Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Die Leber ist die groRte Drise und das wichtigste Stoffwechselorgan des menschlichen
Korpers '. Die Vielseitigkeit ihrer Funktionen hat ihr den Ruf als ,Zentrallaboratorium® des
Koérpers eingebracht. lhre funktionelle Lage zwischen dem Verdauungstrakt, also dem Ort der
Resorption, und den peripheren Organen ist bezeichnend fir ihre Aufgaben und fir ihre
Bedeutung im Korper. Sie ist der zentrale Ort fur die Synthese, die Biotransformation und die
Regulation lebenswichtiger oder auch lebensgefahrlicher Stoffe und Kreislaufe, sowie ein Tell
der unspezifischen Immunabwehr und ein Speicherort fiir Glykogen und Blut . Der stindige
Kontakt mit exogenen und endogenen Abfallprodukten und Toxinen exponiert die Leber in
besonderem Male gegenuber akuten und chronischen Schadigungen. Um diesen Schaden
entgegenwirken zu kdnnen, besitzt die Leber ein enormes Regenerationspotential. Sie hat die
Fahigkeit zur vollstandigen strukturellen und funktionellen Wiederherstellung. Jiingeren
Erkenntnissen zufolge ist diese Fahigkeit auf ortstandige Progenitorzellen, sog. Ovalzellen,
zuriickzufiihren #°,

Kommt es zu einem Ausfall der Leberfunktionen, kénnen diese vom Ubrigen Kdrper nicht oder
nur unvollstandig kompensiert werden. Beim fulminant verlaufenden akuten Leberversagen
(fulminant hepatic failure = FHF) kommt es innerhalb kirzester Zeit zu einer rapiden
Verschlechterung des Allgemeinzustands der Patienten. Die hierbei einsetzende Entwicklung
eines Hirnédems einhergehend mit einem cerebralen Hypertonus (hepatische Enzephalopathie)

kann zu irreversiblen Hirnschaden fiihren °©

und Kkorreliert stark mit dem Ausgang der
Erkrankung ’. Bei konservativer Therapie liegt die Letalitdt je nach Genese zwischen 50 und
100% 2'°. Die derzeitige einzige definitive Therapie ist die orthotope Transplantation einer

allogenen Spenderleber (OLTx) ™

. Aufgrund des Mangels an Spenderorganen steht diese
Therapieoption jedoch nicht jedem Patienten zur Verfigung: die Mortalitat von Patienten mit
FHF auf der Warteliste fiir ein Spenderorgan wird mit 16% '2 bis 34% '* angegeben.

Fir den Patienten bedeutet die OLTx neben den Risiken einer akuten oder verzogerten

AbstoBung des Organs eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitdt aufgrund der
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notwendigen lebenslangen Immunsuppression und eine deutlich reduzierte Lebenserwartung .
Darlber hinaus bedeutet die OLTx ein definitives Ende der méglichen regenerativen Prozesse
der erkrankten Leber ">

Vor diesem Hintergrund besteht der dringende Bedarf an einer Therapieoption, welche die
natlrlichen Leberfunktionen voriibergehend ersetzen kann. Zu diesem Zweck wurden in den
letzten Jahren verschiedene Systeme zur Kultivierung von Hepatozyten entwickelt, unter
anderem in Form von Flachbett-Dialysatoren ', Kapillarhohlfaser-Dialysatoren '®%°, Spiralen
aus Polystyrol ® 228 Polyvinylchlorid (PVC) Kapseln ? oder Dialysatoren mit Zellen, die in eine
Kollagen-Matrix eingegossenen wurden %3,

Das in dieser Studie untersuchte Bioreaktor-System beruht auf dem Prinzip der
Hohlfasermembran-Technologie. Zwei unabhdngige hydrophile und ein hydrophobes
Kapillarbiindel sind so miteinander verwoben, dass Raum fir die dreidimensionale
Reorganisation einer Mischkultur aus parenchymatdsen und nichtparenchymatdsen Leberzellen
geschaffen wird. Das hydrophobe Kapillarbindel dient hierbei zum Austausch von Sauerstoff
und Kohlendioxid. Die beiden hydrophilen Kapillarblindel kénnen gemeinsam oder getrennt
voneinander, in Diffusions-, Perfusions- oder in Cross Flow Modus, mit Medium bzw. Plasma
durchstromt werden. Es entsteht ein 4-Kompartmentraum, in welchem das Zellkompartment von
einem Begasungskompartment und zwei unabhangigen Mediumperfusionskompartments in
einem regelmaligen Muster durchwoben sind. Ziel ist die Schaffung einer mdglichst
physiologischen Nachahmung der Verhaltnisse in einem parenchymatésen Organ, wie es die
Leber ist, zur Erhaltung der spezifischen Zellfunktionen. Essentiell fiir das Erreichen dieses
Ziels sind eine ausreichende Nahrstoffversorgung aller Zellen und ein moglichst vollstandiger
Abtransport der anfallenden Metaboliten. Diese Funktionen der Zellversorgung hangen
malfigeblich von der Flussigkeits- und Massenverteilung im System ab. Insbesondere im
Rahmen einer Therapie ist die bendtigte Zeit, um eine zufrieden stellende Durchmischung des

Plasmas im Bioreaktor zu erreichen, von Interesse.

1.2 Die Leber
1.2.1 Struktureller Aufbau der Leber

Die Leber hat beim erwachsenen Menschen ein Gewicht von durchschnittlich 1500 g *2. Ihre
Masse entspricht damit anndhrend der des Gehirns. Makroskopisch ist ihr Erscheinungsbild
sehr homogen und gleichférmig.

Die Leber gehort, bis auf ein kleines Areal unterhalb des Zwerchfells (Area nuda), zu den
intraperitoneal gelegenen Organen. AuRerlich wird sie anhand des Verlaufs des Lig. falciforme

hepatis zunachst in den grofieren Lobus hepatis dexter und den kleineren Lobus hepatis
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sinister unterteilt. Ein Zusammenhang zur inneren Aufteilung anhand der Blut- und
Gallengefalle besteht bei dieser Aufteilung jedoch nicht. Chirurgisch wird die Leber anhand des
Gefalverlaufs zunachst in die beiden Hauptteile Pars hepatis dextra und Pars hepatis sinistra

t 3% 34 Durch die an der

und anschlieBend weiter in insgesamt acht Segmente unterteil
Unterseite der Leber gelegene Porta hepatis erfolgt die charakteristische doppelte afferente
Blutversorgung (iber die A. hepatica propria und die V. portae *. Hier verlassen zusatzlich der
Ductus hepaticus dexter und sinister die Leber, die sich zum Ductus hepaticus communis
vereinen. An der Area nuda verlassen drei bis vier Vv. hepaticae die Leber und minden unter
dem Zwerchfell in die V. cava inferior.

1.2.2 Mikroskopische Anatomie

Das Leberparenchym besteht aus verschiedenen Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen.
Diese Zellen teilen sich auf in Hepatozyten (ca. 60 %) und die sog. Nicht-Parenchymzellen. Zu
den Nicht-Parenchymzellen gehdéren die Sinusendothelzellen (ca. 30 %), die Kupfferzellen
(ca. 10 %) und die Fettspeicher- oder ITO-Zellen und die PIT-Zellen (zusammen < 5 %) *°.
Das Leberparenchym lasst sich entweder strukturell in Leberlappchen (etwa 1,0 — 1,5 Billionen)
oder funktionell in die Azini gliedern *. Im Zentrum der Leberazini liegen die Glisson Triaden mit
je einem Ast der A. hepatica propria, der V. portae und des Ductus choledochus. Zwischen den
Azini liegen die sog. terminalen Lebervenen (Vv. centrales), die sich zu den Vv. hepaticae
vereinen. Zwischen den Glisson Triaden und den terminalen Lebervenen bestehen Sauerstoff-,
Kohlendioxid- und Metaboliten-Gradienten, die zu einer Unterteilung des Azinus in drei
ineinander libergehende metabolische Zonen fiihren *%':

e Zone l: periportal gelegen Zellen, hohes Angebot an Sauerstoff und Substraten

e Zone ll: intermediar gelegene Zellen, reduziertes Sauerstoff- und Substratangebot

e Zone lll: um die terminale Vene gelegene Zellen, niedriges Sauerstoffangebot und

weitgehend abgeschlossene Substratumsetzung

Die Heterogenitat der Hepatozyten bezuglich ihrer metabolischen Funktionen scheint dazu zu
fuhren, dass verschiedene Stoffwechselreaktionen auf wenige Zellen innerhalb eines Azinus
1,37

beschrankt sein konnen

1.2.3 GefaBversorgung

Die Leber verfigt, wie bereits beschrieben, Uber eine flir sie charakteristische doppelte
afferente Blutversorgung. An der Porta hepatis dringen die V. portae und die A. hepatica propria
in die Leber ein.

