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Effekte verschiedenener Therapieansdtze auf den Endotoxin-

geschadigten Darm.

Fabian Lukas Enigk

Abstrakt

Einfuhrung: Mit ca. 60.000 Todesfallen pro Jahr ist die Sepsis die dritthdufigste
Todesursache in Deutschland. Fir die Entstehung und Aufrechterhaltung gilt die Schadigung der
epithelialen Darmbarriere mit konsekutiver bakterieller Translokation als wichtiger Faktor. Das
sympathische  Nervensystem  beeinflusst die  Endotoxin-bedingte  Aktivierung der
immunkompetenten Zellen.

In Studie I untersuchten wir die Auswirkungen einer regionalen Sympathikolyse mittels
thorakaler Epiduralandsthesie (TEA) auf die Endotoxin-induzierte intestinale Leukozyten-
Endothelinteraktion und den endothelialen Schaden.

Studie Il prifte, ob TEA die Endotoxin-bedingte Erhdhung der intestinalen epithelialen
Permeabilitat reduziert.

Studie Il quantifizierte den Effekt der drei Volumenersatzmittel Hydroxyethylstarke,
Gelatine und isotone Kochsalzlésung auf intestinale Mikrozirkulationsstérungen wéhrend einer
Endotoxindmie.

Methodik: In allen Studien wurden ménnliche Ratten narkotisiert und zum
hamodynamischen Monitoring instrumentiert. Dem jeweiligen Studienprotokoll folgend wurde
eine Endotoxindmie eingeleitet.

Die Tiere von Studie | und 1l wurden zusétzlich mit einem epiduralen Katheter versehen,
uber den entweder Lidocain oder isotone Kochsalzlésung appliziert wurde.

In Studie | bestimmten wir die Katecholamin- und Zytokinkonzentration im Plasma, die
Adhasionsmolekiilexpression, die Leukozytenadhdsion und das intestinale Gewebeddem.

Studie Il untersuchte die intestinale epitheliale Permeabilitat, die Makrophagen-
Expression der induzierbaren NO Synthetase und die 8-lsoprostan Gewebekonzentration.

Studie 11l Uberprifte die Auswirkungen der verschiedenen Volumenersatzmittel auf die
intestinale funktionelle Kapillardichte, die Geschwindigkeit der Erythrozyten und die

mesenteriale Leukozyten-Endothelinteraktion.



Ergebnisse: Studie I: TEA senkte die Adrenalin-Plasmakonzentration um 32%. Dies
war assoziiert mit einer um 48% verminderten Interleukin-1lbeta Plasmakonzentration, einer
verringerter Expression endothelialer Adhasionsmolekilen (E-Selektin 34%, ICAM-1 42%) und
weniger intestinalem Gewebeddem (75%).

Studie IlI: TEA verminderte den Endotoxin-induzierten Anstieg der intestinalen
epithelialen Permeabilitdt um 30%, der Expression der NO-Synthetase um 70% und die
Lipidperoxidation um 59%.

Studie 11I: Nach Volumentherapie mit isotoner Kochsalzldsung war die funktionelle
Kapillardichte um 18,5% erniedrigt. In der Hydroxyethlstarke- und Gelatinegruppe war dies
nicht nachweisbar. Hinsichtlich anderer Untersuchungsparameter ergaben sich keine
Unterschiede.

Diskussion: Studie | und II: Die Effekte der TEA auf die Adhdsion und Extravasation
von Immunzellen kénnen durch die aufgezeigte Reduktion der Plasma-Adrenalinkonzentration
bedingt sein. Alternativ. muss eine direkte Beeinflussung der Immunzellen Uber
Nervenverbindungen (nerve-immune interplay) oder ein systemischer Effekt des Lidocains in
Betracht gezogen werden.

Studie Ill: Bei vergleichbarer Makrohdmodynamik und gleichem Volumenstatus der
Gruppen scheint ein Effekt innerhalb der Mikrozirkulation wie z.B. die Erythrozyten-Rigiditét,
die endotheliale Schwellung oder das AusmalR des umgebenden Gewebeddems fiir die
Unterschiede in der Mirkozirkulation verantwortlich zu sein. Ein Effekt der kolloidalen
Losungen auf die Immunreaktion auf Endotoxin war in diesen Untersuchungen als Ursache nicht

zu finden.

Effects of different therapeutic approaches on the endotoxin-injured

intestine.

Abstract
Introduction: With approximately 60,000 deaths per year sepsis is the third leading

cause of death in Germany. Bacterial translocation due to the damage of intestinal epithelial
barrier represents an important factor for the development and maintenance of septic course. The

sympathetic nervous system influences the endotoxin-induced activation of immunocompetent
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cells.

Study | examined the effects of regional sympathetic blockade by thoracic epidural
anesthesia (TEA) on the endotoxin-induced intestinal leukocyte-endothelial interaction and the
consecutive endothelial injury.

Study Il investigated the impact of TEA on the endotoxin-induced increase in intestinal
epithelial permeability.

Study Il quantified the effect of volume replacement during endotoxemia with either
hydroxyethyl starch, gelatin, or isotonic saline on intestinal microcirculatory impairment.

Methods: Male rats were anesthetized, cannulated and hemodynamically monitored.
Endotoxemia was initiated following the particular study protocol. Animals of study I and Il
were additionally equipped with an epidural catheter for continuous application of lidocaine or
isotonic saline.

In study | catecholamine and cytokine concentration in plasma, adhesion molecule
expression, leukocyte adhesion and intestinal tissue edema were determined.

Study Il investigated intestinal epithelial permeability, macrophage expression of
inducible NO synthase and 8-isoprostane tissue concentration.

Study Il examined the effects of different volume replacement regimes on intestinal
functional capillary density, velocity of erythrocytes and mesenteric leukocyte-endothelial
interaction.

