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1 EINLEITUNG
1.1 SEPSIS

Sepsis und septischer Schock sind trotz aller Fortschritte der modernen Medizin eine
der Haupttodesursachen auf nichtkardiologischen Intensivstationen. Die steigende
Inzidenz wird durch die Zunahme diagnostischer und therapeutischer invasiver
Techniken (Punktionen, intravaskulare Katheter, Blasenkatheter, Intubation) verursacht.
Durch die Verbesserung der medizinischen Versorgung haben die Patienten mit
chronischen Erkrankungen zwar eine erhohte Lebenserwartung, aber auch eine erhdhte
Anfalligkeit gegenuber Infektionserkrankungen. Zu dem werden die Inzidenz und
Mortalitdt durch den zunehmenden Einsatz immunsuppressiver Medikamente sowie die

zunehmende Resistenz der Mikroorganismen beeinflusst [1].

Eine aktuelle Studie, die durch das ,Kompetenznetzwerk Sepsis” durchgefihrt wurde,
zeigte, dass die Sepsis mit 154.000 Erkrankten die siebthaufigste
Krankenhausentlassungsdiagnose unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen pro
Jahr in Deutschland darstellt [2]. Dabei wurde bei 75.000 Einwohnern (110 von
100.000) eine schwere Sepsis bzw. septischer Schock diagnostiziert und bei 79.000
(116 von 100.000) eine Sepsis. Die 90-Tage-Sterblichkeit betrug 54 % (ca. 60.000
Todesfalle). Septische Erkrankungen sind die dritthdufigste Todesursache nach der

chronischen koronaren Herzkrankheit und dem akuten Myokardinfarkt.

Die offizielle Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes hingegen geht von
ca. 39.000 erkrankten Patienten pro Jahr in Deutschland aus, von denen ca. 6.000
versterben. Die Diskrepanz ist auf die unzureichende Definition in der ICD-10 Kodierung
zuruickzufihren, deshalb wurde diese ab dem Jahr 2007 durch eine Zusatzkodierung

erganzt.

Die Therapie- und Behandlungskosten der Patienten mit schwerer Sepsis auf der
Intensivstation liegen in Deutschland bei schatzungsweise 1,77 Milliarden Euro, was ca.

30 % der Kosten ausmacht, die auf Intensivstationen insgesamt anfallen [1].

Eine Studie aus von Angus et al. aus dem Jahr 2001 zeigt, dass die Inzidenz einer
schweren Sepsis in den USA bei etwa 751.000 Menschen pro Jahr liegt und die
Letalitat bei 28,6 %, was 21.500 Todesfallen entspricht. Die Sepsis verursacht in den
USA Kosten von ca. 16,7 Milliarden Dollar jahrlich [3].



111 DEFINITIONEN

Der Terminus Sepsis leitet sich von dem griechischen Wort onmmw ab, was ,faul
machen® bedeutet. Dieser wurde bereits ca. 460-370 v. Chr. von Hippokrates
eingefihrt, der von einem Fieber berichtete, das durch eine faulende Materie verursacht
wird [4].

Heute wird die Sepsis als ,die Gesamtheit der lebensbedrohlichen Klinischen
Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Veranderungen als Reaktion auf
die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den
Blutstrom eindringen, die groB3en biologischen Kaskadensysteme und spezielle
Zellsysteme aktivieren und die Bildung und Freisetzung humoraler und zellularer
Mediatoren ausldsen” verstanden [5].

Auf der International Sepsis Definitions Conference im Jahr 2001 wurden die
Definitionen fur Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock, Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) und Multiorganversagen (MOV) auf Anlehnung auf die
Kriterien der ,Society of Critical Care Medicine* und des ,American College of Chest
Physicians* (ACCP/SCCM) Consensus Conference neu evaluiert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Diagnosekriterien der Sepsis entsprechend den Kriterien der ACCP/SCCM Consensus-
Conference [6].

Infektion » dokumentiert oder vermutet
Allgemeine Parameter * Fieber > 38C Kerntemperatur
* Hypothermie < 36C Kerntemperatur
» Herzfrequenz > 90/min
» Tachypnoe > 20/min
* veranderter mentaler Status
» Odeme oder positive Bilanz (> 20ml/kg KG in 24 h)
» Hyperglykadmie (Glukose > 120mg/dl, kein Diabetes)

Inflammationsparameter ¢ Leukozytose > 12000/mm?® oder Leukopenie < 4000/mm?®

oder >10 % unreife Neutrophile im Differentialblutbild

 C-reaktives Protein (CRP) > 2 Standardabweichungen
(SD) oberhalb der Norm

* Procalcitonin (PCT) > 2 SD oberhalb der Norm



Hamodynamische * Arterielle Hypotension (syst. art. Blutdruck < 90 mmHg,
Parameter MAP < 70 mmHg, oder systol. Druckabfall > 40 mmHg
bei Erwachsenen oder < 2 SD unter

altersentsprechendem Normwert)

* SvO;, > 70 %

« Herzindex > 3.5 I/min/m?
Parameter der « arterielle Hypoxamie (PaO,/FiO, < 300)
Organdysfunktion « Oligurie (Diurese < 0,5 ml/kg/h tiber mindestens 2h)

« Kreatinin-Anstieg 0,5 mg/d|

» Gerinnungsstorung (INR > 1.5 oder aPTT > 60 sec)

* lleus (fehlende Darmgerausche)

* Thrombocytopenie (< 100.000/pl)

 Hyperbilirubinamie (Gesamtbilirubin > 4 mg/dl)
Parameter der * Hyperlaktatamie > 1 mmol/l

Gewebeperfusion « reduzierte Kapillarfiillung

Eine schwere Sepsis ist eine Sepsis mit zusatzlich einer oder mehreren
Organdysfunktionen. Von einem septischen Schock spricht man, wenn wéhrend einer
Sepsis eine akutes Kreislaufversagen mit einer persistierenden Hypotension auftritt, die

durch eine adaquate Volumensubstitution nicht behoben werden kann.

Das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) wird als Sammelbegriff fur
systemische inflammatorische Antwort auf verschiedene Ausldser nicht infektioser oder
nicht gesicherter infektioser Genese definiert wie z. B. Trauma, Verbrennung,
Intoxikation oder Pankreatitis. Im Unterschied dazu bleibt der Begriff Sepsis einer
systemischer inflammatorischen Reaktion mit vermuteter oder gesicherter infektioser
Genese vorbehalten. In der Studie von Audebert et al. wurde bei 38 % Patienten eine
Infektion als sicher, bei 58 % als wahrscheinlich nachgewiesen, wobei bei 29 % der
Patienten grampositive Erreger, bei 23 % gramnegative Keime und bei 19 %

Mischinfektionen nachgewiesen werden konnten. Bei 10 % der Patienten wurde eine



Pilzinfektion diagnostiziert [7]. Unabh&ngig von der Ausloserart ist die Pathophysiologie
der Entziindungsreaktion des Organismus gleich.

Eine weitere gefirchtete und mit einer sehr hohen Letalitdt verbundene Komplikation
der Sepsis ist das Multiorganversagen (MOV). Hierbei ist die zeitliche Dynamik sowie
die Interaktion zwischen den einzelnen Organsystemen von Bedeutung. Dabei wird eine
primare Organdysfunktion als Folge der unmittelbaren Schadigung von einer
sekundaren Organdysfunktion als Folge der Abwehrreaktion des Korpers

unterscheiden.

Die Definition der 1991 niedergeschriebenen Sepsis-Kriterien hat sich zwar bewahrt,
eine Schweregradeinteilung der Sepsis ist jedoch kaum maoglich. 2001 kam es zu einer
erneuten Konferenz, auf der ein Klassifikationssystem flr Sepsis vorgestellt wurde. Das
PIRO-Konzept stratifiziert die Patienten auf der Grundlage ihres Risikos und setzt sich

aus folgenden Kriterien zusammen:

. PREDISPOSITION (Vorerkrankungen, genetische Faktoren)
. INSULT (Infektion, Trauma, Ischamie)

. REsPONSE (Inflammationsreaktion, Fieber, Zytokine)

. ORGAN DYSFUNCTION (Anzahl betroffener Organsysteme)

Dieses Konzept hat zurzeit allerdings noch keine klinische Bedeutung, da es einer
Evaluierung in der klinischen Routine sowie einer Verbesserung bedarf, damit es hier

angewendet werden kann [6].

1.1.2 PATHOGENESE DER SEPSIS

Kommt es zur Invasion von Mikroorganismen in den Korper, wird eine
Entzindungsreaktion ausgelost. Dabei ist das Ausmald der Reaktion weniger durch die
Zahl, Pathogenitat und Virulenz der Erreger bestimmt, sondern mehr durch die Funktion
der korpereigenen Abwehrmechanismen sowie der Reaktion des Organismus [8].

Im Normalfall ist das Immunsystem in der Lage, durch gerichtete Aktivierung der
Abwehrfunktionen die Mikroorganismen zu eliminieren. Versagt diese Abwehr wie z.B.
im Rahmen der Sepsis, kommt es zur Einschwemmung pathogener Keime oder deren
toxischer Produkte in die Blutbahn und damit zu einer unkontrollierten und
UberschieRenden Entzindungsreaktion des Organismus. Hierbei reagiert der

Organismus mit Aktivierung der immunologischen Abwehrsysteme. Im Rahmen der
8



bakteriellen Sepsis kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems, des
Gerinnungs-Fibrinolyse-Systems und des Kallikrein-Kinin-Systems [9]. Es kommt zur
Aktivierung von Entzindungszellen wie Makrophagen, Monozyten, Granulozyten,
Lymphozyten und Endothelzellen mit einer tberschie3enden Freisetzung verschiedener
Mediatoren [10]. Zu diesen gehdren Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukine (IL),
Prostaglandine (PG), Interferone (IFN) und freie Sauerstoffradikale, die nicht nur eine
proinflammatorische, sondern eine antiinflammatorische Wirkung besitzen kénnen.
Normalerweise herrscht im Korper ein ausgewogenes Verhdltnis innerhalb dieser
Systeme. Bei der Sepsis kann die Uberschiellende Entzindungsreaktion zu
Dysbalancen fuhren. Durch die gesteigerte Mediatorenfreisetzung
(Mediatorenexplosion) kommt es zu Permeabilitdtsstorungen des Endothels mit
Odembildung (capillary leakage). Durch die verstarkte Vasodilatation kommt es zur
Makro- und Mikrozirkulationsstorung mit einer hyperdynamen Kreislaufreaktion und
somit zur hypoxischen Gewebsschadigung. Weiterhin kommt es zur direkten toxischen
Schadigung des Gewebes mit anschlieRender Apoptose. Dies alles kann zu einem

Multiorganversagen und somit zu einer vitalen Bedrohung des Patienten fuhren [11].
1.1.2.1 ENDOTOXIN UND ENDOTOXINREZEPTOREN

Zu den mikrobiellen Antigenen der pathogenen Keime gehoéren das Lipopolysacharid
(Endotoxin) gramnegativer Bakterien, Zellwandbestandteile von Bakterien oder Pilzen
wie Peptidoglykane und Lipoeichonsauren, virale Nukleinsdauren und Bestandteile von
Parasiten. Diese werden mittels Rezeptoren vor allem durch Leukozyten erkannt und
l6sen infolgedessen eine Entziindungskaskade [12]. In unserem tierexperimentellen

Modell haben wir das Endotoxin von Escherichia coli eingesetzt.

Endotoxine sind Bestandteile der &aufReren Zellwand gramnegativer Bakterien.
Biochemisch handelt es sich um Lipopolysaccharide (LPS). Diese bestehen aus einem
fur alle Bakterien einheitlichen Lipidanteil (Lipid A) wund einem variablen
Polysaccharidanteil, der in eine Kernregion (core) und ein O-Antigen unterteilt ist. Das
O-Antigen, was aus der Oberflache der Bakterien hervorragt, ist Gber die Core-Struktur

mit dem fest in der Membran verankertem Lipid A kovalent verbunden.

Das O-Antigen ist variabel in Lange und Zusammensetzung und ist somit spezifisch fir
bestimmte Bakterienspezies, sodass die Typisierung verschiedener Stamme maoglich ist

(-fingerprint’). Gegen diesen Bestandteil werden stereotypspezifische Antikorper
9



gebildet, die zu einer Opsonierung und Phagozytose des Bakteriums fihren. Das
isolierte O-Antigen ist wenig toxisch. Fur die Toxizitdt des Bakteriums ist das Lipid A
verantwortlich. Diese Struktur ist essenziell fir das Uberleben von Bakterien und fiir
deren biologische Aktivitdt zustandig wie z.B. die Fahigkeit zur Zytokininduktion. Oft
werden die Begriffe Endotoxin und Lipopolysaccharid als Synonym gebraucht, nach
dem letzten Stand der Wissenschaft entspricht das Endotoxin dem Lipid A [13].

Die Lipopolysaccharide werden von Bakterien wahrend des Wachstums oder ihrer
Zerstorung freigesetzt. Gelangen diese in den Blutstrom, binden sie sich an das
Lipopolysccharid-bindende Protein (LBP). Uber membranstandige CD14-Rezeptoren
(Cluster of Differentiation) kommt es zum Andocken des LPS-LBP-Komplexes an die
Zelloberflache von Monozyten und Makrophagen. Die so aktivierte Zelle wird zur

Synthese proinflammatorischer Zytokine angeregt [14].

Das LBP wird in der Leber als ein Akut-Phase-Protein sezerniert und verstarkt durch die
hohe Affinitdt zu LPS dessen Toxizitat dramatisch [15]. Bereits niedrig dosiertes LBP
kann die Zytokinausschuttung von Monozyten um den Faktor 100 bis 1000 verstarken.
In Anwesenheit von LBP sind LPS-Mengen von 1 pug/ml ausreichend, um die
Sezernierung der proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a durch

Makrophagen auszuldsen [16].