Die V. portae fuhrt das metabolitenreiche Blut aus dem Verdauungstrakt. Ein GefalRsystem mit
einem niedrigen Widerstand und einem hohen Volumenstrom mit engem Kontakt zu den

Mikrovilli der Hepatozyten ist nétig *. Ihr Hauptstamm hat einen Durchmesser von 1,1 — 3,2 cm
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und teilt sich bei 90 % der Menschen vor dem Eintritt in die Leberlappen in den Ramus dexter
und den Ramus sinister. Seltener (10 %) bestehen zwei Rami dexter und ein Ramus sinister.
Der linke Zweig teilt sich weiter in einen Pars transversa und einen Pars umbilicalis auf. Der
rechte Zweig teilt sich entsprechend der anterioren und posterioren Segmente auf und
verzweigt sich anschlieBend noch in superiore und inferiore Aste. Die V. portae und ihre
Aufzweigungen besitzen keine Klappen, so dass sich ein Druckanstieg leicht auf den gesamten
GefalBbaum verteilt. Es bestehen vielfaltige potentielle Anastomosen zur V. cava inferior, die
unter normalen Bedingungen kein Blut flihren, aber die Mdglichkeit eines Kollateralkreislaufes
bieten *8. In der V. portae herrscht ein Druck von etwa 6 — 10 mmHg.

Vor der V. portae verlauft die A. hepatica propria und teilt sie sich wie die Vene in einen Ramus

dexter und Ramus sinister auf. Anatomische Variationen sind haufig, aber fast ausschlie3lich
extrahepatisch gelegen. Der linke Zweig teilt sich bald in einen medialen und einen lateralen
Anteil auf. Die arterielle Gefallversorgung verlauft gemeinsam mit den Aufzweigungen der V.
portae und dem Gallengangsystem. Zwischen den Gefalizweigen der einzelnen Regionen
bestehen kaum Anastomosen. Von den Rami dexter und sinister gehen aber jeweils
subkapsulare Gefalle ab, die einen diffusen subkapsularen Plexus und vielfaltige Anastomosen
bilden 2. In der A. hepatica propria herrscht etwa der gleich Druck wie in der Aorta.

Die Vv. centrales mehrerer benachbarter Leberlappchen vereinen sich zu den Vv.
sublobulares 2. Diese vereinen sich wiederum zu drei bis vier Vv. hepaticae, welche die Leber,
wie bereits beschrieben, an der Area nuda verlassen und in die V. cava inferior minden.
Zusatzlich existieren meist mehrere kleinere Venen, die aus dem hinteren oberen Bereich des
Lobus dexter, dem Lobus caudatus und dem Bereich um die Gallenblase entspringen. Diese
Venen miinden meistens unterhalb der Vv. hepaticae in die V. cava inferior . Zwischen den
Zweigen des efferenten Gefallsystems bestehen vielfaltige Anastomosen.

Die terminalen Aste der afferenten und der efferenten GefaRe befinden sich in den jeweiligen
Azini so weit wie mdglich von einander entfernt und liegen im 90° Winkel, also in
unterschiedlichen Ebenen, zueinander. Sie werden durch die Sinusoide miteinander verbunden.
Die terminalen Aste der V. portae haben einen Durchmesser unter 40 um. Von ihnen zweigen
Venolen ab und miinden Uber kleine Offnungen in die Sinusoide. Diese Offnungen zeigen
Sphinkter-ahnliche Aktivitaten " *%. Die terminalen Arteriolen mit einem Durchmesser von 10 —
50 um und Kapillaren mit einem Durchmesser von 10 ym bilden ein dichtes Netzwerk im
Portalfeld. Aus diesem Netzwerk wird das Portalfeld versorgt und die Gallenbildung unterstutzt.
Ein Teil der terminalen arteriellen Gefale mindet in die Sinusoide oder direkt in die
Vv. centrales *. An den Einmiindungsstellen in die Sinusoide gibt es Sphinktere, die den

1, 38

arteriellen Druck drosseln . Dies ermdglicht eine Vereinigung der beiden afferenten
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Blutstrdme ohne dass, aufgrund der unterschiedlichen Driicke, Turbulenzen entstehen ' In den
Sinusoiden selber herrscht ein Druck von etwa 2 — 3 mmHg.

Die Sinusoide sind hoch speziallisierte Kapillaren *. Sie haben einen Durchmesser von 7 —
15 uym, der bei Bedarf bis auf 180 um gesteigert werden kann. Ihre Lange betragt etwa 220 —
480 pm ***°_ Im Gegensatz zu anderen Kapillaren besitzen sie keine Basalmembran. Sie sind
von flachen Sinusendothelzellen ausgekleidet, die in ihren Auslaufern von Poren, den sog.
Fenestrae, durchsetzt sind. Diese Fenestrae haben meist eine Grofte von 0,1 — 0,2 um, kénnen
periportal aber bis zu 2 ym gro3 sein. Sie ermoglichen trotz des niedrigen Drucks einen
effektiven Austausch auch groRRer Molekile (bis 250.000 Dalton) zwischen den Sinusoiden und
den Disse Raumen. Die Disse Raume befinden sich zwischen den Endothelzellen und den
Hepatozyten. Auslaufer der Hepatozyten, die Mikrovilli, vergréfern die Oberflaiche bzw.
Austauschflache in den Disse Rdumen. Zwischen den Sinusendothelzellen sind Kupfferzellen
als Begrenzung der Sinusoide eingelagert. Sie sind groRer als die Endothelzellen, ragen
teilweise weit ins Lumen vor und penetrieren mit ihren Fortsatzen die Fenestrae um so einen
direkten Kontakt mit den Hepatozyten herzustellen . Erythrozyten kénnen die Fenestrae nicht
passieren. Die Geschwindigkeit der Erythrozyten in den Sinusoiden wird je nach Autor zwischen
v =270 — 410 pm/sek (= 16,2 — 24,6 mm/min) 39 und v = 0,97 + 0,43 mm/sek
(=58,2 + 25,8 mm/min) angegeben *°. Die Flussrate wird mit 58,2+ 9,6 pL/sek
(= 3,5+ 0,6 puL/min) beschrieben *°.

1.3 Funktionen der Leber
1.3.1 Synthese / Biotransformation

Die Biotransformation in der Leber (z.B. durch Oxidation/Reduktion, Hydrolyse, Konjugation)
umfasst eine groRe Anzahl verschiedener Funktionen.

Trotz einer geringeren Masse als andere stoffwechselaktive Organe, wie z.B. die Muskulatur
oder das Skelett, Ubertrifft die Leber diese Strukturen sowohl in der Quantitat als auch in der
Bedeutung der bekannten Reaktionen. Eine Vielzahl lebenswichtiger Prozesse wird durch
leberspezifische Enzyme initiiert, realisiert und / oder reguliert. Endogene und exogene Stoffe
werden von der Leber durch Um- oder Abbau verarbeitet.

In der Leber erfolgt die Synthese von lebenswichtigen Substanzen, die direkt an den Korper
abgegeben oder in der Leber gespeichert werden kénnen. Zu diesen Substanzen gehdren z.B.
die Mehrzahl aller Faktoren des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems, Plasmaproteine (z.B.
Albumin, Immunglobuline), Plasmalipoproteine, Enzyme (z.B. Cholinesterase, Cytochrom
P450), Eikosanoide, sowie etwa 1L Gallensaure taglich. Die Gallensaure besteht aus

Cholesterin, Salzen und Abbauprodukten des Korpers, wie z.B. dem Bilirubin. Sie emulgiert
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Fette im Darm *'.

Im Rahmen der Biotransformation findet auch die Regulierung der
Plasmaspiegel von Energielieferanten wie Aminosauren, Lipiden oder Glucose statt.

Die Leber spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung und Inaktivierung endokriner und
parakriner Botenstoffe. So wird in der Leber unter anderem Thyroxin in das wesentlich aktivere
Trijodthyronin umgewandelt und unter Einwirkung von somatotropem Hormon (STH) werden
Somatomedine gebildet. Auch der Abbau der meisten Hormone erfolgt in der Leber, so z. B.
von Steroidhormonen, Sexualhormonen und Peptidhormonen wie Insulin, Glukagon und STH.
Die Eliminierung nichtgasformiger endogener (z.B. Ammoniak, Bilirubin) und exogener (z.B.
Medikamente, Alkohol, Umweltschadstoffe) Substanzen ist ein weiterer lebensnotwendiger
Funktionsbereich der Leber. Insbesondere die Umwandlung lipophiler Stoffe in nieren- oder
gallengangige Metabolite ist leberspezifisch.

Im Rahmen der Biotransformation in der Leber kann es neben den gewlinschten Produkten
(Synthese, Detoxifikation, etc.) vereinzelt aber auch zu der Umwandlung eines zunachst
,harmlosen® Stoffes einen (hoch)giftigen Metaboliten kommen.

1.3.2 Regulation des Saure-Basen-Haushalts

Die Leber ist neben den Lungen und den Nieren maligeblich an der Aufrechterhaltung eines
physiologischen pH-Wertes im Korper beteiligt. Der Aminosaurestoffwechsel in der Leber
beinhaltet den wichtigen Stickstoff- und Harnstoffzyklus. Dieser ist durch die Harnstoffsynthese
aus Ammonium und Bicarbonat gekennzeichnet. Im Falle einer metabolischen Azidose kann
das Ammonium alternativ Uber die Glutaminsynthese abgebaut werden. Durch renale
Glutaminspaltung und Ausscheidung des Ammoniums dber den Harn kann der
Bicarbonatspiegel im Blut geschont bzw. konstant gehalten werden. Durch eine gesteigerte
Harnstoffsynthese kann, im gegenteiligen Fall der metabolischen Alkalose, der
Bicarbonatspiegel gesenkt werden. Die Hyperammonamie gilt als ein wichtiger Faktor bei der
Entstehung einer hepatischen Enzephalopathie.

