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A. Einleitung und Fragestellung

Die Therapie des septischen Schocks bleibt trotz vielfaltigen medizinischen
Fortschritten eine intensivmedizinische Herausforderung.

Trauma, Schock und thermische Schaden pradisponieren den Patienten zu
einer vermehrten Anfalligkeit fur Infektionen, die sich klinisch in systemischer
Hypotension mit verminderter  Reaktion auf Vasokonstriktoren,
respiratorischer Insuffizienz bis zum ,acute respiratory distress syndrome*
(ARDS) und Multiorganversagen manifestieren kénnen [24].
Verbrauchskoagulopathie und disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
lassen in der Folge das Gerinnungssystem zusammenbrechen, es kann zum
allgemeinen Organversagen kommen.

Als Quelle der Infektion und ihrer Folgen ist vielfach kein definierter Herd
auszumachen. Objektive Hinweise flr eine Infektion fehlen oft bei septischen
Patienten. Davon abgesehen ist eine Bakteridmie nicht Voraussetzung fur
die Entwicklung eines septischen Schocks [14]. Obwohl grundsatzlich jeder
Patient dieses Krankheitsbild entwickeln kann, sind es meist altere Patienten
mit  urogenitalen, abdominellen oder thorakalen Infekten, die
lebensbedrohlich erkranken.

In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass der Darm als
Quelle der Infektion bei einem Grofteil der gram-negativen Infektionen in
Frage kommt.

Erstmals wurde von Zweifach und Fine 1957 bzw. 1959 ein Zusammenhang
zwischen Schock und Bakteriamie durch Bakterielle Translokation
beschrieben [15;16]; weitere Studien haben die Pathogenese der bakteriellen
Translokation untersucht.

Die intestinale Mukosa fungiert im Normalzustand aul3er als Verdauungs-,
Sekretions- und Absorptionsorgan auch noch als Schranke fir Bakterien und
hindert diese, sich in Blut, Organen und anderem Gewebe auszubreiten.
Unter bestimmten Bedingungen koénnen jedoch Bakterien oder
Bakterienprodukte ~wie das Endotoxin, die normalerweise im
Gastrointestinaltrakt vorkommen, diese Mukosa-Schranke Uberwinden und in
den regionalen Lymphknoten und anderen Organen auftauchen, ein Prozess,

den man bakterielle Translokation nennt [25;18]. Unter physiologischen



Bedingungen wird das Immunsystem standig mit geringen Mengen
Lipopolysaccharide (LPS) als Zellwandbestandteile von E. coli konfrontiert,
die aus dem Gastrointestinaltrakt Uber die Pfortader den Organismus
erreichen und vermutlich wichtig sind, um eine Art Grundaktivitdt des
Immunsystems zu gewahrleisten. Im Fall einer Sepsis wird aber die geringe
Menge an LPS deutlich Gberschritten.

Chemotherapie, Granulozytopenie oder Erkrankungen des Immunsystems
tragen zur Schwachung des Organismus bei, Polytrauma, Verbrennungen
und schwere Operationen kénnen zu Kreislaufdepression flhren [34]. Eine
direkte Schadigung des Darms durch Strahlung oder Toxine, eine
intraven6se Hyperalimentation oder die Minderperfusion nach einem
hamorrhagischen Schock flihrt zu Mukosa-Schaden und dadurch zum
Barriereverlust des Darms [18;33;65;66]. Nachweislich gibt es eine Relation
zwischen vermehrten  Translokationsraten und einer verstarkten
hypermetabolischen Reaktion der verletzten und septischen Patienten. Durch
eine bakterielle Translokation kann bei chirurgischen Patienten ohne
nachweisbare Infektionsquelle eine Sepsis und ein Multiorganversagen
verursacht werden  [9;65]. Dabei sind es die Dbakteriellen
Zellwandbestandteile  Lipopolysaccharide (E. coli), Peptidoglycane,
Lipoteichonsauren und Teichonsauren (Staph. aureus), die im Korper mit
einer Vielzahl von Rezeptoren und Proteinen, unter anderem Plasma-
Lipoproteinen und Lipopolysaccharid-bindendem Protein, interagieren und
die deletaren Folgen verursachen [114].

Die primare Abwehr gegen bakterielle Infektionen wird vor allem von
zirkulierenden Makrophagen und der Immunantwort des RES bestimmt.
Dabei sind zwei Wege wichtig: Erstens direkte Abtdtung, Lyse und
Phagozytose der Bakterien, und zweitens Verhinderung der Ausbreitung der
Mikroorganismen  durch Koagulation. Die zellulare Abwehr beinhaltet
Chemotaxis, Adharenz an das Agens, dessen Phagozytose und intrazellulare
Lyse. Eine Beeintrachtigung dieses komplexen Mechanismus fuhrt zur
Vermehrung und Ausbreitung der Mikroorganismen [1]. Ein erkrankter
Organismus kann, z. B. nach starkem Blutverlust oder durch andere
belastende Ursachen, seine inflammatorische Reaktion und damit die

Bakterienelimination nicht mehr adaquat aufrechterhalten. Ein massiver



Anfall von phagozytosepflichtigen Substanzen Ubersteigt die Kapazitat des
RES [17], die durch die zugrundeliegende Erkrankung beeintrachtigt ist und
der Aufgabe der Bakterienelimination entweder eingeschrankt oder gar nicht
nachkommen kann [8;73;64].

Untersuchungen an Patienten zeigten eine erhdhte intestinale Permeabilitat
24 h nach Trauma. Bei Ratten war nach thermischer Schadigung schon 2 h
danach eine bakterielle Translokation nachzuweisen [19].

Deitch und Kollegen wiesen bei Versuchen mit Ratten nach, dass starker
Blutverlust und Schock die intestinale Morphologie und Permeabilitat derart
beeinflusst, dass dadurch Bakterien durch die Darmwand in Lymphknoten
und dann weiter systemisch aus dem Darmreservoir translozieren konnen
[18]. Verbrennungen und Endotoxingabe tragen ebenso wie intravendse
Hyperalimentation und Beeintrachtigungen des Immunsystems durch
Tumoren und Operationen zu Translokationen bei [17;20;29;35;65;]. Eine
Arbeitsgruppe zeigte, dass die durch Perfusionsstérung im Darm
hervorgerufene Translokation durch Hyperoxie verhindert werden kann. Der
Organismus kann den bei Abwehr von Mikroorganismen vorkommenden
Sauerstoffbedarf bei Krankheit nicht decken und so keine effiziente Abwehr
aufbauen [64]. Katayama et al. wiesen nach, dass Proteinmangelernahrung
allein nicht zu bakterieller Translokation fuhrt, wohl aber zu Substanzverlust
der Darmschleimhaut. Zusammen mit Endotoxin kam es sehr schnell zu
massiver Translokation [65]. Der Verlust der intestinalen Integritat konnte bei
Verbrennungsopfern durch vermehrte Permeabilitat des Darms fir Mannitol
und Lactulose als Marker fur Dysfunktionen des Darms nachgewiesen
werden [19]. Xu et al. wiesen in einer Arbeit in vitro nach, dass
Uberproduktion von NO direkt eine Dysfunktion der lleum-Mukosamembran
auslost und somit zu einer bakteriellen Translokation fuhrt [102]. Alexander
und Mitarbeiter zeigten, dass die Mikroorganismen direkt von Enterozyten
aufgenommen werden. Nach dem Uberwinden der Lamina propria
diffundieren die Bakterien und deren Toxine entlang des Zellularspalts zur
Serosa und von dort in die regionalen Lymphknoten bzw. ins Blut und in
weitere Organe [9]. Einer weiteren Arbeit zufolge fungieren die Enterozyten
als ,nichtprofessionelle“ Makrophagen, d.h. sie nehmen Mikroorganismen auf

als Teil der Abwehr. Ab einer gewissen Anzahl an phagozytierten



Mikroorganismen ist die Abwehrfunktion jedoch Uberfordert, und es kommt
zur bakteriellen Translokation [9;66]. Der schwerkranke Patient hat
eingeschrankte Immunfunktionen bis hin zur Immunsuppression. Dies tragt
zur eingeschrankten Bakterienelimination, zur Persistenz der Organismen in
mesenterialen Lymphknoten und deren weiteren Ausbreitung bei [20].

Einige Studien am isolierten perfundierten Lungenmodell zeigten, dass
Endotoxine und gram-negative Bakterien eine Kaskade von Mediatoren
freisetzen, die fur die deletéaren Auswirkungen des septischen Schocks und
des Lungen- und Multiorganversagens verantwortlich sind [6, 81]. Studien mit
TNF-a an Mausen zeigten die selben systemischen Auswirkungen, wie sie
auch bei der Sepsis zu beobachten waren [34]. TNF-a wird durch
Makrophagen bei Kontakt mit LPS als eines der ersten Zytokine freigesetzt.
Weitere Mediatoren sind u.a. Interleukin 1 (IL1), IL6, IL12, Plattchen-
aktivierender Faktor (PAF), Prostanoide und Leukotriene, die durch die
Aktivierung des Komplementsystems in Leukozyten freigesetzt werden und
ihrerseits flr eine weitere Mediatoren-Freisetzung verantwortlich sind [77].
Zusammen mit den Komplimentsystem-Anyphylatoxinen C3a und Cba
ziehen die Mediatoren PMNs aus dem Kreislauf an und aktivieren sie, wobei
wieder Zytokine freigesetzt werden. C3a und Cb5a verursachen verstarkte
vaskulare Permeabilitat und regulieren die Adhasionsmolekull-Expression in
Endothelzellen und Neutrophilen nach oben. Die aktivierten PMNs
exprimieren CD14, CD11/CD18 und einige Komplement- und Fc-Rezeptoren
und sind dadurch in der Lage, LPS, Bakterienfragmente und ganze Bakterien
zu erkennen und zu phagozytieren. Dabei werden Lysozyme,
Sauerstoffradikale und Porine freigesetzt. Diese Stoffe werden zum Abtéten
der Mikroorganismen bendtigt. Eine hohe Konzentration der Zytokine lokal
oder generalisiert kann aber auch zu Endothel- und Organschaden fuhren
[114]. Die Ursache des septischen Geschehens und seiner Folgen ist in einer
Uberstimulation des Immunsystems zu suchen, die sich selbst verstarkt und
eine generalisierte hyperinflammatorische Reaktion verursacht. Deshalb wird
auch von einem ,Systemic Inflammatory Response Syndrome® SIRS
gesprochen [6].

Verschiedene Ansatze wurden in den vergangenen Jahren gemacht, um die

fatalen Auswirkungen des septischen Schocks zu bekampfen. LPS-
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Antikorper, TNF-a-Antikdrper und Antioxidantien [53] brachten nicht den
gewlnschten Erfolg [116]. Eine Studie ging von der Annahme aus, dass bei
langer andauernder Sepsis eine Gegenregulation bezuglich der
Ausschittung der Zytokine  TNF-a und IL-1B auf-, und damit eine
antiinflammatorische und immunsuppressive Phase eintritt. Den septischen
Patienten wurde y-Interferon verabreicht, was die TNF-a-Produktion der
Makrophagen stimulierte und zum Uberleben der Patienten beitrug [117].
Einen Erfolg in letzter Zeit zeigte die PROWESS-Studie: Sie zeigte einen
positiven Effekt auf das Uberleben septischer Patienten bei Behandlung mit
aktiviertem Protein C. Durch aktiviertes Protein C wird Thrombenbildung und
die Inflammation wirksam gehemmt, die Fibrinolyse aber geférdert [115]. Ein
weiterer Weg, das Outcome in der Sepsis zu verbessern, wurde durch eine
intensive Insulintherapie beschritten, um eine Hyperglykdmie in der Sepsis
zu verhindern. Die phagozytotische Funktion neutrophiler Granulozyten ist
bei septischen Patienten mit Hyperglykdmie Dbeeintrachtigt. Die
Hyperglykamie zu Kkorrigieren tragt zur Verbesserung der bakteriellen

Phagozytose bei [118].

