Aus dem Institut fiir Anatomie
der Medizinischen Fakultat

der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

OTTO VON GUERICKE

UNIVERSITAT

MAGDEBURG

Einfluss von Deoxynivalenol und Escherichia coli-Lipopolysaccharid

auf die Lebermorphologie und -funktion beim Schwein

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
Dr. med.

(doctor medicinae)

an der Medizinischen Fakultat
der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

vorgelegt von Cassandra Stanek

aus Magdeburg

Magdeburg, 2014



Bibliographische Beschreibung:

Stanek, Cassandra:

Einfluss von Deoxynivalenol und Escherichia coli-Lipopolysaccharid auf die
Lebermorphologie und -funktion beim Schwein. - 2014 -

65 Blatt, 12 Abbildungen, 12 Tabellen, 5 Anlagen

Kurzreferat:

Deoxynivalenol (DON), ein sekundarer Metabolit der Getreideschimmelpilze Fusarium
graminearum und culmorum, sowie Lipopolysaccharide (LPS), die Zellwandkomponenten
gram-negativer Bakterien, zeigten beide in der Literatur schadigenden Einfluss auf die
Leber. Ein potenzierender toxischer Effekt beider Substanzen wurde in einem Mausmodell
und fir Hepatozyten in vitro nachgewiesen, aber bisher nicht bei Schweinen, die als
sensibelste Spezies fur DON gelten. In der vorliegenden Arbeit haben 39 Hausschweine
entweder Kontrollfutter (KON) oder DON-kontaminiertes Futter (3,1 mg DON/kg Futter)
fur 37 Tage erhalten. AnschlieBend wurden die Tiere entweder mit physiologischer
Kochsalzlgsung (KON_KON), 100 pg/lkg KG DON (KON_DON), 7,5 pg/kg KG
E. coli-LPS (KON_LPS) oder beiden Toxinen (KON_DON/LPS) infundiert. VVor, wahrend
und nach der Infusion wurden Blutproben fir die Erhebung der klinischen Chemie
entnommen. 195 Minuten nach Start der Infusion wurden alle Schweine geschlachtet, die
Lebern entnommen und es erfolgte die histologische Untersuchung anhand eines
entwickelten Indexes. LPS verursachte ein erhohtes relatives Lebergewicht (p <0,05),
signifikante portale, periportale und azinare Entziindungszeichen (p < 0,05) und verstarkte
H&morrhagien (p <0,01) sowie pathologisch erhohte Bilirubinwerte. Die DON-Infusion
allein zeigte dagegen keinen Einfluss auf die Lebermorphologie und -funktion,
wohingegen die Fltterung mit DON-kontaminiertem Getreide die Auswirkungen der LPS-

Infusion auf die Leberhistologie zu mildern schien.
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1 Einleitung

1.1 Deoxynivalenol

Schimmelpilze der Gattung Fusarium (F.) befallen als sogenannte Feldpilze das Getreide
schon vor der Ernte und bilden sekunddre Metaboliten, die Mykotoxine. Deoxynivalenol
(DON) gehort der Gruppe der Typ B - Trichothecene an. Erstmals erwéhnt wurde DON
von Morooka et al. (1972) und erhielt bald aufgrund seiner emetischen Wirkung den
Namen Vomitoxin (Versonder et al. 1973). Mykotoxine werden durch
Getreideverarbeitung oder Nahrungsprozessierung nicht wesentlich reduziert oder
abgebaut. Sie sind weiterhin vorhanden und koénnen so in Nahrungskette gelangen. Die
orale Aufnahme von kontaminierten Getreideprodukten stellt somit ein permanentes
Gesundheitsrisiko fur den Menschen und dessen Nutztiere dar. Schweine sind die
empfindlichste Spezies unter diesen Nutztieren und reagieren auf das Trichothecen DON
u.a. mit Futterverweigerung, erhohter Salivation und Erbrechen (Bondy und Pestka 2000,
Rotter et al. 1996, Young et al. 1983). Die reduzierte Futteraufnahme und unzureichende
Gewichtszunahme spielen eine groRe Rolle in der Tierproduktion, die dadurch
6konomische Verluste erleidet.

Die Hauptwirkung der Trichothecene erfolgt tber die Inhibition der Proteinsynthese durch
Bindung an die 60S-Untereinheit der Ribosomen auf zellularer Ebene, wodurch die weitere
Zellvermehrung gehemmt wird (Ehrlich und Daigle 1987). Wirkungsort der Mykotoxine
sind deshalb schnell proliferierende Gewebe oder Organe mit hohem Proteinturnover
(Eriksen 2003), wie z.B. der Magen-Darm-Trakt und die Leber. Des Weiteren besitzt DON
immunmodulatorische Fahigkeiten durch die Aktivierung der mitogen-activated protein
kinases (MAPK), die Freisetzung von Zytokinen und Induktion von Apoptose in
Immunzellen (Pestka 2010a). Auf die Leber bezogen konnten Goyarts et al. (2007) und
Tiemann et al. (2008) bisher keine schadigenden Wirkungen von DON allein am Schwein
in vivo nachweisen, wobei hier das Hauptaugenmerk auf DON und dessen Einfliisse auf
die Proteinbiosynthese lag. Doch Mikami et al. (2010) konnten eine starke
Beeintrachtigung der Lebermorphologie durch akute hochdosierte DON-Infusion zeigen.
Allerdings wurden keine Beobachtungen zur Auswirkung der chronischen
Mykotoxinexposition Uber das Futter auf die Leberhistologie und die moglichen
Einschrankungen der Leberfunktion beim Schwein angestellt. Hierzu gab es bisher keine

weiteren Publikationen in der Literatur.



1 Einleitung

1.1.1 Vorkommen und Bildung

Die Trichothecene stellen eine Unterform der Mykotoxine dar, welche nach ihrer Struktur
in Typ A, B, C und D eingeteilt werden (Tabelle 1). Am h&ufigsten kommen die
Typ A - Trichothecene vor, zu denen das T-2 Toxin gehort. DON zéhlt zu den Typ B -

Trichothecenen, welche von F. graminearum und culmorum gebildet werden.

Tab. 1 Ubersicht der Untergruppen der Trichothecene

Untergruppe Beispiel Produzent

Typ A T-2 Toxin F. tricinctum, culmorum u. solani
HT-2 Toxin F. culmorum, poae u. sporotrichioides
Diacetoxyscirpenol F. roseum, sambucinum u. tricinctum

Typ B Nivalenol F. nivale u. graminearum
Deoxynivalenol F. graminearum u. culmorum

TypC Crotocin F. roseum und Cephalosporium

crotocinigeum

Typ D Verrucarin A Myrothecium verrucaria u. roradum

Roridin A Myrothecium verrucaria u. roradum

DON wird als sekundéres Stoffwechselprodukt von den Schlauchpilzen, vor allem von
F. graminearum und culmorum, gebildet (Hussein und Brasel 2001). Fusarien befallen als
Ahrenparasiten neben Mais vor allem Getreidesorten wie Weizen, Triticale, Roggen und
Gerste und bilden dann Mykotoxine (Dersjant-Li et al. 2003). Die verursachten
Erkrankungen des Getreides sind hierbei die landwirtschaftlich gefiirchtete partielle WeiR3-
oder Taub&hrigkeit (Richard 2007). Am empfindlichsten gegentber einem Pilzbefall ist
das Getreide bei seiner Vollblute. Hauptinfektionsquelle stellen dabei die durch
ungentigendes Pflugen auf der Bodenoberflache ubriggebliebenen Pflanzenreste der
Vorkultur des Feldes dar (CAST 2003, Richard 2007). Es bilden sich auf den Stroh- und
Stoppelresten Konidien®, welche durch Wind oder Regen die Ahre erreichen und diese
wahrend ihrer Bliitezeit infizieren kénnen. F. graminearum kann auRerdem Perithezien”
auf den Stoppelresten bilden, aus denen sich Fruchtkorper mit Askosporen™ entwickeln,
welche dann ebenfalls Uber Wind und Regen die Pflanze befallen kdnnen. Dieser

Infektionszyklus ist in Abbildung 1 dargestelit.

" Pilzsporenformen



1 Einleitung
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Abb. 1 Infektionszyklus von F. graminearum

Dargestellt ist der Ahrenbefall mit F. graminearum durch Perithezien aus Mais-
resten, die als Askosporen durch Wind oder Regen auf die Ahre gelangen sowie
durch Sporodochien aus Stoppelresten, die als Konidien die Pflanze infizieren
kénnen. Abbildung entnommen von URL http://www.agroscope.admin.ch/phyto-
pathologie/06073/06077/index.html?lang=de (15.01.2013)

Bei gemaRigtem Klima und Wetterperioden mit hoher Feuchtigkeit keimen die Sporen
schlieBlich aus und kénnen dann in die Ahre vordringen. F. graminearum bendtigt dafir
optimaler Weise eine Temperatur von 25 °C, wahrend F.culmorum weniger
temperaturempfindlich ist und schon ab 13 °C keimt. Weitere pradisponierende Faktoren
flur den Getreidebefall sind Mais in der Vorfrucht, eine fehlende Bodenbearbeitung nach
Mais und die Verwendung anfalliger Weizensorten (Obst und Gehring 2002). Auch nach
Getreidelagerung in Silos kann die Produktion der Mykotoxine bei einem Luftfeuchtegrad
uber 15% fortschreiten. Durch die Verwendung dieses Getreides als Futtermittel kdnnen
die gebildeten Schimmelpilzmetaboliten in den systemischen Kreislauf von Nagetieren,
Wiederkduern und Schweinen gelangen. Der NOAEL, also die Stoffkonzentration, bei der
noch keine signifikanten Auswirkungen auf die Tiere zu beobachten ist, liegt fir Nagetiere
und Wiederkauer bei 0,1 - 0,15 mg/kg KG/d und ftr Schweine bei 0,03 - 0,12 mg/kg KG/d
(Pestka 2007). Bei Uberschreitung dieses Levels konnen durch eine reduzierte
Futteraufnahme ein gehemmtes Wachstum, sowie eine reduzierte Gewichtszunahme
auftreten. Schweine als sensible Spezies wirden gar bei sehr hohen Dosen
(19,7 mg/kg KG p.o.) mit Erbrechen reagieren (Forsyth et al. 1977).
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Durch Befall des Getreides mit Fusarien kommt es auBerdem zur Minderung der
Erntequalitat und somit zu Ertragsverlust, was sich negativ auf die Backqualitat und
Braueigenschaften des Getreides auswirkt. Auch wahrend des Prozesses des Backens kann
aufgrund der Hitzestabilitat keine wesentliche Reduktion des Mykotoxingehaltes erzielt
werden. Deshalb kann DON auch nach allen Bearbeitungsprozessen immer wieder in
Nahrungsmittelprodukten vorkommen. Eine Gefahr fiur den Menschen stellen
hauptsachlich die mit DON kontaminierten Getreideprodukte dar. So kam es 2011 in
Deutschland zum Rickruf von Hartweizen-Nudeln, welche durch DON belastet waren
(Alnatura Produktions- und Handels GmbH 2011). Auch in Osterreich wurden Produkte
wegen der Uberschreitung der zulassigen Grenzwerte von DON zuriickgerufen, wie
beispielsweise Kise- und Paprikataler (Osterreichische Agentur fur Gesundheit und
Ernahrungssicherheit GmbH 2011). Zur Vermeidung von Intoxikationen wurden von der
Europdischen Union Grenzwerte fir Nahrungsmittel festgelegt, wobei der Hochstwert fiir
Getreideprodukte 750 pg/kg, fur Brot und Geback 500 pg/kg und fur Kindernahrung
200 pg/kg betrégt (EU-Kommission 2006b).

1.1.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

DON ist ein Sesquiterpen mit einer Doppelbindung an C9-10 und einem 12,13-Epoxidring,
welche essentiell fur die Toxizitat der Trichothecene sind (Ehrlich und Daigle 1987).

Zusétzlich enthélt die polare organische Verbindung eine Ketogruppe an C8 und drei freie

Hydroxylgruppen (-OH). Die chemische Struktur von DON ist in Abbildung 2 dargestellt.

I

o. »H

O Abb. 2 Chemische Struktur von DON

Formel enthnommen von URL
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/
fluka/00303?lang=de&region=DE (11.01.2013)
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Das Grundgerust der Trichothecene ist chemisch und thermisch (bis zu 350 °C) stabil,
weshalb auch in der Futter- und Nahrungsmittelverarbeitung kaum ein Abbau stattfindet
und DON weiterhin toxisch aktiv bleibt (Hughes et al. 1999). Die Toxizitdt von
Mykotoxinen richtet sich nach der Anzahl seiner Seitenkettenanhénge.
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Je weniger Seitenketten vorhanden sind, desto geringer ist die Toxizitat (Feinberg und
McLaughlin 1989). Die Eigenschaften des Mykotoxins DON sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2 Chemische Eigenschaften von DON

Deoxynivalenol

Synonyme

Summenformel
Produktnummer
CAS-Nummer
Molekulargewicht
Aggregatzustand
Lagerungstemp.
Siedepunkt
Schmelzpunkt
Loslichkeit

LDso

NOAEL

EU-Grenzwerte

DON, Vomitoxin, emetischer Faktor, RD-Toxin,
30,7a,15-Trihydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-8-one
C15H2006

D 0156 (Sigma-Aldrich, Deutschland)

51481-10-8

296,32 g/mol

fest, farblose feine Nadeln

2-8°C

543,9 +£50,0 °C

151-153°C

I6slich in Ethanol, Methanol, Chloroform, Acetonitril, Wasser
78 mg/kg KG fiir Mause (Forsell et al. 1986)

140 mg/kg KG fir Broiler (Huff et al. 1981)

0,1 - 0,15 mg/kg KG/d fur Wiederkauer,

0,03 - 0,12 mg/kg KG/d fiir Schweine (Pestka 2007)
750 pg/kg fir Getreideprodukte,

500 ug/kg fur Brot und Gebéck,

200 pg/kg fur Kindernahrung (EU-Kommission 2006b)

1.1.3 Verstoffwechselung von DON

Die Aufnahme von DON erfolgt oral. Es gelangt mit dem Futtermittel Gber die Speiserdhre

in den Magen, wobei die Verweildauer dort weniger als zwei Stunden in der fllissigen

Phase betragt (Danicke et al. 2004a). Im Magen findet keine Hydrolyse statt, da DON auch

in saurem und neutralem pH-Milieu stabil bleibt (Ueno 1987). Schon im Magen kommt es

zur Resorption von DON, welche sich im Duodenum und proximalen Jejunum fortsetzt,

sodass das Mykotoxin zu 98% im oberen Gastrointestinaltrakt aufgenommen wird

5
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(Dénicke et al. 2004a, Goyarts und Dénicke 2006, Prelusky et al. 1988). Die Absorption
von DON erfolgt dabei linear zur Serumkonzentration (Déanicke et al. 2008, Oswald und
Taranu 2008). Nach anné&hernd vollstandiger intestinaler Aufnahme erfolgt die systemische
Verteilung Gber den Blutweg. Daflr bendtigt DON im Durchschnitt eine Zeit von 15 min
im Tiermodell und zum Erreichen der Maximalkonzentration vor erneutem Abfall eine
Zeit von 250 min (Danicke et al. 2004a, Goyarts und Danicke 2006). Zur weiteren
Verstoffwechselung von DON kommt es dann in der Leber. Hier kann ein hepatischer
first-pass-Effekt nicht ausgeschlossen werden (Dénicke et al. 2004a). Gouze et al. (2005)
und Sobrova et al. (2010) erklarten die hepatische Detoxifikation durch eine Phase-I-
Reaktion im Cytochrom-P450-Komplex und nachfolgender Konjugation der entstehenden
DON-Radikale an Glutathion. AnschlieBend wird das Mykotoxin in der Leber an
Glucuronséure gebunden, sodass DON-Glucuronid entstent, und so der Exkretion
zugefuhrt werden kann (Eriksen 2003). Die Ausscheidung des Trichothecen erfolgt
hauptsachlich nach renaler Metabolisierung als Deepoxy-Deoxynivalenol (DOM) Uber den
Urin (Gareis et al. 1987, Prelusky et al. 1988). Es verbleiben allerdings nach Passage des
Jejunums noch 2% der aufgenommenen DON-Konzentration im Darmlumen. Im
Dickdarm konnten bis zu 10% der anfanglichen DON-Menge nachgewiesen werden,
weshalb von einer langeren Verweildauer und einer folglichen Akkumulation des
Mykotoxins im Colon ausgegangen wird (Danicke et al. 2004a). Dabei kann es durch
Deepoxydierung zu einer Phase-11-Reaktion in der Darmwand kommen und es entsteht
Deepoxy-DON (DOM), welches Uber den Fézes ausgeschieden wird (Bauer 1995). Eine
Akkumulation von DON in der Gallenflissigkeit nach ist D6l et al. (2003) nicht moglich,
da es kein Bestandteil des enterohepatischen Zyklus ist.

Bei Wiederkduern spielt dagegen hauptsachlich die Mykotoxinverarbeitung durch
Mikroorganismen eine Rolle. Die Verdauung wird durch die Flora im Vormagen, dem
Pansen, gewadbhrleistet. Durch Mikroorganismen kommt es zu einer Spaltung des
Epoxidringes, der Deepoxydierung, und aus DON wird das unschédliche DOM
(Schatzmayr et al. 2006, Pestka 2007). Daher sind in der Literatur nur wenige Daten zu
einem schadigenden Einfluss von DON auf Wiederkauer zu finden.

1.1.4 Wirkung von DON auf zellularer Ebene

Seine Wirkung entfaltet das Mykotoxin auf zelluldarer Ebene durch Hemmung der
Proteinbiosynthese. Das Trichothecen bindet mit seiner Epoxidgruppe an der groRRen 60S-
Untereinheit der Ribosomen und interferiert mit der Peptidyltransferase (Liao 1976, Ueno
und Hsieh 1985). Die verursachte Konfirmationsanderung fiihrt zu einer Blockade der
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Translation im Stadium der Initiation und stort somit die Proteinsynthese des Organismus
(Ehrlich und Daigle 1987). Das Fehlen von Proteinen wirkt sich weiterhin auf die DNA-
Synthese aus, kann zum DNA-Bruch sowie auch zur Membraninstabilitat flhren (Feinberg
und McLaughlin 1989, WHO 1990). VVon der inhibierten Proteinsynthese sind vor allem
Zellen mit hohem Proteinumsatz betroffen (Cheng et al. 2006). So fiihrt die Exposition mit
Trichothecenen zur Apoptose in vitro (Pestka et al. 1994, Ueno et al. 1995, Sun et al. 2002)
und auch in vivo u.a. im Lymphsystem (Shinozuka et al. 1997, Islam et al. 1998,
Murshedul et al. 2000, Poapolathep et al. 2002), den intestinalen Krypten (Li et al. 1997),
dem hamatopoetischen System (Shinozuka et al. 1998) und der Leber (Ihara et al. 1997).

Durch die Hemmung der Proteinsynthese wird eine Schwachung des Immunsystems mit
nachfolgender Krankheitsanfalligkeit der Tiere vermutet. Thuvander et al. (1999)
beobachteten bei Gabe hoherer Dosen (2-4umol/l) von DON in vitro eine
Immunglobulinabnahme bei humanen Lymphozyten. Dieser Effekt wurde durch die
Induktion von MAP-Kinasen mit nachfolgend erhéhter mMRNA-Expression und somit der
Produktion von Zytokinen durch Bondy und Pestka (2000) sowie Zhou et al. (2003)
erklart. Der Haupteffekt des Versuches bestand in einer effektiven Hemmung des
Lymphozytenwachstums im Sinne einer Immunsuppression. Allerdings trat als Antwort
auf eine niedrig dosierte Gabe von Trichothecenen (0,2 - 0,4 umol/l DON) eine erhdhte
Produktion von Immunglobulinen bei humanen Lymphozyten in vitro auf. Eine erhohte
IgA- und 1gG-Produktion nach zweijahriger Futterung weiblicher B6C3F1-Mé&use mit
10 mg DON/kg KG konnte von Iverson et al. (1995-1996) ebenfalls beschrieben werden.
Diese Beobachtungen wirden wiederum fir eine Aktivierung des Immunsystems durch
DON sprechen. In der Literatur gibt es daher fir DON Hinweise fir ein

immunsuppressives und immunstimulierendes Verhalten.

1.1.5 Systemische Wirkung von DON

Das Hausschwein (Sus scrofa) zeigt sich sehr sensibel gegentiber der Fiitterung mit DON
(Trenholm et al. 1989, Rotter et al. 1996) und reagiert generell empfindlicher mit
Hemmung von Wachstum und Gewichtszunahme auf sub- und chronische DON-
Exposition, wéahrend Wiederk&uer und Geflligel sich eher resistent zeigen (Pestka 2007).
Die Sensitivitat von Tieren gegentiber DON stellt sich wie folgt dar (Rotter et al. 1996):

Schwein > Maus > Ratte > Gefliigel ~ Nagetier > Rind.