Das membrangebundene CD14 (mCD14) ist ein Glykoprotein, das sich auf der
Zelloberflache aller reifen myeloischen Zellen befindet [17]. Das CD14 Molekl ist kein
transmembrandser Rezeptor und ist nicht zur Signaltransduktion durch Endotoxin
befahigt. Es ist Uber einen Glycophosphatidylinositolanker (GPI) mit der Zellmembran
verbunden, der eine gewisse Mobilitdt des Rezeptors ermdglicht [18]. Fur die
Signaltransduktion sind ,Toll-like“-Rezeptoren verantwortlich. Diese ,Toll-like*-
Rezeptoren sind somit die Schliisselmolekile bei der Interaktion zwischen mikrobiellen
Fremdstrukturen wie LPS und dem angeborenen Immunsystem. Die Aktivierung dieser
Rezeptoren fihrt Uber eine Signaltransduktionskaskade zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie z.B. nuklearem Faktor-kB (NF-kB) und zur Synthese

proinflammatorischer Mediatoren wie z.B. TNF-q, IL-1, IL-6 [19].

Das l6sliche CD14 (sCD14) wird entweder durch Abspaltung von seinem Lipidanker von
der Zelloberflache abgegeben (,shedding“) oder aber als l6sliches Protein sezerniert
[20]. Losliches sCD14 kann einerseits endotoxinneutralisierend wirken, indem es die
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Bindung von LPS und LPS/LBP-Komplexen an Monozyten inhibiert. Anderseits kdnnen
LPS/LBP-Komplexe Zellen aktivieren, die CD14 nicht an der Membranoberflache

exprimieren wie z.B. Endothelzellen.

LPS kann ebenfalls an andere Serumproteine gebunden werden, die entweder als
Transporter (LDL, Albumin, Transferrin) oder als neutralisierende Proteine (HDL, BPI,

Komplementfaktoren C1 und C3, Apolipoprotein) wirken.
1.1.2.2 MEDIATOREN

Im Rahmen einer Reaktion auf die Mikroorganismen und deren Produkte kommt es zu
Aktivierung von Entztndungszellen, die eine Vielzahl humoraler
Entzindungsmediatoren freisetzt. Kommt es zu einer Uberschielenden und lang
anhaltenden Stimulation der Entziindungszellen, kann es zu einer Mediatorenexplosion

und damit zur Generalisierung der Entziindungsreaktion kommen.

Initial kommt es zur Freisetzung der frihen Mediatoren, zu denen Interferon-y, TNF-q,
IL-1, IL-12, IL-18 und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimmulierender Faktor (GM-
CSF) gehoren. Diese rufen durch ihre Einwirkung auf neutrophile Granulozyten,
Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Thrombozyten eine
inflammatorische Reaktion hervor und werden somit als Aktivatoren bezeichnet. Als
Reaktion darauf werden die antiinflammatorischen Kaskaden mit der Freisetzung der
antiinflammatorischen Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-13 und Transforming Growth Factor
(TGF-B) aktiviert.

Zu den sekundaren Mediatoren gehoren die Eicosanoide, Proteasen, Sauerstoffradikale
und Stickoxid, die fur die direkte funktionelle und strukturelle Schadigung am Endothel
und Parenchymzellen verantwortlich sind. Diese werden auch als Effektoren bezeichnet
[21].

Darlber hinaus kommt es zu Aktivierung des Komplementsystems, des Gerinnungs-,

Fibrinolyse- und des Kallikrein-Kinin-Systems.

1.1.2.3 KOMPLEMENTSYSTEM

Das Komplementsystem besteht aus einer Kaskade von ca. 30 Komplementfaktoren,

die meistens in der Leber synthetisiert werden.
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Das Komplementsystem kann auf drei Wegen aktiviert werden. Der klassische
Aktivierungsweg der Komplementkaskade wird durch Antigen-Antikdrper-Komplexe
oder durch aktivierten Faktor Xl (FXlla) aktiviert [22, 23]. Der alternative
Aktivierungsweg des Komplementsystems wird durch fremde Oberflachen wie z.B.
Endotoxin (Lipopolysaccharide) aktiviert. Der dritte Weg der Aktivierung geht tber den
Lectin-Weg, bei dem Mannose bindendes Lectin (MBL) bakterielle Antigene erkennt.
Alle Aktivierungswege fihren schlieBlich zur Bildung des so genannten
Membranangriffskomplexes und zur osmotischen Lyse der Zielzelle oder des
Mikroorganismus durch Bildung von Poren in der Zellmembran [24]. Weiterhin kommt
es durch die Aktivierung der Komplementkaskade zur Induktion der
Mastzelldegranulierung mit Anaphylatoxine (C3a, C4a, Cb5a). Die Anaphylatoxine
vermitteln verschiedene Entzindungsreaktionen wie Veranderung der
GefalRpermeabilitat, Kontraktion der glatten Muskelzellen, Chemotaxis der neutrophilen
Granulozyten sowie Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten.

Das Komplementsystem wird durch Inhibitoren reguliert, die eine UberschieRende
Komplementaktivierung verhindern. C1-Esterase-Inhibitor ist der wichtigste Inhibitor des
klassischen Aktivierungswegs des Komplementsystems (Cls und C1r), des Kallikrein-
Kinin-Systems (Faktor Xlla und Kallikrein) und der intrinsischen Gerinnung (Faktor Xla)
[25, 26].

1.1.2.4 GERINNUNGSSYSTEM

An der Erhaltung der Balance des Gerinnungssystems ist neben den Thrombozyten,
Plasmafaktoren und dem Endothel auch das Fibrinolysesystem beteiligt. Bei der Sepsis
entgleist das System durch Aktivierung der Gerinnung mit Thrombenbildung einerseits
und Verbrauch von Plasmafaktoren und Thrombozyten mit erhdhter Blutungsneigung
anderseits. Die Aktivierung der Gerinnungskaskade erfolgt Uber das extrinsische
System, wobei das Endotoxin durch TNF-a zur Expression von Gewebefaktor Tissue
Factor (TF) auf Endothelzellen und Monozyten fihrt [27, 28]. Gleichzeitig wird die
Expression des Thrombomodulins gehemmt, was einen wesentlichen Faktor bei der

Aktivierung des endogenen Antikoagulans Protein C darstellt [29].
1.1.25 LEUKOZYTEN UND LEUKOZYTEN-ENDOTHEL-INTERAKTION

Im Rahmen einer Erregerabwehr kommt es zur Aktivierung von Leukozyten durch

Mediatoren und zu ihrer Migration aus der Blutbahn ins Gewebe. Dieser Vorgang der
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Leukozytenmargination aus der Gefal3mitte, die temporéare Interaktion der Leukozyten
mit dem Endothel (,Rolling®), die feste Adh&sion am Endothel (,Sticking®) und die
Diapedese der Leukozyten durch das Endothel sowie Migration in das umliegende

Gewebe werden als Leukozyten/Endothel-Interaktion bezeichnet [30].

Wahrend einer Sepsis kommt es zu einer UberschielRenden Leukozytenaktivierung mit
erhohter Adharenz der Leukozyten an der Gefal3wand, was zur Behinderung des
Blutflusses und Verlegung der Blutbahn fihren kann. Im Gewebe setzen die
Leukozyten vermehrt Prostaglandine, Leukotriene und freie Sauerstoffradikale frei, die
zur Schadigung des GefalRendothels, Stérung der Mikrozirkulation und Organversagen

fuhren kénnen.

Entscheidend fiir die Leukozyten/Endothel-Interaktion ist die verstarkte Expression von
leukozytaren und endothelialen Adhasionsmolekilen wahrend einer

Entzindungsreaktion [31].

1.1.25.1 LEUKOZYTEN-ROLLING

Eine wichtige Rolle im Prozess des initialen Kontakts der Leukozyten mit Endothelzellen
und des Rolling von Leukozyten entlang Endothelzellen spielen die Selectine.
L-Selectin, das kleinste der Selectine, wird reichlich auf Granulozyten, Monozyten und
zirkulierenden Lymphozyten exprimiert. In seiner Rezeptorfunktion erkennt es komplexe
Zuckerstrukturen wie z.B. das Sialyl-Lewisx-Antigen (SLe*) und ist somit fuir das priméare
Andocken der Leukozyten an das Endothel verantwortlich. Diese initiale Bindung geht
direkt in eine rollende Bewegung uber, bei der sich die Zellen im Blutstrom um ihre
eigene Achse drehen. In einem Gefal} rollen die Leukozyten mit einer Geschwindigkeit
von ca. 50pum/s. L-Selectin prasentiert selbst das SLe*- enthaltende Epitope und ist ein
Ligand fur die P- und E-Selectine [32].

P-Selectin ist das grofte der bekannten Selectine. Es ist in Weibel-Palade-Kérperchen
von Endothelzellen gespeichert und wird nach kurzer Stimulation z.B. mit LPS, TNF-a
oder H,O, innerhalb weniger Minuten auf der Oberflache des Endothels exprimiert. Die
Expression ist jedoch nicht dauerhaft und scheint somit nur in der Frihphase der
Leukozytenadhasion von Bedeutung zu sein [33].

E-Selectin wird ausschlie3lich auf Zytokin- und/oder LPS-aktivierten Endothelzellen
gefunden, somit spielt E-Selectin eine wichtige Rolle bei der Granulozytenmigration

durch zytokinaktivierte Endothelzellen. Die maximale Expression findet nach vier
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Stunden statt und halt ca. 24 Stunden an. An E-Selectin binden hauptsachlich
Granulozyten, aber auch Monozyten und einige T-Zell-Subpopulationen [34].

1.1.2.5.2 LEUKOZYTEN-STICKING

Das Leukozyten-Rolling kann zu einer festen Adhéasion der Leukozyten am Endothel
fuhren. Die Leukozyten, die in postkapillaren Venolen fir Minuten 30 Sekunden haften
bleiben, werden als Sticker bezeichnet [35]. Das feste Anheften der aktivierten
Leukozyten an aktivierte Endothelzellen und die Diapedese werden von Integrinen
(CD11/CD18) und ,de novo* synthetisierten endothelialen Adhasionsmolekilen
vermittelt. Integrine sind Heterodimere, die aus grol3eren a-Untereinheiten und
kleineren R3-Untereinheiten bestehen und als Transmembranproteine ihren Hauptteil
extrazellular exponieren. Die Subfamilie der R2-Integrine kommt nur auf weil3en
Blutzellen vor und wird entsprechend den Zelltypen unterschieden. Somit werden LFA-1
(Lymphocyte function-associated antigen-1, CD11a/CD18, aLp2-Integrin) auf
Lymphozyten und Mac-1 (CD11b/CD18, aMB2-Integrin) auf Granulozyten/Monozyten
standig exprimiert. Durch chemotaktische Aktivierung kommt es zu einer schnellen
Actin-Polymerisierung in den Granulozyten und gleichzeitig zu einem Rearrangement
der Integrine an deren Oberflache, was eine Anheftung der Integrine an das Zytoskelett
verursacht. Gleichzeitig fuhrt die Stimulation des Endothels zur Synthesesteigerung von
interzellularen Adhasionsmolekilen ICAM-1 und ICAM-2, den Liganden fir Integrine.
ICAM-1 ist der wichtigste physiologische Ligand fir Integrine auf dem Endothel. Er kann
ebenfalls auf einer Vielzahl anderen Zellen wie z.B. auf Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen und Fibroblasten exprimiert werden. Konstitutiv wird er nur wenig
exprimiert. Seine Synthese wird durch Zytokine wie TNF-a und IL-1, aber auch durch
bakterielle Lipopolysacharide um das 2-5-fache erhoht. ICAM-2 kommt dagegen auch
an nicht aktivierten Endothelzellen vor. Seine Synthese ist von den
Entzindungsmediatoren unabhangig, aus diesem Grund wird ICAM-2 eine Bedeutung

bei der Lymphozyten-Rezirkulation zugeschrieben [36].

1.1.3 BEDEUTUNG DES INTESTINUMS

Im Rahmen einer Sepsis kommt es durch Umverteilung der Durchblutung zu Gunsten
von Gehirn und Herz zu einer Minderdurchblutung des Darmes. Durch Stérungen der
Mikrozirkulation und Minderperfusion kommt es am Darm verstarkt zu O,-Diffusion von
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der Arteriole in die Vene, was zu einer Abnahme der Oxygenierung der Endozotten
fuhrt. Dadurch kann es zu Lasionen, Odem und Nekrosen des Darmepithels kommen,
was durch eine direkte Schadigung durch freie Sauerstoffradikale sowie Proteasen
verstarkt wird [37]. Der Darm verliert somit seine wichtige immunologische
Barrierefunktion. Es kommt zur Translokation von Bakterien und Toxinen in das portale
Stromgebiet [38]. Dadurch wird das septische Geschehen forciert. Der Darm wird

deshalb auch als ,Motor der Sepsis" bezeichnet [39].

1.1.4 BEDEUTUNG DES ENDOTHELS

Das Endothel spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis. Die
Aktivierung von Endothelzellen - einerseits durch Bakterien und ihre Toxine und
andererseits durch im Rahmen der Entziindung freigesetzte Mediatoren - ist an der
Initierung und der Aufrechterhaltung des septischen Geschehens beteiligt. Das
Endothel bildet eine zwischen Blut und dem Gewebe interaktive Barriere. Es ist
gegenuber Pathogenen, ihren Toxinen sowie Mediatoren stéandig exponiert. Kommt es
zur Endothelschadigung mit dem Zusammenbruch der endothelialen Barrierefunktion,
folgt ein Verlust der selektiven Permeabilitat der endothelialen Grenzschicht, was als
.Capillary-leak-syndrome* bezeichnet wird. Dies bewirkt den Austritt von intravaskularer
Flussigkeit in den intestinalen Raum. Es kommt zur Odembildung, was mit massiver
Organdysfunktion einhergehen kann. Weiterhin kommt es zur Beeintrachtigung weiterer
endothelialer Funktionen [40].

