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Zusammenfassung:

Rolle von Kohlenmonoxid und von dem Kohlenmonoxid-bildenen Enzym
Hamoxygenase bei hyperdynamer Sepsis im chronisch instrumentierten Schaf
Andreas Brlnen

Die Sepsis und das Multiorganversagen sind trotz intensiver Bemihungen nach
wie vor eine groBe Herausforderung der Medizin. Pathophysiologisch imponiert
bei der Sepsis mit Multiorganversagen letztendlich die Hypotension. Folglich
muss ein therapeutisches Ziel die Wiederherstellung eines angemessenen
Perfusionsdruckes sein. Es wird vermutet, dass insbesondere die induzierbare
Form der Hamoxygenase durch die Bildung von Kohlenmonoxid zur
systemischen Vasodilatation beitrdgt. Daher sollte die pharmakologische
Blockade der induzierbaren Hamoxygenase mittels Zinn-Mesoprotoporphyrin
(SNnMPP) untersucht werden.

Wir untersuchten nach Genehmigung durch das Regierungsprasidium Minster
(AZ 23.0835.1.0 (34/96)) den Einfluss von SnMPP auf die kardiovaskulare
Funktion am chronisch instrumentierten Schafmodell. Alle 22 in die Studie
aufgenommenen Tiere wurden in Allgemeinanasthesie instrumentiert und
anschlieBend fir 24 Stunden observiert. Danach erhielten 16 Tiere Gber 48
Stunden eine kontinuierliche intravendse Infusion von Endotoxin (Salmonella
typhosa Lipopolysacccharid; 10ng/kg/min). Die Ubrigen sechs Tiere erhielten als
NaCl-L6sung und dienten als nicht-endotoxadmische Kontrollgruppe. Nach
24stiindiger Endotoxinamie erhielten acht der 16 Tiere SnMPP in einer
Dosierung von 3,7 mg/kg (5 umol/kg) in 50ml 0,9%iger NaCl-Lésung Uber 30
Minuten. Nach 48 Stunden wurden die Untersuchungen beendet. Eine
hyperdyname Kreislaufsituation stellte sich bei den endotoxamischen Tieren
ein, jedoch war keine Beeinflussung der Hamodynamik durch Hamoxygenase-
Inhibition festzustellen.

Nach Versuchsende wurden Organproben sowohl aus der Lunge, Milz und
Leber, wie auch GefaBproben aus der Aorta und Arteria carotis enthommen. In
den Organproben konnte durch Aktivitats-Bestimmung der Hamoxygenase die
wirksame Inhibition durch SnMPP beleget werden. Es wurde eine deutliche
Aktivitatssteigerung in der Lunge der endotoxamischen Tiere gemessen. In den
GefaBproben der Schafe konnte keine HO-Aktivitat nachgewiesen werden.

In unseren Untersuchungen an Schafen konnte durch Hamoxygenase-Inhibition
keine Veranderungen auf das kardiovaskuldre System in der Endotoxindmie
festgestellt werden. Es ist aber zu beachten, dass nur eine kleine Fallzahl von
Schafen bei gleicher Endotoxindosierung untersucht wurden. Weitere Studien
werden notwendig sein, um den Effekt der Hadmoxygenase-Inhibition auf die
h&modynamischen und klinischen wichtigen Parameter zu untersuchen.

Tag der mundlichen Prifung: 01.06.2006
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1 Einleitung