Im Zuge der Forschung wurde man auf Stickstoffmonoxid (NO) aufmerksam
als einen Faktor, der an Entzindungsreaktionen wichtigen Anteil hat.
Stickstoffmonoxid ist ein ubiquitares Molekil, das an der Regulation der
Funktion jedes Organsystems beteiligt zu sein scheint. Entdeckt 1987 als
Molekul, das mit dem bis dahin so genannten EDRF identisch ist [46],
wurden die biologischen Charakteristika von NO unter normalen und
pathologischen Organfunktionen studiert, um seine Rolle in dem
pathologischen Geschehen zu verstehen. NO wird von Endothelzellen und
Makrophagen vom terminalen Guanidin-Nitrogen der Aminosaure L-Arginin
synthetisiert [44;54]. Das Molekll mit einer Halbwertzeit von 3-5 Sekunden
wirkt lokal Uber die Guanylat-Zyklase durch Erhdéhung der 3‘,5-cGMP-
Bildung im GefalRmuskel, fuhrt zur Muskelrelaxation und damit zur
Vasodilatation [39]. Als zytotoxisches Molekul ist NO wirksam gegen
eindringende Bakterien und Tumorzellen durch Hemmung deren
mitochondrialer Atmung [43;41]. Benannt nach dem Zelltyp, in dem die NO-

Synthase (NOS) zuerst entdeckt wurde, gibt es 3 bekannte Isoformen.
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Studien zeigten, dass sie nicht auf einen einzigen Zelltyp beschrankt bleiben.
Endotheliale NOS und neuronale NOS werden unter Normalbedingungen
gebildet und als ,constitutive NOS* (cNOS) zusammengefaldt [48]. cNOS ist
verantwortlich fur die ,Basaldilatation” der GefalRe, also den Grundtonus.
Daraus ergibt sich der lokale Blutdruck [57]. Die induzierbare NOS (iNOS)
wird durch Lipopolysaccharide (LPS) oder Bakterien sowie TNF-a, IL1 und
INF-y nach einer Latenzzeit von 3 - 4 h zu lang anhaltender Bildung grof3er
Mengen von NO stimuliert [48;47;42;43].

Bei Sepsis oder Inflammation wird NO zugleich mit Oz gebildet. In
Makrophagen dient das daraus gebildete Peroxynitrit ONOO™ zur Abtotung
von E. coli [74]. Uberproduktion von NO verursacht Zellschaden, behindert
die Zellatmung, erhoht die Permeabilitat des Darms und verursacht vor allem
eine Hypotonie, die nicht mehr auf Katecholamine anspricht. Auf3erdem
kommt es zu Stérungen des regionalen Blutflusses durch Shuntbildung. Um
der katecholaminrefraktaren Hypotonie zu begegnen, wurden Substanzen
gesucht, die die NO-Synthese hemmen und damit der NO-vermittelten

Vasodilatation entgegenwirken.

Studien mit NOS-Inhibitoren wie L-NAME und L-NMMA zeigten einen
deutlichen Anstieg des arteriellen Mitteldrucks (MAP) [34;44]. Der Einsatz
dieser Substanzen bei zwei therapierefraktaren Patienten im septischen
Schock zeigte eine Steigerung sowohl des systolischen als auch des
diastolischen Drucks sowie des MAP, so dass nach einigen Stunden die
Katecholaminzufuhr verringert beziehungsweise bei einem Patienten ganz

beendet werden konnte [47].

In einer Studie bei endotoxindmischen Hunden wurden der Effekt von LPS
durch L-NAME auf die Hdmodynamik unterdriickt und ein deutlicher Anstieg
des Blutdrucks und eine Zunahme des systemischen und regionalen
Blutdrucks festgestellt [50;55]. Es zeigte sich aber auch, dass am Ende des
Experiments der Sauerstoffbedarf des Darms unter L-NAME nicht mehr
gedeckt wurde.

Die Lunge zeigt bei schwerer Hypoxie eine Zunahme des pulmonalarteriellen

Widerstandes. Dieser Euler-Liljestrand-Reflex flhrt normalerweise dazu,
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dass minderbellftete Areale auch weniger durchblutet und somit das Herz-
Zeit-Volumen flr die Oxygenierung des Korpers optimal ausgenutzt wird. Bei
generalisierter Hypoxie fuhrt dies allerdings zu Shuntbildung, damit
vermehrter Herzarbeit und weiterer Verschlechterung der
Sauerstoffversorgung des Organismus. Bei einer Sepsis sinkt der pulmonale
Widerstand deutlich ab, es kommt zu massiven Shunts. Eine Studie an
Schafslungen zeigte, dass flir den Verlust des Tonus NO verantwortlich ist.
Es konnte gezeigt werden, dass unter L-NMMA der
Pulmonalgefalwiderstand anstieg und es zu einer Verminderung der Shunts
kam. Eine vollstandige Wiederherstellung des Gefalitonus liel3 sich jedoch
nicht erreichen, was die Autoren zu der Vermutung veranlasste, dass es
auch noch andere Mediatoren geben muss, die fir die Vasodilatation der
GefalRe zustandig sind [113]. Eine neue Studie beschaftigt sich mit der
pulmonalen Vasokonstriktion bei Hypoxie unter Sepsis, experimentell durch
LPS-infusion hervorgerufen bei Mausen. Dabei zeigte sich eine deutlich
geringere Vasokonstriktion des pulmonalen Gefalibettes bei septischen
Mausen unter Hypoxie als bei unbehandelten Mausen. Eine Perfusion der
Lunge mit L-NAME stellte die ausgefallene Vasokonstriktion nur teilweise bei
den septischen M&ausen wieder her. Die NO-Uberproduktion durch NOS2
verhindert eine adaquate Vasokonstriktion im pulmonalen Gefalbett und
fordert Shuntbildung [120].

Eine andere Studie an kleinen isolierten Pulmonalarterien von Ratten zeigte
die essentielle Rolle von NO: Die Pulmonalarterien wurden mit PGF2alpha
vorkontrahiert und dann einer schweren Hypoxie ausgesetzt.
Vorausgegangen war eine Vorbehandlung der Ratten mit LPS. Bei der
Kontrollgruppe, die nur mit Kochsalzlésung behandelt war, konnte die unter
Hypoxie massiv ausgeloste Kontraktion entweder durch Entfernung des
Endothels oder durch Applikation von L-NAME unterdrickt werden. Bei der
LPS-Gruppe kontrahierten sich die Arterien, egal ob mit oder ohne Endothel.
Die Kontraktion konnte durch L-NAME sehr stark unterdrickt werden. Bei
milder Hypoxie dagegen war bei keiner Gruppe eine Verdnderung des
Vaskulartonus feststellbar. Die Autoren schlossen daraus, dass ein schwerer
Mangel an O, als Substrat fir die NO-Produktion herrschen muss, um eine

Kontraktion im Fall einer Sepsis zu erreichen [112].



NO scheint auch direkt fur Schaden im Darm und fur eine bakterielle
Translokation verantwortlich zu sein. Versuche mit Mausen, denen das Gen
zur Expression der iNOS fehlt, zeigten eine Resistenz gegen endotoxin-
verursachte Schaden im Darm sowie gegen bakterielle Translokation. Die
Autoren folgern, dass Darmschadigung sowie bakterielle Translokation mit
der Aktivierung von iINOS zusammenhangen [43]. Vermutet wird eine
Schadigung des Darms durch hohe Ilokale NO-Konzentrationen. Die
Zellatmung wird behindert, eine Fehlverteilung des regionalen Blutflusses
und eine erhohte Permeabilitat des Darms resultiert. Diese These wird
gestutzt durch eine Arbeit von Eleftheriadis et al. [109] die zeigt, dass NO
direkt am Prozess der bakteriellen Translokation beteiligt zu sein scheint.
Ratten, die im hamorrhagischen Schock mit L-NAME behandelt wurden,

zeigten eine verlangerte Uberlebenszeit [110].

Im Falle eines septischen Schocks mit Beteiligung samtlicher Organsysteme
kommt es zur Uberstimulierung von Granulozyten, monozytaren
Makrophagen und anderen Gewebszellen. Diese bilden TNF-o und andere
Zytokine, die Gewebeschaden verursachen koénnen. Verschiedene
therapeutische Strategien begegnen der Problematik mit dem Versuch, die
Uberschieflende inflammatorische Reaktion zu beeinflussen.

Eine andere Substanz, die in diesem Zusammenhang das Interesse auf sich
gezogen hat, ist das Xanthin-Derivat Pentoxifyllin (PTX). PTX wird seit
Jahren bei vaskularer Insuffizienz, v. a. der Claudicatio intermittens bei der
chronischen arteriellen Verschlusskrankheit, eingesetzt [26,27;85]. PTX
reduziert die Blutviskositat, verbessert die Verformbarkeit der Erythrozyten
und vermindert die Aggregation von Thrombozyten [28]. Weiterhin inhibiert
PTX die unkontrollierte Aktivierung von Granulozyten und supprimiert die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL6 durch
Makrophagen [63]. TNF-a aktiviert polymorphkernige Granulozyten und
erhoht ihre Adharenz an das Endothel. In Versuchen mit TNF-a-Inhibitoren
bei Kaninchen, die E. coli injiziert erhielten, zeigte sich ein verandertes
Besiedelungsmuster der Organe im Vergleich zu Kaninchen ohne TNF-o-

Inhibitoren: Die Lunge war weniger besiedelt durch E. coli als bei voller
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Wirksamkeit des TNF-a. Dieser Mediator verzogert indirekt die Bakterien-
Clearance aus bestimmten Organen, setzt andererseits aber auch die
Zytokin-Kaskade fur die Bakterien-Elimination frei. [4; 75].

PTX hemmt darlber hinaus die Freisetzung lysosomaler Enzyme, die
Bildung von Thromboxan A2, einem Plattchenaggregationsfaktor, und die
Bildung von Sauerstoffradikalen. Als zugrundeliegender Mechanismus dieser
Effekte auf Neutrophile wurde eine Zunahme an intrazellularem cAMP
festgestellt: Die Phagozytoserate der Makrophagen wird durch PTX reduziert
und die Superoxid-Anionen-Produktion inhibiert [29]. Eine neue Studie von
2005 am Ganztiermodell zeigte, dass die durch LPS induzierten
Gerinnungsstoérungen durch PTX moderat unterdrickt werden kénnen [122].
Studien belegen die Wirksamkeit von PTX in verschiedenen Tiermodellen bei
Schock, Infektion oder Inflammation. Auferdem verlauft die
Lungenbeteiligung bei Sepsis milder unter dem Einfluss von PTX
[75;76;111;119]. PTX ist in vitro assoziiert mit einer verminderten
Neutrophilen-Funktion, verstarkt aber die Chemotaxis und verringert die
Adharenz an korperfremde Stoffe [32]. Bei einem in vitro Modell wurde die
dosisabhangige Wirkung von PTX untersucht anhand von isolierten humanen
PMNs, die mit FMLP stimuliert wurden und denen Pentoxifyllin in
verschiedenen Dosierungen zugesetzt wurde. Es zeigte sich, dass niedrige
PTX-Dosen Chemotaxis, Phagozytoserate und H>O2-Produktion der
aktivierten PMNs steigern, wahrend hdhere Dosen zu einer Hemmung der
Leukozytenfunktion flhren, also dosisabhangig inflammatorische und
antiinflammatorische Wirkungen zu beobachten waren [22].