1.3.3 Immunsystem

Die Leber ist ein Teil des monozytdren Phagozytosesystems (=MPS, friher:

Retikuloendotheliales System) im Rahmen der unspezifischen Abwehr '

. Die leberstandigen
Kupfferzellen (auch: Kupffersche Sternzellen) stellen 80 —90 % der sessilen (nicht im Blut
kreisenden) Makrophagen. Durch Phagozytose werden Bakterien, Viren, Makromolekule,
groliere Partikel u.a. abgebaut. Indirekt wird, durch die Wirkung dieser Faktoren als Antigene,
auch das spezifische humorale und zellulare Immunsystem beeinflusst. Stimuliert durch
Signalstoffe der Kupfferzellen synthetisieren die Hepatozyten ,Akute-Phase-Proteine®. Es
handelt sich dabei um Proteasen und, in der Mehrzahl, um Antiproteasen. Sie dienen zur

Regulation proteolytischer Reaktionskaskaden, wie sie z.B. im Rahmen des
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Komplementsystems, des Kininsystems und des Hamostasesystems von Gerinnung und
Fibrinolyse stattfinden.
1.3.4 Speicher

Die Leber wird standig von ca. 20 % des Blutvolumens durchstromt. Dies entspricht etwa
1380 — 1510 ml/min/1,73 m? (= Korperoberflache) bzw. 100 — 130 ml/min/100 g
Lebergewebe *°. Das ,gespeicherte* Blutvolumen lasst sich sowohl aktiv als auch passiv
beeinflussen '. Aktiv I&sst es sich durch ein Eréffnen bzw. SchlieRen der Sphinktere die den Zu-
und Abfluss zu den Sinusoiden regulieren steigern. Passiv kann es durch einen vendsen
Ruckstau gesteigert werden. Unterstiitzt wird der passive Mechanismus durch das Fehlen von
Venenklappen in den Lebervenen. Durch die Reizung sympathischer Nerven oder hormonale
Signale (Noradrenalin) kann die Entleerung der Speicher angeregt werden ".

Die Leber dient des weiteren als Glykogenspeicher 3% 3.

Speziell bei hohen
Ausdauerbelastungen werden der Leber grol3e Leistungen bezliglich der Bereitstellung und
Umsetzung der verschiedenen Energieformen abgefordert. Bei Sportlern, die ein langjahriges

Ausdauertraining absolviert haben, zeigt sich haufig eine reversible LebervergroRerung *2.

1.4 Regenerationsfahigkeit der Leber

Der gedankliche Ansatz flir einen temporaren Ersatz der Leberfunktion nicht nur als Erganzung,
sondern als Alternative zur OLTx, beruht auf der Erkenntnis, dass die Leber ein rasches, nicht
limitiertes Regenerationspotential besitzt. Bereits die griechische Mythologie erzahlt von
Prometheus, der den Menschen das Feuer gab und zur Strafe an einen Fels gefesselt wurde,
wo seine Leber fortwahrend von einem Adler gefressen wurde und sich immer wieder
regenerierte. Inwieweit den Griechen der Antik der Realitatsbezug dieser Sage bewusst war, ist
nicht Uberliefert. Doch zeigen heutige Untersuchungen, dass theoretisch einige wenige Zellen
ausreichen wurden, um das komplette Organ wieder herzustellen.

Histo-pathologische Untersuchungen von im akuten Leberausfallskoma verstorbenen Patienten
weisen zum Zeitpunkt ihres Todes haufig bereits Zeichen einer umfangreichen Regeneration
auf.

Versuchstiere (Ratten, Hunde und Meerschweinchen) bei denen bis zu 80 % der Leber entfernt
wurden, zeigten eine rasche Regeneration der Leber zur urspriinglichen GréRe. Dieser Verlauf
lasst sich bei Wiederholungen der Leberresektionen bis zu finfmal im selben Individuum
reproduzieren *2.

Selbst bei Patienten mit zirrhotisch umgewandelten Leberstrukturen regeneriert sich die Leber

43, 44

nach einer Teilresektion zu ihrer urspriinglichen Grofe , wobei der Verlauf protrahiert ist

und vom Alter der Patienten beeinflusst wird *°. Als positiver Zusatzeffekt zeigt sich, dass in
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diesen Fallen das neu gebildete Gewebe eine bessere Qualitat im Sinne eines Riickgangs des

zirrhotischen Umbaus als das zuvor resezierte besaR ** 44,

1.5 Das Leberversagen
1.5.1 Allgemein

Die Vielfalt an sehr spezialisierten und differenzierten Funktionen der Leber bedingt, dass ein
Versagen bzw. eine Mangelfunktion kaum durch den Kérper kompensiert werden kann.
Der Ausfall der Leberfunktionen Iasst sich nach der Genese (viral, toxisch,
genetisch/angeborene Fehlbildung, etc.), dem Verlauf (akut vs. chronisch) und der Schwere
(fulminant vs. subfulminant) der Erkrankung einteilen. Auf diese Unterschiede soll im Folgenden
noch naher eingegangen werden. Das Patientengut fur das in dieser Arbeit untersuchte System
rekrutierte sich aus der Gruppe von Patienten mit einem akuten fulminant verlaufenden
Leberausfallskoma. Miteingeschlossen wurden auch Patienten mit einem sog. ,acute-on-
chronic hepatic failure® (AOCHF). Die Krankheitsgenese war insoweit Ein- bzw.
Ausschlusskriterium, als dass Patienten mit einem chronischen Abusus toxischer Substanzen
ausgeschlossen wurden. Daher wird im Folgenden auch nur naher auf das akute
Leberversagen (ALV) eingegangen. Diese Studie beschaftigt sich mit in vitro Testungen und ist
daher unabhangig von den fiir eine Therapie in Frage kommenden Patienten.
Die moglichen Ursachen eines Leberversagens sind vielfaltig und unterliegen in ihrer Haufigkeit
geographischen Unterschieden. In Deutschland handelt es sich meist um eine virale (HAV, HBV
mit oder ohne Delta-Superinfektion, NonA-NonB-Non-C Hepatitis) oder toxische (z.B. Ammanita
phalloides (Knollenblatterpilz), idiosynkratische Medikamentenreaktionen) Genese sowie um
angeborene Fehlbildungen (M. Wilson, Budd-Chiari-Syndrom) oder die Folge einer Sepsis ™.
Paracetamol nimmt bei den Intoxikationen eine besondere Stellung ein, da es in Deutschland,
wie in den meisten anderen Landern, rezeptfrei und somit sehr leicht zuganglich ist. Bereits
eine Dosis > 6-8 g/24 h kann toxisch sein “°. Bei Kindern oder vorbestehenden Leberschaden
kann die kritische Dosis sogar noch niedriger liegen. Die Haufigkeit der Intoxikationen ist von
Land zu Land sehr unterschiedlich. In GroRbritannien z.B. ist eine Paracetamol-Uberdosis eine
,oeliebte” Suizid-Methode. Der Anteil an Paracetamol Intoxikationen unter allen Patienten mit
einem ALV liegt dort bei 54 % .
Klinisch aufdert sich das akute Leberversagen, neben dem Auftreten eines lkterus, durch eine
Vielzahl biochemischer Veranderungen aufgrund des Verlustes der Leberfunktion als Folge
einer massiven hepatozellularen Degeneration. Zu diesen Veranderungen gehoéren unter
anderem:

¢ Anstieg hepatischer intrazellularer Enzyme (z.B. ALT, AST, GLDH)
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o Abfall leberabhangiger Gerinnungsfaktoren (z.B. I, I, V, VII, IX, XI, XIII)

¢ Hypoproteinamie, Hypalbuminamie

e Abfall HDL- und LDL-Cholesterin

e Hypoglykamie

e Hyperinsulinamie

e Hyperbilirubinamie (tBili und cBili)

e Anstieg des Serumlaktats

e Quantitative und qualitative Veranderungen der freien Aminosauren

¢ Hyperammonamie und Abfall des Harnstoffspiegels

e Anstieg aromatischer Substanzen (z.B. Phenole)

e Anstieg kurz- und langkettiger Fettsauren

e Thrombozytopenie

e Metabolische Alkalose / Azidose

¢ Hypernatriamie, Hypophosphatamie, Magnesiummangel
Im Verlauf kommt es zu einer hepatischen Enzephalopathie mit Hirnédem und erhdhtem
cerebralem Hypertonus *’, Stérungen der Nierenfunktionen, respiratorische Stérungen,
hyperdynames Kreislaufversagen mit Vasodilatation, Stressulcera, Blutungen und einer
disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC). Bei einem protrahierten Verlauf kann es
zusatzlich zu einer Schwéchung des Immunsystems mit erhdhter Infektanfalligkeit kommen “2.
Unklar ist, weshalb Patienten mit AOCHF im Allgemeinen kein Hirnédem entwickeln,
wohingegen Patienten ohne eine chronisch verlaufende Lebererkrankung, also im akuten

Leberversagen, haufig eine rasch progrediente intracraniale Hypertension entwickeln 2.