1.1  Sepsis

1.1.1 Definitionen der Sepsis

Der Begriff Sepsis (griechisch: Faulnis) wurde unter der Annahme definiert, dass die
Ursache dieses Krankheitsbildes durch das Vorhandensein von Bakterien im Blut zu
erklaren sei. So definierte SCHOTTMULLER (1914) die Sepsis folgendermaBen:
,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb eines Kdrpers ein Herd gebildet hat,
von dem aus konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden* [''®1, SCHWARTZMANN erkannte 1928,
dass neben den lebenden Organismen auch den bakteriellen Toxinen, vor allem die
sogenannten Endotoxine als Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien eine
besondere Rolle bei der Krankheitsentstehung zukommt ''”1. So wurde die Sepsis
als eine systemische Antwort des Organismus auf eine Infektion definiert. Dies war
unabhangig davon, ob die Erreger oder ihre Toxine fir das Krankheitsbild
verantwortlich waren . Es kamen also auch grampositive Bakterien, Pilze und Viren
als Ausléser einer Sepsis in Betracht. Da selbst nicht-infektiose Ursachen genau
dieselben entzindlichen Antworten des Organismus auslésen kénnen, wurde 1992
auf der Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der
Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) der Oberbegriff ,Systemic
Inflammatory Response Syndrome* (SIRS) gepragt '®.. Ein SIRS liegt vor, wenn bei
einer systemischen Entzindungsreaktion unabhangig von der Ursache zwei oder
mehr der folgenden Parameter auBerhalb der Norm liegen: Kdérperkerntemperatur,
Herzfrequenz, Atemfrequenz oder Anzahl der Leukozyten im Vollblut (Tab.1). Bei
einem SIRS wird im Gegensatz zur Sepsis der Nachweis von Keimen bzw. deren
Toxinen nicht verlangt. Damit stellt das SIRS weniger exogene Faktoren wie
Mikroorganismen oder deren Toxine als vielmehr das endogene Mediatorgeschehen
in den Mittelpunkt. Eine Sepsis impliziert somit ein SIRS aber nicht umgekehrt.
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Tab.1: Definitionen der Konsensuskonferenz (ACCP/SCCM)

Terminus

Definition

Bakteriamie

Vorhandensein vitaler Bakterien im Blut

CLS

"Capillary leak syndrom";

eine erhdhte Permeabilitit des kapillaren Membransystems fir
Makromolekile wird durch die mediatorbedingte direkte
Schadigung der Membranstruktur und die zusatzlichen Wirkungen
hamodynamisch aktiver Wirkstoffe (Katecholamine, Serotonin,
Histamin) verursacht

Hypotonie

Sepsis induzierte Hypotonie;
systolischer Blutdruck < 90 mmHg, oder eine Reduktion um = 40
mmHg vom Ausgangswert, bei fehlen anderer Hypotonieursachen

Infektion

Entziindliche Gewebsreaktion auf Mikroorganismen, bzw. Invasion
von Mikroorganismen in normalerweise steriles Gewebe

MODS

"Multiple Organ Dysfunction Syndrome";

Vorhandensein einer gednderten Organfunktion bei Akutkranken,
so dass die Homobostase ohne Intervention nicht mehr
aufrechterhalten werden kann

Schock

Septischer Schock;

Sepsis-induzierter Schock mit Hypotonie trotz adaquater
Volumensubstitution, einhergehend mit Durchblutungsstérungen
refraktarer septischer Schock;

Septischer Schock ohne rasches Ansprechen auf intravendse
Volumengabe (z.B. 500 ml Plasmaexpander in 30 min) und
Vasopressoren (z.B. Dopamin > 10 pug/kg/min)

Sepsis

Systemische Reaktion auf eine Infektion, charakterisiert durch zwei
oder mehr der folgenden klinischen Symptome:

a. Korperkerntemperatur > 38°C oder < 36°C

b. Herzfrequenz > 90/min

c. Atemfrequenz > 20/min oder PaCO; < 32 mmHg
(Spontanatmung)

d. Leukozyten > 12.000/ul oder < 4.000/ul, oder > 10% unreife
(stabférmige) Formen

schwere
Sepsis

Sepsis assoziert mit Organdysfunktion, Minderperfusion oder
Hypotonie; Minderdurchblutung und Durchblutungsstérungen
kdnnen eine Laktatazidose, Oligurie oder eine akute Anderung der
Bewusstseinslage beinhalten
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"Systemic Inflammatory Response Syndrome";
systemisch-entzliindliche Reaktion auf verschiedene schwere
klinische Insulte, charakterisiert durch zwei oder mehr der
folgenden klinischen Symptome:

a. Korperkerntemperatur > 38°C oder < 36°C

b. Herzfrequenz > 90/min

c. Atemfrequenz > 20/min oder PaCO, < 32 mmHg
(Spontanatmung)

d. Leukozyten > 12.000/ul oder < 4.000/ul, oder > 10 % unreife
(stabférmige) Formen

SIRS

Im Jahre 2001 fand erneut eine Konferenz des ACCP, der SCCM, der European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM), der American Thoracic Society (ATS)
und der Surgical Infection Society (SIS) statt '!. Diese Konferenz hat die bisherigen
Definitionen bestatigt und die Liste der klinischen Zeichen und Symptome der Sepsis
erweitert (Tab.2).

