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1. Einleitung

Eine der groften, wenn nicht gar die grof8te Herausforderung in der modernen
Intensivmedizin, stellt die Behandlung der Sepsis dar.

Jéhrlich wird bei etwa 79 000 Patienten in Deutschland eine Sepsis neu diagnostiziert, fiir die
schwere Sepsis liegt die Zahl bei 75 000. Dies entspricht einer Zahl von 116 bzw. 110
Patienten pro 100 000 Einwohner. Die Privalenz der Sepsis liegt bei auf den Intensivstationen
in Deutschland behandelten Patienten bei etwa 12,4%, die Privalenz der schweren Sepsis
einschlieBlich des septischen Schocks bei 11% [1].

Im Jahr 2007 wurden an der Charité 2348 Patienten mit einer Sepsis behandelt, das entspricht
etwa 1,9% aller stationédr behandelten Patienten. Wihrend die Kosten fiir die Intensivtherapie
in Deutschland bei etwa 791 € pro Tag und Patient liegen, steigen sie bei Patienten mit einer
Sepsis im Mittel auf 1090 € [2]. Die Letalitat der schweren Sepsis und des septischen Schocks
liegt unverindert bei 40 bis 60 % [3].

1.1  Sepsis und Multiorganversagen
Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock werden entsprechend den Kriterien der

ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz definiert [4].

Folgende Kriterien werden danach zur Definition der Sepsis herangezogen:

= Infektion (dokumentiert oder vermutet)

und einige der folgenden Kriterien:

= Allgemeine Parameter
0 Fieber (Kerntemperatur > 38,3°C)
Hypothermie (Kerntemperatur < 36°C)
Herzfrequenz > 90/min oder > 2 SD iiber altersentsprechenden Normalwerten
Tachypnoe > 30/min
verdnderter mentaler Status

signifikante Odeme oder positive Fliissigkeitsbilanz (>20 ml/kg in 24 h)

O O O o o o

Hyperglykdmie (BZ > 110 mg/dl) ohne Vorhandensein eines Diabetes



= Inflammationsparameter
0 Leukozytose (> 12000 /ul)
0 Leukopenie (<4000 /ul)
O Normale Leukozytenzahl mit > 10% unreifen Leukozyten im
Differentialblutbild
o0 CRP>2 SD iiber dem Normwert

0 Procalcitonin im Plasma > 2 SD iiber Normwert

* Himodynamische Parameter
0 Arterielle Hypotension (syst. art. Blutdruck < 90 mmHg, MAP < 70 mmHg,
oder systol. Druckabfall > 40 mmHg bei Erwachsenen oder < 2 SD unter
altersentsprechendem Normwert)
0 gemischt-vendse SO, > 70%

0 Herzindex > 3,5 I/min/m*

= Parameter der Organdysfunktion
0 arterielle Hypoxdmie (PaO,/FiO; < 300)
Akute Oligurie (Diurese < 0,5 ml/kg/h oder <45 ml in2 h)
Kreatinin-Anstieg (> 0,5 mg/dl)
Gerinnungsstérungen (INR > 1,5 oder aPTT > 60 s)
Ileus (fehlende Darmgerdusche)

Thrombozytopenie (< 100000/ul)

O O o o o o

Hyperbilirubindmie (Gesamtbilirubin > 4 mg/dl oder 70 mmol/l)

= Parameter der Gewebeperfusion
0 Hyperlaktatimie (> 3 mmol/l)

0 Verminderte Kapillarreperfusion oder Marmorierung der Haut

Als schwere Sepsis wird eine Sepsis bezeichnet, bei der eine Organdysfunktion auftritt.

Vom septischen Schock spricht man bei einem akuten Kreislaufversagen im Zusammenhang
mit der Sepsis, welches durch eine persistierende Hypotension gekennzeichnet ist, die nicht
durch eine adiquate Volumentherapie behoben und nicht durch andere Ursachen erklért

werden kann.



Als Staging-System fiir die Sepsis wurde das PIRO-System vorgeschlagen (Predisposition,
Insult, Response, Organ dysfunction).
» Predisposition beschreibt Faktoren wie vorbestechende Begleiterkrankungen, Alter,
Geschlecht sowie kulturelle oder religiose Besonderheiten.
= Insult beschreibt Art und Resistenzlage des Erregers und die Sanierbarkeit des
Infektionsherdes
= Response beschreibt die systemische Inflammationsreaktion und andere Zeichen von
Sepsis und septischem Schock (beispielsweise CRP)
= Organ dysfunction beschreibt die Anzahl betroffener Organsysteme oder wird mittels
etablierter Scoringsysteme (z.B. Sequential Organ Failure Assesment — SOFA)
charakterisiert.
Zur Etablierung dieses Konzeptes sind noch eine ausgiebige Evaluierung in der klinischen
Routine und eine weitere Feinjustierung notwendig, um ein praktikables Scoringsystem fiir

die Anwendung in der Praxis zu erhalten.

1.2 Rolle des Gastrointestinaltraktes in der Sepsis

Dem Gastrointestinaltrakt kommt in der Pathogenese der Sepsis und des Multiorganversagens
eine wichtige Bedeutung zu, der Darm wird auch als ,,Motor* der Mutiorgandysfunktion
bezeichnet [5]. Ein gastrointestinales Versagen (gastrointestinal failure - GIF;
Nahrungsintoleranz, gastrointestinale Blutungen oder Ileus) tritt bei knapp 10% der
intensivtherapeutisch behandelten Patienten auf und ist mit einer deutlich hoheren Mortalitét
(etwa 44%) im Vergleich zu Intensivpatienten ohne GIF (etwa 5%) verbunden [6].

Eine Minderperfusion des Gastrointestinaltraktes fithrt neben Organdysfunktionen (z.B.
Leberfunktion, Darmmotorik) zu einer Schiddigung der Barrierefunktion des Darmes. Die
Folge ist eine Translokation von Bakterien und Bakterientoxinen in die systemische
Zirkulation [7]. Somit kann ein bestehendes septisches Krankheitsbild weiter verstirkt werden
[8]. Gastrointestinale Perfusionsstorungen korrelieren mit der Entwicklung eines
Multiorganversagens[9], und stellen einen priddiktiven Parameter fiir das Auftreten eines
Organversagens dar [10]. Des Weiteren fiihrt die Freisetzung von zytotoxischen Mediatoren
auch unabhingig von einer Gewebehypoxie zu einer Schiadigung der Darmmukosa [11].

Auf Grund ihrer anatomischen Besonderheiten ist insbesondere die Darmschleimhaut anfillig
fiir Mikrozirkulationsstérungen. Die zentral in den Villi gelegenen Arteriolen laufen parallel

zu abflihrenden Kapillaren und Venolen. Diese Anordnung begiinstigt auf Grund des



Gegenstromprinzips eine Reduktion des Sauerstoffgehaltes im Blut in den Arteriolen. Dies
begiinstigt eine Minderperfusion der Zottenspitzen mit der Folge von Epithelnekrosen und

Storung der Integritdt der Darmbarriere.

1.3 Rolle der Mikrozirkulation in der Sepsis

Eine gestorte Mikrozirkulation ist ein wesentlicher Pathomechanismus bei kritisch kranken
Patienten [12-16]. Die gestorte Gewebsperfusion resultiert in Zell-, Gewebs- und
Organschédden [13] und beeinflusst das Outcome der Patienten ungiinstig [17].

Verschiedene =~ Pathomechanismen  sind  ursdchlich  fir das  Entstehen  von
Mikrozirkulationsstorungen. Im septischen Schock kann das globale Herzzeitvolumen erhoht
sein, es kommt aber zu einem ,,distributiven Schock®, das bedeutet zu einer Verdnderung der
relativen Perfusionsverhéltnisse im Sinne einer Fehlverteilung des Blutflusses mit der Folge
einer Minderperfusion von Kapillarstromgebieten und folgend von Geweben und Organen. Es
entsteht ein deutliches Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf in
einzelnen Gewebsarealen. Da dieser Mechanismus in Folge Hypoxie zu einer Zellschiddigung
fiihrt und damit ein vorbestehendes septisches Krankheitsbild weiter aggraviert, siecht man
diese Mikrozirkulationsstorungen auch als Motor der Sepsis an [18]. Neben der Schadigung
von Endothelzellen der Gefille spielt die gesteigerte Freisetzung von Stickstoffmonoxid iiber
eine erhohte Produktion von induzierbarer NO-Synthetase (iNOS) eine wichtige Rolle. Dies
fiihrt ebenfalls durch Shuntbildung zu einer Fehlverteilung des Blutflusses mit
Minderperfusion diverser Areale, in anderen, normal perfundierten Gebieten erhoht sich die
Sauerstoffextraktion auf Grund der Hypoxie deutlich.

Die Aktivierung insbesondere von Leukozyten hat eine Freisetzung verschiedenster
Mediatoren, wie reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und proinflammatorischer Zytokine zur
Folge. Dies resultiert wiederum in einer Storung der Integritit des GefaBBendothels und fordert
damit die Extravasation von Plasma in das umgebende Gewebe (Odembildung). Die
Endothelzellschiddigung hat ebenfalls eine Gerinnungsaktivierung und im Extremfall eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) mit Ausbildung von Mikrothromben in der
gesamten Mikrostrombahn zur Folge. Somit wird die Mikrozirkulation weiter beeintrachtigt.
Die entstechenden Schidden betreffen natiirlich auch die Organperfusion, was zu

Organdysfunktion und zu Organversagen fiihrt.



1.4  Therapiestrategien bei Sepsis und Organversagen

Trotz der intensiven experimentellen und klinischen Forschung auf dem Gebiet der
Sepsistherapie haben in den letzten Jahren nur wenige neue Therapien, wie etwa die
Anwendung von rekombinantem humanem aktiviertem Protein C (thAPC), Einzug in die
klinische Praxis gehalten [19].

Neben der Prophylaxe erstreckt sich die Sepsistherapie auf die kausale Therapie, die
supportive Therapie und die adjunktive Therapie.

Diese im Folgenden dargestellten Therapiestrategien finden sich in den Leitlinien der
Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fiir
Intensiv- und Notfallmedizin [20] oder auch auf der Homepage der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) im Internet unter:

http://www.awmf-online.de

1.4.1 Kausale Therapie
Als kausale Therapien werden

= Fokussanierung und

= Antibiotikatherapie
angesehen.
Die Fokussanierung ist dabei Grundvoraussetzung fiir eine effektive Therapie. Schwierig ist
in der klinischen Praxis jedoch oft die Erkennung des Fokus, was zum einen Voraussetzung
fiir die chirurgische Fokussanierung und zum anderen fiir eine effektive initiale kalkulierte
Antibiotikatherapie ist. Dabei sollte die Antibiotikatherapie moglichst frithzeitig begonnen
und auf das Risikoprofil des Patienten und die Resistenzlage der jeweiligen Station
abgestimmt werden. Im Verlauf wird das Antibiotikaregime alle 2 bis 3 Tage neu evaluiert

und ggf. den Ergebnissen des Erregernachweises angepasst.

1.4.2 Supportive Therapie
Als supportive Therapie werden
= Himodynamische Stabilisierung sowie
= Airway-Management und Beatmung
angesehen.
Zum Zweck der hdmodynamischen Stabilisierung werden initial im Wesentlichen kristalloide
oder kolloidale Ldsungen zum Volumenersatz infundiert. Bei eingeschranktem

Herzzeitvolumen wird als Katecholamin der ersten Wahl Dobutamin infundiert. Ein


http://www.awmf-online.de/

Vasopressor (z.B. Noradrenalin) wird appliziert, wenn durch die Volumentherapie kein
addquater arteriellen Mitteldruck > 65 mmHg erreicht werden kann.

Die Indikation zur Intubation und Beatmung wird bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock groBziigig gestellt. Indiziert ist die Intubation bei schwerer Tachypnoe
(AF > 35/min), muskuldrer Erschopfung, eingeschriankter Vigilanz und einer

pulsoximetrischen Sattigung von < 90% unter Sauerstoffinsufflation.

1.4.3 Adjunktive Therapie
Als adjunktive Therapie gemeinsam mit und zusdtzlich zur Standardtherapie werden die
Applikation von

* niedrig dosiertem Hydrokortison und

= rekombinantem aktiviertem Protein C (rhAPC)
angesehen.
Fir die Anwendung von niedrig dosiertem Hydrokortison bei Patienten im
vasopressorpflichtigen Schock konnte ein Uberlebensvorteil gezeigt werden [21], ebenso
konnte fiir die frithe Gabe von thAPC bei Patienten mit schwerer Sepsis und einem Versagen

von mindestens 2 Organen eine Letalitdtssenkung nachgewiesen werden [22].

1.4.4 Andere supportive Therapien
Als weitere supportive Therapien werden in der Leitlinie
= Thromboseprophylaxe mit Heparin
= Bevorzugt enterale oder auch parenterale Erndhrung
= Glutamingabe bei langfristiger, rein parenteraler Erndhrung
= Intensivierte Insulintherapie
= Ulkusprophylaxe
= Bluttransfusion bei einem Hb unter 7 g/dl
=  Anwendung von Sedierungsprotokollen

empfohlen.

1.4.5 Weitere Therapieansatze

In der Vergangenheit wurden verschiedenste Behandlungsstrategien und Substanzen zur
Therapie der Sepsis in experimentellen und klinischen Settings untersucht. Dabei konnten oft
potentiell giinstige Effekte gezeigt werden, jedoch konnten diese Therapien keinen Einzug in

die klinische Routine halten, weil ein deutlicher Vorteil fiir die Patienten insbesondere in



Bezug auf das Outcome bisher nicht nachgewiesen werden konnte.
Beispiele hierfiir sind:

= Humanalbumin

= Dobutamin

= Dopexamin

=  Vasopressin

= Phosphodiesterasechemmer

= Inhalatives Stickstoffmonoxid

= Antithrombin

= Immunglobuline

= Selen

= [buprofen

=  Wachstumshormone

= Prostaglandine

= Pentoxyphyllin

= N-Acetylcystein

= Granulocyte colony stimulating factor (GCSF)

= Plasmapherese

= Hamofiltration ohne Vorliegen eines akuten Nierenversagens

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch solche Therapieansétze weiter untersucht.

1.4.6 Organersatztherapien

Im Zusammenhang mit Sepsis, Multiorgandysfunktion und Multiorganversagen macht sich
gegebenenfalls eine Organersatztherapie erforderlich.