Der NOAEL fur Nagetiere liegt bei 0,1 - 0,15 mg/kg KG/d und fur Schweine dagegen
schon bei 0,03 - 0,12 mg/kg KG/d (Pestka 2007), was die Sensibilitat bei Schweinen
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verdeutlicht. Die EU-Kommission legte bereits Richtwerte fir DON in Futtermitteln fest.
So koénnen Getreideerzeugnisse 2 mg DON/kg, Maisnebenprodukte 3 mg DON/kg und
Ergénzungs- sowie Alleinfuttermittel fur Schweine noch 0,9 mg DON/kg Futter enthalten
(EU-Kommission 2006a). In hohen Dosen (12 mg DON/kg KG p.0.) verursacht DON bei
Schweinen totale Futterverweigerung, aber auch in niedrigen Dosen (3 -
4 mg DON/kg KG p.o.) kommt es neben der verminderten Futteraufnahme auch zur
Verringerung von Wachstum und Gewichtszunahme (Forsyth et al. 1977, Friend et al.
1982, Young et al. 1983). In sehr hohen Dosen (19,7 mg/kg KG p.o.) fiihrt DON als
gastrointestinaler Reizstoff bei Schweinen zu Erbrechen (Forsyth et al. 1977). Die
induzierte Emesis wird vermutlich durch Konzentrationsanderungen der Transmitter
Dopamin, Tryptophan, Serotonin und Serotoninmetaboliten im Gehirn ausgeldst, wie
Untersuchungen bei Nagetieren (MacDonald et al. 1988) und Schweinen (Prelusky und
Trenholm 1993, Prelusky 1993, Rotter et al. 1996) zeigten. Eine Erh6hung des
Serotoninspiegels wurde bei Schweinen nach Futterung mit DON (Prelusky et al. 1992)
oder mit einem Mykotoxin-Gemisch, welches DON enthielt, nachgewiesen (Swamy et al.
2004). Auch ein durch DON verursachter erhdhter Tryptophanspiegel im Blut kann zum
Ubertritt in das Gehirn via Blut-Hirn-Schranke fiihren und dort die Serotoninsynthese
erhdhen, woraufhin es zu Appetitverlust und Lethargie kommen kann (Leathwood 1987).
Swamy et al. (2002) und Cheng et al. (2006) fanden einen Anstieg von Serotonin im
Gehirn, sowie eine vermehrte intracerebrale Aufnahme von Tryptophan, wobei ein
Zusammenhang mit der verminderten Futteraufnahme und Gewichtszunahme vermutet
wird. Des Weiteren wurden bei Schweinen vermehrtes Speicheln, Zahneknirschen und
Kauen nach DON-Injektion (0,25 mg/kg i.v.) beobachtet (Prelusky et al. 1992). Der Effekt
von DON auf die Futteraufnahme bei Schweinen sei laut Lauber und Kollegen abhéangig
von deren Alter, Gewicht und Geschlecht und der jeweiligen Anzahl in der untersuchten
Gruppe. Des Weiteren wiirden das Futterungsregime, die Zusammensetzung der Diét und
die Futterungsperiode eine Rolle spielen (Lauber et al. 2001). So konnte wéahrend eines
Experiments im Sommer eine grofiere Gewichtsabnahme nach DON-Futterung beobachtet
werden im Vergleich zu einem Experiment im Winter. Allerdings unterschieden sich
hierbei die verwendeten DON-Konzentrationen auch erheblich. Deshalb forderten Lauber
et al. eine Vereinheitlichung der Standards bei Tierexperimenten, um externe Einfliisse so
gering wie moglich zu halten und vergleichbarer zu machen. Auch das Geschlecht der
Tiere zeigte einen Einfluss auf die Sensitivitat gegentber DON. So reagieren ménnliche
Méuse empfindlicher auf DON als ihre weiblichen Artgenossen (Greene et al. 1994) und

auch bei Schweinen war dieser geschlechtsspezifische Effekt nachweisbar (Cote et al.
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1985). AuRerdem verursacht das Mykotoxin Haut- und Schleimhautreizungen beim
Schwein (Gutzwiller und Gafner 2012, Zaki et al. 2012). Seit Schweine als Modell fur die
Darmfunktion des Menschen genutzt werden (Nejdfors et al. 2000) und auch zum
Nachweis der Medikamenten-induzierten Emesis (Szelenyi et al. 1994), wird postuliert,
dass der Mensch genauso sensibel auf DON reagiert wie das Schwein (Pestka 2010a).
Aufgrund der Persistenz von Mykotoxinen kann neben den exponierten Tieren auch der
Mensch durch die befallenen Getreideprodukte gefédhrdet werden. DON gelangt
ausschliel3lich Gber kontaminierte Pflanzenprodukte in die Nahrungskette des Menschen
(Zaki et al. 2012), nicht durch den Genuss tierischer Produkte, wie etwa Fleisch, Milch und
Eier. Des Weiteren findet keine Akkumulation von DON in organischem Gewebe statt
(Pestka 2007). Das Toxin kann aber unbewusst Gber Nahrungsprodukte, die kontaminiertes
Getreide enthalten, wie Brot, Bier und Cornflakes aufgenommen werden (Wolf-Hall und
Schwarz 2002, Schollenberger et al. 1999). Eine Studie in GroRbritannien zeigte, dass
98,7% der 300 untersuchten Personen, welche Getreideprodukte konsumierten, schon in
Kontakt mit DON gekommen waren (Turner et al. 2008). Da Fusarien haufig in den
nordlichen Breitengraden auftreten (Ueno 1983), wie zum Beispiel in Polen, Deutschland,
Japan, Neuseeland und Amerika (Peraica et al. 1999), sind auch europdische Produkte oft
von einer Kontamination erfasst. Mindestens 25% allen Getreides weltweit ist von
Mykotoxinen befallen (Fink-Gremmels 1999).

Die haufigsten Reaktionen auf DON sind neben Bauchschmerzen ebenfalls Ubelkeit und
Erbrechen. In Indien kam es 1987 nach Genuss von Brot aus verschimmeltem Getreide
zusatzlich zu Durchfall, Blut im Stuhl, Flatulenz und allergischen Reaktionen (Bhat et al.
1989). Bei den Kindern, die das verdorbene Brot iber mehrere Wochen konsumiert hatten,
kam es auRerdem zu sekundiren Infektionen der Atemwege. Ahnliche Symptome traten
ebenfalls nach Aufnahme von kontaminiertem Getreidekorn in 18 Provinzen von Polen auf
(Perkowski et al. 1990). Des Weiteren wurden 1961-85 in China die ,,Scabby Grain
Toxicosis* (Luo 1988) und 1998-99 die ,,Red Mould Intoxication* (Li et al. 2002) unter
Beteiligung von DON beschrieben. In der friheren Sowjetunion forderte 1942 - 1947 die
Mykotoxikose ,,alimentdre toxische Aleukie“ (ATA) viele Todesopfer (Joffe 1986a).
Neben der unbewussten Aufnahme von DON wurden Mykotoxine ebenfalls als
biologische und chemische Waffen in den spaten 70ern und friihen 80ern in Siidostasien in
Form des ,,yellow rain“ (gelber Regen) eingesetzt (Mirocha et al. 1983, Watson et al.
1984). Joffe (1986b) beschrieb eine groBe Anzahl an Symptomen in diesem
Zusammenhang: Blutungen, Ubelkeit, Fieber, Atemnot, Benommenheit und

Schwindelgefiihl.
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1.2 Lipopolysaccharide

Die erste Erwéhnung fanden Lipopolysaccharide (LPS) durch Richard Pfeiffer, der
Untersuchungen uber das Choleragift anstellte (Pfeiffer 1892). Zwar ist das eigentliche
Endotoxin das Lipid A, welches in der Bakterienmembran verankert ist, doch werden die
Begriffe Endotoxin und LPS im Sprachgebrauch und auch in dieser Arbeit synonym
verwendet. Erst wenn die Zelle lysiert, kann das innen liegende toxische Lipid A frei
werden. Als Mediator in der Pathophysiologie der lokalen und systemischen Inflammation
vermittelt LPS seine Wirkung 0ber Signaltransduktionswege. Es kann direkt den
membranstandigen Rezeptor mCD14 aktivieren. Im Komplex mit dem Akute-Phase-
Protein LPS-bindendes Protein (LBP) ist diese Rezeptorbindung aber noch viel starker.
Zusammen mit LBP und der 16slichen CD14-Form (sCD14) kann LPS auch Zellen ohne
mCD14-Rezeptor stimulieren, und zwar tber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4). Es folgt
die Signalkaskade MyD88 — TRAF6 — IkB, welche am Ende NF-kB aktiviert und zu
einer Immunantwort fuhrt (van Amersfoort et al. 2003). Das Endotoxin verursacht
Vasodilatation, Hdmostase und intravasale Gerinnung (Dauphinee und Karsan 2006) sowie
eine durch Apoptose der Endothelzellen vermittelte erhdhte Membranpermeabilitat mit
nachfolgender Blutungsneigung (Frey und Finlay 1998, Cybulsky et al. 1988) als Zeichen
der verursachten Entzundungsreaktion. Weitere Sepsiszeichen, wie Blutungen, Nekrosen,
Abszesse und Anstieg der leberspezifischen Laborparameter, ausgelost durch LPS, wurden
von Martens et al. (2007), Leifsson et al. (2010) und Saetre et al. (2001) am Schwein
belegt.

1.2.1 Aufbau und Eigenschaften von LPS

LPS ist Zellbestandteil der duReren Membran gram-negativer Bakterien. Die innere
Membran ist ein symmetrischer Phospholipid-Bilayer und die &uRere Membran ein
asymmetrischer Lipid-Bilayer, wobei die Aul3enseite von LPS geformt wird (Sperandeo et
al. 2009). LPS ist ein komplexes Glykolipid, welches von innen nach auBen aus drei
Anteilen besteht: dem Lipid A, der Kernregion und dem O-Antigen. Seine Toxizitat erhalt
LPS durch das hydrophobe Lipid A (Galanos et al. 1985), welches eine konstante Struktur
aus zwei verbundenen D-Glukosaminen zeigt. Diese sind an Position 1 und 4°
phosphoryliert, enthalten freie Hydroxylgruppen an den Positionen 4 und 6 und weisen
sechs Fettsduren auf, welche den Anker in der &uf3eren Bakterienmembran bilden. Das
Molekil ist in Abbildung 3 dargestellt. LPS kann nur bei Zelllyse oder Teilung der
Bakterien freigesetzt werden, weshalb es auch Endotoxin genannt wird.

10



1 Einleitung

Polysaccharid Lipid

O-spezifische Kette AuBerer Kern  Innerer Kern Lipid A

Abb. 3 Aufbau von LPS

Schematischer Aufbau eines enterobakteriellen Lipopolysaccharides. Abbildung modifiziert nach
Schletter et al. (1995). Abkiirzungen: Hep - Heptose, Kdo - 2-Keto-3-deoxyoctansaure, GIcN -
N-Acetylglukosamin, P - Phosphat.

Uber die primare Hydroxylgruppe der Position 6 ist das Lipid A mit dem ersten Zucker
der folgenden Kernregion von LPS verbunden (Rietschel und Brade 1987). Diese wird
wiederum in eine innere und eine dulRere Region unterteilt. Die innere Kernregion besteht
hauptsachlich aus 2-Keto-3-deoxyoctansdure (Kdo) und L-Glycero-D-manno-heptose
(Hep), einem seltenen Zucker (van Amersfoort et al. 2003), wahrend die &duere
Kernregion eine groRere Variabilitat hat. Sie weist vor allem Hexosen, wie Glukose,
Galaktose oder N-Acetylglukosamin auf und hat eine Verbindung zum O-Antigen. Dieses
ist aus einer sich wiederholenden hydrophilen Oligosaccharidkette aufgebaut und variiert
stark (Hahn 2009). Je langer die Polysaccharidkette ist, desto langer und komplizierter ist
auch die Hydrolyse derselben. Wenn die Polysaccharidkette lang ist, so ist der Anteil an
Lipid A gering. Ist die Kette jedoch nur kurz, z.B. bei LPS von Bakterien-Mutanten, so
gibt es viele Lipid A-Produkte. In wassrigem Milieu bilden Lipopolysaccharide Mizellen.
Allerdings ist LPS nur als Monomer immunogen wirksam (Takayama et al. 1994). Um als
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) vom Immunsystem erkannt zu werden,
wird LPS durch LBP aus den Mizellen herausgelost und so einer Erkennung durch
Rezeptoren zugénglich gemacht. Ist LPS noch an die dulRere Bakterienmembran gebunden,
so scheint es die gram-negativen Bakterien vor der Phagozytose und Lyse zu schitzen. Des
Weiteren tragt es zur Membranintegritat bei und schitzt die Zelle so vor dem Einfluss von

Gallensalzen und lipophilen Antibiotika (Mayer et al. 1985). Detoxifiziertes LPS entsteht
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durch Veranderung der Molekilarchitektur und Entfernung von Fettséduren des Lipid A

oder anderen Teilstrukturen (Rietschel et al. 1994).

1.2.2 Zellulare Wirkung von LPS

Niedrigdosiert ist LPS dem Organismus durchaus nitzlich, so verursacht es zum Beispiel
Immunstimulation und fordert die Resistenz gegeniber Infektionen und malignen
Erkrankungen (Vogel und Hogan 1990). Das Endotoxin kommt auch in fakultativ
pathogenen gramnegativen Bakterien vor, welche als Kommensalen die Schleimhaut des
Magen-Darm-Traktes und Respirationstraktes natirlich besiedeln (Munford 2008). Ein
maglicher Ubertritt des LPS der Bakterien durch die Zerstorung dieser Schleimhautbarriere
mit nachfolgender Endotoxindmie ohne eigentliche Bakteridmie wird in der Literatur
diskutiert (Behre und Hiddemann 1996). Die physiologische Detoxifizierung von LPS
findet nach Drainage des digestiven Systems Uber die Pfortader in der Leber statt. Hierbei
spielen die Kupffer-Zellen, welche als fixe hepatische Makrophagen in den Sinusoiden
aktiv sind, eine entscheidende Rolle (Nolan 1981). Sie nehmen das Endotoxin Uber
Pinozytose oder absorptive Endozytose auf (Wisse et al. 1996) und reagieren mit Bildung
von Tumornekrosefaktor o (TNF-a), Interleukin1 (IL-1) und 6 (IL-6) sowie einer
Rekrutierung von Monozyten (Pilaro und Laskin 1986). Durch die Aktivierung und
Produktion dieser Zytokine wirkt LPS indirekt zytotoxisch und verursacht eine
Inflammationsantwort. Wird dabei das Leberparenchym durch Apoptosen und Nekrosen
geschadigt, so kann die hepatische Fahigkeit zur Detoxifikation und Metabolisierung
beeintrachtigt werden (Nolan 1975). Daraufhin kann es zur Akkumulation von LPS
kommen, wobei der Stoffwechsel (iberséttigt wird und es zum Ubertritt der Endotoxine in
den Blutkreislauf und somit zu einer Sepsis kommt.

Nicht nur die Kupffer-Zellen, sondern auch Monozyten setzen nach Stimulation Zytokine,
wie TNF-a, IL-1 und IL-6 frei. Diese Zellaktivierung erfolgt tiber Bindung von LPS an den
membrangebundenen CD14-Rezeptor. In Endothelzellen und glatten Muskelzellen
funktioniert dieser Vorgang mit Hilfe des l6slichen CD14-Rezeptors (Frey et al. 1992).
Allerdings ist in beiden Féllen die Anwesenheit von LBP, dem Lipopolysaccharid-
bindendem Protein (auch Septin genannt), notwendig, welches an das Lipid A bindet
(Schumann et al. 1990, Tobias et al. 1995). Zusammen mit LPS bildet LBP einen
hochaffinen Komplex, welcher von den CD14-Rezeptoren erkannt werden kann. Die
Zellaktivierung durch LPS ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4 Modell der Zellaktivierung durch LPS

Mdgliche Wege der Zellaktivierung durch Lipopolysaccharide. Darstellung modifiziert nach
Schletter et al. (1995). Abkurzungen: HDL - high-density lipoprotein, LBP - LPS-binding protein,
mCD14 - membrangebundener CD14-Rezeptor, sCD14 - l6slicher (soluble) CD14-Rezeptor,
TLR-4 - Toll-like-Rezeptor.

Die zur Zellaktivierung notige Bindung an TLR-4 erfolgt nur mit Hilfe des l6slichen
Proteins MD-2, welches an die extrazellulare Doméne von TLR-4 bindet. Toll-like-
Rezeptoren gehdren zu den Pattern-Recognition Receptors (PRR) des angeborenen
Immunsystems und sind spezialisiert auf die Erkennung von PAMPS, zu denen LPS gehort.
Der CD14/TLR-4/MD-2 - Komplex vermittelt dann Uber die Aktivierung des
Adapterproteins MyD88 die nachfolgende Signalkaskade Interleukin-1-Rezeptor-
assozierte Kinase 4 (IRAK4) — IRAK1 — TNF-Rezeptor-assozierter Faktor 6 (TRAF6)
— Inhibitory-kB-Kinase-Komplex (IKK) und letzten Endes die Aktivierung von NF-kB
(van Amersfoort et al. 2003). Der Signaltransduktionsweg von LPS ist schematisch in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5 Signaltransduktionsweg des
IRAK4 LPS/LBP/CD14/MD-2/TLR4 - Komplexes
Dargestellt ist die Aktivierung intrazellularer

TIRAKI1 ) ) )
I Signaltransduktionswege in Endothelzellen,

Makrophagen oder Monozyten durch LPS.
Abbildung modifiziert nach Biittner (2005).

/\ Abkirzungen: LBP - LPS-binding protein,

MAPK KK TLR-4 - Toll-like-Rezeptor, IRAK -

\ / Interleukin-Rezeptor-assozierte Kinase,

TRAF - TNF-Rezeptor-assozierter Faktor,

TRAF6

NF«B MAPK - Mitogenaktivierte Proteinkinase,
IKK - Inhibitory-kB-Kinase-Komplex,
j NFkB - Nuclear factor “kappa-light-chain-
Genaktivierung enhancer” of activated B-cells.

Der Transkriptionsfaktor wandert fur die Genexpression von IL-1, IL-12 und TNF-o. in
den Zellkern und spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des septischen Schocks
(Liu und Malik 2006). Kommt LPS systemisch vor, so konnen schwere Krankheiten, wie
der septische Schock ausgelost werden.

Allerdings kommt es nicht in jedem Fall zu einer Zellaktivierung, da LBP auch die
Bindung von LPS an HDL, das high-density Lipoprotein katalysiert (Wurfel et al. 1994).
In diesem Fall wird LPS inaktiviert, da HDL, wie auch LDL, eine Neutralisation bewirkt
(Flegel et al. 1993). Eine andere Moglichkeit der Inaktivierung des Endotoxins stellt die
Reinigung des Blutes durch die Leber und Milz dar (Munford 2005, Shao et al. 2007).
Hierbei sind Kupffer-Zellen der Leber und Makrophagen der Milz involviert (Vazquez-
Torres et al. 2004, Cross et al. 1995).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass LPS als Bestandteil der duf(eren Membran
gramnegativer Bakterien eine Antwort des angeborenen Immunsystems auslést (Medzhitov
und Janeway 1997). Nach Erkennung der PAMPs durch PRRs kommt es zu einer
Signalkaskade, infolge welcher es zu Phagozytose, Ausschittung von Zytokinen,
Opsonierung und auch Aktivierung der Gerinnungskaskade kommt (Janeway und
Medzhitov 2002). Dazu werden Proteine gebildet, zu denen Zytokine, Adhasionsproteine
und Enzyme zahlen, welche wiederum proinflammatorische Mediatoren bilden (Ulevitch
und Tobias 1995). Zu den Mechanismen, welche zur Entstehung der Entztindungsreaktion
beitragen, zéhlen die Aktivierung von Abwehrzellen, wie Monozyten, Makrophagen,
neutrophile  Granulozyten und Endothelzellen durch den oben erklérten
CD14/MD-2/TLR-4 - Komplex sowie die daraus folgenden Reaktionen (Aderem und
Ulevitch  2000). Makrophagen und Endothelzellen setzen nach Triggerung
Entziindungsmediatoren, wie TNF-o und IL-1, systemisch frei (Beutler und Cerami 1988,
Dinarello 1991, Pugin et al. 1995). Diese Pyrogene verursachen wiederum durch Bindung
an die Zytokinrezeptoren oder Toll-like-Rezeptoren der Endothelzellen der Blut-Hirn-
Schranke die Aktivierung der Cyclooxygenase-2 (COX-2, auch Prostaglandinsynthase-2).
Daraufhin wird Prostaglandin E; (PGE;) synthetisiert, welches in die Region des Organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT) im Hypothalamus gelangt und dort EP3-
Rezeptoren aktiviert (Dinarello 2004). Durch eine Anderung der cAMP-Konzentration
kommt es schlieBlich zu einer Sollwerterh6hung im Temperaturregulationszentrum der
thermosensiblen Neuronen des Hypothalamus (Boulant 1998) und es kommt zur
Ausbildung von Fieber. Eine Temperaturerh6hung Uber 40,5°C beim Schwein wird als
Fieber und somit als deutliches Anzeichen einer Sepsis gewertet. Zu einer Sepsis kommt es
aufgrund von UbermaRiger Immunantwort auf den auslésenden Reiz. Sie ist
gekennzeichnet durch das gemeinsame Auftreten des systemischen inflammatorischen
Response-Syndroms (SIRS) mit der Diagnose einer Bakteridmie. Diese wird entweder
klinisch oder mikrobiologisch durch den Nachweis der verursachenden Erreger in einer
Blutkultur gestellt. Ein SIRS besteht, wenn zwei der folgenden Kriterien auftreten: Hyper-
oder Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe und Leukozytose oder Leukopenie (Stehr
et al. 2013).
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1.2.3 Systemische Wirkung von LPS

