkt des Exitus waren die Konzentrationen der MARS-
Variante A-Tiere deutlich, die der MARS-Variante B-Gruppe signifikant niedriger

als die der beiden anderen Behandlungsgruppen (siehe

Abb.3.14 B).
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Im Folgenden wurden diverse weitere Blutparameter vergleichend flr die 4 The-

rapiegruppen jeweils relativ zum Zeitpunkt des Leberversagens und relativ zum

Exitus betrachtet.
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Abb.3.15: GGT der verschiedenen Gruppen relativ zur Zeit. Das Leberenzym GGT wurde
fur die Tiere der jeweiligen Gruppen Uber acht Stunden gemittelt und gegen die Zeit aufgetra-
gen. Der indizierte Fehler entspricht der Standardabweichung, die Anzahl der Messwerte ist

angezeigt. A: Zeit relativ zum Leberversagen, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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Fir die Leberwerte GGT, GOT und GPT wurden die Messwerte Uber die Labor-
intervalle von 8 Stunden gemittelt und vergleichend fur die verschiedenen The-

rapiegruppen gegen die Zeit relativ zum LV und zum Exitus abgebildet.

Generell fanden sich vergleichbare GGT-Werte vor Intoxikation und leicht an-
steigende Werte nach Intoxikation. Zum Zeitpunkt des Leberversagens war
dann ein deutlicher Abfall dieser zu beobachten (siehe Abb.3.15). Im weiteren
Versuchsverlauf zeigten die Messwerte der MARS-Variante B-Therapie kaum
Veranderungen, wohingegen die GGT-Konzentrationen der Kontrolltiere ten-
denziell abfallend waren. Rund 16 Stunden vor Exitus war fur die MARS-
Variante C- und die MARS-Variante A-Therapie ein Anstieg der Werte zu ver-
zeichnen, der im Vergleich zu den anderen Gruppen bei den MARS-Variante A-
Tieren deutlicher war. Die Entwicklung der GGT-Konzentrationen befand sich

jedoch ab Intoxikation stets im Referenzbereich.

Bei Betrachtung der GOT war nach ahnlichen Ausgangswerten ab acht Stun-
den nach LV in allen Gruppen ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen, wobei hier
die Tiere der MARS-Variante C-Therapie die hochsten Werte erreichten, wah-
rend die Messwerte der MARS-Variante B-Gruppe unter allen anderen blieben
(siehe Abb.3.16).

Fir die GPT-Werte konnte Uber den gesamten Zeitraum der Intoxikation bis hin
zum LV ein kontinuierlicher Abfall festgestellt werden. Zum Zeitpunkt des Le-
berversagens und im Folgenden war in allen Gruppen ein Anstieg der Konzen-
trationen zu verzeichnen, der in der Kontrollgruppe am deutlichsten ausgepragt
war. Bei den Tieren der MARS-Variante C zeigte sich eine zur Kontrollgruppe
vergleichbare Entwicklung der Messwerte, die sich jedoch weniger fulminant
darstellte, aber zum Exitus hin die hdchsten Konzentrationen aufwies. Die
MARS-Variante B- und MARS-Variante A-Tiere blieben mit vergleichbaren Wer-

ten unter denen der beiden anderen Gruppen (siehe Abb.3.17).
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Abb.3.16: GOT aufgetragen gegen Zeit. Der Leberwert GOT ist fur alle Tiere als Mittelwert
Uber acht Stunden und aufgetrennt fir die 4 Behandlungen dargestellt. Die Abbildung zeigt die
Werte als MW £ S, die Anzahl der Messwerte ist indiziert. A: Zeit relativ zum Leberversagen,

0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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Abb.3.17: GPT aufgetragen gegen die Zeit. Der Leberwert GPT wurde Gber 8 Stunden gemit-

telt und je nach Therapie als MW = S gegen die Zeit abgebildet. Die Anzahl an Messwerten ist

indiziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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Zusatzlich zu den Leberwerten wurden weitere Blutparameter der 4 Gruppen

auf ihre Entwicklung hin untersucht. Auch hier wurden MW £ S Uber die Labor-

intervalle (8 h) gegen die Zeit relativ zum LV und zum Exitus abgetragen.
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Abb.3.18: INR aufgetragen gegen die Zeit. Die INR wurde Uber 8 Stunden als MW + S ge-

trennt nach Therapieverfahren gegen die Zeit abgebildet, die Anzahl von Messwerten ist indi-

ziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus.
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Wie bereits gezeigt war flr die INR ein starker Anstieg festzustellen (siehe
Abb.3.5). Betrachtete man nun die 4 Therapiegruppen einzeln, ergab sich ein
differenziertes Bild (siehe Abb.3.18). So stiegen die Messwerte der MARS-
Variante C-Gruppe weniger stark an und blieben zum Exitus unter den Werten
der Ubrigen Therapiegruppen. Die Tiere der anderen MARS-Behandlungen,
zeigten einander vergleichbare Werte, wahrend die Kontrollgruppe insgesamt
die hochsten Werte aufwies und auch zum Exitus hin eine weiter steigende

Tendenz zu verzeichnen war.

