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1 Einleitung

1.1 Akutes Leberversagen und SIRS

Das Akute Leberversagen (Acute Liver Failure, ALF) ist eine akut auftretende
und dynamisch verlaufende Leberfunktionsstérung bei Patienten, die vorher
keine chronische Lebererkrankung oder Leberfunktionsstérung hatten. Mass-
geblich ist das Vorliegen der Befundkonstellation von Koagulopathie (Synthe-
sedysfunktion), lkterus (exkretorische Dysfunktion) und Bewusstseinsstorung
bei hepatischer Enzephalopathie (HE) (1). Kommt es zum Verlust einer kriti-
schen Hepatozytenmasse, kann dies zum Ausfall der metabolischen Funktion
der Leber und schlief3lich zu deren Zerfall fuhren (2). Das ALF kann im weiteren
klinischen Verlauf rasch extrahepatische Komplikationen entwickeln, die ein
Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) und als Endpunkt ein Multiorganver-
sagen (Multi Organ Failure, MOF) auslésen kénnen. Ein MODS/MOF st cha-
rakterisiert durch eine fortschreitende Dysfunktion der lebenswichtigen Organe
und Organsysteme (3). Die genaue Atiologie des MOF ist aktuell nur in Einzel-
aspekten bekannt. Die Art und Auspragung der auftretenden Komplikationen
héngt neben der Dynamik von der Atiologie des Leberversagens ab.

Die Ursachen fur ein ALF variieren geographisch und differieren weltweit. In
Deutschland sind die haufigsten Ursachen virale Hepatitiden und Medikamen-
tentoxizitat. Seltener sind es Knollenblatterpilzvergiftungen, das Budd-Chiari-
Syndrom und akute Manifestationen des M. Wilson (1). Auch ein primares
Transplantatversagen nach orthotoper Lebertransplantation (OLT) kann im wei-
teren Sinne unter den Begriff ALF eingeschlossen werden.

Die Funktion und Perfusion der Leber im Rahmen von fortschreitenden MOF
sind fiir den Verlauf und die Prognose von kritisch kranken Patienten von zen-
traler Bedeutung (4).0O’Grady schlug eine Klassifikation des ALF vor, die durch
das Intervall zwischen Auftreten eines lkterus und der Enzephalopathie definiert
ist. Liegt weniger als eine Woche zwischen den Ereignissen, spricht man von
einem hyperakuten Verlauf. Vergehen eine bis vier Wochen, liegt ein akuter,

nach vier oder mehr Wochen ein subakuter Verlauf vor (5).



Das ALF ist selten, in den entwickelten Landern wird von einer Inzidenz von
jahrlich 1 — 6 Fallen pro einer Million Menschen ausgegangen (6). Fir Deutsch-
land gibt es Schatzungen von 100 — 150 Fallen und 40 — 60 Lebertransplanta-
tionen jahrlich (1).

Das ALF kann eine lokal begrenzte Entziindungsreaktion auslésen, die fir den
Gesamtorganismus in erster Linie protektiv wirkt. Die ausgeloste Entziindungs-
reaktion kann jedoch durch verschiedene Faktoren bedingt auch auf andere
Organsysteme Ubergreifen und dann eine systemische Entziindungsreaktion
auslosen. Diese wird als Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)
bezeichnet und kann bis zum MOF fihren (7).Neben der infektiosen muss aber
auch von einer nichtinfektiosen Genese des SIRS ausgegangen werden, da bei
klinischen Beobachtungen und Autopsien bei Gber 30% der Patienten mit Bak-
teriamie, die infolge eines MOF verstarben, kein septischer Fokus aufzufinden
war (8).Auch im klinischen Alltag zeigen sich Verlaufe, die in einem Multiorgan-
versagen resultieren, nach primar nicht infektiosen Erkrankungen wie Trauma-
ta, schwerer akuter Pankreatitis oder nach grossen operativen Eingriffen (9,
10). Bone et al. beschreiben das SIRS als systemische inflammatorische Ant-
wort auf eine Reihe von schwerwiegenden klinischen Auslésern wie Polytrau-
ma, groRen Operationen, schwere Verbrennungen und Pankreatitis, welche
durch 2 oder mehr folgender Punkte gekennzeichnet ist: Fieber > 38°C oder
Hypothermie < 36°C, Tachykardie > 90/min, Tachypnoe > 20 Atemziige/min
oder Hyperventilation (PaCO2 < 32 mmHg) und eine Leukozytose > 12000/mm?
oder < 4000/mm? oder > 10% unreife neutrophile Granulozyten (11). Sepsis gilt
als SIRS ausgeldst durch einen Infektfokus (3).

Kennzeichen eines septischen Syndroms sind neben den Kennzeichen fir ein
SIRS die klinischen Anzeichen auf einen Infektfokus und eine inadaquate Or-
ganperfusion oder -dysfunktion. Zudem manifestiert sich mindestes eines der
folgenden Zeichen: Minderung der Zerebralfunktion, Hypoxamie, erhohtes
Plasmalaktat oder Oligurie (12).

Das ALF kann neben systemischen Reaktionen wie SIRS und Sepsis, hypoto-

nen und hyperdynamen Kreislauf und allgemeiner Katabolie zu folgender Reihe



von Komplikationen fiihren: (ad)renale und pulmonale Insuffizienz (hepatorena-
les Syndrom, Adult Respiratory Distress Syndrome, Hirnddem, intrakraniale
Hypertension bis hin zum Koma (1, 13).

Die Leber ist eine Hauptquelle von Komplementfaktoren (Opsoninen), die sich
an Fremdstoffe anlagern und zur Phagozytose beitragen. |hr Mangel flhrt zur
Pradisposition fir Infekte (14, 15). Die haufigsten bakteriellen Infekte bei Patien-
ten mit einer vorbestehenden Leberpathologie stellen die spontane bakterielle
Peritonitis (SBP), Harnwegsinfekte, Atemwegsinfekte, bilidre und gastrointesti-
nale Infekte und schliesslich Weichteilinfekte dar (16).

Infekte stellen beim ALF die zweithdufigste Todesursache dar. Bei 80% der Pa-
tienten konnen bakterielle Infekte nachgewiesen werden. Es finden sich meist
pulmonale Infektfoci (ca. 50%), des weiteren solitédre Bakteriamien, Harnwegs-
infekte und Besiedelungen von eingebrachten Fremdmaterialien (17). Die Infek-
tionen treten dabei bereits friih im Verlauf des ALF auf, durchschnittlich 2 — 5
Tage nach Hospitalisation, und sind mindestens in 25% der Falle verantwortlich
fur einen letalen Ausgang. Kommt es bei einem ALF zur einem SIRS, so tragt
dies zur Verschlechterung der Morbiditat und Mortalitat bei, MODS und Sepsis
koénnen folgen (18).

Die Prognose des ALF richtet sich vor allem nach dem Auftreten und den Grad
der HE bei vorhandener schwerer Leberfunktionsstérung, daneben der Atiolo-
gie, dem Alter des Patienten und der Dynamik. Bei akuter Verlaufsform besteht

im Vergleich zur subakuten Form eine bessere Prognose (19).

1.2 Therapie

Bei einem ALF und wahrend der Therapie eines SIRS sind ein intensives und
engmaschiges Monitoring angezeigt. Im Vordergrund der Behandlung stehen
allgemeine, in der Regel intensivmedizinische Massnahmen und die Prophylaxe
von Komplikationen. Bei deren Eintreten ist eine frihzeitige und aggressive
Therapie durch intensivierte Flissigkeitsregimes, gezielte antibiotische Thera-
pie und frihzeitigen Einsatz von Vasopressoren angezeigt. Insgesamt haben
die Fortschritte in der Intensivmedizin zu einer guten Verbesserung des Uberle-

ben ohne Transplantation gefiihrt (20). Fiir einige Atiologien sind spezifische
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Therapiemassnahmen moglich. Hierzu gehort der hochdosierte Einsatz von N-
Acetylcystein (NAC) bei der Paracetamolintoxikation (21, 22).

Die Therapie des ALF beinhaltet dartuber hinaus die extrahepatischen Kompli-
kationen: Um der Katabolie entgegenzuwirken, besteht die Notwendigkeit zur
Ernahrungstherapie (parenteral/enteral) sowie der Zufuhr von Glukose, Fetten,
Aminosauren, Vitaminen und Spurenelementen. Neben der Nahrstoffzufuhr
sollte auch ein metabolisches Monitoring erfolgen mit regelmassiger Bestim-
mung der Elektrolyte und des Blutzuckers, sowie der Kontrolle der Laktat-,
Ammoniak- und Triglyzeridwerte (2, 19). Es gibt Empfehlungen fiir eine Substi-
tutionsbehandlung zur Normalisierung der Gerinnung bei zumeist massig aus-
gepragter Verbrauchskoagulopathie (23), zur konsequenten Sauresuppression
zur Pravention oberer gastrointestinaler Blutungen (24) und zur Durchfiihrung
einer konservativen Hirndrucktherapie (2). Aufgrund der Datenlage sollte bei
allen Patienten im ALF zudem eine prophylaktische antibiotische und antimyko-
tische Behandlung durchgefiihrt werden. Die orale und enterale Gabe schwer
oder nichtresorbierbarer Antibiotika und Antimykotika in Kombination mit einer
initialen systemischen Antibiotikagabe im Sinne einer selektiven Darm- und
oropharyngealen Dekontamination kann bei kritisch kranken Patienten die Mor-
talitat senken (17, 25-28).

Zusammenfassend gelten folgende Empfehlungen der American Association for
the Study of Liver Diseases: 1.) Aufnahme und engmaschige Uberwachung von
Patienten mit ALF vorzugsweise auf der Intensivstation; 2.) Friihzeitiger Kontakt
zu einem Transplantationszentrum; 3.) Weiteres Management abhangig von der
Genese (29). Die amerikanische ALF Study Group veroffentlichte Zahlen fir
das Jahr 2008, dass Patienten im ALF in 45% der Falle ohne OLT spontan re-
generierten, 25% transplantiert wurden und 30% verstarben (4).

Nach Ausschopfen konventioneller Therapiemethoden und infauster Spontan-
prognose gilt beim ALF die rechtzeitige orthotope Lebertransplantation (OLT)
als Methode der Wahl (30, 31). Die Uberlebensraten aller wegen eines ALF
transplantierten Altersstufen nach 1 und 5 Jahren postoperativ betragen 61%
und 55% (20).

11



Temporare Leberersatz- und -unterstiitzungsverfahren (Abb. 1) stellen aktuell
noch keinen etablierten Therapiestandard dar. Die Grundidee dieser tempora-
ren Modelle ist der Zeitgewinn, um die kritische Phase des Versagens zu Uber-
winden (Stabilisierung der Vitalfunktionen und Behandlung der Komplikationen)
und um die Zeit bis zur Verfigbarkeit eines Organs zur Transplantation oder im
Idealfall bis zur Regeneration und restitutio ad integrum der erkrankten Leber
zu Uberbricken (Bridging). Es lassen sich rein biologische von den rein ma-
schinellen Verfahren unterscheiden und als Kombination beider die extrakorpo-

ralen Bioreaktoren auf der Basis von Hepatozyten (19).

Supportive / symptomatische Therapie

Noxe Leberversagen /*\ Regeneration

Spez. Therapie/ :" (VY
Antidot ? Zeitgewinn
Leberersatz ?

permanent ? tempordr ?

,Bridging*“

OLTX Extrakorporale

Unterstiitzung

Abb. 1 Therapiekonzepte des akuten Leberversagens (2)

1.2.1 Biologische Verfahren

Rein biologische Methoden, wie die Hepatozytentransplantation (aus porciner
oder humaner Quelle) oder die extrakorporale Perfusion einer kompletten Le-
ber, die auch metabolische Funktionen tbernimmt, konnten sich klinisch bisher
nicht durchsetzen (32, 33).

1.2.2 Atrtifizielle Verfahren

Hinter den rein maschinellen, artifiziellen Verfahren stehen als therapeutische
Idee die Unterstiitzung oder der Ersatz der hepatischen Detoxifikation und die

Sicherung der Homdostase im Sinne einer filtrierenden ,Leberdialyse“. Die Syn-
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thesefunktion der Leber wird nicht kompensiert. Konventionelle nephrologische
Methoden wie Hamodialyse, Plasmapherese, Austauschtransfusion, oder Ha-
madsorption mit Aktivkohle flhrten zu einzelnen biochemischen und klinischen
Effekten, eine Verbesserung des Mortalitat zeigte sich nicht. Auch die Kombina-
tion verschiedener Verfahren ergab keine signifikanten Vorteile (19, 30, 34, 35).
Die Datenlage zeigt sich aktuell insuffizient, um grundsétzliche Empfehlungen
auszusprechen. Angesichts multipler Faktoren wie hohe Therapiekosten, der
Komplexitat und Schwierigkeiten der Gewinnung und Konservierung der diffe-
renzierten Hepatozyten hat sich die routinemassige Anwendung in der Klinik

bislang nicht durchgesetzt (19, 30).

1.2.3 Bioartifizielle Verfahren (BAL)

Das Therapiekonzept der bioartifiziellen oder hybriden Verfahren ist, im Sinne
von extrakorporalen ,Bioreaktoren“ eine quantitativ ausreichende funktionelle
Leberzellmasse bereitzustellen, um die gesamte Leberfunktion zumindest voru-
bergehend zu ersetzen. Mithilfe einer speziellen Matrix werden hierbei Hepato-
zytenkulturen unterschiedlicher Herkunft (allogen, xenogen, Zellkulturreihen) in
einem Bioreaktor gehalten. Bis dato zeigten sich in experimentellen Studien
vitale, funktionstiichtige und kompatible Systeme mit einer gewissen Detoxifika-
tionsfunktion, die Ubertragung in den klinischen (Notfall-)Einsatz gelang jedoch
nur partiell. Die vorliegende Datenlage beschreibt bislang auch hier keinen
vollstandigen Ersatz der hepatischen Synthesefunktion. Aktuell sind eine Fiille
verschiedener Systeme auch in klinischen Studien auf dem Markt und in Probe
und gewinnen zunehmend an Bedeutung. Gegenwartig kann eine abschlie-
ssende Beurteilung beziiglich der verbesserten Uberlebenszeit, Komplexitét
und der Kosten nicht durchgefihrt werden und keine Therapie als Methode der
Wahl fiir Patienten im ALF oder als Bridgingtherapie empfohlen werden (19, 36-
38).

Aktuelle Review-Analysen, welche die Effekte und Bedeutung unterschiedlicher
extrakorporaler Verfahren untersucht haben, kommen zu dem Resultat, dass
durch den Einsatz extrakorporaler Leberersatzverfahren die Mortalitat des akut-
auf-chronischen Leberversagens reduziert werden kann, sich aber beim akuten

Leberversagen keine Reduktion der Mortalitat zeigt. Zudem herrscht kein Kon-
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sens Uber den Zeitpunkt des Therapiebeginns, die Haufigkeit, Dauer und ,Do-

sis” des Leberersatzverfahrens (39, 40).

1.3 Leberersatzverfahren am Schweinemodell

Die Schwierigkeit der klinischen Entwicklung von bioartifiziellen Leberersatzver-
fahren ergibt sich unter anderem auch durch das Fehlen eines optimalen Tier-
modells. In der Vergangenheit wurden zur Simulation eines ALF im Tierversuch
verschiedene Modelle diskutiert, bislang konnten jedoch nur Teilaspekte des
komplexen Zusammenhanges simuliert werden (41-43).

