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1. Einleitung

1.1 Die epitheliale Barriere des Darms

Der Darm des Menschen und der Sdugetiere dient der Zerkleinerung der Nahrung und der
anschlieBenden Aufnahme der einzelnen Bestandteile in den Korper. Hierbei erflllt das Epithel
des Gastrointestinaltraktes die wichtige Aufgabe, die Aufnahme von Stoffen zu selektieren und
die feinregulierte Homdostase des Interstitiums vor der voéllig anders zusammengesetzten
Umgebung des Darmlumens zu schitzen.

Die Schadigung einer intakten epithelialen Barriere steht mit einigen Krankheitsbildern in
Verbindung, z.B. cholestatischer lkterus(1), Keratokonjunktivitis sicca(2) und Graft-versus-
Host-disease(3) oder ist, wie bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen, eng mit dem
Krankheitsverlauf assoziiert(4). Akute Zustande nach Trauma, Hamorrhagie, Verbrennung oder
septischer Inflammation werden ebenfalls mit erhéhter Durchlassigkeit der epithelialen Barriere
in Verbindung gebracht. So war z.B. die intestinale Permeabilitdt fir oral verabreichte
Zuckerlosungen bei Patienten mit Verbrennungen, die zusétzlich eine Infektion erlitten,
signifikant erhoht(5). H&morrhagischer Schock — und damit zelluldre Hypoxie — und oxidativer
Stress erhohten ebenfalls die intestinale epitheliale Permeabilitit im Tierversuch(6).

Diese epitheliale Barriere im Darm zeichnet sich durch besondere Verbindungen zwischen den
Epithelzellen aus. Neben Adherens Junctions, Desmosomen und Gap Junctions spielen die Tight
Junctions (friiher Zonula occludens, ZO) als die am meisten apikal gelegenen Zell-zu-Zell-
Verbindungen eine Hauptrolle in der Schrankenfunktion (s. Abb.1.1). Diese tight junctions
bestehen aus transmembranédren Proteinen wie den Claudinen und Occludin, sowie aus
zytoplasmatischen peripheren Membran-Proteinen, die mit dem Aktin-Myosin-Skelett der
angrenzenden Zellen verbunden sind (ZO-1, -2, -3). AuBerdem gehdren die junctional adhesion
molecules und Tricellulin(7) zu den tight junction-Proteinen. Die genannten Proteine regulieren
bzw. blockieren den Transport von Lipiden, Proteinen und anderen, auch unerwiinschten,
Molekulen, namentlich Mikroben und Toxine, vom Darmlumen in den parazellularen Raum, ins
Gewebe und die angrenzenden Gefédlle und bilden damit eine selektive Permeabilitatsbarriere.
Einflusse auf die tight junction-Permeabilitdt und damit die Kontrolle Uber die intakte Barriere
werden entweder Uber direkte Veranderung der tight junction-Proteine, etwa Phosphorylierung,
oder durch Effekte auf das Zytoskelett vermittelt(8).
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Abb.1.1 modifiziert nach Salim et al(9). A) Darstellung der Zell-Zell-Verbindungen des
intestinalen Epithels und der zwei moglichen Wege von Molekilen (transzellular und
parazelluldr). B) Aufbau der tight junctions. C) Elektronenmikroskopisches Bild der apikalen
Zell-Zell-Verbindungen zwischen zwei intestinalen Epithelzellen menschlicher Mukosa des

lleums. Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons.

Die Regulation der tight junction-Proteine ist einem komplizierten Regelkreis durch vielfaltige
Mediatoren unterworfen; hier spielen Wachstumsfaktoren, Medikamente, Hormone und das
Immunsystem eine Rolle. Proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa),
Interferon-y (IFN-y)(10), Interleukin (IL)-1p und IL-6(11) sorgen fur diskontinuierliche
Exprimierung der tight junction-Proteine im Experiment(8) und erhéhen so die Permeabilitét.
Eine Mischung aus IFN-y, TNF-a und IL-1B erhohte in Zellkulturen die Permeabilitit durch
Stickstoffmonoxid-abhangige und -unabh&ngige Mechanismen, die den Aufbau der tight

junction-Proteine veranderten(12).



1.2 Stickstoffmonoxid und die epitheliale Barriere

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiges freies Radikal, das sehr kurzlebig ist (Halbwertszeit
< 15 Sek.)(13). NO wird aus L-Arginin unter Mitwirkung des Enzyms NO-Synthase (NOS)
gebildet. 3 Isoformen des Enzyms wurden identifiziert: nNOS (NOS-1) kommt vor allem in
neuronalen Zellen vor(14), eNOS (NOS-3) wird in Endothelzellen exprimiert(15). Beide
Enzyme werden Ca?*-abhangig reguliert(16) und gehdren zu den konstitutiven Enzymen.
Dagegen ist die iINOS (NOS-2) nicht standig vorhanden, ihre Synthese wird induziert. Dies kann
in den unterschiedlichsten Entziindungs- und Gewebszellen geschehen, dazu gehdren
Makrophagen, Endothel-(17) und Nervenzellen, Zellen der glatten Muskulatur des
GefaRsystems(18) und Kupffersche Zellen der Leber(19).

Die Induktion und Regulation der iNOS-Synthese sind hochkomplexe Vorgange und Gegenstand
aktueller Forschung. Anders als die anderen NOS wird dieses Enzym Calcium-unabhangig
reguliert(20). Die Bildung von iNOS kann durch proinflammatorische Zytokine wie IFN-y, TNF-
a und IL-1B induziert werden(21;22); es wird postuliert, dass ein lokaler Anstieg von
Sauerstoffradikalen in Anwesenheit dieser Zytokine die iNOS induziert, was zu vermehrtem
Anstieg von NO-Produkten in Gewebe und Plasma fuhrt(23). Die Regulierung der
Enzymsynthese erfolgt Uber Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-x B, der die Bildung der iNOS

induzieren kann(24).

Es wurde postuliert, dass die Hyperpermeabilitat des Darmepithels zumindest teilweise tber die
NO-Produktion vermittelt wird, da die Zytokine, die die tight junctions beeinflussen, auch die
Synthese der iNOS induzieren kdnnen(25).

Die physiologischen Konzentrationen von NO im gesamten Korper, die von den beiden
konstitutiven Isoformen des Enzyms gebildet werden, sind eher gering(26). Diese geringe NO-
Konzentration hat einen protektiven Effekt auf den Darm, der wahrscheinlich durch erhohte
Perfusion der Mukosa und die Synthese reaktiver NO-Metaboliten mit antimikrobieller Wirkung
erzielt wird(27). So wird auch eine Schédigung der Darmbarriere in der frihen Endotoxindmie
verhindert(28) und Hemmung der endogenen NO-Produktion durch N®-Nitro-L-Arginin-
Methylester (L-NAME) resultiert in erhdhter intestinaler Permeabilitét(29).

Die Menge von NO, die wahrend der Entziindungsantwort durch iNOS produziert wird,
Ubersteigt die des NO aus der n- und eNOS-Produktion jedoch bei weitem(30). Diese massive
Produktion von NO nach Induktion der iNOS scheint den protektiven Effekt der geringeren
Konzentration von NO aufzuheben(27).



Eine mukosale Erhéhung der NO-Konzentration steigert die Permeabilitat des Epithels und die
bakterielle Translokation(31), die als Passage von Mikroorganismen oder deren Anteilen Uber
die intakte intestinale Mukosa definiert ist(27). Nach Inkubation mit NO-Donoren erweiterten
sich die tight junctions in Zellkulturen, es zeigten sich Desorganisation im Aktin-Skelett,
verminderte ATP-Konzentrationen und erhohte Permeabilitat(32). Hemmung der iNOS flhrte
zur Verbesserung der durch E. coli verursachten Anderungen der tight junction-Proteine und der

mukosalen Barrierefunktion(33).

1.3 Sepsis und Endotoxinamie

Die Sepsis ist eine komplexe systemische inflammatorische Wirtsreaktion auf eine Infektion.
Trotz moderner Techniken und verbesserter Behandlungsmoglichkeiten stellen septische
Erkrankungen mit einer Inzidenz von 226 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner pro Jahr und
insgesamt 60000 Todesfallen pro Jahr noch immer die dritthdufigste Todesursache in
Deutschland dar(34). Die genauen Mechanismen der Sepsis bedirfen noch intensiverer
Erforschung, um die Therapien zu optimieren und damit die Mortalitdt und Kosten im
Gesundheitssystem zu senken.

Einige dieser Mechanismen sind bereits bekannt. Dazu gehdren die Synthese
proinflammatorischer Zytokine und die Aktivierung von Immun- und Endothelzellen und des
Gerinnungssystems. Diese fuhren bei komplizierten Féllen zu disseminierter intravasaler
Gerinnung (DIC), multiplem Organdysfunktions-Syndrom (MODS) und multiplem
Organversagen (MOV). Die Hyperpermeabilitdit des Darmepithels wird als eine wichtige
Komponente des MODS diskutiert(25). Somit spielt der Magen-Darm-Trakt eine wichtige Rolle

in der Genese der Sepsis.

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der Zellwand von gramnegativen Bakterien, die als
Endotoxine pathophysiologische Ablaufe hervorrufen, welche zum septischen Schock fiuihren
konnen(30). So fuhren Endotoxine zu Gewebshypoxie(35), zur Aktivierung des
Gerinnungssystems, zur Mediatorenbildung und zur Produktion von Eicosanoiden und freien
Sauerstoffradikalen. Der Endotoxinschock ist charakterisiert durch Hypotension, erhohte
vaskuldre Permeabilitat, Hamokonzentration, gastrointestinale Schaden und intravaskulare

Gerinnung. Diese Schaden werden entweder durch das Endotoxin direkt verursacht, durch
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Interaktion des LPS mit dem Endothel oder durch Zytokine, deren Synthese durch das LPS
induziert wird(36).

Im Plasma findet eine Bindung des LPS an LPS-bindendes Protein (LBP) statt(37), und dieser
Komplex bindet an CD14, ein Protein auf der Oberflaiche von Monozyten(38) oder an das
I6sliche Pendant sCD14 im Blut, das dann Endothelzellen aktiviert(39). Ein weiterer
Signalmechanismus entsteht durch die Bindung von LPS an den Toll-like-Receptor 4 (TLR4) in
Anwesenheit des Molekils MD-2, und dieser Prozess wird auch durch CD14 beeinflusst(40).
Durch diese Bindungen werden Zell-Signalmechanismen in Gang gesetzt, die die Produktion
proinflammatorischer Zytokine stimulieren. An der Regulation dieser Signalketten sind u.a.
MAP (mitogen-activated protein)-Kinasen wie JNK und p38 beteiligt(41).

Endotoxine triggern so die Bildung von Zytokinen, Adhasions-Molekilen, Sauerstoff- und
anderen freien Radikalen(39) aus Immun- und Endothelzellen, das wiederum flhrt zu
gesteigerter epithelialer Permeabilitat, zur Steigerung der Leukozyten-Endothel-Interaktion und
nachfolgender Extravasation(42). Die Produktion wvon freien Radikalen fiihrt zu
Lipidoxygenierung der Membranen und dadurch zu erhéhter endothelialer Permeabilitat mit der
Bildung von Gewebstdemen(36). Endotoxine induzieren also die Steigerung der Permeabilitat;
die nachfolgende Zerstérung der epithelialen Barriere kann die Absorption von toxischen
Mediatoren und Mikroorganismen in das splanchnische GefaRbett begunstigen(43), und die
hierdurch aufrechterhaltene bzw. sogar verstarkte Immunantwort des Korpers tragt
maoglicherweise zum multiplen Organversagen bei(44).

Unter oxidativem Stress versteht man das Ungleichgewicht von freien Sauerstoffradikalen, die
zur Oxidation von Lipiden, Membranen und Proteinen in der Lage sind, und deren
neutralisierenden Antioxidantien im Gewebe. Die auftretende Zellschadigung kann zu einer
Sepsis fuhren(45), gleichfalls kénnen inflammatorische Stimuli Uber verschiedene Wege zur
vermehrten Bildung freier Sauerstoffradikale fiihren, so dass die Sepsis auch oxidativen Stress
aufrechterhalt(46).

Isoprostane sind Prostaglandin-&hnliche Molekile, die Cyclooxygenase-unabhangig, in
Gegenwart freier Radikale, durch Peroxidation aus der Arachidonsédure entstehen(47). Deshalb
gelten Isoprostane als gute Marker flr oxidativen Stress im Organismus(48).

Die Mechanismen, die oxidativen Stress auslésen konnen, scheinen zumindest teilweise Uber das
NO-System vermittelt zu werden; so konnte nachgewiesen werden, dass bei iINOS-Knockout-
Méusen in einem Sepsis-induzierten Acute lung injury-Modell der pulmonale oxidative Stress
ausblieb(49).
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1.4 Stickstoffmonoxid in der Endotoxinamie

LPS gilt als Aktivator der iNOS(50) und triggert so die Bildung von NO(39). Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Hemmung der NOS bei M&usen die durch LPS induzierte NO-
Produktion, die bakterielle Translokation sowie die Permeabilitdt des Epithels vermindert
wurden(31).