Des Weiteren unterstitzte die Konferenz die EinfUhrung eines Staging-Systems
(PIRO) fir die Sepsis. Dieses Staging-System soll in Zukunft das individuelle
Patientenrisiko stratifizieren, analog zum TNM-System der malignen Tumoren. Es
wird dabei das Ausgangsrisiko und das Therapieverhalten des Patienten
bertcksichtigt. Der Begriff PIRO setzt sich aus den folgenden Parametern
zusammen:

P Predisposing conditions

I Insult (im Fall der Sepsis Infektion)

R Response

O Organ dysfunction

LEVY et al. betonen jedoch, dass es sich bei PIRO um ein rudimentares Konzept
handelt, welches in der Zukunft getestet und validiert werden muss, bevor es zur

klinischen Routine gehéren kann ¢!,




Einleitung

Tab.2: Erweiterte diagnostische Kriterien der Sepsis °"

Infektion
(gesichert oder
vermutet) und einige
der nebenstehenden
Kriterien

Systemische Parameter

Fieber (Kerntemperatur > 38,3°C)

Hypothermie (Kerntemperatur < 36°C)

HF > 90 bpm oder > 2 SD (ber altersentsprechendem
Normwert

Tachypnoe > 30/min

veranderte zerebrale Funktion (gestérter
Bewusstseinsstatus)

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

Hyperglykamie ( > 110 mg/dl), wenn kein Diabetes
vorliegt

Inflammatorische Parameter

Leukozytose ( > 12.000/ul)

Leukopenie (< 4.000/ul)

Leukozytenzahl normal und > 10% unreife Formen
Plasma C reaktives Protein > 2 SD Uber Normwert
Plasma Procalcitonin > 2 SD tGber Normwert

Hamodynamische Parameter

arterielle Hypotension (Tab.1)

Gemischt vendse Sattigung > 70% beim
Erwachsenen

Cl > 3,5 I/min/m? beim Erwachsenen

Dysfunktionsparameter von Organen

arterielle Hypoxamie (PaO./FIO. < 300)

akute Oligurie (Urinproduktion < 0,5ml/kgKG/h)
Kreatininanstieg (> 0,5mg/dl)
Koagulationsveranderungen (INR > 1,5)

lleus (keine Darmgerausche auskultierbar)
Thrombozytopenie (< 100.000/ul)
Hyperbilirubindmie (Gesamtbilirubin > 4mg/dl)
Hyperlaktatamie (> 3 mmol/l)
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Auch nach 2001 hat es bisher keine Veranderungen der Definitionen gegeben. Die

Wechselbeziehungen zwischen SIRS, Sepsis und Infektion, die von BONE RC 1992
[13]

aufgestellt wurden, sind immer noch zutreffend (Abb.1)

Bakteriamie

Andere

Verbren-
nungen

kreatitis

Im Blut entstandene Infektion

Abb.1: Wechselbeziehung zwischen SIRS, Sepsis und Infektion

1.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der Sepsis und des septischen Schocks hat in den letzten Dekaden
stetig zugenommen. So ist die Sepsis die haufigste Todesursache auf nicht-
kardiologischen Intensivstationen *°!. Dabei ist die Mortalitit des septischen Schocks
nach wie vor hoch. Sie liegt nach Studienergebnissen von BONE RC bei tber 50%,
ungeachtet der intensivmedizinischen Bemihungen und friihzeitigen diagnostischen
MaBnahmen "4,

In den Vereinigten Staaten stieg die Zahl der am septischen Schock verstorbenen
Patienten von 35.000 im Jahr 1970, 94.000 im Jahr 1980, 198.000 im Jahr 1990 bis

auf 215.000 im Jahr 2000 ®”). Im Vergleich der Sterblichkeit der Sepsis zur Sterblich-
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keit anderer Erkrankungen (Tab.3) wird deutlich, welchen Stellenwert das septische

Krankheitshild in unserer Gesellschaft heute hat.

