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Einleitung

Einleitung

Es existiert eine Vielzahl an Lebererkrankungen beim Hund, die zu einer
Leberfunktionsstérung fiihren kdnnen (Richter, 2003; Rothuizen et al., 2006). Die Folgen einer
solchen Leberinsuffizienz sind unter anderem eine verminderte Proteinsynthese,
Koagulopathien, eine Immunsuppression sowie eine mangelnde Entgiftung toxischer
Metabolite (Richter, 2003; Akhavan und Lingappa, 2007; Neumann, 2013a; Weingarten und
Sande, 2015). Erhdhte Blutkonzentrationen an Neurotoxinen wie Ammoniak kénnen im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium ein hepatoenzephales Syndrom (HES) auslésen (Richter,
2003).

Der portosystemische Shunt (PSS) stellt eine der wichtigsten Leberfunktionsstérungen beim
Hund dar. Er beschreibt ein abnormes Verbindungsgefél zwischen dem Pfortadersystem, das
der Leber vendses Blut aus den Abdominalorganen zufiihrt, und der systemischen venésen
Zirkulation. Infolgedessen kann der Blutfluss die Lebersinusoide umgehen und die Leber sich
nur eingeschrankt entwickeln (Starzl et al., 1973; Watson und Herrtage, 1998; Winkler et al.,
2003; Szatmari und Rothuizen, 2006; Paepe et al., 2007a). Man unterscheidet zwischen dem
kongenitalen PSS (cPSS) und dem erworbenen PSS infolge einer portalen Hypertension
(Cullen et al., 2006; Paepe et al., 2007a; Adam et al., 2012). Bei der kongenitalen Form
handelt es sich um die haufigste angeborene hepatobilidre Erkrankung und die haufigste
Ursache eines HES beim Hund (Center und Magne, 1990; Broome et al., 2004; Lidbury et al.,
2015). Der cPSS gliedert sich auf in extrahepatisch (ePSS) und intrahepatisch (iPSS)
gelegene ShuntgefaBe. Das Krankheitsbild umfasst allgemeine Symptome wie
Wachstumsretardierung, verminderte Kérperkondition und Fieber, neurologische Symptome
wie Drangwandern, Somnolenz und Desorientierung, gastrointestinale Symptome wie
Erbrechen und Durchfall sowie urologische Symptome wie Polyurie, Polydipsie und
Urolithiasis (Johnson et al., 1987; Center und Magne, 1990; Winkler et al., 2003; Mehl et al.,
2005; Adam et al., 2012; Caporali, et al., 2015). Es ist nicht spezifisch fir den cPSS, sondern
gilt in &hnlicher Form auch fir andere Leberfunktionsstérungen (van den Ingh et al., 1995; van
Straten et al., 2015). Konservativ wird eine medikamentelle und diatetische Therapie
eingesetzt (Taboada und Dimski, 1995; Center, 1998; Watson und Herrtage, 1998; Proot et
al., 2009). Daneben kann eine Heilung durch einen — meist langsam progressiven —
Verschluss des ShuntgefédBes angestrebt werden (Hunt und Hughes, 1999; Winkler et al.,
2003; Broome et al.,, 2004). Fir den cPSS des Hundes liegen eine vergleichsweise gute
Datenlage und gute therapeutische Optionen vor, sodass er sich als Modellerkrankung einer

Leberfunktionsstérung eignet.

Viele Parameter der Leberfunktionsdiagnostik sind ebenfalls am Beispiel des PSS
beschrieben. Bei Verdacht auf eine Leberdysfunktion kénnen erste Hinweise anhand der
h&matologischen und blutchemischen Untersuchung gewonnen werden. Typischerweise flhrt

eine eingeschrénkte Leberfunktion zu einer mikrozytdren Andmie und zu erniedrigten

-q-



Einleitung

Serumkonzentrationen an Albumin, Harnstoff, Cholesterin und Glukose. Im Falle einer
Cholestase kommt eine Hyperbilirubindmie hinzu (Center und Magne, 1990; Meyer und
Harvey, 1994; Mwanza et al., 1997; Simpson et al., 1997; Niles et al., 2001; Paepe et al.,
2007b; Neumann, 2010; Adam et al., 2012; Elhiblu et al., 2015). Die Urinuntersuchung und
Gerinnungstests zeigen ebenfalls klassische Veradnderungen (Center und Magne, 1990;
Broome et al., 2004; Kummeling et al., 2006; Neumann, 2010; Weingarten und Sande, 2015).
Zur naheren Evaluation der Leberfunktion stehen mit der Bestimmung der
Serumgallensaurenkonzentration und der Ammoniakkonzentration aus Vollblut oder Serum
sensitivere und spezifischere Tests zur Verfliigung. Sie kénnen auch in Form eines
Gallensaurenstimulationstests (GST) oder Ammoniaktoleranztests (ATT) eingesetzt werden
(Center, 1990; Center, 1996; Turgut et al., 1997; Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland, 2009;
Neumann, 2013a; van Straten et al., 2015). Diese beiden dynamischen Leberfunktionstests
sind jedoch nur am wachen, nicht stupurésen Patienten anwendbar, die Resultate sind meist
nicht unmittelbar verfigbar, das Probenhandling ist im Falle der Ammoniakmessung sehr

anspruchsvoll und die Analyse daher fehleranfallig.

In der Humanmedizin gewinnt die Indocyaningriinelimination in der Leberfunktionsdiagnostik
zunehmend an Bedeutung. Indocyaningriin (ICG) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der seit
mehreren Jahrzehnten regelmaBig in der medizinischen Diagnostik eingesetzt, ausschlieBlich
Uber die Leber ausgeschieden wird und zur intravendésen Injektion beim Menschen
zugelassen ist (Cherrick et al., 1960; Alander et al., 2012; Halle et al., 2014). Traditionell
wurde eine invasive Messung der ICG-Elimination (ber serielle Blutprobenentnahmen oder
Uber das Legen eines fiberoptischen Katheters vorgenommen. Mittlerweile ist eine
transkutane pulsdensitometrische Messung etabliert, bei der die Abnahme der
Farbstoffkonzentration im Blut spektrophotometrisch (ber einen Ohr- oder Fingerclip
gemessen wird (Sakka et al., 2000; Faybik et al., 2004; Faybik und Hetz, 2006; Sakka und van
Hout, 2006). Verschiedene Studien belegen die herausragende diagnostische und
prognostische Bedeutung der ICG-Elimination fir die allgemeine Hepatologie, die
Transplantationsmedizin und die Uberwachung von kritisch kranken Patienten oder Patienten
in Anésthesie im Vergleich zu anderern etablierten Leberfunktionsparametern (Kimura et al.,
2001; Sakka et al., 2002; Hetz et al., 2006; Hori et al., 2006; Thimer et al., 2007; Merle et al.,
2009; Sheng et al., 2009; Lisotti et al., 2014; Thomas et al., 2015; Cheng et al., 2016).

Fir den Hund ist die invasive Messung der ICG-Elimination mittels serieller
Blutprobenentnahme seit langer Zeit etabliert, riickte jedoch mit Einfiihrung von praktikableren
Tests wie GST und ATT in den Hintergrund (Center et al., 1983; Kawasaki et al., 1984;
Center, 1996). Die Entwicklung transkutaner Messverfahren eréffnet hingegen neue
Mdglichkeiten. Grobelna et al. (2016) untersuchten den Einsatz eines kommerziell erhaltlichen
spektrophotometrischen Systems aus der Humanmedizin bei acht gesunden Beagle in

Anasthesie und in der Aufwachphase, mit teilweise vielversprechenden und teilweise

2.



I Einleitung

ungenigenden Ergebnissen. In Zusammenarbeit mit der Mannheim Pharma und Diagnostics
GmbH und dem Zentrum fir Medizinische Forschung der medizinischen Fakultdt Mannheim
wurde in der Klinik fir Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitat GieBen ein
neues System zur transkutanen fluorometrischen Detektion der ICG-Elimination bei gesunden
Hunden und Katzen eingesetzt und die optimale |ICG-Dosierung und Lokalisation der
Messeinheit (Device) ermittelt (Strommer et al.,, 2015). Untersuchungen zur transkutan

gemessenen ICG-Elimination bei Hunden mit Leberfunktionsstdérung liegen bislang nicht vor.

1 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, die Anwendbarkeit des neu entwickelten Systems zur
transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination bei Hunden mit einem ePSS vor
und nach Verschluss des ShuntgefédBes im Vergleich zum Goldstandard, der invasiven
Messung mittels seriell entnommener Blutproben, zu Uberprufen. Es soll ein Verfahren zur
Auswertung der transkutan gemessenen Eliminationskurven entwickelt werden. Anhand
dessen soll der Unterschied vor und nach Verschluss des ShuntgefaBes beziehungsweise die

Unterscheidbarkeit zwischen offenem und verschlossenem PSS untersucht werden.

Die Hypothese dieser Studie ist, dass eine gute Korrelation zwischen transkutan
fluorometrisch und invasiv gemessener ICG-Elimination besteht, die ICG-Elimination nach
Verschluss des ShuntgefdBes schneller verlauft und anhand der transkutanen
fluorometrischen Messung eine Unterscheidung zwischen offenem und verschlossenem PSS
maoglich ist.
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Literaturubersicht

Aufgaben der Leber

Die Leber nimmt viele wichtige Aufgaben im Organismus wahr. So stellt sie das zentrale
Stoffwechselorgan im Kohlenhydrat-, Protein- und Lipidmetabolismus dar (Neumann, 2013a).
Sie ist unter anderem zustadndig fir die Synthese von Albumin, Cholesterin oder
Gerinnungsfaktoren (Akhavan und Lingappa, 2007; Neumann, 2010) und maBgeblich an der
Detoxifikation endogener Stoffwechselprodukte wie Ammoniak oder exogener Substanzen
und Toxine, darunter viele Medikamente, beteiligt. (Richter, 2003; Weingarten und Sande,
2015). Neben dem Abbau von Ha&moglobin zu Bilirubin spielt sie auch eine wichtige
endokrinologische Rolle im Rahmen der Clearance von Hormonen wie Kortisol (Richter,
2003). Desweiteren beherbergt sie mit dem retikuloendothelialen System eine zentrales
immunologisches Element, das vor Bakterien oder Entotoxinen aus dem Gastrointestinaltrakt
schitzt (Richter, 2003; Weingarten und Sande, 2015).

2 Hepatobiliare Erkrankungen

Entsprechend der World Small Animal Veterinary Association (WSAVA)-Richtlinien von 2006
werden Lebererkrankungen grundsétzlich in vaskuldre Erkrankungen, Erkrankungen des
Gallengangssystems, Leberparenchymerkrankungen und Neoplasien unterteilt (Rothuizen et
al., 2008). Eine tabellarische Ubersicht findet sich im Folgenden. Grundsatzlich fiihrt nur ein

kleiner Anteil dieser Erkrankungen zu einer relevanten Einschrankung der Leberfunktion.

Tabelle II-1: Ubersicht iiber die hepatobilidren Erkrankungen (Rothuizen et al., 2006)

1. vaskulare Lebererkrankungen

kongenitaler portosystemischer Shunt

(cPSS)

Stauungsleber ausgehend von Herz, Vena cava caudalis,
Lebervenen

portale Hypertension primar vaskular:

h&ufig mit sekundéar erworbenen - Pfortaderobstruktion

portosystemischen Shunts (PSS) - primare Pfortaderhypoplasie

(nicht-zirrhotische portale Hypertension)

- intrahepatische arteriovendse Fisteln
primar hepatisch:
Folge chronischer Lebererkrankungen wie
Zirrhose, ...

sonstige z. B. Thrombophlebitis der Pfortader, ...
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2. biliare Erkrankungen

zystische Erkrankungen und biliare Atresie

solitére Zysten
kongenitale zystische Lebererkrankungen
biliare Atresie

Cholestase (Bilirubinostase) und Cholat-
Stase

intrahepatische Cholestase
extrahepatische Cholestase
Cholat-Stase

Cholangitis

neutrophile Cholangitis
lymphozytére Cholangitis
destruktive Cholangitis
chronische Cholangitis durch
Leberegelbefall

Erkrankungen der Gallenblase

zystische muzinése Hyperplasie
Cholezystitis
Gallenblaseninfarkt

3. Leberparenchymerkrankungen

reversibler hepatozellularer Schaden

Zellschwellung, Steroid-induzierte
Hepatopathie, hepatische Lipidose

Leberamyloidose

Leberzellapoptose und —nekrose
fohrti. d. R. zu akuter Hepatitis

Hypoxie

Toxine (Carprofen, Blaualgen, griner
Knollenblatterpilz, Acetaminophen, ...)

Mikroorganismen

u. a.

Hepatitis und Zirrhose

akute Hepatitis (CAV-1, Herpesviren,
Leptospirose, Septikamie, ...)

chronische Hepatitis (Kupfer-assoziierte
chron. Hepatitis, ...)

Leberzirrhose (Lobular-dissecting-
Hepatitis, superfizielle nekrolytische
Dermatitis, ...)

unspezifische reaktive Hepatitis

eosinophile Hepatitis

Leberabszesse und —granulome

Speicherkrankheiten

Kupferspeicherkrankheit, ...

Verschiedenes

extramedullare Hamatopoese,
Lipogranulome, ...
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4. Neoplasien der Leber

hepatozellulare Neoplasien

noduléare Hyperplasie
hepatozelluldres Adenom/ Karzinom

cholangiozellulédre Neoplasien

Gallengangsadenom,
Gallengangskarzinom, ...

Leberkarzinoide und Hepatoblastome

vaskuldre und mesenchymale Neoplasien

Hamangiosarkom, Myelolipom,
Fibrosarkom, ...

héamatopoetische Neoplasien

malignes Lymphom, maligne Histiozytose,
Mastzelltumor, ...

Metastasen
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3 Der portosystemische Shunt des Hundes

Der portosystemische Shunt (PSS) stellt eine der haufigsten Erkrankungen mit
eingeschrankter hepatobilidrer Funktion und die héaufigste portosystemische vaskulére
Anomalie (PSVA) des Hundes dar (Center und Magne, 1990). Als Grundlage von Studien zur
Leberfunktionsdiagnostik beim Hund bietet sich der PSS an, da eine verhaltnismaBig gute
Vergleichbarkeit und Standardisierbarkeit gegeben ist. Im Gegensatz zu anderen
hepatobilaren Erkrankungen sind konkurrierende Erkrankungen seltener (Metastasierung von
hepatischen Neoplasien, Cholestase, Pankreatitiden, Haufung von Erkrankungen beim &lteren
Patienten). Das meist junge Alter der Patienten und die potentielle Reversibilitat der
Veranderungen nach erfolgreichem Verschluss des ShuntgefédBes fordern eine gute
Besitzercompliance und Nachverfolgbarkeit der Patienten. Diese Faktoren haben dazu
geftihrt, dass fir den PSS die mit Abstand beste Datenlage im Vergleich zu anderen

Leberfunkionsstérungen vorliegt.

Die nachfolgenden Kapitel beschéftigen sich mit dem kongenitalen portosystemischen Shunt
(cPSS) als Beispiel einer Leberfunktionsstérung beim Hund, da sie aus oben genannten
Grunden als Modellerkrankung in der vorliegenden Studie dient.

3.1 Definition
Der PSS bezeichnet ein abnormes Verbindungsgefa3 zwischen dem Pfortadersystem,
das der Leber venbdses Blut aus den Abdominalorganen (insbesondere dem
Gastrointestinaltrakt) zuflihrt, und der systemischen venésen Zirkulation, sodass der
Blutfluss die Lebersinusoide umgehen kann (Watson und Herrtage, 1998; Winkler et al.,
2003; Szatmari und Rothuizen, 2006; Paepe et al., 2007a).

3.2 Atiologie des PSS

Je nach der Atiologie werden kongenitale und erworbene Shuntformen unterschieden.

Der cPSS tritt in der Regel solitdr auf, vereinzelt wurden auch zwei oder mehr
ShuntgeféBe bei einem Hund nachgewiesen (Winkler et al., 2003; Paepe et al., 2007a).
Sie werden entsprechend ihrer Lage in extra- und intrahepatische Shuntformen unterteilt
(Kapitel 3.3). Insgesamt handelt es sich beim cPSS um eine seltene Erkrankung. Er stellt
jedoch die haufigste Anomalie des hepatobilidren Sytems (Center und Magne, 1990) und
die haufigste Ursache eines hepatoenzephalen Syndroms (HES) bei Hund und Katze dar
(Broome et al., 2004; Lidbury et al., 2015). Zwischen 1980 und 2001 nahm der Anteil an
Féllen angeborener PSS beim Hund in der Veterinary Medical Database (VMDB), in der
Krankheitsfalle verschiedener nordamerikanischer Universitétskliniken registriert werden,
von 0,05 % auf 0,5 % stetig zu (Tobias und Rohrbach, 2003). Diese Beobachtung wurde

nur zum Teil einer steigenden Aufmerksamkeit der Tierdrzteschaft zugesprochen.
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3.3

Auffallig war in dieser Untersuchung eine deutliche Haufung bestimmter Rassen:
Havaneser, Yorkshire Terrier, Malteser, Dandie Dinmont Terrier, Mops, Skye Terrier,
Miniatur Schnauzer, langhaariger Chihuahua, Scottish Deerhound sowie Standard
Schnauzer (Tobias und Rohrbach, 2003). Rassehunde scheinen gegeniber
Mischlingshunden fir PSVA préadisponiert zu sein (Center und Magne, 1990). Es wird von
einer hereditdren Genese des cPSS ausgegangen, auch wenn Umweltfaktoren
ursachlich nicht sicher ausgeschlossen werden kénnen (Paepe et al., 2007a). Fir einige
Rassen konnte eine hereditdre Komponente gezeigt werden, jedoch ohne spezifischen
Vererbungsnachweis. So ist fir den Yorkshire Terrier eine Rassepradisposition mit einer
mehr als 11-fach héheren Haufigkeit belegt (Tobias, 2003). Beim Cairn Terrier ist eine
Heritabilitat mit familiaren Pravalenzen von bis zu 5,9 % nachgewiesen (van Straten et
al., 2005). Ebenso liegt eine familidre Haufung mit Evidenz einer genetischen
Grundursache beim Irischen Wolfshund vor, wobei verschiedene intrahepatische
Shuntformen auftreten kdnnen (Meyer et al., 1995; van Steenbeek et al., 2009). Eine
Geschlechtspradisposition konnte bisher nicht nachgewiesen werden (van Straten et al.,
2005; Paepe et al., 2007a; van Steenbeek et al., 2009).

Im Gegensatz zu der kongenitalen Form entstehen erworbene PSS kompensatorisch
infolge einer portalen Hypertension. Grunderkrankungen kénnen beispielsweise
Leberparenchymerkrankungen (chronische Hepatitis, Leberzirrhose, Neoplasien der
Leber), Pfortaderthrombosen oder vaskuldre Anomalien mit sekundarer portaler
Hypertension (arteriovenése Fisteln, nicht-zirrhotische portale Hypertension) sein
(d’Anjou, 2007; Berent und Weisse, 2010). Die Druckerhéhung im portalen System fihrt
innerhalb von finf bis 14 Wochen zur Offnung multipler KollateralgefaBe, die
typischerweise extrahepatisch, in groBer Anzahl und mit gewundenem Verlauf
Uberwiegend im Bereich der linken Niere liegen und einen Druckausgleich mit dem
systemischen vendsen System ermdglichen (Van Winkle und Bruce, 1993; Szatmari und
Rothuizen, 2006; d’Anjou, 2007; Berent und Weisse, 2010; Buob et al., 2011). Aufgrund
des erhdhten hydrostatischen Druckes im Pfortadersystem entsteht bei den betroffenen
Hunden regelméaBig Aszites, wahrend dieser bei einem cPSS uniblich ist (Buob et al.,
2011; Adam et al., 2012).

Die folgenden Kapitel beschrénken sich, sofern nicht anders angegeben, ausschlieBlich
auf den cPSS.

Shuntmorphologie
In der Literatur existieren verschiedene Einteilungssysteme fir angeborene
portosystemische Shuntverbindungen.

Grundsatzlich kann unterschieden werden zwischen intrahepatischen Shuntformen

(iPSS), die ihren Ursprung im rechten oder linken Pfortaderast innerhalb der Leber
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3.4

haben, und extrahepatischen Shuntformen (ePSS), die von auBerhalb der Leber
gelegenen Anteilen des Pfortaderkreislauf ausgehen (Szatmari und Rothuizen, 2006).
Der iPSS tritt insbesondere bei groBwichsigen Hunderassen (Berner Sennenhund,
Golden Retriever, Labrador Reriever, Irischer Wolfshund) beziehungsweise
Mischlingshunden auf, wahrend ePSS eher den kleinwiichsigen Rassen (Mops, Yorkshire
Terrier, Dackel) und Mischlingshunden vorbehalten sind (Bostwick und Twedt, 1995; van
den Ingh et al., 1995; Broome et al., 2004; d'Anjou et al., 2004; Hunt, 2004; Szatmari und
Rothuizen, 2006; Berent und Weisse, 2010).

Der iPSS verbindet den rechten oder linken Pfortaderast lber eine Lebervene, seltener
auch direkt den intrahepatischen Pfortaderstamm, mit der Vena cava caudalis. Er wird
dementsprechend anhand der Lokalisation n&her charakterisiert als linksseitiger
(entspricht dem persistierenden Ductus venosus), rechtsseitiger (rechtslateraler/
rechtsmedialer) oder zentraler iPSS (Broome et al., 2004; Szatmari und Rothuizen, 2006;
Haers et al., 2007a; Berent und Weisse, 2010).

Anhand der Shuntmindung werden ePSS unterteilt in portocavale, Portoazygos-,
Portophrenico-, Portokolon- und portorenale Shunts sowie Shunts mit Verbindung zu
beispielsweise Thorax- oder Lebervenen (Szatmari und Rothuizen, 2006; Haers et al.,
2007a; Stosic, 2011). Durch Angabe des UrsprungsgeféBes erfolgt eine weitere
Spezifizierung. Haufig sind beim Hund splenocavale Shunts, die die Milzvene Uber die
linke Magenvene mit der hinteren Hohlvene verbinden (auch: linker Magenvenenshunt),
Shunts ausgehend von der rechten Magenvene beziehungsweise Gastroduodenalvene
zur hinteren Hohlvene (auch: rechter Magenvenenshunt) sowie Portoazygosshunts (in
der Regel ausgehend von der Milzvene) (d’Anjou, 2007; Haers et al., 2007a; Stosic,
2011).

Krankheitsbild

Unter physiologischen Bedingungen wird die Leberperfusion von zwei zufihrenden
GefaBsystemen, dem arteriellen System in Form der Arteria hepatica, und dem vendsen
System in Form der Vena portae, gewdhrleistet. Hierbei Ubernimmt die Pfortader
ungefahr 60 bis 80 % der Blutversorgung und 50 % der Sauersoffversorgung der Leber
(Center und Magne, 1990; Berent und Weisse, 2010). Da sie der Leber Blut aus dem
Gastrointestinaltrakt mit zahlreichen Nahrstoffen zufiihrt, besitzt sie eine zentrale nutritive
Funktion (Paepe et al., 2007a). Hepatotrophe, teilweise pankreatische Hormone wie
Insulin, Insulin-like Growth Factor oder Hepatocyte Growth Factor (H&matopoietin A)
erreichen die Leber ebenfalls gréBtenteils Uber die Pfortader. Sie sind entscheidend fur
die physiologische Entwicklung und Aufrechterhaltung von LebergréBe und -funktion
(Starzl et al., 1973; Starzl et al., 1976; Mathie et al., 1979; Francavilla et al., 1991;
Watson und Herrtage, 1998; Paepe et al., 2007a).
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Bei Vorliegen eines PSS kommt es in Folge des mangelnden portalen Blutflusses zu
einer Leberhypoplasie und —atrophie (Francavilla et al., 1991). Durch die
Shuntverbindung entgehen auBerdem toxische Stoffe der Metabolisierung in der Leber,

sodass es zum Vollbild einer Leberfunktionsstérung kommt (Paepe et al., 2007a).

Die nachfolgend beschriebenen Symptome sind Ausdruck dieser Leberfunktionsstérung.
Sie sind somit nicht spezifisch fiir einen PSS und weitestgehend fir Leberinsuffizienzen

unterschiedlicher Genese (Kapitel 2) giltig.

3.4.1 Allgemeine Symptome

Ein cPSS kann bei Hunden jeder Rasse und GroBe auftreten, auch wenn einige Rassen

wie vorgangig beschrieben (Kapitel 3.2) erhéhte Pravalenzen aufweisen.

Betroffene Hunde werden meist innerhalb des ersten Lebensjahres vorgestellt (van den
Ingh et al., 1995). Das mediane Alter variiert je nach Studie und Shuntform zwischen 7
und 8,5 Monaten (Johnson et al., 1987; Watson und Herrtage, 1998; Winkler et al., 2003;
d'Anjou et al., 2004; Kummeling et al., 2006; Adam et al., 2012). Bei Hunden mit cPSS
ausgehend von der rechten Magenvene wird das mediane Alter mit 20 Monaten

angegeben (White und Parry, 2015).

Typischerweise fallen eine Wachstumsretardierung und eine verminderte Kérperkondition
auf (Center und Magne, 1990; van den Ingh et al., 1995; Paepe et al., 2007a). Watson
und Herrtage (1998) klassifizierten in einer retrospektiven Studie 16 von 27 Hunden
(76 %) als untergewichtig, Winkler et al. (2003) sprachen bei 7 der 64 untersuchten
Hunde (11 %) von einem Gewichtsverlust. Grevel et al. (1987a) stellten bei 50 % der
Hunde einen Gewichtsverlust oder ein verzdgertes Wachstum fest. Einige der Hunde

wiesen zusatzlich Fellveranderungen auf.

Aufféllig ist der hoher Anteil an Kryptorchiden: Bei der Halfte (Johnson et al., 1987) bzw.
36 % (Watson und Herrtage, 1998) der Riden mit cPSS liegt gleichzeitig ein

Kryptorchismus vor.

In Einzelféllen werden die Hunde aufgrund von intermittierendem Fieber vorgestellt,
teilweise als einziges Symptom eines PSS (Grevel et al., 1987a; Watson und Herrtage,
1998). Als Ursache gelten transiente Bakteridmien in Folge einer Translokation von
Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt, die physiologischerweise in der Leber vom
retikuloendothelialen System eliminiert werden. Daneben ist die allgemeine
Immunkompetenz bei leberinsuffizienten Patienten beeintrachtigt (Watson und Herrtage,
1998; Paepe et al., 2007a).
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3.4.2 Hepatoenzephales Syndrom

GemaB des Consensus Statements des Weltkongresses flir Gastroenterologie 1998
beschreibt das Hepatoenzephale Syndrom (HES) das Auftreten neuropsychiatrischer
Symptome bei Patienten mit Leberfunktionsstérung nach Ausschluss von anderen
Hirnerkrankungen (Ferenci et al.,, 2002). Das HES entsteht durch Akkumulation
neurotoxischer Stoffwechselprodukte, die der Metabolisierung in der Leber aufgrund
eines PSS oder einer Leberparenchymerkrankung — mit oder ohne portale Hypertension
und erworbene Shuntverbindungen — entgehen. Der cPSS stellt die haufigste Ursache
eines HES bei Hund und Katze dar (Broome et al., 2004; Lidbury et al., 2015).

Neurologische Symptome treten bei 47 bis 84 % der betroffenen Hunde auf (Winkler et
al., 2003; Mehl et al., 2005; Stosic, 2011; Kilpatrick et al., 2014; Caporali, et al., 2015). In
den meisten Féllen sind sie episodisch und progressiv (van den Ingh et al., 1995; Watson
und Herrtage, 1998; Paepe et al., 2007a).

Beim Hund werden Lethargie, Desorientierung, Ataxie, Drangwandern, Kopfpressen,
Blindheit, Hypersalivation, Aggressivitat, Ubererregbarkeit, hepatisches Koma oder
Krampfe beobachtet (Grevel et al., 1987a; Johnson et al., 1987; Center und Magne,
1990; van den Ingh et al., 1995; Winkler et al., 2003; Lidbury et al., 2015). Betroffene
Hunde neigen auBBerdem zu Allotriophagie (Aufnahme von ungenief3baren oder als Futter
ungeeigneten Stoffen), sodass bei Auftreten von Vomitus ein besonderes Augenmerk auf
die Abklarung eines gastrischen oder intestinalen Fremdkdrpers mit sekundarem lleus

gelegt werden sollte (Grevel et al., 1987a).

Verschiedene Pathomechanismen zur Enstehung des HES werden diskutiert, wobei die
jeweilige Bedeutung bisher nicht abschlieBend geklart ist (Taboada und Dimski, 1995;
Jones und Mullen, 2012).

Ammoniak (NHs) gilt nach wie vor als wichtiges Neurotoxin (Jones und Mullen, 2012). Er
liegt, abhéngig vom pH-Wert, in zwei Formen vor: als gasférmiges NH;, das frei im
Kérper diffundieren kann, oder als geladene Base NH,+, die aktiv Gber Zellmembranen
transportiert werden muss (Haussinger, 2007). NH; wird Oberwiegend im Kolon, aber
auch im Dinndarm von der intestinalen Flora im Zuge der Zersetzung stickstoffhaltiger
Substanzen, beispielsweise Nahrungsproteinen, freigesetzt. Geringere Mengen
entstehen wéhrend kataboler Stoffwechselvorgénge in anderen Organen wie Nieren,
Muskeln oder Gehirn (Center und Magne, 1990). Uber die Pfortader wird der anfallende
NH; der Metabolisierung in der Leber zugefihrt. Die Ammoniakkonzentration im portalen
Blutkreislauf ist somit physiologisch mehr als zehnfach hdher als in der restlichen
Zirkulation (Gerritzen-Bruning et al., 2006; Haussinger, 2007). In der Leber werden 80 bis
90 % des NHj3 im Harnstoffzyklus zu Harnstoff abgebaut, der anschlieBend aufgrund

seiner guten Wasserldslichkeit Gber die Nieren ausgeschieden werden kann (Center und

-11 -



Literaturtibersicht

Magne, 1990). Ein kleinerer Anteil wird von der Glutaminsynthetase in Hepatozyten und
anderen Organen mit Glutamat zu Glutamin umgesetzt. Bei beeintrachtigter
Leberfunktion Gbernimmt beispielsweise die Glutaminsythetase in der Muskulatur einen
Teil des Ammoniakabbaus (Walker et al., 2001; Haussinger, 2007).

Im Falle einer Leberfunktionsstdérung mit Hyperammonamie wird auch in den Astrozyten
des zentralen Nervensystems vermehrt Glutamin synthetisiert. Dieses akkumuliert
intrazelluldr und bedingt eine osmotische Schwellung. Folge ist eine Degeneration der
Astrozyten und ein Hirnédem (Haussinger, 2007; Ruland, 2009; Jones und Mullen, 2012;
Tivers et al., 2014). Desweiteren flhrt die resultierende extrazellulare Akkumulation von
Glutamat, einem exzitatorischen Neurotransmitter im zentralen Nervensystem, zu einer
Downregulation der Glutamat-Rezeptoren. Dies tragt vermutlich zur zentralen Dampfung
im Rahmen des HES bei (Jones und Mullen, 2012).

Verschiedene Studien legen nahe, dass erhdhte Serumgallensdurenkonzentrationen und
Hyperammonamie die Permeabilitdit der Bluthirnschranke fir Neurotoxine erhdéhen
beziehungsweise die Ansprechbarkeit von Rezeptoren modifizieren. Auf diese Weise
kénnen sie neurologische Symptome verstarken (Center et al., 1985b; Paepe et al.,
2007a; Jones und Mullen, 2012).

Untersuchungen an Hunden mit cPSS identifizierten Hyperammonamie als signifikanten
Indikator fiir das Vorliegen eines HES (Tivers et al., 2014) und wiesen eine positive
Korrelation zwischen Ammoniakkonzentration im Blut und Schwere des HES nach
(Rothuizen und van den Ingh, 1982a). Eine neuere Unteruchung konnte hingegen keine
signifikante Korrelation zwischen Ammoniakkonzentration im Blut und Schwere des HES
feststellen. Dennoch lag bei den meisten Hunden mit HES gleichzeitig eine
Hyperammonémie vor (Lidbury et al., 2015). Auch andere Daten belegen, dass
Hyperammonamie nicht zwingend zur Entstehung eines HES fihrt (Zandvliet und
Rothuizen, 2007). Umgekehrt kann ein HES auch ohne gleichzeitige Hyperammonéamie

auftreten (Tivers et al., 2014).

