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Zusammenfassung

Storungen im Bereich der Mikrozirkulation gelten als ursdchlich fiir die Entstehung des
Multiorganversagens bei Sepsis, wobei der Darm eine zentrale Rolle einnimmt. Aktivierte
Leukozyten setzen u.a. Sauerstoffradikale frei, die entscheidend zur Zerstdrung der endothelialen
Integritdt beitragen. Die Antagonisierung schidigender Mediatoren stellt ein Prinzip der
adjunktiven Sepsis-Therapie dar, wobei die antioxidativ wirkenden Substanzen N-Acetylcystein

(NAC) und Tirilazad Mesylat (TM) in mehreren Studien positive Effekte gezeigt haben.

In einer tierexperimentellen Untersuchung an Ratten wurde der Effekt der kombinierten Gabe
von NAC und TM auf die mesenteriale Mikrozirkulation, auf die Freisetzung von TNF-alpha,
IL-1beta, IL-6, IL-10 und auf die Leukozytenzahl unter einer kontinuierlichen

Lipopolysaccharidbelastung (LPS) von 10 mg/kg KG untersucht.

Die Beurteilung der mesenterialen Mikrozirkulation erfolgte mittels Intravitalmikroskopie.
Hierbei wurde das AusmaR der Leukozytenadhidrenz am Endothel der mesenterialen Venolen als
Mal fiir die Leukozytenaktivierung und die Plasmaextravasation als Parameter fiir die
Endotheldysfunktion bestimmt. Dabei konnte wéihrend zwei Stunden Endotoxindmie die
Zunahme der Plasmaextravasation an mesenterialen Venolen durch die kombinierte Gabe von
NAC und TM nicht signifikant beeinflusst werden (p>0,05). Eine tendenziell erhdhte
Plasmaextravasation unterstiitzt die Hypothese, dass leukozytenunabhingige Mechanismen fiir
die Plasmaextravasation existieren. Wéahrend zwei Stunden Endotoxindmie kam es zu einer
signifikanten Reduktion der Anzahl der fest adhdrenten Leukozyten in der NAC/TM-Gruppe im
Vergleich zur LPS-Gruppe (p=0,001). Durch die kombinierte Gabe von NAC und TM konnte die
endotoxininduzierte Freisetzung von TNF-alpha, IL-lbeta, IL-6, IL-10 und die

endotoxinbedingte Leukopenie nicht signifikant beeinflusst werden.

Schliisselworter:

Sepsis, Intravitalmikroskopie, Plasmaextravasation, Leukozytenaktivierung,

N-Acetylcystein, Tirilazad Mesylate, Interleukine



Abstract

Disturbances of the microcirculation are causal for the pathophysiology of multiorgan failure
related to sepsis in which the gut plays a central part. Activated leukocytes release i.e. oxygen
radicals which decisively contribute to the destruction of the endothelial integration. To
antagonize the damaging mediators is a principle of the adjunctive sepsis therapy in which the
antioxidant agents N-acetylcysteine (NAC) and tirilazad mesylate (TM) showed positive effects

in several studies.

The effect of the combined administering of NAC and TM under continuous lipopolysaccharide
(LPS) exposure of 10 mg/kg BW on the mesenteric microcirculation, on the release of
TNF-alpha, IL-1beta, IL-6, IL-10 and on the number of leukocytes was examined in an animal
study on rats. The appraisal of the microcirculation was done by intravital microscopy. The
degree of leukocyte adherence on the endothelium of mesenteric venules was determined for the
degree of leukocyte activation, and the plasma extravasation was the parameter for the

endothelial dysfunction.

The increase of plasma extravasation on mesenteric venules during 2 hours of endotoxemia
could not be affected significantly by the combined administering of NAC and TM. The
tendency of increased plasma extravasation supports the hypothesis of the existence of a
leukocyte independent mechanism of plasma extravasation. During 2 hours of endotoxemia the
NAC/TM group showed a significant decrease in the number of firmly adherent leukocytes in
comparison to the LPS group. There was no significant effect on the endotoxin induced release
of TNF-alpha, IL-1beta, IL-6, IL-10 and the endotoxin induced leukopenia by the combined
administration of NAC and TM.

Keywords:

sepsis, intravital microscopy, plasma extravasation, leukocyte activation, N-acetylcysteine,

tirilizad mesylate, interleukins
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sepsis

1.1.1 Geschichte

Der Begriff ,,Sepsis® stammt aus dem Griechischen und bedeutet soviel wie ,,Gérung* oder
»Faulnis“. Schon Hippokrates stellte ca. 400 vor Christus die Hypothese auf, ,.dass eine
bestimmte Erkrankung, die 7-14 Tage nach einer Verwundung auftritt, mit Fieber beginnt und
hiufig mit dem Tod endet, durch eine Féulnis der Gewebe und dadurch freigesetzte Gifte
verursacht wiirde. Bis zur Mitte des 19. Jahrhunderts blieb diese pathophysiologische Erklarung
zunichst bestehen (112).

Die von Semmelweis 1847 eingefiihrten antiseptischen Praktiken, wie z.B. die
Héndedesinfektion mit Chlorkalk, durch die die Mortalitdt im Wochenbett von 13,6% auf 1,5%
abnahm, geschah unter der Vorstellung, dass dadurch die Ubertragung eines putriden Giftes
verhindert werden konnte. Dies stellte eine der ersten klinischen Studien zu

Infektionskrankheiten dar (112, 119).

Mit der Begriindung der modernen Mikrobiologie durch Louis Pasteur und Robert Koch und mit
dem Nachweis von Bakterien 1860 war die Basis fiir eine rationalere Erkldrung der Sepsis
gegeben (112). 1885 definierte Ziegler in seinem Lehrbuch der Pathologie die Sepsis als ,,eine
Vergiftung des Organismus durch Toxine, Toxalbumie, Fermente und andere Produkte
bakteritischer Zersetzung, also eine septische Intoxikation®. Hugo Schottmiiller formulierte 1914
anldsslich der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Innere Medizin die erste Definition

der Sepsis:

»Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem aus
konstant, oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, derart, dass durch

die Invasion subjektiv oder objektiv Krankheitserscheinungen ausgelost werden.* (178).

Das von Alexander Fleming 1928 entdeckte Penicillin verhalf zum ersten wesentlichen
Fortschritt in der Behandlung von Infektionskrankheiten (156). Der verbreitete Einsatz der
nachfolgenden Aminopenizilline und der Cephalosporine in den 60er Jahren fiihrte jedoch bald,

durch den Selektionsdruck dieser Antibiotika in Verbindung mit den noch nicht ausreichenden
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Einleitung

Hygienemallnahmen, zu einem konzentrierten Auftreten nosokomialer gram-negativer

Sepsisfalle (112).

Das intensivmedizinische Monitoring verbesserte sich stetig und es wurden zunehmend
adjuvante medikamentdse Behandlungen entwickelt. 1987 wurde in zwei Multicenter-Studien
der Einsatz des Methylprednisolons in der adjuvanten Sepsistherapie gepriift (35, 36). Die
Diskussion tiber diese Studien offenbarte, dass die Einschlusskriterien und die damit verbundene
Mortalitit der Studienkollektive die Ergebnisse betrichtlich beeinflussten (112). Die bisherige

Sepsisdefinition reichte nicht aus, um vergleichbare Studien durchzufiihren.

1.1.2 Definitionen

1991 verdffentlichte Bone einen Vorschlag zur Definition der Sepsis und beschrieb dabei vier

unterschiedliche Schweregrade dieses Krankheitsbildes:

1. Sepsis

2. Sepsis-Syndrom
3. Septischer Schock
4

Therapierefraktérer septischer Schock

Er erklarte die systemische Reaktion auf eine Infektion zur Basis des gesamten Syndroms (30).
In dieser Definition blieb unberiicksichtigt, dass auch nicht infektionsbedingte Erkrankungen wie
Trauma oder Pankreatitis zu einem klinischen Bild fithren konnen, das von dem des
Sepsis-Syndroms nicht zu unterscheiden ist. Deshalb wurde 1991 im Rahmen einer Consensus
Conference der amerikanischen ,,Society of Critical Care Medicine* (SCCM) und des ,,American
College of Chest Physicians®“ (ACCP) eine -einheitliche, verbindliche Krankheitsentitét
festgelegt:

,Da eine systemische inflammatorische Reaktion sowohl durch eine infektidse, als auch durch
eine nicht-infektiose Ursache ausgelost werden kann, wird der Begriff SIRS

(Systemic Inflammatory Response Syndrome) eingefiihrt* (34).
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Das SIRS wird dabei gekennzeichnet durch das Vorliegen von mindestens 2 der folgenden

Symptome:

e Korpertemperatur >38°C oder <36°C

e Erhohte Herzfrequenz >90/min

e Tachypnoe (Atemfrequenz >20/min) oder Hyperventilation (paCO, <32 mmHg)
e Leukozytenzahl >12000/mm? oder <4000/mm? oder >10% Neutrophile

Ist das SIRS durch eine gesicherte infektidse Ursache bedingt, bezeichnet man es als Sepsis (34).
Da die Sepsis mit ihren Folgen ein Erkrankungsbild mit kontinuierlich ineinander iibergehenden
klinischen und pathophysiologischen Schweregraden ist, die wiederum die Prognose
beeinflussen, unterscheidet man Sepsis, schwere Sepsis und den septischen Schock voneinander

(34).

Die schwere Sepsis ist gekennzeichnet durch die oben aufgefiihrten Symptome plus Zeichen der
Organdysfunktionen, = Hypoperfusionszeichen = oder septisch  induzierter = Hypotonie.
Laktaterhohung, Azidose, Oligurie oder eine akute Verdnderung der Bewusstseinslage zdhlen zu
den Hypoperfusionszeichen. Unter der septisch induzierten Hypotonie versteht man einen
systolischen Blutdruck <90 mmHg oder einen Abfall von 40 mmHg vom Ausgangswert bei

Ausschluss anderer Hypotonieursachen (34).

Den septischen Schock bezeichnet man als einen Krankheitszustand, der mit einer septischen
Hypotension einhergeht, die trotz addquater Volumensubstitution persistiert und mit Zeichen der
Hypoperfusion oder Organdysfunktion vergesellschaftet ist. Patienten, die durch Behandlung mit
inotropen oder vasokonstriktiven Substanzen nicht mehr hypotensiv sind, aber trotzdem Zeichen
der Hypoperfusion oder Organdysfunktionen aufweisen, werden auch in das Syndrom des

septischen Schockes eingeordnet (34).

Das Auftreten von Organdysfunktionen beim Akutkranken mit der Erfordernis einer
(intensiv-) medizinischen Intervention zur Aufrechterhaltung der Homdostase wurde
entsprechend der Richtlinien der ACCP/SCCM als MODS (Multiple Organ Dysfunction
Syndrom) definiert (34).
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Ein direkt im Rahmen eines Traumas infolge von Operationen mit ausgedehnter
Gewebezerstorung oder nach ausgeprdgten Schockzustinden entstehendes Multiorganversagen
nennt man priméres Multiorganversagen (34). Das sekundire Multiorganversagen entwickelt
sich nach einer stabilen Phase durch einen zweiten Insult, wie z.B. einer bakteriellen

Infektion -“two-hit“~-Modell (55).

Aufgrund zunehmend verfeinerter diagnostischer Methoden konnen heute verschiedene
Aktivierungszustinde des Immunsystemes wihrend der Sepsis charakterisiert werden. Die
systemische inflammatorische Antwort auf eine Infektion ist die Folge einer unphysiologischen
Aktivitdt inflammatorischer und antiinflammatorischer Mediatoren. Die Verschiebung des
Gleichgewichtes zur inflammatorischen Seite mit vermehrter Aktivitit proinflammatorischer
Zytokine wird als SIRS charakterisiert, ein Ubergewicht der antiinflammatorischen Mediatoren
als ,,Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome*“- CARS (32). Nach Bone et al. wird
unter CARS im engeren Sinne ein HLA-Nachweis von <30% auf Monozyten mit einer
verminderten  Fdhigkeit zur Produktion von Entziindungs-Zytokinen, wie z.B.

Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6) definiert (37).

Oft treten pro- und antiinflammatorische Reaktionen im Krankheitsverlauf simultan auf, was als
ein gemischt antagonistisches Reaktionssyndrom - ,,Mixed Antagonistic Response Syndrome*

(MARS) bezeichnet wird (32).

Die Definitionen der ACCP/SCCM-Consensus-Conference sind in der internationalen
medizinischen Versorgung vor allem wegen ihrer eingeschrinkten Spezifitit wenig verbreitet. Zu
dem ist in der gegenwértigen ,,International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems* -ICD-10 der Begrifft der ,,Sepsis® durch Anlehnung an eine rein
mikrobiologisch orientierte Definition sehr weit und unscharf gefasst. Daher bemiihen sich die
ACCP und SCCM sowie andere internationale Fachgesellschaften, die Konsensuskriterien
weiterzuentwickeln. Es wurde in Analogie zu der TNM-Klassifikation maligner Tumore ein
Klasssifikationssystem vorgeschlagen, das die Patienten auf der Grundlage von Pradisposition
(,,P), Infektion (,,I), inflammatorischer Reaktion (,,R*“) und Organdysfunktion (,,0*) nach

ihrem Risiko stratifiziert.

Das sogenannte ,PIRO“-Konzept bewertet dabei die Pradisposition im Sinne der

Vorerkrankungen, die Infektion durch positiven Nachweis in Kulturen, die inflammatorische
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Reaktion nach den SIRS Kriterien und der Konzentration des C-reaktiven Proteins (CRP), sowie
die Organdysfunktion nach Scores wie z.B. dem ,,Sequential Organ Failure Assessment“-SOFA
und dem MODS. Die Integration weiterer inflammatorischer Marker wie Procalcitonin und
Interleukin-6 in die Risikobewertung der inflammatorischen Reaktion wird durch diverse Studien

noch gepriift (44).

1.1.3 Inzidenz und Mortalitit

Die langjéhrige Entwicklung des Sepsisbegriffes und die nach wie vor weltweit von Klinikern,
Epidemiologen und Mikrobiologen unterschiedlich benutzten Definitionen der ,,Sepsis* machen
deutlich, wie schwer es ist, international valide epidemiologische Daten zu erheben (159).
Die weitverbreitetsten Daten stammen aus Statistiken des Center for Disease Control (CDC) in
Atlanta. Darin wurde im Jahre 2000 eine weltweit jahrliche Inzidenz der schweren Sepsis von
ca. 3/1000 Einwohner und somit iiber 18 Millionen/Jahr angegeben. Dariiber hinaus wird
geschitzt, dass die Zahl der Sepsispatienten um 1,5% pro Jahr zunimmt (6, 97). Seit 1979 hat
sich die Zahl der Menschen, die eine Sepsis erleiden, verdreifacht (130). Die Letalitit dieser
Erkrankung liegt in den letzten Jahren nahezu unverdndert hoch bei 30-40% und steigt im
septischen Schock bis auf iiber 70% an (6, 7). Die Anzahl der Todesfdlle nahm in den letzten
2 Jahrzehnten um 83% zu. Somit rangierte die Diagnose ,,Sepsis® in der Todesursachenstatistik
der USA von 2000 auf Platz 10 (5). Auf interdisziplindren Intensivstationen stellt die Sepsis mit
einer Inzidenz von 10-14% sogar die hiufigste Todesursache dar (124, 184). Fiir Deutschland
gibt es noch wenig valide Daten. Schitzungen gehen von 125000 bis 300000 Fillen pro Jahr aus
(165). Nach einer Studie des Kompetenznetzes Sepsis (Sepnet) sterben in Deutschland jeden Tag
durchschnittlich 162 Menschen an Sepsis. Die offizielle Todesursachen-Statistik des Statistischen
Bundesamtes ging 2002 allerdings nur von 16,7 Sepsis-Toten pro Tag aus (45).

Als Ursache dieser Entwicklung kommen mehrere Faktoren in Frage. Zum einen erhoht sich in
den meisten westlichen Staaten die durchschnittliche Lebenserwartung. Somit vergroBert sich die
Zahl multimorbider alterer Patienten, die am stdrksten gefdhrdet sind, an einer Sepsis zu
erkranken. Fiir den Anstieg der Sepsis-Inzidenz trug zum anderen der medizinische Fortschritt
bei, wie z.B. der zunehmende Invasivitidtsgrad diagnostischer und therapeutischer Mafinahmen,

aggressivere Krebstherapien oder Immunsuppression bei Transplantationspatienten.
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Hinzukommen verbesserte Uberlebensraten bei Patientengruppen mit Sepsis-Pridisposition,
worunter Frithgeborene und Patienten mit Begleiterkrankungen gezdhlt werden (15, 31). Nicht
zuletzt hat der verbreitete Gebrauch von Breitbandantibiotika die Rate der Antibiotikaresistenzen

und der nosokomialen Infektionen erh6ht (150).

Der hohe personelle und materielle Aufwand, verbunden mit enormen Behandlungskosten bei
der Intensivpflege septischer Patienten, verleiht der Therapie der Sepsis eine grofie
soziodkonomische Relevanz (105). Okonomische Analysen ergeben, dass 21-46% der

Gesamtkosten fiir Intensivtherapie in Deutschland fiir die Sepsistherapie investiert werden (138).

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

1.1.4.1 Grundlegende Mechanismen

Als Ursachen fiir die Sepsis oder das SIRS kommen neben Infektionen durch Bakterien, Viren
und Pilze auch Insulte wie Trauma, Reperfusion, hypovoldmischer/hdmorrhagischer Schock,
Pankreatitis oder auch extrakorporale Zirkulation in Betracht (34). Da die Sepsis und das SIRS
pathogenetisch in vielen Abldufen vergleichbar sind, werden diese pathophysiologischen
Ereignisse exemplarisch an Hand einer Sepsis durch gramnegative Erreger erldutert. Ein Toxin
gramnegativer Erreger in Form von Lipopolysaccharid (LPS) von Escherichia coli (E.coli)

wurde auch in unserem tierexperimentellen Modell eingesetzt.

Gramnegative Infektionen (v.a. E.coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp.) waren in den 60er bis
frithen 70er Jahren die dominierende Ursache fiir die schwere Sepsis. In den letzten beiden
Dekaden nahmen grampositive Infektionen (v.a. Staphylokokken, Streptokokken) zu, so dass

heute von einem Verhéltnis von 50:50 ausgegangen wird (26).

1.1.4.2 Endotoxin und Endotoxinrezeptoren

Endotoxine sind Lipopolysaccharide in der duBeren Lamellenhdlfte der Zellmembran
gram-negativer Bakterien. Dieses LPS kann durch Phenol-, Trichloroacetat- oder
Chloroform-Phenol-Petroleum-Etherextraktion als Reinsubstanz gewonnen werden. Von auflen
nach innen baut es sich aus einem Polysaccharidanteil (O-Antigen), einem Kernoligosaccharid

und einem fiir alle gramnegativen Bakterien typischen Lipidkomplex (A-Antigen) auf.
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Das A-Antigen ist fest in der dulleren Schicht der Bakterienmembran verankert und kovalent mit
dem O-Antigen verbunden, welches auf der Membranoberfldche des gramnegativen Bakteriums
préasentiert wird. Da die molekulare Struktur des O-Antigens innerhalb der Bakterienspezies stark
variiert, kann anhand dieses Antigenes eine Klassifizierung unterschiedlicher Stimme
vorgenommen werden (,,fingerprint). Gegen diesen Bestandteil des LPS werden bei Infektion
des menschlichen Organismus Serotyp-spezifische Antikorper produziert, die zu einer
Opsonierung und Phagozytose des Bakteriums flihren. Das isoliert applizierte O-Antigen ist

wenig toxisch (106).

Der groite Virulenzfaktor ist dem Lipid A zuzuordnen. Neben der pathophysiologischen
Wirkung ist diese hochkonservierte Struktur unabdingbar flir die LPS-Bindung an
immunkompetente Zellen. Selbst wenn es ohne die anderen Komponenten (O-Antigen und
Kernpolysaccharid) des LPS appliziert wird, induziert es ein breites Spektrum von septiformen

Reaktionen, die mit dem klinischen Bild bei septischen Patienten vergleichbar sind (43, 155).

LPS wird von Bakterien entweder wahrend ihres schnellen Wachstums oder ihrer Zerstérung
freigesetzt. Im Intravasalraum bindet es sich an verschiedene Serumproteine und Rezeptoren. Es
existieren Serumproteine, die durch Bindung des Endotoxins dessen Toxizitdt herabsetzen und
somit zu einer Art Neutralisation beitragen konnen. Dabei handelt es sich z.B. um das
,High Density Lipoprotein“-HDL, das ,,Low Density Lipoprotein“-LDL, oder das ,,Bactericidal
Permeability-Increasing protein®“-BPI (180).