NO aktiviert die Guanylatcyclase in glatten Muskelzellen der Gefdlwand und vermittelt so Uber
einen Anstieg von cGMP eine Vasodilatation und einen Anstieg der vaskuldren
Permeabilitat(20). Damit ist NO wadhrend der Entstehung des septischen Schocks
hauptverantwortlich fir den Verlust der GefaRreaktivitat, der zur Hypotension fiihrt(51).

Auch kommt es durch diese Stérung der endothelialen Funktion zu Mikrozirkulationsstérungen

und damit letztendlich zu Gewebsschaden.

1.5 Sympathisches Nervensystem und Inflammation

Das Vegetative Nervensystem ist an der Regulation fast aller Organe und Gewebe im Korper
beteiligt und besteht aus drei Komponenten: sympathisch und parasympathisch aus Neuronen
des Zentralen Nervensystems und enterisch — hier liegen die Plexus Auerbach und Meissner in
der Darmwand und weisen eine dichte Innervation durch Sympathikus(52) lber das Ganglion
coeliacum und durch den parasympathischen N. vagus auf. Die Organe des Splanchnikusgebiets
werden sympathisch durch Nervenfasern aus dem Grenzstrang versorgt; die zugehdrigen
Nervenkerne liegen im Thorakolumbarmark (Th 1 — L 3). Durch die Innervierung von glattem
Muskel, Gefdlen, endokrinen Drisen, Immunzellen(52) und Enterozyten(53) (bt das
sympathische Nervensystem (SNS) einen starken Einfluss auf den Magen-Darm-Trakt aus. In
der Mukosa der Darmwand im Jejunum und lleum befinden sich zahlreiche Immunzellen, u.a.
organisiert in Form so genannter Peyer’scher Plaques, einer Anhdufung von Lymphfollikeln, die
dem Mukosa-assoziierten Lymphgewebe (MALT) zugeordnet sind, ebenfalls vom SNS
innerviert werden und eine wichtige Rolle in der lokalen Immunabwehr spielen.

Die Transmitter des SNS sind die Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin. Die
Antwort des Korpers auf Stress fihrt zu erhdhter zentraler SNS-Aktivitét, das wiederum fihrt zu
vermehrter Freisetzung peripheren Noradrenalins(54).

Fir Schweinedarm haben in-vitro-Experimente gezeigt, dass erhohte Noradrenalin-

Konzentrationen mit verstarkter Adhdsion von Bakterien an der Mukosa assoziiert sind(53) und
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die Wachstumsrate kommensal vorhandener E.coli steigern(55). Es wurde auch nachgewiesen,
dass a-adrenerge Innervation zu Darmbarrieren-Fehlfunktion und bakterieller Translokation
fiihrt(56). So kann man postulieren, dass die Aktivierung des SNS unter septischen Bedingungen
die ohnehin ausgepragte Vulnerabilitat der intestinalen Mukosa und ihrer epithelialen Barriere
noch erhoht.

Bei der sympathischen Aktivierung wird die intestinale Perfusion sowohl direkt tber die
Innervation der mesenterialen und intestinalen WiderstandsgefaRe vermindert, als auch tber
humoral vermittelte Vasokonstriktion durch Noradrenalin aus dem Nebennierenmark. Bei
Patienten mit gram-negativer Sepsis wurden im Plasma erhohte Katecholamin-Spiegel
gemessen(57), und es wurde gezeigt, dass wahrend der systemischen Inflammation der Darm ein
wichtiger Produktionsort fur lokal sezerniertes Noradrenalin darstellt(58).

Das SNS nimmt auch auf Zellebene Einfluss auf die Immunantwort des Korpers. Monozyten
mit dem Oberflichenrezeptor CD14 exprimieren B-Adrenorezeptoren und unter bestimmten
Bedingungen auch a-Rezeptoren. Katecholamine inhibieren selektiv die zellulare Immunantwort
auf Monozytenebene (durch die Hemmung von IL-12-Produktion iiber B-Rezeptoren) und
verlagern dadurch das Gewicht auf die humorale Immunantwort(54). So inhibiert Adrenalin die
TNFa- & IL-1-Produktion, verstarkt aber die IL-8- & IL-10- Produktion von Monozyten(59).
Ebenso wird unter LPS-Einfluss die Sezernierung von IL-8 aus Monozyten durch B-adrenerge
Ubermittlung der Katecholamine potenziert(54).

Es wurde aber auch eine iiber a-Rezeptoren vermittelte Steigerung der TNFa-Produktion von
Maus-Makrophagen durch Noradrenalin gezeigt(60). Die Reaktionen der Zellen nach

Aktivierung des SNS fallen also unterschiedlich aus und sind noch nicht vollstandig geklért.

1.6 Auswirkungen der Thorakalen Epiduralanasthesie

Die thorakale Epiduralanésthesie (TEA) stellt eine weit verbreitete Anwendung der
Regionalanésthesie bei thorakalen und abdominellen Eingriffen und zur perioperativen
Schmerztherapie dar. Die Injektion von Lokalanésthetika in den Epiduralraum fuhrt zu einer
reversiblen Blockade nicht nur von sensorischen und motorischen Nervenfasern, sondern auch
von Fasern des sympathischen Nervensystems. Abhangig von der epiduralen segmentalen
Ausbreitung des Lokalanasthetikums resultiert eine Sympathikolyse in den durch die

Spinalnerven innervierten Organen (s. Abb.1.2).
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Abb.1.2 modifiziert nach Frank H. Netter, Anatomische Bildtafel Ricken IX, Vegetatives
Nervensystem (Novartis). Im Kasten dargestellt die Sympathikolyse der vorliegenden Arbeit mit

den betroffenen Organen.

Aufgrund der Verteilung der vegetativen Neurone wird durch die TEA der Sympathikus und
nicht der Parasympathikus erreicht, da dessen Nervenkerne im Hirnstamm und im Sakralmark
liegen.

Einige positive Wirkungen auf das Splanchnikus-Gebiet durch diese Andsthesiemethode konnten
bereits gezeigt werden. So wird durch Epiduralanasthesie die intestinale Paralyse nach groRRen
Baucheingriffen wesentlich verkirzt, so dass die Genesung der Patienten schneller vonstatten
geht(61). Trotz der voriibergehenden systemischen Hypotension durch verminderten peripheren
GefalRwiderstand wurden positive Effekte der TEA auf die intestinale Perfusion verzeichnet: Die
TEA verbesserte im Splanchnikus-Gebiet bei Patienten wahrend Bauchoperationen signifikant
den Blutfluss in lleum und Kolon (62). In Versuchen an Ratten mit experimenteller Sepsis
verbesserte die TEA die Mikrozirkulation in der intestinalen Muskularis(63). Eine andere
Arbeitsgruppe konnte Verbesserungen in der mukosalen Mikrozirkulation nachweisen(64).
Positive Auswirkungen auf die Mikrozirkulation der lleummukosa fanden sich zudem bei Ratten
mit experimenteller Pankreatitis(65). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass unter TEA in der
Endotoxindmie bei Ratten die gastrointestinale Durchblutung im Vergleich zu den Kontrolltieren
verbessert wurde, ohne die Perfusion anderer wichtiger Organe abzuschwéachen(66), und dass die
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H&modynamik bei Schafen mit endotoxamischem Schock durch TEA nicht verschlechtert
wird(67).

Bei Kaninchen unter progressiver Hypoxie schwéchte TEA die mukosale Azidose ab und
verminderte die Translokation von Endotoxinen im portalvendsen Blut(68). In endotox&dmischen
Kaninchen verminderte TEA die intestinale Permeabilitat und den morphologischen intestinalen
Schaden(23).

Effekte der TEA auf das Immunsystem zeigten Ratten nach h&morrhagischem Schock und
anschlieBender VVolumentherapie: Im terminalen Ileum verhinderte die TEA einen Anstieg des
ischamie-induzierten Leukozyten-Rollens in Venolen der Submukosa (69). Zudem wurden
ginstige Effekte der TEA auf die Stress-induzierte Immunzelldepression berichtet: Bei
operierten Patienten wurde durch TEA die postoperative Verschiebung der Relationen der
verschiedenen Lymphozyten-Subtypen(70) sowie der Abfall der Aktivitat der Lymphokine(71)
gehemmt. Die unter Allgemeinanésthesie beobachtete und durch die Operation induzierte
Minderung der Monozytenfunktion wurde ebenfalls durch epidurale  Andasthesie
verhindert(72;73).

1.7 Fragestellung

Die vorgenannten Untersuchungen suggerieren, dass eine sympathische Blockade des
Splanchnikus-Gebietes lokale und zirkulierende Immunzellen beeinflussen und somit Einfluss
auf den Verlauf des septischen Krankheitsbildes nehmen kann.

Die Schadigung des Darmepithels scheint eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und
Unterhaltung der Sepsis zu spielen; dabei ist NO aus Gewebemakrophagen zumindest teilweise

an der Regulation der mukosalen Barriere beteiligt.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die TEA in der normotensiven Endotoxinamie
durch Beeinflussung monozytérer Zellen und des von ihnen produzierten NO oxidativen Stress
im Gewebe vermindert, dadurch die epitheliale Permeabilitat verringert und somit schitzend auf
die Darmbarriere-Funktion wirkt. Die Untersuchung der Wirkung einer regionalen
Sympathikolyse auf die intestinale Barrierefunktion in der Endotoxindmie sollte einen weiteren

Beitrag zum besseren Verstandnis der Mechanismen und Wirkungsweise der TEA sowie der
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Mechanismen der Sepsis-Entstehung leisten. Dieses bessere Verstdndnis ist VVoraussetzung fiir

einen klinischen Einsatz der TEA am kritisch kranken Patienten.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere

Fur die Versuche wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht von 297 (+/-
30) g (mittleres Gewicht mit Standardabweichung) verwendet. Bezogen von Charles River,
Wiga, Sulzfeld, akklimatisierten sich die Tiere fur eine Woche im institutseigenen Tierstall bei
12-stiindigem Hell-Dunkel-Rhythmus, 23 °C und 60 % Luftfeuchtigkeit. Vor dem Versuch
hatten die Tiere freien Zugang zu Standardnahrung (Altromin, Lage) und Wasser. Die
Tierhaltung und Versuchsdurchfuhrung entsprachen dem deutschen Tierschutzgesetz und
wurden vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin unter dem Aktenzeichen G 0184/03

genehmigt.

2.2 Experimentelles Protokoll

Die Versuchstiere wurden mittels einer subkutanen Injektion von Urethan (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) in einer Dosierung von 15 g x kg* Korpergewicht und
intramuskularer Gabe von Ketamin mit 50 mg x kg™ Korpergewicht (Ketavet, Pharmacia GmbH,
Erlangen) andsthesiert. Die Narkose wurde wahrend des weiteren Versuchsverlaufes mit
repetitiven intramuskuldren Gaben von Ketamin aufrechterhalten.

Nach Einleitung der Allgemeinandsthesie wurden die Tiere instrumentiert. Der mittlere arterielle
Blutdruck (MAD), die Herzfrequenz (HF) sowie der zentralvendse Druck (ZVD) wurden
mithilfe eines Druckwandlers (GOULD Instruments Systems, Puerto Rico) bestimmt und
wéhrend des gesamten Experimentes aufgezeichnet (Gould Pilot, Gould Instruments,
Ballainvilliers, Frankreich). Der Ausgangswert wurde nach Ende der Instrumentierung bestimmt.
Eine Flissigkeitssubstitution erfolgte mittels Gabe von 5 ml NaCl (0,9 %) als Bolus, gefolgt von
einer kontinuierlichen Infusion von 6 ml x Std.. Dann wurde die kontrollierte Beatmung
(Animal Respirator Advanced 4601-1, TSE Systems GmbH, Bad Homburg) mit einem
Sauerstoff-/Luft — Gemisch von 30/70 % gestartet und durch kontinuierliche Bestimmung der
CO,-Konzentration in der Ausatemluft (TSE Systems GmbH, Bad Homburg) frequenzangepasst.

Nach einer Stabilisierungsphase von 15 Min. wurden arterielle Blutgase (Rapid lab, Chiron



17

Diagnostics, Emeryville, CA, USA) sowie Blutzellen (Coulter AC.T diff ™ analysator, Coulter
Corporation, Miami, Florida, USA) bestimmt.