Die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) beim Lungenversagen und das MARS-
System (molecular adsorbent recirculating system) beim Leberversagen sind bisher keine
Standardtherapien.

Etablierte und empfohlene Verfahren bei Organversagen sind die Beatmung beim
Lungenversagen und die Himofiltration beim Nierenversagen.[20]

Nicht empfohlen hingegen wird die Himofiltration zur Elimination von Sepsismediatoren aus
der systemischen Zirkulation ohne das gleichzeitige Vorliegen eines akuten Nierenversagens.
Das akute Nierenversagen tritt hdufig wihrend des septischen Multiorganversagens auf.

Urséchlich dafiir scheinen die veridnderte Perfusionssituation und direkte toxische Wirkungen
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von Sepsismediatoren zu sein. Physiologischerweise spielt die Niere eine Rolle bei der
Elimination von Endprodukten des Stoffwechsels, bei der Osmoregulation, bei der Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushaltes, des Saure-Basen-Haushaltes sowie bei der Sekretion
von Hormonen und Vitaminen. Im Rahmen der Nierenersatztherapie konnen nicht alle diese
Funktionen komplett ersetzt werden. Die Elimination harnpflichtiger Substanzen kann
extrakorporal mittels einer Hdmodialyse erfolgen. Die in dieses System eingebrachten
Hémofilter enthalten eine semipermeable Membran, durch die Fliissigkeit und harnpflichtige
Substanzen hindurch treten konnen. In der Intensivmedizin werden Hémofilter aus
synthetischen Materialien, wie Polysulfon, Polyamid, Polyacrylnitrit, Polycarbonat und
Polymethylmetacrylat eingesetzt.

Zu Grunde liegender Mechanismus bei der Hamofiltration ist die Konvektion. Dieser
Mechanismus ist druckabhéngig, dass bedeutet, dass auf der Blutseite der semipermeablen
Membran des Hidmofilters gegeniiber der Ultrafiltratseite ein erhohter Druck herrscht.
Dadurch werden Fliissigkeit und entsprechend der Durchldssigkeit der Membran
harnpflichtige Substanzen praktisch ,,abgepresst®. Entsprechend der Durchléssigkeit der Filter
fiir Fliissigkeiten wird zwischen Low-Flux-Filtern und High-Flux-Filtern unterschieden. Die
kontinuierliche veno-vendse Hamofiltration (continuous veno-venous hemofiltration —
CVVH), die héufig in der Intensivmedizin eingesetzt wird, ist ein Beispiel fiir diesen
Mechanismus. Der Konvektionsmechanismus wird wegen seiner besseren Elimination fiir
mittelgroBe Molekiille (Myoglobin, B;-Mikroglobulin und einige Zytokine) bei der
Nierenersatztherapie in der Sepsis bevorzugt.

Ein weiterer bei der Nierenersatztherapie angewendeter Mechanismus ist die Diffusion. Dabei
kommt es zu einem Ausgleich der Konzentration in einer Fliissigkeit geloster Stoffe entlang
eines Konzentrationsgradienten an der semipermeablen Membran. Diese Dialyse, die sich
insbesondere zur Elimination von Substanzen mit kleiner Molekiilgroe eignet (z.B. Kalium,
Kreatinin, Harnstoff), wird in der Intensivmedizin hdufig mit der Hamofiltration als so
genannte Hiamodiafiltration kombiniert (CVVH-D).

Die PorengroBBe des Hamofilters, die Anzahl der Poren und die Membranoberfliche
bestimmen die Eliminationsleistung des Hédmofilters. Wihrend kleine Molekiile (Elektrolyte,
Kreatinin, Harnstoff, Aminosduren, Glucose, Bicarbonat etc.) die semipermeable Membran
leicht durchdringen konnen, werden Substanzen mit hoherem Molekulargewicht
zuriickgehalten, was einen relevanten Eiweiverlust verhindert.

Bei kritisch kranken Patienten werden im Wesentlichen kontinuierliche Nierenersatztherapien

angewendet, da diese insbesondere bei kreislaufinstabilen Patienten besser toleriert werden.
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1.5  Experimentelle Endotoxindmie als Sepsismodell

Die Sepsis ist ein sehr komplexes Krankheitsbild, viele Teile dieses riesigen Puzzles konnten
bis jetzt noch nicht eingesetzt werden. Daher stellt die Aufkldrung der zu Grunde liegenden
Mechanismen eine grole Herausforderung dar. Neben der klinischen Forschung spielt die
experimentelle Sepsisforschung dabei eine grofe Rolle. Insbesondere tierexperimentelle
Untersuchungen wurden in der Vergangenheit immer wieder herangezogen, um den Effekt
einzelner Medikamente und ganzer Therapiestrategien im Zusammenhang mit der Sepsis zu
evaluieren. Die dazu geschaffenen Tiermodelle widerspiegeln jedoch nur sehr bedingt die
pathophysiologischen Verdnderungen bei septischen Patienten und dementsprechend miissen
die Schlussfolgerungen, die aus tierexperimentellen Untersuchungen gezogen werden, mit
entsprechender Vorsicht interpretiert werden.

Die Vorteile dieser Modelle beruhen jedoch darauf, dass bestimmte Mechanismen einzeln
beleuchtet und reproduzierbar untersucht werden konnen. Der Tierversuch bleibt somit ein
wichtiger und unverzichtbarer Zwischenschritt zwischen In-vitro-Untersuchungen und
klinischer Forschung.

Prinzipiell bestehen zwei Moglichkeiten zur Induktion von sepsisdhnlichen Zustinden bei
Versuchstieren. Die erste Moglichkeit ist die Verwendung von vitalen Infektionserregern als
Infektionsquelle. So konnen Erreger in die Haut, in Weichteile oder in ein Gewebe an einem
anderen Ort im Organismus eingebracht werden. Der sich entwickelnde Abszess dient als
Focus fiir eine Sepsis. Beschreibungen eines Modells einer hyperdynamen Sepsis als Folge
eines Oberschenkelabszesses sowie eines Hautabszessmodells (Pseudomonas aeruginosa)
stammen bereits aus den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts [23;24].

Eine zweite Moglichkeit stellt Applikation von Endotoxin oder anderen Toxinen dar.
Endotoxin ist ein Zellmembranbestandteil (Lipopolysaccharid — LPS) gram-negativer
Bakterien (Escherichia coli) und ruft viele fiir die Infektion mit diesen Erregern typische
Reaktionen hervor. Dabei spricht man korrekter Weise von einer Endotoxindmie, wenn das
LPS in die systemische Zirkulation appliziert wird oder sekundér dorthin gelangt.

Die von einer Peritonitis ausgehende Sepsis ist ein hdufig verwendetes Modell, wobei hier
entweder vitale Erreger oder auch Endotoxin in die Bauchhdhle implantiert werden konnen.
Ein Standardverfahren zur Auslosung einer Peritonitis ist zokale Ligatur und Punktion (cecal
ligation and puncture — CLP). Dieses Modell wurde erstmals 1980 beschrieben [25] und
dhnelt starker einem klinischen Verlauf, da die Entwicklung der Symptome von Peritonitis
und Sepsis nach Darmperforation ldngere Zeit benoétigt. Zugleich ist jedoch die Auslosung

einer standardisierten und gut quantifizierbaren Infektion schwierig, da nicht genau bestimmt
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werden kann, welche und wie viele Erreger zu welchem Zeitpunkt in die Bauchhdhle
iibertreten.

Wesentliche Vorteile des intravendsen Endotoxinmodells sind die exakte Quantifizierbarkeit
der Induktionsdosis und der schnelle (schon innerhalb von 30 Minuten) Eintritt Sepsis-
assoziierter Symptome. Andererseits werden hier nur Bakterienbestandteile und keine
»kompletten* Erreger verwendet, gegen welche verschiedene Spezies unterschiedlich sensibel
sind.

Typische Symptome, wie sie bei freiwilligen Probanden nach Endotoxingabe auftreten [26],
finden sich auch bei den Versuchstieren. Dazu gehdren Anstieg der Herzfrequenz,

Blutdruckabfall, Anstieg des Herzzeitvolumens, Fieber, Leukozytose und Lymphozytopenie.
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2. Gegenstand, Ziele und Fragestellungen der Untersuchungen

Die Untersuchungsreihe beschiftigte sich mit der Mikro- und Makrozirkulation im
Gastrointestinaltrakt sowie mit der Inflammationsreaktion bei Sepsis und Organversagen.
Hierzu wurden sowohl experimentelle als auch klinische Untersuchungen durchgefiihrt.
Einerseits sollten experimentell gewonnene Ergebnisse im klinischen Setting {iberpriift
werden (bench-to-bedside), andererseits sollten bereits in klinischen Untersuchungen
eingesetzte Substanzen im Tiermodell weiter evaluiert werden. Dabei wurden die Effekte
verschiedener, wéhrend der Sepsis potenziell giinstiger, aber bisher noch nicht in der
klinischen Routine fiir diese Indikation eingesetzter Substanzen auf die Mikro- und
Makrozirkulation, auf Parameter der Inflammationsreaktion sowie des Organversagens
untersucht.

Ein weiterer wichtiger Schwerpunkt der experimentellen Untersuchungen war die
Vervollkommnung des von uns verwendeten Tiermodells. So untersuchten wir initial
grundlegende Mechanismen des Sepsismodells an Ratten, wie beispielsweise die Modulation
der Blutflussoszillationen durch den Sympathikus wihrend Endotoxindmie, um die Resultate
der tierexperimentellen Untersuchungen besser deuten zu kdnnen. Die Testung verschiedener
Substanzen in diesem Modell in aufeinander folgenden Serien fiihrte zu einer detaillierten
Verfeinerung des Studiendesigns, des speziellen Versuchsablaufes, der angewendeten
Untersuchungsmethoden sowie der statistischen Auswertung bei spéteren tierexperimentellen

Untersuchungsreihen.

Die folgenden wesentlichen Fragestellungen wurden in den einzelnen Teilarbeiten untersucht:

1. Die Untersuchung der Modulation der intestinalen Blutflussoszillationen durch den
Sympathikus im Tiermodell an der Ratte wéihrend der Endotoxindmie erfolgte, um
das Verstindnis des Tiermodells weiter zu erleichtern und um grundlegende
Mechanismen der Sepsis moglicherweise auch beim Menschen erklidren zu
kdnnen.

2. In einer folgenden experimentellen Arbeit wurde der Einfluss des
Gerinnungsfaktors XIII auf Parameter der intestinalen Mikrozirkulation und
Leukozytenaktivierung in diesem Sepsismodell untersucht.

3. In einer weiteren experimentellen Studie untersuchten wir dann den Einfluss einer

vasoaktiven Substanz, des synthetischen Katecholamins Dopexamin, auf
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Parameter der intestinalen Mikrozirkulation und Inflammation
(Leukozytenaktivierung, TNF-a-Spiegel) im gleichen Sepsismodell.

Den Einfluss des Dopexamins auf die gastrointestinale Perfusion untersuchten wir
auch bei septischen Patienten. Dabei wurde zusitzlich eine weitere vasoaktive
Substanz, das stabile Prostazyklinanalogon Iloprost, getestet. Iloprost hat auch
einen Einfluss auf  das Gerinnungssystem im Sinne einer
Thrombozytenaggregationshemmung.

Folgend untersuchten wir den Einfluss von Iloprost auf die Inflammationsreaktion
und die Filterlaufzeiten bei kritisch kranken Patienten mit akutem Nierenversagen

im Zusammenhang mit einer kontinuierlichen Nierenersatztherapie (CVVH).
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3. Methodik der tierexperimentellen Untersuchungen

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden als prospektive, randomisierte und
kontrollierte Untersuchungen in einem fiir diese Methode zur Verfiigung stehendem Tier-OP,

der mit einem Kleintierarbeitsplatz ausgestattet ist, durchgefiihrt.

3.1  Versuchstiere

Fiir die Untersuchungen wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht zwischen 200
und 250 Gramm und einem Alter zwischen 6 und 8 Wochen verwendet. Die Tiere wurden
immer von der gleichen Tierzucht bezogen (Tierzucht Schonwalde GmbH, Schénwalde,
Deutschland). Die Tiere waren vor den Untersuchungen in einem klimatisierten Tierstall
untergebracht und konnten sich dort vor den Experimenten eine Woche akklimatisieren. Die
Tiere wurden bei einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus mit freiem Zugang zu Wasser
iiber eine Trinkflasche und zu standardisiertem Rattenfutter (Altromin®, Lage, Deutschland)
gehalten. 18 Stunden vor den Experimenten wurde die Nahrung entzogen, Wasser blieb
weiter zuginglich.

Die Untersuchungen wurden jeweils von der zustindigen Tierschutzbehdrde des Landes

Berlin genehmigt.

3.2 Anasthesie und Monitoring

Die Tiere wurden initial mit 60 mg/kg Korpergewicht Pentobarbital (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) intraperitoneal andsthesiert. Wahrend der Préparationen, der Laparotomie und
der weiteren Untersuchungen wurde die Andsthesie mit 20 mg/kg/h Pentobarbital intravends
aufrechterhalten (Pentobarbital-Mononarkose).

Die Tiere wurden in Riickenlage gebracht und auf einer Warmeplatte fixiert, dabei wurde eine
rektal gemessene Korpertemperatur zwischen 36,5°C und 37°C aufrechterhalten. Zur
Sicherung der Atemwege wurden die Tiere tracheotomiert und atmeten wihrend des Versuchs
spontan Raumluft {iber eine in die Trachea eingefiihrte Kantile.

Die linke Jugularvene und die A. carotis wurden nach Freiprdparation mit einem
Polyethylenkatheter (PES0, Innendurchmesser 0,58 mm, AuBlendurchmesser 0,96 mm; Fa.
Portex, Hythe, Kent, Grof3britannien) kaniiliert. Der arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz
wurden kontinuierlich erfasst (Biomonitor BMT 5231, RFT, Stassfurt, Deutschland).