Results: Study I: TEA reduced epinephrine plasma concentration by 32%. This was
associated with a decrease in interleukin-1p plasma concentration (48%), a decrease in
expression of endothelial adhesion molecules E-selectin (34%) and ICAM-1 (42%) and a
decrease of intestinal tissue edema (75%).

Study II: TEA reduced the endotoxin-induced increase in intestinal epithelial
permeability by 30%. Expression of NO synthase and lipid peroxidation were lessened by 70%
and 59% respectively.

Study IlI: After fluid resuscitation with isotonic saline the functional capillary density
was decreased by 18.5%. There were no detectable changes of functional capillary density in the
hydroxyethyl starch or gelatin group. Regarding other test parameters significant differences
could not be demonstrated.

Discussion: Study | and Il: The effect of TEA on the adhesion and extravasation of

immune cells may be due to the reduction of plasma epinephrine concentration. Alternatively, a
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direct influence on the immune cells via nerve connections (nerve-immune interplay) or a
systemic effect of lidocaine should be considered.

Study I1I: Under comparable macrohemodynamic parameters and volume status the
discrepancy in microcirculation seems to be due to effects like changes in red blood cell rigidity,
endothelial swelling or the extent of surrounding tissue edema. An impact of colloidal solutions

on the immune response to endotoxin could not be detected.

Einfihrung

Bedeutung der Schadigung des Darmes in der Endotoxindmie

Minderperfusion des Gewebes und konsekutive Immunzellinfiltration kénnen eine Schéadigung
der Darmschleimhaut und somit der epithelialen Barrierefunktion verursachen. Dadurch kommt
es zum Ubertritt von Bakterien aus dem Darmlumen in die Lymphe bzw. das portalvendse Blut
und schlieBlich in die systemische Zirkulation (bakterielle Translokation)!. Durch eine
Minderperfusion geschadigte Leberzellen konnen die hepatischen Synthese- und
Clearingfunktionen nicht mehr aufrecht erhalten?, es kommt zu einer entziindungsverstarkenden
Zytokinfreisetzung®. Durch die Aktivierung von Immunzellen und die Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren aus Darm und Leber kommt es zu einer systemischen
inflammatorischen Antwort.

Den Organen im Splanchnikusgebiet (Magen, Darm, Leber, Milz, Pankreas) kommt
damit eine besondere Bedeutung in der Entstehung der Ganzkorperinflammation und des
Multiorganversagens zu. Zahlreiche pathophysiologische Zusténde des Gastrointestinaltrakts und
der mesenterialen Zirkulation, wie lleus, Schock oder Entziindung gehen mit einem erhéhten
Sympathikotonus einher* °. Eine durch die Aktivierung des sympathischen Nervensystems
gestorte Verteilung des Blutflusses sowohl zu den Splanchnikusorganen als auch innerhalb der
Darmwand selbst fiihrt zu einer Minderperfusion der Darmschleimhaut®. Auf Grund des hohen
basalen Sauerstoffverbrauchs der gastrointestinalen Mukosa, fihrt die sympatho-adrenerg
bedingte Perfusionsminderung frihzeitig zur mukosalen Sauerstoffunterversorgung und
Gewebsschadigung™ ’. Eine Erhéhung des Sympathikotonus fiihrt jedoch auch zu einem Anstieg
der Konzentration von Adrenalin und Noradrenalin im Blut. Adrenalin kann zu einer vermehrten
Adhasion von Immunzellen am GeféaRendothel mit konsekutiver Schadigung des Endothels und

Extravasation der Immunzellen fiihren.



Die Splanchnikusorgane konnen somit gleichermalRen Ausgangs- und Angriffspunkt
inflammatorischer Prozesse sein und spielen eine wichtige Rolle fur die Initiation, Perpetuierung
und Amplifikation der Ganzkérperinflammation® 8.

Eine Immunmodulation und eine intestinale Perfusionsverbesserung erscheinen somit
vielversprechende Ansatzpunkte zur Reduktion von Organschdden und konsekutiv zu einer

Verringerung von Morbiditat und Mortalitat wahrend einer Entziindungsreaktion zu sein.

In den vorliegenden experimentellen Studien wurden verschiedene therapeutische Ansatze

untersucht, die intestinale Schadigung in der Endotoxindmie abzumildern:

I) Die thorakale Epiduralanasthesie vermindert den Endotoxin induzierten

endothelialen Schaden.

Wahrend des multifaktoriellen Geschehens einer systemischen Entziindungsreaktion steht die
Aktivierung von Immun- und Endothelzellen im Vordergrund. Dies kann durch
Lipopolysaccharid, einem strukturellen Bestandteil von gramnegativen Bakterien, ausgelost
werden®. Als verstarkender Faktor kommt die Endotoxin-induzierte Konzentrationserhthung von
Adrenalin und Noradrenalin im Blut hinzu. Dies filhrt zu einer Zytokinfreisetzung™ und
stimuliert die Migration von Immunzellen zum Entziindungsort™. Dadurch wird der Grad der
Plasmaextravasation aus dem GefaRsystem bestimmt.

Diese Arbeit untersucht die Frage, ob durch die sympathische Blockade des
Nebennierenmarks und die konsekutiv verringerte Plasmakonzentration von Adrenalin der

endotheliale Schaden verringert wird.

1) Eine regionale sympathische Blockade vermindert die Aktivierung intestinaler

Makrophagen und reduziert den Schaden an der epithelialen Barriere des Darmes.