Das Endothel spielt bei der Regulation der entzindlichen Prozesse eine wichtige Rolle.
Als immunologisch aktives Organ ist das Endothel an der Extravasation von
Granulozyten und Monozyten, der Produktion proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine sowie der Expression von Adhasionsmolekilen beteiligt [41]. Durch die
Synthese vasoaktiver Substanzen wie PGIl,, NO und Endothelin-1 ist das Endothel als
kreislaufaktives Organ wesentlich an der Blutdruckregulation beteiligt [42]. Nach
proinflammatorischer Stimulation verlieren die Endothelzellen als gerinnungsaktives
Organ ihre antikoagulatorische Funktion und beeinflussen somit die Blutgerinnung.
Durch die erhdhte Expression des Tissue factors, die Reduktion von Antithrombin und
Protein C sowie die gestorte Fibrinolyse kommt es zur verstarkten Bildung von

Fibringerinnseln und Thrombosen [43].
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1.2 THERAPIEKONZEPTE BEI SEPSIS

Die Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) hat zusammen mit der Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) Leitlinien zur
Diagnose und Therapie der Sepsis erarbeitet [44]. Der Therapieerfolg der Sepsis ist vor

allem von der Friherkennung und Friihbehandlung abhangig.

1.2.1 KAUSALE THERAPIE

Grundvoraussetzung fiur die erfolgreiche Therapie der Sepsis ist die Fokussanierung.
Weiterhin muss eine antiinfektiése Therapie unter Bertcksichtigung der spezifischen

Keime durchgefihrt werden [45].
1.2.2 SUPPORTIVE THERAPIE

Um die Organperfusion und Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten, um Vor- und
Nachlast und somit die Herzkontraktilitat zu verbessern und um eine effiziente Diurese
zu erreichen, sind eine adaquate Volumen- und Katecholamingabe eine wichtige
Voraussetzung. Eine frihzeitige zielorientierte Kreislauftherapie (Zielwerte: zentraler
Venendruck (ZVD) 8-12 mmHg, mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) >65 mmHg,
zentralventse Sauerstoffsattigung (ScvO,)> 70 %)) kann die Krankenhausletalitat von
46,5 % auf 30,5 % senken [46]. Die Sauerstoffsattigung sollte bei Uber 90 % gehalten
werden. Die Indikation zur Intubation sollte bei Patienten mit schwerer Sepsis grof3ziigig
gestellt werden. Durch eine mechanische Beatmung mit niedrigen Atemzugvolumina
(Vt) von 6 ml/kg KG kann die Sterblichkeit bei akutem Lungenversagen von 40 % (Vt 12
ml/kg) auf 31 % reduziert werden [47].

1.2.3 ADJUNKTIVE THERAPIE

Eine adaquate Blutzuckereinstellung mittels intensivierter Insulintherapie (Zielglukose
80-110 mg/dl) reduziert die Gefahr der Bakteridmie, des akuten Nierenversagens und
des septischen Multiorganversagen. AulRerdem wird die Krankenhaussterblichkeit von
chirurgischen Intensivpatienten gegenuber einer konventionellen Insulinbehandlung
(Glucose 180-200 mg/dl) von 20,2 % auf 10,6 % gesenkt [48]. Wahrend die
Therapieversuche mit hoch dosierten Glukokortikoiden nicht erfolgreich waren, zeigte
sich, dass eine niedrig dosierte Hydrocortisontherapie (50 mg Hydrocortison/alle 6
Stunden) bei Patienten mit septischem Schock und einer Nebennierenrindeninsuffizienz

die Letalitat von 63 % auf 53 % verringern kann [49]. Dartber hinaus senkt aktiviertes
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Protein C (Drotrecogin alfa) die 28-Tage-Letalitdt bei Patienten mit schwerer Sepsis
signifikant von 30,8 auf 24,7 % [50].

Bei einer systemischen  Entzindungsreaktion kommt es Uber eine
Mediatorenfreisetzung zur Aktivierung der Gerinnungskaskade, der Kallikrein-Kinin-
Kaskade und der Komplementkaskade. Ein moglicher therapeutischer Ansatz zur
Behandlung einer Uberschielenden Gerinnung besteht in der Substitution von
Inhibitoren oder Gerinnungsfaktoren. In dieser Arbeit sollen die Wirkungen des C1-

Esterase-Inhibitors (C1-INH) sowie des Faktors XIII (FXIII) untersucht werden.

1.3 C 1-ESTERASE-INHIBITOR

1.3.1 STRUKTUR UND SYNTHESE

C1l-Esterase-Inhibitor ist ein u2-Globulin aus der Familie der Proteinase-Inhibitoren.
Sein Molekulargewicht betragt ca. 104 kDa, sein Kohlenhydratanteil 32 - 35 %. C1-
Esterase-Inhibitor hemmt die Startphasen des Fibrinolyse-, Gerinnungs-, Kinin- und
Komplementsystems, indem er stéchiometrisch mit aktiviertem C1, aktiviertem
Hagemannfaktor (Xlla), Faktor Xla, Plasma-Kallikrein und Plasmin nicht dissoziierbare
Komplexe bildet. Synthetisiert wird er vorwiegend in der Leber, aber auch in
Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Thrombozyten und Endothelzellen [51]. Die
Synthese wird Uberwiegend durch IFN-y und im geringeren Ausmalfd durch TNF-a, IFN-
a und IL-6 stimuliert. Die normale Serumkonzentration betragt etwa 23 mg/dl bei einer
biologischen Halbwertszeit von 64h [52, 53].

1.3.2 PHAMAKOKINETIK

Der aus dem menschlichen Plasma hergestellte C1-Esterase-Inhibitor wird intravends
appliziert und ist sofort in einer der Dosierung entsprechenden Plasmakonzentration

verfuigbar [54].

1.3.3 PHARMAKODYNAMIK

Cl-Esterase-Inhibitor hemmt den klassischen Weg der Aktivierung der
Komplementkaskade durch Inaktivierung der enzymatisch aktiven Komponenten C1s
und C1r durch Komplexbildung mit dem Inhibitor in einem Verhaltnis von 1:1. Au3erdem
ist C1-Esterase-Inhibitor der wichtigste Inhibitor der Kontaktaktivierung, indem er Faktor
Xlla und seine Fragmente hemmt. Neben Alpha-2-Makroglobulin ist er weiterhin der

wichtigste Inhibitor des plasmatischen Kallikreins [55].
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1.34 THERAPEUTISCHE ANWENDUNG

Die Therapie mit Cl-Esterase-Inhibitor wurde vor ca. 30 Jahren zur Behandlung des
hereditdren Angioddems, das durch C1l-Esterase-Inhibitor Mangel verursacht wurde,
eingefihrt. Sowohl in tierexperimentellen Studien als auch in der Patientenbeobachtung
ergaben sich Hinweise, dass die Behandlung ebenfalls in der Sepsis, beim akuten
Myokardinfarkt, beim systemischen Kapillarlecksyndrom sowie anderen Erkrankungen

von Nutzen fir die Patienten sein kénnte.

1.35 TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN

In einer tierexperimentellen Untersuchung bei Hunden mit schwerer Sepsis konnte
durch C1l-Esterase-Inhibitor-Substitution der Blutdruckabfall und die Lungendysfunktion
reduziert werden [56]. Bei Kaninchen mit Endotoxin-induzierter Sepsis fuhrte die C1-
Esterase-Inhibitor-Substitution zu Stabilisierung des arteriellen Druckes und zur
Verminderung der Fibrin-Ablagerungen in den Gefal3en [57]. Bei Mausen mit induzierter
Sepsis konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von C1-Esterase-Inhibitor zu
einer Verminderung der Mortalitat fuhrte [58]. Die Verabreichung von Cl-Esterase-
Inhibitor bei Affen mit septischem Schock fiihrte zu einer Reduktion der Aktivierung von
C3 wund C4 sowie zu einer Verminderung der Mortalitdt, wobei die
komplementvermittelte Beseitigung der Mikroorganismen unbeeinflusst blieb [59].

1.3.6 KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN

In mehreren Studien wurde die Rolle von Cl-Esterase-Inhibitor bei schwerer Sepsis
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass, obwohl C1l-Esterase-Inhibitor als Akut-
Phase-Protein um das 2-3-Fache ansteigen kann, Patienten mit septischem Schock
eine um etwa 20 % verminderte Cl-Esterase-Inhibitor-Aktivitat aufweisen. AulRerdem
fanden sich im Plasma der untersuchten Patienten auch erhthte Plasmaspiegel von
inaktivem, proteolytisch abgebautem C1-Esterase-Inhibitor, wobei das Ausmali des
Abbaus von C1-Esterase-Inhibitor mit der Mortalitat der Sepsis-Patienten korrelierte
[60]. Gleichzeitig wurden im Plasma erhéhte Konzentrationen der Inhibitorkomplexe von
C1l-Esterase-Inhibitor und den Proteasen FXlla, Kallikrein und FXla gemessen [60, 61].
In Fallstudien wurden mechanisch beatmete Patienten mit septischem Schock und
ausgedehnter Volumensubstitution sowie Vasopressorenbedarf mit Cl-Esterase-
Inhibitor behandelt. Es konnte eine Abschwachung der Komplement- und
Kontaktphasenaktivierung gezeigt werden sowie eine Verminderung der Hypotension

und des Vasopressorenbedarfs. Bei allen Patienten konnte ein Absinken der C3a- und
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ein Ansteigen der FXIll-Plasmaspiegel belegt werden. Aul3erdem verstarb kein Sepsis-
Patient wahrend der Verabreichungszeit des Praparats und es traten keine toxischen

Nebenwirkungen des Praparats auf [62].

1.4 FAKTOR XIII

Der Faktor XIll ist als letzter der Gerinnungsfaktoren von Laki et al. 1948 entdeckt und
beschrieben worden [63]. Duckert et al. entdeckten 1960, dass Faktor XllI neben seiner

hamostaseologischen Funktion ebenfalls Bedeutung im Wundheilungsprozess hat [64].

14.1 STRUKTUR UND SYNTHESE

Faktor Xlll ist eine Transglutaminase, die aus je zwei identischen A- und zwei
identischen B-Untereinheiten aufgebaut ist und die Formel A,B, hat. Die A-Untereinheit
wird in den hamatopoetischen Zellen synthetisiert, sie besteht aus 731 Aminoséuren
und hat ein Molekulargewicht von 83.150 Da. Sie weist zwei Thrombinspaltungsstellen
auf, wobei die Spaltung an der ersten Stelle zur Aktivierung des Faktors Xl im Blut
unter physiologischen Bedingungen, die Spaltung an der zweiten Stelle zur
Inaktivierung des Enzyms fihrt [65]. Die B-Untereinheit wird in der Leber synthetisiert,
besteht aus 641 Aminoséauren und hat ein Molekulargewicht von 73.180 Da. Sie ist das
Transportprotein der A-Untereinheit im Plasma und schitzt vor enzymatischer

Aufspaltung durch Proteasen [66].
1.4.2 PHAMAKOKINETIK

Die normale Plasmakonzentration von Faktor Xlll liegt bei 20mg/l, das entspricht einer
Faktor-XIlI-Aktivitdt von 70 - 130 %. Die Halbwertszeit nach intravendser Applikation
betragt etwa 5 bis 8 Tage fur die A-Untereinheit und 5 Stunden fur die B-Untereinheit
[65].

1.4.3 PHARMAKODYNAMIK

Die Funktion von Faktor XlII beruht hauptsachlich auf der Stabilisierung von Fibrin
durch kovalente Vernetzung des Fibringerinnsels, wodurch es unléslich und elastisch
wird. Dartber hinaus ist Faktor Xl an der Adhasion, Migration und Proliferation von
Fibroblasten, dem Aufbau der extrazellularen Matrix, der Gewebereparatur und
Wundheilung beteiligt [67, 68]. Faktor Xlll reduziert die kapillare Permeabilitdt und

besitzt damit eine anticddemattse Wirkung [69].
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1.4.4 THERAPEUTISCHE ANWENDUNG

Die Indikationen zur Faktor XIll-Substitution sind hauptsachlich bei einem
Faktorenmangel und speziell bei akuten Blutungen bei Faktor XllI-Konzentrationen
unter 50 %, Nahtdehiszenzen und Wundheilungsstérungen [70]. Faktor XIII wird
ebenfalls zur Férderung der Knochenbruchheilung eingesetzt [71].

145 EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN

Der positive Effekt von Faktor Xl auf die Wundheilung konnte in mehreren Studien
gezeigt werden. Faktor Xlll zeigte Wirkung auf die Mitoseraten von Fibroblasten und
Osteoblasten, die Kollagensynthese sowie die Zelladhasion und Zellmigration [67, 68,
72]. Faktor XllI fuhrt in Verbindung mit Thrombin zu einer stabilen Fibrinvernetzung und

einer Steigerung der Fibroblastenproliferation [73].

In mehreren In-vitro-Versuchen an Endothelzellkulturen konnte nachgewiesen werden,
dass die Gabe von Faktor XIII die Endothelzellpermeabilitdt und damit das capillary leak
vermindert und eine endothelabdichtende Funktion hat. In Versuchen an endothelialen
Monolayern konnte gezeigt werden, dass die Vorinkubation der Endothelzellen mit
FXllla die Endothelpermeabilitat um 30 % senkt [74]. Dartber hinaus konnte eine
artifiziell induzierte Hyperpermeabilitat nahezu vollstandig verhindert und der durch
Ischamie und Reperfusion provozierten Odementwicklung entgegengewirkt werden
[75]. Die myokardiale Wassereinlagerung wahrend der postischamischen
Reperfusionsphase am Modell des isolierten, perfundierten Rattenherzens war
signifikant niedriger, wenn dem Perfusat vor der Ischamie aktivierter Faktor Xl

zugesetzt wurde [76, 77].