Das BPI befindet sich physiologischerweise auf der Oberfldche neutrophiler Granulozyten, in
ihren Granula und in geringer Konzentration im Serum. Bei einer gramnegativen Infektion, bei
der groBe LPS-Mengen freigesetzt werden, wird BPI vermehrt aus den azurophilen Granula
LPS-aktivierter neutrophiler Granulozyten freigesetzt und bindet hochaffin das Lipid A des LPS.
Da diese Bindung von BPI nicht serotypspezifisch eingegangen wird, kann es verschiedene
LPS-Formen neutralisieren. Dadurch besitzt es einen bedeutenden regulatorischen Einfluss bei
der Beschrankung der durch LPS ausgeldsten Inflammationsreaktion. In einer experimentellen
Studie an Madusen, Ratten und Kaninchen konnte bei zeitgleicher BPI-Applikation sowie
BPI-Applikation 30 Minuten vor (pre-treatment) bis 60 Minuten nach Endotoxingabe

(posttreatment) eine protektive Wirkung verzeichnet werden (180).
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Neben den Serumproteinen, die durch Bindung von Endotoxin dessen Toxizitét herabsetzen, sind
die anderen Endotoxin-Rezeptoren aufzufiihren, die zur Vermittlung und Verstirkung der
Endotoxinwirkung im Sinne einer Opsonierung dienen. Dies ist vor allem das
,Lipopolysaccharide Binding protein“ (LPB), welches in der Leber synthetisiert wird. Der
LPB/LPS-Komplex induziert in Alveolarmakrophagen von Kaninchen eine 1000fach hohere und
in menschlichen Alveolarmakrophagen eine 100fach héhere TNF-a Produktion als LPS alleine.
Da das LPB sowohl am Transport von LPS zum endotoxinneutralisierenden HDL, als auch am
Transport zum zelluldren LPS-Rezeptor beteiligt ist, schreibt man ihm eine duale Rolle in der

Interaktion mit Endotoxin zu (131, 180).

BPI und LBP werden durch ein Gen auf dem Chromosom 20 kodiert. Wahrend der Sepsis sind
beide Proteine in erhohter Konzentration im Serum nachweisbar (80, 179). Dennoch koénnen die
gesamten physiologisch vorkommenden LPS-abschwéchenden Proteine oft eine systemische
Inflammationsreaktion nicht abwenden, da eine unzureichende Regulation proinflammatorischer

Mediatoren dem im Wege steht (180).

Der zellstindige Rezeptor fiir den LBP/LPS-Komplex ist das membranassoziierte Glykoprotein
mCD14, das auf der Oberflache von Monozytenvorlduferzellen und auf allen reifen myeloischen
Zellen (aktivierte Monozyten, Makrophagen, Granulozyten) exprimiert wird (90, 206). Uber
einen Glycophosphatidylinositol (GPI)-Anker ist mCD14 an der Zellmembran fixiert und besitzt
keine transmembrane Domidne. Dadurch ist mCDI14 nicht zu einer intrazelluldren
Signaltransduktion befdhigt (91, 92). Fiir die Signaltransduktion existiert neben mCD14 ein
zusitzlicher Co-Rezeptor, der sogenannte Toll-like Rezeptor (108). Toll-like Rezeptoren
vermitteln eine angeborene oder in der frithen Entwicklung erworbene Immunitét
(“innate immunity*) und richten sich gegen Oberflichenstrukturen von pathogenen Keimen
(Pathogen Associated Molecular Pattern -PAMP). Die Aktivierung dieser Rezeptoren fithrt zum
einen zu einer Bildung von Substanzen mit unmittelbarer antimikrobieller Wirkung und zum
anderen iiber eine Signaltransduktionskaskade zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie
z.B. nukledrem Faktor-kB -NF-kB (23, 144). Daraus resultiert die iiberwiegende Bildung von
proinflammatorischen Mediatoren (z.B. TNF-q, IL-1, IL-6) neben anderen Mediatoren, die nicht

unmittelbar proinflammatorisch agieren, jedoch z.B. Fieber auslosen konnen (53).
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Auch Zellen, die den CDI14-Rezeptor auf ihrer Oberfliche nicht exprimieren, wie z.B.
Endothelzellen, konnen durch Bindung des LPS/LPB-Komplexes an losliche CD14-Rezeptoren
stimuliert werden (71). GPI-spezifische Phospholipasen C und D spalten den Rezeptor aus ihrer
Verankerung, genannt ,sheeding”, und flihren zur Ioslichen Form des LPS-Rezeptors

(soluble CD14 -sCD14).

Diese enzymatische Abspaltung entsteht sowohl spontan als auch verstdrkt durch LPS und
TNF-0. Moglicherweise besitzt sCD14 dadurch eine immunmodulierende Wirkung (18). Da
sCD14 einerseits die zelluldre Aktivierung mCD14-negativer Zellen durch geringe Mengen LPS
vermittelt, andererseits bei groen Mengen eine neutralisierende Fihigkeit ausbildet, wird ihm
ebenfalls, wie dem LPB, eine duale Rolle zugeschrieben. Durch die Bindung von LPS an
erhohten Mengen sCDI14 wird eine {iberschieBende Aktivierung mCD14-positiver Zellen
verhindert (180).

Da ein CD14-Verlust nicht zu einem totalen Reaktionsverlust gegeniiber LPS fiihrt, werden
zusitzliche CD14-unabhingige Endotoxin-Signal-Ubermittlungswege postuliert, wie z.B.
leukozytire LPS-Rezeptoren der Familie der CD11b/CDI18-Glykoproteine, auch genannt
B2-Integrin oder Mac-1 Antigen (43, 53, 104). So genannte ,,Scavenger-Rezeptoren® auf
Makrophagen, die LPS binden, spielen ebenfalls eine Rolle bei der Erkennung und Entgiftung
von LPS. Jedoch fiihrt die Bindung an diese Rezeptoren zu keiner Aktivierung der Makrophagen
und Monozyten (60, 64, 87).

1.1.4.3 Mediatoren

Eine Vielzahl von Reaktionen folgt der LPS-Aktivierung sensibler Zellen. Beispiele sind
Zytokinfreisetzung, Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, Elastasefreisetzung, Sekretion von
Lipidmediatoren (Eicosanoide, ,Platelet Activating Factor® -PAF), Aktivierung der
Gerinnungskaskade, Expression von Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen und Granulozyten,
sowie die Freisetzung vasoaktiver Mediatoren (180). Normalerweise findet eine adidquate
Abwehrreaktion des Immunsystems statt und die Infektion wird beseitigt. Eine {iberschieBende

Immunreaktion flihrt zur Schadigung bis zum Tode des Organismus (29).

Zu den wichtigsten Mediatorgruppen des zelluldren Systems zéhlen Zytokine, Eicosanoide

(Prostaglandine, Leukotriene, Thromboxane) und reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen

20



Einleitung

Species -ROS). Unter die Zytokine fallen der Tumornekrosefaktor a, Interleukine, Chemokine,

Interferone (IFN) und ,,Colony-Stimulating Factors® -CSF (180).

Besonders TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-8 sind streng assoziiert mit dem Sepsis Syndrom. Durch
z.B. Endotoxin wird eine sequenzielle Freisetzung dieser Zytokine im Sinne einer
Zytokinkaskade ausgelost (25). Eine herausragende Rolle spielt dabei das Zytokin TNF-a. Es ist
im Zeitverlauf der Sepsis das erste Zytokin, das im Plasma Spitzenspiegel erreicht (22, 69).
TNF-a (Synonym: Cachektin) wird neben dem Endothel und natiirlichen Killerzellen vor allem
von Monozyten und Makrophagen synthetisiert. Etwa 90 Minuten nach Gabe eines LPS-Bolus
konnten sowohl beim Tier als auch beim Menschen maximale Konzentrationen an TNF-a
gemessen werden (22, 70). Spezifische Rezeptoren fiir TNF-a werden auf einer Vielzahl von

Zellen gefunden, {iber die TNF-a sein pleiotropes Wirkungsspektrum vermittelt (25).

Eine generalisierte Wirkung beruht auf der Inhibition der Lipoprotein-Lipase-Aktivitit und fiihrt
bei ldngerem Anhalten zur Kachexie. TNF-a kann die Induktion sekunddrer Zytokine
(zB. IL-1, IL-6, IL-8) auslosen. Es steigert die Adhdrenz von Granulozyten
(,,Polymorphonuclear Neutrophils* -PMN) an Endothelzellen und die Diapedese von PMN durch
die endothelialen Barrieren im umliegenden Gewebe. TNF-a erhoht die prokoagulatorische
Aktivitdit des Endothels und induziert sekundédre inflammatorische Mediatoren wie
Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene, PAF, Stickstoffmonoxid und reaktive
Sauerstoffspezies  (180). Uber die Anlagerung so genannter Adaptermolekiile
» I NF-R1-Associated Death Domain protein“-TRADD und ,Fas-Associated Death Domain
protein®“ -FADD an den TNF-Typ 1 Rezeptor wird die Caspase-8 aktiviert und somit eine
Apoptose ausgeldst (152).

IL-1, auch genannt ,.Lymphocyte Activating Factor -LAF oder endogenes Pyrogen, wird von
Makrophagen, Monozyten, Endothelzellen, Keratinozyten, neutrophilen Granulozyten und
B-Lymphozyten gebildet (125). Es ist eine der vielseitigsten Mediatorsubstanzen des
Immunsystems. Es kommt in zwei Formen mit identischer Funktion vor- als IL-1a und als IL-1p.
Es wirkt iiber spezifische Rezeptoren auf die Zielzellen ein und bewirkt z.B. eine Stimulierung
der Lyphozytenproliferation, Fieber und eine Zytokinproduktion von IL-6 und IL-8. Somit haben
IL-1B und TNF-a diverse Funktionen gemeinsam und gehoren zu den frithen
proinflammatorischen Zytokinen der Sepsis (25). IL-1B fordert gemeinsam mit TNFa die

Exprimierung von Adhésionsmolekiilen auf Zelloberflichen. Im peripheren Gefallbett wird
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durch IL-1P die Synthese sekundédrer Mediatoren wie PAF, Prostaglandinderivate und Nitridoxid
induziert (61). IL-1PB kann beim Zelluntergang in erhéhter Konzentration im Serum gemessen
werden und hat wie TNF-o nur eine kurze Halbwertszeit von 6-10 Minuten. Bei Patienten mit
Meningokokkensepsis, septischer Purpura, Kawasakisyndrom und rheumathoider Arthritis

konnten erh6hte Plasmakonzentrationen von IL-1f verzeichnet werden (70, 125).

Wie TNF-a ist das IL-6 an der Tumor- und Entziindungskachexie kausal beteiligt (180).
LPS, IL-1B und TNF-a stimulieren die Bildung von IL-6 in Monozyten, Endothelzellen und
Fibroblasten. IL-6 ist ein wesentlicher Mediator der Akutphasereaktion und wirkt synergistisch
mit TNF-o und IL-1B (141, 180). Beim septischen Schock korreliert der Blutspiegel von IL-6 mit
der Prognose der Patienten und eignet sich als Marker fiir den Schweregrad der Erkrankung
(33, 163, 189). Auch bei anderen Stressreaktionen, groflen Operationen, Verbrennungen und
Traumen kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-6, die mit dem Ausmal} des
Gewebetraumas korreliert (51, 149). Auf der Oberfliche von PML verursacht IL-6 eine
vermehrte Expression von Adhédsionsmolekiilen, die zur Migration der PML in das entziindete
Gewebe fiihren (183). Die Stimulation von Endothelzellen durch IL-6 induziert eine Expression
von spezifischen endothelialen Adhédsionsmolekiilen (183). Zum einen wirkt IL-6 auf alle
Zielzellen, wie z.B. B-Zellen, Hepatozyten und Fibroblasten proinflammatorisch und ist fiir die
klinischen Zeichen des SIRS, wie z.B. Fieber, mit verantwortlich (33). Zum anderen wirkt IL-6
antiinflammatorisch, indem es die endotoxinstimulierte IL-1- und TNF-o Synthese hemmt (2).
Daneben stimuliert IL-6 die Produktion von Adrenocorticotropen Hormon (ACTH) und damit

die Bildung von Glukokortikoiden, die ebenfalls antiinflammatorische Wirkung besitzen (180).

Ein als antiinflammatorisch geltender Mediator ist das Zytokin IL-10. Es wird vorrangig von
T-Helfer-2-Zellen produziert, hemmt T-Helfer-1-Zellen in ihrer Aktivitdt und wirkt vor allem an
B-Zellen, indem es die Expression von ,,Major Histocompatibility Complex-1I- MHC-II
steigert. AuBerdem co-stimuliert es das Wachstum von Makrophagen. IL-10 hemmt die
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine, vor allem von TNF-a und IL-1 aus Monozyten
und Makrophagen. Es reguliert den 16slichen Zytokinantagonisten IL-1-Rezeptorantagonist hoch
und hemmt die Bildung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase, die fiir himodynamische
Verdnderung mit verantwortlich ist (99, 180). In unserer Studie wéhlten wir aufgrund der oben

beschriebenen Bedeutung in der Sepsis die Zytokine TNF-a, IL-1p, IL-6 und IL-10 aus.
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1.1.4.4 Reaktive Sauerstoffspezies

Die Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) stellen weitere wesentliche Mediatoren in der Sepsis
dar. Aufgrund der vorausgehenden Aktivierungsvorginge gehoren sie zu den sekundiren
inflammatorischen Mediatoren (180). Zu ihnen zdhlen freie Sauerstoffradikale wie
Superoxidradikale und Hydroxyradikale und reaktive Sauerstoffverbindungen ohne Radikal-
charakter wie Wasserstoffperoxid, Singulet Sauerstoff, hyperchlorige S&ure, Ozon und

Stickstoffmonoxid (164).

Die Hauptquelle der ROS in der Sepsis sind die Leukozyten (neutrophile und eosinophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen). Thre Aktivierung stimuliert die membrangebundene
,reduzierte Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat“ (NADPH)-Oxidase, die molekularen
Sauerstoff zum Superoxidradikal reduziert (respiratory-burst). Das Superoxidanion wird in die
Phagozytenvakuolen abgegeben und wirkt bei der Zerstérung von eingeschlossenen
Mikroorganismen mit (168). Die Superoxiddismutase (SOD) wandelt die meisten
Superoxidradikale in Wasserstoffperoxid um. Wasserstoffperoxid und Superoxidradikale haben
nur geringe antibakterielle Wirkungen, sind aber wichtige Vorldufermolekiile von wirksameren

Verbindungen. Das Wasserstoffperoxid reagiert mit dem Superoxidanion zu dem hochreaktiven

Hydroxyradikal (164).

Die in den azurophilen Granula von Phagozyten befindliche Myeloperoxidase katalysiert die
Reaktion von Wasserstoffperoxid und Chloridionen zum stark bakteriziden Hypochlorid (76).
Ein weiterer Reaktionsweg der Superoxidanionen ist die Reaktion mit Stickoxiden, die von
Endothel und Leukozyten gebildet werden, zu Peroxynitriden. Diese Peroxynitride zerfallen

unter anderem wiederum in Hydroxyradikale (168).

Eine weitere wichtige Quelle fiir die Entstehung von Sauerstoffradikalen ist das Xanthinoxidase
(XO) -Xanthindehydrogenase (XDH)- System. Bei Reoxygenierung von ischdmischem Gewebe,
wie z.B. dem Intestinum bei Sepsis, gelangt molekularer Sauerstoff in dieses Gebiet. Der in
Endothelzellen durch Ischdmie vermehrte Anfall der Purinprodukte Hypoxanthin und Xanthin
aktiviert das XO-XDH-Enzymsytem. Die XO katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin und
molekularem Sauerstoff zu Harnsdure. Als Nebenprodukt entstechen dabei Superoxidradikale

(164).
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Sauerstoffradikale besitzen eine bedeutende Funktion bei der Abtétung von Mikroorganismen
und bei der Gewebserneuerung. Sie kdnnen jedoch, wenn sie im UbermalB synthetisiert werden,
auch eine Reihe negativer Effekte haben. Sie induzieren eine Hydrolyse von Kohlenhydraten,
bewirken Funktions- und Strukturdnderungen von Proteinen, konnen zur Oxidation von
Nukleinsduren fithren und die ,,Desoxyribonucleinsdure” (DNS) Reparationsmechanismen
storen. Sauerstoffradikale tragen {iber eine Stimulierung der Lipidperoxidation zur
Membrandestabilisierung  bei und  konnen letztendlich zu einem  Kapillarleck

(,,capillary-leak-Syndrome*) fithren (164).

Bei der Lipidoxidation entstehen stabile Reaktionsprodukte. Diese diffusiblen Molekiile der
Lipidoxidation, wie z.B. das Malondialdehyd, kénnen auch fern vom Ort ihres Entstehens

Toxizitdt vermitteln (111).

Durch den oxidativen Stress werden iiber den Kontakt mit einer Zielzelle eine Reihe von Genen
aktiviert (,stress reponse genes). Dazu gehort die Aktivierung von Kinasenkaskaden,
Inaktivierung von Protein-Thyrosin-Phosphatasen oder die Aktivierung von NF-kB. Dadurch
kommt es zur Synthese und Freisetzung von Zytokinen, Antioxidantien und Sauerstoffradikal
abbauenden Enzymen. Dies kann zur Reparatur von Zellschdden oder aber, falls das im Rahmen
einer systemischen Entziindungsreaktion nicht mehr moglich ist, zum gerichteten Zelltod, der
Apoptose fithren (180). Die anhaltende Mediatorfreisetzung vermittelt eine weitere

Leukozytenaktivierung im Sinne eines ,,circulus vitiosus““( 120).

1.1.4.5 Leukozyten und Leukozyten-Endothel-Interaktion

Quantitative und qualitative Verdnderungen des zirkulierenden Leukozytenpools sind
diagnostische Kriterien eines SIRS bzw. einer Sepsis. Eine Zunahme der zirkulierenden
Leukozytenzahl kann Folge einer Mobilisierung ruhender wandstindiger Leukozyten
(,,marginating pool*) sein. Die Mobilisierung kann z.B. aus der Zunahme des Herzzeitvolumens
resultieren. Eine Leukozytose kann durch vermehrte Freisetzung von teilweise unreifen
Granulozyten aus dem Knochenmark durch Mediatoren, wie den Interleukinen oder dem CSF
induziert werden. Des Weiteren nimmt man eine verzogerte Apoptose der Leukozyten an, die
durch den Einfluss von LPS und proinflammatorischen Zytokinen verursacht wird. Eine
Leukopenie kann eine gesteigerte Adhédsion am Endothel durch zunehmende Expression von
Adhisionsmolekiilen reflektieren oder durch eine Beeintrachtigung der Stammzellreifung im

Knochenmark in Frage kommen (17).
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Die Leukozyten-Endothel-Interaktion ist ein kontinuierlicher, physiologisch vorkommender
Mechanismus, der z.B. bei lokalen Infektionen zur effektiven Herdbekdmpfung dient. Durch die
systemisch ausgeschiitteten proinflammatorischen Mediatoren kommt es zur Adhéirenz
aktivierter Leukozyten in der terminalen Strombahn. Dabei handelt es sich insbesondere um die
Polymorphkernigen Neutrophilen Lymphozyten (PMNL). Die Expression von leukozytdren und
endothelialen Adhésionsmolekiilen spielt dabei eine ausschlaggebende Rolle (17). Die Migration
der Leukozyten erfolgt in Form von Chemotaxis. Chemotaktische Substanzen (z.B. IL-8,
Komplementfaktor C5a, Leukotrien B4, PAF) werden von vielen aktivierten Zelltypen, wie z.B.

von aktivierte Lymphozyten und Endothelzellen produziert (188).

Wihrend der Sepsis kann es neben Gerinnungsstérungen durch die Abnahme des Blutflusses und
damit der Scherkraft in Venolen und Kapillaren sowie durch eine verminderte Verformbarkeit der
Leukozyten zu Gefallthrombosierungen kommen. Die verstirkte Leukozytenadhdrenz und die
Stase bedingen eine zusitzliche Verlegung terminaler Strombahnen (17, 180). Adhérierende
Leukozyten setzen Sauerstoffradikale und Proteasen frei, die zur Schadigung des Gefdlendothels
bis hin zur Stérung der Mikrozirkulation und zum konsekutiven Organversagen fithren kdnnen

(190).

Unter dem Begriff der Leukozyten-Endothel-Interaktion versteht man im Wesentlichen vier
Vorgéinge, die die Leukozyten durch LPS, Zytokine und Radikale verstarkt durchlaufen
(88, 191):

1. die Leukozytenmargination aus der Strommitte,

2. die temporére Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel (,,Rolling*),
3. die feste Adhédrenz der Leukozyten am Endothel (,,Sticking®),
4

die Diapedese der Leukozyten durch das Endothel und Migration in das umliegende Gewebe

Das temporire Interagieren der Leukozyten mit dem Endothel kann als Adhdsion geringer
Affinitidt beschrieben werden. In einer postkapilliren Venole mit einem Durchmesser von
ca. 30 um ,rollen” Leukozyten mit einer mittleren Geschwindigkeit von 50 pum/s. Dieses

,»Rolling* wird durch eine Familie von Transmembranrezeptoren, die Selektine, vermittelt.
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Dazu gehoren drei monomere Adhésionsrezeptoren, die L-, E- und P-Selektine, die alle eine sich

gleichende NH2-terminale extrazellulire Doméne besitzen (78).

L-Selektin steht fiir ,,Leukozyten-Selektin® (Syn: LECAM-1, LAM-1, Mel-14 Antigen,
gp90 mel, Leu8/TQ-1 Antigen, CD62L) und ist auf Granulozyten, Monozyten und
zirkulierenden Lymphozyten zu finden. L-Selektin bindet die Selektin-Liganden, kann aber
auch von P- und E-Selektin gebunden werden, besitzt also Rezeptor- und Ligandenfunktion.
L-Selektin ist auch ohne duflere Stimuli reichlich auf oben genannten Leukozyten zu finden.
Es spielt eine wichtige Rolle bei dem Lymphozyten-homing in peripheren Lymphknoten. Das
Haften (“homing®) der Leukozyten an ,high endothelial venules* ist ein physiologischer
Prozess in allen lymphatischen Organen des menschlichen Korpers und nicht Zeichen einer
Entziindungsreaktion (122, 188).