Die Laktatkonzentration als Zeichen fur anaerobe Zellatmung wurde durch
BGAs ermittelt. Fur alle Tiere waren ansteigende Laktat-Werte zu beobachten,
wobei die MARS-Variante C-Tiere relativ zum Exitus die hdochsten Werte er-
reichten, relativ zum LV jedoch eine rucklaufige Tendenz zeigten (siehe
Abb.3.19). Die Werte der Kontroll-, der MARS-Variante B- und der MARS-
Variante A-Gruppe waren zu jeder Zeit stark ansteigend, lagen aber etwa auf

demselben Niveau.

Ein Marker fur Zelluntergang im Organismus ist die LDH, die hinsichtlich der
verschiedenen Therapien im Folgenden naher betrachtet wird (siehe Abb.3.20).
Die LDH-Konzentrationen aller Gruppen waren bis zum Eintritt des LV ver-
gleichbar. Zum Zeitpunkt des LV war fur die MARS-Variante C- und die MARS-
Variante A-Gruppe eine spontane und starke Zunahme zu beobachten. 16
Stunden nach LV war bei diesen Gruppen eine leicht sinkende Tendenz wahr-
zunehmen, wohingegen die LDH-Konzentration der Kontrolltiere ab diesem
Zeitpunkt einen fulminanten Anstieg aufwies, der sich in weit hdheren LDH-
Konzentrationen aufierte. Fur die MARS-Variante B-Tiere wurden deutlich nied-
rigere Werte gemessen, die zu keiner Zeit so stark anstiegen, wie in den ande-

ren Gruppen und die zum Exitus hin die niedrigsten Werte zeigten.
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Abb.3.19: Laktatwerte relativ zur Zeit. Uber Intervalle von 8 Stunden wurden die Laktatwerte

als MW x SF getrennt nach Behandlung gegen die Zeit abgebildet. Die Anzahl der Messwerte

ist indiziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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Abb.3.20: Die LDH aufgetragen gegen die Zeit. Die LDH-Konzentration wurde aufgetrennt

nach Therapiegruppe als MW * S Uber 8 Stunden relativ zur Zeit dargestellt. Die Anzahl der

Messwert ist indiziert. A: Zeit relativ zum LV, 0 = Beginn des ALV B: Zeit relativ zum Exitus
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3.2 GSH/GSSG-Konzentration im Lebergewebe

Um die Vorgange wahrend eines PCM-induzierten ALV auf zellularer Ebene
betrachten und bewerten zu kénnen, wurden zunachst die Leberbiopsien, die
vor Intoxikation, anschlieRend alle 24 Stunden, sowie bei Exitus entnommen
und in flussigem Stickstoff gelagert wurden, wie unter 2.2 beschrieben aufgear-

beitet und vermessen.
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Abb.3.21: Vergleich der Glutathionkonzentrationen. Zum Vergleich der GLU-
Konzentrationen vor Intoxikation (OP) und 24 Stunden nach Intoxikation (1.POP) wurden die
Biopsieproben aller 28 Tiere aufgearbeitet und vermessen. Anhand des Dunnett’s Tests wurde
auf signifikante Anderungen hin untersucht und gegen den Zeitpunkt relativ zur Intoxikation

(n=28) aufgetragen. A: Konzentration von GSH B: Konzentration von GSSG
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Diese Gewebeproben wurden auf ihren GLU- und NADH/NAD-Gehalt hin un-
tersucht. Hierbei zeigte sich flr die Proben des ersten postoperativen Tages
(1.POP) vergleichend zu den Proben vor Intoxikation eine signifikante Depletion
der totalen GLU-Konzentration (siehe Abb.3.21 A), wohingegen die Betrachtung
des zellularen Gehalts an GSSG keine Veranderung innerhalb der ersten 24

Stunden nach Intoxikation zeigte (siehe Abb.3.21 B).

Um mogliche Unterschiede in der Entwicklung der GLU-Konzentration hinsicht-
lich der Therapiegruppen zu erfassen, wurden die Messwerte im Folgenden

getrennt untersucht.
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Abb.3.22: Totale Glutathionkonzentrationen der einzelnen Therapiegruppen. Die ermittel-
ten Werte wurden gesondert nach Therapiegruppen gegen den Zeitpunkt der Intoxikation auf-
getragen und anhand des Dunnett’s Tests auf Signifikanz gegen den 1.POP getestet. Die Wer-

te sind als MW = S abgetragen, die Anzahl der Messwerte (ber den Balken indiziert.

Der Vergleich der totalen GLU-Konzentration im ALV zeigte fur die Kontrolltier-
gruppe, die MARS-Variante A- und die MARS-Variante B-Gruppe keine rele-
vanten Unterschiede. Die MARS-Variante C-Gruppe zeigte hingegen ab dem 2.
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POP bis hin zum Exitus eine signifikante Steigerung des totalen GLU-Gehalts
gegenuber dem 1. POP (siehe Abb.3.22).

