Histologie der Leber im akuten Leberversagen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Dechent, Frieder

2015



Dekan: Prof. Dr. I. B. Authenrieth
1. Berichterstatter: Prof. Dr. A. Konigsrainer
2. Berichterstatter: Prof. Dr. B. Sipos






Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis
INHALTSVERZEICHNIS ... ..o e e I
1 EINLEITUNG ..ottt 1
1.1 Histologie der LEDEr.......ccooo oo 1
1.2 Pathologie und Verlauf des akuten Leberversagens durch Paracetamol... 3
1.3 Regeneration der Leber und Therapie des akuten Leberversagens.......... 5
1.4 FrageStelluNg ......coooviriiiiiie e 9
2 MATERIAL UND METHODEN .....oooiiiiiiie, 9
2 I |V = = - | 9
2.1.1  VErSUCKSLIEIE ...t 9
2.1.2 TecChniSCNE GEeIaLe ........coiiii et 9
2.1.3 Sonden und Katheter ..., 10
2.1.4  MediKamente.......coooieieee e 10
2.1.5 MARS-SYSIEME ....coiiiiiiiiie e 12
2.1.6 Histologie und Immunhistochemie der Leberbiopsien................... 12
2.1.7  COMPULIEIPIrOGIamMIMIE .....viiiiiieiiiee it ee e e e e e e e e e ea e eaaeees 13
P2 /11 1 T To 1= o 13
2.2.1  TIermOdell.... ..o 13
2.2.1.1  VOIDEIEITUNG ...ttt eeeeeeeeeeenees 13
2.2.1.2  Induktion des LeDErversagens. ............uuuuuureueummrmmmeeiieiiiiineiiinnnnnneennn 14
2.2.1.3  Intensivmedizinische UDErwachung..........ccccovveivreevereeeeeeeeiieeenenns 15
2.2.1.4 IntensivmediziniSChe Therapi€.............uuuuuuruuemmmmmmniennniennenennnnnnnnnnnnns 15
2.2.1.5 Gewinnung der GEWEbEPrODEN ..........uuuuuueriiriiiiiiiiiiiieieineeineeennnnnnnen 16
2.2.1.6  Therapiegruppen und MARS-Therapie ........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 16
2.2.2 Aufbereitung der Leberbiopsien ...........cccoooii i 17
2.2.3 Auswertung der Leberbiopsien........ccccoooiii 18
2.2.4  StAtiStK....ccooee e, 24
3 ERGEBNISSE ... 25
3.1 Auswertung der Uberlebenszeiten im Leberversagen ..........c..ccccoueen... 25

3.2 Auswertung der NEKIOSE: .......coooveiiiii e 26



Inhaltsverzeichnis I
3.2.1 Vergleich der Nekrose unter MARS-Therapie ..........ccccccccveeeeeeennn. 28
3.2.2  LeUKOZYLENMENQE .....uuiii it e e 31

3.3 Proliferationraten der HEPAtOZYLEN .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 36

A DISKUSSION. ... e e e e e e eaas 40

5 ZUSAMMENFASSUNG.....cooi i 49

6 LITERATURVERZEICHNIS.......cooo oo 50

DANKSAGUNG



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Histologie der Leber

Histologisch baut sich die Leber aus Leberlappchen (Lobuli hepatis) auf, die
einen Querdurchmesser von 1-1,5 mm und einen Langsdurchmesser von 1,5-2
mm haben und annahernd polygonal sind. Diese Leberlappchen sind von
Bindegewebssepten getrennt, die in der Leber des Schweins deutlich
ausgepragt sind und dadurch die Lappchenarchitektur klar erkennen lassen (9).
Die menschliche Leber ist dagegen wesentlich bindegewebsédrmer und hat
dadurch eine weniger deutliche L&ppchenzeichnung. Der Anschluss der
Lappchen an die BlutgefaRe und Gallengange erfolgt im Bereich der
Periportalfelder, wo an der Stelle des Zusammentreffens mehrerer
Leberlappchen bindegewebige Areale sind, in denen Aste der Pfortader, Aste
der Arteria hepatica und die ableitenden Gallengange zusammen verlaufen (9).
Von den Venae interlobulares, den Asten der Pfortader, in deren Wand noch
glatte Muskelzellen liegen, gehen die Venulae interlobulares ab, die zwischen
den Leberldppchen liegen und an deren Oberflache zu einem préakapillaren
Netz auswachsen und von dort aus die GefalRe in die Lappchen hinein
abgeben, in die Lebersinusoide, wie die Kapillaren der Leberlappchen heien.
Einen &hnlichen Verlauf nehmen die Arteriae interlobulares, die ihr Blut dann
auch in die Sinusoide abgeben und somit die Sauerstoffversorgung in der Leber
sichern. Diese Sinusoide laufen auf die Zentralvene zu (9).

Die Sinusoide sind vielfach miteinander anastomosierende Blutgefal3e mit einer
Weite von 5-15 ym. Dadurch, dass der Gesamtdurchmesser der Strombahn
deutlich vergréfRert wird, verlangsamt sich die FlieRgeschwindigkeit des Blutes
deutlich. Das Endothel ist gefenstert und hat interzellulare Liicken, sodass die
Leberzellen in direktem Kontakt mit dem Blut stehen. Zwischen diesem
Endothel und den Hepatozyten befindet sich ein Spaltraum, der Disse-Raum,
der im Lichtmikroskop nicht sichtbar ist. In diesen Spaltraum ragen Mikrovilli der
Hepatozyten, die somit einen guten Austausch mit dem Blutplasma haben. In
dem Disse-Raum lassen sich auch Fettspeicherzellen (Ilto-Zellen) nachweisen

(9).
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Dem Endothel sitzen auf der Blutseite Makrophagen auf, die Kupffer-Zellen.

Die Hepatozyten sind, wenn man sie im Verband betrachtet polygonal und
kénnen bei funktioneller Belastung auch zweikernig sein.

Weiterhin sind auch noch die Gallenkapillaren ein wichtiges Element des
Lobulus. Die Wéande der Gallenkapillaren werden von den Hepatozyten selbst
gebildet und von den anderen Bereichen der Hepatozytenoberflache durch
Tight junctions abgetrennt, liegen also interzellular. Die Hepatozyten kdénnen die
erzeugte Galle direkt in diese Canaliculi biliferi abgeben, die von
lappchenzentral in die Peripherie verlaufen und in den Glissondreiecken in die

Gallengange munden (9).

Abbildung 1: Leberlappchen mit Zentralvene und Glissonschen Dreiecken im Rand-
bereich; HE-Farbung 100fache Vergrol3erung.

Uber das Lepperlappchen hinaus gibt es noch andere Moglichkeiten die Leber
histologisch einzuteilen, ndmlich der Leberazinus, der sich zwischen je zwei

Periportalfeldern und zwei Zentralvenen befindet, und das Periportallappchen,
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mit einem Periportalfeld in der Mitte und der Verbindungslinie zwischen den
umliegenden Zentralvenen als Grenze.

Beim Leberazinus liegt eine Einteilung gemaf der Blutversorgung durch die
Arteriolen und Venolen vor, sodass im zentralen Bereich des Azinus die beste
Versorgung mit Sauerstoff bestent und in die Peripherie, entlang des
Blutflusses in Richtung der Zentralvene, demgemal} die Sauerstoffversorgung
schlechter wird (9; 32).

1.2 Pathologie und Verlauf des akuten Leberversagens durch
Paracetamol

Bei ausgepréagter Schadigung durch Toxine kommt es zu einem Untergang der
Hepatozyten sowohl durch Nekrose als auch durch Apoptose. Bei der Nekrose
schwillt die Zelle mit den Zellorganellen, was zu einem Verlust der
Membranstabilitat fuhrt. Bei der Apoptose kommt es zum Ablauf eines
physiologischen Prozesses, der ein Schrumpfen der Zelle und einen
anschlieBenden Abbau der Zelle durch Makrophagen bedingt (71).

Bei toxischer Schadigung des Hepatozyten und dessen Nekrose werden
Zytokine freigesetzt, welche zu einer Akkumulation von Leukozyten,
insbesondere neutrophiler Granulozyten, in den Lebersinusoiden fuhren. Die
Leukozyten wandern in das Lebergewebe ein. AnschlieBend kommt es zu einer
Lyse der geschadigten Zelle durch Anheftung und Degranulation des
Granulozyten mittels Induktion von oxidativem Stress in der Leberzelle (29).
Durch die von den neutrophilen Granulozyten in das Gewebe freigesetzten
Proteasen wandern weitere neutrophile Granulozyten in das Gewebe ein (29;
57), was wiederum zu einer verstarkten Entzindungsreaktion mit vermehrter
Nekrose fuhrt. Bei schnellem Ablauf dieser Schadigung kommt es zu einem
akuten Leberversagen, in dem die Leber ihre metabolischen Funktionen nicht
mehr ausreichend ausfiihren kann.

Das akute Leberversagen ist definiert als ein Krankheitsbild, das sowohl aus
einem Ausfall beziehungsweise einer schweren Storung der Leberfunktion als

auch dem Auftreten einer hepatischen Enzephalopathie besteht (52). Das akute
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Leberversagen wird in hyperakutes Leberversagen, wobei der Zeitraum
zwischen dem Auftreten des lkterus und der Enzephalopathie weniger als
sieben Tage betragt, akutes mit einer Latenzzeit von acht bis 28 Tagen, und
subakutes Leberversagen, mit einer Latenzzeit von 29 bis 84 Tagen, eingeteilt.
Diese drei Gruppen unterscheiden sich durch die Haufigkeit des Auftretens
eines Hirnbdems und ihrer Prognose. Das hyperakute und das akute
Leberversagen haben dabei eine hohe Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines
Hirnédemes, wobei das  akute Leberversagen eine  geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als das hyperakute hat. Die Prognose des
subakuten Leberversagens ist ebenfalls schlecht, allerdings ist hier das
Hirnédem haufig nicht so vital bedrohend ausgepragt (52). Das akute
Leberversagen zeigt in der Folge haufig ein Multiorganversagen mit
Kreislaufschock, Nierenversagen und respiratorischer Insuffizienz (5; 41). Durch
den Ausfall der Synthesefunktion der Leber wird auch eine Koagulopathie
hervorgerufen, die Komplikationen verursachen und spezielle therapeutische
Malnahmen nétig machen kann (54).

Die hepatische Enzephalopathie ist ein mit chronischem oder akuten
Leberversagen beziehungsweise einem groReren portosystemischen Shunt
zusammen auftretendes neuropsychiatrisches Krankheitsbild, das in die
Stadien | - IV eingeteilt wird und dessen Prognose mit dem jeweiligen Stadium
korreliert (72; 73).