P-Selektin steht fiir ,,Plattchen—Selektin®“ (Syn: PADGEM, GMP-140, CD62P) und wurde
urspriinglich auf aktivierten Thrombozyten entdeckt. Spiter konnte es auch in den Weibel-
Palade-Kd&rperchen von Endothelzellen und in der Granula von Thrombozyten nachgewiesen
werden (39). Es wird kurz nach der Stimulation des Endothels durch LPS, TNF-a, oder
Wasserstoffperoxid auf dessen Oberflidche exprimiert (121). P-Selektin scheint vorrangig in
der Frithphase des Leukozyten-Rollings bedeutungsvoll zu sein. Méduse mit einem
P-Selektin-Expressionsdefizit zeigten erst ca. 1 Stunde nach Auslagerung des Mesenteriums
ein Leukozyten-Rolling, welches jedoch geringer war als das der Wildtyp-Méuse (123).
E-Selektin steht fiir Endothel-Selektin (Syn: ELAM-1, CD62E) und wird ausschlieBlich auf
Zytokin- und/oder LPS-aktivierten Endothelzellen exprimiert. In kultivierten humanen
Endothelzellen konnte eine maximale Expression dieses Adhdsionsmolekiiles erst 4 h nach
Aktivierung gefunden werden, die dann 24 Stunden anhielt (24). Granulozyten, Monozyten
und einige T-Zellsubpopulationen konnen E-Selektin binden. Diesem Adhédsionsmolekiil wird
eine bedeutende Funktion bei der Granulozytenmigration durch aktivierte Endothelzellen
zugeschrieben. Weitere alternative Wege werden vermutet, da der Migrationsprozess die

Expressionzeitspanne des E-Selektines liberdauert (122).
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Alle 3 Selektine erkennen und binden spezifische Glykoproteine und/oder Glykolipide, die alle
das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis x (sialyl-CD15) enthalten (188). Dieser Ligand wird auf allen
zirkulierenden myelogenen Zellen sowie auf zirkulierenden Lymphozyten exprimiert.
Sialyl-CD15 agiert vor allem als Ligand fiir Endothelzellen, deren Oberfldche E- und P-Selektine

exprimieren (195).

Daneben wurde das Glykolipid Sulfatid als ein potentieller Ligand fiir P- und L-Selektine
erkannt (122). Das primédre Andocken der Granulozyten an das Endothel wird iiber Sialyl-CD15
vermittelt, geht dann unmittelbar in eine rollende Bewegung {iber, bei der sich die Zelle im
Blutstrom um die eigene Achse dreht. Dieses Rollen kommt durch eine Vielzahl repetitiver

Bindungen zustande, wobei die Scherkraft iiberwiegt und damit die Bewegung induziert (123).

Im entziindlichen Gewebe fiihrt das Leukozyten-Rolling hiufig zu einer festen Adhdsion am
Endothel. Diese mit hoher adhisiver Interaktion haftenden PMNL werden als ,,Stickers®
bezeichnet. Nach der meist verwendeten Definition sind das Leukozyten, die in postkapilléren
Venolen fiir mindestens 30 Sekunden stationédr verharren (78). Die Ausbildung einer entgegen
der Scherkrifte des Blutstromes stabilen Adhdsion wird durch lokal gebildete
Entziindungsmediatoren = vermittelt. Diese werden wéhrend des Leukozyten-Rollings
ausgeschiittet, aktivieren die PMNL, die dadurch Adhédsionsmolekiile aus der Familie der
B-Integrine exprimieren. Dabei werden L-Selektine proteolytisch von der Zelloberfliche der

Leukozyten abgetrennt (190).

Alle Integrine sind o/p Heterodimere, die sich aus groferen a-Untereinheiten (120-180 kD) und
kleineren B-Untereinheiten (90-110kD) zusammensetzen. Beide Einheiten sind Transmembran-
proteine, die ihren Hauptteil extrazellulir présentieren. Bedeutende Subfamilien sind die
B1-(CD29), B2-(CD18) und die B3-(CD61) Integrine. Diese Subfamilien bestehen jeweils aus
einer variablen a-Kette (CD11a-c) und einer allen Vertretern gemeinsamen B-Kette (CD18) (98).

Die P2-Integrine, die ausschlieBlich auf weilen Blutzellen vorkommen, werden je nach
synthetisierenden Zelltypen unterschieden. Auf Lymphozyten werden sie als ,,.Lymphocyte
Function Associated Antigen“- LFA-1 (Syn: CD11a/CD18) bezeichnet. Granulozyten sowie
Monozyten exprimieren den Mac-1 Rezeptor (Syn: CD11b/CD18) und zusitzlich das p150.95
(Syn: CDI11c/CD18) Antigen (187). Die Bedeutung dieser P2-Integrine wird durch das
Krankheitsbild des ,,Leukocyte Adhesion Defiency Syndrome® illustriert. Ursache ist ein
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genetischer Defekt des f2-kodierenden Genes, wodurch es rezidivierend zu Infektionen kommt,
die aktivierten Leukozyten aber nicht in der Lage sind, an den Ort des Entziindungsgeschehens
zu gelangen. Ein Sticken ist auf Grund dieses Defektes nicht moglich, weshalb sich bei

Betroftenen keine Bildung von Eiter zeigt (195).

B2-Integrine werden stindig auf zirkulierenden Lymphozyten exprimiert, ohne dass sie eine
Adhiésivitdt vermitteln. Durch inflammatorische Mediatoren, vor allem Chemokine, werden sie
rapide in einen hoch aktivierten Zustand versetzt, der die feste Adhdsion ermoglicht (78).
Chemokine werden unter anderem vom vaskuldren Endothel synthetisiert, wiirden aber durch
den Blutfluss schnell abstromen. Man vermutet, dass das Rollen der Leukozyten ihnen den
langeren Kontakt mit Chemokinen ermdglicht. Die mehrfache Bindung von Chemokinen an
Rezeptoren der rollenden Leukozyten induziert iiber G-Proteine eine innermolekulare
Konformationsdnderung der Integrine. Dadurch erhoht sich die Bindungsaffinitit der

B2-Integrine und es erfolgt eine feste Adhédsion an das Endothel (188).

Die Stimulation des vaskuldren Endotheles fithrt zur Synthesesteigerung von interzellularen
Adhisionsmolekiilen, den Integrin-Liganden. Dabei handelt es sich um das Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1, CD54) und ICAM-2. Sie zdhlen zu einer Superfamilie der
Immunglobuline, da sie den Immunglobulinmolekiilen &hnlich gefaltete Doménen aufweisen
(190). ICAM-1 bindet an die leukozytdren P2-Integrine LFA-1 und an das Mac-1 Antigen. Es
besitzt fiinf extrazellulire Immunglobulindominen, die iiber einen transmembranen Bereich
verankert sind, sowie eine kurze zytoplasmatische Kette, iiber die es mit dem endothelialen
Zytoskelett interagieren kann. Neben dem Endothel kann ICAM-1 noch von einer Vielzahl
anderer Zellen exprimiert werden. Ohne Stimulation durch Entziindungsmediatoren ist es nur auf
wenigen Zellen zu finden (78, 187). ICAM-2 wird auch ohne Entziindungsreaktion auf
Endothelzellen gefunden. Entziindungsmediatoren steigern dessen Synthese nicht. Daher wird
ICAM-2 eine Bedeutung bei der Lymphozyten-Rezirkulation zugeschrieben. Es interagiert nur
mit dem leukozytéren B2-Integrin LFA-1 (187).

Ein bedeutendes Adhidsionsmolekiil fiir die Leukozyten Rezirkulation der Mukosa ist das
»Mucosal Addressin Cell Adhasion Molecule-1“ (MAdCAM-1). Da es neben Integrinen auch
das L-Selektin bindet und somit Leukozyten-Rolling vermittelt, spielt es eine duale Rolle als
Integrin- und Selektin—Ligand (188). Letztendlich fiihrt die Interaktion der B-Selektine mit den

interzellularen Adhédsionsmolekiilen zu einer festen Adhirenz der PMNL an das Gefiaflendothel.
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Dadurch wird der abschlieBende Schritt, die transendotheliale Diapedese der Leukozyten,
ermoglicht. Eine bedeutende Funktion scheint hierbei das ,,Platelet-Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1* (PECAM-1, CD31) zu spielen. Es wird von Endothelzellen und Leukozyten
gleichermalflen konstitutiv gebildet. Bestimmte Bereiche des PECAM-1-Molekiiles regulieren die
transendotheliale Diapedese und die nachfolgende Wanderung der Leukozyten durch die

extrazelluldre Matrix (190).

1.1.4.6 Endothelschidigung und Plasmaextravasation

Die Extravasation von Plasma bei Endotoxindmie dufert sich im gesteigerten Lymphabfluss und
bei einer Uberschreitung der Transportkapazitit der LymphgefiBe konsekutiv in einem Odem.
Das Ausmal} der Extravasation hingt dabei von der GefdBoberfldche, der Wandpermeabilitidt und

dem intravasalen Druck ab (193).

Die Permeabilitatssteigerung des Endotheles im Rahmen eines Entziindungsgeschehens betriftt
vorwiegend die Kapillaren und postkapillaren Venolen. Eine Vielzahl von Mediatoren wie z.B.
Serotonin, Histamin, Arachidonatabkdmmlinge, Komplementfaktoren, Pléttchenaktivierungs-
faktoren, Zytokine und Toxine, verursachen und verstirken diese pathologische Permeabilitéts-
steigerung (162). Das ,,capillary-leak-Syndrome® ist ein typisches Erscheinungsbild der
Endothelschidigung bei der Sepsis. Unter einem ,,capillary-leak-Syndrome* versteht man den

Austritt von intravaskuldrer Fliissigkeit in den interstitiellen Raum (105).

Die Endothelzellen der postkapilldren Venolen besitzen myosinhaltige kontraktile Eiweil3e. Unter
dem Einfluss von Entziindungsmediatoren konnen sie sich kontrahieren. Dadurch entstehen
Liicken zum einen zwischen den interendothelialen Zellkontakten und zum anderen innerhalb
der Venolenbasalmembran. Durch entziindungsauslosende Toxine, wie z.B. das Endotoxin, kann
es direkt zur Schiadigung des Endotheles kommen. Im geringfiigigsten Falle duflert sich diese
Schadigung nur in einer reversiblen Auflockerung der Zona occludens. Spiter kann auch ein
apikales Zellodem, verbunden mit einer Mikrovillositit der lumenseitigen Zellmembran
auftreten. SchlieBlich bilden sich unter dem Endothelbelag Blasen, so dass die geschéddigten
Endothelzellen aus ihrem rohrartigen Verband mit dem Blutstrom herausgerissen und
abtransportiert werden. Diese entziindungsbedingte Verdnderung der GefaBmembran fiihrt zum

Anhaften von Thrombozyten und Granulozyten (162).
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Wihrend eines Entziindungsgeschehens tragen hdmodynamische Faktoren zusdtzlich zu einer
Permeabilitétssteigerung bei. Die lokale Erhohung des intravasalen Druckes, hervorgerufen
durch gesteigerte Durchblutung, fiihrt zur Exsudation (180). Die Exsudation bewirkt zusammen
mit der proteolytischen Verdnderung der Interzellularsubstanz eine Gewebeschwellung. Das
eiweiBreiche Exsudat verdiinnt somit lokal die Konzentration entziindlicher Substanzen.
AuBerdem ermoglicht sie den Antransport von Antikdrpern. Ferner wird durch das im Gewebe
gebildete Fibrin der entziindliche Schaden abgegrenzt und die Erreger konnen an die Fibrinfaden
fixiert werden. Auf der anderen Seite ist diese Odemfliissigkeit ein sehr gutes Nihrmedium fiir

die Erreger selbst, die sich dadurch weiter vermehren kénnen (162).

Das Endothel spielt, neben der Synthese von Entziindungsmediatoren, eine bedeutende Rolle bei
der Regulation des Gerinnungssystemes und bei der Aufrechterhaltung der Hamostase. Die
sepsisbedingte Schadigung des Endotheles hat zur Folge, dass diese Funktionen nicht mehr

effektiv ausgefiihrt werden konnen (180).

Auch wenn wihrend Endotoxindmie die Extravasation in fast allen Geweben nachweisbar ist,
wird der Gastrointestinaltrakt bzw. der Diinndarm als ein Hauptort fiir diesen Prozess angesehen
(193). Daneben fiihrt der mit der Extravasation verbundene intravasale Fliissigkeitsverlust,
kombiniert mit der hdmodynamischen Konstellation wéhrend der Sepsis, zu kardiogenen
Funktionsstorungen. Die respiratorische Situation wird durch ein interstitielles Lungenddem
verschlechtert. Die Nieren werden durch den Volumenmangelzustand in ihrer Funktion
beeintrichtigt. Daher ist die Behandlung des Odems in der Therapie der Sepsis eines der
grundlegenden Therapieprinzipien (180).

1.1.5 Bedeutung des Intestinums fiir die Pathogenese der Sepsis

Die bedrohlichste Komplikation des SIRS oder der Sepsis stellt das Multiorganversagen dar. Mit
einer Inzidenz von 10-25% und einer Letalitit von 50-70% stellt es die hdufigste zum Tode
fiihrende Komplikation nach schweren Traumen dar (82). Beim Multiorganversagen, z.B. in
Folge der Sepsis, kommt es zur Zentralisation des Kreislaufes, das heilit, zu einer
Perfusionsumverteilung zu Gunsten der Vitalorgane Gehirn und Herz. Dieser zunéchst sinnvolle
Regulationsmechanismus kann bei ldngerem Fortbestehen zu einer Gefahr fiir den
Gesamtorganismus fithren. Auf Grund seiner hohen Dichte an a-1-Rezeptoren gehort der Darm
im Rahmen der sympathikoadrenergen Reaktion wéhrend eines traumatisch-hdmorrhagischen

oder septischen Schockes zu den primir minderperfundierten Organen. Der daraus resultierenden
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intestinalen Ischdmie und der damit verbundenen Stoérung der natiirlichen Darmbarriere wird
eine bedeutende Rolle in der Genese des Multiorganversagens zugeschrieben (82). Der Darm
wird damit als ,,Motor des Multiorganversagens™ betrachtet und als ,,undrained abscess of

multiple organ failure* charakterisiert (48, 129).

Der anatomische Aufbau des Intestinum préadisponiert zur frithen Schadensnahme im septischen
Schock. Im Normalzustand stellt die Darmschleimhaut eine sehr effektive Barriere gegen
enterale Mikroorganismen da. Das Gegenstromprinzip im Bereich der Mukosa spielt in der
Pathogenese der Sepsis eine entscheidende Rolle. Die zentrale Villusarterie verzweigt sich erst in
der Zottenspitze, zu ihr parallel verlduft das vendse System. Damit tritt bereits an der Zottenbasis
auf Grund des hohen O,-Gradienten ein starker pO,-Abfall im arterioldren Blut auf (205). Eine
Ischdmie der Zottenspitze bei einem kritischen Blutdruckabfall ist die Folge. Reaktiv bildet sich

ein Odem in der Lamina propria, welches schlieBlich zu einer Epithelnekrose fithren kann (126).

Kommt es nun zu einer Reperfusion, wird mit der Anlieferung von Sauerstoff {iber eine
Aktivierung der XO Xanthin zu Hypoxanthin umgewandelt. Dabei entstehen Sauerstoffradikale
und es erfolgt eine Aktivierung von Proteasen bzw. neutrophilen Granulozyten. Dies fiihrt
wiederum zu einer weiteren Schidigung der Darmmukosa (77, 79). Durch die intestinale
Ischdmie kommt es zu Lésionen in der Darmmukosa, wodurch die wirkungsvolle Barriere gegen
Mikroorganismen bzw. gegen ihre Bestandteile aufgehoben wird. Die Permeabilitit der
Darmmukosa steigt. Histologisch spricht man vom durchlédssigen Darm -, leaky-gut®“ (66, 82,

84).

Der Verlust der Darmbarriere und die daraus resultierende Ausbreitung von Bakterien bzw. ihrer
Bestandteile ist als ,bacterial translocation" -bakterielle Translokation- definiert (19). Eine
Verletzung der natiirlichen Darmbarriere in Folge intestinaler Ischdmie fiihrt zu einer
Aktivierung des GALT (,,Gut Associated Lymphatic Tissue®). Mit 50-70 % der lymphoiden
Zellen stellt dieses Darm-assoziierte lymphatische Gewebe eines der umfangreichsten
lymphatischen Gewebe des menschlichen Korpers dar. Durch ein massives Einwirken von
antigenen Strukturen (z.B. LPS), die positive Riickkopplung der humoralen und zelluldren
Systeme sowie durch die Beeintrachtigung von Kontrollmechanismen resultiert eine Agravierung

des Sepsisgeschehens in Form einer ,,Mediatorexplosion® (55, 82).
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Fiir die Beurteilung der Darmperfusion stehen in der Klinik verschiedene Indikatormessungen
zur Verfiigung. Neben der Endoskopie, der Angiographie, der Katheterisierung der Lebervene,
der Dopplersonographie und der Bestimmung von biochemischen Serummarkern, wurde auch
die tonometrische Messung des intramukosen instestinalen pH-Wertes (pH;) zur Messung der
Darmperfusion verwendet (82). Unter der Annahme, dass die Hydrogencarbonat- (HCOs-) Werte
im Gewebe und im arteriellen Blut vergleichbar sind, kann mittels der Henderson-Hasselbach-
Gleichung aus dem Kohlendioxidpartialdruck der pH;-Wert berechnet werden. Das messende
Tonometer liegt dabei nahe der Spitze einer Sonde direkt der Magen- oder Darmwand an (83).
Eine Azidose im Bereich der Darmmukosa wird als einer der frithsten Indikatoren einer

intestinalen Ischdmie angesehen (82).

Eine kombinierte Messung von arteriellem Laktat und pH; stellt einen pradiktiven Wert fiir das
Outcome der Patienten dar. In einer klinischen Studie von Friedmann et al. wurden im Verlauf
von 24 Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation der pH;-Wert und die arterielle
Laktatkonzentration gemessen. Nach 24 Stunden erreichten diese Parameter eine Spezifitit von
100% fiir die Mortalitdt, die Sensitivitit lag bei 44% (72). Bei der Messung des pH;-Wertes
werden allerdings nicht-respiratorische Storungen des arteriellen Sdure-Basen-Status in die
Tonometrie mit einbezogen, was zu ungenauen Ergebnissen fiihrt. Neuere Untersuchungen
favorisieren fiir die Messung der gastrointestinalen Durchblutung die mukosal-arterielle
CO;-Differenz  -pCO,-Gap  (201). Exakte Perfusionsbestimmungen des gesamten
Gastrointestinaltraktes konnen mit der Lebervenenkatheterisierung vorgenommen werden.
Daneben kann mit Hilfe der Plasma-Disappearance-Rate des Farbstoffes Indozyaningriin
(PDRjcg) nicht-invasiv die Leberperfusion und -funktion bestimmt werden (107). Therapeutische
Ansitze zur Darmprotektion liegen in der frithen Schocktherapie, einer kausalen Beeinflussung
der instestinalen Ischdmie, in frither enteraler Erndhrung, Immunonutrition und selektiver

Darmdekontamination (82).
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1.2  Therapiekonzepte bei Sepsis

Die konventionelle Therapie der Sepsis beruht auf folgenden Grundséulen (109, 160):

Kausale Therapie:
Fokussuche und Fokussanierung,

Adéquate Antibiotikatherapie

Supportive Therapie:

Friihzeitige Kreislaufstabilisierung (differenzierte Volumen- und Katecholamingabe),
Friihzeitige Beatmung,

Erhaltung der Homoostase,

Nierenersatztherapie,

Friihzeitige parenterale Erndhrung

Adjunktive Therapie:
Aktiviertes Protein C (Drotrecogin alfa),

Niedrig dosiertes Hydrocortison

Im Oktober 2002 wurde anldsslich des Jahreskongresses der ,,European Society for Intensive
Care Medicine* (ESICM) in Barcelona die ,, Barcelona Declaration® verabschiedet, woraus im
Mirz 2004 die ,,Surviving Sepsis Campaign Guidelines (SSC) for Management of Severe Sepsis
and Septic Shock® hervorgingen (59). Mit diesen Guidelines stehen durch mehr als
30 internationale Experten konsentierte Leitlinien zum klinischen Umgang mit septischen
Patienten zur Verfiigung. Die Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und die Deutsche
Interdisziplindre Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) haben in Anlehnung an die
internationalen Empfehlungen der SSC-Guidelines Leitlinien erarbeitet, die die Versorgungs-
struktur im deutschen Gesundheitssystem beriicksichtigen. Folgende Leitlinienthemen wurden

als voranging eingestuft:

a) Diagnose,

b) Prévention,

c) kausale Therapie,
d) supportive Therapie,
e) adjunktive Therapie.
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Die Leitlinien sind nach einem sorgfaltig geplanten und streng eingehaltenen Prozess nach den
Vorgaben der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
(AWMF) erstellt worden. Dabei wurden die Leitlinien gemdll den Empfehlungen des ,,Oxford
Centre of Evidence Based Medicine* in Evidenzgrade I-V eingeteilt. Gemal der Evidenzgrade
konnen fiir eine bestimmte Fragestellung Empfehlungen mit Empfehlungsgraden von A)-E)
ausgesprochen werden. Entsprechend wird der Evidenzgrad der Studie benannt, die zu dem

entsprechenden Empfehlungsgrad gefiihrt hat (159).