Die Messungen von GSSG ergaben vergleichend flr alle Therapiegruppen nur
fur die Messwerte im Exitusbereich der MARS-Variante C-Therapie einen signi-
fikanten Unterschied (siehe Abb.3.23). Alle anderen Messwerte zeigten nur irre-

levante Abweichungen gegenuber dem Zeitpunkt vor Intoxikation.
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Abb.3.23: Konzentrationen von GSSG in den Therapiegruppen. Die ermittelten GLU-
Konzentrationen wurden je nach Therapie gegen den Zeitpunkt der Intoxikation aufgetragen.
Anhand des Dunnett’s Tests wurde auf signifikante Veranderungen getestet. Die Anzahl n der

Messwerte ist Uber den Balken indiziert. Die Werte sind angegeben in MW + S.

3.3 NAD/NADH-Gehalt im Lebergewebe
Die Betrachtung der NAD- und NADH-Konzentrationen ergab weder flr die ein-
zelnen Therapien (siehe Abb.3.24) noch flur die einzelnen Zeitpunkte nach Into-

xikation eine signifikante Abweichung der Messwerte vergleichend zum Zeit-

punkt der PCM-Gabe.
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Abb.3.24: NAD- und NADH-Konzentrationen der Leberbiopsie-Proben. Die Gewebeproben

wurden aufgearbeitet und auf die Auswaage normiert. AnschlieRend wurde die NAD- bzw. die

NADH-Konzentration bestimmt und die MW + S der jeweiligen Therapiegruppe gegen den Zeit-

punkt relativ zur Intoxikation aufgetragen. Die Anzahl der Messwerte n ist in der Abbildung tber

den Balken indiziert. A: NADH-Konzentrationen B: NAD-Konzentrationen
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4 Diskussion

Grundlage fur die Erfassung aller Daten war die Entwicklung eines Tiermodells
zur Induktion eines akuten Leberversagens durch PCM. Die bezuglich der Ent-
wicklung eines solchen Modells formulierten Kriterien von Terblanche und
Hickman, als auch die weiterfuhrende Definition von Filipponi und Mosca sollten
hierbei weitestgehend eingehalten werden (25;83).

Die Standards des Tierschutzes wurden zu jeder Zeit eingehalten, ebenso wur-
de im Umgang mit den Tieren stets nach ethischen Grundsatzen gehandelt.
Aufgrund seiner Grolie wurde das Schwein als Modelltier gewanhlt, da hier eine
Vergleichbarkeit der klinischen Parameter mit dem Menschen hinsichtlich Me-
tabolismus und Kreislaufsystem sowie der Organgréf3e gegeben ist. Aullerdem
kann bei diesem Tier sowohl die flr Krankheitsverlauf und Tod gefundene Si-
tuation in der Klinik, als auch die dort Ubliche intensivmedizinische Uberwa-
chung, Pflege und Behandlung weitestgehend nachempfunden werden. Zudem
ist eine Gewinnung von Blut- und Lebergewebeproben in groRem Umfang und
Uber einen langeren Zeitraum hinweg maglich, ohne den Gesundheitszustand
der Tiere zu beeintrachtigen.

Das Leberversagen wurde durch die Applikation von PCM erreicht, da die In-
duktion durch ein Toxin im Gegensatz zu den bisher publizierten chirurgischen
Madglichkeiten, wie der Leberresektion (24;34), potentiell reversibel ist.

Als ungefahrliche Substanz wurde PCM als Toxin gewahlt, da es durch seine
hohe klinische Relevanz der Beantwortung der Fragestellung am Besten ent-
sprach. AulRerdem stellt diese Substanz keine Gefahrdung fur das Personal
dar.

Die i. v. Verabreichung von PCM hat laut Literatur oft einen frihzeitigen MetHb-
Anstieg zur Folge, der noch vor Entwicklung einer ernstzunehmenden Leber-
schadigung letal ist (5;68). Diese Problematik war in der Dosisfindungsphase
bei sehr hohen oralen PCM-Dosen ebenfalls zu beobachten. Dagegen wurden
durch eine Applikation direkt in den Darm gute Ergebnisse erzielt (59). Diese
Methode hat zwar einen langeren Zeitraum zwischen Vergiftung und Symptom-

auspragung zur Folge, kommt jedoch der klinischen Situation sehr nahe. Die
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Positionierung der Sonde im oberen Jejunum erwies sich in dieser Studie als
sehr wirkungsvoll und wichtig fur die Optimierung des Modells.

Die passende PCM-Dosis sollte in jedem Fall letal sein, jedoch auch ein ausrei-
chendes therapeutisches Fenster bieten, um eine Entwicklung der fur das
Krankheitsbild typischen Symptome zu erhalten und die Dialyse-Gerate auf ihre
Wirksamkeit hin testen zu kénnen. Durch eine Einmalgabe konnten diese Vor-
gaben nicht erfullt werden, da entweder eine Regeneration der Leberfunktion
ohne Erreichen eines totalen Funktionsverlustes der Leber, oder aber ein zu
fulminantes Leberversagen eintrat, welches die Tiere sehr frih versterben liel3.
Dies fuhrte im Folgenden dazu, dass nach einem Initialbolus eine stundliche
Erhaltungsdosis gegeben wurde. Die gewlnschte PPK von 300-450 mg/lI wurde
innerhalb von 12 Stunden erreicht und bis zum Eintritt des LV mdglichst kon-
stant im gewinschten Bereich gehalten. Die Variierung der Erhaltungsdosis
ermdglichte es, individuelle Unterschiede hinsichtlich der Vertraglichkeit und der
Metabolisierung von PCM weitgehend auszublenden und stellte sich als zuver-
lassige Technik heraus. Die Korrelation zwischen INR und PPK bestatigen,
dass der Eintritt des Leberversagens auf die Gabe des Toxins zurtckzufuhren

war.