In einer Studie, die von 2002 bis 2008 im Ruhrgebiet in Nordrhein-Westfalen die
Falle akuten Leberversagens untersuchte (11), betrug der Anteil der
medikamenteninduzierten akuten Leberversagen 39,6 Prozent, weitere
Ursachen waren virale Hepatitiden (23,1 Prozent), heterogene Ursachen (16,4
Prozent) und in 20,9 Prozent konnte keine Ursache ermittelt werden. Insgesamt
war das akute Leberversagen in 16,4 Prozent der Falle durch Paracetamol
induziert. Eine spontane Regeneration konnte in 66,4 Prozent festgestellt
werden, wahrend 33,6 Prozent nicht spontan regenerierten. Es erhielten 19,4
Prozent eine Lebertransplantation. 18,7 Prozent der gesamten Patienten

verstarben.
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Paracetamol (Acetaminophen) gehdrt zur Klasse nicht-sauren antipyretischen
Analgetika. Die Eigenschaften sind denen der Acetylsalicylsaure ahnlich, beide
wirken analgetisch und antipyretisch. Paracetamol wirkt dabei Uber eine
Hemmung der Cyclooxygenase im zentralen Nervensystem (1). Paracetamol
wird nach meist oraler Aufnahme vollstandig in der Leber metabolisiert, indem
Schwefelsaure- und Glucuronséaurekonjugate gebildet werden, die dann Uber
die Niere ausgeschieden werden (1). Seine Toxizitat entwickelt Paracetamol
erst Uber einen Metaboliten, das N-Acetyl-p-benzochinonimin, der Gber ein
Enzym des P450-Oxygenase-System (CYP2E1) gebildet wird (30; 20). Bei
ausreichender Glutathionmenge in der Leber wird dieser Metabolit
normalerweise eliminiert und als Mercaptursdurekonjugat Uber die Niere
ausgeschieden. Im Falle, dass die Glutathionreserven erschoépft sind, vor allem
also bei starker Uberdosierung des Paracetamols, bindet das N-Acetyl-p-
benzochinonimin kovalent an Proteine in den Leberzellen (1). Des Weiteren
kommt es zu einem Anstieg reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffgruppen und
einer Stérung des intrazellularen Calciumstoffwechsels. Daraus resultiert eine
erhbhte Permeabiltitdit der Mitochondrienmembran und ein Absinken der
Konzentration des Adenosin-tri-Phosphates, was zu einer Nekrose der
Hepatozyten fiihrt (24). Eine weitere Wirkung, die bei einer Uberdosis von
Paracetamol auftreten kann, ist eine Schadigung der Niere, insbesondere eine
tubulare Nekrose (23; 32; 44). Das typische morphologische Schadigungs-
muster einer durch Paracetamol bedingten toxischen Hepatose ist eine
zentrolobulére Nekrose, die sich bei ausgepréagter Schadigung nach peripher
ausbreitet (40).

1.3 Regeneration der Leber und Therapie des akuten
Leberversagens

Die Leber zeigt im Fall einer toxischen Hepatose bestimmte Schadigungs- und
Regenerationsmuster, fur die das einwirkende Toxin nicht spezifisch ist. Bei den
hepatotoxischen reaktiven Metaboliten, wie zum Beispiel den Metaboliten des
Paracetamols, konzentriert sich die zytotoxische Reaktion zuerst auf das
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Zentrum des L&ppchens, das eine hohere Konzentration des P450-
Enzymsytems und somit auch eine hohere Konzentration an zytotoxischen
Metaboliten aufweist (24; 33).

Die Regeneration bei zentrolobularen Nekrosen, also auch Dbei
Paracetamolintoxikationen, beginnt in den Bereichen des Lappchens um die
Periportalfelder um sich anschlieRend Uber den intermediaren Bereich des
Lappchens in den zentralen Bereich auszubreiten (40). Auch bei sehr
ausgepragten Nekrosen finden sich noch intakte Hepatozyten im Bereich der
Periportalfelder. Von dort beginnt die Regeneration durch Teilung der
Hepatozyten. Bei  Paracetamolintoxikationen ist bei ausreichender
Uberlebenszeit auch eine vollstandige Regeneration des Lebergewebes zu
erwarten (56).

In tierexperimentellen Studien wurde ein zusatzlicher Regenerations-
mechanismus gezeigt (82). Bei Hemmung der Zellteilung der Hepatozyten
durch N2-Acetylaminofluoren und Zufligung eines zentrolobuldren Schadens
durch Tetrachlorkohlenstoff fand die Regeneration der Leber Uber einen
Stammzellpool, die ovalen Zellen, statt (82). Allerdings verlief diese
Regeneration ohne Hemmung der Zellteilung in zwei Phasen, indem in den
ersten 48 Stunden sich die vorhandenen Hepatozyten teilten und danach Zellen
aus den Periportalfeldern in das Leberlappchen vorwuchsen und sich in
Leberzellen differenzierten (75).

In weiteren Untersuchungen wurden Leberlappchen mittels eines Markers fir
Gallengange, Cytokeratin 19, untersucht und eine Leber mit massiver Nekrose
durch Paracetamolintoxikation mit gesunden Lebern verglichen. Hierbei stellte
sich bei den gesunden Lebern heraus, dass Uber 90 Prozent der CK19-
positiven Zellen in dem Bereich um das Periortalfeld in Verbindung standen und
an mindestens einen Gallengang anschlossen. Bei der Leber mit der massiven
Nekrose wurden deutlich mehr CK19 positive Zellen nachgewiesen, die
ebenfalls grofitenteils zusammenhingen. Dies lieR auf Vorlauferzellen mit
Ursprung in den Gallengangen schlie3en, die in den Leberlappchen vorhanden
sind und bei Leberzelluntergang stark zu proliferieren beginnen (69).
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Zusammenfassend ist aber bei dem durch Paracetamol induzierten
Leberversagen im Wesentlichen von der Regeneration in der Akutphase durch
Teilung der noch vorhandenen periportalen Hepatozyten auszugehen (40; 56).
Die Mdoglichkeit einer effektiven Therapie ist im akuten Leberversagen, zum
Beispiel bei Paracetamolintoxikationen, entscheidend. Insbesondere hat es eine
besondere Bedeutung, das Uberleben im Leberversagen zu verlangern um
maoglicherweise eine spontane Regeneration ohne Lebertransplantation zu
erreichen (56).

Bei einem durch Paracetamol induzierten Leberversagen stehen zuerst neben
anamnestischen Angaben die Vitalparameter im Vordergrund, da ein akuter
Ausfall der Leber zu einem Kreislaufschock fuhren kann. Im Labor sind die
Parameter zu beachten, die einen Zerfall von Lebergewebe anzeigen wie zum
Beispiel die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und die Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT), aber auch Leberfunktionsparameter wie der
Quickwert, der Albuminwert und der Ammoniakwert. Im weiteren Verlauf spielt
dann die Auspragung der hepatischen Enzephalopathie eine entscheidende
prognostische Rolle. Zur Abschatzung des Verlaufs kann eine Leberbiopsie
erwogen werden, um das quantitative Ausmald der Lebernekrose abschéatzen
zu koénnen. In Zusammenschau dieser Befunde miissen die Therapieoptionen
bedacht werden, allen voran natirlich die Lebertransplantation (55).

Aktivkohle ist in der Akuttherapie eine der ersten Optionen um die Resorption
noch im Darm befindlichen Paracetamols zu verhindern (8; 62). Ein weiterer
wichtiger Therapieansatz ist die Gabe von N-Acetylcystein. In der frihen
Therapie verhindert es, dass der Glutathionpool aufgebraucht wird und somit
Paracetamol durch Metabolisierung seine toxische Wirkung komplett entfalten
kann. Bei Paracetamolintoxikation bindet N-Acetylcystein Uber seine SH-
Gruppe an das N-Acetyl-p-benzochinonimin  &hnlich wie bei der
Glutathionkonjugation und verhindert die Proteinbindung (1). Zudem hat N-
Acetylcystein einen positiven Effekt auf den mitochondrialen
Energiestoffwechsel (61). Es gibt aber noch keine Evidenz, welches
Therapieschema beim Einsatz des N-Acetylcysteins zu bevorzugen ist (8). Der

positive Effekt auf das Uberleben ist deutlich, allerdings sollte bei
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fortgeschrittener Enzephalopathie eine Lebertransplantation durchgefihrt
werden, da hier das N-Acetylcystein keinen positiven Effekt mehr hat (42).
Einen positiven Effekt zeigt das N-Acetylcystein einigen Studien gemaf auch,
wenn es mehr als zehn Stunden nach Einnahme der Uberdosis von
Paracetamol verabreicht wurde (21; 58). Bei zeitlich ausgedehnterer Gabe des
N-Acetylcysteins wurde von YANG et al. tierexperimentell eine verschlechterte
Regeneration der Leber beschrieben als bei kiirzerer Anwendung (81).

Eine weitere Moglichkeit der Therapie in der Akutphase sind Leber-
unterstitzungsverfahren. Die Madoglichkeiten reichen von der temporéaren
Transplantation einer Fremdleber bis zur Regeneration der eigenen Leber des
Patienten, Uber Bioreaktoren mit Heptozyten bis hin zu Verfahren zu den
Leberdialyseverfahren wie zum Beispiel das Molecular Adsorbent Recirculating
System (MARS). Im Klinischen Alltag ist das MARS-System das am haufigsten
angewandte Leberersatzverfahren (79).

Das MARS wird in mehreren Studien als effizient in der Therapie des akuten
Leberversagens beschrieben. Es kam haufig bei Patienten mit akutem
Leberversagen zum Einsatz, die noch auf ein Spenderorgan warteten. In
diesem Zusammenhang zeigte sich in einigen Studien auch ein Vorteil in der
spontanen Regeneration unter MARS-Therapie, da bei mehr Patienten als
erwartet die Leber wieder ihre Funktion aufnahm (10; 50; 51). Das MARS
bedient sich als Grundlage der Filtration an Albumin gebundener Toxine mittels
eines Parallelkreislaufs, der durch eine spezielle Membran vom Blut getrennt ist
und als semipermeable Membran nur den Durchtritt bestimmter Substanzen
erlaubt. Das in diesem zirkulierende Albumin wird mittels zweier Filter von den
gebundenen Toxinen gereinigt. Mittels der Beschaffenheit der Poren in der
Membran zwischen Blutkreislauf und Albuminkreislauf kann der Ubertritt
bestimmter Giftstoffe, aber auch von Zytokinen in den Albuminkreislauf reguliert
werden (47). Das MARS ermoglicht zusatzlich eine Regulation des Flissigkeits-
haushalts, so dass bei entsprechendem Bedarf mehr Flussigkeit abfiltriert
werden kann (65; 74).
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1.4 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es die histologischen Verdnderungen und die
Regeneration, die mittels Immunhistochemie ermittelt wurde, im zeitlichen
Verlauf darzustellen und mit der Uberlebensdauer der Tiere im akuten
paracetamolinduzierten Leberversagen in Bezug zu setzen. Hierbei werden die
in der Tierstudie eingesetzten MARS-Therapien untereinander und mit einer
Kontrollgruppe verglichen. Die histologische Auswertung wird nach den
Kriterien der Ausdehnung der Nekrose, der Menge der infiltrierenden
Leukozyten und der immunhistochemisch bestimmten Proliferationsrate

durchgefuhrt.

2 Material und Methoden

2.1 Material

Die im Folgenden zur Durchfuihrung der Tierversuche aufgeflihrten Materialien

finden alle auch Verwendung in der Humanmedizin.

2.1.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit weiblichen Schweinen der deutschen Landrasse
durchgefiihrt. Das mittlere Gewicht der Tiere betrug 34 + 5 kg. Die Versuche

wurden vom zustandigen Regierungsprasidium genehmigt.