Die Tiere erhielten wéhrend des Versuches 7,5 ml/kg/h einer kristalloiden L&sung

(Thomaejonin®, Thomae, Biberach, Deutschland) als kontinuierliche Infusion.
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3.3  Allgemeines Versuchsprotokoll und Endotoxindmie

Die Tiere wurden fiir die Versuche zufdllig verschiedenen Untersuchungsgruppen zugeteilt
(randomisiert). Ublicherweise wurden eine Kontrollgruppe (CON Gruppe) und eine
Endotoxingruppe (LPS Gruppe) gebildet. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine
intravendse Placebo-Infusion, den Tieren der Endotoxingruppe wurden verschiedene
Dosierungen Endotoxin (LPS von Escherichia coli, Serotyp OS55B5 der Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) intravends als Bolus verabreicht oder kontinuierlich infundiert.
Wenn die Wirkung von Medikamenten getestet wurde, wurden entsprechend zusétzlich
Medikamentengruppen gebildet, in welchen den Tieren zusidtzlich zum Endotoxin ein
Medikament verabreicht wurde, um dessen Wirkung wihrend Endotoxindmie zu untersuchen.
Die Untersuchungen starteten iiblicherweise mit dem Zeitpunkt 0 h, an dem die
Endotoxindmie induziert wurde. Nach Kaniilierung oder Laparotomie wurde eine
Stabilisierungsperiode von 15 Minuten eingehalten, bevor die Endotoxindmie induziert wurde
oder weitere Untersuchungen, wie Intravitalmikroskopie oder Laser-Doppler-Flowmetrie
durchgefiihrt wurden.

Blutentnahmen zur Bestimmung verschiedener Laborparameter (z.B. Blutbild und
Differentialblutbild, rattenspezifische Interleukine, = Gerinnungsparameter, sonstige
Sepsismediatoren etc.; z.B. insgesamt 0,2 ml) wurden zu definierten Zeiten vorgenommen.
Zur Durchfiihrung der Laser-Doppler-Flowmetrie oder Intravitalmikroskopie wurde eine
Laparotomie durchgefiihrt. Dazu wurde das Abdomen mittels eines medianen Langsschnitts
geoffnet. Eine Sektion des distalen Diinndarmes wurde sorgfiltig auf einer speziellen
Vorrichtung platziert. Wahrend der Intravitalmikroskopie wurde der Darm mit einer 37°C
warmen Elektrolytldsung (Thomaejonin®) superfundiert, um ein Austrocknen zu verhindern.

Am Ende der Versuche wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital getdtet.

3.4 Intravitalmikroskopie

3.4.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Zur Untersuchung der Leukozyten-Endothel-Interaktion wurden die Leukozyten durch die
Injektion eines Fluoreszenzfarbstoffes (0,2 ml Rhodamin 6G 0,017 g%, MW 479; Fa. Sigma)
markiert. Diese Kontrastanhebung ermoglicht die Darstellung der Zellen in der
Mikrostrombahn mittels eines Fluoreszenzmikroskops. Die Gefdfle in der Submukosa des
Intestinums wurden entsprechend ihrer Aufzweigungen nach Gore und Bohlen klassifiziert

[27]. Es wurden jeweils mehrere submukosale Sammelvenolen 3. Grades (V3) mit einem
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Durchmesser von etwa 35 pum und postkapillire Venolen 1. Grades (V1) mit einem
Durchmesser von etwa 70 pm untersucht.

Der Flux tempordr an der GefiBwand adhirenter, rollender Leukozyten (Roller) wurde
quantifiziert als Anzahl weiler Zellen, die sich mit einer Geschwindigkeit von weniger als
zweil Fiinfteln der Geschwindigkeit der Erythrozyten in der Mitte der GefaB3bahn innerhalb
von 30 Sekunden durch das beobachtete Gefdllsegment bewegten.

Fest an der GefidBwand adhidrente Leukozyten (Sticker) wurden definiert als Zellen, die sich
innerhalb von 30 Sekunden nicht bewegten oder vom GefaBBendothel ablosten und wurden
quantifiziert als Anzahl der Zellen pro mm’ der GefiBoberfliche, welche anhand des
Durchmessers und der Lénge des GefaBBsegmentes berechnet wurde. Dabei wurde eine
zylindrische Geometrie des Gefdfles vorausgesetzt. Jeweils 7 Gefdlle jeder GefdBpopulation

wurden bei jedem Tier untersucht.

3.4.2 Funktionelle Kapillardichte

Zur Ermittlung der funktionellen Kapillardichte (FCD) wurden 50 mg/kg Korpergewicht
mittels Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiertes bovines Serum-
Albumin (BSA; Fa. Sigma) intravends appliziert. Im Negativkontrast kénnen so nicht
markierte Erythrozyten vom markierten Serum unterschieden werden. Die Bestimmung der
funktionellen Kapillardichte in der intestinalen Mukosa und in den zirkuldiren und
longitudinalen Muskelschichten erfolgte durch eine morphometrische Bestimmung der Linge
der durch Erythrozyten perfundierten Kapillaren [28]. Fiinf separate Felder wurden dazu pro

Schicht untersucht.

3.4.3 Plasmaextravasation

Um die Plasmaextravasation an mesenterialen Venolen zu quantifizieren, wurden 15 Minuten
vor der Untersuchung 50 mg/kg Korpergewicht FITC-BSA (Sigma) intravends injiziert. Die
aufgenommenen Fluoreszenzbilder wurden digitalisiert und die von der Fluoreszenzaktivitit
abhingigen Grauwerte wurden innerhalb von fiinf Segmenten der untersuchten Venole (lv)
und von fiinf zugehorigen umliegenden Regionen des perivenuldren Interstitiums (Ip)
gemessen. Die Grauwerte reichten von 0 (schwarz) bis 255 (weil}). Die Plasmaextravasation
als MaB fiir das endotheliale Leck wurde ausgedruckt als die Ratio Ip/lv. Die Auswertung der
Bilder erfolgte verblindet.
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3.5  Laser-Doppler-Flowmetrie

Eine Laser-Doppler-Sonde (Durchmesser 120 pm; Wellenldnge 810 nm) wurde mittels einer
Kalibrationslosung (Lawrenz GmbH, Sulzbach, Deutschland) geeicht und an einem distalen
Segment des Ileums mittels Gewebekleber (Histoacryl®, Braun, Melsungen, Deutschland)
angebracht. Dabei wurde weder eine Kompression noch eine Traktion auf den Darm
ausgeiibt. Die Position der Sonde wurde wéhrend er Untersuchung nicht verdandert. Der Situs
wurde mit einer transparenten Folie abgedeckt und mittels 37°C warmer Vollelektrolytlosung
feucht gehalten. Die Messungen wurden nach einer Stabilisierungsphase von 30 Minuten
begonnen. Dazu wurde die Laser-Doppler-Sonde mit einem Laser-Doppler-Blutfluss-Monitor
(MBF 3 D, Moore Instruments, Axminster, Groflbritannien) konnektiert. Die Flusswerte
wurden nach einer Messung von Geschwindigkeit und Konzentration der Erythrozyten
berechnet, die Messtiefe der Sonde betrug 1,5 mm. Die Geschwindigkeit wurde mittels des
Ausmalles des Laser-Doppler-Shifts bestimmt. Die Konzentration der Erythrozyten wurde
entsprechend des am Fotodetektor gemessenen Stromes berechnet. Der Laser-Doppler-Fluss
und der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurden digitalisiert und mittels eines
computerbasierten Systems {iber 4 Minuten mit einer Sampling-Rate von 40 Hz
aufgezeichnet. Das Laser-Doppler-Signal wurde vor der Digitalisierung mittels des MBF 3 D
mit einer Eckfrequenz von 0,1 Hz bei einer Sampling-Rate von 40 Hz Tiefpass-gefiltert, um
Aliasing-Effekte zu vermeiden. Die Stabilitidt des Signals wurde visuell iiber eine minimale

Periode von 3,5 Minuten iiberwacht.
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4. Darstellung der eigenen Arbeiten

4.1  Modulation der intestinalen Blutflussoszillationen durch den Sympathikus

wahrend experimenteller Endotoxindmie

Birnbaum J, Lehmann C, Stauss HM, Weber M, Georgiew A, Lorenz B, Pulletz S,
Griindling M, Pavlovic D, Wendt M, Kox WI.
Sympathetic modulation of intestinal microvascular blood flow oscillations in experimental

endotoxemia.

Clin Hemorheol Microcirc. 2003;28(4):209-20.

Zusammenfassung zu 4.1 Clin Hemorheol Microcirc. 2003;28(4):209-20.

Die Storung der Mikrozirkulation stellt einen wesentlichen Mechanismus in der Pathogenese
der Sepsis dar. Welche Rolle der Sympathikus bei den Endotoxin-induzierten Stérungen der
Mikrozirkulation spielt, untersuchten wir in einem Sepsismodell an der Ratte.

20 minnliche Wistar-Ratten wurden untersucht. 10 Tiere dienten als Kontrollgruppe, 10 Tiere
erhielten 5 mg/kg KG/h Endotoxin. Nach Anésthesie, Tracheotomie und Kaniilierung von V.
jugularis interna und A. carotis wurden nach 30 min, 2 h und 4 h arterielle Blutproben zur
Bestimmung der Laktatkonzentrationen und des Hamatokrit entnommen.

In einer Kontrollserie (5 Tiere) applizierten wir nach 2 Stunden Endotoxindmie 10 pg/kg KG
Clonidin (Paracefan®, Boehringer Ingelheim, Deutschland), um die Sympathikusaktivitit zu
vermindern.

In einer zweiten Kontrollserie von 5 Tieren fiihrten wir vor Entotoxinapplikation eine lokale,
operative Sympathektomie durch.

Der intramukosale Blutfluss (IMBF) wurde nach Laparotomie am distalen Ileum mittels
Laser-Doppler-Sonde gemessen. Der Laser-Doppler-Fluss (LDF) und die iiber die A. carotis
gemessenen Blutdriicke wurden digital aufgezeichnet und eine Power-Spektral-Analyse
wurde durchgefiihrt.

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) blieb in der Kontroll- und Endotoxingruppe konstant.
Die mit Endotoxin behandelten Tiere entwickelten nach 2 h eine Tachykardie.

Bei den Kontrolltieren blieben Hématokrit und Laktatwerte stabil. Wdhrend bei den
Endotoxin-Tieren der Hiamatokrit nach 4 h moderat abfiel, kam es bei den Endotoxin-Tieren
zu einem signifikanten Laktatanstieg.

Es kam nach Endotoxinbelastung zu einem signifikanten Abfall des LDF, wéhrend er in der
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Kontrollgruppe stabil blieb. Wiahrend die chirurgische Denervierung den Abfall des LDF
komplett verhinderte, verminderte Clonidin den Abfall des LDF.

Zwei Stunden nach Endotoxinbelastung erhohte sich die LF-Power des Laser-Doppler-Flux-
Signals und des arteriellen Blutdruck-Signals bei den Tieren der Endotoxingruppe, wéihrend
die Werte der Kontrolltiere unveréndert blieben. Die HF-Power von IMBF und MAP blieb in
beiden Gruppen konstant, in beiden Gruppen fanden sich keine Verdnderungen der
Spitzenfrequenzen der LF- und HF-Oszillationen. Die gleichen Spitzenfrequenzen fanden sich
in den LF- und HF-Oszillationen des MAP. Clonidin bewirkte eine Reduktion des LF-Signals
von IMBF und Blutdruck. Die LF-Power lag etwa im Bereich der Kontrollgruppe. Die HF-
Power wurde durch Clonidin nicht beeinflusst. Die chirurgische Sympathektomie beeinflusste
wihrend der Endotoxindmie die LF- und HF-Power von IMBF und Blutdruck nicht. Die HF-
Spektral-Power von IMBF und Blutdruck blieben nach Clonidingabe und nach
Sympathektomie ebenfalls unverdndert.

Der intestinale vaskulidre Widerstand (Verhéltnis von MAP und IMBF) verminderte sich nach
chirurgischer Denervierung.

Zusammenfassend konnten wir mittels Laser-Doppler-Flowmetrie zeigen, dass die
Anderungen des Power-Spektrums des arteriellen Blutdruckes wihrend der Endotoxinimie
mit den Anderungen in der intestinalen Mikrozirkulation korrelieren. Die Anderungen der
Spektral-Power konnen mit Clonidin verhindert werden. Die Variabilitit des IMBF folgt
offenbar passiv der Variabilitit des Blutdruckes, da die operative Sympathektomie den

Anstieg LF-Power des IMBF nicht verhindern kann.
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4.2  Einfluss des Gerinnungsfaktors XIIl auf die funktionelle Kapillardichte, die
Leukozytenaktivierung und auf die Plasmaextravasation wahrend experimenteller

Endotoxinamie

Birnbaum J, Hein OV, Liihrs C, Riickbeil O, Spies C, Ziemer S, Griindling M, Usichenko T,
Meissner K, Pavlovic D, Kox WJ, Lehmann C.
Effects of coagulation factor XIII on intestinal functional capillary density, leukocyte

adherence and mesenteric plasma extravasation in experimental endotoxemia.

Crit Care. 2006 Feb;10(1):R29.

Zusammenfassung zu 4.2 Crit Care. 2006 Feb;10(1):R29.

Einen wichtigen Pathomechanismus wihrend der Sepsis stellt die Stérung der
Mikrozirkulation und der endothelialen Integritéit dar. Der Darm spielt in diesem Geschehen
eine wichtige Rolle. Eine Schiadigung der Mukosabarriere des Darmes hat eine Translokation
von Bakterien und Bakterientoxinen zur Folge [5;29]. Infolge der Stérung der Integritét der
GefdBwand kommt es wihrend der Sepsis zu einer erhdhten Permeabilitit der GefaBwénde
fiir Makromolekiile, in deren Folge sich ein parazelluldres Odem bildet, diese Odembildung
stellt ein klassisches diagnostisches Kriterium der Sepsis dar. [4].

Der Gerinnungsfaktor XIII (FXIII) wirkt als fibrinstabilisierender Faktor. Die aktive Form
FXIlIa ist eine Transglutaminase und vermittelt Bindungen zwischen den Peptidketten des
Fibrins und schiitzt es vor dem Angriff fibrinolytischer Enzyme und trdgt somit zur
Stabilisierung des Fibrinclots bei [30].