In einem Tiermodell mit um 50 % der Norm reduzierter Faktor-XIII Plasmakonzentration
und gestorter Wundheilung konnte durch die Substitution von Faktor Xl eine
Verbesserung der Reil3festigkeit von Hautwunden an Ratten nachgewiesen werden.
Diese war am 4. und 5. postoperativen Tag statistisch signifikant [78].
Ebenfalls zeigten Untersuchungen an Schnittwundenmodellen bei Ratten und
Meerschweinen mit normalem Faktor-XIll Plasmaspiegel, dass ein in Hefezellen
rekombinant hergestelltes Faktor-Xlll-Konzentrat dosisabhangig signifikant erhohte
Reil3festigkeiten bewirkte, wobei sich diese nach vier Tagen um 20 — 30% im
Vergleich zu den Kontrollen erhdhte [79].
AuBer  Wundheilungsuntersuchungen mit  Faktor  XIlI  wurden  zahlreiche
Untersuchungen an Knochenheilungsmodellen durchgefiihrt. Hier konnte eine
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signifikant  verbesserte primare Knochenbruchheilung am Schafsmetatarsus
nachgewiesen werden. Faktor Xlll hat einen positiven Effekt auf Knochenbruch- bzw.
Kallusheilung. Dies ist auf fibrinvernetzende und die fibroblastenproliferationsférdernde
Funktion zurtickzufuhren [80, 81].

In  einem Rattenmodell konnte kein Einfluss des Faktors XIlI auf die
Leukozytenadharenz und Plasmaextravasation in der intestinalen Submukosa wahrend

der Endotoxinamie gezeigt werden [82].

1.4.6 KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN

Patienten mit angeborenem Faktor XllI-Mangel leiden an einer ha&morrhagischen
Diathese. Bei einem Viertel der Patienten traten Wundheilungsstérungen auf [83].

Die Therapie mit Faktor XIIl fihrte bei Patienten mit therapierefraktaren
Wundheilungsstérungen (Fistel bzw. Nahtdehiszenz) und Faktor XllI-Mangel zu einer
signifikanten Besserung der Wundverhaltnisse, zu einer Verkleinerung der Wundflachen
bzw. zu einer Verringerung der Fisteldrainagevolumina. Der klinische Verlauf korrelierte
dabei mit der Faktor XIlI-Aktivitat im Plasma [84].

Bei Patienten mit Defektpseudarthrosen der langen Ro6hrenknochen nach einem
standardisierten operativen Vorgehen zeigte die mit Faktor Xlll behandelte Gruppe eine
frihere Vollbelastungsrate, eine schnellere knécherne Konsolidierung und seltenere
Reoperationen gegeniber der Kontrollgruppe [85].

Bei der klinischen Anwendung von Faktor Xl zur lokalen Therapie wurden positive
Effekte bei Wundheilungsstérungen wie Ulcus cruris oder bei therapieresistenter Colitis
ulcerosa und Sklerodermie beschrieben [86-89].

Bei Patienten mit Ulzerationen der unteren Extremitat unterschiedlicher Genese fiuhrte
die lokale Applikation von Faktor XllI zu einer deutlichen Verbesserung der
Wundheilung [90].

Ebenfalls unterstiitzen die klinischen Befunde der Therapie des diabetischen Malum
perforans die Vermutung, dass der plasmatische Faktor Xl eine Rolle bei der
Sekretionskontrolle hat, die auf einer Reduktion der Permeabilitdt der endothelialen
Schranke beruht. Die erhdhte Granulationstendenz ist durch eine Vernetzung von
verschiedenen lokalen Proteinen und als Folge einer verminderten Transsudation im

endothelialen Bereich erklarbar [77].
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In einer prospektiven Studie konnten Wozniak et al. zeigen, dass die praoperative
Substitution von Faktor Xl bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern, zu einer

deutlichen Inzidenzminderung von myokardialer Schwellung fuhrte [91].
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2 FRAGESTELLUNG

Im Rahmen von Endotoxindmie und Sepsis kommt es zur Aktivierung des
Komplementsystems und der Gerinnungskaskade. Im Zusammenhang damit stehen
eine Aktivierung von Leukozyten und in der Folge eine erhdhte Leukozyten-Endothel-
Interaktion. In der Studie soll untersucht werden, ob die Therapie mit C1l-Esterase-
Inhibitor und Faktor Xlll als gerinnungsaktive Substanzen jeweils in Kombination eine

Wirkung auf die Leukozytenaktivierung hat.

Wir untersuchen den Einfluss einer Kombination von Cl-Esterase-Inhibitor und Faktor
Xl auf die Leukozytenadhéarenz am intestinalen Gefal3endothel bei experimenteller

Endotoxinamie.
Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:

1. In welchem Mal} beeinflusst die Therapie mit der Medikamentenkombination
von Cl-Esterase-Inhibitor und Faktor Xlll die funktionelle Kapillardichte und

die Leukozytenadharenz wahrend der Endotoxindmie?

2. Wie verandert sich der Plasmaspiegel von Antithrombin Ill, C1l-Esterase-
Inhibitor und Faktor Xl durch die Gabe der Medikamentenkombination von
C1l-Esterase-Inhibitor und Faktor XII1?

3. Hat die Gabe der Medikamentenkombination von C1l-Esterase-Inhibitor und

Faktor Xl einen Einfluss auf die Leukozytenzahl im peripheren Blut?
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 VERSUCHSTIERE

In dieser Studie wurden mannliche 30 Wistar-Ratten (Gewicht 200 + 50g) im Alter von
6-8 Wochen untersucht. Die Tierhaltung erfolgte im 12-stiindigem Hell-Dunkel-
Rhythmus, die Umgebungstemperatur betrug 25C, die Luftfeuchtigkeit 55 - 60 %. Den
Tieren war in ihren Kafigen ein freier Zugang zum Wasser und Standardnahrung
(Altromin®, Lage, Deutschland) méglich. Zwolf Stunden vor Versuchsbeginn wurde den
Tieren die feste Nahrung entzogen. Wasser wurde bis zum Beginn der Versuche
gewahrt. Die Versuchsreihen orientieren sich an den Richtlinien fur die Durchfihrung
von Tierversuchen nach 8§ 2 sowie 8§ 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes und wurden am
8. Juli 2002 von der zustandigen Berliner Senatsverwaltung fur Gesundheit genehmigt
(G 0183/00). Die Versuche wurden von August bis Oktober 2002 durchgefihrt.

3.2 GRUPPENEINTEILUNG

Die Tiere wurden in drei Gruppen mit je zehn Tieren aufgeteilt:

Tabelle 2: Gruppeneinteilung: Medikationsgabe

Gruppe LPS C1l-Esterase-Inhibitor Faktor Xl
KONTROLLGRUPPE - - -
ENDOTOXINGRUPPE 10 mg/kg KG - -
C1-INH+FXIII-GRUPPE 10 mg/kg KG 100 E/kg KG 50 E/kg KG
3.3 VERSUCHSABLAUF

Fur alle drei Gruppen war der allgemeine Versuchsablauf identisch. Die Tiere wurden
mit 60 mg/kg KG Pentobarbital narkotisiert und instrumentiert. Dazu gehoérte das
Einlegen der intravasalen Katheter in die Vena jugularis dextra und die Arteria carotis
commnis dextra sowie die Tracheotomie. Nach 15-minutiger Erholungsphase wurde
den Tieren die Endotoxin- bzw. Placeboinfusion durch den ventdsen Katheter
kontinuierlich zugefuhrt. Nach einer Zeit von 30 min bekamen die Tiere die
Medikamentenkombination aus 100 E/kg KG C1-INH + 50 E/kg KG FXIIl bzw. 10 mg/kg
KG Placebo als Bolus. Es folgte die Laparotomie und nach einer Erholungsphase von
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einer Stunde die Intravitalmikroskopie. AnschlieBend wurden Gewebeproben fur die
Histologie entnommen. Wahrend des ganzen Versuchsablaufes erfolgten bei den
Tieren ein kontinuierliches Monitoring der Vitalparameter und drei Uber den

Versuchszeitraum verteilte Blutentnahmen (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Versuchsablauf.

3.4 NARKOSEFUHRUNG

Die Narkose wurde durch eine intraperitoneale Applikation von 60 mg/kg KG
Pentobarbital (Synopharm GmbH, Barsbittel) eingeleitet. Die Narkosetiefe wurde
anhand der Atemfrequenz und der durch Kneifen in den Schwanz ausgelosten
Beugerreflexe kontinuierlich Gberprift. Bei positiven Beugerreflexen oder Atemfrequenz
>90/min wurde eine Erhaltungsdosis des Pentobarbitals von 20 mg/kg KG als

intravenose Bolusgabe nachgegeben.

3.5 OPERATIVE TECHNIKEN
35.1 TRACHEOTOMIE UND KATHETERIMPLANTATION

Die Fixierung der Tiere erfolgte in der Rickenlage. Nach Rasur und Desinfektion der
rechten Halsseite wurde die Haut Gber 2 cm von kranial nach kaudal mittels eines

Elektrokauters (BCH 50, TUR, Dresden, Deutschland) inzidiert und die proximale
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Trachea dargestellt. Die Trachea wurde mittels Mikroschere quer unterhalb des 7.
Ringknorpels erdffnet und mithilfe einer Venenverweilkantle intubiert. Danach erfolgte
die Darstellung der rechten Vena jugularis interna und der Arteria carotis communis.
Nach distaler Ligatur und proximaler Abklemmung der Gefal3e mittels Mikroclip wurden
die Katheter in Venae-Sectio-Technik platziert, mit Haltefaden fixiert und schlief3lich die
Mikroclips entfernt. Anschlieiend wurde den Tieren eine Erholungsphase von ca. 15

min bis zur Induktion der Endotoxinamie gewabhrt.

3.5.2 DARMPRAPARATION

Zwei Stunden nach der LPS-Applikation wurden die intravitalmikroskopischen
Untersuchungen durchgefihrt. Dazu wurde nach Rasur und Desinfektion der
Bauchdecke eine Laparotomie vom Xyphoid bis zur Symphyse durchgefuhrt. Den
Tieren wurde in der Seitenlage ein ca. 3 cm langes Segment des terminalen lleums

mittels einer no-touch-Technik auf eine spezielle Haltevorrichtung (Stage) ausgelagert.

Als transparente und plane Abdeckung der Mikroskopiekammer diente ein
Deckglaschen (21x26 mm, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland), was einen
Zugang zu einem Darmabschnitt von ca. 1 cm? von der Serosa aus ermdglichte. Nicht
untersuchte Darmabschnitte wurden gegen eine Austrocknung mit einer benetzten
Gaze abgedeckt und kontinuierlich mit auf 37C erwa rmter Ringerldsung befeuchtet.
Fur die Untersuchung der Submukosa wurde der Darm antimesenterial mithilfe des
Elektrokauters eroffnet und eventuell vorhandener Darminhalt vorsichtig mit
korperwarmer Ringerlésung ausgespuilt.

3.6 MONITORING

Die Tiere atmeten spontan Raumluft via Trachealkanile, die Atemfrequenz wurde mit
einem Infrarotsensor aufgezeichnet. Es erfolgte ein kontinuierliches Monitoring (BMT
Biomonitor 5231; Druckmesswandler W112; RFT, Stal3furt, Deutschland) von mittlerem
arteriellen Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF). Zur Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur von 37 £ 0,5 °C wurden die Tiere auf einer Warmematte gelagert.
Das Monitoring der Temperatur erfolgte Uber eine rektale Thermistorsonde (W 233,
RFT, Stal3furt, Deutschland).
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3.7 VOLUMENSUBSTITUTION UND MEDIKAMENTENZUFUHR

Uber den arteriellen Zugang erfolgte eine kontinuierliche Spilung mit:
« Vollelektrolytldsung (Thomaejonin®, Thomea, Biberach, Deutschland)

Uber den zentralvendsen Zugang erfolgten eine kontinuierliche Spulung, die

Volumensubstitution und die Medikamentengabe von:

« Vollelektrolytldsung (Thomaejonin®, Thomea, Biberach, Deutschland)
 LPSvon E. coli (Serotyp O55: B5; Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
* Pentobarbital (Synopharm GmbH, Barsbuttel, Deutschland)

« Factor Xl (Fibrogammin® HS, Aventis, Marburg, Deutschland)

« Cl-Esterase-Inhibitor (Berinert® P, Aventis, Marburg, Deutschland)

* FITC-Dextran (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

* Rhodamin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

3.8 ENDOTOXINMODEL

Die Endotoxindmie wurde durch eine kontinuierliche Dauerinfusion des
Lipopolysacharids (LPS) von E. coli (Serotyp O55: B5; Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) in einer Dosis von 10 mg/kg KG den Tieren der Endotoxin- und C1-

INH+FXII-Gruppe durch den vendsen Katheter zugefuhrt.
3.9 INTRAVITALMIKROSKOPIE
3.9.1 TECHNIK

Fur die intravitale Fluoreszenz-Video-Mikroskopie (Intravitalmikroskopie, 1IVM) wurde
folgende technische Ausristung verwendet, mit der eine 250- bzw. 500-fache
Vergrol3erung erreicht werden konnte:

» Epifluoreszenzmikroskop: Axiotech Vario (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

e Lichtquelle: HBO 50 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

* Okulare: 10x (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

« Obijektiv fir Ubersichtsaufnahmen: 10x/0,5 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

* Objektiv fur Detailaufnahmen: 20 x/0,5 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

27



Filtersatz Nr. 20, Anregung: BP 546/12; Frequenzteiler: 560; Emission: BP 575 —
640 fur Beobachtungen mit Rhodamin 6G (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Filtersatz Nr. 10, Anregung: BP 450 — 490; Frequenzteiler: 510; Emission: BP 515 —
565 fur Beobachtungen mit FITC-Dextran (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Video Kamera: Panasonic WV 1850 (Matsushita, Tokio, Japan)
Videorecorder: Panasonic AG 6200 (Matsushita, Tokio, Japan)
Monitor: Philips LDH 2106/00 (Philips, Eindhoven, Niederlande)

Video Timer: VTG-22 (For-A, Tokyo, Japan)
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Abbildung 2: Versuchsaufbau
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3.9.2 DURCHFUHRUNG DER INTRAVITALMIKROSKOPIE

Zur Markierung und zur optimalen Darstellung der Leukozyten wurde 0,017%iges
Rhodamin-6G (Sigma, Deisenhofen, Deutschland; Lésungsmittel: NaCl 0,9 %) in zwei
Boli zu je 200 pl verabreicht. Die danach erfolgte Gabe von 200 pul einer 5%igen FITC-
Dextran-L6sung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland; gelost in NaCl 0,9 %) ermdglichte
eine  Kontrastanhebung des Plasmas und somit eine Darstellung des

Kapillarstrombettes.