2.1.2 Technische Gerate

Zur Beatmung, Uberwachung, Blutgasanalyse und Operation wurden folgende

Gerate eingesetzt:

Gerat Handelsname Firma

Beatmungsgerat Kion SC 9000XL Siemens
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Gerat Handelsname Firma

Uberwachungsmonitor | IntelliVue MP50 Philips
Anesthesia

Blutgasanalysegerat ABL 800 Flex Radiometer

Elektrokauter Erbotom 400 C Erbe

Tabelle 1: Technische Gerate

2.1.3 Sonden und Katheter

Zum invasiven Monitoring, zur Infusionsgabe, zur Paracetamolgabe und zum

Harnableiten wurden folgende Materialien eingesetzt:

Material Produktname Firma
Arterieller Katheter Leader-Cath®; Vygon

4,5 Fr/1,5mm; 25 ¢
Shaldon-Katheter Blue Flex Tip® Arrow int.
Blasenkatheter Absaugkatheter 14CH Tyco Healthcare
Darmkatheter Absaugkatheter 14CH Tyco Healthcare
Magensonde Kendall  Argyle ™ Tyco Healthcare

Saugerschlauch

Temperatursonde IntelliVue Philips

Tabelle 2: Sonden und Katheter

2.1.4 Medikamente

Zur Anasthesie und Therapie wurden folgende Medikamente eingesetzt:

Wirkstoff Handelsname Firma

Atropinsulfat 0,5 mg/ml Kodhler Chemie

Azaperon 4% Stresnil® Janssen
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Wirkstoff
Calciumchlorid 5,5%

Ceftriaxon 2 g

Erythrozytenkonzentrat
300 ml

Fentanylcitrat 50 pg/mi

Fresh frozen plasma
300 ml

Furosemid-Natrium,
10 mg/ml

Glukose-Monohydrat 20%

Heparin-Natrium
10000 I.E./ml

Hydroxyethylstarkelésung
6% 500 ml

Kaliumchlorid-Losung 1 M

Ketaminhydrochlorid
100 mg/ml

Magnesiumbishydrogen-I-
Glutamat

Midazolam-Hydrochlorid
5 mg/ml

Isotone Kochsalzlésung
0,9%

Natriumhydrogencarbonat
8,4%

Norepinephrin Img/ml

Paracetamol 500 mg
Tabletten

Propofol 1%

Handelsname

Calciumchlorid 5,5 %
Baxter

Ceftriaxon-Hexal®

Fentanyl-Ratiopharm®

Lasix®

G20 Glukosteril®

Heparin-Natrium Braun
,Multi*

Voluven®

1 M-Kaliumchlorid-
LOsung Baxter

Ursotamin®

Magnesium Verla®

Midazolam-
Ratiopharm®

Natrium-Chlorid Losung
0,9%

NaBic®

Arterenol®

Paracetamol-
ratiopharm®

Propofol-Fresenius

Tabelle 3: Medikamente fur Andsthesie und Therapie

Firma

Baxter

Hexal

Ratiopharm

Aventis

Fresenius Kabi

B. Braun

Fresenius Kabi

Baxter

Serumwerk Bernburg

Verla

Ratiopharm

Fresenius Kabi

B.Braun

Sanofi Aventis

Ratiopharm

Fresenius Kabi
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2.1.5 MARS-Systeme

Fur die Versuche wurden drei verschiedene Varianten des MARS-Systems
(Variante 1, 2 und 3) verwendet. Bei der Variante 3 erfolgt die Filtration auf
Liposomen basiert. Die weiteren Unterschiede konnen hier aus patent-
rechtlichen Griinden nicht aufgefuihrt werden.

Fir die Behandlung mit dem MARS wurden folgende Komponenten verwendet:

Material Handelsname Firma
Dialysatlosung Haemosol/BO Hospal
Extrakorporale Blutpumpe | Prisma CFM Hospal
Glucose-Monohydrat 5% G5 Glucosteril® Fresenius Kabi
MARS®-Monitor Gambro
MARS®-Behandlungsset Gambro
N-Acetylcystein 20% Fluimucil® Zambon

Tabelle 4: Gerate und Lésungen fir die MARS-Therapie

2.1.6 Histologie und Immunhistochemie der Leberbiopsien

Fur die HE-Farbung und die immunhistochemischen Reaktionen wurden
folgende Materialien, die in der Tabelle dargestellt sind, verwendet.

Reagenz Firma

monoklonal mouse anti human Ki-67  Dako, Hamburg
Antigen Clone MIB-1

Xylol SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
Ethanol MERCK, Darmstadt
PBS SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

10 mM Citrat Puffer MERCK, Darmstadt
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Reagenz Firma

rabbit serum R9133 SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
BSA (Bovine serum albumin) SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
TBS (Tris-buffered saline) SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

Antikorper rabbit anti mouse Ig Z0259 Dako, Hamburg

New Fuchsin KO698 Dako, Hamburg

Mayer’s Hamalaun MERCK, Darmstadt

Kaiser’s Glyceringelatine SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
Eosin Merck, Darmstadt

APAAP mouse monoclonal D0651 Dako, Hamburg
Antikdrper

Tabelle 5: Reagenzien und Antikorper fur die Aufbereitung der Leberbiopsien

2.1.7 Computerprogramme

Statistik und Diagramme: Jump 6.0 von SAS Institute und GraphPad Prism 5

von GraphPad Software.

2.2 Methoden
2.2.1 Tiermodell

Die Durchfiihrung war auf Antrag von der zustandigen Stelle des Regierungs-
prasidium Tubingen genehmigt worden. Die Tierschutzbestimmungen wurden

zu jeder Zeit im Umgang mit den Tieren eingehalten.

2.2.1.1 Vorbereitung
Zur Vorbereitung des Versuchs wurden die Tiere nichtern gehalten. Eine
Pramedikation der Tiere erfolgte anschlieRend mit Atropinsulfat (0,05 mg/ kg

KG i.m.) und Azaperon (3 mg/kg KG i.m.). Es wurde ein peripherer Venen-
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katheter in eine Ohrvene gelegt und durch diesen Propofol (1 - 1,3 mg/kg KG
I.v.) gegeben. Im Anschluss wurden bei ausreichender Sedierung des Tieres
die orotracheale Intubation und das Einlegen einer Magensonde durch einen
Veterinarmediziner durchgefuhrt. Die Tiere wurden auf einem Tisch auf dem
Rucken gelagert. In dem Tisch war eine Aussparung fiur die Ohren der Tiere.
Sediert wurden die Tiere abhéngig vom Korpergewicht mit Ketamin (15
mg/kg/h), Midazolam (0.9 mg/kg/h) und Fentanyl (0.02 mg/kg/h) jeweils Uber
einen Perfusor. Beatmet wurden die Tiere maschinell druckkontrolliert mit
einem Luft/Sauerstoffgemisch mit einem Tidalvolumen von 6-12 ml/kg und einer
Frequenz von 8 - 15 Zigen pro Minute.

Nach Préparation der Arteria carotis interna auf einer Seite wurde ein arterieller
Katheter eingelegt und mittels Druckmodul eine arterielle Blutdruckmessung
durchgefuhrt. In die Venae jugulares externae beiderseits wurden nach
Praparation jeweils dreilumige Shaldonkatheter eingebracht und auf einer Seite
ein Druckmodul zur Bestimmung des zentralventsen Druckes angebracht. Die
Zufuhr von Narkotika und Infusionen sowie die Dialyse erfolgten Uber die
Shaldonkatheter.

Es erfolgte eine mediane Laparotomie woriiber ein Blasenkatheter in die
Harnblase und eine Applikationssonde fir das Paracetamol in das proximale

Jejunum eingebracht wurden.

2.2.1.2 Induktion des Leberversagens

Nach Abschluss der Vorbereitungen wurde den Tieren ein Bolus von 0,25 g pro
Kilogramm Korpergewicht Paracetamol in 50 ml Wasser uber die Jejunalsonde
gegeben. Die Erhaltungsdosis betrug 2 g/h in 10 ml Wasser gelést. Alle vier
Stunden erfolgte eine Bestimmung des Plasmaspiegels des Paracetamols
durch das Zentrallabor der Universitatsklinik Tubingen. Die angestrebte
Plasmakonzentration betrug 300 mg bis 450 mg/l. Bei Uber- oder
Unterschreiten der Plasmakonzentration konnte die stiindliche Erhaltungsdosis
variiert werden. Das definierte Leberversagen war bei einem INR-Wert
(International Normalized Ratio) > 1,5 erreicht und die Paracetamolgaben

wurden gestoppt.
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2.2.1.3 Intensivmedizinische Uberwachung

Zur Uberwachung wurden ein Elektrokardiogramm (EKG), der arterielle
Mitteldruck  (MAP), der zentralvenése Druck (ZvD) und die
Beatmungsparameter, die am Beatmungsgerat abgelesen werden konnten,
herangezogen. Zur Bilanzierung wurden Ein- und Ausfuhr dokumentiert. Die
Messung der Temperatur erfolgte durch eine rektale Sonde. Die
Sauerstoffsattigung (SpO2) wurde am Schwanz des Tieres gemessen. Von der
Beatmung wurden der inspiratorische Spitzendruck (PIP), der positive
endexspiratorische Druck (PEEP), der Gehalt an Kohlendioxid der Atemluft und
die Sauerstoffkonzentration der Beatmungsluft (FiO2) dokumentiert. Stindlich
und bei Bedarf wurde eine Blutgasanalyse aus arteriellem Blut durchgefihrt.
Die Therapie erfolgte angepasst an die einzelnen Uberwachungsparameter.
Blut wurde vor der ersten Paracetamolgabe sowie anschlielend alle acht
Stunden entnhommen und zur Diagnostik in das Zentrallabor der
Universitatsklinik Tubingen verschickt. Dort erfolgte eine Bestimmung der
Hamoglobinkonzentration, des Hamatokritwertes, der Erythrozytenzahl, der
Leukozytenzahl, der Thrombozytenkonzentration, des Gesamteiweild, des
Albumins, des Gesamtbilirubins, des Bilirubins direkt, der Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT), der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), der
Laktatdehydrogenase (LDH), der alkalischen Phosphatase (AP), der Gamma-
Glutamyl-Transferase (GGT), des Kreatinins, des Harnstoffs und des
Ammoniakspiegels. Die Gerinnungsparameter (INR, partielle Thrombo-

plastinzeit) und der Paracetamolspiegel wurden alle vier Stunden bestimmt.

2.2.1.4 Intensivmedizinische Therapie

Volumentherapie erfolgte auf die individuelle Situation angepasst mit 0,9 %
NaCl-Lésung, 6% Hydroxyaethylstarkelésung und bei einem Hamoglobin-Abfall
unter 6 g/dl wurden Erythrozytenkonzentrate aus Schweineblut transfundiert.
Zur Aufrechterhaltung des arteriellen Mitteldrucks bei einem Wert von 50 bis 70
mmHg wurde nach Bedarf Norepinephrin Uber einen Perfusor gegeben.

Metabolische Azidosen wurden mittels 8,4% Natrium-Bicarbonat ausgeglichen.
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Alle 24 Stunden wurden zwei Gramm Ceftriaxon zur Sepsisprophylaxe
intravenos gegeben.