Neben NH; sind weitere Neurotoxine, deren Metabolisierung in Folge der
Leberdysfunktion beeintréachtigt ist, an der Pathophysiologie des HES beteiligt. Die
Blutkonzentration endogener Benzodiazepine, auch natlrliche Benzodiazepine genannt,
ist bei Hunden mit cPSS und HES erhéht im Vergleich zu gesunden Hunden (Aronson et
al., 1997). Ihre Herkunft ist nicht sicher geklart, aber eine Produktion von
Benzodiazepinvorstufen durch die intestinale Flora und das Vorhandensein geringer
Konzentrationen in der Nahrung scheinen mitverantwortlich zu sein (Aronson et al., 1997;
Jones und Mullen, 2012). Ebenfalls spielen vermutlich erhéhte Blutkonzentrationen an

aromatischen Aminosauren, Mercaptanen, kurzkettigen Fettsduren und Phenolen eine
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Rolle (Grevel et al., 1987a; Taboada und Dimski, 1995; Paepe et al., 2007a; Ruland,
2009; Jones und Mullen, 2012).

Daneben sind verschiedene pradisponierende Faktoren in der Diskussion. In der
Humanmedizin ist bekannt, dass Hypokalidmie oder Alkalose die Ammoniakkonzentration
im Blut erhdhen und Inflammationsreaktionen, Azotdmie oder Magendarmblutungen ein
HES beglnstigen (Taboada und Dimski, 1995; Tivers et al., 2014). In der
Veterindrmedizin sind dahingehend noch viele Zusammenhéange unklar. In einer Studie
lagen bei 36 von 118 Hunden (31 %) mit HES mdgliche Risikofaktoren wie
Hypoglykdmie, Hypokalidmie oder schwere Entziindungsreaktionen (SIRS = Systemic
Inflammatory Response Syndrome) vor. Der Nachweis einer signifikanten Korrelation mit
dem Auftreten eines HES gelang jedoch nicht (Lidbury et al., 2015). Andere
Untersuchungen bestéatigten eine signifikante Assoziation des HES zu einer erhéhten
Serumkonzentration an C-reaktivem Protein als Entziindungsmarker und akute-Phase-
Protein (Gow et al., 2012), zu einer erhdhten Interleukin 6 (IL-6)-Plasmakonzentration als
proinflammatorischem Zytokin (Kilpatrick et al., 2014) und zur Schwere des SIRS (Tivers
et al., 2014).

3.4.3 Gastrointestinale Symptome
Gastrointestinale Symptome wie Inappetenz, Anorexie, Vomitus oder Diarrhoe treten
regelméaBig auf, sind jedoch unspezifisch (Grevel et al., 1987a; van den Ingh et al., 1995;
Mehl et al., 2005; Paepe et al., 2007a; Caporali, et al., 2015; van Straten et al., 2015).
Das Vorliegen von Diarrhoe beziehungsweise Vomitus wird variabel mit 20 bis 32 %
(Mehl et al., 2005; Adam et al., 2012) beziehungsweise finf bis 70 % (Johnson et al.,
1987; Winkler et al., 2003; Mehl et al., 2005) angegeben. In seltenen Fallen wird Meléana
als Anzeichen schwerwiegender gastrointestinaler Blutungen beschrieben (Mehl et al.,
2005; Adam et al., 2012). Beim Hund stellen Lebererkrankungen neben der Gabe von
nichtsteroidalen Antiphlogistika die haufigste Ursache fiir gastrointestinale Ulzerationen,

typischerweise im Duodenum, dar (Stanton und Bright, 1989).

Verschiedene Faktoren sind an der Entstehung gastrointestinaler Symptome beteiligt.
Eine verminderte Gallesekretion bedingt eine Maldigestion und in der Folge eine
osmotische Diarrhoe (Broome et al.,, 2004). Vomitus kann auch Zeichen einer

Hepatoenzephalopathie (Kapitel 3.4.2) sein (Broome et al., 2004).

3.4.4 Urologische Symptome
Polyurie und Polydipsie sind typische Symptome eines PSS beim Hund. Die Haufigkeit
schwankt je nach Studie stark von 7 bis 48 % (Grevel et al., 1987a; Center und Magne,
1990; Tisdall et al., 1994; Mehl et al., 2005; Stosic, 2011). Die Ursachen sind vielfaltig. In
vielen Fallen liegt zumindest teilweise eine psychogene Polydipsie im Rahmen eines
HES zu Grunde (Center und Magne, 1990; Broome et al., 2004). Mitverantwortlich
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gemacht werden weiterhin ein verminderter Konzentrationsgradient im Nierenmark —
aufgrund erniedrigter Harnstoffkonzentrationen im Blut — sowie eine erhéhte endogene
Serumkortisolkonzentration mit Induktion eines sekundar renalen Diabetes insipidus —
aufgrund verminderter hepatischer Clearance oder vermehrter Ausschittung von
Corticotropin (ACTH) im Rahmen des HES (Center und Magne, 1990; Meyer und
Rothuizen, 1994; Taboada und Dimski, 1995). Polyurie wiederum fiihrt zu einer
Auswaschung des Konzentrationsgradientes und zu Elektrolytverschiebungen, die das
Ansprechen auf Antidiuretisches Hormon (ADH) vermindern und so die Symptomatik

verstarken (Center und Magne, 1990).

Aufgrund der Hyperammonamie neigen betroffene Tiere auBerdem zur Bildung von
Ammoniumuratsteinen. NH; diffundiert passiv in den Urin und wird im sauren Milieu zu
NH,". Gemeinsam mit Harnsaure, die aufgrund der Leberfunktionsstérung nur
unzureichend von der hepatischen Urikase in das besser I6sliche Allantoin umgewandelt
werden kann, fallt NH," schlieBlich in Form von Ammoniumurat oder Ammoniumbiurat
aus (Center und Magne, 1990; Center, 1996). Bei 40 bis 74 % der Hunde mit cPSS liegt
eine Ammoniumbiuratkristallurie vor (Center und Magne, 1990). Der prozentuale Anteil
an Hunden mit cPSS und Urolithiasis variiert je nach Studie sehr stark: 20 % (Johnson et
al.,, 1987; Center und Magne, 1990; d'Anjou et al., 2004), 30 % (Winkler et al., 2003),
mehr als 50 % (Center und Magne, 1990) und 70 % (d'Anjou et al., 2004).
Ammoniumuratsteine kdnnen sowohl im Nierenbecken als auch in den Ureteren oder der
Blase nachweisbar sein (Center und Magne, 1990; Caporali, et al., 2015). Dabei handelte
es sich bei 16 von 17 untersuchten Urolithen zumindest zu einem Anteil um
Ammoniumuratsteine (Caporali, et al., 2015). Hamaturie, Dysurie, Strangurie und
Harnwegsinfektionen sind haufige Komplikationen der Kristallurie und Urolithiasis
(Johnson et al., 1987; Tisdall et al., 1994; van den Ingh et al., 1995; Mehl et al., 2005;
Berent und Weisse, 2007). Das Risiko einer Urolithiasis steigt bei mannlichen Hunden

und mit zunehmendem Alter (Caporali, et al., 2015).
3.5 Diagnostik

3.5.1 Labordiagnostik
Mittels Labordiagnostik ist keine Unterscheidung zwischen cPSS und anderen
Leberfunktionsstérungen méglich (Paepe et al., 2007b; Neumann, 2010). Die einzelnen
diagnostischen Tests werden in Kapitel 4 besprochen. Zur &tiologischen Differenzierung

sind bildgebende Verfahren notwendig.

3.5.2 Bildgebende Verfahren
Als kostenglinstiges und nichtinvasives Verfahren steht die Sonographie, insbesondere
die Dopplersonographie, zur Verfigung. Hier kdnnen einerseits indirekte Hinweise auf

das Vorliegen eines cPSS wie Mikrohepatie, verminderte Portalgefazeichnung,
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3.6

Urolithiasis, Mineralisationen der Nieren oder eine Renomegalie gefunden werden
(d'Anjou et al., 2004). Der positiv pradiktive Wert von gleichzeitig vorliegender
Mikrohepatie, Urolithiasis und Renomegalie in einer Population von Hunden mit Verdacht
auf einen cPSS wird mit 100 % angegeben. Allerdings wiesen nur ungeféhr ein Drittel der
Hunde mit cPSS schlieBlich auch diese Kombination auf (d'Anjou et al., 2004). Mittels
dopplersonographischer Untersuchung des Abdomens Iasst sich in fast allen Fallen die
Diagnose eines cPSS bestatigen und die Shuntmorphologie néher klassifizieren. Die
Sensitivitdt beziehungsweise Spezifitdt der sonographischen Untersuchung liegt bei 81
bis 95 % beziehungsweise bei 92 bis 98 % (Lamb, 1996; Winkler et al., 2003; d'Anjou et
al., 2004). Die Anschallungsebenen und —techniken sind vielfach beschrieben (Lamb,
1996; d'Anjou et al., 2004; Szatmari und Rothuizen, 2006; Haers et al., 2007b).

Daneben  stehen mit  Portographie, Szintigraphie, = Computertomographie,
Magnetresonanztomographie und Laparotomie weitere Mdglichkeiten zur Visualisierung
des ShuntgeféBes zur Verfiigung (Kleiter et al., 1999; Broome et al., 2004; Haers et al.,
2007a). Die Portographie gilt gemeinhin als Goldstandard (Haers et al., 2007a). Sie kann
beispielsweise als intraoperative mesenteriale Portographie oder als transabdominale
Splenoportographie durchgefiihrt werden (Suter, 1975). Die Szintigraphie kann ebenfalls
zur Detektion eines PSS angewendet werden. Eine genaue Unterscheidung hinsichtlich
der Shuntmorphologie ist jedoch nicht méglich (Broome et al., 2004; Haers et al., 2007b).

Die Réntgenuntersuchung des Abdomens spielt in der Diagnostik des PSS nur eine
untergeordnete Rolle. Sie kann gegebenenfalls Hinweise wie eine Mikrohepatie oder eine

Renomegalie liefern (Haers et al., 2007a).

Konservative Therapie

Die konservative Therapie des PSS fuBt auf zwei Saulen: der diatetischen und der
medikamentellen Therapie. In der Regel stabilisieren oder verbessern sich
Kérperkondition und Lebensqualitat unter der Therapie (Watson und Herrtage, 1998). Die
konservative Therapie zielt insbesondere auf eine Linderung der neurologischen
Symptomatik ab und findet bei Patienten mit kongenitalem und erworbenem PSS
Anwendung (Proot et al., 2009; Lidbury et al., 2015). Sie kann und sollte daher auch vor
einem geplanten Verschluss des ShuntgefaBes eingesetzt werden (Proot et al., 2009). Je
alter ein Hund zum Zeitpunkt des initialen Auftretens klinischer Symptome ist, desto
langer ist tendentiell die Uberlebensdauer unter ausschlieBlicher konservativer Therapie
(Watson und Herrtage, 1998).

3.6.1 Diétetische Therapie

Ziel der diatetischen Therapie ist einerseits eine Reduktion neurotoxischer Metabolite
(Ammoniak, aromatische Aminoséaure, Mercaptane; Kapitel 3.4.2) und andererseits die

Aufrechterhaltung einer positiven Stickstoffbilanz im Organismus (Center, 1998; Broome
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et al., 2004). Eine proteinreduzierte Didt — sowohl auf Basis pflanzlicher als auch
tierischer Proteinquellen — wirkt einem HES erfolgreich entgegen und verbessert
vermutlich auch die Leberfunktion (Proot et al., 2009). Besonderes Augenmerk ist auf
eine optimale Versorgung mit leichtverdaulichen, hochwertigen Proteinen und
essentiellen Aminosduren zu legen (Broome et al.,, 2004). Grundsatzlich ist dabei
Pflanzen- und Milchproteinen der Vorzug vor Proteinen auf Fleisch-, Fisch- oder Eibasis
zu gegeben, da sie einen geringeren Gehalt an aromatischen Aminoséduren zugunsten
von verzweigtkettigen Aminoséuren besitzen (Grevel et al., 1987b; Center, 1998; Watson
und Herrtage, 1998; Berent und Weisse, 2007; Proot et al., 2009). Milcheiweil3e,
beispielsweise Huttenkdse, werden auBerdem zlgig im Didnndarm resorbiert und in
geringerem Ausmal von der intestinalen Flora zu Ammoniak umgesetzt (Grevel et al.,
1987b; Taboada und Dimski, 1995). Die Proteinmenge sollte erst im zweiten Schritt
soweit wie notwendig restringiert werden. Damit wird eine katabole Stoffwechsellage
vermieden, zumal der Skelettmuskulatur eine wichtige Rolle im Ammoniakmetabolismus
zukommt (Grevel et al., 1987b; Center, 1998; Watson und Herrtage, 1998). Verschiedene
kommerzielle Leberdiaten mit entsprechender Zusammensetzung sind erhaltlich und gut
geeignet (Broome et al., 2004). Auf die Verwendung von Nierendidten, wie sie friher
héufig empfohlen wurden, sollte nach diesen Erkenntnissen verzichtet werden, da sie
leberinsuffiziente Patienten unzureichend mit Aminosauren versorgen (Center, 1998;
Proot et al., 2009).

Ein hoher Gehalt an I6slichen Fasern ist férderlich, da diese im Rahmen der bakteriellen
Fermentation zur Ansduerung des pH-Wertes im Darmlumen und somit zu einer

geringeren Ammoniakdiffusion Gber die Darmwand fihren (Proot et al., 2009).

3.6.2 Medikamentése Therapie

Laktulose ist ein synthetisch hergestelltes Disaccharid, das im Gastrointestinaltrakt weder
metabolisiert noch resorbiert wird (Taboada und Dimski, 1995). Die Bakterienflora des
Kolons hydrolysiert Laktulose, sodass der Darminhalt angesduert wird. So wird
molekularer NH; in ionisiertes NH,* tiberfihrt, welches nicht mehr resorbiert werden kann
(Grevel et al., 1987b). Daneben besitzt Laktulose eine abflihrende Wirkung. Aufgrund der
verkurzten Magendarmpassagezeit kbnnen somit NH; und andere toxische Metabolite in
geringerem Umfang produziert werden (Grevel et al., 1987b; Taboada und Dimski, 1995;
Berent und Weisse, 2007). Laktulose wird in einer initialen Dosis von 0,5-1 ml/kg KG
peroral zwei- bis dreimal taglich empfohlen. Im Verlauf sollte die Menge an eine weiche

Kotkonsistenz angepasst werden (Taboada und Dimski, 1995; Berent und Weisse, 2007).

Aufgrund des hohen Risikos von Ulzerationen des Magendarmirakies werden

Gastroprotektiva wie der Protonenpumpeninhibitor Omeprazol (0,5-1 mg/kg KG peroral
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3.7

ein- bis zweimal taglich) oder der H2-Rezeptorantagonist Famotidin (0,5-1 mg/kg KG

peroral ein- bis zweimal téglich) eingesetzt (Berent und Weisse, 2007).

Zur Reduktion der intestinalen Ammoniakproduktion durch Urease-bildende Bakterien
kénnen zusatzlich Antibiotika verabreicht werden. Als gut wirksam sind vor allem
Metronidazol, Ampicillin, Amoxicillin und Neomycin beschrieben (Broome et al., 2004;
Berent und Weisse, 2007). Aufgrund der Zunahme multiresistenter Bakterien sollte ein
Antibiotikum nur bei unzureichendem Ansprechen auf die zuvor genannte Therapie
eingesetzt und Wirkstoffen mit geringer enteraler Resorption und lokaler Wirkung im

Magendarmtrakt wie Neomycin der Vorzug gegeben werden (Weese et al., 2015).

Je nach Schwere der initialen Symptomatik sind weitere therapeutische Schritte wie
Einlaufe, Infusionstherapie oder Glukosesubstitution notwendig (Berent und Weisse,
2007). Auf den Einsatz von Methionin als Leberschutzpraparat sollte bei Risiko eines
HES verzichtet werden, da dieses von der intestinalen Flora und den Hepatozyten zu
Mercaptanen, also neurotoxischen Metaboliten, umgewandelt wird (Grevel et al., 1987b;
Center, 1998).

Verschluss des PSS

Es existieren verschiedene Verfahren zum interventionellen oder chirurgischen
Verschluss von iPSS und ePSS. Neuere Untersuchungen legen nahe, dass ein
chirurgischer Verschluss im Vergleich zur konservativen Therapie zu einer signifikanten
Verbesserung von Uberlebenszeit und klinischer Symptomatik fiihrt (Greenhalgh et al.,
2014). In den meisten Fallen ist aufgrund des Risikos einer lebensbedrohlichen portalen
Hypertension kein sofortiger vollstandiger Verschluss des ShuntgefaBes madglich.
Messungen des portalen Druckes dienen als Entscheidungshilfe (Swalec und Smeak,
1990; Hunt und Hughes, 1999; Winkler et al., 2003).

Im Folgenden werden die beiden chirurgischen Verfahren, die in der vorliegenden Studie

Anwendung fanden, kurz vorgestellt.

3.7.1 Cellophan Banding

Bei diesem Verfahren wird nach Laparotomie Cellophan um das Shuntgefa3 gelegt.
Dieses fihrt im Rahmen einer perivaskularen Entziindungsreaktion, vergleichbar einer
Fremdkorperreaktion, zur progressiven Einengung des ShuntgefdBes. Ziel ist ein
vollstdndigen Shuntverschlusses mit geringem Risiko einer portalen Hypertension, da
sich die PortalgefaBe im Zuge des langsamen Druckanstieges ausbilden kénnen. Auch
bei unvollstindigem Shuntverschluss konnte in den meisten Fallen eine deutliche
Besserung der klinischen Symptomatik erzielt werden (Harari et al., 1990; Youmans und
Hunt, 1998; Hunt et al., 2004; Frankel et al., 2006).
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3.7.2 Seidenligatur
Bei einem Teil der Hunde mit PSS erlauben Druckmessungen und verschiedene weitere
Kriterien nach manueller Okklusion des ShuntgefaBes ein vollstandiges Ligieren.
Traditionell wird hierflr Seide, ein kaum resorbierbares Nahtmaterial, verwendet (Hunt
und Hughes, 1999; Hurn und Edwards, 2003; Broome et al., 2004; Vermote et al., 2007).

Die partielle Okklusion des ShuntgefaBes mit Seide wurde mittlerweile gréBtenteils durch
andere Verfahren zum progressivem Shuntverschluss, wie beispielsweise das Cellophan
Banding, ersetzt (Sereda und Adin, 2005).
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4 Leberfunktionsdiagnostik beim Hund

Aufgrund der hohen Reservekapazitdt der Leber fuhrt erst eine fortgeschrittene
Leberparenchymschadigung oder aber die Umgehung des Leberparenchyms im Rahmen
eines PSS zu einer labordiagnostisch sichtbaren hepatischen Dysfunktion (Neumann, 2013a).
Sie ist Ausdruck einer Einschrankung sowohl der synthetischen als auch der metabolischen
Funktion der Leber. Im Falle chronischer Hepatopathien mit Fibrose und Zirrhose kommt es
auBerdem zu einer sekundaren intrahepatischen Cholestase, die bei einem PSS nicht

gesehen wird (Neumann, 2013a).

Es existieren viele etablierte labordiagnostische Parameter, Uberwiegend in Form von
Blutuntersuchungen, die zur Evaluierung der Leberfunktion herangezogen werden kdnnen.
Erste Hinweise auf eine Leberdysfunktion ergeben sich bereits im Rahmen der
Routinediagnostik mit hdmatologischer, blutchemischer und Urinuntersuchung. Weiterfiihrend
stehen spezifische Leberfunktionsmarker wie die Bestimmung der
Serumgallensaurenkonzentration oder der Blutammoniakkonzentration zur Verfligung. Man
unterscheidet prinzipiell zwischen Syntheseparametern, Cholestasemarkern,
Exkretionsparametern sowie Indikatoren der Leberzellintegriat, wobei letztere nicht zu den

klassischen Leberfunktionsparametern zahlen (Neumann, 2013a).

Grundsatzlich finden die einzelnen Parameter, auf die im Folgenden ndher eingegangen wird,
im Rahmen unterschiedlicher Hepatopathien Anwendung. Sie sind nicht spezifisch fir eine
Erkrankungen, sondern  lediglich ~ Ausdruck einer  Leberfunktionsstérung. Die
atiopathogenetische Diagnose bleibt anderen Verfahren vorbehalten. Einschréankend sei
jedoch vorangestellt, dass ein GroBteil der labordiagnostischen Verfahren anhand des PSS
als Modellerkrankung einer Leberfunktionsstérung etabliert wurde, ebenso wie sich auch die
vorliegende Arbeit dieser Erkrankung bedient. Beziiglich anderer Leberdysfunktionen besteht

fir den Hund nur eine vergleichsweise geringe Evidenz.

4.1 Hamatologische Parameter
Typisch fir Leberfunktionsstérungen unterschiedlicher Atiologie ist das Vorliegen einer
mikrozytdren Anamie (Center und Magne, 1990; Rutgers et al., 1993; Laflamme et al.,
1994; Mwanza et al., 1997; Elhiblu et al., 2015).

Beim PSS und anderen PSVA steht die Mikrozytose im Vordergrund, die von einer
normo- oder hypochromen Andmie begleitet werden kann (Johnson et al., 1987; Bunch et
al., 1995; Simpson et al.,, 1997; Paepe et al.,, 2007b). Ein vermindertes mittleres
Erythrozytenvolumen (MCV) ist bei 48 bis 100 % der betroffenen Hunde nachweisbar
(Johnson et al., 1987; Center und Magne, 1990; Laflamme et al., 1994; Meyer und
Harvey, 1994; Bunch et al., 1995; Simpson et al., 1997; Niles et al., 2001; Adam et al.,

-19 -



Literaturtibersicht

2012). In der Regel handelt es sich um eine nichtregenerative Andmie (Johnson et al.,
1987; Center und Magne, 1990). In mehreren Studien wird eine Zunahme der
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW) beobachtet, die vermutlich auf den gesteigerten
Anteil an mikrozytaren Erythrozyten zurlickzufiihren ist (Laflamme et al., 1994; Bunch et
al., 1995).

Auch wenn die Pathogenese der mikrozytaren Anamie bislang nicht abschlieBend geklart
ist, scheint die Ursache nicht, wie lange vermutet, eine Eisenmangelandmie im Sinne
eines absoluten Eisenmangels zu sein. Es handelt sich vielmehr um einen funktionellen
Eisenmangel, der mit einer Umverteilung (Eisensequestration), einer erschwerten
Verwendung der Eisenspeicher sowie einem beeintrachtigten Eisentransport
zusammenhangt (Laflamme et al., 1994; Meyer und Harvey, 1994; Bunch et al., 1995;
Simpson et al., 1997). Es bestehen Parallelen zur Andmie der chronischen Entziindung,
jedoch konnten auch Unterschiede, beispielsweise beziglich der
Serumeisenbindungskapazitat, aufgezeigt werden (Laflamme et al., 1994; Meyer und
Harvey, 1994).

Der Hamoglobingehalt der Retikulozyten (CHr) ist als verlasslicher und friher Indikator
einer Eisenmangelandmie, aber auch anderer funktioneller Eisenmangelzustédnde
etabliert (Steinberg und Olver, 2005; Schaefer und Stokol, 2015). Nahezu alle Hunde mit
PSS zeigten einer Studie zufolge einen erniedrigten CHr (Schaefer und Stokol, 2015).

Neben Abweichungen der Erythrozytenindizes fallen regelmaBig Sonderformen von
Erythrozyten auf. Center und Magne (1990) beschreiben bei ungefahr der Halfte der
Hunde mit cPSS ein erhdhtes Vorkommen an Target-Zellen (SchieBscheibenzellen). Sie
sind auf eine veranderte Zusammensetzung der Erythrozytenmembran im Rahmen des
beeintrachtigten Fettstoffwechsels (beispielsweise eine verminderte Cholesterinsynthese)
zurlickzufiihren (Francavilla et al., 1980; Center und Magne, 1990; Simpson et al., 1997).

4.2 Blutchemische Parameter

4.2.1 Albumin
Albumin erfullt vielfaltige Aufgaben im Organismus. Aufgrund diverser Bindungsstellen
sowie seiner Fahigkeit zur Konformationsénderung und damit zur Anpassung seiner
dreidimensionalen Struktur dient Albumin als wichtigstes unspezifisches Transportprotein.
Als Liganden kommen unter anderem Fettsduren, unkonjugiertes Bilirubin, Kupfer,
hydrophobe Gallensauren, Schilddrisenhormone und unterschiedliche Medikamente und
Toxine in Frage (Weisiger, 2007). Des Weiteren ist Albumin zu ungeféhr 80 % an der

Aufrechterhaltung des onkotischen Druckes im GefaBsystem beteiligt (Weisiger, 2007).

Da Albumin ausschlieBlich in der Leber synthetisiert wird, zahlt es zu den klassischen
Syntheseparametern (Center und Magne, 1990; Weisiger, 2007; Neumann, 2010). Seine
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Halbwertszeit wird mit sieben bis 21 Tagen angegeben (Richter, 2003). Aufgrund der
groBen Bedeutung flir den Organismus wird die Albuminsynthese von der Leber
mdglichst lange im Krankheitsverlauf gewahrleistet, sodass eine Hypoalbumindmie
Anzeichen einer chronischen und schwerwiegenden Leberfunktionsstérung mit einem
Leberparenchymverlust von 50 bis 80 % ist (Sevelius, 1995; Richter, 2003; Cooper und
Webster, 2006, 2006; Neumann, 2010; Bexfield et al., 2011; Rothuizen, 2012; Fieten et
al.,, 2014; Elhiblu et al., 2015). Fir einige Erkrankungen wie die Aflatoxikose oder die
primare Hepatitis des Hundes ist eine Hypoalbumindmie als negativ prognostischer
Faktor beschrieben (Dereszynski et al., 2008; Poldervaart et al., 2009; Rothuizen, 2012).
Auch bei Hunden mit Sagopalmenintoxikation zeigte sich eine signifikant niedrigere

Serumalbuminkonzentration bei den verstorbenen Hunden (Ferguson et al., 2011).

Beim cPSS des Hundes wird die Haufigkeit von Hypoalbumindmien je nach Studie sehr
variabel mit 15,5 bis 90 % angegeben (Johnson et al., 1987; Center und Magne, 1990;
Simpson et al., 1997; Niles et al., 2001; Adam et al., 2012; Caporali, et al., 2015).

Méglicherweise tragt die Hypoalbuminédmie aufgrund der verringerten Bindungskapazitat
toxischer Metabolite (Bilirubin, langkettige Fettsduren) oder exogener Medikamente und
Toxine zur Entstehung des HES bei (Weisiger, 2007).

Differentialdiagnostisch muss bei erniedrigten Serumalbuminkonzentrationen an eine
verminderte Proteinaufnahme infolge von Inappetenz und an Blutungen, die beide im
Rahmen von Hepatopathien auftreten kénnen, oder aber an parallel vorliegende
Proteinverlustenteropathien oder —nephropathien gedacht werden (Schwendenwein,
2013). AuBerdem kann Albumin als negatives Akute-Phase-Protein im Verlauf

entziindlicher Erkrankungen wie Hepatitiden erniedrigt sein (Cerén et al., 2005).

4.2.2 Harnstoff

Harnstoff gehért ebenfalls zu den Syntheseprodukten der Leber. Er wird dort unter
hohem Energieaufwand im Harnstoffzyklus aus Ammoniumionen, Aspartat und
Hydrogenkarbonat gebildet (Neumann, 2013a). Physiologischerweise betragt die
Harnstoffsynthese lediglich 60 % der Gesamtkapazitét des Harnstoffzyklus, weshalb eine
hohe Reservekapazitat besteht (Center und Magne, 1990). Erst bei Verlust von 80 bis
90 % des Leberparenchyms konnte experimentell eine verminderte Desaminierung und
Harnstoffsynthese nachgewiesen werden (Goettsch et al.,, 1942). Zusétzlich kann bei
Patienten mit Leberinsuffizienz die begleitende Polyurie und eine restriktive Proteinzufuhr

zur Erniedrigung der Serumharnstoffkonzentrationen beitragen (Paepe et al., 2007b).

Sowohl bei Leberparenchymerkrankungen als auch beim PSS tritt regelméBig eine
Erniedrigung der Serumharnstoffkonzentration auf. Bezliglich PSVA beim Hund wird die
Haufigkeit mit 48 bis 74 % angegeben (Grevel et al., 1987a; Center und Magne, 1990;
Simpson et al.,, 1997; Niles et al., 2001; Bexfield et al., 2011). Gleichzeitig kann die
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Serumharnstoffkonzentration auch erhéht sein bei Dehydratation, gastrointestinalen

Blutungen oder eingeschrénkter Nierenfunktion (Neumann, 2013a).

Harnstoff stellt wie Albumin einen wenig spezifischen und wenig sensitiven Indikator der
Leberfunktion dar. Jedoch sollte bei entsprechend niedrigen Serumkonzentrationen an
diese Differentialdiagnose gedacht und gegebenenfalls weiterfihrende Tests eingeleitet
werden (Richter, 2003).

4.2.3 Glukose

Die Leber nimmt als Hauptsitz von Glukoneogenese, Glykogenspeicherung und
Glykogenolyse eine zentrale Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel ein und ist Gber Hormone
wie Insulin und Glukagon in die Regulation der Blutglukosekonzentration eingebunden
(Center und Magne, 1990; Paepe et al., 2007b). Bis zu einem Leberparenchymverlust
von 70 bis 75 % kann eine Euglykdmie aufrechterhalten werden, dartber hinaus stellt
sich insbesondere nach Nichternphasen eine Hypoglykdmie ein (Richter, 2003;
Weingarten und Sande, 2015). Glukose ist somit ein weiterer Syntheseparameter der
Leberfunktion.

Hunde mit cPSS oder Leberzirrhose  weisen  signifikant  niedrigere
Blutglukosekonzentrationen auf als Kontrollhunde (Collings et al., 2012; Elhiblu et al.,
2015). Die Haufigkeit einer Hypoglykdmie beim cPSS variiert mit 9,6 bis 40 % sehr stark
(Johnson et al., 1987; Tisdall et al., 1994; Holford et al., 2008; Collings et al., 2012;
Caporali, et al., 2015). Ein besonderes Risiko besteht hierbei fir kleinwichsige Rassen
(Johnson et al., 1987; Tisdall et al., 1994). Bei Hunden mit chronischer Hepatitis gilt eine
Hypoglykdmie als Indikator eines frilheren Versterbens (Richter, 2003). Die
neurologischen Symptome, die beim hypoglykdmischen Patienten auftreten kénnen,
ahneln denen eines HES und kénnen dieses verstarken (Center und Magne, 1990;
Berent und Weisse, 2007).

Die Ursache der Hypoglykdmie im Rahmen einer Leberinsuffizienz ist nicht abschlieBend
geklart. Diskutiert werden eine insuffiziente Glukoneogenese und Glykogenspeicherung
wie auch veranderte Blutkonzentrationen an Insulin, Glukagon und Cortisol oder
Abweichungen in der Ansprechbarkeit auf diese Hormone (Center und Magne, 1990;
Paepe et al., 2007b). Der Nachweis erhdéhter endogener Insulin- oder
Kortisolkonzentrationen als Ursache der Hypoglykdmie beim cPSS gelang bisher nicht
(Holford et al., 2008; Collings et al., 2012).
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4.2.4 Cholesterin
Cholesterin wird zu ungeféhr 50 % in der Leber synthetisiert oder Uber freie Diffusion
enteral resorbiert (Center und Magne, 1990; Neumann, 2013b). Es fungiert als Baustein
fir Zellmembranen und Ausgangsprodukt fir die Synthese von Gallensduren,

Steroidhormonen und Vitamin D3 (Neumann, 2013b).

Eine Leberinsuffizienz fiihrt im Rahmen einer verminderten Syntheseleistung zu einer
Hypocholesterindmie (Francavilla et al., 1980). Die H&aufigkeit beim cPSS
beziehungsweise bei PSVA im Allgemeinen wird mit 20 bis 72 % angegeben (Grevel et
al.,, 1987a; Center und Magne, 1990; Simpson et al., 1997; Niles et al., 2001). Bei der
Aflatoxikose des Hundes gilt eine Hypocholesterindmie als friiher Biomarker und ist mit

einer erhéhten Mortalitat assoziiert (Dereszynski et al., 2008).

Da die Ausscheidung von Cholesterin hauptsachlich Ober die Galle erfolgt, gehen
cholestatische Hepatopathien hingegen haufig mit einer Hypercholesterinamie einher
(Neumann, 2013b). Cholesterin ist somit gleichzeitig ein Syntheseparameter und ein

Cholestasemarker.

4.2.5 Bilirubin

Bilirubin ist ein Abbauprodukt aus dem Hamoglobinstoffwechsel. Im mononuklearen
Phagozytensystem (MPS) wird Hdmoglobin Gber Biliverdin zu unkonjugiertem, lipophilen
Bilirubin (Bilirubin 1) abgebaut. Dieses wird, an Albumin gebunden, Uber das
GefaBsystem zur Leber transportiert. Hier wird es von den Hepatozyten zu hydrophilem
Biilirubin (Bilirubin 1l) konjugiert, welches in die Galle sezerniert und so Uber den Darm
ausgeschieden werden kann. Enteral wird Bilirubin zum GroBteil zu Sterkobilin reduziert.
Ein geringer Anteil gelangt Uber den enterohepatischen Kreislauf zurtick in den Kreislauf
(Richter, 2003; Neumann, 2013a).