PTX als Phosphodiesterasehemmer erhoht das intrazellulare cAMP. Die
TNF-a-Bildung und damit auch die NO-Produktion werden dadurch
vermindert [21]. In einer Studie Uber die Wirkung von PTX auf die
Bakterienelimination zeigte sich eine verbesserte Streptokokken-Clearance
beim septischen Tiermodell an frihgeborenen Kaninchen [59]. Eine andere
Studie an Kaninchen zeigte allerdings eine verminderte Clearance-Funktion
[61].

Eine Studie am septikdmischen Ganztiermodell, bei der wie in der hier

vorliegenden Arbeit Kaninchen E. coli intravends verabreicht und dann die
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Eliminationskinetik der Bakterien im Blut und die bakterielle Besiedelung der
Organe gemessen wurde, untersuchte den Effekt von N-Acetylcystein (ACC),
einem Radikalenfanger, auf die bakterielle Clearance. Dabei wurden der
,oxidative burst® der PMNs gemessen. Die Freisetzung der Mediatoren
wurde unter ACC unterdrickt. Es zeigte sich, dass eine beeintrachtigte
Clearance der Bakterien aus dem Blut mit einer vermehrten
Organbesiedelung einherging [5]. Eine andere Studie an Kaninchen
beschaftigte sich mit der Frage, ob Norepinephrin, welches
intensivmedizinisch zur Druckerhaltung eingesetzt wird, die Clearance der
Bakterien aus dem Blut beeinflusst. Es zeigte sich, dass dosisabhangig die
Clearance verbessert oder verschlechtert wird, d.h. niedrige Dosen von
Norepinephrin  verbesserten, hohere Dosen verschlechterten die
Bakterienelimination aus dem Blut, die Organe wurden dementsprechend

mehr oder weniger besiedelt [3].

In der vorliegenden Studie geht es um die Frage, inwieweit L-NAME und
Pentoxifyllin die Bakterien-Clearance aus dem Blut beeinflussen kénnen, ob
eine veranderte Elimination der Mikroorganismen aus dem Blut und ein
anderes Verteilungsmuster in den Organen feststellbar sind und die
Phagozytose-Kapazitat des RES durch diese Substanzen beeintrachtigt wird.
AuRerdem sollte untersucht werden, wie sich der arterielle Druck unter den
verschiedenen Bedingungen andert und ob dieser die Bakterienelimination

beeinflusst.
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B. Material und Methodik

1. Versuchstiere:

Als Versuchstiere dienten 54 Kaninchen beiderlei Geschlechts (Bastarde aus
Chinchilla und White New Zealand) mit einem Koérpergewicht von 2600 -

3100 g, die von der Fa. Behringwerke AG, Marburg, geliefert wurden.

2. Praparation der Versuchstiere

Nach dem Einfilhren einer Venenverweilkaniile (Scalp-vein-set®) in die
Ohrvene des Kaninchens wurden uber diese 1000 I.E./kg KG Heparin-
Natrium (Liquemin® 25000, Fa. Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen)
injiziert. Zur Narkoseeinleitung wurden Ketaminhydrochlorid (50 mg/kg KG;
Ketanest®, Fa. Parke-Davis, Berlin) und Xylazinhydrochlorid (4 mg/kg KG;
Rompun® 2%, Fa. Bayer, Leverkusen) jeweils zur Hélfte in die beidseitige
Glutealmuskulatur verabreicht. Nach ausreichender Narkose und Relaxation
wurde das Tier in Rulckenlage auf einem beheizbaren (35°C)
Praparationstisch (angeschlossen an eine Warmepumpe, Gebr. Haake KG,
Berlin) fixiert. Nach Lokalanasthesie der Kehlkopfregion mittels 5-10 ml
Lidocain-HCI-Lésung subkutan (Xylocain® 2%, Astra Chemicals GmbH,
Wedel) erfolgte die Freipraparation und Anschlingung der Trachea. Eine
Beatmungskantule wurde nach der Tracheotomie eingesetzt und durch eine
Ligatur gesichert. Die Beatmung erfolgte durch eine Starlingpumpe ( Fa.
Braun, Melsungen) mit einer Frequenz von 30/min und einem
Atemzugvolumen von 30 ml. Beatmet wurde mit Raumluft, bedarfsweise mit
Zusatz von Sauerstoff, so dass nach einer Steady-State-Phase ein PaO; von
100 mm Hg als Ausgangswert erreicht wurde.

AnschlieBend wurden die V. jugularis interna freigelegt, eine
Venenverweilkanlile (Fa. Braun, Melsungen) eingelegt und durch eine
Ligatur gesichert. Die Narkose wurde Uber einen Perfusor (Fa. Braun,
Melsungen) mittels kontinuierlicher Infusion von 0,1 mg/kg/min Ketanest und

0,015 mg/kg/min  Xylazinhydrochlorid in  den  Jugulariskatheter
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aufrechterhalten. Zur kontinuierlichen Kontrolle des arteriellen Drucks und
zur Entnahme von Blutproben erfolgte dann die Kanulierung der A. carotis
externa mit einem PVC-Katheter (I.D. 1,4 mm), ebenfalls mit zwei Ligaturen
gesichert. An den Katheter waren zwei Drei-Wege-Hahne (Fa. Braun,
Melsungen) angeschlossen sowie ein Druckaufnehmer, der mit einem
Verstarker (Fa. Hellige, Freiburg) und einem Schreiber (Servomed, Fa.
Hellige, Freiburg) gekoppelt war.

Zusatzlich zur basalen Flussigkeitszufuhr von 3-4 ml/kg/h wurde das

entnommene Blutvolumen isovolamisch durch sterile Kochsalzlésung ersetzt.

3. Monitoring:

Nach Beendigung der Praparation wurde der arterielle Druck Uber die oben
beschriebene Apparatur kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet.
Intermittierend wurden Blutproben fir Messungen von pH, PaO;, PaCO,,
HCOs, Sauerstoffsattigung und Leukozytenzahlung entnommen und mittels
eines Acid-Base-Laboratory (ABL 330, Fa. Radiometer GmbH, Stuttgart)
gemessen. Durch Regelung von Beatmungsfrequenz und Atemzugvolumen
sowie bei Bedarf der Zumischung von Sauerstoff wurde in der Steady-State-
Phase ein PaO; von 100 mm Hg bzw. 40 mm Hg bei Hypoxamieversuchen

eingestellt.

4. Bakterieninokulation:

Zur Erzeugung einer Bakteriamie wurde ein serumresistenter nicht-
hamolysierender Stamm von Escherichia coli eingesetzt, der aus dem Blut
eines septikdmischen Patienten isoliert worden war. Eine nahere
Bestimmung des E. coli-Stammes wurde nicht durchgefihrt. Es liegen keine
Informationen zu Pathogenitat und Virulenz vor. Nach 10 h Kultivierung bei
37°C auf Blut-Agar-Platten wurden die Kolonien in einer CASO-Bouillon
(Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon) auf dem Wirbelmischer
homogenisiert und durch serielle Dilution auf eine Konzentration von 1,3 x
10® koloniebildenden Einheiten (colony forming units, CFU) eingestellt. Die

Bakteriensuspension wurde in Eppendorfhitchen bei -70° C bis zur
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Verwendung tiefgefroren. Vitalitdt und Konzentration der Bakterien wurden
durch Kulturen Uberpruft. In vorhergehenden experimentellen Arbeiten
wurden verschiedene Konzentrationen der E. coli-Suspension ausgetestet,
mit dem Ziel, eine gute Pathogenitat zu gewahrleisten, ohne dass das Tier
vor Ablauf des Experiments zu Schaden kommt. Dabei wurde die Einstellung
der Suspension auf 1,3 x 10® CFU optimiert .

5. Substanzen

5.1. No-Nitro--Arginin Methyl Ester
Nw-Nitro-_ -Arginin Methyl Ester (L-NAME, Art.Nr. N 5751) wurde von der
Firma Sigma GmbH, 82041 Deisenhofen, bezogen.

W T g
O,NNH —C —  NHCH,CH,CH,CH—C— OCH, - HCl

Strukturformel L-NAME

L-NAME ist ein irreversibler Inhibitor der konstitutiven NO-Synthase (cNOS)
und ein reversibler Inhibitor der induzierbaren NO-Synthase (iNOS). Die
Substanz wurde in Konzentrationen von 7,5 mg/kg KG und 15 mg/kg KG
eingesetzt.

5.2. Pentoxifyllin

Pentoxifyllin (3,7-Dimethyl-1(5-Oxahexyl)-Xanthin; Trental®) wurde von der
Firma Albert-Roussel Pharma GmbH, 65001 Wiesbaden, bezogen.

Mﬁ &
N
H,C N
| 4\59
07N N
H

CH,

Strukturformel Pentoxifyllin
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Das Xanthin-Derivat Pentoxifyllin ist ein Phosphodiesterase-Inhibitor. Seine
Wirkung entfaltet die Substanz kurz nach der Applikation. Studien zeigten,
dass die Substanz wirkungsvoll die Bildung inflammatorisch wirksamer
Zytokine hemmen kann [21] und die Migration und mikrobiozide Funktion der
Leukozyten beeinflusst [22]. Die Substanz wurde in der vorliegenden Studie
in einer Konzentration von 20 mg/kg KG eingesetzt. Diese schon in anderen
Studien eingesetzte Dosierung [58; 60] zeigte keinen wesentlichen Abfall des

MAD bei einer guten Hemmung von TNF-a und IL-6.

6. Leukozytenzahlung

Zur Bestimmung der Leukozytenzahl wurde von der entnommenen Probe
Blut in eine Leuko-Pipette bis zur Marke 1 aufgezogen und Turks-Lésung
(Merck, Art.Nr. 9277) bis zur Marke 11 angesaugt. Nach kraftigem Schutteln
der Pipette fur 3 Minuten wurden die Leukozyten unter dem Mikroskop in der
Neubauer-Zahlkammer (Gesamtvolumen = 0,4 ml) ausgezahlt. Der Mittelwert
errechnete sich wie folgt:

Leukozyten/ul Blut = n x 25

7. Versuche am septikdmischen Ganztiermodell

7.1. Kontrollgruppe (n = 9)

Nach einer Steady-State-Phase von 30 Minuten wurde die auf
Zimmertemperatur erwarmte E. coli-Suspension (1,3 x 10® CFU) iiber den V.
jugularis-Katheter injiziert. Fur die Kulturen wurde aus dem Carotis-Katheter
aseptisch Blut in Abstanden von 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 Minuten
und danach alle 30 Minuten enthommen. Blutgase und Leukozytenzahl
wurden alle 30 Minuten bestimmt.

3 Stunden nach der Bakterieninjektion wurden die Tiere mittels einer

Uberdosis der Rompun-Ketanest-Ldsung getotet.
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Unter sterilen Bedingungen wurden Gewebeproben von Lunge, Leber, Milz
und Niere fur die mikrobiologische Bestimmung der bakteriellen Besiedelung
der Organe entnommen.

