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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 SEPSIS - SEPTISCHER SCHOCK

Die Sepsis stellt ein Krankheitsbild dar, welches insbesondere in der
Intensivmedizin eine grolRe Bedeutung besitzt. Trotz umfangreicher neuer
pathophysiologischer Erkenntnisse und moderner Therapieansatze in den letzten
Jahren, ist eine Zunahme der Inzidenz des septischen Schocks und keine
Senkung der Mortalitatsrate zu beobachten. Gerade wegen der immer noch hohen
Letalitat von 40 bis 60 % ist es dringend notwendig, neue Therapieansatze zu
entwickeln. Die Inzidenz der Sepsis betragt laut Angaben der Paul-Ehrlich-
Gesellschaft aus dem Jahre 2001 etwa 5 bis 15 auf 1000 Krankenhauspatienten.
Die Inzidenz der Sepsis-Falle im Bereich der Intensivpatienten wird in der Literatur
mit 3-5 % angegeben. Es werden jedoch auch hohere Inzidenzen genannt. Hierfur
sind die unterschiedlichen Kriterien der Sepsis-Diagnose und -Definition sowie die
Zusammensetzung des Krankengutes hinsichtlich der Grundleiden verantwortlich
zu machen.

Die klassische Definition der Sepsis stammt von SCHOTTMULLER aus dem Jahre 1914
[87]: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet
hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgelost werden.” Diese Definition unterliegt einem
stetigen Wandel. Eine weitere, dem heutigen Kenntnisstand besser angepasste
Definition der mikrobiellen Sepsis, stammt von SCHUSTER [88]: ,Sepsis ist die
Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und
pathophysiologischen Veranderungen als Reaktion auf die Aktion pathogener Erreger
und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die
grossen biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren und die

Bildung und Freisetzung humoraler und zellularer Mediatoren auslésen.*
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Diese Definition stitzt sich auf die funf Grundpfeiler des schweren septischen
Krankheitsprozesses: Die septische Infektionsquelle als Ausgangspunkt, die
Invasion von Mikroorganismen, die Freisetzung ihrer Bestandteile oder Toxine, die
Ausschittung von Mediatoren, Zellfunktionsstérungen und morphologische
Destruktion von Zellmembranen wund Zellstrukturen als Grundlage der
Organschadigung und die Multiorganinsuffizienz, als deren klinischer Ausdruck
das Multiorganversagen [30].

Eine amerikanische Konsensuskonferenz aus Vertretern der Gesellschaft fur
Thoraxchirurgie und der Gesellschaft fur Intensivmedizin (American College of Chest
Physicians und Society of Critical Care Medicine Consensus Conference Committee)
stellte 1991 prazise Definitionen der Begriffe Sepsis und des Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) anhand einfacher klinischer Parameter auf. Der
Ausdruck des SIRS beschreibt demzufolge einen Symptomkomplex, der durch das

Zustandekommen von zwei oder mehr der folgenden Kriterien definiert ist:

1) Fieber Uber 38° C oder in seltenen Fallen Hypothermie unter 36° C
2) Tachykardie uber 90/ min
)
)

(
(
(3) Tachypnoe uber 20/ min
(

4) Leukozytose Uiber 12 000 oder Leukopenie unter 4 000 / mm?®

Nach dieser Ubereinkunft ist eine Sepsis als das Vorhandensein eines SIRS mit
nachgewiesener Infektion, z.B. durch positive Blutkulturen, definiert [32]. Liegen
zusatzlich zur Sepsis Symptome eines Organversagens der Lunge, Niere, Leber
und/oder des Herzens vor, spricht man gemass der amerikanischen
Konsensusdefinition von einer schweren Sepsis. Daneben kdnnen aber auch das
zentrale Nervensystem (ZNS), Gastrointestinaltrakt, Knochenmark, Gerinnungs-
und Immunsystem betroffen sein.

Der septische Schock geht mit einem trotz ausreichender Flussigkeitszufuhr
anhaltendem Blutdruckabfall einher. Ein therapierefraktarer septischer Schock
liegt vor, wenn der Blutdruckabfall langer als eine Stunde dauert und sich auch

durch Flussigkeitszufuhr und den Einsatz von Vasopressoren nicht beheben lasst.
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Das Sepsis-Geschehen ist ein dynamischer Prozess des Ubergangs vom Stadium
der ,einfachen® Sepsis zur ,schweren“ Sepsis bzw. in den septischen Schock mit
Organdysfunktion bzw. Organversagen [30]. Die septischen Zustandsbilder
kommen durch ein kompliziertes Netzwerk pro- und antiinflammatorischer Zytokine
zustande, wobei eine Vielzahl inflammatorischer Mediatoren durch aktivierte
Blutzellen, Gefasszellen und verschiedene Parenchymzellen wahrend der Sepsis
freigesetzt werden [32,33]. Die Regulation der Expression dieser Mediatoren fur die
normale Hamostase und Wirtsabwehr ist ein sehr sensitiver Vorgang, wohingegen
eine Uberexpression in einer Organschadigung, einer Organdysfunktion und Tod
resultieren kann [1]. Im Sinne der kardiovaskularen Effekte ist die verminderte
Ansprechbarkeit auf vasokonstriktorische und vasodilatative Stimuli eines der
Hauptmerkmale der Sepsis. Die verschlechterte vaskulare Reaktion kann zu einer
inadaquaten Durchblutung zu den Organen, Fehlverteilung des Blutflusses
innerhalb der Organe, abnormalen mikrovaskularen Kontrolle der Gewebe-
Oxygenierung und eventuellen multiplen Organdysfunktion fuhren [31]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Sepsis-induzierte Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion
durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) fir die vasokonstriktorischen und
vasodilatativen Defizite verantwortlich ist [34,35,36,37].

1.1.1 STOFFWECHSEL BEI DER SEPSIS

Die Sepsis fuhrt zu einem Anstieg des Ruheenergieumsatzes um bis zu 60 %.
Dabei spielen zahlreiche Faktoren wie die erhdhte Korperkerntemperatur, erhdhter
Sauerstoffverbrauch im verletzten Gewebe, veranderte Einstellung des
Temperaturregulationszentrums im Hypothalamus und erhdhter Substratumsatz
von Kohlenhydraten, Lipiden und Proteinen eine Rolle. Insgesamt kommt es zu
Verschiebungen im Mineralhaushalt. Die Regulation des Kohlenhydrat-
stoffwechsels gerat u.a. wegen des Auftretens einer Resistenz der Leber
gegenuber Glucose und Insulin und einer verminderten Glucoseaufnahme der
peripheren insulinsensitiven Gewebe aus dem Gleichgewicht. Auch der
Fettstoffwechsel unterliegt groflen Veranderungen. Unter anderem kommt es

durch die gesteigerte Katecholamin-Ausschittung zu einer Freisetzung von
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Fettsauren weit Uber den Bedarf eines gesunden Organismus, was wiederum zur
Hemmung der Glucoseverwertung beitragt. Wegen einer beschleunigten Proteolyse
im Muskel und einer erhohten Proteinsynthese in der Leber zeigt der
Proteinstoffwechsel einen Katabolismus mit negativer Bilanz. Neben dem Versagen
des kardiovaskularen Systems kommt es bei einem septischen Schock zu einer
signifikanten Gewebehypoxie, begleitet von einer metabolischen Azidose, einer
verstarkten Glykolyse und Hyperlaktatidmie. Diese Stoffwechselveranderungen
resultieren aus einem inadaquaten FlUssigkeitsersatz, einem verminderten
Sauerstofftransport und/oder einer lokalen Gewebeischamie und zeigen damit einen
Wechsel von aeroben zu anaeroben Stoffwechselbedingungen an.

ROSSELET et al. fuhren diese Veranderungen auf zwei mogliche Mechanismen zurick
[3]. Zum einen kommt es zu Perfusionsabnormitaten auf makro- und
mikrozirkulatorischer Ebene, was zu einer Gewebeischamie und Zellanoxie flhrt.
Zum anderen fuhrt die gesteigerte NO-Produktion zu einer primaren
Verschlechterung der Mechanismen der Sauerstoffverwertung auf zellularer Ebene,
unabhangig von der Gewebedurchblutung [3]. Diese hohen NO-Konzentrationen
werden als Hauptverursacher der Hypotension, der Kardiodepression und der

vaskularen Hyporeaktivitat beim septischen Schock gesehen [1].

1.2 GEGENWARTIGE THERAPIEKONZEPTE

Wegen der hohen Letalitat septischer Krankheitsgeschehen ist die rasche Einleitung
einer Therapie von grofer Wichtigkeit. Vorrangiges Ziel dabei ist die kausale
Therapie, die jedoch durch adjuvante Malnahmen erganzt werden muss. Die
kausale Therapie umfasst die chirurgische Herdsanierung und die gezielte
Antibiotikatherapie. Alle weiteren MalRnahmen, die in der Intensivmedizin zur
Sepsistherapie zum Einsatz kommen, werden unter dem Begriff ,adjuvante
Sepsistherapie® zusammengefasst. Darunter fallen unter anderem die
Volumensubstitution, die Gabe vasoaktiver Substanzen, Sauerstoff-(O,)-Zufuhr mit
mechanischer Beatmung, eine Blutkomponententherapie mit Unterstitzung des

Gerinnungssystems und eine Unterstutzung der Nierenfunktion.
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Da es zu einer ausgepragten Gewebehypoxie kommt, ist nach SHOEMAKER et al.
deshalb die Aufrechterhaltung und Maximierung des Sauerstofftransportes der
zentrale Ansatz der Therapie [22]. Da es jedoch auch zu Stérungen der
Sauerstoffverwertung kommt, kann dadurch die Gewebehypoxie nicht verhindert
werden. Therapieziel sollte ein Anheben der O,-Aufnahme durch eine Erhéhung
des Oo-Transportes und ein Aufheben der Storung der O,-Verwertung sein. Also
muss eine Optimierung des globalen O,-Transportes erreicht, ein Missverhaltnis
zwischen regionalem O,-Verbauch und regionalem O,-Angebot verhindert und
eine Aufrechterhaltung des Gas- und Substrataustausches auf Ebene der
Mikrozirkulation geschaffen werden [53]. Als Beurteilungsmal3stab konnen dabei

die Regression der Organfunktionsstorungen und der Laktatspiegel dienen.

1.3  STICKSTOFFMONOXID (NO)-METABOLISMUS

NO wird durch die NO-Synthasen aus L-Arginin synthetisiert. L-Arginin ist dabei die Vorstufe
fur die Synthese verschiedener Produkte wie Harnstoff, Polyaminen, Kreatinphosphat oder
NO. L-Arginin entsteht neben anderen Synthesewegen aus der Umsetzung von Citrullin

durch die L-Argininsuccinat-Synthetase (AS) und die L-Argininsuccinat-Lyase (AL).

HARNSTOFF/ORNITHIN

A
Arginase
NO-Syntase
L-ARGININ » NO + CITRULLIN
4
AS + AL

Abbildung 1-1: NO (Stickstoffmonoxid)-Bereitstellung in Abhangigkeit von der
Enzymaktivitat der Arginase, der NO-Synthase, der L-Argininsuccinat-Synthetase (AS)
und der L-Argininsuccinat-Lyase (AL).
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In Studien konnte gezeigt werden, dass diese beiden Enzyme in verschiedenen
Zellen mit der INOS coinduziert werden und somit die Bereitstellung von L-Arginin
gewabhrleistet wird. Erstmals konnte die Coinduktion der iNOS und der AS in den
RAW 264.7 Zellen von Mausen nach Stimulation durch Lipopolysaccharid (LPS)
und Interferon (IFN-y) [9] und in kultivierten Pankreas-B-Zellen von Ratten und
Menschen gezeigt werden, welche mit Zytokinen behandelt wurden [152]. Die
Coinduktion der iINOS und der AS zeigte sich aul3erdem in vivo bei Makrophagen
von Ratten nach Zugabe von LPS [11]. Weiterhin konnte eine Coinduktion in
aktivierten humanen Tumor-Zell-Linien [12] und in Gliom-Zellen von Ratten
demonstriert werden.

Somit kommt es bei Vorliegen eines septischen Schocks zu Veranderungen der
Konzentrationen der einzelnen Stoffwechselmetaboliten. LORTIE et al. beschaftigten
sich mit der Frage, wie sich diese Konzentrationen der einzelnen Substrate bei
Induktion eines septischen Schocks und bei gleichzeitiger Blockade der iNOS
veranderten [12]. LPS reguliert die Synthese von Natrium (Na*)-unabhéngigen Y*-
Transportern hoch, was die Aufnahme von L-Arginin und Ornithin erleichtert
[12,89,91,92]. Diese Steigerungen des L-Arginin-Transportes scheinen fur die
Bildung der dann folgenden hohen NO-Spiegel notwendig zu sein [129,130]. LORTIE
et al. konnten eine de-novo iINOS-Expression in den Nieren der Versuchsratten 60
min nach LPS-Gabe nachweisen, mit einem Maximum zwischen 2-4 h [12]. Die
Plasmakonzentrationen von L-Arginin fielen in den mit LPS-behandelten Tieren
nach 30 min ab und sanken auch weiterhin im Versuchsverlauf, was das Konzept
der gesteigerten L-Arginin-Aufnahme durch LPS stltzt. In etwa synchron zeigte sich
der Konzentrationsverlauf des Plasma-Ornithin-Spiegels. Gleichzeitig zeigten sich
stark erhohte Nitrat-Spiegel im Plasma, wahrscheinlich ausgelost durch die massive
NO-Produktion im Gewebe durch die iINOS. Dass neben der iINOS weitere Faktoren
und Enzyme hochreguliert wurden, welche die NO-Produktion verstarken und/oder
regulieren, zeigte sich durch die ansteigenden Konzentrationen von Spermidin und
Putrescin im Plasma, Polyamine, welche als Ausgangssubstrat ebenfalls L-Arginin
besitzen. Auf der anderen Seite gibt es mit der Arginase, von welcher zwei
Isoformen existieren, ein Enzym, welches einer zu hohen NO-Produktion

entgegenwirkt, indem es L-Arginin zu Ornithin und Harnstoff metabolisiert.
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Weitere Arbeitsgruppen beschaftigten sich eingehend mit dem L-Arginin- und
somit dem NO-Metabolismus und hier besonders mit der Regulierung der
Arginase-lsoformen in Bezug auf die INOS in Makrophagen. Den beiden
Isoformen, Arginase | und Arginase II, kommen durch die unterschiedlichen
Aktivierungszeitpunkte und -wege verschiedene Funktionen zu. Die Arginase | ist
ein zytosolisches, Leber-spezifisches Enzym, die Arginase Il hingegen ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert und nicht Leber-spezifisch. In verschiedenen
Untersuchungen wurden unterschiedliche Coinduktionen der Arginase | und Il mit
der iNOS beschrieben. Hier konnte gezeigt werden, dass die Arginase Il frih, die
Arginase | hingegen viel spater im Verlauf einer Endotoxinamie induziert wurden.
Es wird spekuliert, dass die spate Induktion der Arginase | wahrend der
Endotoxindmie dazu dient, eine konstante NO-Uberproduktion zu verhindern.

Auf der anderen Seite wird die Arginase Il in der frihen Phase dieser induziert und
stellt so Ornithin fur die Polyamin- und/oder Prolin- und somit fur die Kollagen-
Synthese bereit. Da eine Uberproduktion von NO toxisch auf Makrophagen und
benachbarte Zellen wirkt, existiert somit ein Mechanismus, einer NO-
Uberproduktion entgegenzuwirken [11].

Mit Ng-Hydroxy-L-Arginin (NoHA), einem Zwischenprodukt der NO-Biosynthese,
existiert wiederum ein kompetetiver Hemmer der Arginase |. In Untersuchungen
zeigte sich, dass betrachtliche Mengen dieses Zwischenproduktes in den Medien
LPS-behandelter Ratten in Alveolar-Makrophagen nachgewiesen werden kdnnen.
Die Hemmung der Arginase | sollte die ausreichende Verfugbarkeit von L-Arginin
fur eine High-Output-Produktion von NO in den aktivieten Makrophagen
sicherstellen. MORI et al. zeigten eine Aktivierung von RAW 264.7-Makrophagen
bei Exposition dieser gegenluber LPS und IFN-y mit Induktion der INOS und somit
gesteigerter NO-Produktion [11]. Wurden Dexamethason und Dibutyryl-cAMP
hinzubegeben, wurden die iINOS und die Arginase Il induziert und die NO-
Produktion fiel deutlich geringer aus. Dies bedeutet, dass die induzierte Arginase Il
die NO-Produktion durch Erschopfung des intrazellularen L-Arginins
herunterregulieren kann. Somit kommt L-Arginin als Substrat flr die NO-Synthese
eine wichtige Rolle zu und demonstriert die immense Entkoppelung der fein

regulierten NO-Produktion bei Vorliegen eines septischen Schocks.
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1.4  STICKSTOFFMONOXID (NO)-SYNTHASEN

NO ist als wichtiger Metabolit z.B. in die Vasoregulation, die Immunitat und die
Neurotransmission eingebunden. Synthetisiert wird es durch die NO-Synthasen,
welche komplexe Enzyme darstellen.