In der adjunktiven Sepsistherapie lieB das rekombinante humane aktivierte Protein C erstmals
Hoffnung auf ein spezifisches Medikament zur Behandlung der schweren Sepsis aufkommen.
Protein C ist einer der Hauptregulatoren der Gerinnung, der die geschwindigkeitsbestimmenden
Faktoren der Gerinnungskaskade, Faktor Va und Faktor VIIla, inaktiviert. Zusétzlich hat Protein
C profibrinolytische Eigenschaften. Es kann die Bildung intravasaler Thromben verhindern und
fordert die Fibrinolyse und damit die Rekanalisierung eines thrombotisch verschlossenen
Gefilles. Protein C vermag die Adhdsion von Leukozyten am Endothel und die Freisetzung von
IL-1 und TNF-a durch Monozyten zu blockieren. Dadurch kann die systemische Ausbreitung
von einer primdr lokalisierten Entziindung gebremst werden (105). In der
PROWESS- (Protein C Worldwide Evaluation in Severe Sepsis) Studie, einer doppelblinden,
Plazebo-kontrollierten Studie aus dem Jahr 2001, zeigte sich eine absolute Risikoreduktion der
Sterblichkeit von 6,1% durch Drotrecogin alfa (aktiviertes Protein C). Seit 2002 ist dieses
Medikament zur Therapie erwachsener Patienten mit schwerer Sepsis zugelassen (21). In den
Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft wird allerdings nur ein Empfehlungsgrad
B (Evidenzgrad Ib) fiir Drotrecogin alfa ausgesprochen, da eine weiterfilhrende Analyse der
Prowess-Daten ergab, dass Patienten mit niedrigem Schweregrad einer schweren Sepsis unter der
Behandlung eine erhohte 1-Jahres-Letalitit aufwiesen (159). Die meisten adjunktiven
Therapieansitze mit Immunmodulatoren (z.B. Immunglobuline, anti-TNF-Antikorper, 16slicher
TNF-Rezeptor, Antibradikinin, antiinflammatorisches IL-10, IL-1-Rezeptorantagonist,
Interferon-y), Prostaglandinhemmern wund der Einsatz von Gerinnungsinhibitoren
(z.B. Antithrombin-III) befinden sich noch in der klinischen Priifung und erbringen nur zum Teil

den erhofften Erfolg (110, 145).

Auch unsere Arbeit beschiftigt sich mit einem potenziell adjunktiven Therapieansatz bei der

Behandlung der Sepsis. Es wurde der Einfluss von 2 Antioxidantien auf die Mikrozirkulation bei
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Endotoxindmie untersucht. Dabei handelt es sich um N-Acetylcystein und Tirilazad Mesylat, die
in Kombination verabreicht wurden. N-Acetylcystein wird bereits in den Leitlinien der
Deutschen Sepsis-Gesellschaft unter dem Punkt ,,adjunktive Therapie- andere Therapieansitze*
erwahnt. Allerdings mit dem niedrigsten Grad der Empfehlung- Grad E, da fiir diesen

Therapieansatz ein Behandlungsvorteil noch nicht nachgewiesen werden konnte (159).

Unsere Untersuchung stellt daher einen weiteren Beitrag dar, den im Pathomechanismus der
Sepsis durchaus sinnvollen Einsatz von N-Acetylcystein bzw. Tirilizd Mesylat zu untersuchen.
Dem Organismus stehen wirksame Schutzmechanismen gegeniiber radikalischer Belastung zur
Verfligung. Dabei handelt es sich um endogene, antioxidativ wirksame Substanzen im Gewebe,

die sich in 4 Gruppen untergliedern lassen (76):

1. Verbindungen mit einem niedrigen Molekulargewicht (z.B. Vitamin C, E, B-Carotin)
2. Sulfhydrylgruppendonatoren (z.B. Gluthation)

3. Proteine mit Sulfhydrylgruppen

4. Enzyme (z.B. SOD)

Sind die Schutzmechanismen unzureichend ausgebildet oder durch vermehrte Radikalbildung
tiberlastet, wird der Organismus geschidigt. Aus verschiedenen In-Vivo-Studien ist bekannt, dass
durch die Applikation von Bakterien oder LPS eine verstirkte Bildung von ROS induziert wird.
Vor allem im Diinndarm, im Magen, in der Lunge und in der Leber konnten erhohte
Konzentrationen von ROS gemessen werden (135, 139, 198). Die Plasmakonzentration der
antioxidativen Vitamine A, C, E und B-Carotin sind bei septischen Patienten erniedrigt. Daneben
konnte ein Konzentrationsabfall der protektiven Enzymsysteme (SOD, Katalase,
Glutathionperoxidase) im Muskelgewebe gemessen werden. Im Plasma und in den Erythrozyten
von septischen Patienten wurden erhohte Konzentrationen von Katalase und SOD festgestellt

(164).

Therapeutisch bestehen 2 prinzipielle Moglichkeiten, radikalische Belastung des Organismus zu
verringern. Zum einen kann man versuchen, die Radikalbildung z.B. durch Anhebung des
endogenen Antioxidantienstatus oder durch Hemmung radikalbildender Enzyme zu inhibieren.
Zum anderen kann man Radikalfdnger (,radical scavenger”) in Form von Sauerstoffradikal-
abbauenden Substanzen einsetzen (164). Als Beispiel fiir die erste Option ist das in dieser
Untersuchung eingesetzte N-Acetylcystein (NAC) zu nennen. Uber den zweiten Weg wirkt das

Tirilazad Mesylat (TM).
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1.3 N-Acetylcystein

1.3.1 Allgemeines

NAC ist ein Schwefel enthaltendes Derivat der Aminosdure Cystein, welche natiirlicherweise in
Nahrungsmitteln vorkommt. Die Entdeckung, dass NAC ein wirksames Antidot gegen die
Acetominophen- (Metabolit von Paracetamol) Vergiftung ist, gab den ersten Hinweis auf die
Wichtigkeit des NAC als Antioxidans (20). Daneben ist NAC seit Jahren als wirksames
Mukolytikum bekannt.

1.3.2 Pharmakokinetik

Oral verabreicht wird NAC schnell und vollstindig resorbiert. Im Organismus findet es sich teils
in freier Form, teils reversibel {iber Disulfidgruppen an Plasmaproteine gebunden. Es lokalisiert
sich vor allem in der Leber, den Nieren, den Lungen sowie im Bronchialschleim. NAC wird in

der Darmwand und bei der ersten Leberpassage zu Cystein deacetyliert.

Neben kleinen Mengen Taurin und Sulfat sind die beiden Hauptmetabolite Cystin und Cystein.
Ca. 30% der verabreichten Dosis werden direkt renal ausgeschieden. Uber den Mechanismus

nicht-renaler Elimination liegen keine Untersuchungen vor.

1.3.3 Pharmakodynamik

NAC stellt durch Cystein einen essentiellen Vorldufer der Glutathion-Synthese zur Verfiigung.
Dadurch erhoht es die endogenen Vorrite an Glutathion. Glutathion vermittelt eines der
wichtigsten nukleophilen und antioxidativen Wirkprinzipien des Organismus. Glutathion kann
die bei bestimmten Intoxikationen entstehenden toxischen, reaktiven, elektrophilen Metaboliten
durch Bildung von inerten Komplexen inaktivieren. Elektrophile Verbindungen werden durch

Konjugation inaktiviert, oxidierende Verbindungen durch Reduktion neutralisiert.

NAC kann durch die intrazellulire Erhoéhung der Glutathionkonzentration die endogene
Antioxidantienkonzentration steigern, Wasserstoffperoxid und andere Hydroxyradikale direkt

abfangen und so dem oxidativen Stress entgegenwirken (164, 204).
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NAC, Cystein und Glutathion enthalten Schwefel in der Form der Schwefel-Hydryl-Gruppe.
Die mukolytische Wirkung des NAC beruht auf der Eigenschaft der Sulthydrylgruppen, die
Disulfidbriicken der Mukoproteine des Schleimes zu reduzieren. Dadurch verringert sich die

Schleimviskositit (117).

1.3.4 Klinische Anwendung/Effekte

NAC findet hauptsdchlich klinische Anwendung bei der Behandlung akuten Paracetamol-
Vergiftungen und bei Leberversagen nach Paracetamol-Vergiftungen. Paracetamol wird bei hoher
Dosierung in der Leber iiber das Cytochrom-P450-System metabolisiert. Dabei entsteht ein
toxischer Metabolit, der mit Glutathion reagiert. Durch Umwandlung in eine
Mercaptursdurekonjugat wird dieser Metabolit iiber die Niere ausgeschieden. Nach der
Einnahme von sehr hohen Mengen von Paracetamol wird ein weiterer, sonst ungenutzter
Stoffwechselweg eingeschlagen. Dadurch kommt es zur Arylierung von Zellproteinen in der
Leberzelle. Dosisabhéngig entsteht eine Leberzellschiddigung bis hin zur Leberzellnekrose. NAC
kann durch seine oben beschriebenen Eigenschaften bei rechtzeitiger Gabe diesen
pathologischen Vorgang verhindern oder aufhalten (117). Bei Vergiftungen durch Acrylnitril,
Methacrylnitril und Methylbromid kommt NAC ebenfalls als Antidot zum Einsatz. Des Weiteren
ist NAC ein bekanntes Mukolytikum bei der Behandlung akuter und chronischer Erkrankungen
des Respirationstraktes (151).

14 Tirilazad Mesylat

1.4.1 Allgemeines

TM gehort zu der Gruppe der Lazaroide. Das sind Substanzen mit dhnlichen biochemischen
Eigenschaften, deren Name auf einem Paradigma beruht. Wie in der Bibel nachzulesen ist,
ernihrte sich der Bettler Lazarus von den Abféllen, die von der Tafel der reichen Prasser herab
fielen (Lukas 16, 19-31). Bei der biochemischen Zersetzung im Rahmen des ischdmiebedingten
Zellunterganges, insbesondere in der Phase der Reperfusion, kommt es zu einer Anhdufung von
freien Radikalen. Diese verursachen und beschleunigen den nekrotisierenden Effekt der Ischimie
und fiihren letztendlich zum Zelltod. Lazaroide binden diese Radikale und konnen dadurch die

ischdmische Zellnekrose auf verschiedenen Entwicklungsstufen einddmmen (140).

37



Einleitung

Im tibertragenen Sinn sind die freien Radikale die Abfallprodukte von denen sich die Lazaroide
»erndhren®. Die Muttersubstanz der Lazaroide (21-Aminosteroide) sind die Glukokortikoide.
Durch den Ersatz der Kohlenstoffgruppe 21 des Sterangeriistes durch Aminogruppen entfallt die

rezeptorspezifische Aktivitit.

CH3 .CH3SO3H

Abbildung 1:
Glukokortikoid 6a-Methylprednisololon (links), 21-Aminosteroid U-74389G (rechts)

Glukokortikoide vermitteln ihre Wirkung entweder iiber einen Kernrezeptor (genomische
Wirkung), oder spezifisch liber Membranrezeptoren bzw. unspezifisch durch physikochemische
Wechselwirkungen mit Membranen (nicht-genomische Wirkung). Mit den Lazaroiden wurden
bewusst Substanzen entwickelt, die durch die unspezifische Membranwirkung und nicht iiber
Rezeptoren wirken. Dadurch fehlt eine diabetogene Wirkung. Lazaroide haben keinen Effekt auf
die Mitogen-stimulierende  Zytokinproduktion und bewirken daher auch keine

rezeptorvermittelte Immunsuppression (46).

1.4.2 Pharmakokinetik

TM ist bei gesunden Patienten zu 99% an Plasmaproteine gebunden. Bei der Verstoffwechslung
entstechen zwei Metabolite, das U-89678 in hoherer und das U-87999 in geringerer

Konzentration. TM wird in der Leber metabolisiert und zu ca. 80% biliar/fakal eliminiert.
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1.4.3 Pharmakodynamik

TM bewirkt eine Membranstabilisierung durch eine verminderte Membranfluiditit. Diese
Membranstabilitdt verhindert ein Voranschreiten der Lipidoxidation, indem die Beweglichkeit
von Lipidperoxyl- und Lipidalkoxylradikale innerhalb der Membran reduziert wird. Lazaroide
binden insbesondere Lipidperoxyl- und Phenoxyradikale und konnen dadurch einer moglichen
Gewebeschadigung entgegenwirken. TM tragt dazu bei, dass der Gehalt der Zellmembran an
Vitamin E, dem wichtigsten endogenen lipidloslichen Antioxidans, erhalten bleibt. TM besitzt
eine hohe Affinitdt zum Endothel. Dadurch schiitzt es die Endothelzellfunktionen, wie z.B. die

Permeabilitét, vor einer Storung durch Sauerstoffradikale (46).

1.4.4 Klinische Anwendung / Effekte

Eines der ersten klinisch untersuchten Lazaroide war U-72099E, ein Non-Glukokortikoid mit
antioxidativer Wirkung im Hochdosisbereich. Es wurde in ZNS-Trauma-Studien untersucht und
fiihrte durch Weiterentwicklung zu potenteren 21-Aminosteroiden, wie dem U-74006 (Tirilazad
Mesylat). Inzwischen gibt es noch wirksamere 21-Aminosteroide wie das U-72099E. Diese
Substanz wurde wegen galenischer Probleme und zu schneller Elimination in vivo bisher jedoch
noch nicht pharmazeutisch verwendet (85, 86). Klinische Anwendungen findet TM unter dem
Préparat Freedox®, ein Medikament im Einsatzbereich ,,ZNS-aktive Substanzen®. Die Indikation
beschriankt sich auf aneurysmal bedingte Subarachnoidalblutungen bei ménnlichen Patienten.
Die pharmakologische Wirkung von TM &duBert sich in einer Begrenzung des Ausmales
sekunddrer Gewebsschidigungen. Daneben nimmt die Haufigkeit bzw. Stérke zerebraler

Vasospasmen ab.
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1.5  Ergebnisse bisheriger Forschungen

1.5.1 N-Acetylcystein

1.5.1.1 Experimentelle Untersuchungen

In tierexperimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass NAC bei septischen Tieren die
Freisetzung von TNF-a, die Aktivierung proinflammatorischer Zytokine und die zelluldre
Apoptose inhibiert. Daneben konnte Gewebezerstérung, induziert durch IL-1, verhindert werden
(151, 202). In einem Endotoxinmodell am Schaf wurde die inhibierende Wirkung von NAC auf
die Granulozytenaggregation festgestellt (20). Die Leukozytenadhision und die vaskuldre
Permeabilitdt in postkapillaren Venolen des Mesenteriums von Ratten waren unter der
Behandlung mit NAC wiahrend Endotoxindmie geringer, als bei unbehandelten Tieren (175).
Eine Studie an endotoxdmischen Hunden, deren Femoral- und Pulmonalarterien, die Vena
mesenterica superior und Vena renalis, sowie das Perikard katheterisiert wurden, ergab, dass
durch die Gabe von NAC der verminderte kardiale Index, sowie der erhohte systemische und
pulmonale Widerstand gesteigert bzw. verringert werden konnten. Des Weiteren konnte in
diesem Versuch durch die NAC-Gabe eine verminderte Freisetzung von TNF-a und eine erhdhte
Aktivitdt der Glutathionperoxidase verzeichnet werden (204). NAC scheint daneben eine

antikoagulative Wirkung zu besitzen (76).

1.5.1.2 Klinische Untersuchungen

Die Gabe von NAC bei septischen Patienten mit einem ,,Acute Respiratory Distress Syndrom™
(ARDS) ergab eine Verbesserung der pulmonalen Hypertension, des Herzindex und der
Sauerstoffanlieferung (164). In unterschiedlichen klinischen Studien konnte die antioxidative
Wirkung von NAC bestitigt werden. Es wurde eine erhohte Antioxidantienkapazitit und ein
verminderter oxidativer Stress durch einen verbesserten Thiolredoxstatus und eine gesteigerte
Konzentrationen von Glutathion in der Bronchoalveolarfliissigkeit nachgewiesen. Des Weiteren
konnte durch NAC die Chemotaxis humaner Neutrophilen und Monozyten inhibiert werden. Der
oxidative Metabolismus zur Neutralisierung der hyperchlorigen Sdure und der Hydroxyradikale
durch neutrophile Myeloperoxidase nahm ab (151). Spies et al. konnten in einer randomisierten
prospektiven doppelblinden Studie eine verbesserte Gewebsoxygenation durch die Gabe von
150 mg/kg/h NAC iiber 15 Minuten, gefolgt von 12,5 mg/kg/h NAC-Dauerinfusion tiber
90 Minuten, feststellen. 58 septische Patienten erhielten einen Radialis- und Pulmonaliskatheter,

daneben erfolgte eine tonometrische Messung des intramukosalen intestinalen pH-Wertes (pH;).
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Spies et al. konnten eine erhdhte VO,, einen erhéhten pHj, einen verminderten vends-arteriellen
pCO,, sowie ein erhohtes Uberleben von 69% bei NAC-Respondern (45%) nachweisen. Uber
50% der Studien-Patienten waren NAC-Non-Responder, was zu der Vermutung fiihrte, dass
NAC wahrscheinlich nur in der frilhen Phase der Sepsis wirkt (186). In einer weiteren
randomisierten prospektiven doppelblinden Studie von Rank et al. konnte mit Hilfe der
tonometrischen Messung des pHi, der Katheterisierung der Lebervene und der Untersuchung der
Plasma-Disappearance ~ von  Monoethylglycinexylidid = (PDRmegx) eine  verbesserte
Leberperfusion und eine verbesserte Leberfunktion durch die Bolusgabe von 150 mg/kg/h NAC,
gefolgt von einer kontinuierlichen NAC-Gabe von 12,5 mg/kg/h iiber 90 Minuten, beobachtet
werden (157). Ein kiirzlich verdffentlichter Fallbericht von Hein et al. 2004 bestétigte dies in

einer weiteren Untersuchung der Leberfunktion an fiinf septischen Patienten (93).

1.5.2 Tirilazad Mesylat

1.5.2.1 Experimentelle Untersuchungen

In einem Cecal Ligation and Puncture- (CLP) Sepsis-Modell an Ratten konnte durch die
Behandlung mit 3 mg/kg/h TM iiber vier Stunden eine verbesserte Uberlebensrate nach
72 Stunden erreicht werden (154). Experimentelle Untersuchungen an endotoxdmischen Hunden,
bei denen die Femoral- und Pulmonalarterien, die Vena mesenterica superior und Vena renalis,
sowie das Perikard katheterisiert wurden, ergaben, dass durch die Bolusgabe von 80 pg/kg TM,
gefolgt von einer Dauerinfusion von TM von 10 pg/kg/h liber drei Stunden, eine verminderte
Freisetzung von TNF-o0, ein verbesserter renaler und mesenterialer Blutfluss, sowie eine

verbesserte kardiale Funktion erreicht werden konnten (204).

In diversen Ischdmie/Reperfusionsmodellen konnte gezeigt werden, dass Lazaroide eine
protektive Wirkung auf das Endothel haben und in der Lage sind, die Akkumulation von
Leukozyten im Gewebe zu reduzieren (49, 63, 96). Daneben scheint TM die gesteigerte Synthese

von Eicosanoiden und TNF-a bei Endotoxindmie zu supprimieren (182, 204).

Weitere tierexperimentelle Studien beschiftigen sich mit dem Einsatz von TM beim akuten
Lungenversagen. In der Transplantationsmedizin konzentrieren sich die Forschungsvorhaben
derzeit auf die Optimierung der Lagerungs- und Transportbedingungen einschlielich der

zusdtzlichen Anwendung von Antioxidantien. Einzelne Berichte iiber positive Effekte von

41



Einleitung

Lazaroiden bei Tumoren, neurodegenerativen und demyelinisierenden Erkrankungen liegen vor.
Ein eventueller Einsatz bei der Behandlung entziindlich rheumatischer Erkrankungen wird

ebenfalls in Erwidgung gezogen (46).

1.5.2.2 Klinische Untersuchungen

In der National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS III) wurde an 499 Patienten mit akuter
Riickenmarksverletzung die Wirksamkeit der therapeutischen Gabe von Methylprednisolon mit
dem therapeutischen Erfolg von TM verglichen. Wurde TM 0 bis 3 Stunden nach dem Trauma
eingesetzt, ergab sich eine vergleichbar gute Wirkung wie beim Methylprednisolon (46).
TM wurde fiir die klinische Entwicklung ausgewéhlt und vorrangig bei der Behandlung von
akuten Gehirn- und Riickenmarksverletzungen sowie von Schlaganfillen gepriift (85). In
experimentellen Untersuchungen zeigte dieses 21-Aminosteroid auch protektive Effekte bei

fokaler und globaler Ischdmie sowie bei der Behandlung von Subarachnoidalblutungen.

Eine klinische Studie ergab, dass es unter 6 mg/kg/Tag TM zu einer Begrenzung des Ausmalles
sekundirer Gewebsschidigungen kommt und die Haufigkeit bzw. Stirke zerebraler Vasospasmen
abnimmt. TM ist seit 1995 als Therapeutikum fiir aneurysmal bedingte Subarachnoidalblutungen
bei minnlichen Patienten zugelassen. Bei weiblichen Patienten zeigte die oben genannte, in
klinischen Studien gepriifte Dosierung keine Wirksamkeit. Man vermutet, dass bei jiingeren
Frauen auf Grund metabolischer Gegebenheiten hohere Dosen notwendig sind (46). Klinische

Untersuchungen des Einsatzes von TM bei Sepsis-Patienten liegen bisher nicht vor.
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt dieser Untersuchung stand die mesenteriale Mikrozirkulation bei Endotoxindmie,
da die mesenteriale Mikrozirkulation neben der intestinalen eine ausschlaggebende Rolle fiir die
Genese und den Verlauf des septischen Multiorganversagens einnimmt. Die Verbesserung der

Mikrozirkulation fiihrt zu einer Stabilisierung des Gesamtzustandes.