2.2.1.5 Gewinnung der Gewebeproben

Alle 24 Stunden wurde der Bauchraum durch die mediane Laparotomie eréffnet
und ein Keil der Grosse 10x10x5 mm aus dem Rand der Leber geschnitten. Der
Schnittrand an der Leber wurde elektrisch koaguliert und die Bauchhdohle
verschlossen. Das gewonnene Lebergewebe wurde in Formaldehydldsung mit

einer Konzentration von 4 % fixiert.

2.2.1.6 Therapiegruppen und MARS-Therapie

Insgesamt wurden 28 Tiere in vier Gruppen mit jeweils sieben Tieren durch
Blockrandomisierung eingeteilt. Bis zum Eintritt des definierten Leberversagens
erfuhren alle Tiere die gleiche intensivmedizinische Therapie. Erst bei Eintritt
des Leberversagens wurde die Zugehdrigkeit zu einer Therapiegruppe bekannt
gegeben, anschlie3end unterschieden sich die therapeutischen Maflinahmen.
Kontrollgruppe: Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten nach Eintritt des
Leberversagens Fresh Frozen Plasma (FFP) nach Bedarf, die weitere
intensivmedizinische Therapie wurde individuell angepasst weitergefihrt.

Bei Variante 1 und Variante 2 wurden direkt nach Eintritt des Leberversagens
drei FFP innerhalb von zwei Stunden infundiert, anschlieend begann die
jeweilige MARS-Therapie, die tUber sechs Stunden ging.

Bei Variante 3 erhielten die Tiere bei Eintritt des Leberversagens ebenfalls drei
FFP, zeitgleich begann eine dreiphasige Therapie mit dem Paracetamolantidot
N-Acetylcystein. In der ersten Phase wurden 150 mg/kg KG in 200 ml G5-
Glukoselésung innerhalb von 15 Minuten gegeben. Die zweite Phase bestand
aus einer Gabe von 50 mg/kg KG in 500 ml G5 Uber 4 Stunden. In den darauf
folgenden 16 Stunden wurde 100 mg/kg KG in 1000 ml G5-Glukoselésung
gegeben. Parallel zur N-Acetylcysteingabe in Phase drei wurde die Therapie mit
der MARS-Variante 3 durchgefihrt.

Die Flussraten des Blutes bei der Dialysebehandlung betrugen 55 bis 100
ml/min, die Flussrate des Dialysats betrug 250 ml/min. Ein erneuter Zyklus der
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MARS-Therapie wurde bei entsprechender Uberlebenszeit 24 Stunden nach
Beginn des ersten Zyklus durchgefthrt.

2.2.2 Aufbereitung der Leberbiopsien

Das Ki-67-Protein ist ein Protein, das wéahrend der G1-, S-, G2- und M-Phase
des Zellzyklus im Zellkern vorhanden ist und immunhistochemisch
nachgewiesen werden kann, als Zeichen das sich die Zelle in der Proliferation
befindet. In nicht proliferierenden Zellen in der GO-Phase ist das Protein nicht
nachweisbar (63).

Fir die immunhistochemische Reaktion fir das Ki-67 Antigen wurden die
Schnitte zum entparaffinieren dreimal fir funf Minuten in  Xylol und
anschlieBend zweimal fur funf Minuten in einhundertprozentigem Alkohol
getaucht. Danach wurden die Schnitte fiir jeweils drei Minuten in 96-prozentigen
und 70-prozentigen Alkohol getaucht um zuletzt finf Minuten in PBS-Puffer
gewaschen zu werden.

Als nachster Schritte folgte die Antigendemaskierung, woflr die Objekttrager fur
20 Minuten bei 95 bis 100 Grad Celsius in einem mit 10 mM Citratpuffer
vorgeheizten Dampfkochtopf inkubiert wurden. Nachdem die Objekttrager
anschlieBend auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurden sie noch mit
Phosphate Buffered Saline (PBS) zweimal fur jeweils drei Minuten gewaschen.
Zur weiteren Behandlung wurden die Schnitte mit PBS-Puffer, der mit 1,5
Prozent Rabbit Serum und einem Prozent Bovine Serum Albumin (BSA)
versetzt war, fur 30 Minuten nachbehandelt und die Lésung anschliel3end
abgekippt. Darauf erfolgte die Inkubation mit dem Antikérper gegen Ki-67
(Monoklonal mouse anti human Ki-67 Antigen Clone MIB-1, Firma Dako
Hamburg) der fir 24 Stunden mit einer Verdinnung von 1 zu 20 bei 4 Grad
Celsius einwirkte. Nach 24 Stunden erfolgte eine Spilung mit Tris-Buffered
Saline (TBS) fur drei mal funf Minuten. Die weiteren Schritte waren die
Behandlung der Objekttrager mit Antikorper Ig Z0259 als Sekundarantikorper
fur 30 Minuten und nach dreimaligem Spulen mit TBS erfolgte die Behandlung

mit dem Tertidrantikdrper-Kit (APAAP mouse monoclonal D0651 Antikorper), 1
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zu 50 in TBS mit einem Prozent BSA verdunnt, fur 35 Minuten und erneutem
dreimaligem Spulen mit TBS fur je finf Minuten. Die Antikdrperreaktion wurde
mit Neufuchsin sichtbar gemacht, sodass eine positive Reaktion gegen das Ki-
67-Antigen rot erscheint. Hierfir mussten die Schnitte fur 35 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur in der Neufuchsin-Losung (Substrat Dako New
Fuchsin K 0698) inkubiert werden. Anschlieend erfolgte erneutes dreimaliges
Waschen mit TBS fir je funf Minuten. Gegengefarbt wurden die Schnitte mit
Mayer’'s Hamalaun, dass 1 zu 10 in TBS verdunnt wurde, fir zehn Minuten.
Zuletzt erfolgte ein Waschen der Schnitte mit Leitungswasser fur zwei mal zwei
Minuten und Eindeckeln mit einem Deckglas mit Kaiser’s Glyceringelatine.

Fur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Schnitte wie oben beschrieben
entparaffiniert und in eine Hamalaun-Lésung fir sechs Minuten fir die
Kernfarbung gestellt und danach fur zehn Minuten in Leitungswasser zum
Blauen gespult und dann mit Aqua destillata gewaschent. Anschlie3end erfolgte
die Farbung in einer Eosinlésung (0,1% in Aqua destillata) fir zehn Minuten und
ein erneutes Auswaschen mit Leitungswasser fir funf Minuten. Danach erfolgte
ein erneutes Entwassern durch kurzes Eintauchen der Schnittpraparate in eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und in Xylol fir drei Minuten.
Zuletzt wurden die Schnitte mit Kaiser’s Glycerolgelatine und einem Deckglas

eingedeckelt.

2.2.3 Auswertung der Leberbiopsien

Die Auswertung erfolgte unter einem Lichtmikroskop. Es wurden zur
Auswertung Lappchen ausgewahlt, die unter zweihundertfacher Vergrof3erung
ein Gesichtsfeld mit ihrer Grol3e nicht Uberschritten was einer GroéRe von
ungefdhr 800-1000 Mikrometern entspricht, aber auch nicht deutlich
unterschritten, da hierdurch eine Vergleichbarkeit der Lappchen beziglich der
Zoneneinteilung gegeben ist, was bei unterschiedlicher Groéf3e der Lappchen
nicht gegeben wére. Die Lappchen wurden in drei Zonen geteilt, eine ul3ere
Zone (Zone 1), eine intermediare (Zone Il) und eine zentrale (Zone Ill). Die

innere Zone befand sich direkt um die Zentralvene, die beiden anderen Zonen
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schlossen sich nach auf3en hin an. Zur Einteilung der Zonen wurde der Abstand
der Zentralvene zum Lappchenrand in drei gleich grof3e Abschnitte in jede

Richtung geteilt, wie man in der folgenden Abbildung 2 sehen kann.

N
.

S

Abbildung 2: Schematische Abbildung eines Leberlappchens mit Darstellung der

Zonen I, Il und lll. Die Zentralvene wird durch den roten Kreis dargestellt.

Die Ausdehnung der Nekrose wurde nach dem vorherrschenden Zustand des
Lappchens in der jeweiligen Zone beurteilt. Aufgrund der Ausdehnung der
Nekrose von innen nach auf3en wurde einer Nekrose in der zentralen Zone Il
der Buchstabe b zugeordnet, einer Nekrose in den beiden inneren Zonen der
Buchstabe ¢ und einer Nekrose in allen Zonen der Buchstabe d. Lappchen
ohne Nekrose wurden mit dem Buchstaben a bezeichnet (Abbildung 3). Zur
statistischen Auswertung wurde a die Zahl 0, b die Zahl 1, c die Zahl 2 und d

die Zahl 3 zugeordnet.
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Abbildung 3: Bewertung der Nekrose nach Ausmalf’: Stadium a: keine Nekrose;
Stadium b: nur zentrale Nekrose; Stadium c: Nekrose der beiden inneren Zonen;
Stadium d: Nekrose in allen drei Zonen (HE 200 fache VergroRerung, Bildausschnitte).
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Die Auszahlung KI-67-positiver Zellen erfolgte ebenfalls anhand der Zonen-
einteilung. So konnten die Lappchen nach der jeweiligen Zone und der
Gesamtsumme des Lappchens ausgewertet werden. Wie in Abbildung 4 zu
sehen ist, stellen sich die Ki-67-positiven Zellkerne rot dar. Es wurden nur
Zellen gezahlt, die morphologisch sicher Hepatozyten sind. Es wurde ein
Proliferationsindex aus den positiven Zellen geteilt durch die Gesamtzahl der
Zellen in der Zone gebildet und anschlie3end als Prozentwert angegeben. Es

wurden pro Biopsie finf Lappchen ausgewertet.

. . ® 9 ' % 500 pm

Abbildung 4: Ki-67-positive Zellkerne (rot) in einem Leberlappchen (Immunhisto-
chemische Reaktion fur Ki-67, 200fache Vergro3erung)

Leukozyteninfiltrate: Die Einteilung der Leukozyten die in den Leberlappchen
vorhanden sind, insbesondere in den Sinusoiden erfolgte mittels einer
semiquantitativen Abschatzung so entspricht der Buchstabe x einer mittleren
Anzahl an Leukozyten, die Kennzeichnung O fur deutlich verminderte Anzahl
und die Kennzeichnung xx flr eine vermehrte Leukozytenzahl in den Lappchen
einschliellich der Sinusoide. Zur statistischen Auswertung wurde x die Zahl 1,

xx die Zahl 2 und 0 entsprechend die Zahl 0 zugeordnet.
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Lek tenmenge 0

Abbildung 5: Bewertung der Leukozytenmenge: Wertung O: Vereinzelte oder gar keine
Leukozyten; Wertung X: Mittlere Anzahl an Leukozyten; Wertung XX: Deutlich
vermehrt Leukozyten feststellbar (200 fache VergréfRerung, Bildausschnitte)
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2.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der multiplen Gruppen erfolgte mittels dem nicht-
parametrischen und Bonferoni-adjustierten Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test in
Jump 6.0, das Signifikanzniveau lag bei p<0,05. Damit konnte statistisch
gezeigt werden, ob alle Proben derselben Grundgesamtheit entstammen, ein
paarweiser Mittelwertvergleich konnte bei fehlendem Nachweis einer
Normalverteilung bei kleiner Fallzahl nicht durchgefiihrt werden.