Bei Vorliegen einer Hyperbilirubindmie oder eines lkterus erfolgt anhand der jeweiligen
Pathogenese eine Klassifizierung in  préhepatisch  (Hamolyse), hepatisch
(Leberparenchymerkrankung) und posthepatisch (Cholestase) (Richter, 2003; Neumann,
2013a). Die Hyperbilirubindmie im Rahmen von Hepatopathien wird einer
intrahepatischen Cholestase durch Verlust von Tight Junctions, Nekrose und
Hepatozytenschwellung oder einer Fibrose oder Zirrhose zugeschrieben (Richter, 2003;
Weingarten und Sande, 2015). AuBerdem k&nnen infektidse und nicht-infektidse
Hepatitiden UOber eine zytokinvermittelte Downregulation der hepatozellularen
Transportmechanismen verschiedener Gallebestandteile zu einer

entziindungsinduzierten Cholestase fiihren (Trauner et al., 1999).

Aufgrund der hohen Reservekapazitdt der Leber, die im gesunden Zustand bis zum
30fachen der physiologischerweise anfallenden Bilirubinmenge ausscheiden kann, tritt

eine hepatische Hyperbilirubindmie nur bei schwerwiegenden und diffusen
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Hepatopathien auf. Bilirubin stellt somit einen vergleichsweise insensitiven
Cholestasemarker dar (Richter, 2003; Weingarten und Sande, 2015). Beim Hund kommt
eine Hyperbilirubindmie bei chronischen Hepatitiden oder verschiedenen Vergiftungen
wie Aflatoxikose, Xylitolintoxikation oder Sagopalmenintoxikation vor (Mwanza et al.,
1997; Dunayer und Gwaltney-Brant, 2006; Shih et al., 2007; Dereszynski et al., 2008;
Bexfield et al., 2011; Peterson, 2013; Gomez Selgas et al., 2014; Weingarten und Sande,
2015). In der Humanmedizin ist der Schweregrad der Hyperbilirubindmie als negativ
prognostischer Faktor Bestandteil verschiedener Scoringsysteme von Lebererkrankungen
(Weingarten und Sande, 2015). Einige Studien identifizierten eine Hyperbilirubinamie als
negativ prognostisch bei Hunden mit Sagopalmenintoxikation (Ferguson et al., 2011)
oder idiopathischer chronischer Hepatitis (Gomez Selgas et al., 2014). Ein cPSS geht
klassischerweise nicht mit einer Hyperbilirubindmie einher (Center und Magne, 1990;
Paepe et al., 2007b).

Bei Vorliegen einer Hyperbilirubindmie ist die Bestimmung der
Serumgallensdurenkonzentration nicht indiziert, da beide Metabolite &hnliche
Transportmechanismen nutzen und somit simultan erhdht sind (Richter, 2003). Eine
Unterscheidung zwischen préahepatischen, hepatischen oder posthepatischen Ursachen
anhand der Messung von konjugiertem und unkonjugiertem Bilirubin hat sich beim Hund

als nicht verlasslich erwiesen (Richter, 2003; Neumann, 2013a).

4.2.6 Leberenzymaktivitéten

Die Leberenzymaktivitadten stellen einen sensitiven Indikator einer beeintréchtigten
Leberzellintegritat dar, ihre Aussage beziglich einer Funktionseinschrédnkung ist jedoch
begrenzt (Alvarez und Whittemore, 2009). Daher z&hlen sie nicht zu den klassischen
Leberfunktionsparametern (Richter, 2003; Neumann, 2010). Ebenso Kkorreliert der
Schweregrad der Erhdhung der Leberenzymaktivitdten nicht zwingend mit dem
tatsachlichen hepatozellularen Schaden (Fuentealba et al., 1997; Cooper und Webster,
2006; Dereszynski et al., 2008). Beispielsweise konnen im Rahmen einer Leberzirrhose

die Werte innerhalb des Referenzbereiches liegen (Elhiblu et al., 2015).

Unterschieden wird zwischen Enzymen, die primér die Zellintegritdt der Hepatozyten
widerspiegeln, wie die Alaninaminotransferase (ALT) und die Aspartataminotransferase
(AST), und Indikatoren einer Cholestase, wie die Alkalische Phosphatase (AP) und die y-
Glutamyltransferase (GGT) (Boyd, 1988; Alvarez und Whittemore, 2009; Weingarten und
Sande, 2015). Hierbei ist insbesondere die AP wenig spezifisch und beispielsweise bei
Junghunden in der Wachstumsphase, bei Knochenldsionen oder im Rahmen einer
Induktion durch Steroide oder andere Medikamente erhdht (Boyd, 1988; Richter, 2003;
Alvarez und Whittemore, 2009).
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4.3

Insgesamt werden erhdhte Aktivitdten von Leberenzymen bei vielen parenchymatdsen
und cholestatischen Lebererkrankungen gemessen, zur Interpretation hinsichtlich einer
Leberfunktionseinschréankung bedarf es jedoch weiterer Befunde. Beim cPSS als
Modellerkrankung einer Leberfunktionsstérung wird lediglich intermittierend eine
geringgradige Erhéhung von AP oder ALT gesehen, die vermutlich auf das junge Alter
der Hunde oder eine geringgradige hypoxische Schéadigung der Hepatozyten
zurlickzufihren ist (Laflamme et al., 1994; Watson und Herrtage, 1998; Paepe et al.,
2007b; Adam et al., 2012).

Gerinnungsparameter

Zu den Aufgaben der Leber zahlt die Synthese fast aller Gerinnungsfaktoren (Faktoren |,
I, V, VII, IX, X, XI, XIlI, XIIl), die Produktion fibrinolytischer Faktoren wie Plasminogen und
antikoagulatorischer Faktoren wie Antithrombin 1ll; sowie die Clearance dieser
Gerinnungsfaktoren (Richter, 2003; Neumann, 2010; Kavanagh et al., 2011). Des
Weiteren erfolgt die Resorption von Vitamin K, das essentiell fir die Aktivierung einiger
Gerinnungsfaktoren ist, abhangig von Gallensduren. So kdnnen gerade biliare
Erkrankungen zu Vitamin K-abh&ngigen Koagulapathien fihren (Neumann, 2010). Die

sekundare Hamostase gilt somit als weiterer Syntheseparameter der Leber.

Typische Befunde, die im Rahmen verschiedener Hepatopathien regelmafBig erhoben
werden, umfassen eine verlangerte aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT), eine
verlangerte Prothrombinzeit (PT) sowie eine Hypofibrinogenamie (Badylak et al., 1983;
Center und Magne, 1990; Niles et al.,, 2001; Dunayer und Gwaltney-Brant, 2006;
Kummeling et al., 2006; Shih et al., 2007; Dereszynski et al., 2008; Prins et al., 2010;
Bexfield et al., 2011; Ferguson et al., 2011; Elhiblu et al., 2015). Hierbei korreliert der
Schweregrad der Leberfunktionsstérung mit dem der Hamostasestérung und eine klinisch
relevante Koagulopathie wird vor allem bei fortgeschrittenen
Leberparenchymerkrankungen beobachtet (Niles et al., 2001; Kavanagh et al., 2011;
Kelley et al., 2015). Beziglich der Aflatoxikose und der Sagopalmenintoxikation des
Hundes sind verlangerte Gerinnungszeiten mit einer erhéhten Mortalitdt assoziiert

(Dereszynski et al., 2008; Ferguson et al., 2011).

In der Humanmedizin wird eine Verlangerung der PT um mehr als das 1,5-fache des
oberen Referenzbereiches als Kriterium eines akuten Leberversagens herangezogen
(Lee et al., 2012). Unter Bezugnahme auf diese Definition wiesen Hunde mit akutem
Leberversagen unterschiedlicher Atiologie in der Thrombelastografie haufiger eine
Hypokoagulabilitdt und eine Hyperfibrinolyse auf (Kelley et al., 2015). AuBerdem kénnen
sich bei Hunden mit akutem Leberversagen, seltener auch bei Hunden mit Leberzirrhose,
gering- bis mittelgradige Thrombozytopenien finden (Dunayer und Gwaltney-Brant, 2006;
Prins et al., 2010; Weingarten und Sande, 2015).
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4.4

4.5

Beim cPSS des Hundes treten zwar haufig eine verlangerte aPTT und eine
Hypofibrinogendmie, jedoch kaum klinisch relevante Blutungen auf (Center und Magne,
1990; Niles et al., 2001; Kummeling et al., 2006). Ebenso ist keine relevante Stérung der
primaren Hamostase im Sinne einer Thrombozytopenie oder-pathie nachweisbar (Niles et
al., 2001; Kalbantner et al., 2011). Vor allem bei Hunden mit HES liegt in der
Thrombelastografie sogar haufiger eine Hyperkoagulabilitat vor, méglicherweise vor dem

Hintergrund einer Entziindungsreaktion (Kelley et al., 2013).

Urinuntersuchung

Lebererkrankungen kénnen zu Polyurie und Polydipsie und damit einhergehend zu Iso-
oder Hyposthenurie fiihren, beispielsweise im Rahmen eines HES oder durch einen
verminderten Konzentrationsgradienten des Nierenmarks in Folge der verminderten
Harnstoffsynthese (Lunn und James, 2007). Daneben liegt eine Pradisposition fir die
Bildung von Ammoniumuratkristallen oder -steinen vor (Center, 1996). Die Befunde und
zugrundeliegenden Mechanismen entsprechen denen beim cPSS. Fur weiterfihrende
Erlauterungen zu Pathogenese, Befunden der Urinuntersuchung und Vorkommen von

Urolithiasis beim cPSS wird daher auf Kapitel 3.4.3 verwiesen.

Dynamische Leberfunktionstests

Dynamische Leberfunktionstests geben weiteren Aufschluss Gber die Leberfunktion und
kénnen gezielt bei Verdacht oder zum Ausschluss einer Leberdysfunktion durchgefiihrt
werden. Derzeit sind vor allem die Bestimmung der prad- und postprandialen
Serumgallensdurenkonzentration sowie die Bestimmung der basalen
Ammoniakkonzentration, gegebenenfalls in Verbindung mit einem
Ammoiniaktoleranztest, gebrauchlich. Diese Tests haben weitestgehend die

Indocyaningrin (ICG)- und die Sulfobromophthalein(BSP)-Elimination abgel®st.

4.5.1 Préprandiale Gallensduren und Gallensdurenstimulationstest (GST)

Gallensauren werden in der Leber aus Cholesterol sythetisiert und als Hauptbestandteil
der Galle ins Gallengangssystem sezerniert. Stimuliert durch Nahrungsaufnahme werden
sie nach Kontraktion der Gallenblase ins Darmlumen abgegeben, wo sie maBgeblich an
der Fettverdauung und Resorption fettldslicher Vitamine beteiligt sind. Uber den
enterohepatischen Kreislauf werden mehr als 95 % der Gallensduren aus dem Darm
rickresorbiert und zligig Uber den Pfortaderkreislauf wieder der Leber zugefihrt (Richter,
2003; Jansen und Faber, 2007; Neumann, 2013a).

Storungen der portalen Zirkulation, eine Reduktion des funktionellen Leberparenchyms
oder eine Cholestase (intra- oder posthepatisch) bedingen eine erhéhte
Serumgallensdurenkonzentration (Center, 1990; Richter, 2003; Cullen et al., 2006).

Deshalb ist bei Vorliegen einer Hyperbilirubindmie die Bestimmung der
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Serumgallensdurenkonzentration nicht indiziert (Richter, 2003). Regelmé&Big tritt eine
erhdhte Serumgallensdurenkonzentration bei PSVA, primaren und sekundéren
Hepatopathien auf (Johnson et al., 1985; Mwanza et al., 1997; Simpson et al., 1997;
Niles et al., 2001; Richter, 2003; Bexfield et al., 2011; Adam et al., 2012; Fieten et al.,
2014). Es handelt sich somit nicht um einen spezifischen Befund einer bestimmten
Leberfunktionsstérung oder eines PSS (Rothuizen, 2012). Bei Stérungen der enteralen
Resorption, Magenentleerungsstérungen oder verlangerter intestinaler Transitzeit kann

es zu falsch niedrigen Werten kommen (Center, 1990; Center, 1996).

Die Bestimmung der Serumgallensdurenkonzentration kann als préprandialer Basalwert
oder kombiniert mit einem Gallensdurenstimulationstest (GST) erfolgen. Hierbei wird der
praprandiale Wert nach zwdlfstiindigem Fasten und der postprandiale Wert zwei Stunden
nach Fitterung gemessen (Center, 1996). Alternativ kann mit vergleichbaren Resultaten
Ceruletid, ein Cholezystokinin-Analogon, zur Auslésung der Gallenblasenkontraktion
eingesetzt und ein stimulierter Wert nach 30 Minuten bestimmt werden (Bridger et al.,
2008). Ceruletid ist jedoch zurzeit nicht mehr kommerziell erhéltlich. Auch eine
Bestimmung der Gallensdurenkonzentration im Urin ist beschrieben, hat sich aber wegen
vergleichbarer Resultate gegentber der Blutuntersuchung nicht durchgesetzt (Balkman et
al., 2003).

Die Sensitivitat der préprandialen Serumgallensdurenkonzentration zur Diagnostik eines
PSS beziehungsweise einer PSVA liegt zwischen 92,2 und 100 % (d'Anjou et al., 2004;
Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland et al., 2010; van Straten et al., 2015). Durch die
Einbeziehung der postprandialen Serumgallensdurenkonzentration kann die Sensitivitat
weiter verbessert werden (Center et al., 1985b, 1985b; Jensen, 1991; Turgut et al., 1997;
Winkler et al., 2003). Die Spezifitdt der préprandialen Serumgallensiurenkonzentration
zur Diagnostik eines PSS beziehunsgweise einer PSVA wird mit 58 bis 67,9 %
angegeben (Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland et al., 2010; van Straten et al., 2015).
Bezieht man sich jedoch auf die Detektion einer hepatobilidren Erkrankung im
Allgemeinen, so steigt die Spezifitat auf bis zu 100 % an (Center et al., 1985a; Center et
al., 1991).

Insgesamt handelt es sich also um einen guten Screeningtest zur Abklarung
beziehungsweise zum Ausschluss eines PSS. Gerade aufgrund der Erhéhung im
Rahmen einer Cholestase besitzt er zur Diagnose eines PSS aber nur eine begrenzte
Spezifiat. Es kann vom Grad des Anstiegs kein Riickschluss auf die Atiologie oder die
Schwere der zugrundeliegenden Hepatopathie gezogen werden (Center et al., 1985a;
Jensen, 1991; Schlesinger und Rubin, 1993). Bei extrahepatischer
Gallengangsobstruktion finden sich allerdings haufig prd- und postprandiale
Serumgallens@urenkonzentrationen von Gber 200 umol/l (Referenzbereich <25 pmol/l)

(Center, 1996). Durch Einbeziehung anamnestischer, klinischer und weiterer
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labordiagnostischer Befunde (Alter, lkterus, Leberenzymaktivitdten) kann die Atiologie
naher eingegrenzt werden (Center, 1990). So wurde bei einem PSS-Screening von
Irischen Wolfshundwelpen sogar eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 100 % erzielt (Kerr
und van Doorn, 1999).

Von einer auffélligen Haufung falsch positiver Resultate wurde bei 64 % der untersuchten
Yorkshire Terrier und bis zu 79 % der Malteser berichtet (Tisdall et al., 1995; Tobias,
2003; O'Leary et al., 2014). Die Ursache ist bisher noch nicht geklart. Vermutet wurde
das Vorliegen einer zusatzlichen Substanz im Serum der Tiere, das die enzymatische

spektrophotometrische Messmethode verfélscht (Tisdall et al., 1995).

Aufgrund der einfachen Durchfuhrung, der Probenstabilitdt und des Verzichts auf die
Zuflihrung exogener Substanzen ist der GST in der veterindrmedizinischen Praxis bei
vergleichbarer Sensitivitdt gebrauchlicher als der Ammoniaktoleranztest, auf den

nachfolgend eingegangen wird (Center et al., 1985b; Paepe et al., 2007b).

4.5.2 Basaler Ammoniak und Ammoniaktoleranztest (ATT)

Wie bereits in Kapitel 3.4.2 beschrieben, erfolgt der Ammoniakabbau hauptséchlich Gber
den Harnstoffzyklus in der Leber. Eine erhéhte Blutammoniakkonzentration kann daher
als Indikator einer Leberfunktionsstdérung, insbesondere eines PSS, herangezogen
werden. Zur Verfigung steht die alleinige Messung des Basalwertes nach
zwolfstindigem Fasten oder die Kombination mit einem oralen oder rektalen
Ammoniaktoleranztest (ATT). Beim oralen ATT wird nach Bestimmung des Basalwertes
Ammoniumchlorid in einer Dosierung von 100 mg/kg bis zu einer maximalen
Gesamtdosis von 3 g als Lésung oder als Pulver in Gelatinekapseln oral oder Uiber eine
Magensonde eingegeben (Meyer et al., 1978; Center, 1996). StandardmafBig wird 30
Minuten nach Eingabe erneut die Blutammoniakkonzentration bestimmt (Meyer et al.,
1978). Bei einigen Hunden mit PSVA besteht ein weiterer Anstieg 60 Minuten nach
Eingabe (Center et al., 1985b). Da die orale Eingabe von Ammoniumchlorid ab und an
Erbrechen ausldst, kann alternativ ein rektaler ATT durchgefihrt werden (Center, 1990).
Dabei wird eine halbe Stunde zuvor mittels Einlauf das Rektum des Hundes geleert, dann
eine Ammoniumchloridlésung in der oben beschriebenen Dosierung tief rektal Gber einen
Katheter verabreicht und die Blutammoniakkonzentration 20 und 40 Minuten nach

Eingabe ermittelt (Rothuizen und van den Ingh, 1982b).

Je nach Messverfahren wird ein Referenzbereich fiir den praprandialen Basalwert von
weniger als 46 bis 59 umol/l angegeben (Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland et al.,
2010; Neumann, 2013a). Physiologischerweise ist im Rahmen des ATT maximal ein
leichtgradiger Anstieg der Blutammoniakkonzentration von weniger als 32 % nachweisbar
(Richter, 2003). Von einem positiven Test spricht man in der Regel ab einer Erh6hung auf

das Zweifache des Ausgangswertes (Center, 1996; Neumann, 2013a). Liegt der
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Basalwert bereits Gber 100 pmol/l, wird ein Toleranztest nicht mehr benétigt (Cullen et al.,
2006).

Das Probenhandling und die Durchfiihrung der Ammoniakmessung sind anspruchsvoll.
Eine sofortiges Verbringen der Blutproben auf Eis und Abzentrifugieren in gekihlter
Umgebung sowie eine Probenanalyse innerhalb von einer Stunde sind unerlasslich. Zu
kraftvolles Anstauen der Vene bei der Blutprobenentnahme, Hamolyse und Kontakt zu
Schweil3, Speichel oder Zigarettenrauch kdnnen zu einem drastischen Anstieg der
Messwerte flhren (Center, 1996; Gerritzen-Bruning et al., 2006). Mittlerweile sind auch
Point-of-Care-Analysegeréte zur erleichterten Ammoniakmessung beim Hund etabliert
(Sterczer et al., 1999; Goggs et al., 2008).

Die basale Blutammoniakkonzentration zeigt fiir den PSS beziehungsweise PSVA eine
Sensitivitdt von 81 bis 100 % (Johnson et al., 1987; Tisdall et al., 1994; Walker et al.,
2001; Winkler et al., 2003; d'Anjou et al., 2004; Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland et
al., 2010) und eine Spezifitdt von 86 bis 89 %, auch bei einer Referenzpopulation aus
leberkranken Hunden (Gerritzen-Bruning et al., 2006; Ruland et al., 2010). Im direkten
Vergleich mit der praprandialen Serumgallensdurenkonzentration schnitt die Sensitivitat
der basalen Blutammoniakkonzentration in zwei Studien besser (Ruland et al., 2010; van
Straten et al., 2015) und in einer Studie schlechter (Gerritzen-Bruning et al., 2006) ab, die
Spezifitat war jeweils besser. Sind beide Basalwerte erhdht, so liegt der positiv pradiktive
Wert fir das Vorliegen eines PSS bei 97 % (van Straten et al., 2015). Der ATT zeigt fur
den PSS eine verbesserte Sensitivitdt von 92 bis 100 % (Center et al., 1985b; Center,
1990; Tisdall et al., 1994; van Straten et al., 2015) und eine Spezifitat von 79 % (van
Straten et al., 2015). Mit einem negativ pradiktiven Wert von 100 % handelt es sich beim

ATT um einen exzellenten Test zum Ausschluss eines PSS (van Straten et al., 2015).

Neben dem ATT ist die Messung einer postprandialen Blutammoniakkonzentration
beschrieben. Vorgeschlagen wird eine Blutprobenentnahme sechs Stunden nach
Fitterung, womit die Sensitivitat zur Detektion eines PSS gegeniiber dem basalen Wert
von 81 auf 91 % gesteigert werden konnte (Walker et al., 2001). Dieser Test kommt
jedoch aufgrund des schlechteren Abschneidens im Vergleich zum ATT kaum zum

Einsatz.

Die Ammoniakbestimmung liefert insgesamt ausgezeichnete Resultate hinsichtlich
Stérungen des Pfortaderkreislaufes, ist jedoch deutlich weniger sensitiv im Hinblick auf
hepatozellulare Erkrankungen. Sie ist nicht von Cholestase beeinflusst (Gerritzen-Bruning
et al., 2006; Ruland et al., 2010). Differentialdiagnostisch kommen bei Hyperammonamie
neben einem PSS ein hochgradiger Verlust an funktionellem Leberparenchym von mehr
als 70 % oder, in seltenen Féllen, angeborene Enzymdefekte des Harnstoffzyklus oder

des Cobalaminrezeptors in Frage (Center, 1996; Gerritzen-Bruning et al., 2006). Bei
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4.6

Letzterem sind vor allem die transiente Hyperammondmie Irischer Wolfshundwelpen
(Meyer et al., 1996; Kerr und van Doorn, 1999; Zandvliet und Rothuizen, 2007) und das
Imerslund-Grasbeck-Syndrom zu nennen, das unter anderem bei Beagle und Border
Collie beschrieben ist (Owczarek-Lipska et al., 2013; Fyfe et al., 2014).

Sonstige Leberfunktionstests

Vor Etablierung des GST und des ATT kamen als dynamische Leberfunktionstests die
Sulfobromophthalein (BSP)- und die Indocyaningriin (ICG)-Elimination zum Einsatz.
Beide Verfahren beruhen auf der Injektion eines exogenen Farbstoffes, der Uber die
Leber ausgeschieden wird, gefolgt von einer seriellen Blutprobenentnahme zur
Bestimmung der Ausscheidungskinetik (Center et al., 1983; Center, 1990). BSP wurde
aufgrund anaphylaktischer Reaktionen beim Menschen vom Markt genommen und ist
nicht mehr verfigbar. Die vergleichsweise aufwandige ICG-Elimination wurde durch oben

genannte Verfahren abgeldst (Schlesinger und Rubin, 1993).

In der Diskussion beziehungsweise Evaluation sind weitere, teilweise vielversprechende
Ansétze wie die Bestimmung von Insulin-like-Growth Factor | (IGF I) (Maxwell et al.,
2000; Neumann et al., 2007), der Monoethylglycinxylidid (MEGX)-Test nach Injektion von
Lidocain (Neumann et al.,, 2011), der oraler Galaktosebelastungstest (Venema et al.,
2013), die Bestimmung der Caffeinelimination aus seriell enthommenen Blutproben
(Boothe et al., 1994; Golden et al., 1994), eine Clearance-Bestimmung anhand radioaktiv
markierter Gallensauren (Bosje et al., 2005), der 13C-Aminopyrin-BIu‘[test (Moeller et al.,
2001; Chiaramonte et al., 2003; Moeller et al., 2004) oder die transkutane Messung der
ICG-Elimination (Kapitel 5.3.3).

-30 -



Il Literaturtibersicht

5 Leberfunktionsmessung anhand der Indocyaningriinelimination

5.1 Indocyaningriin (ICG) als fluoreszierende Markersubstanz

5.1.1 Chemisch-physikalische Eigenschaften von ICG
Indocyaningrin (ICG) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der urspriinglich fir die
Nahinfrarot-Fotographie entwickelt wurde und seit 1956 vielseitig in der medizinischen
Diagnostik eingesetzt wird (Alander et al., 2012). Die Strukturformel ist in Abbildung II-1
dargestellt. Es handelt sich um ein wasserldsliches, negativ geladenes lon mit lipophilen
Anteilen und einem Molekulargewicht von 751,4 Dalton (Center et al., 1983; Desmettre et
al., 2000; Alander et al., 2012).

ICG ist in geldster Form instabil. Unter Lichteinfluss kommt es zur Zersetzung unter
Bildung von Singulett-Sauerstoff (Alander et al., 2012). Die Konzentration von in Wasser
geléstem ICG fallt bei direkter Lichteinstrahlung innerhalb von zehn Stunden um zehn
Prozent ab (Gathje et al., 1970). Die Zerfallsrate in destilliertem Wasser liegt dabei Uber
der von anderen wassrigen Losungen. Durch Dunkelheit, Kiihlung und den Zusatz von
Plasmaproteinen kann ICG stabilisiert werden (Gathje et al., 1970; Landsman et al.,
1976; Saxena et al., 2003). Ebenso ist ICG in konzentrierter Lésung, beispielsweise als
kommerziell erhaltliches Lyophilisat zur medizinischen Anwendung, nach Anmischen am

ersten Tag stabil (Landsman et al., 1976).

Sowohl Absorptions- als auch Emissionsmaximum von ICG liegen im nahinfraroten
Bereich. Das Absorptionsmaximum von |CG-Monomeren betragt ungefédhr 780 nm
Wellenlange. In wassriger Lésung neigt ICG in hohen Konzentrationen zur Aggregation
und damit zu Bildung von Polymeren, was das Absorptionsmaximum in
Wellenlangenbereiche von bis zu 690 nm verschieben kann (Desmettre et al., 2000).
Diese Verschiebung bezeichnet man als Spektralshift. Im Blut I6sen sich die Polymere
zugunsten der Bindung an Plasmaproteine auf, was ebenfalls die physikalischen
Eigenschaften beeinflusst. Nach intravendser Injektion stellt sich somit innerhalb weniger
Sekunden ein Absorptionsmaximum von ungefahr 805 nm ein (Cherrick et al., 1960;
Ketterer et al., 1960; Landsman et al., 1976; Desmettre et al., 2000; Saxena et al., 2003;
Alander et al.,, 2012). ICG zur intravendsen Injektion sollte grundsatzlich trotz des
schnelleren Abbaus in destilliertem Wasser gelést werden, da auf diese Weise eine
Verschiebung des Absorptionsmaximums vermieden werden kann (Landsman et al.,
1976).

Durch die Bestimmung der Absorption bei einer bestimmten Wellenlange mittels
Spektrophotometrie kann, unter Zuhilfenahme einer Standardkurve, auf die ICG-
Konzentration zurlickgeschlossen werden. Beachtet werden muss dabei allerdings, dass

aufgrund des Spektralshiftes das Verhaltnis zwischen ICG-Konzentration und Absorption
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in Konzentrationsbereichen von mehr als 0,015 mg/ml nicht zwingend linear ist
(Landsman et al., 1976).

Das Emissionsmaximum von ICG liegt in wassriger Losung bei einer Wellenldnge von
810 bis 820 nm. Es ist ebenfalls von Umgebungsfaktoren wie Temperatur, Lésungsmittel
oder der Konzentration abhéangig. Nach intravenéser Injektion verschiebt sich so auch die
Fluoreszenz von ICG in Wellenldngenbereiche von ungefdhr 830 nm. Ab einer ICG-
Konzentration von 0,08 mg/ml Vollblut kommt es infolge von Aggregatbildung, Streuung
und einer Reabsorption des emittierten Lichts zu einer Abnahme der Fluoreszenz trotz
steigender Konzentrationen (Benson und Kues, 1978; Desmettre et al., 2000; Saxena et
al., 2003; Alander et al., 2012). Die Fluoreszenz von ICG in Vollblut ist niedriger als in

Plasmaproben (Desmettre et al., 2000).

Abbildung II-1: Strukturformel von Indocyaningriin (ICG)

5.1.2 Medizinische Einsatzgebiete von ICG

Kommerziell ist ICG als steriles Lyophilisat zur intravenésen Injektion beim Menschen
(beispielsweise ICG-Pulsiond, Pulsion Medical Systems SE) zugelassen. Bei steigendem
Einsatz Uber die letzten Jahrzehnte gilt ICG weiterhin als sicheres Diagnostikum (Sakka
et al., 2002). Bei perivaskulérer Injektion tritt keine Gewebeirritation auf (Center et al.,
1983). Auch in hohen Dosierungen sind kaum toxische Wirkungen zu verzeichnen
(Alander et al., 2012). Es finden sich vereinzelte Fallberichte und kleinere Fallserien Gber
unerwinschte Arzneimittelwirkungen in Zusammenhang mit dem Einsatz von ICG, die
beispielsweise Urtikaria, Ubelkeit, Laryngobronchospasmen oder Hypotension, selten
auch mit Todesfolge, im Sinne einer idiosynkratischen oder pseudoallergischen Reaktion
beschreiben (Benya et al., 1989). Hinweise auf eine Progression der unerwilnschten
Arzneimittelwirkungen bei wiederholter Applikation bestehen (Benya et al., 1989). Ein

Zusammenhang mit dem geringen Natriumiodidgehalt der kommerziell erhéltlichen ICG-
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5.2

Formulierungen ist méglich, sodass bei bekannter Uberempfindlichkeit gegen lod von

einer Anwendung abgeraten wird (Sakka, 2007).

Aufgrund der insgesamt guten Vertraglichkeit hat ICG mittlerweile Einzug in viele
Teilgebiete der Humanmedizin gehalten. Basierend auf seinen pharmakokinetischen
Eigenschaften kommt ICG in der Diagnostik von Lebererkrankungen ein besonderer
Stellenwert zu. Hierauf wird in den nachfolgenden Kapiteln naher eingegangen. Neben
der Evaluation der Leberfunktion kann ICG auch zur Absch&tzung des hepatischen

Blutflusses herangezogen werden (Clements et al., 1987).

Licht im nahinfraroten Bereich kann Gewebe (ber einige Millimeter, teilweise auch Uber
weitere Entfernungen, durchdringen, was die Grundlage fir die ICG-Fluoreszenz-
Angiographie schafft (Alander et al., 2012). Hierbei werden GefaBverlaufe unter
Zuhilfenahme spezieller Lichtquellen, Filter und Kameras im Nabhinfrarotbereich nach
intravendser Injektion von ICG sichtbar gemacht. Dieses Verfahren ist bereits seit vielen
Jahren in der Ophthalmologie zur Visualisierung der retinalen und choroidalen
GefaBversorgung etabliert (Desmettre et al., 2000). Neuere Anwendung findet es aber
auch in der Chirurgie zur Darstellung der Vaskularisierung von Tumoren, Gewebeflaps
oder Abdominalorganen, =zur Metastasensuche oder in der Diagnostik und
Therapiekontrolle cerebraler Vasospasmen (Keller et al., 2001; Holm et al., 2002; Toens
et al., 2006; Ishizawa et al., 2009; Siedek et al., 2009; Alander et al., 2012).

Verfahren zur ICG-assistierten Lasertherapie zur Koagulation von GefaB3en sind in der
Entwicklung (Baumler et al., 2013). AuBerdem kdnnen mittels transkutaner Messung der
ICG-Konzentration im Blut kardiale Shuntflisse quantifiziert werden (Bergstra et al.,
2009). Eine Messung der unterschiedlichen Blutvolumina kann ebenfalls mit Hilfe von
ICG erfolgen (Bradley und Barr, 1968; Hoeft et al., 1994; Haruna et al., 1998).