Das Verfahren ab der E. coli-Injektion bis zur Organentnahme war in allen

Experimentalgruppen identisch.

7.2. Kontrollgruppe Hypoxamie (n = 10)

Die Kontrollgruppe bestand aus 10 Versuchstieren unter Hypoxamie ohne
Einsatz von Pentoxifyllin.

Durch Regulation von Atemzugvolumen und Beatmungsfrequenz wurde in
der Steady-State-Phase ein PaO, von 40 mm Hg eingestellt und Utber die
gesamten ersten 60 Minuten nach E.coli-Injektion konstant gehalten. Nach
60 Minuten wurde ein PaO, von 100 mm Hg eingestellt. Das weitere

Vorgehen erfolgte wie oben beschrieben.

7.3. Pentoxifyllin-Gruppe (n = 12)

Nach der Steady-State-Phase von 30 Minuten wurde Uber den
Jugulariskatheter 20 mg/kg KG Pentoxifyllin langsam uber 5 Minuten injiziert.
Dabei kam es zu einem durchschnittichen RR-Abfall von 10 mm Hg. 15
Minuten spater erfolgte die Injektion der E.coli-Suspension (1,3 x 108 CFU),
ebenfalls Uber den Jugulariskatheter. Das weitere Verfahren war wie oben

beschrieben.

7.4. Pentoxifyllin-Hypoxamie-Gruppe (n = 8)

Durch Regelung von Atemzugvolumen und Atemfrequenz wurde ein PaO,
von 40 mm Hg eingestellt. Nach einer Steady-State-Periode von 15 Minuten
erfolgte die Gabe von 20 mg/kg KG Pentoxifyllin langsam tber 5 Minuten
Uber den Jugulariskatheter. 15 Minuten spater wurden E. coli injiziert. Das

weitere Verfahren war mit der Kontrollgruppe identisch.
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7.5. L-NAME-Gruppe 7,5 mg/kg KG (n = 9)

Nach 30 Minuten Steady-State-Phase wurden 7,5 mg/kg KG L-NAME Uber
den Jugulariskatheter injiziert. Kurz nach L-NAME-Gabe kam es zu einem
deutlichen Druckanstieg von durchschnittlich 25 mm Hg. Dieser Effekt hielt
durchschnittlich 2 h an. 15 Minuten spater erfolgte Uber den selben Zugang
die Injektion von E. coli (1,3 x 10® CFU).

Das weitere Vorgehen entspricht dem oben beschriebenen.

7.6. L-NAME-Gruppe 15 mg/kg KG (n = 5)
Das Procedere entspricht der L-NAME Gruppe 7,5 mg/kg KG mit héherer

Dosierung. Auch hier kam es zu einem, wenn auch geringeren, mittleren

Druckanstieg von 13 mm Hg.

7.7. Quantitative Mikrobiologie

Sofort nach Entnahme wurden die Blut- und Gewebeproben eisgekuhlt. Es
folgten Verdlinnungsreihen im Verhaltnis 1:10 mit steriler Kochsalzlésung.
Jeweils 100 pl einer Verdinnungsstufe (9 ml NaCl-Lésung 0,85% + 1 ml der
nachsthéheren Konzentration) bzw. 50 pl des unverdinnten Blutes wurden
auf CLED-Agar-Platten (Bromthymolblau-Lactose-Cystin-Agar) nach Sandys
[23] aufgebracht.

Von den steril enthommenen Organproben wurden jeweils 1,5 g des
Gewebes mit sterilem Seesand in einem Morser homogenisiert und mit 5 ml
steriler NaCl-Lésung 0,85% aufgeschwemmt. Es folgte wieder eine
Verdunnungsreihe. 50 ul der Ausgangssuspension und jeweils 100 ul der
Verdinnungen wurden auf CLED-Platten aufgebracht.

Die inokulierten Platten wurden 24 h bei 37°C inkubiert und danach die
gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Die endglltigen bakteriellen
Konzentrationen wurden dann auf Kolonien/ml Blut bzw. als Kolonien/g

Gewebe umgerechnet.
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8. Statistik

Erfasst wurden die Werte mit Excel von Microsoft.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm
SPSS fir Windows Version 6.13. Unterschiede zwischen den Gruppen
bezlglich der CFU-Werte wurden mit Hilfe des parameterfreien ,Kruskal-
Walllis-Tests” beurteilt. Unterschiede im Verlauf der arteriellen Dricke, pH-
Werte und CO,-Messungen wurden mit Hilfe der 2-faktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholungen getestet. Berechnet wurden
Mittelwert und Standardabweichung flir normalverteilte Daten (arterieller
Druck, pH-Werte, CO,-Werte, Leukozyten) sowie Median, Minimum und
Maximum fur die Organbesiedelungswerte (CFU). Die Ergebnisse wurden
graphisch dargestellt als Balkendiagramme  oder Verlaufskurven der
Mittelwerte bei normalverteilten Werten und der Mediane bei

nichtnormalverteilten Werten.

9. Zeitraum der Experimente

Der experimentelle Teil der Arbeit wurde Uber einen Zeitraum vom
29.05.1996 bis 24.04.1998 durchgeflhrt.
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C. Ergebnisse

Als Kontrollgruppe dienten 9 Kaninchen, die auf einen PaO, von 100 mm Hg
eingestellt und dann mit 1,3 x 10® CFU E. coli inokuliert wurden. Diese
Gruppe wurde sowohl fur die Versuche mit L-NAME als auch mit Pentoxifyllin
als Referenz betrachtet. Eine zweite Gruppe bestand aus 8 Kaninchen, die
auf einen PaO; von 40 mm Hg eingestellt, mit der gleichen Menge E. coli
infiziert und fur die Hypoxamieversuche unter Pentoxifyllin als Kontrolle

eingesetzt wurden.

1. Clearance von intravends zugefuihrten Escherichia coli aus dem Blut
und ihre Organverteilung ohne additive Substanzen unter
PaO,= 100 mm Hg nach Inokulation mit 1,3 x 108 CFU:

In allen Gruppen wurden vor der Injektion der Bakterien sterile Blutkulturen
gefunden. Nach 40 Minuten zeigte sich eine vollstandige Clearance der E.
coli aus dem Blut.

Von allen Organen wurden in der Leber mit Abstand die hochsten
Bakterienzahlen gefunden (1424,0 CFU/g Gewebe; es wurde hier, wie bei
den anderen Angaben bei Gewebekulturen, der Median verwandt, da keine
Normalverteilung vorliegt). Minimal wurden 225 und maximal 30000 CFU/g
Gewebe gezahlt. In der Milz fanden sich minimal 7, maximal 1390 CFU/g
Gewebe (Median 278 CFU/g Gewebe), in der Lunge minimal 12, maximal
248 CFU/g Gewebe (Median 58 CFU/g). Die Niere war gering besiedelt mit
minimal 0 und maximal 8 CFU/g Gewebe (Median 2 CFU/qg).

2. Beeinflussung der Clearance und Organverteilung von E. coli unter
L-NAME

2.1. Clearance aus dem peripheren Blut

In insgesamt 14 Versuchen wurde den Tieren der NO-Synthasen-Hemmstoff
L-NAME i.v. injiziert. Bei 5 Versuchen wurde die Dosis 15 mg/kg KG L-
NAME, bei weiteren 9 Versuchen 7,5 mg/kg KG L-NAME gewahlt und 30
Minuten vor den Bakterien appliziert.
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Nach 60 Minuten zeigten sich in der Regel keine Bakterien mehr in den
gewonnenen Blutkulturen (s. Abb. 1). Eine signifikante Verzégerung der
Clearance zeigte sich unter L-NAME 15 mg/kg KG in der 40. und 50. Minute
(p< 0,02). Hier waren in der Kultur 2 £ 2 CFU/100 wl Blut nachweisbar. Fur
die Konzentration von 7,5 mg/kg KG L-NAME war kein statistisch relevanter

Unterschied zur Kontrolle zu verifizieren.

Clearance injizierter E. coli unter L-NAME (Nativ-Blut), PaO2 =100 mm Hg.

Median
100000 %
10000

1000 -

CFU E. coli/ml
—a— Kontrolle

—o—L-NAME 7,5 mg/kg KG
—&-L-NAME 15 mg/kg KG

100 -

T -
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Zeit (min.)

Abb. 1: Clearance unter L-NAME im Nativblut bei PaO, = 100 mm Hg. Dargestellt ist der
Median. Zeitpunkt 0 entspricht der Injektion der E. coli

2.2 Organverteilung:

In den Organen (s. Abb. 2) kam es unter 15 mg/kg KG L-NAME zu einer
verstarkten Besiedelung durch E. coli. In der Leber wurden 1772 CFU/g
Gewebe gezahlt (minimal 225 CFU/g, maximal 4850 CFU/g). Die Lunge
zeigte vergleichsweise wenig Kolonien mit einem Median von 172 CFU/g
(minimal 12 CFU/g, maximal 220 CFU/qg). In der Niere lag der Median bei 8
CFU/g (minimal 5 CFU/g, maximal 26 CFU/g). In der Milz wurde eine
geringere Koloniezahl bei der L-NAME-Dosierung von 15 mg/kg KG (Median
278 CFU/g Gewebe, minimal 94 CFU/g, maximal 38500 CFU/g) gegenulber
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der Kontrolle mit Median 278 CFU/g Gewebe (minimal 7 CFU/g, maximal
1390 CFU/g) gefunden.

Bei 7,5 mg/kg KG L-NAME =zeigte sich eine tendenziell verringerte
Besiedelung in allen Organen, hier besonders ausgepragt wieder bei der Milz
(Median 114 CFU/g Gewebe; min. 16 CFU/g, max. 324 CFU/g versus
Median 278 CFU/g in der Kontrollgruppe, hier minimal 7 CFU7g, maximal
1390 CFU/qg).

Die Ergebnisse sind tendenziell und statistisch nicht signifikant.

Organverteilungsmuster der E. coli unter L-NAME versus Kontrolle

100000
10000 -
1000 EEER i Leber
Colony forming units Lunge
(CFU)/g Gewebe Niere
100 - : g B Milz
10 -
1

Kontrolle L-NAME 7,5 mg/kg KG L-NAME 15 mg/kg KG

Abb. 2: Organverteilungsmuster der E. coli unter L-NAME versus Kontrolle. Dargestellt sind

der Median und Maximum sowie Minimum der Daten

2.3. Verhalten des arteriellen Mitteldruckes nach Injektion von E. coli
unter L-NAME

Die Applikation von L-NAME erfolgte 30 Minuten vor Injektion der E. coli. Im
Vergleich zur Kontrolle zeigten sich Unterschiede bezuglich des arteriellen
Drucks: Nach Applikation der Bakterien kam es insbesondere unter 15 mg/kg
KG L-NAME zu maximalen Druckanstiegen bis 120 mm Hg. Im Mittel zeigte

sich ein Druckanstieg um 30 + 28 mm Hg in den ersten Sekunden. Direkt im
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Anschluss daran kam es zu einem massiven Druckabfall, im Mittel um 33+8
mm Hg, bis auf Extremwerte von minimal 15 mm Hg systolisch. Dies machte
kurzzeitig eine kardiale Reanimation von 3 Versuchstieren erforderlich.
Danach kam es zu einer Drucksteigerung in der Kontrollgruppe mit einem 30
t* 24 mm Hg hoheren MAP. Dieser Effekt war bei L-NAME in der Dosierung
15 mg/kg KG signifikant (p<0,001), s. Abb. 3.

