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1 Einleitung

GemalR Statistiken liegt die Pravalenz der schweSepsis bei 11% und stellt mit einer

Mortalitatsrate von 48,4-55,2% die dritthdufigsteod€sursache dar. Jahrlich sterben in
Deutschland 60000 Menschen aufgrund einer Sepsisauf Intensivstationen steht die durch

diese Erkrankung bedingte Mortalitat an ersterl&{él 2].

Die in den letzten Jahren registrierte Zunahmektkrankungshéufigkeit hangt zum einen mit
der steigenden Zahl multimorbider alterer Patienteth zum anderen mit der Zunahme invasiver
diagnostischer und therapeutischer Mal3hahmen zusamber Einsatz intensivmedizinischer

Maflinahmen kann 70% der an einer Sepsis erkranksrsdien das Leben retten, wobei die
Mortalitat im septischen Schock jedoch bis auf 788teigt. Trotz intensiver Forschungen ist es

in den letzten Jahren noch nicht gelungen, dieudggrate zu steigern [3, 4].



2 Theoretische Vorbetrachtungen

2.1 Definitionen

Obwohl schon in der Antike eine Verbindung zwischéfundinfektion und septischem
Geschehen festgestellt wurde, konnten die genausachlen und Vorgange der Sepsis erst mit

Entdeckung der Mikroorganismen durch Forscher woelKund Pasteur erklart werden.

Als haufigste Verursacher treten hierbei BakteiirefErscheinung, wenngleich auch Viren und
Pilze einen septischen Prozess verursachen koraveniln Rahmen polymikrobieller Vorgange
mit beteiligt sind. Die haufigsten auslésenden ggrestellen Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Koagulase-negatBtreptococcen, Enterococcen,
Klebsiellen und Pseudomonas spp. dar, wobei graativegund grampositive Keime gleich

haufig Ausloser sind [5].

Unter einer Infektion versteht man eine Entzindugmgjgion des Kdrpers auf das Eindringen von
Mirkoorganismen in normalerweise steriles Gewehacb Ausbreitung von Krankheitserregern,
wie Bakterien, kann es zu einem systemischen Psdaemmen. Findet die Erregerverbreitung
Uber das Blut statt, spricht man im Falle einertéagllen Invasion von einer Bakteriamie,
welche durch das Anlegen einer Blutkultur nachgeamewird. Im weiteren Verlauf kann sich
eine Sepsis entwickeln.

Eine der Definitionen der Sepsis wur@801 im Rahmen einer Consensus Conference der
amerikanischen Society of Critical Care Medicind des American College of Chest Physicians
festgesetzt [6, 7]. Demzufolge handelt es sich ume eSepsis, wenn eine systemische
Inflammationsreaktion (Systemic Inflammatory ResgoiByndrome, SIRS) infektioser Genese
vorliegt. Ein SIRS liegt vor, wenn wenigstens zwdgr im Folgenden genannten Punkte

zutreffen:

a) Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C,

b) Herzfrequenz > 90/min,

c) Atemfrequenz > 20/min oder@O, < 32 mmHg,

d) Leukozyten > 12.000/mroder < 4.000/mrhoder > 10 % unreife Neutrophile.
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Aufgrund einer unzureichenden praktischen Umsekaadieses Modells wurden zur Erh6hung
der Praktikabilitat Weiterentwicklungen und die 8eksichtigung neuer wissenschaftlicher
Erkenntnisse notwendig, welche im PIRO-Konzept Umsgg fanden [8-11]. Hierbei soll eine
Zuordnung der Patienten in verschiedene Risiko&lassufgrund von Pradisposition (,P*),

Infektion (,I¥), inflammatorischer Reaktion (,R*) nd Organdysfunktion (,0) ermoglicht

werden, wobei unter anderem Vorerkrankungen, keilier Erregernachweis als Bestéatigung
einer Infektion, die SIRS-Kriterien sowie die Bailing der Organdysfunktion nach
Bewertungsmal3staben wie beispielsweise dem ,Seguéhrgan Failure Assessment* (SOFA)
in die Zuordnung mit einbezogen werden [6, 7].

Bei Fortschreiten der Erkrankung tritt des Oftemine schwere Sepsis auf, welche sich in
Organdysfunktion und Hypoperfusion auf3ert. Die Hpgrdusion tritt in der Regel durch
Laktaterhohung, Azidose sowie Oligurie in ErschamuDes Weiteren kann eine Hypotonie mit
einem systolischen Blutdruck von <90 mmHg oder dh&druckabsenkung um mehr als 40
mmHg vom Ausgangswert auftreten, wobei andere bissatir eine Hypotonie fehlen.

Sofern trotz angemessener Volumensubstitution 2eicheiner schweren Sepsis wie
Organdysfunktion oder Hypotonie vorliegen, spriofdn von septischem Schock. Letztendlich
kann eine Sepsis in ein Multiorganversagen (MOFR)dei.

Als Multiorganversagen wird das gleichzeitig odasah aufeinander folgende Versagen von
zwei oder mehr vitalen Organfunktionen (z.B. akutesgen- und Nierenversagen) bezeichnet
[12]. Hierbei kann eine Differenzierung vorgenommemerden zwischen primarem
Multiorganversagen — etwa bedingt durch massivasima — und sekunddrem MOF, welches im
Anschluss an eine stabile Phase beispielsweisewfginer Infektion auftreten kann [13, 14].
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2.2 Pathogenese der Sepsis

Durch das Eindringen von Krankheitserregern bezighweise deren Toxinen in den

Organismus kann ein septischer Prozess ausgel@denyesofern keine dem Schweregrad der
Infektion angemessene Immunreaktion erfolgt. Ursaitin die nicht ausreichende Antwort des
Immunsystems kdnnen Immunschwéche, Infektion nmeregrol3en Anzahl aggressiver Erreger
oder das Vorliegen eines Entzindungsprozessesstimmsten Geweben wie Gehirn oder Lunge
sowie das Fehlen einer Therapie sein. Um eine Sepssimulieren wurde in der dieser Arbeit
zugrunde liegenden Untersuchungsreihe EndotoxiteRatppliziert. Das Endotoxin stellt das
pathogene Agens gramnegativer Bakterien, wie Egxtharcoli, dar. Demzufolge soll die

Pathogenese der Sepsis hier auch am Modell eirkrt@aninduzierten Reaktion beschrieben

werden.

2.2.1 Endotoxin und Endotoxinrezeptoren

Das von Richard Pfeiffer entdeckte Endotoxin steitien Baustein der Membran gramnegativer
Bakterien dar, der sich aus Lipid A, dem Kernolgmsharid und dem O-Antigen zusammensetzt.
Handelt es sich um die synthetisch aufbereitetemFaoles Endotoxins, spricht man von
Lipopolysaccharid (LPS). Ein Teil des Endotoxindfif@et sich im Inneren der Membran
(Lipid A) und spielt als hochkonservierter Bestaildéine bedeutende Rolle bei der Bindung an
Immunzellen, wéhrend der andere — das sogenaniteti@en - aus ihr herausragt und aufgrund
seiner unterschiedlichen Struktur bei den vers@rned Bakterienspezies zu deren Spezifizierung

(Serotypisierung per finger printing) herangezogé.

Aufgrund der festen Integration in die Bakteriefrneimbran wird Endotoxin nur im Falle der
Zerstorung des Bakteriums oder bei sehr schnellaktebellen Wachstum frei [15, 16]. Die
Bindung an Rezeptoren und Serumproteine erfolghrasas zu einer Reduktion seiner Toxizitat
beitragt. Hierbei spielen in erster Linie High DeysLipoprotein (HDL), Low Density
Lipoprotein (LDL) und Bactericidal Permeability-ireasing Protein (BPI) eine Rolle [17-19].
Letzteres ist vor allem in den azurophilen Grardga neutrophilen Granulozyten, wie auch auf
ihrer Oberflache anzutreffen. BPI fuhrt zu einerg®Ration der Entziindungsreaktion tber die
serotypunspezifische Bindung an die Lipid A-Kompatee mit ihrer damit verbundenen
Inaktivierung [20-22].
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Dies ist in sofern von Bedeutung, als Lipid A hasgpantwortlich fur die pathogene Wirkung des
Endotoxins ist. Daher reicht die Applikation vorpid A aus, um experimentell eine Sepsis zu
induzieren [23-25].

Ein weiteres Protein, an welches sich LPS bindemkatellt das Lipopolysaccharide Binding
Protein (LBP) dar [26]. Durch Anlagerung von Endoto erfolgt eine Verstarkung der
Endotoxinwirkung um das bis zu 1000fach. Dies kaonallem anhand der TNé&Induktion
verifiziert werden [27]. Der somit gebildete LPB&HKomplex stellt einen Mechanismus des
Kdrpers dar, um LPS sowohl den LPS-Rezeptoren @md DL zu prasentieren als auch eine
Neutralisationsreaktion mittels HDL zu ermdéglicH2id].

Interessanterweise werden BPI und LBP im mensaitickenom auf Chromosom 20 nicht weit
von einander entfernt codiert [28] und ahneln smHur die Bindung an LPS verantwortlichen
Teil stark in der Aminosauresequenz [26]. Im Fallger Sepsis kommt es durch Aktivierung der
entsprechenden Genabschnitte somit zu einer ErigbthieinKonzentration beider Substanzen im
Serum.

In die Zellmembran verankerte LPS-Rezeptoren stelthe membranassoziierten CD14
Rezeptoren (mCD14) und der Toll-like-Rezeptor a@aybei nur der Toll-like Rezeptor [29] mit
Hilfe der Signaltransduktion und die daran gekofgpdlktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie nuklearem FaktorB (NF-«B) [30, 31] zur Bildung von proinflammatorischen dii@toren
(u. a. TNFe, IL-1, IL-6) beitragt [32-34]. Durch die Bindungm LPS an Toll-like-Rezeptoren
und die damit verbundene Anregung der Signaltraktszhskette erfolgt Uber die Genexpression
eine Ausschittung von proinflammatorischen Substanwie Zytokinen, TNFt, Chemokinen
und Interferonen [33, 35]. Diesem Vorgang schlielsich Antigenprasentation und
antikdrpervermittelte Immunantwort durch das adeptmmunsystem an [36, 37].

Die Enzyme Phospholipase C und D veranlassen dearig) des mCD14-Rezeptors aus der
Zellmembran (,shedding®), was die Bildung von lékem CD14 zur Folge hat (sCD14), wobei
dieser Vorgang bereits durch das VorhandenseimggriMengen von LPS und TNFverstarkt
wird [38]. Dem so entstandenen sCD14 kommen zwak&onen zu. Zum einen fihrt es in
Verbindung mit einem LPS/LPB-Komplex zu einer Aktung von Zellen, welche selbst nicht
Uber CD14-Rezeptoren verflgen, wie beispielsweisgohelzellen [39-41]. Zum anderen wird

LPS durch die Bindung an sCD14 neutralisiert ungisper Immunmodulation die Ubermafiige
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Aktivierung mCD14-exprimierender Zellen wie Monoeyt Makrophagen, Granulozyten
unterbunden [25, 41, 42].

Darlber hinaus existieren noch andere LPS-Rezeptaie CD11b/CD18-Glykoproteine (z. B.
B2-Integrin, Mac-1 Antigen) und ,Scavenger-Rezpeatbr82, 43], wobei die Bildung von
LPS-Rezeptor-Komplexen zwar zu einer LPS-Neutradisa jedoch zu keiner Markophagen-
aktivierung fuhren [40, 44].

Eine Zusammenfassung von Macrophage Scavenger tRec@dSR), Toll-like-Rezeptoren
(TLRs), CD14 und Komplement-Rezeptoren erfolgt urdem Begriff Pathogen Recognition
Receptors (PRRs) [45]. Allen gemeinsam ist letZziehddass sie der Erkennung von Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPSs), bestimmteiekularen Mustern oder Molekilen von
Mikroorganismen, wie Lipopolysacchariden, Lipot@oBaure, Peptidoglykanen oder
bakterieller DNA, dienen.

2.2.2 Mediatoren

Als bedeutendste Mediatoren sind die Zytokine (TdJFiterleukine, Interferone - IFN,
Colony-Stimulating Factors — CSF), Eicosanoide ¢Rrglandine, Leukotriene, Thromboxane)
und reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygeri&pe ROS) zu nennen [13, 46].

Dartber hinaus werden auch vasoaktiven BotenstaffehLipidmediatoren freigesetzt und die
Gerinnungskaskade aktiviert. Auf der Oberflache #odothelzellen und Makrophagen wird die
Préasentation von Adhasionsmolekuilen induziert.

Im Rahmen der kaskadenartigen Zytokinfreisetzung $epsis erfolgt malRgeblich eine
Ausschittung von TNIe; IL-1, IL-6 und IL-8 [47]. In tierexperimentellen Unteixshungen zum
Beispiel an der Ratte kann zuerst das in natunichéllerzellen, Makrophagen und
Endothelzellen synthetisierte TNF#m Plasma mit einem Konzentrationspeak ca. 90 Mimu

nach LPS-Bolusinjektion nachgewiesen werden [48, 49
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2.2.2.1 Tumornekrosefaktor

Der Tumornekrosefaktor sorgt als Mittlersubstanzr féine Aktivierung sekundéarer

Entzindungmediatoren (Prostaglandine, Thromboxaeekotriene, PAF, Stickstoffmonoxid,

ROS) [46, 50, 51] sowie fur eine Erhdhung der pegkdatorischen Endothelaktivitat. AuRerdem
fordert er die Granulozytenadharenz an und die €@lape durch Endothelien. Die hierbei
beteiligten Granulozyten werden als ,,PolymorphoaaciNeutrophils - PMN bezeichnet. Durch
Bindung an bestimmte Adaptermolekile ist sogarAlislosung einer Apoptose maoglich [16,
52].

2.2.2.2 Proinflammatorische Zytokine

Als proinflammatorisches Zytokin, das vor allem ImacZelluntergang erhohte
Serumkonzentrationen aufweist, tritt IL-1 mit seinezwei funktionell identischen
Erscheinungsformen ILelund IL-13 auf. Der in nahezu allen Zellen der myelosischefh®
synthetisierte Botenstoff [53] regt die Lymphozyesiiferation und Produktion von IL-6 und
IL-8 an, ist aber auch verantwortlich fir die Eatsing von Fieber. Speziell IL31f6rdert die
Mediatorsynthese (PAF; Prostaglandine etc.) [54,] S&hd die Prasentation von
Adhasionsmolekulen auf der Zellmembran. Des Waiteis IL-1 mit verantwortlich fur
Anderungen der Mikrozirkulation wie Leukozytenakiung und temporare oder feste
Leukozytenadhasion am Gefassendothel (Rollingkistig [56].

Das Zytokin IL-6 kann bei Sepsis, aber auch in Yfetbng mit Stressreaktionen, Operationen,
Verbrennungen und Traumen nachgewiesen werdenbéili&orreliert die Serumkonzentration
positiv mit dem Ausmal3 der Gewebeschadigung unditsanch mit der Prognose fur den
Patienten [57-59].

Einerseits vermittelt IL-6 zwar Fieber [60] und dért auf gleiche Weise wie bereits TNRind
IL-1B die Leukozytenadhérenz. Andererseits hemmt es dibeBildung von TNFe und I1L-18
und fordert die ACTH-Sekretion (Adrenocorticotropdsrmon). Dadurch fiihrt es zu einem
Anstieg des Glucocorticoidspiegels und sorgt sorfiir eine Zurickdrangung der
Inflammationsreaktion [61, 62].
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2.2.2.3 Antiinflammatorische Zytokine

Eines der wichtigsten regulatorischen antiinflanonathen Zytokine ist IL-10welches die
Bildung und Freisetzung der anderen Mediatorstofégmindert. Zuséatzlich tragt es zur
Normalisierung der Aktion der weil3en Blutzellen @dlurHemmung der T-Helfer-1-Zellen und
Anregung des Makrophagenwachstums bei. Ebenso lassanlL-10 die Stabilisierung der
hamodynamischen Verhdltnisse durch Hemmung deks®difmonoxid-Synthase. Diese ist
aufgrund der Bildung von NO fiir eine Gefassdilatatmit Blutdruckabfall verantwortlich [55,
57, 63].

Wahrend das Verhéltnis aus TNF und IL-10 eine Blurig des Entziindungsstatus wahrend der
Sepsis zulasst, gibt die IL-6/IL-10-Ratio die Rigat von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen wider und ermdglicht somit eine Beurtagudes allgemeinen inflammatorischen
Status auch aul3erhalb des septischen Geschehegd [BB].

Darlber hinaus sei an dieser Stelle auch der astipgh wirkende Interleukinl-Rezetor-
Antagonist (IL-1ra) genannt [66]. Dieser befindeths unter anderem auf Monozyten,
Makrophagen, Neutrophilen und diversen anderenedglobei seine Entstehung durch das
Vorliegen von IgG, Zytokinen und bakteriellem odgralem Antigen geftérdert wird. Eine
Bindung des IL-1ra an IL-1-Rezeptoren hat keindule Antwort zur Folge. Somit dient er der
Regulation von Entziindungsprozessen wie Arthritid Colitis. Im Zuge der Sepsis konnte ein
positiver Effekt von IL-1ra noch nicht nachgewiesegrden [67].
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2.2.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Unter Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) - haufichaals Sauerstoffradikale bezeichnet - ist
eine beispielsweise im Rahmen oxidativen Stressdstelende Form des Sauerstoffes zu
verstehen, die durch das Vorhandensein eines oeleremer unpaarer Elektronen gekennzeichnet
ist.

Die Gruppe der ROS kann unterteilt werden in:

a) freie Radikale, wie beispielsweise das Super®ddikal Q’, das Hydroxyl-Radikal
HO und Peroxylradikale von Lipiden

b) stabile molekulare Oxidantien (z. B. Wassergtmibxid HO,, Lipidhydroperoxid
LOOH, Ozon Q und die hypochlorige Saure OQl

c) angeregte Sauerstoffmolekiile wie Singulett-Ssta#r'O,[68].

Im physiologischen Rahmen entstehen genannte Mielekiier anderem bei der Zellatmung, der
Reduktion von molekularem Sauerstoff, bei der Oxialavon Wasserstoffperoxid sowie der
Bekampfung von Mikroorganismen [69].