Diverse Arbeitsgruppen beschaftigten sich bereits mit vergleichbaren Modellen,
sie scheiterten jedoch alle an der Reproduzierbarkeit des LV (26;32;44).

Das hier beschriebene Grolitier-Modell stellte sich als reproduzierbar und zu-
verlassig heraus, da sowohl die Krankheitssymptome des ALV, wie Anamie,
Koagulopathie und zunehmende renale Insuffizienz, als auch der Tod durch
Multiorganversagen und/oder durch ein zerebrales Odem der in der Klinik ge-
fundenen Situation entsprachen. Der Zeitraum bis zum Eintritt des LV, die Le-
berschadigung und die Uberlebensdauer im LV waren gut reproduzierbar. Dar-
uber hinaus lie die Dauer des LV den Einsatz von artifiziellen LEV zu. Durch
dieses therapeutische Fenster konnte nun der Beitrag der unterschiedlichen
Gerate zum Gesundheitszustand der Tiere untersucht und verglichen werden.
Entgegen publizierter Meinungen (32;33) war es mdglich, ein reproduzierbares

Tiermodell fur das PCM-induzierte ALV am Schwein als Modellorganismus zu
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etablieren, welches alle geforderten Kriterien erflllt und somit als nahezu ideal
bezeichnet werden kann. Trotz der hier gezeigten Ergebnisse soll darauf hin-
gewiesen werden, dass bei einem so komplexen und herausfordernden Krank-
heitsbild wie dem ALV keine standardisierte Behandlung mdglich ist, da ebenso
wie in der Klinik der individuelle Krankheitsverlauf der Tiere individuell zu ent-

scheidende Behandlungsschritte erfordert.

Die Entwicklung eines Leberversagens bringt aul3er den definierenden Veran-
derungen wie Koagulopathie und Enzephalopathie eine Vielzahl weiterer Sym-
ptome mit sich. Angefangen bei objektiv nicht messbaren Symptomen wie
Ubelkeit, Inappetenz, Schwéche etc. kann ein Verlust der Leberfunktion u. a.
Kreislaufversagen, Niereninsuffizienz, Odembildung, Lungenfunktionsstérungen
und die Entwicklung einer Sepsis nach sich ziehen (64;71).

Eine Koagulopathie war bei allen Tieren deutlich nachweisbar. Die PTT stieg
bei allen Tieren deutlich an und die INR als definierender Faktor fur das Leber-
versagen erreichte in jedem Fall Werte Uber 1,5. Als Folgen eines Leberaus-
fallskomas wiesen die Tiere aullerdem einen Abfall des Albumins und eine
Thrombozytopenie auf. Bis zum Eintritt des LV waren die Hb-Werte der Tiere
auf ahnlichem Niveau, eine gewisse Dynamik ist durch eine eventuelle EK-
Substitution zum MARS-Therapiestart hin erklarbar.

Eine Betrachtung der hamodynamischen Situation und der Beatmungsparame-
ter der Studientiere zeigte deutlich die erwarteten klassischen Folgen der Ent-
wicklung eines ALV. Der durch den Albuminmangel bedingte niedrige intravasa-
le kolloidosmotische Druck flhrte zu einem intravasalen Flussigkeitsverlust und
war somit der Grund fur den relativen Volumenmangel der Tiere, der sich trotz
einer gesteigerten Voluven- und Arterenol- Substitution in einer steigenden HF
und einem Abfall des MAP aulierte. Ebenso begriindete dieser Umstand die
Entwicklung von Odemen an Extremitaten und in der Lunge, welche die Beat-
mung zunehmend anspruchsvoller und unphysiologischer werden liel3en.

Das Laktat als unspezifischer Parameter entsteht generell bei der anaeroben
Zellatmung und ist schnell im Blut nachweisbar. Unter normalen Umstanden

wird es bei ausreichender Oxygenierung umgehend wieder abgebaut. Steigt
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das Laktat dauerhaft an, spricht es flr eine anhaltende Sauerstoffschuld und
hat so negative Auswirkungen u. a. auf den Blut-pH, was im schlimmsten Fall
zu einer nicht behebbaren Laktat-Azidose fuhren kann. Bei den Studientieren
stieg das Laktat ab ca. 8 Stunden vor LV leicht an und rechtfertigt somit auch
die steigenden Beatmungsdricke und die Notwendigkeit, die Tiere mit immer
héheren FiO, —Konzentrationen zu beatmen.