Pharmakokinetik der ICG-Elimination

Nach intravenéser Injektion wird ICG innerhalb weniger Sekunden nahezu vollstandig an
Plasmaproteine gebunden, darunter vor allem Albumin und a-Lipoproteine, aber auch f3-
Lipoproteine oder Komplementfaktoren (Cherrick et al., 1960; Paumgartner et al., 1970;
Muckle, 1976; Center et al., 1983; Center, 1996; Faybik und Hetz, 2006, 2006; Alander et
al., 2012; Levesque et al., 2016). Es ist somit eng an das GeféaBkompartiment gebunden
und zeigt kaum Extravasation. Das Verteilungsvolumen entspricht weitestgehend dem
Plasmakompartiment (Wiegand et al., 1960; Center et al., 1983; Levesque et al., 2016)
Die Aufnahme von ICG in die Hepatozyten erfolgt carriervermittelt iber einen Organo-
Anionen-Transporter (OATP1B3) und den natriumabhangigen Gallensaurentransporter
(NTCP) (Graaf et al.,, 2011). ICG unterliegt keiner Metabolisierung und wird von den
Hepatozyten unter Adenosintriphosphat (ATP)-Verbrauch unverandert in die Galle

ausgeschieden. Es wird nicht Uber den Darm riickresorbiert. Somit besteht auch keine
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Interferenz mit dem enterohepatischen Kreislauf (Paumgartner et al., 1969; Shinohara et
al.,, 1996; Chijiiwa, 2002; Faybik und Hetz, 2006; Weiss et al., 2011; Levesque et al.,
2016). Beim Hund konnten 91 bis 97 % des intravends verabreichten ICG in der Galle
nachgewiesen werden (Ketterer et al., 1960; Center et al., 1983). Die extrahepatische

Clearance ist vernachlassigbar (Cherrick et al., 1960; Ketterer et al., 1960).

Die Elimination von ICG ist zusammenfassend von drei Hauptfaktoren abhangig: dem

hepatischen Blutfluss, der hepatozellularen Aufnahme und der bilidren Exkretion.

Die genauen Mechanismen der hepatozelluldren Aufnahme sind bislang nicht vollstédndig
geklart. Es existieren verschiedene Modelle, wonach sowohl ein irreversibler als auch ein
reversibler Transport Uber die Zellmembran der Hepatozyten mdglich ist (Kawasaki et al.,
1984; Ott et al., 1994; Shinohara et al., 1996; Weiss et al., 2011). Die energieabhangige
bilidre Exkretion hingegen stellt einen irreversiblen Vorgang dar (Center et al., 1983; Ott
et al.,, 1994; Weiss et al., 2011).

Hinsichtlich der Plasmaelimination von ICG werden verschiedene pharmakokinetische
Modelle beschrieben. Grundsatzlich liegt allen eine Exponentialfunktion nach folgender

Gleichung zugrunde:

C(t) =Coxe™™ mit HWZ = ln}iz) 06931

C = Konzentration

t = Zeit

C, = Anfangskonzentration

k = Eliminationskonstante, fraktionelle Extraktion
HWZ = Halbwertszeit

Die meisten Studien gehen von einer biexponentiellen Eliminationskinetik bei Hund und
Mensch aus, die sich aus zwei aufeinander folgenden exponentiellen Phasen
zusammensetzt. Die initiale schnelle Phase betragt physiologischerweise nur einige
Minuten, wahrend die spate langsame Phase bei niedrigen Plasma-ICG-Konzentrationen
Uber eine Stunde oder deutlich Ianger beschrieben wird (Leevy et al., 1963; Leevy et al.,
1967; Center et al., 1983; Kawasaki et al., 1984; Clements et al., 1987; Ott et al., 1994;
Shinohara et al., 1996; Desmettre et al., 2000; Chen et al., 2008).

Ursache ist mdglicherweise die bilidre Exkretion als geschwindigkeitslimitierender Schritt,
die nach einiger Zeit zu einer Sattigung der hepatozelluldren Speicher und somit einer
verlangsamten Elimination von ICG aus dem Plasmakompartiment fiihrt. Demnach wird

die initale schnelle Phase lberwiegend von der hepatozelluldren Aufnahmerate und der
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Leberdurchblutung bestimmt, wéhrend die spate Phase vom intrazytoplasmatischen
Transport und der bilidren Exkretion abhdngt (Leevy et al.,, 1963; Center et al., 1983;
Shinohara et al., 1996). Diskutiert wird auch, dass mit sinkender ICG-Konzentration im
GefaBkompartiment und steigender Konzentration im Leberparenchym ein Rickfluss von
ICG aus der Leber ins Blut stattfindet und die Eliminationskinetik verlangsamt (Ott et al.,
1994). Eine weitere Theorie zieht eine extrahepatische und extravaskulare Distribution in
Betracht, aus der ICG nach einiger Zeit zurlick ins Plasmakompartiment gelangt und auf
diese Weise die zweiphasige Eliminationskinetik bedingt (Ott et al., 1994; Shinohara et
al., 1996).

Eine Studie, die gesunde Menschen wund Menschen mit verschiedenen
Lebererkrankungen eingeschlossen hat, postuliert eine triexponentielle
Eliminationskinetik (Burns et al., 1991). Dies konnten andere Untersuchungen jedoch
nicht bestatigen (Kawasaki et al., 1984; Ott et al., 1994).

Viele pharmakokinetische Anséatze begniigen sich mit einem monoexponentiellen Fitting
der Plasma-ICG-Elimination. Das erscheint insbesondere dann sinnvoll, wenn nur
einzelne Zeitabschnitte ausgewertet werden, die einer einfachen Exponentialfunktion
folgen (Cherrick et al., 1960; Ketterer et al., 1960; Wiegand et al., 1960; Klaassen und
Plaa, 1969; Kimura et al., 2001; Chen et al., 2008; Lisotti et al., 2014; Levesque et al.,
2016). Diese Technik machen sich auch kommerziell erhaltliche pulsdensitometrische
Gerate (Kapitel 5.3.3) zu Nutze (Merle et al., 2009; Kland, 2011; Malbrain et al., 2012;
Levesque et al., 2016).

Bei Patienten mit Leberfunktionsstérungen scheint eher eine monoexponentielle

Elimimnationskinetik vorzuliegen (Wiegand et al., 1960; Clements et al., 1987).

Innerhalb der ersten beiden Minuten nach ICG-Injektion ist bei hochfrequenter arterieller
Blutprobenentnahme oder bei transkutaner pulsdensitometrischer Messung (pulsatile
Erfassung der arteriellen 1CG-Konzentration) zunéchst ein hoher Peak zu verzeichnen,
gefolgt von einem steilen Abfall der Kurve und einem oder mehreren kleineren Peaks
(Bradley und Barr, 1968; Ishigami et al., 1993; Haruna et al., 1998; Weiss et al., 2006;
Weiss et al., 2011; Vos et al., 2014). Dieser Kurvenverlauf ist der Mischzeit geschuldet,
die benétigt wird, um eine gleichmaBige Verteilung des Indikatorfarbstoffes in der
Zirkulation zu erreichen (Weiss, 2009). Der initiale Peak beschreibt das Anfluten
unmittelbar im Anschluss an die Injektion, der zweite Peak entsteht im Rahmen der
Rezirkulation (lshigami et al., 1993). Anhand des =zeitlichen Verlaufes lassen sich
Ruckschlisse auf die kardiale Auswurfleistung ziehen (Vos et al., 2014). Auf den
rezirkulatorischen Peak folgt schlieBlich die Phase der biexponentiellen hepatischen
Elimination (Vos et al., 2014). Ein Extrapolieren der Plasma-ICG-Konzentration zum

Injektionszeitpunkt (Kapitel 5.3) oder die Schétzung des Blutvolumens aus dem
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Kurvenverlauf ist nur bei kurzen Mischzeiten verlasslich, nicht aber bei beispielsweise
kritisch kranken Patienten mit stark verminderter Herzauswurfleistung (Weiss, 2009). Bei
vendser Blutprobenentnahme sind die initialen Schwankungen deutlich geringer und es

ist mit einer Mischzeit von unter einer Minute zu rechnen (Weiss, 2009).

Im Vergleich zu anderen Tierarten und dem Menschen weist der Hund
physiologischerweise eine langsamere ICG-Eliminationkinetik auf (Klaassen und Plaa,
1969; Center, 1996). Je nach Untersuchung kénnen die ersten 15 bis 20 Minuten
(Ketterer et al., 1960; Center et al., 1983), das Intervall zwischen zehn und 20 Minuten
(Weiss et al., 2011) oder sogar die ersten 32 Minuten nach intravendser ICG-Injektion
(Klaassen und Plaa, 1969) mithilfe einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben
werden. Die verzdgerte Eliminationskinetik des Hundes im Vergleich zum Menschen
spiegelt sich auch bei Betrachtung der Normalwerte der einzelnen Parameter wider
(Tabelle 11-2).

Eine Studie mit Hunden nach Dimethylnitrosaminintoxikation legt nahe, dass bei diesen
Hunden die Aufnahme in die Hepatozyten geschwindigkeitslimitierend und fir die
verzogerte ICG-Elimination verantwortlich ist (Kawasaki et al.,, 1984). Neuere
Untersuchungen unterstiitzen die Annahme, dass eine Beeintrachtigung der ICG-
Aufnahmekapazitdt der Hepatozyten maBgeblich an einer verminderten Plasma-ICG-
Clearance beteiligt ist (Weiss et al., 2011).

5.2.1 Kinetik in Abhédngigkeit von der ICG-Dosierung

Die Beziehung zwischen Plasma-ICG-Elimination und ICG-Dosierung unterliegt dem
Michaelis-Menten-Gesetz (Paumgartner et al., 1969; Paumgartner et al., 1970; Rakich et
al., 1987). Demnach steigt die Eliminationsgeschwindigkeit nicht linear mit der Dosis,
sondern ndhert sich asymptotisch einem Maximum an. Die Michaelis-Menten-Konstante
beschreibt dabei die Dosierung, bei der die Halfte der maximalen hepatischen
Eliminationsrate erreicht wird. Beim Hund betragt sie 1,25 mg/kg ICG (Rakich et al.,
1987). Ursache flir diesen Zusammenhang ist die carriervermittelte Aufnahme von ICG in
die Hepatozyten (Paumgartner et al., 1970). Die Pharmakokinetik von ICG und samtliche
Referenzwerte missen daher in Abh&ngigkeit von der verwendeten Dosis interpretiert

werden.

In niedrigen Dosisbereichen von 0,5 mg/kg ist die ICG-Elimination hauptsachlich vom
Leberblutfluss abhéngig. In hohen Dosisbereichen hingegen, in denen sich die
Eliminationsgeschwindigkeit dem Maximalwert ann&hert, sinkt der Einfluss der
Leberdurchblutung auf ein Minimum, wahrend der Einfluss der hepatischen
Aufnahmekapazitédt ansteigt (Paumgartner et al., 1969). Bei Hepatopathien sind hohe

Dosierungen somit prinzipiell sensitiver (Leevy et al., 1967; Center, 1996).

-36 -



Literaturtibersicht

Cherrick et al. (1960) hingegen konnten in einer vorangegangenen Studie keinen

signifikanten Einfluss der ICG-Dosierung auf die Eliminationskinetik nachweisen.

Altere Studien zur Leberfunktionsdiagnostik beim Hund arbeiteten Gberwiegend mit
Dosierungen von 1 mg/kg (Center et al., 1983). Im klinischen Einsatz beim Menschen
haben sich mittlerweile niedrige Dosierungen von 0,5 mg/kg oder 0,25 mg/kg als
ausreichend etabliert (Sakka et al., 2004; Hetz et al., 2006; de Liguori Carino et al., 2009;
Halle et al., 2014; Thomas et al., 2015). Die einzige Studie zur transkutanen
spektrophotometrischen Messung der ICG-Elimination beim Hund verwendete eine Dosis
von 0,5 mg/kg (Grobelna et al., 2016).

5.2.2 Weitere Einfliisse auf die ICG-Elimination

Eine kompetitive Hemmung der hepatozellularen ICG-Aufnahme durch Bilirubin ist
erwiesen. Daher besitzt der Test bei Serumbilirubinkonzentrationen von Uber 3 mg/dl
beziehungsweise 51 umol/l oder Ikterus eine eingeschrankte Aussagekraft (Leevy et al.,
1967; Paumgartner et al., 1970; Center et al., 1983). Durch steigende Dosierungen von
ICG kann der Effekt minimiert werden (Paumgariner et al.,, 1969). Erhohte
Serumgallensdurenkonzentrationen interferieren hingegen eher nicht mit der ICG-

Aufnahme (Paumgartner et al., 1969).

Da die biliare Exkretion von ICG ATP-abhéngig ist, steht die Eliminationskinetik von ICG
im Gegensatz zu anderen Leberfunktionstests in direktem Zusammenhang zur

Energieversorgung der Leber (Chijiiwa, 2002).

Bei plétzlichem Einbruch der ICG-Elimination innerhalb von Stunden muss vor allem eine
verminderte Blutversorgung der Leber in Betracht gezogen werden, beispielsweise durch
Verlegung der Arteria hepatica oder der Pfortader (Sakka, 2007; Thimer et al., 2007).
Nach Induktion einer schweren Blutung wurde beim Hund ein schneller Anstieg der ICG-
Halbwertszeit infolge einer verringerten arteriellen Leberperfusion nachgewiesen
(Nxumalo et al.,, 1977). Der Einfluss des hepatischen Blutflusses wird kontrovers
diskutiert. Einige sprechen ihm einen groBen Einfluss zu (Nxumalo et al., 1977; Sakka
und van Hout, 2006; Malbrain et al., 2012), wahrend andere ihn eher als
vernachléssigbar ansehen (Weiss et al.,, 2011). Zur besseren Vergleichbarkeit sollte
grundséatzlich auf einen euvoldmischen Status des zu untersuchenden Patienten geachtet
werden (Center, 1996).

Kérperliche Anstrengung oder Medikamente, die auf das kardiovaskulare System wirken,
nehmen ebenfalls Einfluss auf die ICG-Elimination. So verursacht bereits
finfzehnminltiges Stehen im Vergleich zu liegenden Probanden eine signifikant langere
Halbwertszeit beim Menschen (Daneshmend et al., 1981). Desweiteren nimmt die

Geschwindigkeit der ICG-Elimination beim Mensch mit steigendem Alter langsam ab
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(Huber et al., 2013). Unter denselben Bedingungen und bei derselben Person hingegen

weist die ICG-Elimination eine gute Reproduzierbarkeit auf (Daneshmend et al., 1981).
5.3 Messverfahren der ICG-Elimination

5.3.1 Invasive Messung mittels seriell entnommener Blutproben
Hierbei handelt es sich um das traditionelle Verfahren zur Evaluation der Plasma-ICG-
Elimination, das nach wie vor als Goldstandard gilt (Faybik et al., 2004; Faybik und Hetz,
2006; Levesque et al., 2016). Grundsatzlich sollte der Patient zum Zeitpunkt der
Testdurchfiihrung nlchtern sein, um eine Beeintrachtigung durch Durchblutungs-
schwankungen im Gastrointestinaltrakt und Hepatosplanchnikusgebiet im Rahmen der

Verdauung auszuschlieBen (Center et al., 1983).

Sowohl vor intravendser Injektion als auch danach werden in engmaschigem Abstand zu
definierten Zeitpunkten Blutproben entnommen. Wichtig ist, dass ICG-Injektion und
Blutprobenentnahme Uber unterschiedliche GefaBzugange erfolgen. Die Injektion von
ICG sollte zligig erfolgen. Nach Zentrifugation wird die Plasma-ICG-Konzentration
traditionell durch Messung der Absorption in einem Spektrophotometer bei einer
definierten Wellenlange, meist 805 nm, bestimmt. Bei dieser Wellenlange besteht keine
Interferenz beispielswesie mit Bilirubin oder Hamoglobin. Als Vergleich dient eine
Standardkurve, die anhand einer Verdinnungsreihe der verwendeten ICG-Lésung und
der Plasmaprobe vor ICG-Injektion erstellt wird. Die Plasma-ICG-Eliminationskurve erhélt
man durch Auftragen der jeweiligen ICG-Konzentration gegen die Zeit (Center et al.,
1983). Neben der klassischen spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung sind
eine spezifische Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit einer Tandem-
Massenspektrometrie (LC/MS/MS) (Chen et al., 2008), eine
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) (Purcell et al., 2006) sowie

fluoreszenzbasierte Methoden (Dorr und Pollack, 1989) etabliert.

In der Regel wird heparinisiertes Plasma als Probenmaterial verwendet (Ketterer et al.,
1960; Wiegand et al., 1960; Center et al., 1983; Kawasaki et al., 1984; Grobelna et al.,
2016). Einzelne Arbeitsgruppen arbeiten mit EDTA-Plasma (Hsieh et al., 2004; Chen et
al., 2008) oder Oxalat-Plasma (Klaassen und Plaa, 1969). Ebenso kann die Serum-ICG-
Elimination bestimmt werden (Cooke et al., 1963; Hashimoto und Watanabe, 2000;
Béaumler et al., 2013; Lisotti et al., 2014). Letzteres kann die Hintergrundtribung, die bei
Plasma haufig auftritt, minimieren (Chen et al., 2008; Lisotti et al., 2014). Der in der
Literatur gebrauchlichere Terminus der Plasma-ICG-Elimination kann somit
weitestgehend deckungsgleich mit der in der vorliegenden Studie bestimmten Serum-

ICG-Elimination verwendet werden.
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Die Frequenz der Blutprobenentnahmen variiert stark. Center et al. schlagen fir den
Hund folgende Zeitpunkte vor: Basalwert vor ICG-Injektion sowie 3, 6, 9, 12, 15, 30 und
45 Minuten nach Injektion (Center et al., 1983). Aufgrund der Instabilitat von ICG sollten
die Proben nach Zentrifugation bis zur Analyse eingefroren werden (Center et al., 1983).

5.3.2 Invasive Messung mittels fiberoptischen Katheters
Durch Einlegen eines fiberoptischen Katheters Uber die Arteria femoralis in die Aorta
kann die Blut-ICG-Konzentration spektrometrisch zuverlassig bestimmt werden (Faybik et
al., 2004; Sakka und van Hout, 2006). Aufgrund der Invasivitat dieses Verfahrens wurde
es jedoch nur begrenzt eingesetzt und gilt mittlerweile als tberholt (Levesque et al.,
2016).

5.3.3 Transkutane pulsdensitometrische Messung
Bereits 1967 wurde die Plasma-ICG-Elimination transkutan mittels Ohrdensitometer
erfolgreich bestimmt (Leevy et al, 1967). Diese Technik wurde mittlerweile
weiterentwickelt, sodass in der Humanmedizin die transkutane Messung der ICG-
Elimination zum intensivmedizinischen Standard zahlt. Verschiedene kommerzielle
Systeme mit computergestiitzter Auswertung sind erhaltlich (z. B. LIMON?; DDG-3300K").
Das Verfahren ist vergleichbar mit der Pulsoxymetrie und misst die Absorption von
nahinfrarotem Licht durch das im Blut vorhandene ICG spektrophotometrisch (ber einen
Fingersensor (Kland, 2011; Halle et al., 2014). Auf diese Weise wird pulsatil die arterielle
ICG-Konzentration in Relation zur Hamoglobinkonzentration bestimmt (Haruna et al.,
1998; Hori et al, 2006). Die Pulsdensitometrie stellt ein Teilgebiet der

Spektrophotometrie dar.

In mehreren humanmedizinischen Studien wurde eine enge Korrelation der transkutanen
pulsdensitometrischen Messung mit der seriellen Blutprobenentnahme oder der
fiberoptischen Messung nachgewiesen (Sakka et al., 2000; Faybik et al., 2004; Purcell et
al., 2006).

Mit der Etablierung der transkutanen Pulsspektrophotometrie erschlo3 sich angesichts
der vielen Vorteile ein weites Einsatzgebiet. Die Messung ist nicht invasiv, einfach
durchfihrbar und erfordert keine wiederholten Blutprobenentnahmen. Eine bettseitige
Anwendung im Rahmen einer intensivmedizinischen Uberwachung oder wahrend
Anésthesien ist komplikationslos méglich. Zudem liegen die Ergebnisse unmittelbar vor,
sodass auch engmaschige Kontrollmessungen bei Patienten im Leberversagen oder

nach Lebertransplantation ermdéglicht werden (Sakka, 2007; Levesque et al., 2016).

4 Pulsion Medical Systems SE, Miinchen, Deutschland
® Nihon Kohden Corporation, Tokyo, Japan
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5.3.4 Transkutane fluorometrische Messung

5.4

Basierend auf der fluoreszierenden Eigenschaft von ICG kann die Plasmakonzentration
nicht nur anhand der Absorption von nahinfrarotem Licht (Kapitel 5.3.3), sondern auch
anhand der Lichtemission gemessen werden. Im Rattenmodell wurde die Fluoreszenz
von ICG erstmalig erfolgreich transkutan detektiert (Dorshow et al., 1998). Es existieren
auf dieser Grundlage allerdings bislang keine kommerziell erhéltlichen Systeme zur

Leberfunktionsdiagnostik.

Einige experimentelle Studien machen sich fluoreszierende Markersubstanzen zur
Messung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) der Niere zunutze (Schock-Kusch et al.,
2011; Schreiber et al., 2012; Steinbach et al., 2014; Ellery et al., 2015). Das hier
verwendete NIC-Device® sendet Licht einer definierten Wellenlange iber Leuchtdioden

aus und registriert das von der Markersubstanz emittierte Licht mittels Photodiode.

In Kooperation mit der Mannheim Pharma und Diagnostics GmbH und dem Zentrum fir
Medizinische Forschung der medizinischen Fakultdt Mannheim wurde in der Klinik fir
Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitat GieBen eine Pilotstudie zur
transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination bei Hunden und Katzen
mithilfe eines abgewandelten NIC-Device durchgefiihrt (Strommer et al.,, 2015).
Verwendet wurde exzitatorisches Licht der Wellenlange 760 nm, mittels Photodiode
wurde emittiertes Licht der Wellenldnge 820 nm registriert. An der Studie nahmen jeweils
drei gesunde Hunde und Katzen teil. Die Ergebnisse hinsichtlich Durchfihrbarkeit und
Akzeptanz waren vielversprechend. Als ideal ergab sich eine |ICG-Dosierung von
0,2 mg/kg und ein Anbringen des Devices an der Brust- oder Bauchwand. Bislang ist die

Studie lediglich in Form eines Abstracts publiziert.

Die Evaluation der transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination bei
Hunden mit ePSS, aufbauend auf den Resultaten von Strommer et al. (2015), ist Thema

der vorliegenden Studie.

MessgroBen der ICG-Elimination

Zu den klassischen Parametern der Plasma-ICG-Elimination gehdren die Halbwertszeit
(HWZ), die fraktionelle Extraktion (k) und die Plasmaverschwinderate (PDR, plasma
disappearance rate). Sie ergeben sich direkt aus der zugrundeliegenden

Exponentialfunktion

C(t)=Cyxe ™ (Kapitel 5.2)
wobei gilt: HWZ(Min) = 22 » 224
und: PDR(%/Min) = k x 100

% Mannheim Pharma und Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
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(Center et al., 1983).

Durch Logarithmieren ergibt sich eine Gerade, deren Steigung der fraktionellen Extraktion
k entspricht. Durch Extrapolation erhalt man die theoretische Anfangskonzentration Cq
zum Zeitpunkt der ICG-Injektion (Leevy et al., 1967).

Bei der transkutanen und der fiberoptischen Messmethode wird im Gegensatz zur
invasiven Messung mittels serieller Blutprobenentnahme mit prozentualen Angaben
gearbeitet. Hierzu wird die Anfangskonzentration C, durch 100 % ersetzt und der

anschlieBende Abfall in Relation dazu angegeben (Sakka und van Hout, 2006).

Ublich ist auch die Angabe prozentualer Retentionsraten, beispielsweise der 15-Minuten-
Retentionsrate (R15). Sie beschreibt das Verhéltnis aus Anfangskonzentration C, und der
Plasma-ICG-Konzentration 15 Minuten nach Injektion und berechnet sich, wie folgt (Halle
et al., 2014):

ClS Min

R15(%) = x 100

0

Die Plasmaclearance von ICG ergibt sich folgendermaBen (Center et al., 1983):

Clearance;c;(ml/Min/kg) = k X Verteilungsvolumen

Gesamtdosis ICG

wobei gilt: Verteilungsvolumen = -
0

Alternativ Iasst sich die Plasmaclearance auch aus der Area under the Curve (AUC)
ableiten (Grobelna et al., 2016):

Gesamtdosis ICG
AUC

Clearance;c.c(ml/Min/kg) =

Die Plasmaclearance lasst sich nur mit Kenntnis der absoluten Plasma-ICG-
Konzentration (oder aber des Verteilungsvolumens) bestimmen. Sie ist daher der
invasiven Messung durch serielle Blutprobenentnahme vorbehalten. Die transkutane
Messmethode verwendet hingegen prozentuale Werte, weshalb auf die PDR
zuriickgegriffen werden muss. Die ICG-PDR wird der ICG-Clearance als weitestgehend

ebenblrtig angesehen (Sakka und van Hout, 2006; Halle et al., 2014).

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung der transkutanen Messmethode stellen die ICG-
PDR und die R15 mittlerweile die Parameter mit der weitesten Verbreitung dar (Halle et
al., 2014).

In Tabelle II-2 sind die Normalwerte einiger Parameter der Plasma-ICG-Elimination fir

Mensch und Hund zusammengefasst.
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Tabelle II-2: Normalwerte der Plasma-ICG-Elimination fiir Mensch und Hund
teilweise mit Angabe der Standardabweichung, der verwendeten ICG-Dosierung und des

Messverfahrens

Parameter Mensch

Hund

8,9 (0,5 mg/kg ICG)?
6-12°

7,5 +2 (0,5 mg/kg ICG)°
>700 ml/Min/m?¢
>500-750 ml/Min/m? ®

Clearance (ml/Min/kg)

3,7+ 0,7 (1 mg/kg ICG)'
3,9 £0,7 (1,5 mg/kg ICG)'
3,2+ 1,0 (0,4-0,6 mg/kg
ICG)?

3,8 +0,6 (0,5 mg/kg ICG)?

3,8 + 0,65 (0,5 mg/kg ICG)°

PDR (%/Min) >18" 6,9 (0,4-0,6 mg/kg ICG)°
18,6 +2,8 (0,5 mg/kg ICG)® | 8,1 £1,7 (1 mg/kg ICG|)f
18-25" 8,7 £2,2 (1,5 mg/kg ICG)'
8,6 + 1,8 (0,5 mg/kg ICG,
invasiv)?
7,8 £2 (0,5 mg/kg ICG,
pulsdensitometrisch)®
R15 (%) <10° 28,1 + 7,3 (0,5 mg/kg ICG,
8 +4,7 (0,5 mg/kg ICG)’ invasiv)?
8 (0,5 mg/kg ICGY 32,3 +9,2 (0,5 mg/kg ICG,
pulsdensitometrisch)?
R30 (%) <14,7 + 5 (1 mg/kg ICG)'
<11,4 + 3 (1,5 mg/kg ICG)'
HWZ (Min) 3-5° 9+ 2 (1 mg/kg ICG)'

8,4 £1,9 (1,5 mg/kg ICG)'
10,8 + 1,0 (0,4-0,6 mg/kg
ICG)®

8,4 +1,8 (0,5 mg/kg ICG)?

- - T ™" 0o a O T o

Grobelna et al. (2016)

Vos et al. (2014)

Wiegand et al. (1960)
Sakka (2007)

Sakka und van Hout (2006)
Center et al. (1983)
Ketterer et al. (1960)
Huber et al. (2013)
Ishigami et al. (1993)

Lau et al. (1997)
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5.5 Bedeutung der ICG-Elimination in der Leberfunktionsdiagnostik

5.5.1 Humanmedizin
Seit der Entwicklung der transkutanen pulsdensitometrischen Messung stellt die ICG-
Elimination einen essentiellen dynamischen Leberfunktionstest von hohem
prognostischem Wert dar. Aus der Hepatologie, der Transplantationsmedizin und der

Intensivmedizin sind ICG-PDR und -R15 nicht mehr wegzudenken.

Bei Patienten mit Leberzirrhose erwiesen sich ICG-PDR und -R15 als verléassliche
Leberfunktionparameter mit signifikanter Korrelation zu komplexen Scoring-Systemen wie
MELD (model for end-stage liver disease), MELD-Na (MELD kombiniert mit
Serumnatriumkonzentration) und CTP (Child-Turcotte-Pugh Score) (Sheng et al., 2009;
Cheng et al.,, 2016). Die R15 wurde als bester diagnostischer Marker einer klinisch
relevanten portalen Hypertension und dadurch bedingter Osophagusvarizen identifiziert
(Lisotti et al., 2014).

Bei akutem Leberversagen bleibt bei einer ICG-PDR von <6,3 %/Min eine spontane
Erholung mit einer Sensitivitat von 85,7 % und einer Spezifitat von 88,9 % aus (Merle et
al., 2009). Desweiteren ist eine ICG-PDR <10 %/Min innerhalb von 72 Stunden nach
Lebertransplantation das haufigste Anzeichen einer friihen Transplantatdysfunktion. Sie
ist diesbezliglich der Serumbilirubinkonzentration und anderen konventionellen

Parametern Gberlegen (Hetz et al., 2006; Hori et al., 2006).

Bei Teilhepatektomie aufgrund von Neoplasien der Leber dienen ICG-PDR und -R15 pra-
und intraoperativ der Vorhersage der verbleibenden Leberfunktion nach Resektion (Lau
et al., 1997; Thomas et al., 2015).

Weite Verbreitung findet die Messung der ICG-Elimination auch im Rahmen der
intensivmedizinischen Uberwachung von nicht primér leberkranken Patienten. Bei kritisch
kranken Patienten besteht mit einer medianen ICG-PDR von 16,5 %/Min
beziehungsweise 6,4 %/Min ein signifikanter Unterschied zwischen Uberlebenden und
Nichtiberlebenden (Sakka et al., 2002). Eingeschlossen in diese Studie wurden
Patienten mit ARDS (acute respiratory distress syndrome), Sepsis, schwerem
Kopftrauma, intrakranieller Blutung oder hdmorrhagischem Schock. Bei Patienten auf der
Intensivstation mit einer ICG-PDR <8 %/Min liegt die Mortalitat bei ungefahr 80 % (Sakka
et al., 2002; Halle et al., 2014). Sensitivitdt und Spezifitit der ICG-PDR sind vergleichbar
mit der komplexer Scoring-Systeme wie APACHE (acute physiology and chronic health
evaluation) Il und SAPS (simplified acute physiology score) Il (Sakka et al., 2002) und
sind konventionellen Leberfunktionsparametern Gberlegen (Malbrain et al., 2012; Halle et
al.,, 2014). Bei septischen Patienten stellt die ICG-PDR einen verlasslichen und friihen

Indikator einer reversiblen Leberschadigung dar (Kimura et al., 2001).
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5.5.2 \Veterindrmedizin
In der Veterindrmedizin war die Messung der Plasma-ICG-Elimination mittels serieller
Blutprobenentnahmen als  Diagnostikum  von  Leberfunktionsstérungen  friher
regelméaBiger im Einsatz (Center et al., 1983; Prasse KW et al., 1983; Rakich et al,,
1987). Aufgrund der aufwendigen Durchfiihrung wurde sie jedoch von den einfacheren
dynamischen Tests GST und ATT verdrangt (Center, 1996).

Dariiber hinaus diente der Hund neben anderen Tierarten in verschiedenen
pharmakokinetischen Studien zur ICG-Elimination als Modell fir den Menschen
(Klaassen und Plaa, 1969; Weiss et al., 2011).

Angesichts des Erfolges, mit dem die transkutane pulsdensitometrische Messmethode
Einzug in die Humanmedizin gehalten hat, gibt es mittlerweile Bestrebungen, dieses
Verfahren in der Veterindrmedizin zu etablieren. Bislang hat eine Studie den Einsatz des
humanmedizinischen pulsdensitometrischen Systems LIMON? bei acht gesunden Beagle
in Anasthesie und unmittelbar nach dem Aufwachen aus Narkose Uberprift (Grobelna et
al.,, 2016). Verwendet wurde ICG in einer Dosierung von 0,5 mg/kg als intravendse
Injektion. Die spektrophotometrische Messung von PDR und R15 erfolgte Uber einen
Fingersensor, der nach Freischeren an der Rute befestigt wurde. Zeitgleich wurden
Plasma-ICG-Clearance und R15 mittels serieller Blutprobenentnahme bestimmt. Eine
gute Korrelation ergab sich lediglich fir Plasma-ICG-Clearance und ICG-PDR direkt im

Anschluss an die Anasthesie.

Wie in Kapitel 5.3.4 beschrieben, wurde auBerdem in der Klinik fir Kleintiere, Innere
Medizin, der Justus-Liebig-Universitdt GieBen eine Pilotstudie zum Einsatz der
transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination bei Hunden und Katzen
durchgefihrt (Strommer et al., 2015). Studien zum Einsatz transkutaner Messverfahren
bei Hunden mit Leberdysfunktion fehlen bislang. Die vorliegende Arbeit ist eine
Folgestudie von Strommer et al. (2015) unter Verwendung derselben abgewandelten
NIC-Devices. Sie Uberprift die Anwendbarkeit der transkutanen fluorometrischen
Messung der ICG-Elimination bei Hunden mit Leberfunktionsstérung. Als
Modellerkrankung dient der kongenitale ePSS vor und nach chirurgischem Verschluss

des Shuntgefalies.