Der Korper verfugt Uber die Fahigkeit diese freieadikale zu eliminieren. Dies wird als
antioxidative Kapazitat bezeichnet und spiegelt @esamtheit aller antioxidativ verfligbaren
Substanzen im Blut — also Enzyme (unter anderemer@yjudismutase - SOD, Katalase),
antioxidativ wirkende Vitamine (z. B. Vitamin E, tdmin C) und antioxidativ agierende
Medikamente (wie EUK-8, Acetylcystein) - wider.

Als Quelle der Radikale im Falle einer Sepsis kenrdtie Leukozyten, in erster Linie neutrophile
und eosinophile Granulozyten, Monozyten und Makemm, identifiziert werden.

Einerseits wird bei der Aktivierung dieser ZellemsdEnzym NADPH-Oxidase zur Umwandlung
von Sauerstoff zum Superoxidradikal angeregt, vesotiann entweder in Phagozytenvakuolen
der Elimination von Mikroorganismen dient, oder raberch die Superoxiddismutase (SOD) zu
H,O,reagiert [13, 70]. Diese beiden selbst nur wenigpakteriell wirksamen Teilchen stellen
die Reaktionspartner fiur die Bildung des hochreakti Hydroxyradikals, aber auch die
Ausgangsstoffe fir die Entstehung von Hypochlorid ¢fen azurophilen Granula) und
Peroxynitriden (Endothel und Leukozyten) dar [68), 6
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Andererseits kénnen durch weitere Systeme, wie Xia#hinoxidase-Xanthindehydrogenase-
System (XO-XDH-Enzymsystem), ROS bei der Reperfusiod damit der Reoxygenierung
ischamischer Gewebe entstehen. Die in der Zeit WM#angelperfusion angefallenen
Stoffwechselprodukte Hypoxanthin und Xanthin fuhhegrbei zu einer Anregung des genannten
Systems, bei dessen Katalysation der Reaktion wgoxhnthin mit molekularem Sauerstoff zu

Harnsaure Superoxidradikale anfallen [71].

Bei der Produktion grésserer Mengen ROS, wie sigraand der verminderten Darmperfusion im
Falle der Sepsis entstehen, treten neben den dicfapgotektiven Wirkungen (Abtdtung von
Mikroorganismen, Anregung zur Gewebeerneuerungatnee Effekte, wie z. B. Hydrolyse von
Kohlenhydraten, Veranderung von Lipiden und Praeimit assoziiertem Wirkungsverlust und
Oxidation von Nukleinsauren sowie Storung der (DNRgparationsmechanismen auf.

Darlber hinaus zeigt sich eine Membrandestabilisgrinfolge der kettenreaktionsartigen
Lipidperoxidation der Zellmembranen, woraus einelage der Kapillaren resultieren kann
(capillary-leak-Syndrom) [71-73]. Hierbei wird alsekundéres Lipidperioxidationsprodukt
Malondialdehyd, eine Substanz, die zu fehlerhafiBA-Transkription und einer Stérung der
zellularen Proteinfunktion fuhrt, frei [74]. Das mmehrte Erscheinen von Malondialdehyd
(MDA) im Blut in Verbindung mit Multiorganversageand Sepsis konnte bereits mehrfach
gezeigt werden [75-78]. Durch die Abnahme der aidativen Kapazitat erfolgt vor allem die
Peroxidation der mehrfach ungesattigten FettsdaArachidonsaure (AA, C20:4) und Gamma-
Linolensaure (GLA, C18:3) [79].

Das durch oxidative Modifikation von low densitpdiprotein (LDL) entstehende oxLDL fordert
seinerseits durch Aktivierung der membranstandig¢éADPH-Oxidase die Bildung von
Sauerstoffradikalen und steigert hierdurch die #émelale Dysfunktion und Leukozytenadhasion
[80-82]. Durch Bindung von oxLDL an Makrophagenstehen Schaumzellen, welche in das
Gefassendothel abwandern [80, 83]. Dariiber hindaofgeinsbesondere durch den dem oxLDL
eigenen zytotoxischen Effekt eine proinflammatdresStimulation mit Zunahme der Menge der
Mediatorsubstanzen wie Interleukine und Tumornedfadgor, was eine Leukozytenaktivierung
zur Folge hat [84]. Andererseits vermindern oxLDLbeti Immunmodulation die
Entzindungsreaktion z. B. im Bereich des Gehirb$ [8
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Zusatzlich fuhrt die Bindung von oxidierten low-@dég-Lipoproteinen an den lectindhnlichen
oxLDL-1-Rezeptor zu einer Anregung der Superoxidpidion. Dies hat eine Verminderung der
Stickstoffmonoxid-Menge im Blut (NO-Abfall) zur Fg¢. Das Vorhandensein von
rezeptorgebundenen oxLDL wirkt sich durch Vasosmasauf den Gefasstonus aus. Dieser NO-
Abfall und die Vasospasmen beeinflussen den Blotdrund wirken einem Blutdruckabfall
entgegen [86-88].

ROS fuhren dartber hinaus durch Oxidation von Rretezur Bildung so genannter advanced
oxidation protein products (AOPP) [89]. Da die Quitéih der reaktiven Sauerstoffspezies mit der
Menge der AOPP korreliert, ist Uber eine Bestimmietgtgenannter ein Rickschluss auf das
Ausmald des oxidativen Stresses moglich [90]. Daribeaus sind AOPP selbst fir eine
Endothelschadigung mit verantwortlich. So kdnnes 8eiterfiihrende Entziindungsreaktionen
durch Férderung der TNé&Produktion in den Monozyten bzw. Anregung der R¥8duktion

in den Endothelzellen und somit Leukozytenadhanedazieren [91-93]. Der Abbau der AOPP
findet Gberwiegend in Leber und Milz statt [94].

Da ROS aber letztlich starke Induktoren des nuklediFaktorskB darstellen, der fur die
Fortsetzung der Mediatorausschittung und Leukoaktenerung verantwortlich zeichnet,
kommt es an dieser Stelle im Falle eines Nichtactseas der korpereigenen antioxidativen
Kapazitat zum Eintritt in einen circulus vitiosu®5] bestehend aus Leukozyten- und
Endothelzellaktivierung - Ausschittung von Entzimgkmediatoren bzw. ROS — Inaktivierung
von Protein-Thyrosin-Phosphatasen - ZellschadiguAgtivierung von Reparaturmechanismen
und im Falle des Versagens dieser zum Zelltod [8@hdurch wird diese Kaskade

aufrechterhalten.

Im Bereich der Forschung spielt zunehmend die Besting der Advanced oxidation protein
products (AOPP), der oxidierten Low-Density-Lipof@ioe (oxLDL) sowie die
Peroxidbestimmung und die Ermittlung der antioxidat Kapazitdt zur Verifizierung des

Vorhandenseins bzw. des Schweregrades einer SzpsiRolle.
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2.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Ein wichtiger Anhaltspunkt fur die Perfusion im Kigrgebiet und somit die
mikrozirkulatorische Situation ist die funktionell&apillardichte (FCD). Die funktionelle
Kapillardichte gilt als das intravitalmikroskopisckrmittelte Mald fiur die Lange von
erythrozytenperfundierten Kapillaren pro mikroslemhi erfasstes Gesichtsfeld und wird in Tnm
angegeben. |hre Abnahme steht in direkter Kor@tatzu einem verringerten Blutfluss im
untersuchten Gebiet und kann bis hin zu einem kettgnl Ausfall der kapillaren Durchblutung —
dem so genannten No-reflow-Phanomen — reichen I208- Einige Studien belegen zudem eine
Durchblutungsumverteilung zugunsten der Mukosadsenentsprechender Hypoperfusion der
Muskularis, wobei die Gesamtperfusion des Darmeen@mdert bleibt [133, 177, 198].

Zur Verminderung der Darmperfusion wahrend der Semxistieren Studien mit stark
differierenden Ergebnissen. Je nach Untersuchunigéven konnte eine Verminderung der
funktionellen Kapillardichte entweder nachgewieseler aber nicht festgestellt werden, wobei
durch intravitalmikroskopische Untersuchungen dReeluktion des villosen Blutflusses um bis
zu 40% gezeigt werden konnte [118, 119, 121]. Dimafime der funktionellen Kapillardichte
kann beim septischen Patienten durch intestinalgotéynsion in Verbindung mit einer
Verlangsamung des Blutflusses in diesem Kapillarsgebiet sowie Mikrothrombosierung und
dem damit einhergehenden Verschluss villoser Geféddart werden [122].

Diese Minderdurchblutung des Darmes geht mit egesteigerten intestinalen Permeabilitat
einher [132, 168]. Fink et al. konnten demonstneralass eine der sepsisbedingten
Minderdurchblutung entsprechende mechanisch indezieesenteriale Mangelperfusion keine
verdnderte Darmpermeabilitat nach sich zieht [199&rantwortlich fur die Endotoxin-
verursachte Schadigung der Darmbarriere scheimbdiieein Zusammentreffen verschiedener

pathogener Faktoren zu sein [177, 198].
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2.2.5Leukozyten und Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion ist im Wesettien durch folgende, per LPS, Zytokine und

Radikale forcierte, Vorgange gekennzeichnet [9¢;, 97

a) Leukozytenmargination aus der Strommitte

b) temporare Interaktion der Leukozyten mit demdihdl (Rolling)
c) feste Adharenz der Leukozyten am Endothel (8tgk

d) Diapedese der Leukozyten durch das Endothel

Wie bereits eingangs angesprochen, besagt einendéernsten Definitionen der Sepsis, dass
diese durch eine systemische Inflammationsreaki8iRS) infektioser Genese gekennzeichnet
ist und in Verbindung mit mindestens zwei weiternterien auftritt, welche sich auf
Kdrpertemperatur, Herz- und Atemfrequenz und diekibeytenzahl in Verbindung mit dem
Anteil neutrophiler Granulozyten beziehen. Im Hioklauf die weil3en Blutzellen bedeutet dies,
dass sowohl eine Leukozytose als auch eine Leukeperh ein septisches Geschehen hinweisen
konnen [6]. Die Grunde fur diesen Umstand sinddolig.

Der Leukozytenpool unterliegt einer stetigen Veemng. Sofern am Gefassendothel eine
deutliche Prasentation von Adhasionsmolekilenfstdét, kann infolge der Leukozytenadhéasion
im peripheren Blut eine Leukopenie in Erscheinungten, die durch eine beeintrachtigte
Stammzellreifung noch verstarkt werden kann [98].

Die Leukozytenmobilisierung durch mediatorbedin@ieisetzung unreifer Granulozyten aus
dem Knochenmark (vor allem durch Interleukine) odd#ie Aktivierung wandstandiger
Leukozyten insbesondere in Verbindung mit der ®teigg des Herzzeitvolumens kann hierbei
eine Leukozytose zur Folge haben. Des Weitererbgert das Vorhandensein zum Beispiel von
LPS die Apoptose der weil3en Blutzellen.

Der durch proinflammatorische Mediatoren vermideNorgang der Leukozyten-Endothel-
Interaktion dient beispielsweise im Falle lokalanfektionen der Beka&mpfung invasiver
Mikroorganismen.

Sowohl die Leukozyten selbst — allen voran die Paigphkernigen Neutrophilen Lymphozyten
(PMNL) — als auch das Endothel prasentieren auf @eerflache Adhé&sionsmolekile [98].
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Die Adhésion wird mit Hilfe von IL-8, Komplementfak 5a, PAF und anderen Substanzen, die
in den aktivierten Lymphozyten und Endothelzelleoduziert werden, chemotaktisch vermittelt

[99, 100]. Einzig die Mastzellen sind nicht am Ryez des Leukozytenrollings beteiligt [101].

Im septischen Geschehen gesellt sich hierzu noeh Gkfassthrombosierung infolge des

verminderten Blutflusses, der auftretenden Gerisstigungen im Sinne einer disseminierten
intravasalen Koagulopathie (DIC) und der verstarkteukozytenadharenz. Zum einen fuhrt dies
zur Verlegung der terminalen Strombahn [98], andeits schadigen die Leukozyten durch

Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Proteases defassendothel, stéren die

Mikrozirkulation und kdnnen demzufolge fur ein Ongarsagen mit verantwortlich sein [102].

Die Adhéasion der Leukozyten am Gefassendothel [f&alting, welches durch das Rollen der
weilRen Blutzellen mit einer Geschwindigkeit von p@n/s in einer postkapillaren Venole
(Durchmesser ca. 30 um) gekennzeichnet ist, erfddgt drei ,Haftvermittler: die L-, E- und P-
Selektine. Diese Selektine verfiigen jeweils Ubeeriahnlich strukturierten NHerminalen

extrazellularen Anteil [103].

Das auf Granulozyten, Monozyten und Lymphozytemioéthe L-Selektin mit seiner Liganden-
und Rezeptorfunktion wird aufgrund seiner Lokalmatauch Leukozyten-Selektin (weitere
Bezeichnungen: CD62L, gp90 mel, LAM-1, LECAM-1, I184UQ-1 Antigen, Mel-14 Antigen)
genannt und ist - auch unabhangig von Entziinduakgosen - stets auf der Oberflache der
genannten Zellen zu finden, weshalb das ,homing‘l@ekozyten an ,high endothelial venules*

als physiologischer Prozess in lymphatischen Ongdie¢rachtet wird [96, 99, 104].

Die Bindung von L-Selektin an Endothelien wird durblO vermindert, welches durch die
zytokin-induzierte NO-Synthetase bereitgestelltdwso dass im Falle einer Sepsis das Ausmalf}

der Leukozytenadhéarenz, des Rollings und die Leytkomigration vermindert wird [105].

Wie auch das L-Selektin erhielt das Plattchen—S$ielglSyn: CD62P, GMP-140, P-Selektin,
PADGEM) seine Bezeichnung nach den im Rahmen eih®S-, TNFe-, oder
Wasserstoffperoxydfreisetzung aktivierten Thrombery [106], auf denen es zunachst
nachgewiesen werden konnte, bevor sich heraussteltss es auch in den Weibel-Palade-
Kdrperchen von Endothelzellen und in den Granula vMdrombozyten vorkommt [107].

Wie Ley und Tedder 1995 nachweisen konnten, sjeBelektin vor allem zu Beginn des
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Rollings eine entscheidende Rolle [96] und induzidie Adhasion von Thl- und Th2-
Lymphozyten an das Gefassendothel [108, 109].

Im Rahmen einer Aktivierung durch LPS und Zytokipeisentieren aber nicht nur die
Thrombozyten sondern auch Endothelzellen SeleKi8elektin, auch Endothelial-Leukocyte
Adhesion Molecule 1 - ELAM-1, CD62E genannt). N&ihdung bestimmter Zellen der weil3en
Zelllinie, wie Granulozyten, Monozyten und einigeiZellarten an das E-Selektin, kommt es zur
Leukozytenmigration. Doch auch uber die post attwem 24 Stunden lang anhaltende
E-Selektin-Prasentation hinaus halt der einmal ed@itpte Migrationsprozess an [110, 111].

Der genaue Mechanismus hierfur konnte noch nickigewerden.

Alle zirkulierenden myelogenen Zellen exprimierenf aler Zelloberflache Tetrasaccharid
sialy-Lewis x (sialyl-CD15)-haltige Glykoproteinezlw. Glykolipide [99], die durch die drei
Selektine, in erster Linie jedoch durch Endothéi3elektin (E-Selektin und P-Selektin) sowonhl
erkannt als auch gebunden werden [112], wohingdyennd L-Selektine denselben Prozess
mittels Glykolipid Sulfatid einleiten [96].

Durch Bindung an genannte ,Haftvermittler* wird derozess des Rollings eingeleitet, wobei
die rollende Bewegung der weil3en Blutzelle zum reicierch eine Drehbewegung der Zelle um
die eigene Achse aufgrund der vorhandenen Scherkuatl repetitive Bindungen an Liganden
des Endothels zu Stande kommt. Die ruckartige Bewggbeim Rolling entsteht bei

proinflammatorischer Aktivierung der Endothelzellemd/oder Granulozyten) durch gezieltes
Abbremsen, so dass eine Bewegung teils von Endetlelzu Endothelzelle stattfindet [113,
114].
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Abbildung: Schema zum LeukozytenRolling [115]
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Rolling

Aus dieser temporéren Bindung an das Gefassendabeltiert im Falle einer entzindlichen
Veranderung desselben durch Uberwindung der Sciferkittels Bindung am/p Heterodimere
— die Integrine - das sogenannte Sticking. Dabankeichnet einen Sticker ein mindestens 30

sekiindiges stationares Verweilen am Endothel @ostkapillaren Venole [103].

Abbildung: Schema zum LeukozytenSticking [115]
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Intercellular Adhesion Molecule-1,2, L-Selectindigd = Leukozyten-Selektin Ligand, Mac-1 = Integrin
aM/B2, L-Selectin = Leukozyten-Selektin, P,E-Selecigiahd = Plattchen-, Endothelzell-Selektin Ligand
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Im Laufe des Rollings im Entzindungsgebiet kommt aster Beteiligung von
Entzindungsmediatoren zum einen zur Expressionfaiegrinen, zum anderen hingegen zur
Proteolyse von L-Selektinen auf den aktivierten RMRD2].

Die Integrine bestehen aus zwei Transmembranpesigivelche dennoch Uberwiegend auf der
Zelloberflache prasentiert werden - detntereinheit (120-180 kD) und d¢xUntereinheit
(90-110kD). Typisch fir Vertreter dg¥-Integrine ist der Aufbau aus einer variableiKette
(CD11a-c) und einer gemeinsamgikKette (CD18). Beispiele fug-Integrine sindB1-(CD29),
B2-(CD18) und digt3-(CD61) [116].