1.5.2 Das akute Leberversagen (ALV)

Das akute Leberversagen ist ein pldtzlich einsetzendes, rasch progredientes,
lebensbedrohliches Krankheitsbild. Trey und Davidson definieren es als Auftreten einer
Enzephalopathie innerhalb von 8 Wochen nach Auftreten eines Ikterus bei zuvor lebergesunden
Patienten “°. Initial kommt es zu einer massiven hepatozelluldren Degeneration, einhergehend
mit dem Verlust samtlicher Leberfunktionen. In der Folge kann es, wie bereits unter 1.5.1
beschrieben, zu einer hepatischen Enzephalopathie (Tab. 1) bis hin zum Hirnédem und
hepatischem Koma (Tab. 2) kommen. Des Weiteren kann es zu den bereits erwahnten
Stérungen der Nierenfunktion und des Saure-Base-Haushalts, zur hamorrhagischen Diathese
mit GIT-Blutungen und letztlich einer DIC, zur Hypoglykdmie, zu respiratorischen
Komplikationen, zu einer Dysregulierung des Kreislaufs und, aufgrund der Schwachung des

Immunsystems, zu einer erhdhten Infektanfalligkeit mit Sepsis kommen *°.
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Bernuau und Mitarbeiter haben, auf der Basis retrospektiver Analysen zu Krankheitsverlauf und
Uberlebensrate, das ALV weiter in ein fulminantes ALV (Entwicklung der Erkrankung innerhalb
von 2 Wochen) und ein subfulminantes ALV (Auftreten einer Enzephalopathie zwischen zweiter
und 12. Woche) unterteilt °°. Dabei scheint der fulminante Krankheitsverlauf prognostisch etwas

glinstiger zu sein

. Insgesamt konnten Weiterentwicklungen in der intensivmedizinischen
Behandlung die Prognose bei konservativer Therapie des ALV, seit sie 1834 von GRIFFIN mit
einer Letalitdt von 80 - 90% angegeben wurde, etwas verbessern. Die Letalitdt des ALV wird
aber immer noch, je nach Atiologie, Verlauf und Patienten mit insgesamt 40 -90 %

8-10

angegeben *'°. Fiir Patienten Uber 30 Jahre geht die Uberlebensquote bei konservativer

Therapie gegen Null *".

10, 49

Tab. 1: Gradeinteilung der hepatischen Enzephalopathie

Bewusstseinslage |Personlichkeit, | Neurologische EEG
GRAD und Intellekt Auffilligkeiten | Veranderungen
0 Normal Unauffallig Keine Keine
Subklinisch | Normal Unauffallig Nur in . Keine
psychomotorischen Tests
Unruhe, Vergesslich, Leichter Tremor, Verlangsamt,
| verschobener leichte Apraxis, 5-cps,
Schlaf-Wach- Verwirrtheit, Koordinationsstorungen, |triphasische
Rhythmus erregt, reizbar | veranderte Handschrift Wellen
Zeitlich
Lethargie, desorientiert, Asterixis, Vv
. . erlangsamt
langsame Amnesie, Dysarthrie, .
! . . mit
Il Reaktionen, verminderte Ataxie, triphasischen
Sphinkterkontrolle | Hemmungen, |verminderte Reflexe, P
1 . " Wellen
madglich inadaquates Tremor
Verhalten
Somnolent, aber Ortlich
’ desorientiert, Asterixis, Verlangsamt
erweckbar, . . ;
aggressiv, gesteigerte Reflexe, mit
i zusammenhanglose o . . .
Sprache Baplnskl- mellst Tremor (yvenn triphasischen
Zeichen, Patient kooperieren kann) | Wellen
Muskel-Rigor
Y, Koma, nicht Keine Funktion Dezerebration, Langsame 2-3
erweckbar kein Tremor cps, 6-Wellen
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Tab. 2: Einteilung einer Bewusstseinsstérung nach der Glasgow-Komaskala *.

Prifung Reaktion Bewertung |

Augen 6ffnen | spontan

auf Anruf

auf Schmerzreiz
nicht

=INW s

Motorik nach Aufforderung

gezielte Abwehrbewegungen
Massenbewegungen
Beugesynergien
Strecksynergien

keine

= INWA~OO®

Sprache orientiert, klar
verwirrt
einzelne Worter
einzelne Laute
keine

=INW[~O

Bewertung: Summe aller Reaktionen, d.h. 3 — 15 Pkt.

1.6 Therapieoptionen

Derzeit existiert keine kausale konservative Therapie zur Behandlung des ALV. Die 1963 von

Prof. Dr. Thomas E. Starzl et al. > erstmals durchgefiihrte Transplantation einer allogenen

Spenderleber ist daher die Therapie der Wahl. In Deutschland erfolgte die erste Transplantation

einer allogenen Spenderleber am 18. Juni 1969 in Bonn durch Prof. Alfred Gitgemann und

T.S.Lie °* %, Durch die Verbesserungen auf den Gebieten der Pharmakologie

(nebenwirkungsarmere, spezifischere Immunsuppressiva), der Anasthesie (schonendere

Narkoseverfahren) und der Operationstechniken (z.B. Gallengangsanastomose nach Neuhaus

56'58), einhergehend mit einer intensiveren interdisziplindren Zusammenarbeit, konnte in den

letzten Jahren die Funktionsrate nach einer allogenen Lebertransplantation deutlich verbessert

werden. Sie liegt gegenwartig, ohne Berlcksichtigung der Krankheitsgenese, in Deutschland
bei 80 % nach einem und 65 % nach fiinf Jahren *°. Insgesamt wurden weltweit bisher ca.

74.000 allogene Lebertransplantationen durchgefiihrt, davon rund 7.000 in Deutschland *°.

Diese derzeit vielversprechendste Therapie kann jedoch nur bei ca. 10% der theoretisch in

Frage kommenden Patienten durchgefiihrt werden. Die Griinde hierfir sind:

1. Insgesamt besteht ein Mangel an Spenderorganen: im Jahr 2004 fihrte Eurotransplant
2035 Patienten auf der Warteliste flir eine Lebertransplantation, aber nur 1368
Transplantationen erfolgten (106 Transplantate von Lebendspendern und 1262 von
hirntoten Spendern) *°.

2. Im fulminanten ALV steht haufig nicht rechtzeitig ein passendes Organ zur Verfiigung.
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3. Der Allgemeinzustand einiger Patienten gestattet einen derart schweren operativen
Eingriff nicht mehr (z.B. bei Sepsis oder zu hohen Hirndriicken).
Tragischer Weise kann es bei zunachst noch unklarer Genese auf Grund des Zeitmangels bei
der Festlegung des Prozederes zu einer falschen bzw. unsicheren Einschatzung der Prognose
und daraus resultierend zu einer sog. Ubertransplantation kommen.
Die Lebendspende, mit Teilsticken zwischen 120 und 250 g, stellt eine mogliche Alternative bei
Spendermangel dar. Sie findet meist von einem Elternteil auf ein schwer leberkrankes Kind
statt. Diese Leberresektionen sind aufgrund der Gliederung der Leber in die aus jeweils 4
Segmenten bestehenden Hauptlappen Pars hepatis dextra und sinistra maglich. Die Aufteilung
folgt den oben beschriebenen Blutgefal’- und Gallengansstrukturen und ist duBerlich nicht
erkennbar. Durch die Resektion eines oder mehrerer Segmente lassen sich peri- und
postoperative Komplikationen, wie z.B. eine Nachblutung, reduzieren. Die Segmentgrenzen
lassen sich dabei z.B. durch das Abklemmen der jeweiligen zufuhrenden Gefalie und ein
daraus resultierendes Abblassen des Lebergewebes darstellen®®. Jedes 10.000. Kind in
Deutschland leidet z.B. an einer angeborenen Gallengangsfehlbildung, die im Rahmen einer
Leberzirrhose oft schon innerhalb der ersten zwei Lebensjahre zum Tode flhrt. Knapp die
Halfte der Spendewilligen muss jedoch auf Grund medizinischer oder psychologischer Aspekte
abgelehnt werden. Auch liegen fir die Spender die Sterblichkeitsrate mit ca. 0,7 % und die
Komplikationsrate (z.B. Wundheilungsstérungen, persistierender Wundschmerz, Peritonitis,
Blutungen oder Probleme an den Gallengangen) mit ca. 5 % relativ hoch. 2004 lag der Anteil
der Lebendspenden bei einer Lebertransplantation bei 8,4 % °.
Ansatze zur Bewaltigung des Mangels an Spenderorganen, wie die Xenotransplantation,
.Frischzellentherapie“ und Gewebeersatz durch tissue engineering oder durch Ziichtung aus
Stammzellen bleiben Ergebnisse zum erfolgreichen und vor allem bedenkenlosen Einsatz
bisher schuldig °.
Bei der extrakorporalen Perfusion tierischer Organe kommt es zum Phanomen der (hyper-)
akuten AbstoRungsreaktion, welche vorwiegend Uber eine komplementvermittelte Zytotoxizitat
sowie durch zellular und humoral zytokinvermittelte Komplikationen zu einer (funktionellen)
Zerstdérung des Organs fuhrt. Immunglobuline M und G (IgM, 1gG) lagern sich dabei an den
Gefall- und Sinusendothelien an. Bei porcinem Xenograft passiert dies z.B. innerhalb weniger
Stunden. Bei wiederholter Therapie sind zusatzlich Reaktionen vom anaphylaktische Typ nicht
auszuschlief3en.
Die Xenotransplantation unterliegt prinzipiell denselben Mechanismen. Starzl et al. berichteten
1993 Uber den Verlauf einer xenogenen OLTx (vom Pavian auf den Menschen). Unter
Immunsuppression konnten sie, bei einer 70-tdgigen Uberlebenszeit, histologisch kaum

AbstoRungsreaktionen feststellen. Es herrscht jedoch Unklarheit Gber die Risiken einer
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Aufhebung der nattrlichen Barrieren flr Vektoren zwischen Menschen und Tieren. Die Wahl

einer dem humanen Genom mdglichst ahnlichen Primaten-Rasse und deren anschlieRende

Aufzucht zum Organersatz ist ethisch hdchst anfechtbar.