Tab.3: Sterblichkeit (pro Jahr) bei Sepsis im Vergleich zu anderen Erkrankungen
[28,87]

USA EU Deutschland
Bevolkerung ca. 263 Mill. ca. 375 Mill. ca. 82 Mill.
Schwere Sepsis
- gesamt 215.000 Keine Angabe Keine Angabe
- inICU 131.000 135.000 34.736
Akuter 218.000 347.000 87.739
Herzinfarkt
Lungenkarzinom 151.000 176.000 37.147
Dickdarmkarzinom 57.000 110.000 30.321
Mammakarzinom 44.000 75.000 16.674

Die steigende Inzidenz der Sepsis beruht auf Faktoren wie der demographischen
Entwicklung mit Anstieg der alteren Population, dem verstarkten Einsatz invasiver
Diagnostik- und Therapieverfahren und der zunehmenden Hospitalisierung von
Patienten extremer Altersgruppen ”'"®1 So konnten ANGUS et. al eine 100fach
héhere Inzidenz fUr Patienten Uber 85 Jahre (26,2/1000) im Vergleich zu Kindern
(0,2/1000) nachweisen .

Etwa 20% !"'® bis 40% !"? der Patienten mit Sepsis entwickeln einen septischen
Schock. Die Mortalitat des septischen Schocks ist mit 50 % " erheblich héher als

bei einer Sepsis ohne Schock (10-20%) %9,



Einleitung

Die Kosten der Behandlung eines septischen Patienten lagen in den USA im Jahr
2001 durchschnittlich bei 22.100 $. Dies bedeutet, dass 2001 bei 751.000 septischen
Patienten ca. 16,7 Milliarden Dollar fiir dieses Krankheitsbild an Kosten verursacht

worden sind .

Zu den haufigsten Ursachen einer Sepsis zahlen die Pneumonie, primére
Bakteriamie, die Infektion der Harnwege und Geschlechtsorgane sowie die Infektion

von Bauchorganen (Tab.4) ©!.

Tab. 4: Von welchen Infektionen geht eine Sepsis am haufigsten aus? !

Infektionsquellen

Angabe in %

Lungenentzindung 44.0 %
Bakterien im Blut (positive Blutkultur) 17.3 %
Infektionen der Harnwege und o

Geschlechtsorgane 91%
Infektionen der Bauchorgane 8.6 %
Wund- und Weichteilinfektionen 6.6 %
Katheterinfektionen 2.2 %
Infektionen des Nervensystems 0.8 %
Herzklappenentziindung 0.6 %
Andere 10.8 %
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1.1.3 Pathophysiologie der Sepsis

Die Pathophysiologie der Sepsis bzw. des SIRS wird durch eine groBe Anzahl von
Faktoren beeinflusst und hervorgerufen. Bis heute sind sowohl die einzelnen
Mechanismen als auch ihre gegenseitige Abhangigkeit nur zu einem Teil erforscht.
Im Rahmen der Sepsis/SIRS kommt es zur Aktivierung von Mediatorkaskaden, die
ihrerseits Gber verschiedene pathophysiologische Mechanismen letztlich zum MODS
fihren kénnen (Abb.2).

NOXE
physikalisch, chemisch, biologisch

Produktion endogener Mediatoren
u.a. TNF-q, IL, O-Radikale, NO, CO

e v Y

Aktivierung Aktivierung
Gerinnungskaskade Komplementsystem

Vs N

: : Erhohte vaskulire .
Mikroembolie Permeabilitiit —» Hypotonie

! ! !