Die Analyse der Dauer des Leberversagens erfolgte nach Kaplan-Meier und
wurde mittels eines Log-Rang-Tests statistisch.

Die Grafiken wurden mittels Jump 6.0 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der Uberlebenszeiten im Leberversagen

Die unten abgebildete Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (Abbildung 6) zeigt die

vier Vergleichsgruppen.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Diagramm der Dauer des Leberversagens nach Therapie-
gruppen

Die Uberlebenszeit bei Variante 1 war mit einer mittleren Uberlebenszeit im
Leberversagen von 17,2 (+ 5,2) Stunden deutlich kiirzer als die Uberlebenszeit
in den anderen Gruppen.

Die Variante 2 lag mit 22,3 (+4,0) Stunden Uberlebenszeit im Leberversagen in
einem ahnlichen Zeitrahmen mit der Kontrollgruppe mit 22,7 (x5,3) Stunden.
Die langste mittlere Uberlebenszeit gab es bei Variante 3. Diese betrug 32,4
(x10,9) Stunden.

Der Log-Rang-Test ergab ein signifikantes Ergebnis (p<0,0001).
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3.2 Auswertung der Nekrose:

Die Nekrose beginnt bei einer Paracetamolintoxikation zentrolobuléar, also in
dem Bereich um die Zentralvene, und setzt sich nach auf3en hin fort. In den
histologischen Praparaten konnte dieser Verlauf ebenfalls beobachtet werden.
Die Auswertung zeigte, wie im Verlauf die Ausdehnung nekrotischer Areale
zunahm und bei Exitus die meisten Lappchen komplett oder zum gréReren Teil
nekrotisch waren (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Ausbreitung der Nekrose (a: ohne Nekrose b: nur
zentrale Nekrose c: Nekrose zentral und intermediar d: vollstdndige Lappchennekrose)

Man sah im zeitlichen Verlauf der Nekroseausdehnung (Abbildung 7) am
ersten Tag nach Vergiftung bereits komplett nekrotische L&appchen
entsprechend der Kategorie d (10 von 140 Lappchen), der grol3te Teil der
Leberlappchen wies jedoch keine nekrotischen Areale entsprechend Kategorie
a (122 von 140) auf. 48 Stunden nach Vergiftung hatte die Zahl der
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nekrotischen Lappchen (34/55) deutlich zugenommen, wobei jedoch keine
komplett nekrotischen Lappchen mehr zu finden waren. Nach 72 Stunden
lebten nur noch zwei Tiere bei Variante 3, sodass dieser Wert in der
Auswertung auller Acht gelassen wurde. Bei Exitus fanden sich im
Uberwiegenden Teil der ausgewerteten Lappchen Nekrosen, davon wiesen
wiederum der grof3e Teil der Lappchen ausgepragte (Kategorie c) (47/130) oder
totale Nekrosen (Kategorie d) (58/130) auf.

Die Abbildung 8 zeigt den weiteren zeitlichen Verlauf der mittleren Nekrosen-
ausbreitung, hier sieht man, dass die grofdte Ausdehnung der Nekrose bei
Exitus zu finden ist. Der Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test ergab ein signifikantes
Ergebnis (p<0,0001).
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der Nekroseausdehnung (0: keine Nekrose; 1: nur
zentrale Nekrose; 2: Nekrose der beiden inneren Zonen; 3: vollstandige L&ppchen-
nekrose; rote Linien: Standardabweichung; griine Linien: Standardfehler)
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3.2.1 Vergleich der Nekrose unter MARS-Therapie

Nach 48 Stunden sah man einen signifikanten Unterschied (Wilcoxon —Kruskal-
Wallis-Test p<0,0001). Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, zeigte sich der
deutlichste Unterschied zwischen einerseits der Kontrollgruppe und Variante 3
und andererseits Variante 1 und 2. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sich bei
Variante 1 in allen finf betrachteten Leberlappchen eine Nekrose in den beiden
inneren Zonen (Kategorie c). Die Variante 2 hatte ebenfalls in allen Lappchen
Nekrose, in dieser Gruppe hatten finf L&ppchen eine zentrale Nekrose
(Kategorie b), zehn Lappchen zeigten eine Nekrose in den inneren beiden
Zonen (Kategorie c). Bei Variante 3 zeigten sich keine Lappchen mit
ausgedehnter Nekrose, es fanden sich aber Lappchen mit nur zentraler
Nekrose (Kategorie b) (11/25) oder Lappchen ohne Nekrose (Kategorie a)
(14/25). Die Kontrollgruppe hatte nach 48 Stunden anteilig die gréf3te Anzahl an
Lappchen ohne Nekrose (a) (7/10).

Auffallig war hier wieder die deutlich ausgedehntere Nekrose bei Variante 1 und

2 gegenuber der Variante 3 und der Kontroll-Gruppe.
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Abbildung 9: Ausmal} der Gesamtnekrose nach 48 Stunden nach Vergiftung in den
unterschiedlichen Therapiegruppen (rote Linien: Standardabweichung; griine Linien:
Standardfehler)
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Bei Exitus (Abbildung 10) fand sich eine andere Verteilung als nach 48
Stunden. Hier waren bezuglich wenig (Kategorie b) oder gar nicht betroffener
(Kategorie a) Lappchen die Kontroll-Gruppe und die Variante 3 wiederum
besser als die Variante 1 und 2 (8/35 bzw. 3/35 gegeniber jeweils 0/30 der
Kategorie a). Die Anteile komplett nekrotischer Lappchen (Kategorie d) waren
jedoch geringer bei Variante 1 (10/30) und Variante 2 (10/30) als bei Variante 3
(18/35) und der Kontrollgruppe (20/35). Der Anteil wenig nekrotischer, also nur
in der zentralen Zone 1l (b), oder gar nicht nekrotischer Lappchen (a) war bei
Variante 3 und der Kontroll-Gruppe aber deutlich hoher als in den beiden
anderen Gruppen, wobei dieser Anteil bei Variante 3 der hochste war. Das
Ausmald der Nekrose unterschied sich zwischen den Gruppen bei Exitus nicht

hier nicht signifikant (Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test p = 0,5).
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Abbildung 10: Ausdehnung der Nekrose bei Exitus nach Therapiegruppe (rote Linien:
Standardabweichung; grine Linie: Standardfehler)
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Nach 48 Stunden (Abbildung 11) sah man die deutlich geringere
Uberlebensdauer der Tiere mit Nekrose der beiden inneren Zonen (c)
gegenuber den weniger (b) oder gar nicht ausgepragten Nekrosen (a), der
Unterschied zwischen den Tieren mit gering ausgepragter Nekrose und gar

keiner Nekrose war gering.
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Abbildung 11: AusmaR der Nekrose im Verhéltnis zum Uberleben im Leberversagen
nach 48 Stunden (a: ohne Nekrose b: nur zentrale Nekrose, c: Nekrose zentral und
intermediar), log-Rang-Test: p=0,00005

Zusammenfassend ergibt sich aus diesem Teil der Auswertung, dass die
Variante 3 im Zusammenhang mit der Uberlebenszeit im Leberversagen
deutliche Vorteile aufwies, was auch mit dem gunstigeren Verlauf der Nekrosen
Ubereinstimmte. Hier zeigten sich vor allem nach 48 Stunden weniger
ausgepragte Nekrosen als in den anderen MARS-Therapiegruppen, was
zusammen mit dem deutlich langeren Gesamtiberleben bei Variante 3 fur
einen deutlichen Vorteil dieser Therapie spricht. Allerdings fanden sich auch in
der Kontrollgruppe geringer ausgepragte Nekrosen als bei Variante 1 und

Variante 2, in Zone Il sogar weniger als bei Variante 3.
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Also konnte man in diesem Fall klare Zeichen dafir finden, dass sowohl die
Variante 1 als auch die Variante 2 in Bezug auf Protektion der Leber deutliche
Nachteile haben gegeniber Variante 3 aber auch gegeniber der Kontroll-
gruppe, was sich mit statistischer Signifikanz in der Ausbreitung nekrotischer

Areale im Verlauf nach 48 Stunden zeigt.

3.2.2 Leukozytenmenge

Im unten stehenden Diagramm (Abbildung 12) ist der zeitliche Verlauf der
Leukozytenmenge abgebildet. Im Wesentlichen fiel bei diesem Verlauf auf,
dass direkt bei Vergiftung (0.POP) nur in zwei der betrachteten L&ppchen
(2/135) vermehrte Leukozyten (xx) zu sehen waren. Diese Zahl wurde nach 24
Stunden grofl3er (43/140). Nach 48 Stunden fanden sich dann wieder weniger
Lappchen mit deutlich erhdhter Leukozytenmenge (8/55). Bei Exitus zeigten
sich in einem Teil der Lappchen (32/130) vermehrte Leukozyten, aber es
konnten in einigen L&appchen (14/130) keine oder kaum Leukozyten

nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Leukozyteninfiltrate zu den einzelnen Zeitpunkten post-OP (x: normale
Leukozyteninfiltrate, xx: vermehrte Leukozyteninfiltrate, O: keine Leukozyteninfiltrate)
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Bei Vergleich der einzelnen Therapiegruppen zu den einzelnen Zeitpunkten
ergaben sich fur die ersten beiden Zeitpunkte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen (Nach 0 Stunden: p=0,6; nach 24 Stunden: p=0,2).

Nach 48 Stunden (Abbildung 13) unterschieden sich die einzelnen Gruppen,
wobei Variante 1 den hdchsten Anteil vermehrt infiltrierter Lappchen hatte und
Variante 2 davon den zweithdchsten. Die Zahl der L&appchen mit erhghten
Leukozyten war bei Variante 2 (4/15) und am deutlichsten bei Variante 1 (4/5)
erhoht. Dabei hatten die Kontrollgruppe und die Variante 3 keine vermehrten

oder verminderten Leukozyten.
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Abbildung 13: Leukozyteninfiltrate am zweiten postoperativen Tag nach Therapie-
gruppen (x: normale Leukozyteninfiltrate, xx: vermehrte Leukozyteninfiltrate)

Da nach 72 Stunden nur noch zwei Tiere mit Variante 3 lebten, entfiel der
Vergleich der einzelnen Gruppen. Bei den verbleibenden Tieren konnten in zwei
von zehn Leberlappchen vermehrte Leukozyten gesehen werden.
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Bei Exitus ergab sich ein uneinheitliches Bild (Abbildung 14). In der
Kontrollgruppe war der Anteil normal Lappchen 24 von 35, die restlichen 11
hatten erhohte Leukozyten. Die Variante 3 hatte den héchsten Anteil an
Lappchen mit wenigen oder gar keinen Leukozyten (9/35), der Anteil normaler
Lappchen war 18 von 35 Lappchen und der Anteil deutlich infiltrierter Lappchen
8 von 35. Bei der Therapie mit Variante 2 ergab sich der geringste Anteil
erhohter Leukozyten (3/30) und verminderter Leukozyten (1/30) und der grolite
Anteil normaler Lappchen (26/30). Die Therapie mit Variante 1 hatte einen
Anteil von 4 mit wenigen, 16 mit normalen und 10 mit erhdhter
Leukozytenmenge von insgesamt 30 Lappchen. Der Wilcoxon-Kruskal-Wallis-