Dann wurden die Tiere in eine der folgenden drei Gruppen randomisiert:

Gruppe Bezeichnung LPSi.v. Epidurale Infusion Anzahl

Gruppe 1 | LPS (+)/ TEA (-) 50 mg x kg* | NaCl 0,9 %, 30 pl x Std.™ 16

Gruppe 2 | LPS (+)/ TEA (+) 50 mg x kg* | Lidocain 2 % 30 pl x Std.™ 12

Gruppe 3 | LPS (-)/ TEA () - NaCl 0,9 %, 30 pl x Std.™ 9

Eine Endotoxindmie wurde durch eine Bolus-Gabe von Escherichia coli-Lipopolysaccharid
(LPS, Serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich) herbeigefuhrt. Die Gabe von LPS erfolgte intravends in
einer Dosierung von 50 mg x kg™ Kérpergewicht in 1 ml NaCl (0,9 %) tiber 15 Minuten unter
Beobachtung des MAD. Bei Gruppe 3 wurde statt LPS NaCl (0,9 %) ohne Zusatz injiziert. Die
regionale Sympathikolyse mittels thorakaler Epiduralanasthesie (TEA) erfolgte mit einem Bolus
von 30 pl Lidocain — HCI 2 % (B.Braun Melsungen AG, Melsungen), tber einen Zeitraum von 7
Min., gefolgt von einer kontinuierliche Infusion mit 30 ul x Std.™ mit Hilfe einer Spritzenpumpe
(Genie Plus, Kent Scientific, Torrington, CT, USA). In den Gruppen 1 und 3 erfolgten
gleichvolumige epidurale Gaben mit NaCl (0,9 %). Uber die folgenden 300 Min. wurden MAD,
HF und ZVD (iberwacht und halbstiindlich notiert. Nach 300 Min. Endotoxindmie wurden erneut
arterielle Blutgase (Rapid lab, Chiron Diagnostics, Emeryville, CA, USA) und Blutzellen
(Coulter AC.T diff™ analysator, Coulter Corporation, Miami, Florida, USA) bestimmt.

Dann wurde das Abdomen erdffnet und die epitheliale Permeabilitat im terminalen lleum mittels
ligierter Schlinge bestimmt. Danach wurden Organe (Diinndarmanteile, Leber, Herz, Lunge und
Niere) zur Bestimmung der Nitrat- und Nitrit- und der Isoprostankonzentration, sowie des
Quotienten aus Nass- und Trockengewicht (wet-to-dry-weight ratio) entnommen. Die Organe fir
die Gewebskonzentrationsbestimmungen wurden direkt nach Entnahme in flissigem Stickstoff

schockgefroren und danach bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
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Fir die immunhistochemische Quantifizierung der induzierbaren NO-Synthase durchliefen
jeweils 5 Tiere pro Gruppe das experimentelle Protokoll wie oben beschrieben, bis zum Ablauf
der 5 Stunden in Endotoxindmie. Darauf wurden die Ratten zun&chst transkardial mit 60 ml
warmem NacCl perfundiert, darauf folgte die Perfusion mit 300 ml 4% (w/v) Paraformaldehyd in
0,16 M Phosphatpuffer-Lésung (pH 7,4). Hierauf wurden drei ca. 3 cm lange Darmstlicke

entfernt.

| Organ- und Blutentnahme |

| Ligierte lleumschlinge |

v

|30 Min. | 300 Min. |30 Min.

rarrnEre N SErsiie |Bo|.|| Epidurale Infusion |

tierung sierung - (Bolus)

| Flussigkeitssubstitution und kontrollierte Ventilation |

Allgemeinanasthesie |

Abb.2.1 Skizze des experimentellen Protokolls.

2.3 Instrumentierung

2.3.1 Epiduralkatheter

Die Anlage des Epiduralkatheters erfolgte nach einer modifizierten Methode von Bahar(74) mit
einem Polyethlyen-Katheter (PE 10, innerer Durchmesser 0,28 mm, duRRerer Durchmesser 0,61
mm, Becton and Dickinson & Co., Sparks, MD, USA), dessen Totraum durch Einfadeln eines
monofilen Fadens (4-0 Ethicon Prolene, Johnson & Johnson GmbH, Dusseldorf) auf 6 pl
verkleinert worden war. Bei einer Gesamtlange von 200 mm wurde der Katheter 65 mm von der
Spitze entfernt mit Heillkleber (Pattex hot, Henkel, Dusseldorf) markiert, um eine standardisierte
Platzierung der Katheterspitze auf Hohe des thorakalen Segments 7 zu gewahrleisten.

Zur Platzierung des Katheters wurden die Processus spinosi L 4 — 6 freiprépariert und der
Processus spinosus des 5. Lendenwirbels entfernt. Mithilfe eines Bohrers (Micromat 40/E+,
Proxxon, Niersbach) wurde der Wirbelzwischenraum dargestellt und der Epiduralraum mit einer
spitzen Pinzette er6ffnet. Daraufhin wurde der Katheter in den Epiduralraum nach kranial bis zur

Markierung vorgeschoben, der Zugangsweg wieder verschlossen und der Katheter somit fixiert.
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Die epidurale Lage und segmentale Hohe der Katheterspitze wurden nach jedem Versuch durch

Autopsie bestatigt.

2.3.2 Halspréparation

Die Halspraparation umfasste eine Tracheotomie sowie die Kanulierung der Venae iugulares
sowie der Arteria carotis. Dazu wurden die entsprechenden Strukturen freiprépariert und mit
Polyethlenschlduchen kandliert (Trachea: PAE Mikroschlauch, innerer Durchmesser 1,57 mm,
auBerer Durchmesser 2,08 mm; Gefalle: PAE Mikroschlauch, innerer Durchmesser 0,58 mm,
aulerer Durchmesser 0,96 mm, Portex, Hythe, Kent, GB). Zur Messung des ZVD im rechten
Vorhof wurde der Katheter in der rechten Vena jugularis externa 3,5 cm vorgeschoben. Die Lage
der Katheterspitze wurde mittels Autopsie am Ende des Versuchs bestétigt. Um eine permanente
Blutdruckmessung zu gewaéhrleisten, wurde der arterielle Katheter mit einer heparinisierten
Kochsalzlosung (100 IE x ml™) gefllt.

2.4 Ligierte lleumschlinge

Die Préparation einer ligierten lleumschlinge (ligated loop) erfolgte leicht modifiziert nach einer
vorbeschriebenen Methode(11;75). Mithilfe eines Elektro-Kauters wurde eine mediane
Laparotomie vorgenommen und das Ileum 5 cm oral des ileocoecalen Ubergangs eroffnet. Um
die Inzision wurde eine Doppelligatur gelegt, wobei die proximale Ligatur noch nicht
festgezogen wurde. 10 cm weiter oral erfolgte die zweite Inzision, ebenfalls mit einer
Doppelligatur, wobei die aborale Ligatur noch nicht festgezogen wurde. Das erdffnete
lleumstiick wurde mit warmer Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (phosphate-buffered saline,
PBS, Dulbecco, Biochrom AG, Berlin) durchspilt und so von Faeces gereinigt. Die Coecum-
nahe Doppelligatur wurde daraufhin festgezogen. Durch die orale Inzision wurde eine
Venenverweilkanile (20 G) eingefiihrt, um die herum auch die zweite Doppelligatur festgezogen
wurde, so dass eine lleumschlinge von 10 cm entstand. Durch die Verweilkanile wurde
Fluorescein-Iso-Thio-Cyanat (FITC) — Dextran (Molekulargewicht 4 kD, Sigma-Aldrich) in
einer Losung von 10 mg in 1 ml PBS injiziert. Wahrend der Préparation wurde der Situs mit
warmem PBS angefeuchtet und anschliefend mit in PBS getrankter Gaze sowie Plastikfolie
bedeckt.
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Nach 30 Min. Inkubationszeit wurde aus der Pfortader und der Arteria carotis Blut entnommen.
Das Blut wurde mit Natriumzitrat im Verhéltnis 9:1 gemischt, in Eppendorfgefalie uberfuhrt und
bei 4 °C fur 10 Min. bei 20800 x g zentrifugiert. Der Uberstand (Blutplasma) wurde bei —80 °C

bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.

2.5 Quantifizierung der epithelialen Permeabilitét

Als Mal} der epithelialen Permeabilitdt wurde die FITC — Dextran-Konzentration im Pfortader-
und arteriellen Blut bestimmt. Dazu wurden 1:10 Verdinnungen der Plasmaproben in PBS (pH
7,4) hergestellt und die Fluoreszenz dieser Proben in einem Fluoreszenzspektrophotometer
(FluoroMax-2, ISA Jobin Yvon, Spex Instruments S.A., Inc., USA) gemessen. Die Berechnung
der FITC — Dextran-Plasmakonzentration erfolgte mittels einer Standardreihe, die 0,5 % bovines
Albumin  (Sigma-Aldrich)  enthielt. Standard und Proben wurden bei einer
Anregungswellenldange von 480 nm und Extinktionswellenldange von 520 nm gegen einen

Leerwert von PBS gemessen.

2.6 Quantifizierung der Gewebskonzentration von Nitrat und Nitrit

Analysiert wurde die Konzentration von Nitrat und Nitrit in Dinndarm, Leber, Herz,
Portalvenenblut, Niere und Lunge. Die Bestimmung der Gewebskonzentration erfolgte mit
einem kommerziellen Kit (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, MI, USA). Die Organe wurden zun&chst mit einem Sonicator in 400 ul PBS
homogenisiert. Das Homogenisat wurde zentrifugiert und der Uberstand nochmals in Ultrafiltern
(10 kDa cut-off weight, Microcon YM-10 Centrifugal Filter Unit, Millipore, Billerica, MA,
USA) zentrifugiert. Im Filtrat der Organproben sowie in den Plasmaproben wurde zundchst unter
Zugabe von Nitratreduktase Nitrat zu Nitrit umgewandelt und darauf durch Zugabe der Griess-
Reagenzien (Sulfanylamid und N-(1-Naphthyl)ethylendiamin) das gesamte Nitrit in eine
Azoverbindung umgewandelt. Unter Verwendung einer Standardreihe konnte durch die
photometrische Bestimmung der Absorption dieses Azofarbstoffes die Nitrit — Konzentration der
Proben bestimmt werden. Gemessen wurde die Absorption bei 540 nm mit einem Photometer
(Spectra Rainbow Thermo Reader und Magellan Software V 2.22, Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim).
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2.7 Immunhistochemische Quantifizierung der induzierbaren NO-Synthase

Die nach dem Versuch entnommenen Darmabschnitte wurden fiir 90 Min. in Paraformaldehyd
fixiert und danach Uber Nacht bei 4 °C in PBS, das 10 % Saccharose enthielt, gelagert. Darauf
wurde das Gewebe in Tissue-Tek (O.C.T., Miles Inc. Elkhart, Indiana, USA) eingebettet und
eingefroren. Die Darmschnitte (8 um Dicke) wurden auf mit Gelatine beschichteten
Objekttragern fixiert.

Die Schnitte wurden immunhistochemisch mit einem kommerziell erhdltlichen Vectastain
Avidin-Biotin — Peroxidase — Komplex Kit (Vector Laboratories) wie vorbeschrieben(76)
weiterbehandelt. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Inkubationen bei Raumtemperatur
durchgefuhrt und zum Waschen nach jedem Schritt PBS (dreimal fir 10 Min.) verwendet. Die
Gewebsschnitte wurden fir 45 Min. in PBS mit 0,6 % H,0, und 50 % Methanol inkubiert, um
endogene Peroxidasen zu blockieren. Darauf folgte die Inkubation fur 60 Min. in PBS mit 0,3 %
Triton X-100, 1 % bovinem Serum-Albumin, 5 % Ziegenserum und 5 % Eselserum
(Blockldsung), um nicht-spezifische Bindungen zu hemmen. Die Schnitte wurden danach Uber
Nacht mit Antikdrpern gegen die induzierbare NO-Synthase (iNOS) (1:1000) inkubiert, hierauf
fur 90 Min. mit einem zweiten Antikorper (Ziege gegen Kaninchen, mit Biotin beschichtet) und
fur nochmals 90 Min. mit Avidin-Biotin-konjugierter Peroxidase inkubiert. SchlieBlich wurden
die Schnitte gewaschen und mit 3',3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, Sigma), das
0,01 % H,O, in 0,05 M dreifach gepufferte Kochsalzlésung (Tris-buffered saline, pH 7.6)
enthielt, fir 3 — 5 Min. angefarbt.

Nach der Enzymreaktion wurden die auf Objekttragern fixierten Schnitte in Leitungswasser
gewaschen, mit Thionin gegengefarbt, in Alkohol dehydriert, in Xylol gereinigt und auf
Kunstharz-Medium (DPX, Merck, Darmstadt) fixiert.

Um die Spezifitdt der Farbung nachzuweisen, wurden Kontrollen einbezogen, indem eine
Préabsorption von verdinntem Antikorper gegen iNOS mit synthetischem Peptid-Antigen der
INOS (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) fur 24 Std. bei 4 °C durchgefiihrt
wurde. Zudem wurden entweder die priméren Antisera, der zweite Antikérper oder der Avidin-
Biotin-Komplex ausgelassen.