Vasodilatation

SCHOCK/ORGANVERSAGEN (MODS)

Abb.2: Pathophysiologie der Sepsis/SIRS (stark vereinfacht)
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Zu Beginn der Sepsis/SIRS findet eine Stimulation des Immunsystems durch eine
Noxe, z.B. Endotoxin, statt. Dies fuhrt zu einer Aktivierung der Leukozyten,
insbesondere der Makrophagen. Es wird eine Leukozytenadhasion an das Endothel
und eine Transmigration von Leukozyten in das Interstitium mit einer Produktion und

['61 " Dije so entstehende

Ausschittung endogener Mediatoren verursacht
Entzindungsreaktion ist normalerweise auf den Ort der Infektion beschrankt und ruft
lokal die typischen Entziindungszeichen Rétung, Erwarmung, Schwellung, Schmerz
und Funktionseinschrankung hervor. Jedoch kann sich diese normale
Abwehrreaktion ab einem gewissen Schweregrad verselbstédndigen und zu einer

systemischen Inflammation flhren.

Zu den ausgeschutteten proinflammatorischen Botenstoffen zahlen unter anderem
Zytokine (z.B. Interleukine und TNF-a), Arachidonsaure-Metabolite (Thromboxan Ao,
Prostaglandine und Leukotriene), der Plattchenaktivierende Faktor, Kinine,
Endotheline und Stickstoffmonoxid (NO) ®. Durch diese proinflammatorischen
Transmitter kann es zu einer kaskadenartigen Synthese und Sekretion von weiteren,
die Entzindung beeinflussenden Molekllen, der sogenannten septischen Kaskade
kommen 8,

GroBe Bedeutung haben hier die Zytokine. Es sind I8sliche, niedermolekulare
Glykoproteine, die von verschiedenen Zelltypen synthetisiert werden kénnen. In
geringen Konzentrationen haben sie einen parakrinen Effekt, in hdheren
Konzentrationen einen endokrinen Effekt, wodurch eine systemische Wirkung
méglich wird 7" Zahlreiche Zytokine sind bei Patienten mit SIRS und Sepsis
vermehrt nachweisbar. Dazu zahlen z.B. der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a),
Interleukine (z.B. IL-1, IL-8, IL-12, IL-18) und Interferon-y (IFN-y) !,

Neben den proinflammatorischen Reaktionsketten kommt es auch zu einer
Aktivierung antiinflammatorischer Signalwege, welche dazu dienen, die sich
ausbreitende Entzindungsreaktion einzugrenzen. Dieser Prozess wird als
,compensatory anti-inflammatory response syndrome” (CARS) bezeichnet. Wichtige
Mediatoren fur die Ausbildung des CARS sind u.a. IL-10, IL-1-Rezeptor-Antagonisten
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und Prostaglandin E2, die alle die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
inhibieren kénnen 7",

Das ideale Zusammenspiel von SIRS und CARS soll der Abwehr einer Infektion
dienen, ohne dabei den Gesamtorganismus zu schadigen. Die tatsachliche
Erfahrung zeigt jedoch, dass SIRS und CARS die Organe schadigen und zu
Multiorganversagen und Tod fihren kénnen.

So ging man zu Beginn der Erforschung des Zytokinnetzwerkes von einer
autodestruktiven,  OberschieBenden proinflammatorischen  Reaktion  (Hyper-
inflammation) aus. Heute wird darin ein héchst redundantes System gesehen, wobei
einem einzelnen Zytokin nicht eine ausschlaggebende Bedeutung flr die gesamte
Regulation der Inflammation zuzuschreiben ist. Vielmehr wird durch die Interaktion
der Wirkungen von Zytokinen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren und Hormonen

die individuelle Auspragung der inflammatorischen Reaktion bestimmt %711,

Die durch die systemische Entzindungsreaktion hervorgerufenen Veranderungen
des Herzkreislaufsystems mit Vasodilatation, Hypotonie, Kapillarleck, Odemen,
myokardialer Depression und Mikrozirkulationsstérung, wie sie in der Sepsis
auftreten, sind als eine Folge der Mediatorausschittung anzusehen 4%,