Test war nicht signifikant (p=0,09)
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Abbildung 14: Leukozyteninfiltrate zum Zeitpunkt des Exitus nach Therapiegruppen (x:

normale Leukozyteninfiltrate, xx: vermehrte Leukozyteninfiltrate, 0: keine Leukozyten-
infiltrate)
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Wie in Abbildung 15 bei Exitus dargestellt nahm mit Vermehrung der
Leukozytenmenge auch die Nekrose zu. So sah man bei den vermehrten
Leukozytenmengen den hochsten Anteil an Nekrosen aller drei Zonen (d) oder
der beiden zentralen Zonen (c), Lappchen mit nur zentraler oder ohne Nekrose
konnten bei vermehrten Leukozytenzahlen nicht nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse waren nach 48 und bei Exitus signifikant (Wilcoxon-Kruskal-Wallis-
test p<0,0001).
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen Ausbreitung der Nekrose und
Leukozyteninfiltraten bei Exitus (x: normale Leukozyteninfiltrate, xx: vermehrte
Leukozyteninfiltrate, 0: keine Leukozyteninfiltrate, a: ohne Nekrose, b: nur zentrale
Nekrose, c: Nekrose zentral und intermediar, d: vollstdndige Lappchennekrose)

Die Leukozytenmenge zeigte ebenso einen statistisch signifikanten
Zusammenhang mit der Dauer des Leberversagens 48 Stunden nach
Vergiftung und bei Exitus. So war der Mittelwert der Zeit im Leberversagen bei
den Tieren mit erhdhten Leukozyten nach 48 Stunden bei 20 Stunden, wéhrend
bei der Gruppe mit den normalen Leukozytenmengen im Mittel die Zeit im
Leberversagen 30 Stunden betrug (Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test p=0,02). Bei
Exitus hatte im Mittel die langste Uberlebenszeit im Leberversagen die Gruppe

die verminderte oder gar keine Leukozyten hatte (34 Stunden), die geringste
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Uberlebenszeit hatte bei Exitus die Gruppe mit den vermehrten Leukozyten (18
Stunden). Die Gruppe mit der normalen Leukozytenmenge bei Exitus Uberlebte
im Mittel 23 Stunden im Leberversagen. Bei Exitus war das Ergebnis signifikant
(Wilcoxon-Kruskal-Wallis p<0,0001).

Wenn man den Zusammenhang zwischen Leukozyten und Nekrose in den
einzelnen Therapiegruppen betrachtet, findet man bei den Lappchen mit
geringen Leukozytenmengen bei Exitus bei Variante 1 und 2 nur Lappchen mit
Nekrosen in allen drei Zonen, wahrend bei Variante 3 Leberlappchen mit
zentraler Nekrose und ohne Nekrosen zu finden waren. Bei den ausgewerteten
Lappchen bei Exitus, die vermehrte Leukozyten zeigten, waren die Nekrosen in
allen Therapiegruppen insgesamt ausgepragter als in den Lappchen die
normale Leukozytenzahlen aufwiesen. Hier steht also die Leukozytenmenge in
einem Zusammenhang mit der Nekrosenausbreitung. Eine verminderte
Leukozytenzahl zeigte nur bei Variante 3 einen deutlichen Vorteil bezuglich der
Nekrose, wahrend erhohte Leukozytenmengen bei allen Gruppen einen
Zusammenhang mit der vermehrten Ausbreitung nekrotischer Areale zeigten.
Bei den Leberlappchen mit normaler Leukozytenzahl bei Exitus hatte die
Variante 3 den hochsten Anteil der Lappchen mit Nekrose aller drei Zonen,
allerdings fanden sich auch L&ppchen mit nur zentraler oder gar keiner
Nekrose. In der Kontrollgruppe zeigten sich bei den Lappchen mit normaler
Leukozytenmenge mehr L&ppchen mit keiner und nur zentraler Nekrose als bei
Variante 1, 2 und 3, wahrend der Anteil komplett nekrotischer Lappchen hdher

als bei Variante 1 und 2 aber niedriger als bei Variante 3 war.

Zusammenfassend lasst sich hier feststellen, dass eine erhohte Leukozyten-
infiltration insgesamt mit der Ausdehnung der Nekrosen zusammenhangt.
Wahrend verminderte Leukozyten bei Variante 3 mit einer verminderten Anzahl
ausgepragt oder komplett nekrotischer L&ppchen einherging, waren die
Lappchen mit verminderter Leukozyteninfiltration bei Variante 1 und 2 komplett
nekrotisch.
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Bei den Tieren mit vermehrten Leukozyten fanden sich deutlich niedrigere
Uberlebenszeiten im Leberversagen als bei den Tieren mit geringer
Leukozytenmenge, sodass die Uberlebenszeit im Leberversagen mit der

Ausbreitung der Nekrose und dem Ausmal’ der Leukozyten zusammenhing.

3.3 Proliferationraten der Hepatozyten

Mittels des Anteils der KI67-positiven Zellen konnte nun neben dem
morphologischen Aspekt der Nekrose auch die Regeneration innerhalb des
Lappchens anhand der Anzahl der sich teilenden Zellen im Verhéltnis zur
Gesamtzahl beurteilt werden. Wichtig war hier wiederum die Frage, ob sich
hierbei eine direkte Korrelation zur Uberlebenszeit und zur Therapiegruppe

ergibt. Es soll auch die Proliferation der einzelnen Zonen verglichen werden.

10+

Proliferationsindex Zone |

0.POF ' 1.POP ' 2.POF ' 3.POF ' Ex
Postoperativer Zeitpunkt

Abbildung 16: Postoperativer Verlauf der Proliferationsraten in Zone | (blaue Linien:
Standardabweichung, grine Linien: Mittelwert und Standardfehler)
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Wie in der Abbilung 16 fur Zone | dargestellt, findet sich in Zone | und Zone I
ein Absinken vom Ausgangswert vor Vergiftung (Zone I: 0,59 + 0,89 Prozent;
Zone II: 0,26 = 0,58 Prozent) auf den Minimalwert nach 24 Stunden (Zone I:
0,21 + 0,5 Prozent; Zone II: 0,06 + 0,28 Prozent) und ein erneutes Ansteigen
der Proliferationsrate im weiteren Verlauf (nach 48 Stunden: Zone I: 0,92 + 1,49
Prozent; Zone II: 0,26 + 0,80 Prozent). Wenn man die Werte nach 72 Stunden
aufgrund der geringen Zahl der tberlebenden Tiere auf3er Acht lasst, zeigt sich
der hochste Wert der Proliferationsrate bei Exitus (Zone I: 1,32+2,80 Prozent;
Zone 11: 0,90 = 3,81 Prozent) (Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test jeweils p<0,00001).
In Zone Il sinkt die Proliferationsrate von dem Wert vor der Vergiftung
(0,13+0,48 Prozent) Uber den Wert nach 24 Stunden (0,04+0,28 Prozent), bis
die Proliferationsrate nach 48 Stunden ihren minimalen Wert hat (0,03+0,22
Prozent) und steigt in der Folge wieder an. Im Vergleich der einzelnen Zonen
sind die hochsten Proliferationsraten dabei immer in Zone | zu sehen, die
zweithdchsten in Zone Il und die geringste Proliferationsrate findet sich immer
in Zone lll. Dies weist darauf hin, dass die Regeneration von der aufl3eren Zone

in die innere Zone fortschreitet (siehe Abbildung 19).

Im Vergleich der Therapiegruppen zeigte sich nach 24 Stunden in Zone | kein
Unterschied (Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test: p=0,7). Nach 48 Stunden wurde der
Unterschied zwischen den Therapiegruppen grofRer (siehe Abbildung 17), wobei
hier im grafischen Vergleich die Therapiegruppe mit Variante 3 (1,5 £ 1,9
Prozent) den hochsten Wert und die Therapiegruppe mit Variante 1 (0,3 £ 0,4
Prozent) den niedrigsten Wert aufwiesen. Die Kontrollgruppe und die Gruppe,
die mit Variante 2 therapiert wurden zeigten gleiche Werte (jeweils 0,45 + 0,8

Prozent). Die Ergebnisse unterschieden sich hier nicht signifikant (p=0,08).
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Proliferationsindex in Zone |

Variante 1 Variante 2 Variante 3

Therapiegruppe

Kontrolle

Abbildung 17: Vergleich der Proliferationsrate in Zone | nach 48 Stunden nach
Therapiegruppe (rote Linien: Standardabweichung; grine Linie: Mittelwert und
Standardfehler)

Die insgesamt hochste Proliferationsrate in Zone hatten die beiden nach 72
Stunden noch lebenden Tiere, die Proliferationsrate betrug hier 5,2 + 5,6
Prozent.

Bei Exitus (s. Abbildung 18) fand sich die niedrigste Proliferationsrate in Zone |
in der Kontrollgruppe (0,23 + 0,45 Prozent). Die Variante 1-Gruppe (0,83 + 1,1
Prozent) hatte eine zur Variante 2 (1,2 £ 1,1 Prozent) vergleichbare mittlere
Proliferationsrate. Bei Exitus zeigte schlie3lich die Variante 3 mit 2,9 + 4,7
Prozent die hochste Proliferationsrate, dabei zeigte sich in der statistischen
Auswertung ein signifikanter Unterschied (p<0,0001).
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Abbildung 18: Mittlere Proliferationsraten in Zone | bei Exitus nach Therapiegruppen.
(rote Linien: Standardabweichung; griine Linien: Mittelwert und Standardfehler)
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Abbildung 19: Schematische Darstellung eines Leberl&appchens mit der Richtung der
Ausbreitung der Nekrose (durchgezogener Pfeil) und der Richtung der Regeneration
(gestrichelter Pfeil)
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4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen den Zusammenhang zwischen der Ausdehnung der
Nekrose, die statistisch mit vermehrten Leukozyten einhergeht, und einem
verkirzten Uberleben im Leberversagen. Hier fand sich bei Variante 3 im
Verlauf eine geringer ausgepragte Nekrose und weniger leukozytare Infiltrate,
was auch das langste Uberleben im Leberversagen verglichen mit den
Vergleichsgruppen erklarte. Die Auswertung der Proliferation ergab keinen
Zusammenhang zwischen Proliferationsrate und Uberleben im Leberversagen.
Es zeigte sich jedoch, dass die Proliferation im &uf3eren Bereich der Lappchen
deutlich starker war und erst im Verlauf in dem inneren Bereich de Lappchens
anstieg.