Die Submukosa des ausgelagerten Darmabschnittes wurde unter dem Mikroskop
fokussiert. Es wurden finf Gesichtsfelder mit unverzweigten, Gber mindestens 100 pm
gestreckt verlaufenden Venolen 1. Grades und finf Gesichtsfelder mit ebensolchen
Venolen 3. Grades aufgesucht und fur jeweils 30s aufgezeichnet. AuRerdem wurden
funf Videosequenzen mit Kapillaren der longitudinalen Muskulatur und finf
Videosequenzen mit Kapillaren der zirkularen Muskulatur aufgezeichnet. Die Dauer der
Mikroskopie betrug insgesamt etwa 20 Minuten.

Fur die Aufzeichnung der Submukosa wurde das Darmlumen in einer Lange von 2 cm
mit einem Elektrokauter eréffnet und nach Spuilung mit kérperwarmer physiologischer
Kochsalzlésung erneut auf einer Haltevorrichtung platziert. Bevorzugt wurden geftllte
Darmabschnitte gewahlt, um eine Lasion der gegenuberliegenden, mesenterialen
Darmwand bei der Inzision zu vermeiden. Es wurden diejenigen Abschnitte der
Submukosa untersucht, die direkt den mesenterialen GefaRarkaden anlagen. Somit war
der gro3tmdogliche Abstand zu den Schnittréndern gewahlt und eine Alteration dieser
Submukosaabschnitte durch die Mikrokauterisierung am geringsten. Es wurden funf
Videosequenzen von Kapillaren der longitudinalen und funf der zirkularen
Submukosaschicht 30s lang aufgezeichnet. Die Mikroskopiedauer betrug ca. 8-10

Minuten.

Die Gesamtmikroskopiezeit betrug ca. 45-60 min. Die Auswertung aller

Videosequenzen erfolgte off-line am Videomonitor.

3.9.3 FUNKTIONELLE KAPILLARDICHTE

Die funktionelle Kapillardichte (FCD) errechnet sich aus der Lange der Kapillaren mit
sichtbarer Erythrozytenperfusion (hell erscheinendes FITC-Dextran-markiertes Plasma
und dunkel erscheinender Erythrozyten Kontrast) im Verhaltnis zu einer umschriebenen
Flache.
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Funktionslose Kapillaren sind Kapillaren ohne sichtbare Erythrozytenperfusion, d.h.
Kapillaren mit sichtbar stehenden Erythrozyten Ulber eine Beobachtungszeit von
mindestens 30 Sekunden. Die Auswertung der FCD erfolgte in den Schichten Lamina
muscularis longitudinalis, Lamina muscularis circularis und Lamina mucosae. Die
Auswertung fand unter Nutzung einer quadratischen Gitterschablone am Bildschirm
statt. Sie ermoglichte die Ermittlung der FCD Uber die Erhebung von Schnittpunkten
perfundierter Kapillaren mit der Gitterschablone in einer ,region of interest".

Die FCD wird als Kapillarlange je Gitterkdstchen LK ausgedruckt.

FCD (L= k x N/L

L = 2 Pyd = Lange des Gittersystems

d = Kantenlange der Kastchen (in pm = Originallange)

PM = Anzahl der K&stchen

N = Anzahl der Kreuzungen von perfundierten Kapillaren mit den Gitterlinien
k = Konstante, die durch 11/2 beschrieben wird

FCD = cm/cm? =cm™

Ausgewertet wurden finf Regionen der Muskularisschichten mit einer Ausdehnung von
400 x 500um sowie funf submukosale Kapillargebiete in einer Ausdehnung von ca. 100
x 150 um (zentraler Villusbereich). Fur die Kapillaren der Muskularisschicht wurde ein
Gitter der Kantenlange von 50 um und fir die Kapillaren der Submukosaschicht von
12,5 um gewabhilt.

3.94 LEUKZYTENADHARENZ

Ausgewertet wurden finf submukodse Venolen 1. Grades (V1) mit einem Durchmesser
von 70,8 = 7,1um und finf Venolen 3. Grades (V3) mit einem Durchmesser von 37,2 +
5,5um (V1 = Sammelvenolen 41-75 uym, V3 = postkapillare Venolen 25-40 uym) in der

intestinalen Submukosa.
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Abbildung 3: Schema des Darmwandaufbaus mit wesentlichen Aufzweigungen der Arteriolen (A1-A5)
und Venolen (V1 — V4), Kapillaren der zirkularen (CC) und longitudinalen (LC) Muskulatur,
MA: zentrale Villusarteriole mit Aufzweigung in zwei Verteilungsarteriolen (DA), PC:
prékapillare Sphinkteren, MC: Mukosakapillaren, 2VM: mukosale Venolen 2. Ordnung,
CV: Villussammelvenole

3941 TEMPORAR ADHARENTE LEUKOZYTEN (ROLLER)

Ausgezahlt wurden Leukozyten, die in einem Beobachtungszeitraum von 30 Sekunden
den ausgewahlten GefalRabschnitt mit einer Geschwindigkeit von ca. 50 pum/s

passierten. Ermittelt wurde die Leukozytenanzahl pro Minute:

Roller-Flow = [n/min]
3.9.4.2 FEST ADHARENTE LEUKOZYTEN (STICKER)

Ausgezahlt wurden Leukozyten, die im Beobachtungszeitraum von 30 Sekunden an
einer umschriebenen Endotheloberflache haften blieben. Fir die Berechnung der

Endotheloberflache wird eine Zylinderstruktur des Gefalies angenommen.
Zylinderflache: F=1x U

Zylinderumfang: U = tx d

d = Gefaldurchmesser

| = Lange des Gefalies

Sticker = [n/ mm?]
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3.10 LABORPARAMETER

Die Blutentnahmen erfolgten tber den arteriellen Katheter zu drei Zeitpunkten:

ZP 0, ZP 90, ZP 180 min (siehe Abb. 1)

3.10.1 LEUKOZYTEN

Fur die Bestimmung der Leukozytenzahl wurden 50 pl Blut in eine EDTA-
Kunststoffkapillare (Kabe Labortechnik, Deutschland) entnommen und am Zellcounter
(Technikon, Bayer, Leverkusen, Deutschland) ausgewertet. Die Eichung unterliegt den
Standards von Paratech (Steck Laboratories, Inc., Ohama, USA). Die Blutproben
wurden im Kuihlschrank bei 4C aufbewahrt und innerhalb von 12 Stunden nach

Entnahme untersucht.
3.10.2 GERINNUNGSFAKTOREN

Fur die Bestimmung der Gerinnungsfaktoren wurden 500 pl Blut in ein Eppendorfgefald
mit 50 pl Citrat (Verhaltnis 10:1) abgenommen und Uber 5 min zentrifugiert. Ein
Serumiberstand von 200 pl wurde abpipettiert und mit 200 pl NaCl 0,9 % (Verhéltnis
1:2) verdinnt. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die abpippetierten Proben
eingefroren und nach Beendigung der Versuchsreihe untersucht. Zur Analyse der
Parameter wurden folgende Kits benutzt:

« Antithrombin 11l (Berichrom®, Dade Behring, Deutschland)

« C1l-Esterase-Inhibitor (Berichrom®, Dade Behring, Deutschland)
 Factor Xl (Berichrom®, Dade Behring, Deutschland)

3.11 STATISTISCHE METHODEN

Die statistische Auswertung sowie Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des
Statistikprogramms SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Fur die Untersuchung der
Unterschiede zwischen den Gruppen und den Zeiteffekten wurde eine 2-faktorielle
nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit Messwiederholung nach Brunner

mithilfe des Statistikprogramms SAS 8.2 durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie sowie der Laborparameter wurden in Form von
Boxplots als Median mit der 25. und 75. Perzentile, Minimum und Maximum, Ausreif3ern

(o) sowie Extremwerten () dargestellt.
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Aufgrund der kleinen Fallzahl, einer nicht anzunehmenden Normalverteilung und
AusreiRern wurde eine nichtparametrische Multivarianzanalyse durchgefiihrt. Fir die
Unterschiede zwischen den Gruppen an bestimmten Zeitpunkten wurde der Kruska-
Wallis-Test angewandt. Die Unterschiede zwischen zwei Zeitpunkten innerhalb einer
Gruppe wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Das Signifikanzniveau
wurde bei p < 0,05 angesetzt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 INTRAVITALMIKROSKOPIE

4.1.1 FUNKTIONELLE KAPILLARDICHTE

4.1.1.1 FCD VILLI INTESTINALES

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
FCD.iii bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 688 (646-737)/cm. Es fand sich kein

statistisch signifikanter Unterschied in der FCD.;; zwischen den untersuchten Gruppen.

800— —
750 T
— 700
e
O —
~~
A=)
a3 1
O 650
LL
600— O
550
! I I
KONTROLLE ENDOTOXIN C1-INH+EXIII
GRUPPE

Abbildung 4: Funktionelle Kapillardichte der Villi Intestinales zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der

Endotoxin- bzw. Placeboinfusion; o: Ausrei3er; KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN:
Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIIl: C1-INH+FXII-Gruppe (LPS plus C1-INH plus
FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit Messwiederholung

nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.1.2 FCD LONGITUDINALE MUSKULARISSCHICHT

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
FCDiong bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 173 (152-177)/cm. Es fand sich kein

statistisch signifikanter Unterschied in der FCDiong zwischen den untersuchten Gruppen.
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Abbildung 5: Funktionelle Kapillardichte der longitudinalen Muskularisschicht zum Zeitpunkt 120 min
nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion; o: AusreiRer; KONTROLLE:
Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIII); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fur
Daten mit Messwiederholung nach Brunner tiber den gesamten Verlauf.
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4.1.2.1 FCD ZIRKULARE MUSKULARISSCHICHT

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
FCD.« bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 203 (179-214)/cm. Die FCDg in der
Endotoxingruppe lag signifikant hoher bei 226 (216-234)/cm. Die Werte der Cl1-
INH+FXIII-Gruppe lagen auf dem Niveau der Endotoxingruppe bei 227 (206-253)/cm
und waren ebenfalls signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Zwischen der
Endotoxin- und der C1-INH+FXIII-Gruppe gab es keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 6: Funktionelle Kapillardichte der zirkularen Dinndarmmuskulatur zum Zeitpunkt 120 min
nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion; “p<0,05 vs. Kontrollgruppe;
KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIII: C1-
INH+FXIII-Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXII); 2-faktorielle nichtparametrische
Varianzanalyse fur Daten mit Messwiederholung nach Brunner ber den gesamten

Verlauf.

36



4.1.3 LEUKOZYTENADHARENZ

4.1.3.1 TEMPORAR ADHARENTE LEUKOZYTEN (ROLLER) IN VENOLEN 1. GRADES

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
Anzahl der temporar adharenten Leukozyten (Roller) in den Venolen 1. Grades der
intestinalen Submukosa bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 35 (7-66)/min. Es fand
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Endotoxin- und der
Kontrollgruppe. Die Werte der C1-INH+FXIII-Gruppe lagen mit 7 (3-9)/min signifikant
niedriger im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Zwischen der Endotoxin- und der C1-
INH+FXIII-Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 7: Anzahl der temporar adharenten Leukozyten in den Venolen 1. Grades der intestinalen
Submukosa zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion;
#p<0,05 vs. Kontrollgruppe; KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur
LPS); CI1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-Gruppe (LPS plus C1-INH plus FEXIIl); 2-faktorielle
nichtparametrische Varianzanalyse fur Daten mit Messwiederholung nach Brunner Uber
den gesamten Verlauf.
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4.1.3.2 TEMPORAR ADHARENTE LEUKOZYTEN (ROLLER) IN VENOLEN 3. GRADES

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die

Anzahl der temporar adharenten Leukozyten (Roller) in den Venolen 3. Grades der

intestinalen

Submukosa bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 27 (14-40)/min. Die

Anzahl der Roller in der Endotoxingruppe lag signifikant niedriger bei 7 (3-10)/min. Die

Werte der C1-INH+FXIII-Gruppe lagen auf dem Niveau der Endotoxingruppe mit 6 (4-

13)/min ebenfalls signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Zwischen der

Endotoxin- und der C1-INH+FXIII-Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 8: Anzahl der temporar adharenten Leukozyten in den Venolen 3. Grades der intestinalen

Submukosa zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion; o:
AusreiBer; p<0,05 vs. Kontrolle; KONTROLLE:  Kontrollgruppe;  ENDOTOXIN:
Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIIl: C1-INH+FXII-Gruppe (LPS plus C1-INH plus
FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit Messwiederholung
nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.1.3.3 FEST ADHARENTE LEUKOZYTEN (STICKER) IN VENOLEN 1. GRADES

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
Anzahl der fest adharenten Leukozyten (Sticker) in den Venolen 1. Grades der
intestinalen Submukosa bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 55/mm? (16-131/mm?).
Die Anzahl der Sticker in der Endotoxingruppe lag signifikant héher bei 368/mm? (306-
475/mm?%). Die Werte der CI1-INH+FXII-Gruppe lagen auf dem Niveau der
Endotoxingruppe. Zwischen der Endotoxin- und der C1-INH+FXIII-Gruppe gab es

keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 9: Anzahl der fest adharenten Leukozyten in den Venolen 1. Grades der intestinalen
Submukosa zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion; o
und *: Ausreier; “p<0,05 vs. Kontrolle; KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN:
Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-Gruppe (LPS plus C1-INH plus
FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit Messwiederholung
nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.1.3.4 FEST ADHARENTE LEUKOZYTEN (STICKER) IN VENOLEN 3. GRADES

Zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion lag die
Anzahl der fest adharenten Leukozyten (Sticker) in den Venolen 3. Grades der
intestinalen Submukosa bei den Tieren der Kontrollgruppe bei 69/mm? (20-160/mm?).
Die Anzahl der Sticker in der Endotoxingruppe lag signifikant héher bei 635/mm? (556-
814/mm?). Die Werte der C1-INH+FXIII-Gruppe lagen signifikant niedriger bei 503/mm?
(337-646/mm?) im Vergleich zur Endotoxingruppe.
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Abbildung 10: Anzahl der fest adhdrenten Leukozyten in den Venolen 3. Grades der intestinalen
Submukosa zum Zeitpunkt 120 min nach Beginn der Endotoxin- bzw. Placeboinfusion;
0: Ausreil3er; #p<0,05 vs. Kontrolle, §p<0,05 vs. Endotoxin; KONTROLLE: Kontrollgruppe;
ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); CI1-INH+FXIll: C1-INH+FXII-Gruppe (LPS
plus C1-INH plus FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.2 LABORPARAMETER
4.2.1 LEUKOZYTEN

Die Werte der Leukozytenzahl sind in der Tabelle 3 beschrieben.