Zur Quantifizierung wurden INOS-immunreaktive Zellen von einem verblindeten
Experimentator in 4 Gewebsschnitten pro Tier gezahlt. Finfzehn Quadrate (2 384 um?) pro
Gewebsschnitt wurden mit einem Zeiss Mikroskop (Objektiv X20 x 10) bestimmt. Die Bilder

wurden in 200facher VergréRerung angefertigt.
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2.8 Histologische Bestimmung der Makrophagen

Um die Makrophagen zu identifizieren, wurden die Bilder der iNOS-Quantifizierung verwendet
und um den Faktor 2 vergroRert, so dass hier mit 400facher VergroRerung gearbeitet wurde.
Immunreaktive Zellen wurden anhand der folgenden morphologischen Kriterien identifiziert: (1)
Makrophagen/Monozyten durch grof3e Zellkorper, vakuolisiertes Zytoplasma und unregelmafiig
geformte Zellkerne; (2) Lymphozyten durch kleine Zellkorper, groRe Zellkerne und eine geringe
Menge an Zytoplasma; (3) Polymorphkernige Leukozyten durch grof3e Zellkérper und
multisegmentierte Zellkerne. Die Kennzeichnung der Makrophagen erfolgte beispielhaft durch
Pfeile.

2.9 Quantifizierung der endothelialen Permeabilitat

Um den endothelialen Schaden zu quantifizieren, wurde der Quotient aus Nass- und
Trockengewicht (wet-to-dry weight ratio) verschiedener Organe bestimmt. Dazu wurden jeweils
ein Stuck Dunndarm und Leber sowie die linke Niere und die linke Lunge entnommen,
gesdubert, gewogen und bei 54 °C in einem Vakuum-Exsikkator inkubiert. Nach 24 Std. wurde
das Trockengewicht bestimmt und der Quotient errechnet. Dieser Quotient ist ein MaR fur das

entstandene Gewebeddem und somit fir den endothelialen Schaden.

2.10 Quantifizierung der Gewebskonzentration von 8-Isoprostan

Die Bestimmung der Konzentration von 8-lsoprostan im Dinndarm wurde mittels eines
kommerziellen Kits (8-Isoprostane EIA Kit, Catalog No. 516351, Cayman Chemical Company)
durchgefthrt. Dazu wurden die Darmproben in 1000 pul Homogenisierungspuffer, bestehend aus
NaHPO,, EDTA und Indomethacin in Reinstwasser, zerkleinert. Nach Zentrifugation bei 20000
g wurde auf der Platte eine kompetitive Bindungsreaktion des im Dinndarm befindlichen freien
8-lsoprostan  mit einem  8-lsoprostan-Acetylcholinesterase-Konjugat an  8-lsoprostan-
spezifischem Antiserum herbeigefuhrt. Durch Waschen wurden die nicht gebundenen
Komponenten entfernt. Darauf folgte durch Zugabe des Ellman’s Reagens, einem Substrat fiir
die Acetylcholinesterase, eine enzymatische Reaktion, deren Produkt eine gelbe Farbe hat und

bei 412 nm stark absorbiert. Durch die Absorptionsmessung wurde indirekt die Menge des
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gebundenen 8-lsoprostan-Acetylcholinesterase-Konjugats bestimmt; diese ist umgekehrt
proportional zur Menge des gebundenen (vorher freien) 8-1soprostans. Die Absorption wurde bei

405 nm mit dem Photometer (Tecan) gemessen.

2.11 Statistische Analyse

Alle statistischen Tests wurden unter Verwendung des Computerprogramms Sigma Stat 3.1
(Systat Software GmbH, Erkrath) durchgefiihrt. Die Daten wurden anhand des Kolmogorov-
Smirnov Tests auf Normalverteilung gepruft.

Bei den hamodynamischen Daten wurden jeweils die Integrale der Messkurve jedes einzelnen
Tieres gebildet (area under the curve) und Zwischengruppenvergleiche mit einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (One way ANOVA) getestet. Die Korrektur fir multiple Vergleiche wurde mit
dem Student-Newman-Keuls-Test durchgefiihrt. Zum Vergleich von Messwerten und ihrer Ab-
und Zunahme an bestimmten Zeitpunkten wurden die Absolutwerte genommen bzw. die
Differenzen zweier, aufeinander folgender, Werte gebildet und die daraus entstandenen
Mittelwerte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse oder — bei nicht-normalverteilten Daten —
einer Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks getestet. Auch hier wurden die multiplen Vergleiche mit
dem Student-Newman-Keuls- bzw. Dunn’s Test korrigiert. Bei der graphischen Darstellung
dieser Daten wurde der Ubersichtlichkeit halber auf die Kennzeichnung der statistisch
signifikanten Unterschiede bei der Ab- und Zunahme der Werte verzichtet; diese sind im Text
erlautert.

Die restlichen Daten wurden bei den Vergleichen zwischen den Gruppen und zwischen Anfang
und Ende des Versuchs fiir jede Gruppe mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse bzw. einer
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks getestet. Die Korrektur fur multiple Vergleiche erfolgte mit
dem Student-Newman-Keuls- bzw. Dunn’s Test.

Normalverteilte Daten wurden als Mittelwert mit Standardabweichung in Blockdiagrammen
dargestellt. Nicht normalverteilte Daten wurden mittels Box-Whisker-Plots als Mediane mit
Quartilen sowie 10. und 90. Perzentile (whisker) dargestellt.

In den Tabellen wurde bei nicht-normalverteilten Ergebnissen der Median [25./75. Perzentile]
und bei normalverteilten Daten der Mittelwert (+/- Standardabweichung) angegeben.
Unterschiede zwischen Messwerten wurden als signifikant angesehen, wenn die

Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als 5 % war.
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3. Ergebnisse

3.1 Hadmodynamische Daten

3.1.1 Mittlerer arterieller Druck

Im Zeitverlauf ergab die Testung keine Unterschiede zwischen den Gruppen (area under the
curve-Analyse). Bei den Ausgangswerten zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
(Abb.3.1). Die Injektion des NaCl-Bolus induzierte bei den Tieren aller Gruppen einen
vergleichbaren deutlichen Blutdruckanstieg. Nach der Gabe von LPS fiel der Blutdruck in den
Gruppen 1 und 2 voribergehend deutlich ab, normalisierte sich aber wieder bis zur nachsten
Messung nach 30 Min. Dagegen fuhrte die Injektion von NaCl ohne LPS in Gruppe 3 zu keiner
wesentlichen Blutdruckreaktion. Im weiteren Verlauf traten keine wesentlichen Anderungen des
Blutdrucks auf, und auch zwischen den Gruppen gab es nur noch vereinzelte signifikante
Differenzen (s. Abb.3.1).
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Abb.3.1 Mittlerer arterieller Druck.

MAD = Mittlerer arterieller Druck, NaCl = Natriumchlorid, LPS = Lipopolysaccharid;
dargestellt sind Mittelwerte der 3 Gruppen zu jedem der 14 Messzeitpunkte mit Standardfehler.
[] p <0,05 Gruppe 1 und 3 versus Gruppe 2, ™ p < 0,05 Gruppe 2 und 3 versus Gruppe 1

*p < 0,05 Gruppe 1 versus Gruppe 3, # p < 0,05 Gruppe 1 versus Gruppe 2
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3.1.2 Herzfrequenz

Zwischen den Gruppen ergab die Testung Uber den Versuchsverlauf keine signifikanten
Unterschiede (AUC-Analyse) (Abb.3.2). Bei den Ausgangswerten zeigten die Tiere in Gruppe 3
eine hohere Herzfrequenz als die in Gruppe 1 und 2.

Die Gabe von NaCl induzierte bei allen Gruppen eine Zunahme der Herzfrequenz, nach dem
LPS-Bolus fiel diese in Gruppe 1 und 2 etwas ab. In Gruppe 3 gab es diesen Abfall der
Herzfrequenz nicht, diese Tiere hatten auch kein Endotoxin erhalten. Die Herzfrequenz der Tiere
in Gruppe 1 und 2 stieg nach LPS- und epiduralem Bolus wieder an, um nach 60 Min. das
Niveau von Gruppe 3 zu erreichen. Wahrend der restlichen Zeit des Versuchs unterschied sich

die Herzfrequenz zwischen den drei Gruppen nicht voneinander.
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400 +
Fll|—|
£ 300 A
2,
LL
L 200 A
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—&— Gruppe 3
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Epidurale Infusion
0 T T T T
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Zeit [Min.]

Abb.3.2 Herzfrequenz.

HF = Herzfrequenz, NaCl = Natriumchlorid, LPS = Lipopolysaccharid; dargestellt sind
Mittelwerte der Gruppen zu den 14 Messzeitpunkten mit Standardfehler.

*p < 0,05 Gruppe 1 und 2 versus Gruppe 3, ° p < 0,05 Gruppe 2 versus Gruppe 3
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3.1.3 Zentralvendser Druck

Bei Ausgangsbedingungen lagen die Werte fur den Zentralvendsen Druck (ZVD) in allen
Gruppen bei ca. 1,5 mmHg (Abb.3.3). Die Injektion des NaCl-Bolus bewirkte in allen Gruppen
einen leichten mittleren Anstieg, der jedoch nicht Signifikanzniveau erreichte. Im weiteren
Verlauf blieb der ZVD im Wesentlichen unverédndert und zeigte auch keine Unterschiede

zwischen den Gruppen.
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ZVD [mmH(g]
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Abb.3.3 Zentralvendser Druck.
Z\V/D = Zentralvendser Druck, NaCl = Natriumchlorid, LPS = Lipopolysaccharid; dargestellt
sind Mittelwerte der Gruppen zu den 14 Messzeitpunkten mit Standardfehler.
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3.2 Hamatokrit

Die Ausgangswerte zeigten keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Am Ende
des Versuchs war in allen Gruppen der Hamatokrit im Vergleich zum Ausgangswert gesunken,
in den Gruppen 1 und 2 war der Unterschied signifikant (Abb.3.4).
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X
I
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10 4 [ Gruppe 1
221 Gruppe 2
1 Gruppe 3

O T T
Ausgangswert 300 Min. ETX

Abb.3.4 Hamatokrit.
Hkt = Hamatokrit, ETX = Endotoxindmie; dargestellt sind Mediane mit Quartilen sowie 10./90.
Perzentile (whisker) zu den zwei Messpunkten.

*p < 0,05 zum Ausgangswert



3.3 Sadure-Basen-Status und andere systemische Variablen

Ausgangswert nach 300 Min. ETX
PO, [mmH(]
Gruppe 1 227 [166/260] 256 [198/282]
Gruppe 2 243 [220/263] 281 [267/289] §
Gruppe 3 216 [170/256] 209 [164/252]

pCO, [mmH(g]

Gruppe 1 40,6 [39,4/46,1] 37,3 [35,7/40,1]

Gruppe 2 43,0 [41,9/44 4] 42,6 [35,9/48,1]

Gruppe 3 40,0 [38,5/44,5] 42,2 [35,0/43,8]
pH

Gruppe 1 7,39 (+/- 0,05) 7,33 (+/- 0,04) *1

Gruppe 2 7,37 (+/- 0,03) 7,28 (+/- 0,04) *

Gruppe 3 7,40 (+/- 0,04) 7,34 (+/- 0,04) *1

Basenuberschuss [mmol/l]

Gruppe 1 0,55 [-0,50/1,00] -6,25 [-7,55/-4,15] *§
Gruppe 2 0,20 [-0,88/0,65] 7,20 [-7,88/-5,80] *§
Gruppe 3 0,40 [-0,75/1,05] -4,20 [-5,70/-3,30] *
Na* [mmol/I]
Gruppe 1 139 [138/141] 142 [141/142] *
Gruppe 2 139 [137/140] 142 [141/143] *
Gruppe 3 138 [137/139] 141 [140/141]
K" [mmol/I]
Gruppe 1 4,56 [4,37/5,17] 4,37 [3,97/4,93]
Gruppe 2 4,77 [4,54/5,08] 4,93 [4,66/5,41]
Gruppe 3 4,95 [4,70/5,03] 4,42 [4,28/5,28]

Hamoglobin [mmol/I]

Gruppe 1 7,45 [7,30/8,15] 6,50 [5,75/6,85] *
Gruppe 2 7,35 [7,15/7,90] 6,35 [5,60/6,70] *
Gruppe 3 7,60 [7,43/8,43] 6,50 [6,40/7,20]

Erythrozyten [x 10°/ pl]

Gruppe 1 6,82 (+/- 0,60) 5,85 (+/- 0,54) *§
Gruppe 2 6,68 (+/- 0,68) 5,57 (+/- 0,57) *§
Gruppe 3 7,23 (+/- 0,90) 6,47 (+/- 0,45)

Thrombozyten [x 10° / ul]

Gruppe 1

961 [887/1020]

672 [598/714] *§

Gruppe 2

914 [824/988]

611 [515/645] *§

Gruppe 3

973 [891/1104]

894 [810/990]
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Leukozyten [x 10° / pl]
Gruppe 1 10,5 [8,45/12,1] 8,70 [7,70/10,5] §
Gruppe 2 9,90 [9,18/13,0] 7,70 [6,55/8,90] §
Gruppe 3 16,3 [L1,1/17,8] 15,0 [13,7/17,2]

Tab.3.1 Séure-Basen-Status und andere systemische Variablen.
ETX = Endotoxindamie; dargestellt sind Mittelwerte der jeweiligen Variable mit
Standardabweichung bzw. Mediane mit Quartilen.

