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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Das akute Leberversagen stellt im Verlauf septischer Erkrankungen eine gefiirchtete Kompli-
kation dar. Die Pathophysiologie dieses Organversagens wird entscheidend dadurch geprégt,
dass durch das Zusammenspiel freigesetzter Zytokine und gesteigerter Zell-Zell-Interaktionen
ein vermehrter Zelltod zu beobachten ist. Eine wesentliche Rolle kommt hierbei dem gestor-
ten zelluldren Energiemetabolismus zu. Ziel der vorliegenden in vivo-Studie war es, den Ein-
fluss einer Mutation des mitochondrialen Gens ATP8, welches fiir eine Untereinheit der ATP-
Synthase kodiert, auf die Entwicklung des akutes septischen Leberversagens anhand eines

etablierten Mausmodells zu evaluieren.

Zur Induktion des akuten septischen Leberversagens erhielten C57BL/6J Wildtypmé&use (Bg
ALV) sowie ATP8-Mutanten (Bs-FVB ALV) minnlichen Geschlechts eine intraperitoneale
Injektion von Lipopolysaccharid (E.coli LPS, 10 pg/kg KG) und D-Galactosamin (D-GalN,
720 mg/kg KG). Tiere beider genetischer Hintergriinde ohne Induktion eines akuten Leber-
versagens erhielten dquivalente Volumina physiologischer Kochsalzlosung und dienten als
Kontrolle (B¢ Sham bzw. Be-FVB Sham). Unter Ketamin/Xylazin-Narkose erfolgte flinfein-
halb Stunden nach der Vorbehandlung die in vivo-Fluoreszenzmikroskopie der Leber. Blut-
und Lebergewebeproben dienten fiir histologische, immunhistochemische sowie molekularbi-
ologische Untersuchungen. Daneben wurden Parameter des metabolischen Energiestatus er-
hoben. Dariiberhinaus wurde die Uberlebensrate der Tiere (n = 10 je Gruppe) nach Induktion

des akuten Leberversagens erfasst.

Fiinfeinhalb Stunden nach D-GalN/LPS-Applikation zeigten Tiere beider Gruppen charakte-
ristische Merkmale des akuten Leberversagens. Die in vivo-Analyse der hepatischen Perfusi-
onsparameter mittels Intravitalmikroskopie stellte ein Perfusionsversagen von rund 40 % der
Sinusoide sowie einen starken Anstieg adhédrenter Leukozyten dar. Die Plasmakonzentration
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 erhohte sich nach Induktion des akuten Leberversa-
gens auf das 20fache im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren. Die D-GalN/LPS-
Applikation fithrte zu einem starken Anstieg apoptotischer sowie nekrotischer Hepatozyten.
Im akuten Leberversagen zeigte sich eine Zunahme Caspase-3 positiver, apoptotischer Zellen
um mehr als das 100fache. Die Aktivitdten der Leberenzyme AST, ALT und GLDH, welche

als Indikatoren fiir den nekrotischen Zellschaden herangezogen wurden, stiegen ebenfalls sig-
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nifikant an. Die Mutation des Gens ATPS8 hatte auf das Ausmal} der Entziindungsreaktion

keinen erkennbaren Einfluss.

Von besonderer Bedeutung war die Genmutation dagegen bei der Analyse des hepatischen
Energiemetabolismus. Hier konnte gezeigt werden, dass ATP8-mutierte Tiere innerhalb des
akuten septischen Leberversagens einen hoheren Gehalt an ATP in den Hepatozyten als Wild-
typtiere aufweisen (4,9 umol/g vs 2,7 umol/g). Das ATP/ADP-Verhiltnis, welches als Indika-
tor fiir den metabolischen Energiestatus gilt, zeigte bet ATP8-Mutation einen signifikant ho-
heren Wert (1,48 vs. 0,65). Die Aktivitdt der Adenylatkinasereaktion war nach Induktion des
akuten Leberversagens in ATP8-Mutanten dramatisch erhoht (0,95 vs. 0,36), was fiir einen
vermehrten Substratumsatz in der Atmungskette in dieser Situation spricht. Der verbesserte
Energiestatus der ATP-mutierten Tiere konnte die zum Teil signifikant verminderte Freiset-
zung von leberspezifischen Enzymen erkldren, welche ein Hinweis fiir eine geringer ausge-
prigte Nekrose ist. Eine weitere Konsequenz stellt das bessere Uberleben bei ATP8-Mutation
dar. So lebten 48 Stunden nach D-GalN/LPS-Applikation noch 35 % der ATP8-Mutanten,
jedoch nur noch 15 % der Wildtyptiere. Die induzierte Inflammationsreaktion fiihrte zur an-
steigenden Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), wobei ATP8-Mutanten einen
hoheren Gehalt an Malondialdehyd, einem Lipidperoxidationsprodukt, im Vergleich zu den
Wildtptieren aufwiesen (4,7 umol/ml vs. 2,9 pmol/ml). Die ATP8-Mutation stérkte den ex-
trinsischen und drosselte den intrinsischen Aktivierungsweg der Apoptose, wobei die Gesamt-

rate an apoptotischen Hepatozyten im akuten septischen Leberversagens unverindert blieb.

Im hier dargestellten Modell des D-GalN/LPS-induzierten akuten Leberversagens zeigte die
Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 und damit das Fehlen der Untereinheit A6L der
ATP-Synthase einen deutlichen Einfluss auf den metabolischen Energiestatus der
Hepatozyten. Zwar konnte kein Einfluss dieser Mutation auf die Auspriagung der Entziin-
dungsreaktion oder auf das Ausmall der Apoptose gezeigt werden, jedoch ergaben sich aus
dem verbesserten Energiestatus der ATP8-mutierten Tiere innerhalb des akuten septischen
Leberversagens ein verminderter Zellschaden sowie ein verbessertes Kurzeitiiberleben. Diese
Ergebnisse unterstreichen den Stellenwert des genetischen Einflusses auf den Verlauf der
Sepsis und bestdtigen, dass ein ausgeglichener Energiehaushalt von entscheidener Bedeutung

fiir das ,,outcome* septischer Erkrankungen ist.

10



ABSTRACT

ABSTRACT

Mitochondria not only generate and modulate bioenergy but also serve as biosensors for oxid-
ative stress, and eventually become effector organelles for cell viability. Therefore, the impli-
cations of mitochondrial (dys)function in the development of multiple organ failure are pro-
found. We investigated whether a mutation in the ATPase subunit-8 gene exerts effects on the
course of endotoxemic acute liver failure in mice. For this purpose, wildtype and ATP8 mu-
tant mice were challenged with D-galactosamine (D-GalN) and Escherichia coli lipopolysac-
charide (LPS) and studied 6 hrs thereafter. Control mice received physiological saline only.
Analysis included in vivo fluorescence microscopy of hepatic microcirculation and determi-
nation of hepatocellular apoptosis, levels of hepatic adenosine nucleotides as well as concen-
trations of plasma malondialdehyde as a marker of oxidative stress. Induction of endotoxemic
liver failure provoked marked liver damage, characterized by microvascular perfusion failure,
leukocyte recruitment, transaminase and cytokine release. Furthermore, liver injury was
coexistent with a drop of total adenosine nucleotide level and an increased malondialdehyde
production. Of interest, oxidative stress was significantly higher in the GaIN/LPS challenged
ATPS8 mutants compared to wild types. In contrast, adenosine triphosphate (ATP) levels in
livers of mice carrying the ATP8 mutation remained significantly higher than those in wild
type mice. As a net result, ATP8 mutant mice showed lower transaminase release and better
survival rate compared to wild types. Our findings demonstrate that mutation in the ATPase
subunit 8 partially protects mice under endotoxemic stress conditions most probably due to
better hepatic energy status despite elevated overall oxidative stress. Thus, modulating mito-
chondrial function to preserve bioenergetic status may be an effective way to protect against

sepsis-induced multiorgan dysfunction.

11
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1  EINLEITUNG

1.1  Sepsis

1.1.1 Definition

Das Wort Sepsis kommt aus dem griechischen und bezeichnete urspriinglich den krankhaften
Zerfall von Gewebe (Nathens und Marshall, 1996). Bereits 400 v.Chr. beschrieb Hippocrates
eine Faulniskrankheit, die 7 - 14 Tage nach einer Verwundung mit Fieber beginnt und hiufig
zum Tod fiihrt. Bis zur Begriindung der modernen Mikrobiologie durch Pasteur und Koch im
19. Jahrhundert war die Annahme von Hippocrates bestimmend, dass zirkulierende Faulnis-

gifte Ursache fiir das Krankheitsgeschehen sind (Kreymann und Wolf, 1996).

Die erste moderne Sepsisdefinition stammt aus dem Jahr 1914 von dem deutschen Internisten
Hugo Schottmiiller: ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd
gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf ge-
langen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitser-

scheinungen ausgelost werden.” (Budelmann, 1969).

In den folgenden Jahrzehnten ermdglichte der technische Fortschritt eine immer umfassendere
Erforschung der Ursachen und Auswirkungen der Sepsis auf den menschlichen Organismus.
Diese neuen Erkenntnisse und Studien fithrten zu einem Definitionsproblem. Welche Kriteri-

en miissen erfiillt sein, damit die Diagnose Sepsis gestellt werden kann?

Roger C. Bone vertrat die Meinung, dass eine vorhandene Infektion die Grundvoraussetzung
fiir die Diagnose Sepsis ist (Bone et al., 1989). Da eine einheitliche Definition notwendig war,
um Studien vergleichen zu kénnen und damit einen Fortschritt in der Therapie zu ermogli-
chen, wurde von den fiihrenden Mitgliedern des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) 1991 eine Konferenz abgehalten.
Ziel dieser Veranstaltung war die Veroffentlichung einer einheitlichen Sepsisdefinition sowie
von Richtlinien fiir die klinische Diagnosestellung (siche Abb.1 und Tab.1; Bone et al., 1992).
Die von Klinikern und Forschern 1992 veréffentlichten Definitionen waren wegweisend und

finden bis heute Anwendung.

12
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Ein systemisches Inflammationssyndrom (SIRS) liegt vor, wenn zwei der folgenden Kriterien erfiillt werden:

- Fieber (= 38°C) oder Hypothermie ( < 36°C), bestitigt durch eine rektale oder intravasale Messung

- Tachykardie: Herzfrequenz > 90/min

- Tachypnoe (Frequenz > 20/min ) oder Hyperventilation ( p,CO,<4,3 kPa)

- Leukozytose (> 12000/mm’ ) oder Leukopenie ( < 4000/mm?) oder > 10 % unreife Neutrophile im Dif-
ferentialblutbild

Eine Sepsis liegt vor, wenn zu der Diagnose SIRS eine Infektion durch einen mikrobiologischen Nachweis gesi-
chert oder durch klinische Kriterien angenommen werden kann.

Eine schwere Sepsis liegt vor, wenn es zur Hypoperfusion des Gewebes mit Organdysfunktion sowie den Fol-
gen Laktatazidose, Oligurie und Stérungen der geistigen Funktionen kommt.

Als septischer Schock wird der Zustand bezeichnet, bei dem trotz addquater Volumenersatztherapie eine Hypo-
tonie (systolischer Druck < 90 mmHg oder > 40 mmHg unter dem Normaldruck des Patienten) anhélt oder es
einen Bedarf an Vassopressoren gibt, um den systolischen Blutdruck > 90 mmHg oder den arteriellen Mittel-
druck > 65 mmHg zu halten.

Beim Multiorganversagen kommt es zum Ausfall von mehr als einem Organ, sodass die Homgostase ohne
Invention nicht aufrechterhalten werden kann.

Tab. 1: Definition der Sepsis (Bone et al., 1992; Bone et al., 1997)

Im Jahr 2001 wurde erneut eine Konferenz zur Sepsisdefinition einberufen, welche die Defi-
nitionen von 1992 bestdtigte und dennoch einen Ausbau der Diagnosekriterien fiir SIRS fiir
notwendig erachtete. Mit dem PIRO-Modell wurde ein Vorschlag fiir das ,,Staging® der
Sepsispatienten vorgestellt (Levy et al., 2003).

kreatitis

: SIRS
Sepsis | _ uma

e
rennungen

' Schwere

Infektion

Abb. 1: Die Beziehungen zwischen Infektion, SIRS wund Sepsis. Ursachen eines systemischen
Inflammationssyndrom (SIRS) sind u.a. Verbrennungen, Traumata oder Pankreatitiden. Kommt es zusétzlich
zum Nachweis einer Infektion, kann die Diagnose Sepsis gestellt werden. Eine schwere Sepsis definiert sich
durch das Versagen mindestens eines Organs (modifiziert nach Bone et al., 1992).

13
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1.1.2 Epidemiologie

In den USA erkranken jdhrlich etwa 750.000 Menschen an einer schweren Sepsis, die mit
einer Letalitdt von 28,6 % eine der Haupttodesursachen auf Intensivstationen darstellt. Mit
215.000 Todesfillen pro Jahr liegen die Todeszahlen einer schweren Sepsis etwa genauso

hoch wie beim akuten Myokardinfarkt (Angus et al., 2001).

In Deutschland erkranken pro Jahr 150.000 Einwohner neu an einer Sepsis. Mit 60.000 To-
desfillen im Jahr stellen septische Erkrankungen die dritthdufigste Todesursache in der Bun-

desrepublik dar (Reinhart et al., 2006).

Bei 11 % (van Gestel et al., 2004) bis 40 % (Vincent et al., 2006) aller Patienten von Intensiv-
stationen kann die Diagnose Sepsis gestellt werden. Durch die lange Liegedauer und die kos-
tenintensive Therapie wird die Behandlung von septischen Patienten zunehmend auch zu ei-
ner sozialokonomischen Belastung (Moerer und Burchardi, 2004). Mit 1,77 Milliarden Euro
werden etwa 30 % des intensivmedizinischen Budgets fiir die Behandlung septischer Erkran-

kungen aufgewendet (Brunkhorst, 2006).

In den letzten Jahrzenten hat die Inzidenz der Sepsis kontinuierlich zugenommen (Vincent et
al., 2006). Lag die Zahl der Sepsisdiagnosen 1979 bei 83 pro 100.000 Einwohnern, stieg diese
Zahl im Jahr 2000 bereits auf 240 Fille (Martin et al., 2000). Der Anstieg der Fallzahlen ist
zum Teil mit der zunehmenden Invasivitdt der therapeutischen Maflnahmen zu erkldaren. Die
Weiterentwicklung der Intensivmedizin ermdéglicht zudem die Therapie von immer dlteren
Menschen und anderen Hochrisikopatienten (Reinhart und Brunkhorst, 2002; Moerer und
Burchardi 2004). Obwohl es in der Behandlung von septischen Erkrankungen in der Vergan-
genheit zu groBBen Fortschritten gekommen ist, konnte kein Absinken der Mortalitdt in den

letzten 30 Jahren verzeichnet werden (Chaudry, 1999; Trampuz und Zimmerli, 2003).

1.1.3  Atiologie

Nach einer deutschen Préavalenzstudie waren 68% aller Patienten mit einer schweren Sepsis
dlter als 60 Jahre. Neben einem fortgeschrittenen Alter ist auch eine schwerwiegende

Komorbiditit (z.B. Herzinsuffizienz im Stadium NYHA 1V, dialysepflichtiges Nierenversa-

14
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gen, metastasierende Tumorerkrankungen, Leberzirrhose, schwere restriktive oder obstruktive
Lungenerkrankung oder AIDS) risikoerhohend fiir eine Sepsiserkrankung (Brunkhost, 2006).
Ein groBes Risiko stellen septische Erkrankungen auch fiir Kleinkinder im ersten Lebensjahr
dar. 1995 verstarben in den USA 4.400 Kinder an einer schweren Sepsis. [hr Anteil an kindli-
chen Todesfillen war mit 7 % damit sogar hoher als der von Krebserkrankungen (Moerer und

Burchardi, 2004).

Den hiufigsten Infektionsfokus der Sepsis stellen Atemwegsinfektionen (63 %) dar. Es folgen
intraabdominelle (25 %) und urogenitale Infektionen (7 %). Gemal dieser Studie wurden die

Infektionen zu 35 % ambulant erworben (Brunkhorst, 2006).

1.1.4 Genetische Polymorphismen

Zwillingsstudien konnten einen groen Einfluss von genetischen Faktoren auf die Anfilligkeit
des Organismus, an einer Infektion zu sterben, nachweisen (Sorensen et al., 1988). Genetische
Polymorphismen kénnen die Physiologie vor oder wiahrend des Inflammationsgeschehen der-
art beeinflussen, dass das Risiko, an einer Infektion zu erkranken, die Schwere der Erkran-
kung sowie die Wahrscheinlichkeit, an ihr zu versterben, zu einem grolen Teil vom Erbgut
pradispositioniert sind (Lin und Albertson, 2004). Polymorphismen einzelner Nukleotide,
Mikrosatelliten, Insertionen oder Deletionen spiegeln das breite Spektrum der genetischen
Variationen wider, die das individuelle Risikoprofil fiir die Sepsis charakterisieren (Cobb und
O’Keefe, 2004). Ein bekannter Polymorphismus des TNF-o Gens fiihrt im Organismus zu
einer erhohten Konzentration des Zytokins und einer gesteigerten Mortalitdt im septischen
Schock (Appoloni et a., 2001). Ein zweites Beispiel sind genetische Varianten des ,,Toll Like
Receptors® (TLR), die die Anfilligkeit fiir septische Erkrankungen beeinflussen (Lorenz et

al., 2000). Weitere Beispiele fiir genetische Varianten mit Einfluss auf septische Erkrankun-

gen zeigt Tabelle 2.
Beeinflusster Faktor Genetische Assoziation Klinischer Effekt
TNF-a TNF2 Allel Hohe Serumkonzentration von TNF-a assozi-
G308A Mutation in der TNF iert mit Nicht-Uberleben der Sepsis
Promoter-Region
Lymphotoxin-a (TNF-f) TNFB2 Allel Gesteigerte Serumkonzentration an
Lymphotoxin assoziiert mit einer Sepsis in
Traumapatienten

15




EINLEITUNG

Interleukin-1 ILRN2 Allel Gesteigerte Konzentrationen an IL-1f und

Rezeptorantagonist  (IL- schwere Sepsis, gesteigerte Mortalitdt bei

1Ra) homozygoten Trigern

Faktor V FV Moglicherweise ein milder Effekt auf die

Schwere einer Meningokokkeninfektion

Plasminogenaktivator- 4/G5/G Insertion/Deletion Gesteigerte Konzentrationen an PAI-1 und

Inhibitor (PAI-1) schwerere Meningokokkeninfektion

CD14 C(-159)T Promoter Polymor- | Erhohte Anfilligkeit fiir septischen Schock
phismus und Tod

Toll Like Rezeptor 4 | Asp299Gly Allel Assoziation mit septischem Schock, besonders

(TLR4) bei gram-negativer Sepsis

Tab.2: Ubersicht zu genetischen Polymorphismen und ihre Relevanz fiir die Sepsis und schwere Infektio-
nen (modifiziert nach Cohen, 2002).

1.1.5 Pathophysiologie

., The Microorganisms that seems to have it in it for us...turn out...to be rather more like by-
standers... It is our response to their presence that make the disease. Our arsenals for fight-

ing off bacteria are so powerful...that we are more in danger from them than the invaders. "

Thomas Lewis (Hotchkiss und Karl, 2003)

Thomas Lewis beschreibt in seiner Arbeit, dass die Pathophysiologie der Sepsis in einer un-
kontrollierten Immunantwort begriindet ist. Die verantwortlichen Mechanismen und Vorgén-
ge sind sehr komplex und beeinflussen sich gegenseitig in einem verzweigten Netzwerk.
Trotz groBler Fortschritte in den letzten Jahrzehnten ist die Pathophysiologie der septischen
Erkrankungen noch nicht bis ins letzte Detail verstanden. In den folgenden Abschnitten sollen

die beteiligten Vorgiinge und ihre Interaktionen in einem Uberblick vorgestellt werden.

1.1.5.1 Erkennung mikrobiologischer Strukturen

Die Aktivierung der Inflammationsreaktion im Organismus kann durch eine direkte Gewebs-
schidigung endogen erfolgen oder durch eine exogene mikrobiologische Invasion eingeleitet
werden (Bone et al., 1997; Holmes et al., 2003). Mikrobiologische Strukturen, die vom Im-
munsystem als fremd erkannt werden und eine Abwehrreaktion verursachen kénnen, werden
als ,,pathogen-associated molecular-patters®, PAMPs, bezeichnet. Zu diesem Komplex geho-

ren Zellwandbestandteile von Bakterien und Pilzen (Peptidoglykan, Lipoteichonséure,
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Flagellin, Mannan) oder spezifische bakterielle DNA-Bestandteile (Trampuz und Zimmerli,
2003). Fir die Pathogenese von gram-negativen Erregern spielt Lipopolysaccharid (LPS),
auch Endotoxin genannt, die dominante Rolle (Cohen, 2002). Die folgenden Ausfithrungen
werden sich auf dieses Pathogen beziehen. Gelangen PAMPs in den Organismus, werden sie
von spezifischen Rezeptoren, den ,,pattern recognition receptors® (PRR), erkannt und eine
Immunreaktion wird ausgelost. Nachdem LPS in den Organismus eingedrungen ist, wird es
an das LPS-binding-protein (LBP) gekoppelt. Dieser Komplex bindet am Oberflichenrezeptor
CD14, der aufgrund des Fehlens einer intrazelluliren Doméne kein transmembrandses Signal
in das Zellinnere weitergeben kann. Diese Aufgabe iibernimmt der assoziierte TLR4 aus der
Familie der Toll-like-Rezeptoren (Cohen, 2002; Holmes et al., 2003; Horner et al., 2004).
Durch Dimerisierung des Rezeptors wird eine intrazelluldre Signalkaskade gestartet, die zur
Freisetzung von NF«B aus seinem inaktiven Komplex mit IkB im Zytoplasma fiihrt und von
der Translokation in den Zellkern gefolgt wird. Als Transkriptionsfaktor verstirkt NF«xB die
Expression von Genen, die sowohl fiir die pro- als auch fiir die antiinflammatorische Immun-

antwort von Bedeutung ist (Holmes et al., 2003).

1.1.5.2 Das Netzwerk der Inflammation

Bereits in den ersten 30 - 90 Minuten nach dem Eindringen von LPS in den Korper wird das
angeborene Immunsystem aktiviert. Makrophagen und Monozyten sezernieren verschiedene
Mediatoren, die wiederum weitere Signalkaskaden aktivieren (siche Tab. 3; Cohen, 2002).
Kann die Entziindungsreaktion nicht lokal begrenzt werden, kommt es zur Ausbildung des
systemischen Inflammationssyndrom (SIRS). Im Verlauf der Abwehrreaktion ist sequenziell
die Konzentration zuerst pro- und spéter antiinflammatorisch wirksamer Zytokine im Serum
erhoht (Volk et al, 1996; Trampuz und Zimmerli, 2003). Die Regulation der
Zytokinausschiittung ist sehr komplex und wird durch ein Netzwerk zwischen pro- und
antiinflammatorischen Signalkaskaden reguliert (Bone et al., 1997). Weiterhin kommt es frith
zur Aktivierung des Komplementsystems, wobei der beteiligte Faktor C5a einen starken
chemotaktischen Reiz fiir Granulozyten darstellt und die inflammatorischen Vorginge zusitz-
lich verstédrkt (Riedemann et al., 2003). Durch Makrophagen und Monozyten, die zu den An-
tigen-prasentierenden Zellen gehoren, wird die erworbene Immunantwort mit aktivierten T-

und B-Zelle einbezogen (Horner et al., 2004).
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Mediatoren typische Effekte

IL-1, 11-6, IL-12, IL-15, IL-18, TNF-q, Aktivierung von  Neutrophilen, Lymphozyten und
Endothelzellen; Hochregulation von Adhésionsmolekiilen;
Induktion von Prostaglandinen, NO-Synthase und des Aku-
te-Phase-Proteins; Induktion von Fieber

High mobility group B1 protein (HMGB1)

11-8, Macrophage inflammatory protein 1o (MIP Mobilisierung und Aktivierung von inflammatorischen
la) MIP 1B, Monocyte chemoattractant protein 1 | Zellen, vor allem von Neutrophilen; Aktivierung von Mak-
(MCP 1); MCP-3 rophagen

Platelet-activating factor (PAF), Prostaglandine, Aktivierung der Endothelzellen, Regulation des Vasotonus,
Leukotriene, Thromboxane, Tissue factor Aktivierung der Gerinnungskaskade

Superoxid, Hydroxylradikale, Stickstoffmonoxid | Antibakterielle Wirkung, Regulation des Vasotonus
(NO)

IL-1 Rezeptor Antagonist Antiinflammatorische Effekte
11-4, IL-10, IL-13

Transforming growth factor-§

Loslicher TNF-a Rezeptor
Bacterial/permeability-increasing protein

Tab. 3: Mediatoren des systemischen Inflammationssyndroms (modifiziert nach Cohen, 2002).

Werden neutrophile Granulozyten durch ein Inflammationsgeschehen aktiviert, sind sie in
der Lage aus dem Blutstrom heraus in das betroffene Gewebe einzuwandern (Wagner und
Roth, 1999). In der Frithphase kommt es zu einer lockeren Interaktion zwischen neutrophilen
(L-Selektin) und endothelialen (P- und E-Selektin) Rezeptoren. Dieser Vorgang kann in post-
kapillaren Venolen als ,,Slow-Rolling-Phanomen* beobachtet werden. Der Zell-Zellkontakt
verstdrkt die Présentierung von Adhésionsrezeptoren aus der Gruppe der B,-Integrine (CD
11/CD18), die zu einer festen Anheftung der Leukozyten an die Endothelwand fithrt und die
Emigration (Diapedese) in das umliegende Gewebe ermoglicht (Bauer, 2004; Horner et al.,
2004). Das Ziel des Einwanderns in das Gewebe ist die primdre Bakterienelimination durch
Phagozytose. Mit der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und Proteasen
kann es dabei zu einer starken Schiadigung des Gewebes kommen (Wagner und Roth, 1999;
Horner). Fiir die Sepsis stellen die neutrophilen Granulozyten ein zweischneidiges Schwert
dar (Hotchkiss und Karl, 2003). Sind sie in ihrer Aktivitdt eingeschriankt, so resultiert daraus

eine dramatische Verstirkung der Infektion (Belaaouaj et al., 1998). Eine Uberaktivitit mit
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massiver Produktion von zytotoxischen Faktoren fiihrt dagegen zu einer schweren Schédi-

gung des Organismus (Reitershan und Ley, 2004; Gando et al., 2005).

Das Endothel spielt in der Pathogenese der Sepsis ebenso eine bedeutende Rolle (Hack und
Zeerleder, 2001; Dauphinee und Karsan, 2006). Die Aktivierung der Endothelzellen erfolgt
direkt tiber die Einwirkung von LPS oder iiber die Vermittlung der ausgeschiitteten Zytokine
(Henneke und Golenbock, 2002). Unter dem Einfluss von inflammatorischen Faktoren éndert
sich die Morphologie und Funktion der Endothelzellen. Entscheidend fiir das Ausmal} dieser
Reaktionen ist die Art des Pathogens sowie die Genetik, das Geschlecht, das Alter und die
Komorbiditit des Organismus. Neben der Vakuolisierung des Zellkerns kann eine Schwellung
und Fragmentation des Zytoplasmas beobachtet werden, die bis zur Zerstérung der Zelle rei-
chen kann. Funktionell ermoglichen die prasentierten Selektine die Anheftung und Diapedese
der Leukozyten. Das Endothel erleidet den Verlust der Barrierefunktion, woraus eine ,,Brii-
chigkeit“ der GefiBe mit Odembildung resultiert (Aird, 2003). Die Induktion der
induzierbaren NO-Synthase verursacht eine erhohte Sezernierung von NO, einem starken
Vasodilatator. Durch die Freisetzung von ,,Tissue Factor aus den Endothelzellen wird das

Gerinnungssystem aktiviert (Holmes et al., 2003).

Uber den ,,Tissue Factor®, der von Endothelzellen und akivierten Monozyten produziert wird,
kommt es zur Einbeziehung des Gerinnungssystems in die Abwehrreaktion. Es folgt die Ak-
tivierung von Thrombin und die Ablagerung von Fibrin im Gewebe, was zur Bildung von
Mikrothromben fithrt. Aktivierte Gerinnungsfaktoren weisen starke proinflammatorische Ei-
genschaften auf. Es besteht eine enge Interaktion zwischen Inflammation und Gerinnungssys-
tem (Riedemann et al., 2003; Levi et al., 2004). Endogene Inhibitoren des Gerinnungssystems
tragen zur Wiederherstellung der Homdostase bei. Antithrombin, das akute Phase Protein und
der ,.tissue-factor inhibitor steuern dabei einer iiberschieBenden Reaktion entgegen (Holmes
et al., 2003; Hoffmann et al., 2006). Eine maximale Aktivierung des Gerinnungssystems fiihrt
zur disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC), die ein Wegbereiter zur Entstehung des

septischen Schocks darstellt (Opal und Esmon, 2003).

Die Sepsis ist eine Erkrankung der Mikrozirkulation (Bateman et al., 2003; Vollmar et al.,
2006). Die Regulation der mikrozirkulatorischen Perfusion ist ein komplexes Zusammenspiel
von neuroendokrinen, parakrinen und mechanosensorischen Signalkaskaden, die im septi-

schen Krankheitsgeschehen massiv beeinflusst werden (sieche Abb. 2; Spronk et al., 2004).
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Eine Ursache fiir die gestorte mikrozirkulatorische Perfusion ist die Verlegung der Strombahn
durch Mikrothromben (Bauer, 2004). Weiterhin hat die gesteigerte Freisetzung von NO aus
dem Endothel einen groflen Anteil am Versagen der vasomotorischen Funktion. Die daraus
resultierende Hypotension ist mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten vergesellschaf-
tet (Hoffmann et al, 2006). Die Hypoxie des Gewebes wéhrend einer septischen Erkrankung
resultiert nicht allein aus dem mangelnden Sauerstoffangebot durch Minderperfusion. Auch
die Sauerstoffverarbeitung im Rahmen der Atmungskette in den Mitochondrien der Zellen ist
gestort (Fink, 1997; Fink, 2000; Fink, 2001; Fink, 2002). Letztendlich kommt es zum massi-
ven Zelltod durch Apoptose, Nekrose und Aponekrose, der zur Organdysfunktion fiihrt.