Weder die Einsetzbarkeit noch die potentiellen Risiken dieser Ansatze sind bisher geklart. Auch

wirden diese Konzepte keine Verbesserung in der Behandlung von auf Grund des

Allgemeinzustandes inoperablen Patienten oder einen Zeitgewinn zur Prognosesicherung

bringen. Sie kénnten ,nur‘ den Organmangel beheben.

Ein temporar einsetzbares Leberunterstiitzungssystem (LUS) kann diese Situation hingegen

wesentlich verbessern, da es verschiedene Einsatzmaoglichkeiten bietet:

1.

SchlieBen des Zeitfensters bis zur Transplantation bzw. bis zur definitiven
Prognosesicherung

Stabilisieren des Allgemeinzustandes von primar nicht narkose- bzw. operationsfahigen
Patienten

Schaffen eines ,elektiven® OP-Settings gegenuber einer Notfall-Operation durch eine
grolere zeitliche Flexibilitdt mit einer entsprechend besseren Prognose

Uberbriickung einer primary graft poor function bzw. primary graft failure - einer initialen
Unter- bzw. Nichtfunktion des transplantierten Organs ohne erkennbare technische oder
immunologische Griinde (bei 3-8% der OLTx und damit eine der Hauptursachen fir post-
operative Mortalitat)

Initiale Unterstlitzung nach Transplantation einer Splitt-Leber (von einem toten oder
einem lebenden Spender)

Unterstitzung der akuten - oft reversiblen - Dekompensation einer chronischen
Leberinsuffizienz (acute-on-chronic)

Unterstitzung bei Resektatmangelfunktion nach Leberteilresektion bzw. die Mdglichkeit
einer wesentlich radikaleren Vorgehensweise bei Teilresektionen (mit entsprechend
niedrigerer Rezidivrate bei Neoplasien)

Unterstitzung bei akuten Krisen angeborener Stoffwechselkrankheiten im Kindesalter

Im Idealfall Verhindern eines kritischen Organversagens im ALV bis zur naturlichen

Regeneration der Leber

Diese Moglichkeiten begriinden einen dringenden Bedarf an einem derartigen System.

1.7 Bisherige Losungsansatze fir ex vivo Systeme

1.7.1 Exvivo Leberperfusion

Pionier der extrakorporalen Leberunterstiitzung waren Otto und Mitarbeiter, die 1958 erste

Versuche an Hunden starteten ®. 1964 therapierte Sen an der Universitdt in Bombay, Indien
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erstmals finf Patienten im ALV mittels extrakorporaler Vollleberperfusion ®'. Er nutzte hierfiir
humane Spenderlebern. Vier der Patienten starben innerhalb der ersten zwei Tage, der Flinfte
erholte sich vollstandig. Nur einen Monat spater stellte Eiseman die extrakorporale
Leberperfusion unter Verwendung von Schweinelebern vor %2, Auf Grund dieser zeitlichen
Uberschneidungen wird Eiseman weitlaufig als Erstanwender dieser Therapie am Menschen
genannt. Zu den Methoden der ex vivo Leberperfusion gehoéren des Weiteren die
Hamoperfusion von Leberteilstiicken bzw. Lebergewebe ®, die so genannte cross-circulation %
(ein Shunt zwischen dem Blutkreislauf des Patienten und einem gesunden Menschen oder
Tier), und Versuche der Vollleberperfusion anderer Gruppen ®*®’. Technische Probleme, ein
friher Funktionsverlust der perfundierten Organe, meist aufgrund einer hyperakuten,
xenogenen AbstoRungsreaktion, und die mangelnden Oxygenierungsmdglichkeiten gehdrten zu
den schwerwiegendsten Problemen dieser Behandlungsmethoden %. Entsprechend konnte sich
keine von ihnen klinisch durchsetzen.

Die bisherigen Losungsanséatze zur kunstlichen Leberunterstitzung lassen sich nach ihrem
Hauptwirkprinzip in physikalische Systeme (,cell-free* / ,non-biological“) und biologische
Systeme (,cell-containing® / ,biological®) unterteilen. Wie die englischen Bezeichnungen
andeuten, besteht der grundlegende Unterschied in der Integration von leberspezifischen Zellen

bei den biologischen Systemen.

1.7.2 Physikalische / Nicht-biologische Systeme

Diese Systeme basieren meist auf dem Prinzip der Toxinentfernung mittels Membranen und

Adsorbentien ©°

, ahnlich der Dialyse bei Niereninsuffizienz. Die herkdmmliche Dialyse ist
allerdings aufgrund der Vielzahl von proteingebundenen Substanzen keine effiziente
Therapieoption beim Leberversagen. Es erfolgt eine grofenabhangige Entfernung von
Molekilen aus dem Plasma bzw. Vollblut, definiert durch die Porengrofie der Membran. Im
Allgemeinen bestehen die Vorteile der physikalischen Systeme in einer guten Verfugbarkeit und
einer einfachen Handhabung. Von Nachteil ist vor allem, dass die Systeme ,wertfrei“ nur nach
der Grolke Molekiile entfernen. Sie bieten somit eine relativ unspezifische Aufbereitung des
Plasmas bzw. Blutes. Die Synthese von leberspezifischen Proteinen oder anderen
hepatotrophen Faktoren ist prinzipiell ausgeschlossen. Die Erfolge in der orthotopen
Lebertransplantation belegen jedoch die Bedeutung der Kombination aus Entgiftung und
metabolischen Leistungen durch die Leber beim outcome der Patienten. Die physikalischen
Systeme scheinen daher, wenn Uberhaupt, eher fur den kurzfristigen Einsatz bei mittelschwer
betroffenen ALF Patienten geeignet. Zu den bisher untersuchten Methoden gehéren die

Hamodialyse, die Hamofiltration, die Hamoperfusion, die Hamodiafiltration, die
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Hamodiabsorption und die Plasmapherese, sowie Kombinationen der genannten Methoden. Die
dabei verwendeten Techniken und die Therapieerfolge sind in Tab. 3 aufgelistet. Die bei
einzelnen Patienten positiven Resultate konnten in kontrollierten Studien bei den meisten

70

Systemen nicht reproduziert werden '°. Abgesehen vom MARS (s.u.) konnte keins der

untersuchten Systeme eine Verbesserung der Uberlebensrate bewirken.

Tab. 3: Physikalische / Nicht-biologische Systeme zur Therapie des ALV

System / Prinzip angewandte Technik Therapieergebnisse
Diffusion uber eine Verbesserung des Koma
1 Hamodialyse semipermeable Membran ) 9
: . Stadiums
zwischen Blut und Dialysat
Kontinuierliche konvektive .
lediglich

2 Hamofiltration Reinigung der Lésung Uber

eine permeable Membran Einzelfallbeschreibungen

Perfusion (Blut/Plasma) tber
Aktivkohle, neutralisierende
Kunstharze oder Anionen
Austauscher

Entfernung von Toxinen,
Verbesserung des mentalen
Status

3 Hamoperfusion

Entfernung groR3er
(Konvektion) und kleiner
(Diffusion) Molekile Gber eine

Einzelfallbeschreibungen mit
Verbesserung von biochem.
Parametern und neurol. Status

4 | Hamodiafiltration

Membran
Dialyse uber eine Kombination Verbesserung von biochem
5 Hamodiabsorption aus Aktivkohle und Kationen 9 . :
Parametern und Klin. Status
Austauscher

Austausch groler Plasma
6 | Groldvolumige Plasmapherese | Volumina (Rickfiihrung der
Erythrozyten)

Verbesserung von biochem.
Parametern und Klin. Status

“Artifical Liver Support Verbesserung von biochem.

/ System” (ALSS) Kombination von 1-6 Parametern und klin. Status
8 PF-Liver Dialysis* K_ombination von 5 mit einer Verbesserung von.biochem.
8 Lipophorese im Gegenstrom Parametern und klin. Status

9 | Albumin Dialyse System Wie 4 mit einem A!bumiq Verbesserung von.biochem.
Dialysat ohne Rezirkulation Parametern und klin. Status

Entfernung proteingebundener

. Verbesserung von biochem.
und wasserldslicher

Parametern und klin. Status,

Molekulare Adsorbentien Substanzen uber eine als einziges Svstern sianif
10 | Rezirkulierende System Albumin impragnierte Verbessgrun yder gnit.
(MARS) Membran gegen ein 9

Uberlebensrate einer

rezirkulierendes Albumin
Behandlungsgruppe

angereichertes Dialysat (s.u.)