*p <0,05 zum Ausgangswert, § p < 0,05 versus Gruppe 3, I p < 0,05 versus Gruppe 2

Die in der Tabelle 3.1 dargestellten Ausgangswerte zeigten im Zwischengruppenvergleich der
jeweiligen Variablen keine signifikanten Unterschiede.

Der Sauerstoffpartialdruck in Gruppe 2 am Ende des Versuchs war signifikant hoher als in
Gruppe 3.

Die pH-Werte nahmen im Vergleich zum Ausgangswert in allen drei Gruppen ab. Gruppe 2
unterschied sich am Versuchsende von den beiden anderen Gruppen.

Der Basenlberschuss war nach Ablauf der 5 Stunden in allen drei Gruppen gegenuber dem
Ausgangswert gefallen. Die Werte in den Gruppen 1 und 2 waren negativer als in Gruppe 3.

Die Natriumserumkonzentration nahm in den Gruppen 1 und 2 gegeniiber dem Ausgangswert
signifikant zu, die Werte am Versuchsende waren zwischen allen Gruppen jedoch vergleichbar.
Die Hamoglobin-Werte nach 5 Stunden Endotoxindmie waren in allen Gruppen gegenuber den
Ausgangswerten gefallen; dieser Unterschied erreichte in den Gruppen 1 und 2
Signifikanzniveau.

Die Erythrozyten-Zahl sowie die Thrombozyten-Zahl waren in den Gruppen 1 und 2 nach 5
Stunden im Vergleich zum Ausgangswert signifikant gesunken; diese beiden Gruppen
unterschieden sich zum Ende auch jeweils von Gruppe 3.

Die Leukozyten-Zahl in den Gruppen 1 und 2 war zu diesem Zeitpunkt signifikant niedriger als

in Gruppe 3.
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3.4 Epitheliale Permeabilitét

Die Konzentration von FITC-Dextran im Blut der Portalvene war in Gruppe 1 signifikant hther
als in den Gruppen 2 und 3. Die FITC-Dextran-Konzentration im Blut der A. carotis war in
Gruppe 1 ebenfalls signifikant hoher als in Gruppe 3. Gruppe 2 und 3 unterschieden sich bei den
Messungen in beiden GeféaRen nicht (Abb.3.5).
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Abb.3.5 Konzentration von FITC-Dextran in Arteria carotis und Vena portae nach 300 Min.
Endotoxinédmie.

FITC = Fluorescein-Iso-Thio-Cyanat; dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90.
Perzentile.

*p <0,05 zu Gruppe 3, #p < 0,05
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3.5 Konzentration von Nitrat und Nitrit

3.5.1 Dinndarm
Die Gewebskonzentration von Nitrat/Nitrit im Dinndarm war in Gruppe 1 und 2 signifikant
héher als in Gruppe 3 (Abb.3.6).
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Abb.3.6 Konzentration von Nitrat/Nitrit im Dinndarm.
Box Plots stellen Mediane, Quartilen und 10./90. Perzentile dar.
*p < 0,05 zu Gruppe 3
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3.5.2 Leber

Die Gewebskonzentration von Nitrat/Nitrit der Leber war in Gruppe 1 signifikant gegenuber

Gruppe 3 erhoht (Abb.3.7). Gruppe 2 und 3 unterscheiden sich hier nicht voneinander.
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Abb.3.7 Konzentration von Nitrat/Nitrit in der Leber.
Dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90. Perzentilen.
*p < 0,05 zu Gruppe 3
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3.5.3 Lunge

Die Gewebskonzentration von Nitrat/Nitrit in der Lunge war in Gruppe 1 und 2 héher als in
Gruppe 3. In Gruppe 2 war die Konzentration jedoch signifikant niedriger als in Gruppe 1
(Abb.3.8).
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Abb.3.8 Konzentration von Nitrat/Nitrit in der Lunge.
Dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90. Perzentilen.
*p <0,05 zu Gruppe 3, #p < 0,05
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3.5.4 Niere

In der Niere zeigten sich die Konzentrationen von Nitrat/Nitrit in Gruppe 1 und 2 signifikant
gegeniber Gruppe 3 erhéht (Abb.3.9).
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Abb.3.9 Konzentration von Nitrat/Nitrit in der Niere.
Die Darstellung zeigt Mittelwerte mit Standardabweichung.

*p < 0,05 zu Gruppe 3
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3.5.5 Plasma der Portalvene

Die Konzentration von Nitrat/Nitrit im Portalvenenplasma war in Gruppe 1 und 2 signifikant
hoher als in Gruppe 3 (Abb.3.10).
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Abb.3.10 Konzentration von Nitrat/Nitrit im Plasma der Portalvene.
Dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90. Perzentilen.

*p < 0,05 zu Gruppe 3
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3.5.6 Herz

Die Gewebskonzentration von Nitrat/Nitrit im Herzen war in Gruppe 1 und 2 héher als in
Gruppe 3. In Gruppe 2 war die Konzentration jedoch signifikant niedriger als in Gruppe 1

(Abb.3.11).
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Abb.3.11 Konzentration von Nitrat/Nitrit im Herzen.
Dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90. Perzentilen.
*p <0,05zu Gruppe 3, #p < 0,05
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3.6 Immunhistochemische Quantifizierung der induzierbaren NO-Synthase im Darm
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Die Auszéhlung der iINOS-exprimierenden Zellen pro Z&hlabschnitt im Darm ergab gegenuber
Gruppe 1 eine signifikant erniedrigte Anzahl in Gruppe 2 und 3. Hierbei wies Gruppe 3 eine

noch niedrigere Anzahl auf als Gruppe 2 (Abb.3.13).
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Abb.3.13 Anzahl der iINOS-positiven Zellen im Darm.
Dargestellt sind Mediane mit Quartilen und 10./90. Perzentilen.
*p <0,05zu Gruppe 3, #p <0,05

3.7 Histologische Bestimmung der Makrophagen im Darm

Die iNOS-Anfarbung zusammen mit der Zellmorphologie lasst zuverlassig darauf schlielen,
dass in den gewéhlten Quadraten alle iINOS-positiven Zellen Makrophagen sind. Die Ergebnisse
der Auszéhlung der Makrophagen pro Z&hlabschnitt im Darm entsprechen daher den
Ergebnissen der iNOS-positiven Zellen (s. Abb. 3.13); Gruppe 2 und 3 zeigten gegeniber
Gruppe 1 eine deutlich niedrigere Anzahl an Makrophagen (s. Abb.3.14).
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3.8 Endotheliale Permeabilitat
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Die Ergebnisse der Bestimmung des Quotienten aus Nass- und Trockengewicht fur jedes Organ

sind wie folgt:
Dunndarm Leber Lunge Niere
Gruppel 4,47 (+/-0,41) 2,80 (+/- 0,22) 4,63 (+/- 0,41) 3,83 [3,68/4,19]
Gruppe2 3,96 (+/-0,51) 2,79 (+/- 0,18) 4,50 (+/- 0,22) 4,21 [3,96/4,53] §
Gruppe 3 4,27 (+/- 0,39) 2,75 (+/- 0,18) 4,26 (+/- 0,39) 3,59 [3,39/3,79]

Tab.3.2 Quotienten aus Nass- und Trockengewicht.

Daten sind angegeben als Mittelwerte und Standardabweichungen bzw. Mediane und Quartile
(Niere), 8 p < 0,05 zu Gruppe 3.

Die Testung ergab einen Unterschied bei der Niere: Hier unterschieden sich die Quotienten der

Gruppe 2 signifikant von denen der Gruppe 3.
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3.9 Konzentration von 8-Isoprostan im Diinndarm

Die Gewebskonzentration von 8-lsoprostan war bei Gruppe 1 am hdchsten; Gruppe 2 und 3

zeigten signifikant niedrigere Konzentrationen und unterschieden sich nicht voneinander

(Abb.3.15).

80000 1

60000 - *

40000 -

8-Isoprostan [pg/ml]

20000 -

0 T f

Gruppe 1 Gruppe 2

Abb.3.15 Konzentration von 8-Isoprostan im Dinndarm.

Die Darstellung zeigt Mittelwerte mit Standardabweichung.

*p <0,05 zu Gruppe 3, #p < 0,05

3.10 Lage des Epiduralkatheters

Gruppe 3

Die Lage der Epiduralkatheterspitze wurde in Gruppe 2 durchschnittlich auf der segmentalen
Hohe Th 6 festgestellt. Bei Gruppe 1 fand sich die Lage durchschnittlich bei Th 7, bei Gruppe 3

ebenfalls bei Th 7. Die Testung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie untersuchte die Auswirkungen der regionalen Sympathikolyse mittels
thorakaler Epiduralanasthesie (TEA) auf die Endotoxin-induzierte epitheliale Permeabilitéts-
erhohung im Darm. In einem Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass der Ubertritt von
Fluoreszenzfarbstoff aus dem Darmlumen in das portalventse Blut als Mal} fir die epitheliale
Permeabilitat in Tieren mit einer normotensiven Endotoxindmie im Vergleich zu gesunden
Tieren signifikant erhoht war. Eine regionale Sympathikolyse mittels TEA verminderte die
epitheliale Permeabilitat auf das Niveau der gesunden Tiere. Dieser Effekt war assoziiert mit
einer Verminderung der intestinalen Makrophageninfiltration, sowie der intestinalen NO-
Produktion und Lipidperoxidation.

4.1 Hamodynamische Daten

4.1.1 Mittlerer arterieller Druck

Die Messungen zeigen, dass es sich bei diesem Modell um eine normotensive Endotoxindmie
und nicht um eine Endotoxin-bedingte Hypotension handelt. Einflussfaktoren auf den MAD
waren Volumen- und LPS-Gaben sowie die epidurale Gabe von Lokalandsthetikum. Durch die
Gabe von 5 ml NaCl 0,9 % - dies entspricht einem prozentualen Anteil von 25% am gesamten
Blutvolumen (ca. 60 - 70 ml/kg)(77) - kam es zu einem gleichméRigen Anstieg des MAD in
allen drei Gruppen. Die Volumengabe entspricht einer aggressiven VVolumentherapie, wie sie
auch Klinisch bei systemic inflammatory response syndrome-/Sepsis-Patienten empfohlen
wird(78). Nach dem LPS-Bolus kam es zu einem voribergehenden Abfall des MAD. Eine LPS-
induzierte Blutdrucksenkung ist in der Literatur beschrieben(79;80). Hocherl und Kollegen
diskutieren als moglichen Mechanismus die Freisetzung von NO mit direkter vasodilatierender
Wirkung sowie die Produktion von ebenfalls vasodilatierend wirkendem Prostacyclin.

Tiere der Gruppe 2 (TEA) zeigten zum Zeitpunkt der LPS-Gabe die geringsten Blutdruck-Werte.
Dies ist durch den gleichzeitigen Beginn der regionalen Sympathikolyse und die damit
einhergehende Reduktion des peripheren Widerstandes zu erkldaren(81;82) und wird auch bei
Menschen im klinischen Bereich nach Induktion einer thorakalen Epiduralanésthesie regelméaRig
beobachtet(83). Im weiteren Versuchsverlauf zeigten sich — begunstigt durch eine anzunehmende

kardiovaskuldre Gegenregulation sowie die VVolumentherapie — keine relevanten Unterschiede
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zwischen den Versuchsgruppen. Die Blutdruckwerte blieben konstant in einem fir Ratten
normalen Bereich(84;85). Statistisch errechnete Unterschiede zu spéteren Zeitpunkten kdnnen

als klinisch unbedeutend angesehen werden.

4.1.2 Herzfrequenz

In allen drei Gruppen kam es durch die initiale Volumengabe zu einer Zunahme der
Herzfrequenz; in Gruppe 1 und 2 nahm die Frequenz nach den Bolusgaben von LPS und
epiduralem Lidocain zunédchst ab, um danach Uber den Versuchsverlauf wieder anzusteigen.
Dieser Herzfrequenz-Anstieg wurde als LPS-Effekt auch in anderen Studien
beschrieben(63;79;86) und wird als kardiovaskuldare Antwort auf den inflammatorischen
Stimulus gewertet, analog zum systemic inflammatory response syndrome beim Menschen.