Im Intervall von der 5. bis zur 40. Minute kam es unter L-NAME 15 mg/kg zu
einem starkeren Druckabfall um 11 £ 23 mm Hg im Vergleich zur Gruppe mit
7,5 mg/lkg L-NAME (p<0,05). Im weiteren Verlauf sanken die arteriellen
Mitteldricke bei allen Versuchstieren, am ausgepragtesten bei der Gruppe
mit der hdchsten L-NAME-Dosierung.

Verhalten arterieller Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter L-NAME
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mg/kg KG
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Abb. 3: Verhalten des arteriellen Mitteldrucks nach Injektion von E. coli unter L-NAME.
Zeitpunkt 0 entspricht der Injektion der E. coli

2.4. Beeinflussung des PaCO;, nach Injektion von E. coli unter L-NAME:

Im Rahmen der Blutgasanalysen wurde der zeitliche Verlauf des PaCO;
bestimmt (s. Abb. 4). Signifikant (p<0,05) kommt es bei einer Konzentration
von 15 mg/kg KG L-NAME um die 30. Minute zu einem Abfall von 45 mm Hg
auf im Mittel 38,3 £ 11,2 mm Hg, um dann in der 60. Minute von 45 mm Hg
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auf 51,4 + 13,3 mm Hg anzusteigen. Der Anstieg des PaCO; ist tendenziell
in der 60. Minute auch fir die Gruppe mit der niedrigeren Konzentration
feststellbar (von 45 mm Hg auf 46,6 £ 7,9 mm Hg), ein Abfall ist jedoch hier
wie auch bei der Kontrollgruppe nicht so stark zu sehen . Eine Erklarung
diurfte in dem massiven Druckabfall mit konsekutiver Minderperfusion der
Lunge und damit verminderter Elimination des PaCO: in den ersten 30
Minuten liegen. Danach kommt es zu einer Normalisierung der

Druckverhaltnisse und zu einer Hyperperfusion.

Verlauf von PaCO2 nach Injektion von E. coli unter L-NAME
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Abb. 4: Verlauf von PaCO, nach Injektion von E. coli unter L-NAME. Zeitpunkt O entspricht
der Injektion der E. coli

2.5. Beeinflussung des pH-Wertes nach Injektion von E. coli durch L-
NAME:

Im Verlauf des PaCO,-Abfalls kam es um die 30. Minute bei der L-NAME-

Konzentration von 15 mg/kg KG zu einem pH-Anstieg von 7,43 auf 7,48 *

0,07 mit anschlieBendem Abfall auf 7,34 + 0,05 um die 60. Minute (p<0,002).

In der niedrigeren L-NAME-Konzentration kam es nicht zu signifikanten
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Effekten (s. Abb. 5), jedoch um die 60. Minute ebenfalls zu einem pH-Abfall
von 7,43 auf im Mittel 7,38 + 0,04.

pH-Verlauf nach Injektion von E. coli unter L-NAME

75 | |

@ Kontrolle
AL-NAME 7,5 mg/kg KG
BL-NAME 15 mg/kg KG

Zeit (min.)

Abb. 5: pH-Verlauf nach Injektion von E. coli unter L-NAME im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung(SD)

2.6. Leukozytenzahlung

Es wurden jeweils zu den Zeitpunkten 0, 60, 120, 180 Minuten nach Injektion
der E. coli Leukozyten gezahlt und diese grafisch dargestellt (s. Abb. 6).
Dabei ergaben sich zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten
Unterschiede. Die Leukozytenzahlen verhielten sich einer Sepsis
entsprechend und fielen im Versuchsverlauf kontinuierlich ab. Angegeben ist
jeweils der Mittelwert der Leukozyten/ul vom Zeitpunkt 0 bis 180. Minute post
inj.: Kontrollgruppe: 5887,57 + 1100 Leukozyten/ul zum Zeitpunkt 0 auf 1682
* 712 Leukozyten/pl zum Zeitpunkt 180. Minute. Unter L-NAME 15 mg/kg KG
fielen die Leukozyten von 5075 £ 143 /ul zum Zeitpunkt 0 auf 1662 £+ 256 /ul
zum Zeitpunkt 180. Minute. Unter L-NAME 7,5 mg/kg KG zum Zeitpunkt 0:
5250 + 456 /yl fielen die Leukozyten zum Zeitpunkt 180. Minute auf 1981 +
538 /pl.
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Leukozyten im Zeitverlauf unter L-NAME

6000~
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L-NAVE 7,5 mg/kg KG
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1000~

0

Zeit (min.)

Abb. 6: Leukozyten im Zeitverlauf unter L-NAME. Angegeben sind die Mittelwerte. Zeitpunkt

0 entspricht der Injektion der E. coli

3. Beeinflussung der Clearance und Organverteilung von E. coli
durch Pentoxifyllin

3.1. Clearance aus dem peripheren Blut

Insgesamt 12 Tiere erhielten eine Dosis von 20 mg/kg KG Pentoxifyllin i.v. 15
Minuten vor Gabe der E. coli Suspension. 30 Minuten nach Inokulation war
eine komplette Clearance des Blutes erfolgt. Die PTX-Gruppe und
Kontrollgruppe unterschieden sich nicht. (s. Abb. 7)
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Clearance nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin 20 mg/kg KG bei

Pa0O2 =100 mm Hg
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Abb. 7: Clearance nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin 20 mg/kg Kérpergewicht bei
PaO,= 100 mm Hg

3.2. Organverteilung (s. Abb. 8):

Unterschiede in der Clearance zwischen mit Pentoxifyllin vorbehandelten und

unbehandelten Kaninchen ergaben sich hinsichtlich der Organverteilung
nicht.

Clearance der Organe unter Pentoxifyllin 20 mg/kg KG
100000

10000
CFU/g Gewebe
1000 A
MLeber
100 4 LL.Jnge
B Niere
B Milz
10 A
1
0,1
Kontrolle

Pentoxifyllin 20 mg/kg KG

Abb. 8: Clearance der Organe unter Pentoxifyllin 20 mg/kg Kérpergewicht bei PaO, = 100
mm Hg. Dargestellt ist jeweils der Median mit Minimum und Maximum
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3.3. Verhalten des arteriellen Mitteldrucks nach Injektion von E. coli

Auch der arterielle Druck zeigte statistisch keine Unterschiede (s. Abb. 9).

Unter Pentoxifyllin fiel der arterielle Mitteldruck nach Injektion der Bakterien
von einem mittleren Ausgangswert von 73 mm Hg um 20 + 3 mm Hg ab.
Auch in der Kontroll-Gruppe ohne Gabe von PTX zeigte sich ein arterieller
Druckabfall nach Injektion der Bakterien von 68 mm Hg um 16 + 10 mm Hag.
Im Verlauf zeigte sich das Pentoxifyllin-Versuchsmodell jedoch druckstabiler
als das Kontrollmodell. Dort lag der MAP im Mittel um 5 + 4 mm Hg hoher als
in der Kontrollgruppe (s. Abb. 9). Statistisch sind die Ergebnisse allerdings

auch hier nicht signifikant.

Verhalten arterieller Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter PTX 20
mg/kg KG vs. Kontrolle

v &~
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o
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—e— Kontrolle

65 1 " --3-- Pentoxifyllin 20 mg/kg KG
Arterieller Druck| . LE\"\\/\‘ B
o0 ¢ -.____”____

(mmHg) g
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[¢y]

-15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
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Abb. 9: Verhalten arterieller Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin 20
mg/kg Kérpergewicht im Vergleich zur Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte. Zeitpunkt 0

entspricht der Injektion der E. coli
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3.4. Verhalten der Clearance im Blut bei Hypoxamie PaO, = 40 mm Hg
und Pentoxifyllin 20 mg/kg KG:

In einer Versuchsreihe mit 10 Tieren wurde vor Injektion der E. coli-
Suspension eine steady-state-Phase mit einem PaO, von 40 mm Hg
eingestellt. Danach wurden den Tieren 1,3 x 10® CFU E. coli intravends
injiziert. Hier zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der
Eliminationskinetik (s. Abb. 10).

In weiteren 8 Versuchen wurde den hypoxamischen Tieren vor Applikation
der E. coli Pentoxifyllin in einer Dosierung von 20 mg/kg KG zugefhrt.

Es ergaben sich keine statistisch relevanten Anderungen der Kinetik sowonhl
hinsichtlich der Kontrollgruppe als auch der Hypoxamiegruppe (s. Abb. 10).
Nach 40 Minuten war eine vollstandige Clearance der E. coli im peripheren

Blut erreicht. Hier konnte kein Effekt von PTX nachgewiesen werden.

Clearance nach Injektion von E. coli unter Hypoxdamie und Pentoxifyllin im

Nativ-Blut
100000
10000 -
--4-- Kontrolle
1000 —e— Hypoxamie PaO2 = 40 mmHg
CFU E. coli/ml
100 - +—-Pentoxifyllin 20 mg/kg KG
—8—PTX 20 mg/kg KG unter
10 - Hypoxamie PaO2 = 40 mmHg
1 -
0 Bl T - T - T - T .
75 90 105 120 135 150 165 180
Zeit (min.)

Abb. 10: Clearance nach Injektion von E. coli unter Hypoxdmie PaO, = 40 mm Hg und
Pentoxifyllin 20 mg/kg KG im Nativblut. Dargestellt ist der Median. Zeitpunkt 0 entspricht der

Injektion der Bakterien
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3.5. Organverteilung nach Injektion von E. coli unter Hypoxamie und
Pentoxifyllin 20 mg/kg KG:

Zwischen den einzelnen Gruppen bestand kein Unterschied hinsichtlich der
bakteriellen Besiedelung der Organe. In der Leber wurden in der
Hypoxamiegruppe minimal 36 und maximal 9800 CFU/g Gewebe gezahit
(Median 850 CFU/g Gewebe). Hypoxamie- und PTX-Gruppe zeigten minimal
350 und maximal 4020 CFU/g (Median 825 CFU/g). Im Vergleich wurden in
der Kontrolle minimal 225 und maximal 30000 CFU/g Gewebe (Median 1424)
ausgezahlt (s. Abb. 11).

Die Unterschiede zwischen Kontrollgruppe, Hypoxamie-Gruppe und PTX +
Hypoxamie-Gruppe waren in Milz und Niere noch weniger ausgepragt.
Lediglich die Lunge zeigte eine starkere Persistenz der Bakterien unter
Hypoxamie mit minimal 12 CFU/g, maximal 248 CFU/g (Median 58 CFU/qQ)

im Vergleich zur Kontrolle. Diese Anderungen waren aber nicht statistisch

signifikant.
Organverteilung der injizierten E. coli unter Hypoxdmie PaO2 = 40 mm Hg unter Pentoxifyllin
20 mg/kg KG
100000
OLeber
10000 Lunge|
Niere
B Milz

1000 +

Colony Forming Units
(CFU)/g Gewebe 100 +—

10 ~

01 . 4% ‘ ‘
Kontrolle Hypox@mie PaO2 = 40 mm Hg Hypoxamie und PTX

Abb. 11: Organverteilung der injizierten E. coli unter Pentoxifyllin 20 mg/kg Kérpergewicht

und Hypoxédmie PaO, =40 mm Hg. Dargestellt sind Median, Minimum und Maximum
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3.6. Verhalten von arteriellem Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter
Hypoxamie und PTX + Hypoxamie im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb.
12):

Unter Hypoxamie und Pentoxifyllin kommt es um die 40. Minute post inj. zu
einem deutlichen Blutdruckabfall von 59 mm Hg um 23 + 13 mm Hg
(p<0,05). Danach kommt es zu einer Druckstabilisierung. Der Druckverlauf
verhalt sich im Weiteren wie die Vergleichskurven von Kontrolle und

Hypoxamie.