Das Epithel des Gastrointestinaltraktes erfillt die wichtige Aufgabe, die Aufhahme von Stoffen
zu selektieren und die Homoostase des Interstitiums vor der Umgebung des Darmlumens zu
schutzen. Eine systemische Inflammationsreaktion wird mit einer erhdhten Durchlassigkeit der
epithelialen Barriere in Verbindung gebracht und ist eng mit einem negativen Krankheitsverlauf
assoziiert*?. Zellulare Hypoxie und oxidativer Stress erhdhen ebenfalls die intestinale epitheliale

Permeabilitat im Tierversuch®®. Proinflammatorische Zytokine sorgen fiir eine diskontinuierliche



Exprimierung von tight junction-Proteinen®, verantwortlich fiir die Regulation des Transports
von Mikroben und Toxinen vom Darmlumen in die systemische Zirkulation, und der
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS). Dies hat die Erhéhung der NO-
Konzentration zur Folge und fordert die bakterielle Translokation'®. Die Steigerung der iNOS-
Aktivitat findet insbesondere in Makrophagen statt™®.

Diese Arbeit untersucht die Frage, ob eine regionale sympathische Blockade in der
Endotoxindmie durch die Beeinflussung monozytérer Zellen und des von ihnen produzierten

Stickstoffmonoxids (NO) den oxidativen Stress im Gewebe vermindern kann.

I11) Volumentherapie mit kolloidalen Ldsungen erhélt die intestinale Mikrozirkulation

wahrend der Endotoxinamie.

Eine der Sdulen der Sepsis-Therapie ist eine addquate Volumentherapie zur Aufrechterhaltung
des Blutdrucks und der Organdurchblutung®’. Durch die Schadigung des GefaRendothels kommt
es zu einer erhdhten Durchlassigkeit der GefaRe (capillary leak syndrome) und konsekutiv zu
einem Volumenmangelschock und der Entstehung eines Gewebeddems. Grundsatzlich stehen fiir
die Volumentherapie kristalloide Ldésungen (z.B. NaCl 0,9%, Ringer-Laktat) und kolloidale
Losungen (z.B. Hydroxyethylstarke, Gelatine, Albumin) zur Verfligung. Kristalloide Lésungen
enthalten im Gegensatz zu kolloidalen Ldsungen keine onkotisch wirksamen Teilchen. Dies
fuhrt zu einer schnellen gleichmaBigen Verteilung der kristalloiden Losung zwischen
intravaskularem und interstitiellem Kompartment. Um einen vergleichbaren Volumeneffekt im
Gefal zu erreichen, muss daher ca. drei bis vier Mal mehr kristalloide Flussigkeit gegeben
werden. Dies verstarkt jedoch das Gewebeddem und ist mit Komplikationen im weiteren
Krankheitsverlauf behaftet.

Diese Arbeit untersucht die Frage, welches der 0.g. Volumenersatzmittel in seinem

Einsatz in der Endotoxamie Vorteile hat.

Methodik

Tiere: Fir alle Versuche wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten verwendet.

Experimentelle Protokolle: Die Narkose der Versuchstiere wurde mittels einer subkutanen
Injektion von Urethan und einer intramuskuldren Gabe von Ketamin durchgefiihrt und aufrecht
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erhalten. Der mittlere arterielle Blutdruck, die Herzfrequenz sowie der zentralventse Druck
wurden mithilfe eines Druckwandlers bestimmt und wahrend der Experimente dokumentiert.
Die Anlage des Epiduralkatheters erfolgte nach einer modifizierten Methode von Bahar™®.
Die Korpertemperatur wurde mit einer Wéarmematte konstant bei 36-37 °C gehalten. Je nach
Studienprotokoll wurden die Tiere randomisiert in verschiedene Gruppen eingeteilt.

I) Die thorakale Epiduralanasthesie vermindert den Endotoxin induzierten
endothelialen Schaden. (Pub. 1 Fig. 1)

Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt und erhielten nach der chirurgischen Préparation
eine intravenendse Bolusinjektion von 5 ml NaCl 0,9 %. Die erste Gruppe erhielt eine
kontinuierliche intravendse Infusion von NaCl 0,9 % (6.5 ml x h™) sowie eine epidurale
Bolusinjektion von 30 pl NaCl 0,9 % gefolgt von einer epiduralen kontinuierlichen Infusion von
30 pl x h™ (LPS - TEA -). Die zweite Gruppe erhielt eine kontinuierliche intravendse Escherichia
coli Lipopolysaccharid Infusion (Serotyp 0127: B8, Sigma Aldrich; 1,5 mg x h™) und NaCl
epidural, analog zur epiduralen NaCl Infusion (LPS + TEA -). Die dritte Gruppe wurde analog
mit Endotoxin intravends und Lidocain 1 % epidural behandelt (LPS + TEA +). Nach ca. 270
min wurde eine lleumschlinge fur die intravital-mikroskopische Bestimmung der mesenterialen

Leukozyten-Endothel Interaktion ausgelagert und untersucht.

I1) Eine regionale sympathische Blockade vermindert die Aktivierung intestinaler

Makrophagen und reduziert den Schaden an der epithelialen Barriere des Darmes. (Pub 2)

Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe erhielt einen Bolus Escherichia
coli Lipopolysaccharid von 50 mg x kg KG™ (Serotyp 026: B6, Sigma-Aldrich) gefolgt von einer
epiduralen Bolusinjektion von 30 pl NaCl 0,9 % sowie einer epiduralen kontinuierlichen
Infusion 30 pl x h™ (LPS + / TEA -). Die zweite Gruppe erhielt nach der Endotoxin-Injektion
Lidokain 2 % epidural (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) analog zur
epiduralen NaCl Infusion (LPS + / TEA +). Die dritte Gruppe wurde mit NaCl anstatt mit
Endotoxin oder Lidokain versorgt (LPS - / TEA -). Nach 300 min wurde eine lleumschlinge flr

die Bestimmung der epithelialen Permeabilitét ligiert.