Es wurden drei Isoformen der NO-Synthase identifiziert: Die endotheliale NO-
Synthase (eNOS, NOS Ill), die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS I[), und die
induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS II). Die endotheliale und die neuronale
NO-Synthase werden zur cNOS, der konstitutiven NO-Synthase, zusammen-
gefasst, da sie konstitutiv vorhanden sind, wohingegen die iNOS durch
verschiedene Stimuli induzierbar ist, wie zum Beispiel Zytokine oder bakterielle
Lipopolysaccharide. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es bei der
Induktion einer Sepsis zu einer vielfach gesteigerten Aktivitat der iINOS kommt,
wohingegen die Aktivitat der cNOS abnimmt [4,37,38,90].

Wie bereits beschrieben, werden die NO-Synthasen einerseits in die konstitutiven
NO-Synthasen (cNOS), welche die endotheliale und die neuronale NO-Synthase
beinhalten, und andererseits in die induzierbare NO-Synthase (iNOS) unterteilt.
Zwischen beiden Formen bestehen betrachtliche Unterschiede. Subzellular
unterscheiden sie sich bereits durch ihre Lokalisation. Die cNOS ist mit
Zellmembranen assoziiert, wohingegen die INOS ein zytosolisches Enzym
darstellt. Ein weiterer Unterschied liegt darin, dass die Aktivitat der cNOS von
einem Calcium-Einstrom in die Zelle abhangig ist, wohingegen der intrazellulare
Calciumgehalt ruhender Zellen ausreicht, um die Aktivitat der INOS
aufrechtzuerhalten [1]. KAMOSINSKA et al. arbeiteten in ihrer Studie mit A549-
Zellen, welche viele Charakteristika von Alveolar-Epithelzellen vom Typ Il besitzen
[8]. Unter Kontrollbedingungen zeigten diese A549-Zellen ein Vorherrschen
Kalzium-[Ca?']-abhangiger NO-Synthase-Aktivitat. Wurden sie jedoch mit den
Zytokinen Interleukin [IL]-1-beta, Tumornekrosefaktoren (TNF) und Interferon
(INF-y) behandelt, kam es zu einem Anstieg der Ca?"-unabhangigen, nicht jedoch
der Ca?"-abhangigen NO-Synthase-Aktivitat. Entsprechendes zeigten Western-
Blot-Analysen. Hier zeigte sich eine Prasenz der eNOS- und keine iNOS-Aktivitat

unter Kontrollbedingungen. Inkubation der Zellen mit den genannten Zytokinen
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fur 12h veranderte eine Bereitstellung der eNOS nicht, flihrte aber zu einer starken
Steigerung der Werte fur das iNOS-Protein [8]. Daraus resultieren auch
unterschiedliche Mengen produzierten NOs. Durch das Triggern der Aktivitat der
cNOS durch den Calcium-Einstrom ist die Aktivitdt nur voribergehend und die
Menge des NO ungleich geringer als die des durch die iINOS produzierten. Die
Konzentrationen von gebildetem NO der cNOS liegen im picomolaren Bereich,
wohingegen die iINOS im nanomolaren Bereich produziert. Auch ist die Aktivitat
der iINOS Uber Tage anhaltend.

Die cNOS spielt eine wichtige Rolle fir die Blutdruckregulation durch Variation des
Gefalltonus und somit des Blutflusses und sorgt somit fur eine adaquate
Blutversorgung. Die iINOS hingegen wird durch verschiedene Zytokine sowie
durch Vermittlung durch LPS induziert und dies nicht ausschliel3lich dort, wo NO
zur Durchblutungsregulation benétigt wird, sondern diffus im GefalRsystem,
wodurch eine Fehlverteilung des Blutflusses entsteht. Eine Darstellung der
physiologischen Rolle des Transmitters NO ist zum Verstandnis seiner Bedeutung
im septischen Geschehen unerlasslich. Seine Wirkung auf die Gefalke ist in
Arterien ausgepragter als in Venen sowie starker in kleinen Gefallen als in
zufuhrenden. Die Freisetzung von NO in Gefallen erfolgt Rezeptor-abhangig
durch Acetylcholin, Bradykinin, Histamin, Serotonin und Adenosinnukleotide sowie
durch Rezeptor-unabhangige Agonisten wie freie Fettsauren [1]. Aulerdem kann
eine Stimulierung von Mechanorezeptoren von Endothelzellen zu einer
Freisetzung von NO fuhren. Auch auf die Zellen des Blutes bt NO bedeutsame
Wirkungen aus. Auf Thrombozyten wirkt NO reduzierend auf deren Aggregation,
Adhasion und Aktivierung. Thrombozyten selbst besitzen die Fahigkeit, NO zu
produzieren und so einen eigenen negativen Feedback-Mechanismus auf ihre
eigene Aktivierung bereitzustellen. Eine hemmende Wirkung tbt NO des weiteren
auf die Aggregation von Leukozyten und deren Freisetzung von Superoxid-
Anionen aus. Somit moduliert NO Leukozyten-Gefal3-Interaktionen. Eine grol3e
Bedeutung wird NO weiterhin bei Entzindungsgeschehen und Infektionen
zugeschrieben. Neutrophile, Makrophagen, Monozyten, Mastzellen und Kupffer-
Zellen sind alle imstande, stimuliert durch verschiedene Wirkstoffe,

Stickstoffmonoxid mit Hilfe der iINOS zu synthetisieren. In Folge der Induktion der
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NO-Synthese durch die iNOS in den aktivierten Makrophagen kommt es zu einer
nicht-spezifischen Zytotoxizitat gegen Bakterien, Protozoen und Tumorzellen. Der
Mechanismus, durch welchen das von den Makrophagen stammende NO seine
zytotoxische Aktivitat erzeugt, bleibt weiterhin unklar. KIRKEB@EN und STRAND
diskutieren in einer Arbeit, dass die Produktion von Antioxidantien, wie Hydroxid
(OH-) und Nitrit (NO?-), wichtig ist [1]. Dartuber hinaus wird diskutiert, ob NO an
Strukturen der mitochondrialen Atmungskette bindet und an der daraus
resultierenden Zelltodreaktion beteiligt ist [56,103,106].

1.7 ROLLE DER KONSTITUTIVEN  STICKSTOFFMONOXID-SYNTHASE

(cNOS) BEI DER SEPSIS

Uber die Rolle der konstitutiven NO-Synthase im Verlauf der Sepsis gibt es
kontroverse Ansichten. SCOTT et al. beschreiben in einer Arbeit eine verminderte
Aktivitat der cNOS in der thorakalen Aorta septischer Ratten bei gesteigerter
Aktivitat der INOS [4]. Die Autoren dieser Arbeit verwiesen auf weitere Arbeiten, in
welchen die fur die Induktion der INOS wichtigen Zytokine gleichzeitig eine
Instabilitat der mRNA der cNOS bewirken [38].

Des weiteren wurde in einer Arbeit, in welcher die thorakale Aorta von Ratten fur
funf Stunden mit Endotoxin inkubiert wurde, gezeigt, dass die resultierende
Hemmung der cNOS-Aktivitat durch eine reversible Hemmung der konstitutiven
Isoformen durch die erhohte Produktion von NO durch die iINOS bewirkt wurde
[37]. Dies wird durch Ergebnisse gestutzt, welche zeigen, dass die konstitutiven
Isoenzyme empfanglicher fir eine Selbsthemmung durch NO-Bindung im Ham-
Eisen-Zentrum des Enzyms sind als die iINOS. BOYLE et al. hingegen sprechen der
eNOS in einer ihrer Arbeiten keine Rolle bei der verminderten Ansprechbarkeit der
Gefalle bei LPS-Behandlung zu, da diese in der Gruppen der iNOS-Knockout-
Mause vollstandig ausblieb [13]. In den von ihnen praparierten und als
Versuchsobjekt  verwendeten  Mesenterialarterien von  Mausen zeigte
Acetylcholin-Behandlung, welche eine eNOS-abhangige Vasodilatation ausubt,
den gleichen Effekt sowohl bei LPS-behandelten- als auch bei Kontrolltieren.

Sie schlussfolgerten daraus, dass LPS-Behandlung oder iNOS-Expression
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die eNOS-Expression oder -Aktivitat nicht verandern [13]. SzAaBO et al. jedoch
schreiben in einer Arbeit gerade der cNOS eine groRe Verantwortung in der

akuten Phase einer Endotoxinamie zu [42].

1.6 WIE WIRD DIE INDUZIERBARE STICKSTOFFMONOXID-SYNTHASE

(INOS) HOCHREGULIERT?

Es ist bekannt, dass LPS oder entzlindliche Zytokine wie zum Beispiel die Interleukine
IL-1, IL-2, IL-6, TNF die iINOS-Genexpression antreiben. Dabei reicht die Stimulation
durch IL-1 aus, aber um eine maximale iINOS-Induktion zu erreichen, bendtigen
humane Zellen im allgemeinen ein Zusammenspiel verschiedener Zytokine [8].

LPS und entzindliche Zytokine fuhren nicht nur zu einer Steigerung der mRNA-
Spiegel der iINOS sondern auch der Cyclooxygenase-[COX]-2, wodurch ein
Anstieg sowohl der Prostaglandine als auch von NO resultieren. HORI et al.
diskutierten in ihrer Arbeit eine ,Hochregulation der iINOS durch die COX-2“ [2].
Dass diese beiden Stoffwechselwege miteinander kommunizieren, belegte die
Tatsache, dass die LPS-induzierte Freisetzung von Prostaglandinen bei
Makrophagen durch den iNOS-Inhibitor Aminoguanidin gehemmt werden konnte
[39]. Es wird weiterhin vermutet, dass die LPS-induzierte iINOS-Genexpression
durch eine autokrine Regulation durch Prostaglandine durch Induktion der COX-2-
Genexpression vermittelt sein konnte.

HORI et al. arbeiteten in ihrer Studie mit intestinalen Muskelstrangen von Ratten,
wobei die INOS- und COX-2-mRNAs in LPS-behandeltem Gewebe im Vergleich
zum Kontrollgewebe stark exprimiert waren. Der mRNA-Spiegel der COX-2
begann 30 min nach LPS-Gabe zu steigen und erreichte nach 60 min ein Plateau.
Die iINOS-mRNA hingegen begann nach 90 min anzusteigen und erreichte erst
nach mehr als 4h einen Peak. Im Kontrollgewebe stiegen weder die mRNA der
COX-2 noch der iNOS an. Weiterhin stellte sich heraus, dass LPS-Behandlung die
Immunreaktivitdt von COX-1-Antikérpern weder in den Muscularis-ansassigen
Makrophagen noch in glatten Muskelzellen anderte, also nur die COX-2 nicht

jedoch die COX-1-Genexpression induziert wurde.
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Auch in anderen Arbeiten wird Gber den Zusammenhang der iINOS- und der COX-
2-Induktion berichtet. So berichteten PERKINS und KNISS in einer Arbeit mit von
Mausen stammenden Makrophagen, dass NO zum Erhalt erhohter COX-2-
Genexpression notwendig ist [39]. Gestutzt wird diese These der Kommunikation
zwischen iINOS und COX-2 des weiteren durch die von HORI et al. erreichte
Wiederherstellung der durch LPS-induzierten hemmenden Einflusse auf die
Muskelkraft durch den selektiven COX-2-Hemmer NS-398 [2]. Weiterhin kam es in
den LPS-behandelten Muskeln zu einer Freisetzung von Prostaglandin E» und
Prostaglandin | 2, wobei mit Hilfe immunhistochemischer Analysen gezeigt werden
konnte, dass der Spiegel der COX-1-Protein-Expression sich nach LPS-
Verabreichung nicht geadndert hat, was den Schluss nahe legt, dass die erhohte
Produktion von PGE; und PGl, der COX-2 nicht aber COX-1 zuzuschreiben sind.

1.7 DER TRANSKRIPTIONSFAKTOR NF-kB

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, welche Einfluss auf die
Genexpression ausuben [62]. Zu ihnen gehdrt der Nuclear-Factor kappa B (NF-«kB),
welcher zuerst von SEN und BALTIMORE identifiziert wurde [57]. Dieser Kernfaktor ist
ein Transkriptionsfaktor, der als zentraler Mediator der Immunantwort und als
Regulator verschiedener inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
Tumor-Nekrose-Faktor-o,, aber auch der induzierbaren NO-Synthase wirkt und flr
deren maximale Expression bedeutend ist. In der Regel werden Zytokine nicht
intrazellular gespeichert, was ihre Sekretion von einer neuen Proteinsynthese
abhangig macht. Als Konsequenz daraus wird die Bereitstellung von Zytokinen in
Antwort auf inflammatorische Stimuli im Wesentlichen durch die Transkriptionsrate
von Genen von Zytokinen reguliert. Des weiteren reguliert NF-xB Gene der Zell-
Adhasion, der Immunrezeptoren, hamatopoetischer Wachstums- und
Rezeptorfaktoren [33]. Es gibt Anzeichen daflir, dass die Aktivierung von NF-xB in
die Expression der iNOS und der COX-2 involviert ist. Unter anderem wird Uber
Ubereinstimmende NF-kB-Bindungsregionen in den hochregulierenden
Promotor-Regionen der iNOS- und COX-2-Gene berichtet [134,135].

XIE et al. zeigten in einer Arbeit, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
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NF-xB flr die Induktion der induzierbaren NO-Synthase in durch
Lipopolysaccharid aktivierten Makrophagen bei Mausen notwendig ist [44].

Die Aktivierung und Regulation von NF-«B wird durch die Interaktion mit
hemmenden Proteinen, |kB-a, |IkB-B oder |kB-¢, streng kontrolliert, welche die
Lokalisierung der inaktiven Form im Zytoplasma gewahrleisten. Die Proteine
binden dabei an NF-xB und verbergen dadurch das nukleare Lokalisierungssignal,
was die nukleare Translokation von NF-kB verhindert [58]. Die Phosphorylierung
der hemmenden Proteine triggert deren Ubiquitinierung, was zu einem
darauffolgenden Abbau durch Proteasen fuhrt und die Mobilisierung von NF-xB
zum Zellkern und den Zugang zu regulierenden Gene erleichtert [58]. Der
Prozess, welcher zur I-xB-Phosphorylierung fihrt, war Gegenstand einiger
Studien. Es zeigte sich, dass |-xB durch einen Molekllkomplex aktiviert wird, der
als I-kN-Kinase (IKK) bekannt ist [59,60]. Daruber hinaus wurde eine Kinase, die
fur die Aktivierung der IKK verantwortlich ist, entdeckt [61]. Diese Protein, NIK
(NF-xB inducing kinase), zeigt Homologie zu einigen MAP-Kinasen.

Freigesetztes NF-xB wandert zum Zellkern, wo es an spezifischen
Promotorregionen bindet und die Gentranskription aktiviert. Die Aktivierung von
NF-xB I6st sowohl extra- als auch intrazellular Regulationsmechanismen aus, die
in der Autoregulation der Inflammationskaskade durch Veranderung der NF-kB-
Aktivitat munden [62]. Wegen der groRen Bedeutung als Regulator der Zytokin-
vermittelten Entzindungsreaktion, ist die Aktivierung von NF-xB selbst ein
behutsam kontrollierter Vorgang, der sowohl durch intra- als auch extrazellulare
Feedback-Mechanismen kontrolliert wird. Positives Feedback ereignet sich durch
extrazellulare Mechanismen, die der Verstarkung des Inflammations-Signals
dienen. Eine Aktivierung von NF-kB verstarkt die Transkription von TNF-o und
IL-1. Beide Zytokine sind wiederum dafir bekannt, NF-xB zu aktivieren. Ein
entziindliches Agens, wie zum Beispiel bakterielles Endotoxin, kann verursachen,
dass Zellen NF-kB aktivieren, welches dann eine Aktivierung der TNF-a- und IL-B-
Produktion bewirkt und somit das eigentliche Entzindungszeichen verstarkt.

Dieser Vorgang konnte sich beim Sepsis-Syndrom abspielen.
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Eine negative Feedback-Kontrolle wiederum ist flr die Regulation der NF-kB-
Aktivitat essentiell. Sowohl intra- als auch extrazellulare Mechanismen sind fur die
Limitierung der NF-kB-Aktivitat auf einen Stimulus verantwortlich. Eine Aktivierung
von NF-xB fuhrt zu einer Hochregulation der Transkription der Gene IkB-a und
p150, die beide flir NF-xB verantwortliche Elemente besitzen [83,84].
Eine gesteigerte Produktion inhibitorischer Einheiten flhrt wahrscheinlich zu
einem Zurlckhalten von NF-kB im zytoplasmatischen Kompartiment und einem
Herunterregulieren des aktivierten nuklearen NF-xB und somit zu einer
Beendigung der Zytokintranskription und einer Limitierung der Entzindungs-
reaktion [85].

Zusatzlich zu den intrazellularen Feedback-Mechanismen gibt es extrazellulare
Mechanismen zur Limitierung der Entzindungsantwort durch die NF-«xB-
Aktivierung. Inflammatorische Stimuli wie Endotoxin, TNF-o. oder IL-1 konnen
auch die Produktion entgegengesetzt wirkender Zytokine wie zum Beispiel IL-10
stimulieren, welche wiederum die Produktion proinflammatorischer Zytokine
unterdricken. WANG et al. zeigten, dass IL-10 in Monozyten die Zytokinproduktion
durch Blockierung der Endotoxin-induzierten NF-xB-Aktivierung hemmen kann
[86]. Somit kann angenommen werden, dass es komplizierte Feedback-
Mechanismen fur die Kontrolle von NF-xB existieren, in die extrazellulare
Mechanismen involviert sind, die eine NF-kB-Aktivitat sowohl stimulieren als auch
hemmen konnen und intrazelluldare Feedback-Mechanismen, die die NF-«xB-
Aktivitat durch einen Stimulus limitieren kdnnen.