Verhalten von arteriellem Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter
Pentoxifyllin und Hypoxamie

757 --4-- Kontrolle
-0 —e— Hypoxamie PaO2 = 40 mmHg
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i — - Pentoxifyllin 20 mg/kg KG unter
65 -+ Hypoxémie PaO2 = 40 mmHg
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D
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Abb. 12: Verhalten von arteriellem Mitteldruck nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin

und Hypoxémie PaO, =40 mm Hg

3.7. Verhalten des PaCO; nach Injektion von E. coli (s. Abb. 13):
Unter Hypoxamie wurden hdhere PaCOj-Konzentrationen gemessen als

unter Normoxamie, im Mittel wurde eine Erhdhung um 8 + 7 mm Hg von 44

mm Hg. Pentoxifyllin hatte auf die CO,-Elimination unter Hypoxamie keinen
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messbaren Einfluss. Wie zu erwarten, lagen die CO,-Werte bei Hypoxamie

hoher als unter Normoxamie.

Verlauf von PaCO2 nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin und
Hypoxdmie
58
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48 =
4 7“}-15\\\
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Abb. 13: Verlauf von PaCO, nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin und Hypoxdmie

PaO,= 40 mm Hg. Zeitpunkt 0 entspricht der Injektion der E. coli

3.8. Verhalten des pH-Wertes nach Injektion von E. coli unter PTX und

Hypoxamie
Der pH-Wert sank erwartungsgemal} auch unter Pentoxifyllin bei Hypoxamie

ab (s. Abb. 14). Ein Unterschied zwischen Kontrollgruppe und PTX-
Hypoxamiegruppe war hinsichtlich der Kinetik nicht zu verifizieren.
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pH-Verlauf nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin | @Kontrolle
und Hypoxéimie Hypoxamie PaO2 = 40 mm Hg

7,48 Pentoxifyllin 20 mg/kg KG

B Pentoxifyllin 20 mg/kg KG unter
Hypoxamie PaO2 = 40 mm Hg

7
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N
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Abb. 14: pH-Verlauf nach Injektion von E. coli unter Pentoxifyllin und Hypoxédmie
PaO, =40 mm Hg. Dargestellt sind Mittelwerte sowie Standardabweichung (SE).
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D. Diskussion

Alle Versuchsansatze der vorliegenden Studie hatten das gemeinsame Ziel
festzustellen, ob und wie die Clearance und Organverteilung intravenos
applizierter E. coli unter Normoxamie und Hypoxamie durch Vorbehandlung
mit L-NAME und Pentoxifyllin verandert werden. Anhand der
Verteilungsmuster der Bakterienbesiedelung in den Organen sowie der
Clearance-Rate der Mikroorganismen aus dem Blut sollte fur beide
Substanzen untersucht werden, ob sich eine Verbesserung oder eine
Hemmung der Bakterienelimination nachweisen lassen. Die Untersuchungen
erfolgten am septikamischen Ganztiermodell.

Es zeigte sich, dass die Clearance der Mikroorganismen aus dem Blut unter
L-NAME bei einer Dosierung von 15 mg/kg KG eindeutig verzogert war.
Einen Einfluss auf die Besiedelung der Organe hatte die Substanz nicht.
Auflerdem konnte eine deutliche Zunahme des arteriellen Mitteldrucks
gezeigt werden. Zwischen den Tieren der Pentoxifyllin-Gruppe und der
Kontrollgruppe ergaben sich weder in der Besiedelung der Organe noch in

der Blut-Clearance signifikante Unterschiede.

Die  Versorgung des heutigen Patienten durch  verbesserte
FlUssigkeitssubstitution, Antibiotika und Wundbehandlung haben weniger
Todesfélle zur Folge, die durch primar hamodynamische Probleme oder
Wundkomplikationen verursacht sind. Allerdings trug und tragt die Sepsis bis
heute als Hauptverursacher Morbiditat und Mortalitat von kritisch erkrankten
Patienten bei [68;69;70;71]. Schwere Verletzungen und eine durch Krankheit
verursachte Immunsuppression machen Patienten anfallig fur Infektionen, die
bis zum ARDS und Multiorganversagen gehen kdnnen [24;81]. Im Blick auf
therapeutische Strategien wurden viele Anstrengungen unternommen, die
zugrundeliegenden Mechanismen dieser komplexen Materie aufzuklaren und
Behandlungskonzepte zu entwickeln.

Der Pathomechanismus des septischen Schocks besteht in der Induktion
inflammatorisch/antiinflammatorisch wirksamer Zytokine und Mediatoren, die
sich unkontrolliert und selbstverstarkend im Korper ausbreiten [10].

Endotoxin, ein Lipopolysaccharid aus der Bakterienwand von E. coli, wird
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spontan und bei Lyse der Mikroorganismen freigesetzt. Es aktiviert
Neutrophile zur Produktion von Sauerstoffradikalen, dem sogenannten
Loxidative burst“. Endotoxin induziert in Makrophagen die Bildung von TNF-a
und weiteren Interleukinen, die wiederum in Neutrophilen die Freisetzung
bzw. Produktion von Elastase, Superoxid-lonen und Wasserstoffperoxid
induzieren. AulRerdem wird die Bildung von plattchenaktivierendem Faktor
(PAF) und Thromboxan A,, wichtigen Mediatoren bei der Gerinnung, von
TNF-o. angeregt. Die Komplementaktivierung Uber Csa und Csa, den
sogenannten Anaphylatoxinen, wird ebenso durch Endotoxin und Bakterien
verursacht [2;10;77]. TNF-a und IL-1 erhdéhen die NO-Produktion in
Makrophagen und Endothel [47;52;48]. Dies fluhrt zu Relaxation der
GefalRwande und damit zum Absinken des Blutdrucks.

Was physiologisch im Rahmen lokaler Reaktionen sinnvoll ist, ist bei der
systemischen Uberstimulation der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), einem
Enzym zur Produktion von NO im Endothel, von lang anhaltender
Hypotension und Stérungen der Durchblutung gefolgt. Insbesondere ist der
Verlust des Gefalltonus bei der hyperdynamen Form der Sepsis
charakteristisch [56;48]. Walker und Kollegen zeigten eine massive
Perfusionsabnahme nach Blockade der NO-Synthase durch L-NAME [50].
NO scheint aul’erdem noch direkt bei der bakteriellen Translokation bei
hamorrhagischem Schock eine Rolle zu spielen: Mit dem NO-Synthase-
Hemmstoff L-NAME vorbehandelte Ratten zeigten eine geringere bakterielle
Translokation und eine héhere Uberlebenszeit als nicht behandelte Ratten
[110;109].

Unter physiologischen Bedingungen dienen diese Reaktionen der Elimination
von Bakterien  durch Phagozytose @ und  Vernichtung  mittels
Sauerstoffradikalen und Proteasen. Pathologische Bedingungen wie die
Sepsis aktivieren PMNs und damit die Freisetzung von Mediatoren in solch
einem Ausmal, dass die Abwehrmallnahmen des Kérpers schwere
Gewebeschaden verursachen. Pathophysiologisch wird eine
.Ganzkorperentzindung® (Systemic Inflammatory Response Syndrome,
SIRS) ausgeldst mit den Folgen des ARDS und des Multiorganversagens
[8;11;13]. Hinzu kommt die Blockade des RES durch anfallende
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Gewebstrimmer und Koagulationsprodukte, die die Klarfunktion des RES
Ubersteigen und keine ausreichende Bakterienelimination mehr zulassen
[14].

Um diese pathologischen Entwicklungen zu beherrschen, wurden in den
letzten Jahren verschiedene Strategien entworfen, um Substanzen zu finden,
die eine Hemmung der inflammatorischen Reaktion zur Folge haben. Dazu
zahlen der NO-Synthasen-Hemmstoff L-NAME und das Xanthin-Derivat

Pentoxifyllin.

Das Ziel der hier vorliegenden Studie war die Erforschung der Auswirkungen
dieser Substanzen auf die bakterielle Clearance im Blut und die bakterielle
Besiedelung im Gewebe.

Um eine quantitative bakterielle Analyse in diesem Tiermodell zu
ermoglichen, wurde eine definierte Anzahl E. coli intravends injiziert. Sie
simulieren eine bakterielle Translokation aus verschiedenen Kompartimenten
wie Darm, Urogenitaltrakt, Kathetern oder infizierten Wunden. Im Anschluss
wurden die Eliminationskinetik und die Organverteilung ermittelt.

Der Druckanstieg nach Applikation von L-NAME, der auch in dieser Arbeit
beschrieben wurde, beruht laut einer Arbeit von Robertson [39] auf der
Hemmung der iINOS und cNOS. Je hoher die Dosierung, desto starker die
Inhibition, desto geringer der systemische Druckabfall. Allerdings geht mit der
Konstriktion der GefalRe eine Verminderung des nachfolgenden Strombettes
einher mit Schaden insbesondere in der Leber. Generell ist bei Gabe von
NOS-Inhibitoren eine Zunahme des systemischen Widerstandes
festzustellen [39;40;42]. Eine Konstriktion der Lungengefalie zeigte sich auch
bei den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen. Nach Applikation der E.
coli Suspension an die mit L-NAME in der hdheren Dosierung
vorbehandelten Kaninchen zeigte sich bei drei Versuchstieren ein
transitorischer Kreislaufzusammenbruch mit notwendig werdender kardialer
Reanimation, hochstwahrscheinlich durch  eine starke Zunahme des
pulmonalarteriellen GefaRwiderstandes bedingt.

Ochoa et al. zeigten eine Relation zwischen NO-Bildung und MAD in
septischen Patienten: Je hoher der NO-Spiegel, desto niedriger der

systemische GefalRwiderstand [49]. Li und Mitarbeiter stellten eine durch
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INOS induzierte massive Bildung von NO in Lungen septischer Ratten fest.
L-NAME stellte die verminderte Vasoreaktivitat wieder her [51]. Dieser Effekt
konnte in dieser Arbeit nachvollzogen werden.