| Organ- und Blutentnahme |

| Ligierte lleumschlinge |

v

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

instrumen- | stabii-| B9 Epidurale Infusion |

tierung ||sierung - (Bolus)

| Flissigkeitssubstitution und kontrollierte Ventilation |

| Allgemeinanésthesie |

Pub. 2 Studienprotokoll (in der Orginalpublikation nicht dargestellt)

I11) Volumentherapie mit Kolloidalen erhélt die intestinale mikrovaskulare Perfusion
wéahrend einer Endotoxinamie. (Pub. 3 Fig. 1)

Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt. Alle Gruppen erhielten nach der Praparation des
distalen Ileums und einer 30-miniitigen Stabilisierungsphase eine kontinuierliche Infusion von
Eschericha coli Lipopolysaccharid von 1,5 mg kgkG™ h™ (Serotyp 026: B6, Sigma-Aldrich).
Nach einer Stunde Endotoxamie wurden die Tiere mit entweder 16 ml kg KG™ 6 % HES 130,0,4
(Voluven®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) oder 16ml kg KG™* 4 % Gelatine
(Gelafundin®, B. Braun, Melsungen, Deutschland) oder 64 ml kg KG™ 0,9 % isotoner
Kochsalzlésung (Boehringer Ingelheim Delta Pharma, Pfullingen, Deutschland) flr eine weitere
Stunde widerbelebt. Die Effekte der jeweiligen Volumentherapie wurden drei Stunden nach
Beendigung der Widerbelebung mittels Intravitalmikroskopie untersucht.

Nach jedem Experiment wurden Organe (Dunndarmanteile, Leber, Herz, Lunge und
Niere), Vollblut- und Plasmaproben flr weitere Untersuchungen enthommen und in flissigem

Stickstoff schockgefroren.

Einzelne MeRparameter:

Intravitalmikroskopie: Pro Tier wurden ca. 6-10 zufallig gewahlte mukosale Villi des
Ileums intravitalmikrokopisch untersucht. Fur eine spatere off-line Auswertung wurden die
Mikroskopiebilder aufgezeichnet. Mit einer speziellen Computersoftware wurden die
Kapillardichte und Erythrozytengeschwindigkeit bestimmt.

Fur die Bestimmung der Leukozyten-Endothelinteraktion wurden pro Tier 3-6 zuféllig



gewdhlte Venolen des Diinndarmmesenteriums untersucht. Die Leukozyten-Endothelinteraktion

und die GefaRdurchmesser wurden ebenfalls off-line analysiert.

Plasmakatecholamine (Noradrenalin und Adrenalin): Plasmakonzentrationen von
Noradrenalin und Adrenalin wurden mit einer Umkehrphasen hochleistungsféhigen fliissig
Chromatographie (reversed phase high-performance liquid chromatography) und einem

elektrochemischen Nachweisverfahren (Biorad, Munich, Germany) bestimmt.

Epitheliale Permeabilitat: Als MaR der epithelialen Permeabilitat wurde die FITC-Dextran-
Konzentration im Pfortader- und arteriellen Blut mittels Fluoreszenzspektrophotometrie
bestimmt. Je hoher die Fluoreszenz war, desto groRer war auch der epitheliale Schaden.

Endotheliale Permeabilitdt: Um den endothelialen Schaden zu quantifizieren, wurde der
Quotient aus Nass- und Trockengewicht verschiedener Organe bestimmt. Der Quotient aus Nass-
und Trockengewicht ist ein MaR flr das entstandene Gewebeddem und somit fir den

endothelialen Schaden.

Histologische Untersuchungen / Immunhistochemische Quantifizierung der induzierbaren
NO-Synthase / Makrophagen / endothelialen Adhasionsmoleklle: Die nach dem Versuch
entnommenen Darmabschnitte wurden in Paraformaldehyd fixiert, in Tissue-Tek eingebettet und
eingefroren. Die Schnitte wurden entweder mit Hematoxylin / Eosin geféarbt (Villushdhe und —
dicke, Ausdunnung der Epithelschicht, Vakuolisierung der Epithelzellen und submukosale
Immunzellinfiltration) oder immunhistochemisch mit einem kommerziell erhéltlichen Vectastain
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Kit weiterbehandelt. Zur Quantifizierung wurden iNOS-
immunreaktive Zellen in 4 Abschnitten und 10 Gesichtsfeldern pro Tier gezahlt.

Um die Makrophagen zu identifizieren, wurden die Bilder der iNOS-Quantifizierung
verwendet. Immunreaktive Zellen wurden anhand ihrer morphologischen Kriterien identifiziert.

Fur die Bestimmung der endothelialen Adhésionsmolekiile E-Selektin, P-Selektin und
ICAM1 wurde das Gewebe nach der Aufbereitung mit spezifischen Antikdrpern inkubiert.
Durchschnittlich wurden finf endotheliale GefaRabschnitte pro Tier und zehn Gesichtsfelder
ausgewertet. Samtliche Auswertungen erfolgten durch einen Histopathologen, der das

experimentelle Protokoll nicht kannte.



Nitrat / Nitrit und Lactat / Pyruvat Messungen: Die Konzentrationsbestimmung von Nitrat
und Nitrit erfolgte mit einem kommerziellen Kit (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit,
Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) nach Anleitung des Herstellers. Analog
dazu erfolgte die Bestimmung der Lactat und Pyruvat Konzentrationen (Randox Laboratories
GmbH, Krefeld, Deutschland).

ELISAs: 8-Isoprostan, TNFa und IL1f: Alle Untersuchungen erfolgten nach der Anleitung
des Herstellers. Die Bestimmung der Konzentration von 8-lsoprostan im Dinndarm wurde mit
einem kommerziellen Kit (8-lsoprostane EIA Kit, Catalog No. 516351, Cayman Chemical
Company) ermittelt. Die Bestimmung von TNFoa und ILIp (TNFa / IL1p BioSource
Immunoassay Kit von BioSource International, Inc., Camarillo, CA, USA) wurden jeweils im

Blutplasma vorgenommen.