Wichtige Mediatoren bei der Pathogenese der Sepsis sind die freien Sauerstoffradikale. Der

Einsatz von Antioxidantien konnte daher eine sinnvolle Therapiestrategie sein.

Zunichst wurden die Substanzen N-Acetylcystein und Tirilazad Mesylat in Voruntersuchungen
unserer Arbeitsgruppe unter dem gleichen Versuchsautbau bei Einzelgabe getestet.
Veroffentlichte Ergebnisse liegen dazu noch nicht vor, lassen aber auf positive Effekte auf die
mesenteriale Mikrozirkulation schlieBen, insbesondere auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion
und die Plasmaextravasation. Sie stellen pathogenetisch fiir die Sepsis entscheidende Prozesse
der Mikrozirkulation dar. Neben diesem Aspekt und den beschriebenen klinischen
Untersuchungsergebnissen der beiden Substanzen wurden sie in unserem Versuchsaufbau

kombiniert eingesetzt und die Verdnderung in der mesenterialen Mikrozirkulation untersucht.

Explizit wurde die Beeinflussbarkeit der Leukozyten-Endothel-Interaktion und der Plasma-
extravasation im Mesenterium untersucht. Daneben wurden die flir die Pathogenese wichtigen

Mediatoren TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-10 mit in Betracht gezogen.

In der verfassten Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. In welchem Mall werden durch die Therapie mit N-Acetylcystein in Kombination mit
Tirilazad Mesylat die mesenteriale Plasmaextravasation und die Leukozytenadhérenz
beeinflusst?

2. Inwieweit werden die Plasmaspiegel der Entziindungsmediatoren TNF-a, IL-1f3, IL-6 und
IL-10 bei Endotoxindmie durch die Gabe der Antioxidantienkombination beeinflusst?

3. Fihrt die Gabe der Substanzkombination bei Endotoxindmie auch zur Verdnderungen der

Leukozytenzahl im peripheren Blut?
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierhaltung

In dieser Studie wurden 30 mannliche Wistar-Ratten im Alter von 6-7 Wochen untersucht. Das
Gewicht der Versuchstiere betrug 200-260g. Die Versuchsreihen unterlagen der Richtlinien fiir
die Durchfithrung von Tierversuchen nach §2, sowie §8 des Tierschutzgesetzes und wurden von
der zustindigen Senatsbehorde fiir Gesundheit des Landes Berlin genehmigt (G 0133/00). Die
Versuche wurden von September bis Dezember 2002 durchgefiihrt. Die Tierhaltung erfolgte in
einem klimatisierten Raum (Raumtemperatur 27°C, Luftfeuchtigkeit ca. 60%) in Standard-
kédfigen auf entstaubter Holzgranulateinstreu unter 12-stiindigem Hell/Dunkel Rhythmus. Die
Tiere erhielten Wasser ad libitum und Standardnahrung (Altromin® Pellets, Firma, Lage,
Deutschland). Die Tiere wurden eine Woche nach Anlieferung im Versuch eingesetzt. 12 Stunden

vor Versuchsbeginn wurden die Tiere niichtern gesetzt, Wasser wurde weiter ad libitum gewahrt.

3.2  Gruppeneinteilungen

Es erfolgte ein randomisierte Einteilung in 3 Untersuchungsgruppen a 10 Tiere pro Gruppe:

1. Kontrollgruppe
2. Endotoxingruppe: LPS 10 mg/kg Korpergewicht (KG)
3. NAC/TM-Gruppe: LPS 10 mg/kg KG

NAC 150 mg/kg KG und TM 10 mg/kg KG

3.3 Versuchsablauf

Der allgemeine Versuchsablauf wurde flir alle Gruppen nach einem einheitlichen Versuchs-
protokoll durchgefiihrt. Die gesamte Pridparationsdauer betrug ca. 30 Minuten. Sie beinhaltete
die Tracheotomie, das Einlegen der intravasalen Katheter in die Vena jugularis interna und
Arteria carotis communis sowie die mediane Laparotomie. Danach wurde den Tieren eine

Erholungsphase von 15 Minuten gewéahrt. AnschlieBend erfolgte die erste Intravitalmikroskopie

44



Material und Methoden

mit Videoaufzeichnung. Danach wurde die Endotoxindmie durch Dauerinfusion von LPS iiber 2
h induziert. Weitere intravitalmikroskopische Untersuchungen folgten nach 60 und 120 Minuten.
Die Applikation der Medikamente wurde nach 30 Minuten Endotoxindmie als Bolusinjektion
vorgenommen. Die Zeitpunkte der Blutabnahmen sind aus der Abbildung 1 ersichtlich. Nach der
letzten Blutabnahme wurde die Tiere mit einer intravendsen Gabe einer Uberdosis Chloralhydrat

(ca. 25 mg/kg KQG) getotet.

Applikation der Medikamente

Q o Q
L E L g 9 g
a. = 2 < e <=
ol < (@} 1 < o I <
2'E i % 1S =
alis e 15 2 s
= i = R (=
= 'm v = = = =2
I 1 1
v v
[ L [ L [ | .
1 1 t 1 Exitus
Y o 0,5h 1,5h
Priparation % Oh 1h 2h 3h
SN /
‘qs) v
é Endotoxininfusion

YT

Volumensubstitution

Abbildung 2: Versuchsablauf

3.4  Narkosefiihrung und Monitoring

Die Narkose wurde durch die intraperitoneale Applikation von Pentobarbital in einer Dosis von
60 mg/kg KG eingeleitet (Pentobarbital Natrium, Synopharm GmbH, Barsbiittel, Deutschland).
Sie galt in Anlehnung an Ammons et al. und van Lambalgen et al. als addquat, wenn weder ein

Cornealreflex noch Beugereflexe auslosbar waren (4, 192). Uberpriift wurde dies durch Betupfen
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der Cornea mit einem Wattestdbchen bzw. durch Kneifen in die Pfoten und den Schwanz. Bei
Erreichen der gewiinschten Narkosetiefe (ca. 10 Minuten nach Pentobarbitalapplikation) wurden
die Tiere mittels Klebestreifen in Riickenlage an den Pfoten auf einer Wérmeplatte fixiert. Die
Korpertemperatur wurde rektal kontinuierlich gemessen (Thermosonde, W 233, RFT, Strassfurt,
Deutschland) und durch die Wérmeplatte bei 37,0 + 0,5°C aufrechterhalten. AnschlieBend
wurden die Tiere tracheotomiert und die Trachea mit einem Plastikréhrchen intubiert
(14G Brauniile, Braun, Melsungen, Deutschland), um Verlegungen der oberen Atemwege
auszuschlieBen. Die Tiere atmeten weiter spontan Raumluft. Sowohl in die rechte Vena jugularis
interna als auch in die rechte Arteria carotis communis wurden Polyethylenkatheter
(PE 50, ID 0,58 mm, OD 0,96 mm, Portex, Hythe, Kent, GB) eingebracht. Uber den arteriellen
Katheter erfolgte das kontinuierliche Monitoring des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP)
und der Herzfrequenz (HF). Die Atemfrequenz (AF) wurde iiber den Monitor iiberwacht
(BMT Biomonitor 5231, Druckmesswandler W 112, RFT, Strassfurt, Deutschland). Uber den
zentralvendsen Zugang erhielten die Tiere eine an den Bedarf adaptierte Narkoseerhaltungsdosis

von etwa 20 mg/kg KG/h Pentobarbital.

3.5 Operative Techniken

Alle Tiere jeder Gruppe wurden demselben Prozedere unterworfen. Die gesamte
Priparationsdauer beginnend mit der Tracheotomie und endend mit der Katheterisierung dauerte

ca. 30-40 Minuten.

Nach Rasur und Desinfektion im Bereich des Halses und des Abdomens wurde die Haut am Hals
in der Mittellinie iiber 2 cm von kranial nach kaudal mit einem Elektrokauter (BCH 50, TUR,
Dresden, Deutschland) inzidiert. Danach wurde die proximale Trachea dargestellt, mit einer
Mikroschere ein ca. 2-3 mm groBer Querschnitt unterhalb des 6.-8. Ringknorpels gesetzt und die
Trachea wurde mit einem Kunststofftubus intubiert. AnschlieBend wurde zuerst die rechte
Vena jugularis interna dargestellt. Nach distaler Ligatur und proximaler Abklemmung des
Gefilles mittels Microclip erfolgte die Kathetereinlage in Venae-sectio-Technik, die Fixierung
des Katheters mit Haltefdden und die Entfernung des Mikroclips. Danach wurde analog mit der
rechten Arteria carotis communis verfahren. AbschlieBend wurde die Halswunde mit einer

fortlaufenden Naht (Ethibond®, 3,5 metric, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen.
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Uber den zentralvendsen Zugang erfolgten die Aufrechterhaltung der Narkose (mittlere
Erhaltungsdosis von 6 mg/h Pentobarbital), sowie eine Volumensubstitution mit
Vollelektrolytldsung (Thomaejonin®, Thomae, Biberach, Deutschland). Des Weiteren wurden
sowohl die Kontrastmittel Fluoresceinisothiocyanat-(FITC) Albumin (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und Rhodamin-6G (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland), als auch die Pharmaka N-Acetylcystein (Fluimucil Antid0t®,
Zambon GmbH, Kerpen, Deutschland) und Tirilazad Mesylat (Freedox®, Pharmacia & Upjohn
AG, Diibendorf, Deutschland) iiber den zentralvendsen Zugang appliziert.

Fiir das Auslagern des Darmes wurde entlang der Linea alba ca. 1 cm substernal bis maximal zur
Symphyse eine Léngslaparotomie vorgenommen. Das Tier wurde in Seitenlage umgelagert und
in no-touch-Technik ein ca. 4 cm langes Segment des priaterminalen Ileums aufgesucht und auf
eine spezielle Haltevorrichtung (Stage) ausgelagert. Zum Mikroskopieren diente ein
Deckgléschen als transparente und plane Abdeckung (21x26 mm, Menzel-Gléser, Braunschweig,
Deutschland). Nicht untersuchte ausgelagerte Darmabschnitte wurden mit einer befeuchteten
Gaze abgedeckt und alle freiliegenden Mesenterium- und Darmabschnitte kontinuierlich mit
einer auf 37°C aufgewidrmten Thomaejonin®-Losung superfundiert, um eine Exposition

gegeniiber Raumluft sowie eine Austrocknung zu vermeiden.

3.6 Endotoxinmodell

Die Endotoxindmie wurde mit 10 mg/kg KG LPS (E.coli, Serotyp O55:B5; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) per Dauerinfusion iiber den zentralnervésen Zugang
induziert. Die Dauerinfusion erfolgte iiber 120 Minuten, beginnend nach der ersten
IVM-Untersuchung. Die Kontrollgruppe erhielt dementsprechend eine Volumensubstitution mit
Vollelektrolytlosung (Thomaejonin®). 30 Minuten nach der ersten IVM erfolgte die Applikation

der Medikamente bzw. des Placebos (physiologische Kochsalzlsung) in einem Bolus.
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3.7  Intravitalmikroskopie

Fir die intravitalmikroskopische Untersuchung wurden folgende technische Hilfsmittel

verwendet:

Mikroskopie: Epifluoreszenzmikroskop Axiotech Vario, Carl-Zeiss Jena
GmbH, Jena, Deutschland

Lichtquelle: HBO 50, Osram, Berlin, Deutschland

Okulare: 10x, Zeiss

Objektive: 40x/0,5, Achroplan, Zeiss

Filter: Filtersatz Nr. 20, Zeiss, (Anregung: BP 546/12;
Frequenzteiler: 560;
Emission: BP 575-640) fiir Beobachtung im Rhodamin-6G-
Kontrast;
Filtersatz Nr. 10, Zeiss (Anregung: BP 450-490;
Frequenzteiler: 510;
Emission: BP 515-565) fiir Beobachtung im FITC-Albumin-
Kontrast

Videokamera: Panasonic S-VHS, AG-7355 E, Matsushita Electric Ind. Co.
Ltd., Tokio Japan

Videorecorder: Panasonic S-VHS, AG-7355 E, Matsushita Electric Ind. Co.
Ltd., Tokio Japan

Monitor: TM-122EG, JVC, Tokyo, Japan

Video Timer: For-A-Company, Tokyo, Japan, finale Monitorvergroferung

250-500fach
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Abbildung 3: Versuchsaufbau

Nach dem Auffinden und der Fokussierung eines geeigneten GefdBBes im Mesenterium, das heif3t
einer Venole mit einem Durchmesser von 25-40 um, wurden iiber den zentralvendsen Zugang
einmalig 50 mgkg KG 2,5% FITC-Albumin appliziert, um durch den resultierenden
Helligkeitsunterschied zwischen dem Plasma und dem das Gefal umgebenden Gewebe die
mesenteriale Plasmaextravasation beurteilen zu konnen. Sofort nach der Gabe des
FITC-Albumins wurde ein Bolus von 0,1 ml Rhodamin-6G 0,05% ebenfalls iiber den
zentralvendsen Zugang appliziert (0,1 ml vor der ersten IVM, 0,05 ml vor der zweiten und

dritten IVM). Hiermit wurden die Leukozyten optimal markiert. Mit Hilfe des FITC-Filters
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wurde nach einer 10 miniitigen Ruhe- und Einwirkpause von FITC-Albumin und Rhodamin-6G
eine Videoaufzeichnung {iber 30 Sekunden vorgenommen. Ebenso erfolgte eine Video-
aufzeichnung des entsprechenden GefiBes mit Hilfe des Rhodamin-6G-Filters tiber
30 Sekunden. Die effektive Mirkroskopierzeit betrug fiir beide Aufnahmen insgesamt
ca. 15 Minuten. Es wurden fiir den Versuch insgesamt drei Videoaufzeichnungen mit beiden
Filtern durchgefiihrt. Zur Uberpriifung des kontinuierlichen Blutflusses im beobachteten Gefil3
wurde wihrend des gesamten Versuches das Gefdll jede halbe Stunde auf Thrombosierungen
untersucht. Die Auswertung aller Videosequenzen erfolgte verblindet ,off-line“ am

Videomonitor und Computerarbeitsplatz.

3.7.1 Extravasation

Mit Hilfe von FITC-Albumin wurde das Plasma markiert. Dadurch stellte sich unter
Blauanregung ein optimaler Helligkeitsunterschied zwischen dem Interstitium (dunkel) und den
plasmadurchstromten Venolen (hell) dar und es konnten Riickschliisse auf die Verschiebung des
Plasmas in den Extravasalraum gezogen werden. Die auf videomikroskopisch aufgezeichneten
Fluoreszenz-Bilder wurden digitalisiert wund mittels computerunterstiitzter —Analyse
(CAPIMAGE, Ingeneurbiiro Dr. Zeintl GmbH, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Dabei
wurde der Fluoreszenzintensitét in den Venole und in den angrenzenden Gewebe vom Computer
Grauwerte von 1 (schwarz, keine Fluoreszenz) bis 255 (weil, maximale Fluoreszenz)
zugeordnet. Es wurden zu jedem Messzeitpunkt 3 Messungen jeweils innerhalb der Venole (Iiy)
und auBlerhalb im direkt angrenzenden Interstitium (I.,) vorgenommen. Die Werte wurden

gemittelt und die Plasmaextravasation wurde definiert durch die Ratio I.,/I;.

3.7.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Leukozyten wurden mit Rhodamin-6G markiert, und es wurden folgende Stadien der

Leukozytenadhdsion ausgewertet:

a) Anzahl der tempordr adhdrenten Leukozyten, das heifit Leukozyten, die in einem
vorgegebenen Zeitraum (30 Sekunden) den untersuchten GefdBabschnitt mit einer typischen

Geschwindigkeit von 50 um/s passierten und somit aufgrund ihrer temporéren Interaktion am

50



Material und Methoden

Gefdflendothel entlang ,rollten (Roller). Ermittelt wurde die Anzahl pro Minute,
ausgedriickt als Roller-Flow (n/min).
b) Anzahl der fest adhidrente Leukozyten (Sticker), die, bezogen auf eine bestimmte Fliche, fiir

mindestens 30 Sekunden am GefiaBBendothel hafteten.

Fir die Berechnung der GefdBinnenfliche wurde von einer Zylinderstruktur des Gefdlles

ausgegangen:

Zylinderflache: A =1*U (I= Linge des Gefiles)
Zylinderumfang: U = n*d (d= Durchmesser des Geféal3es)
Sticker pro Fléche: = n/mm?

3.8  Laborparameter

Alle Blutabnahmen erfolgten iiber den arteriellen Zugang. Fiir die Verlaufsbeurteilungen wurde

Blut fiir unten aufgefiihrte Parameter zu folgenden Messzeitpunkten abgenommen:

e vor der Gabe von Rhodamin-6G, FITC-Albumin und LPS (Messzeitpunkt 0)
e 1,5 Stunden nach der ersten Blutentnahme (Messzeitpunkt 1)

e 3 Stunden nach der ersten Blutabnahme (Messzeitpunkt 2)

3.8.1 Leukozytenzahl

Fir die Bestimmung der Anzahl der Leukozyten wurde eine EDTA behandelte
Kunstoft-Kapillarpipette (Kabe, Labortechnik, Niimbrecht-Elsenroth, Deutschland) mit 50 pl
Blut gefiillt und am Zellcounter ausgewertet (Zell-Counter: Technicon H*1, Bayer AG,
Leverkusen, Deutschland). Die Eichung dieses Gerites erfolgte gegen Standards von Paratech
(Streck Laboratories, Inc., Omaha, USA). Die Messung erfolgte spétestens 12 Stunden nach

Gewinnen der Probe und Aufbewahrung im Kiihlschrank bei 4°C.
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3.8.2 TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10

Fiir die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-10 wurde eine
EDTA-Microvette (S00KE, Ka-EDTA, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland) mit 500 pl
Blut gefiillt, anschlieBend bei 6000 Umdrehungen/min 15 Minuten lang zentrifugiert
(Tischzentrifuge, Janetzki TH 12, Janetzki, [lmenau, Deutschland), der Plasmaiiberstand (200 pl)
abpipettiert und 1:1 mit 200 pl NaCl verdiinnt. Die Proben wurden gleichmifBig auf
6 Eppendorfgefifie zu je 60 ul verteilt und bei -80°C bis zur weiteren Aufarbeitung eingefroren.
Die Konzentrationsermittlung der oben angegebenen Parameter erfolgte mit Hilfe von
standardisierten rattenspezifischen ELISA (,,Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays®)- Kits
(Quantikine Rat, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstedt, Germany). Die Konzentrationswerte

wurden auf Grund der Verdiinnung (s.o) mit 2 multipliziert.

3.9 Statistische Methoden

Da kleine Fallzahlen, eine unregelmiBige Verteilung und AusreiBler vorlagen, wurden

nichtparametrische Maflzahlen und Methoden zur Darstellung und Auswertung benutzt.

Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 angesetzt. Da die p-Werte explorativ betrachtet wurden,

war eine a-Adjustierung nicht notwendig.

Um die Unterschiede zwischen den Gruppen und um Zeiteffekte zu untersuchen, wurde eine
2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit Messwiederholung nach Brunner

durchgefiihrt (Statistikprogramm SAS 8.2).

Gruppenvergleiche an bestimmten Zeitpunkten wurden mittels des Mann-Whitney-U-Testes,
Unterschiede zwischen zwei Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe mit dem Wilcoxon Test

untersucht (Statistikpaket SPSS 10.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

Die Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistikpakete SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago,
USA) und SigmaPlot 5.0 (Systat Software Inc., Point Richmond, USA). Die
Plasmaextravasation, die Leukozytenadhirenz und die Mediatoren sind in Form von Boxplots
als Median mit der 25. und 75. Perzentile, Minimum und Maximum, Ausreilern (o), sowie
Extremwerten (*) dargestellt. Die Vitalparameter (MAP, HF, AF) sind im Verlauf an sieben

Messzeitpunkten als Median mit 25. und 75. Perzentile dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Intravitalmikroskopie

4.1.1 Extravasation

In allen Versuchsgruppen gab es keine signifikante Verdnderung der Plasmaextravasation iiber
die Versuchszeit. Es gab auch keinen signifikanten Unterschied der Plasmaextravasation
zwischen den Versuchsgruppen. Tendenziell konnte man allerdings einen Anstieg der

Plasmaextravasation in allen Versuchsgruppen beobachten.
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Abbildung 4: Plasmaextravasation
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4.1.2 Leukozytenadhirenz

4.1.2.1 Temporir adhiirente Leukozyten

In allen Gruppen gab es weder eine signifikante Verdnderung der Anzahl der temporér
adhédrenten Leukozyten iiber die Versuchszeit, noch lag ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen vor. Im Durchschnitt blieb der Rollerflow bei ca. 7 Leukozyten/min in allen

Gruppen konstant.