Den auf weil3en Blutzellen vorkommend@&-Integrinen, wie beispielsweise ,Lymphocyte
Function Associated Antigen“ LFA-1 (Syn: CD11a/G&@)1 Granulozyten- und
Monozytenintegrine Mac-1 Rezeptor (Syn: CD11b/CD1&nd p150.95- Antigen
(Syn: CD11c/CD18), kommt im Bereich des ,Stickingsihe bedeutende Rolle zu, da ein
Mangel an dieser Substanz im Rahmen eines Gendsfékeukocyte Adhesion Deficiency
Syndrom) durch fehlende Eiterbildung und rezidierete Infekte in Erscheinung tritt [43][112].
Obwohl eine standige Expression @@rIntegrine erfolgt, fuhrt erst eine inflammatohscund
insbesondere eine chemokinetische Aktivierung auspkdgung ihrer adhasiven Leistung [103].
Die Synthese der hierbei beteiligten Chemokinelgtfom vaskuldren Endothel, wobei diese
Substanzen ihre volle Wirkung erst aufgrund detavgrerten Kontaktzeit wahrend des Rollings
entfalten koénnen. Folge des Chemokinkontaktes ise ennermolekulare Konformations-
anderung dep2-Integrine, wobei es uber eine Erhéhung der Bigdaffinitat derf2-Integrine
zur Endotheladhasion in Form des Stickings komi@l. [9

Im Bereich des vaskuldren Endothels setzt zeitgleioe vermehrte Produktion von Integrin-
Liganden ein. Diese Integrin-Liganden werden atsrellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1,
CD54) und ICAM-2 bezeichnet und den Immunglobulizeigeordnet [102]. Wéhrend ICAM-1
auf den meisten Zellen nur bei Vorhandensein votziErdungsmediatoren in Erscheinung tritt
und vornehmlich an leukozytaf®-Integrine LFA-1 und an das Mac-1 Antigen bindeinn
ICAM-2 auch unabhangig von EntziindungsreaktiondrEadothelzellen nachgewiesen werden.
ICAM-2 bindet nur LFA-1 und erlangt vor allem beerdwWiederaufnahme der Lymphozyten in
das Gefalisystem — der Lymphozyten-RezirkulationBedeutung [103].
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Uber ICAM-2 hinaus beteiligt sich auch Mucosal Aeskin Cell Adhasion Molecule-1

(MAdCAM-1) an diesem Rezirkulationsprozess, wolseemerseits als Integrin und andererseits
als L-Selektin-Ligand auftritt [99]. Infolge der ukozytenadharenz kann die Platelet-Endothelial
Cell Adhesion Molecule-1-(PECAM-1, CD31) vermitielttransendotheliale Diapedese
stattfinden, wobei an der Bildung von CD31 sowole deukozyten selbst als auch die

Endothelzellen beteiligt sind [102, 117].
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2.3 Bedeutung des Intestinums fir die Pathogenese Sepsis

Wie bereits eingangs erlautert, verschlechtert iehjedem 4. bis 10. SIRS-Erkrankten der
Zustand im Sinne eines Multiorganversagens, welebes Beispiel im Gefolge eines schweren
Traumas eine Letalitdt von etwa 50-70% zeigt. ahikommt es beim MOV wegen der
stattfindenden Kreislaufzentralistion zu Gunsten dgalorgane Gehirn und Herz gleichzeitig
zur Minderperfusion des Intestinums bei synchrostejgertem Sauerstoffbedarf, wobei dieser
Sympathikus-gesteuerte Vorgang durch die Vermigflumon am Darm lokalisierten
a-1-Rezeptoren reguliert wird [123, 124].

Die hierdurch auftretende Ischamie hat eine Funkstrung der Darmbarriere zur Folge und
ermdglicht somit den Ubertritt von Mikroorganismeweshalb der Darm auch als ,Motor des
Multiorganversagens” bzw. ,undrained abscess oftiplalorgan failure* bezeichnet wird [124-
126].

Entscheidend fir den Pathomechanismus im Falle &imelerdurchblutung der Darmzotten ist
in erster Linie das Gegenstromprinzip der Darmsoitlaut, wobei eine Aufzweigung der
zentralen Villusarterie erst an der Zottenspitzéolgt. Dies fuhrt zu einem Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes im arteriolaren Blut untbige dessen zu einer Zottenspitzenischamie
mit reaktivem Odem der Lamina propria und letztligh Epithelnekrose [127, 128].

Die Gewebeschadigung wird dartber hinaus sogaRbperfusion durch das hierbei durch die
Xanthinoxidase aus Xanthin entstehende Hypoxantti8aperstoffradikale, Granulozyten-
aktivierung und die gesteigerte Proteasentatigkeitergefuhrt [128, 129].

Diese Prozesse haben lokale mukosale Lasionen y{tpak mit einer gesteigerten
Darmpermeabilitat und Herabsetzung der Barrierelegsgegeniiber Mikroorganismen zur Folge
[124, 130-132]. Dies ermdglicht einen Ubertritt viglikroorganismen und eine Aktivierung des
GALT (,Gut Associated Lymphatic Tissue®). Im GALTinflen sich mehr als die Halfte aller
lymphoiden Zellen, die bei massiver Aktivierung 8apsisgeschehen, beispielsweise durch LPS,
eine Verschlimmerung desselben per positiver Rigikog humoraler und zellularer Systeme
sowie eine Schadigung der Kontrollmechanismen inim&einer Mediatorexplosion herbeiftihren
[124, 132].
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Diverse Verfahren, wie beispielsweise Endoskopiengifgraphie, Dopplersonographie,
Bestimmung von biochemischen Serummarkern odemtetrische Messung des intramukdsen
instestinalen ph-Wertes (pkHbieten Mdglichkeiten der Einschatzung der intedén Ischamie.
Hierbei wird eine Verschiebung des pH-Wertes in daaren Bereich als eines der ersten
Zeichen fur eine Minderperfusion des Darmes gew§grf].

Die Ermittlung des pH-Wertes erfolgt durch Bereamgpumit der Henderson-Hasselbach-
Gleichung aus dem Kohlendioxidpartialdruck unter Aanahme, dass die Hydrogencarbonat-
Konzentration im arteriellen Blut dem des Gewebegghkeichbar ist. Durch Einbringung eines
der Mukosa direkt anliegenden Tonometers nahe @ézeSeiner Erndhrungssonde kdnnen
kontinuierliche Messungen durchgefiihrt werden [11AB].

Mit einer Spezifitat von 100% fir die Mortalitat dieiner Sensitivitat von 44% wurde zunachst
eine Kombination aus der Messung von arteriellefktdtaund pH als pradiktivem Wert fur das
Auftreten eines SIRS empfohlen [134]. Da aber h#egen der mangelnden Differenzierung
zwischen respiratorischen und nicht-respiratoriscB@rungen eine Verfalschung der Ergebnisse
vorliegen kann, wird mittlerweile eine Bestimmungrdnukosal-arteriellen C&Differenz -
pCO,-Gap angestrebt [135]. Weitere Diagnostika zur Megs der Perfusion stellen
Lebervenenkatheterisierung und Plasma-DisappeafRate des Farbstoffes Indozyaningrin

PDRcc (Bestimmung der Leberperfusion/ -funktion) darg]L3
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2.4 Therapiekonzepte bei Sepsis

Die Sepsistherapie hat stets zwei Ziele: die Ssilng des Gesamtorganismus und die
Protektion des Intestinums. Als an die Besondezhedn das deutsche Gesundheitssystem
angepasste Richtlinien haben die Deutsche Sepsisi&zhaft e.V. (DSG) und die Deutsche
Interdisziplinare Vereinigung fur IntensivmedizinduNotfallmedizin (DIVI) mit Orientierung an
der Barcelona Declaration und den Surviving SepSmmpaign Guidelines (SSC) for
Management of Severe Sepsis an Septic Shock eiakanBlungsleitfaden erarbeitet, der dem
behandelnden Arzt zur Verfigung steht [137]. Diestsllt Diagnose, Pravention, kausale,
supportive und adjunktive Therapie in den VordengruDurch Einfihrung einer Gradeinteilung
mit ,Evidenz“graden von |-V und EmpfehlungsgradeonvA-E kann eine Gewichtung
stattfinden [1, 137, 138]. Entscheidend ist voemlldie téaglich wiederholte Evaluierung des
Patienten, um eine bestmdglich an die mediziniscBedlrfnisse angepasste Behandlung
durchfuhren zu kénnen.

In Ermangelung einer speziell gegen die Sepsisenttkn Substanz, stitzt sich die Therapie
zunachst auf eine Eruierung und Behandlung der ddesainklusive Fokussanierung mit
operativer Versorgung des Entzindungsherdes undibigikatherapie (kausal), eine
unterstiitzende Therapie mittels frihzeitiger Kerifdtabilisierung, Herstellung respektive
Erhaltung der Homoostase beispielsweise durch ditensivierte Insulintherapie und
gegebenenfalls Beatmung/ parenteraler Ern&hrungp¢stiv) und die adjunktive Therapie
mittels activiertem Protein C und niedrig dosiertidgdrocortison [139, 140].

Eine Medikation mit rekombinantem humanen akti@rrProtein C beispielsweise, welches als
Modulator der Blutgerinnung einer Mikrothrombosiegu entgegen wirkt und zudem uber
Fibrinolyse eine Rekanalisierung bereits thromhtsiesefasse bewirkt sowie Uber die IL-1- und
TNF-a-Blockade Einfluss auf die Leukozyten-Endothel-tatg¢ion nimmt [141], wird gemass
den Leitlinien als Empfehlungsgrad B und Evidendgha eingestuft. Dies kommt durch eine
gute Wirksamkeit im Falle von erwachsenen Patienten schwerer Sepsis zu Stande. Im
Gegensatz dazu steht das Auftreten einer erhohtiahres-Letalitdt bei Patienten mit einem
niedrigen Schweregrad einer schweren Sepsis [142].
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Uber rekombinantes humanes aktiviertes ProteirhBRC) hinaus findet von den in diversen —
leider nur partiell Erfolg versprechenden - kliiea Studien erforschten und in der klinischen
Prufung befindlichen Substanzen, wie Immunmoduéatpr Prostaglandinhemmer und
Gerinnungsinhibitoren noch kein Wirkstoff in deakis Verwendung [46, 143].

Da korpereigene Schutzmechanismen im septischench€&esn keine ausreichende
Zytoprotektion mehr gewéhrleisten kénnen, solletioaidativ wirkende Substanzen, Inhibitoren
der Radikalbildner und/oder Radikalfanger in Zeitemmehrter Radikalbildung beispielsweise
infolge LPS-Exposition unterstitzend eingesetzider{71].

Die hier vorliegende Arbeit stellt einen weitereaitBag zur Erprobung maoglicherweise adjunktiv
einsetzbarer Substanzen im Rahmen eines septisébschehens dar, wobei das untersuchte

EUK-8 mehrere der oben angefiihrten Wirkungswegeemukann.
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2.5 EUK-8

2.5.1 Allgemeines

N,N«-bis(salicylidene)ethylenediamine chloride (8yym: EUK-8), ein synthetisch hergestellter
Selen-Mangan-Komplex, reaktiviert die Superoxidditase und zeigt durch Katalase-Mimikry
zusatzlich eigene Aktivitdt im Bereich der Elimiimet von ROS [144, 145]. Unter Katalase-
Mimikry versteht man, dass EUK-8 die biochemisch®gaktionen, welche von der Katalase
katalysiert werden, ebenfalls beschleunigen karm. diversen experimentellen Studien
beispielsweise Uber oxidativen Stress, Entziinduogspse, kardiovaskulare Erkrankungen,
Reperfusion nach Ischamie (bisher am Herzmuskelersmtht) [146], neurologischen
Erkrankungen, am Alzheimer- [147] und Multiple Skige-Modell [136] sowie am Modell der
Sideroblasten-Anamie [148] konnte EUK-8 ein positivEffekt dank seiner antioxidativen

Wirkung nachgewiesen werden.

Abbildung: Molekdlstruktur des EUK-8 [149]
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2.5.2 Pharmakodynamik

SOD/Katalase-Mimetika wie EUK-8 sind in der Lage]lZn vor oxidativem Stress zu bewahren
[150]. Diesem Effekt liegt folgende biochemische aken zu Grunde, bei der ein
Sauerstoffradikal zu Wasserstoffperoxid umgewandeiitd. Vereinfachend wurde in der
Reaktionsformel nur die am Umwandlungsprozess liggeiMangankomponente dargestellt.

Exemplarisch wurde die Umwandlung eines SauersiiKals dargestellt.
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(1)  Mn(lll) +0; —  Mn(ll) + 0,
()  Mn(ll + O+ 2H —  Mn(ll) + H0,

Dieser Reaktionsmechanismus ahnelt stark dem d&. @ Organismus katalysiert nun die

Katalase folgende Reaktion:

(3)  Mn(ll) + H,0, —  Mn(V)O;  +H0
4)  Mn(V)Oy  +H0, —  Mn(lll) +H0 + O [151, 152]

Uber die Verminderung von oxidativem Stress hinaumt EUK-8 auch die Potenz,
nitrifizierenden Stress und die Menge der hypoggéar Sdure (OCI. zu mindern [153].

2.5.3 Experimentelle Untersuchungen

Ein positiver Einfluss von SOD-Mimetika in der Emowindmie konnte schon fiur EUK-134
nachgewiesen werden [157]. In weiteren tierexpemigleen Studien wurde der Einfluss von
EUK-8 untersucht. So wurde es durch die Arbeitsgeupm Gonzalez bei Schweinen nach
Induktion eines akuten Lungenversagens eingesgtztden wichtigsten Ergebnissen dieser
Studie zahlt, dass zwar eine Detoxifizierung der SRGtattfand, die Ausschiittung
proinflammatorischer Substanzen allerdings nicheiddeachtigt wurde [158]. Pucheu et al.
untersuchten den positiven Effekt von EUK-8 beieeinschdmie mit darauf folgender
Reperfusion. Auch hier konnte der Einsatz des Mamd#ntes die durch reaktive
Sauerstoffspezies bedingten Reperfusionsschadenndsarn [159].

Es wurden auch Versuche an Mausen mit einer expateft erzeugten allergischen
Encephalomyelitis — dem gangigen Multiple-Sklerddedell — durchgefihrt, wobei sich alle
Tiere nach mehrmaliger EUK-8-Injektion binnen 4@&a erholten [160].

McDonaldet al. induzierten eine Sepsis mittels intraven@abe von 6 mg/kg Escherichia coli
Lipoplysaccharid. In der Therapiegruppe verabreichsie 0,3 oder 1mg/kg EUK-8 im Bolus
gefolgt von einer Infusion mit 0,3 oder 1mg EUK-@tk In dieser Untersuchung konnte ein
deutlicher positiver dosisabhéangiger Effekt auf daptische Krankheitsgeschehen beobachtet
werden. So wurde in der Gruppe mit 1mg/kg Bolus EBJKnd 1m/kg/h EUK-8-Infusion das
septische Krankheitsbild deutlich gemildert [16lh].weiteren Versuchen wurde nachgewiesen,
dass EUK-8 die sepsisbedingte Schéaden, wie besgmede die Vasokonstriktion, vermindert
[162, 163].
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2.5.4 Klinische Anwendungen

Bisher liegen noch keine klinischen Untersuchungeh der Substanz EUK-8 vor, da diese
derzeit nur experimentell eingesetzt wird. Entspesxi den bisher durchgeflhrten
tierexperimentellen Studien kann ein positiver Kffbei Sepsis-, Alzheimer-, Parkinson- und
Multiple-Sklerose-Patienten vermutet werden. Ppretl erscheint auch die Nutzung im Rahmen
des normalen physiologischen Altersprozesses nifjglla eine Zunahme des oxidativen und
nitrifizierenden Stresses im Alter nachgewiesenderrkonnte [154].
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3 Fragestellung

Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen, auch reakSauerstoffspezies genannt, stellt als
natirliches Mittel der korpereigenen Abwehr eineinkungsvollen Mechanismus dar, der die
Schadigung von Krankheitserregern wie BakterieneViPilzen und Parasiten bezweckt.

Im Rahmen einer Endotoxinamie tritt durch die stafnregung dieses Systems allerdings eine
Gewebeschadigung auf, die durch eine kettenreaditige Mediatoraktivierung vorangetrieben
wird. In der Reaktionskaskade spielen sowohl dektreen Sauerstoffspezies eine besondere
Rolle, die bei Leukozytenaktivierung durch selbfgegesetzt werden, als auch diejenigen, die
aus dem Xanthinoxidase-Xanhindehydrogenase-Systamneen. Beide Aktionspartner regen
sich gegenseitig immer wieder zur ROS-Ausschitttarg Da die Radikale auch an
korpereigenen Zellen Schaden bewirken, indem sieruanderem zu einer Anregung des
nukleéaren Faktors und somit einer TH~reisetzung aber auch zu einer Oxidation bioldwsc
Membranen fiihren, werden weitere weil3e Blutzellgdee Gewebeschadigung hingewiesen, so
dass die Aktivierungskaskade mit der Anregung dewkibzyten von neuem beginnt, was den
Eintritt in einen circulus vitiosus bedeutet. Sélesstandlich stehen im Organismus
korpereigene Antioxidantien zur Verfigung, um dies@eislauf effektiv zu unterbrechen. Im
Falle einer Sepsis allerdings sind die korpereigdRessourcen erschopft bzw. nicht ausreichend,
um den pathologischen Prozess zu unterbinden. dgletdre Gewebeschadigung ist die Folge.
Therapeutische Ansatzpunkte wéren zum einen didiv@erung der Entstehung von Radikalen
durch Hemmung der bildenden Enzyme oder aber déengbn der bereits entstandenen ROS.
Der Selen-Mangan-Komplex EUK-8 fuhrt zu einer Umdiang von reaktiven Sauerstoffspezies
und unterstitzt damit die Wirkung der Superoxidrdusase (SOD). EUK-8 verfligt sowohl tber
die Fahigkeit zur Verminderung von oxidativem alelanitrifizierendem Stress [151] und weist
demzufolge eine héhere Wirkpotenz als SOD auf.\WWikkung der Substanz wurde anhand einer
Uberpriifung der intestinalen Mikrozirkulation durbkessung der funktionellen Kapillardichte
mittels Intravital-Fluoreszenzmikroskopie nachvoden. Ausserdem wurde der Grad der
Leukozytenaktivierung durch Ermittlung der Anzahit &efassendothel binnen eines definierten
Zeitraums haftender bzw. langsam entlang rollengikozyten bestimmt. Zusatzlich erfolgte
die Messung von Indikatorsubstanzen, wie dem Madddehyd oder der oxidierten low-density-

Lipoproteine (oxLDL).
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4 Methodik

4.1 Versuchstiere

4.1.1 Tiermaterial

Unter Einhaltung der Richtlinien fur die Durchfihgivon Tierversuchen nach 82 sowie 88
Absatz 1 des Tierschutzgesetzes [155] wurde didi&hach Genehmigung durch das Landesamt
fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technisSieherheit Berlin an 40 mannlichen
Wistar-Ratten (Gewicht: 210 += 50g ) im Alter von 6 7 Wochen durchgefuhrt
(Genehmigungsnummer G 0137/03).