Das Hausschwein é&hnelt in seiner Organphysiologie und Stoffwechsel stark dem
Menschen. Es wird daher haufig aufgrund seiner Anatomie und Eigenschaften als
Tiermodell fur Untersuchungen zur Sepsis genutzt (Miller und Ullrey 1987, Tumbleson
und Schook 1996). Da LPS als Bestandteil der Bakterienmembran erst bei Lyse oder
Zellteilung freigesetzt wird, wurde ein Zusammenhang der Endotoxindmie mit dem
Einsatz von zellwandaktiven Antibiotika vermutet. Diese Hypothese bestétigte sich im
Versuch mit Schweinen, welche nach Induktion einer Sepsis durch E. coli Bakterien mit
Gentamicin, einem Aminoglykosid, behandelt wurden (Rokke et al. 1988). Der Anteil an
Endotoxin im Blut nahm signifikant zwei und vier Stunden nach antibiotischer Behandlung
im Vergleich zu den Tieren ohne Antibiose zu. Die unterschiedliche Wirkung von E. coli
Bakterien und deren Endotoxin ist durch Infusion derselben in einem Tierversuch mit 23
Schweinen untersucht worden (Schrauwen et al. 1988). Die Mortalitit war in der
Hochdosis-Endotoxingruppe sowie in der Gruppe, welcher E. coli Bakterien infundiert
worden war, stark erhoht. Dagegen uberlebten alle Tiere der niedrigdosierten LPS-Gruppe
den Versuch. Auffallige Veranderungen der Hochdosis-Endotoxingruppe waren arterielle
Hypotension, pulmonale Hypertension, abnehmende kardiale Auswurffraktion und erhohte
Herzfrequenz nach Infusion von 2,5 mg LPS/kg KG i.v. im Sinne eines Endotoxinschocks.
Bei der Autopsie wurden Blutungen, Lungenddeme und Aszites vorwiegend nach Infusion
mit Hochdosis-LPS und E. coli gefunden. Die Autoren konnten daraus auf Schadigungen
der GefélRe und den Integritatsverlust des Endothels durch LPS schliefen. In einem
anderen Schweineversuch wurden nach 24 Stunden Infusion mit 3 pug LPS/kg KG/h
ebenfalls Anzeichen einer Sepsis deutlich (Bruins et al. 2002). Die Tiere zeigten eine
erhohte Herzfrequenz, Korpertemperatur und kardiale Auswurffraktion sowie Hypotension
und Laktatazidose im Sinne eines hyperdynamischen Sepsisstadiums. Des Weiteren zeigte
sich eine erhéhte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO), einem vasodilatativem Radikal,
in den von der Leber drainierten Organen und auch der Leber selbst. Die Induktion der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) durch LPS konnte in humanen Hepatozyten in vitro
durch Geller et al. (1993) gezeigt werden. Auch Pastor et al. (2000) berichteten nach
Endotoxininfusion (160 ng/kg KG/h) Uber erhohte Stickstoffwerte durch induzierte
Expression von NOS in der Leber sowie in der V. porta und V. cava inf. bei Schweinen.
Ebenfalls durch Matejovic und Kollegen (2001) konnte die Induktion der NOS
nachgewiesen werden. Die Produktion von NO fiihrt zu hdmodynamischen Effekten wie

erhohte Geféal3permeabilitat, Vasodilatation und nachfolgender Hypotension, welche eine
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Entstehung der Sepsis begunstigen (Kirkeboen und Strand 1999). Die Sepsis wurde
definiert als eine Invasion von Mikroorganismen oder ihrer Toxine in den Blutstrom
zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion (Bone 1989). Ein weiteres
Merkmal der Sepsis ist die Produktion von Akute-Phase-Proteinen, wie Fibrinogen,
Procalcitonin, C-reaktivem Protein (CRP), Pyrogenen und weiteren in der Leber. Unter
Einfluss von LPS konnte bei Schweinen ein signifikanter Anstieg des Akute-Phase-
Proteins CRP (p < 0,01), jedoch nicht von Haptoglobin und Amyloid A nachgewiesen
werden (Williams et al. 2009). AulRerdem konnte in diesem Versuch eine Reaktion der
Leukozyten auf LPS mit einem Anstieg gezeigt werden, wobei hier anteilig die
Neutrophilenzahl am starksten stieg. Zudem zeigte sich fiir die Pyrogene TNF-a, IL-1 und
IL-6 eine signifikante Erh6éhung als Reaktion auf das Endotoxin. Nakajima et al. (1995)
konnten die Produktion von TNF-a in Phagozyten der Leber, Lunge und Milz von
Schweinen durch LPS-Infusion (200 pg/kg KG) nachweisen. Die Tiere zeigten nach der
Schlachtung Blutungen, Odeme und hamorrhagische Nekrosen mit Thrombosen in Nieren,
Lunge, Leber und Milz. Die beschriebenen Veranderungen korrelierten mit dem Auftreten
der disseminierten intravasalen Koagulation (DIC). Nach wiederholter LPS-Applikation
konnte weiterhin eine Organinfiltration mit Leukozyten nachgewiesen werden.

Neben der Produktion von Zytokinen stimuliert Lipid A ebenfalls die Bildung von
Plattchen-aktivierender Faktor (PAF) (Doebber et al. 1985) und die Produktion von
Thromboplastin (TF, tissue factor) in Monozyten und Endothelzellen (Drake et al. 1993, Li
et al. 1996). Die produzierten Gerinnungsfaktoren und Mediatoren konnen Kkleine
BlutgefaRe schédigen, zur UberschieBenden Gerinnung und disseminierten intravasalen
Koagulation flihren (Dauphinee und Karsan 2006). Des Weiteren kommt es zu einer durch
Apoptose der Endothelzellen entstehenden erhohten Membranpermeabilitdt mit
nachfolgender Blutungsneigung (Frey und Finlay 1998, Cybulsky et al. 1988). Diese
Faktoren kénnen Multiorganversagen verursachen und tragen zur Entstehung einer Sepsis
bei (Esmon 2000). Weitere Sepsiszeichen, wie Blutungen, Nekrosen, Abszesse und
Anstieg der leberspezifischen Laborparameter, ausgeltst durch LPS, wurden von Martens
et al. (2007), Leifsson et al. (2010) und Saetre et al. (2001) am Schwein beschrieben.
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1.3 Die Leber

1.3.1 Makroskopie der Leber

Die Leber ist die groRte Driise des Organismus. Sie liegt rechtsseitig im oberen Abdomen
und wird kranial durch das Diaphragma begrenzt. Frontal wird die Leber durch die Rippen
geschiitzt. Dorsal liegen ihr die Gallenblase, rechte Niere und Nebenniere sowie der Magen
an.

Ihre Aufgaben reichen vom Metabolismus der Kohlenhydrate, Lipide und Proteine Uber
Galleproduktion und Entgiftung bis hin zur Speicherung von Glykogen, Vitaminen und
Spurenelementen. Diese Funktionen werden von den Hepatozyten wahrgenommen.

Sie sind mikroskopisch in Leberldppchen (Lobuli hepatici) organisiert, welche wiederum
die makroskopisch sichtbaren Leberlappen (Lobi hepatici) bilden. Die Leberanatomie des
Menschen &hnelt der des Schweines stark. Die Unterteilung der Leberlappen erfolgt durch
Bindegewebsstrange in Lobus dexter lateralis und medialis, Lobus sinister lateralis und
medialis, Lobus quadratus und Lobus caudatus, welcher beim Schwein als Processus
caudatus vorkommt. Die Bindegewebsstrange setzen sich bis ins Leberinnere fort, wo sie
als interlobulares Bindegewebe das Parenchym in Leberlappchen unterteilen und Aste der
Vena porta, Arteria hepatica und des Ductus biliferus enthalten. Diese unterteilen sich
wiederum in die Vasa lobares, Vasa interlobares und schlieBlich die Vasa interlobulares,
welche jeweils von Bindegewebsstrangen begleitet werden. Diese bindegewebige
Unterteilung ist charakteristischer Weise beim Schwein viel starker ausgeprégt als in der
menschlichen Leber und ermdglicht daher eine leichtere mikroskopische Unterteilung der
Leberl&dppchen. Neben den erwéhnten Strukturen sind als ausfuhrende Strukturen der

Leber die Venae hepaticae, welche in die Vena cava inferior miinden, zu nennen.

1.3.2 Mikroskopie der Leber

Die kleinste anatomische Einheit der Leber ist das sogenannte klassische Leberlappchen.
Es ist mikroskopisch an seiner hexagonalen Form zu erkennen und beinhaltet neben den
Hepatozyten die Zentralvene. Bevor das Blut Giber die Zentralvene drainiert wird, fliel3t es
durch die Sinusoide, welche von den Hepatozytenleisten begrenzt werden. Die Sinusoide
wiederum fuihren Blut aus der Vena und Arteria interlobularis. Der gemeinsame Anschnitt
von Vena interlobularis, Arteria interlobularis und des Ductus biliferus interlobularis wird
als Trias hepatica oder auch Portalfeld bezeichnet und bildet zusammen mit dem
umgebenden Bindegewebe ein Periportalfeld. Das Parenchym um ein Periportalfeld,
begrenzt durch die drei né&chstgelegenen Zentralvenen, bildet ein Dreieck - das
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Portallappchen. Eine weitere mikroskopische Einteilung ist die des Azinus. Der Azinus
wird begrenzt durch die Venae centrales zweier angrenzender Leberldppchen sowie der
beiden dazwischenliegenden Portalfelder. Der Aufbau des Leberldppchens ist schematisch
in Abbildung 6 dargestellt.

Zone!l ¢
A™ Zonell

klassisches
Lappchen

Abb. 6 Schema zur Leberhistologie

Abbildung entnommen aus Mosimann et al. (1990).

1 - Vena interlobularis,

2 - Arteria interlobularis,

3 - Ductus interlobularis bilifer,
4 - terminale BlutgeféaRe,

T, 5 - Vena centralis

Diese Einteilung ermdglicht eine Unterscheidung des Parenchyms in Abhangigkeit von der
Entfernung zur Intermedidrzone zwischen den Periportalfeldern. Die Zonen werden in
Richtung des abnehmenden Sauerstoffdruckes nummeriert. So enthélt die Azinuszone | als
Zona peripherica des Leberldppchens den héchsten Sauerstoffgehalt. Dieser nimmt Uber
Azinuszone I, auch Zona intermedia, bis hin zur Azinuszone 111, Zona centralis, weiter ab.
Je ndher die Hepatozyten zur Vena centralis liegen, desto weniger Sauerstoff ist im Blut
gelost. Die Zellen der Zone | stellen gleichzeitig die Wachstumszone der Hepatozyten dar.
Die neu entstandenen Zellen aus der Proliferationszone verdrangen die alteren Hepatozyten
in Richtung Zone I11. Es herrscht ein dauernder Wachstumsschub mit einem Gradienten
zur Zentralvene. Kommt es zu einem akuten Schadensereignis, so werden zuerst die
Hepatozyten geschadigt, welche als nachstes am Blutstrom sitzen. Im Falle der Sepsis oder

einer akuten Alkoholintoxikation wéren dies die Hepatozyten der Zone 1.
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1.3.3 Funktion der Leber im Stoffwechsel

Neben dem eigenen Energiehaushalt stellt die Leber einen groen Anteil an Proteinen,
Kohlenhydraten und Lipiden fir den gesamten Organismus her. Es findet neben der
Neubildung von Glucose durch die Gluconeogenese ebenfalls die Speicherung in Form
von Glykogen in der Leber statt. Einen Speicher stellt die Leber auch fir Aminoséuren,
Lipide und die Vitamine A, B2, D, E und K dar. Die Synthese von Proteinen kann dann
aus den Aminosauren erfolgen. Mit der Bestimmung des Gesamtproteins im Serum kann
man die Syntheseleistung der Leber abschétzen. Als Gesamtprotein werden alle im Plasma
enthaltenen Proteine bezeichnet. Diese werden wiederum in finf Fraktionen unterteilt. So
gehoren neben dem Albumin, den al- und 02-Globulinen auch die B- und y-Globuline zum
Gesamtprotein des Plasmas. Mithilfe einer Elektrophorese konnen diese Fraktionen
genauer bestimmt werden. Weiterhin z&hlen auch die Blutgerinnungsfaktoren und die
Komponenten des Komplementsystems zum Gesamtprotein. Eine Erhéhung der
Gesamtproteinkonzentration liegt hdufig nach Dehydratation oder berméaRiger Produktion
vor. Zu einer Verminderung der Gesamtproteinkonzentration kommt es durch
Einschrankung der Synthese beispielsweise bei chronischer Lebererkrankung oder
Antikorpermangelsyndrom. Weiterhin kann der erhdhte Verlust von Plasmaproteinen
ursachlich fur eine reduzierte Gesamtproteinkonzentration sein, wie er zum Beispiel beim
nephrotischen Syndrom, nach Verbrennungen oder bei Tumoren auftritt.

Die Leber bildet aus den Proteinen unter anderem Enzyme, Gerinnungsfaktoren,
Antikorper und Albumin. Das Plasmaprotein Albumin wird ausschlielich in der Leber
produziert und stellt aus diesem Grund einen Malstab fur die hepatische Syntheseleistung
dar. Albumin ist zwar mit 66 kDa das kleinste Plasma-Eiweil3, macht aber mit 60% den
groliten Anteil der Proteinmenge im Plasma aus. Seine Funktion besteht vor allem mit
seiner kolloidosmotischen Aktivitat in der Aufrechterhaltung des intra- und extravasalen
Gleichgewichtes. Denn wirde das Blutplasma kein Albumin enthalten, so kdme es zum
Flussigkeitsverlust nach extravasal aufgrund der GefaBpermeabilitit und so zur
Entwicklung von interstitiellen Odemen. Eine weitere Funktion stellt der Transport von
Aminoséuren, unkonjugiertem Bilirubin, Thyroxin und Kalzium dar. Zu einer
Hyperalbumindmie kommt es hauptsachlich bei Dehydratation. Eine Hypoalbumindmie
kommt neben einer Leberschddigung auch beim nephrotischen Syndrom und
Malabsorption vor.

Ein weiteres im Blut vorkommendes Produkt der Leber ist das Cholesterin. Es ist unter

anderem zur Bildung der Gallenflussigkeit erforderlich. Hierflr wird zusétzlich die
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Gallensaure als ein weiteres hepatisches Produkt bendtigt. Nach Speicherung in der
Gallenblase tragt die Galle anschlieRend zur intestinalen Verdauung bei. Auch Bilirubin ist
in dieser Gallenflissigkeit enthalten. Es entsteht nach Lyse der Erythrozyten durch Abbau
von Hamoglobin in der Leber, der Milz und im Knochenmark. Zundchst wird dieses
indirekte (Syn.: unkonjugierte) und lipophile Bilirubin zum Transport an Albumin
gebunden. In der Leber wird es dann durch die Konjugation an Glucuronsaure in das
hydrophile, direkte (Syn.: konjugierte) Bilirubin umgewandelt. Hierzu ist die Anwesenheit
des Enzyms UDP-Glucuronosyltransferase notwendig. AnschlieBend kann die
Ausscheidung tber die Gallenflissigkeit in den Darm erfolgen. Ist dieser Abfluss aber
beispielsweise durch Entziindung, Tumor oder ein Gallengangskonkrement gestort, so
kommt es zum Riickstau der Gallenflussigkeit und schlieRlich zum Ubertritt in das Blut
mit messbarer Bilirubinerhdhung. Die Bestimmung des Gesamtbilirubins beinhaltet
sowohl das unkonjugierte, als auch das konjugierte Bilirubin. Neben der Cholestase,
welche eine Ursache des posthepatischen lkterus darstellt, kénnen auch pra- oder
intrahepatische Prozesse eine Erhohung des Bilirubinspiegels verursachen. Kommt es zur
Hamolyse ist hauptsachlich der Anteil an direktem Bilirubin im Blut erhéht und es
resultiert ein prahepatischer Ikterus. Als Ursachen fir einen intrahepatischen
Bilirubinanstieg sind neben Stoffwechseldefekten auch chronische Leberschadigung und
Leberzirrhose durch Medikamente oder Alkoholintoxikation zu nennen. Hierbei ist hdufig
eine gleichzeitige Erhohung von direktem und indirektem Bilirubin zu beobachten. Es
werden neben dem Ab- und Umbau von Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden mit Hilfe
von Cytochrom P 450 viele Medikamente verstoffwechselt. Die Verstoffwechselung eines
weiteren Toxins, des Alkohols, findet ebenfalls in der Leber statt, wird aber durch das
Enzym Alkoholdehydrogenase gewahrleistet. Die Funktion der Entgiftung erfullt die Leber
auch fiir den Umbau von Ammoniak zu Harnstoff. Ammoniak selbst wirkt schadlich und
kann das hepatocerebrale Syndrom mit Erbrechen, Somnolenz und Koma bis hin zum Tod
auslosen. Die Leber verhindert dies in der Regel durch Neutralisation, also die
Umwandlung in unschadlichen Harnstoff. Ist die Leberfunktion eingeschrankt, kann es zu
einem Uberschuss von Ammoniak im Blut kommen. Weiterhin wéren eine
Hypoalbumindmie und fehlende Produktion von Gerinnungsfaktoren die Folge.
Laborchemisch fallen ein Abfall der Cholinesterase, als ein typischer Marker fur die
Lebersyntheseleistung, als auch ein Anstieg weiterer leberspezifischer Enzyme auf.

Zu diesen gehdren neben der Aspartat-Aminotransferase (ASAT, Syn.. Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase [GOT]) und der Alanin-Aminotransferase (ALAT, Syn.:
Glutamat-Pyruvat-Transaminase [GPT]) auch die Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) und
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die y-Glutamyl-Transferase (GGT). Eine Erhéhung derselben kann Folge einer Cholestase
sein. Hierbei wird durch einen Ruickstau der Galle das Leberparenchym geschadigt.
Allerdings treten bei der Cholestase ebenfalls eine Erhéhung von Bilirubin und der
Alkalischen Phosphatase (AP) im Serum auf. Die AP ist jedoch nicht leberspezifisch, da
sie auch in Geweben, wie dem Knochen, der Niere und dem Dinndarm vorkommt.
Deshalb kann sie auch bei Tumoren ohne jegliche Leberbeteiligung erhéht sein. Auch eine
Erhohung der ASAT ist nicht leberspezifisch, da das Enzym auch in Skelettmuskeln und
der Herzmuskulatur vorkommt. Die ASAT Kkatalysiert die Reaktion von Aspartat mit
a-Ketoglutarat zu Oxalacetat und Glutamat. Sie ist zu 20% im Zytoplasma und zu 80% in
den Mitochondrien der Hepatozyten lokalisiert. Eine Erhdhung tritt daher vor allem bei
starker Leberzellschadigung auf. Die unregelméaRige Verteilung der Transaminasen,
welche hauptsachlich in periportalen Hepatozyten lokalisiert sind, und auch die lange
Halbwertszeit (circa 48h) der Enzyme erschweren allerdings die Interpretation eines akuten
Leberzellschadens (Rappaport 1980). Mit einem Enzymanstieg ist aber eher bei der ASAT
zu rechnen, da die ALAT nur zu einem geringen Anteil im Leberparenchym des Schweins
vorkommt (Cornelius 1989). Die GLDH kommt hauptsachlich mitochondrial vor und wird
daher erst bei schwerer Leberschadigung in das Blut freigesetzt. Das Enzym wird als
Oxidoreduktase fiir die Reaktion von Glutamat mit Wasser und NADP* zu o-Ketoglutarat
und Ammonium sowie NADPH benétigt. Es tragt somit zur Fixierung von Stickstoff und
spater Neutralisierung von Ammoniak zu Harnstoff bei. Das Enzym ist zwar
leberspezifisch, kommt aber auch im Gehirn vor. Eine Erhdhung der GLDH tritt vor allem
bei Lebernekrosen, Hepatitiden und im Rahmen einer Stauungsleber auf. Ein sehr
sensitiver Parameter fir Erkrankungen der Gallengange ist die GGT. Sie katalysiert die
Abspaltung von Glutamat von Glutathion und die Ubertragung des y-Glutamyl-Restes auf
andere Aminosauren. Das Enzym kommt in Zellen des Gehirns, der Nieren und in
Leberzellen sowie Gallengangszellen vor. Weil die GGT membrangebunden ist, wird sie
schon frih und bei leichter Schéadigung freigesetzt. Die Freisetzung und somit auch
Messbarkeit im Blut erfolgt proportional zur Gewebsschédigung. Eine Erhéhung der GGT
kommt vor allem bei Cholestase und nach toxischer Alkoholeinwirkung vor.
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1.4 Effekt von DON und LPS auf die Leber

1.4.1 DON-Wirkung auf die Leber beim Schwein

Histologische Schaden verursacht durch DON an der Schweineleber wurden nach
sechswochiger Fltterung mit 1 mg/kg DON und 250 pg/kg Zearalenon (ZON) in Form von
Verdickung und Dilatation der hepatischen Blutgefdlie beschrieben (Cheng et al. 2006,
Chen et al. 2008). Es wurde vermutet, dass solche Veranderungen aufgrund der
Regenerationsfahigkeit der Leber zuvor noch nicht beobachtet werden konnten. In beiden
Tierversuchen konnte eine signifikante Abnahme von Gesamtprotein, Albumin und
Serumglobulin beobachtet werden. Dieser Effekt beruhte wahrscheinlich auf einer durch
die Toxine ausgelGsten Synthesehemmung. Rotter et al. (1994) vermuteten einen direkten
Einfluss von DON auf die Globulinsynthese in der Leber und somit eine Beeintrachtigung
der Immunantwort. Eine andere Hypothese ist die durch Induktion einer Aminoazidamie
ausgeloste Hemmung der hepatischen Proteinsynthese durch Trichothecene (Meloche und
Smith 1995). Allerdings wird diese Laborwertveranderung auch in Folge von verminderter
Futteraufnahme durch DON diskutiert (Bergsjo et al. 1993).