CONNELLY et al. beschaftigten sich mit der Wirkung von NO auf die Aktivitat von NF-
kB [64]. Sie schrieben NO die Fahigkeit zu, die Expression einer Vielzahl
proinflammatorischer Proteine einschliellich iNOS, COX-2 und IL-6 sowohl hoch- als
auch herunter zu regulieren. Nach CONNELLY et al. ibt NO auf die NF-xB-Aktivitat in
Makrophagen von Mausen einen biphasischen Effekt aus. Dieser biphasische Effekt
von NO auf NF-xB hatte eine deutliche Wirkung auf das Aktivierungsprofil von
Immunzellen und demzufolge eine wichtigen Stellenwert sowohl fur die Induktion als
auch die Hemmung der Entziindungsantwort. Der zweiseitige Effekt von NO auf NF-

kB kdnnte aullerdem teilweise die von vielen Autoren postulierte Fahigkeit von NO
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erklaren, pro- und anti-inflammatorische Einflisse auszuliben [63]. CONNELLY et al.
untersuchten, ob der Effekt der Hemmung der endogenen NO-Synthese auf die
INOS- und die COX-2-mRNA/Protein-Expression und die IL-6-Produktion das
Resultat einer Modifikation des Transkriptionsfaktors NF-kB sein konnte [64].

Unter Kontrollbedingungen resultierte aus einer Aktivierung von RAW 264.7-Zellen
mit LPS ein Zeit-abhangiges Ansteigen der NF-kB-Aktivitat mit einem Peak
zwischen 1-2 h. In mit LPS stimulierten Makrophagen von Mausen folgten auch
die Expression der iNOS und COX-2 einem charakteristischen Muster. Dieses ist
charakterisiert durch einen schnellen Anstieg bei 12 h gefolgt von einem Stillstand
der Protein-Expression [65,66].

Diese Erkenntnisse von CONNELLY et al. stehen in Ubereinstimmung mit anderen
Arbeiten, die NO eine regulatorische Rolle bei der Genexpression zuschreiben
und konnten teilweise erklaren, warum in Studien einerseits berichtet wurde, dass
NO die Expression proinflammatorischer Proteine wie iNOS [68,69], COX-2 [70],
Zytokine [71,73,75] oder Adhasionsmolekulen [76,77] sowohl hemmen kann als
auch ihre Expression zu verstarken vermag (iINOS [78]; COX-2 [39,80],
TNF-a [82]). Um nun den Zusammenhang der endogenen NO-Produktion und der
NF-kB-Aktivitat zu bearbeiten, erfolgte eine Hemmung der endogenen NO-
Produktion 15 min vor LPS-Aktivierung mit Messung der NF-kB-Aktivitat 90 min
nach LPS-Gabe, wobei sich ein hemmender Effekt auf diese zeigte. Eine 9 h nach
der Aktivierung erfolgte Hemmung der endogenen NO-Synthese wiederum fihrte
zu einer deutlichen Verstarkung der NF-xB-Aktivitat. Dieses Aktivitatsmuster
deutet an, dass die Effekte von NO durch eine Modulation der NF-xB-Aktivitat
vermittelt werden. Um diese Mdglichkeit weiter zu untersuchen, wurden die Effekte
von exogenem NO auf die NF-kB-Aktivitat ermittelt. Auch hier erfolgte eine
Erhartung der Vermutung der biphasischen Natur der NO-vermittelten Modulation
der NF-xB. Der NO-Donor DEA-NO Ubte einen Konzentrations-abhangigen
Einfluss auf NF-«xB aus, welcher eine Verstarkung der Aktivitat Dbei
Konzentrationen von 30 nM und 3uM gefolgt von einer Hemmung bei 30-300 uM
zeigte. Eine gleichzeitige Messung der mRNA- und der Protein-Spiegel der iNOS

und COX-2 zeigten ebenfalls das beobachtete biphasische Muster der
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DEA-NO-induzierten und NF-kB-vermittelten Veranderungen. Dies legt den
Schluss nahe, dass sich die NO-vermittelte Anderung der NF-kB-Aktivitat in einer
signifikanten Anderung der Expression proinflammatorischer Proteine in diesen
Zellen manifestierte. Insgesamt liefert die Arbeit von CONNELLY et al. Beweise
daflir, dass eine Vielzahl von Proteinen, die Uber die Aktivitat von NF-xB moduliert
werden, durch NO in biphasischer Art beeinflusst werden.

MATSUMURA et al. beschaftigten sich in ihrer Arbeit mit der Induktion der iNOS in
glatten Gefalmuskelzellen durch Lipopolysaccharid und der Rolle von NF-xB in
diesem Prozess [137]. Des weiteren befassten sie sich in diesem Zusammenhang
mit dem Mechanismus der Hemmung der iINOS durch Glukokortikoide. In ihren
Untersuchungen konnten sie nachweisen, dass eine Gabe von LPS in
Kombination mit Interferon-y (IFN) zu Zellkulturen glatter Gefalmuskelzellen zu
einer Induktion der INOS-mRNA-Expression und der NO-Produktion fihrt. Die
Zugabe von Dexamethason senkte die INOS-mRNA-Spiegel und die NO-
Produktion in den stimulierten Zellen signifikant. Ebenso zeigte sich eine deutliche
Steigerung der NF-xB-Aktivitat durch die LPS/IFN-y-Stimulierung mit einer
Hemmung der Aktivitdt nach Dexamethason-Gabe in Dosis-abhangiger Weise.
iINOS-Promotor-Funktionsanalysen haben gezeigt, dass sich diese Dexamethason
-vermittelte INOS-Hemmung auf dem Level der Transkription abspielt. Somit
zeigten sie, dass die Dosis-abhangige Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch das
Glukokortikoid Dexamethason der iINOS-Promotor-Aktivitdt in LPS/IFN-y-
behandelten glatten GefalBmuskelzellen entsprach. Dexamethason hemmte das
Ansteigen der mRNA-Spiegel und der NO-Synthese in Proportion zu seiner
Hemmung der NF-kB-Aktivitat und damit der INOS-Promotor-Aktivitat in LPS/IFN-
y-stimulierten glatten Gefallmuskelzellen. Einige weitere Autoren zeigten, dass
Glukokortikoide in der Lage sind, die NF-kB-Aktivitat zu hemmen, was als
hauptsachlicher Mechanismus der anti-inflammatorischen  Effekte  der
Glukokortikoide angesehen wird.

AulRerdem belegen weitere Arbeiten, dass der Transkriptionsfaktor NF-xB fur die
LPS- und Zytokin-Induzierung der iNOS-Promotor bei Nagern bendtigt wird

[94,95]. Mittels in vitro-Studien konnte eine Protein-Protein-Interaktion zwischen

16



EINLEITUNG

NF-x<B und Glukokortikoidrezeptoren nachgewiesen werden, was ihre
gegenseitige wechselseitige Hemmung der Transkriptions-Aktivitat erklaren
konnte [96,98]. Weiterhin wurde eine Glukokortikoid-induzierte Transkription von
IxB-a als Mechanismus der Glukokortikoid-vermittelten Immunsuppression gezeigt
[99,100].

1.8 ToxISCHE EFFEKTE VON NO

NO ubt sowohl zytoprotektive als auch zytotoxische Effekte aus. Die zytotoxische
Aktivitat von NO beinhaltet unter anderem die Produktion der hoch-reaktiven
Substanz Peroxynitrat (ONNO") [8]. Diese Substanz ist durch Reaktion mit
verschiedenen Zielmolekllen, einschlieBlich Hydroxyl- und Sulfhydrylgruppen-
enthaltenden Proteinen in der Lage, direkte Gewebeschaden zu verursachen.

KAMOSINSKA et al. zeigten, dass die ONNO™-Spiegel in Zytokin-behandelten Zellen
bedeutend hoher waren als in Kontrollzellen. Peroxynitrit wirkte sich durch die
Oxidation von Aminosaure-Resten negativ auf die lonen-Kanal-Funktion aus [8].
Es zeigte sich in einigen Studien, dass es in der Lage ist, lonen-Kanalen die
Fahigkeit zu nehmen, auf reaktivierende Substanzen zu reagieren. Zum Beispiel
hemmte die Oxidation von Sulfhydrylgruppen durch Peroxynitrit Na*-Kanale [109].
Des weiteren konnte in Studien eine Korrelation der myokardialen Dysfunktion und
der Peroxynitrit-Konzentration gezeigt werden. In anderen Studien zeigte sich,
dass Peroxynitrit, ebenso wie auch andere Oxidantien, in der Lage ist, den
intrazellularen ATP-Spiegel zu erschopfen. Diese Substanzen konnen zum
Beispiel durch Hemmung der Glykolyse in die ATP-Produktion eingreifen [8].
Darlber hinaus ist NO in der Lage, Schlisselenzyme im Zitratzyklus zu hemmen.
Als einer der wichtigsten toxischen Effekte von NO wird die Storung der
mitochondrialen Atmungskette angesehen. Es konkurriert mit dem Sauerstoff auf
der Hamseite der Zytochromoxidase. Eine Reduzierung der NO-Produktion
resultiert in einer Stimulation der oxidativen Phosphorylierung und einer

gesteigerten peripheren Oz-Aufnahme.
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1.8.1 ORGAN-DYSFUNKTIONEN

Im Zuge des septischen Schocks kommt es zu einer Beeintrachtigung multipler
Organe. Dabei kommt es zunachst zu einer starken Hypotension ausgeldst durch
Vasodilatation und Herzversagen, zu einer erhohten Gefaldpermeabilitat und zu
einem verminderten Ansprechen auf konventionelle Vasopressoren wie Dopamin,

Adrenalin oder Noradrenalin
1.8.1.1 Niere

Im Verlauf eines septischen Schocks kann ein Nierenversagens auftreten, was
sich klinisch in einem Ansteigen des Plasma-Kreatinins manifestiert. Durch den
verminderten arteriellen Systemdruck kann es zu einer direkten glomerularen
Schadigung kommen. Die glomerulare Permeabilitat nimmt ab und es stellt sich
eine Verminderung der glomerularen Filtrationsoberflache ein. Weiterhin kann eine
intratubulare Obstruktion durch Tubuluszellpartikel auftreten. Klinisch wird eine
Oligurie und Anurie und damit verbunden eine Retention harnpflichtiger

Substanzen beobachtet.
1.8.1.2 Leber

Bei endotoxinamischen Ratten entwickelt sich eine signifikante Leberdysfunktion,
erkennbar durch den Anstieg der Leber-Transaminasen. Ob NO zu diesen
Veranderungen fuhrt, wird gegenwartig noch diskutiert. Auf der einen Seite sorgt
NO durch seine vasodilatatorischen und antithrombotischen Eigenschaften fir den
Erhalt der Leberperfusion. AuRerdem ist es in der Lage, Superoxid abzufangen.
Auf der anderen Seite kdnnen exzessiv hohe NO-Werte die Bildung anderer freier
Radikale verstarken und einige fur den Lebenserhalt der Zelle unerlassliche
Stoffwechselwege blockieren [3].

CURRAN et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen der NO-Produktion
und der Hemmung der Proteinsynthese in der Leber in vitro [47], was einerseits
einen schadlichen Einfluss von NO wahrend der Sepsis nahe legt. Andererseits
zeigte sich bei in vivo-Modellen bei Mausen, dass eine L-NMMA-Behandlung bei
LPS-induzierter Sepsis mit signifikanten Leberschaden assoziiert war, welche sich

durch erhdhte Leber-Transaminasen manifestierten [48].
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1.8.1.3 Myokard

Auch am Herzen kommt es Zytokin-vermittelt unter anderem zu einer verstarkten
Bildung von durch die iINOS gebildetem NO. FERDINANDY et al. beschaftigten sich
eingehend mit der Rolle von Peroxynitrit und dem myokardialen Versagen bei
Induktion der iINOS durch Vermittlung proinflammatorischer Mediatoren am
isolierten Herzen von Ratten [20]. Sie zeigten auf, dass proinflammatorische
Zytokine auch zu einer gesteigerten Aktivitat der INOS im Myokard fihren und die
daraus resultierende verstarkte Bildung von NO einen grof3en Anteil an der
eingeschrankten mechanischen kardialen Funktion tragt. LNA, N-nitro-L-Arginin,
ein NOS-Inhibitor, konnte den Zytokin-vermittelten Verlust myokardialer
Funktionsfahigkeit teilweise wieder herstellen. Als aul3erordentlich wichtig stellte
sich dabei die Bildung von Peroxynitrit aus der Reaktion von NO mit Superoxid
heraus. Dies aus der Beobachtung, dass FeTPPS, ein Katalysator des
Peroxynitrit-Zerfalls, ein Aufheben des Verlusts der kardialen Funktionsfahigkeit
einhergehend mit einem Absinken der Peroxynitrit-Konzentration im Perfusat
erreichte. Des weiteren zeigten sie eine signifikante Korrelation zwischen
myokardialer Funktion und Peroxynitrit-Konzentration auf.

Insgesamt haben in vitro Studien sowohl positive als auch negative Effekte der
NOS-Hemmung auf die Herzfunktion gezeigt. In verschiedenen Studien konnte in
Kardiomyozyten, isolierten Papillarmuskeln und bei Herzpraparaten eine
verminderte Kontraktilitdt nachgewiesen werden. Ein Anstieg der INOS-mRNA in
der Wand des linken Ventrikels bei Endotoxin-behandelten Ratten war nach 30
min zu verzeichnen, wobei sich ein Peak nach 3h zeigte [49]. Der dazugehdrige
Anstieg der NO-Werte in isolierten Kardiomyozyten bei Ratten zeigte sich bei
BALLIGAND et al. [50] nach 3h, mit einem Peak nach 6h. Eine unselektive NOS-
Hemmung stellte sich durch seine Effekte auf die Koronar-Gefalle als kritisch dar.

Andere Ergebnisse lieferten die Arbeiten von GRANDEL et al. [23]. Diese arbeiteten
mit isolierten Herzen von Ratten, welche mit dem alpha-Toxin von Staph. aureus
perfundiert wurden und stellten dabei eine Hochregulation der cNOS, nicht jedoch
der INOS fest. Untermauert wurden die Ergebnisse durch ein Ansteigen des
intrazelluldren Ca?'Spiegels, dem wichtigsten Mechanismus der Ca?"abhangigen

cNOS. Daneben konnte die Toxin-induzierte Freisetzung von NO durch den
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selektiven iINOS-Inhibitor PBITU nicht gehemmt werden, sehr wohl jedoch durch
den nicht-selektiven NOS-Inhibitor L-NMMA. Mit Hilfe immunhistochemischer
Techniken gelang es, einen deutlichen Anstieg der Expression der cNOS
nachzuweisen, nicht jedoch der iNOS.

Der Anstieg der NO-Synthese unter den Bedingungen der alpha-Toxin-Perfusion
wurde dabei als Mechanismus verstanden, welcher die vasokonstriktorische
Antwort der Koronargefalle auf bakterielle Agenzien abschwachen soll. Im
Einklang damit steht die Beobachtung, dass die Toxin-induzierte NO-Synthese in
Anwesenheit von L-Arginin, dem Substrat der NO-Synthase, gesteigert war und
der gesteigerte koronare Perfusionsdruck abgesenkt werden konnte [23]. Neben
dem direkten Einfluss von NO auf die Koronarien, vermuteten GRANDEL et al. auch
eine positive Beeinflussung der Kontraktilitat des Myokards durch NO. Dies, weil
die Hemmung der NO-Synthase durch L-NMMA sowohl die koronare
Vasokonstriktion als auch die Hemmung der Kontraktilitat unter dem Einfluss des
Toxins verstarkte. Eine weitere interessante Erkenntnis lieferte die Arbeit mit
Zaprinast, einem spezifischen Phosphodiesterase-5-Inhibitor, welches den Abbau
von cGMP, dem intrazellularen second messenger von NO, katalysiert. Sowohl die
NO-vermittelte Vasodilatation als auch die Veranderungen der myokardialen
Leistungsfahigkeit werden der cGMP-Bildung, resultierend aus der cNOS-
Aktivierung, zugeschrieben. Im Experiment konnte Zaprinast die koronare
Vasokonstriktion bei alpha-Toxin-Perfusion deutlich abschwachen, was die These,
dass die vasodilatatorischen Effekte der NO-Bildung uber ansteigende cGMP-
Spiegel vermittelt werden, unterstutzt. Ebenso zeigte sich eine Abschwachung der
Hemmung der Kontraktilitdt unter Zaprinast. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit Vermutungen, dass die durch die koronare Vasokonstriktion verursachte
Mangelversorgung der regionalen Perfusion bei Toxin-Exposition der Hauptgrund
fur die myokardiale Depression ist und die Toxin-vermittelte NO-Freisetzung den
Verlust der Kontraktilitat teilweise wieder aufhebt, indem es der Vasokonstriktion
entgegenwirkt [23]. Ahnliches zeigt die Arbeit von AVONTUUR et al., welche
postuliert, dass eine fokale Ischamie und ein Verlust der Kontraktilitat im isolierten

Herzen endotoxinamischer Ratten bei Blockade der NO-Synthase resultiert [110].