Endothelaktivierung DIC Gestdrte FlieReigenschaften
der roten und weillen Blutzellen

Verringerte ‘ _
Erythrozyten- = Veranderter

verformbarkeit mikrovaskularer
o Blutfluss und
- Gefalwiderstand

gestorte
Erhéhte
mikrovaskulare
Permeabilitat

Offnung von

AV-Shunts Mikrozirkulation

in der Sepsis

Intra- U mverteilung des
vaskulares Blutflusses
Pooling

Odemausbildung Vasoplegie Hamorrhagie

Abb.: 2 Pathomechanismen des Mikrozirkulationsversagens in der Sepsis. DIC=disseminierte intavasale
Gerinnung (modifiziert nach Spronk et al., 2004)

1.1.5.3 Das septische Multiorganversagen

Todesursache fiir Patienten mit einer septischen Erkrankung ist das Multiorganversagen

(MODS). Typischerweise entwickelt sich das Funktionsversagen zunichst in einem Organ
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und schreitet dann voran. Es existiert ein enger Zusammenhang zwischen der Mortalitdt und
der Anzahl der Organe in Dysfunktion (Cohen, 2002). Verschiedene Pathomechanismen der
Sepsis fithren in das Multiorganversagen. Die in den vorangegangenen Abschnitten diskutier-
te Uberaktivitit von Granulozyten, die Endothelschidigung, die Hyperkoagulation und die
gestorte Mikrozirkulation fithren synergetisch zur Organschddigung. Im Rahmen einer sich
zunehmend steigernden Entziindungsreaktion kommt es, wie schon erwihnt, auch zur Produk-
tion von antiinflammatorischen Zytokinen, die dem Geschehen entgegen wirken. Nachdem
der Organismus mit einer hyperinflammatorischen Reaktion auf die drohende Gefahr reagiert
hat, kommt es zur Ausbildung einer Refraktérphase, in der die Produktion der Zytokine stark
vermindert ist. Gerét der Regulationsmechanismus nach einer tiberschieBenden Immunrektion
aus der Balance, folgt eine Phase der Immundepression, die mit der Einschriankung oder voll-
standigen Aufhebung der Abwehrfunktionen einhergeht (Riedemann et al., 2003). Neben der
stark erniedrigten Ausschiittung von Zytokinen kann in dieser Phase eine umfangreiche
Apoptose von Lymphozyten beobachtet werden (Hotchkiss et al., 2005). Der Organismus ist
nicht mehr in der Lage, addquat auf Infektionen zu reagieren. Aus dem Zusammenspiel aller
Schéddigungen des Organismus resultiert das septische Multiorganversagen. Sind vier oder
fiinf Organe betroffen, fiihrt dies mit einer Wahrscheinlichkeit von tiber 90% zum Tod (Co-
hen, 2002).

1.1.6 Therapie

Die schwere Sepsis und der septische Schock weisen aktuell weiterhin sehr hohe Mortalitéts-
raten auf. Die drei Basissdulen in der Behandlung von septischen Erkrankungen bilden die
kausale, die supportive und die adjunktive Therapie (Dellinger et al., 2004). Die kontinuierli-
che Forschung in den letzten Jahren ermdoglichte eine immer weiter reichende Einsicht in die
komplexe Pathophysiologie der Sepsis. Diese neuen Erkenntnisse bieten wiederum Ansatz-
punkte fiir mogliche Therapien. Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie der
schweren Sepsis oder des septischen Schocks sind vor allem die rechtzeitige Diagnosestellung

und ein speziell auf den Patienten zugeschnittenes Behandlungspaket (Vincent et al., 2006).
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1.1.6.1 Kausale Therapie

Die Fokussanierung ist die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie der schweren
Sepsis und des septischen Schocks. Zu den Maflnahmen gehoren unter anderem die Inzision
bzw. die CT-gestiitzte Drainage von Abszessen, Wunder6ffnung, Nekrotomie oder Amputa-
tionen. Dadurch wird eine Keimreduktion erreicht und deren weitere Streuung verhindert

(Reinhart et al., 2006).

Eine frithe intravendse, kalkulierte und speziell auf den Patienten ausgerichtete
Antibiotikatherapie reduziert die Letalitdt bei septischen Patienten signifikant (Hanon et al.,
2002; Leone et al., 2003; Garnacho-Montero et al., 2003). Die Behandlung sollte frithest mog-
lich nach der Abnahme von Blutkulturen, das heif3t innerhalb der ersten Stunde nach Diagno-
sestellung, beginnen (Dellinger et al., 2004). Es wird empfohlen, alle 48 bis 72 Stunden die
Therapie neu zu evaluieren, um die antimikrobiellen Spektren zu verengen und damit das Ri-
siko flir Resistenzen, Toxizitdt und auch die Kosten zu verringern. Die Dauer der Behandlung
richtet sich nach dem klinischen Bild, sollte aber sieben Tage nicht {iberschreiten (Reinhart et

al., 2006).

1.1.6.2 Supportive Therapie

Mit einer hamodynamischen Stabilisierung soll beim Patienten ein adédquates zelluldres Sau-
erstoffangebot erreicht werden. Als erste Mallnahme wird eine Volumensubstitution vorge-
nommen. Kann damit kein addquater arterieller Mitteldruck (> 95 mmHg) erzielt werden,
sollten  vasopressorische Katecholamine zur Anwendung kommen. FEine friihe
hdmodynamische Stabilisierung mit der ZielgréBe einer zentralvendsen Sattigung > 70% fiihrt
zu einer signifikanten Reduktion der Krankenhaussterblichkeit (Horner et al., 2004). Etwa 25
-42 % der Patienten mit einer schweren Sepsis entwickeln ein akutes Lungenversagen (acute
respiratory distress syndrome, ARDS) (Balk et al., 2001). Die Entscheidung zur Intubation
sollte bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock groBziigig gestellt werden.
Basisziel des Airwaymanagement und der Beatmung ist es, die oximetrische Sauerstoffsitti-

gung bei tiber 90% zu halten. Zu den Indikationen zdhlen:

- schwere Tachypnoe (Atemfrequenz > 35))
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- muskulédre Erschopfung (Einsatz der Atemhilfsmuskulatur)
- eingeschrinkte Vigilanz

- Sattigungsabfall < 90% trotz Sauerstoffinsuftlation.

Patienten, die ein ARDS ausgebildet haben, sollten mit niedrigen Atemzugvolumina (6ml/kg
Standardkorpergewicht) und einem Plateaudruck < 30 cm H,O beatmet werden. Die mecha-
nische Beatmung sollte immer mit positiv endexpiratorichen Driicken (PEEP) durchgefiihrt
werden (Reinhart et al., 2006). Eine lungenprotektive Beatmung fiihrt bei Intensivpatienten zu

einem verminderten Zytokinanstieg durch die Beatmung (Ranieri et al., 1999).

Des Weiteren hat sich gezeigt, dass eine intensivierte Insulintherapie zur Herstellung der
Normoglykédmie bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock sinnvoll ist. Die
Therapie mit Insulin reduziert die Mortalitdtsrate bei septischen Patienten mit Multiorganver-
sagen unabhingig von einem zuvor bestandenen Diabetes mellitus (Hotchkiss und Karl,
2003). In einer Studie von Van den Berghe konnte ein Absinken der Mortalitét von 20,2 % bei
konventioneller Therapie auf 10,6 % bei zusétzlicher intensiver Insulintherapie gezeigt wer-
den (van den Berghe et al, 2001). Zu den supportiven Therapien gehéren zudem die Throm-

bose- und Ulkusprophylaxe sowie die Optimierung des Erndhrungszustandes (Reinhart et al.,

2006).

1.1.6.3 Adjunktive Therapie

In mehreren randomisierten und kontrollierten Studien konnte mit einer kurzen und hochdo-
sierten Steroid-Gabe kein Uberlebensvorteil gezeigt werden (Cronin et al., 1999; Lefering und
Neugbauer, 1995). Der Einsatz von niedrig dosiertem Hydrokortison zeigte in verschiedenen
Studien einen positiven Effekt und wird als Standardtherapie fiir bestimmte Patienten empfoh-
len (Chadda und Annane, 2001). Eine Therapie mit Hydrokortison kann empfohlen werden,
wenn eine relative Nebenniereninsuffizienz gesichert ist (Reinhart et al., 2003). Dabei zeigte
eine Cross-over Studie, dass die Gabe von Hydrocortison sowohl zu einer verminderten

proinflammatorischen als auch zu einer geringeren antiinflammatorischen Immunantwort

fiihrt (Keh et al., 2003).
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Die Gabe von rekombinantem aktiviertem Protein C (rthAPC) wird unter Beachtung der
Kontraindikationen bei Patienten mit Versagen von mindestens zwei Organen empfohlen. Die
Wirkung resultiert aus einer Reduktion der Thrombinbildung sowie der engen Verkniipfung
zwischen dem Gerinnungssystem und der inflammatorischen Kaskade (Hotchkiss und Karl,
2003). Zudem wird vermutet, dass rhAPC durch eine Hemmung der Apoptose den
Sepsisverlauf positiv beeinflussen kann (Joyce et al., 2001; Cheng et al., 2003). Mit dem Ein-
satz von thAPC konnte in einer klinischen Studie eine Letalitdtsreduktion von 6 % erreicht
werden (Bernard et al., 2001). Dabei ist die prozentuale Letalitdtssenkung durch thAPC bei
Patienten mit Mehrorganversagen deutlich hoher als fiir Patienten mit Versagen nur eines

Organs (Dhainaut et al., 2003).

Der Einsatz von Antithrombin (Warren et al., 2001), Wachstumshormonen (Takala et al.,
1999) oder Ibuprofen (Bernard et al., 1997) zeigte in Studien keinen Behandlungsvorteil und
wird somit nicht empfohlen (Reinhart et al., 2006).

1.1.6.4 Zukiinftige Therapieoptionen

Zielpunkte fiir neue Therapieansdtze sind vor allem Molekiile in der immer besser erforschten
Signalkaskade der Inflammation und der Apoptose (Horner et al., 2004). Die moglichen An-
satzpunkte der Zukunft sind sehr vielfiltig, weshalb nachfolgend die wichtigsten vorgestellt

werden.

GroBle Aufmerksamkeit wird in der Forschung den Anti-Endotoxin-Strategien zu Teil. Die
Lipoproteine LDL, HDL sowie das Apolipoprotein A sind in der Lage mit LPS Komplexe zu
bilden, welche wiederum aus dem Blutstrom entfernt werden kdnnen. So stellt die Gabe von
Lipoproteinen ein neues Therapiekonzept dar, welches bereits erste Erfolge aufweisen konnte.
In Versuchen mit Tieren und humanen Probanden konnten nach dem Einsatz von HDL der
grippedhnliche Symptomkomplex der Endotoxindmie sowie die Ausschiittung von TNFa, IL-
6 und IL-8 reduziert werden (Pajkrt et al., 1996). Zu weiteren Anti-Endotoxin-Strategien z&hlt
die Gabe von Anti-CD14-Antikoérpern oder die extrakorporale Adsorption von Endotoxin
(Vincent et al., 2006).
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Der ,,macrophage migration inhibiting factor*(MIF) ist ein proinflammatorischer Mediator,
der durch eine Modulation der TLR4-Expression in die Zytokin-Signal-Kaskade der Sepsis
eingreift (Vincent et al., 2006). Die Neutralisation von MIF durch Antikérper konnte im
Mausmodell die TNF-a-Konzentrationen und die Letalitit signifikant senken (Calandra et al.,

2000; Martin, 2000).

Das ,,high mobility group box protein 1 (HMGB1) ist ein verzogert ausgeschiittetes proin-
flammatorisches Zytokin. Es ist erstmals acht Stunden nach Gabe von LPS im Serum nach-
weisbar und stellt damit ein geeignetes Ziel fiir den Einsatz von Antikorpern dar (Wang et al.,
2001). In einer Tierstudie konnte bereits eine erhohte Uberlebensrate nach Therapie mit

HMGBI1-Antikorpern erzielt werden (Wang et al., 2004).

Der Komplementfaktor C5a ist ein starker Aktivator der proinflammatorischen Reaktion
(Riedemann et al., 2003). Im Tiermodell der Sepsis konnte die durch C5a vermittelte
Inflammationsreaktion sowohl durch die Gabe von C5a-Antikorpern als auch durch die Blo-
ckade des C5a-Rezeptors verringert werden. Zugleich konnte in diesen Versuchen die Bakte-
ridgmie reduziert und das Uberleben der Versuchstierre verbessert werden (Czermak et al.,

1999; Huber-Lang et al., 2002; Riedemann et al., 2002).

1.2 Das akute Leberversagen

Die Leber kann vor allem durch die Produktion von Zytokinen und Gerinnungsfaktoren als
eines der zentralen Organen in der Pathophysiologie des septischen Schock sowie des Multi-
organversagen angesehen werden. Eine Stérung der Leberfunktion wird bei etwa 20-25% der
Patienten im Rahmen einer schweren Entziindungsreaktion beobachtet (Kapral et al., 2005).
Kommt es im Rahmen einer Sepsis zur Ausbildung eines akuten Leberversagens, ist die

Prognose der Erkrankung sehr schlecht (Angus et al., 2001).

1.2.1 Definition

Das akute Leberversagen ist eine komplexe, multisystemische Erkrankung, die sich in Folge

einer akuten Leberschiddigung entwickelt. Innerhalb kurzer Zeit kommt es zur Ausbildung der
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Symptome einer Koagulopathie und einer Enzephalopathie. Die Begriffe hyperakut, akut und
subakut sind durch den Zeitpunkt des Auftretens der Enzephalopathie definiert: innerhalb von
7 Tagen, 8 bis 28 Tagen oder spéter als 28 Tagen nach der Leberschddigung (O’Grady, 2005).
Ob das Leberversagen im Verlauf reversibel oder progredient-irreversibel ist, hdngt von der
Grunderkrankung, dem Lebensalter, einer Vorschiadigung der Leber und dem Auftreten von
Komplikationen ab (Berr et al.). Die Diagnose des akuten Leberversagens basiert auf drei

Sédulen:

- akute Entwicklung einer schweren Leberfunktionsstérung mit Koagulopathie und Ikte-
rus
- Présenz einer hepatischen Enzephalopathie

- Ausschluss einer vorbestehenden chronischen Lebererkrankung.

Zur korrekten Diagnose miissen alle drei Kriterien erfiillt sein (Rifai und Bahr, 2003).

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie des Leberversagens ist vielgestaltig (siche Tab. 4). Einige Ursachen wurden erst
in den letzten Jahren identifiziert, darunter die antiretrovirale Therapie bei HIV-Patienten so-
wie pflanzliche Arzneien wie Kava-Kava-Produkte. In Deutschland beruht ein Leberversagen
am haufigsten auf Virushepatitiden und Medikamenteneinnahmen. Bei einem signifikanten
Anteil der Patienten (ca. 20-40%) lisst sich keine spezifische Atiologie identifizieren, was als
kryptogenes akutes Leberversagen bezeichnet wird (Rifai und Bahr, 2003). Bei den Ursachen
des akuten Leberversagens gibt es geographische Variationen. So stellen in GroBbritannien
und den USA Paracetamolintoxikationen und andere Medikamentenreaktionen die haufigsten

Ursachen dar (O’Grady, 2005).

Viral Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C (Ko/Superinfektion bei Hepatitis B), Hepa-
titis E, Zytomegalievirus, Ebstein-Barr-Virus, Herpes-Simplex-Virus, Varizella-
Zister-Virus, humanes Herpesvirus 6, Parvo B19, Parainfluenza, Adenovirus,
Gelbfieber, Q-Fieber hamorrhagische Fieber (Dengue-Virus, Hantaan-Virus)

Idiosynkratisch Halogenierte Kohlenwasserstoffe (Halothan, Isofluran, Enfluran)

Kumarine, Methyldopa, Phenytoin, Carbamazepin, Valproat, Rifampicin, Peni-
cillin, Sulfonamide, Chinolone, Ketokonazol, Terbinafin, nichtsteroidale Anti-
phlogistika, hochaktive antivirale Therapie ( HAART), Glitazone, Thiouracil,
Allopurinol, Amiodaron, Dihydralazin, MAO-Hemmer, trizyklische Antidepres-
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siva, pflanzliche Arzneimittel (z.B. Kava-Kava)

Toxisch-dosisabhingig Paracetamol, Isoniazid, Tetrazykline, Methotrexat, Tetrachlorkohlenstoff, indust-
rielle Losungsmittel, Amphetamine (z.B. Ecstasy), Kokain, Amanita-Toxin
(Knollenblétterpilz), Bacillus-cereus-Toxin

Toxisch-synergistisch Ethanol + Acetaminophen, Barbiturate + Acetaminophen, Isozianid + Rifam-
picin, Trimethaprim + Sulfammethoxazol, Amoxizillin + Clavulansdure

Metabolisch M. Wilson, a-1-Antitrypsinmangel, hereditdre Galaktosdmie, hereditire
Tyrosindmie, Fructoseintoleranz, Reye-Syndrom (Salisylate), nichtalkoholische
Steatohepatitis

Schwangerschaftsassoziiert | Akute Schwangerschaftsfettleber, HELLP-Syndrom (hemolysis, elevated liver
tests, low platelets)

Vaskulér Budd-Chiari-Syndrom, Lebervenenverschlusskrankheit, Schockleber, akutes
Rechtsherzversagen, Herzbeuteltamponade, Sichelzellandmie

Diverses Autoimmunhepatitis, maligne Infiltration, Hyperthermie, Sepsis, kryptogen

Tab. 4 : Atiologie des akuten Leberversagens (nach Rifai und Bahr, 2003)

1.2.3 Pathophysiologie

1.2.3.1 Apoptose, Nekrose und ihre Zwischenformen

Das akute Leberversagen ist meist Folge von ausgedehnten Leberzellnekrosen und -apoptosen
(Berr et al.). Mit dem Verlust einer kritischen Hepatozytenmasse kommt es zur Ausbildung
des klinischen Bildes mit Gerinnungsstérungen, Ikterus, Hirnédem und Koma. Synthese- und
Stoffwechselleistungen sowie Exkretionsfunktionen kénnen nicht mehr aufrechterhalten wer-
den (Bauer et al., 2004). Fiir die Ausbildung des akuten Leberversagens sind sowohl die
Apoptose als auch die Nekrose von Bedeutung (Rutherford et al., 2008). Lange Zeit wurden
diese beiden Formen des Zelltodes als vollig verschiedene Prozesse mit unterschiedlichen
biochemischen, morphologischen und funktionellen Charakteristika betrachtet (Wyllie et al.,
1980; Majno und Joris, 1995; Schwarz und Bennet, 1995). Die Nekrose folgt auf einen meta-
bolischen Zusammenbruch der Zelle, an den sich unmittelbar eine Erschopfung der ATP-
Reserven sowie eine lonendysregulation anschlief3t (Lemasters, 1999). Morphologisch kommt
es zur Ausbildung einer Zellschwellung mit einzelnen Ausbuchtungen der Plasmamembran,
die als ,,blebs* bezeichnet werden und wohlméglich Folge einer gestérten Volumenkontrolle
und einer Schadigungen des Zytoskeletts darstellen. Es folgen die Depolarisation der Mito-
chondrien, der lysosomale Zusammenbruch, die zusammen mit einer sich steigernden Forma-

tion der ,,blebs* letztendlich zur Ruptur der Plasmamembran fiithren (Gores et al., 1990). Die
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Ausschwdmmung von intrazelluldren Proteinen, Metaboliten und Ionen fithrt zur Ausbildung
eines inflammatorischen Herdes (Jaeschke und Lemasters, 2003). Im Gegensatz dazu stellt die
Apoptose ein besonderes Werkzeug der Zelldifferenzierung dar, welches tiberfliissige sowie
nicht benétigte Zellen gezielt entfernt. Spezielle Signale, wie TNF-a oder FasLigand, initiie-
ren apoptotische Vorginge, die mit der Aktivierung von Cystein-Proteasen, sogenannten
Caspasen, einhergehen (Lemasters, 1999). Obwohl diese beiden Formen des Zelltodes so un-
terschiedlich erscheinen, gibt es zwischen ihnen verbindende Elemente. So konnte gezeigt
werden, dass der gleiche toxische Stimulus sowohl Nekrose als auch Apoptose zur Folge ha-
ben kann. Wie die Zelle zu Grunde geht, ist allein vom Ausmall des Stimulus abhingig
(Bonfoco et al., 19995; Hampton und Orrenius, 1997). Auch in ihren Signalwegen zeigen
Apoptose und Nekrose Gemeinsamkeiten. Beide Formen des Zelltods werden durch eine
Schiddigung an den Mitochondrien, der ,,mitochondrial permeability transition“ausgelost.
Welche Form des Zelltodes sich nun anschliesst, ist vom energetischen Zustand der Zelle, der
Verfligbarkeit von ATP abhingig. Geht die zelluldre Schidigung mit einer akuten ATP-
Depletion einher, kommt es zur Ausbildung von Nekrose. Ist trotz Schddigung der zelluldre
ATP-Bedarf gesichert, folgt die Apoptose. Nun ist es denkbar, dass die ATP-Reserven erst im
Verlauf des Zellsterbens erschopft sind, wodurch sich eine sekundidre Nekrose nach anfangli-
cher Apoptose erkldren ldsst (Jaeschke und Lemasters, 2003). Beide Formen des Zelltodes
existieren oft nebeneinander, wobei es zu kontroversen Diskussionen iiber die dominante Art
des Zelltods in den verschiedenen Krankheitsbildern gibt (Jaeschke und Lemasters, 2003). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass Apoptose und Nekrose nicht nur gemeinsam im gleichen
Gewebe, sondern ihre Charakteristika auch gleichzeitig in einer Zelle zu beobachten sind
(Lemasters, 1999). Es wurde hypothesiert, dass beide Formen des Zelltods lediglich die Ext-
reme eines flieBenden Ubergangs zwischen beiden Formen des Zelltods darstellen (Schwartz
et al.,, 1993; Leist und Nicotera, 1997, 1998; Raffray und Cohen, 1997). Daher bedurfte es
einer neuen Nomenklatur dieser Zwischenformen, die letztendlich als ,necroptosis‘
(Lemasters, 1999) oder aponecrosis (Formigli et al., 1999; Vollmar und Menger, 2009) be-

zeichnet wurden.

Versuche an endotox@mischen Ratten haben gezeigt, dass die Apoptose eine Schliisselrolle
beim septischen Leberversagen spielt (Eipel et al., 2004; Li et al., 2004; Le Minh et al., 2007).
Es wird vermutet, dass der dominierenden Phase der Nekrose eine Phase mit vorherrschender

Apoptose bei der Gewebsschiadigung zeitlich vorausgeht (Jaeschke et al., 2004). Bei allen

28



EINLEITUNG

Formen des Zelltodes, der Nekrose, der Apoptose sowie thren Zwischenformen, spielen die

Mitochondrien eine zentrale Rolle (Kroemer et al., 1998; Jeaschke et al., 2004).

1.2.3.2 Inflammationsreaktion und Mikrozirkulationsversagen

Eine massive Leberschdadigung im Rahmen einer Sepsis (Eipel et al., 2004) oder Ischi-
mie/Reperfusion (Vollmar et al., 1995) zieht eine lokale und systemische Inflammation nach
sich, bei der Makrophagen und Neutrophile in das Mikrogefdf3system der Leber einwandern.
Durch die von Mediatoren vermittelte Diapedese gelangen die Entziindungszellen ins Paren-

chym, wo sie durch Induktion von Apoptose und Nekrose erheblichen Schaden verursachen.

Die  nichtparenchymatosen  Kupffer-Stern-Zellen  produzieren  innerhalb  einer
Inflammationsreaktion ~ ebenfalls  zytotoxische = Mediatoren, wie  z.B. ROS,
proinflammatorische Zytokine und Chemokine und tragen damit zur Zellschidigung bei
(Jeaschke et al., 2002). Als ortstindige Makrophagen sind sie zusétzlich in der Lage, zirkulie-

rende Bakterien und deren Produkte zu eliminieren (Bauer et al., 2004).

Mit etwa 25% des Herzzeitvolumens gehort die Leber zu den am besten durchbluteten Orga-
nen des Korpers (Bauer et al., 2004). Als Pathomechanismus der Leberdysfunktion sind Per-
fusionsstorungen von groBler Bedeutung (Berr et al.). Das sich im Laufe eines SIRS entwi-
ckelnde Mikrozirkulationsversagen ist fiir die Ausbildung des akuten Leberversagens weg-
weisend. Bei endotdxdmischen Ratten und Médusen mit starker Leberschiddigung konnten
massive Ausfille der sinuidalen Perfusion gezeigt werden (Eipel et al., 2004; Eipel et al.,

2007; Le Minh et al., 2007).

1.2.4 Therapie

Patienten mit akutem Leberversagen sollten ab einen Quickwert unter 30% oder einer Enze-
phalopathie 2. Grades auf die Intensivstation eines Lebertransplantationszentrums verlegt
werden (Berr et al.). Hauptgegenstand der Behandlung des akuten Leberversagens sind allge-

meine MafBnahmen sowie die Prophylaxe und Therapie von Komplikationen. Fiir einige
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Atiologien sind jedoch spezifische TherapiemaBnahmen etabliert (Rifai und Bahr, 2003). Ei-
nen Uberblick zur simultanen Abkldrung, Therapie und Verlaufsbeurteilung des akuten Le-

berversagens zeigt Tabelle 5.

Ursache? — » Kausale Therapie und Schweregrad?
| |
Intoxikation Intensivtherapie
{ab Cuick = 30%)
Paracetamol (& Allohol) » M-ACC
; - Enzephalopathie
Enollenblatterpilz »  Silibinin, Penicillin 9oy
| - Infektionen
Schwangerschaft - Ereislaufversagen
- Mierenversagen
HELLF ¥ Sectio - Evagulopathie
-ARDE
AEFL |
| Prognostische
Budd-Chiari-Syndrom > TIPS & Heparin Verlaufsheurteilung
Venoocclusive Disease
| Transplantations-
e indikation
> Larmivudin

HEV-Reaktivierung
|
Morbus-Wilson-Erise

|
Autoimmunhepatitis > Prednizolon

|
Non-Hodgkin-Lymphom > Chemotherapie
|

Andere Ursachen von
prognostischer Helevanz

D-Penicillamin & Zink

v

Tab. 5: Algorithmus zur simultanen Abklidrung, Therapie und Verlaufsbeurteilung des akuten Leberver-
sagens. N-ACC = N-Acetylcystein; HELLP-Syndrom = hemolysis, elevated liver enzymes, low platelets; ASFL
= akute Schwangerschaftsfettleber; ARDS = Acute respiratory distress syndrome; HBV = Hepatitis B-Virus;
TIPS = transjugulérer intrahepatischer Shunt. (Modifiziert nach Berr und Bahr, 2003)

1.2.4.1 Kausale Therapie

Spezifische Therapiemafinahmen sind nur fiir wenige Ursachen des Leberversagens moglich.
Ob eine der Ursachen fiir den Patienten in Betracht kommt, muss unverziiglich mit Hilfe von
Laboruntersuchungen, bildgebenden Verfahren, Leberhistologie und ggf. mittels Minilaparo-
skopie abgeklirt werden, um eine Therapie schnellstmoglich beginnen zu kénnen (Berr et al.).
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Zu den spezifischen Therapiemalnahmen beim akuten Leberversagen gehoren die Giftelimi-
nationen bei Intoxikationen, wie die frithzeitige hochdosierte N-Acetyl-Cystein (N-ACC)-
Therapie bei Paracetamolintoxikation und die Gabe von Penicillin und Silibinin bei
Amatoxinvergiftung (Knollenblétterpilz). Bei fulminanter Hepatitis B mit Leberversagen
kann die antivirale Therapie mit Lamivudin hilfreich sein und bei Herpes-simplex-Virus- oder
Zytomegalie-Hepatitis die Gabe von Aciclovir bzw. Ganciclovir. Auch die Entbindung beim
schwangerschaftsassoziierten Leberversagen im Rahmen einer akuten Schwangerschaftsfett-
leber, einer Eklampsie oder einem HELLP-Syndrom ist als kausale Therapie zu werten und

sollte frithstmoglich angestrebt werden (Bauer et al., 2004).

1.2.4.2 Allgemeine therapeutische Mafinahmen

Zum klinischen Bild eines akuten Leberversagens gehoren schwere Gerinnungsstdrungen, bei
denen auch die Inhibitoren des Gerinnungssystems vermindert sind. Durch einen erhohten
Verbrauch der Gerinnungsfaktoren entwickelt sich begleitend héufig eine disseminierte
intravasale Koagulopathie. Obwohl kontrollierte Studien dazu fehlen, wird mit Orientierung
an der Prothrombinzeit eine Substitutionsbehandlung mit gefrorenem Frischplasma oder re-
kombinantem aktiven Faktor VII empfohlen. Angestrebt werden dabei Quickwerte von iiber
20% (Bauer et al., 2004). Ohne Gerinnungssubstitution werden bei bis zu einem Drittel der
Patienten spontane Blutungen beschrieben, wobei intrazerebrale und intraabdominelle Blu-
tungen besonders gefiirchtet sind (Rifai und Bahr, 2003). Um das Risiko fiir gastrointestinale
Blutungen zu minimieren, sollte zusidtzlich eine S&uresuppression mit H,-
Rezeptorantagonisten und Protonenpumpenhemmern durchgefithrt werden. (Macdougall et

al., 1977; Cook et al., 1996).