Stange und Mitzner et al. (Rostock, Deutschland) stellten 1993 erstmal das von ihnen
entwickelte Molekulare Adsorbentien Rezirkulierende System (MARS) vor ®. Mit iber 3000

Anwendungen hat sich das System in Europa und mehreren asiatischen Landern in der

extrakorporalen Leberunterstiitzung etabliert '. Das Indikationsspektrum umfasst unter

anderem das fulminante ALV "'"*, das primare und verzdgerte Transplantatversagen "'"*, das

akute Leberversagen bei chronischer Lebererkrankung "'’°, Leberversagen nach
Leberteilresektion *™* oder bei Verbrennungen, Sepsis oder Trauma, das hepatorenale
Syndrom "™ sowie den persistierenden Pruritus bei cholestatischem Syndrom " 74,
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Blut

Plasma-
albumin

Dialysat

Dialysat-
albumin

Albumin-assoziierie Bindungsstellen

Abb. 1: Mars Membran mit konischen Offnungen zur Dialysat (Albumin) Seite hin (modifiziert nach
Kapoor et al. ).

Das MARS besteht aus drei Kreislaufen mit insgesamt zwei Dialysemembranen """°, die sowohl
wasserldsliche als auch albumingebundene Substanzen entfernen kénnen. Zunachst wird tber
die MARS Membrane das Blut gegen eine Albuminlésung dialysiert. Die Albuminlésung befindet
sich in einem geschlossenen Kreislauf (600 ml, 10 % bzw. 20 % humanes Serum Albumin). Sie
wird mittels Dialyse Uber eine herkdbmmliche Membrane zur Hamofiltration bzw. zur
Hamodialyse sowie durch die Passage durch einen Aktivkohlefilter und einen
Anionenaustauscher regeneriert. Gleichzeitig kdnnen wasserldsliche Stoffe entfernt werden.
Durch die Regeneration der Albuminlésung kénnen die Kosten fiir das System deutlich
reduziert werden. Die MARS Membran besteht aus Polysulfon % hat eine Oberflache von ca.
1,3 m2, eine Dicke von ca. 100 nm und eine PorengroRe von ca. 50 kD °® 7. Die Poren haben
eine asymmetrische Struktur mit konusformigen, zur Dialysat (Albumin) Seite hin gréReren
Offnungen (s. Abb. 1). Die Albumin Molekiile kénnen sich dadurch in der Membran festsetzen
und somit ihre Affinitat zu albumin-gebundenen Toxinen / Stoffen erhdhen "®. Der Blutkreislauf
wird Uber einen veno-vendsen Doppel-Lumen Katheter bei einer Flussrate von 150 —
250 ml/min mit dem System verbunden. Die Flussrate im Kreislauf der Albuminlésung betragt
150 ml/min. Die einzelnen Therapie-Einheiten habe eine Dauer von durchschnittlich 6 -8
Stunden, bei einer bis 24 Therapien pro Patient. Diese Parameter werden an den klinischen

Allgemeinzustand und speziell an den hdmodynamischen Status des Patienten angepasst ™.
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Die bisher veréffentlichten Daten zum MARS sind duRerst viel versprechend "> 7" 8. Bei den
behandelten Patienten zeigten sich signifikante Verbesserungen des neurologischen Status und
signifikante Absenkungen der Werte flr Kreatinin, Ammoniak und Bilirubin im Serum, sowie
eine Senkung der Mortalitat, bei gleich bleibendem hamodynamischen Status. Da die Patienten
gleichzeitig intensivmedizinisch betreut wurden (unter anderem Behandlungen mit Plasma
und / oder Blut) lasst sich derzeit keine sichere Zuordnung der therapeutischen Effekte
vornehmen 2. Es scheint aber berechtigt, das System als gut tolerabel in der Therapie zu
bezeichnen.

Die Ergebnisse zweier derzeit in Europa und Amerika laufender Multicenter Studien zur
Effektivitdt des MARS stehen noch aus ’'. Trotz der viel versprechenden Ergebnisse ist das
System letztlich auf die Eliminierung von (schadlichen) Stoffen aus dem Blutkreislauf limitiert,
mit der nicht auszuschlielRenden Méglichkeit dass auch ,gute* (z.B. hepatotrophe) Faktoren
entfernt werden. Synthese oder Biotransformation vermag es nicht zu leisten. Somit wird eine
grundlegende Anforderung an ein System mit dem Potential zur langerfristigen Uberbriickung

eines Leberausfalls nicht erfullt.

1.7.3 Biologische Systeme

Die Anforderungen bei der Konstruktion eines kiinstlichen Ersatzes der Leberfunktionen lassen
sich offensichtlich nicht mit den Anforderungen an die physikalisch/chemisch arbeitenden
Gerate zum Ersatz der Herz- oder Nierenfunktion vergleichen. Der Ausfall der bereits
beschriebenen vielfaltigen verschiedenen Leberfunktionen fiihrt im ALV zu erheblichen
biochemischen Veranderungen. Z.B. scheinen Stérungen im Hormonhaushalt " und erhohte
Zytokinspiegel % firr die Veranderungen des peripheren Widerstandes, der Mikrozirkulation
und der Nierenfunktion verantwortlich zu sein. Die neurologischen Symptome werden auf
Ammoniak, Phenole, Fettsauren, Mercaptane und sog. Mittelmolekile zurlickgefihrt 10,
Gammaaminobuttersaure soll die ,endogene Narkose“ bei der hepatischen Enzephalopathie

verursachen °

. Die genaue Pathogenese sowie kausale Zusammenhange zwischen der
hepatischen  Enzephalopathie, dem  hyperdynamen  Kreislaufversagen und der
Niereninsuffizienz konnten trotz intensiver Forschung nach wie vor in ihrer Komplexitat nicht
vollstandig geklart werden "% 83,

Die Unmdglichkeit, diese komplexen, zellspezifischen Funktionen kinstlich zu ersetzen, fiihrte
in den 70er Jahren zur Entwicklung sog. hybrider Organe. Lebende Zellkulturen — zum Ersatz
der biochemischen Leistungen — werden in kinstlicher Umgebung angesiedelt.

In den Systemen mit leberspezifischen Zellen werden diese in Kulturen kiinstlich am Leben

gehalten. Das System wird mit dem Plasma oder Vollblut des Patienten um- bzw. durchstrémt.
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Der entscheidende Vorteil sind die spezifischen biochemischen Leistungen. Sie ersetzen die
Funktionen der Patientenleber (z.B. Synthese, etc.) wesentlich umfassender als ein rein
kiinstliches System. Von Nachteil sind die relativ hohen Kosten, die mitunter komplizierte
Handhabung und die Gefahr einer immunologischen Reaktion sowie die Madglichkeit der
Ubertragung von Zoonosen (Infektionskrankheit die gleichermalRen beim Menschen und beim
Tier auftritt) bei xenogenen Spenderzellen.

Im Folgenden sind einige bereits im Einsatz am Patienten getestete hybride Systeme in der
Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung dargestellt. Zumeist handelt es sich dabei um Studien zur
Sicherheit der jeweiligen Systeme, vereinzelt aber auch um kontrollierte Studien zum klinischen

Nutzen der Therapie. Tab. 4 zeigt eine Ubersicht zu den Charakteristika der Systeme.

Matsumura et al., Berkley, California, USA 1987 "7

Ein Kiil-Typ Dialysator (Flachbett-Dialysator) gefiillt mit einer Suspension aus 10" zuvor
kryokonservierten primaren Hasen-Hepatozyten (ca. 100g Zellpellet) als Dialysat. Die
Zellsuspension wurde erst direkt vor Therapiebeginn aufgetaut. Die verwendete Membran war
durchlassig fur Partikel mit niedrigem bis mittlerem Molekulargewicht (keine genaueren
Angaben zum cut-off) mit einer Austauschoberflaiche von etwa 1 m2. Der Dialysator wurde
wahrend der Therapie in einem 40°C Wasserbad temperiert. Die Zirkulation erfolgte arterio-
venos (A. radialis - V. basilaris) und wurde im Wesentlichen durch den Blutdruck des Patienten
erzeugt und nur ersatzweise von einer Pumpe Ubernommen. Der Volumenfluss lag bei ca.
145 ml/min Vollblut. Das System besal} eine hohe Sicherheit gegenliber einer Vermischung der
zellularen Anteile, jedoch war die Zellvitalitat auf maximal 10 h begrenzt. Bis auf eine
Einzelfallschilderung zu einem acute-on-chronic Patienten (inoperables Gallengangskarzinom)
gibt es trotz positivem outcomes keine weiteren Berichte Uber einen Einsatz des Systems. Der
beschriebene Patient wurde zweimal fir 4,5 bzw. 5 Stunden behandelt und Uberlebte ohne eine
Lebertransplantation. Therapiebedingte Nebenwirkungen wurden nicht beschrieben. Eine
Weiterentwicklung mit Monolayern auf Glasplatten erhohte die Zellvitalitat auf 65 h, war auf

Grund des immensen benétigten Volumens des Systems jedoch nicht praktisch umsetzbar.