Es gibt derzeit folgende drei Ansatze, ein ALF im Tierversuch zu simulieren: Die

medikamentds-toxische Intervention mit Applikation hepatotoxischer Substan-

zen wie beispielsweise Paracetamol (Acetaminophen) (44), Amatoxin (45) oder
Galactosamin (46). Die Schwierigkeit jeweils bleibt die Reproduzierbarkeit und
das unterschiedliche Ausmass des ALF, welche durch Faktoren wie Dosis, Ap-
plikationsart, Enzyminduktion und -inhibition entstehen (42).

Die nachste Methode zur Simulation des ALF ist die chirurgische Intervention,

im Sinne einer Devaskularsation (47), partiellen Hepatektomie (48), totalen He-
patektomie (49) oder Ischamie-Modellen (50). Bleibt perfundierte Leber in situ,
ist das Modell nicht anhepatisch und es besteht eine Restfunktion. Ist nicht per-
fundierte Leber in situ, kann es zu einem individuell sehr unterschiedlichen toxi-
schen Lebersyndrom kommen, was erneut die Reproduzierbarkeit des Modells
einschrankt, jedoch eher dem Pathomechanismus des ALF entspricht. Dahin-
gegen ist die totale Resektion gut reproduzierbar und zweckmassig, ein effizien-
tes Leberersatzverfahren in Abwesenheit einer funktionierenden Leber zu un-
tersuchen (42, 51).

Schliesslich wird die Applikation eines infektidsen Agens beschrieben. Aufgrund

der Kosten, der schwierigen Verfligbarkeit des Agens, der meist unpraktikabel
grossen Zeitspanne zwischen Applikation und Einsetzen des Leberversagens
sowie der starkeren Gefahrdung des beteiligten Personals besitzt es einen ge-
ringen Stellenwert (41, 42).

Sechs allgemein anerkannte Anforderungen an ein erfolgreiches Tiermodell zur
Therapie des ALF wurden von Terblanche und Hickman aufgestellt (52): 1) Re-

versibilitdt: Ein Leberversagen soll durch gezielte Therapieansatze umgekehrt
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werden konnen, so dass das Tier Uberlebt; 2) Reproduzierbarkeit: Erreichen

einer Standardisierung und eines definierten Endpunktes wie den Zeitpunkt des
Exitus; 3) Tod als direkte Folge des Leberversagens; 4) Ein therapeutisches
Eenster, das zeitlich ausreicht, um einen Zeitpunkt einer Pathologie zu erken-
nen, die Therapie zu beginnen und den Effekt zu beurteilen; 5) Ein Grosstier-
modell als relatives Kriterium fiir ein mess- und standardisierbares Monitoring
fir ein adaquateres spateres Ubertragen auf den Menschen: 6) Gefahrenmini-
mierung fir das beteiligte Personal. Als 7. Kriterium forderten Fourneau et al.
bewusstseinswache, nicht sedierte Tiere, um das Auftreten einer HE als Kriteri-
um des ALF zu erfassen (50).

1.4 Endotoxin (ET)

Endotoxin, ein Lipopolysaccharid (LPS), stellt eine wesentliche Strukturkompo-
nente der dusseren Membran der Zellwand von Gram-negativen Bakterien dar,
welche in der Natur ubiquitér vorhanden sind. Ublicherweise wird es via Inhala-
tion aufgenommen, bei Tieren kann dies zu groem Anteil auch lber das Futter
erfolgen (53). ET wird erst bei der Bakteriolyse freigesetzt und damit biologisch
wirksam (54). Unter bestimmten Wachstumsbedingungen kdénnen gréRere
Mengen an ET durch den Vorgang des ,shedding“ auch von lebenden Orga-
nismen freigesetzt werden (55). Die Begriffe LPS, ET und Pyrogen werden heu-
te synonym verwendet, wobei der Begriff ,Pyrogen” nur eine funktionelle Wir-
kung beschreibt.

Resorbierte Endotoxine entfalten meist keine biologische Wirksamkeit, da sie
schnell inaktiviert werden. Dies wird beispielsweise erreicht durch Interaktion
mit Plasmasubstanzen und dem Lipoprotein HDL (56). Ohne Inaktivierung zeigt
sich die biologische Bedeutung der ET mehrschichtig: Einmal zeigen sich vor-
teilhafte Aspekte in der Interaktion mit dem Immunsystems eines Wirts. Bei-
spielsweise wirken sie auf B-Lymphozyten immunmodulierend, mitoseauslo-
send und zur polyklonalen Antikérpersynthese befahigend (57). Auf der ande-
ren Seite kann ET selbst in extrem niedriger Konzentration schwerwiegende
biologische Effekte auf den Menschen und Saugetiere hervorrufen, wenn es in
den Blutkreislauf eintritt. Ihm wird eine Schllsselrolle in der Pathogenese der

gramnegativen Sepsis zugesprochen (58). Verschiedene Spezies reagieren
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unterschiedlich auf ET. Der Mensch ist ungewohnlich sensitiv und schon
Kleinstdosen kdnnen hamatologische Veranderungen herbeifiihren (59). Laut
Rietschel und Brade reicht eine ET-Konzentration von 10 pg/ml aus, um eine
Monozytenreaktion beim Menschen zu initiieren (60).

Bei wiederholter Exposition mit ET wird in experimentellen Tiermodellen eine
Toleranz beschrieben. ET induziert dabei qualitative und quantitative Verande-
rungen in der Monozytenfunktion und der Zytokinproduktion (61).

Physiologisch wird ET beim Menschen aus dem Gastrointestinaltrakt wahr-
scheinlich kontinuierlich in kleinen Mengen via Portalkreislauf zur Leber trans-
portiert (62). Dort wird es hauptsachlich von den ortsstandigen Kupfferzellen
aus dem Blut entfernt (63), wahrscheinlich zu einem bestimmten Teil auch von
Hepatozyten (64). Kommt es im Rahmen der Aufnahme von ET durch den
Darm im Zuge der Immunantwort zu einem grofRen neutrophilen Zustrom, so
kann dieser aufgrund reaktiver Sauerstoffmetabolite, Proteasen und anderer
Enzyme der Granulozyten zu morphologischer und funktioneller Schadigung
der gesunden Leber fiihren (65, 66). Ist die Leber andererseits bereits gescha-
digt, wie in der Zirrhose, kann dies zur systemischen Endotoxinamie fiihren
(67). Im Allgemeinen wird ET neben anderen metabolischen und hamodynami-
schen Ursachen als beeinflussender Faktor der Leberregeneration vermutet
(68).

1.4.1 Chemische Struktur

Das ET-Molekil (Abb. 2) besteht aus einem zweiteiligen hydrophilen Polysac-

charidteil und einem kovalent gebundenen hydrophoben Lipid A-Anteil. Alle En-

@
CEES
B ®
O-spacific chain Care regicn Lipid A

Abb. 2 Bau des ET (GIcN = D-Glukosamin ; Hep = L-Glycero-D-Manno-Heptose ; Kdo = 2-
Keto-3-Deoxyoctonséaure; P = Phosphat) (54)

dotoxine sind Varianten desselben Molekiils.

B

=
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Der Polysaccharidteil besteht aus der O-spezifischen Seitenkette und dem
ebenfalls zweigeteilten Kernbereich. Die Seitenkette ist stammspezifisch und
die variabelste Formation des ET. Sie reprasentiert die O-Antigene auf3erhalb
der Zellwand und evoziert die spezifische Immunantwort. Das Oligosaccharid
des Kerns (Core) ist wenig variabel. Der Kern besteht aus einem inneren und
einem auleren Kernbereich (Inner und Outer core), der innere ist mit dem Lipid
A-Teil, der duRere mit der O-spezifischen Seitenkette verknipft. Die unvariabel-
ste Struktur des ET-Molekiils ist der Lipid A-Teil, wobei sich die Art, Lange und
Substitution der Fettsduren unterscheiden konnen. Die Lénge dieser Fettsauren
kann variieren (10 bis 18 Kohlenstoffatome) und ist fiir jeden Bakterienstamm
spezifisch. Je nach Struktur der Fettsduren ergibt sich die biologische Aktivitat
des ET (54, 69).

1.4.2 Endotoxindmie: Signalweg, Zytokine und Einflussgroen

ET ruft die Zellantwort nicht direkt hervor, sondern es wirkt hauptsachlich durch
Aktivierung von zirkulierenden und ortstdndigen Makrophagen (z. B. nicht-
parenchymale Kupfferzellen der unspezifischen Immunabwehr der Leber), die
Uber eine intrazelluldre Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden die Ge-
nexpression von Zytokinen initiieren (70).

Dabei ist das ET an ein zirkulierendes Lipopolysaccharid-bindendes Protein
(LBP) gebunden. Das LBP ist ein Akute-Phase-Protein aus dem Plasma, das
sich an den Lipid A-Teil anlagert. Dieser LPS-LBP-Komplex dockt auf der Ma-
krophagenoberflaiche an den CD 14-Rezeptor (CD = Cluster of Differentiation)
an, was den Makrophagen aktiviert und zum Sezernieren von Zytokinen, freien
Sauerstoff-Radikalen plus Lipo- und Cyclooxygenaseprodukten der Arachidon-
saure veranlasst. Auch die Toll-like-Rezeptoren TLR-2 und 4 sowie der Plasma-
faktor Septin scheinen an der LPS-Zytokin-Interaktion beteiligt zu sein (18, 71,
72). Der LPS-LBP-Komplex kann zur gramnegativen Sepsis fiihren (70).

Die Zytokine erleichtern und vermitteln diverse zellulare Vorgange im Entziin-
dungsprozess wie Phagozytose und das Toten der Mikroorganismen. Eine ge-
steigerte Konzentration eines Zytokins im Blut kann als Indikator der Entzin-
dung dienen und den septischen Schock initiieren. Derartige Zytokine sind In-
terleukin-1a (IL-1a), Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa), Interleukin-6 (IL-6) und
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Interleukin-8 (IL-8) (73). Die Ausschiittung von IL-6 findet im Rahmen der Akut-
phasereaktion statt und wird in der aktuellen Labordiagnostik zur Fruherken-
nung des SIRS eingesetzt. Die H6he des IL-6-Spiegels korreliert dabei mit der
Schwere der Entziindung, dem Ausmass der Organdysfunktion und der Mortali-
tat (70, 74).

Zytokine wie IL-4 und IL-10 scheinen auf der anderen Seite aber auch antiin-
flammatorisch zu wirken und fiihren zu einer Immunsuppression, was die Pro-
gnose einer Sepsis verschlechtern kann. Diese Immunosuppression wurde von
Bone et al. als das ,Compensatory anti-inflammatory response syndrome*
(CARS) bezeichnet (75). Der immunologische Gesamtmechanismus kann als
bipolar angesehen werden: einmal die unkontrollierte Hyperinflammation mit
systemischer Entziindungsreaktion und fulminantem Organversagen und dem
gegeniber eine Immunparalyse, welche eine systemische Bakteriamie, Endo-
toxindmie und das Fortschreiten einer Infektion unterstitzt (76, 77). Es gibt
Hinweise auf einen massgeblichen Anteil der Endotoxinamie an dieser Immun-
paralyse bei Patienten mit Leberzirrhose. Dies geschieht wahrscheinlich durch
IL-10 vermittelte Veradnderungen der Monozytenfunktion durch Down-
Regulierung der HLA-DR-Expression (16, 78).

Die Zytokinwirkung fuihrt zur endothelialen Dysfunktion mit Perfusionsstérun-
gen, die gemeinschaftlich mit der Gerinnungsaktivierung zu Gewebshypoxie
fuhrt (70, 79). Aktivierte neutrophile Granulozyten kénnen zudem zytotoxische
Sauerstoffradikale und Proteasen ausschitten. Wird letztendlich der Darm af-
fektiert, kann es Uber die beschriebenen Mechanismen zu einer gesteigerten
Translokation von Bakterien und deren Toxinen aus dem Darmlumen in das
Pfortaderstromgebiet und in das Lymphsystem kommen. Diese wiederum kon-
nen die inflammatorischen Reaktionen einleiten und es entsteht ein Teufels-
kreis. Es gibt Studien, die den Mechanismus der Translokation bei Tieren und
beim Menschen aufzeigen (3, 80).

Die Funktion der Darmbarriere kann sich physiologisch verandern, hierbei spielt
die Ernahrung und die Art der Ernahrung eine groRe Rolle. Holst wies bei ge-
sunden Schweinen tageszeitliche Schwankungen der Endotoxinkonzentratio-

nen im peripheren Blut nach, welche durch eine gesteigerte Absorption von
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physiologisch vorhandenem ET aus dem Darm nach Nichternphasen und An-
stieg der intestinalen Permeabilitat erklarbar war (81). Gonella et al. stellten
fest, dass es durch totale parenterale Erndhrung tber finf Tage ebenfalls zu
einem zunehmenden ET-Transport durch das Darmepithel kommt (82). Umge-
kehrt zeigte sich bei friher enteraler Ernahrung bei postoperativen Patienten
bei Leberzirrhose Child B und C ein im Vergleich mit einer totalen parenteralen
Ernahrung positiver Einfluss auf die Darmbarriere, daneben auch auf die Stick-
stoffbilanz und einen Gewichtsverlust (83). Grundsatzlich kann auch Mangeler-
nahrung mit systemischer und portaler Endotoxinamie einhergehen (84).

Die genaue Funktion des Darms bzw. der Darmbarriere im Rahmen eines
MODS und beginnenden MOF ist aktuell nicht vollstadndig geklart. Dem Versa-
gen der Darmbarriere wird jedoch in der Literatur zunehmend eine Schlusselrol-
le in der multifaktoriellen Genese des MOF zugeschrieben (80). Die Permeabili-
tat der Darmmukosa kann sich multifaktoriell bedingt andern. Bei postoperati-
ven oder schockierten Patienten nach Verbrennung, Polytrauma oder Sepsis
kann es zu einer Perfusionsstorung der ,letzten Wiese* und zur édematdsen
Schadigung der intestinalen Mukosabarriere kommen. Darauf kann eine bakte-
rielle Translokation, eine SBP und ein Ubertritt von Bakterien und deren Toxi-
nen ins Pfortaderstromgebiet und das Lymphsystem erfolgen (16, 70). Es kann
bis zur Nekrose des Darmes kommen (85). Fallt wie beim ALF ein Hauptfaktor
der Abwehrmechanismen aus, kann die Endotoxinamie Uber die Immunparaly-

se beim SIRS die Abwehrlage weiter verschlechtern (78).