Neben seiner gerinnungsaktiven Wirkung hat der FXIII noch andere, wiahrend der Sepsis
potenziell giinstige Wirkungen. So spielt er eine Rolle im Zusammenhang mit der
Zelladhdsion und —migration [31], stabilisiert die Endothelbarriere und vermindert damit die
Odembildung [32-34]. Die zytoplasmatische Expression von FXIIla in Makrophagen steht im
Zusammenhang mit der phagozytotischen Aktivitdt und somit mit der Leukozytenaktivierung
[35]. Neben dem Einfluss auf die Knochen- und Wundheilung [36-38] wird dem FXIII auch
ein protektiver Effekt auf die wihrend Inflammation alterierte Darmmukosa zugeschrieben
[39-41].

Wihrend der Sepsis konnen die FXIII-Spiegel erniedrigt sein [42;43], eine niedrige FXIII-
Aktivitdt ist mit der Schwere der Erkrankung und Organschidigung assoziiert [43].

Der Gerinnungsfaktor XIII hat somit einige potenziell gilinstige Wirkungen wihrend Sepsis

und Inflammation, wie Verminderung der Leukozytenaktivierung, Verminderung der
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Zelladhision und —migration, Verminderung der Odembildung und Protektion der
Darmintegritét.

Ziel der Untersuchung war es, diese Hypothesen in einem experimentellen Setting im
Tierversuch zu stiitzen.

Wir untersuchten 42 minnliche Wistar-Ratten in drei Gruppen in einer prospektiven,
randomisierten Studie. Die Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe (CON). Die Tiere der Gruppe
2 (LPS) und der Gruppe 3 (FXIII) erhielten 2,5 mg/kg KG Endotoxin (LPS von E. coli). Bei
den Tieren der FXIII-Gruppe wurden 50 U/kg KG FXIII appliziert. Bei jeweils der Hilfte der
Tiere wurden die funktionelle Kapillardichte als Mall der Kapillarperfusion sowie die
Leukozytenadhdrenz am Venenendothel der intestinalen Submukosa mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie gemessen. Die andere Hilfte der Tiere wurde einer Messung der
Plasmaextravasation (Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung von FITC-markiertem
Albumin) als Mal fiir die Schiadigung der GefidBwandintegritit unterzogen. Die FXIII-
Aktivitat wurde bestimmt.

Wihrend Endotoxindmie kam es zu einer Verschlechterung der Perfusion in der intestinalen
Mukosa, die sich in einem Abfall der gemessenen FCD zeigte. Bei den mit FXIII behandelten
Tieren zeigte sich eine signifikant hohere FCD im Vergleich zu den Tieren der LPS-Gruppe.
Die durch die Endotoxindmie erhohte Leukozyten-Endothel-Interaktion wurde nicht durch
FXIII beeinflusst. Auch die Plasma-Extravasation wurde nicht durch FXIII beeinflusst. Die
FXIII-Aktivitdit war wihrend der Endotoxindmie erwartungsgemill erniedrigt und wurde
durch die Substitution deutlich angehoben.

In diesem Sepsismodell konnten wir einen protektiven Effekt von FXIII wéhrend

Endotoxindmie auf die mukosale Perfusion der Darmschleimhaut der Ratte zeigen.
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4.3 Der Einfluss von Dopexamin auf die intestinale Mikrozirkulation und

Leukozytenaktivierung wahrend experimenteller Endotoxindmie

Birnbaum J, Klotz E, Spies CD, Lorenz B, Stuebs P, Hein OV, Griindling M, Pavlovic D,
Usichenko T, Wendt M, Kox WJ, Lehmann C.
Effects of dopexamine on the intestinal microvascular blood flow and leukocyte activation in

a sepsis model in rats.

Crit Care. 2006;10(4):R117.

Zusammenfassung zu 4.3 Crit Care. 2006;10(4):R117.

Da der Storung der hepatosplanchnischen Perfusion im Gastrointestinatrakt eine
entscheidende Bedeutung in der Pathogenese der Sepsis zukommt [5], ist die
Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung der gastrointestinalen Perfusion ein wichtiger
Bestandteil der Sepsistherapie. Neben der Volumentherapie spielt die differenzierte
Katecholamintherapie dabei eine groBe Rolle. Neben anderen Katecholaminen war
insbesondere das synthetische Katecholamin Dopexamin im Zusammenhang mit der
Verbesserung der Perfusion im Magen-Darm-Trakt in der Vergangenheit immer wieder
Gegenstand verschiedener experimenteller [44-48] und klinischer Untersuchungen [49-51].
Zusitzlich scheint Dopexamin auch antiinflammatorische Wirkungen zu haben [52].

Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss von Dopexamin auf verschiedene Parameter der
gastrointestinalen Perfusion und auf die Inflammationsreaktion in einem Sepsismodell zu
testen.

In einer prospektiven, randomisierten Studie untersuchten wir 42 minnliche Wistar-Ratten.
Die Untersuchung erfolgte in drei Gruppen. Die erste Gruppe diente als Kontroll-Gruppe
(CON). Die Tiere der zweiten Gruppe (LPS) und die Tiere der dritten Gruppe (DPX) erhielten
20 mg/kg KG Endotoxin (LPS von E. coli) iiber 15 Minuten. Die Tiere der DPX-Gruppe
erhielten zusitzlich 0,5 pg/kg/min Dopexamin 1.v. iiber 4 Stunden. Bei der Hélfte der Tiere
erfolgte eine Untersuchung des intestinalen mikrovaskuldren Blutflusses (IMBF) mittels
Laser-Doppler-Flowmetrie. Bei der anderen Hélfte der Tiere wurde die funktionelle
Kapillardichte der zirkuldren und longitudinalen Muskelschichten der intestinalen Mukosa
untersucht. Zuséatzlich wurden die TNF-a-Plasma-Spiegel bestimmt.

Der deutliche Abfall des IMBF wihrend der Endotoxindmie konnte durch die Applikation
von Dopexamin verhindert werden, die Werte lagen etwa auf Kontrollniveau. Die in Folge der

Endotoxindmie verschlechterte Mukosaperfusion (gemessen an der FCD) in beiden
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Muskelschichten wurde durch die Dopexamininfusion ebenfalls giinstig beeinflusst. Die
erhohte Leukozytenadhdrenz in den VI1-Venolen wurde ebenfalls durch die
Dopexamininfusion vermindert. Nach einer Stunde Endotoxindmie zeigte sich auch eine
Verminderung der TNF-a-Spiegel im Plasma im Vergleich zu den stark erhohten Werten bei
den Tieren der LPS-Gruppe.

Die Dopexamininfusion fiihrte in dem Sepsismodell zu einer Verbesserung der intestinalen
Mikrozirkulation sowie zu einer Reduktion der Leukozytenadhdrenz und der TNF-a-Spiegel

als Marker der Inflammationsreaktion.
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4.4  Der Einfluss von Dopexamin und lloprost auf die Plasma-Disappearance-Rate

von Indozyaningrin bei Patienten im septischen Schock

Birnbaum J, Lehmann C, Taymoorian K, Krausch D, Wauer H, Griindling M, Spies C, Kox
WI.
Einfluss von Dopexamin und Iloprost auf die Plasma-Disappearance-Rate von

Indozyaningriin bei Patienten im septischen Schock

Anaesthesist. 2003 Nov;52(11):1014-9.

Zusammenfassung zu 4.4 Anaesthesist. 2003 Nov;52(11):1014-9.

Da der Hypoperfusion der intestinalen Mukosa eine wichtige Rolle bei der Pathogenese einer
Organdysfunktion zukommt [29], ist ein wesentliches Ziel der Therapie von kritisch kranken
Patienten  die  Aufrechterhaltung einer  ausreichenden  Perfusionssituation im
Gastrointestinaltrakt. Katecholamine, aber auch andere vasoaktive Substanzen spielen hier
eine wichtige Rolle. Die potenziellen protektiven Effekte des Dopexamins wurden bereits
erwdhnt. Durch ihren Einfluss auf die Vasomotorik konnten auch Prostaglandine als
Therapieoption in Betracht kommen. Dass das stabile Prostazyklinanalogon Iloprost im
Tiermodell unter Endotoxindmie die  Mikrozirkulation verbessern und die
Leukozytenaktivierung vermindern kann, konnte unsere Arbeitsgruppe in vorangehenden
Untersuchungen zeigen [53].

Ziel der Untersuchung war es, die Wirkungen von Dopexamin und Iloprost auf die
Perfusionssituation im Gastrointestinaltrakt bei Patienten im septischen Schock zu
untersuchen. Als Parameter fiir die gastrointestinale Perfusion bzw. Leberfunktion wurde die
Plasmaverschwinderate (Plasma-Disappearance-Rate-PDR) des Farbstoffes Indozyaningriin
(ICG) verwendet [54].

Bei 40 Patienten im septischen Schock wurde in die A. femoralis ein fiberoptischer Katheter
eingefiihrt, mit dessen Hilfe nach intravendser Injektion der Abfall der ICG-Konzentration
tiber die Zeit gemessen werden konnte (COLD-System). Den Patienten wurde entweder
Dopexamin (0,5 pg/kg/min oder Iloprost (1 ng/kg/min) iiber 24 Stunden intravends
verabreicht. Die PDR, der Herzindex und das intrathorakale Blutvolumen (ITBV) wurden
ermittelt. Der routineméBig ermittelte intramukosale pH-Wert der Magenschleimhaut (pH;)
wurde erfasst.

Sowohl bei der Gabe von Dopexamin als auch bei der Gabe von Iloprost erhohte sich die

PDR von ICG deutlich, ein signifikanter Unterschied zum Ausgangswert zeigte sich bereits
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eine Stunde nach Infusionsbeginn von Iloprost. Eine Stunde nach Ende der Infusion der
Substanzen lag die PDR wieder auf Ausgangsniveau. Herzindex, ITBV und pH; blieben im
Beobachtungszeitraum unverindert.

Sowohl das synthetische Katecholamin Dopexamin als auch als auch das stabile
Prostazyklinanalogon Iloprost hatten einen positiven Effekt auf die PDR von ICG bei
Patienten im septischen Schock und wirkten somit protektiv auf die gastrointestinale

Perfusion bzw. auf die Leberfunktion.
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45  lloprost bei Organversagen und Inflammation bei intensivpflichtigen Patienten

im Zusammenhang mit der kontinuierlichen Nierenersatztherapie

Birnbaum J, Spies CD, Klotz E, Hein OV, Morgera S, Schink T, Ziemer S, Grund MS,
Saalmann R, Kox WJ, Lehmann C.

Iloprost for additional anticoagulation in continuous renal replacement therapy - a pilot study.

Ren Fail. 2007;29(3):271-7.

Zusammenfassung zu 4.5 Ren Fail. 2007;29(3):271-7.

Im Zusammenhang mit einer kontinuierlichen Nierenersatztherapie (Continuous Renal
Replacement Therapy — CRRT) bei kritisch kranken Patienten mit Organversagen ist eine
addquate Antikoagulation zur Verhinderung thromboembolischer Komplikationen und zur
Verhinderung einer frithen Filterokklusion notwendig. Goldstandard war bisher als
Antikoagulanz das Heparin, zunehmend wird aber auch routinemifBig die regionale Zitrat-
Antikoagulation  eingesetzt [55]. Eine mogliche Alternative ist der zur
Standardheparinisierung additive Einsatz von thrombozytenaggregationshemmenden
Prostaglandinen [56]. Zusdtzlich zur gerinnungshemmenden Wirkung der Prostaglandine
konnten bei Patienten mit Organversagen noch andere protektive Wirkungen der
Prostaglandine von Vorteil sein, wie der giinstige Einfluss auf die gastrointestinale Perfusion
bzw. die Leberfunktion, die Verbesserung der Mikrozirkulation oder die Verminderung der
Leukozytenaktivierung im Sinne einer antiinflammatorischen Wirkung [53].

Nachdem unsere Arbeitsgruppe bereits im experimentellen Sepsismodell bei Ratten diese
antiinflammatorische und zirkulationsverbessernde Wirkung von Iloprost nachweisen konnte
[53] und nachdem wir auch im klinischen Setting bei septischen Patienten positive Effekte auf
die gastrointestinale Perfusion bzw. auf die Leberfunktion nachweisen konnten [57], schien es
indiziert, diese Substanz auch bei kritisch kranken Patienten im Zusammenhang mit der
Anwendung eines Nierenersatzverfahrens zu testen.

Ziel der Studie war es, neben dem Einfluss des stabilen Prostazyklinanalogons Iloprost auf die
Filterlaufzeiten auch den Einfluss dieser Substanz auf die Inflammationsreaktion wéihrend der
kontinuierlichen veno-vendsen Hémofiltration (Continuous veno-venous hemofiltration —
CVVH) bei Patienten im akuten Nierenversagen zu untersuchen.

In einer prospektiven, randomisierten Pilotstudie wurden 20 Patienten mit akutem
Nierenversagen, die sich einer CVVH unterziechen mussten, untersucht. Die Untersuchung

erfolgte in 2 Gruppen. Die Patienten der Heparin-Gruppe erhielten eine
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Standardheparinisierung. Die Patienten der Iloprost-Gruppe erhielten additiv zur
Standardheparinisierung 1 ng/kg/min Iloprost. Primédrer Zielparameter war die Filterlaufzeit.
Durch die Iloprost-Applikation konnte die Filterlaufzeit signifikant verldngert werden. Der
relative Abfall der Thrombozytenzahl war in der Iloprost-Gruppe vermindert. Es traten unter
der Therapie keine Blutungskomplikationen auf. Es fand sich kein Unterschied in den
Thrombozyten-Funktions-Assays zwischen den Gruppen. Ein Einfluss der Iloprost-Therapie
auf die gemessenen Inflammationsparameter (IL-6, sCD-14) konnte nicht nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend fiihrt die zur Standardheparinisierung zusitzliche Applikation von Iloprost
wihrend CVVH bei Patienten im akuten Nierenversagen zu einer signifikanten Verlangerung

der Filterlaufzeiten bei gleichzeitig protektiver Wirkung auf die Thrombozyten.
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5. Diskussion

51 Modulation der intestinalen Blutflussoszillationen durch den Sympathikus
wahrend experimenteller Endotoxinamie

Eine Minderperfusion im Gastrointestinaltrakt spielt in der Pathogenese der Sepsis und des
Multiorganversagens eine entscheidende Rolle [29]. Deshalb kommt der Ergriindung der
zugrunde liegenden Pathomechanismen eine wichtige Rolle zu. Ziel unserer experimentellen
Arbeit war es, den Einfluss des Sympathikus auf den intestinalen mikrovaskuldren Blutfluss
und den arteriellen Blutdruck in einem Sepsismodell an der Ratte zu untersuchen. In
verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in der Sepsis eine
Vasokonstriktion mit konsekutiver Hypoperfusion als Reaktion auf das Eindringen von
Bakterien in die systemische Zirkulation eine wichtige Rolle spielt [58-61]. Diese
Hypoperfusion zu ungunsten des Gastrointestinaltraktes kann bei erniedrigtem, aber auch bei
stabilem [60] oder sogar bei erhohtem Herzzeitvolumen [62] entstehen. Auch eine
Umverteilung des Blutflusses innerhalb der Schichten der Darmwand kann urséchlich fiir eine
Minderperfusion einzelner Areale sein [63].