Es ergaben sich bereits in der Vergangenheit Schwierigkeiten bei der
Durchfihrung eines Schweinemodells, welches zur Induktion des
Leberversagens Paracetamol verwendet wurde (22; 49). Bei einer Bolusgabe
Paracetamol ergaben sich Probleme mit einer Methdmoglobinamie, einem zu
kurzen therapeutischen Fenster beziehungsweise einer zu hohen
Spontanregenerationsrate je nach Grof3e der Paracetamolbolusgabe. In diesem
Modell hier wurde von den Einzelbolusgaben abgewichen, um die Kriterien, die
von einem Tiermodell verlangt werden (68), zu erflllen. Durch das angewandte
Modell (70) konnte vor allem eine gro3ere Reproduzierbarkeit, das
ausreichende therapeutische Fenster und auch der Tod im akuten
Leberversagen in einem Grof3tiermodell am Schwein gewéhrleistet werden. Als
reversibel erwies sich das Leberversagen insofern, dass sich im Verlauf
Zeichen der Regeneration zeigten, ohne dass die Tiere das Leberversagen
Uberlebten. Das Modell war reproduzierbar, sodass eine ausreichende Anzahl
vergleichbarer Versuchstiere in die Studie eingeschlossen werden konnte.
Andere Probleme, wie ein Uberleben des Leberversagens oder eine relevante
Meth&moglobinamie zeigten sich nicht (6; 70).

Das hier verwendete Modell (70) ermdglichte also im Vergleich zu bereits
beschriebenen Intoxikationsmodellen mit Paracetamol die Evaluation des

MARS mit grundsatzlich gegebener Vergleichbarkeit unter den Gruppen.
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Bei Betrachtung der Uberlebenszeiten nach Eintritt des Leberversagens zeigten
sich die oben gezeigten signifikanten Unterschiede. So erwies sich die Variante
3 in Bezug auf die langere Uberlebenszeit als signifikant von den anderen
verschieden.

Variante 3 unterschied sich von den anderen Gruppen durch die Behandlung
mit dem nachweislich hepatoprotektiven N-Acetylcystein, das auch in der
Humanmedizin als Antidot bei Paracetamolintoxikationen verwendet wird und
einen positiven Effekt auf den Verlauf des Leberversagens hat (61), auch
langere Zeit nach Einnahme der Paracetamoldosis (21; 58). Eine genaue
Differenzierung zwischen dem Effekt der Variante 3 und dem Effekt des N-
Acetylcysteins war nicht moglich.

Bei Variante 1 war das Uberleben im Leberversagen signifikant kiirzer, sodass

diese Variante sich negativ auf das Uberleben auswirkte.

Ein wichtiger histologischer Aspekt dieser Studie, ist die Ausdehnung der
Nekrose, also wie grof3 der Anteil zerstorten Lebergewebes ist. Daraus ergibt
sich die Frage, inwieweit sich die Ausdehnung der Nekrosen auf die
Uberlebenszeit auswirkt.

Bei Auswertung der HE-gefarbten Praparate zeigte sich nach 48 Stunden, das
sowohl die noch lebenden Tiere der Variante 1 als auch die der Variante 2
deutlich ausgepragter Nekrosen aufwiesen als die beiden anderen Gruppen.
Hier wies die Variante 3 im Bereich um die Zentralvene sogar haufiger
Nekrosen auf als in der Kontrollgruppe. Die Nekrosen in der Kontrollgruppe
waren allerdings, wenn sie vorhanden waren, starker ausgepragt, sodass in der
Kontrollgruppe haufiger die Zone Il betroffen war. Die Ergebnisse waren zu
diesem Zeitpunkt signifikant. Die Variante 1 und die Variante 2 zeigten also zu
diesem Zeitpunkt was die Nekrose anging deutlich schlechtere Ergebnisse.
Allerdings wirkte sich dieser Nachteil bei Variante 2 nur gegentiber Variante 3
aus, gegenuber der Kontrollgruppe zeigte sich kein Nachteil. In der
Kontrollgruppe lebten nach 48 Stunden weniger Tiere als bei der Variante 2.
Allerdings zeigte sich insgesamt ein eindeutiger statistischer Zusammenhang

zwischen dem AusmaR der Nekrose und dem Uberleben im Leberversagen. So
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zeigten die Tiere, die keine oder nur eine gering ausgepragte Nekrose nach 48
Stunden hatten, gegenuber den Tieren mit ausgeprégter Nekrose eine langere
Uberlebenszeit im Leberversagen.

Publiziert sind einerseits Studien, die einen Zusammenhang zwischen der
Ausdehnung der Nekrose und der Uberlebensprognose sahen (2; 16). So
konnte in diesen Féllen eine statistische Korrelation zwischen der Lebernekrose
und der Prognose hergestellt werden. Demgegenuber wurde von einigen
Autoren der Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der Lebernekrose und der

Prognose nicht gesehen (19).

Bei Betrachtung der Leukozyteninfiltrate in den Leberlappchen wurden in den
Gruppen, die vermehrt Nekrosen aufwiesen, auch vermehrt Leukozyten
nachgewiesen. Dies sieht man in besonderem MalRke am zweiten
postoperativen Tag. Das weist daraufhin, dass durch den verstarkten
Leberzelluntergang auch eine verstarkte Entziindungsreaktion stattfindet. Bei
Exitus zeigte die Kontrollgruppe den héchsten Anteil stark infiltrierter Lappchen,
dafiir aber keine wenig oder gar nicht infiltrierte Lappchen. In den MARS-
Gruppen fiel auf, dass alle drei Gruppen Lappchen ohne beziehungsweise mit
wenig Leukozyten aufwiesen, dabei die Variante 2-Gruppe nur eines. Stark
infiltrierte Lappchen fanden sich in allen Gruppen. Insgesamt zeigte hier die
Variante 2 den hdchsten Anteil normal infiltrierter Lappchen. Bei Variante 3
waren die meisten Tiere mit reduzierter Leukozyteninfiltration, was auch
wiederum mit der hoheren Anzahl weniger oder gar nicht nekrotischer
Lappchen und verbessertem Uberleben im Leberversagen einherging.
Zusammenfassend muss dieser Zusammenhang so interpretiert werden, dass
bei vermehrter Nekrose zumeist vermehrt Leukozyteninfiltrate gefunden
wurden, was wiederum mit einem kirzeren Uberleben im Leberversagen
korrelierte. Ob aufgrund vermehrter Nekrose vermehrt Leukozyten
eingewandert sind oder vermehrte Leukozyten eine vermehrte Nekrose
bedingen, konnte aufgrund der dargestellten Ergebnisse nicht beantwortet

werden.



Diskussion 43

Leukozyten sind wichtig fur die Regeneration und Proliferation der Hepatozyten.
In einer Studie fanden Selzner et. al. (64), dass bei Ausschalten der
Leukozytenadhasion Uber ICAM-1-Molekile es zu eine verminderten
Proliferation der Hepatozyten nach partieller Leberresektion kommt.

In der Literatur lasst sich ein Zusammenhang zwischen Leukozyten, vor allem
neutrophilen Granulozyten, und Nekrose finden (29; 57). Wie hier beschrieben
wurde, kommt es bei einer toxischen Schadigung durch die Ausschittung von
Zytokinen durch die geschadigten Leberzellen zu einer Lyse der betroffenen
Zellen durch die neutrophilen Granulozyten. Dieser Zusammenhang wirde
indirekt einen Hinweis geben, dass die Variante 2 und die Variante 1 eventuell
den Zytokinspiegel so beeinflussen, dass daraus eine erhthte Lyse schon
geschadigter Leberzellen und eine vermehrte Nekrose resultiert.

Der Zusammenhang zwischen Leukozyten und Nekrose im Paracetamol-
induzierten Leberversagen wird in der Literatur aber unterschiedlich gesehen.

In einer tierexperimentellen Studie beschrieben ISHIDA et. al. (27) einen
verstarkten Schaden im durch Paracetamol induzierten Leberversagen durch
neutrophile Granulozyten, die in das Lebergewebe eingewandert waren und
dort den Leberschaden vermehrten. Makrophagen zeigten hier einen positiven
Effekt auf den Verlauf. Letztlich zeigten Untersuchungen des Einflusses des
Monozyten/Makrophagensystems auf den Verlauf des Leberversagens
unterschiedliche Ergebnisse, sodass hauptsachlich zwei Subpopulationen
diskutiert wurden. Zum einen die Gruppe der M1-Makrophagen, die im
Wesentlichen wéhrend der frihen Phase der Intoxikation eine
proinflammatorische Wirkung haben und damit den Zellschaden vermehren. Die
andere Gruppe der M2-Makrophagen hat einen antiinflammatorischen Effekt
und tragt wahrscheinlich tUber Zytokinfreisetzung zu einer Proliferation des
ubriggebliebenen Lebergewebes und des Stammzellpools bei (38). In einer
Studie von ANTONIADES et al. (3) wird eine Proliferation der residenten
Makrophagen der Leber und ein Einwandern zirkulierender Monozyten
aufgefuihrt, die sowohl bei der Inflammation und Nekrose wie auch bei der

Regeneration gefunden werden und dort jeweils eine wichtige Rolle spielen.
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In einer experimentellen Studie mit CD18-defizienten M&ausen und dem damit
vermindertem Auswandern neutrophiler Granulozyten in das Lebergewebe bei
toxischer Leberschadigung wurde im Gegensatz zu anderen Ursachen des
akuten Leberversagens kein Unterschied bei Paracetamolintoxikation das
Ausmald der Nekrose betreffend zwischen CD18-defizienten M&usen und
normalen Mausen gesehen (77). Das Ausmald der Nekrose wurde dieser Studie
zufolge vielmehr durch die Zerstérung der Hepatozyten durch den Zellschaden
des Paracetamols erklart als durch einen zuséatzlichen Schaden durch Lyse der
Hepatozyten durch in das Gewebe eingewanderte neutrophile Granulozyten.
Ebenso konnte bei durch IL-1B-vermittelter vermehrter Akkumulation
neutrophiler Granulozyten im Lebergewebe keine verstarkte Schadigung der
Leber nachgewiesen werden (78).

Einen positiven Effekt zur Leberregeneration wird Gber das Komplementsystem,
insbesondere den Faktoren C3a und Cba, Uber einen Interleukin-4 und
Interleukin-6 vermittelten Effekt natdurlichen Killerzellen zugeschrieben. In
diesen Studien wurde eine deutliche Verminderung der Leberregeneration nach
partieller Hepatektomie in Mausen, die keine Komplementfaktoren C3a und C5a
hatten, gesehen (14; 43; 67).

Studien, die verschiedene proinflammatorische (TNF-alpha, Interleukin 8) und
antiinflammatorische Zytokine (Interleukin 6 und Interleukin 10) im Bezug zur
MARS-Therapie untersuchten, zeigten keinen Effekt auf die Zytokinspiegel (25;
26), andere Studien konnten wiederum ein Absinken des antiinflammatorischen
Interleukins 10 nachweisen (28). Eine Studie beschrieb einen Zusammenhang
zwischen erhdhten Spiegeln von Interleukin 6 und einer schlechten Prognose
im Leberversagen (26). Dem gegentber steht eine Studie, die eine Reduktion
von TNF-alpha, Interleukin 1 beta und Interleukin 6 nach einer MARS-Therapie

nachweisen konnte, was eine deutlich bessere Prognose mit sich brachte (15).