Myeloperoxidase: Die Gewebeaktivitdt der Myeoloperoxidase wurde nach einer
modifizierten Methode von Kiibler et al. bestimmt'. Die Aktivitst wurde durch die

Absorptionsverédnderung nach der Zugabe von Tetramethylbenzidine gemessen.

FACS™ (fluorescence activated cell sorting) Analyse: Wir untersuchten die leukozytaren
Adhasionsmolekiile L-Selektin, CD11b und CD 18 auf Granuloyten, die durch spezifische

Antikdrper markiert wurden.

Statistische Analysen: Die statistischen Tests wurden unter Verwendung des
Computerprogramms Sigma Stat 3.1 oder Sigma Plot 11.0 durchgefiihrt. Alle Daten wurden auf
mit der Kolmogorov-Smirnov Analyse ihre Normalverteilung gepruft.

Parametrische Daten wurden als Mittel + Standard Deviation und nicht parametrische
Daten als Median, Quartilen und Ranges dargestellt. Himodynamische Daten wurden mit einer
one way analysis of variance (ANOVA) getestet, wobei eine area under the curve Berechnung
zugrunde gelegt wurde. Normalverteilte Datensatze wurden mit einer Korrektur fur multiple
Vergleiche mit dem Student-Newman-Keuls-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen
gepruft. Fur die weiteren Daten wurde je nach Normalverteilung eine einfaktoriellen
Varianzanalyse bzw. die Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks verwendet. Die Korrektur fir

multiple Vergleiche erfolgte mit dem Student-Newman-Keuls- bzw. Dunn’s Test. Unterschiede
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zwischen Messwerten wurden als signifikant angesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p

kleiner als 0,05 war.

Ergebnisse

I) Die thorakale Epiduralanasthesie vermindert den Endotoxin induzierten
endothelialen Schaden:

Hamodynamik & S&ure-Basen Status: Die kontinuierliche Applikation von LPS fiihrte zu
einem signifikanten Abfall des mittleren arteriellen Druckes uber den gesamten
Experimentverlauf. Ein mittlerer arterieller Druck von kleiner als 80 mmHg wurde jedoch nicht
unterschritten. Alle drei Gruppen wiesen einen signifikanten Anstieg der Herzfrequenz auf,
wobei die endotoxamischen Tiere gegenlber der gesunden Kontrolle eine signifikante
Tachykardie ber den Zeitverlauf zeigten. Nach 5 h Endotoxindmie hatten die Tiere
eine respiratorisch kompensierte metabolische Azidose mit erniedrigtem pH, Base Excess und
pCO2. Der pO2 war aufgrund der kompensatorischen Hyperventilation der endotoxamischen
Tiere im Vergleich erhoht (Pub. 1 Fig. 2 und Tab. 1).

Endotheliale Adhasionsmolekule: Die Endotoxindmie fuhrte zu einer Hochregulation der
endothelialen Adhé&sionsmolekile E-Selektin, P-Selektin und ICAM1. Die TEA konnte dieses
Ergebnis bezlglich E-Selektin und ICAM1 vermindern (Pub. 1 Fig. 3).

Leukozytéare Adhéasionsmolekile: Nach 5 h LPS Exposition war die Expression von
leukozytarem CD11b/CD18 nicht verandert. Ein signifikantes L-Selektin-Shedding fand in allen
endotoxamischen Gruppen statt (Pub.1 Fig. 4).

Leukozyten Endothel-Interaktion: In der gesunden Kontrollgruppe wurde physiologisches
Leukozyten-Rollen, -Adharenz und Transmigration beobachtet. Endotoxindmie fiihrte zu einer
erhéhten Leukozytenadhdrenz. Die Applikation der TEA reduzierte die Anzahl der rollenden und
adhérierenden Leukozyten signifikant (Pub. 1 Fig. 5 Panel A und B).

Intestinale Myeloperoxidase Konzentration: Die intestinale Myeoloperoxidase Aktivitat war
bei den endotoxamischen Tieren erhoht. Eine regionale Sympthikolyse mit der TEA reduzierte

die Myeloperoxidaseaktivitat auf das Niveau der gesunden Tiere (Pub. 1 Fig. 5 Panel C).
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Intestinale Nass- / Trockengewicht Ratio: Die intestinale Nass- / Trockengewicht Ratio war
bei den Tieren erhoht, die LPS erhielten. Eine Therapie mit der TEA konnte den Anstieg des
Verhaltnisses auf ein gesundes Niveau erniedrigen (Pub. 1 Fig. 6).

Plasma-Katecholamin Konzentration: Eine Veranderung der Plasma-Noradrenalin
Konzentration war nach 5 h nicht feststellbar. Im Gegensatz dazu war die Adrenalin
Konzentration im Plasma der endotoxdmischen Tiere erhoht. Die regionale Sympathikolyse
senkte die Adrenalinkonzentration auf einen Wert vergleichbar mit der gesunden Kontrollgruppe
(Pub. 1 Table 2).

TNFa und IL1f Plasmakonzentrationen: Nach 5 h Versuchsdauer war kein Unterschied in
der TNFa Plasmakonzentration feststellbar. LPS stimulierte die Produktion von IL1B. Dies
konnte durch die TEA reduziert werden (Pub. 1 Table 2).

I) Eine regionale sympathische Blockade vermindert die Aktivierung intestinaler

Makrophagen und reduziert den Schaden an der epithelialen Barriere des Darmes:

Hamodynamik & S&ure-Basen Status: Nach der Bolusapplikation von LPS war der
arterielle Druck fir eine Zeitraum von ca. 30 min erniedrigt. Tiere mit einer TEA wiesen den
groten Druckabfall auf. Der Blutdruck war fiir den Rest der Experimentdauer in allen Gruppen
vergleichbar. Die Endotoxamie flihrte zu einem signifikanten Anstieg der Herzfrequenz.