Eine hepatotoxische Wirkung ausgehend von DON und ZON wurde aus beiden
Futterungsstudien aufgrund des Anstiegs der Enzymaktivitat von ASAT, ALAT und GGT
im Vergleich zur Kontrollgruppe geschlussfolgert (Cheng et al. 2006, Chen et al. 2008).
Eine alleinige schadigende Wirkung von DON bezogen auf die Leber konnten Goyarts et
al. (2007) und Tiemann et al. (2008) allerdings in vivo fir das Schwein nicht
nachgeweisen. Es konnte nur ein geringer Einfluss von DON auf Leberenzyme gezeigt
werden, obwohl eine Induktion von Akute-Phase-Proteinen und proinflammatorischen
Zytokinen zu beobachten war (Danicke et al. 2004b, 2006).

Fur die vermutete durch DON verursachte porcine Hepatozytenapoptose konnte in vitro
die Aktivierung von Caspase-3 als Ursache benannt werden (Mikami et al. 2004). In dem
Versuch zeigte sich in der priméren Hepatozytenzellkultur nach 24-stiindiger Zugabe von
100, 10 oder 1 pg DON/mI an einzelnen Zellen Zeichen des Zelltodes. Weiterhin war eine
signifikante Abnahme der Albuminsekretion in diesen Kulturen verglichen mit der
Kontrolle zu beobachten. Der Nachweis von apoptotischen L&sionen in der Schweineleber
durch DON gelang spéter auch in vivo (Mikami et al. 2010). Im entsprechenden Versuch
wurden einen Monat alte Schweine mit 1 mg DON/kg KG infundiert und drei bzw. 24
Stunden spéater geschlachtet. In der histologischen Untersuchung zeigten sich dilatierte

Sinusoide, apoptotische Hepatozyten und periazindre Degenerationen bis hin zu Nekrosen.
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Bereits bei geringeren Dosen scheint DON Leberschaden hervorzurufen. Bei 0,2 mg
DON/kg KG wurden schon parenchymatése Degenerationen der Hepatozyten im
Leberlappchenzentrum beschrieben (Zielonka et al. 2009). Stdrkere Veranderungen
wurden in der gleichen Studie bei Futterung mit 0,4 mg DON/kg KG in Form von
Einzelzellnekrosen und Hyperdmie in den intertrabekuldren BlutgefédRen beobachtet.
Hierbei wird eine Zunahme der Lasionen proportional zur Toxindosis postuliert.

Eine Akkumulation von DON in der Gallenflissigkeit nach ist Déll et al. (2003) nicht
moglich, da es kein Bestandteil des enterohepatischen Zyklus ist.

Eine Abnahme der Serumaktivitdt von GLDH nach Futterung mit DON (4,42 mg/kg
Futter) und ZON (0,048 mg/kg Futter) wurde von Goyarts et al. (2007) bei Sauen
beschrieben. Schon Doll et al. (2003) konnten die geringere Enzymaktivitat in einem
Futterungsversuch mit kontaminiertem Mais (8,6 mg DON und 1,2 mg ZON/kg Mais)
nachweisen. Dieser Effekt wurde auf eine verstarkte Diffusionsbarriere, beispielsweise
durch Leberfibrose aufgrund von chronischer Toxinexposition, zuriickgefiihrt. Im gleichen
Versuch zeigte sich keine verdnderte Enzymaktivitdt der GGT, jedoch nahm die
Serumproteinkonzentration in der Gruppe mit dem hochsten Toxinanteil (50%) signifikant
ab. Diese Ergebnisse wurden auf eine Veranderung in der Synthese und Verteilung der

Parameter oder des Blutvolumens zuriickgefihrt.

1.4.2 LPS-Wirkung auf die Leber beim Schwein

Die durch Endotoxindmie ausgeldste Sepsis umfasst Symptome wie Hypotension,
Oligurie, Hypoxamie, erhohte Laktatproduktion und Encephalopathie. Die freigesetzten
Entziindungsmediatoren, wie TNF-a, IL-1 und IL-6, l6sen durch Vasodilatation,
Endothelschdadigung und erhohter Durchléssigkeit in den Kapillaren das Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS) aus. In der Folge kommt es zur intestitiellen
Flussigkeitsansammlung, was zu relativer Hypovoldmie, Umverteilung des Blutflusses und
Unterversorgung von Organen fuhrt, woraus wiederum das Multi Organ Dysfunction
Syndrome (MODS) resultieren kann.

Zwar gibt es in der Literatur viele Untersuchungen zur Wirkung einer Endotoxinamie und
somit auch zur Wirkung von LPS allgemein auf das Schwein, aber auf die Leber und ihre
Histologie bezogen wird der Datenumfang und somit der Kenntnisstand geringer. Bisher
wurde in septischen Organen das Vorkommen von interzellularen Odemen, Stérung der
Mitochondrienfunktion und Zellnekrosen beschrieben (Hersch et al. 1990). Im gleichen
Tierversuch zeigte sich in der Leber eine Akkumulation von Neutrophilen in den
Mikrogefdllen sowie eine Bilirubinerhéhung und Serumgesamtproteinabnahme. Als

24



1 Einleitung

Ursache fir die Schadigung des Leberparenchyms wird ein Blutstau durch
Fibrinogenvermehrung in den Sinusoiden angenommen (Martens et al. 2007). Fibrinogen
ist fur die Bildung von Fibrin notwendig, welches wiederum als Netzwerk die Grundlage
fur die Kollagenbildung darstellt. Die Kollagenvermehrung resultiert dann in einer
funktionellen Obstruktion der Lebergefdle und Minderperfusion. Eine Reduktion des
arteriellen und venosen Blutflusses konnte am Schweinemodell bereits nach einer
sechsstiindigen Infusion mit 1,7 ug LPS/kg/h nachgewiesen werden (Saetre et al. 2001).
Histologisch wurden nach einstlindiger Infusion bereits eine Dilatation der Sinusoide sowie
Odem und Infiltration von Leukozyten und Erythrozyten beschrieben. Nach drei Stunden
zeigten sich schwere Hepatozyten- und Endothelschdden sowie mit Fibrin durchzogene
Thrombi. GroRflachigere Verdnderungen und nekrotische Areale traten zusatzlich nach
sechsstiindiger Infusion auf. Die Untersuchung der Leberenzyme erbrachte keine
Signifikanzen fir ALAT, GGT oder Bilirubin. Allerdings konnte eine signifikante
Erhohung der Enzymaktivitdt von ASAT nach vier und sechs Stunden im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Alle beobachteten Leberschdden wurden auf die
direkte LPS-Wirkung und die verursachte Hypoxie zuriickgefuhrt. In einer anderen Studie
konnten neben einer ASAT-Erhohung auch ein Anstieg der Bilirubinkonzentration im Blut
aufgezeigt werden (Leifsson et al. 2010). Diese traten jeweils 24 und 36 Stunden nach
Infusion mit Bakterienlésung (10® Staphylococcus aureus/kg KG) auf. Allerdings konnte
keine Verdnderung fir ALAT, Albumin und Gesamtprotein beobachtet werden.
Histologisch waren bei zwei Tieren Mikroabszesse in der Leber zu sehen und bei einem
Schwein ein Areal mit zentrilobuldren Nekrosen und vendser Thrombose. Nach 48
Stunden konnten weiterhin verschieden stark ausgepragte Fibrinexsudationen im
Leberparenchym beobachtet werden. Diese Leberschdden wurden durch die induzierte
Sepsis und die ausgeloste Hyperkoagulabilitdt begriindet. Dabei spiegelte die

Laborwertveranderung die Hepatozytenschadigung wider.

1.4.3 Effekt der Kombination von DON und LPS beim Schwein

In der Literatur wird eine Potenzierung der Wirkung durch gleichzeitige Gabe zweier
Toxine diskutiert. Islam und Pestka (2006) konnten eine verstarkte Zytokinproduktion in
der Leber von Mdusen durch Gabe von LPS und DON induzieren. Sie injizierten LPS
(1 mg/kg KG i.p.) intraperitoneal an Mdusen und fitterten diese anschliefend mit DON
(12,5 mg/kg KG p.o.). Es konnte eine erhohte DON-Empfindlichkeit durch vorherige
Sensibilisierung mit LPS in vivo nachgewiesen werden und es kam dadurch zu einer

erhéhten Zytokin-Expression (Islam und Pestka 2006). Eine weitere Untersuchung der
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Inflammationsantwort in Hepatozyten in vitro ergab eine erhdhte Zytokinausschittung
nach Sensibilisierung durch DON (500 oder 2000 nmol/l) und LPS (Déll et al. 2009a,
2009b). Die beiden Toxine zeigten eine synergistische Wirkung auf die mRNA-Expression
in den primdren porcinen hepatischen Zellkulturen und bewirkten eine erhdhte Produktion
von TNF-a.

Auch wenn es sonst kaum spezielle Literatur zum gemeinsamen Verhalten von DON und
LPS gibt, so wurde doch bereits ein potenzierender Effekt von Mykotoxinen
nachgewiesen. Es konnten Synergien zwischen DON und Fumonisin B1 gefunden werden
(Harvey et al. 1996) sowie von Interaktionen zwischen DON und Fusarinsdure (Smith et
al. 1997). Aber auch von einer verstarkten toxischen DON-Wirkung durch LPS auf das
Immunsystem von Méusen wurde berichtet (Zhou et al. 1999). Weitere synergistische
Wirkungen wurden fir das Trichothecen T-2 Toxin und LPS durch Taylor et al. (1991)
sowie durch Tai und Pestka (1988) in Ma&usen beschrieben. Taylor et al. (1991)
beobachteten dabei eine erhohte Mortalitat, verstarkte Hypothermie und erhohte
Konzentrationen von TNF-a (bis zu 380%) in den Versuchstieren. Auflerdem kam es zu
einer Erhdhung der Spitzenwerte des Endotoxins bei kombinierter Gabe von T-2 Toxin,
worauf die resultierenden Veranderungen zuruckzufiihren waren. Ein synergistischer
Effekt wurde ebenfalls von Tai und Pestka (1988) in Endotoxin-empfindlichen C3H/HeN-
Mausen beobachtet, wobei es auch hier zu einer erhdhten Mortalitat und Schaden an Leber
und Milz der Mause bei gleichzeitiger Exposition von DON und dem T-2 Toxin kam.
Generell konnen verstarkende Effekte durch andere Toxine wie konjugierte Mykotoxine,
unbekannte oder gebundene Toxine anderen Ursprungs gleichzeitig auftreten und eine

synergistische Wirkung verursachen (Lauber et al. 2001).
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1.5 Hypothese

Da es in der bisherigen Literatur kaum Untersuchungen zum Verhalten des porcinen
hepatischen Gewebes unter Einfluss von DON in vivo gab, wurde ein Modell entworfen,
um die vermuteten Interaktionen zwischen dem Mykotoxin und dem Endotoxin LPS weiter
zu untersuchen. Aufgrund der Ergebnisse von Diesing et al. (2011a, b), welche
herausfanden, dass die Dauer und auch die Applikationsrichtung der DON-Exposition eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese in vitro spielt, wurde das Toxin oral und auch
intravends verabreicht. Weiterhin wird eine Stdrung der Integritat der Darmschleimhaut
durch DON vermutet (Pestka 2010a) sowie eine daraus resultierende systemische Wirkung
des Mykotoxins. Daher kdnnte auch eine Translokation von E. coli LPS aus Kommensalen
nach der gastrointestinalen Epithelschadigung auftreten, woraufhin die Leber als erste
Station von der Bakteriamie betroffen wére. Die Leber spielt eine entscheidende Rolle in
der Metabolisierung von DON und LPS, weshalb eine morphologische und funktionelle
Untersuchung derselben nahe lag. Ein potenzierender Effekt bei kombinierter Gabe von
DON und LPS wurde bereits in vitro in porcinen Hepatozyten vermutet (D6l et al. 2009a,
2009b).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen interaktiven Effekt von DON und LPS auf
die Leberhistologie und -funktion in vivo zu prifen. Zur genaueren Untersuchung dieses
Zusammenhangs wurde das Schwein als Tiermodell und DON-sensibelste Spezies sowie
verschiedene Applikationsrouten der Toxine genutzt. Ein weiteres Ziel war die

Entwicklung eines Indexes zur Vergleichbarkeit der histologischen Beobachtungen.
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2 Material und Methoden
2.1 Ethische Grundlagen

Grundlage fur alle durchgefihrten Tierversuche in Deutschland stellt das deutsche
Tierschutzgesetz vom 18. Mai 2006 (BGBI. I, S. 1206-1313) dar. Die Genehmigung
erfolgte durch das Regierungsprasidium Braunschweig (Genehmigungsnummer: 33.14-
42502-04-037/08) und basiert auf der Européischen Richtlinie flr Tierversuche von 1986
(EU Directive 86/609/EEC).

2.2 Versuchstiere und -futter

Fur den vorliegenden Versuch wurden 48 mannliche, kastrierte Hybridschweine einer
Zweirassenkreuzung (Deutsche Landrasse x Piétrain) mit einem durchschnittlichen
Korpergewicht (KG) von 26,4 = 4,0 kg verwendet. Alle Tiere entstammten der
Zuchtanlage des Instituts fir Nutztiergenetik Mariensee des Friedrich-Loeffler-Instituts
(HoltystraBe 10, 31535 Neustadt). Die Haltung und Durchfiihrung des Experiments
erfolgte am Institut fir Tiererndhrung des Bundesforschungsinstituts fir Tiergesundheit
des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) Braunschweig (Prof. Dr. med. vet. Dr. agr. habil.

Sven Dénicke).

Tab. 3 Futterzusammensetzung

Futterkomponenten [g/kg] Kontrollfutter DON-Futter
Gerste 569 569
Weizen (unkontaminiert) 190 0
Weizen (kontaminiert) 0 190
Sojaextraktionsschrot 180 180
Sojadl 30 30
Dicalciumphosphat 3,5 3,5
L-Lysin-HCI 2,5 2,5
Premix’ 25 25

'Enthalt pro kg Premix: Ca 245g, P 60g, Na 55g, Mg 10g, Fe 4.000mg, Cu 1.000mg, Mn
2.000mg, Zn 4.000mg, | 50mg, Se 15mg, Co 20mg, Vitamin A 400.0001U, Vitamin D,
40.0001U, Vitamin E 1.200mg, Vitamin B; 100mg, Vitamin Bg 100mg, Vitamin By, 750mg,
Vitamin K; 52,5mg, Nikotinsdure 500mg, Pantothensdure 5.000mg, Cholinchlorid
5.000mg.
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Die Tiere wurden restriktiv mit 500 g Futter zweimal taglich gefuttert und hatten ad
libitum Zugang zu Wasser Uber den gesamten Versuchszeitraum. Das Futter wurde gemaf
den Empfehlungen der Gesellschaft fur  Erndhrungsphysiologie (GfE 2006)
zusammengestellt. Um das Versuchsfutter herzustellen, wurde der Weizen durch eine
Charge, welche natirlicherweise mit DON kontaminiert war, ersetzt, so dass eine
Konzentration von 3,1 mg DON/kg Futter im Versuchsfutter erreicht wurde. Die
Zusammensetzung des Kontrollfutters sowie des DON-kontaminierten Futters ist aus
Tabelle 2 ersichtlich. Zur Analyse der Futtermischung wurden verschiedene Verfahren
angewandt (siehe Anlage 7.1).

2.2 Versuchsaufbau

Das Experiment wurde tber 37 Tage durchgefihrt und beinhaltete ein Futter-Regime und
ein Infusions-Regime. Innerhalb des Futter-Regimes erhielten 25 Schweine Kontrollfutter
(KON) und 14 Tiere das DON-kontaminierte Futter (DON) U(ber den gesamten
Versuchszeitraum. Das Korpergewicht wurde am Tag 1, Tag 27 und nochmalig am Tag 37
bestimmt. Die Haltung der Tiere erfolgte fur 27 Tage in Laufstéallen in der Gruppenhaltung
und anschlieBend kam es zur Verteilung auf einzelne Stoffwechselkafige. Am 35. Tag
wurden allen Schweinen in einer Operation (sieche Anlage 7.3) beidseits
Jugularvenenkatheter angelegt. Dadurch konnte in lokaler Trennung die Applikation der
Versuchssubstanzen und Entnahme der Blutproben erfolgen. Nach zwei Tagen
Rekonvaleszenz erhielten die Tiere, welche mit Kontrollfutter geflttert worden waren, eine
60-miniitige Infusion mit entweder 0,9% NaCl, 100 pg DON/kg KG (D 0156, Sigma-
Aldrich), 7,5ug LPS/kg KG (Escherichia coli O111:B4, Sigma-Aldrich) oder einer
Kombination von DON und LPS in gleicher Konzentration. Schweine, die mit dem DON-
kontaminierten Futter geflttert worden waren, erhielten eine 60-minitige Infusion mit
0,9% NaCl oder 7,5 pug LPS/kg KG Die verwendeten Losungen wurden anhand der
Protokolle im Anhang (siehe Anlage 7.2) hergestellt. Durch das am 37. Tag gestartete
Infusions-Regime konnten die Tiere in sechs Versuchsgruppen eingeteilt werden:
KON_KON, KON_DON, KON_LPS, KON_ DON/LPS, DON_KON, DON_LPS, wobei
die erste Abkirzung fir das Futter-Regime und die zweite fur das Infusions-Regime steht.
Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 dargestellt. Die Blutentnahme fand zu den
Zeitpunkten -30, 30, 60, 90 und 180 min statt. 15 min nach der letzten Blutentnahme
wurden alle Tiere geschlachtet. Die Schlachtung erfolgte nach vorheriger Betdubung durch
ein Elektroschockgerdt im Versuchsschlachthaus des Friedrich-Loeffler-Instituts in

Braunschweig.
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KON Futter
27 35 37 Tage
Infusion:
KON n==6
DON n==6
LPS n==o6
DON+LPS n=7

Blutentnahmezeitpunkte
A
A

Ve
-30 0 30 60 90 180 195
| | | | | | |, min

Infusionsdauer Schlachtung

Infusion:
KON n==6
LPS n==_8

Versorgung mit Jugularvenenkathetern beidseits

v

37 Tage

o8]
I

- 3 Individuelle Unterbringung in Stoffwechselkiifigen
Y4

DON Futter

Abb. 7 Versuchsaufbau

Abgebildet ist der Versuchsablauf mit Aufteilung in chronische Fitterungsphase tber 37 Tage
(erste Abkurzung) und akute intravendsen Infusion tber eine Stunde (zweite Abkurzung). Daraus
ergaben sich sechs Versuchsgruppen: KON_KON, KON_DON, KON_LPS, KON_DON/LPS,
DON_KON, DON_LPS. Die Blutentnahme fand zu den Zeitpunkten -30, 30, 60, 90 und 180 min

statt. 15 min spéter wurden alle Tiere geschlachtet.

2.3 Probenentnahme

2.3.1 Entnahme der Blutproben und -analyse

Nach Anlage der beidseitigen Jugularvenenkatheter konnten die Substanzapplikation und
die Entnahme der Blutproben getrennt erfolgen. Jeweils 30 min vor Applikation der
jeweiligen Substanz sowie 30 min, 60 min, 120 min und 180 min nach Start der Infusion
(die Bezeichnung post infusionem (p.i.) bezieht sich auf den Startzeitpunkt t = 0 min)
wurden Blutproben in heparinisierte Rohrchen (S-Monovette®, Sarstedt) entnommen und
bei 2016 x g fir 10 min zentrifugiert. Die Lagerung des Serums fir weitere Analysen
erfolgte bei -20 °C. Die Aktivitaten der Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Glutamat-
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Dehydrogenase (GLDH) und vy-Glutamyl-Transferase (GGT) wurden durch einen
enzymatischen UV-Test bestimmt. Die Bestimmung des totalen Bilirubins erfolgte mit
Hilfe eines Photometers und Koffein als Reagenz. Die Albuminkonzentration wurde in
einem photometrischen Test mit Bromkresolgriin ermittelt und der Gesamtproteingehalt
mit der kolorimetrischen Biuret-Methode bestimmt. Alle Untersuchungen erfolgten in der
Klinik fur Schweine und kleine Klauentiere der Tierdrztlichen Hochschule in Hannover
anhand des Standardprozederes (Kraft und Durr 2005).

2.3.2 Makroskopische Untersuchung der Leber und Praparation

Am Tag der Schlachtung wurden alle Tiere gewogen. Direkt nach dem Schlachten erfolgte
die Organentnahme aus der Bauchhohle. AnschlieRend wurden die Lebern zur
Bestimmung des absoluten Lebergewichts (LG) gewogen. Anhand des Kdrpergewichts
(KG) und der Lebergewichte konnten die relativen Lebergewichte (g LG/kg KG) errechnet
werden. Eine makroskopische Fotodokumentation der Lebern wurde vor der histologischen
Probenentnahme durchgefuhrt. Die Proben wurden immer vom Margo inferior des rechten
Leberlappens entnommen und direkt in 4%iger Paraformaldehydldsung fixiert. Nach der
Inkubation in Aqua dest. folgten die Entwasserung der Préparate mittels aufsteigender
Ethanolreihe und die Einbettung in Paraffin (siehe Anlage 7.4). Die Proben wurden mit
dem HM 355S Rotationsmikrotom (Microm International GmbH, Walldorf) in 5 pm
Anschnitte geschnitten und je zwei Anschnitte auf einen Objekttrager (Super Frost® Plus,
Menzel, Braunschweig) aufgezogen. Die Entparaffinierung erfolgte durch eine absteigende
Alkoholreihe mit Xylol. AnschlieRend erfolgte die Anfarbung der Praparate in HE (siehe
Anlage 7.5) und Eindeckelung. Aus 39 Organprdparaten wurden je zwei Anschnitte
ausgewertet, was eine Untersuchung von insgesamt 78 Geweben ergab. Beurteilt wurden
alle Schnitte manuell an einem Axioplan 2 Mikroskop (Zeiss, Deutschland) ausgestattet
mit einer Farbkamera (Diagnostic Instruments Inc., USA). Mit dieser Kamera wurden
jedoch nur reprasentative Ausschnitte der Praparate dokumentiert. Die Erhebung der
histologischen Daten erfolgte fiir alle Praparate blind und die Zuordnung zur

entsprechenden Behandlungsgruppe erfolgte erst nach der Datenerhebung.