Als weitere Folge der Kreislaufdysfunktion entwickelte sich bei den Tieren eine
Niereninsuffizienz bis hin zum Hepatorenalen Syndrom (HRS). Grundlegend
kommt es hier durch die renale Minderperfusion zu ischamischen Zustanden,
was sich in renaler Vasokonstriktion auswirkt und mindernd fur die glomerulare
Filtrationsrate ist (88). Entsprechend sank bei allen Tieren kontinuierlich die
Ausscheidungsmenge bis hin zur Anurie. Beweisend fur ein HRS Typ 1, wie es
auch bei den Studientieren vorkam, ist ein starker Anstieg von Harnstoff, Stick-
stoff und Kreatinin, welches oftmals Uber 2,5 mg/dl in weniger als 2 Wochen
ansteigt. Aullerdem muissen andere mogliche Ursachen fir eine Niereninsuffi-
zienz, wie Schock, Sepsis und Flussigkeitsverlust ausgeschlossen sein. Ein
Anstieg von Harnstoff und Kreatinin war bei allen Tieren gegeben, als Sepsis-
prophylaxe wurde Ceftriaxon gegeben und der konstant hohe ZVD liel3 den
Ausschluss eines Flussigkeitsverlustes zu. Zudem wurde bei Bedarf Lasix ver-
abreicht um die Diurese aufrecht zu halten, was jedoch nur begrenzte Zeit mog-
lich war.

Die Ansammlung von Stickstoffkomponenten im Blut, wie dies auch bei einem
Kreatininanstieg der Fall ist, ist zwar normalerweise reversibel, eine Verbesse-
rung der Nierenfunktion kann jedoch erst nach 7-10 Tagen beobachtet werden

(8) und war somit innerhalb dieser Studie nicht mdglich.

Ebenfalls Zeichen einer Leberschadigung ist eine Erhéhung der Transaminasen
GOT und GPT. Bis zum Eintritt des LV blieb die GOT auf dem Niveau der Aus-
gangswerte, wahrend die GPT absank, was nicht der erwarteten Parameter-
Entwicklung entsprach.

Obwohl sie in mehreren Organen vorkommt, stammt die im Blut messbare GGT

praktisch nur aus der Leber, besonders aus den Gallengangszellen. Als emp-
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findlichster Leber-Parameter weist eine erhdhte Serumkonzentration praktisch
immer auf eine Schadigung der Hepatozyten und/oder der Gallengangszellen
hin und kann bei geringfugigen Schaden auch der einzige Hinweis im Blut sein.
Auch hier entwickelten sich die Werte nicht nach oben, sondern sie fielen zu-
nachst bis zum Eintritt des LV bei allen Tieren ab, was ebenfalls in dieser Form
nicht zu erwarten war.

Ein unspezifischer Marker fur Zelluntergang im Organismus ist die LDH. Durch
die progrediente Leberzellnekrose ist somit auch ein Anstieg dieser zu erwar-
ten. Bis zum Eintritt des LV fiel die messbare Konzentration der LDH leicht ab,

was nicht erwartet wurde und auch nicht befriedigend erklart werden kann.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung dreier artifizieller LEV
hinsichtlich ihres Beitrages zum AZ der Tiere. Die MARS-Variante A-Therapie
befindet sich bereits in klinischem Einsatz und prospektive Studien berichten
von einer Zustandsstabilisierung der Patienten durch ihren Einsatz (63). Im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Testung dieses MARS-Systems gegen zwei
MARS-Prototypen und eine Kontrollgruppe. Die erhaltenen Daten zeigen jedoch

teilweise kontrare Befunde zur Literatur.

Als wichtigste Erkenntnis ist wohl der Unterschied der Uberlebensdauer der
Schweine im Leberversagen in den verschiedenen Behandlungsgruppen zu
bewerten. Betrachtet man die mittlere Dauer des LV, lagen die Tiere, die mit
dem MARS-Variante A-Verfahren therapiert wurden, deutlich unter denen der
Kontrollgruppe, womit der Nutzen der Therapie hinterfragt werden sollte. In die-
sem Punkt waren die MARS-Variante B-Tiere mit der Kontrollgruppe vergleich-
bar. Die MARS-Variante C-Therapie brachte den Tieren einen Uberlebensvor-
teil von rund 8 Stunden. Da flir diese Therapie eine MARS-Dialyse mit einer
NAC-Gabe kombiniert wurde, ist eine Aussage zum jeweiligen Teil der Therapie
schwierig. In der Literatur wird die Infusion von NAC im Tiermodell sehr unter-
schiedlich bewertet. Einerseits wird von einer positiven Entwicklung des Zu-
standes berichtet, andererseits wird die Meinung vertreten, dass eine NAC-

Applikation nach einer Intoxikationszeit von langer als 5 Stunden keinen Effekt
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hat (31;58). Die Untersuchung bezlglich des jeweiligen Benefits sollte zukinftig
noch unabhangig voneinander untersucht werden, um hier eine valide Aussage

treffen zu kbnnen.

Ein bedeutender Unterschied der MARS-Therapien zur Kontrolltiergruppe ist ein
starker Abfall der Korperkerntemperatur wahrend der 6-stiindigen Dialysedauer.
Diese Entwicklung ist zwar grundsatzlich kritisch zu betrachten, jedoch ist auch
ein Vorteil fir das neurologische Outcome moglich, wie es beim Schlaganfall
vermutet wird. Hier wird das Herabsetzen der Korpertemperatur zur Verbesse-
rung des neurologischen Ergebnisses bereits in klinischen Studien untersucht,

wobei der Beweis der Wirksamkeit noch erbracht werden muss (21).