20



EINLEITUNG

1.8.1.4 Septischer Darm

Gerade der Intestinal-Trakt ist im besonderen Malde in das septische Geschehen
involviert. Um die Vorgange, die sich bei der Sepsis, aber auch bei Traumen,
Entzindungen oder Insulten dort abspielen, verstehen zu kénnen, muf® man den
besonderen anatomischen Gegebenheiten Rechnung tragen.

Zunachst ist es die einzigartige Gefallanatomie der intestinalen Villi mit dem
gegenstromenden Sauerstoffaustausch, der die Mucosa gegenuber einer Hypoxie
sehr empfindlich macht [24]. Auch ist die normale Blutverteilung in der Wand des
Darmes nicht homogen. Der mittlere mucosale Blutfluf3 ist zwei bis vier Mal gréRer
als der Blutfluy in der Muscularis. Dies, um den hohen Sauerstoffbedarf der
Mucosa zu decken. AulRerdem stellt die intakte Mucosa eine Barriere dar, welche
eine Translokation von Bakterien und bakteriellen Toxinen in die systemische
Zirkulation verhindert [26].

Es wurde gezeigt, dass Endotoxin die intestinale Permeabilitat sogar bei
gesunden Probanden steigert, was zeigt, dass Endotoxin selbst die weitere
Translokation von Bakterien und Endotoxin induziert und so zum Erhalt der Sepsis
und des septischen Schocks in einem Sich-selbst-erhaltenden-Prozef flhrt. Eine
gesteigerte mucosale Permeabilitat stellt dabei ein frihes Zeichen einer
Schadigung der intestinalen Mucosa dar [26].

In experimentellen Studien wurde eine durch LPS induzierte Hemmung der glatten
Muskulatur im Darm von Ratten nachgewiesen. Mit der Wirkung einer
experimentellen Endotoxinamie auf die intestinale Vvilldse Mikrozirkulation
beschaftigten sich unter anderem SCHMIDT et al. [26]. Versuchsratten, bei welchen
durch eine intraperitoneale LPS-Bolus-Injektion eine Endotoxinamie induziert
wurde, zeigten trotz adaquater Volumenzufuhr intestinale mucosale Schadigungen
mit Gewebehypoxie und gesteigerter Laktatproduktion. Die Autoren dieser Studie
vermuten, dass in der intestinalen Mikrozirkulation regulatorische Reaktionen
existieren, welche die mucosale Perfusion trotz gesteigerter Blutzufuhr zu den
Organen reduzieren.

SPAIN et al. beobachteten in einer Arbeit innerhalb einer Stunde nach Induktion
einer Bakteriamie eine Verschlechterung der intestinalen mikrovaskularen

Durchblutung [25]. Verursacht wurde dies sowohl durch eine Konstriktion der
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grollen zuflihrenden als auch der kleinen pramucosalen Arteriolen. Aus der
Vasokonstriktion resultierte ein reduzierter mikrovaskularer Blutfluss und eine
mucosale Hypoperfusion.

In dem Endotoxinmodell von SCHMIDT et al. konstringierten die zentralen villésen
Arteriolen um 17 % und der mucosale Blutfluld nahm, trotz Erhalt des mittleren
arteriellen Blutdruckes, um 30 % ab [26]. Die in dieser Studie beobachtete
Reduktion des Blutflusses in den Villi steht in Ubereinstimmung mit der Erkenntnis,
dass die frihen histologischen Veranderungen der intestinalen ischamischen
Schadigungen in  Form fleckformiger Nekrosen der oberflachlichen
Epithelschichten an der Spitze der Villi lokalisiert sind. Diese Ergebnisse stimmen
weiterhin mit Beobachtungen VALLETS et al. Uberein, welche eine deutliche
Ruckverteilung innerhalb der Organwande, weg von der Mucosa hin zur
Muscularis, wahrend der Sepsis beschrieben [111]. Die Reduktion der Perfusion
der Villi ist dabei von einer Abnahme des Durchmessers der Hauptarteriole
begleitet. Auch andere Gruppen, welche mit Modellen einer normotensiven Sepsis
induziert durch lebende Escherechia coli arbeiteten, beschreiben einen Rickgang
der segmentalen Durchblutung, gemessen in den mesenterialen Arkaden-Arterien
[51,52]. In diesen Studien war die Reduktion der segmentalen Durchblutung von
einer durchgehenden Abnahme der Durchmesser der Gefalle von den
zufuhrenden bis zu den submucosalen Arteriolen der Organwand begleitet. Auch
FARQUHAR et al. berichteten Uber eine reduzierte Kapillar-Perfusion der
intestinalen Mucosa infolge caecaler Ligatur und Punktion, trotz adaquater
Volumenzufuhr [24]. Diskutiert wurde dabei, ob diese Veranderungen auf einer
gehemmten Zellfunktion, einer verstarkten Produktion von Vasokonstriktoren oder
einer Kombination von beidem beruhen. Anhand von Messungen konnte in den
bakteriamischen Ratten keine Veranderung der Antwort auf topische ACh-
Applikation sowohl der zufuhrenden als auch der pramucosalen Arteriolen
nachgewiesen werden. Die Vasokonstriktion auf Noradrenalin-Gabe hingegen war
in den pramucosalen Arteriolen deutlich verschlechtert. In diesem Zusammenhang
wird ein unterschiedliches Ansprechen der zuflihrenden und der pramucosalen

Arteriolen auf die Bakteriamie vermutet.
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Mit dem histologischen Korrelat der Endotoxin-Wirkung auf die Mucosa
beschaftigten sich CROUSER et al. [27]. In ihrer Arbeit verabreichten sie Katzen
LPS intravends. Zwei Stunden nach Verabreichung zeigten sich epitheliale
Nekrosen und damit einhergehende zellulare und mitochondriale Schadigungen
im Epithel des lleum trotz unveranderter Werte der ilealen Sauerstoffgewebe-
Konzentrationen, des Blutvolumens und des Blutflusses. Die Autoren vermuteten,
dass die Schadigungen eher aus Nekrosen als aus Apoptosen resultierten. Es
zeigten sich Rundungen der Zellkerne mit einem Fehlen der Kernchromatin-
Kondensation. Des weiteren starke Schwellungen der Mitochondrien mit Spaltung
der Membran-Integritat. Obwohl die Schadigung der Mitochondrien von milden zu
schwerwiegenden Formen bei den LPS-behandelten Tieren variierte, war die LPS-
Behandlung im Durchschnitt mit einer signifikanten Schwellung aller
mitochondrialer Raume, im besonderen der Cristae, assoziiert. Die beobachteten
frihen zellularen und subzellularen Veranderungen stimmten mit Zellnekrosen
Uberein und traten ohne signifikante Veranderungen der ilealen Durchblutung oder
Sauerstoffverfligbarkeit im Gewebe auf. Innerhalb der ersten vier Stunden nach
LPS-Behandlung zeigte sich kein signifikanter Anstieg der Apoptosen. Im
Gegensatz dazu stellten sich die Epithelzellen und Mitochondrien bei den
Kontrolltieren als normal dar. Vier Stunden nach Behandlung wurde in den Spitzen
der Villi ein signifikanter Anstieg der Kernchromatin-Fleckung beobachtet. Der
Apoptose-Index stieg auf annahernd das flinffache des Ausgangswertes an,
wohingegen bei den Kontrolltieren nur kleine Veranderungen beobachtet werden
konnten. Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden konnte im ilealen Gewebe ein
signifikanter Anstieg des Vorkommens der induzierbaren NO-Synthase gezeigt
werden. Diese Bedingungen waren in den Spitzenregionen der Villi vorherrschend
und primar auf die Epithelzellen beschrankt [27].

Weiterhin kommt es wahrend der Sepsis und dem Multiorganversagen haufig zu
einer gastrointestinalen Dysmotilitat. Gegenwartige Daten unterstitzen die
Hypothese, dass bakterielle Toxine, im besonderen Endotoxin und Zytokine,
primar im Darmkanal gebildet, als verursachende Faktoren eines Sepsis-
induzierten lleus fungieren. Weiterhin wurde festgestellt, dass Endotoxin eine

Leukozyten-Infiltration innerhalb der Muscularis verursacht und eine profunde
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Reduktion der mechanischen Aktivitat der intestinalen glatten Muskulatur bewirkt.
In diesem Zusammenhang zeigen sich aktivierte Makrophagen als bemerkenswert
wandelbare Zellen, welche Uber einhundert verschiedene Substanzen im
UbermaR, einschlieRlich Prostaglandinen, Leukotrienen und NO, sezernieren
kénnen. Viele dieser Faktoren sind bekannt, die kinetischen Eigenschaften der
gastrointestinalen glatten Muskulatur direkt zu verandern und sind potentielle
Vermittler des intestinalen lleus.

ESKANDARI et al. verzeichneten in einer Arbeit nach intraperitonealer LPS-Bolus-
Injektion eine gesteigerte Expression der INOS mRNA mit einem Peak nach 3 Stunden
[29]. Der Grofteil des iINOS-Proteins schien im Netzwerk der in der Muscularis
lokalisierten Makrophagen vorhanden zu sein. LPS-Injektion und die daraus
resultierende Hochregulation der iINOS wurde von einer deutlichen Abnahme der
spontanen Kontraktilitat der glatten Muskulatur gefolgt. Die zirkulare Muskulatur LPS-
behandelter Wild-Typ-Mause zeigte eine signifikante Hemmung der spontanen
Muskelaktivitat um 57 %. Um den grof3en Stellenwert der iINOS in diesem Prozess zu
demonstrieren, zeigten ESKANDARI et al. einerseits eine Verbesserung der durch die
LPS-induzierten Verschlechterung der Aktivitat der zirkularen glatten Muskulatur durch
die selektive iINOS-Hemmung durch L-NIL um 44%. Andererseits zeigte sich durch
alleinige L-NIL-Behandlung von jejunalen Muskelfasern der Maus unbehandelter
Kontrolltiere oder unbehandelter INOS-Knockout-Mausen keine Zunahme der Aktivitat
der glatten zirkularen Muskulatur. Bei Behandlung der iNOS-Knockout-Tiere mit LPS
war die spontane Aktivitat der Muskelfasern erheblich geringer eingeschrankt als in den

Wild-Typ-Mausen und L-NIL anderte die spontane Aktivitat nicht.

1.9 LPS UND GLATTE MUSKULATUR

Eine weitere Konsequenz der Verabreichung von LPS mit daraus resultierender
Induktion der INOS und erhdohten NO-Werten, ist die verminderte
Kontraktionsfahigkeit glatter Muskelzellen besonders der arteriellen GefalRe. Dort
kommt es typischerweise zu einer verminderten Ansprechbarkeit auf

konventionelle Vasopressoren.

24



EINLEITUNG

Mit der Frage, inwiefern die INOS flur diese LPS-vermittelten Effekte verantwortlich
ist, beschaftigte sich eine Arbeit von Boyle et al.[13]. Dort arbeiteten sie einerseits
mit Mesenterial-Arterien von Wild-Typ- andererseits von iNOS-Knockout-Mausen.
LPS-Applikation flhrte in den Gefallen der Wild-Typ-Mause zu einer deutlichen
Reduktion der Noradrenalin-induzierten Kontraktion im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, welcher die gleiche Menge physiologischer Kochsalzlésung
verabreicht  wurde. Diese Reduktion  der  Noradrenalin-vermittelten
Kontraktionskraft konnte durch Behandlung mit dem relativ spezifischen iINOS-
Inhibitor Aminoguanidin wieder hergestellt werden.

Im Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung der iNOS-Knockout-Mause mit LPS zu
keiner signifikanten Beeintrachtigung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion in
den Gefalen. Verabreichung von Aminoguanidin flhrte in dieser Versuchsgruppe
weiterhin zu keiner gesteigerten Noradrenalin-induzierten Kontraktion.

Gab es bisher Versuchsmodelle der Sepsis, in welchen durch nicht-selektive oder
selektive NO-Synthase-Inhibition nur ein kleiner, keiner oder sogar ein nachteiliger
Effekt erzielt wurde, gibt die Arbeit eindeutige Anhalte fur die Verantwortlichkeit
der iNOS fur die verminderte Ansprechbarkeit der Gefalke nach LPS-Gabe. Die
Beobachtung, dass Aminoguanidin die Noradrenalin-induzierte Kontraktion nach
LPS-Behandlung nicht wieder voll herstellen konnte, wohingegen das Fehlen des
iINOS-Gens dies konnte, deutet darauf hin, dass die INOS-Expression eine
zentrale Rolle in der Entwicklung der Effekte von LPS auf die Ansprechbarkeit der

Mikrozirkulation auf Vasokonstriktoren spielt.
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1.10 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Bei der Behandlung der septischen Krankheitsbilder fehlt gegenwartig ein
adaquates Therapiekonzept, welches sowohl den Erhalt der makrozirkulatorischen
Verhaltnisse der Patienten gewahrleistet ohne dabei zu einer Verschlechterung
der mikrozirkulatorischen  Durchblutung zu fuhren und somit eine
Verschlechterung des Krankheitsgeschehens zu bedingen.

Um neue Erkenntnisse in dieser Richtung zu erlangen, sollte bei der vorliegenden
Arbeit ein Modell des septischen Schocks der Ratte entwickelt werden, welches es
ermoglicht, gegenwartige Therapieformen miteinander zu vergleichen und
gleichzeitig neue Therapieansatze in Bezug zu diesen setzen zu konnen. Dabei
sollten die Verlaufe sowohl der makrozirkulatorischen als auch der
mikrozirkulatorischen Verhaltnisse unter Kontrollbedingungen, ohne Therapie und
unter den verschiedenen Therapiekonzepten invivo aufgezeichnet und ein
Vergleich ermdglicht werden. Erstes Ziel war die Induktion des septischen
Schocks in  einem Ganztiermodell durch intravenése Injektion des
Lipopolysaccharids von Salmonella Arbotus Equii. In diesem Modell sollten
anschlielend etablierte Therapieverfahren des septischen Schocks, wie
Volumensubstitution oder Katecholamininfusion, die der Stabilisierung des
Blutdruckes dienen, mit einem neuen Therapieverfahren verglichen werden. Dies
umfasste die Hemmung der NO-Synthasen, welche eine herausragende Rolle im
septischen  Schock spielen, mit verschiedenen Hemmstoffen. Unter
Berucksichtigung des arteriellen Blutdruckes (Makrozirkulation) sollte ein Fokus
dieser Arbeit auf Stérungen der mucosalen Hamoglobinoxygenierung
(Mikrozirkulation) gelegt werden, welche mittels spektrophotometrischer
Techniken quantifiziert werden sollten.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wertigkeit der verschiedenen Therapieformen
miteinander vergleichen zu koénnen und gleichzeitig neue Therapieansatze
aufzuzeigen. AbschlieRend sollte eine Beurteilung Uber die Wertigkeit der einzelnen

Therapien unter Beachtung der relevanten Gesichtspunkte moglich sein.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 BESCHREIBUNG DES VERWENDETEN GANZTIERMODELLS

Bei dem verwendeten Ganztiermodell der Ratte handelt es sich um ein seit 1998 in der
Arbeitsgruppe SEEGER et al. angewandtes Modell. Die Verwendung eines
Ganztiermodells ermdglicht es, pathophysiologische Zusammenhange in vivo am
Ganztier experimentell zu demonstrieren und verschiedene Parameter zu registrieren.
Gleichzeitige Messungen an unterschiedlichen Organsystemen sind méglich.

So erlaubt der in vivo Versuchsmodus die kontinuierliche Messerfassung
biophysikalischer Parameter wie zum Beispiel dem systemisch arteriellen Druck, dem
rechtsventrikularen Druck, dem zentralvendsen Druck, dem Beatmungsdruck oder aber
auch die gleichzeitige Aufzeichnung der Mikrozirkulationsverhaltnisse der Darmmucosa.
Dies stellt gerade in der hier zu bearbeitenden Problemstellung die grofRe
Bedeutung des Ganztiermodells mit in vivo Messung dar, da Auswirkungen und
Zusammenhange verschiedener Organsysteme hiermit darstellbar werden und

Organsysteme nicht isoliert betrachtet werden sollten.

2.1.1 VERSUCHSTIERE

Fir die Versuchsreihe wurden ausschlieRlich mannliche Ratten (CD-Ratten) der
Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 300 und
450g verwendet.