Tabelle 3: Leukozytenzahl im peripheren Blut.

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1,5h 3h p
6,03 7,02 6,90
KONTROLLE
(4,78-6,66) (4,94-8,18) (5,42-11,59)
5,48 4,32 3,23
ENDOTOXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(4,76-6,96) (3,47-6,18) (2,93-4,34)
5,19 2,97 3,09
C1-INH+EXII P<0.05 vs. Kontrolle
(4,94-5,55) (2,16-4,20) (2,09-3,81)

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIII: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIll); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.

422 C1-ESTERASE-INHIBITOR-AKTIVITAT

Die Werte der Cl-Esterase-Inhibitor-Aktivitat sind in der Tabelle 4 beschrieben.

Tabelle 4: C1-Esterase-Inhibitor-Aktivitat im peripheren Blut.

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1,5h 3h p
37 35 33
KONTROLLE
(30-59) (28-38) (28-38)
30 26 30
ENDOTOXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(28-41) (23-35) (22-30)
29 196 162 P<0.05 vs. Kontrolle
C1-INH+FXIII .
(28-45) (179-218) (145-178) P<0.05 vs. Endotoxin

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIII: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.2.3 FAKTOR-XIII-AKTIVITAT

Die Werte der Faktor-XllI-Aktivitat sind in der Tabelle 5 beschrieben.

Tabelle 5: Faktor-XllI-Aktivitat im peripheren Blut.

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1,5h 3h p
101 90 78
KONTROLLE
(86-120) (87-97) (65-84)
109 82 56
ENDOTOXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(97-117) (74-87) (48-67)
91 73 46
C1-INH+FEXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(80-102) (70-77) (36-54)

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIll); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.

4.2.4 ANTITHROMBIN-II-AKTIVITAT

Die Werte der Antithrombin-lll-Aktivitat sind in der Tabelle 6 beschrieben.

Tabelle 6: Antithrombin-11I-Aktivitéat im peripheren Blut.

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1,5h 3h p
109 111 106
KONTROLLE
(105-124) (98-119) (98-113)
118 100 79
ENDOTOXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(110-124) (93-107) (75-86)
92 74 62
C1-INH+EXII P<0.05 vs. Kontrolle
(65-114) (56-98) (55-78)

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIII: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIll); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.
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4.3 HAMODYNAMIK
43.1 HERZFREQUENZ

Die Herzfrequenz lag in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt O bei 377 (343-394)/min und
blieb im Verlauf weitgehend stabil. Die HF der Endotoxingruppe war im Verlauf
signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die C1-INH+FXIII-Gruppe
unterschieden sich bezuglich der Herzfrequenz nicht signifikant von der Kontrollgruppe.

Tabelle 7: Herzfrequenz

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1h 2h 3h p
377 343 360 394
KONTROLLE
(343-394) (334-347) (339-369) (356-398)
360 360 394 394
ENDOTOXIN P<0.05 vs. Kontrolle
(347-386) (343-377) (369-411) (389-411)
377 360 377 369
C1-INH+FXIII
(356-381) (339-377) (373-394) (356-394)

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIIl); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fiir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.

4.3.2 MITTLERER ARTERIELLER BLUTDRUCK

Der mittlere arterielle Blutdruck lag in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt O bei 111 (99-
133)/mmHg und blieb im Verlauf weitgehend stabil. Die Endotoxingruppe unterschied
sich bezlglich des MAP nicht signifikant von der Kontrollgruppe. Die C1-INH+FXIII-
Gruppe unterschied sich im Verlauf signifikant von der Kontrollgruppe beziglich des
MAP.

Tabelle 8: Mittlerer arterieller Blutdruck

GRUPPE / ZEITPUNKT Oh 1h 2h 3h p
KONTROLLE 111 105 118 116
(99-133) (89-121) (96-145) (111-132)
ENDOTOXIN 130 97 102 113
(118-136) (80-114) (90-115) (99-122)
C1-INH+FXIII 132 96 97 111 P<0.05 vs. Kontrolle
(123-135) (80-112) (87-102) (105-117)

KONTROLLE: Kontrollgruppe; ENDOTOXIN: Endotoxingruppe (nur LPS); C1-INH+FXIIl: C1-INH+FXIII-
Gruppe (LPS plus C1-INH plus FXIll); 2-faktorielle nichtparametrische Varianzanalyse fir Daten mit
Messwiederholung nach Brunner Uber den gesamten Verlauf.

43



5 DiskussION

In der Pathogenese der Sepsis spielen die Stérung der Mikrozirkulation mit gesteigerter
Mediatorenfreisetzung, Leukozytenadharenz und -migration sowie die Aktivierung des

Gerinnungs- und Komplementsystems eine entscheidende Rolle.

Ziel unserer Arbeit war es, den Einfluss von C1-Esterase-Inhibitor in Kombination mit
Faktor Xlll auf die intestinale Mikrozirkulation in einem Ratten-Sepsismodell mithilfe der

Intravitalmikroskopie zu untersuchen.

In unserer Studie beobachteten wir nach Endotoxingabe eine Verminderung der
temporar adharenten Leukozyten (Roller) und eine Erhdhung von fest adharenten
Leukozyten (Sticker) der intestinalen Submukosa von Ratten. Die Zahl der fest
adharenten Leukozyten in Venolen 3. Grades der intestinalen Submukosa konnte durch
die Gabe der Medikamentenkombination von C1l-Esterase-Inhibitor und Faktor XIII
gesenkt werden. Wir konnten keinen Einfluss der Medikamentenkombination auf die
funktionelle Kapillardichte zeigen.

5.1 METHODIK

5.1.1 SEPSISMODELL

In der Literatur werden hauptsachlich zwei Verfahren beschrieben, um tierexperimentell
pathophysiologische Veranderungen zu erzielen. Bei dem ersten Verfahren handelt es
sich um ein Sepsismodell , bei dem vitale Infektionserreger entweder von auf3en in den
Organismus eingebracht oder innerhalb des Organismus freigesetzt werden. Bei
diesem Modell gibt es unterschiedliche Wege zur Sepsisinduktion mit vitalen
Infektionserregern:

* Erzeugung von Weichteilinfektionen durch Einbringen von Fremdmaterial
* Implantation von Faeces oder lebenden Erregern in die Peritonealhdhle
» Parenterale Applikation von lebenden Mikroorganismen

* Chirurgische Prozeduren zur Zerstorung der normalen intestinalen Barrieren mit
Bakterientranslokation mit der Folge einer Peritonitis wie das CLP-Modell (cecal ligation

and puncture) [92].
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Bei dem zweiten Verfahren handelt es sich um ein Endotoxinmodell , indem ein
Zellmembranbestandteil gramnegativer Bakterien, das Endotoxin, verabreicht wird. Hier
konnen unterschiedliche Toxine verabreicht werden. Die Applikation kann sowohl
intraperitoneal als auch intravents als Bolus oder Uber eine kontinuierliche Gabe
erfolgen.

Bei der Wahl des passenden Verfahrens werden unterschiedliche Kriterien analysiert.
Wahrend bei den Sepsismodellen ein langerer Zeitraum zur Induktion der Sepsis
bendtigt wird, was mit langerer Wartezeit verbunden ist, kénnen bei dem
Endotoxinmodell physiologische und laborchemische Veranderungen bereits 30-45min
nach Toxinapplikation beobachtet werden [93].

Ebenso ist das Endotoxinmodell durch die genaue Quantifizierbarkeit der ,challenge*-
Dosis und dem damit verbundenen Symptom-Zeit-Verlauf sowie der Reproduzierbarkeit
dem Sepsismodell Uberlegen. Beim Sepsismodell ist die Ermittlung der Dosis, die Art
der Erreger und des Zeitpunktes der Translokation schwer zu bestimmen. Aul3erdem
sind die Handhabung des LPS und der kleinere operative Aufwand beim
Endotoxinmodell von Vorteil. Deswegen entschieden wir uns in unserer Studie fur das
Endotoxinmodell.

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion hangt auch von den Blutdruckveranderungen ab.
Diese haben Einfluss auf die Flussgeschwindigkeit der Blutzellen sowie auf die
Scherkrafte zwischen Blutzellen und Endothel. Deswegen war es wichtig, ein
Studiendesign zu wahlen, bei dem die Applikationsart und Dosierung von Endotoxin
den geringsten Einfluss auf den Blutdruck haben.

Wahrend eine Bolusgabe von Endotoxin zu Blutdruckabfall fihrt, ist eine kontinuierliche
Gabe mit eher stabilen Blutdruckwerten verbunden. Die kontinuierliche Applikation des
Endotoxins scheint einerseits einen kleineren Einfluss auf die hamodynamische
Situation zu haben als die Bolusinjektion, andererseits simuliert sie besser die
Endotoxinfreisetzung beim septischen Patienten [94].

Hinsichtlich der Dosis zeigten unterschiedliche Studien, dass bei Applikation einer
niedrigen Bolusdosis des Endotoxins eine hyperdyname Kreislaufreaktion zu
beobachten ist [95]. Bei hohen Bolusdosen von 40 mg/kg KG kommt es dagegen zu
hypodynamen Kreislaufsituationen mit erhdhten peripheren Widerstdanden und
erniedrigtem Herzzeitvolumen [96]. In der Studie von Xu et al. wurde ein

Endotoxinmodell (Tierspezies Ratte) mit der Dosis von 5 mg/kg KG Endotoxin von E.
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coli O55:B5 gewahlt. Es konnte ein unverdnderter MAP bei Anstieg der Herzfrequenz
beobachtet werden. Eine Stunde nach Induktion der Endotoxindmie wurde ein erhdhtes
Herzminutenvolumen registriert. Somit lag ein hyperdynames Modell der Endotoxinamie
vor [97]. Um den geringsten Einfluss auf die Kreislaufsituation zu erreichen, wahlten wir
die Dosis von 10 mg/kg KG, die wir Uber eine kontinuierliche Gabe appliziert haben.
Schmidt et al. verglichen in ihrem Rattenmodell eine Kontrollgruppe mit zwei
Endotoxingruppen, wobei die eine 1,5 mg/kg KG LPS und die andere 15 mg/kg KG
Endotoxin kontinuierlich appliziert bekam. Der MAP blieb in der Kontroll- und der 1,5
mg/kg KG LPS-Gruppe uber die ganze Versuchszeit stabil. In der mit 15 mg/kg KG LPS
behandelten Gruppe kam es zwar zu einem leichten Abfall des MAP, dieser war aber
nicht statistisch signifikant [98]. Keine signifikanten MAP-Veranderungen nach einer
kontinuierlichen Applikation von 5 mg/kg KG LPS beschrieben ebenfalls Birnbaum et al.
[99]. Weitere Autoren nannten keine signifikante MAP Veranderungen weder nach einer
Applikation von 2 mg/kg KG Endotoxin noch nach 2,5 mg/kg KG LPS per Continuum
[26, 100].

Ebenfalls kdnnen zwischen den einzelnen Chargen desselben Endotoxin-Serotyps
Wirkunterschiede auftreten [101]. Fur alle Versuche verwendeten wir deshalb dieselbe
Endotoxin Charge (Lipopolysaccharid von E. coli, Serotyp O55:B5).

Anasthetika haben nach unterschiedlichen Studien Einfluss auf die Leukozyten-
Endothel-Interaktion. So beschrieben Schmidt et al. eine Verringerung der
Leukozytenadharenz bei Einsatz von Ketamin [102]. Janssen et al. berichteten, dass
der Einsatz von Pentobarbital im Gegensatz zu Fentanyl keinen Einfluss auf
Leukozytenadharenz zeigte. Daher entschieden wir uns fur Pentobarbital als
Narkotikum [103].

Im Hinblick auf den Einsatz von Rhodamin-6G, das als Markersubstanz fur die
Darstellung der Leukozyten wahrend der Intravitalmikroskopie diente, werden in der
Literatur keine signifikanten Verdnderungen der Leukozyten-Endothel-Interaktion
angegeben [104, 105].