% Pulsion Medical Systems SE, Miinchen, Deutschland

-44 -



Material und Methoden

Il Material und Methoden

1

Fir die Durchfihrung der Studie lag eine Genehmigung des Regierungsprasidiums GieBen
nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes vor (V 54 — 19¢c2015h01 Gl 18/17 r. 24/2013).

Patientenauswahl

In die prospektive Studie wurden zehn Hunde eingeschlossen, bei denen ein singulédrer ePSS
diagnostiziert worden war und die zum chirurgischen Verschluss des ShuntgefédBes in der
Klinik fiir Kleintiere der Justus-Liebig-Universitat GieBen vorgestellt wurden. Die Besitzer der
Hunde wurden im Vorfeld Gber den Ablauf der Studie informiert. Einschlusskriterium war die
Unterzeichnung einer Einverstandiserklarung (IX Anhang, Abbildung IX-1). Es wurden nur
Hunde in die Studie eingeschlossen, deren Besitzer sich bereit erklarten, die Hunde zu einer
Kontrolluntersuchung ungefahr drei Monate nach chirurgischem Verschluss des Shuntgefa3es

(Dreimonatskontrolle) erneut vorzustellen.

Alle Hunde waren Gber mindestens vier Wochen vorbehandelt mit Laktulose (variable Dosis)
und einem Protonenpumpeninhibitor (Omeprazol oder Lansoprazol, 1 mg/kg/d oral) sowie auf

eine leberschonende Diat® eingestellt worden.

Es wurden nur Hunde in die Studie eingeschlossen, bei denen keine Beeintrachtigung durch
die Menge der geplanten Blutprobenentnahmen zu erwarten war. Die Entscheidung wurde
individuell anhand des aktuellen Hamatokritwertes, des Korpergewichtes sowie des
Allgemeinbefindens getroffen. Hunde mit einem Kérpergewicht von weniger als 3 kg wurden

von der Studie ausgeschlossen.

Als weitere Ausschlusskriterien wurden eine schwere kardiale Erkrankung, bei der eine
Minderperfusion von Haut oder Abdominalorganen aufgrund einer verringerten
Herzauswurfleistung nicht auszuschlieBen war, andere konkurrierende Erkrankungen, die
nicht mit dem PSS in Zusammenhang stehen, die Verabreichung von Medikamenten mit
Wirkung auf das kardiovaskuldre System und ein lkterus oder eine Hyperbilirubindmie von
mehr als 51 pmol/l (entspricht 3 mg/dl) festgelegt.

& Hill's™ Prescription Diet™ Canine I/d™, Hill's Pet Nutrition GmbH, Hamburg, Deutschland;
Hepatic Canine, ROYAL CANIN Tiernahrung GmbH, KdIn, Deutschland; zuséatzlich
gegebenenfalls MilcheiweiBprodukte (Quark, Huttenkase), Kohlenhydrate (Reis, Nudeln)
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2 Voruntersuchungen

Samtliche Befunde, die im Rahmen der Voruntersuchungen des chirurgischen Verschlusses
des PSS und der Splenoportographie erhobenen wurden, wurden in der
Praxisverwaltungssoftware # der Klinik fiir Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-

Universitat GieBen dokumentiert.

Die Voruntersuchungen fanden vor dem chirurgischen Verschluss des ShuntgefaBes (Eingriff)
und im Rahmen der Kontrolluntersuchung ungefahr drei Monate nach Eingriff

(Dreimonatskontrolle) in gleicher Weise statt.

Zum Zeitpunkt der Voruntersuchungen waren die Hunde seit mindestens zwdlf Stunden

nlchtern.

2.1 Anamnese und allgemeine Untersuchung
Es wurde vorgangig eine ausfiihrliche Anamnese zur Evaluation der Symptomatik und
zur Erkennung mdglicher konkurrierender Erkrankungen durchgefuhrt. Das aktuelle
Kérpergewicht wurde ermittelt und protokolliert. Alle Hunde wurden vor Durchfiihrung der
Studie grindlich allgemein untersucht. Hierzu zahlten Bestimmung von Atem-, Herz- und
Pulsfrequenz, Messung der rektalen Koérperinnentemperatur, Abdomenpalpation,
Palpation der peripheren Lymphknoten sowie Auskultation von Herz und Lunge. Zur
Evaluierung des Hydratations- und Volumenstatus wurden zusatzlich Hautturgor und

Schleimh&ute inklusive Bestimmung der kapillaren Ruckfillzeit kontrolliert.

2.2 Laboruntersuchungen
Die hamatologische Untersuchung wurde an einem Hé‘lmatologiesystemb aus mit EDTA
antikoaguliertem Vollblut durchgefihrt. Die Messung umfasste: Hamatokrit (Hkt),
Erythrozytenzahl (RBC), mittleres Erythrozytenvolumen (MCV) und Hamoglobingehalt der
Retikulozyten (CHr).

Folgende blutchemische Parameter wurden aus Plasma, das nach Zentrifugation aus mit
Heparin antikoaguliertem Vollblut gewonnen worden war, bestimmt®: Bilirubin (Bili),
Albumin (Alb), Harnstoff (Urea), Cholesterin (Chol) und Glukose (Glu).

Als etablierte dynamische Leberfunktionstest wurden ein GST und ein oraler ATT
angeschlossen. Die Serumgallensiurenkonzentration® wurde aus periphervends
entnommenen Blutproben praprandial (GS-0) sowie zwei Stunden nach Fitterung von
zwei Essloffeln einer leberschonenden Diat® (GS-2) bestimmt (Center, 1996). Falls

bereits ein aktueller GST im Rahmen der Erstvorstellung zur Diagnose des PSS in der

EasyVET, IFS Informationssysteme GmbH,. Hannover, Deutschland

ADVIA 2120, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland

ABX Pentra 400, Horiba ABX SAS, Montpellier, Frankreich

Hill's™ Prescription Diet™ Canine I/d™, Hill's Pet Nutrition GmbH, Hamburg, Deutschland;
Hepatic Canine, ROYAL CANIN Tiernahrung GmbH, KéIn, Deutschland

o o T o
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2.3

Klinik fiir Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitat GieBen durchgefihrt
worden war, wurden dessen Resultate Ubernommen. Der GST wurde als positiv
bewertet, wenn GS-0 oder GS-2 oder beide Werte oberhalb des Referenzbereiches

lagen.

Die Messung der Blutammoniakkonzentration erfolgte mit einem etablierten Point-of-care
Analysegerat® aus nichtkoaguliertem, frisch periphervenés gewonnenem Vollblut (Goggs
et al., 2008). Der Basalwert (NH3-0) wurde zeitgleich mit GS-0 bestimmt. Fir den oralen
ATT wurde der leberschonenden Diat Ammoniumchlorididsung ° beigemischt. Im
Anschluss wurde die Ammoniakkonzentration im Blut nach 30 (NH3-30) und 45 Minuten
(NH3-45) bestimmt. Lag NHs5-0 oberhalb von 100 pmol/l, wurde auf einen ATT verzichtet.
Als Referenzbereich fir die Blutammoniakkonzentration wurde eine obere Grenze von
60 umol/l festgelegt (Goggs et al., 2008). Der ATT wurde als positiv bewertet, wenn
mindestens einer der drei Werte oberhalb des Referenzbereiches lag. Der Messbereich
des verwendeten Analysegerétes betragt 6-286 umol/l. Blutammoniakkonzentrationen,
die unter- oder oberhalb dieses Bereiches lagen, wurden mit ,low* beziehungsweise
,high“ gekennzeichnet und fir die nachfolgende Analysen mit 6 umol/l beziehungsweise

286 umol/l gleichgesetzt.

Abgesehen von der Bestimmung der Blutammoniakkonzentration, die unmittelbar mit
Point-of-care Analysegerat erfolgte, wurden samtiliche Laboruntersuchungen im
Zentrallabor der Klinik fir Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
durch ausgebildetete medizinisch-technische Laboranten durchgefiihrt. Die jeweiligen

Referenzbereiche sind angegeben.

Sonographie

Bei allen Hunden wurden die abdominalen GefaBe und die Leber dopplersonographisch®
untersucht, der PSS dargestellt und hinsichtlich der Shuntlokalisation klassifiziert. Die
Sonographie wurde bei allen Hunden von einem Diplomate des European College of
Veterinary Internal Medicine, Companian Animal, Kardiologie (Dipl. ECVIM-CA
(Cardiology)) durchgefihrt.

Zum Ausschluss einer schweren kardialen Grunderkrankung wurde vor dem Eingriff
durch denselben Untersucher eine Echokardiographie (Langsachse, Vierkammerblick, in

rechtsparasternaler Anschallung)® durchgefihrt.

4 PocketChem BA PA-4130, Arkray, Inc., Kyoto, Japan

® 100 mg/kg Ammoniumchlorid oral, ,maximal 3 g, in Form einer 10%igen
Ammoniumchloridlésung (Herstellung durch Apotheke)

¢ CX50, Philips GmbH, Hamburg, Deutschland
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3 Messung der ICG-Elimination

Die Messung der ICG-Elimination erfolgte bei jedem Hund am Tag der Voruntersuchungen vor

dem Eingriff sowie im Rahmen der Dreimonatskontrolle.

Die ICG-Elimination wurde simultan auf zwei Arten bestimmt: nichtinvasiv mittels transkutaner

fluorometrischer Messung (im Folgenden auch: transkutane Messmethode) und invasiv aus

seriell enthommenen Blutproben (im Folgenden auch: invasive Messmethode).

Der Studienablauf wurde genau protokolliert (IX Anhang, Abbildung IX-2).

3.1

3.2

Vorbereitung des Hundes

Dem Hund wurden zwei Venenverweilkatheter (20 oder 22 Gauge) in die rechte oder
linke Vena saphena lateralis oder Vena cephalica antebrachii eingelegt. Ein
Venenverweilkatheter wurde als Injektionsvenenkatheter (Injektion von ICG) und einer als

Messvenenkatheter (serielle Blutprobenentnahme) definiert.

Es wurde beidseits an der ventralen seitlichen Thoraxwand jeweils eine Flache von

ungeféhr 8 cm x 6 cm zum Aufbringen der Messeinheit (Device) freigeschoren.

Aufbau der Devices
Zur transkutanen fluorometrischen Messung der Blut-ICG-Elimination wurde ein
abgewandeltes NIC-Device® (Schock-Kusch et al., 2011), wie es bereits von Strommer et

al. (2015) eingesetzt worden waren, verwendet.

Das Device besitzt an der Unterseite zwei Leuchtdioden mit einem Emissionsmaximum
bei einer Wellenlange von 760 nm. Dazwischen befindet sich eine Photodiode, die Licht
einer Wellenange von 820 nm detektiert. Hierzu sind verschiedene Lichtfilter Gber der
Photodiode aufgebracht. Die Energieversorgung wird tber eine kleine, wiederaufladbare
Batterie sichergestellt, die an dem Device befestigt wird. Die registrierten Lichtsignale
werden intern auf dem Device gespeichert. AnschlieBend kénnen die Daten
computergestitzt Gber einen Mini-USB-Anschluss in ein Tabellenkalkulationsprogramm®

ausgelesen werden.

Die MaBe des Devices betragen 19 x 11 x 5 mm (Héhe x Breite x Tiefe) und die Mal3e
der Batterie 20 x 9 x 4 mm. Der Aufbau des Devices ist in Abbildung IlI-1 bis Abbildung
[lI-4 dargestellt.

4 Mannheim Pharma und Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
® Microsoft Excel 2010, Microsoft Corporation, Redmond, USA
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Abbildung IlI-1: Device zur Messung der Abbildung IlI-2: Device konnektiert mit
transkutanen fluorometrischen ICG- zugehoriger Batterie
Elimination in der Aufsicht

Abbildung IlI-3: Unterseite des Devices mit Abbildung llI-4: Device konnektiert tiber

Blick auf die beiden Leuchtdioden (auBen, Mini-USB-Anschluss zur computergestiitzten
rot blinkend) und die Photodiode (mittig, Auslesung der Messdaten
schwarz)

3.3 Transkutane fluorometrische Messung der Blut-ICG-Elimination

Fir jeden Messvorgang wurden zwei Devices eingesetzt. Sie wurden zunachst mit der
Unterseite so auf spezielle, beidseits klebende Pflaster ® aufgebracht, dass beide
Leuchtdioden und die Photodiode in einem freiliegenden Fenster platziert waren. Danach
wurden die zugehérigen Batterien mit den Devices konnektiert und mit Klebeband® fixiert.
Je ein Device wurde auf jeder Thoraxseite auf die zuvor freigeschorene Haut aufgebracht
und dort mit Klebevlies fixiert®. Eine schwarze lichtundurchlassige Folie und eine Lage
handelsUblicher Aluminiumfolie wurden als Lichtschutz (ber die Devices gelegt und mit
einem Schulterverband aus selbstklebender elastischer Binde® befestigt. Bei Hund 1 und
Hund 2 vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle von Hund 1 wurde auf die
Aluminiumfolie verzichtet. Der schrittweise Ablauf kann Abbildung I11-5 und Abbildung 11I-6

entnommen werden.

Es wurde eine Backgroundmessung von funf Minuten durchgefihrt. In dieser Zeit wurden

keine Manipulationen am Hund vorgenommen.

Q O T o

Sonderanfertigung, Lohmann GmbH & Co. KG, Neuwied, Deutschland

3M Durapore, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland

Rudavlies, NOBA Verbandmittel Danz GmbH u. Co KG, Wetter, Deutschland

Eickwrap elastischer Verband, Eickemeyer Medizintechnik fir Tierarzte KG, Tuttlingen,
Deutschland
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Die ICG-Injektion erfolgte zligig in einer Dosierung von 0,2 mg/kg Koérpergewicht
(Strommer et al., 2015) Uber den Injektionsvenenkatheter. Verwendet wurde ein fir die
intravendse Injektion beim Menschen zugelassenes Lyophilisat®, das unmittelbar vor
Verwendung mit Wasser fiir Injektionszwecke® gemaB Herstellerangaben zu einer 0,5%-
igen Lésung rekonstituiert wurde. Danach wurde der Venenverweilkatheter mit 5 ml einer

isotonen Natriumchlorididsung® gespiilt.

Im Anschluss an die letzte Blutprobenentnahme 64 Minuten nach ICG-Injektion (Kapitel
3.4) wurden Verband und Devices abgenommen. Die Auslesung der Daten erfolgte

computerbasiert wie vorgangig beschrieben.

Abbildung llI-5, A-E: schrittweise Vorbereitung des Devices zum Aufbringen auf den
Patienten

E: Unterseite des vorbereiteten Devices, Leuchtdioden und Photodiode liegen frei zum direktem
Kontakt mit der Haut

A B
C D
E

a

ICG-Pulsion 25 mg, 5 mg/ml, Pulsion Medical Systems SE, Miinchen, Deutschland

® Ampuwa, Plastikampullen mit 10 ml Inhalt, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

c

Homburg, Deutschland
isotone Kochsalzlésung 0,9% B. Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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Abbildung llI-6, A-E: Aufbringen und Befestigung der Devices auf dem Patienten

A B
C D
E

3.4 Serum-ICG-Elimination aus seriell enthommenen Blutproben

Samtliche Blutprobenentnahmen erfolgten Uber den Messvenenkatheter in
unbeschichtete Blutentnahmerdhrchen. Zu folgenden Zeitpunkten wurden jeweils 0,5 ml
Blut entnommen und unverzlglich lichtgeschiitzt asserviert: vor ICG-Injektion (Ty) und je
1 Minute, 3, 6, 9, 18, 42, und 64 Minuten nach ICG-Injektion (T4-Tg4). Bei Hund 1 und
Hund 2 vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle von Hund 1 wurden zusatzlich
Blutprobenentnahmen zu folgenden Zeitpunkten durchgefihrt: 12, 30 und 52 Minuten
nach ICG-Injektion.
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2 isotonen

Bei Bedarf wurde der Venenkatheter mit einer heparinisierten
Natriumchlorididsung® gespiilt. Bei der darauffolgenden Blutprobenentnahme wurden die

ersten 0,3 ml Blut verworfen.

Die Blutproben wurden innerhalb von maximal vier Stunden nach Entnahme zentrifugiert
(Landsman et al., 1976) und das Serum lichtgeschiitzt bei -80°C bis zum Probenversand
aufbewahrt. Darlber hinaus wurde jeweils eine Probe der verwendeten ICG-Lésung
lichtgeschltzt bei -80°C asserviert. Die Proben von Hund 1 wurden im Anschluss an die
zweite Messung bei der Dreimonatskontrolle auf Trockeneis zur Analyse versendet. Die
Proben der restlichen Hunde wurden gesammelt nach Abschluss der letzten Messung,

ebenfalls auf Trockeneis, versendet.

Die Bestimmung der Serum-ICG-Konzentration erfolgte fluorometrisch®am Zentrum fiir
Medizinische Forschung der medizinischen Fakultdt Mannheim. Hierzu wurde die
Fluoreszenz der Serumproben nach einer vordefinierten Verdinnung bei einer
Exzitationswellenldange von 760 nm und einer Emissionswellenldnge von 820 nm
gemessen. Aus der asservierten ICG-Lésung und einer gepoolten Serumprobe
(Restserum von Hunden, die kein ICG erhalten hatten und bei denen im Rahmen einer
Vorstellung in der Klinik far Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitat
GieBen eine Blutuntersuchung durchgefiihrt worden war) wurde eine Verdiinndungsreihe
erstellt, die mit derselben Methode analysiert wurde (Standardkurve). Fir samtliche

Messungen wurde jeweils ein Doppelansatz durchgefihrt.

4 Chirurgischer Verschluss des portosystemischen Shunts

Der Eingriff erfolgte in Allgemeinanasthesie. Diese wurde mit Atropin® (0,02 mg/kg intravends)

pramediziert, mit Fentanyl® (5 pg/kg intravends) und Propofol’ (2-4 mg/kg nach Wirkung

intravends) eingeleitet und Uber eine Inhalationsnarkose mit Isofluran® (1-3 % inhalativ) und

eine Fentanyl®-Dauertropfinfusion (5 pg/kg/h intravends) aufrechterhalten. Nach Laparotomie

wurde eine intraoperative mesenteriale Portographie (Suter, 1975) zur Visualisierung von

Shuntmorphologie und —lokalisation und zur Evaluierung der LebergefaBentwicklung nach

temporarem Verschluss des ShuntgefaBes durchgefihrt. Es erfolgten Druckmessungen Uber

Heparin Natrium Braun 25.000 IE/ 5 ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland;
0,2 ml verdiinnt mit 100 ml Natriumchloridlésung

Natriumchlorid-Tragerldsung Baxter, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
Deutschland

Tecan Infinite M 200 und i-control Microplate Reader Software, Tecan Group AG,
Mannedorf, Schweiz

Atropinsulfat B. Braun 0,5 mg/ml, B. Braun Meslungen AG, Melsungen, Deutschland
Fentadon 50 pg/ml, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland

Vetofol 10 mg/ml, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Isofluran CP, CP-Pharma Handelsges. mbH, Burgdorf, Deutschland

-52 -



1l Material und Methoden

ein wassergefllltes Steigrohrsystem bei offenem und digital verschlossenem PSS (Stosic,
2011).

AnschlieBend erfolgte ein chirurgischer Verschluss des Shuntgefd3es nach einer von zwei
publizierten Methoden (Kapitel 113.7). Wenn die intraoperativen Druckmessungen sowie die
optische Kontrolle (Darmmotilitdt und —verfarbung bei digitaler Shuntokklusion) einen
sofortigen vollstédndigen Verschluss des PSS erlaubten, wurde das Shuntgefédl mit Seide
ligiert (Hunt und Hughes, 1999; Hurn und Edwards, 2003; Broome et al., 2004; Vermote et al.,
2007) und der vollstandige Verschluss mittels intraoperativer mesenterialer Portographie
bewiesen. Andernfalls wurde ein progressiver Verschluss mittels Cellophan Banding gewahit
(Harari et al., 1990; Youmans und Hunt, 1998, 1998; Hunt et al., 2004; Frankel et al., 2006).

Zur postoperativen Uberwachung wurden die Hunde zunachst auf die Intensivstation und im
spateren Verlauf auf die Normalstation verbracht. Eine Woche nach der Operation wurden sie

nach Hause entlassen.

5 Beurteilung des Verschlussgrades des ePSS

Bei den Hunden, die ein Cellophan Banding zum progressiven PSS-Verschluss erhalten
hatten und bei denen dopplersonographisch bei der Dreimonatskontrolle kein Fluss Uber das
ShuntgeféB nachweisbar war, wurde anschlieBend eine transabdominale Splenoportographie
durchgefiihrt. Hierbei wurde in Allgemeinanasthesie (Diazepam ? 0,5 mg/kg intravends,
Levome’[hadon/Fenpipramidb 0,5/0,026 mg/kg intravends, lIsofluran 1-3 % inhalativ) unter
sonographischer Kontrolle transkutan die Milz punktiert und in das Milzparenchym oder eine
Milzvene jodhaltiges Kontrastmittel © (1 ml/kg, ungefahr 1:1 verdinnt mit isotoner
Natriumchlorididsung®) zligig von Hand injiziert (Suter, 1975). Unter Durchleuchtung wurde
beurteilt, ob der PSS vollstdndig verschlossen war oder ein Restfluss tber das Shuntgefa
vorlag. Die Auswertung erfolgte durch einen Diplomate des European College of Veterinary

Internal Medicine, Companian Animal, Kardiologie (Dipl. ECVIM-CA (Cardiology)).

Bei sonographisch nachweisbarem Shuntfluss bei der Dreimonatskontrolle wurde auf eine
Angiographie verzichtet. War intraoperativ eine Seidenligatur durchgefihrt oder mittels
Angiographie bereits der Nachweis eines vollstandigen Shuntverschlusses erbracht worden,
entfiel ebenfalls die Notwendigkeit einer Splenoportographie im Rahmen der

Dreimonatskontrolle.

Diazepam-ratiopharm 10 mg/2 ml Injektionslésung, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland
L-Polamivet, MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim, Deutschland

Xenetix 300, Guerbet GmbH, Sulzbach, Deutschland

Natriumchlorid-Tragerlésung Baxter, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
Deutschland

o o T o
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Es wurden folgende Kriterien fiir den Verschlussgrad des ePSS festlegt:

- Der ePSS galt als offen, wenn sonographisch oder angiographisch ein Fluss Uber den
PSS nachweisbar war.
- Der ePSS galt als verschlossen, wenn
» eine Seidenligatur durchgefiihrt worden war oder
« ein Cellophan Banding durchgefiihrt worden war und mittels Angiographie
(intraoperative mesenteriale Portographie oder transabdominale Splenoporto-

graphie bei der Dreimonatskontrolle) kein Fluss Uiber den PSS nachweisbar war.

6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte computergestitzt mit einem
Tabellenkalkulationsprogramm? und einer Statistiksoftware®. Als statistisch signifikant wurde

ein p-Wert 0,05 angenommen.

6.1 Laboruntersuchungen
Vor der Analyse wurden die Daten der Laboruntersuchungen mittels D’Agostino-Pearson-
Omnibus-Test auf Normalverteilung untersucht. Zur Prifung auf signifikante Unterschiede
wurde bei normalverteilten Proben der T-Test fiir gepaarte beziehungsweise ungepaarte
Stichproben eingesetzt. Bei nichtnormalverteilten Proben wurde fiir gepaarte Stichproben
der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir gepaarte Stichproben und fir ungepaarte

Stichproben der Mann-Whitney-Test verwendet.
6.2 ICG-Elimination

6.2.1 Transkutane fluorometrische Messung der Blut-ICG-Elimination
Ein Flussdiagramm zur Veranschaulichung der im Folgenden beschriebenen,
schrittweisen Aufbereitung der transkutan ermittelten Eliminationskurve findet sich in
Abbildung Ill-7.

Mithilfe des Studienprotokolls (IX Anhang, Abbildung IX-2) und visueller Inspektion der

Rohdaten wurden folgende Zeitpunkte und -intervalle festgelegt:

- Ty Injektionszeitpunkt

- BKG: Background, Intervall von 5 Minuten vor Injektion bis zum Injektionszeitpunkt
- Ty: Zeitpunkt 1 Minute nach Injektion

- Tis: Zeitpunkt 15 Minuten nach Injektion

- Tes: Ende der Messung, Zeitpunkt 64 Minuten nach Injektion

4 Microsoft Excel 2010, Microsoft Corporation, Redmond, USA
o GraphPad Prism 6, GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
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In die weitere Analyse gingen die Rohdaten von T bis Tgs ein. Von der Signalstérke
wurde jeweils der Median des BKG subtrahiert (lineare Transformation). AnschlieBend
wurden die Kurven zur besseren Vergleichbarkeit so normiert, dass die maximale
Signalstarke auf der y-Achse 100 % und der mediane BKG 0 % entsprach. Es wurde
jeweils der Mittelwert aus den normierten Daten der beiden Devices, die wéahrend einer
Messung verwendet worden waren, gebildet. An die Mittelwerte von Ty bis T5 wurde
computergestiitzt eine monoexponentielle Kurve angepasst (Center et al., 1983). Hierzu
wurde eine nichtlineare Regression nach Einkompartimentmodell (Methode der kleinsten
Quadrate nach vorheriger automatischer AusreiB3erelimination) verwendet. Das Plateau
der ermittelten Kurve musste gleich 0 % sein, der Exponent durfte sowohl negative als

auch positive Werte annehmen.

Die transkutan gemessene Halbwertszeit (HWZy), extrapolierte Signalstarke zum
Zeitpunkt Ty (Yo «), fraktionelle Extraktion (ky), das 95%-Konfidenzintervall der vorher
genannten MessgroBen sowie der Determinationskoeffizient (R%) wurden von der
Statistiksoftware ausgegeben. Die transkutan gemessene Plasmaverschwinderate

(PDRy) und 15-Minuten-Retentionsrate (R15x) wurden folgendermalen berechnet:

Yis mi Yy g X e Ferx15
R15 (%) = Mtk w100 =2%" "~ %100
YO tk 0tk

Zur Untersuchung auf signifikante Unterschiede bei HWZy, PDRy, und R154 wurden
dieselben statistischen Verfahren wie fir die Laboruntersuchungen angewandt (Kapitel
6.1).
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Abbildung IlI-7: Flussdiagramm zur Aufbereitung der transkutan fluorometrisch ermittelten
ICG-Eliminationskurve

Tinj: Injektionszeitpunkt, T1/1564: Zeitpunkt 1/15/64 Minuten nach ICG-Injektion,
BKG: Background (Intervall von 5 Minuten vor Injektion bis Ti),

HWZ: transkutan ermittelte Halbwertszeit, PDRw: transkutan ermittelte Plasmaverschwinderate,
R15: transkutan ermittelte 15-Minuten-Retentionsrate
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6.2.2 Serum-ICG-Elimination aus seriell entnommenen Blutproben
Die Standardkurven wurden mittels linearer Regression (Methode der kleinsten
Quadrate) angepasst, um die Linearitdt zwischen Fluoreszenz und Serum-ICG-

Konzentration zu bestétigen.

Die vordefinierten Zeitpunkte und —intervalle wurde von der transkutanen Messung
Ubernommen (Kapitel 6.2.1). Traten Abweichungen zwischen dem geplanten und dem
tatsachlichen Zeitpunkt der Blutprobenentnahme auf, so ging der tatséchliche Zeitpunkt

nach ICG-Injektion in die Berechnungen ein (IX Anhang, Abbildung 1X-2).

Die ermittelte Fluoreszenz der Serum-ICG-Elimination wurde einer linearen
Transformation unterzogen. Hierzu wurde von der Fluoreszenzstarke zu den
Messzeitpunkten T, bis Tg, der Mittelwert der Fluoreszenz zum Zeitpunkt T, subtrahiert.
AnschlieBend wurde der Mittelwert der beiden Messungen an einem Zeitpunkt bestimmt
und die Kurven so normiert, dass die maximale Fluoreszenzstarke auf der y-Achse 100 %
und der Mittelwert zum Zeitpunkt Ty 0 % entsprach. An den Zeitraum eine bis 15 Minuten
nach ICG-Injektion (T4, T3, Te, Ty, T12) wurde computergestitzt eine monoexponentielle
Kurve angepasst (Center et al., 1983). Hierzu wurde eine nichtlineare Regression

(Methode der kleinsten Quadrate) durchgefihrt.

Die Halbwertszeit der Serum-ICG-Elimination (HWZs.), extrapolierte Fluoreszenz zum
Zeitpunkt Ty (Yo se) fraktionelle Extraktion (kse), das 95%-Konfidenzintervall der vorher
genannten MessgroBen sowie der Determinationskoeffizient (R%s.) wurden von der
Statistiksoftware ausgegeben. Die Plasmaverschwinderate PDRs, und 15-Minuten-

Retentionsrate R;s 5, Wurden folgendermafB3en berechnet:

PDRs,(%/Min) = kg, x 100

Y. . Y. X e—k_geXlS Min
R15 5, (%) = —115¢ 100 = € x 100
YOSe YOse

Zur Untersuchung auf signifikante Unterschiede bei HWZs,, PDRse, und R15g, wurden
dieselben statistischen Verfahren wie fir die Laboruntersuchungen angewandt (Kapitel
6.1).

6.2.3 Vergleich von invasiver und transkutaner Messmethode
Der Zusammenhang zwischen HWZy und HWZg,, zwischen PDRy und PDRs. sowie
zwischen R15y4 und R15g, wurde mittels linearer Regression (Methode der kleinsten
Quadrate) untersucht. Die Beurteilung erfolgt anhand des zugehérigen
Determinationskoeffizienten R®. Es wurde auBerdem der p-Wertes der Nullhypothese

(Steigung der ermittelten Geraden entspricht Null) durch das Statistikprogramm ermittelt.
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IV Ergebnisse

1

Patientengut

Es wurden zehn Hunde in die prospektive Studie eingeschlossen. In der nachfolgenden
Tabelle 1V-1 sind das Signalement der Patienten zum Zeitpunkt der Voruntersuchungen vor
dem Eingriff und in Tabelle V-2 Shuntmorphologie, chirurgische Verschlussmethode sowie

Verschlussgrad bei der Dreimonatskontrolle zusammengestellt.

Es nahmen sechs Hindinnen und vier Riiden teil. Die Rassen Mops und Dackel waren jeweils
zweimal vertreten, auBerdem ein reinrassiger Yorkshire Terrier und ein Yorkshire Terrier-
Mischling. Bis auf einen Mischlingsriiden von 76,4 Monaten und 18,8 kg Kdérpergewicht
handelte es sich um junge und kleine Hunde mit einem Kdérpergewicht von weniger als 10 kg
und einem Alter von weniger als zwei Jahren. Bei dem oben genannten Mischlingsriiden
(Hund 7) war der ePSS bereits im Welpenalter diagnostiziert worden. Er stand seitdem unter

konservativer diatetischer Therapie.

Entsprechend der Dopplersonographie und Angiographie lag bei der Hélfte der Patienten ein
splenocavaler Shunt (auch linker Magenvenenshunt), bei drei Patienten ein
Portophrenicoshunt und bei zwei Patienten ein Portoazygosshunt vor. Bei vier Hunden (40 %)
wurde eine Seidenligatur durchgefiihrt, bei den anderen sechs Hunden (60 %) ein Cellophan
Banding. Ein vollstandiger Verschluss des ePSS zum Zeitpunkt der Dreimonatskontrolle
wurde bei 6/9 Hunden (66,7 %) erzielt, darunter drei Hunde mit Seidenligatur.
Dementsprechend war der PSS bei 3/6 Hunden (50 %) mit Cellophan Banding zum Zeitpunkt
der Dreimonatskontrolle bereits verschlossen. Drei Hunde wiesen weiterhin einen Restshunt

auf, sodass der Shunt als offen klassifiziert wurde (33,3 %). Ein Hund verstarb postoperativ.

Keiner der untersuchten Hunde wies klinische oder echokardiographische Hinweise auf eine
klinisch relevante Herzerkrankung mit verminderter Herzauswurfleistung oder auf eine

Hypovolamie auf.
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Tabelle IV-1: Signalement der Patienten vor Eingriff

Alter Kérper-
Nr. R hlech .
f asse Geschlecht [Monate] | gewicht [kg]

1 Parson Russel Terrier weiblich 114 7,2

2 Yorkshire Terrier-Mischling mannlich 10,6 59

3 Mops weiblich 13,4 5,6

4 Mischling weiblich 16,1 3,3

5 Yorkshire Terrier mannlich 22,6 3,3

6 Dackel weiblich 5,8 5,4

. . mannlich-

7 Mischling kastriert 76,4 18,8

8 Zwergpudel méannlich 12,8 4,6

9 Mops weiblich 8,9 4,8

10 Dackel weiblich 11,1 4,3

Median 12,1 5,1

Mittelwert 18,9 6,3

Tabelle IV-2: Shuntmorphologie, OP-Methode und Zustand bei Dreimonatskontrolle

Nr. Shuntform OP-Methode Zustand bel

Dreimonatskontrolle

splenocaval , )

1 (linker Magenvenenshunt) Seidenligatur verschlossen

2 portophrenico (aus Milzvene) | Cellophan Banding verschlossen

3 portoazygos (aus Milzvene) Cellophan Banding verschlossen
splenocaval ,

4 (linker Magenvenenshunt) Cellophan Banding offen
splenocaval ,

5 (linker Magenvenenshunt) Cellophan Banding verschlossen
splenocaval ,

6 (linker Magenvenenshunt) Cellophan Banding offen
splenocaval ,

/ (linker Magenvenenshunt) Cellophan Banding offen
portophrenico (aus , ,

8 Gastroduodenalvene) Seidenligatur verschlossen

9 portoazygos (aus Milzvene) Seidenligatur verschlossen

10 portophrenico (aus Milzvene) | Seidenligatur verstorben
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2 Laboruntersuchungen

Im Folgenden sind die Resultate der Laboruntersuchungen vor Eingriff und bei der
Dreimonatskontrolle aufgefiihrt. Da Hund 10 nach dem Eingriff verstarb, liegen hier keine

Daten zur Dreimonatskontrolle vor.