Alle Tiere waren wéhrend des gesamten Experiments normoventiliert, der pH fiel aber
bei allen endotoxamischen Tieren aufgrund einer metabolischen Azidose auf ein saures Niveau
verbunden mit einem Abfall der Base-Excess Werte. Auch die Anzahl der Blutzellen war bei den

endotoxamischen Tieren erniedrigt (Pub. 2 Fig.1 und Tab. 2).

Epitheliale Permeabilitat: Die Plasmakonzentration des Fluoreszenzfarbstoffs nach
Durchdringen des Darmbarriere war nur in den endotoxdmischen Versuchstieren signifikant
erhéht. Tiere, die eine regionale Sympathikolyse mittels TEA erhielten, wiesen eine erniedrigte

Farbkonzentration im Portalvenenblut auf (Pub. 2 Fig. 2).

Intestinale Expression der induzierbaren NO-Synthetase (iNOS): Die Expression der

intestinalen INOS war in allen endotoxdmischen Tieren erhoht. TEA Tiere wiesen im Vergleich
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zu der kranken Kontrollgruppe ohne Sympathikolyse eine signifikante Erniedrigung der iNOS
Expression (Pub. 2 Fig. 3).

Histologische Bestimmung der Makrophageninfiltration des Dinndarms: Die Auszahlung
der INOS exprimierenden Zellen im Dunndarm zeigte histomorphologisch, dass es sich um
Makrophagen handelt. Daher stimmt die Anzahl der INOS exprimierenden Zellen mit der Anzahl
der Makrophagen uberein. Die Ergebnisse der Makrophagen Infiltrationsquantifizierung sind
analog zu Ergebnissen der iINOS exprimierenden Zellen zu sehen (Pub. 2 Fig. 3).

Konzentration von 8-Isoprostan im Dinndarm: Endotoxdmische Tiere ohne TEA hatten
eine erhohte intestinale 8-Isoprostan Konzentration. Durch die TEA wurde die 8-lsoprostan

Konzentration auf das Niveau der gesunden Kontrollgruppe gesenkt (Pub. 2 Fig. 4).

Blut- und Gewebekonzentrationen von NO-Metaboliten (Nitrat / Nitrit): Die Konzentration
der NO-Metaboliten war im Blut und im Gewebe aller endotox&dmischen Tiere ohne TEA erhoht.
Eine signifikante Erniedrigung der NO-Metaboliten im Vergleich zu der kranken Kontrollgruppe

wurde im Herz und in der Lunge festgestellt (Pub. 2 Table 3).

I11) Volumentherapie mit Kolloidalen erhalt die intestinale mikrovaskulare Perfusion

wahrend einer Endotoxinamie.

Hamodynamik & Saure-Basen Status: Die makrohdmodynamischen Parameter (mittlerer
arterieller Druck, Herzfrequenz und zentralvendser Druck) waren in allen Gruppen vergleichbar.
Wahrend der mittlere arterielle und zentralvendse Druck sich wahrend des experimentellen
Verlaufs nicht veranderte, stieg die Herzfrequenz nach 2 h Endotoxémie dauerhaft an.

Alle Tiere waren wahrend des gesamten Experiments normoventiliert. Bei allen Tieren
stellte sich endotoxindmiebedingt eine metabolische Azidose ein, die am starksten in der NaCl-
Gruppe ausgepragt war. Thrombozyten und Hamatokrit waren bei allen Tieren gleichermaf3en

erniedrigt, die Leukozytenzahl stieg nur in der Gelatine-Gruppe an (Pub. 1 Tab. 1 und 2).

Mikrovaskulare Perfusion: Nur in der mit NaCl therapierten Gruppe wurde eine Abnahme

der funktionellen Kapillardichte im Vergleich zum Ausgangswert beobachtet (Pub. 3 Fig. 2).
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Intestinale Oxygenierung, intestinale Morphologie und Leukozyten Endothel-Interaktion:
Far alle diese Parameter konnten 3 h nach Widerbelebung keine signifikanten
Gruppenunterschiede gefunden werden (Pub. 3 Fig. 3-5).

Diskussion

Die vorliegenden Studien untersuchten die verschiedenen Mdglichkeiten die intestinale
Zirkulation zu verbessern. Einerseits wurde der Einfluss der regionalen Sympathikolyse mittels
thorakaler Epiduralandsthesie (TEA) und andererseits verschiedener Formen der
Volumentherapie auf darm-assoziierte Endotoxdmien untersucht. In verschiedenen

Rattenmodellen konnte gezeigt werden, dass

I.  wahrend einer normontensiven Endotoxémie die intestinal-endotheliale Permeabilitat durch
eine TEA vermindert werden konnte. Dieses Ergebnis war mit einer verminderten
Leukozyten-Endothel Interaktion und einer verminderten katecholamin-assoziierten

endothelialen Adhasionsmolekul-Expression verbunden.

Il.  waéhrend einer normotensiven Endotoxindmie die intestinal-epitheliale Permeabilitat durch
eine TEA vermindert werden konnte. Dieser Effekt war mit einer Reduktion der
intestinalen Makrophageninfiltration, sowie der intestinalen NO Produktion und

Lipidperoxidation verbunden.

[1l.  die mikrovaskulére Perfusion der lleummukosa wéhrend einer Endotoxamie nach einer
frihen Volumentherapie mit isotoner Kochsalzlésung beeintrachtigt wird, wahrend die
Anwendung von HES oder Gelatine in isovolumetrischer Dosierung anscheinend die

mikrovaskulare Perfusion aufrecht erhalt.