Der im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen erhohte Herzfrequenz-Ausgangswert in
Gruppe 3 muss kritisch diskutiert werden. Durch Randomisierung der Tiere wurden Einflusse
wie Unterschiede in Jahreszeit und Temperatur bei den Versuchen minimiert. Ebenso war der
Gesundheitszustand der Tiere in allen drei Gruppen vergleichbar. Die Tiere in Gruppe 3 wiesen
zwar eine erhohte Leukozytenzahl im Blut auf, diese Werte unterschieden sich aber nicht
signifikant von denen der anderen Gruppen (s. Kap. 3.3) und befanden sich im Normbereich fir
Ratten(87). Alle Tiere bekamen korpergewichtsadaptiert die gleiche Narkose, alle wurden gleich
instrumentiert. Bei allen Tieren wurde dasselbe Messsystem verwendet, und auch alle tbrigen
Untersuchungen zeigen, dass zu diesem Zeitpunkt keine Unterschiede zu den anderen Gruppen
bestanden. Uber den gesamten Verlauf des Versuchs kam es zur Angleichung der Herzfrequenz;
es wurden keine Unterschiede zwischen den Gruppen gemessen, so dass der Unterschied im
Ausgangswert als unbedeutend fiir den weiteren Verlauf gewertet werden kann.

Die Tatsache, dass es bis auf einen Messwert keine Unterschiede in der Herzfrequenz zwischen
Gruppe 1 und 2 gab, zeigt, dass die Nn. acceleranti (mit spinalem Ursprung in den Segmenten Th
1-—Th 4) in Gruppe 2 nicht blockiert waren. Die Autopsie der Tiere ergab eine in allen Gruppen
vergleichbare durchschnittliche Lage des Epiduralkatheters auf der Hohe von Th 6 und Th 7. In
einer Studie mit gleicher Methodik der TEA wurde die Ausbreitung des Lokalanasthetikums bei
identischer Laufrate durch Anfarbung mittels Methylenblau bis in die Segmente Th 4 bis Th 11
dargestellt(66).
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4.1.3 Zentralvendser Druck

Es wurden keine gruppenspezifischen Unterschiede im ZVD gemessen. Dies lasst sich — vor
allem im Versuchsverlauf — als Indikator fir einen vergleichbaren Volumenstatus der Tiere

werten.

4.2 Hamatokrit, Hamoglobin-Wert und Blutzellen

Die Ausgangswerte im Hamatokrit sind in allen Gruppen vergleichbar. Die Abnahme des
Hamatokrit am Versuchsende in den Endotoxindmie-Gruppen 1 und 2 ist als Reaktion auf das
systemisch injizierte LPS zu interpretieren. Auch hier befinden sich die Werte im fiir Ratten
physiologischen Bereich, von dem fur den Sauerstofftransport im peripheren Gewebe als kritisch
angesehenen Hamatokrit von 16 %(88) liegen die gemessenen Werte weit entfernt.
Gleichsinnige Verénderungen konnten zudem fur den vom Hamatokrit abgeleiteten Hamoglobin-
Wert gezeigt werden.

Der H&matokrit wird durch die korpuskuldaren Blutbestandteile definiert. Diese umfassen zu
einem groRen Anteil die 3 Blutzelltypen Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten. Die beim
Hamatokrit beschriebenen Veranderungen finden sich folglich auch bei den Blutzellen: In
Gruppe 1 und 2 hatten Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten im Vergleich zum
Ausgangswert abgenommen. Bei allen drei Blutzelltypen unterschieden sich diese zwei Gruppen
am Versuchsende auch von Gruppe 3. Ein Abfall der Leukozytenzahl unter die Normwertgrenze
(Leukopenie) erfullt wie die Tachykardie eines der Kriterien des systemic inflammatory response
syndrome, die auch beim Menschen die systemische Antwort auf einen Entziindungsreiz
reprasentieren konnen. Als mdgliche Ursache der Abnahme der zirkulierenden Leukozyten in
der Endotoxindmie konnte die Adhé&sion an der venolaren Gefélwand gezeigt werden(86), die
von der Auswanderung der Leukozyten in das Gewebe gefolgt ist. Auch in anderen
tierexperimentellen Studien kommt es durch LPS zur Verminderung der zirkulierenden
Leukozyten(89). Die Abnahme der zirkulierenden Thrombozyten, wie sie unter &hnlichen
Bedingung bei anderen Autoren beschrieben wird(90), kann ebenfalls durch eine Adh&sion am
Endothel und durch Mikroaggregationen erklart werden(39). Weiterhin legen Hinweise auf die
Expression des Toll-Like Rezeptor 4 (TL4R) auf der Thrombozytenoberflache bei Méusen nahe,
dass Thrombozyten Uber die Bindung von LPS an diesen Rezeptor einen Teil der Immunantwort
selbst vermitteln(91). Andere Autoren fanden bei TL4R-Knockout-Mé&usen, dass LPS keine
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Thrombozytopenie auslésen konnte; wurde Wildtypmdusen LPS gegeben, trat der erwartete
Abfall der Plattchen ein, die v.a. in Lungengewebe einwanderten und an Fibrinogen
adhérierten(92). Die exakte Rolle der Thrombozyten beim Ablauf der Immunantwort ist
sicherlich noch unklar. Die Tatsache, dass der Abfall der Thrombozyten bei den Gruppen 1 und
2 sich nicht unterschied, deutet darauf hin, dass diese Reaktion nicht durch die TEA beeinflusst
wurde. Eine Abnahme an zirkulierenden Erythrozyten als Reaktion auf einen inflammatorischen
Stimulus kann durch eine in vitro Untersuchung erklért werden, die eine verstérkte Adhésion von
Erythrozyten an Endothelzellen nach Kontakt mit Endotoxin zeigte(93). Bei Rattenerythrozyten
kam es nach induzierter Peritonitis ebenfalls zu einer erhdhten Aggregation(94). Erklart wird
dies z. B. durch verminderte Verformbarkeit der Zellen unter septischen Bedingungen(95). Da
der Hamatokrit in Guppe 1 und 2 in gleichem Ausmall vermindert war, spricht dies fur einen
vergleichbaren LPS-Effekt auf die Adh&sion von Blutzellen und/oder auf die Extravasation von
Flissigkeit bei identischer Volumentherapie in diesen beiden Gruppen.

4.3 Saure-Basen-Status

Der Basenlberschuss war nach Ablauf der 5 Stunden in allen drei Gruppen gegeniiber dem
Ausgangswert gefallen. Die Werte in den Gruppen 1 und 2 waren negativer als in Gruppe 3. Die
pH-Werte nahmen im Vergleich zum Ausgangswert in allen drei Gruppen ab. Gruppe 2
unterschied sich am Versuchsende von den beiden anderen Gruppen. Die Abnahme des pH und
des Basenuberschusses im Versuchsverlauf zeigten die metabolische Azidose der Tiere in
Gruppe 1 und 2, die durch die Endotoxingabe verursacht wird(96;97). Zugrunde gelegt werden
kann hier eine Endotoxin-induzierte mitochondriale Dysfunktion(98) mit vermehrtem anaeroben
Metabolismus und konsekutiver Laktatazidose. Die Konzentration an Laktat im Blut wurde in
den Versuchen jedoch nicht bestimmt. Dass auch in Gruppe 3 eine — wenn auch mildere —
Azidose auftritt, kann im Sinne einer hyperchlordmen Azidose nach Infusion von NaCl 0,9 %
mit unphysiologisch hohem Chlorid- und Natrium-Gehalt diskutiert werden(86;99). Ebenso lasst
sich der dezente Anstieg der Natriumkonzentration im Serum in allen Gruppen dadurch plausibel

deuten.
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4.4 Epitheliale Permeabilitat

Hier konnte bei endotoxamischen Tieren intraluminal applizierter Fluoreszenzfarbstoff (FITC-
Dextran) aus dem Darm in héherer Konzentration im Portalvenenblut bestimmt werden als bei
gesunden Tieren. Unter TEA konnte signifikant weniger Farbstoff aus dem Darm ins
Gefalsystem gelangen als in der Endotoxin-Gruppe ohne Therapie, die Permeabilitat unterschied
sich nicht von der Permeabilitat der gesunden Tiere. Dies spricht fir einen protektiven Effekt der
TEA auf die epitheliale Barriere unter Endotoxinédmie.

In einer Studie an Kaninchen(23) unter Endotoxindmie kam es durch die TEA ebenfalls zu einer
Verbesserung der Darmbarriere, was auch durch Farbstoffpermeation ins Blut gezeigt wurde;
hier wurde allerdings keine Differenzierung zwischen portalvendsem und systemischem Blut
vorgenommen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren durch den Nachweis der
verminderten Farbstoffkonzentration in der Portalvene nach TEA eine Verbesserung der
Barrierestorung des Darmes durch TEA. Obwohl in dieser Studie nicht getestet, ist von einer
entsprechend héheren Menge an translozierenden Bakterien in Gruppe 1 im Vergleich zu Gruppe
2 auszugehen. Untersucht wurde die Korrelation zwischen diesen beiden Entitdten u.a. durch
Swank und Deitch(100), die einen direkten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
Schadigung der Darmbarriere und der Anzahl der in die regionalen Lymphknoten translozierten
Bakterien feststellten.

Tiere der Gruppe 1 wiesen eine hohere Konzentration an Farbstoff in der Arteria carotis
gegeniber den gesunden Tieren (Gruppe 3) auf. Dies zeigt, dass selbst nach der Passage durch
Herz- und Lungenstrombahn und die entsprechende systemische Verdinnung noch immer ein
erhohter Anteil an Farbstoff im Blut nachzuweisen ist, und somit der Barriereschaden in diesem
Modell als ausreichend hoch angesehen werden kann. Eine Reduktion der systemischen
Farbstoffkonzentration durch TEA analog zum portalen Kreislauf konnte nicht gezeigt werden.
Dies mag daran liegen, dass signifikante Mengen an Farbstoff wéhrend der Leberpassage
abgefangen werden (hepatische Clearance) und somit der Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2
im systemischen Kreislauf entscheidend nivelliert wird. Mdgliche Mechanismen, die der Stérung

der epithelialen Permeabilitdt zugrunde liegen, werden in den folgenden Kapiteln diskutiert.
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4.5 Konzentration von Nitrat und Nitrit

In Dunndarm, Niere und Portalvenenblut konnten in Gruppe 1 und 2 hohere Werte an
Nitrat/Nitrit nachgewiesen werden als in der gesunden Kontrollgruppe 3, wobei in allen
untersuchten Organen eine Tendenz zu erkennen ist, dass die Absolutwerte in der Gruppe 2
niedriger liegen als in Gruppe 1. In Herz und Lunge ist diese Tendenz auch durch einen
Unterschied zwischen den Gruppen 2 und 3 statistisch abgesichert. In der Leber unterscheidet
sich nur Gruppe 1 von 3, die TEA-Gruppe weist gleich wenig NO-Produkte auf wie Gruppe 3.
Der Nachweis von erhéhten NO-Abbauprodukten in allen untersuchten Organen zeigt die
systemische Wirkung des LPS als Endotoxin auf die resultierende Immunantwort, vermittelt
durch einen Anstieg der NO-Produktion. Ebenfalls zeigt die niedrigere Konzentration von NO-
Produkten der Gruppe 2 in Herz und Lunge einen systemischen Effekt der TEA auf die
Immunantwort, da die genannten Organe nicht im Bereich der direkten Nervenblockade lagen.
Postuliert worden war eingangs, dass die TEA Makrophagen, also die Immunzellen, in denen
NO durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) exzessiv produziert werden kann, beeinflusst.
Verminderte Adhé&sion und iINOS-Aktivierung dieser Zellen durch die TEA betrifft den gesamten
Kaorper, so dass hierin eine Erklarung fir die verminderte NO-Produktion in allen untersuchten
Organen liegen konnte. Ein Effekt der TEA auf Leukozyten konnte bereits in Vorversuchen
gezeigt werden: In einem Ratten-Modell des hdmorrhagischen Schocks verminderte TEA das
sonst nach Hamorrhagie und Reperfusion gesteigerte Leukozyten-Rollen im Vergleich zu den
Kontrolltieren ohne TEA(69).