Margulis et al., Riga, Lettland, UJSSR, 1989 ?°

Hamoperfusion durch 20 ml groRe PVC Kapseln in die 4 x 10" porcine Hepatozyten gefiillt
wurden. Im Auslass befand sich ein Nylon-Filter der mit mit Aktivkohle beschichteten Quartz-
Glas-Granula geflllt war. Die Kapseln wurden in einen arterio-vendésen Unterarm Shunt
(A. radialis - V. cubitalis) implantiert und wahrend der insgesamt 6-stliindigen Behandlungen
stindlich durch frische Kapseln ersetzt. Der Blutfluss durch die Kapseln betrug 90 ml/min. In

einer kontrollierten Studie wurden 59 mit dem System behandelte Patienten mit 67 Kontroll-
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Patienten verglichen. Alle Patienten zeigten vor Beginn der Behandlung klinisch und im EEG
eine hepatische Enzephalopathie und erhielten eine intensivmedizinische Betreuung. In die
Studie eingeschlossen wurden Patienten mit ALV und AOCHF (Virushepatitiden, toxisch,
Sepsis, Cholestase, Leptospirose). Trotz einer Verbesserung des neurologischen Status (EEG)
und einer 50%igen Reduktion des initialen Ammoniak-Niveaus konnte keine mafgebliche
Verbesserung der Uberlebensrate erreicht werden. In der behandelten Gruppe lag die Mortalitat
bei 46%, in der Kontroll-Gruppe bei 61%. Die Einteilung der Gruppen war bezuglich der
Atiologie sowie der Verteilung von Patienten mit einem Enzephalopathie Grad llI-IV und héher
uneinheitlich (Therapie = 33,9% vs. Kontrolle = 44,7%). Auch stehen die geringe Zellmasse und
die kurzen Behandlungsintervalle im Widerspruch zu den erzielten Ergebnissen. Zu diesem

System gibt es ebenfalls keine Berichte Uber weitere Einsatze.

Sussman, Kelly et al., Huston, Texas, USA , 1992 '*#: (Extracorporeal Liver Assist Device =
ELAD)

Hamoperfusion durch ein Hohlfasermembran-System mit einem Kapillarblindel. Das

Zellkompartment wird zunachst mit ca. 20 g Hepatoblastom Zellen (Hep-G2 C3A) gefillt. Diese
Zellen besitzen, im Gegensatz zu nativen Hepatozyten, die Mdglichkeit in vitro zu proliferieren.
Bei einer Zellmasse von etwa 200 —400 g je Modul wurden die Zellen bis zur Therapie
kryokonserviert. Die Zirkulation erfolgt veno-vends uUber eine Rollerpumpe mit einem
Volumenfluss von 150 — 300 ml/min Vollblut. Die Flussrate im Reaktor betrug 150 - 200 ml/min
und der Stoffaustausch erfolgte Uber Diffusion und Mikrofiltration. In einer Kontrollstudie zur
Sicherheit des Systems wurden 24 Patienten mit ALV randomisiert in eine ELAD
Behandlungsgruppe und eine Kontrollgruppe unterteilt. 17 der Patienten hatten eine gute
Prognose mit einem potentiell reversiblen Leberschaden und 7 der Patienten wurden bereits auf
der Transplantationsliste gefiihrt. Die mittlere Behandlungsdauer mit dem ELAD betrug
72 Stunden (3-168 h). Zwei Patienten mussten aufgrund einer sich verschlechternden,
vorbestehenden DIC, bzw. aufgrund einer hyperakuten AbstolRungsreaktion von der Studie
ausgeschlossen werden. Von den Patienten mit guter Prognose Uberlebten in der behandelten
Gruppe 7 von 9 gegenuber 6 von 8 in der Kontrollgruppe. Von den zur Transplantation
angemeldeten Patienten Uberlebte in beiden Gruppen einer, jeweils mit Transplantation. Die
Autoren merken selber an, dass die Uberlebensrate der Patienten mit guter Prognose in der
Kontrollgruppe hoher lag als erwartet. Die Spiegel fur Ammoniak und totales Bilirubin nahmen
unter der ELAD Therapie zu (8% und 20%). Es konnte bisher kein Nachweis geflihrt werden,
dass Hep-G2 C3A Zellen ihre Funktionen auf dem Niveau primarer humaner Hepatozyten
erfillen. Insgesamt verlieren die etablierten Zelllinien haufig vollstandig ihre Funktion oder

erfiillen weniger als 10 % der leberspezifischen Funktionen ‘. Ein Hinweis, dass sich die
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Mortalitat der Patienten senken lasst, konnte nicht erbracht werden. Auch konnen Filiae bei den

(immunsupprimierten) Patienten nicht ausgeschlossen werden.

Demetriou, Rozga et al., Los Angeles, California, USA, 1993 & '8 8% (HepatAssist 2000; Circe

Biomedical, Lexington, MA)

Das System besteht aus einem Hohlfasermembran Modul mit porésen (d = 0,2 uym) Cellulose-
Acetat Kapillaren. Die innere Gesamtoberfliche betrdgt 6000 cm? die aulere
Gesamtoberflache 7000 cm?, bei einer Wanddicke der Kapillaren von 62 um. Das extrakapillare
Volumen betrdgt 200 ml und wird mit 5-7 x 10° porcinen Hepatozyten in Kollagen ummantelten
Dextran-Microcarriern gefillt. Bei den ersten 15 Patienten wurden zunachst frische Hepatozyten
verwendet, spater kamen kryokonservierte Zellen zum Einsatz. Die Zirkulation erfolgt veno-
venods Uber einen Doppel-Lumen Katheter in der V. femoralis superficialis mit einer Flussrate
von 90 - 100 ml/min zum Plasmaseperator. Das Plasma wird anschlielend mit 50 ml/min in den
Reaktorkreislauf eingespeist und passiert hier zundchst einen Cellulose beschichteten
Aktivkohlefilter. Die Zirkulation im Reaktor erfolgt mit 400 ml/min. Der Stoffaustausch findet
hauptsachlich Gber Diffusion und die hohen Druckgradienten Uber der Membran statt. Zur
Sicherung wird der Druck im System gemessen.

In den Jahren 1993 bis 2001 wurden insgesamt 39 Patienten (FHF =26, PNF =3,
AOCHF =10) im Rahmen von Einzelfallberichten bzw. von einer Studie zur Kklinischen
Sicherheit des Systems behandelt. Die einzelnen Behandlungsintervalle betrugen jeweils 6
Stunden. Die Spiegel fir Ammoniak und totales Bilirubin konnten unter der Therapie signifikant
gegenuber den Ausgangswerten gesenkt werden, und es zeigte sich eine deutliche
Verbesserung des neurologischen Status, insbesondere bei Patienten mit ALV. Das System
erscheint in der Anwendung am Patienten sicher zu sein. Lediglich ein Patient litt wahrend der
Therapie unter einem vortbergehenden Blutdruckabfall, der eine Unterbrechung der Therapie
erforderte. Unklar bleibt, in wie weit die zusatzliche intensivmedizinische Betreuung die
Ergebnisse beeinflusst hat und welchen Stellenwert der vorgeschaltete Aktivkohlefilter hat.
Auch scheint die Zellmasse, insbesondere bei einem etwa 10 — 20 %igem Vitalitatsverlust nach

Kryokonservierung, eher gering.

Flendrig, Chamuleau et al., Amsterdam, Niederlande, 1997: (AMC-Bioartifical Liver = AMC-
BAL) 9, 26-28

Das System besteht aus einem zylinderformigen Hohlfasermembran Bioreaktor und einer

vorgeschalteten Plasmazentrifuge. Im Reaktor werden auf einer spiralférmig aufgerollten
hydrophilen Polystyrolmatte mindestens 10" porcine Hepatozyten adhériert. Die Matte hat eine

Dicke von 4 mm und eine Gesamtoberflache von 5610 cm?. Zwischen den Lagen der Matte
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befinden sich longitudinal ausgerichtete Hohlfaser Kapillaren zur Oxygenierung der Zellen. Die
Plasmaseperation erfolgt Uber eine Plasmazentrifuge mit einem Vollblut Volumenfluss von
100 ml/min und einer resultierenden Plasmafiltrationsrate von 40 — 50 ml/min. Anschlief3end
wird das Plasma longitudinal, mit einer Flussrate von 150 ml/min durch den Reaktor geleitet und
kommt hierbei in direkten Kontakt zu den Hepatozyten.

In einer Kontrollstudie zur Sicherheit des Systems wurden 12 Patienten mit hyperakutem bzw.
akutem Leberversagen mit dem AMC-BAL behandelt. Alle Patienten zeigten vor der
Behandlung eine Enzephalopathie vom Grad Ill-1V und waren als Transplantations-
Kandidaten gelistet. Die Behandlungen dauerten insgesamt zwischen 8 — 35 Stunden, wovon
drei Patienten mehrere Behandlungen erhielten. Unter der Therapie zeigten sich zwei leichte,
medikamentds regulierbare Hypotonus Episoden. 11 der Patienten wurden erfolgreich
transplantiert, von denen jedoch 3 postoperativ verstarben. Ein Patient erholte sich nach zwei
Behandlungen mit dem AMC-BAL ohne eine Transplantation. Alle Patienten zeigten eine
Besserung des neurologischen Status und die Plasmaspiegel fir Ammoniak und totales

Bilirubin lieRen sich im Mittel um 31 % bzw. 44 % senken.