2.1 Hamatologische Parameter
Die Befunde der hdmatologischen Untersuchung (Hkt, RBC, CHr, MCV) vor dem Eingriff
und im Rahmen der Dreimonatskontrolle sind nachfolgend in Tabelle 1V-3 und Tabelle
IV-4 aufgefiihrt. Abweichungen vom Referenzbereich sind gekennzeichnet (|:
Erniedrigung, 1: Erhdhung). Eine graphische Darstellung Gber den Verlauf der

hamatologischen Parameter findet sich in Abbildung 1V-1.

Vor Eingriff lag der CHr bei 9/9 (100 %) und der MCV bei 9/10 Hunden (90 %) unterhalb
des Referenzbereiches. Mittels T-Test fir gepaarte Stichproben war ein signifikanter
Anstieg des CHr nachweisbar (p=0,0096). Der Unterschied bezliglich des MCV war nicht
signifikant (p=0,1628). Bei Hund 9 wurde vor Eingriff der CHr nicht bestimmt.

Keiner der untersuchten Hunde wies zu den beiden Zeitpunkten eine erniedrigte
Erythrozytenzahl auf und bei lediglich 2/10 Hunden war der Hdmatokrit vor dem Eingriff
erniedrigt. Dennoch war ein signifikanter Anstieg des Hamatokrits bei der

Dreimonatskontrolle nachweisbar (p=0,0349).

Hinsichtlich des Verschlussgrad des ePSS zeigte sich in 12/12 Messungen (100 %) bei
offenem PSS und in 0/6 Messungen (0 %) mit verschlossenem PSS ein erniedrigter CHr.
Bei 12/13 Messungen (92 %) mit offenem PSS und bei 0/6 Messungen (0 %) mit
verschlossenem PSS war ein erniedrigtes MCV nachweisbar. Der Unterschied war far
beide Parameter signifikant (CHr: p<0,0001; MCV: p=0,0013).
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Tabelle IV-3: Hamatologische Parameter vor Eingriff

k. A.: keine Angabe, Mittel: Mittelwert, SD: Standardabweichung, 95% Cl: 95%-Konfidenzintervall

des Mittelwertes

Hkt RBC MCV CHr
Nr. Patient (39-56) (5,5-8,5) (62,61-73,5) (1,43-1,71)
[%] [10°/] [fl] [pg]
1 38| 7,84 488 | 1,03 |
2 46 7,69 60,0 | 1,41 ]
3 41 6,90 58,9 | 1,34 |
4 47 7,33 64,6 1,34 |
5 44 7,28 59,8 | 1,33 ]
6 33 6,58 50,7 | 1,03 |
7 51 9,07 1 55,7 | 1,28 |
8 41 7,44 549 | 1,26 |
9 44 7,09 61,6 | k. A.
10 51 8,31 60,8 | 1,38 |
Median 44 7,39 59,4 1,33
Mittel £ SD 43,6 £ 5,6 7,56 £ 0,72 57,6 £5,0 1,27 £ 0,14
95% ClI 39,6-47,6 7,04-8,07 54,0-61,1 1,16-1,38

Tabelle IV-4: Hamatologische Parameter bei der Dreimonatskontrolle
*: vollstandiger Verschluss des ePSS bei der Dreimonatskontrolle, Mittel: Mittelwert,
SD: Standardabweichung, 95% Cl: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwertes

Hkt RBC MCV CHr
Nr. Patient (39-56) (5,5-8,5) | (62,61-73,5) | (1,43-1,71)
[%] [10%/1] [fl] [pg]
1* 49 7,7 63,9 1,67
o 51 7,49 67,7 1,62
3* 42 6,75 62,8 1,58
4 46 8,36 54,7 | 1,31
5* 47 6,9 67,5 1,59
6 47 9,54 1 488 | 1,40 |
7 54 9,7 56,1 | 1,31
8* 45 7,08 63,9 1,67
9* 43 6,75 63,1 1,56
Median 47 7,49 63,1 1,58
Mittel + SD | 47,1+38 | 7,8+1,15 | 60,9+64 | 1,52+ 1,44
95% Cl 44,2-50,0 6,92-8,69 56,1-65,8 1,41-1,64
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Abbildung IV-1: Hamatologische Parameter im Verlauf

schwarz: PSS offen, griin: PSS verschlossen

Die gestrichelten Linien entsprechen den Grenzen des Referenzbereiches.
Stichproben normalverteilt, p-Werte mittels T-Test flir gepaarte Stichproben ermittelt
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2.2 Blutchemische Parameter

Die Befunde der blutchemischen Untersuchung (Urea, Alb, Glu, Chol) vor dem Eingriff
und im Rahmen der Dreimonatskontrolle sind nachfolgend in Tabelle 1V-5 und Tabelle
IV-6 aufgefuhrt. Eine graphische Darstellung des Verlaufs der blutchemischen Parameter
findet sich in Abbildung IV-2.

Vor Eingriff  zeigten 9/10 Hunde (90 %) eine Erniedrigung der
Plasmaharnstoffkonzentration und 10/10 (100 %) eine Hypoalbuminadmie. Beziiglich der
Plasmaalbumin-, -harnstoff- und -cholesterinkonzentration war ein signifikanter Anstieg
bei der Dreimonatskontrolle nachweisbar, wobei insbesondere der Anstieg der
Plasmaalbuminkonzentration  hochsignifikant war  (p=0,0001). Hinsichtlich  der
Plasmaglukosekonzentration war weder ein Kklinisch relevanter noch signifikanter
Unterschied nachweisbar. Keiner der Patienten zeigte zu einem der beiden Zeitpunkte

eine Hypoglykamie.

Hinsichtlich des Verschlussgrad des ePSS zeigten sich in 12/13 Messungen (92 %) mit
offenem PSS und 0/6 Messungen (0 %) mit verschlossenem PSS eine Hypoalbuminamie
und eine erniedrigte Plasmaharnstoffkonzentration. Fir alle vier Parameter war die
Plasmakonzentration bei Vorliegen eines ePSS signifikant niedriger (Urea: p=0,0233; Alb:
p=0,0002; Glu: p=0,0370; Chol: p=0,0022). Der Unterschied bezlglich der

Plasmaglukosekonzentration war jedoch nicht klinisch relevant.

Bei den Hunden 3, 4 und 10 vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle von Hund 7 lag
eine leichtgradige Hyperbilirubindmie vor (3,8 umol/l, 8,42 umol/l, 3,97 umol/l und
5,26 umol/l; Referenzbereich <3,6 umol/l). Diese war in allen Fallen deutlich unterhalb
der als Ausschlusskriterium festgelegten Grenze von 51,3 umol/l (entspricht 3 mg/dl), ab

der eine Einschrankung der ICG-Elimination gegeben ist (Center et al., 1983).
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Tabelle IV-5: Blutchemische Parameter vor dem Eingriff

Mittel: Mittelwert, SD: Standardabweichung, 95% CI: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwertes

Urea Alb Glu Chol
Nr. Patient (8,3-9,82) (29,6-37,01) (3,3-6,53) (3,3-8,6)
[mmol/I] g/l [mmol/] [mmol/]
1 2,29 | 28,5 | 4,48 2,71 |
2 3,07 | 28,0 | 6,17 2,72 |
3 1,73 | 25,8 | 4,96 2,60 |
4 2,20 | 21,5 4,02 2,30 |
5 3,64 29,1 | 6,83 1 3,70
6 1,90 | 251 | 5,64 2,50 |
7 2,62 | 245 | 5,66 5,90
8 1,43 | 214 | 6,64 1 3,90
9 2,05 | 26,8 | 5,34 2,40 |
10 2,44 | 26,4 | 4,86 3,80
Median 2,25 26,1 5,49 2,72
Mittel £ SD | 2,34 + 0,65 25,7+ 2,7 5,46 + 0,91 3,25 + 1,11
95% Cl 1,87-2,80 23,8-27,6 4,81-6,11 2,46-4,05

Tabelle IV-6: Blutchemische Parameter bei der Dreimonatskontrolle
*: vollstandiger Verschluss des ePSS bei der Dreimonatskontrolle, Mittel: Mittelwert,
SD: Standardabweichung, 95% Cl: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwertes

Urea Alb Glu Chol
Nr. Patient (8,3-9,82) (29,6-37,01) (3,3-6,53) (3,3-8,6)
[mmol/1] g/ [mmol/l] [mmol/]
1* 5,57 32,1 5,74 6,80
2* 4,18 32,3 6,99 1 8,40
3* 4,94 30,4 5,28 10,10 1
4 2,04 | 27,0 | 5,95 2,00 |
5% 9,921 33,6 7,271 5,20
6 1,82 | 30,6 5,24 7,40
7 3,07 | 26,5 | 4,37 5,00
8* 9,44 1 31,0 6,53 5,80
9* 7,25 30,8 6,15 7,00
Median 4,94 30,8 5,95 6,80
Mittel + SD | 5,36 + 2,99 30,5+2,3 5,95 + 0,91 6,41 +23
95% ClI 3,06-7,66 28,7-32,3 5,24-6,65 4,64-8,18
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Abbildung IV-2: Blutchemische Parameter im Verlauf

schwarz: PSS offen, griin: PSS verschlossen

Die gestrichelten Linien entsprechen den Grenzen des Referenzbereiches.

Stichproben fir Urea, Alb und Glu normalverteilt, p-Werte mittels T-Test fir gepaarte Stichproben
ermittelt; Stichproben fiir Chol nicht normalverteilt, p-Wert mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
flr gepaarte Stichproben ermittelt
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2.3 Gallensaurenstimulationstest und Ammoniaktoleranztest

Die Befunde der dynamischen Leberfunktionstest GST und ATT vor dem Eingriff und im
Rahmen der Dreimonatskontrolle sind nachfolgend in Tabelle V-7 und in Tabelle V-8
aufgefthrt. Eine graphische Darstellung des Verlaufs der basalen Werte GS-0 und NH3-0
findet sich in Abbildung 1V-3. Bei drei Hunden lag vor Eingriff lediglich die praprandiale
Serumgallens@urenkonzentration vor. Aufgrund des erhdéhten préprandialen Wertes

wurde der GST in diesen Fallen als positiv gewertet.

Vor Eingriff wiesen 10/10 Hunde (100 %) eine Erhdéhung der praprandialen
Serumgallensdurenkonzentration und 6/10 Hunde (60 %) eine erhdhte basale
Blutammoniakkonzentration auf. Hinsichtlich NH3-0 war ein signifikanter Abfall bei der
Dreimonatskontrolle nachweisbar (p=0,0273). Bei allen Hunden waren vor Eingriff GST
und ATT positiv.

Hinsichtlich des Verschlussgrad des ePSS lagen fir GS-0 und fiir NH;-0 signifikant
héhere Werte bei offenem PSS vor (GS-0: p=0,0004; NH3-0: p=0,0043). Alle Hunde mit
PSS konnten mittels GST oder ATT identifiziert werden. Lediglich bei Hund 3 war der

ATT falsch positiv trotz vollstdndigem Shuntverschluss.
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Tabelle IV-7: GST und ATT vor dem Eingriff
k. A.: keine Angabe, Mittel: Mittelwert, SD: Standardabweichung, 95% Cl: 95%-Konfidenzintervall
des Mittelwertes

GS-0 GS-2 NH3-0 NH;-30 NHs-45

Nr. Patient (<20) (<35) (<60) (<60) (<60)

[umol/1] [umol/l] [umol/l] [umol/1] [umol/1]
1 192 1 k. A. 37 high 1 high 1
2 124 1 k. A. 130 1 - -
3 120 1 146 1 57 164 1 199 1
4 60 1 891 201 1 - -
5 2211 206 1 1311 - -
6 158 1 232 1 134 1 - -
7 3431 204 1 101 1 - -
8 116 1 269 1 2251 - -
9 2191 216 1 36 168 1 201 1
10 276 1 k. A. 31 58 1511
Median 175 115,5
Mittel + SD | 182,9 + 84,8 108,3 + 69,0
95% Cl 122,2-243,6 59,0-157,6
Tabelle 1V-8: GST und ATT bei der Dreimonatskontrolle
*: vollstandiger Verschluss des ePSS bei der Dreimonatskontrolle, Mittel: Mittelwert,
SD: Standardabweichung, 95% Cl: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwertes

GS-0 GS-2 NH;-0 NH;-30 NHs-45

Nr. Patient (<20) (<35) (<60) (<60) (<60)

[umol/] [umol/1] [umol/1] [umol/1] [umol/1]
1* 11 11 20 22 11
2* 15 9 9 11 32
3* 18 13 low 7 771
4 183 1 1331 102 1 - -
5% 16 12 low low low
6 47 1 931 26 69 1 146 1
7 320 1 3101 1721 - -
8* 13 10 12 53 47
9* 10 16 34 13 11
Median 16 20
Mittel + SD | 70,3 + 108,8 43 + 56,9
95% Cl -13,3-154,0 -0,7-86,7
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Abbildung IV-3: praprandiale Gallensauren und basaler Ammoniak im Verlauf

schwarz: PSS offen, griin: PSS verschlossen

Die gestrichelten Linien entsprechen den Grenzen des Referenzbereiches.

Stichproben nicht normalverteilt, p-Werte mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test flir gepaarte
Stichproben ermittelt
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3 ICG-Elimination

3.1 Transkutane fluorometrische Messung der Blut-ICG-Elimination

3.1.1 Ablauf der Messung
Das Aufbringen der Devices und der Zeitraum der transkutanen Messung verliefen bei
allen Tieren unauffallig. Die Methode erwies sich als einfach praktikabel. Einige der
Hunde zeigten eine geringgradige Bewegungseinschrankung durch den Schulterverband.
Es wurden keine adversen Reaktionen auf die Injektion des ICG beobachtet. Ebenso
traten keine Hautreaktionen an der seitlichen Thoraxwand, an der die Devices

aufgebracht worden waren, auf.

Die computergestltzte Auslesung der Rohdaten unmittelbar nach Abnehmen der Devices
gestaltete sich komplikationslos und nahm weniger als eine Minute in Anspruch. Alle

Datenreihen waren vollstandig.

3.1.2 Kurvenverlauf
Die graphische Darstellung der Rohdaten ist exemplarisch in Abbildung V-4 dargestellt.
Alle Rohdatenkurven zeigten einen horizontalen Verlauf im Rahmen der
Backgroundmessung gefolgt von einem scharf begrenzten Peak zum Injektionszeitpunkt.
Unter Berlcksichtigung des Studienprotokolls gelang die optische Identifikation von Ty

und der davon abgeleiteten Zeitpunkte komplikationslos.

Die Bearbeitung der ICG-Eliminationskurve von T, bis Tes erfolgte mittels y-
Achsenverschiebung auf die H6éhe des Backgroundes (lineare Transformation),
Normierung und Bildung des Mittelwertes aus beiden Messreihen (gemittelte
Eliminationskurve) (Kapitel Ill, Abbildung Ill-7). Die schrittweise Aufbereitung der
Eliminationskurve ist beispielhaft an Hund 1 (verschlossener PSS bei der
Dreimonatskontrolle) in Abbildung 1V-5 und an Hund 6 (offener PSS bei der
Dreimonatskontrolle) in Abbildung IV-6 aufgezeigt. Die Eliminationskurven der restlichen
Hunde finden sich im Anhang (Abbildung IX-3 bis Abbildung 1X-10).

Durch lineare Transformation und Normierung wurde eine gute Vergleichbarkeit der
beiden Kurven einer Messung erzielt. In den meisten Féllen waren die Kurven

anschlieBend nahezu deckungsgleich.

Bei einigen Hunden war ein plétzlicher Sprung der Eliminationskurve Uber einen
bestimmten Zeitabschnitt (&hnlich einer Y-Achsenverschiebung) nachweisbar. Dieser
Kurvensprung trat in der Regel bei beiden Messreihen einer Messung in gegenlaufiger
Richtung auf (z. B. Hund 2 vor Eingriff und bei Dreimonatskontrolle, Hund 4 vor Eingriff,
Hund 8 vor Eingriff). Durch Bildung des Mittelwertes beider Messreihen wurde eine

optische Glattung der Eliminationskurve erzielt.
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Abbildung IV-4: graphische Darstellung der Rohdaten der transkutan gemessenen ICG-
Elimination
Hund 1 bei 3-Monatskontrolle, Device Nr. 1; BKG: Background

Mit einer Ausnahme war bei allen Messungen ein Abfall der Eliminationskurve sichtbar.
Hund 9 zeigte vor Eingriff in beiden Messreihen eine ansteigende Eliminationskurve. Die
restlichen Hunde wiesen vor dem Eingriff einen langsamen, anndhernd konstanten Abfall
der gemittelten Eliminationskurve auf. Bei der Dreimonatskontrolle hatten alle Hunde mit
verschlossenem PSS einen schnelleren Abfall der gemittelten Eliminationskurve als vor
Eingriff (Hunde 1, 2, 5, 8 und 9). Sie fiel initial zligig exponentiell und spéater langsamer
ab. Die Ausnahme bildete Hund 3, bei dem die gemittelten Eliminationskurven vor Eingriff
und bei der Dreimonatskontrolle optisch vergleichbar waren, obwohl der PSS komplett
verschlossen war. Bei allen Hunden mit offenem PSS bei der Dreimonatskontrolle verlief

die gemittelte Eliminationkurve ebenfalls ahnlich der vor dem Eingriff.

Keine der gemittelten Eliminationskurven erreichte innerhalb des Messintervalls von 64
Minuten wieder das Niveau des Backgrounds. Zwar wurde bei den Hunden 1, 2, 5 und 8
bei der Dreimonatskontrolle die Kurve zunehmend flacher und verlief im letzten Drittel
fast parallel zur x-Achse, lag jedoch weiterhin oberhalb des Medianwertes des

Backgrounds.

Bei semilogarithmischer Darstellung verliefen die gemittelten Eliminationskurven von T,
bis Tys anndhernd linear, sodass ein monoexponentielles Kurvenfitting in diesem

Zeitintervall angewandt wurde. Bei den Hunden mit offenem PSS blieb dieser lineare
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Verlauf tendentiell Uber den gesamten Messzeitraum erhalten (monoexponentiell),
wahrend Hunde mit verschlossenem PSS im Anschluss eher ein Abknicken der Kurve mit
darauf folgender, verlangsamter Eliminationskinetik aufwiesen (biexponentiell).

Besonders gut lieB3 sich dies bei Hund 5 nachvollziehen, wie in Abbildung IV-7 sichtbar.

Eine graphische Darstellung des monoexponentiellen Fittings findet sich exemplarisch fir
die Hunde 1 und 6 in Abbildung IV-8 und Abbildung 1V-9, und fiir die restlichen Hunde im
Anhang in Abbildung IX-11.

3.1.3 HWZy, PDRy und R15

Aus der nichtlinearen Regression ergaben sich fir jede Messung direkt HWZy, Yoy und
kw. PDRy und R154 wurden wie vorgangig beschrieben berechnet. Zur weiteren
Auswertung wurden HWZy, PDRy und R15 herangezogen. Sie sind in Tabelle IV-9
zusammengestellt. Eine graphische Ubersicht (ber die Entwicklung der einzelnen

Parameter im Verlauf findet sich in Abbildung 1V-10.

Entsprechend des ansteigenden Charakters der gemittelten Eliminationskurve von Hund

9 vor Eingriff lagen hier eine negative HWZy und PDRy und eine R15y Uber 100 % vor.

Die PDRy stieg bei der Dreimonatskontrolle signifikant gegenlber der Messung vor
Eingriff an (p=0,0171), wahrend R15y signifikant absank (p=0,0209). Bezlglich der
HWZ, war kein signifikanter Unterschied nachweisbar, obwohl die deutliche Differenz der
Medianwerte mit 59,1 Minuten (vor Eingriff) und 16,4 Minuten (Dreimonatskontrolle) dies

suggerierte.

Bei ungepaarter Analyse der Datensétze hinsichtlich des Verschlussgrades des ePSS
zeigte sich analog dazu ein hochsignifikanter Unterschied in der PDRy (p<0,0001) und
der R15y (p<0,0001), nicht aber in der HWZ, (p=0,2323). Eine Ubersicht iber die p-
Werte der Parameter der transkutanen und der invasiven Messmethode findet sich in
Tabelle IV-11. Fir PDRyk und R154 bestand, mit Ausnahme von Hund 3 bei der
Dreimonatskontrolle (verschlossener PSS), keine Uberlappung zwischen Hunden mit

offenem und verschlossenem PSS:
- offener PSS:

PDR < 2,6 %/Min

R154 2 67,5 %
- verschlossener PSS:

PDR 2 4,1 %/Min

R154 < 53,9 %
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Abbildung IV-5: Hund 1 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise
Bearbeitung der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus
beiden Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IV-6: Hund 6 (offener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung der
transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus
beiden Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IV-7: Hund 5 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), semilogarithmische
Darstellung der ICG-Elimination

gemittelte Eliminationskurve nach linearer Transformation auf Niveau des Backgroundes,
Normierung und Bildung des Mittelwertes aus beiden Messreihen
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Abbildung IV-8: Hund 1 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), graphische
Darstellung der nichtlinearen Regression

monoexponentielles Fitting der transkutan gemessenen, gemittelten ICG-Eliminationskurve von
1-15 Minuten nach ICG-Injektion unter Angabe des Determinationskoeffizientes R%«
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Abbildung IV-9: Hund 6 (offener PSS bei Dreimonatskontrolle), graphische Darstellung der
nichtlinearen Regression

monoexponentielles Fitting der transkutan gemessenen, gemittelten ICG-Eliminationskurve von

1-15 Minuten nach ICG-Injektion unter Angabe des Determinationskoeffizientes thk,
rot: AusreiB3er
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Tabelle IV-9: Transkutan gemessene Halbwertszeit (HWZy), Plasmaverschwinderate (PDR)
und 15-Minuten-Retentionsrate (R15) vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle

*: vollstandiger Verschluss des ePSS bei der Dreimonatskontrolle, k. A.: keine Angabe,

SD: Standardabweichung

vor Eingriff 3-Monatskontrolle

Nr. Patient -z, PDRu R154 HWZy, PDRy R154

[Min] [%/Min] [%] [Min] [%/Min] [%]
1* 50,9 1,4 81,5 12,0 58 41,9
o 38,3 1,8 76,2 11,8 5,9 413
3* 77,0 0,9 87,4 62,2 1,1 84,6
4 42,4 1,6 78,2 113,0 0,6 91,2
5* 26,5 2,6 67,5 8,8 7.9 30,6
6 74.8 0,9 87,0 44.4 1,6 79,1
7 308,4 0,2 96,7 222,0 0,3 95,4
8" 101,7 0,7 90,3 16,4 4,1 53,9
9* -165,4 0,4 106,5 12,9 5.4 44,5
10 67,3 1,0 85,7 k. A, k. A. k. A.
Median 59,1 1,0 86,3 16,4 4,1 53,9
Mittelwert 62,2 1,1 85,7 55,9 3,6 62,5
+SD +113,9 +0,8 +10,9 +71,2 +28 +24,9
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Abbildung IV-10: Halbwertszeit (HWZ), Plasmaverschwinderate (PDRi) und 15-Minuten-
Retentionsrate (R15) der transkutan gemessenen ICG-Elimination im Verlauf

schwarz: PSS offen, griin: PSS verschlossen

Stichproben flir PDR und R15y normalverteilt, p-Werte mittels T-Test fiir gepaarte Stichproben
ermittelt; Stichproben fiir HWZy nicht normalverteilt, p-Wert mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
flr gepaarte Stichproben ermittelt
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3.2 Serum-ICG-Elimination aus seriell enthommenen Blutproben

3.2.1 Ablauf der Messung
Die Blutprobenentnahmen Uber den Messvenenkatheter waren bei allen Hunden gut
madglich. Bei einigen Hunden nahm die Blutprobengewinnung allerdings mehr als eine
Minute in Anspruch, sodass sich der geplante Zeitpunkt der Blutprobenentnahme
verzdgerte. Der Endpunkt der Blutprobenentnahme wurde jeweils als Referenz

genommen und entsprechend im Studienprotokoll notiert.

3.2.2 Standardkurve
Die Standardkurven aller Messungen zeigten in einem Konzentrationsbereich von
0 mg ICG/ml  Serum bis 0,0025 mg ICG/ml einen linearen Verlauf mit einem
Determinationskoeffizienten R2>O,99. Alle gemessenen Fluoreszenzstarken der Serum-
ICG-Eliminationskurven lagen innerhalb dieses Bereiches. Somit war ein linearer
Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und ICG-Serumkonzentration im relevanten

Bereich gegeben.

3.2.3 Kurvenverlauf der Serum-ICG-Elimination
Die Serum-ICG-Eliminationskurven von Hund 1 (verschlossener PSS bei
Dreimonatskontrolle) und Hund 6 (offener PSS bei Dreimonatskontrolle) sind
exemplarisch in Abbildung IV-11 dargestellt. Die Eliminationskurven der restlichen Hunde
befinden sich im Anhang in Abbildung IX-12.

Im Gegensatz zur transkutanen fluorometrischen Messmethode zeigten alle
Eliminationskurven tendentiell einen Abfall der Serum-ICG-Konzentration Uber den
gesamten Messzeitraum bis 64 Minuten nach ICG-Injektion. Die Eliminationskurven der
Hunde 1, 2, 5 und 8 kehrten innerhalb dieses Zeitraumes bei der Dreimonatskontrolle auf
das Ausgangsniveau vor ICG-Injektion (Backgound) zurick, die restlichen Kurven blieben

dartber.

Optisch entsprachen alle Eliminationskurven auBer denen von Hund 7 einer
Exponentialfunktion. Hund 7 hingegen wies sowohl vor Eingriff als auch bei der

Dreimonatskontrolle eher einen linearen Abfall (ber den Messzeitraum auf.

Bei Hund 3 war, wie auch bei der transkutanen Messmethode, trotz vollstédndig
verschlossenem PSS bei der Dreimonatskontrolle keine beschleunigte Serum-ICG-
Elimination im Vergleich zur Untersuchung vor Eingriff nachweisbar. Der Abfall der
Serumkurve verlief sogar langsamer. Bei Hund 2 und Hund 9, deren PSS zum Zeitpunkt
der Dreimonatskontrolle verschlossen waren, war der Verlauf der Eliminationskurven zu
den beiden Messzeitpunkten optisch vergleichbar. Hund 1 und Hund 5 wiesen eine

deutlich beschleuigte Serum-ICG-Elimination bei der Dreimonatskontrolle auf.
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Die Hunde 4, 6 und 7, deren PSS bei der Dreimonatskontrolle offen war, zeigten einen
vergleichbaren Kurvenverlauf vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle, &hnlich wie
Hund 3.

Analog zur beschriebenen Methode (Center et al., 1983) gingen, wie auch bei der
Evaluation der transkutanen fluorometrischen Bestimmung der ICG-Elimination, in die
weiteren Berechnungen die Messpunkte von T4 bis T,5 ein. Die angendherte Kurve aus
dem monoexponentiellen Fitting mit dazugehorigem Determinationskoeffizienten R, ist
in Abbildung 1V-11 (Hund 1 und Hund 6) und im Anhang in Abbildung IX-12 (restliche

Hunde) eingezeichnet.

Bei Hund 7 vor Eingriff und im Rahmen der Dreimonatskontrolle sowie bei Hund 8 vor
Eingriff war kein eindeutiger Verlauf der Serum-ICG-Konzentration von Ty bis Tys
nachvollziehbar, sondern eher eine zuféllige Streuung der Messpunkte. Es wurde zwar
ein monoexponentielles Fitting durchgefiihrt, jedoch betrug R%s.<0,05. Die angenaherte
Kurve zeigte bei Hund 7 bei der Dreimonatskontrolle und bei Hund 8 vor Eingriff einen
ansteigenden Verlauf. Im spéateren zeitlichen Verlauf war hingegen ein Abwartstrend der
ICG-Elimination zu verzeichnen. Bei allen Messungen, bei denen dieses Phidnomen

auftrat, bestand eine eingeschrankte Leberfunktion durch den PSS.
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Abbildung IV-11: Hund 1 (PSS verschlossen bei Dreimonatskontrolle) und Hund 6 (PSS offen
bei Dreimonatskontrolle), Serum-ICG-Elimination

nach linearer Transformation, Bildung des Mittelwertes aus dem Doppelansatz und Normierung,
Kurve des monoexponentiellen Fittings von T bis Ts eingezeichnet unter Angabe des
Determinationskoeffizienten ste
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3.24 HWZg, PDRs. und R15,

Aus der nichtlinearen Regression von T4 bis T5 ergaben sich jeweils HWZg,, Yose und
kKse- In Abhangigkeit davon wurden PDRs. und R15s, berechnet. Zur weiteren
Auswertung wurden HWZg,, PDRse und R15s, herangezogen. Sie sind in Tabelle 1V-10
zusammengestellt. Eine graphische Ubersicht (iber die Entwicklung der einzelnen
Parameter im Verlauf findet sich in Abbildung 1V-12.

Analog zum ansteigenden Verlauf der angenaherten Kurve lagen bei Hund 7 bei der
Dreimonatskontrolle und bei Hund 8 vor Eingriff HWZs, und PDRg, im negativen Bereich
und R15g, Uber 100 %.

Die Mittel- und Medianwerte der HWZs, und der R15g, sanken erwartungsgeman bei der
Dreimonatskontrolle im Vergleich zu den Werten vor Eingriff ab, wéhrend die PDRg,
anstieg. Es war jedoch fir keinen der drei Parameter ein signifikanter Unterschied
nachweisbar.

Bei ungepaarter Analyse der Datensatze hinsichtlich Verschlussgrad des ePSS zeigte
sich ein signifikanter Unterschied in der PDRs, (p=0,0095) und der R15g, (p=0,0323),
nicht aber in der HWZg, (p=0,2001). Eine Ubersicht iiber die p-Werte der Parameter der
transkutanen und der invasiven Messmethode findet sich in Tabelle IV-11.
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Tabelle IV-10: Invasiv gemessene Halbwertszeit (HWZs.), Plasmaverschwinderate (PDRs;)
und 15-Minuten-Retentionsrate (R15s¢) vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle

*: vollstandiger Verschluss des ePSS bei der Dreimonatskontrolle, SD: Standardabweichung,

k. A.: keine Angabe

vor Eingriff 3-Monatskontrolle

Nr. Patient | vz, | PDRs, R15se HWZs, | PDRse R15se

[Min] [%/Min] [%] [Min] [%/Min] [%]
1* 218 3,2 62,0 7.7 9,0 26,1
o 8,8 7.9 30,6 8,8 7.8 31,0
3* 15,3 45 50,7 30,0 23 70,7
4 13,3 5,2 458 13,4 5.2 46,0
5* 14,7 47 49,4 6,3 10,9 19,4
6 26,2 2,6 67,3 15,5 45 51,2
7 296,7 0,2 96,6 778 0,9 114,3
8" 2482 0,3 104,3 9,9 7.0 35,1
9* 12,6 5,5 43,7 10,3 6,8 36,3
10 25,9 27 66,9 k. A, k. A. k. A.
Median 15,0 3,9 56,4 9,9 6,8 36,3
Mittelwert 18,7 3,6 61,7 2,7 58 478
+SD +128,6 +25 + 23,4 +31,0 +36 +29.2
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Abbildung IV-12: Halbwertszeit (HWZs.), Plasmaverschwinderate (PDRs¢) und 15-Minuten-
Retentionsrate (R15s.) der Serum-ICG-Elimination im Verlauf

schwarz: PSS offen, griin: PSS verschlossen

Stichproben fir HWZs. und R15g¢ nicht normalverteilt, p-Wert mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test flr gepaarte Stichproben ermittelt, Stichproben fliir PDRse normalverteilt, p-Werte mittels T-
Test flr gepaarte Stichproben ermittelt
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3.3 Vergleich von invasiver und transkutaner Messmethode

Die Korrelation zwischen transkutaner fluorometrischer Messung der ICG-Elimination und
invasiver Messung der Serum-ICG-Elimination wurde anhand der drei Parameter HZW,
PDR und R15 mittels linearer Regression untersucht. Die graphische Ubersicht unter
Angabe des jeweiligen Determinationskoeffizienten R® und des p-Wertes findet sich in
Abbildung IV-13.