Die Ratten wurden von der Dimed Schdonwalde Gmbtbodez. lhre Unterbringung erfolgte in
einem eigens daflr eingerichteten Raum mit Klimagal und Lichtschaltuhr, so dass ein
zwolfstindiger Hell-Dunkel-Rhythmus sowie eine Teargiur von 25°C und eine
Luftfeuchtigkeit von 55-60% sichergestellt werdeonkten. Den Tieren standen Wasser und
Standardfutter (Altromin) zur unbegrenzten VerfugunVierundzwanzig Stunden vor
Versuchsbeginn wurde den Tieren allerdings die Maprentzogen, wobei Wasser weiterhin ad
libitum angeboten wurde. Die Versuche fanden intrZem von November 2004 bis Mai 2006

statt.
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4.1.2 Gruppeneinteilung

Es wurden 4 Tiergruppen a 10 Tiere gebildet. Benalieren erfolgten eine Instrumentalisation,
Laparotomie, die Blutentnahmen sowie die Untersaoghittels Intravitalmikroskopie.

Die Kontrollgruppe erhielt hierbei anstelle einegiteren Behandlung eine Placebo-Infusion mit
Ringer-Losung. In der Endotoxin-Gruppe wurden dattét 10mg Endotoxin/kg Kdrpergewicht
uber zwei Stunden intravenos appliziert (Lipopotgsearid (LPS) von Escherichia coli, Serotype
055:B5, Phenol Extract, Sigma-Aldrich Chemie Gmiteinheim, Deutschland, geldst in
NaCl 0,9%). Die Ratten der EUK-8-Gruppe erhieltengkg Koérpergewicht EUK-8 (EMD
Biosciences, Inc., San Diego, USA gel6st in NaGP), als Bolus und 3mg/kg/h EUK-8 in Form
einer Infusion. Bei der verbleibenden Gruppe wgithe Endotoxin-Exposition mit der Gabe von
EUK-8 kombiniert. Den Tieren in der Endotoxin-EUK&uppe wurden 3mg/kg EUK-8 als
Bolus und eine EUK-8-Infusion mit 3mg/kg/h sowiemd Endotoxin/kg Korpergewicht Uber
zwei Stunden intravengs verabreicht.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung und Untersuchungen (IW1 = Intravitalmikroskopie, MDA = Malondialdehyd,
Gruppen je 10 Tiere)

Gruppe Monitoring Spezielle Untersuchungen

Kontrollgruppe Hf, MAP, Leuko, BGA, LaktatIVM, MDA, oxLDL, AOPP,
Perox, Ano:

Endotoxin-Gruppe Hf, MAP, Leuko, BGA, LaktatVM, MDA, oxLDL, AOPP,
Perox, Anox

EUK-8-Gruppe Hf, MAP, Leuko, BGA, LaktatlVM, MDA, oxLDL, AOPP,
Perox, Anox

Endotoxin-EUK-8-Gruppe Hf, MAP, Leuko, BGA, LaktatVM, MDA, oxLDL, AOPP,
Perox, Anox

Legende: Hf = Herzfrequenz, MAP = mittlerer artbeie Blutdruck, Leuko = Leukozytenzabhl,

BGA = Blutgasanalyse, Laktat = Laktatkonzentratiodes Blutes, IVM = Intravitalmikroskopie,

MDA = Malondialdehyd, oxLDL = oxidierte low-densitiiporpoteine, AOPP = advanced oxidation protein
products, Perox = Kontrollen zur Peroxidbestimmuiigox = antioxidative Kapazitat
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4.2 Versuchsmodell

4.2.1 Versuchsablauf

Im Rahmen einer ca. 30 Minuten dauernden Praparatioden den Tieren ein arterieller sowie
ein venoser Katheter in die Arteria carotis bezigjsweise die Vena jugularis eingelegt. Des
Weiteren konnte in dieser Zeit eine Tracheotomigggnommen werden. Nach Abschluss der
Operation erfolgte die Induktion der Endotoxinamigd/ oder die Bolusapplikation sowie im
Falle der Medikamentengruppen der Start der Medémdeaninfusion. Nach einer Dauer von 60
Minuten erfolgte die Laparotomie mit anschliessendEs-minitiger Ruhepause und
intravitalmikroskopischer Untersuchung. Blutentnannfanden zu den Zeitpunkten 0, 1 und 2
Stunden post operationem statt. Einen detailliedeerblick tiber die zeitliche Abfolge liefert

die nachstehende Abbildung.

Abbildung: Versuchsablauf

Anasthesie, Tracheotomie, A.-carotis-
Katheter, V.-jugularis-interna-Katheter

Euk8-Bolus und Infusion tber 2 Stunden
Endotoxin-Infusion tUber 2 Stunden

Laparotomie und anschliessende
Intravitalmikroskopie

»
| »

0 60 120 Minuten
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4.2.2 Anasthesie und Monitoring

Eine Narkoseeinleitung wurde mittels intraperitdaeaApplikation von 60 mg/kg KG
Pentobarbital (Nembutal, Sanofi, Disseldorf, Deutsud) durchgefiihrt. Im Verlauf des
Versuches erfolgte die Narkoseaufrechterhaltunghdintraventse Bolusgaben bis 30 mg/kg KG
Pentobarbital bei Bedarf. Zur Kontrolle der Narkasfe wurden Zwischenzehen- und Ohrreflex
kontinuierlich Gberprift.

Fur die Praparation, mit welcher 10 Minuten nachikiseeinleitung begonnen werden konnte,
wurden die Tiere auf dem Rucken liegend auf eineéridéplatte fixiert, um eine
Aufrechterhaltung der Korpertemperatur im Berei@dn 37 + 0,5°C auch im narkotisierten
Zustand zu gewahrleisten. Zunéchst erfolgte eirsegotomie, um eine Verlegung der oberen
Atemwege auszuschliessen, woran sich die Prapardgo rechten Vena jugularis interna und
der linken Arteria carotis communis anschloss. igsel Blutgefasse wurden Polyethylenkatheter
(PE 50, Innendurchmesser 0,58 mm, Aussendurchmé&s96r mm, PorteX, Hythe, Kent,
Grol3britannien) eingefiihrt, wobei der ventse Zugdeg Verabreichung von Infusion bzw.
Medikamenten und der arterielle zum Blutdruckmamiip und der Blutentnahme diente.
Waéhrend des gesamten Versuches erfolgte somitregedmassige Erfassung von systolischem
und mittlerem arteriellen Blutdruck (MAP), Herzfreenz (Hf; BMT Biomonitor 5231,
Druckmesswandler W112, RFT, Stassfurt, Deutschlandll Koérpertemperatur (rektale
Thermistorsonde, W 233, RFT, Stassfurt, Deutsch)ldbitie Messung der Atemfrequenz konnte
mit Hilfe eines Infrarotsenders gewahrleistet werdeelcher in Thoraxhdhe direkt am Tier
angebracht wurde.

Uber den in der Vena jugularis interna liegendetyébylenkatheter wurde eine Volumen-
substitution mit Vollelektrolytldsung (Thomaejonithomae, Biberach, Deutschland) tber den
gesamten Versuchszeitraum von zwei Stunden duréhgefwobei die Gesamtvolumenzufuhr
bei allen Tieren 7,5ml/kg/h betrug. Dies wurde tumifferenzvolumensubstitution zu der

Gruppe erzielt, welche am meisten Volumen erhditdte (Endotoxin-EUK-8-Gruppe).
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4.2.3 Operative Technik

Zunachst erfolgte eine Rasur und Desinfektion detsé$, woran sich eine circa 3cm lange
Inzision der Haut anschloss. Nach anschliessendest&lung der proximalen Trachea wurde
diese mit einer Mikroschere (Aesculap, TuttlingBeutschland) zwischen zwei Trachealspangen
quer eroffnet. In den so entstandenen Zwischenmaurde als Tubus eine Venenverweilkanile
(Braunule G14, Braun, Melsungen, Deutschland) diragsht.

Nach der nun folgenden Praparation der Vena juiguiaterna dexter wurde das Gefass im
distalen Anteil ligiert. Am proximalen Teil klemmtein Microclip (Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) die Vene ab, so dass per Venae-sketionik der Katheter eingelegt werden
konnte. Eine Fixation desselben wurde mit Haltefdderchgefuhrt, woraufhin eine Entfernung
des Microclips folgte. Ebenso wurde die Arteriaot&rcommunis sinstra katheterisiert.

Nun gewahrte man dem Tier eine Erholungsphase 0dvi6uten Dauer, wahrend derer bereits
Medikamente, Endotoxine und Infusion verabreichtdea. Nach sich anschliessender Rasur
und Desinfektion wurde eine mediane Laparotomieltyefihrt. Nach Umlagerung des Tieres
und Darstellung des terminalen lleums, etwa 5cnxipral der lleocaecalklappe, wurden die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen durchgafiazu wurde der zu untersuchende
Darmabschnitt auf eine Haltevorrichtung verbrachdl it einem Deckglaschen (21x26 mm,
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) bedeweklches die Funktion einer transparenten
und ebenen Abdeckung der Mikroskopierkammer héita. ein Austrocknen der exponierten
Darmabschnitte zu verhindern, wurden nicht zu soigltende Darmanteile mit angefeuchteter
Gaze bedeckt und stetig eine auf 37°C angewarnatdrlytlosung aufgetropft.

Am Versuchsende wurden die Tiere in Narkose mib@Githydrat getotet.
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4.3 Labor

Zum Messzeitpunkt 0, nach 1 und 2 Stunden wurderdam arteriellen Katheter jeweils 600 pl
EDTA-Blut und 150 pl Heparinblut entnommen. Aus déteparinblut wurde das Blutbild
angefertigt. Das EDTA-BIut wurde direkt nach deut®htnahme bei 6000 Umdrehungen/min
zentrifugiert (Janetzki TH 12), der Plasmauibersi@irda 200 pl) abpipettiert und 1:1 mit 200 pl
NaCl verdiinnt. Die Probe wurden gleichméssig akEppendorfgefasse a 60 ul verteilt und bei
-80°C bis zur weiteren Aufarbeitung eingefroren.

Aus dem so gewonnenen Blut wurden unten aufgefUheborparameter mit Hilfe von

rattenspezifischen Test-Kits bestimmit.

4.3.1 Leukozyten

Fur die Zahlung der Leukozyten benétigte man aus dderiellen Katheter 150 ul Heparinblut
(Zell-Counter: Technicon H1, Bayer, Leverkusen, BBelland; Eichung auf Rattenblut). Die
Messung wurde innerhalb von 12 Stunden nach Gewim®s Probe und Aufbewahrung im
Kihlschrank bei 4°C durchgefiihrt.

4.3.2 Malondialdehyd

Der Spiegel an Malondialdehyd wurde mit Hilfe dehidbarbitursdure (TBA) bestimmt
(Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland). Hierbaeirden 20ul der Probe mit 1ml
Derivatisierungslosung eine Stunde bei 95°C inkawbMach Abkuhlen der Probe bei 2-8°C fur
15 Minuten wurden diese 5 Minuten lang zentrifugiBn Anschluss daran wurden 500ul der so
aufbereiteten Probe wurden 500ul Reaktionslésungizuigiegeben. Dabei reagiert
Malondialdehyd mit zwei Molekiilen der TBA zu eineaten Farbstoff, dessen Konzentration in

pmol/ml anschliessend photometrisch bestimmt wird.

4.3.3 oxidierte low density Lipoproteine (oxLDL)

Mittels eines sandwich-ELISA der Firma Immundiagiiof\G, Bensheim, Deutschland mit 2
monoklonalen Antikérpern, wird die Menge des vodwmen oxidierten low density
Lipoproteins bestimmt. Hierfir wird zundchst dasLbBk in den 50ul EDTA-Plasma des
Versuchstieres von einem an die Mikrotiterplattbugelenen polyklonalen Antikérper gebunden.

Um Uberschissige, ungebundene Substanzen zu emtfesriolgte nun ein Waschschritt. Nach
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Zugabe eines Peroxidase-markierten Antikbrperseaneineut Inkubation und Waschvorgang
statt. Durch Hinzufligen des Peroxidasesubstratafethylbenzidin (TMB) und die folgende
Zugabe der saurehaltigen Stoplésung erfolgt eirbufaschlag von blau nach gelb. Bei der
folgenden photometrischen Messung bei 450 nm gesnedsarbintensitat ist direkt proportional
zur Konzentration des gemessenen oxidierten lowgitiehiporpoteine. Die Resultate werden in

ng/ml angegeben.

4.3.4 advanced oxidation protein products (AOPP)

Der Test der Firma Immundiagnostik AG, Bensheim, ut®ehland basiert auf der
photometrischen Analyse modifizierter Proteine 30 nm. Im Rahmen der Testdurchfiihrung
werden Standard- und Kontroll-L6sungen sowie 50DITE-Plasma des zu untersuchenden
Patienten in die Vertiefungen einer Mikrotiterpdatiipettiert. Die Absorption wird bei 340 nm
gemessen. Die Chloramin-T (CT) Absorption bei 340ist linear im Konzentrationsbereich von

0 bis 100umol/l. Die AOPP-Konzentration wird ipmol/l angegeben.

4.3.5 Kontrolle zur Peroxidbestimmung

Das Test-Kit zur Ermittlung der Kontrollen zur Pedbestimmung stammt von der Firma
Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland. Die Besiung der Peroxide erfolgte
photometrisch nach Reaktion von Peroxidase mit »éround einer anschliessenden
Substratumsetzung mit Tetramethylbenzidin (TMB)ciN®ipettieren von 10ul EDTA-Plasma in
die hierfur vorgesehenen Vertiefungen der Mirkopitatte wurde der Reaktionspuffer
hinzugegeben. Anschliel3end erfolgte eine Messungidenabsorption bei 450nm Wellenlange.
Nach einer nun folgenden Inkubation fir 15 Minutbei 37°C wurde die Stoplosung
hinzugefiigt. Im Anschluss daran wurde erneut eihetgmetrische Messung bei 450nm
durchgefiihrt. Die Differenz der beiden Messungenrh&¢ sich proportional zur

Peroxidkonzentration. Die Ergebnisse werdepniol/| angegeben.
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4.3.6 Antioxidative Kapazitat

Die antioxidative Kapazitat wurde mittels eines dtohetrischen Mikrotiterplattenassays
bestimmt (Immundiagnostik AG, Bensheim, DeutschjaBeénotigt wurden 10pl EDTA-Plasma.
Dabei erfolgte durch Zugabe von einer definierteenife exogenen Peroxids eine Reaktion mit
den in der Probe vorliegenden Antioxidantien. Atfisssend wurde in einer
peroxidasekatalysierten Reaktion die quantitatiestBhmung des nicht umgesetzten Peroxids.
Nach einer Inkubation bei 37°C wurde eine Stoplgswugefiigt und anschliessend eine
photometrische Messung bei einer Wellenlange vémdbvorgenommen. Das Ergebnis wird in

umol/l angegeben.
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4.4 Intravitalmikroskopie

4.4.1 Technik

Fur die intravitale Fluoreszenz-Video-Mikroskoplatfavitalmikroskopie, IVM; Abbildung 15)
war folgende technische Ausriistung vorhanden, richer Vergrosserungen um das 250- bzw.

500fache erzielt werden konnten:

- Epifluoreszenzmikroskop Axiotech Vario, Carl Zeidsna, Deutschland

- Lichtquelle HBO 50, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

- Okulare 10 x, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

- Objektiv - 10 x / 0,5; Fluar, Carl Zeiss, Jena, Behland (Ubersichtsaufnahmen)

- Objektiv - 20 x / 0,5; Achroplan, Carl Zeiss, JeDautschland (Detailaufnahmen)

- Filtersatz Nr. 20, Carl Zeiss, Jena, Deutschlandrégung: BP 546/12; Frequenzteiler:
560; Emission: BP 575 - 640) fur BeobachtungenRhibdamin 6G

- Filtersatz Nr. 10, Carl Zeiss, Jena, Deutschlanarégung: BP 450 - 490; Frequenzteiler:
510; Emission: BP 515 - 565) fur BeobachtungenRTitC-Dextran

- Video Kamera: Panasonic WV 1850, Matsushita, Tokapan

- Videorecorder: Panasonic AG 6200, Matsushita, Takapan

- Monitor: Philips LDH 2106/00, Philips, Eindhovenigderlande

- Video Timer: VTG-22, For-A, Tokio, Japan

Durch intraventse Applikation von 0,017 %igen Rhoae6G (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland; Losungsmittel: NaCl 0,9 %) wurden Idéeikozyten markiert. Um eine optimale
Darstellung der Leukozyten zu erreichen, wurdeBailus von 200 pl injiziert.

Bei der mikroskopischen Untersuchung wurden dresiédesfelder von Uber mindestens 300 pm
gestreckt verlaufenden Venolen 3. Grades in demfoidbsa aufgesucht und fur 30 - 60 s

aufgezeichnet.
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Abbildung: Versuchsaufbau Intravitalmikroskopie [115]
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Im Anschluss verabreichte man dem Tier 200 pl eévnfigrigen FITC-Dextran-Losung (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland; gelost in NaCl 0,9 %)dwvoh es zu einer Kontrastanhebung des
Plasmas kam. So konnte eine Evaluierung des Kegiitenbettes stattfinden. Auch hier fand die
Aufzeichnung von maximal zehn Videosequenzen (3fis)Kapillaren der longitudinalen und
zirkularen Muskulatur statt.

Insgesamt dauerte die Mikroskopie circa 25 - 35. iim Videomonitor bzw. durch Ubertragung
der Videowerte auf den PC und mit Hilfe eines Cotagprogramms konnten die
Aufzeichnungen ausgewertet werden.