Die Unterbringung der Tiere erfolgte in bereits bestehenden Tierstallungen. Die
Pflege der Tiere wurde von angestellten, examinierten Tierpflegern der Justus-
Liebig-Universitat Gielten durchgefiihrt. Eine tierschutzgerechte Vorgehensweise
war somit gewahrleistet und wurde durch die Genehmigung des
Regierungsprasidiums GieRen mit dem Aktenzeichen Il 25.3-19c 20/15 (1)-51/98
gestattet.
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2.1.2 PRAPARATION

- Erster Versuchsschritt
Im ersten Versuchsschritt, der Injektion des Lipopolysaccharids oder aber in den
Kontrollgruppen der physiologischen Kochsalzlésung, wurden die Tiere mit einer
Dosis von 1 ml Fentanyl, entsprechend 0,125 mg pro Kilogramm Korpergewicht
(kg/KG), und einer Dosis von 100 ul Domitor, entsprechend 0,25 mg pro
Kilogramm Korpergewicht (kg/KG), intraperitoneal, anasthesiert. Nach einer
Einwirkdauer von 15 Minuten und einer Kontrolle der Anasthesie durch Prifung
der Zwischenzehenreflexe, wurde mit der Praparation begonnen.
Um eine weitere Gewahrleistung schmerzfreier Praparationen zu sichern, wurde
im Bereich oberhalb der linken Vena jugularis interna mit 2 % Xylocain eine
Quaddel gesetzt. Mit einem Skalpell wurde ein etwa 1 cm langer Schnitt gesetzt
und unter schichtweiser Praparation die linke Vena jugularis interna dargestellt.
Unter Zuhilfenahme einer Pinzette wurde diese dann mit 2 Faden umschlungen
und kranialwarts unterbunden. Nach Schaffung eines vendsen Zugangs durch
Kanulierung der Vene unter strenger Beachtung der Vermeidung einer Embolie,
wurde das Lipopolysaccharid der Gattung Salmonella abortus geldst in 0,9 %iger
Kochsalz-Ldsung intravends verabreicht. Anschliefend wurde unter gleichzeitiger
Entfernung des Zugangs auch der kaudalwarts gerichtete Anteil der Vena
Jugularis interna unterbunden, das Praparations-Gebiet mit 2% Xylocain
gequaddelt und die Wundstelle vernanht.
Zur Aufhebung der Narkose wahrend der Inkubationszeit wurde zur Antagonisierung der
Wirkung des Fentanyls und des Domitors Naloxon und Antisedan in einer Dosierung von
0,05 bzw 0,125 mg pro Kilogramm Korpergewicht intraperitoneal und Naloxon zusatzlich
in einer Dosierung von 0,05 mg pro Kilogramm Korpergewicht subcutan verabreicht.

- Zweiter Versuchsschritt
Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden erfolgte die zweite Versuchsphase. Die
Versuchstiere wurden mit Pentobarbital-Natrium in einer Dosierung von 40 mg pro
Kilogramm Korpergewicht (kg/KG) intraperitoneal anasthesiert. Nach einer Einwirkzeit
von 10-15 Minuten wurde zur Kontrolle der Anasthesie der Zwischenzehenreflex

gepruft. Zur weiteren Schmerzausschaltung wurde im Halsbereich grof3zigig eine

28



MATERIAL UND METHODEN

Hautquaddel mit 2% Xylocain gesetzt. Durch schichtweise Praparation unter
Schonung anliegender Gefalle wurde die Trachea zur Darstellung gebracht und mit
einer offenen Ligatur unterbunden. Nach Erdffnen der Trachea durch Inzision
zwischen zwei Trachealknorpel und Einbringen eines Endotrachealtubus begann die
kontrollierte Beatmung mit einem Gemisch aus 50 % Sauerstoff und 50% Stickstoff
bei einem Atemzugvolumen von 3 ml, einer Atemfrequenz von 60/min und einem
positiv endexspiratorischen Druck von 1 cm Wassersaule. Zur weiteren
Narkotisierung erhielten die Tiere intraperitoneal Ketaminhydrochlorid.

Im nachsten Schritt wurde durch vorsichtige Praparation zunachst die
rechtsseitige Vena jugularis interna dargestellt und mit zwei Faden umschlungen.
Anschlie®end wurde unter Schonung des anliegenden Nervus vagus die linke
Arteria carotis communis freigelegt und ebenfalls mit zwei Faden umschlungen.
Nach Abbinden der rechtsseitigen Vena jugularis interna durch einen der beiden
Faden erfolgte das Einlegen einer Schleuse, einerseits zur Schaffung eines
vendsen Zugangs, andererseits als Zugangsweg fur die rechtsventrikulare
Druckmessung. Unmittelbar nach Fixierung der Schleuse durch den verbleibenden
Faden erfolgte, zur Antikoagulation, eine intravendse Heparinisierung Uber den
vendsen Zugang. Nach Unterbinden der linken Arteria carotis communis
kranialwarts wurde ein Druckaufnehmer Uber einen Guide eingelegt, dieser mit
einem Faden fixiert und mit der Druckaufzeichnung des systemisch arteriellen
Druckes uber den Druckaufnehmer begonnen.

Anschlieend wurde unter Kontrolle des systemisch arteriellen Druckes ein PE50-
Katheter Uber die Schleuse zur rechtsventrikularen Druckaufzeichnung in den
rechten Ventrikel eingefiihrt. Uber diesen erfolgte eine kontinuierliche Erfassung
der rechtsventrikularen Druckverhaltnisse. Zur Erfassung der aus dem Blut zu
bestimmenden Parameter wurden nun sowohl ein vendser als auch ein arterieller
Astrup abgenommen.

Um eine vollstdndig kontrollierte Beatmung zu gewahrleisten, wurde das
Versuchstier durch eine Pancuronium-Infusion Uber einen Perfusor Uber die
Schleuse relaxiert. Dies mit einem Pancuronium/NaCl-Gemisch [1:4], in einer

Dosierung von 1 mi/h, entsprechend 0,1 mg pro Kilogramm Korpergewicht (kg/KG).
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Im Anschluss daran wurde unter vorigem Setzen einer Quaddel mit 2 % Xylocain
ein Hautschnitt im rechten Quadranten des Unterbauches mit einem Skalpell
durchgefuhrt. Zur Schaffung eines transabdominellen Zugangs mussten dann die
entsprechenden Muskelschichten mit einem Skalpell durchtrennt werden, um im
Folgenden durch das Peritoneum zur Bauchhéhle zu gelangen. Nach Setzen einer
Inzision eines Dunndarm-Abschnitts von etwa 3-4 mm Lange wurde um diesen
Bereich eine Tabaksbeutel-Naht gelegt und die Mess-Sonde des Empho Il
eingefuhrt und durch Zuziehen der Naht fixiert. Im Anschluss an diese Schritte,
begann die Aufzeichnung der Hamoglobinoxygenierung der relativen
Hamoglobinkonzentration in der Dunndarm-Mucosa.

Die gesamte Praparation wurde in einem Zeitraum von maximal 30 Minuten
durchgefuhrt. Dies unter kontinuierlicher kontrollierter Beatmung und sterilen
Bedingungen. Somit erfolgten die nachkommenden Therapieinterventionen unter
Aufzeichnung des systemischen arteriellen und des rechtsventrikularen
Blutdrucks, des Beatmungsdruckes, der Perfusion der Dunndarmmucosa sowie
der Uber Blutentnahme durch ein Blutgasanalysegerat bestimmten Blutparameter
(pO2, pCO,, pH-Wert, Sauerstoffsattigung, Hydrogencarbonat (HCOs3-), Base-
Excess, Plasma-Nitrat und -Laktat) sowohl arteriell als auch vends.

Nach Beendigung der Praparation erfolgten, je nach Zugehorigkeit zu
verschiedenen Therapiegruppen, unterschiedliche Therapie-Interventionen. Diese
setzten 5 Minuten nach Beginn der kontinuierlichen Datenerfassung ein. Uber den
kompletten Versuchszeitraum erfolgten halbstindige arterielle und vendse

Blutentnahmen Uber die eingebrachten Druckaufnahme-Katheter.

2.2 ANSETZEN DES LIPOPOLYSACCHARIDS

Zur Induktion des septischen Schocks wurde den Versuchstieren
Lipopolysaccharid der Bakteriengattung Salmonella abortus intravends injiziert.
Dieses wurde in 0,9 %iger Kochsalzlésung in einer Dosierung von 10 mg

Lipopolysaccharid pro Milliliter angesetzt und anschliel’end bei —20° C gelagert.
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2.3 BLUTENTNAHME

Die Blutenthahmen wurden mit einer 1 ml Spritze durchgefuhrt. Ein
Blutvolumen von circa 100 pl sowohl arteriellen als auch vendsen Blutes
wurde benotigt. Nach Entnahme des Blutes wurde eine Durchspulung der
Katheter mit physiologischer Kochsalzldsung durchgefihrt, einerseits zur
Ersetzung des enthommenen Blutvolumens, andererseits zur Sicherstellung
der weiterhin korrekten Druckaufnahme.

Unmittelbar nach Gewinnung des Blutes wurde dieses in ein
Blutgasanalysegerat aufgegeben und folgende Parameter bestimmt: pO,,
pCO,, Sauerstoffsattigung, pH-Wert, Base Excess, HCO3-, Hamoglobin (Hb).
Das zum Erhalt des Laktat- und des Nitrat-Gehaltes enthommene Blut wurde
mit den Substanzen Trasylol ® und Pentoxyfilin ® versetzt und
anschlielend zentrifugiert. Zur Gewinnung des Plasmas wurde der
Uberstand abpipettiert und der Rest verworfen. Das Plasma wurde dann vor

Analyse der Werte bei —20° C gelagert.

2.4 MESSWERTREGISTRIERUNG

Nach Kandulierung der linken Arteria carotis communis und Einlegen einer Schleuse in
die rechte Vena jugularis interna mit anschlieRender Rechtsherzkatheterisierung bis
in den rechten Ventrikel, erfolgte eine kontinuierliche Registrierung des systemisch
arteriellen sowie des rechtsventrikularen Druckes.

Das Prinzip der Erfassung der Druckwerte beruhte auf der Erzeugung einer
stehenden Wassersaule auf Herzniveau. Diese wurde durch die mit physiologischer
Kochsalzlosung geflllten in den Gefal3en liegenden Katheter erzeugt. Die Katheter
waren mit Drei-Wege-Hahnen verbunden, welche die Uberleitung zu mit destilliertem
Wasser gefiilliten Schlduchen darstellten. Uber diese Schlduche wurde anschlieRend
die Druckwelle zu einer Wandlerkarte weitergeleitet, welche die Impulse verarbeitete
und graphisch auf einen Computer darstellbar machte. Somit konnte wahrend der
gesamten Versuchsdauer eine kontinuierliche Messwertregistrierung sowie
Messwertspeicherung erfolgen. Vor Versuchsbeginn erfolgte jeweils eine Eichung

des Messsystems.
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Abbildung 2-1: Blutdruckmessung

2.5 VENTILATION

Die Ventilation erfolgte Uber die gesamte Versuchsdauer. Um eine vollstandig
kontrollierte Beatmung zu gewahrleisten, erfolgte eine Relaxierung der
Versuchstiere durch eine Pancuronium-Infusion. Ventiliert wurden die Tiere mit
einem Atemzugvolumen von 3 ml, bei einer Atemfrequenz von 60/min und einem
positiv endexspiratorischem Druck (PEEP) von 1 cm Wassersaule mit einem 1:1
Gemisch aus Stickstoff und Sauerstoff. Wahrend des Versuchs erfolgte die

Aufzeichnung der Beatmungsdricke (Abbildung 2-2).
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Abbildung 2-2: Beatmungssystem; Positive endexspiratoric pressure ['Peep]

2.6 EMPHO Il (ERLANGER MIKROLICHTLEITER—SPEKTRO-PHOTOMETER)

Das EMPHO II (Abbildung 2-3) beruht auf dem Prinzip der Reflexionsspektroskopie,
wobei Licht einer Xenonlampe Uber ein Linsensystem auf die illuminierende Faser eines
flexiblen Kunststofflichtleiter fokussiert und durch Oberflachenkontakt auf das Gewebe
Ubertragen wird. Der reflektierte Lichtanteil wird Uber detektierende Fasern des gleichen
Lichtleiters aufgenommen. Der Lichtleiter besteht aus einer illuminierenden Faser mit
einem Durchmesser von 250 ym sowie 6 konzentrisch angeordneten detektierenden
Fasern des gleichen Durchmessers (Abbildung 2-3). Die vom Lichtleiter beleuchtete
Gewebeflache betrug ca. 750-1000 um im Durchmesser mit einer Gewebeeindringtiefe
von max. 400 um. Eine rotierende Filterscheibe mit variabler Lichtdurchlassigkeit von
500 bis 630 nm lasst das vom Gewebe reflektierte Licht in Abstanden von 2 nm
passieren und uber einen Positionsdetektor erfolgt die Registrierung der einzelnen
Filterpositionen. Das empfangene Lichtsignal wird in einen elektrischen Impuls
transformiert, verstarkt und mittels eines Computers analysiert. Der Computer nimmt
alle Daten auf, speichert sie und stellt sie grafisch als Spektren dar, aus denen die Hb-

Oxygenierung und die relative Hb-Konzentration berechnet werden kdnnen.
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des EMPHO |l (Erlanger Mikrolichtleiter-Spektro-
Photometer) a: (1) Lampe, (2) Fokusieroptik, (3) Sendefaser, (4) Empfangfaser, (5) Filterscheibe,
(6) DC-Motor, (7) Decoder, (8) Photomultiplier; b: Lichtleiter; c: Graphische Darstellung der Hb-
Oxygenierung: a Kurve guter Hb-Oxygenierung, b Kurve schlechter Hb-Oxygenierung

2.7 THERAPIE-INTERVENTIONEN

Unter Kontrolle der verschiedenen Parameter erfolgten unterschiedliche
Therapieverfahren. Praparation, LPS-Injektion, Inkubationszeit und Anasthesie
wurden in allen Gruppen konstant gehalten, so dass sich die verschiedenen

Therapiegruppen nur anhand der durchgefuhrten Therapie unterschieden.

2.7.1 VOLUMEN-THERAPIE

Da der septische Schock durch massive Flussigkeitsverschiebungen vom Intra- in
den Extravasal-Raum gepragt ist, wurde bei der ersten Therapie-Gruppe eine

alleinige Volumen-Therapie in Form physiologischer Kochsalzlésung durchgefuhrt.
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Dieses Volumen betrug 15 ml pro Kilogramm Korpergewicht (kg/KG) x h und
wurde kontinuierlich per Infusionen mit einem Perfusor injiziert (15 ml/kg x h).

2.7.2 KATECHOLAMIN-THERAPIE

Zur Kompensation des massiven Blutdruckabfalls durch Abnahme des peripheren
Widerstandes wurde der zweiten Versuchsgruppe kontinuierlich Noradrenalin in
einer Dosierung von 0,01 bis 10 ug pro Kilogramm Korpergewicht x min geldst in

physiologischer Kochsalzlésung per Infusionem zugefthrt (0,01-10 pg/kg x min).

2.7.3 L-NMMA

Zur nicht-selektiven NO-Synthase-Inhibition wurde eine weitere Therapie-Gruppe mit
L-NMMA als Inhibitor aller NO-Synthase-Untergruppen behandelt. Dieses wurde in
physiologischer Kochsalzlosung angesetzt und in einer Dosierung von 150 pg pro
Kilogramm Korpergewicht (kg/KG) x min als Infusion verabreicht (150 pug/kg x min).

2.7.4 1400W

Als spezifischer Inhibitor der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) kam in der letzten
Therapiegruppe die Substanz 1400W zum Einsatz. 1400W, ein spezifischer iNOS-
Inhibitor, wurde in physiologischer Kochsalzlésung gelést und als Bolus in einer
Dosierung von 3mg pro Kilogramm Kaorpergewicht Uber einen Zeitraum von 2 Minuten
intravenos injiziert. Die Wahl der Verabreichungs-Form der Substanz als Bolus oder

Infusion erfolgte durch diverse Vorversuche.

2.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM). Die
einzelnen Werte waren normalverteilt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden durch Varianzanalyse und einen Student-Newman-

Keuls post-hoc Test fur multiple Vergleiche ermittelt (p-Wert <0.05).

35



ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1 KONTROLL- UND STANDARDBEDINGUNGEN

Bei den Kontrolltieren zeigten sich die hamodynamischen Parameter und
arteriellen Blutgase in physiologischen Bereichen (Abbildungen 3-1, Tabelle 3-1).
Der systemisch arterielle Druck blieb nach der dreistindigen Inkubationszeit Uber
die gesamte Versuchsdauer von 2 Stunden konstant und zeigte keine grof3en
Schwankungen. Ebenso unterlagen die rechtsventrikularen Dricke wahrend der
Aufzeichnungen kaum Schwankungen und bewegten sich in den 120 Minuten in
engen Grenzen (Abbildung 3-2). Die maschinelle Beatmung sorgte fur eine
suffiziente Sauerstoffversorgung, so dass sich der arterielle pO, nicht signifikant
anderte und sich im Bereich zwischen 200 und 240 mmHg bewegte. Die arterielle
COz-Konzentration konnte durch die kunstliche Beatmung gut gesteuert und so im
unteren Referenzbereich gehalten werden. Dadurch konnten insgesamt sehr
befriedigende metabolische Verhaltnisse geschaffen werden, resultierend in einem
arteriellen pH-Wert von etwa 7,34 (Tabelle 1).

Ebenso wie die systemische Makrozirkulation zeigte auch die Mikrozirkulation,
gemessen anhand der ilealen Mucosa-Hamoglobin-Oxygenierung, in den
Kontrolltieren sehr konstante Bedingungen. Es wurde eine sehr enge Verteilung
der relativen Hamoglobin-Oxygenierung mit Werten im wesentlichen zwischen
40% und 60 % gemessen, welche sich wahrend des Versuchs nicht bedeutend
anderte (Abbildung 3-3). Werte einer relativen Hamoglobin-Oxygenierung unter
30% und Uber 70 % kamen praktisch nicht vor, so dass sich anndhernd 90 % der
gemessenen Konzentrationen zwischen 40 % und 60 % bewegten. Gleiches galt
fur den Laktatspiegel, der am Ende des Versuchs Werte im nicht messbaren
Bereich zeigte. Am Ende der Versuchsdauer lag der Plasma-Nitrat-Spiegel bei
ungefahr 15 ymol/l (Abbildung 3-4).
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3.2 THERAPIE DER HYPOTENSION

Wie zu erwarten, zeigten nach Induktion des septischen Schocks mittels
intravendser Endotoxingabe nach Verabreichung der bakteriellen Wirkstoffe und
Verstreichen einer dreistindigen Inkubationszeit alle Versuchstiere Zeichen eines
schweren Kreislaufschocks. Die Tiere reagierten wenig auf ihre Umwelt, zeigten
eine verstarkte Atmung mit erhdhter Atemfrequenz, der Blutdruck war deutlich
gesenkt. Auf kontinuierliche Volumengabe zeigten die Versuchstiere praktisch
keine Reaktion. Eine wesentliche Blutdrucksteigerung konnte hierunter nicht
erreicht werden (Abbildung 3-1 A).