2.4 Histologischer Aktivitatsindex

Der Bewertungsindex, welchem die histologischen Beobachtungen zugrunde liegen, wurde
zusammen mit dem Pathologischen Institut der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg
in Anlehnung an den histologischen Aktivitatsindex (HAI) nach Ishak et al. (1995)
entwickelt. Dieser Index ist in Tabelle 4 dargestellt. Es wurde eine Gesamtpunktzahl fur
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alle erhobenen Werte mit einem Hdéchstwert von 40 Punkten bei maximal moglicher
Schéadigung gebildet. Die jeweilige Punktzahl setzte sich aus der Bewertung fir
Entzindung, Nekrosen und Blutungen der Leberldppchen zusammen. Die Entziindung
wurde getrennt nach Portalfeldern (A), Periportalfeldern (B) und Azini (C) betrachtet und
beurteilt. Das Bewertungsschema ist in Abbildung 8 dargestellt. Eine weitere Einteilung in
neutrophile (A1, B1 und C1) und eosinophile Granulozytenreaktion (A2, B2 und C2)
wurde aufgrund des héufigen Auftretens nach der Durchmusterung hinzugefligt. Des
Weiteren wurden die beobachteten Nekrosen in Einzel- und Brickennekrosen unterteilt
sowie nach der Lokalisation ihres Auftretens in portozentrale (a) und portoportale (b)
Nekrosen. Das Kriterium der intrahepatischen Blutungen wurde aufgrund des haufigen
Vorkommens zum Index erganzt, wobei auch hier zwischen portozentralen (a) und

portoportalen (b) Blutungen unterschieden wurde.

Abb. 8 Skizze zum Bewertungsschema des histologischen Aktivitatsindexes

Dargestellt ist die mikroskopische Ansicht eines porcinen Leberazinus aus dem vorliegenden
Versuch. Es erfolgte die getrennte Bewertung der pathohistologischen Ereignisse innerhalb
verschiedener Raume: A - Portalfeld, B - Periportalfeld, C - Azinus. Eine weitere Unterteilung in
portozentral (a) und portoportal (b) wurde in Abbildung D dargestellt.

ZV - Zentralvene, PF - Portalfeld.
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Tab. 4 Histologischer Aktivitatsindex (HAI)

HAI-Kriterien

Index

A -

Portale Entziindung

Keine

Gering, wenige oder alle Portalfelder
MaRig, wenige oder alle Portalfelder
MaRig bis ausgeprégt, alle Portalfelder
Ausgepragt, alle Portalfelder

Al -
neutrophile

Granulozyten

A2 -
eosinophile

Granulozyten

B - Periportale Entziindung

Keine

Fokal, wenige Portalfelder

Fokal, Mehrzahl der Portalfelder
Kontinuierlich (um < 50% der Portalfelder)

Kontinuierlich (um > 50% der Portalfelder)

Granulozyten

0 0
1 1
2 2
3 3
4 4
maximal 8 Punkte
Bl - B2 -
neutrophile eosinophile

Granulozyten

C - Azinare Entziindung

Keine

Gering, wenige oder alle Azini
MaRig, wenige oder alle Azini
MaRig bis ausgeprégt, alle Azini
Ausgepragt, alle Azini

Granulozyten
0

1
2
3
4

0 0
1 1
2 2
3 3
4 4
maximal 8 Punkte
Cl- C2-
neutrophile  eosinophile

Granulozyten
0

1
2
3
4

maximal 8 Punkte

Fokale Nekrosen*

Keine

Ein Herd? pro Gesichtsfeld (10 x Objektiv)

Zwei bis vier Herde pro Gesichtsfeld (10 x Objektiv)

Funf bis zehn Herde pro Gesichtsfeld (10 x Objektiv)
Mehr als zehn Herde pro Gesichtsfeld (10 x Objektiv)

A W N -, O
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E - Konfluente Nekrosen®
Keine
Fokal
Zone-1-Nekrosen, wenige
Zone-1-Nekrosen, zahlreiche
Zone-1 + einzelne portozentrale* Briickennekrosen

Zone-1 + multiple portozentrale Briickennekrosen

o o1 A W N P O

Panazinare® oder multiazinare Nekrosen

F - Hamorrhagien
Keine
Fokal
Zone-1-Hamorrhagien, wenige
Zone-1-Hamorrhagien, zahlreiche
Zone-1 + einzelne portozentrale Hamorrhagien

Zone-1 + multiple portozentrale Himorrhagien

oS 0o A WO N B O

Panazindre oder multiazindre Hdmorrhagien

Maximaler kumulativer HAI 40

Tabelle 4 wurde entnommen und modifiziert nach Ishak et al. (1995).
! Fokale Nekrose - Zelltod einzelner Hepatozyten
2 Herd - Gruppe bestehend aus drei bis fiinf Hepatozyten
¥ Konfluente Nekrose - Zelltod einer Hepatozytengruppe ohne klare zonale Abgrenzung
* Portozentral - Leberparenchym zwischen Portalfeld und Zentralvene

> Panazinar - Parenchym innerhalb des Leberazinus
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2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SAS (Version 9.1, SAS Institute, USA) flr alle
erhobenen Daten. Die technischen Parameter Korpergewicht, absolutes und relatives
Lebergewicht wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA mit anschlieBendem Tukey Post-
Hoc-Test analysiert. Der histologische Aktivitatsindex (n=39) wurde mit Hilfe des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Post-Hoc-Test analysiert. Die Parameter
der klinischen Chemie (n=37, aufgrund von undurchlassigen Kathetern bei zwei
Schweinen) wurden mit dem Modell ,,Mixed* mit ,,Versuchsgruppe®, ,,Zeit* und ihrer
Interaktion als feste Faktoren berechnet. Die im zeitlichen Verlauf entnommenen
Blutproben eines Tieres wurden als Messwiederholung behandelt und durch das Modell
»Repeated in der statistischen Verarbeitung beriicksichtigt. Mit Hilfe des adjusted Tukey-
Kramer Post-Hoc-Tests wurden die Unterschiede zwischen den festen Faktoren kalkuliert
(Methode der kleinsten Quadrate). Als Alphaniveau wurde fir alle Analysen p < 0,05
festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zootechnische Parameter

Die Erfassung der technischen Parameter erfolgte nur bei 39 der anféanglichen 48 Tiere. Im
Verlauf des Versuches kam es nach der Katheterimplantation bei neun Schweinen zu einer
systemischen Infektion. Deshalb mussten diese Tiere medikamentds behandelt werden und
wurden folglich aus dem Versuch ausgegliedert.

Bei der Erhebung des Kdérpergewichts und des absoluten Lebergewichts der 39 Tiere
konnten keine Signifikanzen gefunden werden. Allerdings zeigte das relative
Lebergewicht, welches sich aus dem Quotienten von absolutem Lebergewicht und
Kdrpergewicht berechnet (g LG/kg KG), einen signifikanten Gruppeneffekt (p < 0,05). Das
Lebergewicht war in den drei LPS-Gruppen am groRten und im Vergleich zu den Gruppen
KON_KON, KON_DON und DON_KON um circa 20% erhoht. Die dazugehdrigen Daten
sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tab. 5 Einfluss von DON und LPS auf zootechnische Parameter

wn
o
=
z z - p z o
O o) o) o
< ) 5| ) % 4 -~
p z z z = Z! = S
o) o) o) o) o) o) 7 =
¥ v v v o a) L Y
KG [Kg] 422 423 40,5 40,1 44,3 43,1 09 p=0935
LG [g] 8782 8490 10070 10740 9208 110621 316 p=0,183

rel. LG [g/kg] | 210 201 254 256 209 246 07 p<005

Die Erhebung der zootechnischen Parameter erfolgte am Versuchstag 37 und ist hier sortiert nach
Gruppen aufgetragen. Abklrzungen: KG - Kdérpergewicht, LG - absolutes Lebergewicht, rel. LG -
relatives Lebergewicht (g LG/kg KG), PSEM - pooled standard error of the mean, Analyse mittels
ANOVA und Tukey Post-Hoc-Test (p < 0,05), n=39.
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3.2 Lebermakroskopie

Die Untersuchung der Schweinelebern auf sichtbare pathologische L&sionen mit Hilfe der
Fotodokumentation ist exemplarisch in Abbildung 9 dargestellt. Die Kontrollgruppe zeigte
keinerlei makroskopische Auffélligkeiten. Ebenso waren auch die Lebern der mit DON
behandelten Tiere unauffallig. Aufféallige Veranderungen zeigten sich dagegen in den LPS-
Gruppen. Unregelméf3ig dunkelrot geféarbte Leberoberflachen, nach dem Anschnitt blutiges
Parenchym sowie stumpfe Rander waren bei diesen Tieren sichtbar. Diese intrahepatischen
Blutungen zeigten sich auch an der Leberoberfliche in Formen von Petechien,
Ekchymosen und Sugillationen. Zeichen der Cholestase konnten nicht beobachtet werden.
Zu diesen konnen ein Ikterus der Haut oder Skleren mit Gelbfarbung derselben oder das
Auftreten von braunem Urin oder entfarbtem Stuhl gehdren. Weiterhin hatten in der
Lebermakroskopie bei Cholestase eventuell eine Grélien- und Gewichtszunahme der Leber
sowie eine Grinfarbung und bei Anschnitt eine Dilatation der Gallengange beobachtet

werden kdnnen.

KON KON KON _DON KON _LPS

s

KON_DON/LPS DON_ KON DON_LPS

Abb. 9 Repréasentative makroskopische Fotodokumentation der Lebern

Die Fotodokumentation stellt jede der sechs Versuchsgruppen exemplarisch dar. Die Kontroll-
gruppe zeigte keine makroskopischen Auffélligkeiten. Ebenso waren auch die Lebern der mit DON
behandelten Tiere unauffallig. Dagegen zeigten sich in den LPS-Gruppen deutliche intrahepatische

Blutungen.
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3.3 Lebermikroskopie

In Abbildung 10 sind beispielhafte Fotos der histologischen Préparate zu den sechs
Bewertungskriterien des modifizierten HAI (siehe Tabelle 4) zu sehen. Jeder der
78 Anschnitte wurde einzeln auf die dargestellten Kriterien Entziindung, Nekrosen und
Blutungen untersucht und bewertet. Im Anschluss wurde der kumulative HAI gebildet. Der
ausgewertete Index der Schweinelebern mit seine einzelnen Komponenten und

Signifikanzen ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tab. 6 Effekt von DON und LPS auf den Histologischen Aktivitatsindex

(2]
5
z z " P z o
O o) o) O
4 ) al a) 4 ] -
zZ zZ zZ zZ =z = > )
< Y 2 2 8 8 gz
[a o
HAI 16,3®  12,8° 225" 246" 141 189% 09 p<0,001
Al 2,4 2,5 3,4 34 2,0 3,1 02 p=0,08
A2 2,0% 2,5% 2,8% 3.2° 1,8% 26 01 p<0,05
B1 2,0 2,8 3,3 2,8 1,3 2,4 02 p=0,08
B2 1,3%® 0,8° 1,9% 2,1° 1,0 14%® 01 p<0,05
C1 1,1° 1,4% 2,3" 2,6" 1,7 1,9%® 01 p<0,001
C2 1,62 1,3° 33" 3,5° 2,0% 24 02 p<0,001
D 2,3 0,8 1,0 1,5 1,5 1,5 02 p=027
E 3,4 0,8 1,7 1,6 2,4 1,3 03 p=015
F 01%® 0,02 2,8% 38° 03*® 23*® 03 p<0,0l

Aufgetragen sind der Gesamtindex (HAI) sowie die einzelnen Kriterien des histologischen
Aktivitatsindexes sortiert nach den Versuchsgruppen. Abkilrzungen: Al - Neutrophile portale
Entziindung, A2 - Eosinophile portale Entziindung, B1 - Neutrophile periportale Entziindung,
B2 - Eosinophile periportale Entziindung, C1 - Neutrophile azindre Entziindung, C2 - Eosinophile
azindre Entzindung, D - Fokale Nekrosen, E - Konfluente Nekrosen, F - Hamorrhagien,
PSEM - pooled standard error of the mean, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in
einer Reihe sind signifikant (p < 0,05; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Post-

Hoc-Test), n=39.
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3.3.1 Kumulativer Histologischer Aktivitatsindex

Der hochste Index und somit auch die groRten pathologischen Veranderungen waren in den
Gruppen KON_LPS und KON_DONY/LPS, wie in Abbildung 11 dargestellt, zu sehen.
Dieser Effekt resultierte genauer betrachtet hauptsdachlich aus den intrahepatischen
Einblutungen und der evaluierten Entzlindungsreaktion. Betrachtet man die einzelnen
Kriterien, wird ersichtlich, dass die eosinophilen Granulozyten in allen beobachteten
Leberregionen der Gruppe KON_DON/LPS zur Erhéhung des Aktivitatsindexes beitrugen.
Dagegen trug die Entzlindungsreaktion der neutrophilen Granulozyten zwar in &hnlichem
Umfang auch zum Aktivitatsindex bei, zeigte dagegen aber weder portal noch periportal
eine Signifikanz. In den beiden LPS-Gruppen KON_LPS und KON_DON/LPS konnte
eine signifikante starkere Entzundungszellmigration in den Azini gegenuber der
Kontrollgruppe KON_KON beobachtet werden.

b

£ 2 be
E
Z abc
= 20 abe B A - Portale Entziindung
= ac _
E ;s a B B - Periportale Entziindung
= 1
_d;: B C -Azindre Entziindung
< 10
'gn m D - Fokale Nekrosen
e 5
Rz B E - Konfluente Nekrosen
=

0 B F - Hamorrhagien

KON_KON KON_DON KON_LPS KON_DON/LPS DON_KON DON_LPS

Gruppen

Abb. 11 Kumulativer histologischer Aktivitatsindex der Schweinelebern

Dargestellt ist der Gesamtindex (HAI) aufgetragen nach Versuchsgruppe. Der Index setzt sich aus
sechs Parametern zusammen (A - F), welche durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet sind.
Jede Sdule stellt den Mittelwert mit zugehdrigem Standardfehler dar. Erlauterung:
®c unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben indizieren Signifikanz (p < 0,05; nicht-

parametrischer Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Post-Hoc-Test), n=39.
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Einen eher geringen Einfluss auf den HAI hatten die Einzelzellnekrosen und konfluenten
Nekrosen, was sich ebenfalls in den fehlenden Signifikanzen widerspiegelt. Interessanter
Weise stellte sich die Versuchsgruppe DON_LPS als vollig unabhangig gegentber den
anderen Gruppen heraus. Bezogen auf den Gesamtindex und auch auf die einzelnen
Kriterien ergab sich fur den drittstarksten pathologischen Kumulativindex von DON_LPS
aber keine Signifikanz verglichen mit anderen Gruppen. Obwohl in dieser Gruppe beide
Toxine enthalten waren, fiel die histologische Schadigung geringer aus, was einen

protektiven Effekt durch DON-Ftterung vermuten liel3e.

3.4 Klinische Chemie

Alle erhobenen Laborparameter wurden unter Beriicksichtigung ihrer Leberspezifitat
ausgewahlt. Insgesamt konnten von 37 Tieren (ber den gesamten Versuchszeitraum
Blutproben entnommen werden. Zwei Tiere schieden aufgrund von undurchldssigen
Jugularvenenkathetern aus. Neben Albumin, dem Gesamtprotein und Bilirubin wurden
auch die Aspartat-Aminotransferase (ASAT), die y-Glutamyl-Transferase (GGT) und die
Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) in die Untersuchung einbezogen. Alle Blutparameter
(siehe Tabelle 7 bis 12) waren zu dem Zeitpunkt t = -30 min (bezogen auf den
Infusionsstartzeitpunkt t = 0 min) innerhalb des physiologischen Bereichs und es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Es ergab sich also kein Effekt

durch das tber 37 Tage durchgefiihrte Futter-Regime in der klinischen Chemie.

3.4.1 Aspartat-Aminotransferase (ASAT)

Die ermittelten Konzentrationen der Aspartat-Aminotransferase aus dem Schweineblut
sind in Tabelle 7 dargestellt. Bei der Auswertung der Enzymaktivitdt der ASAT im
vorliegenden Versuch konnte ein signifikanter Zeiteffekt (p < 0,001) und eine Interaktion
zwischen Gruppe und Zeit (p <0,001) gefunden werden, allerdings kein Gruppeneffekt
(p =0,90). Bei der Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte fiel ein signifikanter ASAT-
Aktivitatsanstieg in den Gruppen KON_DON/LPS (p <0,001) und DON_LPS (p <0,05)
zum Zeitpunkt t = 180 min verglichen mit dem Startzeitpunkt der Messung t = -30 min und
dem Zeitpunkt t = 60 min auf. Interessanter Weise gab es aber keine Signifikanzen in der
dritten LPS-Gruppe KON_LPS. Alle gefundenen Veranderungen spielten sich innerhalb
der physiologischen Grenze (8,0 - 35,0 U/L; Kraft und Dirr 2005) ab.
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Tab. 7 Bestimmung der Enzymaktivitat der ASAT (in U/L) im Schweineblut

)
o
=
z z n z z 0
O o O
4 ) EI 8| ™ -
» ¢ 3 3 & & &z %
N ¥ ¥ ¥ v A A L
-30 min 10,7 12,5 11,8 11,74 14,2 12,34 0,7
30 min 12,2 13,2 12,8 13,748 13,0 13,28 0,8
60 min 10,3 14,3 12,8 13,14 13,3 12,34 0,8
120 min 9,7 12,7 11,6 13,48 12,3 12,778 0,7
180 min 10,6 12,8 14,3 15,78 12,3 15,28 0,8
ANOVA
group p=0,90
time p <0,001
group*time | p<0,001

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “5¢ unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.

3.4.2 y-Glutamyl-Transferase (GGT)

Die Analyse der Enzymaktivitat der GGT zeigte im vorliegenden Versuch weder einen
Zeiteffekt noch einen Gruppeneffekt oder eine Interaktion beider Faktoren. Die ermittelten
GGT-Konzentrationen aus dem Schweineblut wurden in Tabelle 8 zusammengefasst.
Weiterhin befanden sich alle Verénderungen innerhalb der physiologischen Grenze
(<10,0-40,0 U/L; Kraft und Durr 2005). Es konnte lediglich ein Trend zur erhdhten
Enzymaktivitdt in den drei LPS-Gruppen beobachtet werden. Die verbliebenen

Versuchsgruppen zeigten dagegen eher eine Tendenz zur Abnahme der GGT-Aktivitat
uber die Zeit.
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Tab. 8 Bestimmung der Enzymaktivitat der GGT (in U/L) im Schweineblut

wn
o
g
pd Z 0 Z z 0
©)]
4 8| EI 8| > 4
. s % &% & & & &
N v ¥ v ¥ o a) &
-30 min 15,0 16,8 14,8 17,7 20,7 16,5 0,8
30 min 13,7 16,2 14,3 16,7 20,2 15,0 1,0
60 min 13,3 16,3 14,8 17,0 16,8 16,7 0,8
120 min 13,5 16,7 15,8 18,7 21,5 17,0 1,3
180 min 13,7 14,2 16,7 19,1 15,8 17,5 0,8
ANOVA
group p=0,64
time p=0,18
group*time | p=0,17

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ®* unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “2° unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.

3.4.3 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH)

Fur die Enzymaktivitdt der GLDH konnte im vorliegenden Versuch eine Tendenz im
Zeiteffekt (p=0,09) und eine signifikante Interaktion zwischen Gruppe und Zeit
(p <0,001) gefunden werden, allerdings kein Gruppeneffekt (p=0,24) selbst. Die
Mittelwerte der GLDH-Konzentrationen aus dem Schweineblut und ihre Signifikanzen
sind in Tabelle 9 abgebildet. Zum Zeitpunkt t =180 min zeigte sich fir die Gruppe
KON_DON/LPS ein signifikanter Aktivitatsanstieg der GLDH im Vergleich zu
KON_DON (p<0,01) und DON_KON (p<0,05). Des Weiteren kam es zu einer
Erhéhung der GLDH-Konzentration tber die Zeit in der Gruppe KON_DON/LPS. So
erreichte hier die Enzymaktivitdt zum Zeitpunkt t = 180 min einen signifikanten Anstieg

verglichen mit den Zeitpunkten t =-30 min, 30 min und 60 min. Generell tendierten auch
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hier die LPS-Gruppen zum GLDH-Aktivitatsanstieg, wahrend die verbliebenen Gruppen
KON_KON, KON_DON und DON_KON einen Trend zur Abnahme der GLDH-AKktivitat
zeigten. Alle beobachteten Veranderungen fanden allerdings innerhalb der physiologischen

Grenze (0,0 - 5,0 U/L; Kraft und Durr 2005) statt.

Tab. 9 Bestimmung der Enzymaktivitat der GLDH (in U/L) im Schweineblut

(7]
o
<
z zZ 0 Z z 0
O @) @) O
< ) EI ) ¥ %
= z z z z z z' =
= O O O O o) o) o
N V2 N V2 N A ) a
-30 min 2.4 2.4 2.4 1,24 2,1 1,6 0,2
30 min 2.4 1,4 1,6 2,28 2.4 2.0 0,2
60 min 1,8 1,7 1,3 2.4 1,7 2,9 0,2
120 min 1,6 15 2,4 3,178 1,7 3,2 0,2
180 min 1,8%® 1,42 2,2% 4,5 1,6° 3,8® 0,3
ANOVA
group p=0,24
time p=0,09
group*time | p <0,001

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “5¢ unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.