70
60 -
50 4

40

30 | @)

_ T
2014 0O O
4 _I_ _I_ @) — |:| Kontrolle

10 J
I:] Endotoxin
T €L

-
0 T I z=gil EZZ] NacTm
2

Rollerflow [n/min]

0 1

Zeit [h]

Abbildung 5: Anzahl der temporér adhiarenten Leukozyten (Roller)
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4.1.2.2 Fest adhirente Leukozyten

Die Anzahl fest adhdrierender Leukozyten in der Endotoxingruppe unterschied sich iiber die
Versuchszeit signifikant von der in der Kontroll- (p<0,001) und der NAC/TM-Gruppe (p<0,001).
In der Endotoxingruppe war am Messzeitpunkt 1 Stunden eine signifikante Zunahme der Anzahl
der fest adhdrenten Leukozyten gegeniiber der Kontroll- (p<0,001) und der NAC/TM-Gruppe
(p=0,001), sowie gegeniiber den Ausgangswerten zu verzeichnen (p=0,009). In der Kontroll- und
der NAC/TM-Gruppe unterschieden sich die Anzahl der Sticker iiber die Versuchszeit nicht
signifikant voneinander. In der Kontrollgruppe lag am Messzeitpunkt 1 Stunde eine signifikante

Reduktion der Sticker im Vergleich zu den Ausgangswerten vor (p=0,028).
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Abbildung 6: Anzahl der fest adhdrente Leukozyten (Sticker)

(Sticker) a p<0,001 Endotoxin vs. Kontrolle; b p=0,001 Endotoxin vs. NAC/TM, ¢ p=0,009
Endotoxin vs. Endotoxin Oh, d p=0,028 Kontrolle vs. Kontrolle Oh, e p=0,001 Endotoxin vs.
Kontrolle, f p=0,013 Endotoxin vs. Endotoxin Oh

55



Ergebnisse

4.2  Laborparameter

4.2.1 Leukozytenzahl

In den mit LPS behandelten Gruppen kam es wiahrend der Endotoxindmie zu einer signifikanten
Reduktion der Leukozyten im peripheren Blut im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(jeweils p<0,001). Die Endotoxin- und NAC/TM-Gruppe unterschieden sich dabei nicht
signifikant voneinander. Am Messzeitpunkt 3 Stunden lag in diesen Gruppen eine signifikante
Reduktion der Leukozyten im Vergleich zu ihren jeweiligen Ausgangswerten vor (jeweils
p=0,005). In der Kontrollgruppe lag die Leukozytenzahl am Messzeitpunkt 1,5 Stunden mit
anndhernd dem zweifachen des Ausgangswertes signifikant hoher als am Messzeitpunkt
0 Stunden (von ca. 7 auf ca. 13 Gpt/l, p=0,007). Am Messzeitpunkt 3 Stunden lag die

Leukozytenzahl in der Kontrollgruppe wieder bei Werten des Ausgangsniveaus.

30

25 A

20 4 abc

15 A

10 A T

0O i% ; g |:| Kontrolle
5 . L
é% |:| Endotoxin

0 B NACTM

Leukozytenzahl [Gpt/I]

Zeit [h]

Abbildung 7: Leukozytenzahl

a p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, b p<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, ¢ p=0,007 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh, d p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, e p=0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, f p=0,005
Endotoxin vs. Endotoxin Oh, g p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM Oh

56



Ergebnisse

4.2.2 TNF-a

In den mit LPS behandelten Gruppen kam es wihrend der Endotoxindmie zu signifikant héheren
TNF-a-Konzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (p<0,001) und im Vergleich zu den
Ausgangswerten (p jeweils p=0,005). Die Endotoxin- und NAC/TM-Gruppe unterschieden sich
dabei nicht signifikant voneinander. Am Messzeitpunkt 3 Stunden lagen die TNF-o-Konzen-
trationen in den mit LPS behandelten Gruppen signifikant niedriger als am Messzeitpunkt
2 Stunden (jeweils p=0,005), jedoch noch signifikant hoher als ihre jeweiligen Ausgangswerte
(p jeweils=0,005). In der Kontrollgruppe lagen am Messzeitpunkt 1,5 Stunden signifikant hohere
TNF-a-Konzentrationen als am Messzeitpunkt 0 Stunden vor (p=0,005), allerdings lagen sie

signifikant unter den Konzentrationen der mit LPS behandelten Gruppen (p jeweils <0,001).
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Abbildung 8: TNF-a-Konzentrationen

a p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, b p<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, ¢ p=0,005 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh, d p=0,005 Endotoxin vs. Endotoxin Oh, ¢ p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM Oh,

f p<0,001 Endotoxin vs. Kontrolle, g p=0,005 Endotoxin vs. Endotoxin Oh, h p<0,001 NAC/TM
vs. Kontrolle, 1 p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM 0Oh

57



Ergebnisse

4.2.3 Interleukin-1f

In den mit LPS behandelten Gruppen kam es iiber die Versuchszeit zu signifikanten Anstiegen
der IL-1B-Konzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (jeweils p<0,001). Auch gegen-
tiber den Ausgangswerten kam es in diesen Gruppen zu signifikanten Anstiegen der
IL-1B-Konzentrationen (jeweils p=0,005). Am Messzeitpunkt 3 Stunden lagen in den mit LPS
behandelten Gruppen ca. 10fach hohere IL-1B-Konzentrationen im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor (jeweils p=0,005). In der Kontrollgruppe kam es iiber die Versuchszeit zu

keinen signifikanten Anderungen der IL-1B-Konzentrationen.
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Abbildung 9: Interleukin-1B-Konzentrationen

a p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, b p=<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, c p=0,005 Endotoxin vs.
Endotoxin Oh, d p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM Oh, e p=<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin,

f p<0,005 Kontrolle vs. NAC/TM, g p=0,005 Endotoxin vs. Endotoxin Oh, h p=0,005 NAC/TM
vs. NAC/TM Oh
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4.2.4 Interleukin-6

In den mit LPS behandelten Gruppen stiegen die IL-6-Konzentrationen iiber die Versuchszeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant an (jeweils p<0,001). Im Vergleich zu den
Ausgangswerten lagen in diesen Gruppen am Messzeitpunkt 2 Stunden signifikante Erh6hungen
der IL-6-Konzentrationen um ca. das 100fache vor (jeweils p=0,005). Die IL-6-Konzentrationen
lagen in der Endotoxingruppe am Messzeitpunkt 3 Stunden signifikant unter der
NAC/TM-Gruppe (p<0,001). In der Kontrollgruppe lagen die IL-6-Konzentrationen an den
Messzeitpunkten 2 und 3 Stunden signifikant bei ca. 3-4fach erhohten Werten im Vergleich zu
den Ausgangswerte (p=0,005).
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Abbildung 10: Interleukin-6-Konzentrationen

a p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, b p<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, ¢ p=0,005 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh, d p=0,005 Endotoxin vs. Endotoxin Oh, e p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM Oh,

f p<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, g p<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, h p=0,005 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh, i p=0,001 Endotoxin vs. NAC/TM
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4.2.5 Interleukin-10

Die IL-10-Konzentrationen stiegen iiber die Versuchszeit in der Endotoxin- und
NAC/TM-Gruppe signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe an (jeweils p<0,001). Auch im
Vergleich zu den Ausgangswerten lagen in diesen Gruppen signifikante Erhéhungen der
IL-10-Konzentrationen vor (jeweils p=0,005). Dabei unterschieden sich die beiden Gruppen
nicht signifikant voneinander. In der Kontrollgruppe waren im Vergleich zu den
LPS-behandelten Gruppen geringere, aber signifikante Anstiege der IL-10-Konzentrationen am
Messzeitpunkt 1,5 Stunden im Vergleich zu den Ausgangswerten zu beobachten (p=0,005). Am
Messzeitpunkt 3 Stunden lagen die IL-10-Konzentrationen in allen Gruppen signifikant hoher als

ihre jeweiligen Ausgangswerte (jeweils p=0,005).
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Abbildung 11: Interleukin-10-Konzentrationen

a p=0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, b p<0,001 Kontrolle vs. NAC/TM, ¢ p=0,005 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh, d p=0,005 Endotoxin vs. Endotoxin Oh, e p=0,005 NAC/TM vs. NAC/TM Oh,
fp<0,001 Kontrolle vs. Endotoxin, g p<0,005 Kontrolle vs. NAC/TM, h p=0,005 Kontrolle vs.
Kontrolle Oh
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43  Himodynamik

4.3.1 Mittlerer arterieller Blutdruck
Bei allen Tieren mit Endotoxinbelastung war am Messzeitpunkt 30 Minuten ein tendenzieller
Blutdruckabfall zu beobachten. Es bestand allerdings weder eine Signifikanz im Vergleich zu den

jeweiligen Ausgangswerten noch im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der MAP sank im

Durchschnitt nicht unter 90 mmHg.
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Abbildung 12: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)
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4.3.2 Herzfrequenz

Am Ende des Versuches lagen die Herzfrequenzen der mit Endotoxin behandelten Gruppen bei
ca. 390/min im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 330/min signifikant héher (p=0,003 bzw.
p=0,004). Auch im Vergleich zu den Ausgangswerten lag eine signifikante Erhohung vor. In der
Kontrollgruppe kam es ab dem Messzeitpunkt 1,5 Stunden zu einem tendenziellen

Herzfrequenzabfall.
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Abbildung 13: Herzfrequenz (HF)
a p=0,003 Kontrolle vs. Endotoxin, b p=0,004 Kontrolle vs. NAC/TM, ¢ p=0,005 Endotoxin vs.
Endotoxin Oh, d p=0,008 NAC/TM vs. NAC/TM 0Oh
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4.3.3 Atemfrequenz

In den Atemfrequenzverldufen der 3 Gruppen lieBen sich keine signifikanten Verdnderungen
iber die Versuchszeit nachweisen. Bereits in den Ausgangswerten lagen grofle Differenzen in

den Medianen der 3 Gruppen vor.
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Abbildung 14: Atemfrequenz (AF)
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5 Diskussion

5.1 Diskussionsgrundlagen

Die Storung der Mikrozirkulation nimmt eine Schliisselrolle in der Pathogenese der Sepsis ein
(48). Dabei kommt es zu einer gesteigerten Adhdrenz und Migration von Leukozyten mit
konsekutiv erhohter Plasmaextravasation. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob sich diese
Pathomechanismen durch Einsatz einer Kombination der Antioxidantien N-Acetylcystein und
Tirilazad Mesylat beeinflussen lassen. Experimentelle Grundlage war das frithe normotensive

Sepsismodell, das heif3t eine kontinuierliche Infusion von Endotoxin der Versuchstiere.

5.2 Methodik

5.2.1 Sepsismodelle

Der Tierversuch ist ein unverzichtbares Bindeglied zwischen molekular- bzw. zellbiologischen
Untersuchungen und klinischen Studien. Tierexperimente ermdglichen es, unter reproduzierbaren
Verhiltnissen kausale Untersuchungen am Gesamtorganismus durchzufithren. Dadurch kénnen

Pathomechanismen besser aufgeklart und eventuell effektive Therapieformen entwickelt werden.

Die Schwierigkeit, ein geeignetes tierexperimentelles Sepsismodell zu entwickeln liegt darin,
dass sich das klinische Bild, welches simuliert werden soll, als sehr komplex und mannigfaltig
darstellt. Die Problematik bei der Definition der Krankheitsentitit hat zwangsldufig auch
Auswirkungen auf die Validitdt von Tiermodellen. Dazu kommen die allgemeinen Limitationen
von Tierversuchen. Hierzu gehdren neben speziesspezifischen Differenzen in anatomischen und
metabolischen Merkmalen unterschiedliche Reaktionen auf exogene Noxen. Damit wird eine

Ubertragung der Tierversuchsergebnisse auf den Menschen oftmals kompliziert (42, 197).

In der Literatur werden im Wesentlichen 4 Tiermodelle benutzt, um pathophysiologisch der
Sepsis dhnliche Verdnderungen zu induzieren. Dies sind die Implantation von Fikalien bzw.
lebenden Organismen in den Peritonealraum, die Erzeugung von Abszessen, das Cecal Ligation
and Puncture-Modell (CLP-Modell) und die intravendse Applikation von lebenden Organismen
oder Endotoxin (197).
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Durch die Implantation von Féakalien oder lebenden Organismen in den Peritonealraum kann eine
sehr hdufige Sepsisursache, eine Peritonitis, induziert werden. Dieses Modell zeichnet sich durch
einen verzogerten Krankheitsverlauf aus. Es beginnt oft, wie beim Menschen, mit einer

hyperdynamen Phase (3, 42).

Eine weitere Mdglichkeit ein septisches Erkrankungsbild hervorzurufen, ist die Erzeugung eines
Hautabszesses durch die Implantation von lebenden Organismen (z.B. Pseudomonas aeruginosa)
in das Weichteilgewebe. Dieses Modell ist gut geeignet, die hyperdynamen Sepsisablidufe zu

untersuchen (197).

Bei dem CLP-Modell wird das Zékum unterhalb der Ileozdkalklappe ligiert und mit einer Nadel
punktiert. Die aus dem kiinstlich erschaffenen Leck austretenden Darmkeime erzeugen eine
Peritonitis. Die Entstehung der Sepsis-Symptomatik benétigt einen ldngeren Zeitraum und dhnelt

so stark dem klinischen Verlauf (197).

Eine Vielzahl von Sepsismodellen beinhaltet die Applikation von LPS (57, 67, 177). Die
Versuchsanordnung wird korrekterweise als Endotoxindmie bezeichnet. Alternativ kdnnen auch
andere Toxine verabreicht werden. Die intraperitoneale Gabe von LPS unterscheidet sich
klinisch nicht wesentlich von den oben beschriebenen intraperitonealen Infektionsmodellen. Je
nach Dosis und Dauer der Applikation kdnnen akute oder chronische sepsisédhnliche Zustinde
induziert werden. In vielen klinischen Studien konnte die Bedeutung der Endotoxindmie in der
Pathophysiologie der Sepsis bestdtigt werden. In einer Studie von Danner et al. wurde an
110 kritisch kranken Patienten der Gehalt an LPS im Blut untersucht. Eine Patientengruppe
(Gruppe 1) hatte eine bewiesene oder vermutete Sepsis, die andere (Gruppe 2) einen Schock
nicht septischer Genese. In den Blutproben von 43% der Patienten der Gruppe 1 und nur von
10% der Gruppe 2 wurde LPS gefunden (52). Weitere Hinweise fiir die pathophysiologische
Bedeutung von LPS stammen aus Studien freiwilliger Probanden. IThnen wurde 4 ng/kg KG LPS
verabreicht. Sie entwickelten hidmodynamische, hidmatologische und metabolische
Veranderungen, die in qualitativer Hinsicht auch bei septischen Patienten zu finden sind, wie z.B.
Tachykardie, Blutdruckabfall, Fieber, Leukozytose, Lymphozytopenie und erhohtes

Herzzeitvolumen (161).
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Als Quintessenz kann man feststellen, dass LPS eine Vielzahl von Pathomechanismen in Gang
setzen kann, die letztendlich klinische Symptome, biochemische Verdnderungen und

Organdysfunktionen auslosen, die auch bei Sepsis zu beobachten sind (43, 155).

Das CLP-Modell wird von vielen Autoren, die sich mit experimentellen Sepsismodellen
befassen, bevorzugt (68, 197). Der Vorteil dieses Modells liegt darin, dass die Entstehung der
Sepsis-Symptomatik einen lingeren Zeitraum benétigt und somit am ehesten das klinische Bild

der Sepsis repréasentieren kann. Dadurch ergibt sich aber nachteilig eine langere Versuchszeit.

Die Ergebnisse sind nicht gut reproduzierbar, da die Quantitit und die Art der freigesetzten,

sepsisauslosenden Keime relativ schlecht definierbar sind (68).

Beim Endotoxinmodell wird die Art des Toxins vom Untersucher festgelegt. Die exakte
Festlegung der Sepsis auslosenden Endotoxindosis und der exakt reproduzierbare Symptom-
Zeitverlauf sind von Vorteil. Dosisabhingige laborchemische Verinderungen konnen, neben
pathophysiologischen und klinischen Symptomen, bereits 30-45 Minuten nach Applikation des
LPS beobachtet werden (198). Aufgrund dieser Vorziige wird dieses Modell hdufig in der
Literatur verwendet (114, 173). Als Nachteil des Endotoxinmodells gilt die Tatsache, dass im
Gegensatz zum CLP-Modell kein vollwertiges Bakterium als Agens dient. Daneben sind
Sensitivititsunterschiede verschiedener Tierspezies gegeniiber Endotoxin und verschiedene
Versuchsdesigns zu beachten (58, 67, 177, 203). In unserer Studie lieBen uns die oben genannten

Vorteile das Endotoxinmodell wihlen.

Zu beachten ist, dass zwischen einzelnen Chargen desselben Serotyps von LPS
Wirkungsunterschiede auftreten konnen (54). Daher verwendeten wir in unserer Studie
ausschliellich das LPS von E.coli O111:B4. Dabei handelt es sich um einen hiufig in der
Literatur eingesetzten Serotyp (1, 40, 73, 89, 136, 166). Von wesentlicher Bedeutung ist, ob die
Applikation im Bolus oder kontinuierlich erfolgte (197). Fink et al. beschrieben ein
Kaninchenmodell mit intraperitonealer Bolusgabe von LPS im Bolus. Je nach Hohe der Dosis
konnte das Bild eines hypo- bzw. hyperdynamen Stadiums der Sepsis beobachtet werden. Dabei
induzierten niedrige Dosierungen (1,3 pg/kg KG) ein hyperdynames, hohe Dosierungen
(5 mg/kg KG) dagegen eher ein hypodynames Bild (68).
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Die intravendse Dauerinfusion von Endotoxin eignet sich am besten, kurzfristig verschiedene
Sepsis-Phasen zu induzieren. Daher wiéhlten auch wir diese Applikationsform. In geringer
Dosierung kontinuierlich verabreicht ruft Endotoxin bei Ratten ein hyperdynames Sepsisbild
hervor (41). Hohere Dosierungen (40 mg/kg KG) losen ein hypodynames Bild mit erhdhten
peripheren Widerstdnden und erniedrigten Herzzeitvolumina aus (103). Xu et al. beschrieben ein
Endotoxinmodell, welches unserer Versuchsanordnung sehr dhnlich ist. Sie behandelten Ratten
mit 5 mg/kg KG Endotoxin von E.coli O55:B5 und konnten einen Anstieg der Herzfrequenz bei
unverdanderten MAP beobachten. Das erhohte Herzminutenvolumen eine Stunde nach Induktion
der Endotoxindmie lieB sie auf ein hyperdynames Modell der Endotoxindmie schlieen. Auf
Grund der Vergleichbarkeit unserer Versuchsanordnung mit der von Xu et al. kann auch bei

unserem Modell von einem hyperdynamen Kreislaufverhalten ausgegangen werden (198).

Daneben sind Leukozytopenie und Tachykardie Merkmale, die per definitionem zur Diagnose

des SIRS herangezogen werden (34).

Der Darm nimmt eine Schliisselrolle wiahrend der Sepsis ein (82). Der Verlust der Darmbarriere
und die dadurch mdgliche systemische Expansion von Bakterien, bzw. ihrer Toxine ist als
,bakterielle Translokation* definiert (19). Das Konzept der bakteriellen Translokation konnte in
mehreren Studien bestdtigt werden. Experimentell wurde dies unter anderem in trauma-
assoziierten Tiermodellen, wie dem hédmorrhagischen Schock (13), der Verbrennungsverletzung
(127, 128), nach Gabe von Endotoxin (143) oder dem Weichteiltrauma (56) nachgewiesen.
Translozierte Bakterien bzw. ihre Produkte kénnen in der Darmwand durch phagozytierende
Zellen festgehalten werden und zu einer Aktivierung des GALT fiihren. Neben der Freisetzung
von Zytokinen aus immunkompetenten Zellen im Bereich des Darmes findet eine lokale
Aktivierung des humoralen Kaskadensystems bzw. phagozytirer Zellsysteme statt (82). Durch
dieses positive Feedback, zusammen mit der primiren Aktivierung des Immunsystems und dem
gegebenenfalls beeintrachtigten Regulationsmechanismus schwerverletzter Patienten, kann es zu
einer so genannten ,,Mediatorexplosion® im Rahmen einer {iberschieBenden inflammatorischen
Reaktion kommen (55). Im Vordergrund unserer Untersuchung standen die Verdnderungen der
mesenterialen  Mikrozirkulation, vor allem der endotoxininduzierten vermehrten

Leukozyten-Endothel-Interaktion und Extravasation.
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Von erheblicher Bedeutung fiir die Untersuchung septischer Verdnderungen im Tiermodell ist
auch die Wahl des Narkoseverfahrens. Fentanyl und Ketamin beeinflussen laut Studien die
Leukozyten-Endothel-Interaktion, im Gegensatz zu Pentobarbital (100, 170). Etabliert hat sich
das Pentobarbital zur Narkosefiihrung bei Untersuchungen der Mikrozirkulation im Tiermodell

(136, 147), welches auch in unserer Versuchsanordnung gewahlt wurde.

Der Einfluss der Markersubstanzen, wie Rhodamin-6G und der Fluoreszenzmikroskopie wird in
der Literatur kontrovers diskutiert. Bei langen Bestrahlungen mit fluoreszierendem Licht und bei
Langzeitinkubination mit Rhodamin kann es ebenfalls zur Beeinflussung der
Leukozyten-Endothel-Interaktion kommen. Zur von uns angewendeten Methodik (Fluoreszenz-
mikroskopie mit Rhodamin-6G) werden in der Literatur keine signifikante Verdnderung der

Leukozyten-Endothel-Interaktion angegeben (118, 148, 200).

53 Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie bietet eine sehr gute Moglichkeit fiir die Beobachtung der
mikrohdmodynamischen Situation in vivo (196). Statische Laborparameter oder histologische
Schnitte konnen nur Momentaufnahmen der Mikrozirkulation wiedergeben. Die [IVM macht eine
Beurteilung der dynamischen Verhiltnisse, wie der Leukozyten-Endothel-Interaktion und der

Extravasation moglich.