Dabei wurden die Leukozytenadharenz und die funkile Kapillardichte bestimmt.

44



4.4.2 Funktionelle Kapillardichte

Zur Ermittlung der funktionelle Kapillardichte (FGIn der Lamina muscularis wurde die Lange
der sichtbar perfundierten Kapillaren ins Verh&tau einer definierten Flache gesetzt, wobei
sich eine Perfusion als Hell- [FITC-Dextran-martesrPlasma]/Dunkel- [Erythrozyten] Kontrast
darstellte.

In Anlehnung an die manuelle Methode nach Schmitb&abein et al. [156] wurde mittels des
Computerprogramms Capiscope der Firma KKTechnolog§K Technology, Devon,
Grol3britannien) eine Auszahlung der Schnittpunkterfumdierter Kapillaren mit einer
Gitterschablone vorgenommen.

Es wurde darauf folgend rechnerisch die Kapillagije Gitterk&astchen () ermittelt.

FCD (L) =k x N/L
= 2 iyd = Lange des Gittersystems

d = Kantenlange eines Kastchens (in um = @aitiinge)
Ru = Kastchenzahl

N = Kreuzungen von perfundierten Kapillaren @itterlinien
k = Konstante, die dureti2 beschrieben wird

[FCD] = mm/mm = mm*

Pro Tier kamen zehn Regionen der Muskularisschigheiner Ausdehnung von 400 x 500 um

zur Auswertung, wobei das Gitter eine Kantenlange 50 pum aufwies.
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4.4.2 Leukozytenadhérenz

Es wurden jeweils sieben submukodse Venolen 3. Gr&d8) mit einem Durchmesser von
37,2 £ 5,5 um zur Auswertung herangezogen. Gemeasgsgete die Anzahl der temporar mit dem
Gefassendothel interagierenden und der adhéareetgkokyten.

a) Flow temporar mit dem Endothel interagierendeeukozyten (Roller-Flow)

Weil3e Blutzellen, die innerhalb von 30 Sekunderemriausgewahlten Gefassabschnitt
rollend mit einer Geschwindigkeit von circa 50 prp@&ssierten, wurden als Roller
bezeichnet [110, 119].

Eine Zahlung der Roller erfolgte an zwei untersdhchen Gefassdiametern des
jeweiligen Gefasses mit anschliessender BestimnaeisgMittelwertes, wobei folgende
Gleichung gilt.

Roller - Flow = Zellen/min

b) Adhéarente Leukozyten (Sticker)

Als Sticker bezeichnete man Leukozyten, die wahegnds Zeitraums von mindestens
30 Sekunden an einer umschriebenen Endothelflactietén. Man ging bei der

Berechnung der Endotheloberflache von einer zytexdigen Struktur des Gefasses

aus.

ZylinderflacheF =lxU
U = Zylinderumfang = x d
d = Gefassdurchmesser

I = Lange des Gefasses

Sticker = Zellen / mm

Am Computer konnte mittels eines speziellen Prognaneine malfistabsgetreue Gréssen- und
Langenbestimmung der Gefasse erfolgen, welche astiBmung der Leukozyten-Endothel-

Interaktion herangezogen wurden.
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4.5 Statistik

Zur statistischen Analyse und Datenverarbeitungdeudas Statistical Package for Social
Sciences (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) verdetnZunachst wurden die Daten sowohl auf
Normalverteilung als auch auf Varianzgleichheit rgép Aufgrund der Ergebnisse der
Uberpriifung und der zusatzlichen kleinen Fallzahtaurden nicht-parametrische Tests zur
Analyse der Daten durchgefuhrt.

Die Verteilung der Beobachtungswerte wurde in Faon Medianen und dem 25. bzw. 75.
Perzentil angegeben.

Zum Vergleich zwischen den Gruppen zu bestimmteitpdekten wurde zunéchst der H-Test
nach Kruskal-Wallis durchgefuihrt. Zeigte dieser hvagisbare Unterschiede, wurde zum
paarweisen Vergleich einzelner Gruppen der U-TashiMann-Whitney herangezogen.

Im Falle von Wiederholungsmessungen wurde eine t4pabametrische zweifaktorielle
Kovarianzanalyse (ANCOVA) der longitudinalen Datemt Orientierung am Basiswert als
Covariate durchgefuhrt. Der erste Faktor war diehé®ellung mit den Abstufungen
Kontrollgruppe, Endotoxin-Gruppe, EUK-8-Gruppe, Btukin-EUK-8-Gruppe. Der zweite
Faktor Zeit war abgestuft in die einzelnen Messgzgikte. Bei dieser ANCOVA wurden nicht
nur die Wirkungen der beiden Faktoren und dereerdéktion bestimmt, sondern auch der
Einfluss der Covariaten. Eine Veranderung bezogdrdi@ Zugehorigkeit bestimmter Gruppen
konnte nur nachgewiesen werden, wenn die Intenakter beiden Faktoren signifikant war und
die Covariate keinen Einfluss hatte. Anschlielenadden mit Hilfe linearer Kontraste die
einzelnen Therapiegruppen jeweils mit der Kontroligre in ihrem Verlauf mit Hilfe des U-
Tests nach Mann-Whitney verglichen.

Im Falle eines signifikanten Unterschiedes zwischder Endotoxin- und einer der
Therapiegruppen schloss sich ein Post-Hoc-TesDabei wurde paarweise zu den einzelnen
Messzeitpunkten verglichen.

Bei allen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichken o = 0,05 angenommen. Bei der
Verwendung mehrerer simultaner Signifikanztests koras zu der Gefahr einer Alpha-Fehler-
Inflation, so auch bei der paarweisen BerechnunmgWnoterschieden. Hier musste mit Hilfe der
Alpha-Adjustierung nach Bonferroni die Irrtumswatirginlichkeit nach unten korrigiert werden.

Die Formel hierfir lautedy,=0,05/n, wobei n die Anzahl simultan durchgefihfitests ist.
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5 Ergebnisse

5.1 Intravitalmikroskopie

5.1.1 Funktionelle Kapillardichte

Der H-Test nach Kruskal-Wallis erbrachte einen glebh Unterschied zwischen allen vier
Gruppen mity?(3) = 17,91; p < 0,05. Wie in Abbildung 1 zu sehéetrug die funktionelle
Kapillardichte in der Kontroligruppe im Median 188n™ (185 - 204,5).

Abbildung 1: Funktionelle Kapillardichte in n mm * gemessen in der Lamina muscularis eine Stunde nach

Beginn der Endotoxininfusion
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Anmerkung: * p < 0,05 vs. Endotoxin
Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (FCB)rhni‘]. Messungen zum Zeitpunkt 1 Stunde nach Beginn der

Endotoxin-Infusion. * p < 0,008 vs Endotoxin; Urgehied zur Endotoxin-Gruppe
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Bei den paarweisen Vergleichen zeigte sich zwisderEndotoxin- und der Kontrollgruppe ein
nachweisbarer Unterschied mit U = 7, p < 0,008. Redian in der Endotoxingruppe betrug 118
mm' (104 — 127,25). In einem &hnlichen Bereich wie Kamntroligruppe lag die funktionelle
Kapillardichte in der EUK-8-Gruppe mit dem Media@6]5 mni" (183,75 - 220). Hier konnte
kein Unterschied nachgewiesen werden (U = 47; p088). Bei Verabreichung von Endotoxin
und EUK-8 betrug der Median 179 rin{166,25 - 196). Die FCD war im Vergleich mit der
Kontrollgruppe nicht signifikant vermindert (U =2 > 0,008). Die Unterschiede zwischen der
Endotoxin- und der Endotoxin-EUK-8-Gruppe warenrdalls nur zufallig entstanden mit U =
17; p > 0,008.
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5.1.2 Leukozytenadharenz

5.1.2.1Temporar adharente Leukozyten

In Abbildung 2 ist die Anzahl der temporér adh&eenteukozyten dargestellt. Der H-Test nach
Kruskal-Wallis zeigte keinen nachweisbaren Unteestliiber alle Gruppen mjig(3) = 6,16; p >
0,05. In der Kontrollgruppe konnten im Median 2 pamér adharente Leukozyten/ Minute (1,75 -
4) gezéahlt werden. In der Endotoxin-Gruppe konnte end zu einer héheren Anzahl der
temporar adharenten Leukozyten festgestellt werdeobei kein statistisch nachweisbarer
Unterschied zu den anderen Gruppen vorlag (5/nfn,- (10)). In der EUK-8- und der
Endotoxin-EUK-8-Gruppe wurden im Median jeweils 1ll®ukozyten/ Minute registriert
(EUK-8-Gruppe 1 - 2,75; Endotoxin-EUK-8-Gruppe 0;/4525).

Abbildung 2: Temporar adharente Leukozyten (Roller)in den submukdsen Venolen in n/mieine Stunde
nach Beginn der Endotoxininfusion
14
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Kontrolle Endotoxin EUK-8 Endotoxin + EUK-8
Bestimmung der temporar adharenten Leukozyten @aAhpro Minute [n/min]. Messung 1 Stunde nach

Beginn der Endotoxin-Infusion.
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Fest adharente Leukozyten

Der H-Test nach Kruskal-Wallis zeigte einen globdlinterschied zwischen allen vier Gruppen
mit ¥3(3) = 23,98; p < 0,05. In Abbildung 3 ist die Ahtaler fest adharenten Leukozyten
dargestellt. In der Kontrollgruppe konnte® Leukozyten/mrh (4 - 7) gezahlt werden.
Die Endotoxingruppe unterschied sich mit im Medi&fest adharenten weil3en Blutzellen/mm?
(9-18) signifikant von der Kontrollgruppe, U = 1,5; pG008. Auch zwischen EUK-8-Gruppe
(2 Leukozyten/m#(1 - 3,5)) und Endotoxin-Gruppe konnte ein stettét bedeutsamer
Unterschied festgestellt werden (U = 0,50; p < 8)00Die Kontroll- und die
Endotoxin-EUK-8-Gruppe (4Leukozyten/mrd (3 — 4)) unterschieden sich nur zuféllig mit
U = 30,00; p > 0,008. Beim Vergleich der Endotoxind der Endotoxin-EUK-8-Gruppe konnte
ein Unterschied nachgewiesen werden (U = 0,50; [©,808). Die Kontroll- und die
Endotoxin-EUK-8-Gruppe unterschieden sich nichthmagisbar von einander (U = 30,00; p >
0,008).

Abbildung 3: Fest adharente Leukozyten (Sticker) inden submukdsen Venolen in n/mfAeine Stunde nach
Beginn der Endotoxininfusion
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Anmerkung: ™ p < 0,05 vs. Endotoxin
Bestimmung der fest adharenten Leukozyten in Anzder fest adharenten Leukozyten pro

Quadratmillimeter [n/mm?3]. Messung, 1 Stunde nadtgiBn der Endotoxin-Infusion * p < 0,008 vs

Endotoxin; Unterschied zur Endotoxin-Gruppe
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5.2 Laborparameter

5.2.1 Leukozytenzahl

In Tabelle 1 sind die Veranderungen der Leukozyabhazm peripheren Blut dargestellt. Die
Leukozytenzahl stieg in der Kontrollgruppe nacht@n8en geringgradig an (von ca. 4 auf ca. 4,8
Gpt/l). In der Endotoxingruppe konnte eine Reduktider Leukozyten im peripheren Blut
festgestellt werden. Wie in der Kontrollgruppe, kRtsnauch in der EUK-8-Gruppe ein Anstieg
der Anzahl der weil3en Blutzellen von ca. 4,8 auf/cé Gpt/l registriert werden. Eine deutliche
Verminderung der Leukozytenzahl konnte in der EoxiotEUK-8-Gruppe verzeichnet werden.
Nach 2 Stunden lagen in der Endotoxin- und in deddioxin-EUK-8-Gruppe eine Reduktion
der Leukozyten im Vergleich zu ihren jeweiligen #asgswerten vor. Die nicht-parametrische
ANCOVA zeigte sowohl eine Wirkung des Gruppenfakt(p < 0,05) als auch eine Wirkung der
Zeit (p < 0,05), jedoch keine Interaktion beidekteaen (p > 0,05). Die Covariate Anfangswert
hatte ebenfalls einen signifikanten Einfluss (p ,85). Der Vergleich einzelner Gruppen mit

Hilfe linearer Kontraste zeigte keine Unterschiéale 0,05).

Tabelle 1: Leukozytenzahl in Gigapartikel pro Liter [Gpt/I]

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p

Kontrollgruppe 4,08 3,38 4,82

(2,35-6,11)| (2,41-4,13)| (2,92-7,52)

Endotoxin-Gruppe 3,37 1,61 2,17 n.s.

(2,10-3,74)| (0,71-2,84)| (1,15-3,36)

EUK-8-Gruppe 4,87 3,28 7,59 n.s.

(4,05-6,26)| (2,7-4,67) | (2,50-8,96)

Endotoxin-EUK-8- 3,37 1,12 0,96 n.s.

Gruppe (2,01-4,43)| (0,78-2,82)| (0,38-3,1)

Bestimmung der Leukozytenzahl in Gigapartikel pi@[Gpt/l]. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 und Brigten
nach Beginn der Endotoxin-Infusion. p fir ANCOVAsn nicht signifikant
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5.2.2 Malondialdehyd

In der Kontrollgruppe konnte in dem zweistindigentédsuchungszeitraum ein Trend zu einer
Erh6hung der Malondialdehyd-Konzentration ermitteéirden. Im Unterschied zu den anderen
Gruppen konnten bei den nur mit LPS behandelteneifiiecine Tendenz zu niedrigeren
MDA-Konzentrationen nach Beginn der Endotoxininfusiim Vergleich zum Ausgangswert
bemerkt werden. Der MDA-Spiegel der EUK-8-Gruppg fam Zeitpunkt O bei 0,49 pmol/ml
und stieg 2 Stunden nach Versuchsbeginn auf 0,63/minan. Die MDA-Konzentration in der
Endotoxin-EUK-8-Gruppe stieg ebenfalls im Lauf déwmtersuchung an (s. Tab. 2). Die nicht-
parametrische ANCOVA zeigte fur beide Faktoren risignifikanten Effekt (p < 0,05).

Es konnte keine Interaktion nachgewiesen werden Q05). Mit Hilfe der linearen Kontraste
zeigten sich Unterschiede im Verlauf zwischen Kaligruppe und Endotoxin-Gruppe
(p < 0,05). Es konnte jedoch kein Zeitpunkt besttmrarden, an dem zwischen beiden Gruppen
ein tatsachlicher Unterschied bestand (0 h: U $,3p,> 0,017; 1 h: U = 25,5, p > 0,017,
2h:U=445;p>0,017).

Tabelle 2: Malondialdehyd (MDA) in pmol/ml

Gruppe / Zeit Oh 1h 2h p

Kontrollgruppe 0,36 0,38 0,55

(0,33-0,67) | (0,32-0,55)| (0,47-0,83)

Endotoxin-Gruppe 0,62 0,43 0,55 p<0,05 vs. Kontrollgruppe

(0,41-0,76) | (0,4-0,86) | (0,44-0,78)

EUK-8-Gruppe 0,49 0,54 0,63 n.s.

(0,44-0,65) | (0,51-0,68)| (0,45-0,98)

Endotoxin-EUK-8-Gruppe 0,64 0,68 1,03 n.s.

(0,56-0,81) | (0,54-0,88)| (0,89-1,33)

Konzentration des Malondialdehyds in pmol/ml. Meggn zum Zeitpunkt 0, 1 und 2 Stunden nach Begémn d
Endotoxin-Infusion, p fir ANCOVA. n.s.: nicht sidikiant
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5.2.3 Oxidierte low-density-Lipoproteine (oxLDL)

Eine Stunde nach Beginn der Endotoxininfusion kerkdin deutlicher Unterschied der oxLDL
verglichen mit den Ausgangswerten festgestellt eerdNach zwei Stunden zeigte sich in allen
Gruppen eine hohere oxLDL-Konzentration als zunt@eikt O (s. Tab. 3). Sowohl der Faktor
Zeit (p < 0,05) als auch die Covariate (p < 0,08gten einen Einfluss auf diese. Statistische

Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nictgdstellt werden (p > 0,05).

Tabelle 3: oxidierte low-density-Lipoproteine (oxLLCL) in ng/ml

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p
Kontrollgruppe 73,28 83,57 178,45
(66,73-98,69)| (68,58-119,75) (126,28-198,85
Endotoxin-Gruppe 91,98 73,81 189,65 n.s.
(70,93-111,11)(63,49-111,48) (133,53-228,43
EUK-8-Gruppe 84,41 89,66 144,29 n.s.
(76,19-92,65)| (77,68-120,85) (128,18-209,92
Endotoxin-EUK-8-Gruppe 94,93 91,6 221,65 n.s.

(68,47-134,06

(70,04-159,29

(142,62-268,24

Konzentration der oxidierten low-density Lipopratein ng/ml. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 und 2@ nach

Beginn der Endotoxin-Infusion. p fir ANCOVA. Nasgicht signifikant
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5.2.3 Advanced oxidation protein products (AOPP)

Wie in Tabelle 4 zu sehen, war bei der Messung $tnade nach Versuchsbeginn die AOPP im
Vergleich mit dem Ausgangswert der jeweiligen Grifaum verandert und in allen Gruppen —
mit Ausnahme der Kontrollgruppe, bei der es einemiiederung der AOPP gab - nur
geringfigig erhdht. Bei der dritten Messung zweair®ien nach Versuchsbeginn war in allen
Gruppen eine hohere AOPP-Konzentration zu verzeichrDie ANCOVA zeigte keinen
Gruppeneffekt (p > 0,05). Sowohl der Faktor Zeit<{®,05) als auch die Interaktion beider
Faktoren zeigten eine Wirkung auf die AOPP-Konzdidn (p < 0,05). Die linearen Kontraste
zeigten einen unterschiedlichen Verlauf bei Komtreind EUK-8-Gruppe. Es konnte kein
Zeitpunkt identifiziert werden, an dem sich beiderupen nachweisbar voneinander
unterschieden (0 h: U =49,0, p > 0,017; 1 h: W502p > 0,017; 2 h: U = 35,0; p > 0,017).