3.4.4 Albumin

In Tabelle 10 wurden die erhobenen Albumin-Werte samt ihren Signifikanzen dargestellt.
Eine signifikante Interaktion zwischen Gruppe und Zeit (p < 0,05) sowie ein signifikanter
Zeiteffekt (p <0,001) konnte fur Albumin im vorliegenden Versuch eruiert werden. Bei
der Analyse ber die Zeit fand sich eine signifikante Abnahme der Albuminkonzentration
zu den Zeitpunkten t = 120 min (p < 0,05) und t = 180 min (p < 0,001) verglichen mit den
vorherigen Zeitpunkten in der Gruppe KON_DON/LPS, obwohl auch diese
Veranderungen innerhalb der physiologischen Grenze (18,0-31,09/L; Kraft und
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Dirr 2005) waren. Diese Tendenz zur Albuminabnahme Uber die Zeit zeigte sich ebenfalls
flr die beiden anderen Versuchsgruppen, welche LPS erhielten. Allerdings erreichte dieser

zeitliche Trend in den Gruppen KON_LPS und DON_LPS keine Signifikanz.

Tab. 10 Bestimmung der Albuminkonzentration (in g/L) im Schweineblut

(7]
o
<
z Z 0 Z z 0
O @) o O
< ) EI ) ¥ %
= z z z z z z' =
= O O O O o) o) o
N Y N V2 V2 A ) a
-30 min 30,1 29,9 28,7 316" 30,3 30,3 0,5
30 min 27,5 29,6 27,7 30,9* 26,4 26,2 0,9
60 min 27,4 30,5 25,5 29,178 27,4 27,9 0,5
120 min 26,2 28,4 24,1 25,98 26,1 26,4 0,4
180 min 28,5 28,7 24,7 24,65 26,7 26,3 0,5
ANOVA
group p=0,53
time p <0,001
group*time | p=0,04

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “2° unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.

3.4.5 Gesamtprotein

Im vorliegenden Versuch gab es zwar keinen signifikanten Gruppeneffekt, jedoch einen
Zeiteffekt (p <0,001) und eine signifikante Interaktion (p <0,001) beider Faktoren. Die
Analyse der Gesamtproteinkonzentration tber die Zeit zeigte einen signifikanten Abfall
zum Zeitpunkt t = 180 min in allen LPS-Gruppen bezogen auf die Zeitpunkte t = -30 min
und t = 30 min. Dieser Konzentrationsabfall lag jeweils unterhalb der physiologischen
Grenze (55,0 - 86,0 g/L; Kraft und Durr 2005). Die Gesamtproteinkonzentrationen der

einzelnen Versuchsgruppen sind in Tabelle 11 zusammengefasst. AuRBerdem beinhalteten
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die Gruppen KON_DON/LPS und DON_LPS zum Zeitpunkt t = 120 min einen signifikant
geringeren Anteil an Gesamtprotein im Vergleich zum Startzeitpunkt der Messung. Auch
in der Gruppe DON_KON verringerte sich das Gesamtprotein zu den Zeitpunkten t = 120
min (p <0,01) und t = 30 min (p <0,05) im Vergleich zum Startzeitpunkt. Allerdings
zeigten auch die drei nicht mit LPS infundierten Gruppen einen Trend zur Abnahme der
Gesamtproteinkonzentration, welcher allerdings innerhalb der physiologischen Grenze lag

und dazu nicht signifikant war.

Tab. 11 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration (in g/L) im Schweineblut

(7]
o
=
zZ zZ n Z Z 0
O @) @) O
4 ) EI ) v 9
- g % 8 3% % &8 &
N ¥ v ¥ 7 ol la &L
-30 min 59,5 60,8 59,5% 61,3* 60,4" 60,3% 0,6
30 min 57,8 58,6 58,74 61,2% 54,28 62,5% 0,8
60 min 57,7 59,6 54,6"8 58,478 56,78 57,8"8 0,6
120 min 55,0 56,7 54,778 53,6° 54,85 54,18 0,7
180 min 58,8 56,2 51,58 51,4¢ 56,178 53,6° 0,7
ANOVA
group p=0,82
time p <0,001
group*time | p <0,001

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “2° unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.

3.4.6 Gesamtbilirubin

Die Messungen fur den Gesamtbilirubinverlauf tiber die Zeit im vorliegenden Versuch sind
in Abbildung 12 und Tabelle 12 dargestellt. Hochsignifikante Effekte wurden hierbei fur
die Faktoren Gruppe (p < 0,001), Zeit (p < 0,001) und ihre Interaktion (p < 0,001) deutlich.
Aufféllig ist die sprunghafte Erhéhung der Bilirubinkonzentration in den drei LPS-
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Gruppen zum Zeitpunkt t = 180 min verglichen mit den vorherigen Messzeitpunkten.
Zudem sind diese drei Grenzwertlberschreitungen im Vergleich zu den Gruppen
KON_KON (p <0,001), KON_DON (p <0,05) und DON_KON (p <0,001) signifikant.
Hierbei erzielte die Gruppe mit der kombinierten DON/LPS-Infusion eine weitaus héhere
Bilirubinkonzentration als die beiden Gruppen mit der reinen LPS-Infusion. Die erreichte
Signifikanz gegenlber den Gruppen KON_LPS und DON_LPS (beide p <0,001) l&sst
hierbei einen additiven Effekt bei intravendser Gabe beider Toxine im Gegensatz zur
Einzelapplikation vermuten. Denn die Bilirubinkonzentration der Gruppe KON_DON/LPS
war um 83% im Vergleich zu KON_DON und um 35% im Vergleich zu KON_LPS
erhoht. Die Bilirubinkonzentration der Gruppe DON_LPS lag dabei insgesamt zum
Zeitpunkt t = 180 min nur ganz knapp uber der physiologische Grenze (0,1 - 4,3 pmol/L;
Kraft und Durr 2005).

10,0
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- 8,0
—
g 70
2
g &0 [
= A b
£ 50 I
= oberer physiologischer Grenzwert I b
£ 40
g & KON_KON
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© 20 —— KON_LPS
’ ~-KON_LPS/DON
1,01 o DON_KON
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0.0 —_— “~DON_LPS
j -60 -30 0 30 60 90 120 150 180

Zeit (min)

Abb. 12 Zeitlicher Verlauf von Gesamtbilirubin unter Einfluss von DON und LPS

Abgebildet ist der Verlauf der Bilirubinkonzentration in pmol/L (y-Achse) zu den einzelnen
Entnahmezeitpunkten (x-Achse) im Schweineblut sortiert nach Versuchsgruppen. Erlduterung:
e ynterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben indizieren Signifikanz (p < 0,05; adjusted

Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n=37.
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Tab. 12 Bestimmung der Gesamtbilirubinkonzentration (in pmol/L) im Schweineblut

(7p]
o
=
z z n Z z i
) @)
4 gl 5l a g -
< |3 5 & 3§ 38 &8 B
N % ¥ ¥ X A A L
-30 min 0,9 1,1 1,24 0,9* 1,0 0,9* 0,1
30 min 1,1 1,2 1,24 1,24 1,6 1,14 0,1
60 min 1,0 1,0 1.4 0,9% 1,6 1,47 0,1
120 min 1,1 1,1 28" 254 1,0 1,84 0,2
180 min 1,0 1,42 5,4%8 8,3t 1,1° 4,3% 0,6
ANOVA
group p <0,001
time p<0,001
group*time | p <0,001

Erlauterung: PSEM - pooled standard error of means, die angegebenen Werte zum jeweiligen
Zeitpunkt stellen Mittelwerte dar, ® unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Reihe
(Gruppeneffekt) und “5¢ unterschiedliche hochgestellt GroRbuchstaben in einer Spalte (Zeiteffekt)
sind signifikant (p < 0,05; adjusted Tukey-Kramer Post-Hoc Test), n = 37.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Bezug auf die zootechnischen Parameter konnte nur fir das relative Lebergewicht ein
signifikanter Gruppeneffekt nachgewiesen werden. Hierbei zeigten die LPS-Gruppen ein
um circa 20% erhohtes Lebergewicht im Vergleich zu den reinen DON-Gruppen und der
Kontrollgruppe. Betrachtet man die Ergebnisse der Makroskopie, so waren ausschlieBlich
die LPS-Gruppen auffallig. Die entsprechenden Lebern waren dunkelrot gefarbt und
enthielten Petechien, Ekchymosen oder Sugillationen. Diese Blutungszeichen konnten in
der Mikroskopie bestatigt werden.

Die Analyse des histologischen Aktivitatsindexes zeigte fur die Gruppe mit kombinierter
Toxininfusion (KON_DON/LPS) im Vergleich zu KON_DON stark signifikante
Hamorrhagien. Auch die anderen LPS-Gruppen zeigten mikroskopisch vermehrte
intrahepatische Blutungen. Betrachtet man den Einfluss der Entziindungszellen, so spielt
hauptsachlich das Auftreten von eosinophilen Granulozyten in allen Bereichen des
Portalfelds eine grofRe Rolle. Die groRte Signifikanz ist ebenfalls in der kombinierten
Gruppe KON_DON/LPS zu beobachten. Die reine LPS-Infusion zeigte azinar im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine starke intrahepatische Granulozytenansammlung. Somit
ist ein eindeutig schadigender Einfluss auf den histologischen Aktivitatsindex der
Schweineleber ausschlielich durch LPS zu verzeichnen. Dagegen verursachte die orale
Exposition der Tiere mit DON kaum eine Leberschéadigung.

Bei der Blutanalyse der leberspezifischen Enzyme befanden sich alle VVerénderungen bis
auf den Anstieg des Gesamtbilirubins im Normbereich. Dieser war sprunghaft 180 min
nach Infusionsstart in den drei LPS-Gruppen zu beobachten und signifikant im Vergleich
zu den anderen Gruppen. Aufllerdem zeigte die kombinierte Gruppe KON_DON/LPS
zusétzlich eine signifikante Erhthung verglichen mit den LPS-Einzelapplikationen.
Insgesamt wurde die Leberschadigung ausschlieRlich durch LPS verursacht. Die Infusion
von DON schien keinen vergleichbaren hepatischen Schaden auszulésen. Dagegen wurde
eher ein  mildernder Einfluss durch die DON-Fitterung vor systemischer
Endotoxinbelastung sichtbar.
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4.2 Einleitung der Diskussion

DON als weit verbreitetes Schimmelpilzgift in Getreiden wie Weizen, Gerste, Mais und
Hafer ist von groBer Relevanz in der Futtermittel- und Nahrungsmittelindustrie. Die
Trichothecene wirken sowohl immunstimulierend als auch immunsuppressiv. Dieser
Effekt ist abhéngig von der Dosis, der Frequenz, der Dauer der Exposition und vom
untersuchten Immuntyp (Rotter et al. 1996, Pestka 2008, Pestka 2010b). Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Toxizitdt von DON durch Vorhandensein von LPS potenziert
wird, wobei das Immunsystem die Hauptrolle spielte (Islam und Pestka 2006). Eine
niedrigdosierte LPS-Exposition flihrt zu einer Immunreaktion in Form von Opsonierung
der eingedrungenen Endotoxine. Eine andauernde Exposition kann zu Gewebsschaden
durch Aktivierung von Neutrophilen und der intravasalen Gerinnung flhren. Die
hochdosierte LPS-Gabe lost eine Kette von Entziindungsreaktionen aus, die Zelltod,
Gewebsschéaden und Organversagen verursachen kénnen (Roth et al. 1998).

Das Ziel des vorliegenden Versuchsaufbaus war es, durch die kombinierte Gabe von DON
und LPS Uber verschiedene Applikationsrichtungen anhand des Hausschweines als
Tiermodell maximalen Stress bezogen auf das Immunsystem zu simulieren. Es wurde
bereits eine Stérung der Integritat der Darmschleimhaut durch DON sowie eine daraus
resultierende systemische Wirkung des Mykotoxins vermutet (Pestka 2010a). Aufgrund
dieser gastrointestinalen Epithelschaddigung konnte eine Translokation von Kommensalen
oder deren LPS ins Blut ermdglicht werden, woraufhin die Leber als erste Station von der
Endotoxamie betroffen wére. Klunker et al. (2012) diskutierten einen verstarkten Effekt
der Kombination von DON und LPS auf die Darmschleimhaut des Hausschweins. Es
konnte eine Umverteilung des zytologischen Anteils von ZO-1, einem tight-junction-
Protein, nach apikal durch intravendse Applikation von LPS (7,5 pg/kg KG) im
proximalen und mittleren Jejunum nachgewiesen werden. Dieser Effekt zeigte sich nach
kombinierter intravendser Gabe von DON (100 pg/kg KG) und LPS zuséatzlich auch im
Duodenum. Als Modulator der Integritdt von Interzellularkontakten wie ZO-1 wurde LPS
vermutet, zumal DON allein keinen Einfluss auf die Umverteilung von ZO-1 im
Darmepithel zeigte. Es konnte keine synergistische oder additive Wirkung gefunden
werden. Allerdings konnte fir die apikale ZO-1-Expression ein Einfluss von DON
abhéngig von der Applikationsroute gefunden werden. So zeigten die Tiere der
chronischen DON-Futterungsgruppe keine Veranderungen der apikalen ZO-1-Expression,
wéhrend in der Gruppe mit akuter intravendser DON-Exposition (KON_DON) verglichen
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mit den LPS-infundierten Tieren eine starke ZO-1-Schadigung im mittleren Jejunum
nachgewiesen werden konnte (Klunker et al. 2012).

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Hauptaugenmerk dagegen auf die Leber
gelegt, die als erste metabolisierende Station wohl als erstes von der DON- und LPS-
Toxizitat betroffen ist. Durch ihre Féhigkeit zur Clearance, Detoxifikation und Produktion
von Akute-Phase-Proteinen sowie anderen inflammatorischen Mediatoren ist die Leber
neben ihrer Stoffwechselfunktion von grofRer Bedeutung fur die Abwehr des Kérpers (van
Amersfoort et al. 2003). Aufgrund dieser Funktionen und durch die Anwesenheit beider
Toxine mit der vermuteten potenzierenden Wirkung konnte die Leber in einem starken
MaR betroffen sein.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der vermuteten potenzierenden Interaktion

zwischen DON und LPS bezogen auf die Lebermorphologie und -funktion beim Schwein.

4.3 Einfluss von DON auf die Lebermorphologie und -funktion

Natrlich kontaminiertes DON-Getreide zeigt generell eine starkere toxische Wirkung, als
wirde es mit der puren Form des Schimmelpilzgiftes versetzt werden (D’Mello et al. 1999,
Trenholm et al. 1994). Pestka (2010a) mutmalite als Grund fiir die hohere Toxizitat des
naturlich kontaminierten DON-Getreides das Vorkommen von zusétzlichen Toxinen, wie
Acetyl-DON oder DON-Glykosiden sowie anderen Schimmelpilzanteilen, welche zur
verstarkten Wirkung von DON beitragen wirden. So kommen zum Beispiel haufig
Lagerpilze wie Penicillium und Aspergillus sowie deren Toxine im Getreide vor und
konnten flir erhohte Toxizitat verantwortlich sein (D’Mello et al. 1999, Gutzwiller und
Gafner 2012). Auch Dénicke (2001) schrieb die Wirkung des ,,Mykotoxin-Cocktails* in
naturlich kontaminiertem Getreide nicht allein dem Leit-Toxin DON zu.

Neben der Futterzusammensetzung hat das verwendete Tiermodell Einfluss auf die
Untersuchung selbst. So postulierten Dersjant-Li et al. (2003), dass die Effekte von DON
in Tieren mit hoher Proteinretention gréRer waren, also zum Beispiel in jungeren
gegenliber alteren Tieren. AulRerdem scheint das Geschlecht der Tiere eine Rolle zu
spielen, denn es zeigte sich, dass mannliche Schweine sensibler als weibliche Tiere auf
DON reagierten (Cote et al. 1985, Friend et al. 1986, Goyarts et al. 2005). Im vorliegenden
Versuch wurden nur mannliche Tiere untersucht, sodass es nicht zu einem
geschlechtsspezifischen Effekt kommen konnte. Bezogen auf die Herstellung der
Futtermischung wurde bis auf den Weizen mit exakt der gleichen Zusammensetzung
gearbeitet. Der Fusarien-kontaminierte Weizen stammte von einem Versuchsfeld und

wurde so unter den Kontrollweizen gemischt, dass 3,1 mg DON/kg Futter enthalten war.
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Das Vorliegen und somit die Wirkung weiterer unbekannter Toxine waren denkbar, wurde
aber nicht weiter untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte bezogen auf die Lebendmasse der Schweine kein
signifikanter Effekt gefunden werden. In der Literatur wurde jedoch fur das Koérpergewicht
eine Abnahme durch DON gezeigt. So reduziere DON laut Iverson et al. (1995-1996) nicht
nur die mittlere tagliche Futteraufnahme, die mittlere Gewichtszunahme und das totale
Korpergewicht von Mausen, sondern auch von Schweinen. Die verminderte
Futteraufnahme bei Schweinen konnte nach kombinierter Applikation von DON mit
Aflatoxin nachgewiesen werden (Rotter et al. 1994, Smith et al. 1997, Swamy et al. 2002,
Goyarts et al. 2005, Cheng et al. 2006, Chaytor et al. 2011). Die daraus resultierende
Abnahme des Korpergewichts bei Schweinen wurde durch Harvey et al. (1989) und
Chaytor et al. (2010, 2011) dokumentiert. Im Gegensatz dazu kam es in der vorliegenden
Studie aufgrund des restriktiven Fltterungsregimes weder zu einer verminderten
Futteraufnahme noch zu einer folgenden Reduzierung des Korpergewichtes. Weiterhin
muss eine Gewohnung der Schweine an die chronische Toxinapplikation bedacht werden.
Rotter et al. (1994) konnten eine Adaptation an die Futterung mit DON (3 mg/kg Futter)
nach vierwdchigem Experiment nachweisen. Hierbei stagnierte der Gewichtszuwachs in
gleichem Malie wie die Kontrolle, nachdem in den ersten sieben Tagen ein steter Abfall zu
verzeichnen war. Bergsjo et al. (1993) konnten in einem Ftterungsversuch mit DON eine
Abnahme des erwarteten Gewichtszuwachses und infolgedessen ein geringeres
Schlachtgewicht bei Schweinen nachweisen. AuBerdem zeigte sich eine Zunahme des
Lebergewichts der Tiere nach Fltterung mit DON (3,5 mg/kg Futter). In der hier
vorliegenden Arbeit konnte dagegen kein signifikanter Einfluss von DON auf das absolute
sowie das relative Lebergewicht der Schweine demonstriert werden. Es ist moglich, dass
wie im vorliegenden Experiment eine Studiendauer von 37 Tagen fur einen sichtbaren
Einfluss zu gering ist. In Studien, welche andere Spezies untersuchten, gab es allerdings
auch keinen ersichtlichen Effekt durch das Mykotoxin auf Organgewichte oder das
Verhéltnis von Organgewicht zu Gesamtgewicht, wie beispielsweise bei Ratten oder
Mausen (Gouze et al. 2006, Sprando et al. 2005). Im Gegensatz dazu konnte eine
Erhéhung des Lebergewichtes und des relativen Lebergewichtes unter Einfluss von DON
bei Sprague-Dawley-Ratten nachgewiesen werden (Pestka 2007, Pestka und
Smolinski 2005).

In Hinblick auf die makroskopische Leberuntersuchung beim Schwein konnte in der
vorliegenden Untersuchung kein Effekt durch Fitterung oder Infusion von DON eruiert

werden. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit den Untersuchungen an Jungsauen von Goyarts

52



4 Diskussion

et al. (2007) und Tiemann et al. (2008). Diese Experimente zeigten, dass die Ftterung mit
4,4 mg DON/Kkg Futter vom 35. bis 70. Tag der Gestation, was einer Aufnahme von 49 g
DON/kg KG/d entspricht, in keiner Weise die Lebermorphologie, Blutchemie oder
Organfunktion von Milz und Nieren beeinflusste. So scheint DON p.o. auch wahrend der
Entwicklungsphase des Organismus keine Schadigung der Leber hervorzurufen.