5.3.1 Extravasation

Die Erhoéhung der mikrovaskuldren Permeabilitidt (,,capillary-leak-Syndrome®) ist ein
Kennzeichen der friihen Gewebeschiddigung in der Sepsis. Sie wird durch inflammatorische
Stimuli mediatorabhingig mehr oder weniger schnell und stark ausgelost. Aus der erhohten
Wandpermeabilitit des Endotheles resultieren eine Extravasation von Plasma und ein erhohter
Lymphabfluss in das Interstitium. Wenn die Transportkapazitit der Lymphgefdfe iiberschritten
wird, kommt es zu einem Riickstau und konsekutiv zu einem Odem. Dieses stellt einen frithen
Indikator der Organdysfunktion dar und geht dem Organversagen voraus. Obwohl wéhrend
Endotoxindmie die Extravasation in allen Geweben auftreten kann, wird der

Gastrointestinaltrakt, hier vor allem der Diinndarm, als Hauptort dieses Prozesses angesehen
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(193). Das Ausmall der Extravasation héingt dabei von der GefdBBoberfliche, der
Wandpermeabilitit und dem intravasalen Druck ab. Das Stromgebiet der postkapilldren Venolen

ist die Lokalisation mit der am stérksten ausgepragten Permeabilitit (181, 199).

Inwieweit eine gesteigerte Adhdrenz der Leukozyten im Rahmen der Endotoxindmie einen
Anstieg der Extravasation zu Folge haben kann, wird in der Literatur unterschiedlich beurteilt.
Zum einen wurde berichtet, dass die Zunahme der Plasmaextravasation, wie sie z.B. nach
Leukotrien-B4- oder LPS-Stimulation zu beobachten war, durch experimentelle Neutropenie
vermieden werden konnte (199). Afors et al. beschrieben, dass monoklonale Antikérper gegen
CD18 die Leukozytenadhirenz und damit die Extravasation reduzieren konnten (88). Zum
anderen berichteten Kubes et al., dass unter dem Einfluss von LTB4 (Leukotrien B4) und PAF
ein Anstieg der Leukozytenadhdrenz stattfand, aber nur unter PAF auch eine Erhéhung der
Extravasation nachweisbar war (113). Man vermutet, dass fiir die Erhohung der
Plasmaextravasation postkapilldrer Venolen wihrend Endotoxindmie sowohl leukozyten-
abhingige Mechanismen existieren, als auch Mediatoren, die direkt am Endothel eine erhdhte
Permeabilitét verursachen. Diese Annahme wird auch durch unsere Ergebnisse unterstiitzt, da der
Einsatz von NAC und TM eine Leukozytenadhidrenz wirksam verringern konnte, es aber

dennoch zu einer tendenziell erhohten Endotoxin-induzierten Extravasation kam.

Im Rahmen unserer Studie konnte das Ausmall der Extravasation durch Zunahme der
Fluoreszenzaktivitdt im Interstitium untersucht werden. In allen Versuchsgruppen kam es zu
einer tendenziellen Erh6hung der Extravasation, also auch bei der Kontrollgruppe. Signifikante

Erhohungen lagen allerdings in keiner der Gruppen vor.

In der Literatur wurde von einigen Arbeitsgruppen an Ratten ein Anstieg der Extravasation durch
intravends oder topisch appliziertes Endotoxin beschrieben (181, 193, 199). Dies war bei uns nur
tendenziell der Fall, allerdings ebenfalls in der NAC/TM- und der Kontrollgruppe. Schmidt et al.
beschrieben in intravitalmikroskopischen Studien an Ratten, deren Methodik der unsrigen
glichen, dass 150 mg/kg KG NAC die endotoxininduzierte Extravasation mesenterialer Venolen
abschwichen kann (172, 176). Eine weitere Untersuchung an endotoxdmischen Ratten von
Schmidt et al. beschrieb, dass die Gabe von 10 mg/kg KG TM keinen Einfluss auf die
endotoxininduzierte Plasmaextravasation hat (171). Allerdings erhielten die Tiere zur Induktion

der Endotoxindmie nur 2 mg/kg/h KG LPS (172, 176).
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In unserer Versuchsanordnung erhielten die Tiere die Sfache Endotoxindosis, was eventuell die
abweichenden Ergebnisse erklidren konnte. Um unsere tendenziellen Ergebnisse zu bestétigen,
dass NAC in Kombination mit TM die Extravasation verringern kann, miissten weitere

Untersuchungen, gegebenenfalls mit einer geringeren Endotoxindosis, folgen.

Beide von uns eingesetzte Substanzen sind Antioxidantien und wirken einer Gewebsschddigung
durch Sauerstoffradikale entgegen. TM hemmt die Lipidoxidation und wirkt somit direkt
membranstabilisierend am Endothel (46). Dadurch kann die Plasmaextravasation vermindert
werden. NAC ist ein so genannter Radikalfinger, hebt den endogenen Antioxidantienstatus,
verringert somit oxidative Gewebezerstorung und hemmt zusétzlich oxidierende Enzyme.
Dadurch kann das Endothel ebenfalls vor Membranschiddigung geschiitzt werden (172). Diese
Eigenschaften konnten den Einsatz der beiden Substanzen zu einer sinnvollen Therapie der

erhohten Plasmaextravasation bei Sepsis machen.

5.3.2 Leukozytenadhirenz

Der Begriff der Leukozyten-Endothel-Interaktion fasst eine Sequenz von Vorgéngen zusammen.
Beginnend mit der Margination der Leukozyten aus der Blutstrommitte {iber das temporire
Interagieren der Leukozyten mit dem Endothel (Rolling) und die anschlieBende feste Adhirenz
der Leukozyten am Endothel (Sticking) fiihren diese Interaktionen schlieBlich zur Diapedese der
Leukozyten (122). Der erste Vorgang kommt durch den himodynamischen Effekt zu Stande. Die
weiteren Vorgidnge sind mediatorabhingig, das heil}t, aktiviertes Endothel und Leukozyten
beeinflussen sich gegenseitig. Aktivierte neutrophile Granulozyten setzten eine Reihe von
Mediatoren frei (z.B. Sauerstoffradikale, Elastase, Kollagenasen, Myeloperoxidasen), die das
Endothel angreifen, die Gefdllpermeabilitit erhohen und weiter Kaskadensysteme aktivieren

(88, 190, 194).

5.3.2.1 Temporir adhirente Leukozyten

Auch im intakten Gewebe wird ein spontanes Leukozytenrolling beobachtet. Der Anteil der
rollenden Leukozyten kann bis zu 45% der Gesamtleukozyten betragen (,,rolling pool®). Das
Ausmal hiangt von der Art des untersuchten Gewebes ab. Janssen et al. stellten dieses Phanomen
intravitalmikroskopisch an der Haut von gesunden Ratten und Méusen fest und interpretierten

dies als Bereitschaft der Leukozyten fiir eine jederzeitige Aktivierung des Immunsystems (101).
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Mayrovitz et al. kamen zu dhnlichen Ergebnissen bei der Untersuchung intakter Haut von

haarlosen Mausen (133).

Unter unserer Versuchsanordnung wurde bereits zum Messzeitpunkt O Stunden, also vor
Applikation des LPS, in allen Versuchsgruppen ein tempordres Adhidrieren der Leukozyten in
postkapilldren Venolen beobachtet. Im Durchschnitt waren das 7 Zellen pro Minute. Scalia et al.
beschrieben in intestinalen Venolen des Darmes von Miusen, 20 Minuten nach der Auslagerung
des Darmes, ein ,,Baseline-Rolling* von 15-20 Leukozyten pro Minute (167). Wir begannen die
erste IVM ca. 15 Minuten nach der Auslagerung des Darmes, was die geringere Anzahl der

rollenden Leukozyten erkldren konnte.

Neben dem oben beschriebenen physiologischen Leukozytenrolling flihrt jedes operative Trauma
zu einem erhohten Leukozytenrolling. Aussagen zum spontanen Leukozytenrolling lassen sich
im engeren Sinne nur an noninvasiven Prédparationen, wie z.B. dem Nagelbett, der Haut, oder
den Augen zuverléssig treffen. Fiebig et al. beschrieben bereits 5 Minuten nach Auslagerung des
Mesenteriums von Kaninchen eine Akkumulation adhdrenter neutrophiler Granulozyten, welche
auch noch 30 Minuten danach zu verzeichnen war. Dabei konnten nach 5 Minuten
durchschnittlich 8 und nach 30 Minuten durchschnittlich 24 Roller in den mesenterialen Venolen
intravitalmikroskopisch nachgewiesen werden (65). Das Auslagern des Mesenteriums tiber
180 Minuten muss trotz supportiver MalBnahmen, wie Superfusion mit erwirmter
Perfusionslosung, kiirzestmoglicher Belichtung mit Fluoreszenzlicht und Vermeidung von
Manipulation am préparierten Darm als starke Verdnderung des physiologischen Milieus

betrachtet werden und findet so seinen Ausdruck in diesen zum Teil pathologischen Reaktionen.

Allerdings dnderte sich im Verlauf unserer Untersuchung in allen Versuchsgruppen der
Rollerflow nicht. Warum dies so war wird in 5.3.2.2 néher diskutiert. Andere Autoren berichten
iber einen Anstieg der Anzahl rollender Leukozyten nach LPS-Gabe bei Ratten und Miusen
(94, 136). Schmidt et al. beschrieben intravitalmikroskopisch an Ratten eine Reduktion der
Anzahl tempordr adhdrenter Leukozyten nach LPS Applikation, verbunden mit einer

gleichzeitigen Erhohung der Anzahl fest adhédrenter Leukozyten (169).
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5.3.2.2 Fest adhirente Leukozyten

In der Endotoxingruppe kam es auch in unserer Versuchsanordnung zu einer signifikanten
Zunahme der Anzahl der fest adhdrenten Leukozyten, jedoch ohne Verdnderung der Anzahl
tempordr adhdrenter Leukozyten. Dies erscheint angesichts der sequenziellen Abfolge der
Leukozytenaktivierung und der Zunahme der festen Adhdrenz als paradox. Begriindet werden
kann dieser Effekt durch eine {iiberproportionale und schnelle Ausprigung der festen
Leukozytenadhdrenz in der Mikrozirkulation. Durch die Endotoxingabe adhérieren die
neutrophilen Granulozyten in einem solchen Ausmaf} fest am Endothel, so dass kaum noch
rollende Leukozyten beobachtet werden konnen. Diese Interpretation kann durch die LPS-
induzierte Reduktion der Leukozytenzahl im peripheren Blut unserer Versuchstiere untermauert
werden. Ahnliche Beobachtungen machten Baatz et al. 2 Stunden nach LPS-Applikation in
Gefidllen der Uvea von Ratten. Es kam zu bis zu 30% vermindertem Leukozytenrolling, begleitet
von einem Abfall der Leukozytenzahl im peripheren Blut. Bei langer Versuchsdauer (ca. 6
Stunden) schien es durch Aktivierung der Granulopoese wieder zu einem Anstieg der
Leukozyten im peripheren Blut zu kommen, wobei eine Zunahme des Leukozytenrollings bei
konstant erhohter fester Leukozytenadhdrenz zu verzeichnen war (11). Da unsere Versuchs-

anordnung nur 2 Stunden betrug, konnte dieser Effekt bei uns nicht beobachtet werden.

Zum Messzeitpunkt 0 Stunden unseres Versuches konnten wir ebenfalls ein bereits erhdhtes
,»Baseline-Sticking® in allen Versuchsgruppen beobachten. Der Median lag bei 2 Zellen/100 um
Venolenldnge. Auch hier kann die oben erwéhnte Theorie der Traumatisierung des Gewebes als
Erklarung herangezogen werden. Fest adhdrente Leukozyten werden unter Normalbedingungen,
d.h. Wachheit, Stressfreiheit, Abwesenheit von Pathogenen oder Testsubstanzen in der Regel
nicht beobachtet (133). Kubes et al. stellten fest, dass unter Kontrollbedingungen etwa alle vier
Minuten ein Leukozyt pro 100 um Venolenlinge am mesenterialen Endothel von Katzen
adhériert (113). Angaben anderer Autoren an mesenterialen GefdBlen von Ratten schwanken
zwischen 2-6 fest adhdrenten Leukozyten und sind ebenfalls mit unseren Ergebnissen

vergleichbar (9, 181).

Nach 60 Minuten war in unserer unbehandelten Endotoxingruppe ein Anstieg der Anzahl der fest
adhdrenten Leukozyten auf ca. das 4fache des Ausgangswertes zu verzeichnen, dagegen lagen

sowohl die Kontroll- als die NAC/TM-Gruppe im Verlauf konstant etwa bei Baseline-Werten.
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Das vermehrte Adhérieren der Leukozyten war nicht auf makrohdmodynamische Verdnderungen
zurlickzufiihren, da es zum Zeitpunkt der Mikroskopie keine signifikanten Unterschiede im
mittleren arteriellen Blutdruck zwischen der Kontroll- und den mit LPS behandelten Gruppen
gab. Die von uns beobachtete Zunahme der am mesenterialen Gefa3endothel fest adhdrierenden
Leukozyten unter Endotoxindmie entspricht dabei Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, wenn
man unterschiedliche LPS-Dosierungen und MaBeinheiten beriicksichtigt. Seifge et al. stellten an
mesenterialen Venolen von Ratten einen Anstieg der Adhdrenz von Leukozyten auf 20/100 pm
Venolenlidnge nach einer Bolusinjektion Endotoxin von 15 mg/kg KG fest (181). Kurose et al.
beobachteten an mesenterialen Venolen von Ratten 12 Leukozyten/4000 um? Venolenflache nach

60 Minuten Endotoxindmie (2 mg/kg/h) (116).

Die Gabe der beiden Antioxidantien NAC und TM verminderte in unserer Versuchsreihe
signifikant die feste Adhdrenz der Leukozyten. Die beiden Antioxidantien haben unterschiedliche
Wirkmechanismen, die sich in ihrer kombinierten Gabe ergénzend als protektiv in Bezug auf
radikalischen Stress wihrend Endotoxindmie herausstellten. Das Lazaroid TM hemmt die
Lipidoxidation, bei der Lipidperoxide entstehen, die auf Granulozyten chemotaktisch wirken
(86, 190). Bei der Hemmung dieses Vorganges miisste die Zahl adhidrenter Leukozyten
abnehmen, was auch mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen korreliert. Daneben hemmt
TM die Leukozytenadhirenz an IL-1 stimulierten Endothelzellen (142). Auch in anderen Studien
am Mesenterium der Ratte konnte eine Reduktion der Leukozytenadhirenz bei Endotoxindmie
durch Therapie mit diesem Lazaroid nachgewiesen werden (171). Daneben stabilisiert TM durch
physikochemische Wechselwirkungen die Zellmembranen (46). Man nimmt an, dass eine
membranstabilisierende Wirkung die Konformationsidnderungen der Leukozyten behindert, die
notwendig sind, damit die von ihnen exprimierten Integrine Adhéasivitit erlangen (122, 187).
Lazaroide werden auch als Radikalfinger bezeichnet. Radikale wie Wasserstoffperoxid und
Hydroxyradikale aktivieren den Transkriptionsfaktor NF-kb, der fiir die Synthese von
Adhisionsmolekiilen, wie E-Selektin, ICAM-1 und V-CAM verantwortlich ist (50). Dies wird
durch das Abfangen der Radikale minimiert.

NAC hebt den endogenen Antioxidantienstatus, hemmt oxidative Enzyme und wirkt somit auch
tiber eine verminderte Synthese von Adhésionsmolekiilen. Daneben verhindert es eine IL-1
induzierte Gewebszerstorung und inhibiert die Freisetzung von TNF-o0, dessen Bedeutung in

5.4.2 ndher diskutiert wird (151, 203). In einer Studie von Schmidt et al. wurde ebenfalls tiber
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eine verminderte Leukozytenadhdsion durch die Behandlung mit NAC von Ratten unter

Endotoxindmie berichtet (175).

Eine antioxidative Therapie mit diesen beiden Antioxidantien erscheint demnach als sinnvoll und
effektiv, um der pathologisch aktivierten Leukozyten-Endothel-Interaktion bei der Sepsis

entgegenzuwirken.

5.4  Laborparameter

5.4.1 Leukozytenzahl

Definitionsgemél zdhlen die Leukozytopenie (<4000/ml) oder die Leukozytose (>12000/ml) zu
den Markern der Sepsis. Bei experimentellen Modellen mit LPS-Applikation kommt es in der
Regel zunichst zu einer ausgepriagten Leukozytopenie (10, 16, 81). Sie gilt als ein Indikator fiir
die Sepsis-Induktion (169). Diesem initialen Leukozytensturz kann sich infolge der Freisetzung
von Leukozyten aus dem Knochenmark bei lédngerer Beobachtungszeit eine reaktive
Leukozytose anschlieBen. Als Ursache fiir die passagere Leukozytopenie wird die
endotoxininduzierte Leukozytenadhdrenz in der Endstrombahn verschiedener Organe
angenommen. Die Anzahl der im peripheren Blut vorhandenen Leukozyten reprisentiert ein
Gleichgewicht zwischen jeweils neu gebildeten und den in der Mikrozirkulation adhérenten

Leukozyten (16).

In unserer Untersuchung nahm die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut bei der
Endotoxingruppe ab. Das korreliert mit unseren intravitalmikroskopischen Untersuchungen, in
denen die Zahl der fest adhdrenten Leukozyten zunahm. Auch Schmidt et al. untersuchten an
Ratten den Einfluss von LPS auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion und bestimmten die
Anzahl der Leukozyten im Blut. Sie verzeichneten eine signifikante Abnahme der
Leukozytenzahl im Blut und eine signifikante Zunahme der adhédrenten Leukozyten (172, 174).
In der NAC/TM-Gruppe kam es ebenfalls zu einem Abfall der Leukozytenzahl im Blut. Jedoch
konnten wir in dieser Gruppe intravitalmikroskopisch keinen Anstieg der Anzahl der fest
adhirenten Leukozyten beobachten. Eine Erkldrung dafiir wére, dass die beobachtete Reduktion
der festen Adhdrenz der Leukozyten durch NAC/TM nur an mesenterialen Venolen untersucht

wurde, so dass eine unvermindert gesteigerte Adhédrenz, z.B. in den GefdBlen der
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Lungenstrombahn, nicht auszuschlieBen ist. Daneben konnte es sein, dass zu dem Zeitpunkt der

Untersuchung die Leukozyten bereits extravasiert waren.

Der Anstieg der Leukozytenzahl in der Kontrollgruppe nach 90 Minuten Versuchsdauer findet
seine Erkldrung darin, dass bereits die Traumatisierung durch den operativen Eingriff das
Immunsystem der Ratten aktiviert. Der Stress, der fiir den Organismus trotz supportiver
MaBnahmen und Narkose entsteht, fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung von Leukozyten
z.B. aus den Lymphknoten, der Milz und dem Knochenmark. Jedoch ist diese Freisetzung aus
den Leukozytenreservoiren begrenzt und fiihrt nach ldngerer Versuchsdauer zunédchst wieder zu
einem Abfall der Leukozytenzahl im peripheren Blut, die Zellen migrieren fiir die

Abwehrreaktion in das Gewebe.

5.4.2 TNF-a

TNF-o gilt als initialer Mediator im septischen Geschehen, da die TNF-o-Konzentrationen
bereits wenige Minuten nach Beginn des Infektions- und Sepsisgeschehens dramatisch ansteigen.
TNF-o triggert u.a. die Produktion und Ausschiittung der proinflammatorisch wirkenden
Zytokine IL-1P, IL-6 und IL-8. Dies ist auch deutlich an unseren Ergebnissen der IL-1B- und der

IL-6-Konzentrationen bei Endotoxindmie erkennbar.

TNF-a steigert aulerdem die Adhdrenz von PMNL an Endothelzellen durch granulozytire und
endotheliale Reaktionen und erhoht die Diapedese dieser Zellen durch das Endothel in
umliegendes Gewebe. Eine Vielzahl von sekunddr inflammatorischen Mediatoren, wie z.B.
reaktive Sauerstoffspezies, werden durch TNF-a induziert (33, 75, 146). TNF-a hat eine relativ
kurze Halbwertszeit und ist in seiner bioaktiven Form nur in einem kleinen diagnostischen
Fenster nachweisbar (180). Fiir experimentelle Belange ist TNF-a jedoch ein idealer Indikator

fiir die Sepsisinduktion und die Untersuchung einer antiinflammatorischen Therapie.

In unserem Versuchsmodell fanden wir nach 90 Minuten Endotoxindmie mit 10 mg/kg KG LPS
TNF-o-Spitzenspiegel von ca. 1000 pg/ml in der Endotoxingruppe. Der Ausgangsspiegel von
TNF-a lag in dieser Gruppe zum Messzeitpunkt O Stunden bei ca. 10 pg/ml. Das Ausmal} der
TNF-a-Freisetzung nach LPS-Stimulation ist mit Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar, die
einen ca. 100fachen Anstieg der TNF-a-Konzentration beschrieben (12, 102). Boillot et al.

beschrieben an Ratten in Folge einer Endotoxingabe von 50 mg/kg KG nach 60 Minuten einen
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Spitzenspiegel von 3000 pg/ml. Die Ausgangsspiegel lagen in dieser Untersuchung unter der

Nachweisgrenze (28).

In der Kontrollgruppe war in unserem Versuch nur ein leichter Anstieg der
TNF-a-Konzentrationen auf ca. 80 pg/ml zu beobachten. Ahnliche Werte wurden bei gesunden
menschlichen Versuchspersonen gefunden (153). Man kann davon ausgehen, dass unsere
invasive Methodik (GefdBpriparation, Laparotomie und Darmmanipulation) Einfluss auf die
TNF-0-Spiegel im Sinne einer operativ induzierten Inflammationsreaktion hatte. Die

endotoxinbedingte Sensibilitdt des TNF-a konnte jedoch trotzdem bestitigt werden.