Tabelle 4: advanced oxidation protein products (AOP) in pmol/l

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p

Kontrollgruppe 3,86 1,63 20,06

(0,58-9,96) (0,76-6,71) (16,57-23,25

Endotoxin-Gruppe 2,81 3,04 22,02 n.s.

(1,75-4,1) | (0,76-4,97) (15,69-36,78

(1%

EUK-8-Gruppe 4,2 3,72 16,81 p<0,05 vs. Kontrollgrupp

(1,81-8,06) (2,58-8,24) (11,75-22,07

Endotoxin-EUK-8-Gruppg¢ 5,52 5,37 27,57 n.s.

(4,68-8,08) (3,6-9,92)| (15,51-44,4)

Konzentration der advanced oxidation protein préglircumol/l. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 und 2 Stunden

nach Beginn der Endotoxin-Infusion, p fir ANCOVAsn nicht signifikant
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5.2.5 Kontrollen zur Peroxid-Bestimmung

Im Laufe der Untersuchung konnte in allen Gruppen ®end zu einer Verminderung der
Peroxid-Konzentration (s. Tab. 5) festgestellt weerd Auf die Veradnderung der
Peroxidkonzentration wirkten sowohl der Faktor 4pik 0.05) als auch der Ausgangswert (p <
0,05). Es konnten keine Unterschiede im Verlaufsewen einzelnen Gruppen nachgewiesen

werden (p > 0,05).

Tabelle 5: Kontrollen zur Peroxid-Bestimmung inpmol/|

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p

Kontrollgruppe 28,89 26,91 21,77

(17,47-33,42) (14,86-30,38) (16,43-28,83

Endotoxin-Gruppe 26,53 22,44 18,47 n.s.

(18,85-31) |(13,02-29,82) (12,03-24,67

EUK-8-Gruppe 21,94 16,31 19,47 n.s.

(14,26-25,32) (14,8-22,72)| (17-22,01)

Endotoxin-EUK-8-Gruppe 22,29 19,53 15,06 n.s.

(16,92-26,57) (8,08-22,48)| (11,78-21,65

Konzentration der Kontrollen zur Peroxidbestimmumgmol/l. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 und 2 Stundszhn

Beginn der Endotoxin-Infusion, p fir ANCOVA. nassicht signifikant
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5.2.6 Antioxidative Kapazitat

Im Versuchsverlauf zeigte sich in allen Gruppeneeirendenz zu einer Verminderung der
antioxidativen Kapazitat (s. Tab. 6). Wahrend nasher Stunde nur eine geringgradige
Reduktion und in der Endotoxin-Gruppe sogar eiohtigir Anstieg der antioxidativen Kapazitéat
feststellbar war, zeigte sich bei der dritten Megsawei Stunden nach Versuchsbeginn eine
reduzierte antioxidative Kapazitat. Die Reduktioar dantioxidativen Kapazitat war in der
EUK-8-Gruppe am schwachsten ausgepragt. Nur detoFaeit hatte einen Einfluss auf die

antioxidative Kapazitat (p < 0,05). Andere Effektanten nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 6: antioxidativen Kapazitat in pmol/l

Gruppe / Zeit Oh 1h 2h p

Kontrollgruppe 290,9 284,8 250,7

(277,8-304,6) (255,3-302,6) (163,9-280,4

Endotoxin-Gruppe 250,4 263,1 87,2 n.s.

(223,9-302,4) (207,7-287,1) (11,8-235)

EUK-8-Gruppe 282,8 274,4 259 n.s.

(269,2-289) | (231,1-285,9) (232,2-273,8

Endotoxin-EUK-8-Gruppe  281,3 240,2 138,4 n.s.

(254,3-285,5) (200,2-273,3) (5,2-264,6)

Bestimmung der antioxidativen Kapazitatimol/l. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 und 2 StundachrBeginn der
Endotoxin-Infusion. p fir ANCOVA. n.s.: nicht sidikiant
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5.3 Hamodynamik

5.3.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Uber einen Zeitraum von 2 Stunden wurde der Blatkiruiertelstiindlich zur Auswertung

festgehalten. In allen Gruppen konnte ein Trend emer Verminderung des Blutdrucks
beobachtet werden (s. Tab. 7), wobei nur in deroEndn-EUK-8-Gruppe zwischen der ersten
und zweiten Stunde des Versuchs eine Tendenz ameBiutdruckanstieg registriert werden
konnte. Der MAP sank sowohl in der EUK-8- als authder Endotoxin-EUK-8-Gruppe unter

90 mmHg. Die ANCOVA zeigte zwar eine Wirkung dekteas Gruppe (p < 0,05), jedoch auch
den bedeutsamen Einfluss der Ausgangswerte (p3.@0e linearen Kontraste konnten keine

Unterschiede zwischen der Kontroll- und einzelnleergpiegruppen feststellen (p > 0,05).

Tabelle 7: mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) in  mm/Hg

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p

Kontrollgruppe 121 100 108

(95-129) | (86-119) | (89-112)

Endotoxin-Gruppe 107,5 103,5 94,5 n.s.

(98-122) | (80-118) | (75-111)

EUK-8-Gruppe 116 88 84 n.s.

(98-124) | (74-103) | (48-99)

Endotoxin-EUK-8-Gruppe 95 71 82,5 n.s.

(77-119) | (65-91) | (72-88)

Bestimmung des mittleren arteriellen Blutdruck$/iimeter Quecksilbersaule [mm/Hg]. Messungen zum
Zeitpunkt 0, 1 und 2 Stunden nach Beginn der Endiotimfusion, p fir ANCOVA. n.s.: nicht signifikant
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5.3.2 Herzfrequenz

In der Kontrollgruppe kam es in der ersten Stunaehriversuchsbeginn zu einem tendenziellen
Herzfrequenzabfall gefolgt von einer Uber das Niveles Ausgangswerts hinausgehenden
Herzfrequenz von 394/min zwei Stunden nach BegemEhdotoxininfusion (s. Tab. 8). In der
Endotoxingruppe zeigte sich innerhalb der erstem&t nach Versuchsbeginn ein Trend zu einer
hoheren Herzfrequenz. Die Ausgangswerte in der BJBruppe und der
Endotoxin-EUK-8-Gruppe lagen mit einem Median v&i 5/min bzw. 343/min unter denen der
anderen Gruppen (368,5-377/min). In der EUK-8-Gruppigten sich statistisch nicht relevante
leichte Schwankungen der Herzfrequenz im Untersugszeitraum. Auch in der
Endotoxin-EUK-8-Gruppe konnte im Lauf der ersten urse ein tendenzieller
Herzfrequenzanstieg festgestellt werden. In der BAN@& zeigten sich sowohl bei beiden
Faktoren als auch bei der Covariaten nachweisbareugen auf die Herzfrequenz (p < 0,05).
Eine Interaktion bestand jedoch nicht (p > 0,05)tddschiede im Verlauf einzelner Gruppen

konnten nicht nachgewiesen werden (p > 0,05).

Tabelle 8: Herzfrequenz in n/min

Gruppe / Zeit Oh 1h 2h p

Kontrollgruppe 377 333,5 394

(342-395) | (304-383) | (368-411)

Endotoxin-Gruppe 368 394 436 n.s.

(360-411) | (364-448) | (355-470)

EUK-8-Gruppe 351 308 342 n.s.

(342-377) | (291-330) | (316-385)

Endotoxin-EUK-8-Gruppe 343 368 368 n.s.

(333-377) | (343-394) | (355-419)

Bestimmung der Herzfrequenz in Anzahl der SchlageMinute [n/min]. Messungen zum Zeitpunkt 0, 1 &hd

Stunden nach Beginn der Endotoxin-Infusion, p f'lfGOVA. n.s.: nicht signifikant
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5.3.3 Atemfrequenz

In allen Gruppen zeigte sich ein Trend zu einer 6Budmg der Atemfrequenz im
Untersuchungszeitraum von zwei Stunden (s. TabD®ser fiel in den mit Endotoxin bzw.
Endotoxin und EUK-8 behandelten Gruppen besondauflich aus, wobei der Ausgangswert in
der Endotoxingruppe bei 85,5/min, in der EndotdXIlbK-8-Gruppe bei 95 lag. Sowohl die
Faktoren Gruppe und Zeit als auch die CovariategAngswert zeigten einen nachweisbaren
Effekt auf die Atemfrequenz (p < 0,05). Eine Intgéian konnte nicht nachgewiesen werden
(p > 0,05). Der Vergleich der Verlaufe der Kontgollppe mit jeweils einer Therapiegruppe
erbrachte nachweisbare Unterschiede zwischen Kbnired Endotoxin-Gruppe bzw. Kontroll-
und Endotoxin-EUK-8-Gruppe. Vergleiche der jewéidsden Gruppen zu einzelnen Zeitpunkten
zeigten, dass nur Kontrollgruppe und Endotoxin-E®H&ruppe nach zwei Stunden

unterschiedliche Atemfrequenzen zeigten (p < 0,017)

Tabelle 9: Atemfrequenz in n/min

Gruppe / Zeit Oh 1lh 2h p

Kontrollgruppe 92 93 96

(83-98) | (80-110)| (81-100)

Endotoxin-Gruppe 85 108 121 p<0,05 vs. Kontrollgrupp

11%

(70-109)| (95-131)| (104-131)

EUK-8-Gruppe 92 100 103 n.s.

(83-105)| (91-123) (92-119)

11%

Endotoxin-EUK-8-Gruppe 95 119 135* | p<0,05 vs. Kontrollgrupp

(84-103)| (92-136)| (118-154)

Bestimmung der Herzfrequenz in Anzahl der AtemziigeMinute [n/min]. Messungen zum Zeitpunkt O, Hh
Stunden nach Beginn der Endotoxin-Infusion. p f'fGOVA. Nase.: nicht signifikant; * p < 0,017, Unsehied zu
Kontrollgruppe.
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6 Diskussion

6.1 Diskussionsgrundlagen

Ziel der hier vorliegenden Untersuchung war die Riviyg der antioxidativ wirkenden Substanz
EUK-8 auf die gestorte Mikrozirkulation septischeatienten. Hierfir wurde durch permanente
Endotoxininfusion das normotensive Sepsisstadiumulgert und sowohl die Leukozyten-
Endothel-Interaktion und die funktionelle Kapillashte als auch Blutparameter wie

beispielsweise oxLDL und Malondialdehyd bestimmit.

6.2 Diskussion der Methodik Methodik

6.2.1 Sepsismodelle

Obwohl es eine Reihe von Sepsismodellen gibt, ldianiberwiegende Zahl derselben jedoch
nur unzureichend die komplexen Vorgange des séytiscSeschehens ausdricken [164]. So
kann hochdosiertes LPS in sensitiven Tieren zwan italen sepsisahnlichen Schock fiihren
[51], einer Bolusinjektion mit LPS hingegen kannfgaund einer hierdurch induzierten
Zytokinausschiittung jedoch eine — auch LPS-Tolergemannte - verbesserte Uberlebens-
fahigkeit folgen [54, 55].

Desweiteren stellt die tierexperimentelle Forschurwgar das Verbindungsstick zwischen
in-vitro-Versuchsreihen ~ und  klinischen  Studien  dargine  Ubertragung  der
Untersuchungsergebnisse auf den Menschen ist jealofgiiund der anatomisch-metabolischen
Unterschiede zwischen Versuchstier und Mensch miéiglich [164-166].

Neben Sepsismodellen mit induzierter Peritonitigstexen solche [167], in denen eine
Endotoxindmie per LPS-Applikation erzeugt wird [11&6]. Hierbei muss zwischen Modellen
mit Endotoxin-Bolusgabe und solchen mit einer Eogliotinfusion tber einen langeren Zeitraum
unterschieden werden, da erstere schnell zu eingrodiynamen Kreislaufstadium mit Tod des
Versuchtieres binnen weniger Stunden fuhren. Biegdn einem Anstieg der Laborparameter in
einem Masse begleitet, wie er in Sepsispatientgandich nicht beobachtet werden kann und
spiegelt demnach die klinische Realitat nur unzoivend wider [166].
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Vorteile des hier gewahlten Sepsismodells sind gliee Reproduzierbarkeit und die kurze
Versuchsdauer, wobei bereits 30-45 Minuten nach-VYB@breichung pathophysiologische
Veranderungen festgestellt werden kénnen [168].

In Anlehnung an Xu et al. wurde ebenfalls die Daxfasion von Endotoxin zur Sepsisinduktion
gewabhlt, da es bei Bolusapplikation abhéngig vanLdRS-Dosis zur Induktion eines hypo- oder
hyperdynamen Stadiums kommt [166]. So wurde in efiesFalle ebenfalls eine niedrige
Endotoxindosis mit 10mg/kg Endotoxin von E. coli 5285 gewé&hlt um eine hyperdyname
Reaktion mit den hierfur typischen Reaktionen wim erhohtes Herzminutenvolumen

hervorzurufen [168].

6.2.2 Anasthesie und Monitoring

Narkotika wie Fentanyl und auch Morphin kdénnen mirteinfluss auf die Mikrozirkulation
austben [169-173]. Bezlglich der Veranderungenhditetamingabe gibt es unterschiedliche
Aussagen. Wahrend Schmidt et al. festgestellt hadaess Ketamin zu einer verminderten
Leukozytenadhéarenz fiihrt, konnten Lehmann et ak dicht bestatigen [170, 174]. Yang et al.
fanden eine Reduktion der Entziindungsreaktion inkmiamin behandelten Tieren [175]. Beim
Einsatz von Propofol hingegen kommt es zu einerahipme der Lipidperoxidation [176]. In
dieser Versuchsreihe wurde daher auf den Einsdtheso Substanzen verzichtet und eine
Narkose mittels Pentobarbital durchgefiihrt, da etie8Virkstoff keinen Einfluss auf die
Leukozytenadharenz ausubt [171, 173].

6.2.3 operative Technik

Desweiteren konnten Starkopf et al. zeigen, dassvdanehmen eines chirurgischen Eingriffes
bereits nach 15 Minuten zu einer Zunahme der Lgidpidation bei gleichzeitiger Reduktion

der antioxidative Kapazitat fuhrt, wobei eine Nolisiarung letzterer erst nach 18 Stunden
eintrat [179]. In der genannten Studie konnte adhd@s Ausmalles der Laborverédnderungen
nicht zwischen einem septischen Prozess und eimpameoten Patienten unterschieden werden.
Da in der vorliegenden Untersuchung allerdings alisislos alle Tiere laparotomiert wurden, ist
dieser Punkt zu vernachlassigen, da sich die desiSeuzuschreibende Lipidperoxidation zu der

operationsbedingten hinzuaddiert.
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6.2.4 Intravitalmikroskopie

Zwar wurde auch diskutiert, dass Rhodamin-6G inbiretung mit langer Inkubationsdauer und
fluoreszierendem Licht die Leukozyten-Endotheldtakdion beeintrachtigt, jedoch konnten in
Versuchsmodellen wie dem unseren in der Literatineé signifikanten Beeintrdchtigungen

festgestellt werden [119, 177, 178]. Aul3erdem wuli@eBeleuchtungszeit so kurz wie mdglich

gehalten um diesen Effekt zu minimieren.
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6.3 Diskussion der Ergebnisse der Intravitalmikroghie

6.3.1 Funktionelle Kapillardichte

In der vorliegenden Untersuchung konnte bezugligr €unktionellen Kapillardichte ein
signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und détoxingruppe festgestellt werden. Beim
paarweisen Vergleich zeigte sich, dass die Untezdehzwischen den anderen Gruppen nur
zuféllig entstanden waren.

Entscheidend fur die Erfassung von Perfusionsamderuder Darmwand bei Endotoxinamie ist
sowohl das gewahlte Sepsismodell als auch die Mé&hoJde nach gewahlter
Untersuchungstechnik kann eine Minderperfusion walttogen werden [195, 196] oder aber
nicht in Erscheinung treten [173, 197]. Andere &ndwiederum belegen zudem eine
Durchblutungsumverteilung zugunsten der Mukosadsenentsprechender Hypoperfusion der
Muskularis, wobei die Gesamtperfusion des Darmegndmdert blieb [133, 177, 198].

Obwohl eine gesteigerte intestinale Permeabilitéit erster Linie in minderdurchbluteten
Darmabschnitten in Erscheinung tritt [132, 168]nikadiese nicht als alleinverantwortlich fur
diesen Vorgang bezeichnet werden. So konnten Finlal.edemonstrieren, dass eine der
sepsisbedingten Minderdurchblutung entsprechendechamésch induzierte mesenteriale
Mangelperfusion keine veranderte Darmpermeabititith sich zieht [199]. Verantwortlich flr
die Endotoxin-verursachte Schéadigung der Darmbarrischeint ein Zusammentreffen
verschiedener pathogener Faktoren zu sein [177, 198

Die Anwendung durchblutungsférdernder oder antiattid wirkender Medikamente kann die
mukosale Perfusion verbessern, wie verschiederdieBtbereits zeigen konnten [198, 200, 201].
In der vorliegenden Untersuchung konnte eine dgipmte Reduktion der funktionellen
Kapillardichte bei Endotoxin-Verabreichung vergkech mit der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Die Gabe von EUK-8 bei Endotoxininfusiomki@ sich hierbei positiv aus, wobei auch
in diesem Fall eine geringgradig reduzierte FCDglkelnen mit der Kontrolle vorlag. EUK-8
konnte in dieser Untersuchung zwar die kapillarefuBen nicht komplett aufrecht erhalten,
fuhrte jedoch zu einer deutlich besseren Durchblytum Endstromgebiet selbst bei vorliegen
einer Endotoxinamie. Mdglicherweise kénnte bei Gabeer héheren EUK-8-Dosis ein noch

besseres Ergebnis erzielt werden.
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6.3.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Unter diesem Begriff ist eine Reaktionskaskadedbestd aus Margination der Leukozyten aus
der Blutstrommitte, das mediatorvermittelte Leukernyolling und -sticking sowie die

Diapedese der weil3en Blutzellen zu verstehen [6a]. 1

6.3.2.1 Temporar adharente Leukozyten

Bei der Bestimmung der Anzahl der temporar adhéarebheukozyten konnte in diesem Versuch
zwischen den Gruppen kein nachweisbarer Untersdrradtelt werden.