Zwischen dem tierexperimentellen Model und der klinischen Sepsis gibt es wesentliche
Unterschiede, sei es im zeitlichen Verlauf oder in der Art der Erreger. Da das
Endotoxinmodell jedoch in der Lage ist, fir die Sepsis wichtige pathophysiologische und
laborbiochemische Veranderungen hervorzurufen, erschien das Modell fir die Studie

am besten geeignet.
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5.2 INTRAVITALMIKROSKOPIE

Statische Methoden wie Evaluierung der Laborparameter oder der histologischen
Schnitte kdnnen Aussagen zur Momentaufnahme der mikrohamodynamischen Situation
machen. Die Intravitalmikroskopie dagegen ist fur die Beobachtung der Mikrozirkulation
in vivo mit der Beurteilung der dynamischen Prozesse, wie der Leukozyten-Endothel-
Interaktion oder der Kapillarperfusion von wichtiger Bedeutung [106, 107].

In unsere Studie konnte anhand der hamodynamischen und Ilaborchemischen
Veranderungen gezeigt werden, dass das etablierte Versuchsmodell charakteristische
klinische Konstellationen bei der Sepsis widerspiegelt. Die ersten Effekte der
Medikamentenkombination von C1-INH+FXIIl auf die Mikrozirkulation konnten gezeigt

werden.

5.2.1 FUNKTIONELLE KAPILLARDICHTE

Die funktionelle Kapillardichte in den Villi intestinales der Kontrollgruppe lag mit
durchschnittlich 688/cm etwa auf dem gleichen Niveau wie die unbehandelten
Endotoxingruppe mit 715/cm sowie der C1-INH+FXIII-Gruppe mit 705/cm. Hier fand
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen.

In der longitudinalen Muskularis lag die funktionelle Kapillardichte der Kontrollgruppe
mit durchschnittlich 173/cm etwa auf dem gleichen Niveau wie der unbehandelten
Endotoxingruppe mit 178/cm sowie der C1-INH+FXIII mit 177/cm. Wir beobachteten
keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen.

Die funktionelle Kapillardichte in der zirkularen Muskularis der unbehandelten
Endotoxingruppe lag mit durchschnittlich 226/cm signifikant hoher als bei den Tieren
der Kontrollgruppe mit 203/cm. Die Werte der C1-INH+FXIII-Gruppe lagen mit 227/cm
auf dem Niveau der Endotoxingruppe. Hier fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

In der Literatur findet man widersprichliche Untersuchungen zur Kapillarperfusion in der
Darmwand bei Endotoxindmie.

Die Minderperfusion bei der Endotoxindmie konnte in mehreren Studien gezeigt
werden. So bestéatigten Drazenovic et al. mittels Carbon-Injektionstechnik eine
verminderte funktionelle Kapillardichte nhach Endotoxingabe. Theuer et al. zeigten bei

einer normotensiven Bakteriamie eine 30%ige Vasokonstriktion in intestinalen Al- und
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A3-Arteriolen, wobei die Mukosaperfusion um ca. 40 % (Messung mittels Laser-
Doppler-Flowmetrie)  zurtickging [108, 109]. Schmidt et al. zeigten
intravitalmikroskopisch eine 35%ige Reduktion des Vvillésen Blutflusses bei
Endotoxindmie [98]. Ebenfalls Farquhar et al. fanden in einem CLP-Modell an der Ratte
vergrof3erte interkapillare Areale als Ausdruck einer verminderten Kapillardichte [110].
Einige Autoren konnten keine Minderperfusion bei der Endotoxindmie bestatigen. So
fanden VanderMeer et al. keine mukosale Hypoperfusion bei Endotoxinamie [111].
Neviere et al. konnten ebenfalls keine verminderte Kapillardichte in der Mukosa in
einem Pseudomonas-Sepsis-Modell bestatigen [112].

Revelly et al. dagegen zeigten mit der Mikrosphéarentechnik, dass es bei Endotoxinamie
zu einer Umverteilung der Durchblutung in der Darmwand zu Gunsten der Mukosa und
zum Nachteil der Muskularis kommt, wobei der Gesamtblutfluss zum Darm in dieser
Studie konstant blieb [113].

Die Hypothese, dass eine mukosale Perfusionsverminderung von pathogenetischer
Relevanz fur die Entwicklung einer intestinalen Hyperpermeabilitdt ist, wird durch
tierexperimentelle Studien zwar gestitzt, ist aber offensichtlich von dem
Versuchsmodell und der Methodik abhangig. Navaratnam et al. konnten zeigen, dass
eine gestorte Darmpermeabilitdt vor allem in minderperfundierten Darmabschnitten
auftritt [114]. Fink et al. zeigten dagegen keine Stdrung der intestinalen Permeabilitat
bei einer mechanischen Verminderung der mesenterialen Perfusion auf Werte, wie sie
bei der Endotoxindmie beobachtet werden [115]. Somit kann die These einer Stdrung
der intestinalen Permeabilitat durch eine alleinige, mukosale Hypoperfusion nicht
bestétigt werden.

In unserer Studie konnten wir keinen Einfluss der Medikamentenkombination von C1-
Esterase-Inhibitor und Faktor Xlll auf die funktionelle Kapillardichte zeigen. Wir fanden
aulBerdem keine Beeintrachtigung der Mikrozirkulation in den Villi intestinales der
Dunndarmmukosa sowie der longitudinalen und zirkularen Dinndarmmuskulatur nach
der Endotoxinamie. Wir entdeckten eine leicht erhéhte FCD in der zirkularen
Dunndarmmuskulatur zwei Stunden nach der Endotoxindmie als Ausdruck einer
Umverteilung des Blutflusses. Das steht allerdings im Widerspruch zu den Ergebnissen
friherer Studien mit kleineren LPS-Dosen von 2,5 mg/kg/h sowie mit 20mg/kg in 15
min. In dieser Zeit kam es zu einer Abnahme der funktionellen Kapillardichte [100, 104,
116].
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In unserem Modell konnten wir im Gegensatz zu den friheren Studien keinen Einfluss
der Medikamentenkombination auf die FCD zeigen. Eine Ursache dafir ist vermutlich,
dass wir keine Beeintrachtigung der FCD wahrend der Endotoxindmie induzieren

konnten.

5.2.2 LEUKOZYTENADHARENZ

Der Prozess der Leukozyten-Endothel-Interaktion beginnt mit der Migration der
Leukozyten aus der Blutstrommitte zum Endothel hin. Hier kommt es zum Rollen von
Leukozyten lber das Endothel, dann zur festen Adharenz und schlie3lich zur Migration
ins Gewebe [117]. Die aktivierten Leukozyten setzen Mediatoren frei (z.B.
Sauerstoffradikale, Elastase, Kollagenase, Myeloperoxidase), die das Endothel
schadigen, die GefalRpermeabilitat erh6hen und weitere Kaskadensysteme aktivieren
kénnen [118]. Im Rahmen der Sepsis kommt es zu einer Uberschie3enden Aktivierung
der Leukozyten. Ein wichtiger Ansatz zur Sepsistherapie ist somit die Verminderung der
Leukozytenadharenz und der schadigenden Folgereaktionen. Unter physiologischen
Bedingungen beobachtet man ein spontanes Leukozytenrolling. Da jedes operative
Trauma eine Leukozytenaktivierung bewirken kann, lassen sich Aussagen zum
spontanen Leukozytenrollen nur an noninvasiv zuganglichen Geweben (Nagelbett,

Haut, Auge) zuverlassig treffen.

In unserer Studie war es deshalb wichtig, die Auslagerung der Darmabschnitte in No-
Touch-Technik durchzufihren, um die Aktivierung der Leukozyten mdglichst zu
vermeiden. Der Anteil rollender Leukozyten kann bis zu 45 % der Gesamtleukozyten
(,rolling pool*) betragen [119]. Der Vorgang wird als Bereitschaft der Leukozyten fir
eine jederzeitige Aktivierung im Rahmen der Immunabwehr angesehen und hangt von
der Art des untersuchten Gewebes ab [120]. Fest adharente Leukozyten werden unter
physiologischen Bedingungen (Wachheit, Stressfreiheit, Abwesenheit von Pathogenen

oder Testsubstanzen) in der Regel nicht beobachtet [121].

5.2.2.1 TEMPORAR ADHARENTE LEUKOZYTEN (ROLLER)

Unter unseren Versuchsbedingungen wurde in der Kontrollgruppe ein deutliches Rollen
der Leukozyten beobachtet. Wir fanden in den Venolen 1. Grades der intestinalen
Submukosa bei den Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 35 Leukozyten pro
Minute und den Venolen 3. Grades 27 Leukozyten pro Minute. Die Gewebeauslagerung
konnte die verstarkte Ursache fur dieses Leukozytenrolling sein.
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Fiebig et al. beschrieben bereits finf Minuten nach Auslagerung des Gewebes eine
signifikante Zunahme des spontanen Leukozytenrollens in den mesenterialen Venolen,
wobei dies auch nach 30 Minuten nachweisbar war [122]. Massberg und Boros
untersuchten das Rollen der Leukozyten in der intestinalen Submukosa unter
Intravitalmikroskopie nach einer 20-minttigen Stabilisierungsperiode und gaben den
normalen Anteil rollender Leukozyten an der Gesamtzahl der freiflieRenden Leukozyten
mit bis zu 10 % in den groRReren V1-Venolen und bis 25 % in den kleineren V3-Venolen
an [119, 123]. Gaboury et al. fanden bei Ratten in einem Intravitalmikroskopiemodell am
Mesenterium einen Roller-Flow von 20/min [124]. Ley registrierte bei etwa gleichen
Ausgangswerten nach 40 Minuten einen Maximalwert von 80/min im Mesenterium der
Ratten [125]. In der Folge ging der Roller-Flow in dieser Studie wieder zurlick. Scalia et
al. fanden am Darm Baseline-Werte von 15-20 rollenden Leukozyten pro Minute [126].
Trotz supportiver MalBnahmen wie einer Ruhephase von 60 min vor dem
Mikroskopieren, Superfusion mit erwarmter Perfusionslosung und Vermeidung von
Manipulation am praparierten Darm interpretieren wir die hohe Anzahl rollender
Leukozyten der Kontrollgruppe als Veranderung des physiologischen Milieus.

In den Venolen 1. Grades der unbehandelten Endotoxingruppe lag die Anzahl der
temporar adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 8 Leukozyten pro min tendenziell
niedriger als bei den Tieren der Kontrollgruppe mit durchschnittlich 35 Leukozyten pro
min. Hier fand sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen. In den Venolen 3. Grades der unbehandelten Endotoxingruppe lag die
Anzahl der temporar adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 7 Leukozyten pro min
signifikant niedriger als bei den Tieren der Kontrollgruppe mit durchschnittlich 27
Leukozyten pro min.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Baatz et al. beschrieben, die zwei Stunden
nach LPS-Applikation eine Verminderung des Leukozytenrolling in GefalRen der Uvea
beobachten konnten. Es kam zu einem bis zu 30 % verminderten Leukozytenrolling
sowie zu einem Abfall der Leukozytenzahl im peripheren Blutbild [127]. Baatz wie auch
Traber et al. beobachteten bei langerer Beobachtungszeit einen Wiederanstieg der
Leukozytenzahl im peripheren Blutbild [128].

Diesen zeitlichen Ablauf kann man durch die verzdgerte Freisetzung aus dem
Knochenmark in Verbindung mit  einer  weiteren Entwicklung des

Entzindungsgeschehens erklaren. Baatz zeigte ein zunehmendes Leukozyten-Rolling
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bei konstant erhdhter fester Leukozytenadharenz vier bis sechs Stunden nach LPS-
Applikation, wobei der Anstieg der Anzahl rollender Leukozyten nicht durch ein Ablésen
schon adhéarenter Leukozyten, sondern durch ein Nachliefern von Leukozyten
verursacht wurde [127]. Traber konnte in einem Schafmodell ebenfalls einen
Wiederanstieg der Leukozytenzahl im peripheren Blutbild acht bis zehn Stunden nach
LPS-Bolusapplikation beobachten. Er zeigte, dass dieser Wiederanstieg der
Leukozytenzahl vor allem durch Granulozyten verursacht war. Dabei wurde die
Nachlieferung der Leukozyten vordergrindig durch eine aktivierte Granulopoese
verursacht [128]. In unserer Studie kam es zu einem signifikanten Abfall der Leukozyten
im peripheren Blut in der unbehandelten Endotoxingruppe sowie der C1-INH+FXIII-
Gruppe. Die Werte der Kontrollgruppe blieben im Verlauf stabil. Einen Wiederanstieg
der Leukozyten konnten wir aufgrund eines kirzeren Versuchsablaufs nicht
beobachten.

In frGheren Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten Birnbaum et al. ebenfalls eine
signifikante Reduktion der temporar adharenten Leukozyten in den Venolen 1. und 3.
Grades wahrend der Endotoxinamie [82].

Die in unserer Studie beobachtete Verminderung der temporar adharenten Leukozyten
(Roller) und Erhéhung von fest adharenten Leukozyten (Sticker) nach Endotoxingabe
ist eine typische Folge einer Entzindungsreaktion in einem Sepsismodell [82, 100].

In den Venolen 1. Grades der C1-INH+FXIlI-Gruppe lag die Anzahl der temporar
adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 7 Leukozyten pro min auf dem gleichen
Niveau wie bei den Tieren der Endotoxingruppe mit durchschnittlich 8 Leukozyten pro
min. In den Venolen 3. Grades der C1-INH+FXIII-Gruppe lag die Anzahl der temporéar
adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 6 Leukozyten pro min ebenfalls auf dem
gleichen Niveau wie bei den Tieren der Endotoxingruppe mit durchschnittlich 7
Leukozyten pro min. Die Medikamentenkombination des C1l-Esterase-Inhibitors mit
Faktor XIIl bewirkte keine signifikante Reduktion der temporar adharenten Leukozyten
in Venolen 1. und 3. Grades gegeniiber der Endotoxingruppe.