Hinsichtlich der Katecholamin-Gabe fallt ein deutlich hdherer Bedarf der Kon-
trolltiere auf. Au3erdem wurde den Kontroll- und den MARS-Variante A-Tieren
pro Stunde LV deutlich mehr Voluven infundiert, als den Tieren der anderen
beiden Therapie-Gruppen. Eine Zustandsstabilisierung hinsichtlich der Kreis-
laufsituation durch die MARS-Behandlung ist somit nicht uneingeschrankt zu

bestatigen.

Die Analyse der Laborparameter auf mogliche Ursachen fur die Unterschiede
der Uberlebenszeiten ergab in erster Linie einen niedrigen Hb bei allen Studien-
tieren. Sowohl im Tiermodell als auch in der Klinik sind schwerwiegende An-
amien nach PCM-Intoxikation bereits bekannt, wurden jedoch als direkte To-
desursache ausgeschlossen (15;59).

Bei differenzierter Betrachtung nahm der Hb sowohl bei der MARS-Variante A-
als auch bei der MARS-Variante C-Behandlung trotz erhéhter EK-Substitution
wahrend der Therapie starker ab als bei den anderen Gruppen. Da bei den Va-
rianten A und C dieselbe Hohlfasermembran zur Vollblutfiltration verwandt wur-
de, ist ein Zusammenhang zwischen zunehmender Anamie und Filtersystem
naheliegend. Die Tiere der MARS-Variante B-Gruppe hingegen hatten trotz ins-
gesamt weniger EKs die hochsten Hb-Werte. Die hier verwendete Hohlfaser-

membran enthalt einen Hydrogencarbonatpuffer, welcher die Integritat der
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Erythrozyten zumindest nicht negativ zu beeinflussen scheint. Da die Abnahme
des Hb in neuester Zeit als wichtiger Parameter zur Abschatzung des Krank-
heitsverlaufes herangezogen wird (15), kbnnen die MARS-Variante A- und die
MARS-Variante C-Therapie in diesem Punkt nicht positiv bewertet werden.

Bei einer andauernden Leberschadigung kann von einer Verbrauchskoagulo-
pathie ausgegangen werden. Hier zeigte sich ein weiterer Vorteil der MARS-
Variante C-Therapie gegenlber den anderen Behandlungsformen. Wahrend die
Thrombozytenzahl bei allen Gruppen ahnlich war, blieb die INR der MARS-
Variante C-Tiere nach einem geringen Anstieg zum Exitus hin zwar nicht signi-
fikant, aber dennoch deutlich unter der INR aller anderer Tiere. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Konzentration von Gerinnungsfaktoren im Blut durch
die Albumin-Dialyse negativ beeinflusst wird. Grundsatzlich ware eine Wech-
selwirkung der Proteine mit der Aktivkohle und/oder dem lonenaustauscher
denkbar. Diesbezuglich wurden im Rahmen dieser Studie jedoch keine Proben
gewonnen, weshalb eine explizite Untersuchung dieses Sachverhalts nicht

mdglich war.

Wie bereits angesprochen entwickelten alle Tiere ein HRS, welches bei den
MARS-Variante C-Tieren jedoch weniger stark ausgepragt war, da hier vor Ex-
itus eine wiederansteigende Diurese zu beobachten war.

Ein Ziel der MARS-Dialyse war die Entfernung wasserldslicher Substanzen, wie
z.B. Kreatinin und Harnstoff. Die Konzentrationen dieser Nierenparameter zeig-
ten flr die MARS-Variante A und B zum Zeitpunkt des Exitus signifikant niedri-
gere Werte verglichen mit den Kontroll- und den MARS-Variante C-Tieren. Dies
spricht eindeutig fur die Effektivitat der Albumin-Dialyse hinsichtlich der Entfer-
nung dieser Substanzen.

Bezuglich der Eliminierung albumingebundener Stoffe, wie z.B. Bilirubin, kann
hier keine Aussage getroffen werden, da beim Schwein im Gegensatz zum
Menschen fur das Krankheitsbild des ALV kein Anstieg dieses Parameters zu
verzeichnen war.

Die vergleichende Betrachtung der Leberwerte GGT, GOT und GPT im Leber-

versagen fur die verschiedenen Therapieformen ergab teilweise Uberraschende
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Ergebnisse. Fir die GGT als einen der sensitivsten Parameter flr eine Leber-
schadigung ware ein fulminanter Anstieg zu erwarten gewesen. Stattdessen
lasst sich nur ein leichter Anstieg vermerken, der in keinem Verhaltnis zum
Ausmald der Leberschadigung steht, da sich die Werte maximal grenzwertig
hoch im Referenzbereich befinden. Auch die Entwicklung der GPT-Werte ist
unerwartet, da hier zunachst ein nicht erklarbarer Abfall der Konzentrationen zu
bemerken war. Der anschlieRende Anstieg der Werte, der bei den MARS-
Variante A- und C-Tieren gegenuber den Kontrolltieren friher stattfand, lasst
einen negativen Einfluss dieser Behandlungsformen auf die Zellintegritat ver-
muten, wobei auch hier die Werte maximal grenzwertig hoch waren. Einzig die
gemessenen GOT-Konzentrationen entwickelten sich wie erwartet, wobei auch
hier ein friherer starker Anstieg der Werte bei den MARS-Variante A- und C-
Tieren zu beobachten war, was auch gegen einen foérderlichen Einfluss dieser
Therapien auf den Zustand der Zellen spricht.