Bezogen auf die mikroskopische Evaluation konnte im vorliegenden Experiment mit Hilfe
des angewendeten histologischen Aktivitatsindexes eine qualitative Differenzierung
vorgenommen werden. Dieser Index, welcher sonst in der Humanmedizin Anwendung
findet (Schirmacher et al. 2004), wurde erstmalig auf ein Tiermodell verwandt. Betrachtet
man ausschlielflich den Einfluss von DON auf die Lebermikroskopie, so zeigten sich im
Gesamtindex die geringsten histologischen Verdnderungen fir die beiden Mykotoxin-
Gruppen KON_DON und DON_KON. Das Schadigungsmuster der Kombinationsgruppe
KON_DON/LPS zeigte sich bezogen auf diese beiden Mykotoxin-Gruppen signifikant
starker ausgepragt. Diese Beobachtung konnte im Gesamtindex gemacht werden, aber fir
die Gruppe KON_DON auch in der Kategorie der Hamorrhagien sowie der eosinophilen
periportalen und azinédren Entziindung. Durch die Kombination der beiden Toxine kommt
es demnach zu einer starkeren Schadigung des Leberparenchyms. Allerdings konnte weder
ein signifikanter additiver noch ein synergistischer Effekt gefunden werden. Eine alleinige
schadigende Wirkung von oral appliziertem DON bezogen auf die Leber konnte bisher in
der Literatur flr das Schwein in vivo nicht nachgewiesen werden (Goyarts et al. 2007,
Tiemann et al. 2008). Im Gegensatz dazu demonstrierten Mikami et al. (2010) einen
schadigenden Effekt auf hepatisches Gewebe in vivo durch eine akute hochdosierte DON-
Injektion (1000 pg/kg KG) bei Jungsauen. Schon sechs Stunden nach DON-Exposition
fanden sich in der Immunhistochemie der untersuchten Schweinelebern apoptotische
Kdrperchen und DNA-Strangbriiche, wobei sich dieser Anteil nach 24 Stunden wieder
normalisierte. Dagegen waren die beobachteten panazindren Nekrosen in einigen Tieren
nicht nur nach sechs Stunden, sondern auch nach 24 Stunden noch nachweisbar. Diese
Ergebnisse stehen ganz im Gegensatz zu den hier erhobenen, denn in der vorliegenden
Studie konnten weder einzelne noch konfluente Nekrosen hervorgerufen durch DON
signifikant evaluiert werden. Generell scheint die Entstehung von Nekrosen einen langeren
Zeitraum als die drei Stunden im vorliegenden Versuch in Anspruch zu nehmen. Mikami et
al. (2010) nutzen in ihrem Experiment zudem eine zehnfach hohere DON-Dosierung
(1000 ug DON/kg KG i.v.), was ebenfalls eine Ursache fir die beobachteten Unterschiede

darzustellen vermag.
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Fur die intrahepatischen Hamorrhagien stellte sich in der vorliegenden Arbeit ein ahnliches
Bild dar. Bei alleiniger Gabe von DON i.v. oder p.o. konnte keine oder nur eine geringe
Blutungsneigung gefunden werden. Weiterhin konnte keine Induktion von einzelnen oder
konfluierenden Nekrosen durch DON beobachtet werden. Dagegen wurden in der Literatur
histologische Leberverdnderungen in einem Fitterungsversuch mit DON und ZON durch
Tiemann et al. (2006) beschrieben. Sie konnten vorrangig in den Gruppen Il
(6100 pg DON und 235 pug ZON/kg Futter) und IV (9570 ug DON und 358 pg ZON/kg
Futter) eine Abnahme von Glykogen, Anreicherung von Hamosiderin sowie Zunahme von
intralobuldarem Kollagen, Fettvakuolen und phagozytierenden Vakuolen verzeichnen.
Allerdings kam es nicht zu einer Erhéhung der Transaminasen, was die Abwesenheit von
Lebernekrosen in diesem Versuch erkldren konnte. Ebenso wurden in der Literatur nach
kombinierter Futterung von 1 mg DON und 250 pg ZON/kg Futter bereits die Bildung von
Nekrosen sowie intrahepatische Gefalwandverdickung, GefaRdilatationen und Blutungen
bei den untersuchten Schweinen in vivo beschrieben (Cheng et al. 2006 und Chen et al.
2008). Hierbei wurde aulRerdem uber eine Erhéhung von GGT, ASAT und ALAT durch
DON und ZON im Sinne einer chemischen Multi-Organ-Toxizitat berichtet (Cheng et al.
2006). Diese Untersuchungen verwendeten DON allerdings nicht als einziges Agens,
sondern in Kombination mit ZON, weshalb kein alleiniger DON-Effekt beschrieben
werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss durch DON auf die diese
Parameter eruiert werden.

Fur die Gesamtproteinkonzentration im Schweineblut zeigte sich bei der vorliegenden
Analyse ein signifikanter Abfall in der Gruppe DON_KON fiir die Messzeitpunkte 30 min
und 120 min nach Start der Infusion. Diese bereits in der Literatur beschriebene Abnahme
der Serumproteinkonzentration nach DON-Fiitterung konnten DOIl et al. (2003) mit
3,9 mg DON/kg Futter und Bergsjo et al. (1993) mit 3,5 mg DON/kg Futter ebenfalls bei
Schweinen zeigen. Da ein Grofteil der Serumproteine in der Leber synthetisiert wird,
konnte bei einer Verminderung derselben eine Lebersynthesestérung vorliegen. Schon
leichte Verschiebungen des Blutvolumens kdnnen eine solche Verénderung verursachen.
Accensi et al. (2006) konnten dagegen keine Veranderung in der Blutchemie oder der
Immunantwort nach Futterung von Schweinen mit DON feststellen. Allerdings wurden
hier auch niedrige Konzentrationen (280, 560 oder 840 pg DON/kg Futter) des
Mykotoxins verwendet. Kullik et al. (2013a) konnten ebenfalls keinen alleinigen Einfluss
von DON auf die Proteinsyntheserate der Schweineleber in vivo oder auf die

Albuminsynthese eruieren.
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Insgesamt lasst sich sagen, dass weder die Fitterung noch die Infusion von DON einen
wesentlichen schédigenden Einfluss auf die Lebermorphologie und -funktion beim

Schwein gezeigt haben.

4.4 Einfluss von LPS auf die Lebermorphologie und -funktion

Im Kontrast zu den fehlenden DON-Effekten hatte LPS einen bedeutenden Einfluss auf die
Morphologie und Funktion der Schweineleber in der vorliegenden Untersuchung. Fur die
Lebendmasse und das Lebergewicht konnten zwar keine signifikanten Effekte
nachgewiesen werden, doch das relative Lebergewicht zeigte einen Gruppeneffekt.
Betrachtet man die LPS-enthaltenden Gruppen genauer, so fallt auf, dass die relativen
Lebergewichte um circa 20% im Vergleich zu den anderen Gruppen erhdht waren. Diese
beobachtete Erhéhung scheint aus den tendenziell niedrigeren Lebendmassen und hoheren
Lebergewichten der Gruppen KON_LPS, KON_DON/LPS und DON_LPS hervorzugehen.
Eine Erhohung des Lebergewichts nach Infusion mit LPS wurde zuvor bei Hiihnern und
Hunden in der Literatur beschrieben (Mireles et al. 2005, MacLean et al. 1956). Die
Ursache dieser durch das Endotoxin hervorgerufenen relativen Lebergewichtszunahme
scheint im Auftreten von hepatischen Blutungen zu liegen.

In der vorliegenden Arbeit konnten schon in der makroskopischen Untersuchung
Hémorrhagien in Form von dunkelrot gefarbten Leberoberflichen und blutigem
Parenchym bei den LPS-infundierten Tieren beobachtet werden. Weiterhin wurden
Petechien, Ekchymosen und Sugillationen an der Leberoberflache der LPS-Gruppen
vorgefunden. Als Ursache der intrahepatischen Blutungen kann eine erhohte
Membranpermeabilitdt in den Endothelzellen durch Apoptose einzelner Zellen mit
nachfolgender Diapedese, verursacht durch LPS, angenommen werden (Frey und Finlay
1998, Cybulsky et al. 1988). In der Literatur konnten Korish und Arafa (2011) eine
septische Reaktion durch LPS-Infusion (20 mg/kg KG) in Ratten auslosen. Die
Leberhistologie reichte dabei von Apoptosen und Nekrosen tber Blutungen bis hin zur
Infiltration mit Entziindungszellen. Die Makroskopie der LPS-infundierten Organe der
Ratten zeigte tiefrote bis schwarze Farbungen und dhnelte dem Bild einer Stauungsleber.
Diese makroskopischen Beobachtungen nach LPS-Infusion konnten durch die vorliegende
Untersuchung beim Hausschwein bestétigt werden. Utili et al. (1977) postulierten, dass
solche hamorrhagischen Verénderungen durch Schock induziert seien. Das bakterielle
Endotoxin verursache Vasodilatation, aber fiihre auch zu Hamostase und einer erhdhten

intravasalen Gerinnung (Dauphinee und Karsan 2006).
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Pathohistologisch konnte in der vorliegenden Studie ebenfalls ein starker Einfluss durch
LPS vorgefunden werden. Mit Hilfe des histologischen Aktivitatsindex konnte eine
quantitative Einschatzung des Schédigungsgrades der Schweinelebern erfolgen und somit
eine Vergleichbarkeit der histologischen Beobachtungen hergestellt werden. Hierbei hoben
sich im Gesamtindex die LPS-Gruppen deutlich von den anderen Gruppen durch einen
hoheren erreichten Index ab. Da ein héherer Aktivitatsindex definitionsgemal mit einer
grolReren histologischen Beeintrachtigung einhergeht, konnte ein schadigender Einfluss
von LPS geschlussfolgert werden. Betrachtet man ausschlie3lich die Gruppe mit alleiniger
LPS-Infusion (KON_LPS), so ist ein signifikanter Effekt ausschliel3lich in den Leberazini
zu sehen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren eine signifikant starkere neutrophile und
eosinophile Entziindungsreaktion in den Azini zu beobachten. Auch gegeniiber der Gruppe
KON_DON zeigte KON_LPS eine signifikant starkere histologische Aktivitat bezogen auf
die Migration von Eosinophilen im Leberazinus. Zu einer vorwiegend azindren Wirkung
des Toxins konnte es in Folge einer vendsen Abflussstauung gekommen sein. Ein solcher
Zustand kommt beispielsweise bei Auftreten einer Stauungsleber aufgrund von Schock
vor. Im septischen Schock ist die Leber neben ihrer normalen metabolischen Funktion mit
den zusatzlich anfallenden Prozessen der Immunabwehr (berlastet. Die Hepatozyten
werden durch die Akkumulation metabolischer Endprodukte geschadigt. Daneben kommt
es zur Storung der DNA-Synthese, was wiederum die Regenerationsfahigkeit der Leber
beeintrachtigt (Antoniades et al. 2008).

Saetre und Kollegen stellten den septischen Verlauf in Schweinen nach sechsstindiger
Infusion mit E.coli-LPS (1,7 pug/kg KG) genauer dar. Es erfolgte die Entnahme von
Leberproben vor, wahrend und nach der Infusion. Schon nach einer Stunde wurden
Leukozyteninfitrate, Gewebsédem und Dilatation der Sinusoide sichtbar. Nach drei
Stunden kam es zu Endothelsch&den, Akkumulation von Lipiden in den Hepatozyten und
zur Schadigung des Parenchyms. Des Weiteren wurden Thromben und phagozytierende
Kupffer-Zellen in der Histologie aufféllig. Die genannten Verdnderungen dehnten sich
nach sechs Stunden aus und es kam zusétzlich zu hepatischen Nekrosen (Saetre et al.
2001). Ahnliche Beobachtungen machten auch Nakajima und Kollegen, obwohl es erst 24
Stunden post infusionem zu Nekrosen kam. Die Endotoxindmie wurde in den untersuchten
Schweinen durch eine Infusion von 100 pg/kg KG E.coli-LPS ausgeldst. Dabei reichte die
Anzahl der untersuchten Tiere von eins bis drei, was eine statistische Auswertung durch
die geringe Menge fragwurdig macht (Nakajima et al. 1995). Die in der Literatur
beschriebenen Leberverdnderungen konnten zumeist ebenfalls in den hier untersuchten

Hausschweinen nachgewiesen werden, obwohl es keine Signifikanz fir einzelne oder
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konfluente Nekrosen gab. Ein moglicher Grund dafiir kénnte der Zeitpunkt der
Probenentnahme in Relation zur Infusionsdauer sein. Der Zeitpunkt der Schlachtung
erfolgte 195 min nach Start der Infusion, wobei nekrotische Herde als Folge einer Sepsis
frihestens nach sechs Stunden oder spater beschrieben sind. Obwohl die Leber eine hohe
Regenerationsrate und schnelle Clearance von apoptotischen Zellen in vivo (lhara et al.
1997) aufweist, bendtigt sie in der Regel eine Dauer von 200 bis 300 Tagen flr die
vollstandige Regeneration von Hepatozyten (Berlakovich 2011).

Martens und Kollegen provozierten eine Sepsis in Schweinen durch eine vierstiindige
Infusion von Aeromonas hydrophila (109; 0,2 - 4,0 ml/lkg KG/h schrittweise infundiert),
einem gramnegativen y-Proteobakterium, und untersuchten anschlielend die Leber
(Martens et al. 2007). Die histologische Untersuchung wies ballonierte Hepatozyten und
mit Blut gefiillte Sinusoide auf, was intrahepatischen Hamorrhagien entspricht. Zu solchen
Einblutungen kann es aufgrund von Verletzung des GefélRendothels kommen. Diese
Leckagen in den Endothelzellen werden durch die Induktion von Zytokinen und anderen
Mediatoren, wie Endothelin-1 und Thromboxan, verursacht (Yachida et al. 1998). Auch
LPS induziert die Produktion von Zytokinen, wie beispielsweise von IL-1, IL-6 und TNF-a
(van Amersfoort et al. 2003). Es konnte in der vorliegenden histologischen Untersuchung
kein Einfluss von LPS allein auf die intrahepatische Blutungsneigung in den
Schweinelebern nachgewiesen werden. Allerdings kdnnten mdglicherweise sekundare
Storungen auftreten, denn die Endotoxin-geschadigte Leber konne sich laut Secchi et al.
(2000) durch die interstitiellen Hamorrhagien nicht mehr an den reduzierten portalen
Blutfluss anpassen, woraufhin die Hepatozyten und Kupffer-Zellen nicht mehr adaquat
perfundiert wiirden und es zur eingeschrankten Leberfunktion kommen wiirde. Uber
sekundare Veranderungen in der Leberfunktion durch Infusion von E.coli-LPS wurde in
der Literatur bereits berichtet. Dabei variierte die pathologische Erhdhung der
Konzentration von Bilirubin zwischen 30, 180 und 300 min, wahrend ASAT im Verlauf
der Zeit anstieg und friihestens nach 180 min eine pathologische Konzentration erreichte
(Myers et al. 2010, Eriksson et al. 1998, Saetre et al. 2001). Das Ausmafl der
Leberschadigung durch Injektion von Staphylococcus aureus wurde gezeigt durch Leifsson
und Kollegen, die mittels bakterieller Injektionen in die Ohrvene bei Schweinen eine
Sepsis ausldsten (1 ml 10° St. aureus/kg KG). Die Bakteriamie fiihrte zu einer vermehrten
Leukozyteneinwanderung in die Leber mit einem Maximum 24 Stunden post infectionem.
Nach 36 Stunden kam es bei zweimaliger Bakterieninjektion (nach 0 und 12 h) zu einer
pathologischen Konzentrationserhéhung von Bilirubin und ASAT sowie nach 48 Stunden

zur Exsudation von Fibrin, dem Auftreten von Mikroabszessen und fokalen Nekrosen
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(Leifsson et al. 2010). Eine Laborwerterhéhung von Bilirubin und ASAT konnte auch in
dem vorliegenden Experiment beobachtet werden. Aullerdem zeigten die
kontrollgefitterten und LPS-infundierten Schweine signifikante Verdnderungen in der
Blutchemie fur das Gesamtprotein und -bilirubin. Es wurde zwar ein ASAT-Anstieg uber
die Zeit gemessen, welcher sich jedoch im physiologischen Bereich befand und keine
statistische Signifikanz erreichte, wohingegen das Gesamtbilirubin zum Zeitpunkt
ts = 180 min nach Start der Infusion tUber den physiologischen Grenzwert erhoht war. Eine
Hyperbilirubinamie resultiert meist aus einer Stérung des Ham-Metabolismus und entsteht
aufgrund von Erkrankungen der Leber und der Gallengange. Eine Schadigung der
Gallengénge kann im vorliegenden Versuch durch eine fehlende Verénderung der GGT,
einem Enzym der hepatischen Gallengange, ausgeschlossen werden. Eine ASAT- und
GLDH-Erhéhung wiirde durch Freisetzung aus dem Zellinneren, wie zum Beispiel bei der
Apoptose oder Nekrose, erfolgen. Beide Enzyme sind in der Mitochondrienmembran und
im Zytoplasma der Hepatozyten sowie im Gewebe des Herzmuskels und der Nieren
lokalisiert. Allerdings konnte keine porcine hepatische Nekrosenbildung durch LPS
beobachtet werden, was durch die physiologischen Werte von ASAT und GLDH gestutzt
wird. Zur genaueren Klarung der Ursache der Bilirubinerh6hung durch LPS wére eine
Unterteilung in direktes und indirektes Bilirubin hilfreich, weil so zwischen einer pré-,
intra- und posthepatischen Cholestase besser unterschieden werden kann.

Albumin wird als das haufigste Plasmaprotein in der Leber produziert. Eine Abnahme der
Albuminkonzentration ist deshalb direkt mit einer hepatischen Synthesestérung und
folglich mit einer abnehmenden Leberfunktion verknupft. Zu einer Leberfunktionsstérung
kann es zum Beispiel im Rahmen eines septischen Geschehens durch die systemische
Wirkung von Endotoxinen kommen. Die Serumkonzentration von Albumin nahm in der
vorliegenden Untersuchung nach der Infusion von LPS zwar Uber die Zeit ab, doch das
MaR der Abnahme war nicht stark genug, als dass sich Signifikanzen gegeniiber den
anderen Behandlungen gezeigt hatten. Dagegen konnte fur die alleinige Gabe von LPS in
der vorliegenden Arbeit eine signifikante Abnahme der Gesamtproteinkonzentration Uber
die Zeit nachgewiesen werden. Im Rahmen desselben Versuchsaufbaus berichteten Kullik
et al. (2013a, b) unabhéngig von der DON-Gabe ebenfalls iber eine signifikant verringerte
Protein- und Albuminsyntheserate der Leber nach LPS-Infusion. Der beobachtete Trend
wurde bereits von Bruins und Kollegen als Proteinabnahme nach einer 24-Stunden-
Infusion von 3 pg E.coli-LPS/kg KG beschrieben, welcher auch noch 24 Stunden spéter
anhielt (Bruins et al. 2002). Als Ursache ware eine sekundare Storung der Proteinsynthese

aufgrund von Leberstauung denkbar.
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Ein Grund fir die beobachteten Veranderungen in der Lebermorphologie und -funktion
wahrend der induzierten septischen Bedingungen konnte der Einfluss auf die hepatische
Blutzirkulation darstellen. Uber eine deutlich reduzierte vendse Leberperfusion in der
Portalvene und auch arteriell in den Leberarterien wurde drei Stunden nach einer Infusion
mit E.coli-LPS (1,7 pg/kg KG) berichtet (Saetre et al. 2001). Der Abfall der
Leberperfusion mit nachfolgend abnehmender Sauerstoffversorgung wurde schon von
anderen Autoren dokumentiert, die unterschiedliche Konzentrationen von E.coli-LPS
verwendeten (0,5 pg/kg KG tber 180 min und 2,5 pg/kg KG uber 300 min) (Dahm et al.
1999, Andersson et al. 2010). Durch die insuffiziente Sauerstoffversorgung kam es in der
Folge zu einem Wechsel von der aeroben zur anaeroben Glykolyse, woraufhin ein Anstieg
des Laktatspiegels im peripheren Blut entstand. Dieser Umstand fuhrte wiederum zur
Schédigung der Hepatozyten und Endothelzellauskleidung der Sinusoide in der Leber.
Daraufhin kam es durch Diapedese zu intrahepatischen Blutungen, welche geh&uft im
septischen Zustand auftraten. Obwohl im vorliegenden Experiment keine Messung der
Blutflussgeschwindigkeiten in der Portalvene wund Leberarterie oder gar der
Mikrozirkulation vorgenommen wurde, kann es zu einer Sauerstoffmangelversorgung der
Schweineleber aufgrund der Endotoxamie gekommen sein. Diese konnte in der Folge zu

den Schaden in der Lebermorphologie und -funktion beigetragen haben.

4.5 Wirkung der Kombination von DON und LPS

Um die verschiedenen DON-Effekte zu verstehen, ist die Untersuchung von Interaktionen
mit anderen Agenzien, wie beispielsweise LPS, und die darauffolgende Reaktion von Tier
und Mensch notwendig. In der Literatur wurde bereits eine verstarkende Wirkung durch
Kombination von DON und LPS postuliert. D6ll et al. (2009a, b) untersuchten die in vitro-
Wirkung von DON auf primére hepatische Zellkulturen vom Schwein mit und ohne
Zugabe von LPS. Die Untersuchung der porcinen Hepatozyten in vitro ergab eine
synergistische Reaktion von DON und LPS in Form einer signifikant erhéhten mRNA-
Expression von TNF-a (Doll et al. 2009b). In einem zweiten in vitro-Versuch konnte in
porcinen Hepatozytenkulturen eine tendenziell verminderte Proteinsynthese fir
2 pmol/l DON bei Zugabe von 1 pg/ml LPS nachgewiesen werden (D6l et al. 2009a). Der
gleiche Effekt zeigte sich fiir die Albuminkonzentration, welche sich bei kombinierter
Gabe von DON und LPS signifikant reduzierte. Es konnte ein synergistischer Effekt beider
Toxine angenommen werden. Im gleichen Sinne postulierten Islam und Pestka eine
verstarkte immunogene DON-Wirkung bei Madusen in vivo durch erhdhte Expression

proinflammatorischer Zytokine nach vorheriger LPS-Gabe (Islam und Pestka 2006).
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Hierbei wurde DON aber erst im zweiten Schritt des Tiermodells nach der Applikation von
LPS dazugegeben. Den Tieren wurde zundchst LPS von Salmonellen (1 mg/kg KG)
intraperitoneal appliziert, wonach sie acht Stunden spater mit DON (12,5 mg/kg KG)
gefiittert wurden. Die Mé&use mit vorheriger LPS-Injektion zeigten noch 24 Stunden spéter
eine erhohte Sensitivitat gegentiber DON mit langerer und erhohter Zytokinausschuttung.
Die minimale Dosis von DON zur Zytokininduktion war nach vorheriger LPS-Gabe
erniedrigt. Diese Ergebnisse implizierten eine erhéhte Empfindlichkeit des Organismus
verursacht durch DON mit verstarkter Immunantwort durch vorherige LPS-Stimulation.
Auch im vorliegenden Versuch zeigten hauptséchlich die LPS-infundierten Tiere klinische
Anzeichen einer Sepsis. Kullik et al. berichteten ebenfalls tber den hier vorliegenden
Versuch und beobachteten die Symptome der Tiere nach Infusion mit LPS oder DON
genauer. Die Schweine reagierten nach LPS-Infusion mit Tachykardie, Fieber, Dyspnoe
und Tremor. Des Weiteren waren Roétungen oder Einblutungen der Skleren auffallig. Die
rektale Temperatur stieg innerhalb von drei Stunden von im Mittel 38,7 °C auf bis tUber
40 °C nach LPS-Injektion an. Post infusionem konnte auf3erdem bei 11 von 18 LPS-Tieren
das Auftreten von Dermographismus beobachtet werden. Im Verlauf traten weiterhin
Symptome wie Wirgereiz und Erbrechen der Tiere auf. Zwar léste die DON-Infusion bei
einigen Tieren Erbrechen aus, doch meist ohne Assoziation mit Symptomen einer Sepsis.
Die Tiere der Kontrollgruppe und die chronisch mit DON gefiitterten Tiere zeigten sich
dagegen klinisch unauffallig (Kullik et al. 2013b).