Ziel der Untersuchung war die Evaluierung verschiedener Messmethoden zur Untersuchung
des Blutflusses und seiner Anderung sowie zugrunde liegender Mechanismen in einem
experimentellen Sepsismodell.

Die Laser-Doppler-Flowmetrie ist ein hdufig eingesetztes Verfahren zur relativen Messung
der Gewebeperfusion in experimentellen [45;53] und klinischen Settings [51;64;65]. Zwar
konnen mit dieser Technik keine absoluten Blutfliisse gemessen werden, jedoch ist es eine gut
geeignete Technik, um relative Verdnderungen des Blutflusses schnell und reproduzierbar zu
erfassen. Die Laser-Doppler-Sonden konnen klinisch iiberall dort eingesetzt werden, wo das
Gewebe mit der Sonde erreicht werden kann, wie zum Beispiel auf der Haut [66],
endoluminal mittels Sonden beispielsweise im Magen [49], oder klinisch bei Patienten
intraoperativ im Situs [67] und auch experimentell nach Freilegung der entsprechenden

Organe im Tierversuch [68].

Mittels der Spektralanalyse des Laser-Doppler-Signals konnen phasenhafte Schwankungen
des mikrovaskuldren Blutflusses erfasst werden. Diese oszillatorischen Flussmuster scheinen
die Modulation der vasomotorischen Aktivitit der Arteriolen durch den Sympathikus
widerzuspiegeln [69]. Somit ergibt sich eine gute Moglichkeit, den Einfluss des autonomen

Nervensystems auf die Mikrozirkulation wéhrend der Sepsis zu untersuchen. Erhohte
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Oszillationsfrequenzen in der Mikrozirkulation der Haut nach einem ischdmischen Stimulus
konnen bei kritisch kranken Patienten ein ungiinstiger prognostischer Parameter im Sinne
eines verschlechterten Outcomes sein [66].

Die Endotoxin-Belastung fiihrte in unserer Untersuchung wie erwartet zu einer Abnahme des
mittels Laser-Doppler-Flowmetrie gemessenen Blutflusses in der Darmwand des distalen
Ileums der Versuchstiere. Diese Verminderung des Flusses stand im Zusammenhang mit der
Verminderung der Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten. Wegen der gleichen
Hiamatokritwerte in den Gruppen konnten wir einen Einfluss sinkender Himatokritwerte auf
den gemessenen Fluss ausschlieBen. Dieser Abfall der Konzentration von Erythrozyten, wie
man ihn in der Sepsis finden kann, kann ebenfalls zur niedrigeren mittels Laser-Doppler-
Flowmetrie gemessenen Flusswerten flihren [63;70]. Eine Erniedrigung des systemischen
Blutdruckes scheidet ebenfalls als Ursache fiir den erniedrigten Laser-Doppler-Fluss aus, da
die Blutdruckwerte wihrend der Untersuchung stabil waren. Insgesamt fand sich eine eher
hyperdyname Kreislaufsituation mit erhohten Herzfrequenzen und erhdhten Laktatwerten,
welche Ausdruck der Hypoperfusion sein konnten. Diese erhohten Laktatwerte konnten zu
einer Verschlechterung der rheologischen Eigenschaften der roten Blutzellen beitragen und
somit ebenfalls den Blutfluss verschlechtern [71;72].

Eine akute splanchnische Denervierung fiihrte in unserem Experiment zu einem
voriibergehenden systemischen Blutdruckabfall und einer Reduktion des intramukosalen
Blutflusses. Nach weniger als 5 Minuten stellten sich jedoch wieder Blutdruck- und
Flusswerte ein, die auf dem Ausgangsniveau lagen. Die chirurgische Denervierung konnte
den durch die Endotoxindmie ausgeldsten Abfall des intramukosalen Blutflusses vollstindig
autheben. Somit scheint die Verminderung des intramukosalen Blutflusses durch eine
sympathikusvermittelte Vasokonstriktion ausgeldst zu werden.

Die Variabilitit der Laser-Doppler-Signale enthélt sowohl rhythmische als auch nicht
rhythmische Komponenten. Mittels computergestiitzter Analyse der Blutdrucksignale und der
Herzfrequenzsignale konnen hochfrequente (high frequency - HF) und niederfrequente (low
frequency - LF) sowie sehr niederfrequente (very low frequency - VLF) Oszillationen erfasst
werden [73]. Wéhrend des Experiments fanden wir bei allen Tieren LF-Oszillationen mit
Frequenzen um 0,4 Hz, die sich jedoch nicht einer entsprechenden Schicht der Darmwand,
wie beispielsweise Mukosa, Submukosa, Muskularis oder Serosa, zuordnen lassen. Diese LF-
Komponente des Blutdruckes wird der sympathischen Modulation des Gefédlltonus
zugeschrieben, weil sie durch eine Sympathikusblockade aufgehoben werden kann [74]. Die

schnelle Vasokonstriktion von grofleren, stark innervierten Arteriolen im Intestinum scheint
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dabei hauptsdchlich vom Sympathikus reguliert zu werden, wéihrend die Vasokonstriktion
kleinerer Arteriolen langsamer ablduft und eher durch humorale Stimuli sowie die Freisetzung
von lokalen Vasokonstriktoren, wie Leukotriene und Endothelin, beeinflusst wird [75]. Eine
erhohte sympathische Modulation des Gefdfitonus findet sich in der hyperdynamen Phase der
Sepsis und spiegelt sich in einer Erhohung der LF-Power wider [60].

Die Gabe von Clonidin verminderte den Anstieg der LF-Power des Laser-Doppler-Flusses
und des arteriellen Blutdruckspektrums wéhrend der Endotoxindmie. Im Wesentlichen wirkt
Clonidin als postsynaptischer a,-Rezeptor-Agonist in der Medulla oblongata, dort agiert der
Nucleus tractus solitarii als Depressorregion des vasomotorischen Zentrums der Medulla
oblongata. Eine Stimulation dieser Rezeptoren fiihrt zu einer Inhibition der peripheren
Wirkung des Sympathikus. Entsprechend zeigt sich auch im Tierversuch nach Clonidingabe
eine deutliche Reduktion der LF-Power. Neben der Verminderung des peripheren
Sympathikotonus verstirkt Clonidin dabei auch den Baroreflexbogen mit der Folge einer
verminderten Blutdruckvariabilitit, die wiederum zu einer Reduktion der LF-Power fiihrt
[76]. Die Oszillationen des intramukosalen Blutfluss-Signals koénnen in Folge der
Oszillationen des Blutdrucks als direkter Zusammenhang zwischen Blutdruck und Blutfluss
auftreten. Da die chirurgische splanchnische Denervierung den Anstieg der LF-Power nach
Endotoxinbelastung nicht signifikant unterdriicken konnte, scheint dieser Mechanismus in
unserer Untersuchung auch an der Generierung der LF-Variabilitit des intramukosalen
Blutflusses beteiligt zu sein. Folglich reduzierte Clonidin die LF-Komponente des
intramukosalen Blutflusses {iiber seinen systemischen Effekt auf die Variabilitdt des
Blutdruckes. Somit verhinderte die chirurgische Denervierung auch nicht den Anstieg der LF-
Variabilitit, weil die systemische Modulation des Sympathikotonus nicht durch die lokale
Denervierung beeinflusst wurde. Die LF-Variabilitit des Blutdruckes 16ste also Fluktuationen
des intramukosalen Blutflusses aus.

Lokale Mechanismen in der GefdBwand konnen ebenfalls das Power-Spektrum beeinflussen
und miissen so bei der Beurteilung der Mechanismen mit in Betracht gezogen werden. So
spielt lokales Stickstoffmonoxid (NO) bei der Regulation der Blutdruckvariabilitdt eine Rolle
[77]. Die Anderungen des Blutdruckes konnen iiber eine Beeinflussung des Scherstresses in
den GefiBlen zu einer Freisetzung von NO aus dem GefdBlendothel fiihren [78]. Dieses
endogene NO kann die Blutruck-Variabilitidt abdampfen [79]. In unserer Untersuchung konnte
somit eine Verminderung des Blutflusses zu einer Verminderung der NO-Freisetzung durch
das Endothel und somit zu einer Abschwichung der moglichen dimpfenden Wirkung des

Endothels auf die Blutdruck-Variabilitét gefiihrt haben. Dies kann zu einer Erhéhung der LF-
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Variabilitit des Blutdruckes fiihren. Auch andere Mechanismen, welche die Mikrozirkulation
beeinflussen, sind denkbar. Bei niedrigen NO-Konzentrationen erhdht sich die Rigiditit der
Erythrozyten mit der Folge verschlechterter rheologischer Eigenschaften, was sich negativ auf
die Mikrozirkulation auswirken kann [80].

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Endotoxindmie in einer systemischen
Erhohung des Sympathikotonus resultiert, was sich durch eine Erh6hung der LF-Power des
Blutdruckspektrums zeigt. Anderungen des arteriellen Power-Spektrums wihrend der
Endotoxinimie sind von korrespondierenden Anderungen der intestinalen Mikrozirkulation
begleitet und kdnnen medikamentds durch die Applikation von Clonidin geblockt werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung helfen somit, die Resultate vergangener und folgender
experimenteller Arbeiten bei Endotoxindmie zu deuten und das verwendete Tiermodell weiter

zu vervollkommnen.
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5.2  Einfluss des Gerinnungsfaktors XIIl auf die funktionelle Kapillardichte, die
Leukozytenaktivierung und auf die Plasmaextravasation wahrend experimenteller
Endotoxinamie

Ziel der Untersuchung war es, verschiedene, wihrend der Endotoxinidmie pathologisch
veranderte Parameter, wie die verringerte funktionelle Kapillardichte, die erhohte
Leukozyten-Endothel-Interaktion und die erhohte Plasmaextravasation durch die Applikation
des potenziell protektiv wirkenden Gerinnungsfaktors XIII giinstig zu beeinflussen. Der
Abfall der FCD im Vergleich zu den Tieren in der Endotoxingruppe konnte durch die
Applikation von FXIII verhindert werden, wéhrend sich kein Einfluss der Substanz auf die
Leukozyten-Endothel-Interaktion fand.

Die hohere FCD bei den Tieren der FXIII-Gruppe im Vergleich zu den unbehandelten Tieren
in der LPS-Gruppe ist ein Ausdruck einer protektiven Wirkung von FXIII auf die
Kapillarperfusion in diesem Modell. Erwartungsgemil fanden wir bei den Tieren der LPS-
Gruppe einen Abfall der F-XIII-Aktivitdt. Diesen Abfall kann man auch bei septischen
Patienten finden, er ist mit der Schwere der Erkrankung und Organschidden assoziiert [43].
Dementsprechend scheint es sinnvoll, FXIII zu substituieren, um wieder physiologische
Werte zu erreichen. Die F-XIII-Werte lagen in unserer Untersuchung bei den substituierten
Tieren liber den Werten der LPS-Gruppe. Dabei lagen sie nach 1,5 Stunden iiber und am Ende
des Versuches auf Kontrollniveau. Die zu Grunde liegenden Mechanismen fiir eine
Verbesserung der Perfusion in den Kapillaren durch die Applikation von FXIII kénnen in
unserem Modell nicht untersucht werden. Bekannte pro-angiogenetische Effekte, die nach F-
XIII-Applikation in einem Ratten-Cornea-Modell zu einer Neovaskularisation gefiihrt haben
[81], konnen in unserem Kurzzeitmodell keine Rolle gespielt haben, da dies eher
Langzeiteffekte sind. Da der Gerinnungsfaktor XIII eine pro-koagulative Substanz ist, welche
in der letzten Phase die Vernetzung von Fibrin-Monomeren ermdglicht und das Fibrin-
Gerinnsel stabilisiert, hdtte auch eine Verschlechterung der Kapillarperfusion infolge einer
verstarkten Fibrinbildung und Thrombosierung die Folge der F-XIII-Applikation sein kdnnen.
So konnte in einem Sepsis-Modell in Ratten gezeigt werden, dass FXIII eine LPS-induzierte
disseminierte intravasale Gerinnung auch begiinstigen kann [82].

Obwohl die Plasmaextravasation in der LPS-Gruppe zu héheren Werten im Vergleich zu den
anderen Gruppen tendierte, fithrte die Endotoxindmie in unserem Modell zumindest an den
mesenterialen Venolen nicht zu der erwarteten statistisch signifikanten Erhohung der
Plasmaextravasation. Folgend konnten wir auch keine Verminderung der Plasmaextravasation

durch die Applikation von FXIII zeigen. Welche Rolle die Plasmaextravasation
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moglicherweise in der intestinalen Mukosa gespielt hat, konnten wir in unserem Modell
ebenfalls nicht untersuchen. Denkbar ist auch, dass eine relevante Odembildung in der
Mukosa die mikrovaskulidre Perfusion beeintrdachtigt. Bei dem Einsatz einer hoéheren
Endotoxindosis oder der Testung einer grofleren Tierzahl konnte die Plasmaextravasation am
Mesenterium sowohl durch Endotoxin als auch durch FXIII, moglicherweise bei erhohter F-
XIII-Dosis, signifikant beeinflusst werden. In jedem Fall sollte die Mikrozirkulation auch im
Zusammenhang mit der Extravasation und Odembildung wihrend der Endotoxinimie
diskutiert werden. Der protektive Effekt von FXIII auf die Funktion und Integritit der
Endothelbarriere wurde schon in mehreren Arbeiten untersucht [32-34;83-85]. In einem
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die Endothelzell-Lision durch ein Endothelzell-
Antiserum vermindert werden konnte, wenn FXIII beigemischt wurde, bevor dieses
Antiserum intradermal in die Riickenhaut von Guinea-Schweinen injiziert wurde. Nach
vorangegangener systemischer Injektion wurde dazu die Menge von Evans-Blau an der
Injektionsstelle in der Haut bestimmt. Dabei hatte FXIII sowohl auf die Farbstoff-Leckage als
auch auf die Schwellung einen vermindernden Einfluss. Die Autoren deuteten das als einen
antiinflammatorischen Effekt von FXIII. Durch einen antiinflammatorischen Effekt konnte
FXIII auch zu einer verbesserten Kapillarperfusion beitragen. Im in-vitro-Versuch mit
kultivierten aortalen Endothelzellen vom Schwein und isoliert perfundierten Ratten-Herzen
filhrte FXIII zu einer Reduktion der Permeabilitit der Endothelzellschicht fiir Albumin und
der myokardiale Wassergehalt war nach einem Ischimie-Reperfusions-Versuch vermindert.
Dies deutet darauf hin, dass aktivierter FXIII die endotheliale Permeabilitdt verringert.