Die Werte der NAC/TM-Gruppe lagen tendenziell unter denen der Endotoxingruppe bei
ca. 500 pg/ml. Zhang et al. beobachteten an Hunden unter Endotoxinimie von 2 mg/kg KG
durch die Behandlung mit 150 mg/kg NAC signifikant erniedrigte TNF-a-Konzentrationen von
0,14 ng/ml vs. 1,21 ng/ml in der Kontrollgruppe (203). Auch fiir Tirilizad Mesylat wurde in
verschieden Studien an Hunden und Kélbern eine Verringerung der TNF-o-Freisetzung
beschrieben (182, 202). In klinischen Studien wurde dagegen berichtet, dass NAC und TM
keinen Einfluss auf die sepsisbedingte Erhohung der TNF-a-Konzentrationen der Patienten hatte.
Eine klinische Studie von Spapen et al. an septischen Patienten konnte durch die Gabe von
150 mg/kg KG NAC keine signifikanten Verringerungen der erhohten TNF-a-Konzentrationen
nachweisen (185). In einer anderen klinischen Studie iiber den Einfluss von TM auf die
TNF-o-Spiegel nach koronarer Bypassoperation konnte ebenfalls keine Verringerung der

inflammatorisch bedingten erhdhten TNF-a-Konzentrationen festgestellt werden (62).

Eventuell konnte sich auch klinisch die kombinierte Gabe der beiden Antioxidantien NAC und
TM durch die unterschiedlichen Wirkmechanismen, die sich in ihrer kombinierten Gabe
erginzen, als protektiv in Bezug auf erhohte TNF-o-Konzentrationen und deren Folgen
herausstellen. NAC hat als Substrat der Gluthathionsynthese wichtige antioxidative
Eigenschaften. Durch die Auffiillung intrazelluldrer Gluthathionspiegel kommt es zu einer
Radikalfangerwirkung. Freie Sauerstoffradikale und der Verbrauch der Glutathionvorrite fiihren
zu einer erhohten Freisetzung von TNF-0, welches wiederum die intrazelluldren
Gluthathionspiegel erniedrigt. Dieser circulus vitiosus kann durch NAC durchbrochen werden
(14). Die Wirkung des TM kann ebenfalls auf seine Stellung als Radikalfinger zuriickgefiihrt

werden.
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TNF-a induziert u.a. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kb. Dieser Faktor bewirkt in
Endothelzellen und Leukozyten eine Expression weiterer Zytokine, insbesondere auch von
Adhésionsmolekiilen. Dies flihrt zur verstirkten Leukozytenadhdrenz am Endothel (27). Wie
bereits oben diskutiert, verringerte NAC in der Kombination mit TM in unserem Versuch die

feste Leukozytenadhdrenz signifikant im Vergleich zur Endotoxingruppe.

Die geringeren TNF-a-Spiegel in der NAC/TM-Gruppe konnten diesen Effekt direkt erkldren.
Weniger TNF-a induziert weniger NF-kb und somit kommt es zu einer geringeren Expression
von Adhésionsmolekiilen und damit zu einer geringeren Leukozyten-Endothel-Interaktion.
Daneben konnen die erhohten Spiegel von IL-10 in unserer NAC/TM-Gruppe mit der
verringerten Freisetzung von TNF-a in dieser Gruppe in Zusammenhang gebracht werden, da

IL-10 die Freisetzung von TNF-a hemmt (180).

Die nach 90 Minuten bis 180 Minuten wieder stark abfallenden TNF-a-Konzentrationen in den
mit LPS behandelten Gruppen ldsst sich durch die kurze Halbwertszeit des TNF-a erkldren, da
die LPS-Infusion nach 120 Minuten gestoppt wurde und somit die Induktion der
TNF-a-Produktion bzw. die Freisetzung durch den Endotoxin-Trigger wegfiel.

5.4.3 Interleukin-1

IL-1B gehort wie TNF-a zu den ersten Mediatoren, die wéhrend der Sepsis in erhdhten
Konzentrationen auftreten. Gemeinsame Wirkungen sind z.B. eine Stimulierung der
Lymphozytenproliferation, Fieber und die Produktion von IL-6 und IL-8 (25). Daneben fordern
diese beiden Zytokine die Expression von Adhisionsmolekiilen auf Zelloberflichen. Im
peripheren Gefdlbett wird durch IL-1B die Synthese sekundidrer Mediatoren wie PAF,
Prostaglandinderivate und Nitridoxid induziert (61). IL-1p kann beim Zelluntergang in erhdhter
Konzentration im Serum gemessen werden und hat wie TNF-a nur eine kurze Halbwertszeit von
6-10 Minuten. An gesunden Probanden konnten nach Infusion von Endotoxin erhohte
Konzentrationen von IL-1p gemessen werden, die allerdings unter denen von TNF-a lagen (47).
IL-1B spielt wie TNF-a eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der gestorten

Mikrozirkulation wiahrend der Sepsis.
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So konnten Yi et al. in einem Versuch an Ratten nachweisen, dass jeweils durch die Applikation
von LPS, IL-1PB und TNF-a in den Musculus abdominis rectus eine erhohte GefaBBpermeabilitit
mit konsekutiver Odembildung sowie eine erhdhte Diapedese von Neutrophilen in das Gewebe

auftraten (199).

In unserer Untersuchung kam es zu einem signifikanten Anstieg der IL-1B-Konzentrationen in
den mit LPS behandelten Gruppen, wihrend in der Kontrolle keine Verdnderungen der
IL-1B-Konzentrationen zu verzeichnen waren. Die Antioxidantien NAC und TM hatten keinen
Einfluss auf die erhohte IL-1B-Synthese bei Endotoxindmie. In der Literatur gibt es keine
vergleichbaren Studien, allerdings konnte durch die Gabe von NAC in einer
In-vitro-Untersuchung von mononukledren Zellen die LPS induzierte Produktion von IL-1B
signifikant verringert werden (158). Untersuchungen mit TM in Bezug auf LPS induzierte

IL-1B-Produktion liegen in der Literatur nicht vor.

5.4.4 Interleukin-6

Der Blutspiegel von IL-6 korreliert beim septischen Schock mit der Prognose der Patienten und
eignet sich als Marker fiir den Schweregrad der Erkrankung (33, 163, 189). IL-6 ist durch seine
proinflammatorische Wirkung fiir die klinischen Zeichen der SIRS mit verantwortlich (33). In
unserer Studie zeigte sich nach 1,5 Stunden in allen LPS behandelten Gruppen ein signifikanter
Anstieg der IL-6-Konzentrationen im Serum der Ratten. Dies wird in der Literatur bestdtigt, nach
der Endotoxin die Bildung von IL-6 in Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten stimuliert
(25, 180). Zum Messzeitpunkt 0 Stunden unseres Versuches lagen die IL-6-Spiegel bei allen
Gruppen durchschnittlich bei 37 pg/ml. Im Laufe des Versuches stiegen die IL-6-Spiegel in der
Kontrollgruppe auf bis zu 128 pg/ml an, wahrend sich die IL-6-Spiegel in der Endotoxin- und
der NAC/TM-Gruppe auf ca. 5500-7700 pg/ml erhohten. Der IL-6-Anstieg in der
Kontrollgruppe kann auf das Trauma durch die Priparation an Gefdf8en und Darm zuriickgefiihrt
werden. Jedes Trauma kann zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-6 flihren, die mit dem
AusmaB des Gewebetraumas korreliert (51, 149). Der erheblichere Anstieg der IL-6-Konzen-
trationen in den mit LPS behandelten Gruppen ist somit durch die Endotoxindmie bedingt.
Kuhns, Alvord und Gallin stellten nach i.v. Injektion von Endotoxin bei gesunden Probanden
einen IL-6-Peak nach 4 Stunden fest, wihrend der von TNF-a bereits nach 1,5-2 Stunden auftrat

(115).
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Auch in unserer Versuchsanordnung scheint der IL-6-Peak erst zum spéteren Zeitpunkt
aufzutreten, da am Messzeitpunkt 3 Stunden die TNF-a-Konzentrationen im Vergleich zu den
IL-6-Konzentrationen wieder deutlich abgefallen waren, wihrend die IL-6-Spiegel am

Messzeitpunkt 3 Stunden weiter deutlich erhoht blieben.

NAC und TM hatten in unserer Studie keinen Einfluss auf die vermehrte Produktion von IL-6.
Unserer Versuchsanordnung &hnelnde Studien liegen in der Literatur nicht vor. Allerdings ergab
eine klinische Studie von Spapen et al. an septischen Patienten, dass NAC keinen signifikanten
Effekt auf die sepsisbedingte erhohte Plasmakonzentration von IL-6 hatte (185). In einer anderen
Untersuchung des Einflusses von TM auf die IL-6-Spiegel nach koronarer Bypassoperation

konnte ebenfalls keine Verringerung der erhohten I1-6-Konzentrationen festgestellt werden (62).

Auf der Oberfliche von PMNL verursacht IL-6 eine vermehrte Expression von
Adhisionsmolekiilen, die zur Migration der Leukozyten in das entziindete Gewebe fiithren (183).
Die Stimulation von Endothelzellen durch IL-6 induziert eine Expression von spezifischen
endothelialen Adhésionsmolekiilen (132). In unserer Studie war die Anzahl der fest adhédrenten
Sticker in der NAC/TM-Gruppe im Vergleich zu der Endotoxingruppe signifikant geringer.
Allerdings waren die IL-6-Spiegel in der NAC/TM-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
signifikant erh6ht. Somit schienen in der NAC/TM-Gruppe die beiden Antioxidantien trotz
erhohter IL-6-Spiegel die Leukozyten-Endothel-Interaktion verringern zu konnen. Ein dhnliches

Ergebnis wurde bereits in 5.4.3 beziiglich IL-1f diskutiert.

5.4.5 Interleukin-10

IL-10 wirkt als antiinflammatorischer Mediator, indem es die Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine, vor allem von TNF-o und IL-1, aus Monozyten und
Makrophagen hemmt (180). In unserer Untersuchung stieg die Konzentration von IL-10 in der
Kontrollgruppe zwar signifikant an, lag aber im Vergleich zu den mit LPS behandelten Gruppen
signifikant niedriger als diese. In der NAC/TM-Gruppe dagegen kam es nach 90 Minuten zu
einem signifikanten Anstieg der IL-10-Spiegel von ca. 14 pg/ml auf 300 pg/ml. Auch in der
Endotoxingruppe kam es nach 90 Minuten zu einem signifikanten Anstieg der IL-10-Spiegel von
ca. 6 pg/ml auf ca. 223 pg/ml. Zum Messzeitpunkt 3 Stunden lagen in den mit LPS behandelten
Gruppen signifikant hohere IL-10-Spiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe vor.
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In der Literatur existieren keine vergleichbaren Studien zu IL-10-Spiegeln wihrend
Endotoxindmie bei Ratten. IL-10 ist einer der ersten antiinflammatorischen Mediatoren, deren
Spiegel wihrend der Sepsis im Serum erhoht sind (180). Dies korreliert mit unserem Ergebnis. In
der NAC/TM-Gruppe waren tendenziell hohere IL-10-Spiegel als in der Endotoxingruppe
messbar, was mit der in 5.4.2 diskutierten, tendenziell verringerten TNF-a-Produktion in der

NAC/TM-Gruppe gut korreliert.

5.5 Himodynamik

Obwohl laut Definition von SIRS, Sepsis und septischem Schock hidmodynamische
Verdnderungen pathognomonisch fiir den Krankheitsverlauf sind (34), stellen Untersuchungen
der Mikrozirkulation besondere Anspriiche an das himodynamische Profil des Studiendesigns.
Um die Verdnderungen der mesenterialen Leukozyten-Endothel-Interaktion durch
Endotoxindmie angemessen beurteilen zu konnen, ist eine Abgrenzung von makrohdmo-
dynamischen Verdnderungen (z.B. systemische Hypotension) notwendig (11). Die Scherkrifte,
verursacht durch den Blutfluss, haben einen erheblichen Einfluss auf die Leukozytenadhirenz.
Der mittlere arterielle Blutdruck beeinflusst die Blutflussgeschwindigkeit, welche nach der

Newtonschen Formel die Scherkréfte bestimmt (137).

Da in unserer Untersuchung die Endotoxin-spezifischen Verdnderungen in der mesenterialen
Mikrozirkulation im Vordergrund standen, wéhlten wir ein Versuchsdesign, bei dem wihrend der
Endotoxinapplikation und bei addquater Volumensubstitution im Wesentlichen ein normotensiver

Zustand der Versuchstiere aufrecht erhalten werden konnte.

5.5.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der septische Schock ist durch Hypotonie definiert, bei der trotz angemessener
Volumensubstitution die hypotensive Kreislauflage nur durch vasokonstriktive Substanzen

adidquat behandelt werden kann (34).

Die Verdnderungen der Mikrozirkulation sind durch pathologische Vasodilatation in

Kombination mit Gebieten unzureichender Vasokonstriktion charakterisiert.
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Sepsismediatoren, wie z.B. TNF-a und IL-1 wirken dabei vasodilatorisch, wihrend Substanzen

wie Noradrenalin und Leukotriene vasokonstriktorische Funktionen einnehmen (74, 95).

In unserer Untersuchung kam es eine halbe Stunde nach Beginn der LPS-Applikation in den mit
LPS behandelten Gruppen zu einem tendenziellen Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes.
Allerdings fand sich in diesen beiden Gruppen auch ein niedrigerer Ausgangs-MAP im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Der MAP blieb in den mit Endotoxin behandelten Gruppen nach dem
initialen Abfall konstant bei 110 mmHg. In der Kontrollgruppe lag der MAP bis zur 90. Minute
tendenziell hoher bei ca. 130 mmHg.

Ein Einfluss der von uns eingesetzten Antioxidantien auf Verdnderungen der Himodynamik war
primér nicht zu erwarten. In der Literatur existieren unterschiedliche Beobachtungen hinsichtlich
des Einflusses der Antioxidantien auf die Himodynamik. Zhang et al. konnten an Hunden bei
Endotoxindmie einen positiven Effekt von Tirilazad Mesylat auf den MAP feststellen (202),
nicht aber fiir NAC (204). McKechnie et al. untersuchten an Ratten den Einfluss von
Alpha-Tocopherol, reduziertem Glutathion, Allopurinol und SOD auf die metabolischen und
kardiovaskuldren Reaktionen nach Endotoxingabe. Keine der eingesetzten Substanzen hatte

einen signifikanten Einfluss auf die Hypotension (134).

Festzuhalten bleibt, dass sich die Gruppen in Bezug auf die Makrohdmodynamik zum Zeitpunkt
der Mikroskopie nicht signifikant voneinander unterschieden. Somit sind die Ergebnisse der

Untersuchung der Leukozyten-Endothel-Interaktion nicht durch die Himodynamik beeinflusst.

5.5.2 Herzfrequenz

Ein Definitionskriterium fiir die SIRS bzw. Sepsis ist ein Anstieg der Herzfrequenz beim
Menschen iiber 90 Schldge pro Minute (34). Verdnderungen der Herzfrequenz, wie auch des
mittleren arteriellen Blutdruckes, dienen in unserem Modell auch als Kontrolle der Induktion

einer Endotoxindmie.

Wie auch diverse andere Untersuchungen unter Anwendung einer dhnlichen LPS-Dosis stellten
auch wir einen Herzfrequenzanstieg nach dem Beginn der LPS-Applikation fest (16, 198). Alle
mit LPS behandelten Gruppen zeigten 90 Minuten nach Beginn der Endotoxindmie einen

Anstieg der Herzfrequenz auf ca. 390/min. Dabei hatte die NAC/TM-Gruppe zum Messzeitpunkt
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0 Stunden einen niedrigeren Ausgangswert der Herzfrequenz gegeniiber der Kontroll- und
Endotoxingruppe. Nach 30 Minuten Endotoxindmie war ein starker Herzfrequenzanstieg von
ca. 330/min auf 370/min zu beobachten. Die Herzfrequenz der Kontrollgruppe blieb ab
Versuchsbeginn stabil bei etwa 360/min, fiel allerdings nach 120 Minuten Versuchsdauer auf

330/min ab.

Xu et al. beschrieben an Ratten unter Endotoxindmie (5 mg/kg KG LPS) einen Anstieg der
Herzfrequenz und ein erhohtes Herzminutenvolumen und zeigten somit, dass eine hyperdyname
Kreislauflage bestand (198). Bei der Applikation hoherer Dosen von LPS - bis zu
40 mg/kg KG - in Bolusform kommt es in der Regel zu einer hypodynamen Kreislaufsituation
(41, 170). Bei geringeren Bolusgaben stellt sich zunéchst ein initial hyperdynames Kreislaufbild

ein, welches erst nach mehr als 4 Stunden in eine hypodyname Phase {ibergeht (169).

Beziiglich unserer beiden eingesetzten Antioxidantien lieB sich keine Verdnderung der
Herzfrequenz im Vergleich zur Endotoxingruppe feststellen und war auch nicht in der Literatur
beschrieben. Vielmehr diente auch dieser Parameter der Uberpriifung der Sepsisinduktion durch

Endotoxin.

5.5.3 Atemfrequenz

Unter septischen Bedingungen kommt es hédufig zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz.
Die Leukozyten-Endothel-Interaktion fithrt zu Verdnderungen in der pulmonalen Mikro-
zirkulation. Perfusionsstérungen und Stérungen im alveolar-kapilldren Gasaustausch treten auf.

Dadurch sinkt die Compliance der Lunge, und die zu leistende Atemarbeit steigt an (190).

Tachypnoe und Hypokapnie sind frithe klinische Zeichen weitere Kriterien fiir die
Sepsisdefinition (38). Normalerweise wird der in der Sepsis anfallende Uberschuss saurer

Metabolite dadurch respiratorisch reguliert und ausgeglichen.

In dieser Arbeit wurde lediglich die Atemfrequenz untersucht, bei der sich weder in der
Kontroll- noch in den Medikamentengruppen signifikante Verédnderungen der Atemfrequenz
ergaben. Aufgrund starker Schwankungen der Atemfrequenz in allen Versuchsgruppen iiber den
Versuchszeitraum lassen sich keine konkreten Aussagen formulieren. In der Literatur liegen

keine vergleichbaren Untersuchungen vor.
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6 Zusammenfassung

Trotz der Fortschritte der Medizin in den letzten Jahren weisen die Sepsis und das konsekutive
Multiorganversagen eine nahezu unveridndert hohe Letalitit sowie eine ansteigende Inzidenz auf.
Auf operativen Intensivstationen stellt die Sepsis die héufigste Todesursache dar. Fiir die
Entwicklung des MODS gelten Alterationen im Bereich der Mikrozirkulation als ursédchlich.
Man geht davon aus, dass aktivierte Leukozyten unter anderem Sauerstoffradikale freisetzen, die

eine entscheidende Rolle bei der Zerstorung der endothelialen Integritidt einnehmen.

Die Behandlung von Organdysfunktionen durch eine Antagonisierung schidigender Mediatoren
(wie z.B. reaktive Sauerstoffspezies) stellt ein Prinzip der adjunktiven Sepsis-Therapie dar. Die
antioxidativ wirkenden Substanzen N-Acetylcystein und Tirilazad Mesylat, die durch
unterschiedliche Wirkmechanismen der oxidativen Schiddigung von Organen entgegenwirken,

haben bereits in mehreren Studien positive Effekte auf die Mikrozirkulation gezeigt.

Die Beeinflussung der mesenterialen Mikrozirkulation, insbesondere der Plasmaextravasation
und der Leukozyten-Endothel-Interaktion, standen im Mittelpunkt dieser Arbeit. Ziel dieser
tierexperimentellen Untersuchung war es, die beiden Antioxidantien NAC und TM hinsichtlich

ihrer Wirksamkeit bei kombinierter Gabe zu untersuchen.

Die Untersuchung mikrozirkulatorischer Stérungen ist unter klinischen Bedingungen nur
beschriankt moglich, daher wihlten wir ein Tiermodell an der Ratte. Mit Hilfe dieses Modelles
wurde der Effekt der kombinierten Gabe von NAC und TM auf die mesenteriale
Mikrozirkulation, auf die systemische Freisetzung von Mediatoren (TNF-a, IL-1P, IL-6, IL-10)
und auf paraklinische Parameter, wie die Leukozytenzahl, unter einer Lipopolysaccharid-
belastung von 10 mg/kg KG untersucht. Die Beurteilung der mesenterialen Mikrozirkulation
erfolgte mittels Intravitalmikroskopie. Hierbei wurde das Ausmall der Leukozytenadhédrenz am
Endothel der mesenterialen Venolen als Mall fiir die Leukozytenaktivierung und die

Plasmaextravasation als Parameter fiir die Endotheldysfunktion bestimmt.

In unseren intravitalmikroskopischen Untersuchungen stellten wir fest, dass wihrend 2 Stunden
Endotoxindmie die endotoxinbedingte Zunahme der Plasmaextravasation an mesenterialen
Venolen von Ratten durch die kombinierte Gabe von NAC und TM nicht signifikant beeinflusst

werden konnte.
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Im Gegensatz dazu kam es zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl der fest adhdrenten
Leukozyten in der NAC/TM-Gruppe im Vergleich zur LPS-Gruppe. Die tendenziell erhdhte
Plasmaextravasation unterstiitzt die Hypothese, dass leukozytenunabhingige Mechanismen fiir

diesen Vorgang existieren.

Durch die kombinierte Gabe von NAC und TM konnte die endotoxininduzierte Freisetzung von
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 und die endotoxinbedingte Leukopenie nicht signifikant beeinflusst

werden.
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