Eine Schllsselposition in der Entstehung der generalisierten Vasodilatation nimmt
das Stickstoffmonoxid (NO) ein. Fir NO konnte nachgewiesen werden, dass es dem
zuvor als ,endothelium derived relaxing factor (ERDF) bezeichnetem Molekdl
entspricht ®Y. Es bewirkt eine Relaxation der GefaBe durch Stimulation der
Guanylatzyklase mit konsekutiver Bildung von zyklischem 3°,5"-Guanosin-
Monophosphat (cGMP). Dabei wird Calcium aus der glatten GefaBmuskelzelle
gepumpt und diese entspannt sich, der GefaBtonus fallt *°. NO selbst kann durch
verschiedene Formen der NO-Synthase aus L-Arginin gewonnen werden, der
konstitutiven und der induzierbaren Form (iINOS) des Enzyms. Die Produktion der
iINOS kann durch verschiedene Substanzen wie Endo- und Exotoxine sowie Zytokine
angeregt werden. Nach Stimulation kann die iINOS etwa 1000mal mehr NO als die

konstitutive Form produzieren und eine systemische Vasodilatation verursachen '8,
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Neben der NO-verursachten Vasodilatation bewirkt die Aktivierung des Komplement-
und Bradykininsystems innerhalb der Endothelzelle eine Kontraktion des
Zytoskeletts. Durch die sich 6ffnenden Endothelspalten kann Plasma in das
Interstitium austreten und so den intravasalen Volumenmangel mit Hypotension und
peripherer Odembildung verstarken 421,

Neben Vasodilatation und Kapillarleck kann es in der Sepsis auch zu einer
verminderten myokardialen Funktion kommen. Als Ursache dafiir werden Mediatoren
wie TNF-a, IL-1, IL-6, Komplementfaktoren und reaktive Sauerstoffmolekille
diskutiert "®%). Diese filhren zu einer systolischen Funktionsstérung mit
Einschrankung der Kontraktilitdt beider Ventrikel und kénnen schlieBlich zum
Herzkreislaufversagen flhren.

Des Weiteren kommt es in der Sepsis durch die Einschwemmung von bakteriellen
und koérpereigenen aktiven Agenzien in verschiedenen Stromgebieten der
Organsysteme zu erheblichen Stérungen der Mikrozirkulation . Eine Dysfunktion
der autoregulativen Mechanismen der GefaBe flhrt zu Veranderungen des
regionalen und kapillaren Blutflusses. Dabei entstehen durch Einwirkung der
proinflammatorischen Mediatoren und NO lokale Areale mit Vasodilatation und

601 " Dje Offnung von anatomischen

Vasokonstriktion direkt nebeneinander
arteriovendsen Shunts hat die Durchblutung von Geweben mit geringerem O,-Bedarf
auf Kosten der Sauerstoffversorgung von Geweben mit hdéherer metabolischer
Aktivitat zur Folge ", Eine reduzierte Anzahl perfundierter Kapillaren ergibt sich
durch eine Endothelschadigung mit nachfolgender Endothelschwellung sowie durch
eine Obliteration der Kapillaren durch Mikrothromben z.B. nach einer disseminierten
intravasalen Gerinnung (DIC) "',

Durch eine verstarkte Leukozyten-Aggregation/Adhdsion und eine verlangerte
Diffusionsstrecke  fir  Sauerstoff durch ein Kapillarodem resultiert ein

[60,99]

Sauerstoffmangel der Parenchymzellen Nachfolgend kann es lokal zu

Zelinekrosen kommen, die letztlich eine Organdysfunktion bedingen 4!,
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Neben der Entziindungsreaktion findet sich bei der Sepsis typischerweise eine
ausgepragte Gerinnungsaktivierung. Die Expression des ,tissue factor® auf der
Oberflache von zirkulierenden Monozyten und Gewebsmakrophagen ist gesteigert,
so dass das extrinsische Gerinnungssystem sowie die Thrombingenerierung und
Fibrinformation getriggert werden. Die Gerinnungsaktivierung wird von einer
Schwéachung einiger kérpereigener gerinnungshemmender Faktoren begleitet. So
sind in der Sepsis die Plasmaspiegel von Protein C und AT IIl vermindert und die
Fibrinolyse beeintrachtigt. Dementsprechend ist die Balance  von
Gerinnungsaktivierung und -hemmung gestért, wobei die prokoagulatorische Aktivitat
Uberwiegt. Es kommt daher zu einer exzessiven Thrombingenerierung und
Fibrinformation mit einem hohen Verbrauch von Gerinnungsfaktoren. Im weiteren
Verlauf des Krankheitsgeschehens beeinflussen sich Inflammation und
Gerinnungsaktivierung gegenseitig Uber viele Signalwege und kdénnen zu einer

weiteren Exazerbation des septischen Krankheitsgeschehens fithren ',
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1.2 Hamoxygenase (HO)