Fir PDRs. und PDRy sowie flr R15g, und R15y wurde ein linearer Zusammenhang mit
einer Steigung, die sich signifikant von Null unterschied, ermittelt. R® betrug 0,6169 far
die PDR und 0,4629 fir die R15. Dabei lag die R15, wie aus der Abbildung ersichtlich, fur
Hunde mit verschlossenem PSS mit beiden Messmethoden niedriger als fir Hunde mit
offenem PSS. Umgekehrt verhielt es sich mit der PDR. Eine Ausnahme bildete jeweils
Hund 3 bei der Dreimonatskontrolle (vgl. auch vorangegangene Kapitel). Der Unterschied

war mittels trankutaner Messmethode flir beide Parameter deutlicher.

Far HWZs, und HWZ erzielte die lineare Regression lediglich ein R?<0,1. Die ermittelte
Gerade beschrieb die Daten kaum besser als eine horizontale Linie durch deren
Mittelwert. Wurden hingegen die Messungen aus der Berechnung ausgeschlossen, bei
denen entweder HWZgs, oder HWZy einen negativen Wert besaBen (AusreiBer), so
bestand ein linearer Zusammenhang mit R2<0,8792 und p<0,0001. Fir die drei als
AusreiBer gekennzeichneten Datenséatze galt, dass zum Messzeitpunkt jeweils ein

offener PSS vorlag.

Insgesamt schlossen PDR und R15 besser ab als der klassische Parameter HWZ. Im
Speziellen schnitt die transkutane Messmethode bei PDR und R15 besser ab als die
invasive hinsichtlich Uberlappung und signifikanter Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten (vor Eingriff versus Dreimonatskontrolle) und dem Verschlussgrad des
PSS. Anhand der HWZ wurde mit keiner Methode ein signifikanter Unterschied

nachgewiesen. In Tabelle 1V-11 sind die p-Werte zusammengestellt.

-87 -



Ergebnisse

Abbildung IV-13: lineare Regression zwischen transkutan und invasiv ermittelter
Halbwertszeit, Plasmaverschwinderate und 15-Minuten-Retentionsrate

schwarze Punkte: offener PSS, griine Punkte: verschlossener PSS, rote Punkte: Ausrei3er,
punktierte Linien: Grenzen des 95%-Konfidenzbandes, R?: Determinationskoeffizient der ermittelten
Geraden, p: p-Wertes der Nullhypothese (Steigung der Geraden entspricht Null)
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Tabelle IV-11: Signifikante Unterschiede der ermittelten Parameter der transkutanen und
invasiven Messmethode hinsichtlich Messzeitpunkt und Verschlussgrad des PSS
ns: nicht signifikant unterschiedlich; s: signifikant unterschiedlich

p-Wert
Parameter
vor Eingriff vs. 3-Monatskontrolle offener vs. verschlossener PSS

HWZs, 0,5703 (ns) 0,2001 (ns)
HWZy, 0,4258 (ns) 0,2323 (ns)
PDRege 0,1037 (ns) 0,0095 (s)
PDRy 0,0171 (s) <0,0001 (s)
R15ge 0,3594 (ns) 0,0323 (s)
R15y 0,0209 (s) <0,0001 (s)
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V Diskussion

Der Schwerpunkt der vorliegenden Studie liegt auf der Evaluation der Anwendbarkeit der
transkutan fluorometrisch und der invasiv gemessenen ICG-Elimination. Daher wird in diesem
Kapitel auf das Patientengut sowie die durchgefiihrten Laboruntersuchungen nur kurz
eingegangen. Fir tiefergehende Informationen zu den Charakteristika des ePSS beim Hund

sei auf Kapitel Il und auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen.

Die transkutane fluorometrische Bestimmung der ICG-Eliminationskinetik lie3 sich einfach und
komplikationslos durchfiihren. Sie erwies sich als gut geeignet zur Unterscheidung zwischen
einem offenen und einem verschlossenem PSS beim Hund und war diesbeziiglich der
invasiven Bestimmung der Serum-ICG-Elimination aus seriell entnommenen Blutproben

Uberlegen.

1 Studiendesign
Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine orientierende prospektive Studie. Sie hat
sich die Untersuchung der Machbarkeit der transkutanen fluorometrischen Bestimmung der
ICG-Elimination bei Hunden mit ePSS zum Ziel gesetzt. Es sollte geklart werden, ob prinzipiell
eine Unterscheidung zwischen offenem und verschlossenem PSS anhand dieser Methode
mdoglich ist. AuBerdem wurde ein Verfahren zur Auswertung der Eliminationskurven entwickelt,
dessen Anwendbarkeit in weiteren Studien untersucht werden muss. Referenzwerte der
transkutanen fluorometrischen Bestimmung der ICG-Elimination beim Hund und die Ermittlung
von Sensitivitdten oder Spezifitdten missen Inhalt nachfolgender Studien sein. Daher wird die

Anzahl von zehn Studienhunden als ausreichend angesehen.

Aufgrund der geringen Patientenzahl dlrfen die Resultate wegen des verhédltnisméaBig starken
Einflusses des Zufalls nicht als allgemeinglltig angesehen werden. Bei kleinen
Stichprobenzahlen werden schwéchere Zusammenhange zudem leicht Ubersehen, wahrend

starkere Korrelationen noch nachgewiesen werden kdnnen (Schneider et al., 2010).

In die Studie wurden nur Hunde mit einem singularen kongenitalen ePSS als
Modellerkrankung einer Leberfunktionsstérung eingeschlossen. Eine Aussage Uber die
Ubertragbarkeit der Resultate auf Leberdysfunktionen anderer Atiologie kann nicht getroffen

werden.
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2 Patientengut

Die Rasseverteilung unter den Studienhunden entsprach den Angaben in der Literatur. Ein
gehauftes Auftreten von kongenitalen ePSS ist sowohl fiir den Yorkshire Terrier als auch far
Dackel und Mops beschrieben (Tobias, 2003; Tobias und Rohrbach, 2003; d'Anjou et al.,
2004). Ebenso stimmen Alter und GréBe der Hunde zum Zeitpunkt des Shuntverschlusses mit
der Literatur Oberein (van den Ingh et al., 1995; Watson und Herrtage, 1998; Hunt und
Hughes, 1999; Winkler et al., 2003; d'Anjou et al., 2004; Kummeling et al., 2006; Szatmari und
Rothuizen, 2006; Adam et al., 2012).

In der vorliegenden Studie war bei 40 % der Hunde ein Sofortverschluss des PSS mittels
Seidenligatur mdglich, wobei ein Hund postoperativ verstarb. Die Hélfte der Hunde (3/6
Hunde), bei denen ein Cellophan Banding erfolgt war, wiesen bei der Dreimonatskontrolle
einen verschlossenen PSS auf. Es wird berichtet, dass ein sofortiger Shuntverschluss bei 26-
60 % der Hunde durchgefihrt werden kann (Hunt und Hughes, 1999; Winkler et al., 2003;
Broome et al., 2004). Ein vollstdndiger Verschluss im Rahmen eines Cellophan Bandings
kann bereits nach drei Monaten vorliegen, wird aber, vor allem in Abhangigkeit vom
Durchmesser des PSS nach Cellophan Banding, nicht bei allen Hunden erreicht (Youmans
und Hunt, 1998; Hunt et al., 2004; Frankel et al., 2006).

Das Patientengut ist somit trotz der geringen Anzahl an Studienhunden reprasentativ.

3 Laboruntersuchungen

Beziiglich naherer Informationen zum Einsatz und der Bedeutung der einzelnen

Leberfunktionsparameter sei auf Kapitel 114 verwiesen.

3.1 Hamatologische Parameter
Die Resultate der hamatologischen Untersuchung decken sich mit den Angaben aus der
Literatur (Kapitel 4.1). CHr und MCV zeigten sich sehr sensitiv zur Detektion eines PSS
und stiegen nach Verschluss bei allen Hunden in den Referenzbereich, wahrend

Hamatokrit und Erythrozytenzahl nur méBige bis schlechte Indikatoren darstellten.

3.2 Blutchemische Parameter
Hinsichtlich der blutchemischen Untersuchung konnten ebenfalls weitestgehend die
Literaturangaben bestatigt werden (Kapitel 114.2). Alumin-, Cholesterin- und
Harnstoffkonzentration wiesen signifikante Unterschiede hinsichtlich des Messzeitpunktes
(vor Eingriff beziehungsweise bei der Dreimonatskontrolle) sowie des Verschlussgrades
des PSS (offener beziehungsweise verschlossener PSS) auf. Eine Hypoglyk&mie wurde
bei keinem der Studienhunde beobachtet. Im Gegensatz dazu wird in unterschiedlichen
Quellen von einem Auftreten bei 9,6-40 % der Hunde mit cPSS berichtet (Johnson et al.,

-92-



Diskussion

3.3

1987; Tisdall et al., 1994; Richter, 2003; Holford et al., 2008; Collings et al., 2012;
Caporali, et al., 2015). Diese Diskrepanz héangt mdglicherweise mit der medikamentellen

und diétetischen Vorbehandlung der Hunde zusammen.

Gallensaurenstimulationstest und Ammoniaktoleranztest
Die in verschiedenen Untersuchungen ermittelte gute Sensitivitat und Spezifitdt von GST

und ATT (Kapitel 114.5) spiegelt sich auch in der vorliegenden Studie wider.

Bereits anhand der praprandialen Serumgallensiurenkonzentration war eine sichere

Unterscheidung zwischen offenem und verschlossenem PSS méglich.

Bei der Ammoniakmessung identifizierte der ATT, nicht aber der basale Wert, sicher
einen PSS. Bei Hund 3 lag bei der Dreimonatskontrolle ein falsch positiver ATT vor. Zu
diesem Zeitpunkt glich auch die ICG-Elimination mit beiden Messmethoden der eines

offenen PSS. Auf diese Diskrepanz wird in Kapitel 4.4 naher eingegangen.

Hinsichtlich des Referenzbereiches der Blutammoniakkonzentration und der
Interpretation des ATT existieren keine einheitlichen Angaben. Fir die basale
Blutammoniakkonzentration wird ein oberer Referenzwert von 45 bis 100 umol/l
angeflhrt (Goggs et al., 2008; Ruland et al., 2010; Rothuizen, 2012; Neumann, 2013a;
van Straten et al, 2015). Aufgrund der Vielzahl an Messmethoden und der
Fehleranfélligkeit der Messung sollten geratespezifische Referenzwerte verwendet
werden. In der vorliegenden Studie wurde das Point-of-care Analysegerat PocketChem
BA PA-4130° eingesetzt, fir das ein Referenzbereich von 60 umol/l vorgeschlagen wird
(Goggs et al., 2008). Der ATT wird je nach Autor als positiv angesehen, wenn der obere
Referenzbereich (van Straten et al., 2015), ein Anstieg von 32 % (Richter, 2003), das
Eineinhalb- bis Zweifache (Ruland, 2009) oder das Zweifache des Basalwertes (Center,
1996; Cullen et al., 2006; Neumann, 2013a) Uberschritten wird. Fir manche Autoren
scheint die Interpretation des Anstieges gegeniber dem Basalwert sinnvoller als die

Orientierung an einem absoluten Referenzwert (Center, 1990).

In der vorliegenden Studie wurde der fir das verwendete Analysegerat vorgeschlagene
Referenzwert von 60 umol/l (Goggs et al., 2008) Ubernommen. Rickblickend gelang
damit, abgesehen von Hund 3 bei der Dreimonatskontrolle, eine sichere Unterscheidung
zwischen offenem und verschlossenem PSS. Die Verwendung des doppelten
Basalwertes als variablen oberen Referenzbereich fir den ATT hatte hingegen zu

mehreren falsch positiven Resultaten gefiihrt.

% PocketChem BA PA-4130, Arkray, Inc., Kyoto, Japan
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ICG-Elimination

4.1 Transkutane fluorometrische Messung der Blut-ICG-Elimination

Die Rohdaten der transkutan fluorometrisch ermittelten ICG-Elimination bereiteten
aufgrund von Schwankungen und Kurvenspriingen Schwierigkeiten in der unmittelbaren
Analyse. Durch die schrittweise Bearbeitung der ICG-Eliminationskurve wurde im

Allgemeinen eine gute computerbasierte Auswertbarkeit erzielt.

Die Kurvenspriinge in den beiden Messreihen zeigten haufig einen gegenlaufigen
Charakter (Kapitel IV3.1.2). Durch Bildung der Mittelwerte wurde eine Glattung der
Eliminationskurve erreicht. Wéhrend der Messung waren die beiden Devices jeweils
gegenlberliegend auf der rechten und linken Thoraxseite angebracht. Dies lasst den
Ruckschluss zu, dass es sich bei den Kurvenspriingen um Bewegungsartefakte handelt.
Mégliche Ursache ist eine mangelnde Fixation des Devices auf der Haut, sodass durch
eine bewegungsassoziierte Positionsdnderung die Entfernung zu HautgefaBen und somit
die Intensitdt der registrierten ICG-Fluoreszenz verandert wird. Artefakten durch
Lichteinfluss wurde durch die Abdeckung mit schwarzer, lichtundurchlassiger Folie,
einem Schulterverband sowie bei einem GroBteil der Messungen durch eine zusatzliche
Lage handelsiblicher Aluminiumfolie vorgebeugt. Inwiefern Fell- und Hautfarbe,
-beschaffenheit oder unvollstandig geschorenes Fell der Hunde beispielsweise durch
Eigenfluoreszenz, Reflexion oder Streuung die Auswertbarkeit der Kurven
beeintrachtigen, ist nicht untersucht. Allgemein kann von einer geringen Interferenz durch
Eigenfluoreszenz oder Absorption im betreffenden Wellenldngenbereich ausgegangen
werden (Saxena et al., 2003).

Auffallig war, dass die Kurven von Hunden mit verschlossenem PSS tendentiell einen
ruhigeren Verlauf mit héherem thk besaBen als die von Hunden mit offenem PSS. Somit
muss ein Zusammenhang der Kurvenqualitdt mit der Leberfunktion Gberdacht werden.
Eine Erklarung fir diese Beobachtung wéare die Anwesenheit von fluoreszierenden
Substanzen im Blut von Hunden mit PSS, die mit der Messung interferieren. Es kdnnte
sich hierbei um Stoffwechselprodukte handeln, die Uber die Leber ausgeschieden werden
und daher bei Hunden mit PSS in erhéhter Konzentration vorliegen. Abbauprodukte von
ICG selbst scheinen nicht mit dem Emissionsspektrum von ICG zu interferieren (Saxena
et al., 2003). Mdglicherweise ist der tendentiell unruhigere Kurvenverlauf bei Hunden mit
offenem PSS auch der langsameren ICG-Elimination geschuldet, die dazu fihrt, dass
sich Messungenauigkeiten prozentual starker auswirken als bei niedrigeren ICG-

Konzentrationen im Rahmen einer schnellen Elimination.

Die monoexponentielle Eliminationskinetik beim Hund bis mindestens 15 Minuten nach
Injektion von ICG, wie von Center et al. (1983) beschrieben (Kapitel 115.2), konnte auch in

der transkutanen fluorometrischen Messung der vorliegenden Studie bestatigt werden. In
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Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen beim Menschen (Wiegand et al., 1960;
Clements et al., 1987) fiel auf, dass die Hunde mit offenem PSS tendentiell eher eine
monophasische exponentielle Eliminationskinetik Uber den gesamten Messzeitraum
aufwiesen, wahrend bei Hunden mit verschlossenem PSS eine biexponentielle Kinetik
bestand. Die mehrphasige exponentielle Kinetik begriindet, weshalb die Kurven innerhalb
des Messzeitraumes auch bei verschlossenem PSS nicht auf das Niveau des

Backgroundes zuriickkehrten.

Eine ansteigende ICG-Eliminationskurve, wie sie Hund 9 vor Eingriff zeigte, ist nach
Wissen des Autors bislang nicht beschrieben. Da die Kurve Uber den gesamten
Messzeitraum von Uber einer Stunde ansteigend war, ist ein Artefakt unwahrscheinlich. In
der Serum-ICG-Elimination fand sich dieser Verlauf nicht wieder. Bei der
Dreimonatskontrolle zeigte Hund 9 eine zlgig abfallende Kurve in der transkutanen
Messung. Die Ursache der ansteigenden Kurve vor Eingriff ist unklar. Diskutiert werden
kann eine intrakutane Anreicherung von ICG (oder von Proteinen mit gebundenem ICG)
bei gleichzeitig sinkender Serumkonzentration (infolge der intrakutanen Anreicherung
oder einer hepatischen Elimination). Griinde flr eine solche intrakutane Anreicherung
sind nicht bekannt und rein spekulativ. Anzeichen flr eine Dermatitis, die mit einer
gesteigerten Durchblutung einhergehen kdnnte, bestanden nicht. Eventuell kénnte das
Vorhandensein von Proteinen mit einer hohen Bindungsaffinitat fir ICG in der Haut zu
einem solchen Effekt fihren. Mdéglicherweise férdert auch eine stark beeintrdchtigte
Leberfunktion mit hohen Serum-ICG-Konzentrationen einen Ubertritt von ICG aus dem

Plasmakompartiment ins Gewebe.

Die Evaluation der ICG-Eliminationskinetik erfolgte anhand von PDR und R15, die sich
als wichtigste MessgréBen der transkutanen pulsdensitometrischen Messung in der
Humanmedizin etabliert haben, und der HWZ, einer der klassischen Messgréf3en beim
Hund.

Insgesamt lieferte die transkutane fluorometrische Messung der ICG-Elimination
vielversprechende Ergebnisse. Die PDRy und die R15 schnitten dabei besser ab als die
HWZy. Mit Ausnahme von Hund 3 ermdglichten die beiden erstgenannten Parameter
jeweils eine Uberlappungsfreie Unterscheidung zwischen offenem und verschlossenem
PSS. Im Vergleich zur invasiven Messmethode mittels serieller Blutprobenentnahme, die
als etablierte Referenzmethode diente, erbrachte die transkutane Messmethode damit
bessere Resultate. Einschrankend muss die vergleichsweise kleine Studienpopulation

bedacht werden.
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4.2 Serum-ICG-Elimination aus seriell enthommenen Blutproben
Als Referenzmethode der ICG-Elimination wurde die invasive Messung aus seriell
entnomenen Blutproben gewahlt. Sie gilt als Goldstandard. In der Regel wird eine
spektrophotometrische Analyse durchgefihrt (Levesque et al., 2016). In der vorliegenden
Studie wurde, analog zur transkutanen Messmethode, eine fluorometrische Bestimmung
verwendet. Sie kann ebenfalls zur ICG-Konzentrationsbestimmung eingesetzt werden
(Saxena et al., 2003). Anhand einer Standardkurve wurde fir jede Messung der lineare
Zusammenhang von Fluoreszenz und Serum-ICG-Konzentration innerhalb des
bendtigten Messbereiches mit R®>0,99 belegt. Dies zeigt die Zuverlassigkeit der

gewahlten Referenzmethode.

Bei Hund 8 vor Eingriff und bei Hund 7 zu beiden Messzeitpunkten lieferte die
nichtlineare Regression keine verlasslichen Resultate aufgrund starker Schwankungen in
den ersten 15 Minuten nach Injektion. Ahnliche Schwankungen waren auch mittels
transkutaner Messmethode nachweisbar, jedoch erhdéhte sich hier die Guite der
angenaherten Exponentialfunktion aufgrund der Vielzahl an Messdaten. Es ist somit
wahrscheinlich, dass die Schwankungen mit der eingeschrénkten Leberfunktion und nicht
mit der invasiven Messmethode selbst zusammenhdngen. Mogliche Griinde
(Vorhandensein von fluoreszierenden Substanzen im Blut bei eingeschréankter
Leberfunktion, Abweichungen durch stark verzdgerte Eliminationsgeschwindigkeit)

wurden bereits im vorangegangenen Kapitel 4.1 diskutiert.

Mit Ausnahme der drei genannten Messungen erbrachte das monoexponentielle
Kurvenfitting zur Ermittlung von HWZs,, PDRse und R15g, eine ausreichende bis gute
optische Ubereinstimmung, die sich auch im zugehérigen Determinationskoeffizienten
R%s. widerspiegelte. Dennoch fielen bei Hund 2 und Hund 9 Diskrepanzen im Vergleich
zur transkutanen Messung und hinsichtlich des Verschlussgrades des PSS auf. Wahrend
die Serum-ICG-Elimination vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle einen
vergleichbaren Kurvenverlauf und vergleichbare Werte fiur HWZg,, PDRs. und R15g,
lieferte, gelang mit der transkutanen Messmethode eine deutliche Unterscheidung von

offenem PSS vor Eingriff und verschlossenem PSS bei der Dreimonatskontrolle.

Die invasive Messung, also der Goldstandard, schnitt somit schlechter ab bei der
Differenzierung zwischen offenem und verschlossenem PSS. Ein schlechtes Kurvenfitting

der invasiven Messmethode ist aus oben genannten Griinden ursachlich nicht plausibel.

Ein Zusammenhang mit der Art der Blutprobenentnahme ist méglich. Diese erfolgte Uber
einen Venenverweilkatheter. Da es sich bei den Studienhunden Uberwiegend um
kleinwlichsige Hunde handelte, bei denen kleinlumige Katheter verwendet wurden, kam
es teilweise zu Verzdgerungen wahrend der Blutprobenentnahme. Zwar wurde der

geplante Zeitpunkt der Blutprobenentnahme entsprechend auf den Endzeitpunkt
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korrigiert, aber es besteht dennoch eine zeitliche Ungenauigkeit. AuBerdem spiegelt die
Serumprobe bei sehr langsamer FlieBgeschwindigkeit des Blutes Uber den
Venenverweilkatheter (in Einzelféllen bis zu 1,5 Minuten) nur eingeschrankt die
tatséchliche Serum-ICG-Konzentration zu dem jeweiligen Zeitpunkt wider. Bessere
Resultate hatten méglicherweise durch die Verwendung eines zentralvendsen (Hsieh et
al., 2004; Grobelna et al., 2016) oder arteriellen Katheters (Kawasaki et al., 1984) erzielt
werden kdénnen. Aufgrund der Invasivitét dieser MaBnahmen und des erhdhten Blutungs-
und Infektionsriskos bei Hunden mit stark eingeschrankter Leberfunktion fiel bei der
Studienplanung die Entscheidung fir einen Venenverweilkatheter. Auch vor dem
Hintergrund der Besitzercompliance wurde Wert auf eine moglichst geringe Invasivitat

gelegt.

Neben der Art der Blutprobenentnahme mussen auch praanalytischer Fehler im Hinblick
auf die Instabilitdt von ICG zur Diskussion gestellt werden. Unmittelbar nach der
Entnahme wurden die Blutproben zum Schutz vor einem vorzeitigen Abbau in eine
lichtgeschltzte Box verbracht (Gathje et al., 1970). In Plasma ist ICG flr vier Stunden
stabil, weshalb die Proben nach maximal vier Stunden abzentrifugiert und bei -80 °C
tiefgrefroren wurden (Landsman et al., 1976). Inwiefern die Verwendung von Serum
anstelle von Plasma einen Einfluss auf die Stabilitdt von ICG hat, ist nicht bekannt. Bis
zum Versand auf Trockeneis wurden die Serumproben tUber wenige Wochen bis hin zu
ungefahr eineinhalb Jahren bei -80°C gelagert. Die Stabilitat von ICG in tiefgrefrorenen
Serumproben wurde bei -20°C und -70°C evaluiert (March et al., 1994). Wahrend bei
-20°C bereits nach einer Woche ein vollstandiger ICG-Abbau festgestellt wurde, konnte
bei einer Lagerungstemperatur von -70°C eine konstante Serum-ICG-Konzentration lber
vier Wochen nachgewiesen werden. Danach nahm die ICG-Konzentration langsam ab,
wobei bis zum Ende der Studie nach 29 Wochen mindestens 50 % der
Anfangskonzentration, in niedrigen Konzentrationen bis zu 94 %, nachwiesbar waren. In
die Analyse gingen jeweils sechs Proben drei verschiedener ICG-Konzentrationen ein.
Bei genauer Betrachtung der Resultate war allerdings kein kontinuierlicher Abfall der
ICG-Konzentration mit zunehmender Lagerungsdauer nachvollziehbar. Gerade bei der
niedrigen ICG-Konzentration von 0,3 pg/ml traten starke Schwankungen zwischen den
Messwerten mit einem initialen Konzentrationsanstieg und darauffolgendem -abfall und
schlieBlich einem erneutem -anstieg auf. Im Unterschied zur vorliegenden Studie erfolgte
die Lagerung mit -70°C bei einer héheren Temperatur und es wurde humanes Serum
verwendet, sodass die Ergebnisse nicht uneingeschrankt ibernommen werden kénnen.
Fir eine Lagerung von Serumproben bei -80°C liegen keine Daten vor. Von einer
verbesserten Stabilitat des ICG bei niedrigeren Temperaturen kann aber ausgegangen
werden (March et al.,, 1994; Saxena et al., 2003). Dennoch ist die Dauer der

Probenlagerung in der vorliegenden Studie kritisch zu hinterfragen. Falsch niedrige
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Resultate sind mdglich. In der vorliegenden Studie war bei jeder Messung ein Abfall der
ICG-Eliminationskurve nachweisbar. Die ICG-Konzentration lag folglich trotz der
Lagerungsdauer innerhalb der Nachweisgrenzen der fluorometrischen Messmethode.
Ausgewertet wurde der Kurvenverlauf anhand einer normierten Eliminationskurve,
sodass ein konstanter Abfall der ICG-Konzentration in den Serumproben nach einer
Degradationskinetik erster Ordnung ohne Auswirkungen bleibt. Solange ausreichende
ICG-Konzentrationen zur fluorometrischen Analyse vorliegen, bleiben HWZs,, PDRs, und
R15s. unter diesen Bedingungen unverandert, im Gegensatz zur absoluten Serum-ICG-
Konzentration und zur Serum-ICG-Clearance. Dass ICG einer solchen
Degradationskinetik erster Odrnung unterliegt, wurde flir wassrige Lésungen in der
fluorometrischen Messung gezeigt (Saxena et al., 2003). Interessanterweise fiel in dieser
Untersuchung allerdings auch auf, dass dennoch unterschiedliche
Degradationsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Anfangskonzentrationen vorlagen.
Bei der hdheren Anfangskonzentration ging der Abbau langsamer vonstatten als bei der
niedrigen. Diesen Widerspruch konnten die Autoren nicht sicher erklaren, spekulierten
aber, ob Abbauprodukte von ICG mdoglicherweise durch Absorption zu Interferenzen
fihren. March et al. (1994) zeigten, dass bei -70°C ICG in der hohen Konzentration von
6,5 pg/ml Serum einem starkeren Abbau unterliegt als in den niedrigen Konzentrationen
von 2 und 0,3 pg/ml, wobei die Daten aufgrund starker Schwankungen, wie bereits

beschrieben, keinen Riickschluss auf eine Degradationskinetik zulassen.

AbschlieBend liegen keine gesicherten Erkenntnisse Uber die Degradationskinetik von
ICG vor. Bei der Evaluation der Eliminationskurven der vorliegenden Studie kann folglich
nicht ausgeschlossen werden, dass die fehlende Unterscheidbarkeit des
Verschlussgrades des PSS bei Hund 2 und Hund 9 von der langen Probenlagerung
herrtihrt. Die Interferenzen, die in den ersten 15 Minuten nach ICG-Injektion bei Hund 7
zu beiden Messzeitpunkten und bei Hund 8 vor Eingriff auftraten, hdngen, wie vorgéngig
ausgefihrt, eher mit der Leberfunktionsstérung zusammen.

Korrelation von invasiver und transkutaner Messmethode

Die lineare Regression ergab zwischen PDRs, und PDRy ein R? von 0,6169 und
zwischen R155, und R154 ein R® von 0,4629. Dementsprechend kénnen 62 %
beziehungsweise 46 % der Varianz in der transkutanen Messung durch die invasive
Messung erklart werden. Der Determinationskoeffizient R? zwischen HWZg, und HWZy
betrug hingegen nur 0,08629. Erst nach Elimination aller negativen Werte konnte ein R®
von 0,8702 erzielt werden. Aufgrund der geringen Zahl an Datensatzen muss diese
AusreiBerelimination jedoch unter Vorbehalt interpretiert werden. Die HWZ scheint auf
Grundlage der vorhandenen Daten kein idealer Parameter zur Evaluation der ICG-
Elimination zu sein. Kommerzielle humanmedizinische transkutane Systeme verzichten

ebenfalls auf die Angabe der HWZ zugunsten von PDR und R15.
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Grobelna et al. (2016) beschreiben in der einzigen weiteren Studie zur transkutan
gemessenen ICG-Elimination beim Hund eine Korrelation zwischen transkutaner und
invasiver Messmethode. Hier wurde der transkutanen pulsdensitometrischen Messung
(LIMON #) die spekirophotometrische Messung seriell entnommener Blutproben
gegeniiber gestellt. Fir R15 lag R® bei 8 Hunden in Anasthesie bei 0,47 und bei 7
Hunden in der Aufwachphase bei 0,29. R® zwischen transkutan gemessenen PDR und
invasiv gemessener ICG-Plasmaclearance betrug bei 8 Hunden in Anasthesie 0,14 und
bei 7 Hunden in der Aufwachphase 0,81. Der letzte genannte Determinationskoeffizient
von 0,81 lag somit oberhalb der in der vorliegenden Studie erzielten
Determinationskoeffizienten. Jedoch muss die Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses
aufgrund der starken Schwankungen zwischen Hunden in Narkose und in der
Aufwachphase kritisch hinterfragt werden.

In der Humanmedizin haben bereits viele Studien den Zusammenhang zwischen
invasiven (fiberoptischer Katheter oder serielle Blutprobenentnahme) und transkutanen
Messmethoden bei verschiedenen Indikationen verglichen. Es wurde eine gute bis sehr
gute Korrelation nachgewiesen, mit einem Determinationskoeffizienten R?=0,977 fur R15
(Hsieh et al., 2004) und R?=0,855 fir die fraktionelle Extraktion k (Hsieh et al., 2004)
beziehungsweise einem Korrelationskoeffizienten r=0,81-0,84 (entspricht R°=0,66-0,71)
fir R15 (Purcell et al., 2006; Cheung et al., 2012), r=0,93-0,94 (entspricht R2=O,86-O,88)
fir PDR (Sakka et al., 2000; Faybik et al., 2004) und r=0,89 (entspricht R2=0,79) far die
fraktionelle Extraktion k (Tsubono et al., 1996).

Grundséatzlich gilt, dass bei geringer Stichprobenzahl Zusammenh&nge schwerer
nachzuweisen sind. Empfohlen wird daher eine Mindestanzahl von 20 Beobachtungen
pro untersuchte Einflussvariable (Schneider et al., 2010). Aufgrund des Versterbens von
Hund 10 nach chirurgischem Verschluss des PSS konnten in der vorliegenden Studie nur
19 Datenpaare zur Analyse herangezogen werden. Die trotz geringer Stichprobenzahl
nachgewiesene Korrelation mit R?=0,6169 (PDR) beziehungsweise R?=0,4629 (R15)
unterschétzt somit mdglicherweise die tatséchliche Korrelation. Diese Annahme wird
gestltzt von den oben genannten Daten aus der Humanmedizin, die eine sehr enge

Korrelation von transkutaner und invasiver Messmethode belegen.

Desweiteren ist die Korrelation grundlegend von der Gite der gewdahlten
Referenzmethode abhangig. Auch wenn es sich bei der invasiven Messmethode um den
Goldstandard handelt, mit der die transkutane fluorometrische Messmethode verglichen
wird, so ist sie in der vorliegenden Studie der transkutanen Messung unterlegen. Die
transkutane fluorometrische Messmethode erlaubte mit Ausnahme von Hund 3 bei der

Dreimonatskontrolle eine klare Unterscheidung zwischen verschlossenem und offenem

% Pulsion Medical Systems SE, Miinchen, Deutschland
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PSS. Sie Uberstieg damit die Genauigkeit der invasiven Messung, die nur maBig mit dem
Verschlussgrad des PSS Ubereinstimmte. Somit ist die Beurteilung der transkutanen
fluorometrischen Methode im Vergleich zur Referenzmethode nur eingeschrankt moglich.
Es ist davon auszugehen, dass die nachgewiesene Korrelation die tatsachliche

unterschétzt.

Interpretation der Resultate von Hund 3

Bei Hund 3 wurde sonographisch und angiographisch ein Portoazygosshunt ausgehend
von der Milzvene diagnostiziert. Mittels Cellophan Banding wurde ein progressiver
Shuntverschluss initiiert. Die transabdominale Splenoportographie im Rahmen der 3-

Monatskontrolle bewies den vollstdndigen Verschluss des PSS.