Zur Erndhrungstherapie im akuten Leberversagen liegen sehr wenige Daten vor. Im Allge-
meinen orientiert sie sich aber an den aktuellen Konzepten der Erndhrung von Intensivpatien-
ten. Primére Ziele sind die Verhinderung bzw. Abschwichung einer Katabolie und der Erhalt
der Glukosehomoostase (Bauer et al., 2004). Durch den erhohten intrakraniellen Druck wird
im Zustand des akuten Leberversagens eine erhohte Ausschiittung endogener Kortikosteroide
und Katecholamine bewirkt, was zu einem erhohten Grundumsatz fiihrt (Schneeweiss et al.,

1993). Um das Risiko fiir die Entwicklung einer Sepsis zu minimieren, wird eine enterale
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Erndhrung empfohlen (O’Grady, 1995). Bei den Patienten sollte zudem ein metabolisches
Monitoring vorgenommen werden. Neben regelméfigen Blutzuckermessungen sollte eine
Kontrolle der Laktat-, Ammoniak- und Triglyziridwerte erfolgen. Daneben wird eine Substi-
tution von wasser- und fettloslichen Vitaminen sowie Spurenelementen empfohlen (Bauer et

al., 2004).

In Studien mit der Gabe von hochdosiertem N-Acetylcystein (Walsh et al., 1998) und Prosta-
glandin E; (Sterling et al., 1998) konnte bei Patienten im akuten Leberversagen kein positiver

Effekt hinsichtlich der Mortalitét festgestellt werden.

1.2.4.3 Therapie von Komplikationen

Die prognosebestimmenden Faktoren fiir das akute Leberversagen sind die extrahepatischen
Komplikationen, deren Art und Ausprigung von der Dynamik und der Atiologie des Leber-
versagens abhingen. Um Komplikationen weitestgehend zu vermeiden, sollten ein engma-
schiges Monitoring sowie prophylaktische und frithzeitige Interventionen zur Behandlungs-

strategie gehoren.

Alle Patienten mit einem akuten Leberversagen weisen per definitionem mindestens eine En-
zephalopathie 1. Grades auf. Infolge des erhohten Ammoniakspiegels kommt es durch das
Anschwellen der Astroglia zur Ausbildung eines Hirnddems, welches die haufigste Todesur-
sache beim akuten Leberversagen ist (Rifai und Bahr, 2003). Die Infusion von Mannitol, kon-
trollierte Hyperventilation und die Gabe von Thiopental bei erhohter Kramptbereitschaft ha-
ben sich als hilfreiche MaBnahmen gegen das Hirnddem etabliert (Richardson und Bellamy,
2002). Eine neue Therapieoption stellt die Hypothermie dar, die in Studien eine Verminde-

rung des intrakraniellen Drucks bewirken konnte (Jalan et al., 1999; Jalan et al., 2001).

Infektionen sind die zweithdufigste Todesursache bei Patienten mit akutem Leberversagen
(Rifai und Bahr, 2003). Bakterielle Infekte werden bei bis zu 80%, Pilzinfektionen bei bis zu
33% der Patienten gefunden. Auf der Basis dieser Datenlage sollte bei allen Patienten mit
akutem Leberversagen eine prophylaktische Antibiose durchgefiihrt werden, kénnen dadurch
doch insbesondere auch positive Effekte auf die Progression der hepatischen Enzephalopathie

erreicht werden (Rolando et al., 1996).

32



EINLEITUNG

Bis zu zwei Drittel der Patienten mit akutem Leberversagen entwickeln in seinem Verlauf ein
akutes Nierenversagen, bei der eine frithzeitige maschinelle Nierenersatztherapie indiziert ist

(Moore, 1999).

1.2.4.4 Extrakorporale Leberersatzverfahren

Die verschiedenen Partialfunktionen der Leber sind durch intensivmedizinische Therapien
unterschiedlich gut behandelbar. Die Proteinproduktion kann nur bis zu einem bestimmten
Grad ersetzt werden, der Sdure-Basen-Haushalt und der Glukosestoffwechsel sind in der Re-
gel gut einstellbar. Am schwierigsten gestaltet sich aber der Ersatz der Entgiftungsfunktion.
Seit den 1970er Jahren wurde analog zur Dialysetherapie ein maschineller Ersatz fiir die
Detoxifikation gesucht. Vom Ansatz her lassen sich rein maschinelle Verfahren von den bio-

artifiziellen Verfahren auf Basis von Hepatozyten unterscheiden (Rifai und Bahr, 2003).

Bei den rein maschinellen Verfahren wird ohne eine Substitution der Lebersynthese tiber eine
Filtration die hepatische Entgiftung unterstiitzt (,,Leberdialyse®). Als neues Konzept ist in den
letzten Jahren das in Rostock entwickelte MARS-Verfahren (Molecular Adsorbent
Recirculation System) eingefiithrt worden, bei dem neben wassergebundenen Substanzen auch
albumingebundene Bestandteile aus dem Blut entfernt werden kénnen. In Studien konnte ge-
zeigt werden, dass Patienten mit einem akut-auf-chronisch-Leberversagen von der MARS-
Therapie profitieren (Mitzner et al., 2001; Santoro et al., 2007). Bei Patienten mit Multior-
ganversagen und Sepsis konnten hingegen keine positiven Effekte gezeigt werden (Wilmer et

al., 2002; Rittler et al., 2004).

Ziel der bioartifiziellen Systeme ist es, eine ausreichende Menge an funktioneller Leberzell-
masse zur Verfiigung zu stellen. Dazu werden in einer speziellen Matrix Hepatozytenkulturen
gehalten, die mit Kapillaren durchzogen sind, in denen das Patientenblut zirkuliert. Voraus-
setzungen fiir das Funktionieren des Verfahrens sind ein effektiver Austausch der Néhrstoffe,
Metabolite und Toxine in beide Richtungen sowie die Aufrechterhaltung der Zellfunktion der
Hepatozyten (Rifai und Bahr, 2003). Zu den bioartifiziellen Verfahren gehort das in Berlin
entwickelte Modular Extracorporal Liver Support System (MELS), das auf der Basis von

porcinen Hepatozyten konstruiert wurde. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die
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Uberbriickung des akuten Leberversagens bis zur Transplantation mit Hilfe des MELS mog-

lich ist (Sauer et al., 2003).

1.2.4.5 Lebertransplantation

Bei Patienten mit infauster Prognose ist die Lebertransplantation die einzige Moglichkeit, die
Uberlebensrate zu verbessern. Die Indikation zur Transplantation ist gegeben, wenn die
Wahrscheinlichkeit des Spontaniiberlebens unter 20% liegt. Grundlage fiir die Indikationsstel-
lung sind die vom King’s College in London und der Arbeitsgruppe in Clichy erarbeiteten

Kriterien (siehe Tab. 6 und 7; Bauer et al., 2004).

e Paracetamolintoxikation
- pH <7,3 (unabhingig vom Grad der hepatischen Enzephalopathie) oder
- hepatische Enzephalopathie 3. oder 4. Grades, Prothrombinzeit > 100 s (INR > 6,7),
Serumkreatinin > 3,4 mg/dl (300 pmol/1)

e Andere Ursachen
- Prothrombinzeit > 100 s (INR > 6,7)
oder drei der folgenden Kriterien:
- Prothrombinzeit > 50 s (INR > 4)
- Serumbilirubin > 17,5 mg/dl (> 300 pmol/l)
- Intervall zwischen Ikterus und hepatischer Enzephalopathie > 7 Tage
- Atiologie: Non-A-non-B-Hepatitis, Halothan, Medikamente
- Alter <10 Jahre oder > 40 Jahre

Tab. 6: King’s College Kriterien zur Prognoseschiitzung und Indikationsstellung zur Lebertransplantati-
on bei akutem Leberversagen (Bauer et al., 2004)

e Hepatische Enzephalopathie 3. oder 4. Grades

e Faktor V
- <30% (wenn Patient alter als 30 Jahre)
- <20% (wenn Patient jiinger als 30 Jahre)

Tab. 7: Clichy-Kriterien zur Prognoseabschéitzung und Indikationsstellung zur Lebertransplantation bei
akutem Leberversagen im Rahmen einer viralen Hepatitis (Bauer et al., 2004)

Kontraindikationen fiir eine Lebertransplantation stellen die schwere Sepsis, maligne Grund-
erkrankungen, irreversible Hirnschdadigungen und ausgepréagte Begleiterkrankungen dar. Pati-
enten, die mit akutem Leberversagen transplantiert werden, haben mit einer 5-

Jahrestiberlebensrate von 60% eine akzeptable Prognose (Bauer et al., 2004; O’Grady, 2005).

34



EINLEITUNG

Neben der Transplantation von ganzen Organen besteht auch die Moglichkeit, nur einen Teil
der Leber zu transplantieren. Vor dem Hintergrund des Mangels an Spenderorganen gewinnen
diese Methoden immer mehr an Bedeutung. Bei der Split-Leber-Transplantation wird nur ein
Teil der Leber verpflanzt, wobei auch eine Lebendspende moglich ist. Bei der auxilidren par-
tiellen orthotopen Lebertransplantation wird nur ein Teil der Leber durch ein Spenderteilorgan
ersetzt. Ziel ist die Uberbriickung des akuten Leberversagens bis zur Regeneration des kor-
pereigenen Organs, was unter Umsténden ein Absetzen der immunsuppressiven Therapie er-
laubt. Die Transplantation von Hepatozyten befindet sich in der klinischen Erforschung und

kann als eine zukiinftige Therapieoption bewertet werden (Rifai und Bahr, 2003).

Alles in allem stellt die Lebertransplantation fiir Patienten mit akutem Leberversagen die ein-
zige etablierte Therapie dar. Die extrakorporalen Unterstiitzungssysteme gewinnen fiir die
Uberbriickung (,,bridging®) bis zur Transplantation immer mehr an Bedeutung. Um die Uber-
lebenszahlen der Patienten mit akutem Leberversagen von derzeit 65% (Khaschab et al.,
2007) signifikant erh6hen zu konnen, bedarf es der Weiterentwicklung bestehender Therapie-

optionen und der Entwicklung neuer Therapieansétze.

1.3  Rolle mitochondrialer Proteine beim septischen Leberversagen

Zur Aufrechterhaltung ihrer Funktionen benétigen alle Lebensformen die stindige Verfuigbar-
keit von Energie. Dabei sind die in der Atmungskette entstehenden energiereichen
Phosphoanhydridbindungen im ATP eine universale Energiewédhrung (Loffler, 2008). Die
Prozesse der Atmungskette, bei denen 90% des ATP hergestellt werden (Rolfe und Brown,
1997), finden in speziellen Zellorganellen, den Mitochondrien, statt. Entwicklungsgeschicht-
lich stammen Mitochondrien von atmungskompetenten Proteobakterien ab, die vor 1,5 Milli-
arden Jahren eine Symbiose mit anaeroben Archebakterien eingingen (Gray et al., 1999). Sie
konnen bei der Zellteilung nicht de novo entstehen, vielmehr vermehren sie sich autonom in
Abhingigkeit von Wachstumsbedingungen durch Abschniirungen aus bereits vorhandenen
Organellen. Neben ihrer Hauptaufgabe, der Bereitstellung von Energie in Form von ATP, sind
die Mitochondrien an vielen Stoffwechselprozessen beteiligt, unter anderem am Fettsdureab-
bau, der Himsynthese und den Reaktionen der Harnstoffsynthese (Scheffler, 2001). Eine be-
deutende Rolle kommt den Mitochondrien bei der Vermittlung und Regulation des Zelltodes

zu (Kroemer et al., 1998; Jaeschke et al., 2004). Thre groBe Bedeutung fiir die Zelle und den
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gesamten Organismus wird nicht zuletzt durch das Auftreten zahlreicher Erkrankungen, u.a.
die Freidreich-Ataxie und die Lebersche Optikusatrophie, die auf mitochondriale Fehlfunkti-
onen zuriickzufiihren sind, unterstrichen (Wallace et al., 1999; Larsson und Luft, 1999). Die
Ursache dieser Erkrankungen liegt in Mutationen der mitochondrialen sowie nuklearen DNA,
die fiir mitochondriale Proteine kodieren (sieche Tabelle 8, Larrson und Luft, 1999; Wallace,
19999). In neueren Studien konnte eine Beteiligung der Mitochondrien bei der Entstehung
von Diabetes mellitus (Poulton et al., 2002; Mohlke et al., 2005), Morbus Alzheimer (van der
Wahlt et al., 2004), Morbus Parkinson (van der Wahlt et al., 2003), Multiple Sklerose (Kal-
man, 2006) und Karzinomen (Canter et al., 2005) belegt werden. Auch der mitochondriale
Einfluss auf das Altern ist in den Fokus der Forschung geriickt (De Benedictis et al., 1999).
Aktuelle Studien zeigen eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion wihrend der
Sepsis, die einen Beitrag zur Pathophysiologie des septischen Schocks und Organversagen
vermuten ldsst (Gellerich et al., 2002; Brealey et al., 2004; Crouser et al., 2006; Singer, 2007;
Protti und Singer, 2007; Bayir und Kagan, 2008; Exline und Crouser, 2008).

Krankheit Betroffenes Gen Klinische Symptome

Lebersche Opticus-Atrophie mtND6-Gen (Untereinheit der Blindheit im zweiten Lebensjahr-
(LHON) NADH-Dehydrogenase) zent

Myoklonusepilepsie mit Verinde- | mt tRNS™*-Gen Muskelschwiche, Myoklonie,
rungen in der Muskelhistologie zerebrale Krampfanfille

(ragged red fibers, MERRF)

Mitochondriale Enzephalopathie mt tRNS™"-Gen Episodisches Erbrechen, kortikale

mit Laktatazidose (MELAS) Blindheit, Hemiparese, Hemianop-
sie, Muskelschwiche, Demenz,
Kleinwuchs

Friedreich-Ataxie Frataxin-Gen (kernkodiert) In der spateren Kindheit auftreten-

de spinozerebellare Heredoataxie

Autosomal dominante optische | OPA1-Gen (kernkodiert) Blindheit im zweiten Lebensjahr-
Atrophie Typ 1 (DOA) zent

Tab. 8: Krankheiten mit Ursache in einer mitochondrialen Dysfunktion (modifiziert nach Larsson und Luft,
1999; Wallace, 1999).

1.3.1 Aufbau und Funktion der Atmungskette

Die Tatsache, dass Mitochondrien von zwei Biomembranen umgeben sind, kann durch die

Endosymbiontentheorie erkliart werden. Durch diese zwei Lipidmembranen werden die Zell-
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organellen in vier Subkompartimente unterteilt: auf die &ullere Membran folgt der Intermem-
branraum, der wiederum durch eine innere Membran von der Matrix abgegrenzt wird. Um
ausreichend Raum fiir die dort lokalisierten Enzymkomplexe zu schaffen, bildet die Innen-

membran Einstlilpungen in die Matrix, sogenannte Christae (siche Abb. 3).

dubere
Membran

innere
Membran

Intermembran-
raum

Crista

Abb. 3: Struktur der Mitochondrien
(http://www.uni-duesseldorf.de/WWW/MathNat/Biologie/Didaktik/Zellatmung/dateien/mito/bilder
/mtochondrium.gif. 22.08.2009.)

Um in der Atmungskette Energie erzeugen zu konnen, werden Elektronen von NADH bzw.
FADH; (Reduktionsdquivalente, die wihrend der Glykolyse und im Citratzyklus entstanden
sind) schrittweise auf molekularen Sauerstoff iibertragen. Die als Atmungskette bezeichnete
Aneinanderreihung von Enzymkomplexen zeichnet sich durch ein sich stetig erhohendes

elektrochemisches Ubertragungspotential aus. Zur Atmungskette gehoren:

- Komplex I (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase)
- Komplex II  (Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase)
- Komplex IIl (Cytochrom c-Oxidoreduktase)

- Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase)

- Komplex V  (F,Fy-Synthase oder ATP-Synthase)

Die Ubertragung der Elektronen innerhalb der Enzymkomplexe ist (auBer bei der Succinat-
Ubichinol-Oxidoreduktase) an einen Transfer von Protonen aus der mitochondrialen Matrix in
den Intermembranraum gekoppelt. Dabei wird die Energie umgesetzt, die bei der Elektronen-
iibertragung von einem Komplex der Atmungskette auf den folgenden frei wird. Es entsteht
somit ein Protonengradient iiber die innere Membran. Die Energie dieses Protonengradienten
wird fiir die katalytische Bildung von ATP aus ADP durch die FF,-Synthase (ATP-Synthase)

genutzt. Hierbei flieBen Protonen durch einen Kanal im Enzym vom Intermembranraum in die
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Matrix zuriick. Der Prozess des Elektronentransports mit gekoppelter ATP-Synthese wird als

oxidative Phosphorylierung bezeichnet (siche Abb. 4; Saraste, 1999).

Komplex | Komplex Il Komplex Il Komplex IV ATP-Synthase
H'l- H+ H+

Fuymarat

NADH+H" NAD® Pi+ADP H;\TP.FH ®
Abb. 4: Oxidative Phosphorylierung

(http://www.uniduesseldorf.de/WW W/MathNat/Biologie/Didaktik/Zellatmung/bilder/atmungskettbeschr.jpg.
22.08.2009.)

Die Regulation der oxidativen Phosphorylierung erfolgt iiber das Substratangebot. Sie kann
nur ablaufen, wenn Reduktionsidquivalente, O, und ADP in ausreichender Menge vorhanden
sind. Unter physiologischen Bedingungen ist das ADP-Angebot der Hauptregulator fiir die
Atmungsgeschwindigkeit. Daneben sind einige Verbindungen, u.a. Rotenon, Antimycin A
und CO, imstande, die Funktion der einzelnen Enzymkomplexe der Atmungskette spezifisch
zu hemmen (Loffler, 2008). Des Weiteren kann NO zu den direkten Hemmstoffen der Zellat-
mung gezdhlt werden (Brown, 1995; Protti und Singer, 2007). ZuriickflieBende Protonen, die
nicht zur ATP-Synthese genutzt werden, setzen die freie Enthalpie, die im Gradienten gespei-
chert ist, als Warme frei. Die plurivakuoldren Zellen des braunen Fettgewebes, das sich u.a.
bei Winterschldfern und bei menschlichen Sduglingen (am Riicken und entlang der grof3en
GefiBe) findet, nutzen diesen Mechanismus zur effektiven Wiarmeerzeugung. Das verantwort-
liche Protonenkanalprotein ist das Thermogenin, auch UCP-1 (uncoupling protein 1) genannt.
Die Funktion des Thermogenins besteht in der physiologischen Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung. Der durch Thermogenin gebildete Kanal in der inneren Mitochondrien-
membran konkurriert dabei mit der F1/FO-ATPase um Protonen. Weitere physiologische
Entkoppler sind das UCP-2, welches vor allem in Makrophagen, lymphoiden Zellen und
pankreatischen Inselzellen vorkommt, sowie UCP-3, dass in Skelettmuskelzellen exprimiert
wird (Rousset et al., 2004). Die Funktion der physiologischen Entkoppler liegt vor allem in

der Modulation des Stoffwechsels sowie der Limitierung des oxidativen Stresses.

38



EINLEITUNG

1.3.2 Bedeutung fiir die Inmunantwort

Das Konzept des gestorten zelluldren Energiemetabolismus innerhalb des septischen Organ-
versagens ist seit 40 Jahren bekannt (Carré und Singer, 2008), so wurden geschwollene und
deformierte Mitochondria in Méuselebern nach einer Endotoxininjektion beobachtet (Levy et
al., 1968). Neue Erkenntnisse, dass die eingeschriankte mitochondriale Funktion auch unab-
héngig von einem ischdmischen Insult zu beobachten ist (Rosser et al., 1998) und auch bei
konstanter Perfusion die zelluldre Verarbeitung von Sauerstoff vermindert bleibt (Crouser et
al., 2002; Porta et al., 2006), unterstiitzen folgende Hypothese: In dem Zustand der
,»cytopathic hypoxia“ resultiert der Zellschaden mehr aus der Unféhigkeit, den Sauerstoff zu
nutzen als aus der fehlenden Verfiigbarkeit desselben (Fink, 1997; Fink, 2000; Fink, 2001;
Fink 2002). Aktuelle Studien besagen weiterhin, dass die mitochondriale Dysfunktion eine
wichtige Rolle im sepsisinduziertem Organversagen spielt (Brealey et al., 2002; Brealey et

al., 2004).

1.3.2.1 Oxidativer Stress

Etwa 1 —4 % des Sauerstoffes werden wihrend der Atmungskette in reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS) umgewandelt (Richter, 1988). Diese Enzym-katalysiert oder spontan ablaufenden
Reaktionen kénnen besonders bei Komplex I und Komplex IV beobachtet werden (Genova et
al., 2003). ROS, wie Superoxidradikalanion (O,"), Wasserstoffperoxid (H,O,) oder das
Hydroxylradikalanion (OH™), entstehen als unvermeidbare Nebenprodukte der Energiepro-
duktion durch die Interaktion von Sauerstoff und freien Elektronen (Muravchik und Levy,
2006). Obwohl sie unter physiologischen Bedingungen auch niitzliche Effekte fiir den Orga-
nismus vermitteln (Barja, 1993), sind ROS &uBerst reaktiv und imstande, nahezu alle Biomo-
lekiile, wie Lipide, Proteine und DNA, zu schéddigen (Bayir und Kagan, 2008). Um sich vor
diesen Angriffen zu schiitzen, besitzen Zellen spezielle Abwehrmechanismen, die imstande
sind, ROS zu neutralisieren. Durch die Superoxiddismutase und -katalase sowie die
Glutathionperoxidase werden ROS wirkungsvoll enzymatisch eliminiert. Auch die

antioxidativen Vitamine E und C stellen effektive Waffen gegen ROS dar (Loffler, 2008).

Unter den Bedingungen einer Sepsis kommt es durch Vermittlung von proinflammatorischen

Mediatoren, wie IL-1 und TNF-a, zur verstiarkten Bildung von ROS (Schulze-Osthoff et al.,
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1992). In einem Sepsismodell wurde ein massiver Anstieg von ROS in Rattenhepatozyten
beobachtet (Kantrow et al., 1997). Auch fiir NO, welches massiv in septischen Organismen
ausgeschiittet wird (Evans et al., 1993; Escames et al., 2006), konnte eine Induktion der ROS-
Produktion nachgewiesen werden. Dies scheint der Abwehr von eingedrungenen Mikroorga-
nismen zu dienen (Cadenas und Cadenas, 2002). Die Schutzmechanismen der Zellen sind
jedoch der Anflutung von ROS wihrend einer Inflammationsreaktion nicht gewachsen; es
kommt zur Ausbildung von oxidativem Stress (Exline und Crouser, 2008). In septischen Mo-
dellen konnte neben dem Anstieg an Oxidantien ein erniedrigtes Niveau von Antioxidantien,

wie Gluthation, belegt werden (Keller et al., 1985; Fliring et al., 2003).

Die Mitochondrien sind nicht nur der Entstehungsort, sondern auch das Hauptangriffsziel von
ROS. Im Zustand des oxidativen Stresses, z.B. wihrend einer Sepsis, kommt es zur Schédi-
gung von mitochondrialen Proteinen, was zu einer eingeschrinkten Funktionsfihigkeit der
Zellorganellen fiihrt (Crouser et al., 2002; Kroemer et al., 2007). Des Weiteren bewirkt NO
eine direkte Hemmung der Atmungskette (Protti und Singer, 2007). Eine defekte Atmungsket-
te begiinstigt wiederum die Entstehung von ROS; es entsteht ein circulus vitiosus (Ozawa,
1997). Daneben verursachen ROS Schiadigungen an der mitochondrialen DNA (Supinski und
Callahan, 2006), was eine gestorte Biogenese der Zellorganellen nach sich zieht (Sulimann et
al., 2003). Die daraus resultierende Storung des Energiemetabolismus mit inaddquater ATP-
Synthese wird als “cytopathic hypoxia“ bezeichnet (Fink, 1997). Eine verminderte Aktivitit
der Atmungskette bei einem septischen Hintergrund wurde in verschiedenen Studien nachge-
wiesen (Gellerich et al., 1999; Trumbeckaite et al., 2001; Gellerich et al., 2002; Crouser et al.,
2002). Dariiber hinaus konnte in septischen Tiermodellen ein erniedrigter ATP-Gehalt in ver-
schiedenen Geweben gezeigt werden (Mela et al., 1971; Llesuy et al., 1994; Mizobata et al.,
1995; Kantrow, 1997; Brealey et al., 2004). Muskelbiopsien von septischen Patienten wiesen
ebenfalls verminderte ATP-Level auf (Brealey et al., 2002; Fredriksson et al., 2006). Ohne
addquaten Energiemetabolismus kann eine Zelle ihre Funktion nicht aufrechterhalten. Es
kommt zum Zelltod mittels Apoptose oder Nekrose (Exline und Crouser, 2008). In einer Stu-
die von Brealey et al. konnte ein direkter Zusammenhang zwischen dem Gehalt an ATP im
Gewebe und der Prognose von septischen Patienten nachgewiesen werden (Brealy et al.,

2002).
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1.3.2.2 Autophagy, Apoptose und Nekrose

Das Ausmal} des mitochondrialen Schadens und der daraus resultierende Energiestatus der
Zelle beeinflusst die Art des Zelltodes (Lemasters et al., 2002; Kim et al.,, 2003). Die
Apoptose ist ein energieabhéngiger Prozess. FEine Zelle mit einem energiereichen Status
unterlduft einem apoptotischen Zelltod, wihrend ein Mangel an Energie mit einem nekroti-

schen Zelltod einhergeht (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997; Myoshi et al., 2006).

Infektionsquelle Mitochondriale Klini_sche . Zelltod
Funktion Manifestation
Pathogenitat
Infektionsfokus o=

Bakterielle ROS

Komponenten

Mitochondriale
Schédigung

Beginnende Keinerf
Sepsis Autophagie

Schwere Sepsis Autophagie/

Apoptose

Inflammatorische
Zytokine

Infektionstréger
Komorbiditat

Genetik

Septischer Schock  Nekrose

Abb. 5: Das Ausmal} der mitochondrialen Schiidigung spiegelt sich in der Schwere der Sepsis wider. Ver-
schiedene Faktoren des Infektionstragers, wie Komorbiditdt oder die individuelle Genetik sowie die Charakteris-
tik der Infektionsquelle sind bestimmende Grofen fiir das AusmaR der inflammatorischen Immunantwort. Das
Ausmal} der mitochondrialen Schiadigung sowie die Schwere der Sepsis steigern sich von einer beginnenden
oder milden Sepsis (Infektion und systemische Inflammation ohne Organversagen) {iber eine schwere Sepsis
(systemische Inflammation mit Organversagen) zum septischen Schock (systemische Inflammation mit Hypo-
tension). Subletaler Zellstress kann zur selektiven Entfernung von irreparablen Mitochondrien fiihren. Uber-
schreitet der Zellschaden ein bestimmtes Ausmaf3, kommt es zur Auslésung der Apoptose. Unter extremen Be-
dingungen, wie sie im septischen Schock zu finden sind, ist die Schiddigung der Mitochondrien derart massiv,
dass es tiber die akute ATP-Depletion zur Zelllyse mittels Nekrose kommt. (modifiziert nach Exline und
Crouser, 2008).

Wird ein Mitochondrium geschédigt, erfolgt zunidchst der Ausschluss vom Energiemetabo-
lismus der Zelle (,,off-line*). Mittels Autophagy wird von der Zelle ein Versuch zur Erneue-

rung der Organelle unternommen. Gelingt dies nicht, kann die Mitoptosis, der programmierte
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Tod des Mitochondriums, eingeleitet werden (Gellerich et al., 2002). Steigt in einer Zelle die
Zahl der beschéddigten Mitochondrien auf ein bestimmtes Niveau an, kommt es zur Induktion
von Apoptose. Unter extremen Bedingungen, wie z. B. Hitzeschock oder der Gabe von hoch-
dosiertem Endotoxin, ist die Schddigung der Mitochondrien so akut und ausgeprigt, dass ein
nekrotischer Zelltod resultiert (Exline und Crouser, 2008). Ubersteigt der Zellverlust in einem

Gewebe eine kritische Masse, entwickelt sich daraus das Organversagen (Bauer et al., 2004).

Die zelluldre Apoptose umfasst eine Serie von gut koordinierten und strikt kontrollierten Pro-
zessen. Aus der Bindung von Liganden an spezielle Todesrezeptoren oder zytotoxischen
Schadigungen resultiert die Aktivierung von verschiedenen Proteasen und anderen hydrolyti-
schen Enzymen, die zur Proteolyse, DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation fiih-
ren (Orrenius et al., 2007). Fiir die Zellapoptose kann sowohl ein extrinsischer als auch ein
intrinsischer Aktivierungsweg mit mitochondrialer Beteiligung beschrieben werden (Susin et
al., 1999), wobei beide Wege in der Sepsis von Bedeutung sind (Chang et al., 2007). Bei der
extrinsischen Aktivierung binden Signalstoffe, wie z.B. Zytokine, TNF-a, Fas-Ligand oder
Glukokortikoide, an spezifische Rezeptoren und starten eine intrazelluldre Signalkaskade, die
zur Aktivierung der Caspase-8 fiihrt (Oberholzer et al., 2001). Caspase-8 aktiviert wiederum
Effektorcaspasen, die die terminalen Schritte zum Zelltod einleiten (Lakhani et al., 2006). Der
intrinsische Aktivierungsweg ist die Antwort auf einen irreversiblen Zellschaden, wie z. B.
ionisierende Strahlung oder Schidigungen durch ROS (Wang, 2001). Das zentrale Ereignis
der intrinsischen Aktivierung der Apoptose ist die Permeabilisierung der &uBeren
Mitochondrienmembran, auch ,,mitochondrial outer membrane permeabilization® (MOMP)
genannt (Green und Kroemer, 2004). Zwei verschiedene Vorgidnge haben die Ausbildung
von MOMP zur Folge. Zum einen kommt es durch die Wechselwirkung von pro-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie (u.a. Bax und Bak) mit der &uleren
Mitochondrienmembran zur gesteigerten Membrandurchldssigkeit (Scorrano und Korsmeier,
2003; Burlacu, 2003). Alternativ dazu kann eine gesteigerte Durchlédssigkeit der inneren
Mitochondrienmembran (mitochondrial permeability transition, MPT) zur Schwellung der
Matrix und zur sekundédren Ruptur der dufleren Membran fithren (Green und Kroemer, 2004).
Die durch beide Mechanismen resultierende Membranpermeabilisierung fithrt zur Freisetzung
der pro-apoptotischen Proteine Cytochrom c und Procaspase-9 aus dem Intermembranraum in
das Zytosol (Susin et al., 1998; Lakhani et al., 2003). Durch die Organisation dieser Proteine
mit dem Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) und dem Cofaktor ATP zum Apoptosom

kommt es zur Aktivierung der Effektorcaspasen, die den letzten Schritt der Apoptose einleiten
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(Bao und Shi, 2007). Als Verkniipfung zwischen extrinsischem und intrinsischem Aktivie-
rungsweg fungiert das Protein Bid aus der Bcl-2 Familie, das wihrend einer extrinsischen
Aktivierung eine verstirkte Freisetzung von pro-apoptotischen Mediatoren aus dem

Intermembranraum vermittelt (Scaffidi et al., 1998; Medema et al., 1998).