Nach einem zunachst unerwarteten Abfall zeigte sich flr die LDH-Konzentration
ein deutlicher Anstieg der Werte, der verglichen mit den MARS-Tieren bei den
Kontrolltieren spater einsetzte. Auch hier war kein positiver Effekt der Therapien
zu verzeichnen.

Das Laktat stieg ab 8 Stunden vor LV kontinuierlich stark an und zeigt somit die
erwartete Dynamik. Zwischen den einzelnen Therapiegruppen konnte jedoch
kein relevanter Unterschied der Messwerte beobachtet werden.

Generell ist jedoch festzustellen, dass nicht alle Parameter innerhalb des Ver-
suchszeitraums eskalierten und sich die Messwerte meist im Normalbereich
befanden. Ein Erklarungsansatz hierfiir kann in der relativ kurzen Uberlebens-

dauer der Studientiere gefunden werden.

Um das erhaltene Bild Uber die jeweiligen Therapiegruppen zu verfeinern und
noch genauere Einblicke zu erhalten, wurden die gewonnenen Leberbiopsie-
proben auf ihren Glutathiongehalt hin untersucht. Die Analyse des 24 Stunden
nach Intoxikation erhaltenen Gewebes zeigte unabhangig von der Therapie-
gruppen-Zugehdarigkeit eine deutliche Dezimierung der GLU-Konzentration, was

laut Literatur auf die Konjugation von GSH mit dem reaktiven Stoffwechselpro-
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dukt NAPQI zurtckzufuhren ist (28;37;40;60;61). Bei den Biopsieproben der
darauf folgenden Tage konnte fur keine der Behandlungsgruppen eine Veran-
derung dieses Zustandes festgestellt werden, was die Beurteilung der Thera-
piezweige aufgrund ihres klinischen Zustandes bestatigte. Ein abweichendes
Verhalten wurde auch hier nur bei den MARS-Variante C-Tieren festgestellt,
welche ab Therapie-Beginn eine signifikante Steigerung des Gehalts an GSH
und bei Exitus auch signifikante Mengen von GSSG aufzeigten.

Der deutliche Anstieg an GSSG um den Zeitpunkt des Exitus deutet klar auf
oxidativen Stress in der Leber hin, welcher mit hepatozellularer Nekrose, dar-
aus resultierender Inflammation und dem Vorhandensein von ROS in Zusam-
menhang steht. Dieser Zustand ist mit dem Zeitpunkt des Exitus gut vereinbar.
Ob nun die Nekrose oxidativen Stress verursacht, oder oxidativer Stress die
Nekrose, kann durch die hier gezeigten Ergebnisse nicht geklart werden und

bleibt weiterhin Gegenstand derzeitiger Forschung (36).

Wiederholt stellt sich die Frage, auf welchen Anteil der MARS-Variante C-
Therapie sich die oben angesprochenen Unterschiede begrinden. In der Litera-
tur wird NAC als Cysteindonor beschrieben (18;19;93) und soll im Allgemeinen
sowohl im Tiermodell als auch in der Zellkultur positiv fir den Gesamtzustand
sein (31;58). Das legt die Vermutung nahe, dass die NAC-Applikation in direk-
tem Zusammenhang mit einer Steigerung der GLU-Konzentration steht. Im Ge-
gensatz hierzu wurde im Mausmodell gezeigt, dass eine NAC-Applikation bei
langer bestehender Intoxikation nicht effektiv vor Leberschadigung schitzt. Au-
Rerdem wurde ein Wiederanstieg des GSH-Gehalts und darauffolgend ein An-
stieg von GSSG nach einer initialen Depletion durch NAPQI auch ohne die vor-
herige Verabreichung eines Antidots beschrieben (36;67;85). Abgesehen von
dem unklaren Beitrag der NAC-Gabe zum Ausgang der Studie sprechen die
nicht nennenswerten Veranderungen der GLU-Konzentrationen der unter-

schiedlichen Behandlungsformen jedoch eindeutig gegen diese Erkenntnisse.

Die Leber als multifunktionales Organ spielt eine essentielle Rolle in Metabo-

lismus, Exkretion und Entgiftung, wobei alle Prozesse Energie in Form von Re-



67

duktionsaquivalenten bendtigen (56). Aus diesem Grund wurden neben der
Glutathionkonzentration auch die NADH- und die NAD-Konzentrationen be-
stimmt und auf Veranderungen hin untersucht. In der Literatur wurden bereits
sowohl eine NAD-Depletion bei PCM-Intoxikation (35;48;66), als auch eine Ver-
ringerung der NADH-Konzentration gezeigt (47). Dennoch war es Uberra-
schend, dass bei der Analyse der Messwerte weder konkrete Ergebnisse noch
Trends beobachtet werden konnten. Dies kénnte in der Vorbereitung der Pro-
ben oder in der Messmethode begrindet sein. Da jedoch diese Vorgange auch
in der Literatur gegensatzlich beschrieben werden, ist eine genaue Erklarung an

dieser Stelle nicht moglich.