4.5.1 Mechanismus der Immunzellbeeinflussung

Als potentielle Mechanismen der Immunzellbeeinflussung sollen im Folgenden drei

Maoglichkeiten diskutiert werden:

1.) die indirekte Beeinflussung der Makrophagen durch Katecholamine: Die systemischen
Spiegel von Katecholaminen sind in der Frihphase der Sepsis erhdht und kdnnen somit Einfluss
auf das Immunsystem haben(101). So wurde nachgewiesen, dass a-adrenerge Innervation zu
Darmbarrieren-Fehlfunktion und bakterieller Translokation fiihren kann(56). Bei Patienten, die
sich einem kardiovaskularen Eingriff unterzogen, kam es unter TEA und Allgemeinanasthesie
postoperativ zu erniedrigten Adrenalinspiegeln im Vergleich zu Patienten mit alleiniger

Allgemeinanasthesie(102;103). Diese erniedrigten Adrenalinspiegel — Ergebnis der Blockade des
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Nebennierenmarks als bevorzugter Bildungsort des Adrenalins — unter der TEA konnten
systemisch zu verminderter Adhésion von Leukozyten/Immunzellen fuhren und damit zu
verminderter iNOS-Synthese und NO-Produktion. Bei M&usen beispielsweise wurde die
Expression von Zell-Adhasionmolekulen auf Koronarendothelzellen durch Adrenalin
hochreguliert(104). Hinweise auf die Aktivierung der Adhdsionsmolekiile durch Adrenalin in
vitro finden sich auch bei anderen Autoren(59;105). Inkubation von Blut zusammen mit
Adrenalin konnte auch in einer weiteren Studie die Expression des Adhasionsmolekuls L-
Selectin auf der Oberflache von Monozyten steigern(106). In Anwesenheit von Noradrenalin
konnten in einer In-vitro-Studie die Reproduktionsrate eines E.coli-Stammes vervielfacht, sowie
die Ausbildung seines Virulenzfaktors (K99 Adhasin) verstarkt exprimiert werden — hierbei
wurden die Mechanismen dieser Einwirkung jedoch nicht weiter untersucht(107).

Diese Studien unterstreichen die Wirkung des sympathischen Nervensystems auf das
Immunsystem. Es gibt wenige Daten (ber den direkten Einfluss von Katecholaminen auf die
NO-Produktion. In einer Studie war die Gabe von Dobutamin in einem Kaninchen-Sepsis-
Modell assoziiert mit einer Verminderung der Konzentration der NO-Produkte Nitrat und Nitrit
im Serum(108). Bei einer In-vitro-Studie wurde die durch LPS aktivierte iNOS-Synthese in
Makrophagen durch Katecholamine weiter verstarkt(109). In der vorliegenden Studie wurden die
systemischen Katecholaminspiegel nicht bestimmt, da bereits in vorangegangenen Versuchen
mit identischem TEA-Modell eine Verminderung der Adrenalin-Plasma-Konzentration gezeigt

werden konnte (66).

2.) ein Effekt des systemisch aufgenommenen Lidocains bei den Tieren der Gruppe 2: Bei
Kaninchen hatte Lidocain intravends einen starken inhibitorischen Effekt auf Himodynamik und
Zytokin-Freisetzung im Endotoxinmodell(97). Bei Ratten wurde schon 1997 gezeigt, dass
intravends  appliziertes Lidocain die durch LPS verursachte Leukozytenadhdsion
verminderte(110). In beiden Studien wurde die systemische Lidocainkonzentration nicht
gemessen. In anderen Studien wurde die Konzentration, bei der Effekte nachzuweisen waren, mit
1,0 — 5,6 pg/ml beim Menschen (Freisetzung von Superoxid-Anionen durch neutrophile
Granulozyten in vitro vermindert)(111) und mit 1,2 — 2,5 pg/ml bei Kaninchen (verminderte
Aktivierung der Leukozyten beim HCI-induzierten Lungentrauma)(112) angegeben. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Konzentration von Lidocain zwar nicht bestimmt; in vorherigen
Versuchen mit identischem TEA-Modell lag die entsprechende Lidocainkonzentration im

Plasma der Tiere bei durchschnittlich 0,51 pg/mi(69). Diese Konzentration ist zwar
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vergleichsweise niedrig, eine systemische Wirkung des Lidocains kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

3.) die antiinflammatorische Wirkung des Parasympathikus: Die Zugabe von Acetylcholin zu
menschlichen Makrophagen-Zellkulturen unter LPS verminderte die Bildung von TNF, IL-18,
IL-6 und IL-18(113). Bei Ratten im h&morrhagischen Schock konnte die enterale Gabe von stark
fetthaltiger Nahrung Uber die Aktivierung von Cholecystokinin (CCK) -Rezeptoren die
Produktion von TNF-a und IL-6 sowie die Barrierestorung im Darm und bakterielle
Translokation abschwéchen. Vagotomie und Antagonisierung der Rezeptoren fiir CCK sowie
Antagonisierung der nikotinergen Acetylcholinrezeptoren verhinderte die Besserung der
Situation im Vergleich zu den Kontrolltieren, so dass gefolgert wurde, dass die
parasympathische Innervation einen protektiven Effekt auf Darmbarriere und Immunantwort im
hédmorrhagischen Schock auslbt(114). In endotox&mischen Ratten fiihrte die elektrische
Stimulation des N. vagus zu verminderter Bildung von TNF-o und zu verminderten
Schocksymptomen(113) sowie zu verminderter Aktivierung des inflammatorischen
Transskriptionsfaktors NFkB(115). Als mutmaBlicher Mechanismus wird eine iiber den a7-
Subtyp des nikotinergen Rezeptors auf der Makrophagenoberflache vermittelte Verminderung
der Zytokinproduktion durch Acetylcholin diskutiert(116). Neben der Verminderung von
systemischen Katecholaminkonzentrationen ergibt sich somit eine weitere mogliche Erklarung
fur die Wirkung der TEA: Durch die Hemmung des sympathischen Nervensystems im
Splanchnikusgebiet resultiert ein Uberwiegen der parasympathischen cholinergen Innervation
mit den eben beschriebenen Effekten auf Zytokinfreisetzung und Makrophagen in der
Endotoxindmie. Auch eine direkte Nerv-Zell-Interaktion des sympathischen Nervensystems, z.B.
in Peyerschen Plaques des Darmes, ist hier denkbar.

Wie unter 4.5 erwahnt, erscheint aufgrund der Tatsache, dass die NO-Produkte auch in Herz und
Lunge vermindert waren, die dritte Moglichkeit mit dem regionalen Uberwiegen des
Parasympathikus als Mechanismus eher nicht wahrscheinlich, da hier ein systemischer Effekt
der TEA vorgelegen haben muss.

Dass in dieser Studie die NO-Produkte nicht in allen Organen der Gruppe 2 im gleichen Ausmal
erniedrigt waren, deutet insgesamt auf einen Effekt der TEA auf die NO-Produktion hin, I4sst
aber auch den Schluss zu, dass im vorliegenden Modell die adrenerge Stimulation in der Sepsis
und deren Hemmung durch die Sympathikolyse nicht die einzigen EinflussgroRen auf die NO-

Produktion sind. Dies wird im Folgenden weiter erlautert.
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4.5.2 Intrazellulare Signaltransduktion in der Inflammation

Die Bildung von NO durch iNOS wird durch immunstimulierende Zytokine, bakterielle Reize
oder Infektion in Makrophagen, Monozyten, Mastzellen, Endothelzellen, Hepatozyten und
glatten Muskelzellen induziert(18). Die Aktivitdt des Enzyms in Makrophagen wird auf
verschiedenen Ebenen reguliert. Beispielsweise befinden sich zelluldre Rezeptoren wie TLR-4
und CD 14 auf der Oberflache. LPS selbst 16st die NO-Bildung bei Makrophagen in Mausen
aus(117); dies geschieht — wie in der Einleitung beschrieben — durch Bindung des LPS an LBP
und nachfolgend durch Bindung dieses Komplexes an CD 14(118). Hierdurch wird die NF«B-
Kaskade initiiert(119). NFkB wirkt als Transskriptionsfaktor bei der iNOS-Synthese(24). Die
Zytokine, die die Bildung von iNOS ausldsen konnen, sind z. B. TNF-a, IL-1p und IFN-y. Die
Bildung von TNF-a und IL-1P wird durch den Kontakt mit LPS ausgel6st, dieser Weg wiederum
wird ebenfalls durch Bindung an CD 14 vermittelt(120). IL-1B kann die Transskription von
INOS durch Hepatozyten in vitro hochregulieren(121). Auch Prostaglandine konnten bei
endotoxamischen Ratten die Expression von INOS und dadurch die NO-Produktion
fordern(122). So liele sich erklaren, dass diese Aktivierungsmechanismen der NO-Bildung uber
LPS und die dadurch ausgeldsten Prozesse im gesamten Korper ablaufen, unabhéangig von der
Sympathikolyse im thorakalen Gebiet.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Bildung von NO mit der Schadigung der Barriere
korreliert, diese jedoch ebenfalls ein multifaktorielles Geschehen ist, an deren Ablauf noch

weitere Mechanismen beteiligt sind.

4.5.3 Molekulare Mechanismen der epithelialen Barriere

Es gibt zahlreiche Hinweise auf eine Schadigung der epithelialen Barriere durch massive NO-
Bildung; in in-vitro-Versuchen konnte die Hemmung von iNOS das Zelliberleben nach LPS-
Zugabe verbessern(123;124). Bei Ratten in der Endotoxindmie konnten die durch LPS
verursachte INOS-Expression, die konsekutive Nitrat- und Nitritbildung sowie die
Hyperpermeabilitat des Darmes und die bakterielle Translokation durch selektive Hemmung der
INOS vermindert werden(50). Nach Inkubation mit NO-Donatoren erweiterten sich die tight
junctions in epithelialen Zellkulturen, es zeigten sich Desorganisation im Aktin-Skelett,
verminderte ATP-Konzentrationen und konsekutiv eine erhohte Permeabilitdt(32). Die
Hemmung der iNOS fuhrte bei Mausen zur Verbesserung der durch LPS verursachten
Anderungen der tight-junction-Proteine und der mukosalen Barrierefunktion(33). Mehrere

Autoren konnten einen Zusammenhang von Permeabilitdtserhdhung der Darmbarriere und



52

Anstieg der proinflammatorischen Zytokine TNF-o, IFN-y, IL-1p und IL-6 sowie Anderung der
tight junction-Proteine nachwiesen(12;125).

Die Signalkaskade, die durch IL-1B ausgelost wird, wurde in Zellkulturen erforscht: Die
Aktivierung der extrazellularen Signal-regulierten Kinasen 1/2 (ERK1/2) aktivierte wiederum
iiber einen Transkriptionsfaktor (Elk-1) die Myosin-light-chain-kinase (MLCK), die die Offnung
der epithelialen Barriere Kkatalysierte(126). Ein weiterer Weg, bei Zellen die MLCK zu
aktivieren, wurde von derselben Arbeitsgruppe gezeigt: Hier aktivierte IL-1p tiber MEK-Kinase
1 (MEKK-1) den NFxkB-Signalweg und hiertuber die MLCK(127). Das proinflammatorische
Zytokin TNF-a bewirkte in Zellen iiber die Aktivierung von NF«B die verminderte Expression
des tight junction-Proteins Zonula occludens (Z0)-1(128). Auch dieser Schritt wird Uber die
MLCK-Expression vermittelt(129). Protein-Kinase-C (PKC)-Aktivierung zeigte sich bei
Zellversuchen ebenfalls an der Regulation von tight junction-Proteinen beteiligt; hier waren die
Claudine das Ziel(130).

Weitere Hinweise fir die mannigfaltige und komplexe Regulation der tight junction-Proteine
etwa durch die Na+-K+-ATPase(131), GTPase RhoA(132), Glykogen-Synthase-Kinase-3 (133)
ergaben sich in letzter Zeit.

Zusammenfassend ergeben sich mehrere Aspekte: LPS setzt die Bildung von iNOS und
inflammatorischen Zytokinen in Gang; Die Zytokine wirken verstarkend auf iNOS und deletéar
auf die tight junctions des Epithels. Umgekehrt aktiviert die Bildung von NO die Freisetzung der
Zytokine und die Sch&digung der epithelialen Barriere. Das Ineinandergreifen und das
gegenseitige Beeinflussen der Signalwege und Aktivierungsmechanismen auf verschiedenen
Ebenen verdeutlicht die Komplexitat der VVorgange, die in der Endotoxindmie auf die epitheliale
Barriere des Darmes wirken. Hier konnte gezeigt werden, dass die TEA — zumindest teilweise
uber die Vermittlung des vermindert gebildeten NO und dessen Produkte — die Darmbarriere

gegentber den Endotoxindmie-Tieren ohne TEA verbessern konnte.
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4.6 iINOS-Expression in Makrophagen

Abb. 3.14 zeigt durch histologische Farbung identifizerte aktivierte Makrophagen, die, wie in
Abb. 3.12 bestatigt, iINOS exprimieren. Die immunhistochemische Farbung der iNOS-
produzierenden Zellen im Darm zeigte, dass unter TEA weniger iNOS-produzierende
Makrophagen ins Gewebe einwanderten und die iNOS daher signifikant weniger exprimiert
wurde als in endotoxdmischen Tieren ohne TEA. Damit wurde gezeigt, dass die TEA einen
abschwachenden Effekt auf die exzessive NO-Synthese in der Endotoxindmie hat. Aufgrund
dieses Ergebnisses ware eine signifikante Verminderung der NO-Produkte Nitrat und Nitrit im
Darm zu erwarten gewesen (s. Ergebnisse, 3.5.1). Wenn auch die Menge der NO-Abbauprodukte
durch TEA nicht signifikant verringert wird, so ist die Streuung der Daten in Gruppe 1 im
Vergleich zur TEA Gruppe aufféllig groRer.