1.2.1 Physiologie und Pathophysiologie von HO und Kohlenmonoxid (CO)

Im Jahre 1847 konnte Virchow erstmals einen Zusammenhang zwischen dem Abbau
von Hamoglobin und der Entstehung von Biliverdin feststellen. Nachgewiesen wurde
der Abbau von Hamoglobin zu Biliverdin aber erst 1926, ohne dabei das Enzym
Hamoxygenase zu kennen 2. Sicher ist jedoch, dass dieser metabolische Prozess
schon seit geraumer Zeit bekannt ist, da er sich durch Farbdnderung kennzeichnet.
Nach einem Schlag auf die Haut bildet sich ein schwarz-blaues bzw. violettes
Hamatom, welches der Farbe des Ham entspricht. Dieser ,blaue Fleck® dndert im
Verlauf seine Farbe zu grin (Biliverdin) und schlieBlich zu orange/rot (Bilirubin).
Heute ist der Abbau des Ham durch die Hamoyxgenase zu Fe?*, CO und Biliverdin
genauer bekannt, wobei im Anschluss dieser Reaktion das entstandene Biliverdin
unmittelbar durch die Biliverdinreduktase in Bilirubin umgewandelt wird (Abb.3).

Ferritin
Fe?" ‘)
Héamoxygenase Biliverdinreduktase
Héim » Biliverdin » Bilirubin

Co

Abb.3: Enzymatischer Abbau des Hams durch Hamoxygenase

Im Hamstoffwechsel kommt es zum Abbau von Porphyrinen. Porphyrine sind farbige
Verbindungen, die ubiquitéar im Pflanzen und im Tierreich auftreten. Strukturell
bestehen sie aus 4 Pyrrolringen, die Uber Methinbricken (=CH-) zu einem Tetra-
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pyrrolsystem verbunden sind. Dieses konjugierte Ringsystem bildet leicht Komplexe
mit Ubergangsmetallen. Wahrend im Pflanzenreich die Komplexbildung mit
Magnesium als Chlorophyll Gberwiegt, tritt Porphyrin im Tierreich als Eisenkomplex
auf, der als Hadm (Abb.4) bezeichnet wird. Der Proteinanteil seinerseits bestimmt,
welche Funktion das Eisenporphyringeriist im Proteinverband Ubernimmt. So ist das
Ham die prosthetische Gruppe in Myoglobin und Hamoglobin, an der Sauerstoff
gebunden wird. Das gleiche HamgeruUst tritt eingebettet in andere Polypeptidketten
z.B. in den Cytochromen und in der Guanylatzyklase auf. In diesen Molekiilen ist das
Ham in einer hydrophoben Tasche eingelagert. Die einzige kovalente Verbindung
zwischen Globinpeptidkette und H&m-Molekil kommt 0{ber eine als proximal
bezeichnete Histidylseitenkette zustande. Daher ist dieser Imidazolrest der einzige
Molekulbereich, tber den Konformationsanderungen des Porphyringeriistes auf den
Globinanteil und umgekehrt tbertragen werden kénnen.

Unter physiologischen Bedingungen ist das Ham-Molekll also von Proteinen
umgeben. Es liegt nicht frei vor, was jedoch unter pathophysiologischen Umstéanden

maoglich ist.