Ist die Schédigung der Mitochondrien einer Zelle so massiv, dass die Energieproduktion nicht
mehr aufrechterhalten werden kann, so resultiert daraus eine akute ATP-Depletion. Folge die-
ser bioenergetischen Katastrophe ist der unkontrollierte Zelltod durch Nekrose (Exline und
Crouser, 2008). Durch die frithe Zerstorung der Zellmembran und das Austreten von Zellma-

terial in das umliegende Gewebe entsteht ein neuer Inflammationsherd (Kroemer et al., 1998).

Extrinsisch Intrinsisch

lonisierende Strahlung
TNF-a

Oxidativer Stress

FasL

Todes-
rezeptor

> @ Cytochromec
{Freisetzung)

Caspase 37 1\

v
Zellapoptose Apoptosom

Abb. 6: Signaliibertragung der Apoptose. Der extrinsiche Aktivierungsweg startet mit einem extrazelluléren
Todessignal der ,,tumor necrosis factor superfamily, z.B. TNF-a oder Fas-Ligand (FasL), an ihre entsprechen-
den Rezeptoren. Die durch den Rezeptor aktivierte Caspase 8 aktiviert wiederum die Effektorcaspasen 3 und 7,
die zur Zellapoptose fithren. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von Bid, das die mitochondriale Signalkas-
kade mit einbezieht. Der intrinsische Aktivierungsweg beginnt mit einer Zellschddigung, z.B. durch ROS. Die
durch die Proteine Bax und Bak (duflere Membran) oder mitochondrial permeability transition /MPT (innere
Membran) vermittelte Membrandurchléssigkeit fithrt zur Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus dem
Intermembranraum. Cytochrom c, Caspase 9, ,,apoptotic protease-activating factor“(Apaf-1) und der Cofaktor
ATP bilden das Apoptosom, welches wiederum die Effektorcaspasen 3 und 7 aktivieren kann (modifiziert nach
Exline und Crouser, 2008).
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Alles in allem ist die Beteiligung der Mitochondrien bei der Aktivierung und Regulierung des
Zelltodes sehr komplex und noch nicht ginzlich verstanden. Als Vermittler zwischen Leben
und Tod ist ihr Einfluss auf das Entstehen des septischen Organversagens gesichert. Im Rah-
men der immer mehr an Bedeutung gewinnenden ,,Mitochondrialen Medizin* (Larsson and
Luft, 1999) konnte ein besseres Verstindnis der pathophysiologischen Vorginge der

mitochondrialen Dysfunktion wihrend einer Sepsis neue Therapieansétze bieten.

1.3.3 Das mitochondriale Gen ATPS

Die mitochondriale DNA (mtDNA) von Sdugetieren ist ein zirkuldres Molekiil, das sich in
Kopien zu tausenden in einer Zelle befindet (Clayton, 1992). Mit der Entdeckung der
mitochondrialen DNA im Jahre 1963 durch Nass und Nass (Nass und Nass, 1963) wurde ein
neues Forschungsfeld erschlossen. 1981 folgte die Veréffentlichung der kompletten Sequen-
zen von Maus- (Bibb et al., 1981) und Human-mtDNA (Anderson et al., 1981). Die mtDNA
kodiert fiir 13 mRNAs, 22 tRNAs und zwei rRNAs. Alle 13 Proteine, die durch mtDNA ko-
diert werden, sind Schliisselkomponenten der Atmungskette. Die groBe Mehrheit der {iber

1000 mitochondrialen Proteine werden allerdings im Zellkern kodiert (Larsson und Luft,

1999).

Untercinheiter
der NADH-
Dehydrogenase
Untereinheiten
™\ der NADH-
T Dzhydrogenasen

~ Untereinheit der
Cytochrom-Oxidase

D

Untereinheiten der g?;eze_ln:hEIten der
Cytochrom-Oxidase ~oynthase

Abb. 7: Schematische Darstellung der mitochondrialen DNA. Die NADH-Dehydrogenase entspricht der
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase, die Cytochrom-Oxidase der Cytochrom c-Oxidase.
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(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/0a/Mitochondrial DNA de.svg/400px-
Mitochondrial DNA_de.svg.png. 22.08.2009.)

Das Gen ATP8 wird durch mtDNA kodiert; sein Produkt ist als Untereinheit A6L (oder 8)
Bestandteil der ATP-Synthase bzw. des Komplex V der Atmungskette (Anderson et a., 1981).
Die ATP-Synthase ist ein Komplex mit vielen Untereinheiten und gliedert sich in zwei funk-
tionelle Doménen, die F;- und die Fp —Doméne (siche Abb. 8). Den katalytischen Teil des
Enzyms bildet die F;- Domine, die sich in der mitochondrialen Matrix befindet. Die Fo- Do-

méne ist in die innere mitochondriale Membran eingebettet und funktioniert als Protonenkanal

F1

1l

FO

Abb. 8: Schematische Darstellung der ATP-Synthase.
(http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/makeatp/ATP.synthase.schulten.jpg. 22.08.2009.)

Beide Dominen setzen sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammen. Der F;- Sektor
besteht aus je drei a- und B-Untereinheiten und jeweils einer y-, 8- und e-Untereinheit. Die F-
Untereinheiten vy, o-und ¢ bilden den zentralen Stiel der mitochondrialen ATP-Synthase. Der
Fo-Sektor besteht aus einem Ring, der aus 10 Kopien der Untereinheit ¢ aufgebaut ist. Dazu
kommen jeweils eine Untereinheit a, b, d, h (oder F¢) und OSCP. Die Untereinheiten b, d, h
(oder F¢) und OSCP bilden den peripheren Stiel, der sich an der Seite der ATP-Synthase be-
findet (siche Abb. 9). Zusitzliche Untereinheiten der Fy- Domine werden durch die Bereiche

e, f, g, 1/j, k und A6L (oder 8) reprisentiert. Eine genaue Lokalisation dieser Untereinheiten
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ist bisher noch nicht gelungen (Nijtmans et al., 1995; Devenish et al., 2008). Die Bedeutung
der Untereinheit 8 konnte noch nicht geklédrt werden. In Hefepilzen wurde gezeigt, dass beim
Fehlen der Untereinheit 8 auch die Untereinheit 6 nicht in den Enzymkomplex integriert wer-
den kann, was ein funktionsloses Enzym zur Folge hat (Hadikusumo et al., 1988). Es wird
vermutet, dass sich die Untereinheit 8 in der ATP-Synthase von Hefepilzen proximal von ver-
schiedenen anderen Untereinheiten im peripheren Stiel befindet (Stephens et al., 2000; Ste-
phens at al., 2003). Hochstwahrscheinlich liegt die Bedeutung der Untereinheit 8 in der Bil-
dung eines Teils des zur Stabilisierung dienenden peripheren Stiels (Bateson et al., 1999).
Sowohl die beiden Doménen der ATP-Synthase als auch die zwei sie verbindenden Stiele sind

mit Hilfe der Elektronenmikroskopie klar zu erkennen (Rubinstein et al., 2003).

Die Synthese von ATP durch die ATP-Synthase ist an zwei rotierende Motoren gekoppelt.
Durch den aus der  Fo-Domine gebildeten Tunnel gelangen Protonen aus dem
Intermembranraum in die Matrix. Die dadurch frei werdende Energie ermoglicht eine Rotati-
on des c-Rings und der Untereinheiten y-, 6- und € in Bezug auf die Untereinheit a. Die Rota-
tion der y-Untereinheit vermittelt so die Energie fiir die ATP-Synthese (Boyer, 1997; Noji et
al., 1997; Nishio et al., 2002).

Abb. 9: Aufbau der ATP-Synthase. Das Protein A6L (oder 8), das durch das Gen ATP8 kodiert wird, befin-
det sich vermutlich im unteren Anteil des peripheren Stiels (Devenish et al., 2008).
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Neben der Untereinheit A6L (oder 8) wird auch die Untereinheit a (oder 6) von mtDNA (Ge-
ne ATP8 bzw. ATP6) kodiert (Anderson et al., 1981). Eine Funktionseinschrankung der ATP-
Synthase kann auf Mutationen der nuklearen oder mitochondrialen DNA zuriickgefiihrt wer-
den (Sperl et al., 2006; De Meirleir et al., 2004). Mutationen von mtDNA kodierten Proteinen
der ATP-Synthase betreffen fast ausschlie8lich ATP6. So konnten Punktmutationen des ATP6
Gens beschrieben werden, die zum klinischen Bild des NARP-Syndroms (Neuropathie, Ata-
xie, Retinitis pigmentosa) fithren. Des Weiteren wird das maternal vererbte Leigh Syndrom
(MILS) durch Mutationen des ATP6 Gens verursacht (Sperl et al., 2006; Morava et al., 2006).
Die einzig bisher bekannte Mutation des ATP8 Gens im Menschen entdeckten Jonckheere et
al. 2008 bei einem Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie und Neuropathie (Jonckheere
et al., 2008).
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2  ZIEL DER ARBEIT

Ziel dieser experimentellen Studie war es zu untersuchen, ob und in welchem Ausmal} die
Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 die Entwicklung des akuten septischen Leberver-
sagens innerhalb eines etablierten Mausmodells beeinflusst. Mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie konnte in vivo analysiert werden, welche Bedeutung die Genexistenz
auf die Entwicklung der durch Endotoxin verursachten Mikrozirkulationsstérungen und
Parenchymschidden einnimmt. Zusétzlich wurden histologische, immunhistochemische, labor-
chemische und molekularbiologische Analyseverfahren angewendet, um die Untersuchungen

zu vervollstindigen und die in vivo Ergebnisse zu verifizieren.

Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1. Ist die ATP8-Mutation bei der Ausprigung der Inflammationsreaktion, die aus der D-
GalN/LPS-Applikation resultiert, von Bedeutung? Wenn ja, in welchem Mal kann ein

Einfluss beobachtet werden?

2. Beeinflusst die ATP8-Mutation die hepatische Mikrozirkulation, welche im Modell
der D-GalN/LPS-Applikation stark eingeschrénkt ist?

3. Welche Bedeutung kann dem Gen ATPS8, welches fiir eine Untereinheit der ATP-
Synthase kodiert, im hepatischen Energiemetabolismus beigemessen werden? Erfolgt
durch die Genmutation eine Modulation des Energiestatus der Hepatozyten? Wenn ja,
welchen Einfluss hat der verdnderte Energiestatus auf die Entwicklung des akuten Le-

berversagens?
4. Inwieweit kann ein Einfluss der Mutation des ATP8 Gens auf die Ausbildung der he-
patischen Apoptose und/oder der Nekrose beobachtet werden, welche als Hauptursa-

che fiir die Entstehung des akuten Leberversagens bekannt sind?

5. Wirkt sich die ATP8-Mutation auf die Mortalitdt der Versuchstiere als Folge des aku-

ten septischen Leberversagens aus?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden Maiuse des ,,conplastic strain® C57BL/6J -mt" VBN verwendet. Diese
Tiere sind bei einem C57BL/6J-Hintergrund des Weiteren Trager der mitochondrialen DNA
des FVB/N-Stamms, welche eine Mutation in der Untereinheit 8 der ATP-Synthase aufweist.
(Yu et al., 2009: Gimsa et al., 2009). Bei dieser Mutation wird Guanin durch Thymin in der
mitochondrialen DNA ersetzt (nt7778 G —T), woraus ein Austausch der Aminosdure Aspa-

ragin durch Tyrosin im Protein resultiert (Gimsa et al., 2009).

Die Mausstimme C57BL/6J und FVB/N stammen aus der Zucht von der Jackson Laboratory
(Bar Habor, Maine, USA). Um ,,conplastic strains* zu erzeugen, wurde ein weibliches Tier
des FVB/N-Stamms mit einem ménnlichen Tier des C57BL/6J-Stamms gekreuzt und an-
schlieend der weibliche Nachkomme mit einem C57BL/6J fiir zehn folgende Generationen
zuriick gekreuzt. Der Nachkomme der zehnten Generation wurde als ,.conplastic
strain“C57BL/6J-mt" "2~ angesehen, der das nukledre Genom des C57BL/6J-Stamms sowie
das mitochondriale Genom des FVB/N-Stamms trégt (Giemsa et al., 2009). Fiir die Versuche
wurden acht bis zwolf Wochen alte ménnliche Tiere verwendet, die vor Beginn der Experi-
mente fiir einige Tage in einem klimatisiertem Raum (Temperatur 22 - 24°C, Luftfeuchtig-
keit ca. 60 %) in einem jeweils 12 Stunden dauerndem Hell-Dunkel-Zyklus gehalten wurden.
Die Tiere erhielten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter (ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Deutschland). Samtliche Tierversuche wurden entsprechend dem Tierschutzgesetz und
der Nutzerordnung fiir die Zentrale Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultdt der Uni-

versitdt Rostock durchgefiihrt.

3.2 Modell

3.2.1 Modell zum Studium des akuten septischen Leberversagens

Zur experimentellen Untersuchung des akuten septischen Leberversagens wurden die Ver-
suchstiere mit einer Kombination aus D-Galactosamin (D-GalN) und Lipopolysaccharid

(LPS) vorbehandelt, welches ein weit verbreitetes Modell zur Leberschiddigung darstellt.
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3.2.1.1 D-Galactosamin

Der Aminozucker D-Galactosamin (D-GalN) wird ausschlieBlich in der Leber metabolisiert
und dient der Sensibilisierung gegeniiber Lipopolysaccharid (LPS). Die alleinige Gabe von D-
GalN wirkt kaum toxisch, jedoch werden die Effekte von LPS in Ratten, Madusen und Kanin-
chen durch die zusitzliche Applikation von D-GalN tausendfach verstirkt (Galanos et al.,
1979; Freudenberg et al., 1986). Etwa 30 Minuten nach Injektion fithrt D-GalN mittels selek-
tiver Depletion von Uridinnukleotiden zu einer schweren Transkriptions- und Translations-

hemmung, deren Folge die gesteigerte LPS-Empfindlichkeit ist (Leist et al., 1995).

3.2.1.2 Lipopolysaccharid

Das Endotoxin LPS befindet sich auf der Oberfliche von gram-negativen Bakterien. Durch
die vermittelte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNF-a, ist LPS an der
Entwicklung des septischen Leberversagens und des septischen Multiorganversagens beteiligt
(Bohlinger et al., 1996). LPS, ein hitzestabiles, amphiphiles Glykoprotein, besteht aus einem
hydrophoben Lipidanteil (sog. Lipid A) und einer kovalent gebundenen hydrophilen
Polysaccharidregion. Fiir die Stimulation des Immunsystems ist vor allem die Lipid A Region

von Bedeutung (Alexander et al., 2001).

Zur Induktion des Leberversagens wurde den Versuchstieren eine Kombination aus 720
mg/kg Korpergewicht (KG) D-GalN (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und 10
ng/kg KG LPS (Escherichia coli Serotyp 0128:B12, Sigma-Aldrich), gelost in 2 ml physiolo-
gischer Kochsalzlosung, intraperitoneal injiziert. Die verwendeten Konzentrationen von D-
GalN und LPS wurden entsprechend bereits veroffentlichten Arbeiten gewdahlt (Leist et al.,
1995; Morikawa et al., 1996; Klintmann et al., 2004). Kontrolltiere erhielten gleiche Volumi-

na physiologische Kochsalzlgsung in Bezug auf das KG intraperitoneal verabreicht.

3.2.2 Anisthesie und chirurgische Priparation

Vor Durchfithrung der Experimente erfolgte die Anidsthesie der Versuchstiere mittels intrape-

ritonealer (ip.) Injektion einer Kombination aus 75 mg/KG Ketamin (Betapharm GmbH &
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Co. KG, Vechta, Deutschland) und 25 mg/KG Xylazin (Rompun®, Bayer Vital GmbH, Bayer
HealthCare, Deutschland). Nach Entfernung der Haare an Hals und Bauch durch Elektrorasur
(AESCULAP® Favorita II, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) wurden die
Tiere in Riickenlage auf dem Operationstisch mit integrierter Heizplatte (Klaus Effenberger,
Pfaffing, Deutschland) fixiert. Hierdurch wurde die Aufrechterhaltung der Korpertemperatur

zwischen 36°C und 37°C wihrend des gesamten Versuchszeitraums ermoglicht.

Nach paratrachealer Liangsinzision erfolgte unter Verwendung eines Stereomikroskops (Leica
M651/M655, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Schweiz) zur Blickfeldvergrof3erung die
Darstellung der linken Vena jugularis externa. Das Gefdl} erhielt eine proximale Ligatur (Po-
lyester-S griin USP 5/5, nicht resorbierbar, Markneukirchen, Deutschland), worauthin iber
eine distale Langsinzision ein Polyethylenkatheter intraluminal eingefiihrt werden konnte. Der
Katheter (PE50, Innendurchmesser 0,28 mm, AuB3endurchmesser 0,61 mm, Smiths Medical
International Ltd., Kent, England) wurde mittels vorher gelegter Ligatur am Gefd fixiert und
diente der Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen und Narkosemittel im spéteren Versuchsver-
lauf. Die mediane Laparotomie erfolgte bei gleichzeitiger Blutstillung mittels Thermokoagu-
lation. Um den Zugang zur Leber zu erleichtern, erfolgte zusitzlich eine transversale Laparo-
tomie. Fiir eine verbesserte Ubersicht im Operationsfeld erfolgte die Fixierung der oberen
Bauchwand in kranialer Richtung. Zur Mobilisierung des linken Leberlappens wurden die
Haltebander der Leber zum Zwerchfell, zum Magen und zum Retroperitoneum durchtrennt.
Der linke Leberlappen wurde nun mit Hilfe von feuchten Wattestidbchen rotiert, sodass die
vormals nach innen zeigende Oberflache sichtbar wurde. Das Drehen und die anschlieBende
Auslagerung des linken Leberlappens auf ein in optimale Position und Form gebrachtes
Plastilinbett mussten mit groer Sorgfalt erfolgen, da kleinste Gewebeschidden die Versuche
beeintrachtigt hitten. Die anatomisch dorsale (jetzt nach oben gerichtete) Oberfldche des aus-
gelagerten linken Leberlappens wurde mit einem Deckgldschen (12 mm Durchmesser) be-
deckt und mit warmer Kochsalzlosung umspiilt, um die nun folgende Intravitalmikroskopie zu
ermoglichen. Die verbleibende Leberoberfliche wurde mit einer Sauerstoff-impermeablen
Folie bedeckt, um sie gegen Austrocknung und vor der Exposition gegeniiber atmosphaéri-
schem Sauerstoff zu schiitzen. Um die iibrigen Abdominalorgane feucht zu halten, erfolgte
deren Abdeckung mit einer in warmer Kochsalzlosung getrankten Kompresse. Im weiteren
Verlauf des Versuches wurde die Feuchthaltung in regelméfBigen Abstdnden kontrolliert und

ggf. erneut Kochsalzlosung aufgetragen.
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3.3 Untersuchungstechniken

3.3.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM) ist die Methode der Wahl bei der Visualisie-
rung der hepatischen Mikrozirkulation. Neben der Darstellung der Hepatozytenmorphologie
ist es mit Hilfe des IVM zudem moglich, Verdnderungen der hepatischen Perfusion, der
Leukozytenakkumulation sowie der Leukozyten-Endothel-Interaktion zu beobachten (Menger

etal., 1991; Vollmar und Menger 1998; Menger et al., 1999).

3.3.1.1 Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge (Anregungslicht) ist bei be-
stimmten Molekiilen eine gleichzeitige Emission von Licht mit groBerer Wellenlédnge be-
obachtbar. Dieser Vorgang ist eine Form der Lumineszenz und wird als Fluoreszenz bezeich-
net. Bestimmte Elektronen der fluoreszierenden Molekiile (Fluorophore) absorbieren hierbei
die Photonen und gelangen dadurch von ihrem stabilen Grundzustand (So) auf ein hoheres
Energieniveau (S;). Die Elektronen kénnen sich jedoch nicht auf diesem Niveau halten und
fallen deshalb praktisch augenblicklich (ca. 10"%s) auf ihr urspriingliches Energieniveau zu-
riick. Dabei setzen sie die aufgenommene Energie wieder frei und es kommt zur Emission des
Fluoreszenzlichts. Allerdings wird die Energie nicht nur als Licht freigesetzt. Deshalb ist das
emittierte Licht etwas energiedrmer als das Anregungslicht (Stokes-Verschiebung). Energie-
drmere Lichtstrahlung besitzt jedoch eine groBBere Wellenlédnge und deshalb auch eine andere
Lichtfarbe als energiereichere Lichtstrahlung. Das emittierte Fluoreszenzlicht besitzt oft eine
um etwa 20 - 50 nm groBere Wellenldnge als das Anregungslicht. Diese Differenz in der Wel-
lenldnge zwischen den beiden Lichtarten wird als Stokes-Differenz bezeichnet. Aufgrund die-
ser Besonderheit ist es moglich, die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in Epi-
[lluminationstechnik als sogenannte Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie zu verwenden. Hierbei
wird das Licht einer bestimmten Wellenldnge nach Passage des Anregungsfilters durch einen
dichromatischen Teilerspiegel auf das Priparat gelenkt, wahrend nur das vom Préparat emit-
tierte, langwelligere Licht die Optik zum Okular passieren kann. Ein zusétzlicher Emissions-
filter sorgt dafiir, dass nur der fiir den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifische Wellen-

langenbereich im Abbildungsstrahlengang erscheint (siche Abb. 10).
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Abb. 10: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.
(http://www.sinnesphysiologie.de/methoden/fluo/epifluol.jpg. 21.08.2009.)

3.3.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Um die Mikrozirkulation der Leber in vivo untersuchen zu kénnen, wurden in dieser Studie
zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Natriumfluoreszein (C,H;(Na,Os) ist
aufgrund der Fenestierung des Leberendothels in der Lage, nach intravasaler Applikation in
den Extravasalraum zu diffundieren. Die Aufnahme des Farbstoffes, vor allem durch
perizentral gelegene Hepatozyten, fithrt zur Akkumulation von Natriumfluoreszein im Zyto-
plasma. Die anschliefende Beleuchtung mit blauem Licht (Wellenldnge 450 - 490 nm) regt
den in Hepatozyten akkumulierten Farbstoff zur Fluoreszenz an, worauthin es zur Emission
von Licht mit einer groBeren Wellenldnge (530-540 nm) kommt. Die dadurch erreichte Kon-
trastverstarkung zwischen den Lebersinusoiden (dunkel) und Hepatozyten (hell) ermoglicht

die in vivo Untersuchung der Perfusion innerhalb der hepatischen Sinusoide.

Die Fidhigkeit des Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G (CysH3N,O5Cl) in
Leukozytenmitochondrien in Abhédngigkeit von deren Membranpotential zu akkumulieren
ermoglicht eine in vivo Kontrastierung der Leukozyten. Nach der intravasalen Injektion und
der anschlieBenden Beleuchtung mit griinem Anregungslicht (Wellenldnge 530-560 nm) folgt
die Emission des Fluoreszenzlichts (Wellenldnge > 580 nm) durch die Leukozyten. Die nun
gut abgrenzbaren Blutzellen ermdéglichen eine Analyse ihres FlieBverhaltens sowohl in

Sinusoiden als auch in postsinusoidalen Venolen.
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3.3.1.3 Konfiguration und Versuchsdurchfiihrung

Fiir die Versuche dieser Studie wurde ein Zeiss Fluoreszenzmikroskop verwendet, welches
mit einer 100 W Quecksilberdampflampe und verschiedenen Filtern fiir blaues, griines und
ultraviolettes Anregungslicht sowie einem Wasser-Immersionsobjektiv (x20/0.50W, Zeiss)
ausgestattet ist (Axiotech vario, Zeiss, Jena, Deutschland). Alle Bilder wurden mittels einer
charge-coupled device (CCD)-Videokamera (FK 6990/AI1Q, Pieper, Berlin, Deutschland) vi-
sualisiert und durch einen VHS Videorekorder (Fuji magnetics GmbH, Kleve, Deutschland)
aufgezeichnet, um die Daten zu einem spiteren Zeitpunkt nach Digitalisierung auszuwerten
(Eipel et al., 2004; Eipel et al., 2005). Um eine prizise Analyse der Daten zu gewihrleisten,

wurde wihrend der Aufnahmen ein Videozeitgenerator in das Bild projiziert.

-

Portalvenenldppchen

Abb. 11: Aufbau und Einteilung der hepatischen Mikrostruktur.
(http://www.tobias-schwarz.net/medizin/spezielle/leber.gif. 22.08.2009.)

Zur Untersuchung der hepatischen sinusoidalen Perfusion erfolgte eine Kontrastverstarkung
des Gewebes durch die Applikation von Natriumfluoreszein unter Verwendung des V.
Jugularis-Katheters (2 pmol/kg KG; Merck, Darmstadt, Deutschland). Um das FlieBverhalten
der Leukozyten studieren zu konnen, erfolgte die Applikation des Farbstoffes Rhodamin 6G
(1 pmol/kg Korpergewicht; Merck, Darmstadt, Deutschland). Bei jedem Versuchstier wurden
jeweils zehn Leberazini mit gut beurteilbaren Sinusoiden fiir 20 Sekunden sowie zehn Le-
berazini mit gut sichtbaren postsinusoidalen Venolen fiir 40 Sekunden aufgezeichnet (Eipel et

al. 2004).
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Abb. 12: Schematischer Versuchsaufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Die hepatische Mikro-
zirkulation wurde mit Hilfe einer CCD-Videokamera auf einem Monitor visualisiert und gleichzeitig auf Video-
bander aufgezeichnet. Der ins entstehende Bild eingeblendete Zeitgeber erméglichte die exakte Analyse der
Daten mit einem digitalen Bildanalysesystems (Caplmage) zu einem spéateren Zeitpunkt.

3.3.2 Mikrozirkulatorische Parameter

Die wihrend der Versuche mit dem IVM angefertigten Videoaufnahmen wurden zu einem
spéteren Zeitpunkt mit Hilfe eines digitalen Bildanalysesystems (Caplmage; Zeintl, Heidel-
berg, Deutschland) und Visualisierung auf einem 19’ Monitor ausgewertet. Die quantitativen
Analysen der mikrozirkulatorischen Parameter wurden bei 424-facher Vergrof3erung durchge-
fiihrt. Fiir jeden Parameter eines Versuchtieres wurden zehn Gesichtsfelder analysiert und die

entsprechenden Ergebnisse festgehalten.

3.3.2.1 Hepatische sinusoidale Perfusion

Zur Analyse der hepatischen sinusoidalen Perfusion wurde eine 200 um lange Linie midzonal
im rechten Winkel zum Verlauf der Sinusoide in das Analysebild projiziert. Jetzt erfolgte die

Auszédhlung der die Analyselinie kreuzenden perfundierten Sinusoide und derer, die iiber den
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Zeitraum von 20 Sekunden nicht perfundiert wurden. Der prozentuale Anteil der
perfundierten Sinusoide wurde anschlieBend als Parameter fiir die hepatische sinusoidale Per-

fusion verwendet.

3.3.2.2 Venuldres Leukozyten-Rolling und venulare Leukozytenadhdrenz

Fiir die Analyse wurden gut sichtbare Abschnitte der Venolen vermessen (Lénge 1 in um,
Durchmesser d in um), um unter Annahme einer zylindrischen Geometrie die Endothelober-

fliche (A) des untersuchten GefidBabschnittes berechnen zu konnen:
A= d*1*1/10° (mm?)

Nachfolgend wurden adhédrente Leukozyten gezihlt, die sich fiir 20 Sekunden im definierten
GefiBabschnitt befanden und an dieser Stelle verharrten. Die so ermittelte venuldre

Leukozytenadhirenz wird in der Einheit n/mm?” angegeben.

Bewegen sich Leukozyten entlang von postsinusoidalen Venolen mit einer Geschwindigkeit,
die weniger als zwei Flinftel der FlieBgeschwindigkeit der Zellen in der Mittellinie des Gefa-
Bes (Zentralstromgeschwindigkeit) betrdgt, wird dies als ,,Leukozyten-Rolling* bezeichnet
(Vollmar et al., 2002). Zur Analyse wurden zum einen alle frei passierenden und zum anderen
alle ,,rollenden* Leukozyten gezéhlt, die den definierten Gefdllbereich wéhrend eines Zeit-

raums von 15 Sekunden durchquerten. Als Parameter fiir das venuldre Leukozyten-Rolling

wurde der prozentuale Anteil der rollenden zu allen sich bewegenden Leukozyten verwendet.