1.4.3 Endotoxinamie beim Versuchstier Schwein

Wenn man die ET-Effekte auf Kérpertemperatur, zirkulierende Leukozyten und
den Gastrointestinaltrakt in verschiedenen Spezies vergleicht, kann man fol-
gendes Ranking mit abnehmender Sensitivitat erstellen: Kaninchen, Pferd, Zie-
ge, Hund, Rind, Schaf, Katze, Schwein und Huhn (86). Betrachtet man die Lite-
ratur, so zeigen sich folgende Effekte von ET auf Schweine: Experimentell zu
Schweinefutter gefiigtes ET flihrte zu Fieber und Appetitlosigkeit sowie labor-
chemisch zur gesteigerten Prostaglandin F2a-Metaboliten-Konzentration. Diese
gelten als sensitive Marker des ET-Einflusses (87). Holst stellte fest, dass ge-

sunde Schweine keine bestandigen klinischen Symptome aufwiesen sowohl
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nach kurzzeitiger enteraler oder inhalatorischer, als auch nach einer Kombinati-
on von oraler und inhalatorischer ET-Exposition. Die ET-Konzentration war in
dieser Studie in der Luft und im Futter gleich der in der Stallhaltung evaluierten.
Lediglich in einigen Fallen lieRen sich leichte Temperaturanstiege feststellen,
die dem ET-Futter zugeordnet werden konnten. Bei einer Gruppe, die ET i.v.
appliziert bekam (Dosen von 0,1 ug/kg bis 1,0 ug/kg), kam es eine halbe Stun-
de nach Injektion zu Symptomen wie Fieber, Zittern und Erbrechen; in starkerer
Dosis mit starkerer Klinik. Tiere, die Uber sechs Tage im Futter ET beigefiigt
bekamen, entwickelten eine schwachere Klinik, was auf eine erworbene ET-
Toleranz hinweist. Laborchemisch zeigte sich ein Anstieg von Gallensauren und
Glutamatdehydrogenase (Cholestase und Leberschadigung) im Serum, 15-
Ketodihydroprostaglandin F2a (ET-Marker) im Plasma und Leukozytopenie. Bei
Kombination von oraler und vierstiindiger inhalativer ET-Exposition wurde via
bronchoalveolarer Lavage eine gesteigerte Zahl von neutrophilen Granulozyten

aufgefunden, was auf einen leicht entziindlichen Vorgang hinweist (81).

1.5 Fragestellung

Das von der lokalen Lebernekrose ausgehende systemische ALF legt mit seiner
inflammatorischen Komponente eine substanzielle Rolle von Entdotoxin nahe.
Die hier vorliegende Arbeit tragt dazu bei, die pathophysiologischen Prozesse
besser zu verstehen und limitierende Faktoren der Uberlebenszeit in diesem
Modell des ALF unter intensivmedizinischen Bedingungen zu erkennen.

» Unterscheidet sich die Uberlebenszeit der Tiere nach standardisierter
kompletter Hepatektomie mit einer standardisierten postoperativen In-
tensivtherapie im Vergleich zu bisher publizierten Daten?

* Wie ist der zeitliche Verlauf der ET-Konzentrationen ab praoperativ in der
darauf folgenden anhepatischen Phase in den diversen Therapiere-
gimes?

* Wie ist der Zusammenhang der ET-Konzentration zur Klinik und zu an-
deren laborchemischen Parametern, die Marker fir eine SIRS oder ein
MOF darstellen?
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2 Material und Methoden
2.1 Grosstiermodell

211 Tiere

Im Rahmen eines Grofitierexperiments wurden zwanzig weibliche Schweine der
Deutschen Landrasse mit einem Gewicht von 30 — 46 kg (mittleres Gewicht: 35

+ 4 kg) untersucht..

2.1.2 Tierschutz

Die Studie wurde uber den Tierschutzbeauftragten der Universitat Tubingen der
Tierschutzkommission des Regierungsprasidiums Tibingen gemeldet und unter
AZ C11/02 genehmigt (§4 Abs.3 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der
Bekanntmachung vom 25. Mai 1998, BGBI. S. 1105). Sie erfolgte libereinstim-
mend mit den Europaischen Tierschutzrichtlinien und wurde von zwei Veteri-

narmedizinern konsiliarisch betreut.

2.1.3 Anasthesie

Die intramuskulare Pramedikation erfolgte 1 h praoperativ mit Atropin-Sulfat
0.1%, Ketaminhydrochlorid, Azaperon und Diazepam durch den Veterinar (Me-
dikamentendosen siehe Tabelle 1). Dem sedierten und spontan atmenden Tier
wurden zur Narkoseeinleitung zwei 18 G-vendser periphere Katheter (Vasofix,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in zwei Ohrvenen bds. ein-
gelegt. Durch einen wurde ein Cavafix© -zentralvendser Katheter (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) platziert, um wahrend der Praparati-
on der HalsgefalRe flr einen arteriellen Zugang eine sichere Aufrechterhaltung
der Narkose zu ermoglichen.

Nach Intubation mit einem Magilltubus mit Cuff in Grésse 8 Ch (Lo-Contour™
Magill, Mallinckrodt Medical, Athlone, Ireland) erfolgte im Operationssaal die
totale intravendse Anasthesie (TIVA) und die druckkontrollierte Beatmung mit
einem Sauerstoff-Lachgasgemisch im Verhaltnis 1:2 (Galileo Gold, Hamilton
Medical AG, Schweiz). Zielwerte der Beatmung: Atemfrequenz 8 - 12 Atemziige

pro Minute, Tidalvolumen 6 — 10 ml/kg KG, inspiratorische Sauerstoffkonzen-
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tration (FiO2) je nach arteriellem Sauerstoffpartialdruck, PEEP 4 - 20 mmHg.
Die Beatmung wurde peri- und intraoperativ im Bedarfsfall mit Hilfe einer arteri-
ellen Blutgasanalyse (BGA) variiert (ABL 720, Radiometer, Copenhagen). Er-
fasst wurden via BGA auch unter anderem die Serumelektrolyte, der Saure-
Basen-Haushalt, die Blutgase, die Blutglukose und das Hamoglobin.

Die Narkose erfolgte in TIVA mit kontinuierlicher Infusion von Ketaminhydroch-
lorid, Fentanyl und Midazolam von dem Zeitpunkt des sicheren vendsen Zu-
ganges bis zum Exitus letalis. Muskelrelaxation mit Rocuronium-Bromid. Anti-
biotische Prophylaxe praoperativ mit 2 g Ceftriaxon. Platzieren einer Magen-
sonde zur Drainage (Argyle™, Tyco Healthcare, Tullamore, Irland). Lagerung
auf dem Operationstisch (Eickemeyer, Tuttlingen, Deutschland) mit Spezialauf-
bau (Eigenbau) in Rickenlage. Zur Therapie einer Hypothermie erfolgte die
Applikation von Warmebeuteln und —matten mit der ZielkGrperkerntemperatur
von ca. 38,0 — 38,5 °C (88).

Medikament ‘ Dosis Firma

Pramedikation (i.m.)

Atropin-Sulfat 0.1% 0.05 mg/kg KG B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Ketaminhydrochlorid | 7 mg/kg KG Ketamin® 10%, Parke-Davis GmbH, Berlin,
Deutschland

Azaperon 10 mg/kg KG Stresnil®, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland

Diazepam 1 mg/kg KG Valium®, Hoffmann-La Roche AG, Wyhlen,

Deutschland

Muskelrelaxation (i.v.)

Rocuronium-Bromid | 1,0 mg/kg KG als | Esmeron®, Organon-Teknika Medizinische Pro-

Repetitionsdosis | dukte GmbH, Eppelheim, Deutschland

TIVA peri-, intra- und postoperativ

Ketaminhydrochlorid | 15 mg/kg KG/h Ketamin® 10%, Parke-Davis GmbH, Berlin

Fentanyl 0,02 mg/kg KG/h | Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss
Midazolam 0,9 mg/kg KG/h Dormicum®, Hoffmann-La Roche AG, Wyhlen
Antibiotische Therapie

Ceftriaxon 1x2mg/d Rocephin®, Hoffmann-La Roche AG, Wyhlen

Tab. 1 Medikation, Teil 1
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21.4 Operatives Vorgehen

Nach 12 h Nichternphase, antibiotischer Prophylaxe mit Ceftriaxon 2 g und
unter TIVA erfolgte die Desinfektion und das sterile Abdecken. Praparation der
Halsgefasse (Vv. jugulares und A. carotis interna) zur Installation eines zentral-
arteriellen und zentralvenésen Katheters (Arteriell: Leadercath, Vygon, Ecouen,
Frankreich; Vendés: Multi-Lumen Central Venous Catheter, Arrow International,
Reading, PA, USA) zur kontinuierlichen Uberwachung, Narkose und Proben-
entnahme. Platzieren einer Hirndrucksonde (Camino® MPM-1 monitor, Integra
Neurosciences, Plainsboro, N.J., USA).

Hiernach erfolgte nach medialer Laparotomie und Anlage eines Zystostomie
(Gentle-Flow, Tyco Healthcare, Tullamore, Irland) zur Dauerableitung die Frei-
praparation der Leber und Ligatur der A. hepatica sowie des Ductus hepaticus
communis. Hiernach Mobilisation der V. portae und der infrahepatischen V. ca-
va zur Vorbereitung der Anastomose mit einer Y-Gefassprothese (Uni-Graft® K
DV, ITV, Denkendorf, Deutschland). Eréffnung des linksseitigen Zwerchfells flr
die suprahepatische Anastomose. Anastomosen in End-zu-Seit-Technik, wo-
durch nur ca. 1/3 des jeweiligen Gefasses ausgeklemmt werden musste und
dadurch eine Schonung der Perfusion der Abdominalorgane, des MAP und des
Myokards mdoglich war. Nach kompletter Anastomose Abklemmen der infrahe-
patischen V. cava, der V. portae und der suprahepatischen V. cava und Freiga-
be des Blutflusses uber die interponierte Gefassprothese. Hiernach En-bloc-
Resektion der Leber mit retrohepatischer Vena cava. Bei trockenen und dichten
Verhaltnissen erfolgte der Verschluss des Zwerchfells und der schichtweise

Abdominalverschluss (49).

2.1.5 Intra- und postoperatives intensivmedizinisches Management

Der intraoperative Blutverlust und Mangel an leberspezifischen Gerinnungsfak-
toren wurde durch die Gabe von praoperativ vorbereiteten porcinen Erythrozy-
tenkonzentraten (EK) und Fresh Frozen Plasma Einheiten (FFP) substituiert
(siehe 2.1.6). Intraoperative Gabe von EKs je nach Blutverlust im Verhaltnis 1:1.
Zudem erfolgte die Volumenersatztherapie sowie die Elektrolytsubstitution mit

Kochsalzlésung 0,9% und Hydroxyethylstarke 6% (Fabrikat und Zielwert siehe
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Tabelle 2). Zur Sicherung der Diurese erfolgte die kontinuierliche Gabe von Fu-
rosemid, im Verlauf erfolgte bedarfsweise und nach Ausschluss eines Volu-
menmangels die Gabe von Noradrenalin.

Zeigten sich die Vitalparameter zwei Stunden postoperativ stabil, erfolgte der
Transport der Tiere vom Operationssaal auf die Intensivstation zur weiteren
Therapie. Die Tiere blieben weiterhin in TIVA und ITN, die Tiefe der Anasthesie
wurde anhand der Respiration, Herzfrequenz, Pupillenreflexen und Schmerz-
stimuli bestimmt. Fortfihren der druckkontrollierten Beatmung. Zielwerte: Atem-
frequenz 15 - 30 Atemziige/Minute, Tidalvolumen 6 — 12 ml/kg KG, Inspiratori-
scher Sauerstoffanteil 0,3 — 1,0, PEEP 4 - 20 mmHg. Die Beatmung wurde im
Bedarfsfall und postoperativ stiindlich mit Hilfe einer BGA angepasst.

Folgende Kenngréssen zur Beurteilung der anhepatischen Phase wurden ne-
ben den Laborparametern (siehe Kapitel 2.2.1) kontinuierlich aufgezeichnet:
Intrakranieller Druck (ICP, mit cerebralem Sauerstoffpartialdruck), Elektrokar-
diogramm, Herzfrequenz (HF), arterieller Mitteldruck (MAP), zentraler Venen-
druck (ZVD), arterielle Sauerstoffsattigung (SaOz2), Kerntemperatur (T).
Folgende Parameter wurden stiindlich bestimmt und bedarfsweise angepasst:
Beatmungsparameter, Monitoring der Intensivtherapie, Diurese und mittels BGA
die Blutgase, der Saure-Basen-Haushalt, Hamoglobin, Laktat, Blutglukose und
Serumelektrolyte (Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, Anionenllcke). Zur Auf-
rechterhaltung eines adaquaten Perfusionsdruckes erfolgte die Gabe von Nora-
drenalin in Kombination mit Kochsalzlésung 0,9%, Hydroxyethylstarke 6% und
FFPs; Postoperative Gabe von mindestens 1 EK und 3 FFP in 8 Stunden. Ziel-
Quickwert 50%. Grenzwert fir die Gabe eines EK stellte ein Hamoglobin-
Konzentration < 6 g/dl dar. Der Blutzuckerspiegel (BZ) wurde mit Glukose-20%-
Lésung Uber 100 mg/dl gehalten. Applikation von Furosemid fur das Erhalten
einer guten postoperativen Diurese. Antibiotische Therapie mit 2 g Ceftriaxon
taglich.

Der Tod des Tieres wurde durch ein Absinken des arteriellen Mitteldrucks unter
30 mmHg oder Herzstillstand bei maximaler Katecholamin- und Intensivtherapie
definiert. Einzelne Tierkadaver wurden autopsiert unter anderem zur Uberprii-

fung des Operationssitus und dabei insbesondere der Y-Prothese. Es wurden
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exemplarisch Nieren und Gehirne zur histologischen Aufarbeitung entnommen
(49, 88, 89).

Medikament Zielwert

Hamodynamik

Noradrenalin (maximal 30 pg/min; Arterenol®, | MAP zwischen 60 und 70 mmHg
Aventis Pharma Deutschland GmbH, Bad
Soden)

Diurese

Furosemid (Lasix®, Ratiopharm, Ulm); Boli | Diurese 20 — 80 ml/kg KG/d, maximal
von 10 - 20 mg) 1000 mg/d

Infusionstherapie

Natriumchlorid 0,9% (B.Braun Melsungen AG) | ZVD 8 - 12 mmHg

Hydroxyethylstéarke 6% (Haes-steril®, Frese- | ZVD 8 - 12 mmHg

nius, Bad Homburg)

EK und FFP (Eigene Herstellung; Schlachthd- | Kreuzprobe (Crossmatch); Gabe nach Bedarf
fe Rottenburg a. N./Gartringen) und Blutgasanalyse; Intra-OP je nach Verlust
im Verhaltnis 1:1; Post-OP mind. 1 EK und 3
FFP/8 h; Ziel-Quickwert 50%; Hamoglobin < 8

gldl.
Stoffwechsel
Glucose 20% 500 ml (B. Braun Melsungen | BZ > 100 mg/dI
AG)

Tab. 2 Medikation, Teil 2
2.1.6 Blutprodukte

2.1.6.1 Methodik der Gewinnung des Vollbluts

Das Vollblut wurde gréRtenteils im Schlachthof Rottenburg a. N., in wenigen
Ausnahmen im Schlachthof Gartringen von nur einigen Sekunden zuvor gekeul-
ten Schweinen entnommen. Der geschlossene, sterile und mit Nummer identifi-
zierbare Dreifachbeutel (450 ml; Compoflex®, Biotrans, Dreieich, Deutschland)
wurde mittels der endstandigen 1,65 mm Kanile durch einen Gummistopfen
hindurch an den sterilen Plastiktrichter angeschlossen. Der Trichter und die Zu-

leitung wurden mit ca. 70 ml der im Beutel vorhandenen sterilen, pyrogenfreien
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Stabilisatorldsung durch Tieferhalten gespiilt. Der Stabilisator war CPD (Citrat,
Phosphat, Dextrose). Der sterile Auffangtrichter mit dem angeschlossenen Beu-
telsystem wurde nach Inzision der HalsgefaRe des Schweins in den Blutstahl
gehalten. Bis auf wenige Ausnahmen wurde pro Schwein eine Vollblutentnah-
me durchgefihrt.