Gray und Kollegen fanden heraus, dass die durch LPS verursachte
verminderte Ansprechbarkeit der Gefalte auf Noradrenalin durch L-NMMA,
einem anderen NOS-Inhibitor, gesteigert wurde und es zu einem
signifikanten Anstieg des arteriellen Mitteldruckes kam. Bei L-NAME war
sogar eine 30-fach bessere  Wirksamkeit festzustellen. Die
Herzauswurffraktion wurde allerdings durch L-NAME verkleinert. [55;78;79]
Diese Wirkung konnte auch in diesem Modell beobachtet werden, da es
direkt nach Gabe hoher L-NAME-Konzentrationen kurzfristig zu einem
systemischen Blutdruckabfall kam. Dies ist vermutlich, wie oben
beschrieben, durch die Konstriktion der Lungengefaf3e und damit einem
verminderten Rlckstrom von Blut aus der Lunge mit verminderter
Herzaufwurfleistung bedingt. Nava et al. zeigten einen dosisabhangigen
Benefit einer Behandlung mit L-NMMA. Niedrige Dosen von 3 mg/kg KG
erzielten keine nennenswerte arterielle Drucksteigerung. Bei 300 mg/kg KG
war die Drucksteigerung grof3, aber die Tiere Uberlebten nicht. Die mittlere
Dosierung von 30 mg/kg KG erzielte die besten Uberlebensraten bei einer
Steigerung des Systemdruckes. Erklart wird dies bei hohen Dosierungen mit
der Hemmung nicht nur der iINOS, sondern auch der cNOS, die fur den
Basaltonus der GefalRe zustandig ist. Damit fehlt das fur die ,Basaldilatation®
notwendige NO mit der Folge einer massiven systemischen Drucksteigerung
ohne Mdoglichkeit fur den Organismus, die Hypertonie zu regeln, da die cNOS
inhibiert ist [53]. Andere Arbeiten zeigen, dass L-NAME die antiadhasive
Wirkung von NO aufhebt [45] und den pulmonalen Widerstand erhéht
[39;44]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte schon mit einer Dosierung von
7,5 mg/kg KG L-NAME eine deutliche Erhéhung des MAD erzielt werden. Bei
der hdéheren Dosierung kam es bei drei Tieren zu den oben beschriebenen
Komplikationen. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass bei einzelnen
Tieren schon bei 15 mg/kg KG L-NAME die cNOS total gehemmt wird und
damit eine starke Konstriktion des pulmonalen Gefalibettes eine Perfusion
verhindert. Anzunehmen ware auch eine Reaktion des pulmonalen

Gefallbettes auf E. coli-Einschwemmung durch einen nicht geklarten
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Pathomechanismus. Bei der Dosierung von 7,5 mg/kg KG wurde dieser
Effekt nicht beobachtet.

Bei schwerer Hypoxamie und Endotoxinamie kommt es im Gegensatz zu
leichter Hypoxamie zu einer starken Vasodilatation des pulmonalen
Gefalibettes. Diese konnte durch Vorbehandlung in einem Tiermodell mit
Schafslungen durch L-NAME aufgehoben werden [113]. Eine andere
Versuchsgruppe injizierte Ratten LPS, um eine Expression der iNOS zu
erreichen, die Kontrollgruppe wurde mit Kochsalzlésung behandelt. Dann
wurden kleine pulmonale Gefallringe entnommen und mit PGFy,
vorkontrahiert. Bei schwerer Hypoxie wurde bei der Kontrollgruppe durch die
Entfernung des Endothels oder durch Prainkubation mit L-NAME die
Konstriktion der Arterien komplett aufgehoben. Bei LPS-vorbehandelten
Ratten war es bei schwerer Hypoxie irrelevant, ob das Endothel vorhanden
oder entfernt war: Die Gefaldiringe kontrahierten sich. Dieser Effekt konnte
durch L-NAME stark unterdrickt werden. Die milde Hypoxie hatte keine
Zunahme des Vaskulartonus zur Folge. Die Autoren schlossen daraus, dass
O, als Substrat vorhanden sein muss, um NO zu bilden. Dies ist bei
schwerer Sepsis mit Hypoxie eben nicht der Fall, und es kommt zu massiver
Vasokonstriktion des pulmonalen Gefalibettes [112]. Eine andere
Arbeitsgruppe zeigte, dass die Vasodilatation des Koronargefalibettes unter
Hypoxie komplett von endothelialem NO abhangig ist [121].

Nach L-NAME-Applikation sind in der Lunge vermehrt Neutrophile
nachzuweisen. L-NAME hemmt auch die mitochondriale Atmung in
Makrophagen [41]. In dieser Arbeit konnte kein Effekt von L-NAME auf die
Gesamtzahl der Leukozyten im peripheren Blut im Versuchsverlauf
beobachtet werden.

In der hier vorgelegten Arbeit zeigte sich eine signifikante Verminderung der
Clearance von E. coli aus dem Blut nach Applikation von 15 mg/kg KG L-
NAME in der 40. und 50. Minute. In der Kontrollgruppe waren die Blutproben
schon steril, wahrend hier noch Bakterien nachzuweisen waren. Auch der
systemische Widerstand, reprasentiert durch den arteriell gemessenen
Druck, war bei der L-NAME supplementierten Gruppe hoher als in der
Kontrollgruppe. Eine verstarkte Organbesiedelung konnte nicht

nachgewiesen werden. Die Einschrankung der RES-Funktion konnte hier

36



ebenso wie bei Fukatso et al. nicht nachgewiesen werden [34]. Die
verzogerte Clearance bei der Gruppe der Tiere mit 15 mg/kg KG L-NAME um
die 40. wund 50. Minute konnte durch eine anfangliche
Perfusionsverschlechterung des Organismus, bedingt durch die Hemmung
der cNOS, verursacht sein. Das zeigt auch das erhéhte PaCO, um die 30.
Minute, was fir eine Minderperfusion der Lunge bei suffizienter Ventilation
spricht.  Eine  Beeintrachtigung der  Zirkulation  verhindert die
Ausschwemmung von Bakterien aus verschiedenen Kompartimenten ins Blut
und entzieht sie damit dem RES. Dieses selbst ist, wie in den zitierten
Arbeiten auch bestatigt, nicht beeintrachtigt.

Eine Arbeit von Gianotti zeigte, dass eine Arginin-supplementierte Diat das
Uberleben bei einer Peritonitis verbesserte durch die Modulation der
bakteriellen Clearance Uber den Arginin-NO-Stoffwechselweg [80]. Wird nun
durch einen NO-Hemmstoff die Anwesenheit dieser fur die Elimination
wichtigen Substanz unterdrickt, kann sich das in einer verminderten
Elimination der Bakterien duf3ern.

Fukatsu und Mitarbeiter beobachteten nach Injektion von E. coli und L-NAME
in die Peritonealhdhle von Mausen eine verminderte Uberlebenszeit der L-
NAME-behandelten Mause. AuRerdem war die Zahl vitaler Bakterien im Blut
bei L-NAME-Gabe hoéher als bei den Kontrollen. Umgekehrt war bei den
Kontrollgruppen eine starkere Leberbesiedelung festzustellen im Gegensatz
zu der L-NAME-Gruppe [34].

Engin et al. [101] beschaftigte sich mit der Auswirkung von L-NAME und
Lipopolysacchariden auf die Leber und zeigte eine deutliche Schadigung des
Leberparenchyms bei verminderter NO-Produktion.

Die Langzeitwirkungen auf Organe werden bei der hier vorliegenden Arbeit

allerdings nicht untersucht.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Clearance
der Bakterien aus dem Blut unter dem Einfluss von Pentoxifyllin. Im Hinblick
auf die Eliminationskinetik scheint insbesondere der Einfluss von PTX auf
das RES und die Zytokine und damit die inflammatorische Reaktion

ausschlaggebend zu sein. Studien zeigten eine erhodhte Resistenz gegen
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Sepsis oder Endotoxindmie in Ratten und Mausen, neuere Studien zeigten
diese Ergebnisse auch beim Menschen [82;83]. Schade et al. zeigten in einer
Studie an Mausen, dass PTX das Uberleben beim Endotoxinschock von 50%
auf 90% zu verbessern vermag [75]. Die Nierenfunktion lie® sich in einer
anderen Arbeit mit PTX beim Nierenversagen bessern [94]. Akutes
Lungenversagen wurde unter PTX-Infusion vermindert [76, 83, 90, 92].
Ursache der positiven Effekte von PTX ist unter anderem die Hemmung der
Sauerstoffradikalenproduktion der PMNs, wie Bessler et al. in ihrer Studie an
PMNs, die unter PTX-Einfluss eine verminderte Phagozytose fir Latex-
Partikel aufwiesen, gezeigt haben [29]. Josaki et al. wiesen eine vermehrte
Akkumulation von Monozyten und anderen Leukozyten am Ort der Infektion,
verstarkten Blutfluss zu retikuloendothelialen Organen wie der Leber und
verstarkte Migration und bakterizide Aktivitdt der PMNs nach [22]. Im
Vergleich zwischen septischen und nichtseptischen schwerkranken Patienten
konnten Bacher et al. zeigen, dass PTX die Mikrozirkulation und damit die
Sauerstoffversorgung des Gewebes bei septischen Patienten verbessert
[86]. Den antiinflammatorischen Effekt von Pentoxifyllin zeigten Sullivan und
Kollegen anhand des verminderten Effektes von Interleukin-1 und TNF auf
neutrophile Granulozyten bei Zugabe von PTX [32]. In Makrophagen ist PTX
in vitro in der Lage, die TNF-a-Produktion zu vermindern [30]. Die
Expression von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache
polymorphkerniger Neutrophiler und bei Endothelzellen wird durch PTX
gehemmt [1;89], ebenso die Plattchen-Aggregation [28]. Einige Studien
unterstitzen die Hypothese, dass PTX Organschaden, die durch
unkontrollierte Immunantwort ausgelést werden, verhindern kann [90-94]. Als
zugrundeliegender Mechanismus wird eine Erhdhung des intrazellularen
cAMP durch Hemmung der Phosphodiesterase angenommen [29,108].
Erhdhtes cAMP ist assoziiert mit unterdriickter Neutrophilen-Funktion in vitro
[22], da auch Adenosin-Gabe die Produktion von Sauerstoffradikalen und
H,O, hemmt [84].

Im Hinblick auf die positiven Effekte von PTX wurde in dieser Studie der
Einfluss von PTX auf die Granulozytenfunktion, die bakterielle Clearance im
Blut und die bakteriellen Verteilungsmuster in den Organen unter

Normoxamie und Hypoxamie untersucht. In vorangegangenen Arbeiten [58;
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60] wurde die Konzentration von 20 mg/kg KG als optimal fur eine Hemmung
von TNF-a und IL-6 ohne wesentlichen Abfall des MAD bestimmt. Da die
Fragestellung lautete, ob ein Unterschied besteht zwischen Hypoxie und
Normoxie bezuglich der Clearance der Bakterien aus dem Blut und der
Organverteilung der Mikroorganismen, wurde anders als in der Reihe mit L-
NAME nur eine einzige Konzentration ausgetestet.

Hypoxamie kommt bei fast allen septischen Komplikationen vor und wurde
deshalb als pathophysiologisch relevant fur klinische Beobachtungen im
Tiermodell nachgestellt. Voruntersuchungen ergaben keine Translokation
von Bakterien unter Einfluss von Pentoxifyllin [1].