Birnbaum et al. konnten keine signifikante Reduktion der temporar adhéarenten
Leukozyten in der mit Faktor XIlI behandelten Gruppe gegenuber der Endotoxingruppe
zeigen [82]. In einer spateren Studie konnte ebenfalls kein Einfluss der
Medikamentenkombination des C1-Esterase-Inhibitors mit Faktor XlIl auf die temporar

adharenten Leukozyten beobachtet werden [99].
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5.2.2.2 FEST ADHARENTE LEUKOZYTEN (STICKER)

In den Venolen 1. Grades der unbehandelten Endotoxingruppe lag die Anzahl der fest
adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 368 Leukozyten pro min signifikant hoher
als bei den Tieren der Kontrollgruppe mit durchschnittlich 55 Leukozyten pro min. In den
Venolen 3. Grades der unbehandelten Endotoxingruppe lag die Anzahl der fest
adharenten Leukozyten mit durchschnittlich 635 Leukozyten pro min signifikant hoher
als bei den Tieren der Kontrollgruppe mit durchschnittlich 69 Leukozyten pro min. Dies
entspricht der typischen Folge der Leukozytenaktivierung wahrend der Endotoxinamie.
In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnten Birnbaum et al. ebenfalls eine
signifikante Erhohung der fest adharenten Leukozyten in den Venolen 1. und 3. Grades
wahrend der Endotoxindmie beobachteten [82].

Gonzalez und Massberg beobachteten, dass sich nach Gabe von 5 mg/kg KG LPS die
Anzahl fest adharenter Leukozyten in den V1- und V3-Venolen vervierfachte [123].
Fukumura et al. beschrieben nach Gabe von 2 mg/kg KG LPS in den V1-Venolen eine
Zunahme der fest adharenten Leukozyten um den Faktor 8 und in den V3-Venolen um
den Faktor 17 [129].

In unserer Studie war die Zahl der fest adharenten Leukozyten nach Gabe von 10
mg/kg KG LPS in den Venolen 1. Grades bei der Endotoxingruppe siebenmal héher, in
den Venolen 3. Grades neunmal hoher als in der Kontrollgruppe. Da es zum
Mikroskopiezeitpunkt keinen signifikanten Unterschied im mittleren arteriellen Blutdruck
zwischen der Kontroll- und Endotoxingruppe gab, st die vermehrte
Leukozytenadharenz nicht auf hamodynamische Veranderungen zurtickzufihren.

Die Medikamentenkombination des C1-Esterase-Inhibitors mit Faktor Xl bewirkte eine
signifikante Reduktion der fest adharenten Leukozyten in den Venolen 3. Grades
gegeniuber der Endotoxingruppe, wahrend die Anzahl der Sticker in den Venolen 1.
Grades keinen signifikanten Unterschied ergab. Schmidt et al. zeigten in ihrer Studie
eine unveranderte Leukozytenadharenz wahrend der Mikroskopiedauer in der Kontroll-
und den mit C1- INH behandelten Gruppen (eine mit 7,5 U/kg KG, andere mit 15 U/kg
KG). In der Endotoxingruppe kam es zu einem signifikanten Anstieg der adharenten
Leukozyten [26]. In frGheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass C1-Esterase-Inhibitor ebenfalls zu einer Reduktion der Leukozytenadhérenz fihrt,
wahrend Faktor Xlll keinen Einfluss auf die Leukozytenadharenz gezeigt hatte [82,

100]. Mdoglicherweise kann man die Reduktion der fest adharenten Leukozyten in
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Venolen 3. Grades der intestinalen Submukosa nach Gabe der
Medikamentenkombination des C1-INH mit FXIIl ganz dem Effekt des C1-INH

zuschreiben.

53 LABORPARAMETER

53.1 LEUKOZYTEN

In unserer Studie war die Leukozytenzahl im peripheren Blut zum Zeitpunkt null in allen
drei Gruppen auf dem gleichen Niveau. Wahrend die Werte der Kontrollgruppe im
Verlauf stabil blieben, kam es nach Endotoxingabe in der unbehandelten
Endotoxingruppe sowie der C1-INH+FXIlI-Gruppe zu einem signifikantem Abfall der
Leukozyten im peripheren Blut.

Per Definition kann es wéahrend der Sepsis sowohl zu einer Leukozytose (>12000/mm?)
als auch zu einer Leukopenie (<4000/mm?® kommen [130]. In der Regel kommt es bei
experimentellen Modellen nach Endotoxingabe initial zu einer ausgepragten
Leukozytopenie, wobei diese als Indikator fir die Sepsis-Induktion gilt [26, 131]. Als
Ursache flr die Leukozytopenie wird die endotoxininduzierte Leukozytenadhérenz und
Migration der Zellen aus der Blutstrombahn verbunden mit Anderungen in der
Mikrohdmodynamik angesehen [132]. In unserer Studie korrelierte der Abfall der
Leukozyten im peripheren Blut mit der Zunahme der fest adhérenten Leukozyten in den
mit Endotoxin behandelten Gruppen. Bei langerer Beobachtungszeit kann sich dem
initialen Leukozytensturz eine reaktive Leukozytose anschlie3en. Diese ist eine Folge
der verzOgerten Leukozytenfreisetzung aus dem Knochenmark. Wegen des kurzen
Versuchsaufbaus haben wir keinen Wiederanstieg der Leukozyten beobachten kdnnen.
Die Medikamentenkombination von C1-Esterase-Inhibitor und Faktor XlII hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die periphere Leukozytenzahl im Vergleich zur
Endotoxingruppe.

Schmidt et al. zeigten, dass die Leukozytenzahl im peripheren Blut in der
Kontrollgruppe sowie in den beiden mit C1-INH behandelten Gruppen wéahrend der
Versuchszeit stabil blieb. In der Endotoxingruppe kam es zu einem signifikanten Abfall
der Leukozyten [26].

Lehmann et al. beschrieben neben einer Zunahme der fest adharenten Leukozyten,

einen signifikanten Abfall der Leukozyten im peripheren Blut in der Endotoxin- und der
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C1-INH-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Endotoxin- und der C1-INH-Gruppe [100].

Birnbaum et al. berichteten ebenfalls von einem signifikanten Abfall der Leukozyten im
peripheren Blut in der Endotoxin- und der C1-INH+FXIlI-Gruppe gegentber der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Endotoxin-
und der C1-INH+FXIII-Gruppe. Auch hier korrelierte der Abfall der Leukozyten im

peripheren Blut mit der Zunahme der Leukozytenadharenz [99].

5.3.2 C1-INH-, FXIII- UND ATHI-AKTIVITAT

Weiterhin konnten wir einige Veranderungen zeigen, die fur dieses Sepsismodell
typisch sind. Die Ausgangswerte der Cl-Esterase-Inhibitor-Aktivitat waren in der
Kontroll-, Endotoxin- und der C1-INH+FXIlI-Gruppe gleich. Die Werte der Kontroll- und
der Endotoxingruppe blieben Uber die Versuchszeit stabil. In der C1-INH+III-Gruppe
kam es - wie erwartet - durch Zufuhr des C1-INH zu einer signifikanten Erhéhung der
C1-Esterase-Inhibitor-Aktivitat.

Die Ausgangswerte der Faktor-XIlI-Aktivitat in der Kontroll-, Endotoxin- und der C1-
INH+FXIII-Gruppe waren auf dem gleichen Niveau. Wir konnten einen signifikanten
Abfall der Faktor-XIlI-Aktivitat in den mit Endotoxin behandelten Gruppen beobachten.
Nach der Applikation von C1-INH+FXIIl kam es zu keiner Erhdhung des Faktors XIII im
Vergleich zu Endotoxingruppe. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen einer
friheren Studie, in der Faktor XllI Plasmaspiegel durch Gabe des Faktors Xl wieder
erhoht werden konnte [82]. Da in beiden Studien die gleiche Substanz, Dosis und
Auswertungsmethode benutzt wurden, bleibt die Ursache unklar.

Zum Zeitpunkt null lagen die Werte der Antithrombin-llI-Aktivitdt in der Kontroll-,
Endotoxin- und der C1-INH+FXIII-Gruppe auf dem gleichen Niveau. Die Werte der
Kontrollgruppe blieben im Verlauf stabil. In der Endotoxin- und der C1-INH+FXIII-
Gruppe kam es wie erwartet zu einer signifikanter Reduktion der Antithrombin-III-
Aktivitat. Wahrend der Sepsis wird ATIIl verbraucht beziehungsweise durch Elastase

abgebaut.
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54 HAMODYNAMIK

In unserer Studie waren die Herzfrequenz und der mittlere arterielle Blutdruck in der
Kontroll- und der Endotoxingruppe Uber den Versuchsverlauf stabil. Eine Stunde nach
Versuchsbeginn kam es zu einem leichten Abfall des MAP. In der Endotoxingruppe war
die HF im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhoht. In der C1-INH+FXIII-Gruppe war die
HF vergleichbar mit der Kontrollgruppe, allerdings gab es keinen signifikanten
Unterschied zu der Endotoxingruppe. Ein  Einfluss der eingesetzten
Medikamentenkombination auf HF und MAP war - wie erwartet - nicht zu beobachten.
Zum Zeitpunkt der Mikroskopie haben sich die Gruppen in Bezug auf HF sowie MAP
nicht signifikant voneinander unterschieden. Somit kann man davon ausgehen, dass die
Ergebnisse der FCD sowie der Leukozyten-Endothel-Interaktion durch die
Hamodynamik nicht beeinflusst wurden.

Aufgrund des Einflusses von Blutdruck auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion werden
besondere Anforderungen an das hamodynamische Profil eines Studiendesigns
gestellt. Der Blutdruck hat einen Einfluss auf die Blutflussgeschwindigkeit. Die
Blutflussgeschwindigkeit bestimmt nach der Newtonschen Formel die Scherkréafte, die
malf3geblich die Leukozytenadharenz modulieren [133]. Deswegen ist es wichtig eine
klare Abgrenzung zum Einfluss makrohdmodynamischer Veranderungen (systemische
Hypotension) auf die Mikrozirkulation zu schaffen [127]. In unserer Studie stand die
Untersuchung der  Endotoxin-spezifischer  Verdnderungen der intestinalen
Mikrozirkulation im Vordergrund. Wir wahlten deshalb ein Studiendesign mit limitierter,
kontinuierlicher Endotoxingabe und einer adaquaten Volumensubstitution zur

Aufrechterhaltung normotensiver Blutdruckverhaltnisse.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis ist eine der Haupttodesursachen auf der operativen Intensivstation und eine
gefurchtete Bedrohung fur den Patienten. Trotz des Fortschritts in der Medizin bleibt die
Letalitat der Sepsis sehr hoch.

In der Sepsis steht eine generalisierte Entzindungsreaktion im Mittelpunkt. Es kommt
zur Freisetzung humoraler Entztindungsmediatoren und zur Aktivierung von Leukozyten

und Endothelzellen.

Die Folge sind Mikrozirkulationsstérungen, Endothelschéadigung und Erhéhung der
GefaBpermeabilitat mit Odembildung. Die Stérung der intestinalen Mikrozirkulation
spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung des Multiorganversagens. Weiterhin
kommt es zur Uberschie3enden Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems.
Im Rahmen der Gerinnungsstorung kommt es zum Verbrauch der Gerinnungsfaktoren
(Verbrauchskoagulopathie: ,disseminierte intravasale Gerinnung“) und somit zu
schweren Komplikationen in der Behandlung von Patienten mit Sepsis. Ein mdglicher
therapeutischer Ansatz zur Behandlung einer (berschieBenden Gerinnung mit

Verbrauchskoagulopathie besteht in medikamentosen Beeinflussung dieser Kaskaden.

Cl-Esterase-Inhibitor ist der wichtigste Inhibitor des klassischen Aktivierungswegs des
Komplementsystems, des Kallikrein-Kinin-Systems und der intrinsischen Gerinnung.
Faktor XIII hat neben seiner gerinnungsaktiven Wirkung einen Einfluss auf die
Zelladhasion und -migration. Er stabilisiert aufRerdem die Endothelbarriere und

vermindert dadurch die Odembildung.

Ziel unserer Arbeit war es, den Einfluss einer Medikamentenkombination von C1-
Esterase-Inhibitor und Gerinnungsfaktor Xl auf wéhrend der Sepsis pathologisch
veranderte Parameter der Inflammation und intestinalen Mikrozirkulation in einem
Sepsismodell an Ratten mittels Intravitalmikroskopie zu untersuchen. Die funktionelle
Kapillardichte wurde als Parameter fur die Integritat der Kapillarperfusion und das
Ausmal’d der Leukozytenadhdrenz am Endothel der submukdsen Venolen als Mal} fur

die Leukozytenaktivierung gewertet.

In unserer Studie konnte die nach Endotoxinbelastung erhéhte Zahl der fest adharenten
Leukozyten in Venolen 3. Grades der intestinalen Submukosa durch die Gabe der

Medikamentenkombination von C1l-Esterase-Inhibitor mit dem Faktor Xl gesenkt
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werden. Die beobachtete Verminderung der temporar adharenten Leukozyten (Roller)
und Erhdhung von fest adharenten Leukozyten (Sticker) nach Endotoxingabe kann als
Folge einer Entziindungsreaktion in einem Sepsismodell gesehen werden. Wir konnten
keinen Einfluss der Medikamentenkombination auf die funktionelle Kapillardichte

zeigen.

Weitere Untersuchungen der Medikamentenkombination von C1-Esterase-Inhibitor mit

dem Faktor XIII in anderen Dosierungen erscheinen sinnvoll.

Schlisselworter:

Sepsis, Intravitalmikroskopie, Funktionelle Kapillardichte, Leukozytenaktivierung,
Leukozyten-Endothel-Interaktion, C1-Esterase-Inhibitor, Faktor XIII
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