In unserer Untersuchung zeigte sich nach Endotoxin-Belastung eine deutliche Erhdhung der
Leukozytenadhdrenz am Endothel von V1- und V3-Venolen der Submucosa des Diinndarmes.
Bei den mit F-XIII behandelten Tieren zeigte sich tendenziell eine Verminderung der Werte,
jedoch wurde ebenfalls keine statistische Signifikanz erreicht. Auch hier konnte eine
Erhohung der F-XIII-Dosis zum Erfolg fithren, denn F XIII scheint eine Rolle bei der
Vermittlung der Adhdrenz zwischen Leukozyten und Endothelzellen zu spielen. FXIIla und
Gewebstransglutaminase finden sich auf der Oberfliche von monozytischen Zellen und
konnen die Adhdsion von monozytischen Zellen zu Fibronektin beeinflussen. In vitro
begiinstigte FXIIla die Ausbreitung und die Adhésion verschiedener Zellen (humane
Leberzellen, humane Leukidmiezellen, humane Melanomzellen und tierische Endothelzellen
der Aorta) an mit F XIII beschichtete Oberfldchen. Dies deutet darauf hin, das F XIII selbst
die Zellinteraktion vermittelt. In vitro vermittelt FXIIla die Adhdsion von Endothelzellen und

bindet in Losung selbst an sie [86].
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Des Weiteren sind einige Integrine (wie z. B. as8; und aoB;) Liganden fiir FXIII [87].
Integrine sind Schliisselmolekiile fiir die Vermittlung der Zellinteraktion zwischen
Leukozyten und Endothelzellen. Durch einen antiinflammatorischen Effekt konnte FXIII auch

zu einer verbesserten Kapillarperfusion beitragen.

Zusammenfassend schiitzt FXIII in diesem Sepsismodel bei Ratten die mukosale
Kapillarperfusion vor Endotoxin-induzierten Schéddigungen. Einige bekannte, potenziell
protektive Effekte rechtfertigen eine weitere Untersuchung dieser Substanz in weiteren

experimentellen und klinischen Studien.
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5.3 Der Einfluss von Dopexamin auf die intestinale Mikrozirkulation und
Leukozytenaktivierung wahrend experimenteller Endotoxindmie

Da es wihrend der Sepsis zu einer Stérung der Vasomotion und in der Folge zu einer Stérung
der globalen und regionalen Perfusion kommt, ist es nahe liegend, diese Stdrungen mit
vasoaktiven Substanzen zu behandeln, die Aufrechterhaltung der globalen und regionalen
Perfusion wéhrend der Sepsis mittels vasoaktiven Substanzen und insbesondere mittels
Katecholaminen gehort zu den etablierten Therapieregimen. Der Einsatz von Katecholaminen
erfolgt dann, wenn mittels Volumengabe alleine keine ausreichende Kreislaufstabilisierung
erreicht werden kann. Als Katecholamin der ersten Wahl wird in den aktuellen Leitlinien
Dobutamin empfohlen, kann keine ausreichende Stabilisierung erreicht werden, wird
Noradrenalin als Vasopressor empfohlen.

Verschiedene Katecholamine, wie Dopamin, Dobutamin, Adrenalin und Noradrenalin und
auch das synthetische Katecholamin Dopexamin lagen im Zusammenhang mit Sepsis und
Inflammation im Fokus klinischer und experimenteller Untersuchungen [45;48;48;49;51;88-
90]. Bei diesen Untersuchungen spielte insbesondere der Einfluss der Substanzen auf die
gastrointestinale Perfusion eine Rolle [44;46-51;88;90-92]. Zum anderen scheinen auch
antiinflammatorische Effekte im Zusammenhang mit dem Einsatz beispielsweise von
Dopexamin in der Sepsis eine Rolle zu spielen. So vermindert Dopexamin im Tiermodell die
Leukozytenaktivierung [93] und wirkt antiinflammatorisch bei Patienten nach
kardiopulmonalem Bypass [94].

Ziel unserer experimentellen Untersuchung war es, weitere Informationen zur Wirkung des
synthetischen Katecholamins Dopexamin im Zusammenhang mit dem von uns benutzten
Sepsismodell zu erhalten. Zum einen wurden Parameter der gastrointestinalen Perfusion
(Laser-Doppler-Fluss, funktionelle Kapillardichte) und zum anderen Inflammationsparameter
(Leukozytenaktivierung, TNF-a-Spiegel im Plasma) unter Endotoxin-Belastung gemessen.
Erwartungsgeméal fiihrte die Endotoxindmie zu einem deutlichen Abfall des intramukosalen
Blutflusses in der Darmwand des distalen Ileums der Ratten. Dies entspricht den Ergebnissen
der vorangegangenen Untersuchung am gleichen Tiermodell [95]. Die Applikation von
Dopexamin fiihrte zu einem deutlichen Anstieg des intramukosalen Blutflusses. Dies
entspricht den Ergebnissen anderer experimenteller [91] und klinischer Untersuchungen
[49;92;96], die ebenfall einen Einfluss von Dopexamin auf den mittels Laser-Doppler-
Flowmetrie gemessenen Blutfluss im Gastrointestinaltrakt zeigen konnten. So erhohte
Dopexamin in einem Herz-Lungen-Bypass-Model unter milder Hypothermie bei Kaninchen

den mittels Laser-Doppler-Flowmetrie gemessenen Blutfluss im Jejunum und Ileum [91]. In
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einem Schweinemodell beeinflusste Dopexamin den mukosalen Blutfluss wihrend
intestinaler Hypotension zwar nicht, jedoch fiihrte Dopexamin zumindest zu einer intestinalen
Vasodilatation [46]. Bei postoperativen kardiochirurgischen Patienten nach Herz-Lungen-
Maschine fiithrte die Dopexamin-Applikation zu einem Anstieg der mittels endoluminaler
Laser-Doppler-Flowmetrie gemessenen mukosalen Perfusion im Jejunum [51]. Auch bei
Patienten im septischen Schock konnte gezeigt werden, dass die Kombination von
Dopexamin mit Noradrenalin den mittels Laser-Doppler-Flowmetrie gemessenen Blutfluss
der Magenschleimhaut stérker erhoht, als die alleinige Behandlung mit Adrenalin. Dies zeigt,
dass entsprechend der aktuellen Situation der Patienten eine Kombination verschiedener
Katecholamine durchaus sinnvoll ist. Insgesamt sind die Daten zum Dopexamin allerdings
widerspriichlich. So konnte Dopexamin beispielsweise wihrend grofer Baucheingriffe bei
Patienten den intramukosalen Kohlendioxid-Patialdruck als Parameter der Perfusion der
Magenschleimhaut nicht verbessern [50]. In einer weiteren klinischen Untersuchung wihrend
Eingriffen an der Bauchaorta fand sich kein gilinstiger Effekt auf die Gewebeoxygenierung
und die hdmodynamische Situation durch Dopexamin [97]. Bisher hat Dopexamin keinen
Eingang in die aktuellen Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. und der Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin zur Therapie der Sepsis [20]
gefunden.

In unserer Untersuchung fiihrte die Endotoxin-Belastung, ebenfalls wie erwartet, zu einer
Beeintrachtigung der funktionellen Kapillardichte in den longitudinalen und zirkuldren
Muskelschichten der Submukosa als Parameter fiir die Mikrozirkulation. Diese
Mikrozirkulationsstorungen konnten durch die Dopexamin-Applikation abgeschwicht
werden. Allerdings fand sich kein Einfluss durch die Endotoxin-Belastung oder die
Dopexamin-Applikation auf die FCD in der Mukosa. Obwohl die FCD in der Mukosa
unverdndert blieb, fiihrte die Endotoxin-Belastung zu einem Abfall der mittels Laser-Doppler-
Flowmetrie gemessenen Perfusion in der Darmwand. Dieses Phdnomen ldsst sich dadurch
erkldren, dass

die Laser-Doppler-Flowmetrie durch ihre Eindringtiefe von 1-2 mm den Fluss in der
gesamten Darmwand erfasst und die FCD der Mukosa sich nur auf den mukosalen Anteil der
Perfusion fokussiert. Methodenbedingt verringert sich die FCD auch nicht bei einem
geringeren Fluss durch die Kapillaren, sondern erst, wenn die Perfusion in einzelnen
Kapillaren komplett sistiert. Auch eine Redistribution des Blutflusses innerhalb der
Darmwand kommt als Erkldrung in Frage.

Bei der Interpretation von Ergebnissen, die aus Tiermodellen gewonnen werden, miissen die
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Limitationen dieser Modelle selbstverstindlich immer beriicksichtigt werden. Neben den
generellen Limitationen von Tiermodellen und deren begrenzter Ubertragbarkeit auf die
Situation bei Patienten finden sich auch spezielle, aus dem jeweiligen Setting resultierende
Limitationen. So kam es in unserer Untersuchung neben einem Anstieg der Herzfrequenz
auch zu einem Abfall des Blutdruckes bei den Tieren unter Endotoxindmie. Die Tiere
erhielten wéhrend der Untersuchung eine Infusion von 7,5 ml/kg Korpergewicht einer
Vollelektrolytlosung. Trotzdem konnte eine bei den septischen Tieren auftretende
Hypovoldmie die Untersuchungsergebnisse beeinflusst haben. Andererseits ist eine
Hypovolédmie eine typische Situation, wie sie auch wahrend der klinischen Sepsis auftritt.
Zusitzliche Messungen, beispielsweise des Herzzeitvolumens oder der globalen Perfusion des
Gastrointestinaltraktes, konnten zusdtzliche Informationen liefern, die die Interpretation der
Ergebnisse erleichtern.

Die Dopexamin-Applikation fiihrte im Vergleich zu den nicht behandelten Endotoxin-Tieren
zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl der fest am Endothel adhirenten Leukozyten im
Sinne einer Reduktion der Leukozytenaktivierung und damit einer antiinflammatorischen
Wirkung. In einem &hnlichen Tiermodell konnte ebenfalls eine Verringerung der
Leukozytenadhdrenz durch Dopexamin bei Ratten gezeigt werden [93]. Die
Leukozytenaktivierung ist ein mehrstufiger Prozess, der von einer Margination der
Leukozyten aus dem Blutstrom an den Rand des Gefédles liber eine temporire Adhédrenz der
Zellen am Endothel als formliches Rollen der Leukozyten iiber die GefaBwand bis zur festen
Adhérenz (Sticking) am Endothel fiihrt [98;99]. Die aktivierten Leukozyten setzen
verschiedene Mediatoren frei (z.B. freie Sauerstoffradikale, FElastase, Kollagenase,
Myeloperoxidase), welche das Endothel schidigen konnen. Eine Gewebsschiddigung des
Endothels ist somit eine Folge der Leukozytenaktivierung [100-102]. Eine Storung der
Integritit mit erhdhter Durchléssigkeit des Endothels fiir Makromolekiile ist die Konsequenz
und weitere Kaskadensysteme werden aktiviert [103-105]. Ein therapeutischer Ansatz konnte
somit die Verminderung oder Blockierung der Leukozytenadhdrenz am Gefdflendothel sein.
Allerdings haben klinische Studien zu diesem Thema bisher keinen Durchbruch gebracht
[106]. Die verminderte Leukozytenadhirenz konnte auch durch eine Verminderung der
Radikalbildung im Xanthin-Oxidase-Weg bedingt sein. So war die Produktion von Harnsdure
wihrend experimenteller Endotoxindmie nach Applikation von Dopexamin verringert [107].
Neben der Inflammation beeinflusst auch die lokale Perfusionssituation die
Leukozytenadhérenz. Ein wichtiger Faktor dabei ist der Scherstress innerhalb des Blutflusses

im GefdB. So kann eine Verbesserung des lokalen Blutflusses die Leukozytenadhirenz

40



vermindern [103]. Betrachtet man in unserer Untersuchung die Verbesserung des Laser-
Doppler-Flusses nach Dopexamin-Applikation, konnte dieser Mechanismus urséchlich fiir die
Verminderung der Leukozytenadhdrenz sein.

Ein typischer initialer Marker der Inflammation wihrend der Sepsis ist der Tumor-Nekrose-
Faktor o (TNF-a), der wihrend der experimentellen Endotoxindmie innerhalb weniger
Minuten nachweisbar ist und innerhalb von 1 bis 2 Stunden abhingig von der Endotoxindosis
ansteigt [108;109]. Somit ist der TNF-a-Spiegel auch ein guter Indikator der Sepsisinduktion
in experimentellen Settings. In unserem Modell fanden wir nach einer Stunde TNF-a-
Spitzenspiegel, die eine suffiziente Induktion einer septischen Situation nahe liegen lassen.
Nach 2 Stunden fielen die Spiegel etwa auf die Hélfte der Spitzenspiegel, nach 4 Stunden
waren sie im Vergleich zu den Ausgangswerten noch erhoht. Das AusmalBl der TNF-a-
Freisetzung in unserer Studie war mit dem anderer Studien vergleichbar [110-112]. Die
Dopexamin-Applikation reduzierte die TNF-a-Freisetzung signifikant um 47% im Maximum
eine Stunde nach Beginn der Endotoxindmie. Eine Verringerung der TNF-a-Freisetzung
durch Dopexamin konnte auch bei Patienten nach kardiopulmonalem Bypass gezeigt werden
[94].