I) Die thorakale Epiduralanasthesie vermindert den Endotoxin induzierten

endothelialen Schaden.

Die Studie bestatigte die vorbeschriebene LPS-induzierte Freisetzung des inflammatorischen
Zytokins IL1p als Induktor eines endothelialen Schadens®®. Ahnlich wie LPS vermag auch
Adrenalin das Zytokin IL1B aus Makrophagen freizusetzen und eine Organschadigung zu

verschlimmern'®. Zudem konnte in endothelialen Zellkulturen ein klarer Zusammenhang
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zwischen der Inkubation mit Adrenalin und der Expression von endothelialen
Adhasionsmolekiilen aufgezeigt werden®, ebenso wie IL1B die Expression der endothelialen
Adhasionsmolekiille ICAM-1 und E-Selektin bewirkt?® 2. Die verminderte Expression des
leukozytéren Adhasionsmolekils L-Selektin in endotox&dmischen Tieren (Pub. 1 Fig. 4)
interpretierten wir als vermehrte AbstoBung des Molekuls von der Immunzelloberflache
(shedding) nach LPS Kontakt®. Der fehlende LPS Effekt auf CD11b/CD18-Integrine (Pub. 1
Fig.4) war mit der Expression der Molekule zu einem friiheren Zeitpunkt (30 Minuten nach LPS-
Kontakt) zu erklaren®.

TEA verminderte die LPS-induzierte IL-1 B Plasmakonzentration. TEA war zudem mit
einer geringeren Expression von E-Selektin und ICAM-1, nicht jedoch von P-Selektin assoziiert
(Pub 1 Fig. 3). Da die immunhistochemische Untersuchung nicht zwischen intrazellular
gespeichertem oder externalisiertem P-Selektin unterscheiden kann, stellten wir die Hypothese
auf, dass P-Selektin, welches in endothelialen Weibel-Palade Kdrpern gespeichert wird, durch
TEA weniger externalisiert und abgestoflen (shedding) wird. Eine verminderte IL-1
Plasmakonzentration und Expression von ICAM-1 war auch in Ischdmie-Reperfusion-Versuchen
an Ratten unter TEA gezeigt worden®®. TEA hatte keinen Effekt auf die leukozytare Expression
von Adhésionsmolekilen (Pub. 1 Fig. 4).

Die Leukozyten-Endothel Interaktion in mesenterialen Venolen zeigte eine vermehrte
Anzahl der rollenden Zellen alleine durch den chirurgischen Stress der Praparation, der in TEA
Tieren jedoch abgeschwéacht war (Pub.1 Fig 5 Panal A). Ebenso zeigte die TEA einen anti-
inflammatorischen Effekt auf die LPS induzierte Leukozytenadhdsion und Extravasation
(Aktivitat der leukozytaren Myeloperoxidase, (Pub 1 Fig. 5 Panel B und C). Diese Effekte der
TEA lassen sich alleine durch die Reduktion der endothelialen Adhdsionsmolekdile erkléren: so
kam es in anderen Studien ebenfalls nach ICAM-1 Blockade zu einer Verminderung der
Leukozyten-Endothel Interaktion?” und der Myeloperoxidase-Aktivitét?®.

Die endotheliale Schadigung durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus
adharierenden Leukozyten (oxidative burst) gilt als primarer Schadigungsmechanismus?,
obgleich eine Leukozytenadhésion ohne endotheliale Schadigung mdglich ist und vielmehr die
gleichzeitige Aktivierung der Endothelzellen von besonderer Bedeutung ist*. Dies erklart, dass
TEA (ber eine Verminderung der Leukozytenadhdsion und —extravasation das intestinale
Gewebeddem als Surrogatmarker der erhdhten endothelialen Durchléssigkeit verringert (Pub. 1

Fig. 6). Drei potentielle Mechanismen sind hierfur denkbar: Zum einen kann TEA die direkte
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Interaktion zwischen Nerven- und Immunzellen (nerve-immune interplay), z.B. in innerviertem
lymphatischen Gewebe beeinflussen®. Immunzellen wiirden auf diese Weise geringeren Mengen
an adrenergen Transmittersubstanzen und einem verhaltnismaRig hoheren Anteil an
parasympathischen Transmittern ausgesetzt sein. Die stark antiinflammatorische Wirkung nach
Stimulation der parasympathischen Efferenz Nervus vagus wird auf das nerve-immune interplay
zurtickgefiihrt®> 3, Zum anderen muss auch ein systemischer Effekt des epidural applizierten
Lidocains diskutiert werden, der fiir Zytokinfreisetzung®*, die Expression von leukozytaren und

endothelialen Adhésionsmolekilen®t % 36, 37

und die Leukozytenadhasion aufgezeigt wurde,
wenn auch in deutlich hoheren Lokalanésthetika-Konzentrationen (sofern quantifiziert) als in
diesen Experimenten. Nicht zuletzt kann TEA Immunzellen durch eine Senkung der Adrenalin-
Konzentration im Plasma beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass Katecholamine die
Expression leukozytarer Adhésionsmolekiile induzieren®. Eine Senkung der Adrenalin-
Plasmakonzentration durch TEA, wie sie in diesen Experimenten gezeigt werden konnte, wirde

daher die verminderte leukozytare Adhédsion und Extravasation bei TEA-Tieren erklaren.

I1) Eine regionale sympathische Blockade vermindert die Aktivierung intestinaler

Makrophagen und reduziert den Schaden an der epithelialen Barriere des Darmes.