In noninvasiven intravitalmikroskopischen Untersuchen an der Haut von Versuchstieren
konnte mehrfach eine physiologische temporare Leytkmadharenz verzeichnet werden
[180-182]. Vorteil solcher nicht invasiven Studiest, dass keine Einflussnahme auf das
Leukozytenrolling z. B. durch Gewebetraumatisieruegfolgt. Einzig die durch das
Fluoreszenzlicht verursachte Gewebebeeintrachtigkaugn in diesem Fall zu einer etwas
erhdhten Roller-Zahl beitragen.

Das Leukozytenrolling an sich stellt somit einerygblogischen Prozess dar und beansprucht —
je nach untersuchtem Gewebe - bis zu 45% der Gksdwmryten. Dies fuhrt zu der Annahme,
dass Roller die Bereitschaft zur transendothelialezukozytenmigration und somit zur
Immunsystemaktivierung kennzeichnen [181, 183, 18d4der Sepsis kann eine Zunahme des
Leukozytenrollings verzeichnet werden [185].

Jegliche Form der Manipulation des untersuchten ébew fuhrt also zu einer Erhéhung des
Roller-Flow. Da in der Untersuchung eine Laparowmmmit Auslagerung des Darms
vorgenommen wurde, muss die hiermit verbundenerB@&ehtigung mit einkalkuliert werden.
Diese konnte von Fiebig et al. sehr gut am Beigpesl Kaninchendarmes dargestellt werden. So
zeigten sich 5 Minuten nach Darmauslagerung 8 Ralléhrend 30 Minuten nach Manipulation
bereits 24 Roller registriert werden konnten [186].

Infolge einer Darmauslagerung konnte 20 MinuterhrR@paration in vorangegangenen Studien
ein Rolling mit 15-20 Leukozyten pro Minute in diertestinalen Venolen gezeigt werden [108].
In dem hier vorliegenden Versuch wurde im Gegensatz von Scalia gewahlten Modell bereits
15 Minuten nach Darmauslagerung mit der intravitlatoskopischen Untersuchung begonnen.
Eine Studie, in welcher ebenfalls 15 Minuten pgstrationem mit der Mikroskopie begonnen

wurde, ermittelte dementsprechend einen etwas ggmen Roller-Flow in allen
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Untersuchungsgruppen mit durchschnittlich 7 Rollpra Minute welcher Gber den gesamten
Untersuchungszeitraum konstant blieb [187]. Zu érvea ist an dieser Stelle jedoch, dass eine
direkte Vergleichbarkeit der vorliegenden Studi¢ dar Arbeit von Miller nicht gegeben ist, da
Muller drei intravitalmikroskopische Untersuchungemm ZeitpunktO, 1 und 2 Stundemach
Beginn der LPS-Infusion durchfiihrt und daher eiresentlich starkere Gewebetraumatisierung
aufgrund der langen Auslagerungszeit, der eventudtretenden Austrocknung und durch das
immer wieder auf den untersuchten Darmabschnitividkende Fluoreszenzlicht gegeben ist.
Zudem ermittelte Muller den Mittelwert, wahrend dieser Untersuchung die Angabe von
Median und Perzentilen aufgrund der grosseren Ayessaft gewahlt wurde. Zwar blieb in der
genannten Studie die Anzahl der Roller Uber dersirszeitraum konstant, dies widerspricht
aber den Untersuchungen von Schmidt, denen zufolggh Endotoxinverabreichung eine
Abnahme der Rollerzahl zugunsten der Sticker erfldig8]. Andere Autoren hingegen konnten
eine Zunahme des Roller-Flows in den intestinalendlen verzeichnen [63, 171].

Durch die einmalige Intravitalmikroskopie konntesdRisiko einer zusatzlichen Traumatisierung
des Untersuchungsgewebes vermindert und durch dibl \les Mikroskopiezeitpunktes eine
Stunde nach Start der LPS-Infusion dennoch die tHumg einer Rollerzahl mit hoher
Ausagekraft ermdglicht werden. Die Werte in der #oligruppe lagen hierbei bei 2
Rollern/Minute. Eine Erklarung fur die relativ gege Anzahl an Rollern kdnnte in der Ruhezeit
zwischen Beginn des Versuches und der Probelapam®tosowie dem Zeitpunkt der
mikroskopischen Untersuchung liegen.

In einer vorangegangenen Studie nahm die Anzahl Reller nach Applikation des
nichtsteroidalen Antiphlogistikums Indomethacin #189]. Dieser Vorgang konnte durch
Metronidazol — ein Antibiotikum mit immunmodulatechem Effekt — aufgehoben werden [190].
In dieser Untersuchung konnte kein signifikantertddschied zwischen der Kontroll-, der
EUK-8- und der Endotoxin-EUK-8-Gruppe festgestellerden. In der Endotoxingruppe
hingegen zeigte sich eine deutlich hohere RolldtzZg/Minute). Zwar war diese nicht
signifikant, es konnte jedoch gezeigt werden, akssEinsatz von EUK-8 selbst bei Vorliegen

einer Sepsis einer Zunahme des Rollerflow entgegknw
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6.3.2.2 Fest adharente Leukozyten

In der hier vorliegenden Studie unterschied sich Endotoxingruppe bezuglich der fest
adhéarenten Leukozyten nachweisbar von der Kontiglge, der Euk-8-Gruppe und der
Endotoxin-Euk-8-Gruppe.

Das Beobachten fest adharenter Leukozyten ist urdbysiologischen Bedingungen
normalerweise nicht maoglich [182]. Einige Untersuehen belegen hingegen das Auftreten
einzelner fest adharenter Leukozyten am mesergariahdothel von Katzen und Ratten, wobei
das Ausmall der Leukozytenadhérenz bei der Ratte-®6etickern liegt [43, 72, 191]. Im Zuge
einer Endotoxinamie konnte 60 Minuten nach Induktiderselben ein Sticking mit
12 Leukozyten/ 4000um? Venolenflache ermittelt veerd192]. Diese Werte stimmen sehr gut
mit den erhobenen Daten in dieser Untersuchungeiibein der Kontrollgruppe konnten
ebenfalls 6 Sticker/mfund in der Endotoxin-Gruppe im Median 13 Stickennregistriert
werden.

Eine Zunahme des Sticking konnte nach Verabreicheingr Endotoxininfusion bzw. eines
Endotoxinbolus, so auch in dieser Studie, mehriZangestellt werden [191]. Der Einsatz anti-
inflammatorisch agierender Substanzen kann naclegewer Mal3en zu einer Verminderung der
Stickerzahl fiihren [194].

Schmidt et al. aber auch Miller demonstrierten hirem Untersuchungen eindrucksvoll das
Auftreten einer geringeren Zahl fest adharenterkbeyten bei Einsatz antioxidativ wirkender
Substanzen [187, 193]. Auch der Einsatz von EUK¥8tfzu einer deutlichen Verminderung des
Sticking selbst im Falle einer Endotoxin-Applikatiq4 Sticker/mrf). Die Anzahl der fest
adharenten Leukozyten bei den Tieren der EUK-8-@eulag mit 2 Stickern/mmunter dem
ermittelten Wert fur die Kontrollgruppe. Dies lassich damit erklaren, dass bei der
Untersuchung eine versuchs- und operationsbediGgwebeschadigung erfolgt. Die hierbei
ausgeschuitteten Entziindungsmediatoren fihren agicteb Kontrollgruppe zu einer hdheren
Anzahl an fest adhérenten Leukozyten als dies yttgsiologischen Bedingungen der Fall ware.
EUK-8 nimmt Einfluss auf dieses Geschehen. Ob EUKr8kt einen Effekt auf die Entstehung
der Zytokine hat oder nur deren Wirkung auf die kaayten-Endothel-Interaktion beeintrachtigt,
bleibt zu klaren. Sinnvoll ware es daher, in ei@enlich angelegten Studie die Konzentration der

Zytokine zu bestimmen.
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6.4 Diskussion der Ergebnisse der Laboruntersucheing

Der ,Nachweis” fUr oxidativen Stress, wie er im sgeghen Prozess auftritt, ist nicht durch die
Auswertung eines einzigen Parameters moglich. \@aingewahrt nur ein Puzzle aus vielen, den
oxidativen Status beschreibenden Werten einen iEkninl dieses komplexe Geschehen [202].

Es zeigte sich bei den Laboruntersuchungen keinifésignter Unterschied zwischen den

einzelnen Gruppen. Nicht geklart wurde in der wwdinden Arbeit, ob ein im Labor erfassbarer
signifikanter Unterschied bei Einsatz von EUK-8temach einer langeren Untersuchungszeit
feststellbar ist. Eine andere Mdglichkeit ware,sddeser Wirkstoff andere Laborparameter, wie

Interleukine oder Tumornekrosefakiorstarker beeinflusst.

6.4.1 Leukozytenzahl

In dieser Untersuchung kam es zu einer tendenzi®lerminderung der Anzahl der Leukozyten
im zweistiindigen Untersuchungszeitraum in der Emdotund der Endotoxin-EUK-8-Gruppe.

Hierbei ergab sich allerdings kein statistisch giganter Unterschied zwischen den Gruppen.

Im Zuge der Sepsis tritt im Anschluss an eine agiféne Leukozytopenie (<4000/ml), infolge

der Leukozytenadharenz in der Peripherie, eine arytbse (>12000/ml) durch Rekrutierung
weilRer Blutzellen aus den Leukozytenpools in Erseivg. Hierbei stehen die zirkulierenden
Leukozyten im Gleichgewicht mit der Leukozytenbiduund der Leukozytenadharenz [16, 52].

In vorangegangenen Studien konnte bereits eineekadion zwischen Abnahme der Anzahl der
Leukozytenzahl pro ml Blut und der Zunahme der loaykenadhérenz festgestellt werden. Auch
in dieser Versuchsreihe sank bei Zunahme der Stinkahl die Leukozytenzahl im peripheren
Blut ab [203, 204].

Neben den Medikamenteneffekten hatte auch die Ta#sierung infolge des chirurgischen

Eingriffes und der damit verbundenen Immunreakiimen Einfluss auf die Leukozytenzahl.

Zeigt sich hierbei zwar zunéchst ein Anstieg deukozytenzahl aufgrund der Entleerung der
Leukozytenpools, so wird die Anzahl der weil3en Béllen durch Migration der Leukozyten ins

Gewebe und Erschopfung der Reservoirs normalisiert.
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6.4.2 Malondialdehyd

In allen Gruppen bis auf die Endotoxingruppe zegjté im zweistiindigen Versuchszeitraum ein
Trend zu einem Anstieg der MDA-Konzentration. Derder ANCOVA zunéchst festgestellte
signifikante Unterschied zwischen Endotoxin- undnifollgruppe konnte mit dem Post-Hoc-
Test nicht bestétigt werden.

In verschiedenen Studien wurde bereits die Veramdedes Malondialdehydspiegels im Bezug
auf die Sepsis untersucht und auch dartber hidawgiehtigster Marker fur oxidativen Stress in
kritisch erkrankten Patienten identifiziert [78,520Goodeet al kamen zu dem Schluss, dass ein
septischer Prozess infolge der Lipidperoxidatiameri Malondialdehyd-Anstieg nach sich zieht
[76], wobei laut Falconeret al. der generelle Anstieg der Konzentration der mehrfa
ungesattigten Fettsduren im Blut unter septischeedirBjungen durch Erhéhung der
Substratmenge ebenfalls eine Rolle spielt [206].

Zwar spielt die Interaktion aus bakterieller Infekt und der Reaktion des Wirtes hierauf eine
entscheidende Rolle auf die Entstehung von MDA [2Gfamarellos-Bourboulis et al. konnten
aber zeigen, dass allein das Vorhandensein bdlkteri@ntigene die Lipidperoxidation
vorantreibt [208].

Entscheidend fir die Bestimmung von Malondialdetsgdler Ort der Blutentnahme. So konnte
in Studien gezeigt werden, dass nach Verabreickurgg Infusion mit Gamma-Linolensaure und
Induktion einer Sepsis mittels Pseudomonas aerggider Anstieg von MDA bei Entnahme der
Blutprobe aus der Lebervene nach 30 Minuten undb&iahme von Blut aus der Arteria carotis
erst nach 60 Minuten nachgewiesen werden konnt&].[ZDaher erfolgte in der vorliegenden
Arbeit die Blutprobenentnahme zum Zeitpunkt O, 8 @rStunden aus der Halsschlagader.
Nachteil der Untersuchung der MDA-Konzentrationdsiie Testbedingungen (niedriger pH-
Wert, hohe Temperaturen) unter welchen diese begtiwird, da hierbei eine weitere
Lipidperoxidation auftreten kann [177, 198]. Diesb entstehenden geringen Abweichungen
sind allerdings vernachlassigbar, da durch genoietesuchsdurchfiihrung die Differenzen in
der gegebenenfalls auftretenden nachweisbedingt@A-Erhohung innerhalb eines Versuches
gering gehalten werden kdnnen.

Bereits bei friheren Versuchen konnte eine Vermumilg des Malondialdehyd-Spiegels bei
Einsatz antioxidativer Substanzen im Rahmen eie@siS gezeigt werden [177, 198, 209, 210].

Auch bei einer Erh6hung der Aufnahme antioxidatiSabstanzen aus der Nahrung infolge einer
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speziellen Vitamin C/E- und Polyphenol-reichen Dkannte eine geringere Konzentration an
MDA nach LPS-Applikation im Vergleich zur Kontrotigppe festgestellt werden [211].

Wie bereits vorab erwéhnt, konnte mit Ausnahme d&ndotoxin-Gruppe in allen
Versuchsgruppen ein Trend zu einer Erhdhung des Mpikgels festgestellt werden. Eine
maogliche Erklarung wére, dass in der Endotoxingeugie Lipidperoxidation zugunsten anderer
Peroxidationprodukte verschoben sein kdnnte. Desd&z von EUK-8 hatte keinen positiven
Einfluss auf die Entstehung von MDA. Vermutlich dieses Phanomen auf die Schwankungen
der Messwerte Uber den Untersuchungszeitraum zzwfighren. Bei Konstanthalten der
Zeitpunkte konnte daher ein statistisch relevatdaterschied zwischen den Gruppen nicht

ermittelt werden.

6.4.3 oxidierte low-density-Lipoproteine (oxLDL)

Der Einsatz von EUK-8 in dieser Untersuchung fulmeVergleich mit der Kontrollgruppe zu
einer geringgradigen Verminderung der Lipidperokaa erbrachte jedoch keine signifikante
Verbesserung. Der Spiegel an oxLDL war in der EoxiotEuk8-Gruppe sogar tendenziell
hoéher als in den anderen Gruppen.

Wagner konnte eine Steigerung der Apoptoserate hemdakrophagen bei oxLDL-Exposition
nachweisen. Dies legt nahe, dass diese Substaer anterem mit verantwortlich fur das
Absinken der Anzahl weil3er Blutzellen im septisciRenzess ist, wobei die Schaumzellbildung
durch Bindung der oxidierten LDLs an Makrophagererdgalls eine Rolle spielt und die
Leukozytenmargination fordert [212]. In Verbindumgt einem septischen Geschehen kann eine
Leukozytopenie mit weniger als 4000 weilRen Blugzelpro ml Blut in Erscheinung treten. In
friheren Studien konnte bereits der positive Es¥lantioxidativer Mal3hahmen — wie der
Verabreichung von Vitamin E bzw. Vitamin C - aufedoxLDL-Aktivitdt und somit die
Entziindungsreaktion beschrieben werden [213, 2Ddin widerspricht die Untersuchung von
Gaut et al. in welcher durch Vitamin C eine Lipidpddation nicht verhindert werden konnte
[215]. Auch in einer anderen Studie konnte fir ldaagzeitverabreichung von Vitamin C und E
kein Effekt auf die Bildung von oxidierten low-détysLipoproteinen festgestellt werden [216].
Der Einsatz des antioxidativ wirkenden Acetylcys¢ehingegen hatte eine Verminderung der
oxLDL im Vergleich zur Kontrollgruppe zur Folge [B4n Verbindung mit den Ergebnissen der

anderen Laboruntersuchungen, liegt die Vermuturigehdass EUK-8 keinen Einfluss auf die
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Lipidperoxidation nimmt. Der starke Anstieg der @Lbei der 3. Blutentnahme kann durch den
Operationsvorgang und das somit entstehende Trauktét werden, da der Anstieg der oxLDL

im Versuch erst nach Durchfiihrung der LaparotomiErscheinung trat.

6.4.4 Advanced oxidation protein products (AOPP)

In allen Gruppen konnte bei der Messung 2 Stund@ah Beginn der Medikamentenapplikation
bzw. 1 Stunde nach Probelaparotomie ein Trend maneiAnstieg der AOPP nachgewiesen
werden. Ein statistisch relevanter Unterschied awés den Gruppen konnte nicht ermittelt
werden.

Die Bestimmung der advanced oxidation protein pet&lkonnte ab 1996 als Kontrollkriterium
fur die Uberprifung von septischen und chroniscanken Patienten im Hinblick auf den
oxidativen Stress etabliert werden [90, 217, 2EBjkscheidend fur die Bedeutung der AOPP ist,
dass sie zu einer Zunahme der endothelialen Dys@mkfihren und sich auf die
Leukozytenfunktion auswirken [92]. Um vergleichb&mgebnisse der AOPP zu erhalten, musste
das Gewicht der Versuchstiere 210 + 50g betraganUloergewicht beispielsweise zu einem
erhohten AOPP-Level fuhrt [219]. Veranderungen A@PP kommen allerdings nicht nur im
Falle einer Entziindung oder Sepsis zu Stande, sdreten auch bei chronisch nierenkranken
Patienten in Erscheinung [220]. Dies machte die wald junger, klinisch gesunder
Versuchstiere notwendig. Dartber hinaus konntenaKast al. zeigen, dass ménnliche Ratten
aufgrund einer etwas hoheren Serumproteinkonzesrratbhere AOPP-Level zeigen [221]. In
Versuchen mit beiden Geschlechtern konnte es &r sohlechteren Vergleichbarkeit der AOPP
kommen. Im vorliegenden Versuch wurden unter amdeaeis diesem Grund ausschliesslich
mannliche Wistar-Ratten untersucht. Dennoch steflen AOPP einen wichtigen Marker fir
oxidativen Stress dar, der sich durch die Verahteig von antioxidative Substanzen im Sinne
einer Abnahme der AOPP im Blut beeinflussen |18222{225].