Wir verwendeten in unserem Modell eine Dosierung von Dopexamin von 0,5 pg/kg/min.
Moglicherweise existiert eine Dosis-Wirkungs-Beziehung bei den beobachteten Effekten, die
nur durch die Testung verschiedener Dopexamin-Dosierungen nachgewiesen werden kann.
Dies wire ein Ansatzpunkt fiir weitere experimentelle und klinische Untersuchungen.
Zusammenfassend konnten wir in unserer Untersuchung in einem Sepsismodell bei Ratten
zeigen, dass das synthetische Katecholamin Dopexamin den intestinalen mikrovaskuldren
Blutfluss verbessert und die Leukozytenadhdrenz in den Venolen der intestinalen Submukosa
vermindert. Dies ist ebenso wie die Verminderung der TNF-a-Freisetzung als

antiinflammatorische Wirkung zu interpretieren.
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5.4  Der Einfluss von Dopexamin und lloprost auf die Plasma-Disappearance-Rate
von Indozyaningrin bei Patienten im septischen Schock

Einen wesentlichen Pathomechanismus bei der Entwicklung von Mikrozirkulationsstorungen
in der Sepsis stellt die Storung der Vasomotion dar. Nahe liegend ist es daher, mittels
vasoaktiven Substanzen Einfluss auf die gestorten Perfusionsverhiltnisse zu nehmen.

In unserer Untersuchung verwendeten wir dazu bei Patienten im septischen Schock zum einen
das synthetische Katecholamin Dopexamin sowie das ebenfalls vasoaktive, stabile
Prostazyklinanalogon Iloprost.

Um die Wirkungen der beiden Substanzen auf die gastrointestinale Perfusion zu
charakterisieren, wurde die Plasmaverschwinderate des Farbstoffes Indozyaningriin als
Globalparameter herangezogen. Diese wurde mittels des bettseitig einsetzbaren COLD-
Systems ermittelt. Mit der Hilfe dieses Systems konnen auch weitere relevante Parameter, wie
Herzindex, arterielle Sauerstoffsittigung, extravaskuldres Lungenwasser und weitere
abgeleitete Parameter erfasst werden [113].

Bei der Infusion von Iloprost fand sich bereits eine Stunde nach Infusionsbeginn eine
gegeniiber dem Ausgangswert erhohte PDR, bei der Applikation von Dopexamin war die
PDR zum Messzeitpunkt 6 Stunden gegeniiber der Baseline erhoht. Maximale Werte fanden
sich fiir beide Substanzen nach 24 Stunden, jeweils 1 Stunde nach Beendigung der 24-
stiindigen Infusionen lagen die Werte wieder auf Ausgangsniveau.

Dopexamin ist eine Substanz, die klinisch im Wesentlichen zur Therapie der akuten Herz-
und Kreislaufinsuffizienz eingesetzt wird. Bei Dosierungen > 1 pg/kg/min wird neben einer
Vasodilatation eine Erh6hung der Inotropie induziert, diese Wirkungen werden iiber ;- und
B2-Rezeptoren vermittelt [114]. Bei Dosierungen unter 1 pg/kg/min spielen die Wirkungen
auf den Herzindex keine relevante Rolle, wie wir auch in unserer Studie zeigen konnten, denn
der Herzindex blieb im Verlauf der Untersuchung bei der Anwendung beider Substanzen
stabil. Bei den Patienten der Dopexamin-Gruppe konnte die zur Stabilisierung des Kreislaufes
notwendige Noradrenalindosis reduziert werden. Die ist moglicherweise die Folge einer
Wiederaufnahme-Hemmung von Noradrenalin im synaptischen Spalt, welche durch
Dopexamin vermittelt wird [115].

Wihrend der Untersuchung wurde der Volumenstatus der Patienten mittels der Messung des
ZVD und insbesondere mittels der Bestimmung des intrathorakalen Blutvolumens (ITBV)
genau iberwacht. Da das ITBV wihrend der Untersuchung konstant war, konnen die
beobachteten Effekte von Dopexamin und Iloprost auf die PDR nicht das Resultat einer

Volumentherapie sein.
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Die PDR des Farbstoffes ICG ist im Wesentlichen von zwei Mechanismen abhingig. Da der
Farbstoff exklusiv von der Leber aus dem Blutstrom extrahiert wird und kein relevanter
extrahepatischer Eliminationsmechanismus existiert [116;117] ist die Extraktion direkt
abhingig vom Blutfluss durch die Leber, der auf Grund der seriellen Anordnung des
Blutflusses im Magen-Darm-Trakt der gastrointestinalen Perfusion gleichgesetzt werden
kann. Vorausgesetzt wird dabei eine stabile Leberfunktion, deren Anderung ebenfalls die
PDR beeinflussen kann. Eine Umverteilung des Blutflusses zum Gastrointestinaltrakt wire
eine Erklarung fiir die gesteigerte PDR bei stabilem HZV. Eine Erhohung des Blutflusses im
Gastrointestinaltrakt durch Dopexamin konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden [118-120]. Aber auch eine Verbesserung der Leberfunktion hétte eine Erhéhung der
absoluten ICG-Extraktion und damit eine Erhéhung der PDR zur Folge [120]. Welcher der
zugrunde liegenden Mechanismen in unserer Untersuchung urséchlich fiir die Erhdhung der
PDR war, konnten wir in unserer Studie nicht differenzieren. Das der intramukosale pH der
Magenschleimhaut (pH;) wéhrend der Untersuchung unverdndert blieb, konnte darauf
hindeuten, dass die Perfusion im Magen-Darm-Trakt ebenfalls unverdandert war. Jedoch
widerspiegelt der pH; nur die Perfusionssituation in einer eng begrenzten Region des Magen-
Darm-Traktes, ndmlich der der Magenschleimhaut. Zudem wurden die Werte im Rahmen des
Routinemonitorings der Patienten erfasst und der pH; war kein primérer Zielparameter unserer
Studie. Hinzu kommt, dass der pH; in bestimmten Fillen die Stoffwechselsituation der
Schleimhaut nicht exakt wiedergeben kann und somit keine exakten Ergebnisse in Bezug auf
die Perfusionssituation erzielt werden konnen [121]. Bei Patienten im septischen Schock
konnte gezeigt werden, dass Dopexamin den Leberblutfluss verbessert [118]. Die Messungen
wurden dazu mittels eines Lebervenen-Katheters durchgefiihrt und kénnen somit als valide
betrachtet werden. Dabei hatte Dopexamin keinen FEinfluss auf verschiedene
Stoffwechselparameter der Leber, wie den hepatosplanchnischen Umsatz von Laktat, Pyruvat,
Alanin und Glutamin sowie auf die endogene Glukoseproduktion. Daraus konnte geschlossen
werden, dass Dopexamin die Leberfunktion nicht beeinflusst und die Erhéhung der PDR
alleinige Folge einer verbesserten Leberperfusion war.

Auch bei der Verbesserung der PDR durch Iloprost kann ein Volumeneffekt aufgrund des
konstanten ITBV wihrend der Untersuchung ausgeschlossen werden.

Iloprost wirkt als Vasodilatator, in experimentellen Untersuchungen konnte dessen
perfusionssteigernde Wirkung im Gastrointestinaltrakt bereits belegt werden [122-124]. In
einer klinischen Studie stand die Erhdhung des Blutflusses im Gastrointestinaltrakt allerdings

im Gegensatz zu unseren Ergebnissen mit einer Erhdhung des Herzzeitvolumens im
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Zusammenhang [118].

Im septischen Schock kommt es zur Freisetzung von TNF-a, welcher die Leberfunktion
negativ beeinflussen kann [125]. Die TNF-a-Synthese kann cAMP-vermittelt durch Iloprost
inhibiert werden. Dieser Umstand und auch der verzogerte Effekt nach Beginn der Iloprost-
Infusion konnten auf eine Verbesserung der wihrend der Sepsis beeintrichtigten
Leberfunktion hindeuten. Der schnelle Abfall der PDR nach dem Ende der Iloprost-Infusion
konnte wiederum auf einen Perfusionseffekt hindeuten. Auch konnen beide Effekte
gemeinsam eine Rolle spielen.

Wihrend der Untersuchung lagen die ermittelten pH;-Werte im Bereich normaler Werte und
blieben im Beobachtungszeitraum stabil. Auf die limitierte Aussagekraft dieser Werte wurde
bereits eingegangen.

Iloprost wirkt iiber Rezeptoren an den Thrombozyten cAMP-vermittelt reversibel
antiaggregatorisch auf die Thrombozyten. Bei den Patienten unserer Studie sind wihrend des
Beobachtungszeitraumes keine Blutungskomplikationen aufgetreten. Es ist fraglich ob es
unter der relativ niedrigen Dosierung von Iloprost (1 ng/kg/min) zu einer relevanten
Hemmung der Thrombozyten-Aggregationsfiahigkeit kommt. In einer klinischen Studie bei
Patienten mit Nierenversagen fanden wir unter kontinuierlicher Nierenersatztherapie
zumindest keine relevante Beeinflussung der Thrombozyten-Funktionsassys bei gleicher

Iloprost-Dosierung [126].

Zusammenfassend konnten wir in dieser klinischen Studie zeigen, dass die vasoaktiven
Substanzen Dopexamin und Iloprost die PDR von ICG wihrend des septischen Schockes
erhohen und sich somit protektiv auf die Perfusionssituation im Gastrointestinaltrakt bzw. auf

die Leberfunktion auswirken.

44



5.5  lloprost bei Organversagen und Inflammation bei intensivpflichtigen Patienten
im Zusammenhang mit der kontinuierlichen Nierenersatztherapie

In vorausgegangenen Untersuchungen konnten wir bereits zeigen, dass das stabile
Prostazyklinanalogon Iloprost verschiedene antiinflammatorische und perfusionsverbessernde
Wirkungen hat, die bei kritisch kranken Patienten potenziell giinstig sind [53;127]. Deshalb
schien es nahe liegend, diese Substanz, die auch eine antiaggregatorische Wirkung auf die
Thrombozyten hat, im Zusammenhang mit einer kontinuierlichen Nierenersatztherapie
einzusetzen. Priméres Ziel dabei war eine Verldngerung der Filterlaufzeiten der CVVH. Ein
weiteres Ziel war die Untersuchung des Einflusses von Iloprost auf inflammatorische bzw.
durch die Inflammationsreaktion beeinflussbare Parameter, wie IL-6, sCD-14,
Leukozytenzahl, CRP, AT III, Fibrinogen und Thrombozytenzahl. Die Untersuchung schien
insbesondere deswegen gerechtfertigt, weil Prostaglandine bereits zur Antikoagulation bei
extrakorporaler Zirkulation eingesetzt wurden [56] und fiir Prostazyklin bereits eine
Verldngerung der Filterlaufzeiten an der CVVH nachgewiesen werden konnte [128]. Durch
die ldngere Halbwertszeit von Iloprost von 20 bis 30 Minuten im Vergleich zu der
Halbwertszeit des Prostazyklins von nur etwa 2 bis 3 Minuten [129] konnte hieraus eine
verbesserte Anwendbarkeit in der Klinik ergeben, da die Wirkung der Substanz keinen gro3en
Schwankungen beispielsweise bei Spritzenwechseln oder anderen kurzen Unterbrechungen
der Infusion unterworfen ist. Zudem hat Iloprost eine geringere vasodilatatorische und damit
blutdrucksenkende Wirkung als in Bezug auf die Thrombozytenaggregationshemmung
dquipotente Dosen Prostazyklin [129]. Dies konnte ebenfalls die klinische Anwendbarkeit
verbessern.

Der zur Standardheparinisierung zusitzliche Einsatz von Iloprost fiihrte in unserer klinischen
Studie bei intensivpflichtigen Patienten mit akutem Nierenversagen zu einer signifikanten
Verldngerung der Filterlaufzeiten der CVVH im Vergleich zu den Filterlaufzeiten bei den
Patienten, deren Antikoagulationsregime aus einer alleinigen Heparingabe bestand. Des
Weiteren fiihrte die Iloprostgabe zu einer Verminderung des relativen Abfalls der
Thrombozytenzahl im Sinne eines Thrombozyten-Schutzes im Vergleich zu den Patienten, bei
denen kein Iloprost appliziert wurde.

In unserer Untersuchung waren die Filterlaufzeiten in beiden Untersuchungen relativ kurz
(Mediane in der Iloprost-Gruppe 14 Stunden und in der Heparin-Gruppe 10 Stunden). Trotz
vergleichbarer Werte fiir die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) waren die
Filterlaufzeiten in der Heparin-Gruppe kiirzer als in anderen Studien, in denen die

Filterlaufzeiten zwischen 14 und 24 Stunden lagen [130-132]. Fiir diese kurzen Laufzeiten in
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unserer Untersuchung gibt es verschiedene Erkldrungen. Zum einen sind die kurzen
Laufzeiten methodisch bedingt. In die Auswertung wurden die Filterlaufzeiten aller Filter
jedes eingeschlossenen Patienten einbezogen. Insbesondere die Filter, die nicht den geplanten
Endpunkt der Untersuchung erreicht haben, wurden mitbetrachtet. Dies war beispielsweise
der Fall, wenn Patienten zu einer CT-Untersuchung transportiert wurden und dazu die CVVH
gestoppt wurde. Dies war bei nur drei Filtern in der Heparin-Gruppe aber bei 10 Filtern in der
[loprost-Gruppe der Fall. Entsprechend lagen die Mediane der Filterlaufzeiten in diesen
Fillen von ,,akzidentell” verkiirzten Filterlaufzeiten bei 10 (7-13) Stunden in der Heparin-
Gruppe und bei 5 (2-11) Stunden in der Iloprost-Gruppe. Infolge dessen waren insbesondere
die Filterlaufzeiten in der Iloprost-Gruppe durch die artifizielle Laufzeitverkiirzung ebenfalls
verklirzt.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Einschitzung der Filterlaufzeiten ist die Betrachtung der
Studienpopulation. Bei der Planung der Studie wihlten wir ein eher konservatives
Antikoagulationsregime mit einer Ziel-aPTT im Bereich von 40 bis 50 Sekunden.
Hintergrund war die erwartete Patientenpopulation von postoperativen, haufig
kardiochirurgischen Patienten mit einem potenziell erhdhten Blutungsrisiko, bei denen mit
Iloprost zusdtzlich eine weitere antikoagulatorisch wirksame Substanz eingesetzt werden
sollte. Zudem stellt auch die in unserer Studie untersuchte Patientenpopulation in sofern eine
Besonderheit dar, als dass in den Gruppen 70 bzw. 80% der Patienten postoperative
kardiochirurgische Patienten waren. Moglicherweise fiihrt die Inflammationsreaktion nach der
extrakorporalen Zirkulation an der Herz-Lungen-Maschine postoperativ zu einem verstiarkten
Filter-Clotting und damit zu verkiirzten Filterlaufzeiten [133].