Um die epitheliale Schadigung zu erreichen, musste zunachst ein LPS-Hochdosis-Modell
etabliert werden. Die Hochdosis wurde per Bolus verabreicht und fuhrte nach einer kurzen
hypotensiven Phase zu einer normotensiven Endotoxindmie mit Anstieg der Herzfrequenz.
Zudem kam es zu einem Abfall von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten, mutmalilich
als Ausdruck der Zelladhasion am Endothel”® 3% *. Die Hochdosis LPS fiihrte zu einer
Schadigung des Darmepithels mit erhohter epithelialer Permeabilitat des terminalen Ileums. Als

vorbeschriebener Mechanismus wurde die erhéhte Produktion von NO*3

in Makrophagen des
terminalen lleums dargestellt. Eine erhdhte Lipidperoxidation mit Bildung von 8-Isoprostan
wurde als Ausdruck des erhdhten oxidativen** bzw. nitrosativen®® Stresses gewertet.

TEA verminderte die Gewebeinfiltration mit NO-produzierenden Makrophagen und
senkte die epitheliale Permeabilitat sowie die Lipidperoxidation. Die Beobachtung, dass TEA die
Permeation von Fluoreszenz-Farbstoff in den systemischen Kreislauf in der Endotoxindmie
vermindert*® konnte somit auch fiir den portalvendsen Kreislauf gezeigt und mit der zellularen

Immunreaktion assoziiert werden. Da ein enger Zusammenhang zwischen epithelialer
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Permeabilitdt und bakterieller Translokation besteht*® % kann zudem eine Beeinflussung des
Ubertritts von Bakterien in den portalvenésen und systemischen Kreislauf durch TEA postuliert
werden. Als mogliche Mechanismen kommen die bei Publikation 1 bereits diskutierten
Mechanismen neural-immune interplay, systemischer Lidocain-Effekt und Senkung der
Adrenalin-Plasmakonzentration in Frage. So konnte neben den oben beschriebenen Effekten auf
Adhdasionsmolekiile und Zelladhdsion in monozytaren Zellkulturen gezeigt werden, dass
Katecholamine die Produktion von NO in diesen Zellen steigern®®. Eine Senkung der Adrenalin-
Plasmakonzentration durch TEA wiirde daher die verminderte NO-Produktion der Immunzellen
mit konsekutiv geringerer epithelialer Schadigung erklaren. Ein zusatzlicher Einfluss der anderen

beiden Mechanismen ist jedoch denkbar und durch unsere Untersuchungen nicht auszuschlief3en.

I11) Volumentherapie mit kolloidalen Ldsungen erhélt die intestinale Mikrozirkulation

wahrend der Endotoxinamie.

Da die makrohdmodynamischen Variablen in allen Gruppen ohne messbare Unterschiede
blieben, kdnnen die Abweichungen in der mikrovaskularen Perfusion auf lokal wirksame
mikrovaskuldre Mechanismen zurilickgefuhrt werden. Als Teil der systemischen Immunantwort
zeigten alle Tiere nach zwei Stunden Endotoxininfusion einen signifikanten Anstieg der
Herzfrequenz. Die Gabe von kristalloidem Volumenersatz senkt den kolloid-osmotischen Druck,
was zu einem schnellen Ausgleich des Flissigkeitsvolumens zwischen dem interstitiellen und
intravaskularen Kompartiment fiihrt. Daraus ergibt sich eine 3-4 fach héhere Dosierung des zu
substituierenden Volumens im Vergleich zu kolloidalem Volumenersatz*®*'. Auch in unserer
Studie fiihrte die 4-fach hohere Volumensubstitution mit Kristalloiden zu einem vergleichbaren
hamodynamischen Zustand wie unter der Anwendung von Kolloiden.

Die Volumentherapie induzierte in allen Gruppen eine milde metabolische Azidose nach
Wiederbelebung, allerdings war der Base Excess in der Gelatine Gruppe weniger negativ als in
der HES oder NaCl Gruppe. Eine mdgliche Erklarung liefern die unterschiedlichen pH Werte
(4,0-5,5 HES, 5,0-7,0 NaCl 0,9 % und 7,1-7,7 Gelatine) und Chlorid Konzentrationen (154
mmol/l HES und NaCl 0,9 %, 120 mmol/l Gelatine) der Losungen. Gestiitzt wird diese Annahme
durch eine Studie von Scheingraber und Kollegen®?, der eine hyperchloramische Azidose unter
schneller Kristalloidgabe beschrieben hat.

Die Therapie mit NaCl 0,9 %, nicht jedoch mit den kolloidalen Ldsungen, fiihrte zu einer
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Verschlechterung der mukosalen Mikrozirkulation (funktionelle Kapillardichte) im Vergleich
zum Ausgangswert. In weiteren Untersuchungen konnte kein Unterschied in der Gewebe-
Oxygenierung, der Leukozyten-Adhasion, und histomorphologischen Schédigung zwischen den
3 Volumentherapie-Gruppen aufgezeigt werden.

Da die Makrohdmodynamik und der VVolumenstatus aller Tiere vergleichbar waren, sind
die Unterschiede in der Mikrozirkulation damit nicht zu erklaren. Vielmehr muss ein Effekt
innerhalb der Mikrozirkulation, wie z.B. die Erythrozyten-Rigiditat, die endotheliale Schwellung
oder das Ausmal des umgebenden Gewebeddems bedacht werden. Ein Effekt der kolloidalen
Losungen auf die Immunreaktion auf Endotoxin war in diesen Untersuchungen als Ursache nicht
zu finden.

Nach der Anwendungsbeschrankung von Hydroxyethylstarke infolge der Studienlage zur
Nebenwirkung auf die Nierenfunktion bei Patientin mit septischem Schock, bleibt die
Verwendung der kolloidalen Losungen Gelatine und Albumin zur Volumentherapie in der
Sepsis. Zukunftige Arbeiten werden deren rationale Verwendung zur Verbesserung der

intestinale Mikrozirkulation und Barrierefunktion in der Sepsis eruieren mussen.
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