SAP NaCl/Noradrenalin
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Abbildung 3-1 A: Einfluss von Noradrenalin oder physiologischer KochsalzZlésung auf den
systemisch arteriellen Blutdruck [SAP] gemessen in der Arteria carotis communis. Angegeben ist
der systemisch arterielle Blutdruck mit dem Standardfehler von jeweils sechs unterschiedlichen
voneinander unabhangigen Experimenten. Mit Pfeil angezeigt wird die LPS-Injektion (1,5 mg/kg).
Horizontale Balken zeigen Infusionen von Kochsalz (15 mi/kg x h) und Noradrenalin (0,01 bis 10
pg/kg x min) an. Im Vergleich zur Kochsalzinfusion sind die Werte bei Noradrenalin-Infusion an

allen Zeitpunkten signifikant gesteigert (p<0,05).
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Demgegenutber konnte mit der Therapieintervention einer kontinuierlichen Noradrenalin-
Infusion eine deutliche Blutdrucksteigerung erreicht werden (Abbildung 3-1 A, 3-1 B). Diese
wurde zunachst so austitriert, dass zu Beginn der Therapiephase eine annahernde
Wiederherstellung des systemischen Blutdruckes zu verzeichnen war. Die Noradrenalin-
Infusion wurde dann so eingestellt, dass sie dem Bedarf des Blutdruckerhaltes entsprach.

Die Behandlung der septischen Versuchstiere mit dem nicht-selektiven NO-Synthase-
Inhibitor L-NMMA erfolgte ebenfalls durch eine kontinuierliche Infusion. Diese
kontinuierliche Infusion fuhrte zu einem Ansteigen des systemisch arteriellen Blutdruckes
in etwa auf das Level der Noradrenalin-behandelten Ratten (Abbildung 3-1 B). Die
Konzentration der zugefuhrten Infusions-Menge wurde Uber die gesamte Versuchsdauer
konstant gehalten. Hierunter zeigte sich ein zunachst konstanter Anstieg des systemisch

arteriellen Blutdrucks mit Ausbildung eines Plateaus gegen Ende der Versuchsdauer.
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Abbildung 3-1 B: Einfluss von Noradrenalin oder NO-Synthase-Inhibitoren auf den systemisch arteriellen
Blutdruck [SAP] gemessen in der Arteria carotis communis. Angegeben ist der systemisch arterielle Blutdruck
mit dem Standardfehler von jeweils sechs unterschiedlichen voneinander unabhangigen Experimenten. Mit
Pfeilen angezeigt werden einerseits die LPS-Injektion (1,5 mg/kg) und die Applikation von 1400 W (3 mgkg).
Horizontale Balken zeigen Infusionen von Kochsalz (15 mlkg x h), Noradrenalin (0,01 bis 10 pg/kg x min) oder
L-NMMA (150 pgkg x min) an. Im Vergleich zur Kochsalzinfusion sind die Werte bei Noradrenalin-infusion an
allen Zeitpunkten signifikant gesteigert (p<0,05). Das gleiche gilt fir L-NMMA und 1400 W.
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Die Verabreichung des selektiven iNOS-Inhibitors 1400 W nach dreistindiger
Inkubationszeit erfolgte durch einmalige intravendse Bolus-Applikation. Aus der Gabe
des Bolus resultierte ein anhaltender Anstieg des Blutdruckes, welcher nach etwa 45
Minuten in einem Plateau mindete. Dieser erreichte Blutdruckanstieg wurde Uber die

gesamte Versuchsdauer von 2 Stunden konstant gehalten (Abbildung 3-1 B).

3.3 RECHTSVENTRIKULARE DRUCKVERHALTNISSE

Der systemisch rechtsventrikulare Druck zeigte sich in allen Versuchsgruppen relativ konstant.
Weder die kontinuierliche Volumen-Gabe noch die Katecholamin-Therapie hatte einen grof3en
Einfluss auf die Uber den im rechten Ventrikel platzierten Druckaufnehmer registrierten Werte.
Auch die nicht-selektive NOS-Hemmung und die selektive iNOS-Inhibition Ubten keine grofe

Wirkung auf die rechtsventrikularen Blutdruckverhaltnisse aus (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Dargestellt ist der Einfluss von Noradrenalin oder NOS-Inhibitoren auf den
systemischen rechtsventrikularen Druck (RVPsys) mit der Standardabweichung von jeweils
sechs voneinander unabhangigen Experimenten (Mittelwert +/- Standard-Abweichung). LPS-
Injektion (1,5 mg/kg) oder die Applikation von 1400 W (3 mg/kg) sind durch Pfeile angezeigt.
Horizontale Balken zeigen Infusionen von Kochsalz (15 mi/kg x h), Noradrenalin (0,01 bis 10
pg/kg x min) oder L-NMMA (150 ug/kg x min) an.
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3.4 MIKROZIRKULATION

Wie die systemische Makrozirkulation zeigte auch die Mikrozirkulation eine
deutliche Beeintrachtigung durch das septische Geschehen. Dies konnte mittels
der Technik der EMPHO-II-Messstation anhand der ilealen Hamoglobin-
Oxygenierung der Mucosa demonstriert werden (Abbildung 3-3).

Im Gegensatz zur Hamoglobin-Oxygenierung der ilealen Mucosa der Kontrolltiere, bei
welchen sich vor allem Werte in den Bereichen von 30 % bis 40 % sowie 40 % bis 50 %
zeigten und Werte unter 30 % und Uber 70 % nahezu nicht auftraten, flhrte die Induktion
des septischen Schocks zu einer Verbreiterung der Werte-Verteilung mit Abnahme im
Bereich mittlerer Hamoglobinoxygenierung von 40 % bis 60 % und Zunahme hoherer und
niedrigerer Werte von uber 70 % und unter 30 %. Diese deutliche Verbreiterung, hin zu
extremeren Werten, deutet auf eine Missverteilung der regionalen Perfusion hin.

Der Therapieversuch der Volumengabe fuhrte zu keiner wesentlichen Besserung der
Verhéltnisse. Gravierende Veranderungen des Spektrums der Hamoglobin-
Oxygenierung innerhalb der ilealen Mucosa bzw. der mucosalen Mikrozirkulation zeigten
sich bei der Versuchsgruppe der Noradrenalin-behandelten Versuchstiere (Abbildung 3-
3). Hier zeigten sich deutlich schlechtere Verhaltnisse. Die Anzahl der Gebiete mit
Hamoglobin-Oxygenierungs-Werten zwischen 0 % und 10 %, 10 % und 20 % sowie 20
% und 30 % waren im Vergleich zu den Volumen-behandelten septischen Tieren und
der Kontrollgruppe deutlich gestiegen (Abbildung 3-3). Das Diagramm zeigt einen
eindeutig linksgipfeligen Verlauf, hin zu Gebieten niedriger Oxygenierung und einer
dramatischen Abnahme der Anzahl der Areal mit 40 % bis 70 % iger Hamoglobin-
Oxygenierung. Somit konnte in dieser Versuchsgruppe zwar eine klare Verbesserung
der makrozirkulatorischen Verhaltnisse erreicht werden, dies jedoch auf Kosten einer
eindeutigen Verschlechterung der mucosalen Mikrozirkulation. Die Gabe des nicht-
selektiven NO-Synthase-Inhibitors L-NMMA hingegen erzielte im Vergleich zur
Noradrenalintherapie im Bereich der Mikrozirkulation eine eindeutige Verbesserung.
Verglichen mit den Noradrenalin-behandelten Ratten wurde eine signifikante Abnahme
der Anzahl der Gebiete mit Hamoglobin-Oxygenierungen von 0 % bis 10 % und 10 % bis
20 % gemessen. Insgesamt zeigte der Kurvenverlauf der Verteilung der Hamoglobin-

Oxygenierungswerte eine breitere Streuung der Werte ohne Gipfel (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Dargestellt ist die Verteilung der HbO,Werte in der ilealen Mucosa von Kontrolltieren,

septischen Tieren und solchen, die den unterschiedlichen Behandlungs-Regimen unterzogen wurden. Fir

jede Gruppe wurden die Daten gesammelt dargestellt. Die Histogramme reprasentieren die Verteilung der

HbO,Werte (14 000 Werte pro Experiment) von 6 voneinander unabhangigen Experimenten (Mittelwert +/-
Standardfehler). Drei Stunden nach der intravendsen LPS-Injektion von 1,5 mg/kg erhielten die Tiere
Infusionen von Kochsalz (15 mikg x h), Noradrenalin (0,01 bis 10 ug/kg x min) oder L-NMMA (150 ugkg x
min). Inanderen Fallen erfolgte zu diesen Zeitpunkten eine Bolus-Applikation 1400 W. * p<0,05 vs.
Kontrolltiere; + p<0,05 vs. NaCl-behandelte Tiere; p<0,05 vs. Noradrenalin-behandelte Tiere:
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Die Bolusgabe des selektiven iNOS-Inhibitors 1400W wiederum flihrte sowohl zu
einer deutlichen Verbesserung der Makrozirkulation als auch der Mikrozirkulation.
Gegenuber der Katecholamin-Therapie und der nicht-selektiven NOS-Hemmung
zeigte sich eine eindeutige Rechtsverschiebung der mucosalen Hamoglobin-
Oxygenierungs-werte mit einer Verminderung der Areale niedriger Sattigung mit
Werten zwischen 0 % und 10 % und 10 % und 20 % und einer Steigerung der Anzahl
hdher oxygenierter Areale von 40 % bis 70 % (Abbildung 3-3).

42



ERGEBNISSE

ENTWICKLUNG DER PLASMA-NITRAT-/NITRIT-SPIEGEL UNTER

VERSCHIEDENEN THERAPIEREGIMEN

Nach Verstreichen einer dreistundigen Inkubationszeit nach LPS-Gabe erfolgte die
zweistundige Versuchsphase. AnschlieRend wurde unter anderem der Plasma-Nitrat-
Spiegel, als sensitiver Parameter fur die verstarkte NO-Freisetzung, bestimmt. Wie
aus Abbildung 3-4 ersichtlich, flhrte die Induktion des septischen Schocks dabei zu
stark erhohten Werten gegenuber den Kontrollen. Volumen- und Katecholamin-
Therapie vermochten diese erhdhten Werte nur geringfugig zu reduzieren. Eine
eindeutige Reduktion der Plasma-Nitrat-Spiegel gelang sowohl mit der selektiven als
auch der nicht-selektiven NOS-Hemmung, wobei die grote Verringerung der

erhohten Werte mit dem nicht-selektiven NOS-Hemmer L-NMMA gelang.

Plasma Nitrat/Nitrit [umol/l]

300 -

250
200 * .
150
100 -
50
o J i

Kontrolle LPS/NaCl LPS/ LPS/ LPS/1400W
Noradrenalin L-NMMA

Abbildung 3-4: Plasma-Nitrat-Spiegel von Ratten, welche LPS ausgesetzt waren und mit verschiedenen
Therapieregimen behandelt wurden. Drei Stunden nach LPS-Injektion erfolgten Infusionen von Kochsalz
[NaCl] (15mlkg x h), Noradrenalin (0.01-10 pg/kg x min) oder L-NMMA (150 pg/kg x min). Altemativ
erfolgte zum selben Zeitpunkt eine Bolusgabe 1400W (3mg/kg). Die Werte zeigen Mittelwerte +/-SA von
jeweils 6 unabhangigen Experimenten. *, p<0.05 gegentiber NaCl-behandelten Tieren
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3.6 PLASMA-LAKTAT-SPIEGEL UND PH-WERTE

Die Plasma-Laktat-Spiegel und pH-Werte in den einzelnen Versuchsgruppen zeigten eine
groRe Varianz auf (Abbildung 3-5, 3-6, Tabelle 1). In der Gruppe der mit Volumengabe
therapierten Versuchstiere zeigte sich mit zunehmender Versuchsdauer ein Ansteigen des
Laktatspiegels bis auf 5,8 mmol/l und parallel dazu ein Absinken des pH-Wertes auf 7,10.
Diese Veranderungen zeigten sich nicht derart ausgepragt wie dies in der Gruppe der mit
Katecholaminen behandelten Tiere der Fall war. Die Arterenol-Gabe fuhrte hier zu
dramatischen Veranderungen sowohl des Laktatspiegels als auch des pH-Wertes. Als
Ausdruck der zunehmenden Mikrozirkulationsstorungen in dieser Therapiegruppe und
einem damit einhergehenden Wechsel von aeroben zu anaeroben Stoffwechsel-
bedingungen konnte man Uber die gesamte Versuchsdauer ein kontinuierliches Ansteigen
des Plasmalaktats bis auf Werte von 10,3 mmol/l beobachten und ein Absinken des pH-

Wertes am Ende der zweistundigen Versuchszeit auf 7,00 beobachten.
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Abbildung 3-5: Plasma-Lakiat-Spiegel der Versuchsratten, die nach LPS-Gabe mit unterschiedlichen
Therapieregimen behandelt wurden. Drei Stunden nach LPS-Injektion erhielten die Tiere Infusionen von
Kochsalz [NaCl] (15 mlkg x h), Noradrenalin (0.01-10 pgkg x min) oder L-NMMA (150 pgkg x min).
Altemativ erfolgte zum selben Zeitpunkt eine Bolusgabe 1400W (3 mg/kg). Horizontale Balken zeigen
Zeitpunkte der Probe-Entnahmen. Bei den gesunden Versuchstieren war das Laktat nicht messbar.
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Demgegenuber zeigte die selektive und die nicht-selektive NOS-Hemmung gunstigere
Effekte auf die metabolischen Verhaltnisse der Versuchstiere. Die Plasmalaktatspiegel
zeigten sich sowohl unter nicht-selektiver NOS-Inhibition mit L-NMMA als auch unter
selektiver INOS-Hemmung nach Gabe von 1400W mit Werten von 3,2 bzw. 3,3 mmol/l
am Ende der Versuchsdauer Uber den gesamten Versuchszeitraum sehr konstant.
Ebenso zeigten auch die gemessenen pH-Werte annahernd konstante Verlaufe mit
Werten von 7,18 bzw. 7,11 nach Gabe von 1400W.
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Abbildung 3-6: pH-Werte der Versuchsratten nach LPS-Gabe unter den verschiedenen
Therapieregimen wahrend des Versuchsverlaufes. Drei Stunden nach LPS-Injektion
erhielten die Tiere Infusionen von Kochsalz [NaCl] (15 ml/kg x h), Noradrenalin (0.01-10
pg/kg x min) oder L-NMMA (150 pg/kg x min). Alternativ erfolgte zum selben Zeitpunkt
eine Bolusgabe 1400W (3 mg/kg). Horizontale Balken zeigen Zeitpunkte der Probe-
Entnahmen. Sterne zeigen signifikante Unterschiede zwischen LPS/L-NMMA,
LPS/1400W und LPS/Noradrenalin (1 = p<0.05) an.
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Laktat, 3.2 3.3 3.8 3.6 3.7 5.8 3.4 79 103 |32 28" 33 3.1 3.17 3.27
mmOI/I +0.4 +0.4 +0.2 +0.4 +0.5 +0.3 +0.4 +0.2 +0.4 +0.2 +0.6 +0.4 +0.4 +0.2 +0.4
rel Hbkonz. | 1.00 1.02 1.07 | 1.00 1.07 1.17| 1.00 1.12 143|100 128 1.36| 1.00 1.11 1.12t
1015  20.23 015  0.23 £0.12 +0.12 £0.21 +0.17 £0.12 £0.20

Tabelle 3-1: Arterielle Blutgase und Laktat-Konzentration bei mit LPS behandelten Ratten in Antwort auf verschiedene Behandlungsstrategien.

P,O,, arterieller PO,; pH,, arterieller pH; P,CO,, arterieller PCO,;. Die Spalten geben die zusammengefassten Daten der Gruppen vor (0°) und nach

(607, 120") Gabe von Kochsalzinfusionen (15ml/kg x h tiber den gesamten Beobachtungszeitraum ), Noradrenalin (0.01 bis 10 pg/kg x min), L-NMMA
(150 pg/kg x min) und 1400W (3 mg/kg) wieder. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen LPS/Noradrenalin und LPS/NaCl (* = p<0.05)

an; Kreuze zeigen signifikante Unterschiede zwischen LPS/L-NMMA, LPS/1400W und LPS/Noradrenalin (1 = p<0.05) an.