Abb. 13: Repriisentative Bilder der hepatischen Mikrozirkulation. Abb. A zeigt eine Aufnahme der hepati-
schen sinusoidalen Perfusion unter Blaulicht-Epiillumination und nach Gabe von Natriumfluoreszein, wobei a
ein periportales und b ein perizentrales Areal markiert. Abb. B zeigt eine postsinusoidale Venole unter
Griinlicht-Epiillummumination und nach Gabe von Rhodamin 6G. Leukozyten, die u.a. adhdrent zum Endothel
erscheinen, lassen sich als helle Punkte erkennen. Beide Bilder zeigen das Mikrozirkulationsgeschehen bei 424-
facher Vergroferung.
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3.3.3 Entnahme von Blut- und Gewebeproben

Nach Abschluss der Intravitalmikroskopie wurde den Versuchstieren durch Punktion der
Vena cava inferior ca. 1 ml Vollblut entnommen und in Ca**-EDTA-beschichteten Rohrchen
asserviert. Nach Erstellung des Blutbildes wurde das Blut bei 4000 U/min fiir zehn Minuten
zentrifugiert (GS15 Zentrifuge, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Das sich als
Uberstand absetzende Plasma wurde abpipettiert und bis zur Durchfiihrung biochemischer

Analysen bei -20°C aufbewahrt.

Nach Entnahme wurde ein Teil der Leber in fliissigem Stickstoff gefroren und anschlieBend
bei -80°C fiir spétere Analysen aufbewahrt. Fiir spitere histologische Untersuchungen wurde
ein Teil des Lebergewebes in vierprozentigem phosphatgepuffertem Formalin fixiert. Fiir die
Analyse des metabolischen Energiestatus wurde eine spezielle Entnahmetechnik zur Leber-

probengewinnung angewendet (siche 3.3.7).

3.3.4 Plasmaanalytik

3.3.4.1 Aktivitdt leberspezifischer Enzyme

Die Alanin-Aminotransterase (ALT) bzw. Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), die
Aspartat-Aminotransferase (AST) bzw. Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und die
Glutamatdehydrogenase (GLDH) sind leberspezifische Enzyme, deren erhohte Aktivitdten im
Plasma bei Leberzellschddigung nachweisbar sind. Anhand ihrer Aktivitdt kann eine Aussage
iiber die hepatozelluldre Desintegration getroffen werden. Das Enzym AST ist hauptsdchlich
in den Mitochondrien der Leberzellen lokalisiert und deutet bei Erhohung auf eine stirkere
Leberschadigung hin als ein alleiniger Anstieg der zytoplasmatischen ALT. Die Messung der
Aktivititen von ALT, AST und GLDH im Plasma erfolgte spektrophotometrisch nach
Bermeyer et al. (Bergmeyer et al., 1978) unter Verwendung des Hitachi 704 Automatic
Analysers (Bochringer, Mannheim, Deutschland) und den entsprechenden Reagenzien (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland).
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3.3.4.2 Interleukin-6

Zur Bestimmung der IL-6-Konzentration im Plasma wurde das Mouse IL-6- ELISA Kit ent-
sprechend den Herstellerangaben verwendet (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, Ver-
einigte Staaten). Die Auswertung des Assays erfolgte spektrometrisch mittels eines

Mikrotiterplatten-Lesegerits (ELISA-Reader Sunrise Remote, Tecan).

3.3.4.3 Oxidativer Stress

Der Gehalt an Malondialdehyd (MDA) im Plasma gilt als Indikator sowohl fiir die
Lipidperoxidation als auch fiir den oxidativen Stress (Therond et al., 2000; Alonso de Vega et
al., 2002). In dieser Studie wurde unter Verwendung der MDA-586-Methode
(OxisResearchTM, Portland, OR, USA) entsprechend der Herstelleranweisungen der MDA-

Spiegel im Plasma bestimmit.

3.3.5 Histologie und Immunhistochemie

3.35.1 Hdmatoxylin-Eosin

Die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten in Diinnschnitt-
Technik, wobei das am Ende des Versuches entnommene Lebergewebe zunichst in 4%iger
Formalinlosung fiir 3 d fixiert und danach in Paraffin eingebettet wurde. Es folgte die Anfer-
tigung von 4 um diinnen Gewebe-Schnitten, welche auf poly-L-Lysin-beschichteten Objekt-
tragern aufgebracht und getrocknet wurden. AnschlieBend erfolgte die Anfiarbung der Schnitte
mit Hédmatoxylin-Eosin (H.-E.). Lichtmikroskopisch konnten nun nekrotische Zellschédi-
gungen, wie z.B. Schwellung, Vakuolisierung und Lysis, innerhalb dieser Schnitte visuali-

siert und quantifiziert werden.

3.35.2 Cleaved Caspase-3

Zur immunhistologischen Analyse der cleaved Caspase-3, einem Enzym im Signalweg der

Apoptose, wurden aus den zuvor angefertigten Paraffinblocken 4 um dicke Schnitte angefer-
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tigt und tiber Nacht mit einem polyklonalen cleaved Caspase-3-Antikorper (rabbit polyclonal
cleaved caspase-3 antibody, 1:500, Cell Signalling Technology, Frankfurt, Deutschland) bei
4°C inkubiert. Dieser Antikorper ist in der Lage, endogene Level des groflen Fragments der
aktivierten Caspase-3 (17/19 kD) zu detektieren, nicht aber die Caspase-3 in voller Linge
(Bordel et al., 2006). Zur Entwicklung der Probentriger wurde anschlieBend ein zweiter,
Peroxidase-konjugierter Antikorper (1:20, HRP, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)
angewendet, wobei 3,3’-Diaminobenzidin als Chromogen genutzt wurde. Folgend wurden die
Proben mit Himatoxylin gegengefirbt. Cleaved Caspase-3 positive Hepatozyten konnten nun
unter dem Lichtmikroskop durch eine Rot-Braunfiarbung erkannt werden. Die Auszédhlung

von jeweils 30 Gesichtsfeldern pro Préparat erfolgte lichtmikroskopisch (x40/0.65W), wobei

die Ergebnisse in der Einheit Zellen/mm? angegeben wurden.

Abb. 14: Reprisentative Bilder von immunhistochemischen und histologischen Analysen des Lebergewe-
bes. Abb. A zeigt den Ausschnitt eines Préiparates zur Analyse der cleaved Caspase-3, in welchem sich positive
Zellen durch eine Rot-Braunfarbung hervorheben. Abb. B zeigt den Ausschnitt eines Préparates zur Detektion
von Leukozyten im Lebergewebe mittels CAE-Farbung. Leukozyten zeigen sich in einem leuchtenden Rot.

— 50 pm.

3.3.5.3 Chloracetatesterase

Mit Hilfe der Chloracetatesterase- (CAE) Farbung kann eine Leukozyteninfiltration im Ge-
webe sichtbar gemacht werden. Die 4 pm dicken Paraffinschnitte werden hierfiir
entparaffiniert und gewaschen, um anschlieend in eine Farblosung, bestehend aus Pararosa-
nilin, Natriumnitrat, Dimethylformamid (Merck), Naphtol-ASD-Chloracetat (Fluka, Sigma-
Aldrich) und Veronal-Acetat-Puffer getaucht zu werden. Die Schnitte wurden im Farbebad
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauffolgend wurden die Praparate vorsichtig

mit Leitungswasser fiir fiinf bis zehn Minuten gewaschen und danach mit Himatoxylin ge-
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gengefirbt. Als Ergebnis zeigen die sich im Gewebe befindlichen Leukozyten im lichtmikro-
skopischen Bild eine leuchtende Rotfdrbung. Die Auswertung der angefertigten Schnitte er-
folgte lichtmikroskopisch durch Auszéhlung der CAE-positiven Zellen im gesamten Préparat
(siehe 3.3.5.2).

3.3.6 Western Blot Analytik

Zur Bestimmung des Gehalts an cleaved Caspase-9 und Procaspase-8 im Lebergewebe dien-
te die Analyse mittels Western Blot. Die bei -80°C gelagerten Proben wurden zur Gewinnung
von Proeteinextrakten gewogen, mit Hilfe eines Dismembrators pulverisiert und das pulveri-
sierte Gewebe anschlieend in Lysis- Puffer aufgenommen (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02% NaN3, 0,2 mM PMSF und Protease-
Inhibitor Cocktail 1:100 vol/vol; Sigma-Aldrich). Danach wurden die Proben zweimal fiir 10
min bei 10.000 U/min zentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand jeweils dekantiert. Die
Bestimmung des Proteingehaltes in dem gewonnenen Uberstand wurde mittels des BCA Pro-
tein Assay (Pierce Biotechnology, Bonn, Germany) vorgenommen. Das in dieser Losung ent-
haltene Kupfer komplexiert mit Proteinen und erzeugt dadurch, je nach Proteinkonzentration,
einen spezifischen Farbumschlag. Dieser konnte nach spektrophotometrischer Analyse in ei-
nem Mikrotiterplatten-Lesegerit (ELISA-ReaderSunrise Remote, Tecan) durch Vergleich mit
einem Proteinstandard quantifiziert werden. Die anschlieBende Einstellung der verschiedenen
Proteinlosungen auf eine einheitliche Konzentration wurde durch die Verdiinnung mit Aqua
dest. erzielt. Zur Vorbereitung der Proben auf die Gel-Elektrophorese wurden gleiche Mengen
an Protein mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C denaturiert. Danach wurden die Pro-
teine diskontinuierlich auf einem SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel 5%, Trenngel 12%) bei
einer konstanten Stromstirke von 20 mA (Sammelgel) bzw. 40 mA (Trenngel) entsprechend
ithrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die spatere Molekulargewichtsbe-
stimmung wurde auf das Gel zusitzlich zu den Proben ein Proteinstandard aufgetragen. Nach
Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel zundchst in Methanol und Aqua dest.
dquilibriert, um dann die aufgetrennten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix mittels eines
Semi-Dry-Blotters bei einer konstanten Stromstidrke von 275 mA auf eine PVDF-Membran
(Immobilon-P, Millipore, Eschborn, Deutschland) zu transferieren. Durch die anschlieBende
Inkubation der Membran fiir mindestens 12 h bei 4°C in einer 5%igen BSA (bovine serum

albumin) -Losung konnte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erzielt werden.
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Zum Nachweis des jeweiligen Proteins aus dem untersuchten Lebergewebe wurden die
Membranen zuerst mit dem entsprechenden Priméar-Antikorper (rabbit anti-cleaved caspase-9,
1:1000, Cell Signalling Technology, Frankfurt, Deutschland; rabbit anti-procaspase-8, 1:1000,
Cell Signalling Technology) und nach mehrmaligem Waschen in TBS-Puffer (150 mM NacCl,
7,7 mM Tris-HCI pH 7,5, Wasser) sowie TBST-Puffer (TBS-Puffer, 0,3 % Tween-20) mit
dem entsprechenden Sekundir-Antikorper (peroxidase-conjugated goat anti-rabbit cleaved
caspase-9 1:2000, Procaspase-8 1:10000, Cell Signalling Technology) fiir jeweils 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und abermals zur Entfernung tiberschiissiger Antikdrper mehrmals
in TBST sowie TBS gewaschen. Die Detektion des an den Primir-Antikérper gekoppelten
Sekundér-Antikorpers erfolgte mit Hilfe des ECL+TM-Systems (ECL plus; Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland). Dabei katalysiert die an den Sekundér-Antikorper
gebundene Meerrettich-Peroxidase die Reaktion von Peroxiden mit dem Substrat PS-3
Acridian. Die Proteinexpression wurde dann mittels Luminol-verstirkter Chemilumineszenz
visualisiert und mit dem ChemiDoc™ XRS System (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) digita-
lisiert. Die Signale wurden desitometrisch erfasst (Quantity One, Bio-Rad Laboratories) und

fiir den Vergleich zwischen den Proben zum jeweiligen B-Aktin-Signal ins Verhiltnis gesetzt.

3.3.7 Analyse des metabolischen Energiestatus

Um den hepatischen metabolischen Energiestatus beurteilen zu konnen, wurde eine Versuchs-
reihe mit zusétzlichen Tieren zur spezifischen Gewinnung der bendtigten Leberproben durch-
gefiihrt. Dabei wurde die freipraparierte Leber mit Hilfe einer zuvor im Fliissigstickstoff vor-
gekiihlten Klemme abgeklemmt, entnommen und bei - 80°C fiir die spiteren Analysen gela-
gert. Die Proben wurden gewogen und fiir mindestens fiinf Tage in einem Vakuumfroster (-
45°C, < 0,001 atm) konserviert. Nachdem das Gewebswasser durch die Gefriertrocknung ent-
zogen war, wurden die Proben erneut gewogen, um das Trockengewicht zu bestimmen. An-
schlieBend wurden die Proben mit Perchlorsdure (HCIO4, 0,33 M) unter Verwendung eines
Ultra-Turrax (Jahnke&Kunkel KG, Staufen i.Br., Deutschland) in Kélte homogenisiert und
deproteinisiert. Nach Zentrifugation und Neutralisation des proteinfreien Uberstandes wurde
der Gehalt an energiereichen Phosphaten mittels eines standardisierten enzymatischen Tests
und Nutzung der Hexokinase- und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Reaktionen bestimmt
(Minor et al., 2001). Die ermittelten AMP-, ADP- sowie ATP-Gehalte wurden in der Einheit

umol/g Trockengewicht angegeben. Ein bedeutendes Enzym im Energiemetabolismus ist die
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Adenylatkinase, welche die Reaktion ADP + ADP = ATP + AMP Kkatalysiert, die unter
physiologischen Bedingungen in einem strengen Gleichgewicht gehalten wird (Hardie et al.,
2001). In Abhéngigkeit des energetischen Zustands der Zellen generiert die Adenylatkinase
ADP oder AMP. Unter Verwendung der ermittelten Daten wurden durch Berechnungen wei-
tere Werte, wie das ATP/ADP-Verhiiltnis als Mal} fiir den energetischen Zustand der Zellen
sowie die ,,mass action ratio“ der Adenylatkinase-Reaktion (ATP x AMP / ADPz), be-
stimmt. Die ,,mass action ratio* stellt ein MaB fiir die Enzymaktivitit dar und gibt an, in wel-
chem Umfang Metabolite dieser Reaktion auBlerhalb des Gleichgewichts anfallen (Crumm et

al., 2008).

3.4 Uberlebensstudie

Zur Beurteilung der Mortalitdt der Versuchstiere wurden in einem Doppel-Blind-Versuch
zwei Gruppen von ATP8-Mutanten (B¢-FVB, n = 20) und Wildtyptieren (B, n = 20) in eine
zufillige Reihenfolge gebracht und nummeriert, bevor sie eine D-GalN/LPS-Injektion (D-
GalN 720 mg/kg KG i.p., LPS 10 ng/kg KG i.p.) erhielten, um das akute Leberversagen ein-
zuleiten. AnschlieBend wurde alle 30 Minuten in den ersten zwolf Stunden und danach alle
vier Stunden das Uberleben der einzelnen Tiere iiberpriift und festgehalten. Als iiberlebend

galten Tiere, die nach 48 Stunden noch am Leben waren.

3.5 Experimentelles Protokoll

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Mutation des mitochondrialen ATP8 Gens auf ver-
schiedene Parameter in der Pathophysiologie des akuten septischen Leberversagens hat, wur-

den die verwendeten Versuchstiere in folgende Gruppen eingeteilt:

B¢ Sham (Wildtypméuse ohne Induktion eines ALV)

B¢ ALV (Wildtypmé&use mit induziertem ALV)

B«—FVB Sham (ATP8—mutierte Méuse ohne Induktion eines ALV)
B«-FVB ALV (ATP8—mutierte Mduse mit induziertem ALV)
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Fiir die Untersuchungen am Intravitalmikroskop waren zwischen sechs und acht Tiere jeder
Gruppe zugehorig (n = 6 - 8). Die Versuchstiere der Gruppen Bg Sham und B—FVB Sham
erhielten zum Beginn der Untersuchungen eine intraperitoneale Injektion von Kochsalzl-
sung. Die Tiere der Gruppen B¢ ALV und B¢-FVB ALYV erhielten zur Induktion des akuten
Leberversagens eine intraperitoneale Injektion einer Kombination aus D-Galactosamin und
LPS in der unter 3.2.1.2 genannten Dosierung. Fiinf Stunden spiter wurde mit der Anésthesie
und chirurgischen Praparation (siehe 3.2.2) der Tiere begonnen, um fiinfeinhalb Stunden nach
Versuchsbeginn die Untersuchungen mittels IVM (siehe 3.3.1.3) beginnen zu konnen. Wih-
rend der Versuche wurde stindig das Schmerzempfinden der Versuchstiere gepriift und ggf.
erneut Ketamin verabreicht. Folgende Parameter der hepatischen Mikrozirkulation wurden

unter Verwendung der [VM untersucht:

1. hepatische sinusoidale Perfusion
2. postsinusoidales venuldres Leukozyten-Rolling

3. postsinusoidale venuldre Leukozytenadhésion

Die Untersuchung am Intravitalmikroskop nahm etwa 30 Minuten in Anspruch. Anschlieend
wurde die Entnahme von Blut und Gewebeproben durchgefiihrt (siche 3.3.3). Die Versuchs-
tiere verstarben meist wihrend der Blutentnahme, anderenfalls wurden sie unmittelbar vor der

Entnahme von Lebergewebe durch eine Uberdosis von Ketamin getétet.

Vorbehandlung | Ruhephase | Priparation Mikroskopie | Entnahme von Blut- und
Gewebeproben
t=0 0<t<50h|50h<t<55h| t>55-6h t~6 h
>

Desweiteren wurden zusétzliche Versuche mit Tieren aller vier Versuchsgruppen (n = 6 - 9
pro Gruppe) durchgefiihrt, um Lebergewebe fiir die Analyse des hepatischen metabolischen

Status asservieren zu koénnen (siche 3.3.7).

Vorbehandlung Ruhepause Entnahme von Lebergewebe
mittels gekiihlter Klemme

t=0 0<t<6h t=6h
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Zusitzlich wurde mit Tieren aus den Gruppen B¢ ALV und B¢-FVB ALYV (n = 20 pro Grup-
pe) eine Uberlebensstudie durchgefiihrt (siehe 3.3.8).

Induktion des ALV Uberpriifung des Uberlebens | Uberpriifung des Uberlebens
alle 30 Minuten alle vier Stunden
t=0 0<t<l12h 12h<t<48h
>

3.6 Statistik

Alle Versuche dieser Studie wurden im Blindversuch durchgefiihrt. Die Zuordnung der durch
Nummern verschliisselten Versuchstiere zu den einzelnen Gruppen wurde erst nach Ab-
schluss der Auswertungen vorgenommen. Die bei der Auswertung der Videobénder, der his-
tologischen Schnitte sowie der histochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen
ermittelten Daten wurden zur elektronischen Datenverarbeitung direkt in Microsoft Excel
Tabellen {ibertragen, um Mittelwerte, Standardabweichungen (SD) und Standardfehler der
Mittelwerte (SEM) errechnen zu konnen. Zur Erstellung von Diagrammen wurden die verar-
beiteten Daten in das Programm SigmaPlot 9.0 (Jandel Corp., San Rafael, CA, USA) impor-
tiert. Hierbei wurden alle Daten als Mittelwerte + SEM dargestellt.

Fiir die statistischen Analysen wurde das Programm SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific, San
Rafael, CA, USA) verwendet. Nach Testung der Normalverteilung der Werte durch Anwen-
dung des Kolmogorov-Smirnof-Tests wurde fiir den Gruppenvergleich die einfaktorielle
ANOVA-Analyse mit nachfolgendem Paarvergleich (Fisher-LSD) durchgefiihrt. Wurden die
Kriterien fiir einen parametrischen Test nicht erfiillt, kam die Kruskal-Wallis ANOVA-
Analyse, gefolgt vom Dunns Test zur Anwendung. Des Weiteren wurde zur Analyse der
Uberlebensstudie eine Testung nach Gehan-Breslow durchgefiihrt. Ein Unterschied wurde als
statistisch signifikant gewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als fiinf Prozent

betrug (p < 0,05).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Inflammation

4.1.1 Hepatische Mikrozirkulation

4.1.1.1 Sinusoidales Perfusionsversagen

Die Induktion des akuten Leberversagens verursachte einen deutlichen Perfusionsausfall in
den hepatischen Sinusoiden. So war in beiden Gruppen ohne D-GalN/LPS-Vorbehandlung
eine Durchblutung nahezu aller Gefile zu beobachten, wihrend die Perfusionsrate in den
Gruppen mit induziertem akuten Leberversagen um bis zu 40 % abfiel. Tiere der Gruppe Bg-
FVB ALV =zeigten einen gering erhohten Perfusionsanteil gegeniiber Tieren der Gruppe Bg
ALV, welcher aber nicht signifikant war (Abb. 15 A).
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40

Sinusoidale Perfusion (%)
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Sham ALV Sham ALV
Be Be-FVB

Abb. 15: Quantitive fluoreszenzmikroskopische Analyse der hepatischen sinusoidalen Perfusion (A) sowie
reprisentative Bilder derselben (B). Zur Induktion des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen
Bs ALV und Bg-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen Bg
Sham und B4-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Kochsalzlgsung. Die intravitalmikroskopischen
Analysen wurden finfeinhalb Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung begonnen. Alle Daten sind als
Mittelwerte + SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05 vs. Sham innerhalb des
jeweiligen genetischen Hintergrundes.
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4.1.1.2 Intravasale Leukozytenretention

Die Analysen der hepatischen Leukozytenretention und Akkumulation sind in den Abbildun-

gen 16 A und 16 B illustriert.
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Abb. 16: Quantitative fluoreszenzmikroskopische Analyse des Leukozyten-Rollings (A) und der
postsinusoidalen venuliren Leukozytenadhérenz (B). Zur Induktion des akuten Leberversagens erhielten die
Tiere der Gruppen B¢ ALV und B4-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbehandelt. Die Kontroll-
tiere der Gruppen By Sham und B4-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Kochsalzlosung. Die
intravitalmikroskopischen Analysen wurden fiinfeinhalb Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung be-
gonnen. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p <
0,05 vs. Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hintergrundes.

In dieser Studie wurde der Anteil der rollenden Leukozyten an der Gesamtheit aller sich be-
wegenden Leukozyten als Parameter fiir die Leukozyten-Endothel-Interaktion in
postsinusoidalen Venolen analysiert. Die Induktion des akuten Leberversagens durch D-
GalN/LPS erhohte den Anteil der rollenden Leukozyten teilweise um mehr als das zehnfache.
Die Mutation des ATP8 Gens zeigte keinen signifikanten Einfluss auf das FlieBverhalten der

Blutzellen (Abb. 16 A).

Entsprechend den vorherigen Ergebnissen verursachte eine Gabe von D-GalN/LPS zudem
einen Anstieg der venuldren Leukozytenadhirenz, deren Ausmall ebenfalls unabhéngig von

der Mutation des ATP8 Gens war (Abb. 16 B).
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Zusammenfassend fiihrte die intraperitoneale Injektion von D-GalN/LPS zur Entwicklung
einer intensiven inflammatorischen Reaktion in beiden Gruppen, welche sich in den fluores-
zenzmikroskopischen Analysen durch einen hepatischen sinusoidalen Perfusionsausfall sowie
einer verstiarkten hepatischen Leukozytenretention zeigte. Ein Einfluss der Mutation des
mitochondrialen Gens ATPS8 auf die hepatische Mikrozirkulation, mit oder ohne Ausbildung

eines akuten Leberversagens, konnte nicht nachgewiesen werden.

4.1.2 Hepatische parenchymale Leukozyteninfiltration

Mittels CAE-Fiarbung konnte die hepatische parenchymale Leukozyteninfiltration histolo-
gisch untersucht werden. Die Kontrolltiere beider Gruppen zeigten eine geringe Anzahl CAE-
gefirbter Leukozyten in den histologischen Schnitten (Abb. 17 B). Nach D-GalN/LPS-
Exposition kam es zu einem Anstieg der infiltrierten Leukozyten, der in beiden Gruppen sig-

nifikant war (Abb. 17A).
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Abb. 17: Quantitative Analyse der hepatischen parenchymalen Leukozyteninfiltration (A) und reprisen-
tative Bilder derselben (B). Zur Induktion des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen Bg ALV
und B¢-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen Bs Sham
und B¢ FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Kochsalzlosung. Die Entnahme des Lebergewebes er-
folgte sechs Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung. Alle Daten sind als Mittelwerte =+ SEM angege-
ben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05 vs. Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hin-
tergrundes. —50 pm.
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4.1.3 Plasmakonzentration von IL-6

Um die inflammatorische Antwort wéhrend des induzierten akuten Leberversagens untersu-
chen zu konnen, wurden mittels ELISA die Plasmakonzentration des Zytokins IL-6 bestimmt.
Die Werte der Kontrolltiere beider Gruppen waren vergleichbar. Die Exposition mit D-
GalN/LPS fiihrte in beiden Gruppen zu einem massiven Anstieg der IL-6-Konzentrationen im
Plasma, wobei der genetische Hintergrund der Versuchstiere keinen klar erkennbaren Einfluss

auf die Plasmakonzentration des Zytokins hatte (Abb.18 A).
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Abb. 18: Plasmakonzentration des Zytokins IL-6 (A) und quantitative Analyse der Plasmakonzentration
von Malondiahdehyd (B). Zur Induktion des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen B¢ ALV und
Bs-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen B4 Sham und
B-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Kochsalzlosung. Die Entnahme der Blutproben erfolgte
sechs Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben;
ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05 vs. Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hinter-
grundes. # p < 0,05 vs. B4 innerhalb der jeweiligen Vorbehandlung.

4.2 Ocxidativer Stress

Die Analyse des plasmatischen MDA-Konzentration, welche als Indikator fiir oxidativen
Stress gilt, zeigte einen deutlichen Einfluss der ATP8-Mutation auf die ermittelten Werte.

Wihrend die Plasmaspiegel der Kontrolltiere beider Gruppen noch vergleichbar waren,
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kommt es bei ATP8-Mutanten nach D-GaIN/LPS zu einem signifikant hoherem Anstieg der
Werte im Vergleich zu Wildtyptieren (4,7 pmol/ml vs. 3,0 pmol/ml). Damit tibertraf der
plasmatische MDA-Spiegel der ATP8-Mutanten den der Wildtyptiere um nahezu 60 % (Abb.
18 B).

4.3 Hepatischer metabolischer Energiestatus

Versuchstiere, bei denen ein akutes Leberversagen induziert wurde, zeigten wie erwartet ei-
nen deutlichen Abfall des ATP-Gehalts im Lebergewebe. Hierbei war der Abfall in ATPS8-
Mutanten signifikant geringer als in Wildtypmausen (2,7 pumol/g vs. 4,9 umol/g; Abb. 19 A).
Wihrend sich die Konzentration an hepatischem ADP in Wildtypméausen durch Induktion des
akuten Leberversagens nur wenig verringerte, konnte bei ATP8-Mutanten ein signifikanter
Abfall desselben beobachtet werden (sieche Abb. 19 B). Die Analyse des hepatischen Gehalts
an AMP zeigte unabhéngig von der Mutation des ATP8-Gens, das heif3it in beiden Versuchs-
gruppen, einen etwa gleich groflen Anstieg der AMP-Konzentration nach D-GalN/IPS-
Exposition (Abb. 19 C).
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Abb. 19: Quantitative Analyse des hepatischen Gehalts an ATP (A), ADP (B) und AMP (C). Zur Induktion
des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen Bg ALV und Bs-FVB ALV mit einer Injektion von D-
GaIN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen B¢ Sham und Bg-FVB Sham erhielten dagegen eine
Injektion von Kochsalzlgsung. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte sechs Stunden nach der entsprechen-
den Vorbehandlung. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarver-
gleich; * p < 0,05 vs. Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hintergrundes. # p < 0,05 vs. B¢ innerhalb der
jeweiligen Vorbehandlung.

Interessanterweise ergab die Kalkulation des Gehalts aller hepatischen Adeninnukleotide die

gleichen Werte fiir die Kontrolltiere beider Gruppen und einen identischen Abfall der Kon-
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zentrationen nach Induktion des akuten Leberversagens auf 55 % bzw. 56 % (Abb. 20 A).
Fiir geschéddigtes Lebergewebe kann das hepatische ATP/ADP-Verhiltnis als Indikator fiir
den Energiestatus der Leber verwendet werden (Brealey et al., 2004; Crumm et al., 2008). In
der Studie zeigten Wildtyptiere einen signifikanten Abfall des ATP/ADP-Verhéltnisses nach
D-GaIN/LPS-Exposition. Bemerkenswerterweise reagierten ATP8-Mutanten auf die Indukti-
on des akuten Leberversagens mit einem Anstieg des ATP/ADP-Verhéltnisses um 57 % (Abb.
20 B). Die Adenylatkinase-Reaktion (ADP + ADP ——= ATP + AMP) generiert AMP als

Antwort auf eine erhohte ADP-Produktion in Zustinden mit hohem Energieverbrauch. Als
Enzym steuert die Adenylatkinase die oben genannte Reaktion, um sie moglichst im Gleich-
gewicht zu halten. Die ,,mass action ratio* der Adenylatkinase-Reaktion, ein MaB fiir deren
Aktivitdt, stieg in ATP8-Mutanten nach Induktion des akuten Leberversagens stark an. Im
Gegensatz dazu zeigte die Adenylatkinase in Wildtyptieren nur einen geringen Anstieg in

ihrer Aktivitdt nach D-GaIN/LPS-Exposition gegeniiber den Kontrolltieren (Abb. 20 C).
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Abb. 20: Quantitative Analyse des hepatischen Gehalts aller Adeninnukleotide (A), des ATP/ADP-
Verhiltnisses (B) und der mass action ratio der Adenylatkinase-Reaktion (C). Zur Induktion des akuten
Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen B¢ ALV und B¢-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS
vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen B Sham und Bg-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von
Kochsalzlosung. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte sechs Stunden nach der entsprechenden Vorbehand-
lung. Alle Daten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05
vs. Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hintergrundes. # p < 0,05 vs. By innerhalb der jeweiligen Vorbe-
handlung.
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4.4 Zelltod

4.4.1 Hepatozellulire Integritit

4.4.1.1 Histopathologie

In den histologischen Schnitten der Tiere, die mit D-GalN/LPS vorbehandelt wurden, zeigten
sich lichtmikroskopisch pathologische Verdnderungen der Gewebearchitektur mit mikrovas-
kulédrer Desintegration und dem Untergang von Hepatozyten. Weiterhin konnten morphologi-
sche Eigenschaften nekrotischer und apoptotischer Zellen, wie z.B. Vakuolisierung,

intrazelllire Odeme mit Ruptur der Zellmembran sowie zelluldre und nukleare Lyse, an

Hepatozyten beobachtet werden (Abb. 21).