Patzer et al., Oakdale & Pittsburgh, Pennsylvania, USA, 1999 % *': (Bioartifical Liver Support
System = BLSS; Excorp Medical Inc.)

In einer Hohlfasermembran-Kartusche befindet sich im extrakapillaren Raum ein Gemisch aus
frischen porcinen Hepatozyten und 20% Kollagen. Die Zellmasse betragt 70 — 100 g. Eine
Therapieeinheit dauerte jeweils 12 Stunden, begleitet von einer Vor- und
Nachbeobachtungszeit von ebenfalls jeweils 12 Stunden. Wahrend der Therapie wurde Vollblut
mit einer Flussrate von 100 — 250 ml/min, abhangig vom hamodynamischen Zustand des
Patienten, durch die Kapillaren des Systems gepumpt. Der Stoffaustausch erfolgte hierbei
durch Diffusion Uber die semipermeablen Kapillarmembranen mit einem cut-off von 100 kD. Zur
Sicherheit sind in das System Druck- und Flussaufnehmer integriert. In einer Kontrollstudie zur
Sicherheit des Systems erhielten 4 Patienten mit ALV (2) bzw. AOCHF (2) ein oder zwei
Therapieeinheiten mit dem BLSS. Die Spiegel von Ammoniak und totalem Bilirubin im Plasma
fielen im Mittel unter der Therapie um 33% bzw. 6%. Der neurologische Status der Patienten
und die Nierenfunktionen zeigten keine eindeutige Beeinflussung durch die Therapie. Ein
Patient zeigte zu Beginn der Therapie einen voribergehenden Hypotonus. Einer der Patienten
erhielt eine OLTX, die drei anderen verstarben ohne OLTx. Die Autoren merken selber an, dass
die biochemischen Veranderungen nur moderat waren und weitere Patienten nétig sind, um

eine eindeutige Aussage Uber die Sicherheit des Systems zuzulassen.
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Morsiani et al., Ferrara, ltalien, 2001 ** %: (Radial Flow Bioreactor = RFB)

Das System besteht aus einer 6 mm dicken teilweise gewobenen und teilweise nicht
gewobenen Polyester Matrix, welche zwischen zwei feingewobenen Polyester Netzen liegt.
200 — 230 g frische porcine Hepatozyten werden in die Zwischenraume der Matrix injiziert. Die
aulleren Polyesternetze verhindern mit einem cut-off von 1 um ein Austreten der Zellen
wahrend der Perfusion. Das Modul befindet sich in einem Polycarbonat Zylinder. Das
anstromende Plasma diffundiert vom Kern des Zylinders nach Aufen und passiert hierbei die
zelltragende Matrix. Das System wird bei 37°C betrieben. Die Sauerstoffversorgung der Zellen
erfolgt Uber eine Oxygenierung des Plasmas vor Eintritt in den Zylinder. Die Flussrate zum
Plasmaseperator betragt 80 ml/min. Anschlielend wird das Plasma mit 22 ml/min in das Modul
eingespeist. Die Flussrate im Reaktor betragt 1,0 — 1,5 ml/min/g Hepatozyten. In einer
Kontrollstudie zur Sicherheit des Systems erhielten 7 Patienten mit FHF aufgrund einer
Hepatitis B Infektion (3), PNF (3), bzw. einem posttraumatischen ALV (1) insgesamt 8
Therapieeinheiten. Die Therapieeinheiten dauerten zwischen 6 und 24 Stunden. Alle Patienten
befanden sich zu Beginn der Therapie in einem Komastadium Grad Ill — V. Bis auf einen
Patienten mit PNF erhielten alle innerhalb von 2 — 6 Stunden nach der Therapie eine OLTx.
Funf der sechs transplantierten Patienten Uberlebten, der Patient mit posttraumatischem ALV
verstarb an einem Multiorganversagen. Unter der Therapie zeigte sich eine Verbesserung der
Enzephalopathie Grade und eine Absenkung der Spiegel von Ammoniak und totalem Bilirubin
im Plasma um 33% bzw. 11%, sowie eine Verbesserung der Transaminase Spiegel und der
Prothrombinzeit. Bei zwei Patienten musste die Behandlung aufgrund nicht naher
beschriebener aulerer Faktoren abgebrochen werden. Therapiebedingte Komplikationen

zeigten sich nicht.
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Tab. 4: Ubersicht iber einige bisher am Patienten getestete hybride Leberunterstiitzungssysteme, in

Anlehnung an van de Kerkhove S,
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1.8 Anforderungen an das LUS-Design

Die meisten hier beschriebenen Systeme sind Hohlfasermembran Systeme, die sich
hauptsachlich aufgrund der Art des Stoffaustausches, der Oxygenierung und der Zellart und
Zellzahl unterscheiden. Diese Unterschiede kénnen u.a. mafgeblich die extrazellulare
Umgebung beeinflussen, welche wiederum die Aktivitat der Hepatozyten beeinflusst. Neben der
schnellen Verfiigbarkeit zur Therapie lassen sich folgende notwendige Funktionsmerkmale bei
der Konstruktion eines hybriden Leberunterstitzungssystems aus den bisherigen Ergebnissen
ableiten % %97
e die Gewahrleistung einer sicheren Immunisolierung zwischen Zellen und Plasma
e die Schaffung einer Oberflache zur Zelladhasion (und somit Immobilisation der Zellen),

da ,freie“ Zellen innerhalb kurzer Zeit ihre leberspezifische biochemische Aktivitat

verlieren %1%

o die Schaffung einer leberahnlichen Makroumgebung zur Anregung der Zellen zur

Reorganisation einer lebertypischen Mikrostruktur

¢ ein dezentralisierter Metabolitenan- und ~abfluss mit niedrigen Gradienten

¢ eine dezentralisierte Sauerstoffzu- und Kohlendioxidabfuhr mit niedrigen Gradienten

e eine ausreichende Flusskapazitat fur einen suffizienten Stoffaustausch

e die Mdglichkeit eines bidirektionalen Stoffaustausches

e eine entsprechende Dimensionierung fiir eine ausreichende Zellzahl (> 2 x 10" Zellen

bzw. > 200g Zellmasse)

e eine unkomplizierte und gleichmafige Befullung des Systems mit Zellen
Diesen Konstruktionsmerkmalen gemeinsam ist, dass sie alle eng mit den
Stromungsverhaltnissen des Systems in Wechselwirkung stehen. Einerseits lassen sich die
Stromungsverhaltnisse durch eine Modifikation dieser Merkmale erheblich verandern,
andererseits konnen die Stromungsverhaltnisse im System die Makro- und Mikroumgebung der

Zellen sowie die Effektivitat des Systems mallgeblich beeinflussen.

1.9 Ziel der Arbeit

Das ALYV stellt, wie beschrieben, ein schweres Krankheitsbild mit einer hohen Mortalitat dar. Die
allogene OLTx, als derzeitige Therapie der Wahl, kann nicht jedem Patienten angeboten
werden und bedeutet eine massive Einschrankung der Lebensqualitdt sowie eine deutliche
Verkiirzung der Lebenserwartung >°. Bioreaktoren mit Leberzellen sind interessante Alternativen
fur die Entwicklung von Leberunterstiitzungssystemen. Bisher entwickelte Kulturmodelle sehen,

wie in den Beispielen beschrieben, eine Hepatozytenkultur im Monolayer, als Sandwich-Kultur
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mit  Kollagen- oder  Sinuszelluberlagerung oder eine  Kultur in  einfachen
Hohlfaserkapillarkartuschen vor. Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelt dreidimensionale
Perfusions-Kulturmodell ist in seiner Konfiguration am Aufbau der Leber orientiert. Es
ermoglicht die Co-Kultur von Hepatozyten in ausreichend groBer Menge mit
Sinusendothelzellen aus der Leber Uber einen langeren Zeitraum. Hierbei bleibt sowohl die
Vitalitat als auch die Funktionalitat der Zellen erhalten. Ein therapeutischer Einsatz des Systems
am Menschen ist méglich 1%,
Das Ziel dieser Arbeit war der Vergleich von verschiedenen Laufmodi (Perfusion und Diffusion
durch ein oder beide Kapillarbiindel im Bioreaktor) bei unterschiedlichen Flussraten. Dies soll
zum besseren Verstandnis der Flissigkeits- und Massenverteilung im Bioreaktor fiihren und
soweit maoglich, sollte eine Empfehlung fur eine ideale Einstellung des Laufmodus und der
Flussrate im Betrieb erarbeitet werden. Hierflr sollen folgende Hypothesen Uberpruft werden:
1. Die Flussrate und der Laufmodus beeinflussen die Mischzeit bis zum Erreichen
eines festgelegten Durchmischungsgrades.
Hohere Flussraten fiuhren zu einer rascheren Durchmischung.
Bei gleicher Flussrate fuhren Perfusion und Cross Flow zu einer rascheren
Durchmischung als die beiden Diffusionsmodi.
4, Diffusion durch beide Kapillarbiindel zeigt eine raschere Durchmischung als
Diffusion durch ein Kapillarbiindel.
5. Die Bauweise des Bioreaktors ermdglicht eine effektive Flissigkeits- und
Massenverteilung im System.
Zur Beschreibung der Flussigkeits- und Massenverteilung sollten Durchmischungsmessungen

mit Phenolrot (PSP = Phenolsulfonphthalein) als Marker durchgefiihrt werden.
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