Insgesamt ist zu berichten, dass im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich der Le-
berschadigung und der Dauer der anhepatischen Phase bei einer PCM-
Intoxikation am Schwein als Modellorganismus gut reproduzierbare Ergebnisse
erzielt werden konnten. Das so entstandene Groldtiermodell ermdglichte durch
sein therapeutisches Fenster die Testung von extrakorporalen LEV, deren Ein-
satz jedoch keinen durchweg positiven Beitrag zum Gesundheitszustand der
Studientiere zeigte. Hierbei nahm die MARS-Variante C als kombinierte Thera-
pie mit einem Antidot eine Sonderstellung ein und war somit nur begrenzt zu

bewerten.
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5 Zusammenfassung

PCM ist ein weit verbreitetes Antipyretikum und Analgetikum, von dem seit Jah-
ren bekannt ist, dass es bei Uberdosierung lebertoxisch wirkt und zu einem
ALV, schlimmstenfalls bis zum Tode fuhren kann. Trotz groRer Bemihungen
war es bislang nicht mdglich, die genauen Zusammenhange der Toxizitat zu
klaren, was eine zuverlassige Prognose des Krankheitsverlaufs bei einer Uber-
dosierung erschwert. Nicht unbeteiligt hieran ist der Mangel an suffizienten
Groldtiermodellen, die es sowohl erlauben, Krankheitsbild und Behandlung mit
der klinischen Situation zu vergleichen, als auch genauere Einblicke in die In-
itiation der Toxizitat zu gewahren. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der
Versuch unternommen, ein aussagekraftiges Tiermodell hinsichtlich des PCM-
induzierten ALV zu entwickeln, um daran artifizielle LEV klinisch auf ihre Rele-

vanz hin untersuchen zu konnen.

Zur Etablierung eines Tiermodells wurde bei 28 Schweinen mit der Gabe eines
initialen Bolus und anschlieRender stiindlicher Erhaltungsdosis von PCM unter
maximaler intensivmedizinischer Uberwachung ein ALV induziert. Nach Eintritt
des LV wurden an den blockrandomisierten Studientieren ihrer Gruppenzuge-
horigkeit entsprechend die unterschiedlichen Dialyseverfahren gepruft. Zu jeder
Zeit wurden Vital- und Blutparameter aufgezeichnet bzw. bestimmt und regel-

malig Keilbiopsien der Leber entnommen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein suffizientes Groltiermodell eines
PCM-induzierten ALV am Schwein zu etablieren, welches flr die Leberschadi-

gung und die Dauer des LV reproduzierbare Ergebnisse gezeigt hat.

Die in dieser Studie getesteten LEV zeigten jedoch nur geringen therapeuti-
schen Erfolg. Wahrend verglichen zur Kontrollgruppe die MARS-Variante A-
Tiere eine wesentlich kirzere Uberlebensdauer aufwiesen, wurde fur die
MARS-Variante B-Therapie zwar kein negativer Beitrag zum AZ der Tiere fest-

gestellt, aufgrund mangelnder positiver Entwicklungen ist jedoch der Nutzen
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und somit der Einsatz dieser Therapieverfahren kritisch zu hinterfragen. Eine
Sonderstellung nimmt hierbei die MARS-Variante C-Therapie ein, da sie zwar
einen erheblichen Uberlebensvorteil fiir die Tiere aufwies, dieser jedoch auf-
grund der Kombination mit NAC nicht eindeutig dem Dialyseverfahren zuzu-
schreiben ist. Es ist daher empfehlenswert, diese Therapie nochmals gesondert
auf ihren Beitrag zum Gesundheitszustand hin zu untersuchen.

Die Analyse der Leberbiopsien hinsichtlich der GLU-Konzentration ergab fur
diese in erster Linie eine drastische Depletion nach Intoxikation. Einzig die
MARS-Variante C-Gruppe zeigte ab dem 2. POP einen nennenswerten Wie-
deranstieg von GLU, der sehr wahrscheinlich auf die Applikation von NAC zu-
ruckzufuhren war. Dieser Umstand hebt erneut die Sonderstellung der MARS-
Variante C-Therapie hervor und bestatigt die Notwendigkeit der getrennten Un-

tersuchung des Dialyse-Systems.

AbschlieRend ist festzustellen, dass dieses Grofdtiermodell zuklnftig nicht nur
die Moglichkeit ertffnet, neue Einblicke und ein genaueres Verstandnis der
PCM-Intoxikation zu gewinnen, sondern es erlaubt zusatzlich eine aussagekraf-
tige Uberpriifung innovativer LEV in einer mit der Klinik vergleichbaren Situati-
on. Eine intensivere Erforschung des ALV ermdglicht die Entwicklung verbes-
serter therapeutischer Ansatze und tragt dazu bei, dem Ziel, dieses Krankheits-

bild ohne Transplantation kurativ behandeln zu kdnnen, ndher zu kommen.
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