Abb. 21: Reprisentative Bilder von histologischen Schnitten nach Himatoxylin-Eosin-Féarbung. Zur In-
duktion des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen Bg ALV und Bs-FVB ALV mit einer Injektion
von D- GaIN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen Bg Sham und B¢-FVB Sham erhielten dagegen
eine Injektion von Kochsalzlosung. Die Entnahme des Lebergewebes erfolgte sechs Stunden nach der entspre-
chenden Vorbehandlung. —50 um.
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Innerhalb der Gruppen gab es leichte individuelle Unterschiede im Schweregrad der Schédi-
gung. In den histologischen Priparaten der Kontrolltiere zeigten sich hingegen keine struktu-
rellen Schéadigungen des Parenchyms oder pathologische Verdnderungen der Hepatozyten.
Die Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 zeigte keinen lichtmikroskopisch erkennbaren

Einfluss auf die Auspragung der Leberzellschdadigung.

44.12 Plasmakonzentration leberspezifischer Enzyme

Aktivitidtserh6hungen der Transaminasen, wie ALT, AST, und anderen leberspezifischen En-
zymen, wie z.B. GLDH, sind ein wichtiger Befund zur Beurteilung und Quantifizierung von
Lebergewebsschadigungen. Die spektroskopischen Analysen der Enzymaktivitdten boten kla-
re Zeichen fiir eine Schidigung der hepatozelluldren Integritdt. Die Aktivitdten der ALT, AST
und GLDH steigerten sich nach Induktion des akuten Leberversagens deutlich, wobei diese
Aktivitidtserhbhungen bei den ATP8-Mutanten wesentlich geringer ausfielen. Bei der ALT
war der Anstieg sogar signifikant geringer als bei den Wildtyptieren (Abb. 22).
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Abb. 22: Plasmaaktivititen der ALT (A), AST (B) und GLDH (C). Zur Induktion des akuten Leberversagens
wurden die Tiere der Gruppen B4y ALV und B¢-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbehandelt.
Die Kontrolltiere der Gruppen Bs Sham und B4-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Kochsalzlo-
sung. Die Entnahme der Blutproben erfolgte sechs Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung. Alle Daten
sind als Mittelwerte = SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05 vs. Sham inner-
halb des jeweiligen genetischen Hintergrundes. # p < 0,05 vs. B¢ innerhalb der jeweiligen Vorbehandlung
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4.4.2 Hepatozellulire Apoptose
4.4.2.1 Quantitative Bestimmung mittels Immunhistochemie

Zur Analyse der hepatozelluldren Apoptose wurde eine immunhistochemische cleaved
Caspase-3-Farbung vorgenommen. Unter Kontrollbedingungen zeigten ATP8-Mutanten ge-
geniiber den Wildtyptieren eine leicht erhohte Apoptoserate. In beiden Versuchsgruppen stieg
die Zahl positiver Zellen nach D-GaIN/LPS Exposition erheblich im Vergleich zu den Kont-
rolltieren. Die Absolutzahlen der cleaved Caspase-3 positiven Zellen nach Induktion des aku-
ten Leberversagens war in beiden Versuchsgruppen mit 59 n/mm?” vs. 56 n/mm? etwa gleich

grof3 (Abb. 23).
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Abb. 23: Quantitative Analyse der cleaved Caspase-3-positiven Hepatozyten durch immunhistochemische
Schnitte des Lebergewebes (A) und reprisentative Bilder derselben (B). Zur Induktion des akuten Leberver-
sagens wurden die Tiere der Gruppen Bs ALV und B-FVB ALV mit einer Injektion von D-GalN/LPS vorbe-
handelt. Die Kontrolltiere der Gruppen B4 Sham und B¢-FVB Sham erhielten dagegen eine Injektion von Koch-
salzlosung. Die Entnahme des Lebergewebes erfolgte sechs Stunden nach der entsprechenden Vorbehandlung.
Alle Daten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender Paarvergleich; * p < 0,05 vs.
Sham innerhalb des jeweiligen genetischen Hintergrundes. —50 pm.

4.4.2.2.1 Spezifische Beurteilung mittels Western-Blot-Analysen

Um die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der Apoptose zu spezifizieren, wurden
zusétzlich Western Blot Analysen der apoptosespezifischen Proteine cleaved Caspase-9 und

Procaspase-8 durchgefiihrt. Beide Proteine waren in den Kontrolltieren beider Versuchsgrup-
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pen nicht detektierbar. Die Expression der fiir den extrinsischen Aktivierungsweg der
Apoptose spezifischen Procaspase 8 war in den Wildtypmiusen nach D-GalN/LPS-
Applikation im Vergleich zu den ATP§-Mutanten anndhernd um die Hélfte reduziert (0,043
vs. 0,079; Abb. 24 A). Die Analyse der fiir den intrinsischen Aktivierungsweg spezifischen
cleaved Capase-9 erbrachte dagegen ein gegensinniges Ergebnis. Nach Induktion des akuten
Leberversagens zeigten die Wildtyptiere im Vergleich zu den ATP-Mutanten eine annéhernd

doppelt so hohe Expression der cleaved Capsase-9 (1,08 vs. 0,61; Abb. 24 B).
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Abb. 24: Quantitative densitometrische Analyse der Procaspase-8 (A) sowie der cleaved Capase-9 (B). Zur
Induktion des akuten Leberversagens wurden die Tiere der Gruppen Bg ALV und B¢-FVB ALV mit einer Injek-
tion von D-GalN/LPS vorbehandelt. Die Kontrolltiere der Gruppen B4 Sham und B-FVB Sham erhielten dage-
gen eine Injektion von Kochsalzlosung. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte sechs Stunden nach der ent-
sprechenden Vorbehandlung. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben; ANOVA und nachfolgender
Paarvergleich. n.d.-nicht detektierbar.

4.5 Uberlebensstudie

ATP8-Mutanten zeigten nach Induktion des akuten Leberversagens durch D-GalN/LPS-
Injektion eine bessere Uberlebensrate im Vergleich zu den Wildtyptieren. Alle Tiere iiberleb-
ten die ersten sechs Stunden der Studie, das erste Tier starb in der siebten Stunde nach Ver-
suchsbeginn. 48 Stunden nach Induktion des akuten Leberversagens waren 3 (ATPS-

kompetent) bzw. 8 (ATP8-mutiert) von jeweils 20 Versuchstieren noch am Leben. Der Uber-
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lebensvorteil der ATP8-Mutanten war mit 35 % gegeniiber 15 % bei den Wildtypméusen al-
lerdings nicht signifikant (p = 0,096; Abb. 25).
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Abb. 25: Uberlebensstudie nach D-GalN/LPS-Injektion. Zur Induktion des akuten Leberversagens erhielten
die ATP8-kompetenten (Bs) und ATP8-mutierten (Bs-FVB) Tiere eine Injektion mit D-GalN/LPS. Tiere, die
innerhalb von 48 Stunden nicht verstarben, galten als tiberlebend.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende experimentelle Studie untersuchte mittels Intravitalmikroskopie und anderen

etablierten Analysetechniken die mikrozirkulatorischen sowie energiemetabolischen Parame-

ter nach Induktion des akuten septischen Leberversagens durch die intraperitonelae Injektion

von D-GalN/LPS sowie den Einfluss einer Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 auf

diese pathophysiologischen Vorgidnge. Um die Ergebnisse der in vivo-Experimente zu verifi-

zieren und einen moglichen Einfluss der Genmutation sowie dessen Mechanismus ermitteln

zu konnen, wurden biochemische, histologische, immunhistochemische sowie molekularbio-

logische Untersuchungen genutzt. Die Ergebnisse der Studie konnen wie folgt zusammenge-

fasst werden:

1.

2.

3.

Die Applikation von D-GalN/LPS verursacht eine schwere Schédigung des Leberge-
webes in den Versuchstieren, welche sich durch eine massive intrahepatische
Leukozytenakkumulation, gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, einen
schweren sinusoidalen Perfusionsausfall sowie die systemische Freisetzung proinf-
lammatorischer Zytokine manifestierte. Es zeigte sich eine hohe Rate an Apoptose und

Nekrose, welche mit gesteigerten Aktivitdten von Leberenzymen assoziiert war.

Die Mitochondrien, die Kraftwerke der Zellen, nehmen in der Pathophysiologie des
akuten septischen Leberversagens eine bedeutende Rolle ein. In der Umgebung einer
Inflammation kam es in den Mitochondrien zu einer vermehrten Produktion von reak-
tiven Sauerstoffradiaklen. Die Funktion der Atmungskette war eingeschréinkt. Es zeig-
te sich ein deutlicher Abfall des ATP-Gehalts im Gewebe. Der zelluldre Energiestatus

fiel nach Induktion des akuten Leberversagens massiv ab.

Die Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 hatte keinen Einfluss auf die Auspri-
gung der Inflammationsreaktion nach D-GalN/LPS-Exposition. Die Mutation des
Gens wirkte sich allerdings deutlich auf den Energiemetabolismus im akuten septi-
schen Leberversagen aus. ATP8-mutierte Tiere zeigten einen deutlich besseren Ener-
giestatus der Hepatozyten mit einer erhohten ATP-Konzentration und einem gréBeren

ATP/ADP-Verhiltnis.
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ATP8-mutierte Tiere zeigten eine weniger ausgeprigte Nekrose mit entsprechend
niedigeren Leberenzymaktivititen. In der Uberlebensstudie konnte zudem eine gerin-

gere Mortalitdt dieser Tiere gezeigt werden.

Die Mutation des ATP8 Gens beeinflusste die Aktivierungswege der Apoptose. Bei
ATP8-mutierten Tieren kam es unter einer Inflammationsreaktion zu einer Verstér-
kung des extrinsischen und zu einer Drosselung des intrinsischen Aktivierungswegs.

Die Gesamtrate der Apoptose erwies sich als unabhingig von der Genmutation.

Die vorliegende Studie zeigt, dass die Mutation des mitochondrialen Gens ATPS kei-
nen FEinfluss auf die Ausprigung der Inflammationsreaktion nach D-GalN/LPS-
Applikation hatte. Jedoch konnte geseigt werden, dass ATP8-Mutanten im Zustand
des akuten Leberversagens besser in der Lage sind, das energiemetabolische Gleich-
gewicht aufrecht zu erhalten. Die erhohte Aktivitit der Atmungskette geht jedoch mit
einer signifikanten Steigerung der ROS-Produktion einher. Obwohl es in den ATP8-
Mutanten Tieren zu einer Verschiebung des extrinsischen und intrinsischen Aktivie-
rungswegs der Apoptose kam, war das Ausmal3 der Apoptose in der Summe in beiden
Mausstdmmen vergleichbar hoch. In der Gesamtheit dieser Ereignisse resultiert ein
signifikant verringerter Leberschaden bei den ATP-8-mutierten Tieren. Schlussendlich

fithrt diese zu einer tendenziell hoheren Uberlebenschance beim akuten Leberversagen
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5  DISKUSSION

5.1 Diskussion von Material und Methoden

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer Mutation des mitochondrialen ATP8-
Gens auf pathophysiologische Vorginge des akuten septischen Leberversagens unter der
Verwendung des D-GalN/LPS-Tiermodells untersucht, wobei besonderes Augenmerk auf die
mikrohdmodynamischen, energiemetabolischen sowie funktionellen Auswirkungen der Gen-

mutation gelegt wurde.

5.1.1 Das Tiermodell des akuten septischen Leberversagens

Trotz groBer Fortschritte im Bereich der Intensivmedizin in den letzten Jahren bleibt die Mor-
talitdt der Patienten mit einer Sepsis weiterhin hoch. Fiir die Erforschung von Erkrankungen
und die Erprobung neuer Therapieansitze sind standardisierte Tiermodelle von grofer Bedeu-
tung und stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen molekular- sowie zellbiologischen Unter-
suchungen und klinischen Studien dar (Menger et al., 1999; Wu, 2006). Obwohl viele Thera-
pieansitze préklinisch erfolgreich waren und vielversprechend erschienen, zeigten die einge-
setzten Substanzen in kontrollierten, randomisierten klinischen Studien oft keine effektive
Wirksamkeit, was ein grofles Problem der medizinischen Forschung darstellt (Deitch, 1998;

Koike, 2004).

Die Entwicklung eines Tiermodells, welches die klinischen Parameter und Symptome einer
Sepsis addquat widerspiegelt, ist und bleibt eine grofle Aufgabe, da das zu simulierende klini-
sche Krankheitsbild sehr komplex und mannigfaltig ist (Deitch, 1998; Koike, 2004; Remick
und Ward, 2005). Fiir die Durchfiithrung einer Studie unter septischen Bedingungen stehen
verschiedene Tiermodelle zur Verfiigung, welche die Pathophysiologie der humanen Sepsis
simulieren. Haufig angewendete Modelle sind die intravendse Applikation von lebenden Or-
ganismen oder Endotoxinen (z.B. LPS), die Zokalligation und —punktion (CLP, cecal ligation
and puncture) sowie das Einndhen eines Stents in das Colon ascendens (CASP, colon

ascendens stent peritonitis) (Rittrisch et al., 2007).
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Bei der Durchfithrung des CLP-Modells wird das Zékum unterhalb der Ileozokalklappe ligiert
und anschliefend mit einer Nadel punktiert. Aus dem so kiinstlich geschaffenen Leck wird
nun etwas Darminhalt herausgedriickt, so dass sich als Folge eine polymikrobielle Peritonitis
entwickelt (Zhang et al., 2007). Mit zunehmender GroBe der zur Punktion verwendeten Nadel
und somit der Perforation in der Darmwand steigt die Letalitdt der Versuchstiere (Benjamin et
al., 2002). Beim CASP-Modell wird ein Stent in das Colon ascendens der Versuchstiere ein-
gebracht, womit eine Verbindung zwischen dem Darmlumen und dem Peritoneum geschaffen
wird, was einen kontinuierlichen Austritt von Darminhalt und Bakterien in die Bauchhdhle
gewihrleistet (Zantl et al., 1998). Beide Modelle benétigen zur Ausbildung der Sepsis-
Symptomatik einen relativ langen Zeitraum und simulieren am ehesten die Situation septi-
scher Patienten, die als Folge eines chirurgischen Eingriffs erkranken (Remick und Ward,
2005). Dabei imitiert das CASP-Modell eher den klinischen Verlauf einer diffusen Peritonitis
und der sich langsam daraus entwickelnden systemischen Inflammationsreaktion als das CLP-
Modell, welches eher eine Simulation eines intraabdominellen Abzesses mit ldnger anhalten-
der und milderer Inflammation darstellt (Maier et al., 2004). Neben der langen Versuchszeit
weisen beide Modelle noch andere Nachteile auf. Ein Teil der Entziindung wird durch den
stark traumatisierenden Eingriff zur Sepsisinduktion selbst und somit unabhéngig von der
bakteriellen Belastung verursacht. Zudem sind die Modelle schwer standardisierbar, da das
AusmalB der fikalen Kontamination der Peritonealh6hle und somit die bakterielle Belastung
nicht addquat kontrollierbar sind. Hinzu kommt, dass die Art der freigesetzten, die Sepsis aus-
16senden Keime schwer zu definieren ist (Wichterman et al., 1980; Freise et al., 2001). Kleine
Unterschiede in Gr6Be und Anzahl der Perforationen sowie die Menge der Fliissigkeitszufuhr
fiihren zu unterschiedlichen klinischen Auspriagungen, einem differierenden zeitlichen Ver-
lauf und einer verinderten 24-Stunden-Uberlebensrate (Wichterman, 1980; Freise et al., 2001;
Otero-Antdn et al., 2001). Aus all diesen Nachteilen ldsst sich schlussfolgern, dass die anhand
dieser Modelle gewonnenen Ergebnisse bedingt reproduzierbar sind und sich schlecht verein-

heitlichen lassen (Fink und Heard, 1990).

Die intraperitoneale oder intravasale Bolusinjektion mit einer definierten Menge an
Lipopolysaccharid (LPS) ist das einfachste und am weitesten verbreitete nichtinfektiose
Tiermodell der Sepsis (Eipel et al., 2004; Horner et al., 2004; Klintman et al., 2004; Masaki et
al., 2005). Dieses Modell, welches eine letale Endotoxindmie darstellt, reproduziert viele Cha-
rakteristika einer gram-negativen Sepsis und garantiert eine hohe Standardisierung (Freise et

al., 2001; Wang et al., 2001). Bakterielle Endotoxine wie LPS induzieren, vermittelt durch das
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angeborene Immunsystem, eine hochgradig inflammatorische sowie prokoagulatorische Im-
munantwort, welche bis zu einem letalen septischen Schock der Versuchstiere fithren kann.
Aus einer Vielzahl préklinischer Studien geht hervor, dass aus einer Hemmung des
Endotoxins in experimentellen Tiermodellen ein Uberlebensvorteil resultiert (Opal und
Glick, 2003). In klinischen Studien konnten zudem Endotoxine im systemischen Kreislauf
von septischen Patienten nachgewiesen werden (Opal und Gliick, 2003). Da die Wachstums-
kinetik und die Zerstérung von Bakterien mittels des Immunsystem durch das LPS-Modell
nicht erfasst werden, wird in Frage gestellt, ob dieses Modell die klinische Situation einer

humanen Sepsis ausreichend imitiert (Remick und Ward, 2005).

Die Entwicklung einer Leberfunktionsstérung und eines akuten Leberversagens sind eine we-
sentliche Ursache der hohen Morbiditdt und Mortalitdt von Patienten mit einer gram-
negativen Sepsis (Baue, 1994; Livingston und Deitch, 1995). Dieser Tatsache Rechnung tra-
gend wurde den Versuchstieren in dieser Arbeit zur Simulation eines akuten septischen Le-
berversagens neben dem Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) zusétzlich der Aminozucker D-
Galaktosamin (D-GalN) injiziert. (Galanos et al., 1979). Es ist bekannt, dass Nagetiere eine
im Verleich zum Menschen um tiber das 1000-fache geringere Empfindlichkeit gegeniiber
LPS aufweisen (Leist et al., 1995). Galaktosamin, welches ausschlielich in der Leber
metabolisiert wird und dort eine selektive Depletion von Uridinnukleotiden sowie einen
Transkriptions- und Translationsblock verursacht, fithrt nach Applikation zu einer gesteiger-
ten Empfindlichkeit der Versuchstiere gegeniiber LPS (Galanos et al., 1979; Leist et al.,1995).
Die hepatotoxische Wirkung von Galaktosamin ist seit Jahrzehnten bekannt (Keppler et al.,
1968). Zu Studienzwecken wurde es unter anderem zur Induktion einer Hepatitis bei Ratten
(Keppler et al., 1968) und Hunden (Patzer et al., 2002) angewandt. Die Galaktosamin-
induzierte Hepatitis dient auch gegenwirtig als Modell der Erforschung neuer potentieller

Arzneistoffe fiir dieses Krankheitsbild (Han et al., 2006).

Neben der chemischen Induktion eines Leberschadens existieren zudem Tiermodelle, die das
akute Leberversagen durch chirurgische Eingriffe, zugefligte Traumata oder einen Ischédmie-
Reperfusionschaden einleiten. Die Induktion des akuten Leberversagens unter Verwendung
von chemischen Reagenzien nimmt dabei die bedeutendste Stellung ein (Newsome et al.,
2000). Neben Galactosamin (Galanos et al., 1979) werden hierbei auch andere hepatotoxische
Substanzen, wie Tetrachlorkohlenstoff (Slater, 1984), Thioacetamid (Mehendale, 2005), Nit-
rosamine (Sutherland et al., 1977), Acetaminophen bzw. Paracetamol (Walker et al.,1985)
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sowie halogene Anésthetika (You et al., 2006) verwendet. Unter den hier genannten Substan-
zen ist Acetaminophen wohl die bekannteste und meist verwendete fiir das Modell des akuten
Leberversagens. Als Vorteil kann gewertet werden, dass der Wirkstoff als Ursache vieler kli-
nischer Leberversagen bekannt ist und zudem ein wirksames Antidot (N-Acetylcystein) exis-
tiert. Dagegen stellen die Schwierigkeiten in der Reproduzierbarkeit und die extrahepatische
Toxizitdt von Acetaminophen die Nachteile dieses Modells dar (Newsome et al., 2000). Das
ideale Tiermodell des akuten Leberversagens, welches reversibel, reproduzierbar, tétlich, tiber
ein therapeutisches Fenster verfiigend, tibersichtlich und hinsichtlich der Anwendung risiko-
arm sein miisste (Terblanche und Hickman, 1991), ist bis heute weit von einer Realisierung

entfernt (Newsome et al., 2000).

Keines der hier diskutierten Modelle ist in der Lage, die vollstindige Komplexitit einer Sep-
sis mit begleitendem akuten Leberversagen widerzuspiegeln, so dass durch sie immer nur ein
kleiner Ausschnitt der Pathogenese betrachtet werden kann (Marshall et al., 2005). Allein die
speziesspezifischen Unterschiede in den anatomischen Verhéltnissen und metabolischen Ab-
ldufen erschweren die Ubertragung von Studien an Tiermodellen auf den Menschen. Zudem
wird selten beriicksichtigt, dass septische Patienten oft ein hohes Alter und viele
Komorbidititen aufweisen. Zusitzlich dazu fithren die auf den Intensivstationen angewandten
Therapien, wie Volumensubstutition oder Beatmung, zu einer sehr beschriankten Moglichkeit,
die in Tierexperimenten erfolgversprechenden Therapieoptionen direkt auf den Menschen zu

iibertragen (Esmon et al., 2004; Rittirsch et al., 2007).

In der vorliegenden Studie wurde eine Kombination aus Galaktosamin und Lipopolysaccharid
zur Induktion des akuten septischen Leberversagens verwendet. Dieses Modell ist fiir Analy-
sen der Mikrozirkulation besonders geeignet, da in ihm die pathophysiologischen Vorginge
und Verdnderungen, wie die Inflammation, das Perfusionsversagen sowie die Apoptose und
Nekrose, deutlich ausgepriagt sind (Qiu et al., 2006; Eipel et al., 2007). Obwohl die sehr
schwere und sehr schnell eintretende Leberschiddigung es unmoglich macht, das Zeitfenster
fiir die Untersuchungen zu verldangern, werten Eigenschaften wie die gute Reproduzierbarkeit,

die hepatoselektive Toxizitdt sowie ein geringes Risiko in der Anwendung dieses Modell auf.

Die zur Durchfiihrung dieser Studie verwendeten C57BL/6]J Méuse entstammen dem am wei-
testen verbreiteten Stamm, welcher zu Versuchszwecken geziichtet wird. Méuse dieses

Stammes wurden fiir experimentelle Studien in der Krebsforschung (Berkelhammer et al.,
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1982), der Hamatologie (Lebeau et al., 2002), der Neurologie (Sundstrom et al., 1990), der
Endokrinologie (Schreyer et al., 1998), der Infektiologie und Immunologie (Cohen et al.,
1995; Blier und Bothwell, 1988) und zur Entwicklung von Impfstoffen (Vladoianu und
Dubino, 1975) verwendet. C57BL/6J-Miuse sind als Versuchstiere im Modell des akuten
Leberversagens sehr verbreitet (Galanos et al., 1979; Leist et al., 1995; Angermiiller et al.
1998; Endo et al., 1999; Tapalanga et al., 2002; Le Minh et al., 2007; Eipel et al., 2007). Die
in dieser Arbeit angewandten Dosen von D-GalN/LPS wurden wie in den eben genannten

Studien gewihlt.

Mit dem Wissen, dass die Versuchstiere zwischen der sechsten und achten Stunde nach D-
GalN/LPS-Exposition versterben (Endo et al., 1999; Le Minh et al., 2007; Eipel et al., 2007),
wurden die Untersuchungen fiinfeinhalb Stunden nach Induktion des akuten Leberversagens
begonnen. Dieser Zeitpunkt ermoglicht es, deutliche pathophysiologische Verdnderungen in
den Versuchstieren vorzufinden und zeitgleich einen unerwarteten Tod der Tiere wéhrend der

Experimente weitestgehend zu vermeiden.

5.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

Die Intravitalmikroskopie stellt eine der Hauptuntersuchungstechniken dieser Studie dar. Die-
ses Verfahren ist fiir die Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation besonders geeignet
und wurde zur Analyse von pathologischen Verdanderungen bei einer Reihe von Erkrankungen

haufig angewendet (Lehr et al., 1999).

Bereits vor der Ara der Intravitalmikroskopie wurde versucht, die mikrovaskulire Struktur der
Leber zu portraitieren, was allerdings auf die Auswertung von histologischen Préparaten be-
schriankt blieb (Menger et al., 1991). Diese Aufgabe wurde mit Blick auf die Analyse von
pathologischen Prozessen noch schwieriger, da hierbei die Kinetik der pathophysiologischen
Vorginge von entscheidender Bedeutung ist. Im Laufe der Zeit wurden zur Beurteilung der
hepatischen Mkrozirkulation verschiedenste Methoden vorgeschlagen, unter anderem die Au-
toradiographie (Grisham, 1962), '**Xe- (Bolmsjo et al., 1983) und H,-Auswaschungen
(Koeppel et al., 1997), die Thermodiffusion (Klar et al., 1996), die Flussmessung mittels La-
ser-Doppler-Verfahren (Arvidsson et al., 1988; Vollmar et al., 1994a) sowie die Partial-
druckmessung des Gewebssauerstoffes (Vollmar et al., 1992; Crerar-Gilbert et al., 2002;
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Knudson et al., 2003). Die Intravitalmikroskopie bietet gegeniiber den zuvor genannten Me-
thoden den grofen und entscheidenden Vorteil, dass sie das hepatische mikrovaskuldre
Strombett direkt visualisieren kann (Menger et al, 1991). Mit Hilfe der in vivo
Floureszenzmikroskopie lassen sich, im Kontrast zu den ex vivo Analysen, physiologische
sowie pathophysiologische Prozesse direkt im lebenden Organismus darstellen und somit die

Zellen in ihrem physiologischen Milieu beobachten (Vollmar und Menger, 2009).

Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts wurde die Intravitalmikroskopie zur Analyse der nutritiven
Perfusion und von Zell-Zell-Interaktionen angewendet. Als mittlerweile weitbekannte Unter-
suchungstechnik erlebte sie jedoch erst in den vergangen beiden Jahrzehnten den Durchbruch
in der Wissenschaft (Vollmar und Menger, 1998). Die Intravitalmikroskopie stellt fiir die
Foschung ein attraktives Mittel zur Analyse und Beurteilung von mikrovaskuldren, zelluldren
und molekularen Pathomechanismen der verschiedensten Krankheiten dar (Menger et al.,
1999). So fand sie Anwendung in Studien der Inflammation (Smedegard et al., 1985), zur
Analyse von fibrotischen und zirrhotischen Prozessen (Vollmar et al., 1997b; Nakata et al.,
2002), der Angiogenese (Menger et al., 1990), der Pathogenese der Arteriosklerose (Eriksson
et al., 2001; Siegel-Axel et al., 2006) und mikrovaskuldrer Thrombosen (Renné et al., 2006;
Sorg et al., 2007), der Tumorgenese (Tozer et al. 2001; Klenke et al., 2005; Kollmar et al.,
2007) sowie des Diabetes (Lindenblatt et al., 2006; Scalia et al., 2007). Weiterhin diente die
Intravitalmikroskopie als Technik fiir die Untersuchung pathophysiologischer Mechanismen
bei Ischimie/Reperfusion (Khandoga et al., 2003; Schoen et al., 2007), nach Transplantation
(Jain et al., 2004; Preissler et al., 2006) und Trauma (Langer et al., 2005; Amon et al., 2006).
Neben Méusen (Rappaport, 1977; Le Minh et al., 2007; Eipel et al., 2007) dienten auch Rat-
ten und Hamster (Menger et al., 1991; Vollmar et al., 1994; Cantré et al, 2008), Kaninchen
(McCuskey, 1966; Eichhorn et al., 2002; Riicker et al., 2005) sowie Hunde und Affen (Bloch,
1955; Habazettl et al., 1994) als Versuchstiere fiir diese Experimente.

In den 30iger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde die erste intravitale Mikroskopie
mittels Trans-Illumination beschrieben, die die bisherige Epi-Illuminationstechnik abloste und
nun lebende Strukturen fiir mikroskopische Studien sichtbar machte (Menger et al., 1991). Bei
Verwendung der Transilluminationstechnik ist das einsehbare Areal stark limitiert, da sie eine
sehr diinne Gewebsdicke vorraussetzt, so dass sogar bei Nagetieren, trotz ihrer im Vergleich
geringen Leberkapseldicke, nur der Leberrand untersucht werden kann. Aus diesem Grund

konnen mit dieser Technik pro Versuchstier nur wenige Leberazini pro Versuchstier unter-
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sucht werden. Zudem ist die Perfusion im Leberrandbereich bereits unter Normalbedingungen
eingeschriankt, was die Aussagekraft der gefundenen Ergebnisse beschrinkt (Eguchi et al.,
1991). Mit Einfithrung der Epi-Illuminationstechnik und Fluoreszenzfarbstoffen machte die
Intravitalmikroskopie als Untersuchungsmethode einen grofen methodischen Fortschritt
(Lehr et al., 1999). Diese Methode ermoglichte die Darstellung gro3erer und zentraler gelege-
ner Leberareale und deren quantitative Auswertung (Menger et al., 1991). Sinusoide und
postsinusoidale Venolen, die parallel zur Leberoberfliche verlaufen, konnen mittels
Intravitalmikroskopie visualisiert werden und nach der Analyse Informationen sowohl iiber
die hepatische Mikrozirkulation als auch {iber zelluldre Mechanismen liefern. Dazu zéhlen
unter anderem die sinusoidale Perfusionsrate, die Sinusoidweite, mikrovaskulire
Leukozytenzahlen und Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen sowie die Phagozytoseaktivitéit
von Kupffer-Stern-Zellen (Menger et al., 1991; Vollmar et al., 1996a). Die Besonderheit der
Intravitalmikroskopie, pathologische Prozesse in ihrer Dynamik in situ und in Echtzeit visua-
lisieren zu konnen, wurde besonders fiir Studien der hepatischen Mikrozirkulation genutzt.
Hier konnen Arbeiten zur Endotoxindmie (Vollmar et a., 1993a), zur Ischdmie/Reperfusion
(Vollmar et al., 1994a), zum hdmorrhagischen Schock und zur Sepsis (Vollmar, 1995), zum
extrahepatischen Gallenwegsverschluss (Koeppel et al., 1997), zur Zirrhose (Vollmar et al.,
1998), zur Leberregeneration (Cantré et al., 2008; Abshagen et al., 2006) sowie zum akuten
septischen Leberversagen ( Le Minh et al., 2006; Slotta et al., 2006; Eipel et al., 2007) bei-
spielhaft aufgezdhlt werden. Damit stellt die auch in dieser Arbeit verwendete
Intravitalmikroskopie eine wirkungsvolle und gut etablierte Untersuchungsmethode zur Ana-

lyse der hepatischen Mikrozirkulation dar Vollmar und Menger, 2009).