Der Anstieg der AOPP in dieser Studie ist mit demRahmen der Narkose bzw. der Operation
entstehenden oxidativen Stress zu begrinden. Auehnwzundchst in der ANCOVA ein
signifikanter Unterschied zwischen EUK-8- und Katigruppe gezeigt werden konnte, konnte
dieser mit dem Post-Hoc-Test nicht nachvollzogendes. Hierfiir sind die Schwankungen der
Werte in den Gruppen Uber den Untersuchungszeitraramtwortlich. Ein Einfluss von EUK-8

auf die Proteinoxidaion bestand also nicht.
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6.4.5 Kontrolle zur Peroxid-Bestimmung

In dieser Untersuchung zeigte sich ein Trend zereWerminderung des Lipidperoxid-Spiegels
im Verlauf der Untersuchung in allen Gruppen. ZWwet den Gruppen fanden sich jedoch nur
zuféallige Unterschiede. Vorteil der Peroxidbestinmguist, dass nicht nur die oxidierten low
density Lipoproteinen sondern alle Lipidperoxidéasst werden. Somit ist eine Quantifizierung
des oxidativen Stresses mdglich.

Da es zu einer Abnahme der Lipidperoxidation beiopBfol-Gabe aufgrund der
immunmodulatorischen Wirkung dieser Substanz korfitii6, 226], wurde in dieser Studie
Pentobarbital fur die Narkose verwendet, welched gidperoxidation nicht beeinflusst [173].

In diversen Studien konnte eine Zunahme der Lipukide im Gewebe nach Ischamie
dargestellt werden [128, 227, 228]. In Verbindung oxidativem Stress, insbesondere bei
Vorliegen einer Endotoxinamie, ist ein Anstieg depidperoxide im Blut zu erwarten [229].
Yerer et al. konnten nachweisen, dass die Lipidpdadion durch Einsatz von Antioxidativa
reduziert werden kann [230].

Fir die Reduktion der Peroxid-Konzentration in diasVersuch kann eine Verschiebung der
Peroxidationsreaktion beispielsweise zugunstenAd&PP in Betracht kommen. Ein Fehler bei

der labordiagnostischen Untersuchung erscheint hrseheinlich.
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6.4.6 Antioxidative Kapazitat

In diesem Versuch konnte in allen Gruppen ein Alddel antioxidativen Kapazitat verzeichnet
werden. Durch den Einsatz von EUK-8 bei Endotoxusion konnte ein nicht signifikant
verminderter Abfall der antioxidativen Kapazitat ifergleich zur Endotoxin-Gruppe erzielt
werden.

Die antioxidative Kapazitat spiegelt die Gesamth#ér antioxidativ verfigbaren Substanzen im
Blut — also Enzyme (unter anderem SOD, Katalasefipxddativ wirkende Vitamine (z. B.
Vitamin E, Vitamin C) und antioxidativ agierende dikamente (wie EUK-8, Acetylcystein) -
wider. Wahrend im Bezug auf das Meningiom eine ki@eKorrelation zwischen oxidativer
DNA-Schadigung und der antioxidativen Kapazitatdestellt werden kann [231], tritt im Zuge
einer Sepsis zunéchst eine Abnahme der antioxatatkapazitat in Erscheinung, wobei die
Hohe der antioxidativen Kapazitat mit dem Schweadgdes septischen Krankheitsbildes
korreliert [232]. Die antioxidative Kapazitat steign septischen Schock dann bis tber die H6he
der Werte gesunder Kontrollen hinaus an [233]. Parameter antioxidative Kapazitat ist
aufgrund seiner Schwankungsbreite im Hinblick auf septisches Geschehen daher nur in
Verbindung mit weiteren Werten, wie oxLDL, MDA undOPP aussagekraftig, um den
Schweregrad der Erkrankung zu verifizieren [202].einer Ischamie-Studie konnte darlber
hinaus festgestellt werden, dass eine Zunahmentiexalativen Kapazitat bei Mangelperfusion
nicht ausreichend die Lipidperoxidation vermindeétann [234]. Durch Verbesserung des
antioxidativen Status nach Verabreichung von Sktemte eine Senkung der Mortalitatsrate in
septischen Patienten festgestellt werden [235].

Interessant ware, wie sich die antioxidative Kadzi Uber einen langeren
Untersuchungszeitraum verhalt. Maoglicherweise wigleh ein deutlicherer Unterschied

zwischen der Endotoxin- und der Endotoxin-EUK-8@re zeigen.
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6.5 Diksussion der Hamodynamik

Entscheidend bei der Bewertung des AusmalRes déokgienadharenz ist die Abgrenzung von
hamodynamischen Prozessen, die den Gesamtorganibgitesffen wie beispielsweise die
Hypotension [236].

So hat der arterielle Blutdruck tber seinen Eirdlasf die Scherkrafte eine direkte Wirkung auf
das Rolling und Sticking [237]. Jedoch wurde inséie Studie durch Volumensubstitution
weitestgehend ein normotensiver Zustand erreiclat. e® aber neben einer Aktivierung der
Leukozyten ebenso zu einer Thrombozytenaggregatiosh einer damit verbundenen DIC
(Disseminierte Intravasale Coagulopathie) kommemk&38], ist auch hier in wenigen Fallen
ein Blutdruckabfall feststellbar.

6.5.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der MAP zeigte in allen Gruppen im Lauf der Untetsung geringgradige Schwankungen.
Zwischen den Gruppen fand sich in dieser Studien keignifikanter Unterschied. Das
Zustandekommen eines Blutdruckabfalls bei Vorliegegrer Sepsis kann folgendermal3en erklart
werden.

Durch die sepsisbedingte Ausschittung von ToNBder IL-1 tritt eine Vasodilatation in
Erscheinung. Dem somit eintretenden Blutdruckabfatid durch Vasokonstriktiva, wie dem
Noradrenalin, in anderen Endstrombahngebieten gatgegewirkt. Allerdings reicht die
endogene vasokonstriktive Kapazitat nicht aus, wddues trotz dieser regulatorischen
Maflinahmen zu einem Abfall des mittleren arterieldatdrucks (MAP) kommt [239, 240].
Zusatzlich ist in septischen Patienten die Fahigkei Vasokonstriktion vermindert, wobei eine
eingeschrankte Ansprechbarkeit bei Gabe von Noeppirin und Arginin-Vasopressin besteht
[241]. Daraus ergibt sich im septischen Schock Hietwendigkeit einer Therapie mit
vasokonstriktiven Substanzen [137]. Ein anderera#nsst die Inhibition von NO — einem
endogenen Vasodilatator [242].

Bezuglich des Einflusses von Antioxidativa auf Hi@&modynamik septischer Patienten kommen
bisherige Studien zu unterschiedlichen Ergebnisgé&thrend McKechnie et al. sowie Miiller
keinen Effekt auf die Hypotension feststellen kemtzeigte ein Versuch mit Tirilazad Mesylat

einen positiven Einfluss [187, 243, 244]. Fir EUKk8nnten Barandier et al. bereits einen
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vasodilatatorischen Effekt infolge einer Hemmung dalenylatcyclase und der I6slichen
Guanylatcyclase aufzeigen [245].

Entscheidend fiir die Auswertung der intravitalmgiopischen Untersuchung ist, dass sich die
Makrohamodynamik zwischen den einzelnen Versuaigstippen gleich gestaltete, was eine
Vergleichbarkeit der Resultate der Leukozyten-Enebinteraktion ermdglicht. Zwischen den
Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied festgllt werden, was einen Vergleich der

Ergebnisse der Intravitalmikroskopie ermdglicht.

6.5.2 Herzfrequenz

Zwar konnte in dieser Untersuchung ebenfalls einrztiequenzanstieg nach LPS-Gabe
festgestellt werden, eine Veranderung bei Einsatz EUK-8 konnte jedoch im Vergleich zur
Endotoxin-Gruppe nicht festgestellt werden.

Ein weiteres Sepsismerkmal ist die Zunahme derfiézg@enz auf tber 90 Herzschlage/ Minute
[7]. Daher dient bei der Durchfiihrung von Versucheah Sepsisinduktion durch Verabreichung
von LPS der Herzfrequenzanstieg neben dem Blutdhfel der Effektivitatsprifung [187].

In friheren Studien konnte bei Applikation einertttaren Endotoxindosis eine Erhdhung der
Herzfrequenz mit Eintritt in eine hyperdyname Kiaigsituation festgestellt werden [16, 168].
Zu beachten ist allerdings, dass bei Gabe groskB@iDosen (bis zu 40mg/kg) ein Ubergang in
ein hypodynames Kreislaufstadium erfolgt.

Das Ergebnis dieser Studie stimmt mit den Result&igherer Experimente uberein, in denen
Antioxidativa ebenfalls keinen Einfluss auf die EHeequenz hatten. Andererseits macht aber
genau dieser Gesichtspunkt die Beobachtung derfidguenz zu einem essentiellen Bestandteil
der Versuchsdurchfihrung da nur hiermit der Erfelger Sepsisinduktion Uberprift werden
kann.
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6.5.3 Atemfrequenz

Der Anreicherung saurer Metaboliten durch Stérungenpulmonalen Perfusion und somit des
Gasaustausches wird durch vermehrte respiratoridgheitat entgegen gewirkt, wobei das im

Rahmen der metabolischen Azidose entstandene Laldat eine Verstoffwechselung zu
Kohlendioxid abgeatmet wird. Fir den nachweisbddemerschied zum Zeitpunkt 2 Stunden
nach Beginn der Endotoxininfusion zwischen EndotdxUK-8-Gruppe und Kontrollgruppe

konnte das Vorliegen der Sepsis die Ursache seimzuHkommt mdglicherweise auch eine
zusatzliche statistisch nicht relevante Erhohungr datemfrequenz infolge eines

Medikamenteneffektes des EUK-8 im Vergleich zur &oaingruppe.
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7 Zusammenfassung

Trotz der medizinischen Fortschritte der letztemrddiegt die Pravalenz der schweren Sepsis bei
11% und stellt die dritthaufigste Todesursache dahrlich sterben in Deutschland 60000
Menschen aufgrund einer Sepsis und auf Intensigett steht die durch diese Erkrankung
bedingte Mortalitdit an erster Stelle. Als ursadhli€ir die Entwicklung einer Sepsis
beziehungsweise eines Multiple Organ Dysfunctiondsgm (MODS) werden Alterationen im
Bereich der Mikrozirkulation angesehen.

Eine entscheidende Rolle in diesem Prozess spildelbeukozyten, welche unter anderem durch
Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Entsteldergendothelialen Dysfunktion beitragen und
diese zuséatzlich agravieren. Daher wird in der gatasierung der schadigenden Mediatoren,
wie zum Beispiel reaktiven Sauerstoffspezies, e@ghdddlungsansatz zur adjunktiven Sepsis-
Therapie gesehen.

EUK-8 - ein antioxidativ wirkendes SOD/Katalase-Mitlkum, welches der oxidativen
Schadigung von Organen entgegenwirkt, hat bemeitsehreren Studien positive Effekte auf die
Mikrozirkulation und die Inflammationsreaktion gegte

Die Beeinflussung der mesenterialen Mikrozirkulafioinsbesondere der funktionellen
Kapillardichte und der Leukozyten-Endothel-Interaiki standen im Mittelpunkt dieser Arbeit.
Ziel dieser tierexperimentellen Untersuchung war dieses Antioxidants hinsichtlich seiner
Wirksamkeit bei Vorliegen einer Sepsis tierexpented zu untersuchen.

Die Untersuchung mikrozirkulatorischer Stoérungen isiter klinischen Bedingungen nur
beschrankt moglich, daher wahlten wir mit Genehmggder zustandigen Tierschutzkommission
ein Tiermodell an der Ratte. Mit Hilfe dieses Mddelwurde der Effekt der Gabe von EUK-8
auf die mesenteriale Mikrozirkulation, auf die systsche Entstehung von Produkten einer
Oxidationsreaktion (MDA, oxLDL, AOPP, Kontrollen rzuPeroxidbestimmung), die
antioxidative Kapazitdt und auf paraklinische Patan wie die Leukozytenzahl, unter einer
Lipopolysaccharidbelastung von 10 mg/kg Koérpergéwiantersucht. Die Beurteilung der
mesenterialen Mikrozirkulation erfolgte mittels rtitalmikroskopie. Hierbei wurde das

Ausmald der Leukozytenadharenz am Endothel der nezs¢en Venolen als Mald fur die
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Leukozytenaktivierung und die funktionelle Kapitdlachte als Parameter fur die
Endothelperfusion bestimmt.

In der intravitalmikroskopischen Untersuchungen rken festgestellt werden, dass nach
einer Stunde Endotoxindamie die LPS-bedingte Abnaterdunktionellen Kapillardichte in den
mesenterialen Venolen durch die Verabreichung vaKB signifikant beeinflusst werden
konnte. Es zeigten sich signifikante Unterschie@@mb Vergleich zwischen Kontroll- und
Endotoxingruppe sowie zwischen der Endotoxin- ued HUK-8-Gruppe. Ebenso kam es zu
einer signifikanten Reduktion der Anzahl der fedh&@renten Leukozyten an mesenterialen
Venolen der Ratte in der Endotoxin-EUK-8-Gruppe Wergleich zur Endotoxin-Gruppe. Die
temporare Leukozytenadharenz wurde durch die EUBaBe nicht statistisch charakteristisch
beeinflusst.

Durch den Einsatz von EUK-8 konnten die Paramet®&AMoxLDL und AOPP sowie die
Kontrollen zur Peroxidbestimmung nicht signifikal¢einflusst werden. Auch beziglich der
antioxidativen Kapazitdt und der endotoxinbedindteukopenie konnte kein statistisch
charakteristischer positiver Effekt nachgewieserdeme.

Der nachgewiesene Effekt von EUK-8 auf die funktiten Kapillardichte und die feste
Leukozytenadharenz unterstitzt die Hypothese, Badgozytenunabhéngige Mechanismen fir
diesen Vorgang existieren. Gleichzeitig konnte id&avitalmikroskopisch evaluierte Effekt von
EUK-8 durch die Bestimmung der gewahlten labordistischen Parameter in dieser
Versuchsanordnung nicht nachvollzogen werden. Eirldinischen Einsatz von EUK-8 ist ein
aussagekraftiger Laborparameter als Kontrolle aleer Behandlungserfolg jedoch unerlasslich.
Daher sollten sich weiterfihrende Untersuchungen anmderen Entzindungsmarkern, wie
beispielsweise den Interleukinen, befassen. And&itelien kdonnten die bereits evaluierten
Parameter Uber einen langeren Zeitraum erfassennadé langerer Untersuchungsdauer

maoglicherweise noch ein signifikanter Unterschiedrscheinung treten kénnte.
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8 Summary

Impact of EUK-8 Administration on the Functional Capillary Density and
Leukocyte Adherence in Experimental Endotoxemia

The prevalence of severe sepsis remains by 11 piteedl the medical improvements in recent
years. Each year 60000 people die in Germany dgepsis and in intensive care units it is the
main cause for mortality. Alterations within theamticirculation are believed to be causative for
the development of sepsis or Multiple Organ DysfiomcSyndrome (MODS).

Leukocytes have a decisive role in this procesasing amongst other the release of oxygen
radicals, which facilitate endothelial dysfunctiamd furthermore aggravate this process.
Therefore antagonising harmful mediators such astirge oxygen radicals is seen as a possible
starting point of treatment in adjunctive sepseraipy.

In several studies EUK- 8, an antioxidative supmlexdismutase/catalase — mimetic, which
counters the oxidative damaging of organs, has lséewn to have positive effects on the
microcirculation and the inflammatory response.

The main focus of this study was on influencing thesenterial microcirculation, especially of
functional capillary density and the leukocyte-eth@tial interactions. Aim of this experimental
animal study was to investigate the efficiencylhe antioxidant EUK-8 in the presence of sepsis.
Investigations on microcirculatory disturbancesiialinical setting are only possible in a limited
fashion. Therefore we chose an animal model inréhevith the approval of the animal ethics
committee. The effect of giving EUK-8 on the meseial microcirculation, on the systemic
synthesis of products of oxidative reactions (MD#xLDL, AOPP, controls for peroxide
evaluation), the antioxidative capacity and on planacal parameter such as the number of
leukocytes was investigated under a lipopolysadghead of 10mg/kg body weight. Mesenterial
microcirculation was evaluated using intravital roscopy. The amount of leukocyte adherence
to the endothelium of the mesenterial venules wssduas a measurement for leukocyte

activation. Functional capillary density was usedcgarameter for the endothelial perfusion.
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Intravital microscopy investigations showed thaeafn hour of endotoxemia the LPS caused
reduction of functional capillary density of the seaterial venules could be influenced
significantly by application of EUK-8. Significamlifferences were revealed in comparisons of
control and endotoxin groups as well as betweemtemth and EUK-8 groups. A significant
reduction of the number of sticky adherent leukesybn mesenterial venules of the rat in the
endotoxin-EUK 8 group in comparison to the endatayioup was also noted. Rolling leukocyte
adherence was not significantly influenced by EUKp®lication.

No significant effects on the parameters MDA, oxL@hd AOPP as well as controls for
peroxide evaluation were induced by usage of EUSi&ilarly endotoxin induced leukopenia
and antioxidative capacity were not influenced sigantly.

The proven effect of EUK-8 on the functional cagil density and on the sticky leukocyte
adherence supports the hypothesis that leukocytiependent mechanisms exist for this
procedure. The effects of EUK-8 observed by intedvinicroscopy could not be confirmed by
the chosen laboratory parameters of the experiment.

For clinical usage an indicative laboratory paranas a control for successful treatment is a
necessity. Therefore continuing investigations witfer inflammatory markers, such as
interleukines ought to be conducted. Other stuctesd investigate the already evaluated
parameters over a longer period of time, as sicpniti differences could occur after a longer

period of examination.
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