Unter normalen pH-Bedingungen in vivo wird NO zu Nitrat und Nitrit oxidiert(134). Die
Konzentration dieser NO-Produkte wurde in der vorliegenden Studie mittels eines
kolorimetrischen Assays(135) bestimmt. Zum Zeitpunkt der Versuche galten Nitrat und Nitrit als
relativ stabile Endprodukte des Stoffwechselweges von NO, und deren Konzentration korrelierte
gut mit der Konzentration von NO im Gewebe. Diese Bestimmung wurde auch von anderen
Arbeitsgruppen entsprechend eingesetzt(23;96;136). Erst in letzter Zeit zeigte sich, dass Nitrat,
insbesondere im sauren Milieu und unter Hypoxie, zu Nitrit und dieses zu NO reduziert werden
kann. Als Katalysator dienen beispielsweise desoxygeniertes Myoglobin(137), die
Xanthinoxidoreduktase und mitochondriale Enzyme(138). Hierdurch ist vorstellbar, dass bei den
Endotoxindmie-Tieren (Gruppe 1 und 2) durch die metabolische Azidose dieser Reduktionsweg
zuriick zu NO die Konzentration von Nitrat und Nitrit vermindert haben kénnte. Als eine weitere
Quelle von Nitrat und Nitrit ist die Nahrungsaufnahme zu diskutieren — hierbei gab es bei den
Tieren der drei Gruppen jedoch keine Unterschiede.

Nitrat und Nitrit sind nicht die einzigen Endpunkte von NO; NO geht mit Sauerstoffradikalen
weitere Verbindungen ein. In Reaktion mit Superoxid (O;") entsteht beispielsweise Peroxynitrit
("OONO), das unter normalen pH-Bedingungen selbst zu Nitrat wird(139), jedoch Uber
verschiedene Zwischenstufen andere Stoffwechselwege einschlagen und hierdurch die Struktur
von Enzymen, Lipiden und anderen Makromolekilen verédndern kann(140). Deshalb ist es
vorstellbar, dass in Gruppe 1 mehr NO-Molekiile tiber diese anderen Wege reagierten als in der
TEA-Gruppe, und dadurch die gemessene Konzentration an Nitrat und Nitrit das tatsachliche

Ausmal der NO-Produktion in Gruppe 1 unterschatzte.
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4.7 Endotheliale Permeabilitat

Bei der Bestimmung der Quotienten aus Nass- und Trockengewicht (wet to dry weight ratio, w/d
ratio) der verschiedenen Organe lielen sich auler bei der Niere in Gruppe 2 keine Unterschiede
feststellen. Dies spricht dafiir, dass das Ausmal der endothelialen Permeabilitatserhohung bei
Ratten nach Ablauf des Versuchs nicht hoch genug war, um Unterschiede zwischen den Tieren
mit Endotoxindmie und den gesunden Kontrollen hervorzurufen oder die Methode nicht sensitiv
genug ist, um vorhandene Unterschiede zu detektieren. In einer Studie an Ratten, die LPS
inhalierten, zeigten sich signifikante Unterschiede bei der w/d ratio der Lunge im Vergleich zu
den Kontrollen 24 Stunden nach der Inhalation(136). Andere Gruppen untersuchten die w/d ratio
in Organen von Nagetieren unter Einfluss von LPS nach &hnlich langen Versuchszeiten — bei
Ratten Werte von Leber, Niere und Lunge nach 18 und 24 Stunden(141) oder bei M&usen Werte
von Lungengewebe nach 24 Stunden(142). Bei Kaninchen zeigten sich nach 4 Stunden
Endotoxindmie unter TEA verminderte w/d ratio-Werte des lleums im Vergleich zu den
Kontrolltieren(23). Hier miissen mehrere Faktoren diskutiert werden: zum einen sind Spezies-
bedingte Unterschiede zu beachten. Da die Versuche in der vorliegenden Arbeit nach 5,5
Stunden endeten, hatte die Einwirkungszeit des LPS mdoglicherweise nicht fur den erwarteten
endothelialen Schaden ausgereicht. Zum anderen hangt die endotheliale Schadigung stark von
der Dosis und dem verwendeten LPS-Serotyp ab. Da die Vorversuche der Studie lediglich den
Effekt des verwendeten LPS auf die epitheliale Permeabilitat untersuchten, ist eine fehlende
endotheliale Schadigung unter diesen Versuchsbedingungen moglich. Als Mechanismus dieser
endothelialen Sch&digung kommt auch hier eine iINOS-Aktivierung und konsekutive NO-
Produktion infrage; dies wurde bei Madusen nach 15 Stunden LPS-Einwirkung gezeigt(143).

Da die w/d ratio-Werte der Niere in der TEA-Gruppe héher ausfallen als in der Kontrollgruppe,
lasst sich schlieBen, dass in den Nieren dieser Tiere die endotheliale Permeabilitat starker
zugenommen hatte als in den jeweils anderen Organen und Gruppen. Diese Tatsache
korrespondiert nicht mit den Messungen der NO-Produkte in der Niere und ist daher nicht
schliissig zu erkléaren. Insbesondere die Tatsache, dass die w/d ratio sogar hoher ausféllt als bei
den Endotoxindmie-Tieren, erschwert die Interpretation. Gegen einen methodischen Fehler
sprechen die akkurate Trocknung unter Vakuum unter standardisierten Temperatur-Bedingungen
in einem handelsublichen Exsikkator, sowie die geringe Streuung der Werte getrockneter

Gewebestiicke innerhalb der Gruppen.
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4.8 8-1soprostan

In der vorliegenden Arbeit wurde 8-Isoprostan (8-iso Prostaglandin F,,) im Dinndarm der Tiere
bestimmt und — wie in Kap. 1.3 dargelegt — als Marker flr oxidativen Stress im Gewebe
gewertet. Unter Einfluss der TEA waren die 8-Isoprostan-Werte von endotoxamischen Tieren
ahnlich niedrig wie bei gesunden Tieren. Dies spricht dafiir, dass im Vergleich zum Gewebe der
Endotoxindmie-Tiere weniger Lipidperoxidation stattfand und insgesamt der oxidative Schaden
des Gewebes geringer ausfiel. Ahnliche Befunde ergaben Versuche an Schweinen, bei denen die
deletéren Effekte des Endotoxins durch die Gabe von Ethylpyruvat teilweise verbessert werden
konnten; beispielsweise kam es hierunter zu verbesserter Himodynamik und besserem Saure-
Basen-Status. 8-Isoprostan- und Nitrat-/Nitritwerte im Blut waren nach der Gabe von
Ethylpyruvat im Vergleich zu den reinen Endotoxinamie-Tieren vermindert. Auch hier wurden
die Ergebnisse als Zeichen fir verminderten oxidativen Stress interpretiert(144). Bei Versuchen
an Schweinen mit P. aeruginosa-Sepsis konnten durch die Hemmung der iNOS durch den
selektiven Inhibitor L-NIL (L-N6-(1-iminoethyl)-lysin) &hnlich geringe arterielle 8-Isoprostan-
(und Nitrat-/Nitrit-)Werte erreicht werden. Erklart wurde dies durch verminderte Bildung von
Peroxynitrit, eine der reaktiven Stickstoffspezies, die die Bildung von Isoprostanen katalysieren
konnen(145). Hierin konnte die Bedeutung fur die vorliegende Arbeit liegen: Vermittelt durch
die oben beschriebenen Effekte der TEA auf die iNOS-Synthese kam es zur verminderten
Bildung reaktiver Stickstoffspezies und dadurch zu weniger Isoprostanproduktion.

Ebenso ist es mdglich, dass die durch TEA verminderte Leukozytenextravasation (s. Kap. 4.6)
gleichfalls die verminderte Freisetzung von Peroxidasen im Gewebe zur Folge hatte, wodurch
sich weniger oxidativer Stress entwickelte und konsekutiv auch vermindert Isoprostan gebildet
wurde. Bestatigt wurde diese Annahme durch eine Untersuchung an Mausen in einem
Peritonitismodell: Von aktivierten Phagozyten produzierte Myeloperoxidase vermittelte die
Bildung von F,-Isoprostanen, wahrend bei Myeloperoxidase-Knockout-Mé&usen die vermehrte
Isoprostan-Produktion ausblieb(146). Vermutet wurde hier, dass die Myeloperoxidase als
Katalysator fur die Bildung von Stickstoffdioxid (NO,) und anderen reaktiven Stickstoffspezies
mittelbar fir die Lipidoxidation verantwortlich sein kénnte, so dass sich auch beim oxidativen

Stress des Gewebes in der Endotoxindmie die positiven Effekte der TEA addierten.
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5. Zusammenfassung

Die intakte epitheliale Barriere des Darmes ist entscheidend flr die Homdostase des Organismus
von Mensch und Sdugetier. In der Sepsis, die noch immer die dritthdufigste Todesursache fir
Erwachsene in Deutschland ist, wird diese epitheliale Barriere geschwécht. Die Reaktionen des
Immunsystems auf eine Infektion sind komplex und laufen auf mehreren Ebenen ab. Dabei
stellen sowohl die Leukozytenadhdsion als auch die Freisetzung von Zytokinen und deren
Signalwege wichtige Schritte dar. Das von der induzierbaren NO-Synthase (INOS) gebildete
Stickstoffmonoxid (NO) scheint hier eine besondere Rolle zu spielen. Durch thorakale
Epiduralanésthesie (TEA) und die daraus resultierende Sympathikolyse werden verschiedene
Aspekte des Immunsystems beeinflusst. Die vorliegende Arbeit sollte klaren, ob die TEA im
normotensiven Endotoxindmie-Modell bei Ratten durch Beeinflussung monozytérer Zellen und
der Menge des von ihnen produzierten NO oxidativen Stress im Gewebe vermindern kann,
dadurch die epitheliale Permeabilitat verringert und somit protektiv auf die Funktion der
Darmbarriere wirkt.

Hierzu wurden Ratten andsthesiert, hdmodynamisch tberwacht, kontrolliert beatmet und mit
einem thorakalen Epiduralkatheter versehen. Danach wurden sie in drei Gruppen randomisiert:
In Gruppe 1 und 2 wurde die Endotoxindmie durch einen Bolus LPS induziert; epidural wurde in
Gruppe 2 Lidocain, in Gruppe 1 und 3 NaCl appliziert. Gruppe 3 diente somit als gesunde
Kontrollgruppe. Alle Tiere erhielten intravendse NaCl-Infusion sowie epidurale Infusion;
Blutgase und zelluldre Bestandteile des Blutes wurden bestimmt. Nach 300 Min. wurde die
epitheliale Barriere indirekt mittels einer ligierten Ileumschlinge quantifiziert. Hierbei wurde der
Farbstoff FITC-Dextran in das Darmlumen injiziert und nach 30 Min. dessen Konzentration im
Blut bestimmt. Am Ende des Versuches wurden Organe fur die Bestimmung von Nitrat/Nitrit als
NO-Produkte, von Isoprostan als Marker fiir oxidativen Stress und fir die Quantifizierung der
endothelialen Permeabilitdt Uber die wet-to-dry weight ratio entnommen. Fir die
immunhistochemische Bestimmung der iNOS wurden am Versuchsende Darmstiicke nach einer
speziellen Préparation der Tiere entnommen.

Die TEA fuhrte zu einer signifikant geringeren Konzentration von FITC-Dextran im
portalvendsen Blut und zeigt damit eine Verminderung der epithelialen Permeabilitat gegenuiber
den endotoxdmischen Tieren ohne TEA. Die Anzahl der Makrophagen im Darmgewebe, die
INOS exprimieren, war durch die TEA signifikant erniedrigt. Die Gewebskonzentration der NO-

Produkte Nitrat und Nitrit in Lunge und Herz war bei der TEA-Gruppe niedriger als bei Gruppe
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1, in den anderen Organen (Dunndarm, Leber, Niere) und im Portalvenenplasma war lediglich
eine Tendenz zu geringeren Werten zu beobachten. Die Bestimmung der endothelialen
Permeabilitat ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Konzentration
von 8-Isoprostan im Dunndarm wurde durch die TEA signifikant erniedrigt.

Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sich die TEA gunstig auf die in der Endotoxindmie
erhdhte Permeabilitat des Darmepithels auswirkt. Damit einhergehend kam es zu verminderter
Einwanderung von Makrophagen ins Darmgewebe und verminderter iNOS-Exprimierung,
ebenso verringerte sich der oxidative Stress im Darmgewebe. Urséchlich fur den Effekt der
Sympathikolyse durfte damit zumindest teilweise die Beeinflussung des NO-Signalweges sein.
Da die Konzentration von NO-Produkten in den Organen, die nicht im Bereich der TEA lagen,

niedriger war, lasst dies auf einen systemischen Effekt der TEA schlieRen.
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8. Anhang

8.1 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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