Da die Anisthesie und operative Prozedur unvermeidliche Effekte auf die Himodynamik und
Leberintegritdt haben (Thompson et al., 2002), wurden alle Versuchstiere strikt auf die glei-
che Art und Weise prapariert, um Unterschiede zu minimieren. Die Zuordnung der Tiere zu

den einzelnen Gruppen innerhalb desselben genetischen Hintergrundes erfolgte zufillig.

Die adiiquate Perfusion ist eine entscheidende Grundvorraussetzung fiir das Uberleben von
Gewebe sowie die Aufrechterhaltung dessen Funktion (Riicker et al., 1998). Die Untersu-
chung der Mikrozirkulation, in diesem Fall der sinusoidalen Perfusion, stellt einen
entscheidenen Teil der Analyse von pathologischen Prozessen innerhalb der Entwicklung
eines akuten Leberversagens dar. In dieser Studie wurde die Analyse der hepatischen

sinusoidalen Perfusion mittel intravendser Applikation von Natriumfluoreszein ermoglicht. In
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diesem Verfahren bilden die ungefarbten Erythrozyten im Mikrovaskularraum den Negativ-
kontrast zu den in den Hepatozyten befindlichem Fluoreszenzfarbstoff (Vollmar et al.,
1994a). Die sinusoidale Perfusion ist anfillig fiir verschiedene Storeinfliisse, die wihrend des
Experiments unvermeidlich auftreten. Jedoch kann die Aussagekraft des ermittelten Parame-
ters mit einer sinusoidalen Perfusion von um die 98 % in den Kontrollgruppen unterstrichen
und als standardisierte Analyse der hepatischen Mikrozirkulation angesehen werden (Menger

etal., 1991).

Die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten spielen eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des akuten Leberversagens (Vollmar et al., 1994b; Jaeschke und Smith, 1997;
Eipel et al.,, 2004; Li et al., 2004; Jaeschke und Hasegawa, 2006). Die intrahepatische
Leukozytenakkumulation sowie die Leukozyten-Endothellzell-Interaktion wurden in vivo
untersucht und durch histochemische Analysen vervollstindigt. Die intravendse Applikation
von Rhodamin 6G ermoglichte die in vivo-Farbung der Leukozyten und damit die
intravitalmikrospopische Analyse ihrer Anzahl sowie ihrer schrittweisen Interaktionen mit

dem hepatischen mikrovaskulidren Endothel (Vollmar et al., 1994b).

Der apoptotische Zelltod nimmt in der Pathogenese der Sepsis und des damit assoziiertem
Organversagen eine grof3e, wenn nicht entscheidende Rolle ein (Power et al., 2002). Demzu-
folge wurde in dieser Studie die Bedeutung der Apoptose bei der Entwicklung des akuten
septischen Leberversagens untersucht. Die Analyse durch Bestimmung der cleaved Caspase-
3, Procaspase-8 sowie cleaved Caspase-9 erfolgte immunhistochemisch sowie mittels Wes-

tern Blot Analyse.

Einer anderen Art des Zelltods, der Nekrose, wurde lange die Hauptrolle in der Entwicklung
des akuten Leberversagens zugeschrieben. In letzter Zeit erscheint die Nekrose jedoch mehr
in der Begleiterrolle einer Apoptose, wobei auch ein zeitweise gemeinsamer Signaliibertra-
gungsweg diskutiert wird (Jaeschke et al., 2004). Unter bestimmten Bedingungen konnen
Charakeristika sowohl der Nekrose als auch der Apoptose in einer Zelle auftreten (Ghavami et
al., 2005). Als MaB fiir die nekrotische Zellschiddigung, die unter anderem mit einer
Membranschéddigung einhergeht, wurden die Plasmaaktivitdten der Alanin-Aminotransferase
(ALT), der Aspartat-Aminotransferase (AST) sowie der Glutamatdehydrogenase (GLDH)
ermittelt. Bei einer Leberzellschdadigung sind die Aktivitdten der Transaminasen erhoht, wo-

bei die Hohe des Enzymanstiegs mit dem Ausmal} der Leberzellschdadigung korreliert. ALT
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ist ausschlieBlich im Zytosol der Zellen vorhanden. Eine erhohte Aktivitit zytoplasmatischer
Enzyme sind Folge einer Anoxie-bedingten Freisetzung, die neben dem Zelltod auch nach
reversiblen Zellschddigungen auftreten kann (Nishimura et al., 1986; Kamiike et al., 1989).
Durch die Bestimmung der Plasmaaktivitdt der ALT kann eine akute Zellschiddigung der Le-
ber nachgewiesen werden. Dagegen ist die AST sowohl im Zytosol als auch in den Mito-
chondrien der Zellen vorhanden. Bei einer schwergradig gestorten hepatozelluldren Integritét,
wie z.B. der Zellnekrose, sind neben zytoplasmatischen auch mitochondriale Enzyme im
Plasma erhoht nachweisbar. Somit kann durch die Bestimmung der plasmatischen Aktivitit
der AST das Ausmal} der hepatischen Nekrose und der Leberzellschdadigung beurteilt werden.
Die GLDH ist weitestgehend leberspezifisch, wobei sich das Enzym bei Hepatozyten aus-
schlieBlich in den Mitochondrien befindet. Eine Erhohung der plasmatischen Aktivitdt der

GLDH lasst auf eine schwere Leberzellschiadigung mit Leberzelluntergang schlieBen.

Um das Ausmal} der Inflammation in den Versuchstieren abschitzen zu konnen, wurde die
Konzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-6 im Plasma bestimmt. Dieses Zytokin
ist Teil der inflammatorischen Kaskade wihrend der Sepsis und fiihrt neben der Aktivierung
der Neutrophilen, Lymphozyten und Endothelzellen auch zur Induktion von Prostaglandinen
(Cohen, 2002). Des Weiteren wurde der plasmatische Gehalt an Malondialdyd bestimmt, wel-
ches als Indikator fiir oxidativen Stress im Organismus gilt (Thérond et al., 2000; Alonso de

Vega et al., 2002).

Ein alternatives Verfahren zur Beurteilung des AusmaBes der Inflammation wire unter ande-
rem die Bestimmung des Myeloperoxidase-Gehalts im Lebergewebe. Dieses Enzym wird aus
neutrophilen Granulozyten freigesetzt und kann daher als Parameter flir die Gewebeinfiltrati-
on und Aktivierung von Neutrophilen herangezogen werden (He et al., 2007; Laschke et al.,
2007). Des Weiteren kann zur Erfassung der Intensitdt der Inflammationsreaktion eine Be-
stimmung der Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) oder des
Stickoxids (NO) durchgefiihrt werden, welche beide im Verlauf einer Inflammation erhoht

nachweisbar sind (Escames et al., 2006).

Alternative Messmethoden zur Bestimmung des oxidativen Stresses in den Zellen im Ver-
gleich zur Erfassung von MDA wiren etwa auch die direkte Quantifizierung durch die Elekt-
ronen-Spin-Resonanz sowie weitere indirekte Methoden, wie die Bestimmung von Antioxi-

dantien oder der totalen antioxidativen Kapazitit. Des Weiteren stellen die Analysen von oxi-
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dierten ,,Biomarkern* wie 4-Hydroxynonenal, Isoprostan und oxidiertem LDL sowie die
gaschromatographische Bewertung von DNA-Schédigungen Methoden zur Beurteilung des
zellularen oxidativen Stress dar (Thérond et al., 2000), wobei alle im Hinblick auf die Sensiti-
vitdt, Spezifitdt und das Zeitfenster der Analyse unterschiedliche Limitierungen aufweisen
(Pincemail et al., 1996). Aufgrung der guten Handhabbarkeit und der lokalen Verfligbarkeit
erfolgte bei der vorliegenden Arbeit die Bestimmung des plasmatischen Gehalts an
Malondialdyd als Lipidperoxidationsprodukt und Mal} des oxidativen Stress und IL-6 als pro-

inflammatorisches Zytokin.

Ziel der Studie war es den Einfluss einer Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 auf ver-
schiedene pathophysiologische Vorgénge innerhalb des akuten septischen Leberversagens zu
analysieren. Da das Genprodukt von ATP8 einen Teil der ATP-Synthase, eines Enzyms der
Atmungskette, darstellt (Anderson et al., 1981), ldsst sich eine Beeinflussung des Energie-
stoffwechsels durch diese Genmutation vermuten. Da aktuelle Studien besagen, dass ein ge-
storter Energiestoffwechsel als Folge einer mitochondrialen Dysfunktion einen wichtigen
Faktor im sepsisinduziertem Organversagen darstellt (Brealey et al., 2002; Brealey et al.,
2004), ist die Analyse des hepatischen Energiestatus in dieser Arbeit von groflem Interesse.
Zur Beurteilung des metabolischen Energiestatus wurde der Gehalt an den verschiedenen
energiereichen Phosphaten (AMP, ADP und ATP) im Lebergewebe der Versuchstiere mittels
ATP-Assays bestimmt (Minor et al., 2001) und in Beziehung zueinander gesetzt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Das akute septische Leberversagen

Bei einer Sepsis kommt es im Organismus zur Aktivierung einer komplexen immuno-
inflammatorischen Kaskade, wihrend der Mechanismen der Entziindung, der Gerinnungsak-
tivierung, der Endotheldysfunktion sowie Mikrozirkulationsschiddigungen in Wechselwirkung
miteinander treten. Bei der Modulation der inflammatorischen Antwort auf infektiose Stimuli
kommt der Leber eine wichtige Funktion zu, obwohl die genaue Pathogenese der Leberdys-
funktion im septischen Umfeld noch nicht vollstandig geklért ist (Weber et al., 2004). In einer
Sepsis stellt die Leber nicht nur ein passives Ziel dar. Sie spielt auch eine aktive Rolle in der

septischen Pathogenese sowie in der Regulation der resultierenden Abwehrreaktion
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(Matuschak et al., 2001). Die Aktivierung des systemischen Inflammationssyndroms (SIRS)
erfolgt zundchst durch die Aktivierung der Kupffer-Stern-Zellen, welche wiederum die hepa-
tischen Endothelzellen aktivieren und zu einem Anstieg der intrahepatischen Akkumulation
von aktivierten Leukozyten entscheidend beitragen. Die aktivierten Endothelzellen priasentie-
ren nun verschiedene Adhdsionsmolekiile, z.B. E- und P-Selektin, welche die jeweiligen Re-
zeptoren auf der Oberfldche der aktivierten Leukozyten binden, woraus die endotheliale
Leukozy-tenadhidsion resultiert. Fiir die Schadigung des Lebergewebes sind vor allem die
Akkumulation und die Transmigration von aktivierten Leukozyten in das Leberparenchym
verantwortlich (Jaeschke et al., 1996). Die innerhalb des Lebergewebes aktivierten Leukozy-
ten haben die lokale und systemische Freisetzung einer Kaskade verschiedener Zytokine
(TNF-a, IL-1, IL-6 etc.) zur Folge. Neben diesen Substanzen sorgen auch die freigesetzten
Mediatoren Stickstoffmonoxid (NO) sowie die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiir eine
eingeschrinkte nutritive Perfusion, ein verringertes Sauerstoffangebot sowie eine verminderte
Sauerstoffaufnahme, woraus ein gestorter intrazellularer Sauerstoffmetabolismus resultiert.
Am Ende dieser Aufeinanderfolge von pathophysiologischen Vorgéngen stehen der Zelltod

und unter Umsténden das akute Leberversagen.

Beim akuten Leberversagen spielen proinflammatorische Zytokine eine kritische Rolle so-
wohl fiir das Auslosen als auch fiir das weitere Fortfahren der sehr komplexen und teilweise
sich tiberlappenden pathologischen Prozesse. Eine systemische Inflammationsreaktion, die
wihrend eines akuten Leberversagens auftritt, ist am Voranschreiten der hepatischen Enze-
phalopathie beteiligt, was eine geringere Chance auf eine Transplantation zu Folge hat und zu
einer schlechteren Prognose fiihrt (Rolando et al., 2000). In dieser Studie wurde das Zytokin
IL-6 untersucht, welches neben TNF-a eine zentrale Rolle fiir endotoxininduzierte Krankhei-
ten einnimmt und in der experimentellen sowie klinischen Forschung bereits hiufig Gegen-
stand von Untersuchungen war (Ulich et al., 1989). In der vorliegenden Studie konnte nach
Induktion des akuten Leberversagens ein massiver Anstieg der IL-6-Plasmakonzentration
festgestellt werden, was fiir die Ausbildung einer massiven Inflammationsreaktion in den

Versuchstieren spricht.

Neben den hohen Zytokinkonzentrationen fiihrt eine D-GalN/LPS-Exposition zudem zu einer
erhohten intrahepatischen Akkumulation von Leukozyten, wie es in dieser Studie die Ergeb-
nisse zum Leukozyten-,,Rolling” und zur —stase sowie die histochemisch nachgewiesene An-

hiufung dieser Blutzellen im Leberparenchym zeigte. Es ist bekannt, dass Leukozyten eine
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grofle Bedeutung fiir die Pathogenese des akuten Leberversagens haben (Vollmar et al.,
1993a; Vollmar et al.,, 1994b; Vollmar et al., 1995a; Jaeschke et al., 1996; Jaeschke und
Smith, 1997; Jaeschke und Hasegawa, 2006). Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion ist ein
Prozess, der schrittweise ablduft (Li et al., 2004). Am Anfang steht eine voriibergehende In-
teraktion der Zellen, die sich im ,,Rolling” der Leukozyten an der GefiBBwand ausdriickt.
Durch die Uberexpression von Oberflichenmolekiilen und die Freisetzung von chemotakti-
schen Stimuli kommt es zu einer dauerhaften Adhirenz und Transmigraton in das Leberpa-
renchym mit anschlieBender Gewebsschidigung. Das Leukozytenrolling und die Leukozy-
tenadhésion sind stark von der Existenz spezifischer Oberflichenmolekiile abingig, deren
Auspriagung durch proinflammatorische Zytokine, vor allem TNF-a, induziert wird (Mackey
et al., 1993; Bajt et al., 2001; Wolf et al., 2001). Die Ausbildung der Leukozytenstase in den
hepatischen Sinusoiden scheint dagegen mehr von mechanischen Aspekten als von spezifi-
schen Adhisionsmechanismen abzuhidngen. So behindern geschwollene Endothel- und
Kupffer-Stern-Zellen, die Vasokonstriktion der Sinusoide sowie eine eingeschrinkte Ver-
formbarkeit der Leukozyten deren Passage durch das MikrogefiaBsystem (Jaeschke und Smith,
1997; Jaeschke und Hasegawa, 2006). Im Zusammenhang damit zeigte eine Studie im Ischi-
mie/Reperfusions-Modell, dass eine sinusoidale Leukozytenstase nicht zwangslidufig in ein
Perfusionsversagen miinden muss (Vollmar et al., 1996a). Therapeutische Strategien, welche
die Intensitdt der Leukozytenaktivierung sowie Akkumulation im Lebergewebe reduzieren,
ohne dabei eine Lahmung der Abwehrkrifte des Organismus auszuldsen, werden als idealer
Ansatz bei der Privention sowie beim Management des Leukozyten-induzierten akuten Le-
berversagens angesehen (Jaeschke und Hasegawa, 2006). In der vorliegenden Studie zeigten
alle Versuchstiere nach D-GalN/LPS-Exposition einen deutlichen Anstieg des
Leukozytenrolling und der Leukozytenadhision sowie eine deutliche Zunahme der Infiltration

im Leberparenchym, was fiir die Ausbildung eines akuten septischen Leberversagens spricht.

Ein weiterer wichtiger Pathomechanismus des akuten septischen Leberversagens ist die Sto-
rung der hepatischen Mikrozirkulation. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden,
dass sechs Stunden nach D-GalN/LPS-Applikation ein schweres sinusoidales Perfusionsver-
sagen bei den Versuchstieren vorlag. Die Aufgabe der Mikrozirkulation ist es, die von den
Zellen benotigte Sauerstoffzufuhr fiir den gesamten Organismus sicherzustellen (Bateman et
al., 2003). Die Perfusion des mikrovaskuldren Netzwerkes wird durch ein komplexes Zusam-
menspiel von neuroendokrinen, parakrinen und mechanosensorischen Signalwegen reguliert

(Ince, 2005). Ursachen fiir das Mikrozirkulationsversagen innerhalb eines inflammatorischen
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Reaktionssyndroms sind die reduzierte Verformbarkeit der roten Blutkorperchen mit folgend
gestiegener Blutviskositit, der Anstieg der aktivierten Neutrophilen in Folge der vermehrten
Priasentation von Adhédsionsmolekiilen, die Aktivierung der Gerinnungskaskade mit
Fibrinablagerungen und der Ausbildung von Mikrothromben sowie die Dysfunktion von vas-
kuldren autoregulatorischen Mechanismen (Spronk et al., 2004). Das Perfusionsversagen fiihrt
anschlieBend zur Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff, welches eine tragende Rolle
in der Pathophysiologie der Sepsis und des septischen Multiorganversagens einnimmt (Fink,

2002; Ince, 2005).

GrofBle Bedeutung beim Krankheitsgeschehen des akuten septischen Leberversagens wird dem
Zelltod im geschddigten Organismus zugesprochen. Der Zelltod ist hierbei nicht blof3 eine
unerwiinschte Folge wihrend einer Infektion, sondern stellt vielmehr einen kontrollierten und
modifizierbaren Prozess mit signifikantem Einfluss auf die Pathogenese von Krankheiten dar
(Fink und Cookson, 2005). Bei der Betrachtung des Zelltodes wurde in der Vergangenheit
grundsétzlich zwischen der Apoptose und der Nekrose unterschieden. Die Apoptose wird als
aktiver und programmierter Prozess des autonomen Abbaus von Zellen gesehen, der das Aus-
16sen einer Entziindungsreaktion vermeidet. Dagegen wird die Nekrose als passiver, uner-
wiinschter Zelltod beschrieben, der mit einer unkontrollierten Freisetzung von
inflammatorisch wirksamen Zellinhalten einhergeht (Lemasters, 1999; Jaeschke und
Lemasters, 2003). Neuste Erkenntnisse sprechen dafiir, dass beide Formen des Zelltodes héu-
fig die Konsequenz derselben Einwirkungen sowie Signaliibertragung sind (Lemasters, 1999).
Apoptose und Nekrose in ihrer reinen Form stellen die beiden Extreme des kontinuierlich
stattfindenden Zelltodes dar (Malhi et al., 2006). Eine sehr geringe Schadigung des Organis-
mus betrifft nur eine geringe Anzahl Zellorganellen, z.B. die Mitochondrien, wodurch eine
Erneuerung der geschédigten Organellen durch Autophagy initiiert wird und die Zelle iiber-
lebt (Rodriguez-Enriquez et al., 2006). Bei einer schwereren Schiadigung sind dagegen deut-
lich mehr Mitochondrien betroffen, was die Apoptose der Zelle zur Folge hat. Ist die Schadi-
gung der Zelle so massiv, dass die ATP-Produktion durch die Mitochondria zusammenbricht,
resultiert ein massiver Abfall der energiereichen Phosphate mit anschlieBender Nekrose der
Zelle (Exline und Crouser, 2008). Im akuten Leberversagen kann neben der Apoptose auch
die Nekrose der Hepatozyten beobachtet werden (Jaeschke et al., 2004). Es ist gesichert, dass
beide Formen des Zelltodes fiir die Pathophysiologie des akuten Leberversagens von Bedeu-
tung sind (Lemasters, 1999; Malhi et al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie be-
statigen diese Erkenntnisse. Die Induktion des akuten Leberversagens durch D-GalN/LPS-
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Injektion hatte einen signifikanten Anstieg apoptotischer Hepatozyten in den Versuchstieren
zur Folge. Des Weiteren konnte die zweite Hauptform des Zelltodes, die Nekrose, im gesché-
digten Lebergewebe nachgewiesen werden. Durch die gesteigerte Aktivitdt der Transamina-
sen und der Glutamatdehydrogenase, welche als Indikatoren fiir die hepatozelluldre Intigritét
dienen (Limdi und Hyde, 2003; Bauer et al., 2004), wurde indirekt ein hoher Anteil von nek-

rotischen Hepatozyten nachgewiesen.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Studie war der Anstieg des oxidativen Stresses nach
Induktion des akuten septischen Leberversagens. Unter den Bedingungen einer Sepsis kommt
es zur vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) (Schulze-Osthoff et
al., 1992; Gutterridge und Mitchell, 1999). ROS stellen einen Hauptfaktor bei der Induktion
der hepatozelluldren Apoptose innerhalb einer endotoxdmischen Leberschiddigung dar
(Lemasters, 1999), wobei sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Aktivierungsweg
dieser Form des Zelltodes gefordert werden (Carmody und Cotter, 2001). Zudem konnen
ROS als ,,second messenger* agieren und somit Einfluss auf die zelluldre Signaliibertragung
nehmen und zum Beispiel die Genexpression beeinflussen (Macdonald et al., 2003; Nathan,
2003). So ist das freie Radikal Peroxynitrit in der Lage, die Expression von verschiedenen
Proteinen, wie des intrazelluldren Adhisionsmolekiils-1, des P-Selektins sowie IL-8 und NF-
kB zu verstidrken und somit die proinflammatorischen Prozesse zu fordern (De Nigris et al.,
2003; Szabo, 2003). Durch diese und andere Mechanismen tragen ROS malgeblich zur Or-
ganschiadigung wihrend eines systemischen Inflammationssyndroms bei und reprisentieren
somit einen entscheidenen Faktor fiir die Auspriagung des klinischen Verlaufs der Sepsis und
fuir die Prognose der Patienten (Crimi et al., 2006). Ein erhohtes Niveau an
Lipidperoxidationsprodukten im Plasma wéhrend einer Sepsis geht mit einer erhdhten Inzi-
denz des Multiorganversagens sowie einer schlechteren Prognose einher (Ogilvie et al., 1991;
Goode et al., 1995). Patienten, die eine Sepsis iiberlebten, zeigten ein hoheres antioxidatives

Potential als diejenigen, die an der Erkrankung verstarben (Cowley et al, 1996).

Die Mitochondrien sind nicht nur Entstehungsort, sondern auch das Hauptangriffsziel von
ROS. Im Zustand des oxidativen Stress kommt es durch ROS zur Schidigung von
mitochondrialen Proteinen, die zu einer eingeschriankten Funktionsfihigkeit dieser Zellorga-
nellen fithren (Crouser et al., 2002; Kroemer et al., 2007). Der daraus resultierende gestorte
Energiemetabolismus der Zelle, der hauptsichlich in den Mitochondrien stattfindet, wird als

»cytopathic hypoxia® bezeichnet (Fink, 1997). Wihrend einer Sepsis konnte eine verminderte
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Aktivitdt der Atmungskette beobachet werden (Gellerich et al., 1999; Trumbeckaite et al.,
2001; Crouser et al., 2002; Gellerich et al., 2002). Zudem wurde bei septischen Tiermodellen
in verschiedenen Geweben ein erniedrigter ATP-Gehalt ermittelt (Mela et al., 1972; Llesuy et
al., 1994; Mizobata et al., 1995; Kantrow, 1997; Brealey et al., 2002). Auch in klinischen Stu-
dien mit septischen Patienten konnte in Muskelbiopsien ein verminderter Gehalt an ATP im
Gewebe nachgewiesen werden (Brealey et al., 2002; Fredriksson et al., 2006). In der vorlie-
genden Studie konnten Ergebnisse erzielt werden, die mit den zuvor genannten im Einklang
stehen. Bei Versuchstieren beider genetischer Hintergriinde kam es zu einem Abfall der ATP-
Konzentration im Lebergewebe nach Induktion des akuten septischen Leberversagens, wobei
dieser bei ATP8-Mutation deutlich geringer ausfiel. Da ein Einfluss des mitochondrialen
Gens ATPS8 auf den metabolischen Energiestatus wihrend des akuten septischen Leberversa-
gens in den ermittelten Ergebnissen deutlich sichtbar wurde, erfolgt dessen Diskussion geson-

dert im folgenden Abschnitt.

5.2.2 Die Bedeutung des mitochondrialen Gens ATP8 beim akuten septischen

Leberversagen

Mit der Entdeckung der mitochondrialen DNA in den 60iger Jahren des 19. Jahrhunderts er-
schloss sich der Medizin ein neues Forschungsfeld. Mit der Weiterentwicklung der techni-
schen Moglichkeiten gelang schlieBlich im Jahre 1981 die komplette Sequenzierung sowohl
der Maus- (Bibb et al., 1981) als auch der Human-mtDNA (Anderson et al., 1981). Alle 13
Proteine, die durch die mtDNA kodiert werden, stellen Schliisselkomponenten der Atmungs-
kette dar (Larsson und Luft, 1999). Das mitochondriale Gen ATP8 kodiert fiir die Struktur-
komponente A6L der ATP-Synthase (Anderson et al., 1981). Obwohl sich die Analyse der
Struktur dieses Enzyms durch moderne Technik, wie die Elektronenmikroskopie (Rubinstein
et al., 2003) weiterentwickeln konnte, ist bislang weder die genaue Lokalisation dieser Unter-
einheit noch die vollstindige Kldrung ihrer Funktion gelungen (Nijtman et al., 1995;
Devenish et al., 2008). Es wird vermutet, dass sich A6L im peripheren Stiel der ATP-
Synthase befindet (Stephens et al., 2000; Stephens et al., 2003) und dort zur Stabilisierung des
Enzyms wéhrend seiner Rotation beitrdgt (Bateson et al., 1999). In einer aktuellen Studie
konnte bei ATP8-mutierten Mdusen im Vergleich zu Wildtyptieren eine Beeintridchtigung
ihres neuroendokrinen Stoffwechsels sowie eine gesteigerte Angstlichkeit gezeigt werden

Gimsa et al., 2009). Die vorliegende Arbeit diente dazu, die Bedeutung des mitochondrialen
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Gens ATPS innerhalb des akuten septischen Leberversagens unter Verwendung eines Maus-
modells zu erdrtern.

Sowohl ATP8-kompetente als auch ATP8-mutierte Versuchstiere zeigten nach der Induktion
des akuten septischen Leberversagens eine deutlich ausgepréigte Inflammationsreaktion. Die
intravitalmikroskopischen Analysen zeigten bei Tieren beider genetischer Hintergriinde einen
etwa gleich starken Perfusionsabfall von bis zu 40% nach D-GalN/LPS-Applikation im
Verleich zu den jeweiligen Kontrolltieren. Die Ergebnisse des Leukozytenrollings und der
Leukozytenadhédrenz zeigten sich unabhéngig von der ATP8-Mutation. Die ermittelten Plas-
makonzentrationen des proinflammatorischen Zytokins IL-6 sowie die erfasste
Leukozyteninfiltration in das Lebergewebe fiihren ebenfalls zu dem Schluss, dass das Aus-

malR der induzierten Inflammationsreaktion in beiden Versuchsgruppen etwa gleich grof3 war.

Bei der Bestimmung der Lipidoxidation als Indikator fiir den auftretenden oxidativen Stress
konnte dagegen ein Einfluss des ATP8 Gens festgestellt werden. Die sechs Stunden nach der
Applikation von D-GaIN/LPS ermittelten Werte der ATP8-mutierten Tiere libertrafen die der
ATP8-kompetenten Tiere um ~ 60 %. Reaktive Sauerstoffradikale, die wiahrend einer Sepsis
im Organismus vermehrt gebildet werden (Schulze-Osthoff et al., 1992), tragen durch ihre
schiddigende Wirkung auf zelluldre Strukturen zur Pathogenese der Sepsis bei (Bayir und
Kargan, 2008). Die gesteigerte Produktion von ROS bei ATP8-mutierten Tieren konnte auf
das Fehlen der A6L-Untereinheit in der ATP-Synthase zuriickzufiithren sein. Es konnte ge-
zeigt werden, dass eine defekte Atmungskette die Produktion von ROS begiinstigt (Ozawa,
1997).