Die Auswertung der Proliferationsrate mittels Ki-67-positiver Zellen zeigte, dass
die Variationsbreite schon bei der ersten Biopsie vor Vergiftung sehr grof3 war
(0,6 £ 0,9 Prozent) als Ausgangspunkt fir den Verlauf. Der weitere Verlauf

ergab in der Betrachtung aller Tiere einen Rickgang der Mitoserate (0,21 + 0,5
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Prozent), da durch das Paracetamol beziehungsweise dessen Metaboliten
neben der Induktion des Zelluntergangs auch die Hemmung der Mitose bewirkt
wurde (45; 24). Nach 48 Stunden stieg die Mitoserate (0,92 + 1,49 Prozent) bei
sinkenden Paracetamolspiegeln. Bei Exitus war die Mitoserate oberhalb des
Ausgangswertes (1,32 + 2,80 Prozent). Letztlich liel3 sich dieser Verlauf auch in
den einzelnen Therapiegruppen nachvollziehen, ein signifikanter Unterschied
im Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test zeigte fand erst bei Exitus, wo die Variante 3-
Gruppe die héchsten Werte in Zone | aufwies, wahrend die Kontrollgruppe hier
die niedrigste Proliferationsrate hatte. Es zeigte sich in dieser Studie vielmehr,
dass Mittels der Proliferationsraten weder eine Prognose noch eine
Zustandsaussage im Verlauf in diesem Tiermodell gemacht werden konnte.

Es gibt aber auch Studien, die aus der Histologie und der Anzahl Ki67-positiver
Zellen einen prognostischen Wert ablesen. Katoonizadeh et. al. (34)
beschreiben eine Korrelation zwischen Proliferation von Hepatozyten, Verlust
von Hepatozyten und Aktivierung von hepatischen Stammzellen. In der akuten
alkoholischen Steatohepatitis fand sich ebenso eine Korrelation zwischen
Proliferationsrate und dem Verlauf der Erkrankung (18). Dagegen stehen
Ergebnisse anderer Studien, welche keinen Unterschied zwischen den
Proliferationsraten der Hepatozyten im akuten Leberversagen mit und ohne
fulminanten Verlauf sehen (80).

In wissenschaftlichen Untersuchungen wurde vor allem eine periportale
Proliferation beschrieben (40; 56), die hier bei der Betrachtung der einzelnen
Zonen auch deutlich zu sehen ist. Vor allem ist der Anstieg der KI67-positiven
Zellen im &auRersten Bereich des Lappchens am deutlichsten. Die oben
beschriebenen Ergebnisse lassen also den Schluss zu, dass die Regeneration
der Lappchen durch die Teilung Uberlebender Hepatozyten im Randbereich des
Lappchens stattfindet und im Verlauf zu einem deutlicheren Anstieg der
Hepatozyten in den inneren Zonen fuhrt (40).

Festzuhalten bleibt, dass mittels der Ki 67-Farbung kein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Therapiegruppen ausgemacht werden
konnte. Es zeigte sich ein typischer Verlauf KI67-positiver Zellen mit einem

Minimum 24 Stunden nach Intoxikation. Die nekrotischen Lappchen
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regenerierten anfangs vorwiegend durch die Teilung von Hepatozyten in der
Lappchenperipherie um im Verlauf auch vermehrt Proliferation im Zentrum zu

zeigen.

Die Rolle der Leberbiopsie ist in der klinischen Praxis zumeist dem Verlauf der
Blutparameter und der Entwicklung einer hepatischen Enzephalopathie
untergeordnet. Die gangigen Kklinischen Bewertungssysteme beziehen die
Leberbiopsie nicht in ihre Kriterien mit ein (King's College Kriterien, APACHE II
score, MELD, SOFA) (4; 12; 13; 46). Auch die Leitlinien der AASLD (American
Association for the Study of Liver Diseases) sehen keine Leberbiopsie zur
weiteren Abschatzung des Leberschadens bei Paracetamolintoxikation vor (55).
Sicherlich mussen hierbei die mdglichen Risiken in Betracht gezogen werden,
insbesondere das erhohte Blutungsrisiko bei schlechten Gerinnungswerten im
akuten Leberversagen (66).

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit lasst sich jedoch eine prognostische
Aussage Uber die Uberlebenszeit im akuten Leberversagen anhand von
einfachen Kriterien, wie Menge der infiltrierenden Leukozyten und Ausmalf3 der

Nekrose, machen.

Diskutiert werden soll hier nun die Wirkung der einzelnen MARS-Systeme
gegenuber der Kontrollgruppe. Bei Betrachtung der Zeit im Leberversagen,
wobei das Leberversagen bei tberschreiten eines INR-Wertes von 1,5 definiert
war, zeigte sich, wie bereits oben beschrieben, dass Variante 1 den anderen
Systemen und der Kontrollgruppe unterlegen und Variante 3 den anderen
Gruppen Uuberlegen war. Bei klarer Evidenz fur die Wirksamkeit einer N-
Acetylcysteintherapie in der Literatur, lasst sich der Uberlebensvorteil dieser
Gruppe im Leberversagen durch das N-Acetylcystein erklaren, der auch bei
einer Intoxikation mit hohen Dosen belegt ist (42). Uber den Effekt der Variante
3 gegenuber dem Effekt des N-Acetylcysteins allein kann hier keine genaue
Aussage gemacht werden.

Die Auswertung der Histologie zeigte, dass es in Abhéngigkeit von der Nekrose

und den vermehrten Leukozyteninfiltraten im Leberlappchen das Uberleben im
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Leberversagen kurzer wurde, was ein Abfiltrieren proinflammatorischer Zytokine
nahelegt mit dem damit verbundenen verminderten Untergang an Leber-
gewebe. Hinweise auf eine unterschiedliche Auswirkung auf die Proliferation
der MARS-Systeme lie3en sich nicht finden.

Die Literatur erbringt in dieser Hinsicht selbst keine einheitlichen Hinweise auf
die Wirksamkeit des MARS, wobei in den veroffentlichten Berichten keine
unterschiedlichen MARS verwendet wurden. In der Regel beschreibt die
Literatur Anwendungen im klinischen Bereich, sodass also nicht von einer
Standardisierung ausgegangen werden kann.

Vielmehr wurde ein eventueller Vorteil des MARS vor dem Hintergrund der
Uberlebensverlangerung im akuten Leberversagen und damit einer erhohten
Chance der Spontanregeneration beziehungsweise einer Uberbriickung der
Zeit bis zur Lebertransplantation nicht klar gezeigt, auch ohne in der
Leberbiopsie mehr intaktes Lebergewebe zu sehen (35; 36). Ein klarer Vorteil
scheint allerdings die Verbesserung der hepatischen Enzephalopathie und
eines cholestatischen Pruritus zu sein (35; 59). NOVELLI et al. (50; 51)
wiederum schlieBen aus ihrer klinischen Anwendung in der Pé&diatrie in
Kombination mit einer Intensivtherapie einen Vorteil, den sie aus dem Vergleich
von Labordaten (Ammoniak, Bilirubin) und Intensivscores (Glasgow Coma
Scale) ableiten. Ebenso wiesen MITZNER et al. (48) einen deutlichen Vorteil
mitunter den arteriellen Mitteldruck betreffend nach. So zeigten LAI et al. (37),
dass sich der arterielle Mitteldruck zwar wahrend der ersten Anwendung
verbesserte, bei der zweiten Anwendung aber nicht mehr besser war. WIGG et
al. (76) konnten nicht die Vorteile im Experiment im klinischen Gebrauch
erkennen.

Eine positive Auswirkung des MARS auf die histologische Regeneration wird
nicht beschrieben (s. DORIA et al.) (17). Ebenso konnte auch keine Reduktion
des proapoptotischen Effekts durch das MARS gesehen werden (60). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen unserer Studie. Eine verbesserte Regeneration
gegenuber der Kontrollgruppe zeigte sich lediglich bei Variante 3, die zudem mit
N-Acetylcystein behandelt worden war.
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In Bezug auf das Gesamtiberleben bei Leberversagen nach Lebertrans-
plantation bestand unter MARS-Therapie kein Vorteil gegenuber der
Plasmapherese, was die 90-Tage-Uberlebensrate anging (39). Hierbei zeigte
sich unter MARS-Therapie eine Verbesserung in den Blutspiegeln von
Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin und Ammoniak. Nach der Plasmapherese fanden
sich Verbesserungen in der Prothrombinzeit, des Bilirubins, der GOT, der
alkalischen Posphatase und des Albumin (39). Im Vergleich liegt der Vorteil des
MARS vor allem in der Verbesserung der hepatischen Enzephalopathie (39).
Zusammenfassend bleiben aber bis heute eindeutige Empfehlungen fir den
Gebrauch des MARS im akuten Leberversagen aus (7).

Demnach konnten aufgrund der oben beschriebenen Zusammenhange
zwischen Nekrose, leukozytaren Infiltraten und Uberleben im Leberversagen,
wobei besonders Variante 3 des MARS besser und Variante 1 schlechter als
die Kontrollgruppe und Variante 2 abschnitten, immunregulatorische
Mechanismen neben der Reduktion der Giftstoffe im Blut als Erklarung fur die
Unterschiede vorhanden sein.

Zudem folgt aus den oben dargestellten Ergebnissen und der hier diskutierten
Literatur, dass eine gezielte immunmodulatorische Therapie, sei es
medikamentds oder durch Abfiltrieren proinflammatorischer Zytokine aus dem

Blut, einen positiven Effekt haben kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Das akute Leberversagen hat eine hohe Letalitdt, weshalb haufig eine
Uberbrickende Therapie zusétzlich zur intensivmedizinischen Versorgung
notwendig ist, um den Zeitraum zu einer Lebertransplantation oder der
Spontanregeneration der Leber zu Uberbricken. Das MARS (Molecular
Adsorbent Recirculating System) ist ein Leberunterstitzungsverfahren, das auf
dem Abfiltrieren an Albumin gebundener Stoffe, insbesondere Giftstoffe,
basiert.

Zur Evaluation des MARS wurden drei verschiedene MARS-Typen und eine
standardisierte Kontrollgruppe in einem Tiermodell mit durch Paracetamol
induziertem Leberversagen am Schwein verglichen. Es wurden alle 24 Stunden
Leberbiopsien entnommen, die anschlieBend histologisch mit einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der immunhistochemischen Reaktion fir das
Ki-67-Antigen als Proliferationsmarker ausgewertet wurden.

Es fand sich ein Zusammenhang zwischen der Ausdehnung der Nekrose, der
Menge der leukozytaren Infiltrate und dem Uberleben im Leberversagen. Bei
ausgedehnten Nekrosen fanden sich vermehrt leukozytare Infiltrate und ein
verkirztes Uberleben im Leberversagen. Die Auswertung der Proliferation
mittels Ki-67-Immunhistochemie lie3 keinen Zusammenhang zu den anderen
Parametern erkennen. Im Vergleich der verschiedenen MARS-Systeme konnte
die Variante 3 ein signifikant besseres Uberleben gegeniiber den anderen
Therapiegruppen aufweisen, die Variante 1 war signifikant schlechter, die
Variante 2 hatte mit der Kontrollgruppe vergleichbare Ergebnisse.

In Zusammenschau mit der diskutierten Literatur zeigt sich, dass ein
Zusammenhang zwischen der Schwere der Leberschadigung und den
Leukozyten, die in das Lebergewebe einwandern, besteht und dass daraus
gefolgert werden kann, dass als mogliche Optionen in Zukunft durch gezielte
Beeinflussung der Immunreaktion durch medikamentdse Therapie oder
Abfiltrieren aus dem Blut der Leberschaden gemildert und das Uberleben

verlangert werden konnte.
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