Eine Alternative zur Steuerung der Heparintherapie stellt das Monitoring mittels der
aktivierten Gerinnungszeit (activated clotting time — ACT) dar. Die ACT-Steuerung der
Heparintherapie in einer ebenfalls in unserer Einrichtung durchgefiihrten Studie resultierte in
langeren ACT-Werten und langeren Filterlaufzeiten im Vergleich zu unserer Studie [132].
Die aPTT-Werte unserer Patienten waren dabei vergleichbar mit anderen in unserer
Einrichtung durchgefiihrten Untersuchungen [132;134].

Trotz aller dieser potenziellen Limitationen der Untersuchung fiihrte die Applikation von
Iloprost zu einer signifikanten Verldngerung der Filterlaufzeiten. Interessant dabei ist, dass
sich kein Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf die bestimmten
Gerinnungsparameter ergab. Insbesondere die ACT-Werte und die aPTT-Werte unterschieden
sich nicht. Somit kann eine unterschiedliche Heparinwirkung in den Gruppen als Grund fiir

die verlangerten Filterlaufzeiten ausgeschlossen werden.

46



Obwohl die primire Hypothese war, dass die thrombozytenaggregationshemmende Wirkung
von Iloprost der relevante Mechanismus ist, der zu einer Verldngerung der Filterlaufzeiten
filhren konnte, fanden wir keine Unterschiede in den Thrombozyten-Funktions-Assays
(platelett function assay — PFA) zwischen den Gruppen. Dies wire jedoch zu erwarten
gewesen, wenn die Iloprost-Applikation zu einer relevanten Hemmung der
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten gefiihrt hétte. Im Vergleich zur in unserer Studie
verwendeten Dosis von 1 ng/kg/min miissen zur kompletten Authebung der Thrombozyten-
Aggregationsfiahigkeit beispielsweise bei Patienten mit heparininduzierter Thrombozytopenie
(HIT II) bei gleichzeitiger Gabe von Heparin an der Herz-Lungen-Maschine bis zu 24
ng/kg/min [135] oder gar bis zu 48 ng/kg/min [136] Iloprost appliziert werden.
Moglicherweise spielt jedoch bei der Verlingerung der Filterlaufzeiten ein anderer
Mechanismus im Zusammenhang mit der Iloprost-Wirkung eine wichtige Rolle. Unabhéngig
von der Aktivierung der Gerinnungskaskade scheinen die rheologischen FEigenschaften
insbesondere der Erythrozyten eine wichtige Rolle bei der Blockade der Dialysefilter zu
spielen. So kann eine verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten zu einer Bildung von
Zellkonglomeraten und in der Folge zur Filterokklusion fithren. Dieses so genannte
,»Clogging® kann durch die Verbesserung der rheologischen Eigenschaften des Blutes
beispielsweise durch die Anwendung von kolloidalen Losungen reduziert werden [137].
Insbesondere bei kritisch kranken und septischen Patienten finden sich héufig durch
verschiedene Stressoren ausgeloste Storungen der rheologischen Eigenschaften des Blutes,
wie beispielsweise eine verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten [138;139]. Diese
Erythrozyten-Verformbarkeit kann durch Iloprost verbessert werden [140;141]. Somit ergibt
sich hier moglicherweise ein komplett neuer Therapieansatz zur Verhinderung einer
Filterokklusion bei der CVVH.

Moglicherweise konnte der beobachtete Effekt auf die Filterlaufzeiten verstiarkt werden, wenn
eine hohere Dosis von Iloprost, beispielsweise von 2 ng/kg/min oder mehr, eingesetzt werden
wiirde. Bei hoheren Dosierungen von Iloprost ist andererseits auch verstirkt mit moglichen
Nebenwirkungen zu rechnen. So fiihrt Iloprost iiber eine Vasodilatation zur
Blutdrucksenkung, jedoch hatte die niedrige Dosierung von 1 ng/kg/min Iloprost in unserer
Studie keinen relevanten Einfluss auf die Kreislaufsituation unserer Patienten, dies deckt sich
auch mit der Ergebnissen unserer Studie bei Patienten im septischen Schock [142]. Die im
Vergleich zu Prostazyklin geringere vasodilatatorische Wirkung wurde bereits erwihnt.

Bei den Patienten der Studie traten keine Blutungskomplikationen auf. In diesen

Zusammenhang scheint die verwendete Dosis sicher zu sein, jedoch wire fiir eine genaue
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Beurteilung die Untersuchung einer groferen Patientenzahl notig. Die Ergebnisse der PFA-
Untersuchungen legen eine  unwesentliche  Blockierung der  Thrombozyten-
Aggregationsfiahigkeit nahe. Trotzdem fand sich in der Iloprost-Gruppe ein geringerer
relativer Abfall der Thrombozytenzahlen im Vergleich zur Heparin-Gruppe auch bei dieser
relativ niedrigen Dosierung. Dies kann als protektive Wirkung auf die Thrombozyten
gewertet werden. Trotzdem sollte Iloprost bei Patienten mit schwerer Thrombozytopenie
vorsichtig eingesetzt werden. Eine exakt definierte Grenze fiir den Einsatz von Iloprost bei
Thrombozytopenie existiert bisher nicht. In der klinischen Praxis haben wir bisher Iloprost bei
Patienten mit einer Thrombozytenzahl von <30/nl nicht mehr eingesetzt. Entsprechend wurde
die Iloprost-Infusion bei einem Studienpatienten bei einer Thrombozytenzahl von 16/nl
gestoppt, obwohl auch gerade durch die Iloprost-Infusion ein protektiver Effekt auf die
Thrombozyten denkbar wire.

Bei einem Patienten wurde die Iloprost-Infusion wegen einem Abfall des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes (p,O,) vorsichtshalber unterbrochen. Ein direkter Zusammenhang
zwischen der Iloprost-Infusion und dem p,O,-Abfall konnte nicht hergestellt werden, jedoch
bestand zumindest ein zeitlicher Zusammenhang. Die intravendse Infusion von Iloprost kann
zu einer Erh6hung der intrapulmonalen Shuntfraktion fithren [143]. Die Applikation niedriger
Dosen Iloprost, vergleichbar derer, die in unserer Studie verwendet wurden, fiihrt nicht
notwendiger Weise zu einem Abfall der arteriellen Sauerstoffséttigung, weil dabei die
gemischtvendse Sauerstoffséttigung ansteigen kann [144]. Obwohl wir in unserer
Untersuchung keinen Unterschied zwischen den Gruppen im retrospektiv bestimmten
Oxygenierungsindex (p,O»/FiO,) fanden, konnen wir einen Einfluss von Iloprost auf die
Oxygenierung nicht ausschlieBen. Dazu bedarf es der Planung dieses oder -eines
entsprechenden Parameters als primidren Endpunkt, um eine sichere Aussage tdtigen zu
kdnnen.

In unserer Untersuchung fanden wir keine Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf
die Kreatinin- und Harnstoffwerte und somit auf die Effizienz des Nierenersatzverfahrens. Ein
solcher FEinfluss wire theoretisch durch eine bessere Freihaltung der Filtermembranen
denkbar gewesen.

Wie schon erwiéhnt, hat Iloprost auch antiinflammatorische Eigenschaften. Iloprost kann die
Leukozytenaktivierung reduzieren [53], welche {iiber eine erhohte Adhidrenz am
Gefidllendothel auch zu einer Migration der Leukozyten in den perivaskuldren Raum fiihren
kann. Die Folge ist eine Reduktion der Leukozytenzahl im peripheren Blut. In unserer

Untersuchung sahen wir keinen Unterschied in den Leukozytenzahlen zwischen den Gruppen.
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Auch andere Inflammationsparameter, wie CRP, IL-6 und sCD14 waren nicht signifikant
unterschiedlich zwischen den Gruppen.

Zusammenfassend konnten wir in unserer klinischen Untersuchung bei kritisch kranken
Patienten im akuten Nierenversagen zeigen, dass die Applikation von Iloprost zusétzlich zur
Standardheparinisierung zu einer signifikanten Verldngerung der Filterlaufzeiten fiihrt und
den Abfall der Thrombozytenzahlen vermindert. Zieht man die potenziell giinstigen Effekte
von Iloprost bei kritisch kranken Patienten in Betracht (Verbesserung der Mikrozirkulation,
Verbesserung der rheologischen Eigenschaften von Blutzellen, Verminderung der
Leukozytenaktivierung), konnte der Einsatz bei diesem Patientengut beim Einsatz der CVVH
von Vorteil sein. Insbesondere die regionale Zitrat-Antikoagulation fiihrt mittlerweile in der
klinischen Routine zu einer deutlichen Verldngerung der Filterlaufzeiten [55]. Jedoch konnten
beispielsweise Patienten mit Kontraindikationen gegen die regionale Zitrat-Antikoagulation
und erhohtem Blutungsrisiko (beispielsweise schweres Leberversagen) von einer Iloprost-
Applikation profitieren. Dazu sind jedoch weitere klinische Untersuchungen notwendig. Eine
bessere Planung der Kontrollgruppe (beispielsweise mit einer hoheren Ziel-aPTT) und

moglicherweise eine hohere Iloprost-Dosierung kdnnten zu besseren Ergebnissen fiihren.
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6. Zusammenfassung

In unseren experimentellen und klinischen Studien wurden sowohl grundlegende
Mechanismen als auch therapeutische Ansatzmdoglichkeiten bei Sepsis und Organversagen
untersucht. Die Ziele bestanden in der weiteren Erforschung der pathophysiologischen
Mechanismen wihrend der experimentellen Endotoxindmie als Sepsismodell im Tierversuch
(Ratte), in der Weiterentwicklung des Tiermodells sowie in der Uberpriifung und Ubertragung

von Therapiestrategien im klinischen Setting bei Patienten mit Sepsis und Organversagen.

Entsprechend der Fragestellungen der einzelnen Teilarbeiten (s. Kapitel 2, Gegenstand, Ziele
und Fragestellungen der Untersuchungen) konnten wir die folgenden wesentlichen Ergebnisse
erzielen:

1. Im Tiermodell fanden wir widhrend experimenteller Endotoxindmie eine Korrelation
zwischen den Anderungen des Power-Spektrums des arteriellen Blutdruckes und den
Anderungen der mittels Laser-Doppler-Flowmetrie  untersuchten intestinalen
Mikrozirkulation. Die Endotoxindmie resultierte in einer erhohten sympathischen
Aktivierung der systemischen Gefdfle, was sich an einer erhohten LF-Power des
arteriellen Blutdruckes zeigte. Die erhohte Variabilitit der LF-Power des intramukosalen
Blutflusses ist jedoch ein sekunddrer Effekt in Folge der erhohten LF-Power des
arteriellen Blutdruckes, da der erstgenannte Effekt durch eine systemische, nicht jedoch
durch eine lokale Sympathektomie abgeschwicht werden konnte.

2. Im experimentellen Setting konnten wir ebenfalls zeigen, dass die Behandlung der
septischen Tiere mit dem Gerinnungsfaktor XIII die durch die Endotoxindmie verursachte
Storung der intestinalen Mikrozirkulation (Verminderung der funktionellen Kapillardichte
der intestinalen Mukosa) signifikant vermindert und somit protektiv auf die Mukosa-
Perfusion wirkt. Ein Einfluss von FXIII auf die wihrend Endotoxindmie erhdhte
Leukozytenadhidrenz konnte nicht nachgewiesen werden.

3. Auch vasoaktive Substanzen wurden von uns in diesem experimentellen Setting
untersucht. Die Applikation des synthetischen Katecholamins Dopexamin verhinderte den
(als Ausdruck einer gestorten Mikrozirkulation) durch Endotoxingabe induzierten Abfall
des intestinalen mikrovaskuldren Laser-Doppler-Flusses. Die verminderte funktionelle
Kapillardichte wurde ebenfalls giinstig im Sinne einer Protektion der Mikrozirkulation
beeinflusst. Dopexamin reduzierte ebenfalls die erhdhte Leukozytenaktivierung

(Adhidrenz an der GefdBwand intestinaler Venolen) und die TNF-a-Spiegel als Ausdruck
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einer antiinflammatorischen Wirkung dieser Substanz.

Die Wirkung dieses synthetischen Katecholamins wurde von uns im klinischen Setting bei
septischen Patienten im Vergleich mit einer weiteren vasoaktiven Substanz, dem stabilen
Prostazyklinanalogon Iloprost, welche zusétzlich das Gerinnungssystem in Sinne einer
Hemmung der Thrombozytenaggregation beeinflusst, untersucht. Wir fanden nach
Applikation beider Substanzen eine deutliche Erhohung der Plasmaverschwinderate des
Farbstoffes Indozyaningriin im Blut als Ausdruck einer verbesserten gastrointestinalen
Perfusion bzw. Leberfunktion. Die beiden Substanzen wirken somit protektiv auf die
gastrointestinale Perfusion respektive auf die Leberfunktion bei Patienten im septischen
Schock.

Eine weitere klinische Untersuchung des synthetischen Prostazyklinanalogons Iloprost
fithrten wir bei intensivpflichtigen Patienten im Zusammenhang mit der CVVH durch. Die
zusitzliche (zur Standardheparinisierung durchgefiihrte) Applikation von Iloprost fiihrte
zu einer Verldngerung der Filterlaufzeiten bei gleichzeitiger Verminderung des Abfalls
der relativen Thrombozytenzahlen im Sinne eines Thrombozyten-Schutzes. Interessant
dabei war, dass die applizierte Dosis von Iloprost keinen Einfluss auf die durchgefiihrten
Thrombozyten-Funktionsassays hatte. Dies deutet darauf hin, dass hier moglicherweise
andere Effekte, als die Hemmung der Thrombozytenaggregation eine Rolle spielen, wie
beispielsweise die Verbesserung der rheologischen Eigenschaften der Erythrozyten. Dies
wiirde eine neue Herangehensweise im Zusammenhang mit der Verhinderung der

Filterokklusion wihrend CVVH ermdglichen.
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