Die Mutation des ATP8 Gens zeigte bei der Analyse des hepatischen metabolischen Energie-
status der Versuchstiere einen klaren Einfluss auf die Ergebnisse. Einzig der Gesamtgehalt der
Adeninnukleotide fiel bei beiden Versuchsgruppen identisch aus. In Situationen eines massi-
ven Energiebedarfs vermindert sich durch die Hydrolyse der energiereichen Phosphate und
den enzymatischen Abbau von AMP der Adeninnukleotidpool (Crumm et al., 2008), was
auch unter den Bedingungen einer Sepsis nachgewiesen werden konnte (Illner und Shires,
1982). In beiden Versuchsgruppen der vorliegenden Studie konnte ein identischer Abfall des
Adeninnukloetidpools nach Induktion des akuten Leberversagens festgestellt werden. Die
auch in anderen Studien beobachtete ATP-Depletion unter septischen Bedingungen (Mela et
al., 1972; Llesuy et al., 1994; Mizobata et al., 1995; Kantrow, 1997; Brealey et al., 2002) war

bei ATP8-mutierten Tieren nur in abgeschwéchter Form sichtbar. Als universelle Energieein-
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heit ist ATP an allen Stoffwechselaktivititen des Organismus beteiligt. In der besonderen Si-
tuation einer Sepsis kommt es zu einer Hochregulation des Stoffwechsels, was zu einer erhoh-
ten Nachfrage an ATP fiihrt. Im Gegensatz zu den Wildtypméausen waren ATP8-defiziente
Mause in der Lage, ihre ATP-Reserven im Zustand einer Sepsis aufrechtzuerhalten. Da der
ATP-Gehalt allein nicht genug Aussagekraft iber den metabolischen Zustand der Zelle bietet,
wurde zusitzlich das ATP/ADP-Verhiltnis bestimmt, welches als Indikator fiir den zelluldren
Energiestatus verwendet werden kann (Brealey et al., 2004; Crumm et al., 2008). Im Idealzu-
stand herrscht in einer Zelle ein Energieiiberschuss, d.h. die ATP-Reserven sind gesittigt, so
dass das ATP/ADP-Verhiltnis einen hohen Wert aufweist. Im Zustand eines vermehrten
Energiebedarfs, z.B. wihrend einer Sepsis, werden die ATP-Reserven aufgebraucht und es
stellt sich ein Energiemangel ein, der durch ein niedrigeres ATP/ADP-Verhiltnis gekenn-
zeichnet ist. Interessanterweise weisen ATP8-mutierte Méduse im Ruhezustand einen signifi-
kant geringeres ATP/ADP-Verhiltnis als die Wildtypmiuse auf. Nach Applikation von D-
GalN/LPS, das heiflt nach Induktion eines energetischen Stresszustandes, kam es zu erstaun-
lich gegensitzlichen Reaktionen der Versuchstiere. Die Wildtypmiuse zeigten nun einen
deutlichen Abfall des ATP/ADP-Verhiltnisses im Vergleich zu den Kontrolltieren. Bei den
ATP8-mutierten Versuchstieren konnte dagegen eine klare Erhohung des ATP/ADP-
Verhiltnisses festgestellt werden, was eine Aufwertung des Energiestatus im Vergleich zu
den Kontrolltieren suggeriert. Um diesen auffilligen Ergebnissen weiter auf den Grund gehen
zu konnen, wurde die ,,mass action ratio® der Adenylatkinasereaktion bestimmt, welche ein
Mal fiir deren Aktivitdt darstellt. Die Adenylatkinase, welche ATP, ADP und AMP ineinan-
der umwandelt (ADP + ADP == ATP + AMP) ist in eukaryotischen Zellen sehr aktiv und
hilt die von ihr katalysierte Reaktion im Gleichgewicht (Hardie et al., 2001). Unter idealen
Bedingungen halten gesunde Zellen ein bestimmtes ATP/ADP-Verhiltnis aufrecht. In diesem
Fall arbeitet die Adenylatkinase von rechts nach links und hélt AMP niedrig.

ADP + ADP ——= AMP + ATP

Wenn ATPasen (ATP — ADP + P;) bedingt durch zelluldren Stress mehr ATP verbrauchen
als ATP-Synthasen produzieren konnen, fillt das ATP/ADP-Verhiltnis ab und die
Adenylatkinase arbeitet von links nach rechts und erzeugt AMP und ATP. Die in den Ergeb-
nissen deutlich gewordene immense Aktivititssteigerung der Adenylatkinase in ATPS-
mutierten Tieren nach Induktion des akuten Leberversagens spricht dafiir, dass die Substrate
das Reaktionsgleichgewicht verlassen (Crumm et al., 2008). Demgegeniiber zeigten die Wild-

typméuse nur einen geringen Anstieg in der Enzymaktivitét; die Reaktion kann leichter im
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Gleichgewicht gehalten werden. Eine gesteigerte Aktivitdt der Adenylatkinase spricht fiir ei-
nen vermehrten Anfall von ADP. Da im Lebergewebe nach Induktion des akuten Leberversa-
gens bei ATP8-Mutation aber im Vergleich zu Wildtyptieren geringe Konzentrationen von
ADP und hohe Konzentrationen von ATP gefunden wurden, muss hier eine gesteigerte Akti-
vitdt der Atmungskette mit vermehrter ATP-Synthese angenommen werden. Diese enorm
gesteigerte Aktivitdt der Atmungskette konnte auch als Ursache fiir die verhdltnismaBig hohe
Produktion von ROS und damit MDA-Bildung in Betracht gezogen werden, da diese als un-
vermeidbare Nebenprodukte wéhrend der ATP-Synthese entstehen (Muravchik und Levy,
2006). Es konnte gezeigt werden, dass die vom Gen ATP8 kodierte Untereinheit A6L der
ATP-Synthase einen deutlichen Einfluss auf den hepatischen metabolischen Energiezustand
wihrend eines akuten septischen Leberversagens ausiibt. Die Mutation des ATP8 Gens wirkt
sich im Ruhezustand der Zelle gering negativ auf den Energiezustand aus, kehrt sich unter
zelluldrem Stress allerdings in einen deutlichen Vorteil um. Die im Vergleich deutlich aktive-
re Adenylatkinase der ATP8-mutierten Tiere fithrt zu einem hoheren ATP/ADP-Verhiltnis
sowie zu hoheren ATP-Konzentrationen im Gewebe, also einem besseren energetischen Zu-
stand. Eine Erkldrung dafiir gestaltet sich sehr schwierig, da das Wissen iiber die Lokalisation

sowie Funktion der A6L Untereinheit der ATP-Synthase noch sehr beschriankt ist.

Defekte der ATP-Synthase sind zwar seltener als bei anderen Enzymen der Atmungskette zu
finden, erzeugen aber dafiir durch die gestorte ATP-Synthese in den Zellen und die gesteiger-
te Produktion an ROS sehr schwerwiegende Folgen (Houstek et al., 2006; Mayr et al., 2004).
Die ATP-Synthase besteht aus 14 kern- und zwei mitochondrialkodierten (ATP6 und ATP8)
Untereinheiten, die bei Defekten der zugehorigen DNA-Abschnitte zu Funktionsstérungen
des Enzyms fiihren. Genetisch verursachte Funktionsstorungen der ATP-Synthase lassen sich
in quantitative und qualitative Stérungen unterteilen. Quantitative Stérungen sind durch einen
verminderten Enzymgehalt in der Zelle charakterisiert. Die hierbei verantwortlichen Mutatio-
nen sind vermutlich nukledren Ursprungs und noch nicht sicher lokalisiert. Bei qualitativen
Defekten sind die Struktur sowie die Funktion des Enzyms beeintrachtigt (Houstek et al.,
2006). Der erste und mittlerweile gut erforschte qualitative Defekt der ATP-Synthase ist
durch eine Mutation des mitochondrialen ATP6 Gens verursacht (Holt et al., 1990). Hierbei
fiihrt die T8993G Mutation zu einem Austausch von Leu'*® und Arg, die als Konsequenz die
Ausbildung des NARP-Syndroms oder des Leigh Syndroms zur Folge hat (DiMauro und
Schon, 2001). Die erste ATP8-Genmutation bei einem Menschen wurde im Jahre 2008 von

Jonckheere et al. bei einem Patienten mit einer apikalen kardialen Hypertrophie und Neuropa-
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thie entdeckt. Bei der gefundenen Nonsensemutation konnte eine verminderte Aktivitdt der
ATP-Synthase beobachtet werden. Die Analysen zeigten einen verminderten Gehalt des En-
zyms neben einem gesteigerten Gehalt an ihren Untereinheiten. Daraus konnte eine Relevanz
der AL6 Untereinheit, welche von ATP8 kodiert wird, bei dem Zusammenbau des Enzyms
abgeleitet werden. Zusétzlich wurde eine direkte Auswirkung der Untereinheit AL6 auf die
Enzymaktivitdt vermutet (Jonckheere et al., 2008). Bereits bei Versuchen mit Hefe konnte fiir
die korrespondierende Untereinheit Y8 eine bedeutende Rolle bei der Aktivitdtsregulation der
ATP-Synthase aufgezeigt werden (Devenish et al., 2000). Die hydrophoben Aminosiduren im
Zentrum der transmembrandsen Doméne von Y8 sind essentiell fiir die Kopplung des Proto-
nentransports an die ATP-Synthese, wobei die Untereinheit Y8 wahrscheinlich bei der
Konformationsdnderung des Enzyms wihrend der Katalyse ithre Wirkung entfaltet (Devenish
et al., 2000). Diese Bedeutung der Untereinheit A6L bei der Regulation der Enzymaktivitit
konnte eine Erklarung fiir die Unterschiede im Energiestatus der Versuchstiere sein. Im Ruhe-
zustand weisen die ATP8-mutierten Mause einen eingeschrinkten Energiemetabolismus auf.
Im Zustand des zelluldren Stress nach Induktion des akuten Leberversagens kommt es zu ei-
ner im Vergleich zu Wildtypmausen gegensétzlichen Reaktion, die Regulation der ATP-

Synthase scheint massiv beeintréchtigt zu sein.

Die Forschungsgruppe um Singer et al. betrachtet die mitochondriale Dysfunktion innerhalb
einer Sepsis aus einem anderen Blickwinkel (Singer et al., 2004). Die Erkenntniss, dass viele
Organe innerhalb eines Multiorganversagens histologisch nahezu unauftillig waren und nur
eine minimale Rate an Apoptose und Nekrose zeigten (Hotchkiss et al., 1999), fiihrte zur
Vermutung, dass der Defekt eher einen funktionellen als strukturellen Charakter aufweisen
muss. Sie stellten die Hypothese auf, dass der Funktionsverlust von Organen unter diesen
Umsténden eine schiitzende MaBBnahme des Organismus darstellt. Durch das Herunterfahren
der mitochondrialen Aktivitdt und der daran gekoppelten ATP-Synthese wird ein in reduzier-
ter Form stattfindender Zellmetabolismus eingeleitet, der mit einem ,,Winterschlaf der Zelle*
verglichen werden konnte (Singer et al., 2004). Die nun in verminderter Form ablaufende
Atmungskette produziert weniger oxidativen Stress, der fiir die Mitochondrien sehr geféhrlich
ist, und ermoglicht der Zelle eine Erholungsphase, in der DNA-Reparaturen sowie eine
mitochondriale Biogenese stattfinden kénnen (Exline und Crouser, 2008). Da dieses Phidno-
men bei der ischdmischen Herzkrankheit bereits gut erforscht ist, scheint das Auftreten dieses
Mechanismus in der Pathophysiologie auch bei der Sepsis sehr plausibel (Brealey et al.,

2004). Fiir die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse wiirde das bedeuten, dass die gerin-
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gere ATP-Konzentration in den Wildtypmausen im Sinne eines Winterschlafs eine addquate
Reaktion auf die Schadigung darstellt. Die ATP-Synthese ist im Normalfall dem ATP-Bedarf
angepasst. Essentielle Prozesse der Zellhomoostase werden aufrechterhalten, andere, nicht
lebensnotwendige Prozesse hingegen heruntergefahren oder ganz eingestellt. Die durch diese
Art und Weise eingesparte Energie dient der Zelle zur Erhohlung (Subramanian et al., 2007).
Diese Strategie der ,,Neuprogrammierung“ der Zelle in Vitalorganen scheint bei einer milden
Form der Sepsis durchaus eine effektive Strategie des Organismus darzustellen. Ist die
mitochondriale Funktion der Zellen aber bereits vor der Infektion eingeschréankt, wie z.B. bei
dlteren Patienten, oder ist das Ausmal} der Infektion zu groB, so fiihrt der akute Funktionsab-
fall der Mitochondrien unausweichlich in das Multiorganversagen (Exline und Crouser,
2008). Der in der vorliegenden Studie gefundene eingeschriankte Energiemetabolismus in den
Wildtypmausen konnte die Hypothese des ,,Winterschlafs der Zellen* unterstiitzen. Fiir die
ATP8-Mutation wiirde das bedeuten, dass durch das Fehlen der A6L Untereinheit der ATP-
Synthase die Fahigkeit der Zellen in den schiitzenden ,,Winterschlaf* zu fallen, eingeschréankt
ist. Der im Vergleich zu Wildtypméusen erhohte Gehalt an ATP unter septischen Bedingun-
gen spricht gegen einen eingeschrinkten Energiemetabolismus. Im Gegenteil: Die gesteigerte
Aktivitidt der Adenylatkinase ldsst auf eine Hochregulierung des Energiestoffwechsels unter
diesen Bedingungen schlieen. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell simuliert
die Pathogenese einer schweren Sepsis, bei welcher der sich ,,im Winterschlaf befindliche*
eingeschriankte Energiemetabolismus nicht die optimale Reaktion des Organismus darstellt
(Exline und Crouser, 2008). Die ernergiemetabolischen Folgen der ATP8-Mutation, d.h. die
Hochregulation des Energiemetabolismus, konnten sich somit im akuten schweren Infekti-

onsgeschehen als Vorteil erweisen.

Die Entscheidung, ob eine Zelle nach einer Schidigung den Zelltod mittels Apoptose oder
Nekrose vollzieht, féallt maBBgeblich durch den zellularen ATP-Gehalt. Da die Apoptose einen
energiebediirftigen Prozess darstellt, gehen ausreichend hohe zellulire ATP-Konzentrationen
in der Regel mit dieser Form des Zelltodes einher. Ubersteigt die ATP-Depletion unter den
Bedingungen des zelluldren Stresses ein bestimmtes MaB, resultiert der Zelltod mittels Nekro-
se (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997; Myoshi et al., 2006). Die vorliegende Studie konnte
diese Ergebnisse bestitigen. ATP8-mutierte Tiere, die nach Induktion des akuten Leberversa-
gens einen im Vergleich zu den Wildtypméusen signifikant hoheren ATP-Spiegel aufwiesen,
zeigten eine deutlich geringere Schidigung der hepatozelluldren Integritit. Die ermittelten

Plasmaaktivitidten, welche als Indikatoren fiir nekrotische Zellschddigungn herangezogen
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werden konnen, zeigten im Fall der AST und GLDH einen klar erkennbaren, bei der AST
sogar signifikanten Unterschied zu den Werten der ATP8-kompetenten Tiere. Die verbesserte
Aufrechterhaltung des idealen zelluldren ATP-Levels scheint die ATP8-mutierten Méuse bis
zu einem gewissen Grad vor dem nekrotischen Zelltod zu schiitzen. In einer Studie mit UCP2
knock out Méusen, welche fiir den entkoppelnd wirkenden Protonenkanal in der Atmungsket-
te eine Defizienz aufweisen (sieche 1.3.1), konnte im Modell des akuten septischen Leberver-
sagens ebenfalls eine verminderte nekrotische Zellschidigung in Folge eines verbesserten

zelluldren Energiestatus im Vergleich zu Wildtyptieren gezeigt werden (Le Minh et al., 2009).

Die Analyse der cleaved Caspase-3, die als am weitesten distal wirkende Effektorcaspase ein
Indikator fiir die stattfindende Apoptose ist (Exline und Crouser, 2008), zeigte keinen erkenn-
baren Unterschied in den Versuchsgruppen. Die Procaspase 8 ist Teil des extrinsischen Akti-
vierungswegs der Apoptose, der unabhidngig von den Mitochondrien ausgel6st wird (Susin et
al., 1998; Lakhani et al. , 2006). In der Western Blot Analyse der Procaspase-8 zeigten ATPS§-
mutierte Versuchstiere deutlich héhere Werte im Vergleich zu den Wildtypm&usen. Dagegen
erbrachte die Analyse der cleaved Caspase-9, welche einen Teil des intrinsischen Aktivie-
rungswegs darstellt, deutlich erniedrigte Werte bei ATP8-mutierten Tieren. Obwohl verbin-
dende Elemente zwischen dem extrinsischem und dem intrinsischem Aktivierungsweg der
Apoptose bekannt sind (Scaffidi et al., 1998; Medema et al., 1998), wird primér letzterer
durch die Mitochondrien vermittelt (Susin et al. 1999). Die erzielten Ergebnisse lassen vermu-
ten, dass beim akuten septischen Leberversagen in ATP8-mutierten Tieren der intrinsische
Aktivierungsweg der Apoptose im Vergleich zu Wildtypméusen gedrosselt wird sowie der
extrinsische Weg verstarkt abldauft. Die Addition der Aktivierungswege, welche beide final
iiber die cleaved Caspase-3 verlaufen, ergibt letztendlich ein vergleichbares Ausmal3 der
Apoptose in Wildtypmdusen und Mutanten. Der verbesserte Energiestatus der ATPS-
mutierten Versuchstiere fithrt daneben zu einer deutlichen Reduktion der Nekrose im Ver-
gleich zu Wildtyptieren. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit aktuell verdffentlichten
Studien, nach denen das Ausmal} der mitochondrialen Schédigung und der daran gekoppelte
Energiestatus entscheidend fiir die Auspragung des Zelltodes, von Autophagie der Organellen
tiber Apoptose bis hin zur Nekrose ist (Exline und Crouser, 2008). Der verbesserte Energie-
status der Zellen scheint zudem einen Einfluss auf die Verteilung der apoptotischen Aktivie-

rungswege zu haben.
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In der Uberlebensstudie zeigte die ATP8-Mutation einen Vorteil gegeniiber den Wildtyptie-
ren. Da das Ausmal3 der Inflammationsreaktion nach Induktion des akuten septischen Leber-
versagens in beiden Versuchsgruppen etwa gleich grofl war, scheint vor allem die akute Ver-
minderung des nekrotischen Zelltods als Folge des verbesserten zelluliren Energiestatus so-
wie der verbesserte Energiestatus an sich (Singer et al., 2004) Ursache der geringeren Mortali-
tdat zu sein. Der erhohte oxidative Stress nach D-GalN/LPS-Applikation wirkt sich dagegen
nicht negativ auf das Uberleben der ATP8-mutierten Tiere aus. Bei der Ausbildung des aku-
ten Leberversagens ist das Ausmal} des Zelltods von grofler Bedeutung (Bauer et al., 2004).
Die Leber ist eher in der Lage, mit einer moderaten Apoptose umzugehen als eine Schiadigung
durch Nekrose zu verarbeiten (Laurens et al., 2006). Die Ergebnisse dieser Studie fligen sich
in die klinischen Erkenntnisse von Brealey et al., dass Patienten, die an einem septischen
Schock verstarben, geringere ATP-Konzentrationen sowie ATP/ADP-Verhiltnisse aufwiesen,

als jene, die iiberlebten (Brealey et al., 2002).

5.3 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um die Bedeutung des mitochondrialen Gens
ATP8 auf die Pathophysiologie des akuten septischen Leberversagens anhand eines Tiermo-
dells zu untersuchen. Mittels der Intravitalmikroskopie, einer etablierten Untersuchungstech-
nik, konnten die pathophysiologischen Vorgéinge der hepatischen Mikrozirkulation in vivo
analysiert werden. Zur Unterstiitzung der in vivo Analysen wurden zudem biochemische, his-
tologische, immunhistologische sowie molekularbiologische Untersuchungstechniken ange-
wandt. Die vorliegenden Ergebnisse und deren anschlieende Diskussion fithren zu folgenden

Schlussfolgerungen:

1. Die intraperitoneale Applikation von D-GalN/LPS induziert in den Versuchstieren die
Ausbildung eines akuten septischen Leberversagens, welches sich mit hohen systemi-
schen Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, einer massiven Aktivie-
rung und Akkumulation von Leukozyten in der Leber, einem starken hepatischen
sinusoidalen Perfusionsausfall, einem vermehrten oxidativen Stress und vermehrter
hepatozelluldrer Apoptose sowie Nekrose manifestiert. Die Existenz des
mitochondrialen Gens ATPS8 hatte keinen Einfluss auf den Grad der Ausprdagung der

Inflammationsreaktion.
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2. Die ATP8-Mutation zeigte einen Einfluss auf die Aktivierungswege der Apoptose.
Unter den Bedingungen einer systemischen Inflammation kommt es durch die Mutati-
on des ATP8 Gens zu einer Starkung des extrinsischen und zu einer Schwichung des
intrinsischen Aktivierungswegs. Die Gesamtrate der Apoptose blieb im Vergleich zu

den Wildtypméusen dagegen unverindert.

3. Die Atmungskette wurde funktionell durch die Ausbildung eines akuten septischen
Leberversagens stark beeinflusst. Im Einklang mit anderen Studien zeigten die Wild-
typméuse einen starken Abfall des metabolischen Energiestatus wéhrend der systemi-
schen Inflammation. Ob dies eine Reaktion zum Selbstschutz des Organismus darstellt
oder durch die zelluldre Schiadigung akzidentiell verursacht wird, bleibt weiter zu dis-

kutieren.

4. ATP8-mutierte Mé&use zeigten unten den Bedingungen einer Inflammtion einen
verbessertern Energiemetabolismus. Aufgrund einer deutlich vermehrten Aktivitét der
Atmungskette zeigten die Hepatozyten im Vergleich zu denen der Wildtypméuse ei-
nen erheblich verbesserten Energiestatus. Moglicherweise fehlen ihnen regulatorische
Eigenschaften der ATP-Synthase, die den Stoffwechsel in Form eines ,,Winterschlafs*

zum Selbstschutz nach einer Schiadigung bremsen.

5. Der verbesserte Energiestatus der ATP8-mutierten Méuse fiihrte zu einer weniger aus-
gepragten Nekrose. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit aktuellen Studien, die eine

Abhingigkeit des Zellsterbens vom zelluldren ATP-Gehalt aufzeigen.

6. Der verbesserte Energiestatus sowie die weniger ausgepragte Nekrose fiihrten bei
ATP8-Mutation zu einer geringeren Mortalitit in den Uberlebensversuchen. Diese Er-
gebnisse bestdtigen klinische Beobachtungen, dass Patienten mit erniedrigtem ATP-

Gehalt im Gewebe eine hohere Mortalitit aufweisen.

5.4 Perspektiven

Die vorliegende Studie konnte zeigen, welchen Einfluss ein einzelnes Gen auf den

Pathomechanismus einer schwerwiegenden Erkrankung wie einer Sepsis haben kann. Obwohl
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die genauen Mechanismen und Zusammenhénge unklar bleiben, konnte gezeigt werden, dass
die Mutation des mitochondrialen Gens ATP8 im akuten Infektionsgeschehen einen Uberle-

bensvorteil schafft.

Bei der Suche nach Ursachen von Erkrankungen riickt die mitochondriale Dysfunktion immer
weiter in den Fokus. Bereits im Jahre 1962 wurde bei einem Patienten eine Krankheit mit
mitochondrialer Ursache diagnostiziert, was zu einer Revolution in der chemischen Patholo-
gie fithrte. Im Laufe der folgenden Jahrzehnte konnten bei einer stetig wachsenden Zahl von
Patienten Dysfunktionen der Atmungskette als Ursache ihrer Erkrankung beschrieben werden.
Heute sind mehr als 50 Krankheiten bekannt, die auf Mutationen der mtDNA zuriickzufiihren
sind. Beispiele hierfiir sind die Enzephalomyopathie (MNGIE), die progressive externe
Ophthalmoplegie (adPEO) sowie die fatale infantile Myopathie (Larrson und Luft, 1999). Da
es durch die Mutationen zu einer Beeintrdchtigung des Energiemetabolismus kommt, sind
meist Gewebe mit einem hohen Stoffwechselumsatz betroffen. Die Vielfalt an Krankheiten,
die Mutationen im mitochondrialen Genom als Ursache haben, zeigt das Potential fiir die For-
schung auf diesem Gebiet. Die Bedeutung der einzelnen Gene des mitochondrialen Genoms,

wie auch des Gens ATP8 aufzukliren, kann einen Beitrag hierzu leisten.

Der Einfluss von genetischen Faktoren auf die Anfélligkeit des Organismus, an einer Infekti-
on zu sterben, konnte in Studien nachgewiesen werden (Sorensen et al., 1988). Genetische
Polymorphismen kénnen die Physiologie vor oder wihrend des Inflammationsgeschehen der-
art beeinflussen, dass das Risiko an einer Infektion zu erkranken, die Schwere der Erkrankung
sowie die Wahrscheinlichkeit, an ihr zu versterben, zu einem gro3en Teil vom Erbgut pradis-
poniert sind (Lin und Albertson, 2004). Dieses Wissen kann helfen, neue Ansédtze in der The-
rapie der septischen Erkrankungen zu entwickeln. Die Analyse des individuellen genetischen
Risikoprofils wiirde eine gezielte, auf den Patienten abgestimmte Therapie ermdéglichen und
bessere Ergebnisse bei der Behandlung von septischen Erkrankungen fiir die Zukunft in Aus-

sicht stellen.

Der Nachweis einer Mutation im mitochondrialen ATP8 Gens eines Menschen, die mit einer
hypertrophischen Kardiomyopathie und Neuropathie einhergeht (Jonckheere et al., 2008),
bildet die Briicke dieser experimentellen Arbeit zur klinischen Medizin. Mutationen des Ge-
noms als Ursache fiir Erkrankungen oder als priadisponierende Faktoren fiir deren Verlauf
stehen im Fokus der aktuellen Wissenschaft. Die Erforschung sowohl der durch Mutationen

des mitochondrialen Genoms verursachten Erkranken als auch des genetischen Einflusses auf
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den Verlauf der Sepsis stehen noch am Anfang und bieten fiir die Zukunft ein breites und in-

teressantes Forschungsfeld.
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THESEN ZUR DISSERTATION

1. In Deutschland erkranken jedes Jahr etwa 75 000 Menschen an einer schweren Sepsis bzw.
an einem septischen Schock. Mit ca. 60 000 Todesfdllen stellen septische Erkrankungen die
dritthdufigste Todesursache nach dem akuten Myokardinfarkt und bosartigen Neubildungen

dar.

2. Die Inflammationsreaktion wihrend einer Sepsis besteht aus einer Kaskade noch nicht voll-
stindig aufgekldrter pathophysiologischer Mechanismen, wie z. B. der Ausschiittung von
Zytokinen, der Produktion von Sauerstoffradikalen, dem Mikrozirkulationsversagen sowie
dem Zelluntergang, die in ihrer Summe in das letztendlich todesursdchliche Multiorganversa-

gen fiithren.

3. Die Leber kann als ein zentrales Organ beim septischen Schock und beim Multiorganver-
sagen angesehen werden. Eine Storung der Leberfunktion wird bei 20 % — 25 % der Patien-
ten im Rahmen einer schweren Inflammationsreaktion beobachtet. Kommt es im Rahmen
einer Sepsis zur Ausbildung eines akuten Leberversagens ist die Prognose der Erkrankung

sehr schlecht. Eine kausale Therapie des akuten Leberversagens ist bisher nicht etabliert.

4. Genetische Polymorphismen konnen die Pathophysiologie vor oder wéhrend des
Inflammationsgeschehens derart beeinflussen, dass das Risiko, an einer Infektion zu erkran-
ken, die Schwere der Erkrankung sowie die Wahrscheinlichkeit, an ihr zu versterben, zu ei-

nem groflen Teil vom Erbgut pradisponiert sind.

5. Mitochondrien sind als Biogeneratoren der Zellen der Syntheseort des ATP, der universel-
len Energieeinheit des Organismus. Ein Nebenprodukt der in Mitochondrien ablaufenden At-
mungskette stellen die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dar, denen eine Bedeutung bei der
Entwicklung des Zelltodes zugesprochen wird. In der jliingsten Vergangenheit konnte eine

mitochondriale Beteiligung bei der Pathologie verschiedener Krankheiten aufgezeigt werden.

6. Die Sepsis verursacht eine mitochondriale Dysfunktion im Organismus, die einen einge-
schriankten Energiemetabolismus zur Folge hat. Die Auspriagung der mitochondrialen Dys-
funktion korreliert mit der klinischen Manifestation der Sepsis sowie der Art und Schwere des

ablaufenden Zelltods.
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7. In dieser Studie wurde unter Verwendung eines murinen Modells untersucht, inwieweit die
Mutation des mitochondrialen Gens ATP8, das fiir eine Untereinheit der ATP-Synthase ko-

diert, den Verlauf des akuten septischen Leberversagens beeinflusst.

8. Die Mutation des ATP8-Gens hatte keine Auswirkung auf die Ausprigung der

Inflammationsreaktion nach Induktion des akuten Leberversagens.

9. Die Induktion des akuten Leberversagens fiihrte zu einem Anstieg in der ROS-Produktion,

wobei dieser bei ATP8-Mutanten signifikant hoher als bei Wildtyptieren ausfiel.

10. Die ATP8-Mutation bewirkte eine Verschiebung des intrinsischen und extrinsischen Akti-
vierungswegs der Apoptose im akuten Leberversagen, wobei sich in der Summe das Ausmal

der Apoptose in den ATP8-Mutanten nicht von dem in den Wildtyptieren unterschied.

11. ATP8-Mutanten waren im Zustand des akuten Leberversagens besser in der Lage, das
energiemetabolische Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. Sie zeigten im Vergleich zu Wildtyp-
tieren ein signifikant hoheren Energiestatus der Leber sowie einen signifikant gesteigerten

Substratumsatz im Energiemetabolismus.

12. Aufgrund des verbesserten Energiestatus erlitten ATP8-Mutanten einen signifikant gerin-

geren Leberschaden, der wiederum zu einer tendenziell hoheren Uberlebenschance fiihrte.

13. Ein ausgeglichener Energiemetabolismus ist fiir das ,,outcome* septischer Erkrankungen

von entscheidender Bedeutung.
14. Die Mutation eines einzelnen Gens hat einen deutlichen Einfluss auf den Verlauf des aku-

ten septischen Leberversagens, was den Stellenwert des genetischen Polymorphismus in der

Pathophysiologie der Sepsis unterstreicht.
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