Der vollblutgeflillite Trichter kam in eine selbstentworfene und erschitterungsfrei
aufgehangte Holzhalterung zum Befiillen des tiefliegenden Transfusionsbeutels.
Nach Fillung des Beutels wurde die Zuleitung per Metallklemme abgetrennt,

abgeschnitten und innerhalb kurzer Zeit weiterverarbeitet.

2.1.6.2 Methodik der Herstellung der Blutprodukte

Die Spendertiere wurden auf ABO-Blutgruppenantigene getestet, um eine ABO-
Unvertraglichkeit auszuschlieBen. Das Erythrozytenkonzentrat (EK) und das
Fresh frozen plasma (FFP) wurden aus dem Vollblutbeutel eines Schweins ge-
wonnen. Das Plasma wurde von den anderen Blutkomponenten zuerst durch
Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 2500 G und 25 °C separiert (Heraeus Cryofu-
ge 5500i, Thermo Fisher Scientific Inc, Deutschland) und dann zur Trennung in
einen Transferbeutel abgepresst. Erythrozyten wurden mit 100 ml SAG-
Mannitol Additividsung konserviert und bei 4°C maximal 7 Tage aufbewahrt.
Das EK wurde bei 4 °C eingekuhlt, das FFP schockgefroren und bei - 80 °C
gelagert (88).

2.1.6.3 Methodik der Anwendung der TBP
Das im Kuhlschrank bei 4°C = 2°C gekihlte EK und das im Eisschrank bei -

80° C gefrorene FFP wurde vor der Transfusion im Wasserbad langsam er-
warmt, vorsichtig geschwenkt und gewogen. Jedes Konzentrat wurde vor der
Transfusion einer optischen Qualitatspriifung unterzogen, wobei vor allem auf
die Unversehrtheit des Blutbeutels, Koagelbildung, Verfarbungen (als méglicher
Ausdruck einer Verkeimung) und auf Hamolyse geachtet wurde. Auffallige EKs
wurden nicht verwendet. Um eine Hamolyse auszuschlielen, wurde eine Probe
von einem Milliliter bei 5000 G fir 10 Minuten zentrifugiert (Heraeus Labofuge
300, Thermo Scientific Inc, Deutschland).
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Ein unbedenkliches EK wurde dann mit praoperativ entnommenem Blut des
Versuchtieres im Sinne einer Kreuzprobe (Crossmatch) gekreuzt. FFP und EK
wurden an verschiedenen Zugangen infundiert, um eine Koagulation zu ver-
meiden. Die Transfusionsgeschwindigkeit wurde dem klinischen Zustand des
Schweins angepasst, insbesondere bei Kreislauf- oder Niereninsuffizienz. Ein
Konzentrat lief in ca. einer Stunde ein, mit Ausnahme von Massivtransfusionen
bei massivem Blutverlust. Neben den Blutprodukten wurde der Verlust intrava-
saler Flussigkeit wurde durch Gabe von Hydroxyethylstarke 6% und Natrium-
chlorid 0,9% substituiert.

2.2 Endotoxin (ET)

2.21 Gewinnung der Untersuchungsmaterialien

Die Blutentnahme am Versuchstier zur Messung der ET-Konzentration erfolgte
zusammen mit anderen laborchemischen Blutparametern wie Blutbild (Leukozy-
ten, Erythrozyten, Thrombozyten, Hdmoglobin, Hamatokrit, INR, PTT), Kreati-
nin, Harnstoff, Gesamteiweiss, Albumin, Ammoniak, Gesamtbilirubin, GOT,
GPT, LDH, CK und CK-MB nach einem festen Schema praoperativ, postopera-
tiv und in der anhepatischen Phase dreimal taglich um 0:00 Uhr, 8:00 Uhr und
16:00 Uhr. Die letzte Blutentnahme erfolgte zum Todeszeitpunkt. Die Entnahme
wurde praoperativ an einer Ohrvene, sonst an einem arteriellen Katheter in der
Arteria carotis durchgefiihrt. Die ET-Konzentration wurde selbst bestimmt,
samtliche anderen Parameter wurden im Zentrallabor des Universitatsklinikums
Tubingen nach den Vorgaben der Deutschen Gesellschaft flr klinische Chemie
bestimmt. Die Blutentnahme zur ET-Bestimmung wurde mit einem sterilen py-
rogenfreien Vakkumrdhrchen (Fabrikate siehe Tabelle 4) durchgefihrt, das da-
nach 10 Minuten mit 3000 G und bei 4 °C zentrifugiert wurde. Der Uberstand
wurde in ein Transferrdhrchen verbracht (Biopur-grade reaction tube) und auf -

80 °C eingefroren wurde.
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2.2.2 Gewahrleistung von Pyrogenfreiheit und Sterilitat

Die Abnahme des Blutes am Schwein erfolgte nach vorheriger Desinfektion der
Anschlisse, bei der ET-Messung wurden nur sterile Komponenten sowie Ein-
mal-Plastikmaterial verwendet. Die darauffolgenden experimentellen Schritte

wurden im sterilen Luftstrom durchgefihrt.

2.2.3 Limulus-Amo6bozyten-Lysat (LAL)-Methode

Die ET-Konzentration wurde mittels der Limulus-Amobozyten-Lysat (LAL)-
Methode in vitro bestimmt. Limulus-Amébozyten-Lysat ist ein wassriger Extrakt
von Amdbozyten, primitiven Blutzellen des Pfeilschwanzkrebses (Limulus po-
lyphemus). ET aktiviert ein  Pro-Enzym des LAL, welches triib wird und unter
geeigneten Umsténden ein festes Gel bildet, das turbidimetrisch gemessen
werden kann. Das aktivierte Enzym flhrt ferner in einem synthetischen chro-
mogenen Substrat zu einer Abspaltung von para-Nitroanilin, dessen Aktivierung
zu einem Farbumschlag zu Gelb flihrt. Dieser kann photometrisch kontinuierlich

bei 405 nm gemessen werden (90).

ENDOTOXIN oNA
l substrate

LAL » Activated >
pro-enzyme " LAL

l Yellow
Coagulogen —— | GEL colour

Abb. 3 Das Prinzip des LAL (90)

Bei der kinetisch-turbidimetrischen LAL-Methode wird einem bestimmten Volu-
men der Probe ein bestimmtes Volumen von LAL Endochrome-K zugefligt und
die Reaktionsmischung bei 37°C inkubiert. Es wird dann die Steigerungsrate
der Triibung oder die Zeitspanne (Anfangszeit = Onset time) bestimmt, die not-
wendig ist, um eine bestimmte Triibungsstufe zu erreichen. Die optische Dichte
wird in regelmafiigen Abstdanden gemessen. Eine héhere ET-Konzentration er-

gibt eine kiirzere Onset time.

28



Hiernach werden Standardkurven erstellt, indem die Log-Onset-time grafisch
gegen die Log-Konzentration des Standard-ET aufgetragen wird. Anhand dieser
Kurven werden die ET-Konzentrationen in den Proben berechnet. Die LAL-
Methode ist schnell, spezifisch, leicht ausfihrbar und héchst empfindlich. Die
Nachweisgrenze hangt von der verwendeten Methode und den verwendeten
Instrumenten ab und kann einen Minimalwert von 5 pg/ml (0.6 Endotoxin
Units/ml; 1 ng > 12 Endotoxin Units) erreichen. Eine Bestandteile von Pilzen
kénnen den Assay aktivieren, mussen jedoch in sehr hohen Konzentrationen

vorliegen (90).

2.2.4 Methodik der ET-Messung mittels LAL-Methode

Die bei -80 °C gelagerten Schweineseren wurden ohne zusatzliche Erwarmung
langsam auf Raumtemperatur gebracht und nach ihrer Verflissigung zur
Hitzeinaktivierung zehn Minuten in ein Wasserbad der Temperatur 80 °C ge-
stellt. Nach dem definierten Abklhlen von einer Minute im Eisbad und einer
dreimindtigen Behandlung in einem Ultraschallbad wurden die Proben in der
Eppendorfcup-Zentrifuge bei 16.000 G und 4 °C sechzig Minuten zentrifugiert.

Danach wurde zweimal 50 pl des Uberstands der Proben auf eine Mikrotest-
Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen als Doppelbestimmung pipettiert. Die aul3e-
re Vertiefungsreihe blieb allseitig leer. Neben den funf Standards und einer
Kontrolle mit sterilem pyrogenfreiem Wasser ergaben sich pro Platte 24 Proben.
Die Standards entsprachen 1000, 100, 10, 1 und 0,1 pg Endotoxin/ml. Das LAL
wurde gemal den Herstellerangaben mit 3,2 ml sterilem pyrogenfreiem Wasser
angesetzt. Nach dem Aufwarmen des Spektralphotometers auf 37 °C und dem
Reaktionsstart durch Applizierung von 50 pl LAL in die Vertiefungen mit den
Proben erfolgte die photometrische Messung der Extinktion bei 405 nm. Die
Datenaufzeichnung erfolgte im Abstand von 150 Sekunden Uber 40 Durchgan-
ge. Um eine Durchmischung zu gewahrleisten, wurde jeweils im Anschluss an
eine Messung die 96-Loch-Titerplatte mit niedriger Intensitat zehn Sekunden
geschiittelt. Es erfolgte ein Farbumschlag von serds durchsichtig nach gelb.
AnschlieBend an die Messung wurden die Standardkurven berechnet und an-
hand dieser die ET-Konzentration der Proben ermittelt. Ausreil3er in der Reihe

der ET-Werte wurden durch Doppelbestimmungen verifiziert.
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Apparaturen und Gerite

Firma

Gefrierschrank Hera freeze -80°C

Heraeus, Hanau, Deutschland

Warmebecken (80 °C) Typ 3047

Kéttermann, Hanigsen, Deutschland

Eisbad

Eigenbau

Ultraschallbad Transsonic T 310

Elma, Singen, Deutschland

Eppendorfcup-Zentrifuge Biofuge fresco

Heraeus, Hanau, Deutschland

Vortex Mixer VF 2

Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Warmbares Photospektrometer (37°C)
Reader HT 3

Anthos, Krefeld, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Firma

Steriles pyrogenfreies Vakuumblutabnahme-

réhrchen

Endo Tube ET, Chromogenics
AB, Moelndal, Sweden

Steriles pyrogenfreies Transferrdhrchen bio-

pur-grade reaction tube 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterile Pipettenspitzen ep T.I.P.S
Singles 2-200 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Combitips plus 2,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterile Safe-Lock Tubes 1,5 ml/2 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikrotest Zellkulturplatte; 96 Vertiefungen
( Microtest 96)

Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Detergenzien

Firma

LAL Reagenz Wasser (LRW); steril
und pyrogenfrei

Charles River Endosafe / Chromogenix, Italien

Kontroll Standard Endotoxin
E. coli 055: B5 10 ng

Charles River Endosafe, Charleston, SC, USA

LAL (Limulus Amébozyten Lysat)

Endosafe® Endochrome-K™

Charles River Endosafe, Charleston, SC, USA

IL-6-Messung

Firma

FlowCytomix human TH1/Th2 10plex Kit Il

Bender MedSystems, Wien Osterreich

Tab. 3 Materialien zur Bestimmung der ET- und IL-6-Konzentration
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2.3 Statistik

Die gesammelten Daten wurden mit dem Programm JMP (JMP™ Software 4.0,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) statistisch berechnet, die graphische Dar-
stellung erfolgte mit dem Programm Origin (Origin®, Version 7.0, OriginLab
Corporation, MA, USA). Im Rahmen der Auswertung wurden unter verschiede-
nen Gesichtspunkten Kategorien gebildet und Mittelwerte berechnet, die jeweils
mit dem Standardfehler angegeben wurden (MW + SEM). Bei den graphischen
Darstellungen wurden ebenfalls die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern ver-

wendet.

2.4 Studienplan und Behandlungsstrategien

Die Tiere wurden postoperativ nach vier Strategien behandelt, wobei jeder The-
rapieast aus einer Gruppe von finf Schweinen bestand. Alle Tiere bekamen
neben ihrer randomisiert zugelosten Therapie die gleiche maximale Intensivthe-
rapie:

Die erste Gruppe (Kontrollgruppe) erhielt nach der Hepatektomie ausschlief3lich

diese maximale Intensivtherapie. Die zweite Therapiegruppe erhielt additiv die

Therapie mit einem Leberzellreaktor. Dieser bestand aus Modulen, in denen
allogene, porcine kryokonservierte Hepatozyten auf Vliesen aus Polyurethan
kultiviert wurden. Hierzu wurden Hepatozyten aus einer Schweineleber durch
Collagenase-Pefusion isoliert und in die Module eingebracht. Die Module wur-
den mit einer kryoprotektiven Substanz versehen, einzeln verpackt und entlang
eines definierten Gradienten in flissigem Stickstoff gelagert. Bei Bedarf wurden
die Module aufgetaut, in den Reaktor eingefiigt und zur Entfernung der kryopro-
tektiven Substanz gespult. Der Reaktor wurde an den Plasma-Strom einer
Plasmapherese-Apparatur angeschlossen. Das Plasma wurde nach Passage
durch den Reaktor wieder in das Tier infundiert. Die Therapie erfolgte ab 12
Stunden postoperativ fir weitere 12 Stunden und in diesem Wechsel bis zum

Exitus letalis des Versuchtieres. Des weiteren erhielt die dritte Therapiegruppe

zusatzlich zur Intensivtherapie eine temporare Dialysebehandlung und die vier-

te_Therapiegruppe eine tempordre Plasmapheresebehandlung in beschriebe-

nen zwolfstindlichem Wechsel. Die Schweine der funften Gruppe ,Ausfalle®
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bestanden die Eingangskriterien fir die Aufnahme in die Studie beispielsweise
durch Kreislaufstabilitat nicht.

Gruppe | Behandlungsstrategie

1 Hepatektomie (Kontrolle) + Intensivmedizin
2 Leberersatz (Reaktor) + Intensivmedizin

3 Dialyse + Intensivmedizin

4 Plasmapherese + Intensivmedizin

Tab. 4 Therapiegruppen der Studie

Abb. 4 Leberzellreaktor der zweiten Therapiegruppe aus kryokonservierten Hepatozyten
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3 Ergebnisse

3.1 ALF

Die Schweine wurden zur Induktion des ALF hepatektomiert. Die mittlere Ope-
rationszeit betrug 181 = 24 Minuten und der Blutverlust 300-700 ml. Dieser
zeigte keine gruppenspezifischen Unterschiede und war hauptsachlich durch

das in der Leber residuelle Blut bedingt.

3.2 Uberleben

Die postoperative Uberlebenszeit nach 18 Stunden betrug 100%. Die maximale
Uberlebenszeit betrug 85 h und die mittlere Uberlebenszeit 51 + 19 h. Alle Tiere
starben an MOF. Die durchschnittlichen Uberlebenszeiten der Behandlungs-
strategien Kontrolle, Dialyse und Reaktor befanden sich im gleichen Zeitraum
von ungefahr 40 — 50 Stunden, die Plasmapheresegruppe zeigte das langste
Uberleben mit dem Mittelwert von 62,3 Stunden. Eine Auflistung der Uberle-

benszeiten mit den Variationsbreiten der einzelnen Gruppen zeigt Tabelle 5.