DisKuUSSION

4 DISKUSSION

Septische  Krankheitsgeschehen, wie der septische Schock, stellen
intensivmedizinisch nach wie vor ein gro3es Problem dar. In dieser Studie sollte
daher ein Modell des septischen Schocks etabliert werden, an welchem
verschiedene Therapieansatze miteinander verglichen und mogliche neue
Therapien aufgezeigt werden kdnnen. Vergangene Arbeiten zeigten auf, dass der
septische Schock einen groRen Einfluss auf die Regulationsmechanismen
verschiedenster Gefallgebiete hat und es ergaben sich Kontroversen uber die
Reaktion dieser Gefallgebiete auf Endotoxin-Verabreichung. Somit erscheint es
wichtig, neben den makrozirkulatorischen Effekten einer Therapie auch die
Wirkung dieser auf die Mikrozirkulation zu evaluieren und die Anderung der
Druckverhaltnisse im Lungenkreislauf zu erfassen. In der Literatur werden des
haufigeren Arbeiten Uber den septischen Schock beschrieben, welche zur
Induktion des septischen Geschehens mit Modellen der intravendsen Endotoxin-
Verabreichung arbeiten [3,7,12,27,54].

Auch in dieser Arbeit zeigten alle Endotoxin-behandelten Tiere nach Injektion des
Lipopolysaccharids und Verstreichen einer dreistiindigen Inkubationszeit Zeichen
eines septischen Schocks und einer schweren Beeintrachtigung ihres Kreislaufes:
Durch die intravendse LPS-Injektion war der Blutdruck ernsthaft gesenkt und
zeigte praktisch keine Reaktion auf Volumengabe (Abbildung 3-1). Die Tiere
zeigten Zeichen einer metabolischen Azidose mit verstarkter und vertiefter
Atmung, saurem pH-Wert und erhdhtem Blut-Laktat-Spiegel (Tabelle 1). Neben
der schweren Beeintrachtigung der systemischen Makrozirkulation, gepragt durch
den starken Blutdruckabfall, zeigte sich auch die Mikrozirkulation durch das
septische Geschehen stark beeintrachtigt.

In den vergangenen Jahren hat sich die herausragende Rolle der mucosalen
Perfusion far die Aufrechterhaltung der Barriere-Funktion des
Gastrointestinaltraktes herausgestellt [6]. Ein Verlust dieser Funktion erleichtert

wahrscheinlich die Translokation von Bakterien und bakterieller Toxine von diesen
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Organen in die Zirkulation und halt somit die septische und inflammatorische
Kaskade aufrecht [122,123]. Somit gibt es Autoren, die den Verdauungstrakt als
den ,Motor” fur die Entwicklung eines Multiorganversagens bezeichnen, sobald ein
Sepsis- oder Schockgeschehen eingetreten ist [123]. Allerdings werden die
Mechanismen, die fur die Stérungen der viszeralen Mikrozirkulation wahrend einer
Sepsis verantwortlich sind, noch nicht vollstandig verstanden. In Modellen einer
normotensiven Sepsis konnte gezeigt werden, dass es auch bei guten
Blutdruckverhaltnissen zu Perfusionsabnormitaten der intestinalen Mucosa kommt
und dass gerade der Beurteilung der Durchblutung der gegenuber einer Abnahme
der Blutversorgung extrem empfindlichen intestinalen Villi bei Patienten mit
septischen Krankheitsbildern somit eine entscheidende Rolle zukommt und
Parameter der Makrozirkulation keine zuverlassigen Ruckschlisse auf die
mikrozirkulatorische Perfusion zulassen. Die Anwendung der spektro-
photometrischen Technik erlaubte eine Beurteilung der Durchblutungsverhaltnisse
der intestinalen Mucosa. Bereits in einigen vorangegangen Arbeiten stellte sich die
Reflexionsspektroskopie mit dem Erlanger Mikrolichtleiter-Spektro-Photometer Il
(EMPHO 1) als eine leistungsfahige Technik zur Erfassung der Hamoglobin-
Oxygenierung der Mucosa heraus und wurde mehrfach unter experimentellen
Bedingungen angewandt [136,138]. Die mikrovaskuldre = Hamoglobin-
Oxygenierung reflektiert dabei das Gleichgewicht zwischen regionaler Sauerstoff-
Zufuhr und Sauerstoff-Aufnahme. Bereits zu Beginn des septischen
Krankheitsgeschehens lielen sich schwerwiegende mikrozirkulatorische
Abnormitaten nachweisen. Es zeigten sich Perfusions-Heterogenitaten in der
ilealen Mucosa. Die ileale Mucosa der Kontrolltiere war durch eine sehr homogene
Gewebe-Oxygenierung  gekennzeichnet.  Durch  vorherrschende intakte
Regulationsmechanismen erfolgte eine kontrollierte Perfusion mit Werten der
relativen Hamoglobin-Oxygenierung im wesentlichen zwischen 40% und 60 %.
Etwa 90 % der Messwerte bewegten sich in diesem Bereich. Diese Bedingungen
anderten sich wahrend des Versuchszeitraumes nicht bedeutend und es zeigte
sich somit eine mikrovaskulare Stabilitdt des Praparats Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum. Die Induktion des septischen Schocks hingegen fuhrte in

der Mucosa zu ernsthaften Perfusions-Abnormitaten.
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Q.:

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Durchblutung (Q) im Verhaltnis zum Bedarf
(D) und GefalRdurchmesser; links bei intakter und rechts bei gestdrter Gefalregulation
mit vermehrter Durchblutung von Arealen verminderten Bedarfs und verminderter
Durchblutung von Arealen hohen Bedarfs.

Es zeigte sich eine deutliche Verbreiterung der gemessen Werte fir die
Hamoglobin-Oxygenierung. Neben Arealen sehr hoher Hamoglobin-Oxygenierung
zeigten sich Gebiete mit sehr niedrigen Werten. Somit kam es zu einem Verlust
der homogenen Perfusionsverhaltnisse und die intestinale Mucosa zeigte eine
deutliche Heterogenitat der Durchblutung. Diese breite Verteilung des
Oxygenierungsmusters deutet insgesamt stark auf eine Fehlverteilung der
Perfusion der gesamten mucosalen Oberflache des Koérpers hin. In einer Arbeit
von Temmesfeld-Wollbriick et al. [5] konnte ebenfalls eine deutliche Heterogenitat
der Durchblutung der Mucosa mit ernsthaft hypoxischen Arealen bei Patienten im
septischen Schock anhand der spektrophotometrischen Untersuchung mit
Messung der Hamoglobin-Oxygenierung der Magenschleimhaut nachgewiesen
werden. Da die mikrovaskulare Hamoglobin-Oxygenierung das Gleichgewicht
zwischen regionaler Sauerstoff-Zufuhr und Sauerstoff-Aufnahme reflektiert,
mussen die gemessenen verminderten Werte der Hamoglobin-Oxygenierung laut
Temmesfeld-Wollbriick et al. [5] entweder auf einer Abnahme der Zufuhr oder
einer erhdhten Aufnahme oder einer Kombination beider Mdglichkeiten beruhen
[5]. Insgesamt deuten viele Arbeiten eher auf Perfusions-Abnormitaten als
Ursache fir eine Reduktion der Hamoglobin-Oxygenierung hin, zumal sich in der

vorliegenden Arbeit neben verminderten auch erhohte Werte zeigten.
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Vorangegangene Arbeiten, welche mit unterschiedlichen Techniken arbeiteten,
erzielten ahnliche Ergebnisse, die belegen, dass gerade das intestinale Mucosa-
Kompartiment besonders empfindlich auf die Sepsis oder SIRS mit
mikrozirkulatorischen Abnormitaten reagiert. Interessanterweise stellen sich diese
mikrozirkulatorischen  Abnormitaten mit Gewebehypoxie mit gesteigerter
Laktatproduktion und gleichzeitigen Gebieten mit erhohter Perfusion und der
Entstehung mucosaler Lasionen des Gastrointestinaltraktes bei Bedingungen
einer normotensiven Sepsis [24,26,143], bei normaler Organdurchblutung [140]
und auch bei ausreichender Volumengabe [111] dar.

Insgesamt ist die Verteilung des Blutflusses in der Wand des Verdauungstraktes
nicht homogen. Um eine gute Sauerstoffversorgung der Mucosa zu gewabhrleisten,
ist der mittlere mucosale Blutfluss zwei bis vier mal groRer als der Blutfluss in der
Muscularis [142]. Vallet et al. beschrieben bei Bestehen eines Schocks eine
deutliche Umverteilung der Durchblutung innerhalb der intestinalen Wand weg von
der Mucosa hin zur Muscularis [143]. Andere Autoren beschrieben bei langsamer
Infusion niedrig-dosierten Endotoxins bei Pferden einen erhdhten Gefalwiderstand
im Jejunum resultierend aus einem erhohtem prakapillaren Widerstand [144].
Schmidt et al. [26], welche ebenfalls mit einem Sepsis in-vivo-Modell arbeitenden,
verwendeten videomikroskopische Methoden zur Messung des Blutflusses in den
villdsen Arteriolen. Sie registrierten eine Reduktion des villdsen Blutflusses nach
Induktion des septischen Schocks und interpretierten diese Reduktion als das
Ergebnis einer Vasokonstriktion der pravillosen und der villosen arteriolaren Gefalle
zur Umverteilung der Durchblutung weg vom Splanchnikusgebiet im Sinne einer
Zentralisation zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden Herzzeitvolumens in der
kompensatorischen Phase einer Endotoxinamie.

Die Persistenz der pathologischen Vorgange in der intestinalen Mucosa bei
adaquater Volumenzufuhr, ausreichender Organdurchblutung und normalen
Blutdruckverhaltnissen lasst, wie bereits diskutiert, entweder auf regulatorische
Reaktionen der intestinalen Mikrozirkulation wahrend der Endotoxindmie schlief3en,
welche die mucosale Perfusion trotz gesteigerter Blutzufuhr zu den Organen
reduzieren oder auf ein lokales Ungleichgewicht der Bildung vasoaktiver Mediatoren.

Eine mogliche Erklarung stellt eine unphysiologische regionale NO-Bildung dar.
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Gestutzt wird diese These einerseits durch die dramatisch erhéhten Plasma-Nitrat-
Spiegel bei endotoxischen Ratten [12,43,116,119] (Abbildung 3-4) und
andererseits durch den Nachweis einer Hochregulation der iINOS und einer
gesteigerten Expression der iNOS mRNA [2,12,18,28,29,40,113,117]. Weiterhin
zeigte sich in Arbeiten mit INOS-Knockout-Mausen eine sehr viel geringere
Empfindlichkeit gegenuber LPS-Gabe [13,29,114,120], was wiederum im
Gegensatz zur These einiger Autoren einer erhohten eNOS-Aktivitat im Rahmen
einer LPS-induzierten Hypotension steht [145,146]. Einige Autoren vermuten
neben den Effekten einer gestdrten Durchblutung der Mikrozirkulation auch eine
abnorme Sauerstoffverwertung als einen wesentlichen Faktor fur die beobachteten
Zellschadigungen im Rahmen septischer Geschehen [101]. Ebenso wird eine
Beteiligung nicht-ischamischer Prozesse, einschlielich der Aktivierung
intrazellularer Enzyme [107,115] und des Immunsystems [118,125,126] und eine
Hemmung der oxidativen Phosphorylierung [101,139], an dem Entstehen
Endotoxin-induzierter mucosaler Schadigungen diskutiert.

Zur Zeit ist eine wichtige Therapieoption bei Patienten im septischen Schock,
welche nicht adaquat auf eine Volumensubstitution reagieren, die
Verabreichung adrenerger Substanzen, um eine Erhohung des peripheren
Widerstandes zu erreichen. Dabei wird hauptsachlich auf Noradrenalin
zurlckgegriffen. Auch bei dieser Arbeit konnte durch die Anwendung von
Noradrenalin bei endotoxischen Tieren eine Wiederherstellung der
systemischen Blutdruckwerte auf annahernd normale Werte erreicht werden.
Die Titrierung von Noradrenalin mit gleichbleibender Erhaltungsdosis
gewahrleistete einen Erhalt der Blutdruckwerte Uber die gesamte
Versuchsdauer.  Allerdings musste  fur  die Normalisierung der
makrozirkulatorischen Durchblutungsverhaltnisse eine weitere
Verschlechterung der ohnehin abnormen Perfusionsbedingungen auf Seiten
der Mikrozirkulation in Kauf genommen werden. Die Gewebe-Oxygenierung,
ermittelt mit der Empho-Technik, zeigte eine weitere Zunahme von Arealen
niedriger Oxygenierung, welche unter Kontrollbedingungen nicht zu finden
waren. Gebiete mit Oxygenierungswerten wie bei den Kontrollversuchen

nahmen rapide ab. Annahernd 75 % der mucosalen Schicht des lleums zeigten
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Werte der Hamoglobin-Sattigung von unter 30 %. Gleichzeitig kam es zu einer
Zunahme der metabolischen Azidose mit einem enormen Anstieg der Plasma-
Laktat-Spiegel, einem fur die Sepsis prognostisch ungunstigen Faktor.

Diese Folgen der Katecholamin-Substitution flr die intestinale Mucosa erhalten
unter Berilcksichtigung des enormen Energiebedarfs und der Funktion der
Mucosa als Barriere eine besondere Bedeutung. Da bereits in einigen Arbeiten
gezeigt werden konnte, dass es im Zuge septischer Erkrankungen zu
Schadigungen der Mucosa des Darms in Verbindung mit einer Verschlechterung
des intestinalen Blutflusses kommt [6,104,105,122,123], kann diese weitere
Verschlechterung der Bedingungen der intestinalen Mucosa unter der Behandlung
mit Katecholaminen als enorme Beeintrachtigung der Barrierefunktion gesehen
werden und lasst eine weitere Translokation von Bakterien oder bakteriellen
Bestandteilen als wahrscheinlich erscheinen. Somit kann es durch die
Katecholaminbehandlung zu einer weiteren Belastung der systemischen
Zirkulation durch die Einschwemmung von Bakterien oder bakteriellen
Bestandteilen von der Seite des Darmlumens in die systemische Zirkulation
kommen. Eine positive Korrelation zwischen einer mucosalen Hypoperfusion,
einer intestinalen mucosalen Azidose und einer gesteigerten Inzidenz einer
bakteriellen Translokation und Endotoxin-Absorption konnten Tokyay et al. [121]
aufzeigen. Die These, dass eine Ubermalige NO-Produktion malfgeblich am
Tonus-Verlust unter der Endotoxinamie beteiligt ist, wurde durch die Tatsache
unterstutzt, dass der nicht-selektive NO-Synthase-Hemmer L-NMMA den
Blutdruck in Abwesenheit adrenerger Substanzen wiederherstellen konnte. Dies
steht im Einklang mit einigen vorhergehenden Arbeiten, welche ahnliche
Ergebnisse zeigten [113,124,127,128]. Die L-NMMA-Behandlung der
endotoxischen Versuchstiere fiuhrte im Gegensatz zu der Behandlung mit
Katecholaminen zu einer Stabilisierung der Stoffwechselbedingungen. Eine
weitere Steigerung der metabolischen Azidose und ein Anstieg der Laktat-Bildung
traten nicht auf. Die mikrozirkulatorischen Bedingungen der intestinalen Perfusion
der Mucosa zeigten weiterhin ein verstarktes Auftreten niedrig oxygenierter Areale
im Vergleich zum HbO, der Versuchstiere, welche eine alleinige Volumen-

Behandlung erhielten. Im Vergleich zu den mit Noradrenalin behandelten
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Versuchstieren war diese Verlagerung zu niedrig oxygenierten Arealen jedoch
nicht so ausgepragt. Wie man dies auch erwarten konnte, fihrte die Behandlung
mit dem NO-Synthase-Hemmer zu einer signifikanten Reduktion der Plasma-Nitrit-
und Nitrat-Spiegel. Werte wie bei den Kontrolltieren konnten jedoch auch hier nicht
erreicht werden. Dies zeigt an, dass bei der fiur die Wiederherstellung der
Makrozirkulation erforderlichen Dosis keine vollstandige Blockierung der
ubermafigen NO-Bildung erreicht werden konnte. Bei einer Arbeit, welche einen
ahnlichen experimentellen Aufbau wie diese Studie hatte, wurde berichtet, dass
die Infusion von L-NMMA nach LPS-Gabe die Gefa3-Schaden in Jejunum, lleum
und Kolon reduziert [74]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich durch nahere
Betrachtung der Oxygenierung der intestinalen Mucosa, dass die Stabilisierung
der Makrohamodynamik durch L-NMMA von einer Verschlechterung der
Perfusionsverteilung mit verstarktem Vorkommen von Gebieten niedriger
Oxygenierung begleitet war. Dies war nicht so extrem wie bei der Gabe von
Noradrenalin, muss jedoch trotz alledem als unvorteilhaft fir den Erhalt der
Barriere-Funktion der Mucosa angesehen werden.

Weiterhin erwies sich in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Doppelblind-
Multicenter-Studie eine nicht-selektive NOS-Hemmung mit 546C88 einer Placebo-
Gabe in Bezug auf die Mortalitat der Patienten als unterlegen. Haufige
Todesursachen der 546C88-Gruppe gegenluber der Placebo-Gruppe waren
refraktarer Schock, Stérungen der Herzfunktion und Lungenversagen [97].
Allerdings konnen die Ursachen des unerwartet schlechteren Outcomes der mit
546C88-behandelten Patienten in Phase Il der Studie im Vergleich zur Phase Il
noch nicht eindeutig benannt werden.