In der vorliegenden Arbeit konnte fur die Lebendmasse, das absolute und das relative
Lebergewicht kein synergistischer Effekt fir DON und LPS nachgewiesen werden. Zwar
waren die relativen Lebergewichte aller LPS-Gruppen in gleichem Male erhéht, doch war
kein signifikanter Unterschied zwischen vorheriger DON-Fitterung oder gleichzeitiger
DON-Infusion im Vergleich zur alleinigen LPS-Gabe zu eruieren. Auch in Bezug auf die
Makroskopie  konnte nicht zwischen alleiniger LPS-Applikation oder einer
Kombinationsgruppe unterschieden werden. Es waren in allen LPS-Gruppen die ahnlich
ausgepragten hamorrhagischen Veranderungen mit Petechien, Sugillationen und
Ekchymosen sichtbar.

Die chronische orale Exposition mit dem Vomitoxin hatte also keinen Einfluss auf das
Lebergewicht und die Makroskopie, dagegen waren die Lebern der mit LPS infundierten
Tiere schwerer, was mit den sichtbaren Hdmorrhagien zusammenhangen kann. Es scheint
also zu einem akuten intrahepatischen Blutungsereignis ausschlieflich nach Infusion mit
dem Endotoxin gekommen zu sein. So beobachteten auch Leifsson et al. (2010) und Saetre

et al. (2001) das Auftreten von Gerinnungsstérungen und nachfolgend eine intrahepatische
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Bildung von Thromben nach Endothelzellschadigung aufgrund von Endotoxindmie oder
Bakteridmie. Wahrscheinlich traten diese Veranderungen im Rahmen einer DIC auf,
worunter es ebenfalls zu Einblutungen in die Leber kommen kann. Fir die Analyse der
intrahepatischen Hamorrhagien fiel die Gruppe KON_DON/LPS mit der hdchsten
Punktzahl und somit starksten Blutungsneigung auf, zeigte aber keine Signifikanz im
Vergleich zu den ausschlieBlich mit LPS infundierten Tieren der Gruppe KON_LPS und
DON_LPS. Darum kann auch hier ein synergistischer oder potenzierender Effekt
ausgeschlossen werden. Jedoch konnten vermehrte Hamorrhagien fir KON_DON/LPS in
Bezug auf KON_DON gefunden werden, was wiederum fir einen schéadigenden Einfluss
durch Zugabe von LPS spricht.

Insgesamt zeigte sich fur die Gruppe KON_DON/LPS bei der mikroskopischen Evaluation
in sechs von zehn Merkmalen ein signifikant erhohter Aktivitatsindex, was fur eine starke
Schédigung auf Gewebsebene spricht. Es konnte zwar kein signifikant erhohter
Gesamtindex fur KON_DON/LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe KON_KON
nachgewiesen werden, doch gegeniuber KON_DON zeigte die Kombinationsgruppe einen
doppelt so hohen Index. Dabei scheint jedoch kein potenzierender Effekt vorzuliegen,
sondern der erhohte Index allein durch LPS verursacht zu sein, denn auch die anderen
LPS-infundierten Gruppen wie KON_LPS und DON_LPS zeigten einen deutlich erhéhten
Index, auch wenn die Gruppen selbst keine Signifikanz gegenuber der Kontrollgruppe
erreichen konnten.

Annlich verhielt es sich fir die Merkmale der Entziindungsreaktion. Hier konnte fiir die
eosinophile Zellmigration in jedem Leberabschnitt eine signifikant starkere Schadigung bei
kombinierter Toxingabe gefunden werden. Periportal und azindr war diese Signifikanz
bezogen auf die alleinige DON-Injektion nachzuweisen, was wiederum einen
potenzierenden Effekt durch Zugabe von LPS vermuten lieBe. Allerdings war kein
Unterschied zur alleinig mit LPS infundierten Gruppe zu eruieren. Die vorherige
chronische Exposition mit DON Uber das Futter zeigte ebenfalls keinen potenzierenden
Effekt bei Zugabe von LPS i.v. im Vergleich zur alleinigen intravendsen Applikation von
LPS. Zusammenfassend konnte keine stdrkere Schadigung auf Gewebsebene durch
Kombination der Toxine evaluiert werden.

Ein préventiver Effekt durch Fitterung von DON vor der LPS-Infusion konnte ebenfalls
nicht beobachtet werden. Die Tiere der Gruppe DON_LPS unterschieden sich im
Gesamtindex nicht wesentlich von den Kontrolltieren. Auch die Signifikanz von
DON_LPS zur Gruppe KON_LPS, welche einen Einfluss durch chronische orale DON-
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Exposition suggerieren wirde, fehlt. Eine mogliche Desensibilisierung des hepatischen
Zellsystems durch chronische DON-Futterung vor LPS-Infusion fand somit nicht statt.
Legt man das Augenmerk auf die Blutchemie, so ist ein mildernder Effekt durch vorherige
DON-Fdtterung lediglich bei der Evaluation der Bilirubinkonzentration zum Zeitpunkt
ts = 180 min zu finden. Hier konnte eine signifikant geringere Bilirubinkonzentration fur
DON_LPS im Vergleich zur Kombinationsgruppe KON_DON/LPS nachgewiesen werden.
Der Wert lag sogar noch unterhalb dem der Gruppe KON_LPS und scheint so einen
praventiven Einfluss durch DON-Futterung auf die nachfolgende Infusion mit dem
Endotoxin zu haben. Jedoch konnte diese Art der Immunmodulation durch Fltterung mit
DON-kontaminiertem Getreide fur keinen anderen Parameter der klinischen Chemie belegt
werden.

Ein abschwéchender Effekt durch DON-Fitterung konnte in der Literatur bei einem
Schweineversuch mit Injektion von immunogenem Ovalbumin gezeigt werden. Den Tieren
wurde entweder Kontrollfutter, DON-kontaminiertes Getreide (3 mg/kg Futter), Fumonisin
B-kontaminiertes Getreide (6 mg/kg Futter) oder ein Gemisch geflttert. AnschlieRend war
die Immunantwort der DON-geftterten Tiere nach Ovalbumin-Infusion abgeschwécht in
Bezug auf die Immunglobulinkonzentration, Lymphozytenproliferationsrate sowie die
MRNA-EXxpression von proinflammatorischen Zytokinen. Die gemessene Serumalbumin-
konzentration der DON-exponierten Tiere war ebenfalls niedriger als in der Kontrolle,
wohingegen die Konzentration der GGT signifikant anstieg und sich ebenfalls ein
signifikanter histopathologischer Leberschaden zeigte (Grenier et al. 2011). Dass Grenier
und Kollegen in ihrer Arbeit einen signifikanten Leberindex fir DON eruieren konnten,
vermag an den verschiedenen Untersuchungskriterien liegen. Die Analyse von Grenier et
al. erfolgte auf zellularer Ebene, das heil3t es wurden Vakuolenbildung im Zellkern und
Zytoplasma sowie apoptotische Kdrperchen der Hepatozyten beobachtet, welche schon
friher und bei niedrigeren Konzentrationen als in der vorliegenden Arbeit sichtbar waren.
Dagegen konnten mit dem histologischen Aktivitatsindex aus der vorliegenden Arbeit erst
spatere Verdnderungen auf Gewebsverbandsebene betrachtet werden. Diese Art der
Untersuchung kann erst spatere bzw. starkere Veranderungen des Parenchyms erfassen.
Rotter und Kollegen berichteten ebenfalls (ber eine abgeschwachte sekundare
Antikorperantwort in Schweinen, denen DON (3 mg/kg Futter) gefuttert wurde, gegentiber
den Kontrolltieren nach der Immunisierung mit Schafs-Erythrozyten (Rotter et al. 1994).
Die Futterung mit DON schien die Immunantwort auf den anschlieBenden

immunologischen Stimulus im Schwein abzuschwéchen.
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Fur die restlichen Laborparameter zeigte die Kombination von DON und LPS i.v. fast
durchgéngig einen schadigenden Effekt. So konnte eine Erhéhung der ASAT und GLDH
Uber die Zeit gezeigt werden, welche sich allerdings immer noch im physiologischen
Bereich befand. Fir Albumin und die Gesamtproteinkonzentration ergab sich eine
signifikante Abnahme im zeitlichen Verlauf, was eine Beeintrachtigung der
Lebersyntheseleistung bei kombinierter Toxinapplikation vermuten lasst. Denn auch fir
DON_LPS liel3 sich eine signifikante Reduzierung des Gesamtproteingehaltes im Serum
nachweisen, jedoch nicht fir Albumin. Die Untersuchungen von Kullik et al. (2013b)
stitzen diese Annahme. Sie konnten mit demselben Versuchsaufbau und der Analyse des
RNA-DNA-Quotienten fir die Leber eine verminderte Ausristung der Zellen fiir die
Proteinsynthese bei kombinierter Gabe von DON und LPS im Vergleich zur allein mit
DON infundierten Gruppe nachweisen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die intravendse Gabe von LPS sehr wohl einen
schadigenden Einfluss unabhdngig von der Zugabe von DON gezeigt hat. Doch der
auffalligste Effekt auf die Lebermorphologie und -funktion wurde durch die kombinierte
Infusion von DON und LPS erreicht, obwohl kein eindeutig potenzierender Effekt
nachzuweisen war. Es ergab sich stattdessen der Hinweis auf einen abschwéchenden
Prozess durch vorherige DON-Ftterung in der Betrachtung der klinischen Chemie. Diese
Veranderungen konnten den bereits in der Literatur diskutierten immunstimulierenden als
auch immunsuppressiven Eigenschaften von DON zugeschrieben werden (Rotter et al.
1996).
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4.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die kombinierte Gabe von Deoxynivalenol und
Lipopolysaccharid tber verschiedene Applikationsrouten am Hausschwein untersucht, um
das gemeinsame Auftreten von Stressoren zu simulieren. Hierbei wurde in einer
Futterungsphase die chronische orale Belastung durch DON nachgestellt, um anschlieRend
durch eine intraventse Injektion von DON, LPS oder dem Toxingemisch eine Akutphase
auszulosen. Denkbar wére fur nachfolgende Projekte eine Umkehrung der
Versuchsreihenfolge, um eine mogliche Sensibilisierung oder Protektion durch akute Gabe
von DON und LPS i.v. noch vor der chronischen Fitterung aufzudecken. Fir eine
Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede sollten neben mannlichen Tieren auch
weibliche in das Versuchsdesign eingeschlossen werden. Des Weiteren ware an eine
Verlangerung des Untersuchungszeitraumes zu denken, da es beispielsweise nicht vor
sechs Stunden zum Auftreten von Gewebsnekrosen in der Leber kommt (Saetre et al.
2001). Denkbar ware auBerdem die histologische Evaluation zu unterschiedlichen
Versuchszeitpunkten mittels mehrmaliger Leberpunktion in vivo und somit eine Abbildung
des Schadigungsmusters im zeitlichen Verlauf zusétzlich zur einmaligen Organentnahme
am Versuchsende.

Bezogen auf die im vorliegenden Versuch untersuchten Parameter kénnte neben dem
entwickelten histologischen Aktivitatsindex auch flr die makroskopische Untersuchung
der Lebern ein Index entwickelt werden. Fur den HAI existiert bereits ein zusatzliches
Staging, welches das Auftreten einer Fibrose bis hin zur Zirrhose berlcksichtigt
(Schirmacher et al. 2004). Dieses konnte ebenfalls in einem nachfolgenden Experiment
Anwendung finden.

Bei der Datenerhebung der Blutchemie ware eine zusatzliche Bestimmung von direktem
und indirektem Bilirubin hilfreich. Dadurch konnte eine Unterteilung der ursachlichen
Cholestase in pra-, intra- oder posthepatisch erfolgen. Des Weiteren sollten ergénzende
Bestimmungen der Leberenzyme wie der Alanin-Aminotransferase (ALAT oder Glutamat-
Pyruvat-Transaminase [GPT]) und der alkalischen Phosphatase (AP) berdacht werden.
Somit konnte beispielsweise auch der De-Ritis-Quotient (Quotient aus ASAT und ALAT)
bestimmt werden, um Aussagen uber die Schwere einer Leberschédigung zu treffen.
Zusétzlich wére die Ermittlung der Lebersyntheseleistung interessant. Diese kdnnte tber
die Analysen von Quick-Wert bzw. International Normalized Ratio (INR), Cholinesterase

und Ammoniak abgebildet werden.
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5 Zusammenfassung

Deoxynivalenol ist ein natlrlich in Getreide vorkommendes Mykotoxin, welches fir sein
emetisches und immunmodulatorisches Potenzial bekannt ist (Rotter et al. 1996).
Lipopolysaccharide sind ein Bestandteil der dulReren Bakterienmembran gramnegativer
Erreger wie E. coli als fakultativ pathogener Kommensale des Gastrointestinaltraktes. Das
Endotoxin weist zytotoxische und proinflammatorische Eigenschaften auf und gilt als
potenzieller Ausldser einer Sepsis. Eine Potenzierung der toxischen Effekte beider
Substanzen wurde an einem Mausmodell in vivo (Islam und Pestka 2006) und flr
Hepatozyten in vitro (DOl et al. 2009a, b) diskutiert. Die Untersuchung der Einfllisse von
Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden auf die Morphologie und Funktion der
Schweineleber in vivo war das Ziel dieser Arbeit. Hierfir wurde ein geeigneter
histopathologischer Index entwickelt: der histologische Aktivitatsindex (HAI). Des
Weiteren wurden Kdorpergewicht, absolutes und relatives Lebergewicht der Tiere sowie
leberspezifische Parameter im Schweineblut ausgewertet.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Deoxynivalenol-Exposition allein, sei es als
Futterbestandteil oder in Form einer Infusion, keinerlei Einfluss auf die Lebermorphologie
oder -funktion gezeigt hat. Dagegen konnte fur die Gabe von Lipopolysacchariden ein
signifikanter ~ Effekt nachgewiesen werden. Das Endotoxin verstarkte die
Entziindungsreaktion in den mit Kontrollfutter versorgten Tieren und verursachte
gleichzeitig eine gestorte Leberfunktion.

In den Tieren, die das Kontrollfutter erhielten und anschlieend mit der Kombination von
Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden infundiert worden waren, fanden sich weder ein
vermutetes additives noch ein synergistisches Verhalten beider Toxine. Eine Ausnahme
bildeten dabei die erhdhten Bilirubinwerte, welche einen additiven Effekt bei gleichzeitiger
Infusion von Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden im Vergleich zur alleinigen Toxin-
Gabe vermuten lassen.

Interessanterweise schien die vorherige Futterung der Lipopolysaccharid-infundierten
Tiere mit Deoxynivalenol-kontaminiertem Futter die Auswirkungen auf Lebermorphologie
und -funktion zu mildern. Es liegt nahe, dass die immunmodulatorischen Eigenschaften

des Mykotoxins hierbei eine Rolle spielen.
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7 Anlagen

7.1 Methoden zur Analyse der Futtermischung

QS?aI)rﬁrir?;esetzung (%) KON DON Analyse-Verfahren
Rohprotein 17,4 17,0 Dumas-Verbrennungsmethode
Rohasche 57 54 Veraschung im Muffelofen
Rohfaser 53 4,9 Weender-Verfahren

Rohfett 4.8 5,2 Soxhlet-Verfahren

DON (mg/kg) <0,14 3,1 HPLC

Die Analyse der Futtermischung erfolgte nach

den Methoden des Verbandes Deutscher

Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA, Stand 2006, nach
Naumann und Bassler 1976). Erlauterung: KON - Kontrollfutter, DON - DON-kontaminiertes

Getreide, HPLC - High performance liquid chromatography.
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7.2 Protokoll zur Herstellung der Stammldsungen

DON-Stammlésung:
— DON (Sigma-Aldrich, Nr. 0156), 5mg, Pulverform
— Acetonitril
— NaCl 0,9%, steril
— Verwendung ausschlieBlich steriler Geféale

Herstellung:
— 5mg DON in 5 ml Acetonitril auflésen (ergibt 1 mg/ml Konzentration)
— 1 ml Aliquots anfertigen und bei -20 °C lagern
— 1 ml Aliquot mit Stickstoff bis zur vollstdndigen Trocknung einengen
— das Pellet in 5 ml steriler physiologischer NaCl-L&ésung resuspendieren
— evtl. fir 2 bis 3 min im Ultraschallbad zur besseren Loslichkeit behandeln

(ergibt 0,2 mg/ml Stammlésung)

— Stammldsung aliquotieren und bei -20 °C lagern

LPS-Stammldsung:
— LPS (Sigma-Aldrich, Nr. L2630), 100mg, Pulverform
— NaCl 0,9%, steril
— Verwendung ausschlieBlich steriler GefaRe
Herstellung:
— 100 mg LPS in 50 ml steriler physiologischer NaCl-L6sung auflésen
(ergibt 2 mg/ml Konzentration)

— anschlieRBend steril filtrieren, aliquotieren und bei -20 °C lagern

79



7 Anlagen

7.3 Protokoll der Katheteroperation

— Implantation beider Katheter in einer Operation mit einer Dauer von 60 bis 90 min
im Institut fur Tiererndhrung der Bundesforschungsanstalt fur Tiergesundheit des
Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) Braunschweig

— Narkose durch Applikation von 0,125 ml Ketamin/kg LM i.m. (Ursotamin®,
100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG), 0,05 ml Azaperon/kg LM i.m. (Stresnil®,
40 mg/ml, Janssen, Neuss) in die Nackenmuskulatur und 0,3 ml/kg LM Thiopental
I.v. (Trapanal®, 1 g/20 ml, Inresa GmbH, Freiburg) in die laterale Ohrvene

— AnschlieBend Riickenlagerung mit Fixierung der gestreckten Gliedmalen

— Einschnitt in den Sulcus jugularis des ventralen Halses unter sterilen Bedingungen

— Stumpfe Préparation der Vv. jugulares externae sinister et dexter

— Implantation eines Polyurethan-Katheters (Ch 08, 60 cm, Durchmesser 2,67 mm,
Nutricia, Niederlande)

— Vorschieben der Katheter bis ungefédhr 15 cm vor das Herz unter Abbindung des
kranialen Anteils der V. jugularis

— Subcutane Tunnelung der beidseitigen Katheter und Fixierung im Nacken

— Nachfolgend Wundnaht mit nochmaliger Desinfektion durch Aluminium-Spray

— Zur Erhaltung der Katheterdurchlassigkeit wurden diese mit einer Ldsung aus
Heparin und NaCl gesplt

— postoperative Schmerztherapie mit 1 ml Rimadyl® i.m. (Carprofen, 50 mg/ml,
Pfizer AG, Berlin)
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7.4 Protokoll Paraffineinbettung

1. Tag: 4 Stunden Ethanol 70%ig
4 Stunden Ethanol 80%ig
uber Nacht Ethanol 90%ig

2. Tag: 4 Stunden Ethanol 96%ig
4 Stunden Ethanol 100%ig
uber Nacht Ethanol 100%ig / Xylol

3. Tag: 30 min Xylol |
30 min Xylol 11
2 Stunden Paraplast |
2 Stunden Paraplast 11
2 Stunden Paraplast Il

- AnschlieBend erfolgt das Eingielien von heillem Paraffin

- Nach Erkalten sind die Préparate schnittfahig

7.5 Protokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

- Entparaffinieren 2 mal je 5 min in Xylol

- Absteigende Alkoholreihe je 1 min

- Einstellen der Schnitte aus Aqua dest. in saueres Hamatoxylin nach Ehrlich fir 5 min

- Spilen in Agua dest.

- Harte Differenzierung in HCI-Alkohol (99 ml Ethanol 70%ig mit 1 ml Salzs&ure)

- Auswaschen in reichlich Leitungswasser und anschlieRend Blauen fur 10 min in
flieBendem lauwarmem Leitungswasser

- Einstellen in 1%ige wéssrige Eosinldsung fiir 1 bis 5 min Férben in Eosin (je 1g
Eosin-Natrium auf 200ml Aqua dest. und je 1g Eosin Yellowish auf 200ml Aqua dest.)

- Auswaschen fir 10 min in Wasser

- Differenzieren in 80%igem Ethanol

- 2 mal 2 min 96%igem Ethanol

- Xylol fur 3 bis 5 min

Eindecken der Objekte:

- Objekttrager mit histologischen Anschnitten (Schnittdicke 5um) trocknen lassen

- Eindeckmedium auftragen

- Deckglas (25 x 60 mm) passend und luftleer andriicken, nochmals trocknen lassen
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