Gruppe Behandlungsstrategie @-Uz | Var.-Breite
1 Hepatektomie (Kontrolle) 41,2 18,4 -70,5
2 Leberersatz (Reaktor) 49,5 25,1-85,0
3 Dialyse 45,0 25,2-72.2
4 Plasmapherese 62,3 41,2-84,9

Tab. 5 Therapiegruppen der Studie mit durchschnittlicher Uberlebenszeit in h
(@-Uz = durchschnittliche Uberlebenszeit; Var.-Breite = Variationsbreite)

In der folgenden Abbildung 5 sind die Uberlebenszeiten der einzelnen Thera-

piegruppen mit den Standardfehlern fiir einen anschaulicheren Vergleich gra-

phisch dargestellt.
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Abb. 5 Uberlebenszeiten der Therapiegruppen in h (MW + SEM; Reihe geordnet von kiirzer bis

langer)

3.3 Kilinik der Endotoxinamie und SIRS

Perioperativ zeigten sich stabile Vitalparameter. Parameter wie HF, MAP, ZVD,
Sa02 und ICP waren perioperativ und in den ersten 12 Stunden postoperativ
stabil, im Verlauf verschlechterten sich diese in allen Gruppen in gleicher Weise
und ohne signifikante Unterschiede. Auch die applizierte Flissigkeitsmenge und
der ZVD zeigten in allen Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Die Beat-
mungsparameter verschlechterten sich im Verlauf zunehmend und ebenfalls
ohne signifikante Unterschiede. Der Hirndruck zeigte sich postoperativ stabil
und stieg im Verlauf und (pra-)final progredient an, ohne sich statistisch signifi-
kant in den Therapiegruppen zu unterscheiden.

Die gemittelten Leukozytenwerte aller Gruppen zeigten postoperativ einen
leichten Abfall, stiegen dann wieder etwas Uber den Ausgangswert und hielten

sich im Verlauf stabil auf einem Plateau um 25000 /ul. Zum Exituszeitpunkt kam
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es zu einem erneuten, nicht signifikanten Abfall auf 10637 + 8125 /ul, wie be-
reits in einer anderen Dissertation dargestellt (91).

Grundsétzlich konnten bei den Versuchstieren keine bestandigen klinischen
Symptome ausgeldst durch Endotoxindmie erfasst werden. Die Temperatur
wurde durch verschiedene MalRnahmen nach ihrem intraoperativen Abfall auf
Normaltemperatur gesteigert und bis zum Exitus mdglichst konstant gehalten.
Fieber bzw. ein signifikanter Temperaturanstieg oder Hypothermie konnten
deshalb nicht ermittelt werden. Gelegentlich wurde ein leichter Tremor, eine
gewisse Rigiditat und Reaktionen auf vendse Punktionen bemerkt, was am
ehesten mit der Narkosetiefe einherging. Appetitlosigkeit, Erbrechen und Ano-
rexia konnte aufgrund der Vollnarkose nicht erfasst werden.

Eine Sepsis konnte nicht nachgewiesen werden, denn es zeigten sich klinisch
keine Anzeichen fiir einen lokalisierbaren Infektfokus auferhalb der durch die
Hepatektomie ausgeldsten SIRS. Lokal zeigten sich die Laparotomiewunde so-
wie die Haut peripher der eingebrachten Fremdmaterialien reizfrei und unauffal-
lig. Empirische Maflnahmen, wie eine rontgenologische Abklarung der Tier-
Lungen fand ebenso wie eine Bakterienkultur des Urins ohne Verdacht auf In-
fekt nicht statt. Eine Minderung der Zerebralfunktion sowie ein Auftreten oder
der Grad einer HE waren war am Tier in Vollnarkose nicht beurteilbar.
Zusammenfassend zeigten sich in diesem Modell die Merkmale eines ALF, das
Auftreten eines SIRS und der Endpunkt im MODS/MOF. Die dazugehdrigen
kardiopulmonalen Veranderungen bedurften medikamentoser und apparativer

Therapie.

3.4 Endotoxin

Die Messung des Endotoxins erfolgte achtstiindlich. Allgemein gesagt zeigten
sich von praoperativ bis 16 Stunden préafinal planare und minimal schwankende
Verlaufe, so dass zunachst fir die verschiedenen Therapiegruppen eine gra-

phische Abbildung der ersten 24 h nach Operationsbeginn gewahlt wurde:
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Abb. 6 ET-Konzentration in der ersten 24 Stunden nach Beginn der Hepatektomie (MW+SEM),

Die Anfangswerte zeigten sich bei allen Therapiegruppen niedrig. Der niedrigste
gemittelte Ausgangswert wurde in der Reaktorgruppe mit 4 + 2 pg/ml gemes-
sen, der hochste Ausgangswert zeigte sich mit 12 + 7 pg/ml in der Plasmaphe-
resegruppe. Bereits postoperativ lagen, bis auf die Plasmapheresegruppe, nicht
signifikant hohere Werte vor. Minimum bei der Plasmapheresegruppe mit 12 + 3
pg/ml, Maximum bei der Reaktorgruppe mit 25 + 18 pg/ml. Hiernach im Alige-
meinen konstant niedriger Verlauf aller Therapiegruppen.

Nach 12 Stunden erfolgte der Beginn der zugelosten Therapiedste zusatzlich
zur Intensivmedizin. Es zeigte sich bei allen Gruppen bis auf die Kontrollgruppe
ein leichter Anstieg der ET-Konzentration bis zum nachsten Messpunkt nach 12
Stunden Therapie, welcher auch das Ende dieses Therapiezyklus darstellte.
Den hochsten Wert verzeichnete die Reaktorgruppe mit 40 + 26 pg/ml, den

zweithdchsten Anstieg die Plasmapheresegruppe mit 26 = 7 pg/ml und den
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dritthochsten Anstieg die Dialysegruppe mit 17 + 11 pg/ml. Zu einem weiteren

Absinken kam es bei der Kontrollgruppe mit 6 + 2 pg/ml.

Um eine anschaulichere Vergleichbarkeit der Therapiegruppen mit den differie-
renden Uberlebenszeiten zu erhalten, wurden die im Folgenden gemessenen
Parameter zum Bezugspunkt des Exitus letalis graphisch dargestellt. Die gemit-
telte Endotoxinkonzentration der kumulierten Uberlebenszeiten aller Gruppen
zeigt Abbildung 7.
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Abb. 7 Gemittelte ET-Konzentration in den 24 h ante finem, [Werte in pg/ml]

Es zeigte sich hier generell bis zum Zeitpunkt 16 Stunden prafinal ein in allen
Gruppen plateauartig flacher Verlauf, weshalb auf eine Aufteilung der verschie-
denen Therapieaste verzichtet wurde. Erst ab der prafinalen 16-Stunden-Marke
stieg die Endotoxinkonzentration im Mittel, wenngleich nicht signifikant, steil und
deutlich an und zeigte einen entsprechend hohen Standardfehler. Die Absolut-

werte zeigen das Minimum bei 80 Stunden vor Exitus mit 7 £ 2 pg/ml, hiernach
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Steigerung 16 Stunden prafinal auf 106 £ 72 pg/ml auf den Exituswert und das
Maximum 388 + 188 pg/ml.

Unterteilt man den Verlauf der ET-Konzentration in Bezug auf den Exitus letalis

in die verschiedenen Therapieaste, ergab sich folgende Konstellation:
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Abb. 8 ET-Konzentration der einzelnen Therapiegruppen, Werte in [pg/ml]

Der bereits beschriebene préfinale mittlere Anstieg aller Gruppen, zeigte sich in
der Einzeldarstellung auch in der Plasmapherese- und der Reaktorgruppe: Die
Plasmapheresegruppe nahm fiir die Zeitpunkte 16 h prafinal, 8 h prafinal und
zum Exitus die Werte 10 + 3 pg/ml, 34 + 26 pg/ml und 705 + 387 pg/ml, die Re-
aktorgruppe nahm fiir die Zeitpunkte 16 h prafinal, 8 h prafinal und zum Exitus
die Werte 37 £ 26 pg/ml, 100 + 88 pg/ml und 752 + 577 pg/ml ein.

Daneben zeigten sich folgende bemerkenswerte Tatsachen: In einigen Fallen
und in der Kontrollgruppe komplett kam es zu plateauartig flachen Verlaufen,

welche auch (pra)final keine ansteigende Tendenz aufweisen. Die Kontrollgrup-
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pe nahm mit konstanten Mittelwerten im Bereich von 4 + 0 pg/ml bis 21 + 12
pg/ml diese Art Sonderrolle ein. Die Dialysegruppe verhielt sich erneut abwei-
chend von diesen beiden aufgezeigten Verlaufen, stiegtnach der prafinalen 16-
Stunden-Marke von 27 + 13 pg/ml auf einen 8-Stunden-Wert von 281 + 270

pg/ml an, und sank dann wieder auf 11 + 3 pg/ml ab.

3.5 Vergleich mit anderen Parametern

Vergleicht man den Endotoxinverlauf in den Gruppen mit den in Kapiel 2.1.5
beschriebenen Parametern, so lassen sich als Ergebnisse folgende Aussagen
formulieren:

Bezugnehmend auf kardiopulmonale Werte, zeigten sich bei den im Verlauf
undulierenden ET-Werten kein signifikant niedrigerer arterieller Mitteldruck und
keine gesteigerte Herzfrequenz als bei niedrigen ET-Werten. Darlberhinaus
erfolgte im Rahmen des (pra-)finalen Anstiegs der ET-Werte eine vasopressori-
sche Therapie, weshalb sich gegeniiber des MAP und der HF keine valide Aus-
sage machen lasst. Dies gilt im gleichen Maf fiir die Beatmungsparameter, die
sich im Verlauf nicht signifikant &nderten und erst beim Auftreten des prafinalen
SIRS/MOF-Komplexes kontinuierlich gesteigert werden mussten.
Hamatologisch zeigte sich bereits vor der (pra-)final hohen Endotoxinamie in
den ersten 8 Stunden postoperativ eine signifikante Leukozytose, welche auf
einem Plateau bis zum finalen Absinken stabil blieb (91). Die Thrombozytenzahl
nahm ebenso wie der Quick-Wert als Gerinnungsparameter im Verlauf unter
Substitution mit EK und FFP tendenziell und kontinuierlich ab.

Es fand sich ein anurisches Nierenversagen, d.h. eine kontinuierliche Abnahme
der Ausscheidung, unabhangig von der ET-Konzentration.

Vergleicht man die Endotoxinkonzentrationen mit weiteren laborchemischen
Werten, so zeigt sich keine Korrelation zu Ammoniak, welches stetig anstieg.
Weitere Parameter bedirfen einer genaueren Betrachtung in den folgenden

Kapiteln.
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3.51 IL-6
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Abb. 9 Verlauf der gemittelten IL-6-Konzentration aller Studientiere, Werte in [pg/ml]

Praoperativ lagen mittlere IL-6-Ausgangswerte von 81 + 91 pg/ml vor, diese
Werte sind nicht in dieser Grafik abgebildet (91). In dieser Abbildung konstanter
Charakter der IL-6-Konzentrationen bis 16 h prafinal mit Werten von minimal
222 + 35 pg/ml zum Zeitpunkt 72 h préfinal, bis maximal 536 + 149 pg/ml zum
Zeitpunkt 48 h ante finem. Anschliessend nicht signifikante Steigerung und
Peak der Konzentration mit 863 + 372 pg/ml 16 h préafinal, dann leichter Riick-
gang auf 647 + 144 pg/ml und schliesslich finaler signifikanter Anstieg auf 2455
+ 662 pg/ml.
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3.5.2 Laktat
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Abb. 10 Verlauf der gemittelten Laktat-Konzentration aller Studientiere, Werte in [mmol/l]

Der Laktatverlauf wurde erneut ausgehend vom Exitus letalis rickwarts abge-
bildet. Er nimmt einen virtuellen Startwert von 2,9 + 0,5 mmol/l ein, wobei dieser
nur bei 3 Tieren 88 h vor Exitus bestimmt werden konnte. Bis zur 60. prafinalen
Stunde undulierender Verlauf mit zwei Minima von 2,2 + 0,4 mmol/l (Stunde 76)
und 2,2 = 0,1 mmol/l (Stunde 60) und einem Maximum von 4,7 + 0,5 mmol/l
(Stunde 68). Hiernach Plateauphase bis ca. 28 Stunden prafinal mit Werten um
3,0 mmol/l, dann Beginn eines annahernd exponentiellen Verlaufs mit einem

finalen Wert von 7,9 + 0,5 mmol/l.
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3.5.3 Kalium
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Abb. 11 Verlauf der gemittelten Kalium-Konzentration aller Studientiere, Werte in [mmol/I]

Der abgebildete Kalium-Konzentrationsverlauf wurde wiederum in Bezug auf
den Exitus von rickwarts her abgebildet. Kalium nahm durchgehend mittlere
Werte zwischen 3,4 und 3,9 mmol/l ein und bildet ein Plateau. Es lieRen sich
keine signifikanten Anstiege nachweisen, Peakbildung 60 h prafinal mit 3,9 +
0,06 mmol/l. Ante finem langsamer, kontinuierlicher Anstieg 16 h prafinal und
besonders in den letzten 4 Stunden starker, nicht signifikanter Anstieg auf 6,9 +
1,8 mmol/l.

Unterteilt man die Versuchstiere unabhangig ihrer Therapiegruppenzugehdrig-
keit anhand der gemessenen maximalen Endotoxinkonzentrationen in zwei Tei-
le mit dem Unterscheidungskriterium > 400 pg/ml (ET high) und < 400 pg/mi
(ET low), so zeigte sich in Bezug auf die Kalium-Konzentration folgender Ver-
lauf:
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Abb. 12 Kalium-Konzentration aller Therapiegruppen, welche in Endotoxinkonzentrationen >
400 pg/ml (ET high) und < 400 pg/ml (ET low) unterteilt sind, Werte in [mmol/I]

Nach der Plateauphase, die der im vorigen Schaubild entspricht, zeigt sich in
der ET-high-Gruppe ein deutlicher finaler, aber nicht signifikanter Anstieg der
Kaliumkonzentration von 4,0 + 0,1 mmol/l auf 13,5 + 7,8 mmol/l im Unterschied
zur ET-low-Gruppe, bei der sich lediglich eine Steigerung von 3,9 + 0,1 mmol/l
auf 5,2 + 1,0 mmol/l in den 4 préafinalen Stunden zeigt.

3.6 Autopsie

Hierbei zeigte sich intraabdominal in allen Fallen ein massiver Aszites von 2000
— 3000 ml. Ansonsten insbesondere im Operationsitus regelrechte Verhaltnisse
ohne Zeichen einer relevanten Nachblutung. Die Gefasstransplantate zeigten
sich bei allen Tieren durchgangig und nach aufRen dicht. Die exemplarisch un-
tersuchten Nieren zeigten sich 6dematds und, teilweise mit durch vendse Ver-

schlusse bedingte, hamorrhagischen Infarzierungen. Die Histologie bestatigte
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tubulare Nekrosen. Cerebral zeigten sich geringradige hypoxische Veranderun-

gen und keine ausgepragten Odemformationen.

44



4 Diskussion

Um die Rolle des ET beim Uberleben im ALF zu beschreiben, wurde im Rah-
men dieser Studie ein anhepatisches Tiermodell entwickelt. Zudem erfolgte die
Verlaufsbeobachtung der ET-Konzentration in verschiedenen Therapiegruppen.
Hierbei wurde ein bioartifizielles Leberersatzverfahren mit allogenen, porcinen
Hepatozyten im Vergleich zu anderen Therapien angewendet. Dieses bioartifi-
zielle System stellte eine Modellanordnung dar, um Erkenntnisse fur zuklnftige
Projekte zu gewinnen. Das Leberersatzverfahren ist nicht direkt Gegenstand
dieser Arbeit und wird deshalb nicht naher ausgefiihrt.