Unklarheit besteht Uber die Anwesenheit der iINOS in den verschiedenen
GefalRarealen. Im Gegensatz zu einigen Autoren, welche ein Fehlen der iNOS in
bestimmten Gefallarealen postulieren, geben andere Arbeiten Hinweise auf ein
Vorhandensein der iINOS in den makrozirkulatorischen Gefalden wie auch in der
Mikrozirkulation des Intestinuums. So zeigten Arbeiten von Pulido et al. ein Fehlen
der iINOS in der Pulmonalarterie, da sich nach LPS-Gabe keine veranderte
Reaktion der Pulmonalarterie auf ai-adrenerge Rezeptor-vermittelte Stimulation

durch Phenylephrin zeigte, wohingegen sich eine deutlich verminderte
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Empfindlichkeit der Aorta auf Phenylephrin nach LPS-Gabe herausstellte [28].
Zudem gelang der Nachweis des iINOS-Proteins durch Western-Blot und
immunhistochemische Methoden zwar in der Aorta, nicht jedoch in der
Pulmonalarterie. Selektive iINOS-Inhibition konnte dieses verminderte Ansprechen
auf Phenylephrin in der Aorta teilweise wieder beseitigen, wobei die Gabe eines
selektiven iINOS-Hemmers in der Pulmonalarterie keinen Effekt zeigte. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit, bei der es
nach Gabe des selektiven iINOS-Inhibitors 1400 W weder bei Kontroll- noch bei
septischen  Versuchstieren zu  signifikanten  Druckveranderungen im
Lungenkreislauf kam (Tabelle 3-2).

Im Gegensatz dazu wird in anderen Arbeiten von einem Ansteigen der iNOS-
Expression in der Lunge berichtet und iNOS mRNA wurde nach LPS-Gabe in vivo
in der Pulmonalarterie nachgewiesen [40,41,42]. Eine INOS mRNA-Induktion und
eine gesteigerte Nitrit-Produktion wurden auf3erdem bei einer in vitro-Stimulation
mit einer Mixtur aus Zytokinen und LPS sowohl im pulmonalarteriellen Endothel
als auch in glatten Muskelzellen nachgewiesen [43]. Andere Arbeitsgruppen
versuchten jedoch vergeblich, das iINOS-Protein bei einer akuten LPS-induzierten
Lungen-Schadigung in den glatten Muskelzellen der Pulmonalarterie mit Hilfe
immunhistochemischer Techniken nachzuweisen [102,108].

GRIFFITHS et al. zeigten eine INOS mRNA-Induktion nach LPS-Gabe. Da es in
ihrer Arbeit zu einer Steigerung der pulmonalarteriellen Driicke nach selektiver
INOS-Hemmung kam, vermuteten sie eine protektive Rolle der iINOS [40]. Diese
Vermutung wiederum konnte sich in anderen Arbeiten, bei denen eine selektive
INOS-Hemmung zu keiner Steigerung der pulmonalarteriellen Drucke fuhrte, nicht
bestatigen. Da in verschiedenen anderen experimentellen Modellen der Sepsis
intakte Ansprechbarkeiten der Pulmonalarterie auf verschiedene Formen der
Vasokonstriktoren nach Endotoxin-Gabe gefunden wurden, wurde dort ein Fehlen
einer von der iINOS stammenden NO-Produktion vermutet. Daraus schlossen
einige Forschergruppen auf ein unterschiedliches Ansprechen der spezifischen
GefalRe auf Schadigungen oder Stress durch phanotypische Heterogenitaten

zwischen den verschiedenen vaskularen Zellpopulationen [28].
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NELSON et al. haben gezeigt, dass LPS-Gabe beim Schaf in einer gehemmten
Sensitivitat gegenuber Noradrenalin und KClI in der isolierten Arteria femoralis sup.
resultiert, nicht jedoch im 3. Ast der Pulmonalarterie [117]. LI et al. erhielten
ahnliche Ergebnisse anhand regionaler Unterschiede in der Antwort isolierter
GefalRe beim Kaninchen [45]. Dort hatte LPS keinen Effekt auf die
Vasokonstriktion durch Noradrenalin in der Arteria renalis, aber eine verminderte
Kontraktion in einer isolierten Ohrarterie. SUBA et al. fanden aulRerdem, dass die
Vasokonstriktion auf Noradrenalin in der mesenterialen Zirkulation im Schweine-
Sepsis-Modell gehemmt war, nicht aber in der Pulmonalarterie [46]. GEIGER et al.
konnten nachweisen, dass Endothelzellen der Aorta bei Ratten eine bedeutende
Induktion der iINOS als Reaktion auf Interferon-y, TNF-alpha und LPS hatten [131].
Im Gegensatz dazu zeigten die mikrovaskularen Endothelzellen eine sehr geringe
Induktion der iINOS [131]. Ahnliches fanden MURPHY et al., als sie deutliche
Unterschiede der NO-Bildung der Lungen und dermaler Endothelzellen nach IFN-
v- und LPS-Gabe zeigten [132]. In laufenden Studien weisen die Zell-Populationen
der verschiedenen Organe eine signifikante Heterogenitat der iNOS-Induktion auf,
was zu einer unterschiedlichen Antwort auf Schadigungen fuhrt.

Eindeutig zeigte sich die Wichtigkeit der INOS-Expression fur die Entstehung der
verminderten Ansprechbarkeit der Mesenterialgefalle in einer Arbeit von Boyle et
al. [13] mit INOS-Knockout-Mausen. Bei Mausen vom Wild-Typ zeigte sich nach
LPS-Gabe eine deutliche Verschlechterung der Ansprechbarkeit der
Mikrozirkulation der Mesenterialgefale auf Noradrenalin. Diese konnte nach Gabe
des relativ spezifischen iINOS-Inhibitors Aminoguanidin wieder verbessert werden.
Die kleinen Gefalke der Mesenterialgefalle der iNOS-Knockout-Mause zeigten
hingegen nach LPS-Gabe keinerlei Verschlechterungen auf eine Noradrenalin-
induzierte Kontraktion.

In der vorliegenden Studie zeigten sich die vorteilhaftesten Effekte durch die Gabe
des selektiven iNOS-Inhibitors 1400 W, dessen Selektivitat zur INOS gegenuber
den konstitutiven NOS-Isoformen sich in vorigen Studien belegen liel3 [10,81]. Die
Substanz war in der Lage, den systemischen Blutdruck ahnlich wie L-NMMA
wiederherzustellen. Ahnliche Ergebnisse konnten in einigen anderen Arbeiten mit

selektiven iNOS-Inhibitoren, wie Aminoguanidin [147], Aminoethylisothiourea
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[148], 1-amino-2-Hydroxyguanidin [53] oder Guanidinoethyldisulphid [150], erzielt
werden, in welchen sich zudem zum Teil weitere positive Eigenschaften wie eine
Verbesserung der Herzleistung, Reduktion biologischer Zeichen eines
Organversagens oder einer Gewebehypoxie nachweisen lieken [151,112]. Dies
unterstitzt die These, dass die Endotoxin-verursachte exzessive NO-Bildung zu
grollen Teilen einer INOS-Hochregulation zuzuschreiben ist und dass eine
Reduktion der Plasma-Nitrit- und —Nitrat-Spiegel durch Gabe selektiver iINOS-
Inhibitoren mdglich ist. Diese Interpretation stimmt aul3erdem mit der Erkenntnis
uberein, dass die durch 1400 W erreichte Abnahme der Plasma-Nitrit- und Nitrat-
Spiegel mit der bei L-NMMA-Gabe beobachteten Ubereinstimmit.

Durch die Versuche mit Kontrolltieren, welche keine Reaktion auf die Gabe
selektiver INOS-Inhibitoren zeigten, konnte die Rolle der iINOS bei der exzessiven
Blutdrucksenkung und Nitratproduktion im Rahmen des septischen Schocks
weiterhin belegt werden. Uber die Wertigkeit der Plasma-Nitrat- und —Nitrit-Spiegel
als prognostische Faktoren fur den Verlauf oder das Vorliegen einer Sepsis
existieren allerdings Kontroversen. So beschreiben Kirkebgen und Strand in einer
Arbeit eine grof3e Variabilitat der Nitrat-Spiegel bei Patienten mit schwerer Sepsis
[93] und fordern eine MessgrolRe zur Beurteilung der NO-Produktion, die eine
kurze Halbwertszeit hat, unabhangig von der Nierenfunktion ist und ein bekanntes
Verteilungsvolumen hat [1]. Keine Kontroversen gibt es bei der Bewertung des
Blutdruckes.

Die Wiederherstellung und Stabilisierung des systemischen Blutdrucks durch den
INOS-Inhibitor ereignete sich ohne eine weitere Zunahme der Laktatbildung oder
Verschlimmerung einer metabolischen Azidose. Gerade der Wiederherstellung
des Blutdruckes kommt eine weitreichende prognostische Bedeutung zu, da sich
gezeigt hat, dass der systemische GefalRwiderstand ein wichtiger prognostischer
Faktor bei Patienten im septischen Schock darstellt [55] und eine persistierende
arterielle Hypotension, definiert als mittlerer arterieller Blutdruck unter 85 mmHg
nach 24-stindiger Behandlung, ein Hauptrisikofaktor fir die Mortalitat bei
Patienten mit septischen Schock ist [149]. Weiterhin zeigte die Analyse der
intestinalen mucosalen Sauerstoff-Sattigung kein verstarktes Vorkommen niedrig

oxygenierter Gebiete, sondern die gesamte Verteilung der HbO2-Werte war dem
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Muster der Volumen-behandelten Tiere sehr ahnlich. Diese nitzlichen Effekte des
INOS-Inhibitors stimmen gut mit den protektiven Effekten von 1400 W in anderen
septischen Modellen der Ratte in Bezug auf das Leakage in der Lunge, dem
lleum, Kolon und der Leber Uberein[10,141]. Allerdings konnte eine
Normalisierung der Gewebe-Oxygenierung der ilealen Mucosa durch den iNOS-
Inhibitor durch Vergleich der Werte der Hamoglobin-Oxygenierung mit denen von
Kontrolltieren nicht erreicht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass nicht-selektive und selektive
iINOS-Inhibition beide zu einer Verbesserung des hypokontraktilen Zustandes
nach LPS-Gabe fuhren. Auch deuten die Verbesserungen der Perfusion der
intestinalen Mikrozirkulation durch Gabe von NOS-Inhibitoren auf eine wesentliche
Beteiligung der NO-Synthasen bei der Regulation der Mikrozirkulation hin, wobei
die Uberlegenen Resultate des selektiven iINOS-Inhibitors gegentber der nicht-
selektiven NOS-Hemmung die Bedeutsamkeit der iNOS bei der Entstehung der
Perfusions-Heterogenitat untermauern.

Die Fahigkeit des iINOS-Inhibitors, eine Stabilisierung der Blutdruckverhaltnisse ohne
Verschlechterung der intestinalen Oxygenierung der Mucosa zu erreichen,
charakterisiert diese Substanz als hochst interessantes Werkzeug fur die Behandlung
der hamodynamischen Instabilitat im septischen Schock. Die iNOS-Inhibition stellt
sich somit als die bessere Alternative zur nicht-selektiven NOS-Inhibition zur
Behandlung der Hamodynamik septischer Patienten dar, nachdem sich in einer

grofden Phase-llI-Studie L-NMMA als dafur ungeeignet herausgestellt hat [72].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis und der septische Schock stellen im klinischen Alltag nach wie
vor einen grofRen Anteil an der Gesamtmortalitat hospitalisierter Patienten.
Gegenwartig existieren nur unbefriedigende Therapieoptionen, welche mit
groRen Problemen behaftet sind. Um die Hamodynamik und eine
ausreichende Organperfusion zu erhalten, muss haufig unter anderem auf
die Verabreichung groRer Flissigkeitsvolumina und die Katecholamin-Gabe
zuruckgegriffen werden. Dabei kommt es zu einer weiteren Verstarkung von
Mikrozirkulationsstérungen insbesondere im Gastrointestinaltrakt. Weiterhin
ist das septische Krankheitsgeschehen in der Regel mit einer Anzahl
metabolischer Stérungen verbunden. Es kommt unter anderem zu einer
Erhdhung der Plasmalaktatkonzentration, zur  Entstehung einer
metabolischen Azidose und einer vermehrten Bildung von Stickstoffmonoxid.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell etabliert, welches es gestattet,
den Stellenwert unterschiedlicher Therapieregime sowohl auf makro- als
auch auf mikrozirkulatorischer Ebene im septischen Schock miteinander zu
vergleichen und deren Auswirkungen auf den Saure-Basen-Haushalt zu
beurteilen. Somit konnte der Stellenwert der verschiedenen therapeutischen
Malnahmen unter kontinuierlicher Registrierung der Messparameter in vivo
beobachtet werden. Das Ziel dieser Arbeit war es, neue therapeutische
Alternativen bei der Behandlung des septischen Schocks zu entwickeln.
Dabei konnten die besondere Bedeutung von Stickstoffmonoxid im Rahmen
des septischen Krankheitsgeschehens und der Stellenwert der selektiven
Hemmung der induzierbaren NO-Synthase gegenuber der Volumen- bzw.
der Katecholamin-Gabe sowie der nicht-selektiven NOS-Inhibition dargestellt
werden. Eine zentrale Fragestellung war die Wiederherstellung adaquater
systemischer Blutdricke unter Erhalt einer ausreichenden Mikrozirkulation,

gemessen in der ilealen Mucosa.
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In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien zeigten sich auch in der
vorliegenden Arbeit die besten Ergebnisse unter selektiver Hemmung der
induzierbaren NO-Synthase, welche mit dem selektiven iNOS-Inhibitor 1400W
durchgefuhrt wurde. Diese Substanz vermochte es, den Blutdruck ahnlich wie der
nicht-selektive NOS-Inhibitor L-NMMA oder Katecholamine wiederherzustellen.
Weiterhin zeigte 1400W bei der Messung der ilealen Hamoglobin-Oxygenierung
Werte, die denen der Volumen-Behandlung von allen Behandlungsgruppen am
nachsten kamen. Es zeigte sich kein verstarktes Vorkommen niedrig oxygenierter
Areale, wie dies im besonderen unter der Therapie mit Katecholaminen zu
beobachten war, sondern eine allgemeine Verteilung der HbO,-Werte ahnlich der
Volumen-behandelten Tiere. Die iINOS-Hemmung fuhrte auch zu keiner weiteren
Laktatbildung oder einem wesentlichen Fortschreiten der metabolischen Azidose.
Dass die gesteigerte NO-Produktion grofitenteils der iNOS zugeschrieben werden
kann, zeigte auch die Tatsache, dass es unter der Therapie mit dem selektiven
INOS-Inhibitor 1400 W zu einer Abnahme der Plasma-Nitrit- und Nitrat-Spiegel
kam, ahnlich der durch L-NMMA. Relevante Einflisse auf den rechtsventrikularen
Druck konnten in keiner der Therapiegruppen gefunden werden.

Insgesamt stellt sich die selektive iINOS-Inhibition im vorliegenden Modell
somit als die vorteilhafteste Therapieoption dar und kdnnte sich in Zukunft als

ein nutzliches Instrument der Therapie des septischen Schocks erweisen.
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5 SUMMARY

Sepsis and septic shock still represent a large share of the cumulative mortality in
clinical daily routine. To date, therapeutic options are limited by unwanted side
effects. In order to restore a sufficient organ perfusion large amounts of volume
have to be replaced. In addition adrenergic agents, particulary norepinephrine, are
given to maintain adequate blood pressure. As a result of this therapy an increase
of disturbances of the microcirculation especially in the mucosa of the bowel can
be observed. Furthermore, septic shock contributes to a wide range of metabolic
disturbances, such as an increase of plasma lactate concentration, development
of metabolic acidosis and enhanced formation of nitric oxide. In the present study,
a model to examine different therapeutic regiments including the investigation of
the macro- and microcirculation during septic shock has been developed. It was
possible to compare these therapy options and to estimate theirs effects on
metabolic regulation.

Increased production of nitric oxide has been previously shown to play an
important role in the development of vasodilatation during septic shock. It was
possible to demonstrate the relevance of a selective inhibition of NO-synthase in
contrast to volume replacement on the one hand and a treatment with epinephrine
or non-selective inhibition of NO-synthase on the other hand. The interest of the
present work was focused on the recovery of sufficient systemic blood pressure
under preservation of adequate tissue oxygenation in the mucosa of the bowel.

In agreement with previous studies best results could be observed with a selective
inhibition of an inducible nitric oxide synthase. This inhibition was accomplished by
the selective INOS inhibitor 1400 W. Application of this agent was equally effective
in restoring blood pressure as the non-selective nitric oxide synthase inhibition
with L-NMMA or norepinephrine. Moreover, the iNOS inhibitor 1400 W was able to
cause tissue oxygenation in an ileum mucosal layer which was similar to the effect
of a saline infusion. Furthermore, there was no evidence of increased occurrence

of low oxygenated areas as observed after norepinephrine treatment.
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However, distribution of HbO, in animals treated with 1400 W was similar to that
in animals treated with saline infusion only. Selective iINOS-inhibition did not result
in increased acidosis and lactate formation. It could be hypothesized that the high
levels of NO produced during septic shock may be caused by iNOS itself, since a
decrease of plasma nitrite and nitrate levels in animals treated with 1400 W was
similar to that observed with the use of the non-selective nitric oxide synthase
inhibitor L-NMMA.. No significant influences in right ventricular systolic pressures
occurred under any therapeutic regiment.

In conclusion use of selective iINOS-inhibition in this model of septic shock enabled
us to investigate the most beneficial effects of several therapy options. In the
future, selective iINOS-inhibition may become an interesting tool to treat septic
shock restoring a stabilization of blood pressure while avoiding the deterioration of

the intestinal mucosal oxygenation.
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