In der hier vorgelegten Arbeit konnte kein Effekt von Pentoxifyllin auf die
Elimination der Bakterien aus dem Blut und auf die Verteilung der Bakterien
in den Organen festgestellt werden. Es kam weder zu einer Verbesserung
der Clearance noch zu einer Verschlechterung der Eliminationskinetik. Das
deckt sich mit Untersuchungen von Lundblad R. et al. [99], die keine
Modifikation der Bakterienkonzentration nachweisen konnten, bei deren
Untersuchungen es aber zu verminderter Endothelin-1-Ausschittung kam.
TNF-a, IL-6 und Lactat-Konzentrationen wurden reduziert [75]. AulRerdem
wurde das Uberleben der Ratten mit Sepsis verlangert. Im Gegensatz dazu
stehen Studien, die unter PTX eine hohere Endotoxin- und TNF-a -
Konzentration beschreiben [61]. Eine Arbeit von Zenaide et al. [61] zeigte bei
einer langeren Versuchsdauer Uber 36 h keinen Effekt von PTX auf die
Clearance in Blut oder Organen, Herzleistung und Uberlebensdauer der
Versuchstiere hatten sich sogar verschlechtert. Louie A et al. [100] zeigten in
einer neueren Studie, dass PTX die Produktion von TNF-a durch Endotoxin-
stimulierte Makrophagen vermindert und das Uberleben von Tieren bei
bakterieller Sepsis verbessert [83,57,21,91,92]. Heller et al [11] konnten
zeigen, dass es nach Applikation von PTX unter Hamorrhagie bei
Endotoxinamie zu einer Reduktion der E. coli-Zahlen in den Organen kam
und die Clearance aus dem Blut beschleunigt wurde (sie setzten eine
Initialdosis von 30 mg/kg PTX ein, gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion
PTX 50 mg/kg/h). Porter et al [104] zeigten bei einer Dosis von 100 mg/kg
KG PTX intraperitoneal bei Ratten eine komplette Unterdrickung der

Phagozytosehemmung bei Sepsis mit LPS mit niedriger Dosierung von LPS
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(100 pg/kg KG). Dosiert man das LPS als Sepsis-Agens hoher (250 pg/kg),
lasst sich mit PTX immer noch eine Verbesserung der Phagozytoseleistung
des RES unter Sepsis nachweisen. Auferdem wurde die TNF-a
Konzentration unter PTX bei Low-Dose LPS um 95%, bei High-Dose LPS um
noch 90% gesenkt. Sie schlossen daraus, dass die Suppression von TNF-a
durch PTX wirksam ist zur Verbesserung der Phagozytoseleistung bei
Sepsis. Ein Unterschied zwischen den Gruppen bezlglich der absoluten
Leukozytenzahl wurde in der hier vorgelegten Arbeit nicht gesehen.

In verschiedenen Arbeiten [8, 106] wurde gezeigt, dass Hypoxamie eine
verminderte Clearance der Bakterien aus dem Blut induziert. In der
vorliegenden Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
Hypoxamie- und der Kontrollgruppe gezeigt werden, obwohl eine arterielle
Sauerstoffsattigung von 40 mm Hg Uber eine Stunde konstant gehalten
wurde. In der Literatur sind wenige Arbeiten, die sich mit dem Thema der
Clearance unter Hypoxamie beschaftigen, so dass hier noch
Forschungsbedarf besteht.

Die Gruppen mit PTX und PTX + Hypoxamie zeigen einen um die 40.
Versuchsminute deutlich abgefallenen Mitteldruck, wahrend im Vergleich
zwischen Pentoxifyllin bei Normoxamie und der Kontrolle ein im Mittel um 5
mm Hg erhdhter arterieller Mitteldruck zu messen war (statistisch gesichert
aber nur der Abfall um die 40. Minute: p<0,02). Auch andere Arbeiten zeigen,
dass es bei Gabe von PTX zu einer Erweiterung des Kapillarsytems und
damit zum Druckabfall kommt. Parker et al. zeigten in ihrer Arbeit an weil3en
Schweinen, denen 40% ihres Blutvolumens entfernt und eine Sepsis
induziert wurde, dass PTX den systemischen und pulmonalarteriellen
Widerstand senkte, jedoch keinen Einfluss auf TNF-a hatte [103]. Fabrice et
al. schreiben in ihrer Arbeit PTX sogar einen deletaren Effekt auf den
arteriellen Mitteldruck bei der Sepsis zu [83].

Ein Effekt auf die Clearance in Organen und Blut unter PTX sowie den
arteriellen Mitteldruck konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden,
vielleicht weil die Dosierung mit 20 mg/kg KG PTX zu niedrig lag. In anderen
Arbeiten wird mit einer deutlich hdheren Dosierung gearbeitet (50 mg/kg KG)
[11; 75; 82, 105]. Allerdings wurden bisher nur Untersuchungen an
normoxamischen Modellen durchgefuhrt, die den Effekt von PTX auf das
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Uberleben oder auf Mediatoren untersuchten. Eine Studie unter Hypoxamie
mit PTX wurde noch nicht durchgefihrt. Deswegen wurde die PTX-
Standarddosis der bisherigen Versuche verwendet. Weitere Studien sollten

erfolgen mit hdheren PTX-Dosierungen.

Die hier vorgelegte Arbeit zeigt, dass es unter L-NAME 15 mg/kg KG zu einer
deutlichen Verzdgerung der Clearance der E. coli aus dem Blut und einer
signifikanten Blutdrucksteigerung kommt, ohne dass die Organbesiedelung
der Bakterien als Mal} der Organclearance eingeschrankt wird. Niedrigere
Dosierungen zeigen im Vergleich zu der Kontrollgruppe keinen Unterschied
auf die Clearance, jedoch auch keine Verbesserung des Blutdrucks.

Unter Pentoxifyllin konnten zwischen allen Versuchsgruppen Kkeine
Unterschiede gesehen werden. Auch zwischen der Hypoxamie-Gruppe und
der Hypoxamie-PTX-Gruppe konnte in dieser Dosierung kein Unterschied
festgestellt werden.

Insgesamt sind in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse bei Anwendung
von Pentoxifyllin und L-NAME beschrieben. Das liegt zum einen an
unterschiedlichen Forschungsmodellen, zum anderen an teilweise zu
geringen Fallzahlen, die nur eine eingeschrankte Aussage zulassen [107].
Vielleicht ist L-NAME in Zukunft ein wertvolles Medikament zur Steigerung
des arteriellen Drucks bei Sepsis, ohne dass negative Auswirkungen auf die
Eliminationskinetik bei den Mikroorganismen zu erwarten sind. Weiterer

Forschungsbedarf ist zu Verifizierung der einzelnen Ergebnisse ndétig.
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E. Zusammenfassung

Am septikdmischen Ganztiermodell wurde die bakterielle Clearance aus dem
Blut sowie die Unterschiede der Organverteilungsmuster der bakteriellen
Besiedelung unter Einfluss von L-NAME und Pentoxifyllin untersucht.
Aulerdem wurden der arterielle Druck, PaCO, und pH-Wert sowie die
Leukozytenzahlen untersucht.

Den narkotisierten Kaninchen wurde vor Injektion von 1,3 x 10% CFU E. coli
eine Dosis von 7,5 mg/kg KG oder 15 mg/kg KG L-NAME bzw. 20 mg/kg KG
Pentoxifyllin intravends injiziert. Bei der Gabe von Pentoxifyllin 20 mg/kg KG
wurde auch die Clearance unter Hypoxamie mit einem PaO; von 40 mm Hg
untersucht. Die auf Agar-Platten aufgebrachten Blutproben und
Verdinnungsreihen sowie Organhomogenisate wurden nach 24stindiger

Bebritung auf E. Coli-Kolonien untersucht und ausgezanhlt.

Die bakterielle Clearance aus dem Blut zeigte sich unter L-NAME in der 40.
und 50. Minute signifikant verzogert (p<0,05 bzw. 0,02), aulRerdem wurde ein
signifikanter Blutdruckanstieg nach Gabe von L-NAME gemessen, der sich
Uber die ersten 30 Minuten mit einer 30 £ 24 mm Hg hoheren Amplitude im
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte (p<0,001). Eine Beeintrachtigung der
Eliminationskinetik der Bakterien aus den Organen wurde nicht beobachtet.
Keine Unterschiede bezlglich der Clearance konnten festgestellt werden
zwischen  Kontrollgruppe und  Pentoxifyllingruppe, zwischen  der
Kontrollgruppe und der Hypoxamiegruppe sowie der Hypoxamie-
Pentoxifyllingruppe. Lediglich zwischen Kontrolle und Pentoxifyllingruppe
zeigte sich ein im Versuchsverlauf um durchschnittlich 5 + 4 mm Hg héherer
arterieller Mitteldruck bei der PTX-Gruppe, dies war jedoch statistisch nicht
verifizierbar.

pH-Werte und Abfall der Leukozyten wichen in keinem Modell deutlich
voneinander ab.

Die in diesem Modell festgestellte verzdogerte Clearance unter L-NAME kann
mit der verminderten Perfusion durch Hemmung der cNOS erklart werden.
Aullerdem ist bekannt, dass durch L-NAME die Makrophagen einen Grofteil

ihrer mikrobiziden Fahigkeit einbifRen. Die im Vergleich zu den in der
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Literatur eingesetzten niedrigen L-NAME-Dosen von 15 mg/kg KG haben
hier keinen negativen Effekt auf die Organclearance gezeigt, sie haben
jedoch eine offensichtliche arterielle Drucksteigerung zur Folge. In dieser
Dosierung  konnte  L-NAME ein  geeignetes  Pharmakon  zur
Druckstabilisierung bei fulminanter Sepsis sein, ohne dass negative Effekte
auf die Eliminationskinetik zu befurchten sind.

Pentoxifyllin zeigte in diesen Versuchen keinen Effekt. In den letzten Jahren
ist mit deutlich hdheren Medikamentendosen gearbeitet und ein positiver
Effekt auf Phagozytose und Blutdruck unter Normoxamie beschrieben
worden. Es gibt allerdings keine Arbeit, die diese Fragestellungen unter
Hypoxamie untersuchen. Um zu klaren, inwieweit PTX in hoherer Dosierung
unter Hypoxamie einen negativen Effekt auf die Clearance hat, missen noch
weitere Untersuchungen mit hoheren PTX-Dosierungen durchgefuhrt

werden.
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F. Summary

Bacterial clearance of blood and difference of bacterial colonisation
influenced by L-NAME and pentoxifylline were examined in a reproducible
animal model. Furthermore, mean arterial pressure, PaCO, , pH and
leucocyte count were also determined.

The anaesthetized rabbits were injected intravenously with either 7,5 mg of
L-NAME per kg body weight or 15 mg of L-NAME per kg body weight, others
were injected with 20 mg of pentoxifylline per kg body weight before injection
of 1,3 x 108 CFU E. coli. After applying 20 mg of pentoxifylline per kg body
weight, clearance under hypoxemia with PaO, of 40 mm Hg was examined.
Blood samples, the dilution rows and organ tissue homogenisates were
smeared on agar-plates. After 24h of culturing at 36°C, the colonies were

counted.

Bacterial clearance in blood was significantly delayed between 40™ and 50™
minutes (p<0,05 and 0,02). A relevant increase of mean arterial pressure
was determined after application of L-NAME which showed a higher
amplitude from 30 £+ 24 mm Hg in the first 30 minutes compared to the
control group (p<0,001). Elimination cinetics of bacteria in tissue was not
impaired.

There was no difference in clearance between the control group, the
pentoxifylline group and the hypoxemia-pentoxifylline group. A minimal
higher mean of arterial pressure of 5 + 4 mm Hg was detected in the PTX-
group. However, this was not statistically significant.

There were no differences in pH and loss of leucozytes in any group.

This model showed delayed clearance under the influence of L-NAME. It can
be explained by hypoperfusion of tissue caused by inhibition of cNOS. It is
well known that macrophages lose much of their microbiocide ability under L-
NAME. Compared with higher injected doses of L-NAME, as described in
literature, the lower amount of 15 mg L-NAME per kg body weight showed no
negative effect on tissue clearance, but an increase of mean arterial blood

pressure. This dosage of 15 mg L-NAME/kg body weight could turn out to be
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useful in order to restore MAP in fulminant sepsis without any negative side-
effects on bacterial elimination cinetics.

Pentoxifylline showed no effects in these investigations. In recent years,
distinctliy higher doses medication have demonstrated a positive effect on
phagocytosis and arterial blood pressure in normoxemia. Until now, no
examinations have been done under hypoxemic conditions and PTX. Further
studies are necessary to clarify to what extent a higher dosage of PTX under

hypoxemia can have a negative effect on clearance.
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