Alle gegenwartigen Ansétze, ein ALF im Tierversuch zu simulieren, unterliegen
Beschrankungen. Diese Ansatze schliessen medikamentds-toxische Interven-
tionen, chirurgische Techniken und infektiose Prozeduren ein (51). Unsere
Grofitierstudie zeigte folgende Merkmale: Zunachst wurden dem Menschen
anatomisch ahnliche und robuste Tiere verwendet: die gastrointestinale Flora
des Schweins ist ahnlich der menschlichen, zudem entspricht die vaskulare
Versorgung des Darmes annahernd der des Menschen (80). Es wurde ausser-
dem ein komplett anhepatisches Modell angewendet, in dem keine funktionie-
renden residuellen Leberanteile das Ergebnis beeinflussen konnten. Folglich
entwickelte sich bei unserem Modell das individuell sehr unterschiedliche und
toxische Syndrom nach ALF nicht. Zwar kénnen auf diese Weise keine pa-
thophysiologischen Produkte der Toxizitat oder auch der Regeneration aus der
insuffizienten Leber freigesetzt werden und die komplexen inflammatorischen
Regelkreise auf zellularer Ebene fallen weg, aber man erhalt ein gutes Modell
dafir, welche anderen Faktoren bei einem ALF limitierend sein kénnen.

Es gelang bereits im Vorfeld dieser Studie im Rahmen einer Pilotstudie, ein
operatives Prozedere zu etablieren, dass nach kompletter Hepatektomie und
Uberbriickung durch eine portokavale Anastomose einen Versuchsverlauf mit
initial nahezu einwandfrei stabilen Vitalparametern des Versuchstieres darstellte
(49). Diese standardisierte Technik erflllte das von Terblanche geforderte Krite-
rium der guten Reproduzierbarkeit (52). Der Zeitpunkt der Hepatektomie mar-

kierte im Vergleich zu anderen Tiermodellen eindeutig den Beginn des ALF und
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liess sich ebenso gut reproduzieren, wie das darauf folgende, standardisierte,
intensivmedizinische Management, dass ein Uberleben der hepatektomierten
Tiere in diversen Therapiegruppen Uber mehrere Tage bewirkte. Dabei erfolgte
ein umfangreicher intensivmedizinischer Ansatz, der sich an der humanen The-
rapie des ALF orientierte. Es gelang zudem das Etablieren einer aufwandigen,
aber sehr sicheren und gut reproduzierbaren Methode zur Gewinnung von Blut-
produkten, mit der es zu keinerlei nennenswerten Zwischenfallen kam.

Die nachste Anforderung von Terblanche an ein Tiermodell, die Reversibilitat,
zeigt sich nicht erflllt. Diese stellt aufgrund der Komplexitat der Hepatektomie
eine Unmoglichkeit dar. Das Leberversagen kann hier nicht komplett umgekehrt
werden und das Tier Uberlebt nicht. Bereits van de Kerkhove stellte sich dies-
bezuglich berechtigterweise aber die Frage, ob dieses Kriterium Uberhaupt als
eine der wichtigsten Anforderungen anzusehen ist (41). Beim Eruieren der Le-
berersatzverfahren geht es in erster Linie um die Verbesserung des Uberlebens
im Sinne eines Bridging, sei es zur finalen Regeneration oder der OLT. Deshalb
gilt primar nicht, Reversibilitdt zu garantieren, sie ist nur dann wichtig, wenn nur
die Leberregeneration Anspruch des Verfahrens ist.

Bei unserem Modell gelang es hingegen weitgehend, die anderen von Terblan-
che geforderten Kriterien, die eine weitaus grossere Rolle spielen, zu erfillen
(52): Eintritt des Todes aufgrund eines MOF als Vollbild des ALF und eine lange
Uberlebenszeit, um ein optimales therapeutisches Fenster zu haben. Die Kehr-
seite der Verlangerung des anhepatischen Uberlebens ist jedoch auch ein gro-
sseres Zeitfenster fir unerwiinschte Nebeneffekte wie passagere Hypothermie
oder septische Komplikationen, welche die Reproduzierbarkeit des Modells und
das Uberleben verdndern kénnen (88, 89). Ferner gewahrleistete das
Grosstiermodell die groRzigige Entnahme von Blut- und Gewebeproben zur
Evaluation und die Minimierung der Risiken fiir das beschaftigte Personal durch
Verzicht auf infektidse Noxen. Die Forderungen Uber die gentigende Anzahl der
Versuchtiere pro Therapiegruppe (flinf) zur Effizienztestung und Validitat der
Statistik und die genligende Zahl der Therapiegruppen (mindestens drei) wur-

den ebenfalls erfillt.
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In dieser Studie erfolgte der Beginn der Therapie bei stabilen kardiopulmonalen
Verhaltnissen ab 12 Stunden postoperativ in zwolfstindlichen Wechseln bis
zum Exitus letalis. In den meisten anderen Studien wurde damit direkt nach
dem Zeitpunkt der Induktion des ALF eingesetzt. Es kdnnen daher Uberlegun-
gen dahingehend gemacht werden, wann eine (B)AL-Behandlung in der anhe-
patischen Phase begonnen werden soll, um die klinische Situation von ALF-
Patienten optimal abzubilden. Van de Kerkhove et al. empfehlen den Beginn
erst nach Auftreten einer HE oder anderen Veranderungen wie des Anstiegs
von Ammoniak oder Bilirubin (41).

Dem von Fourneau et al. geforderten Zusatzkriterium fiir bewusstseinswache,
nicht sedierte Tiere, um ein Auftreten und den Grad einer HE zu erfassen (50),
entsprachen wir aus ethischen und Tierschutzgriinden nicht, daneben zeigte
sich durch unser intensivmedizinisches Management die Aufzeichnung der
Werte und Gewinnung der Proben problemlos. Ein Punkt, welcher an unserem
Modell aus logistischen Griinden nicht gelang, aber durchaus denkbar ist, ist
die Verwendung von autologen porcinen Hepatozyten in der BAL-Therapie dar.
Damit wiirde jeweils nur ein Tier pro Experiment gebraucht werden.

Ein Parameter, welcher berlicksichtigt wurde, war der des Geschlechts des
Versuchstieres. Es gibt Angaben in der Literatur, dass bei dem Versuchstier
Ratte die Resultate bei ALF-Modellen verschiedengeschlechtlicher Untersu-
chungsgruppen aufgrund der mannlichen und weiblichen Geschlechtshormone
voneinander abwichen und ferner in Gegensatz gestanden seien (92). Ob diese
Unterschiede allerdings auch fiir Schweine gelten, ist nicht gesichert (41).
Zusammenfassend stellt dieses anhepatische porcine Modell eine geeignete
Methode dar, Funktionalitdt und Sicherheit von Leberersatzverfahren zu prifen.
Es bleibt zudem festzustellen, dass Terblanche et al. gute Kriterien flr die Beur-
teilung und Etablierung eines Leberersatzverfahrens liefern, aber weitere Fakto-
ren einbezogen werden mussen.

Die Literatur zeigt eine Vielzahl von durchgefiihrten porcinen Studien zur Simu-
lation eines ALF, teils durch Hepatektomie. Hierbei wurden teilweise Leberer-
satzverfahren angewendet, welche zu sehr differierenden Uberlebenszeiten von
durchschnittlich 10 bis 65 Stunden gefiihrt haben (91, 93-102). Eine konsequent

47



an den humanen Standard angepasste intra- und postoperative Intensivtherapie
erfolgte nur teilweise, in Einzelfallen erfolgte bis auf eine rudimentare Infusions-
therapie oder Ernahrung keine weitere postoperative Therapie (103, 104). Die
Studienanséatze unterscheiden sich teilweise enorm von der heutigen klinischen
Praxis, beispielsweise in der Durchfiihrung einer Narkose, kinstlichen Ventilati-
on, Ausgleich von Glukose oder Elektrolyten oder der Gabe von Blutprodukten.
Der Grund fiir diese intensivmedizinische Zuriickhaltung wird meist nicht thema-
tisiert. Das dann uUberwiegend angewandte Argument ist die Mdglichkeit einer
besseren Beurteilung der Leberersatzverfahren durch einen weitgehend unaf-
fektierten Verlauf des ALF (91). In dieser Studie wurde davon abweichend ein
Ansatz gewahlt, der besser der heutigen, humanen und intensivmedizinischen
Praxis der Therapie eines Patienten im ALF entspricht. Auf diese Weise ist
ganz abgesehen von Tierschutzgriinden eine klinische Bewertung des Leberer-
satzverfahrens mdoglich.

Als Bilanz konnte im Vergleich zu den genannten Studien eine deutliche Ver-
langerung des mittleren Uberlebens aufgezeigt werden, lediglich bei Sosef et al.
zeigten sich bei einer postoperativen Basistherapie in der BAL-Gruppe ahnliche
Uberlebenszeiten (101). Die maximale Uberlebenszeit nach standardisierter
und kompletter Hepatektomie mit einer standardisierten postoperativen Inten-
sivtherapie betrug unabhéngig von dem bioartifiziellen Leberersatzverfahren ca.
85 h und die mittlere Uberlebenszeit 51 + 19 Stunden, welche die bis dato ver-
offentlichten Uberlebenszeiten Ubertreffen (49, 91). Damit konnte ein neuer
Massstab im Vergleich zu anderen Methoden gesetzt werden (88).

An dieser Stelle gilt es zu erwahnen, dass auch im Rahmen dieser Studie aus
verschiedenen Griinden nicht samtliche in der Praxis bestehende Therapie-
massnahmen angewendet wurden. Teilweise deshalb, weil die erfassten und im
Folgenden diskutierten Parameter dadurch wesentlich beeinflusst worden wa-
ren. Wenn diese Massnahmen in Folgeprojekten eingeschlossen werden, kénn-
ten auf diese Weise weitere Risikofaktoren fir ein SIRS/MOF eliminiert oder
reduziert werden. Konkret gilt es, neben dem gramnegativen Spektrum auch
grampositive Infektionen zu beleuchten, da diese fiir bis zur Halfte der Falle von

schwerer Sepsis ursichlich sind. Des Weiteren muss bei langerer Uberlebens-
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zeit an Pilzinfektionen gedacht werden (76). Patienten und Studientiere konnten
daher via selektiver Darmdekontamination (SDD) und selektiver oropharyngea-
ler Dekontamination (SOD) behandelt werden, um die Mortalitat zu senken und
Informationen Uber den Risikofaktor ET zu erhalten (17, 25-28). Yao et al. konn-
ten bei Ratten mit thermischen Verletzungen mittels einer SDD die Inzidenz
einer Bakterien- und ET-Translokation sowie die Mortalitat signifikant verbes-
sern (105). Eine konsequente Sauresuppression zur Pravention oberer Gl-
Blutungen (24) kann ebenso wie eine konservative oder medikamentése Hirn-
drucktherapie in Betracht gezogen werden (2). Ohne Vorliegen eines SIRS
kann als weiterer Punkt bei Katabolie eine (par)enterale Ernahrung mit Zufuhr
von Glukose, Fetten, Albumin, Aminosauren, Vitaminen und Spurenelementen
evaluiert werden, da Mangelernahrung mit einer systemischen und portalen
Endotoxinamie einher gehen kann (83, 84).

Betrachtet man das Studienmodell im Hinblick auf die Klinik, so zeigten sich
hier grundsatzlich die Merkmale eines ALF mit seinen systemischen Reaktionen
wie SIRS und schliesslich dem MOF. Unter der antibiotischen Therapie mit Cef-
triaxon 2 g i.v. taglich ergab sich klinisch kein Anhalt fir eine Infektion. Empiri-
sche rontgenologische oder kulturelle Bestimmungen erfolgten deshalb nicht.
Die Tatsache von fehlenden Infektfoci geht mit der Beobachtung von Lee ein-
her, dass sich eine Infektion beim ALF im Mittel nach 2 — 5 Tagen nach Hospi-
talisation manifestiert (106). Diese Zeitdauer liegt grob im Anschluss der Uber-
lebenszeit in dieser Studie mit 51 + 19 Stunden. Ein Auftreten oder der Grad
einer HE konnte aufgrund der Narkose, der problematischen Messbarkeit, der
diesbeziiglich relativ kurzen Uberlebenszeit nach der Hepatektomie und der
Spezies nicht nachgewiesen werden war. Einen Ersatz hierfir stellte die ICP-
Messung mit cerebralem Sauerstoffpartialdruck dar, welche nicht Gegenstand
dieser Arbeit ist.

Die von Holst beschriebene initiale Symptomatik auf inkorporiertes ET mit Fie-
ber, Zittern und Erbrechen zeigte sich bei den klinisch gesunden Versuchstieren
nicht. Leichte Temperaturanstiege koénnten durch eher kiihlere Temperatur
wahrend des praoperativen Transports maskiert worden sein. Auch besteht die

Méglichkeit der erworbenen Toleranz der Tiere bei wiederholter ET-Exposition.
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Da sich dieses Studien-Setting von denen bei Cort et al. und Holst unterschei-
det, kdnnen deren Ergebnisse nicht bestatigt werden: Das ET wurde hier nicht
zusatzlich verabreicht, die detoxifizierende Leber war nicht mehr vorhanden und
die Tiere befanden sich dartiber hinaus in ITN (81, 87).

Die von Tobias et al. beschriebenen laborchemischen Parameter, welche sich
bei Endotoxindmie erhéht zeigen kénnen, wie Gallenséduren im Serum (S-BA),
Plasma  15-Ketodihydroprostaglandin ~ F2a  (P-PG), = Serum-Glutamat-
dehydrogenase (S-GLDH) wurden ebenso wie das Lipopolysaccharid-
bindendes Protein (LBP) nicht erhoben (71). Demgegeniber stellen die hier
evaluierten Grossen IL-6, Laktat und Kalium zeitgemasse Parameter dar, wel-
che geeignet sind, verschiedene Aspekte der Endotoxinreaktion zu beschrei-
ben. Grundsatzlich liess sich im Rahmen dieser Studie, welche ein ALF simu-
liert, das Auftreten einer Koagulopathie nachweisen. Steigende Bilirubinrubin-
werte wiesen einen lkterus (Exkretorische Dysfunktion) nach. Eine durchge-
hende Leukozytopenie zeigte sich nicht, die porcinen Leukozytenwerte zeigten
vielmehr in den ersten 8 Stunden postoperativ eine signifikante Steigerung,
welche dann auf einem Plateau bis zum finalen, nicht signifikanten Absinken
stabil blieben. Sie entsprachen darliber hinaus den in der Literatur angegebe-
nen Referenzwerten von 11000 — 22000/l (107).