Bei der transkutanen Messung der ICG-Elimination deckten sich die Resultate der
Dreimonatskontrolle (Kurvenverlauf, HWZy, PDRy, R15y) nahezu vollstdndig mit den vor
Eingriff erhobenen Befunden. Bei der invasiven Messung ergab sich sogar eine
langsamere Eliminationskinetik als vor dem Eingriff. Somit stehen die Resultate von Hund
3 im Gegensatz zu denen der anderen fiinf Hunde mit verschlossenem PSS, bei denen

mindestens mit der transkutanen Messmethode eine Differenzierung méglich war.

Die allgemeine klinische Untersuchung von Hund 3 bei der Dreimonatskontrolle verlief
ohne besonderen Befund. Anamnestisch zeigte der Hund keine Symptome eines PSS
mehr, wie sie urspriinglich zum Zeitpunkt der Erstvorstellung vorgelegen hatten. Die
héamatologische und blutchemische Untersuchung inklusive des Plasmabilirubinspiegels
zum Zeitpunkt der Dreimonatskontrolle war bis auf eine Hypercholesterinamie unaufféllig.
Diese lasst sich eher nicht im Sinne einer Cholestase interpretieren, da andere
Laborwertveranderungen wie eine Hyperbilirubindmie oder eine erhdhte Aktivitdt von
Alkalischer Phosphatase oder y-Glutamyltransferase fehlten. Anhand des GST ergab sich

kein Hinweis auf eine Leberfunktionsstérung. Der orale ATT hingegen war positiv.

Zwar wurde ein vollstindiger Verschluss des PSS dokumentiert. Mittels
Splenoportographie lassen sich jedoch kaudal der Milzvene gelegene ShuntgeféBe,
beispielsweise portosystemische Kollateralen ausgehend von den Mesenterialvenen,
nicht sicher nachweisen (Suter, 1975). Diese kénnten den positiven ATT und die Befunde

der invasiven und transkutanen ICG-Elimination erklaren.

Ebenso ist eine Leberfunktionseinschrankung anderer Genese nicht auszuschlie3en. Bei
Hund 3 handelte es sich um einen Mops, der zu den brachycephalen Rassen zahlt. Bei
der Dreimonatskontrolle war der rassetypische Stridor nasalis und pharyngealis
nachweisbar. Bei Hunden mit respiratorischen Beschwerden durch einen Trachealkollaps
wurde eine sekundare Leberdysfunktion gezeigt (Bauer et al., 2006). Die Autoren
vermuteten eine hypoxische Leberschadigung infolge einer chronischen arteriellen
Hypoxamie, analog zur hypoxischen Hepatitis bei akuter Exazerbation chronischer
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4.5

respiratorischer  Erkrankungen beim Menschen. Vergleichbare Studien zum
Zusammenhang von Brachycephalie und Hepatopathie beim Hund fehlen. Es ist
allerdings bekannt, dass brachycephale Rassen wie der Mops regelmaBig eine
Leistungsintoleranz und eine verminderte arterielle Sauerstoffsattigung aufweisen
(Hoareau et al., 2012; Bartels et al., 2015). Eine sekundare Hepatopathie bei Hund 3

infolge der chronischen Obstruktion der oberen Atemwege ist also mdglich.

Auch Leberdysfunktionen im Zuge einer Medikamentenreaktion oder einer Intoxikation
(z. B. Aflatoxine) lassen sich retrospektiv nur schwer diagnostizieren, zumal aufgrund des
guten Allgemeinbefindens von Hund 3 keine weiterfihrende Diagnostik wie die Entnahme
einer Leberbiospie durchgefihrt wurde, und mlssen differentialdiagnostisch in Betracht
gezogen werden (Watson, 2004).

Evaluation von HWZ, PDR und R15 im Vergleich zur Literatur
Eine Ubersicht tiber die beschriebenen Normalwerte verschiedener MessgréBen der ICG-

Elimination bei Mensch und Hund findet sich in Tabelle II-2.

In Ubereinstimmung mit bisherigen Untersuchungen bestétigte sich die langsamere ICG-
Eliminationskinetik des Hundes im Vergleich zum Menschen (Klaassen und Plaa, 1969;
Center, 1996). AuBerdem scheinen bei der transkutanen fluorometrischen Messung beim
Hund, wie auch bei den humanmedizinischen transkutanen pulsdensitometrischen
Systemen, PDR und R15 gut geeignet zur Evaluation der Leberfunktion (siehe auch
Kapitel 4.1 und 4.3).

Fir die Serum-ICG-Elimination bei Hunden mit verschlossenem PSS zeigte sich, mit
Ausnahme von Hund 3, eine gute Ubereinstimmung mit diesen Literaturangaben
(Ketterer et al., 1960; Center et al., 1983; Grobelna et al., 2016). HWZ und PDR lagen
jeweils innerhalb des beschriebenen Bereiches von 8,4-10,8 Min oder darunter
beziehungsweise von 6,9-8,7 %/Min oder daruber. Lediglich Hund 9 erreichte bei
verschlossenem PSS mit 6,8 %/Min eine geringflgig schlechtere PDRgse. Bezogen auf die
R15 liegen lediglich Vergleichswerte von 8 gesunden Beagle in Narkose beziehungweise
in der Aufwachphase, gemessen mit serieller Blutprobenentnahme (Spektrophotemetrie)
und transkutaner pulsdensitometrischer Messung, vor (Grobelna et al., 2016). Die Werte
der R15g, bei verschlossenem PSS in der vorliegenden Studie sind mit diesen

vergleichbar bis geringgradig héher.

Die Median- und Mittelwerte der transkutanen fluorometrischen Messung lagen,
verglichen mit der invasiven Messung, héher im Falle von HWZ und R15 und niedriger im
Falle der PDR. Die transkutane fluorometrische Messung scheint demnach einer
langsameren ICG-Eliminationskinetik zu folgen. Zur weiteren Evaluation bedarf es der

Etablierung eines spezifischen Referenzbereiches.
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4.6

4.7

Einfluss der verwendeten ICG-Dosierung

Bei der Beurteilung von HWZ, PDR und R15 muss bedacht werden, dass die
Eliminationskinetik von ICG dosisabhangig ist (Kapitel 115.2.1). Einige Autoren stellten
eine inverse Beziehung zwischen PDR und Dosierung fest (Leevy et al., 1967; Center et
al., 1983; Rakich et al., 1987), wéhrend andere keinen signifikanten oder Kklinisch
relevanten Unterschied nachweisen konnten (Cherrick et al., 1960; Center et al., 1983;
Sakka et al., 2004; Halle et al., 2014).

Die hier verwendete Dosierung von 0,2 mg/kg ICG leitet sich aus der Dosisfindungsstudie
zur transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination ab, die der vorliegenden
Studie vorangestellt wurde (Strommer et al., 2015). Es handelt sich um eine
vergleichsweise niedrige Dosierung, die bislang beim Hund nicht etabliert ist. Es liegen

folglich auch keine dosisspezifischen Referenzbereiche fir andere Messverfahren vor.

Ein héhere Sensitivitat niedriger ICG-Dosierungen fir Veréanderungen der Leberperfusion
ist beschrieben (Paumgartner et al., 1969), sodass die Verwendung niedriger
Dosierungen zur Detektion eines PSS sinnvoll erscheint. In der Humanmedizin hat sich
eine ahnliche Dosierung von 0,25 mg/kg im Vergleich zur Standarddosierung von 0,5
mg/kg als ausreichend zur zuverlassigen, frihzeitigen Erkennung von
Leberfunktionsstérungen unterschiedlicher Genese in der transkutanen Messung
erwiesen (Sakka et al., 2004; de Liguori Carino et al., 2009; Halle et al., 2014). Auch
wenn beim Hund bislang deutlich héhere Dosierungen von 0,5-1,5 mg/kg Anwendung
fanden, erscheint — gerade vor dem Hintergrund der langsameren Eliminationskinetik des
Hundes — der Einsatz einer niedrigen Dosis von 0,2 mg/kg plausibel (Klaassen und Plaa,
1969; Center et al., 1983; Grobelna et al., 2016).

Einsatzmoglichkeiten in der Leberfunktionsdiagnostik

Die Leberfunktionsparameter der hamatologischen und blutchemischen Untersuchung
sowie die Urinuntersuchung kénnen wertvolle Hinweise auf eine Leberfunktionsstérung
liefern, sind jedoch nur wenig spezifisch und haufig erst im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium veréndert. Es besteht somit der Bedarf eines Tests mit mdglichst
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt. Dieser sollte idealerweise kostenginstig, einfach
durchfihrbar, nicht invasiv und stressfrei flir den Patienten sein. Die Ergebisse sollten
schnell zur Verfigung stehen, um zeitnah Gber weitere diagnostische und therapeutische

Schritte entscheiden zu kénnen.

Dynamische Leberfunktionstests ermdglichen eine gezielte Evaluation der Leberfunktion
unter Belastung im zeitlichen Verlauf. Sie stehen im Gegensatz zu den statischen
Parametern der Hamatologie, Blutchemie oder der Messung der basalen Gallensduren-
und Ammoniakkonzentration. In der Veterindrmedizin sind GST und ATT die am

haufigsten verwendeten dynamischen Leberfunktionstests. Wie in Kapitel [14.5.2
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beschrieben, ist der ATT sensitiv und spezifisch fiir einen PSS, jedoch nur bei sehr weit
fortgeschrittenem Leberparenchymuntergang positiv. AuBerdem ist die Analyse
fehleranfallig. Durch H&molyse oder den Kontakt zu Speichel, Schwei3 und
Zigarettenrauch kann es zu falsch postiven Befunden kommen (Gerritzen-Bruning et al.,
2006). Ammoniumchlorid kann nach oraler Verabreichung Vomitus oder Diarrhoe
induzieren und besitzt eine schlechte Akzeptanz. Fiir den rektalen ATT ist ein vorheriger
Einlauf notwendig. AuBerdem kann durch die neurotoxische Wirkung von Ammoniak ein

HES ausgel6st oder verschlimmert werden (Ruland, 2009).

Der GST st fiir Hepatopathien im Allgemeinen sensitiver als der ATT. Allerdings kénnen
enterale Resorptionsstérungen, Magenentleerungsstérungen oder verlangerte intestinale
Transitzeiten zu falsch negativen Resultaten und eine Cholestase zu falsch positiven
Resultaten fiihren (Center, 1990; Center, 1996). Bei Hyperbilirubindmie ist der GST nicht
aussagekraftig (Richter, 2003). AuBerdem sind bei Yorkshire Terriern und Maltesern
falsch positive Befunde mit der enzymatischen spektrophotometrischen Messmethode
beschrieben (Tisdall et al., 1995; Tobias, 2003; O'Leary et al., 2014). Die Bestimmung
der Serumgallensaurenkonzentration erfolgt vielerorts nach Versand in ein externes

Labor, sodass die Resultate nicht unmittelbar zur Verfligung stehen.

Sowohl fiir den ATT als auch fir den GST sind zwei Blutprobenentnahmen notwendig.
Beide Tests sind nur am wachen Patienten einsetzbar. Bei Hunden, die beispielsweise im
Krampfgeschehen oder im somnolenten beziehungsweise komatdsen Zustand vorgestellt
werden, koénnen lediglich die Basalwerte bestimmt werden. Durch die erhdhte
Muskelaktivitdt im Krampfgeschehen kann zudem die Ammoniakkonzentration ohne

Vorliegen einer Leberfunktionsstdérung erhéht sein (House, 2010).

Mithilfe einer transkutanen Messung der ICG-Elimination kénnten viele der eben
genannten Probleme umgangen werden. So besteht beispielsweise kein erhéhtes Risiko
eines HES durch das verabreichte ICG. Eine einmalige intravendse Injektion ist
ausreichend. Blutprobenentnahmen werden nicht bendtigt, was bei kleinen Patienten mit
begrenztem Blutvolumen oder Andmie von Vorteil sein kann. In Kapitel 115.5.1 wurde
bereits ausfiihrlich auf die zentrale Rolle und prognostische Bedeutung der transkutan
gemessenen ICG-Elimination in der Leberfunktionsdiagnostik beim Menschen
eingegangen. Folglich ist ihr Einsatz in der Veterindrmedizin mit groBen Hoffnungen und
hohen Erwartungen verbunden. Gerade die schnelle Verfligbarkeit der Messergebnisse
und die Einsatzmdéglichkeiten bei kritisch kranken Patienten sind von Vorteil. Die
Messung ist sowohl am wachen als auch am komatdsen Patienten mdglich. So kann
beispielsweise die Diagnose eines HES oder eines hepatischen Komas in Abgrenzung
von Intoxikationen oder anderen Stoffwechselerkrankungen erleichtert werden. In der
Humanmedizin ist auch der Einsatz im Rahmen der Anasthesielberwachung maéglich,

beispielweise als intraoperative Entscheidungshilfe bei Leberteilresektionen (Thomas et
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al., 2015). Ahnliche Einsatzgebiete in der Routinediagnostik und Fritherkennung von
Hepatopathien, der Intensivmedizin oder der Ané&sthesieliberwachung sind auch in der
Veterindrmedizin denkbar. Hilfreich wéare sie auch bei Abklarung von Hyperammonémien,
fir die differentialdiagnostisch, neben PSVA und anderen Leberfunktionsstérungen,
Harnstoffzyklusdefekte, die transiente Hyperammonamie des Irischen Wolfshundes und
Cobalaminrezeptordefekte in Frage kommen (Center, 1996; Meyer et al., 1996; Zandvliet
und Rothuizen, 2007; Owczarek-Lipska et al., 2013; Fyfe et al., 2014).

Eine diagnostische Herausforderung stellt mitunter die Differenzierung von hepatischer
und posthepatischer Hyperbilirubindmie dar. Bei diesen Patienten liegt haufig ein
negativer ATT vor. Der GST ist bei Hyperbilirubindmie nicht aussagekréftig. Zwar wird
auch die ICG-Eliminationskinetik durch Cholestase beeinflusst, da es sich aber um eine
kompetitive Hemmung durch Bilirubin handelt, kénnen méglicherweise verschiedene

ICG-Dosierungen bei der Unterscheidung helfen.

In der vorliegenden Studie erwies sich die transkutane fluorometrische Messung der ICG-
Elimination als einfach praktikabel. Sie wurde von allen teilnehmenden Hunden gut
akzeptiert. Durch die Verwendung der Fluorometrie entféllt die Notwendigkeit zweier
einander gegenlberliegender Geréateteile (Lichtquelle und Photosensor), wie sie die
Spektrophotometrie beziehungsweise Pulsdensitometrie benétigt. Nach letzterem Prinzip
arbeiten die kommerziell erhaltlichen humanmedizinischen Systeme wie beispielsweise
LIMON?. Ublicherweise werden Finger-, Nasen-, oder Ohrenclips verwendet. Deren
sichere Fixierung gelingt beim Menschen einfach, bereitet beim Tier jedoch
Schwierigkeiten. In der einizigen veterindrmedizinischen Studie zur transkutanen
pulsdensitometrischen Messung der ICG-Elimination wurde der LIMON?-Clip nach
Ausscheren eines Hautareals an der Rute von Hunden in Narkose und in der
anschlieBenden Aufwachphase befestigt (Grobelna et al., 2016). Unpraktikabler gestaltet
sich dieses Verfahren vermutlich beim wachen Hund oder beipielsweise auch bei Katzen.
Erfahrungsgeman bereitet auch die Pulsoximetrie, die auf demselben Messprinzip beruht,
bei diesen Patienten Schwierigkeiten. Da zur Registrierung der Fluoreszenz — im
Gegensatz zur Absorption — die Photodiode nicht gegentiber der Lichtquelle positioniert
werden muss, kann bei der Fluorometrie das Messdevice am Brustkorb des Tieres

angebracht, sicher fixiert und kabellos eingesetzt werden.

% Pulsion Medical Systems SE, Miinchen, Deutschland
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5 Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Studie stimmen zuversichtlich hinsichtlich der
Einsatzméglichkeiten  der transkutanen fluorometrischen ICG-Elimination in der
Leberfunktionsdiagnostik beim Hund. Es sind allerdings weitere Untersuchungen mit gréBeren
Patientenzahlen notwendig. Vor dem klinischen Einsatz bedarf es auBerdem Studien bei
Hepatopathien anderer Atiologie und der Etablierung von Referenzwerten. Ebenso ist der

Einsatz bei anderen Tierarten, beispielsweise bei der Katze, interessant.

Zu Kklaren ist weiterhin, ob und welche Substanzen im Blut von Hunden mit PSS zu

Interferenzen bei der fluoromterischen Messung fiihren.

Durch eine optimierte Fixierung der Devices kénnen Signalschwankungen und Kurvenspriinge
moglicherweise reduziert werden, sodass die Auslesung eines einzelnen Device ausreichend
ware. Um die Bedeutung von Bewegungsartefakien besser einschatzen zu kénnen, sind
Untersuchungen an Hunden in Narkose im Vergleich zu Hunden in Bewegung sinnvoll.
Ebenso kann die Untersuchung des Einflusses von Fellfarbe und Hautpigmentation weitere

Erkenntnisse liefern.
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VI Zusammenfassung

Der portosystemische Shunt (PSS) stellt eine der haufigsten Leberfunktionsstérungen und die
haufigste portosystemische vaskulare Anomalie (PSVA) beim Hund dar. Dartber hinaus ist
der kongenitale PSS (cPSS) die haufigste Ursache eines hepatoenzephalen Syndroms bei
Hund und Katze. Zur Diagnose und prognostischen Bewertung einer Leberfunktionsstdrung
hat sich in der Humanmedizin in den letzten Jahren die transkutane spektrophotometrische
Messung der Indocyaningrin (ICG)-Elimination durchgesetzt. Fir den Hund ist die ICG-
Elimination als dynamischer Leberfunktionstest bereits seit langer Zeit in Form einer invasiven
Messung Uber eine serielle Blutprobenentnahme etabliert, wird jedoch aufgrund des
aufwendigen Verfahrens nicht mehr routinemaBig durchgefiihrt. Verfahren zur transkutanen
spektrophotometrischen oder fluorometrischen Messung der ICG-Elimination beim Hund

wurden kirzlich beschrieben, bislang allerdings nur an gesunden Beagle mit kleiner Fallzahl.

Ziel der vorliegenden Studie war, die Anwendbarkeit eines neu entwickelten Systems zur
transkutanen fluorometrischen Messung der ICG-Elimination bei Hunden mit einem PSS vor
und nach Verschluss des ShuntgefédBes im Vergleich zum Goldstandard, der invasiven
Messung mittels seriell entnommener Blutproben, zu Gberprifen. Weiterhin sollte anhand der
transkutanen Messung der Unterschied vor und nach Verschluss des ShuntgefédB3es
beziehungsweise die Unterscheidbarkeit zwischen offenem und verschlossenem PSS

untersucht werden.

In die prospektive Studie wurde zehn Hunde mit singularem extrahepatischem PSS
eingeschlossen, die zum chirurgischen Verschluss des ShuntgeféBes (Cellophan Banding
oder Seidenligatur) in der Klinik fir Kleintiere der Justus-Liebig-Universitat GieBen vorgestellt
worden waren. Im Rahmen der Untersuchungen vor dem Eingriff und bei der
Dreimonatskontrolle nach dem Eingriff wurde neben hamatologischen (Hamatokrit, MCV,
Erthrozytenzahl, CHr) und blutchemischen (Albumin, Harnstoff, Cholesterin, Glukose)
Leberfunktionsparametern, einem  Gallensaurenstimulationstest (GST) und einem
Ammoniaktoleranztest (ATT) die ICG-Elimination auf zwei Arten bestimmt. Als Goldstandard
diente die invasive Messmethode, bei die Eliminationskinetik aus seriell entnommenen
Blutproben fluorometrisch bestimmt wurde. Zeitgleich erfolgte eine transkutane
fluorometrische Bestimmung der ICG-Eliminationskurve Uber zwei auf der Haut am Brustkorb
angebrachte Messeinheiten (Devices). Flr beide Messmethoden wurden mittels nichtlinearer
Regression im Zeitintervall eine bis 15 Minuten nach ICG-Injektion die Halbwertszeit (invasiv
aus Serumproben: HWZsg,, transkutan: HWZy), die Plasmaverschwinderate (PDRgse, PDRy)
und die 15-Minutenretentionsrate (R15s,, R15y) berechnet. Der Verschlussgrad des PSS bei
der Dreimonatskontrolle wurde anhand von Dopplersonographie und Splenoportographie
definiert. Alle Parameter wurden auf signifikante Unterschiede vor Eingriff und bei der
Dreimonatskontrolle (gepaarte Analyse) beziehungsweise hinsichtlich offenem und

verschlossenem PSS (ungepaarte Analyse) Uberprift. Die Korrelation zwischen HWZs, und
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HWZ,, zwischen PDRs, und PDRy und zwischen R15g, und R15y wurde mittels linearer

Regression untersucht.

Bei 6/10 Hunden lag bei der Dreimonatskontrolle ein Verschluss des PSS vor. Bei 3/10
Hunden war der PSS noch offen. Ein Hund verstarb nach dem Eingriff, sodass keine Daten
zur Dreimonatskontrolle vorlagen. Die Resultate von ha@matologischer und blutchemischer

Untersuchung, GST und ATT stimmten mit den Literaturangaben Uberein.

Die transkutane Messung der ICG-Elimination verlief komplikationslos, einfach und wurde von
allen Hunden gut akzeptiert. Es war ein signifikanter Unterschied von PDRy und R15y
zwischen Hunden vor Eingriff und bei der Dreimonatskontrolle (PDRy: p=0,0171, R15:
p=0,0209) und zwischen Hunden mit offenem und mit verschlossenem PSS (PDRy: p<0,0001,
R154: p<0,0001) nachweisbar. Anhand der HWZy ergab sich jeweils kein signifikanter
Unterschied. Mit Ausnahme von Hund 3 bei der Dreimonatskontrolle war anhand von PDRy
und R154 mit folgenden Kriterien eine Unterscheidung zwischen offenem und verschlossenem
PSS méglich:

- offener PSS:
PDR < 2,6 %/Min
R154 2 67,5 %

- verschlossener PSS:
PDR = 4,1 %/Min
R154<53,9 %

Die invasive Messung der ICG-Elimination ergab einen signifikanten Unterschied von PDRsg,
(p=0,0095) und R15g, (p=0,0323) zwischen Hunden mit offenem und verschlossenem PSS.
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied fur HWZs,, PDRs, und R15g, hinsichtlich des
Messzeitpunktes und flir HWZs, hinsichtlich des Verschlussgrades des PSS.

Die lineare Regression ermittelte fir PDRs. und PDRy sowie fiir R15g, und R154 einen
linearen Zusammenhang mit einem Determinationskoeffizienten R°=0,6169 fiir die PDR und
R?=0,4629 fur die R15. Fir HWZs, und HWZy erzielte die lineare Regression lediglich ein
R®<0,1. Wurden hingegen die Messungen aus der Berechnung ausgeschlossen, bei denen
entweder HWZs, oder HWZy einen negativen Wert besaBen (AusreiBer), so bestand ein
linearer Zusammenhang mit R®<0,8792. Fur die drei als AusreiBer gekennzeichneten

Datensatze galt, dass zum Messzeitpunkt jeweils ein offener PSS vorlag.

Als beste Parameter zur Beurteilung der ICG-Eliminationskinetik stellten sich PDR und R15
heraus. Sie besitzen auch in der Humanmedizin im Vergleich zu anderen Parametern wie der
HWZ die groBte Bedeutung. Die transkutane fluorometrische Messung war in der
vorliegenden Studie dem Goldstandard, der invasiven Messung der |CG-Elimination,
Uberlegen. Daher sind die Determinationskoeffizienten nur eingeschrankt zu interpretieren und

unterschatzen vermutlich die Korrelation mit der tatséchlichen ICG-Elimination im Blut.
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Aufgrund der schnellen Verflgbarkeit der Resultate, des dynamischen Charakters der
Untersuchung und der geringen Invasivitat sind weitere Studien zum Einsatz der transkutanen

fluorometrischen Messung der ICG-Elimination beim Hund lohnenswert.
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The portosystemic shunt (PSS) is one of the most common diseases with hepatic dysfunction
and the most common portosystemic vascular anomaly in the dog. In addition, congenital PSS
is the most common reason for hepatic encephalopathy in dogs and cats. In human medecine,
transcutaneous spectrophotometric measurement of indocyanine green (ICG) elimination
gained in importance in recent years for diagnosis and prognostic evaluation of hepatic
dysfunction. In dogs, ICG elimination as an invasive methode with serial blood sampling was
established as a dynamic liver function test several decades ago, but due to its complex
procedure, it is no longer part of the routine diagnostic tests. Methods for transcutaneous
spectrophotometric or fluorometric measurement of ICG elimination in dogs were recently

described, but only in a small number of healthy beagles.

The aim of the present study was to evaluate the applicability of a recently developped system
for transcutaneous fluorometric measurement of ICG elimination in dogs with PSS before and
after closure of the shunt vessel in relation to the gold standard, the invasive measurement
with serial blood sampling. Further, the difference before and after closure of the shunt vessel
respectively the distinguishability between open and closed shunt vessel should be analysed

using the transcutaneous method.

Ten dogs with a single extrahepatic PSS that were presented to the small animal clinic of the
Justus-Liebig-University of GieBen for surgical closure of the shunt vessel (cellophane
banding or silk suture) were enclosed in the prospective study. Besides liver function
parameters of the hematology (haematocrit, MCV, red blood cell count, CHr) and the blood
chemistry panel (albumin, urea, cholesterol, glucose), a bile acid stimulation test (GST) and an
ammonia tolerance test (ATT), we analyzed ICG elimination in two ways during the course of
the investigations, once before the operation and once at the control visit after three months.
The invasive method, in which elimination kinetic was measured fluorometrically in serial blood
samples, served as gold standard. Simultaneously, two fluorometric devices attached to the
skin on the thorax recorded the ICG elimination curve transcoutaneously. For both methods,
half life time (invasive in serum samples: HWZg,, transcutaneously: HWZy), plasma
disappearance rate (PDRse, PDRy) and 15 minutes retention rate (R15g.,, R154) were
calculated within one to 15 minutes after injection of ICG. The closure of the shunt vessel was
defined at the control visit after three months based on Doppler sonography and
splenoportography. All parameters were analysed for significant differences before the
operation and at the control visit (paired analysis) as well as between open and closed PSS
(unpaired analysis). Correlation between HWZs, and HWZy,, between PDRs, and PDRy and

between R15g, and R15y was investigated with linear regression.

In 6/10 dogs, the shunt vessel was closed at the control visit after three months. In 3/10 dogs,

the PSS was still open. One dog died after the operation so that no data for the control visit

-109 -



Vil

Summary

after three months were available. The results of hematology, blood chemistry, GST and ATT

were in agreement with the literature.

Transcutaneous measurement of ICG elimination was easily performed without complications,
and was well tolerated by all dogs. There was a significant difference in PDRy and R154
between dogs before the operation and at the control visit (PDRy: p=0,0171, R15y: p=0,0209)
and between open and closed PSS (PDRy: p<0,0001, R154: p<0,0001). For HWZy, there was
no significant difference. With the exception of dog 3, differentiation between open and closed

PSS was possible using the following criteria:

- open PSS:
PDRk < 2,6 %/Min
R15x =2 67,5 %

- closed PSS:
PDRk = 4,1 %/Min
R154 < 53,9 %

The invasive measurement of ICG elimination found a significant difference between PDRsg,
(p=0,0095) and R15g, (p=0,0323) between dogs with open and closed PSS. No significant
difference was seen for HWZs,, PDRs, and R15g, regarding the time of measurement and for

HWZs, regarding the degree of closure of PSS.

Linear regression revealed a linear correlation between PDRs, and PDRy and between R15g,
and R15 with a coefficient of determination R2=O,6169 for PDR and R2=0,4629 for R15. For
HWZs, and HWZy, the linear regression indicated only R2<0,1. When measurements with
negative results for HWZs, or HWZ, were excluded (outliers), linear correlation was
R?<0,8792. The three measurements labelled as outliers were seen in dogs with an open PSS

at the time of measurement.

The best parameters for evaluation of ICG elimination kinetic were PDR and R15. Similar to
human medicine, they have the greatest importance compared to other parameters like HWZ.
In the present study, transcutaneous fluorometric measurement was superior to the gold
standard, the invasive measurement of ICG elimination. Therefore, interpretation of the
coefficients of determination is limited. The correlation with the real ICG elimination in blood is
most likely underestimated. Because of the rapid availability of the results, the dynamic
character of the test and its low invasiveness, further studies about the use of transcutaneous

fluorometric measurement of ICG elimination in dogs are worthwhile.
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IX Anhang

Abbildung IX-1: Einverstandniserklarung

Teilnahme an der Studie zur transkutanen Leberfunktionsmessung

— Einverstandniserklarung des Patientenbesitzers —

Ziel der Studie:

Die friihzeitige Erkennung einer Leberfunktionsstérung kann sehr entscheidend far Therapie und
Prognose der Erkrankung sein. Etablierte Tests zur Leberfunktionsmessung sind haufig stark
abhéngig von verschiedenen Faktoren (z B. Erndhrung oder Funktion anderer Organe), mit
mehrfacher Blutentnahme verbunden oder sind technisch sehr empfindlich und daher nur in speziellen
Einrichtungen durchfiihrbar.

Kirzlich wurde ein Verfahren zur transkutanen Leberfunktionsmessung entwickelt: Hierbei wird eine
leberspezifische Markersubstanz verabreicht und deren Abbau durch ein auf der Haut angebrachtes
Geréat (transkutan) gemessen.

Diese Studie soll dazu beitragen, diese vielversprechende und stressarme Methode in der
Leberfunktionsdiagnostik beim Hund zu etablieren.

Durchfiihrung:

Im Rahmen der Voruntersuchung zum Verschluss des Lebershunts wird lhrem Tier intravends eine
Markersubstanz injiziert. Im Anschluss wird der Abbau dieser Substanz transkutan Gber zwei Gerate
gemessen, die nach Rasur am Brustkorb aufgebracht werden (GréRe einer 1-€-Miinze). Gleichzeitig
erfolgen zum Vergleich mit der transkutanen Messung Blutentnahmen Uber einen
Venenverweilkatheter. Die Messung nimmt ca. eine Stunde in Anspruch.

Im Zuge der Dreimonatskontrolle nach Verschluss des Lebershuntes wird die Messung wiederholt.

Einverstéandniserklarung:

Hiermit erklare ich mich damit einverstanden, dass mein Hund an der oben beschriebenen Studie zur
transkutanen Leberfunktionsmessung teilnimmt.

Besitzer:
(Name) (Vorname)
Hund:
(Name) (Rasse)
GieRen, den
(Datumy) (Unterschrift Patientenbesitzer)
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Abbildung IX-2: Studienprotokoll

Patient: Easyvet-Nr.:
Gewicht:

Mess-Venenkatheter:

Device 1: Batterie 1:

Besonderheiten:

Transkutane Leberfunktionsmessung:
VOR/ NACH PSS-Verschluss

Studiennummer: Datum:
ICG-Dosierung: 0,2 mg/kg ICG-Menge:

Injektions-Venenkatheter:

Device 2: Batterie 2:

-131 -



Anhang

Abbildung IX-3: Hund 2 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung
der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-4: Hund 3 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung
der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung

-134 -



Anhang

-135-



Anhang

Abbildung IX-5: Hund 4 (offener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung der
transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung

- 136 -



Anhang

-137 -



Anhang

Abbildung IX-6: Hund 5 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung
der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-7: Hund 7 (offener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung der
transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-8: Hund 8 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung
der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-9: Hund 9 (verschlossener PSS bei Dreimonatskontrolle), schrittweise Bearbeitung
der transkutan gemessenen ICG-Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-10: Hund 10, schrittweise Bearbeitung der transkutan gemessenen ICG-
Eliminationskurve

lineare Transformation auf Niveau des Backgroundes, Normierung, Bildung des Mittelwertes aus beiden
Messreihen (gemittelte Eliminationskurve) in dezimaler und semilogarithmischer Darstellung
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Abbildung IX-11: Hunde 2-5 und 7-10, graphische Darstellung der nichtlinearen Regression
monoexponentielles Fitting der transkutan gemessenen, gemittelten ICG-Eliminationskurve von 1-15
Minuten nach ICG-Injektion unter Angabe des Determinationskoeffizientes thk,

rot: AusreiBBer
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Abbildung IX-12: : Hunde 2-5 und 7-10, Serum-ICG-Elimination
nach linearer Transformation, Bildung des Mittelwertes aus dem Doppelansatz und Normierung,

Kurve des monoexponentielles Fittings von Ty bis T1s eingezeichnet unter Angabe des
Determinationskoeffizienten R2Se
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