In Bezug auf das Versuchstier Schwein gibt es in der Literatur unterschiedliche,
stark abweichende Angaben Uber natiirliche Endotoxinkonzentrationen in Futter
und Staub wahrend der Stallhaltung. Sie betragen von wenigen pg/m? bis hin zu
20 mg/m? (53, 81). Wir gehen in unserer Studie von vergleichbaren Werten aus.
Die Messung des Endotoxins erbrachte in dieser Studie praoperativ generell
niedrige Werte zwischen 4 + 2 und 12 £ 7 pg/ml, wie es bei gesunden Tieren zu
erwarten ist. Bei einzelnen Tieren waren bereits die Ausgangswerte etwas er-
hoht. Dies kdnnte dem durch Holst berichteten Effekt entsprechen, dass sich
nach einer Phase der Nahrungskarenz erhohte Werte nachweisen lassen, wel-
che durch eine gesteigerte Absorption von physiologisch vorhandenem ET aus
dem Darm durch gesteigerte intestinale Permeabilitat erklarbar ist (81). Die von
uns erfassten ET-Konzentrationen lassen sich im Vergleich zu den Ergebnissen

anderer Autoren insgesamt gut einordnen, bei Lumsden et al. lagen bei Patien-
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ten mit Leberzirrhose periphere Endotoxinwerte von 31 + 58 pg/ml bis 82 + 150
pg/ml vor (67).

Betrachtet man die ET-Konzentrationen 12 Stunden nach Beginn der zugelo-
sten Therapien und préfinal, so zeigen sich folgende bemerkenswerte Tatsa-
chen: Bleibt bei der Kontrollgruppe der ET-Wert bis zum Exitus letalis stabil und
sinkt sogar postoperativ leicht ab, so steigt dieser in allen anderen Gruppen zu
den Zeitpunkten 24 h postoperativ und ab 16 h préafinal an. Ist es postoperativ
noch ein leichter Anstieg, so zeigt sich prafinal eine massive Steigerung. Diese
Phanomene lassen sich gut mit dem Fakt erklaren, dass sowohl bei der Dialy-
se, der Plasmapherese als auch dem Leberreaktor extrakorporale Verfahren
durchgefiihrt wurden, die durch externe Manipulation potentiell eine Minderung
der Sterilitat erfahren kdnnten. Die Kontrollgruppe hingegen erfuhr keine derar-
tige Intervention. Den héchsten Wert 24 h postoperativ verzeichnete die Reak-
torgruppe, bei der man, im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen, mit dem
invasivsten aller Verfahren unter Laborbedingungen kryokonservierte Hepatozy-
ten behandelt hat. Eine resultierende Uberlegung daraus, dass die Tiere der
Reaktorgruppe aufgrund von externem Endotoxineinfluss friiher sterben, liel®
sich nicht bestétigen. Ein Reaktorschwein wies sogar die langste Uberlebens-
zeit auf. Es lasst sich zudem auch keine Korrelation zwischen langerer Uberle-
benszeit und Hohe der ET-Konzentration nachweisen.

Eine bis zum Exitus zunehmende ET-Konzentration zeigte sich nur in Einzelfal-
len. Im Gegenteil waren die ET-Konzentrationen im Verlauf auf niedrigem Ni-
veau stabil verlaufend. Erst (pra-)final kam es zu steilen und deutlichen Anstie-
gen. Erklarungsansatze hierfiir werden im Folgenden dargestellt.

Wie bereits in Kapitel 1.4.2 angesprochen, korreliert der Verlauf des IL-6 mit der
Schwere einer Entziindung, dem Ausmass der Organdysfunktion und letztlich
der Mortalitdt im Rahmen eines SIRS/MOF. Einen Anstieg zeigte die IL-6-
Konzentration auch in dieser Arbeit; dieses Phanomen erfolgt etwa zeitgleich
bis etwas zeitversetzt nach dem Anstieg der Endotoxinkonzentration und der
Manifestation des SIRS, zu denen sich jedoch keine Korrelation zeigte. Dies
wurde auch experimentell durch Fong et al. gezeigt, welche ebenfalls eine Stei-

gerung des IL-6 nach Verabreichung von ET beschrieben und dabei ein Kon-
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zentrationsmaximum nach 2 — 4 h nach Endotoxingabe beschrieben. (108) Die
Bestimmung von Prostaglandin F2a-Metaboliten als sensitiven Marker des ET-
Einflusses durch Cort et al., wurde durch die Messung von IL-6 abgeldst (87).
IL-6 wirkt in der Zytokinreihe eher protektiv durch Modulation von proinflamma-
torischen Mediatoren. Simultan zu den proinflammatorischen Mediatoren gibt
es, wie oben beschrieben, auch antiinflammatorische, die in der Frihphase ak-
tiviert werden. Diese gegensatzlichen Mechanismen bilden eine Balance. Ein
derartiger kompensierter Verlauf lasst sich auch in dieser Studie feststellen, bei
der man fiir die IL-6-Konzentration bis zum finalen Anstieg einen durchgehend
flachen Verlauf erhalt. Eine Erklarung hierfir ist, dass sich das SIRS stufenwei-
se entwickelt, erst ab einem gewissen Zeitpunkt dekompensiert und dann mas-
siv, ungeregelt und unkontrolliert sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirkt
und rasch zum Exitus letalis fihrt (3, 18). Die zum Todeszeitpunkt gemessene
nicht signifikante Leukozytopenie werten wir ebenfalls als septisches Zeichen.
TNF-alpha, als weiterer Marker der Sepsis, kann nicht herbeigezogen werden,
denn Werte konnten lediglich bei drei Tieren und nur zum Exituszeitpunkt ge-
messen werden. Samtliche andere Proben lagen unter der Nachweisgrenze.
Dieses Phanomen ist in der Literatur bekannt (80).

Die Serum-Laktatkonzentration gilt als das Paradekennzeichen der Gewebshy-
poxie durch die in diesem Fall erhohte aerobe und anaerobe Produktion. Zu-
dem ist Laktat ein Marker fiir inflammatorische Prozesse und fir die Kontrolle
einer effektiven Therapie. In dieser Studie wird Hypoxie und Inflammation Gber
das SIRS und das darauffolgende MOF, initiiert durch die Operation, ausgelost.
In Ruhe und normalen Umstédnden kommt die Leber fir die Halfte der Laktat-
Clearence auf, was nun wegféllt. Fir die andere Halfte kommen Nieren und
Muskeln auf. Unabhéngig von der Genese korreliert Laktatazidose laut Backer
et al. mit einem geminderten Uberleben und einer schlechten Prognose (109).
In dem gemessenen Laktat-Verlauf zeigten sich zunachst gut durch den Zellun-
tergang wahrend der Hepatektomie erklarbare undulierende und erhéhte Werte,
welche sich postoperativ wieder rasch normalisierten. Hiernach kam es nach
kurzer Plateauphase ca. 28 h prafinal zu einem annahernd exponentiellen An-

stieg, zeitlich etwas vor dem Endotoxin. Eine statistische Korrelation liess sich
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nicht nachweisen. Diesen Zusammenhang bestatigten Danner et al., welche
eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten von Endotoxindmie und
einer Erhéhung des Plasmalaktatspiegels fanden (110).

Als Schlussfolgerung dieser Verlaufe lasst sich sagen, dass sich trotz der
durchgehenden maximalen intensivmedizinischen Therapie eine Sauerstoffun-
terversorgung und eine progrediente Infektsituation im Rahmen des SIRS auf-
zeigen lasst. In Hinblick auf die Konzentration des wichtigsten intrazellularen
Kations Kalium lasst sich sagen, dass mithilfe der maximalen Intensivmedizin
und trotz der Schwierigkeit einer progredienten Niereninsuffizienz der Kalium-
wert bis zur finalen Dekompensation durchgehend stabil zwischen 3,4 und 3,9
mmol/l gehalten werden konnte. Erst zum Exituszeitpunkt liefy sich eine schwe-
re Hyperkalidmie nachweisen, was mit einem massiven Zelluntergang im Rah-
men des MOF vereinbar ist. Eine solche Hyperkaliamie kann zu vital bedrohli-
chen Herzrhythmusstérungen fiihren und wird durch eine gleichzeitig vorliegen-
de Azidose (siehe Laktat) verstarkt (111).

Das Phanomen des (pra-)finalen, nicht signifikanten Anstiegs der Kaliumkon-
zentration der ,High-ET-Gruppe” mit dem Grenzwert von ET > 400 pg/ml, kénn-
te darin begrundet sein, dass eine Wechselwirkung bestehen kann zwischen
den systemischen Mechanismen der Hyperinflammation/Immunparalyse mit
resultierendem fulminantem MOF (Zelluntergang/Hyperkalidmie) auf der einen
Seite, und der raschen Endotoxinamie auf der anderen. Diese Wechselwirkung
ist in beide Richtungen denkbar (70, 76, 77, 112).

Fasst man die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen, kam es zu einer langen,
auf niedrigem Niveau stabilen Phase der ET-Konzentration und erst ab dem
Zeitpunkt 16 Stunden préafinal zu einem starken Anstieg, welcher in etwa den
Verlaufen von IL-6, als Marker fiir Entziindungsschwere und Organdysfunktion,
und Kalium, als Marker fur Zelltod, entspricht. Tendenziell entspricht der ET-
auch dem Laktat-Anstieg, als Marker fur Gewebshypoxie, der aber schon friher
und langsamer einsetzt. Diese Parameter charakterisieren die Effekte und die
Manifestation eines SIRS. In diesem Rahmen kam es zur systemischen De-

kompensation, darauffolgendem MODS/MOF und dem Endpunkt fir diesen
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unter antibiotischer Therapie kompensierten Vorgang. Dies bedeutete das Ende
des anhepatischen Uberlebens.

Einschrankungen muissen bezugnehmend auf die gemessenen ET-Werte ge-
macht werden, da diese, wie auch weitere kardiovaskulare und laborchemische
Parameter sowie die Kérpertemperatur durch die intensivmedizinische Therapie
beeinflusst worden sein konnten. Aufgrund von Vasopressoren, Verdinnung
und Kihlen durch Massentransfusion kénnten sie von den wahren Werten ab-
weichen. In Bezug auf ET konnten folglich vereinzelt gemessene ET-Verlaufe
ohne eine deutliche Steigerung zum Todeszeitpunkt mdglicherweise durch ei-
nen Verdinnungseffekt die falsche Konzentration abbilden. Am ehesten ist
diese Art der Messfehler auch ursachlich fur das finale Absinken der ET-
Konzentration bei der Dialysegruppe und fur das leichte Absinken der IL-6-
Konzentration zum Zeitpunkt 8 h prafinal.

Bei den Messmethoden von IL-6 und ET missen desgleichen einige Ein-
schrankungen erwahnt werden. So muss dem humanen IL-6-Testkit eine ge-
wisse Fehlerquote bzw. eine eingeschrankte Spezifitat eingerdumt werden,
wenngleich gemass Hersteller eine hundertprozentige Kreuzreaktion mit porci-
nen Zytokinen vorliegt (91). Erschwerend in Bezug auf die Bestimmung der ET-
Konzentrationen ist die Tatsache, dass diese sehr gering sind und an der
Nachweisgrenze der LAL-Methode liegen. Zudem besteht bei dieser hoch sen-
sitiven Methode die Gefahr einer praanalytischen Verunreinigung, des Weiteren
gilt diese als nicht vollstédndig quantitativ, sondern beinhaltet eine gewisse Va-
riabilitat. Die Messgenauigkeit ist insofern limitiert, als dass sie sich an einem
Referenzendotoxin, in dieser Arbeit das Kontroll Standard Endotoxin E. coli 055
von Charles River Endosafe, orientiert. Ein anderes ET kann den Assay in an-
derem Umfang aktivieren. Verschiedene andere, zum Teil nicht genau bekannte
Faktoren konnen ebenfalls einen Einfluss auf das Messergebnis haben, wes-
halb die Proben wahrend der Bestimmung warmebehandelt werden. Die erhal-
tenen Ergebnisse mussen folglich als semi-quantitativ betrachtet werden, da die
Mdoglichkeit von sowohl falsch positiven, als auch falsch negativen Ergebnissen
besteht (90). Ein exakter Vergleich aller vier dargestellten Parameter wird auch

deshalb erschwert, da ET und IL-6 aufgrund der aufwandigen Bestimmung
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achtstiindlich, Laktat und Kalium jedoch stiindlich — in dieser Arbeit nur vier-
stuindlich dargestellt - gemessen wurden.

Es bleibt die kausale Frage, ob die Endotoxinamie eine Folge des SIRS ist oder
ob der finale Endotoxinanstieg die Ursache fir den letalen septischen Zustand
darstellt und Endotoxin deshalb als limitierender Faktor angesehen werden
kann.

Einmal kann es unabhangig von einem SIRS auf physiologische Weise zu einer
Endotoxinamie kommen: Es gibt tageszeitliche Schwankungen der Endotoxi-
namie in Nahrungskarenzphasen bei gesteigerter Translokation von physiolo-
gisch vorhandenem ET (81). Langzeitige parenterale Ernahrung Uber fiinf Tage
hat einen ahnlichen Effekt, eine kurzzeitige scheint jedoch die intestinale Per-
meabilitét nicht zu beeinflussen (82, 113, 114). Durch das Fehlen von Hepato-
zyten und der ortsstéandigen Kupfferzellen in dieser Studie kénnen diese ihre
Filterfunktion fir das Portalblut nicht erfiillen (63, 64). Zudem kénnen sie dann
auch keine inflammatorischen oder antiinflammatorischen Zytokine bilden (115),
was ein kausaler Faktor fur die lange ,Stase“ bzw. Kompensation der Ver-
suchstiere gewesen sein konnte. Neben der Leber kann auch die Lunge u.a.
mittels gewebsstandiger Makrophagen Mikroorganismen aus dem peripheren
und Portalblut eliminieren. Denkbar ist, dass es beim Uberschreiten dieser Ka-
pazitat zu dem beobachteten steilen ET-Anstieg kommt.

Lumsden et al. betonten das Vorhandensein einer systemischen Endotoxinamie
bei einer Leberpathologie (z.B. bei der Zirrhose) und die Moglichkeit der Steige-
rung in Stresssituationen, was in unserer Studie Anwendung findet (67). Abge-
sehen von diesen genannten Mechanismen sind auch trotz der standardisierten
und sicheren Hepatektomie iatrogene, intraoperative Mikrolasionen der Darm-
mukosa vorstellbar, welche eine Translokation begtinstigt haben kénnten.

Auf der anderen Seite kann es auch durch pathophysiologische Mechanismen
beispielsweise als Folge eines ALF uber ein SIRS sowie konsekutiver Endoto-
xinamie zur Ausbildung eines MODS/MOF kommen: Der Zusammenhang zwi-
schen ALF und einem resultierenden SIRS ist bekannt (6). Es gibt nun die
Theorie, dass im folgenden Verlauf ohne Vorliegen eines septischen Fokus der

GI-Trakt mit einer funktionell gestdrten Darmbarriere und erhdhter Permeabilitat
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die zentrale Rolle einnimmt. Der Mechanismus dieser Veranderungen ist in ih-
ren genauen Einzelheiten nicht bekannt, es gibt jedoch Hinweise verschiedener
Arbeitsgruppen, dass als Ursache eine mesenteriale Ischamie zugrunde liegen
kann: In experimenteller Sepsis oder Endotoxinamie zeigte sich der Blutfluss
der A. mesenterica superior signifikant gemindert sowie eine Azidose der
Darmschleimhaut (116). Bauer et al. beschrieben einen weiteren pathophysio-
logischen Ansatz, bei dem es ausgeldst durch eine Kreislaufinsuffizienz via lo-
kaler Mechanismen zu einer ischamischen Schadigung der Darmzottenspitzen
bis zur Nekrose kommt, was zu einem Verlust der Mukosabarriere flihren kann
(70, 85). Durch diese Stérungen auf der Ebene der (Mikro-)Zirkulation kann es
zur bakteriellen Translokation mit dem Ubertritt von Bakterien und Toxinen ins
Pfortaderstromgebiet und das Lymphsystem kommt (70). Dies kann daraufhin
zur generalisierten Endothelzellaktivierung und Schadigung von entfernt liegen-
dem Organgewebe fiihren (3). In einer Studie von Otamiri et al. wurde nachge-
wiesen, dass eine intestinale Ischamie den Anstieg der mukosalen Permeabili-
tat teilweise reversibel induziert (112). Ferner konnte Jargon in einer Studie ei-
ne Dynamik der Permeabilitdt nachweisen, wobei diese nach 72 postoperativen
Stunden, abhangig vom Ausmass eines operativen Eingriffs, auf das Maximum
anstieg (117). Endotoxin kann in der Folge prinzipiell einen inflammatorischen
Zustand induzieren, oder den bestehenden aufrechterhalten und weiter intensi-
vieren. ET kann dabei sowohl pro-, als auch antiinflammatorische Zytokine frei-
setzen (3, 70, 74, 75). Als Endpunkt kann dies zum Multiorganversagen fiihren
(6).

Liegt ein frihes MOF vor, ist die Ursache wahrscheinlich ein abakterielles SIRS,
das als massive proinflammatorische Reaktion zu einer generalisierten Endo-
thelzellaktivierung und dadurch direkt oder indirekt zur Schadigung des Gewe-
bes gefiihrt hat. Dies kann innerhalb weniger Tage zum Tod fiihren (3, 75). Zu
einem spaten MOF ab dem ,Initialtrauma“ kann es nach einigen Tagen oder
spater kommen, wenn sich ausgehend von einer bakteriellen Translokation ein
Missverhaltnis zwischen proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zyto-

kinen gebildet und sich eine Immunparalyse entwickelt hat (3, 75).
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Neben der enteralen Translokation kann es zusatzlich auch bei invasiver Beat-
mung, wie in dieser Studie praktiziert, zu lokaler und systemischer Entziindung
durch eine Permeabilititszunahme im Bronchialsystem kommen (70). Bei kri-
tisch kranken Patienten kann es dariiber hinaus zu einer Anderung bzw. dem
Uberwachsen der relativ avirulenten Bakterienbesiedlung im Magen und dem
oberen GI-Trakt in Richtung typisch pathogener Keime kommen. Ein &tiologi-
scher Faktor hierbei ist eine gastrointestinale Moatilitatsstorung (118). Grund-
satzlich haben neben gramnegativen Bakterien und Endotoxin ebenfalls gram-
positive Bakterien und Pilze die Fahigkeit, zu translozieren (3). Bei zirrhotischen
Patienten wurde ein Zusammenhang zwischen einer Veranderung der Bakteri-
enbesiedlung des Dunndarms und einer systemischen Endotoxinamie nachge-
wiesen, weshalb die veranderte Darmbesiedlung als Risikofaktor der Transloka-
tion einzustufen ist (16, 119).

Es gibt eine Vielzahl von Ansatzen, die auf die Eliminierung von Pathogenen
bei Risikopatienten fir MOF abzielen: Das ist zunachst das Etablieren einer
antibiotischen Therapie zur Prophylaxe und bei klinischer Verschlechterung der
Wechsel des Antibiotikums. In unserer Studie wurde aus Griinden der Standar-
disierung und aufgrund der zeitlich schnellen Dekompensation auf einen Anti-
biotikumwechsel verzichtet. Dartber hinaus weisen Studien einen Schutz durch
selektive Darmdekontamination (SDD), selektive oropharyngeale Dekontamina-
tion (SOD) und medikamentdse Stressulcusprophylaxe nach und zeigen damit
indirekt eine Verringerung der Translokation (113). Auf diese Weise kénnen
gramnegative Bakterien, Staphylococcus aureus und Pilze aus dem GI-Trakt
eliminiert oder dezimiert und die durch Mikroaspiration entstehende sekundare
Kolonisation des Oropharynx verhindert werden. Eine grosse niederlandische
Studie wies einen vorteilhaften Effekt von SDD und SOD mit Verringerung der
Mortalitat nach, wenngleich die definitiven Langzeiteffekte bezliglich der Bakte-
rienresistenzen aktuell noch nicht vollstandig bekannt sind (28). In der Literatur
werden darmspezifische Nahrstoffe  beschrieben, welche als ET-
Translokationsprophylaxe wirken: Neben Vitamin A, Arginin, dem insulinahnli-
chen Wachstumsfaktor IGF 1 und dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF

scheint insbesondere Glutamin, auch appliziert in einer parenteralen Erndhrung,
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die Enterozyten und die intestinale Mukosa zu schiitzen (80, 114). Im Zusam-
menhang mit Endotoxinamie zeigt eine aktuelle Studie einer chinesischen Ar-
beitsgruppe einen vielversprechenden Ansatz im Bereich der extrakorporalen
Absorptionsverfahren mittels Membranen, bei dem bei der Behandlung von
septischen Schweinen ein therapeutischer Effekt und eine Reduktion der Kon-
zentrationen an Endotoxin, TNF-a und IL-6 nachgewiesen werden konnte (120).
Weitere Untersuchungen befassen sich mit einer Senkung der Mortalitat durch
das Binden und Neutralisieren von ET durch Antikérper und ET-neutralisierende
Peptide (3).

Es gibt zusammenfassend verschiedene Faktoren, die zu einer Endotoxindmie
fuhren: Physiologische, ohne Vorhandensein eines SIRS, und pathophysiologi-
sche in Gegenwart eines SIRS. Atiologisch kann bei der Endotoxinamie folglich
von einer Kombination ausgegangen werden, welche annaherungsweise dem
Verlauf von IL-6, Laktat und Kalium im Blut entspricht. Generell anerkannt ist
der Zusammenhang zwischen Endotoxinamie und dessen Beeinflussung eines
SIRS. Uber den Stellenwert von ET als prognostischen Faktor gibt es keine
einhellige Meinung. Einige Studien fanden eine direkte Korrelation von Serum-
ET-Konzentrationen mit eintretenden Komplikationen und der Mortalitat (121),
wohingegen andere Untersuchungen keine Verknlpfung zwischen Endotoxi-
némie und dem Uberleben nachweisen konnten (122).

In dieser Studie beobachtete man ein langsam progredientes SIRS, dass nach
einigen Tagen, wie von Bone beschrieben, zu einem ,spaten“ MOF nach eini-
gen Tagen fihrte. Es zeigten sich durchgehend keine Hinweise fir einen defini-
tiven Infektfokus und fir operative Komplikationen. Ab einem bestimmten Zeit-
punkt dekompensierte das SIRS, dass sich auch mithilfe der Kenngréssen IL-6,
Laktat und Kalium diagnostizieren lasst, und fihrte innerhalb von 16 Stunden
zum Exitus letalis. Dies spiegelt sich auch im Endotoxinverlauf wieder. Die be-
reits angesprochene Arbeit von Jargon beschreibt ebenfalls ein dhnliches Mu-
ster einer im Intervall stattfindenden Entwicklung und er nennt ein Maximum
sowohl der intestinalen Permeabilitdt, der bakteriellen Translokation und der
Zytokinaktivierung nach 72 h postoperativ beim Menschen. Ein von ihm be-

schriebener Anstieg 24 h postoperativ und riicklaufige Werte 120 h postoperativ
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finden sich hier nicht (117). Andere Autoren beschreiben ebenfalls schneller
erfolgende maximale ET-Konzentrationssteigerungen, Bahrami et al. fanden
diese bei Pavianen im hamorrhagischem Schock bereits nach 3 Stunden nach
Beginn der Schockperiode (80). In der vorliegenden Studie zeigte sich keine
signifikante Steigerung nach wenigen Stunden, wenngleich die Messabstande
weiter gewahlt wurden, sondern analog zu Jargon erst nach mehrtagiger Zeit-
spanne eine abrupte Endotoxinschwemme. Die Zeit des postoperativen Maxi-
mums entspricht aufgrund des Studiensettings nicht genau der Vergleichszeit
von 72 h. Ein Grund fir den massiven und raschen Charakter der Endotoxin-
steigerung konnte ein sich gegenseitig verstarkender Effekt sein: Deitch et al.
zeigten an Mausen, dass ET die bakterielle Translokation aus dem Darm férdert
und auf diese Art auf ein MOF potenzierend wirkt (123).

Es lasst sich schlussfolgern, dass fur die Entstehung eines SIRS/MOF haupt-
sachlich die im Intervall stattfindenden pathophysiologischen Stérungen der
intestinalen Permeabilitdt mit bakterieller Translokation von Bedeutung sind. Ob
die finale Endotoxinamie letztlich durch die erhdhte Darmpermeabilitat und kon-
sekutive bakterielle Dislokation bedingt ist, kann im Rahmen dieser Studie nicht
vollstandig beantwortet werden. Ein sicherer Beweis flr diese Hypothese ware
erst gegeben durch direkten Nachweis einer positiven Bakterienkultur aus dem
peripheren Blut oder aus mesenterialen Lymphknoten. Bakterienkultivierungen
erfolgten bei dieser Arbeit, bei der es wesentlich um das Etablieren eines porci-
nen Tiermodells des ALF ging, nicht. Auch wenn vermutlich nicht alle Tiere an
dem durch das ET und bakterieller Translokation beeinflussten SIRS gestorben
sind, da ET auch nicht in allen Fallen anstieg, so bedeutete das Auftreten einer
(pré)finalen Endotoxindmie eine schlechte Prognose und den letalen Ausgang.
Dies wird durch mehrere Autoren bestatigt, welche dem ET eine wichtige Rolle
bei der hohen Morbiditat und Mortalitat des septischen Schocks zuschreiben
(110, 114).

Als Ergebnis dieser Arbeit kann die Hypothese von Lemaire et al. unterstrichen
werden, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen bakterieller Trans-
lokation und einer spaten Manifestation des MOF gibt (3). Folglich kann ET als

limitierender Faktor der Uberlebenszeit angesehen werden. Um den Zusam-
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menhang zwischen Endotoxindmie, enteraler Permeabilitat, bakterieller Trans-
lokation, die Rolle der Leber und dem MOF besser zu verstehen, sind in der
Zukunft weitere klinische Studien notwendig.

Bezugnehmend auf das Gebiet der Leberersatzverfahren kann anhand dieser
Studie neben einer maximalen intensivmedizinischen Therapie keine additive
Methode als Goldstandart fiir Patienten im ALF als Bridgingtherapie empfohlen
werden. Es gilt, den Faktor ET kiinftig weitmdglichst zu eliminieren und auf die-

sem Weg das Uberleben der Patienten zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Um ein bestmdgliches Tiermodell fir den Verlauf des Akuten Leberversagens
zu erhalten und die Rolle des Endotoxins (ET), einem Schliisselfaktor in der
Pathogenese der gramnegativen Sepsis, zu untersuchen, wurden im Rahmen
dieser experimentellen Arbeit 20 Schweine unter standardisierten und kontrol-
lierten Bedingungen hepatektomiert und grundsatzlich intensivmedizinisch the-
rapiert. Darliber hinaus wurden weitere temporare Behandlungsstrategien an-
gewendet. Es erfolgten dabei Messungen von Endotoxin und anderen labor-
chemischen Parametern im Hinblick auf den Gewinn von Erkenntnissen flr den
Verlauf und die Prognose von kritisch kranken Patienten, wobei eine Verlange-
rung des Uberlebens im Sinne eines Bridgings, als Vorstufe einer Lebertrans-
plantation, angestrebt wurde.

Nach standardisierter und kompletter Hepatektomie mit geringem Blutverlust
erfolgte eine standardisierte maximale intensivmedizinische Therapie zur Pro-
phylaxe von Komplikationen. Es erfolgte eine an der humanen intensivmedizini-
schen Praxis orientierte und etablierte Therapie, einschlieflich einer antibioti-
schen wie auch einer Transfusionsbehandlung. Drei weitere Studienaste vergli-
chen die Kontroligruppe mit ausschliellicher maximaler Intensivtherapie mit
Therapiegruppen mit zusatzlichem temporaren Leberzellreaktor, Dialyse- oder
Plasmapheresebehandlung. Die Tiere befanden sich dabei konform der Euro-
paischen Tierschutzrichtlinien bis zum Exitus letalis in Intubationsnarkose (ITN)
und totaler intravendser Anasthesie (TIVA). Die ET-Messung erfolgte pra- sowie
postoperativ und in der anhepatischen Phase dreimal taglich, die ET-
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels der LAL-Methode. Einzelne Tierka-
daver wurden zur Evaluation autopsiert.

Es gelang bei dieser Studie, ein optimales Tiermodell zu entwickeln, das als
anhepatische Anordnung ein ALF klinisch simulieren kann. Zudem wurde eine
sichere und gut reproduzierbare Methode zur Gewinnung von Blutprodukten
etabliert. Es zeigten sich im klinischen Verlauf die Manifestationen des Syste-
mic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), das Multiorgandysfunktionssyn-

drom (MODS) bis hin zum Multiorganversagen (MOF), welches in allen Fallen
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zum Exitus letalis fiihrte. Die maximale Uberlebenszeit betrug unabhéngig von
den Behandlungsstrategien ca. 85 h und die mittlere Uberlebenszeit 51 + 19
Stunden. Es zeigte sich kein Hinweis auf einen definitiven Infektfokus und ope-
rative Komplikationen. Die ET-Konzentration wies in den verschiedenen Thera-
piegruppen im Mittel einen lange und durchgehend auf niedrigem Niveau
gleichbleibenden Charakter auf und stieg erst ab dem Zeitpunkt 16 Stunden
prafinal plétzlich und massiv an. Dies entsprach den Verlaufen von IL-6, als
Marker fiir Entziindungsschwere, und Kalium, als Marker fiir Zelltod. Der An-
stieg von Laktat, als Marker flir Gewebshypoxie, zeigte sich schon friiher ein-
setzend und konstanter ansteigend. Das SIRS fiihrte erst nach einiger Zeit ab
diesem bestimmten Zeitpunkt zur Dekompensation und dann massiv, unkontrol-
liert und rasch zum Exitus letalis.

Das angewendete anhepatische porcine Modell stellt eine geeignete klinikorien-
tierte Methode dar, die Funktionalitat und Sicherheit von Leberersatzverfahren
zu prifen. Es stellt einen neuen Vergleichsmassstab zu anderen Methoden dar
und befindet sich gegenuber publizierten porcinen Tiermodellen unter denen mit
der langsten Uberlebenszeit. Zudem tragt die vorliegende Arbeit dazu bei, die
pathophysiologischen Prozesse und beeinflussende Faktoren der Uberlebens-
zeit in diesem Modell des ALF unter intensivmedizinischen Bedingungen zu
erkennen und besser zu verstehen. Durch verschiedene pathophysiologische
Effekte kommt es in Gegenwart eines SIRS wahrscheinlich im Intervall zu einer
Stoérung der Darmbarriere, einer bakteriellen Translokation und zur konsekuti-
ven Endotoxinamie mit den entsprechenden klinischen Folgen. Wenngleich die
genauen Umstande fir den abrupten Anstieg unklar bleiben, kann Endotoxin
als ein zentraler und prognostisch limitierender Faktor der Uberlebenszeit an-
gesehen werden und stellt einen kausalen Zusammenhang zum MOF dar. Um
die genauen Zusammenhange zwischen ALF, MOF, Endotoxindmie und der
bakteriellen Translokation besser zu verstehen, sind zukunftig weitere klinische

Studien notwendig.
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