HOOC COOH

Abb.4: Strukturformel des Ham
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Identifiziert wurde die Hadmoxygenase erstmals 1968 durch Tenhunen et al 1'%, 1974
konnten Maines et al. beschreiben, dass die Hamoxygenase den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Hamabbaus katalysiert ®”. Durch
Oxidation wird die a-meso-Briickenbindung des Typ-b Ham-Molekiils gespalten und
aquimolare Anteile an Biliverdin 1Xa, CO und Eisen werden freigesetzt. Biliverdin wird
unmittelbar durch die Biliverdinreduktase in Bilirubin umgewandelt. Dabei stammen
bei Menschen ca. 80% des Uber die Galle ausgeschiedenen Bilirubins aus
Hamoglobin. Der gréBte Anteil des nicht aus Hamoglobin entstehenden Bilirubins

wird aus Cytochrom P-450 abgespalten ¢

Bis heute sind drei Isoenzymformen der Hamoxygenase (HO) bekannt. Wobei die
konstitutiven Formen HO-2 und HO-3 von der induzierbaren HO-1 unterschieden
werden. Alle Isoenzymformen entstammen verschiedenen Genprodukten.

Unter physiologischen Bedingungen Uberwiegt die Aktivitdt der HO-2. Eine hohe
katalytische Aktivitat wurde z.B. in der Milz beobachtet, es konnte jedoch eine

Aktivitat in fast allen Organen nachgewiesen werden %!,

Die HO-1 gehért zur Gruppe der Hitzeschockproteine (HSP) mit einem
Molekulargewicht von 32 kD und wird daher auch als HSP-32 bezeichnet.
Hitzeschockproteine werden bei einer Hitzeschockantwort gebildet. Dieser
Antwortmechanismus ist in allen eukaryontischen Zellen vorhanden und l6st eine
dramatische Veranderung in der Genexpression aus. Werden eukaryontische Zellen
langere Zeit einer Temperaturerhbéhung ausgesetzt (z.B. von 37 auf 42 Grad
Celsius), ist die Synthese normaler RNA inhibiert. Die RNA-Synthese wird von
einigen bestimmten Hitzeschock-Genen aktiviert, die vermehrt produziert werden.
Diese Bedeutung kann an HO-1-Gen-defizienten Mausen veranschaulicht werden,
die bei Hitze vorzeitig versterben "% Aber nicht nur Hitze ist in der Lage, die HO-1
zu induzieren, sondern auch noch eine Reihe anderer Faktoren (Tab.5). Durch
Stimulation bzw. Induktion der HO-1 kann eine Situation erreicht werden, in der die
Aktivitat der HO-1 im Organismus um ein Vielfaches héher liegt als die der HO-2.
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Tab. 5: Bedingungen/Substanzen, die HO induzieren "

e NO e Zytokine e H.Oo

e Scherkrafte e Angiogenese e Sodiumarsenit
e Schwermetalle e Endotoxin ¢ Prostaglandine
e Hypoxie e Hyperoxie e Hitzeschock

e Ultravilolett A e Ham

Die in ihrer Natur sehr unterschiedlichen Stimuli und die damit verbundene
unterschiedliche Dauer der Enzyminduktion der HO-1 von Tagen bis Wochen ¢!
machen das Hamoxygenasesystem zu etwas Besonderem. So hat MAINES bereits
daraufhingewiesen, dass in der Tat kein anderes Enzym mit so ausgepragten

Eigenschaften bekannt sei "%,

Die HO-2 ist ein konstitutiv synthetisiertes 36-kDalton Protein, welches 1986 von
MAINES et al. identifiziert wurde ®®. Unter physiologischen Bedingungen wird der
gréBte Anteil des Ham-Abbaus durch HO-2 katalysiert. Vorwiegend existiert die HO-2
in den Organen des Ham-Abbaus, wie der Milz und der Leber, aber wie bereits
erwahnt auch in anderen Organen und Geweben. Die HO-2 wird von den HO-1-
Stimuli nicht induziert, es sind bislang lediglich Glukokortikoide der Nebenniere als
Stimulatoren bekannt ®!. Die Unterschiede in der Induktion zwischen HO-1 und HO-
2 korrelieren mit der unterschiedlichen Prédsenz von regulatorischen Elementen in
ihren Promotor-Regionen. Diese bendtigten Sequenzen, um Regulatoren wie NFkB
oder Metalle zu binden, sind in der HO-1-Promotor-Region vorhanden, wahrend es
fir HO-2 nur eine Sequenz fur Glukokortikoide gibt.

Die HO-3 wurde 1997 zuerst im Gehirn von Ratten nachgewiesen ["®

. Spater
erfolgten Nachweise in Milz, Leber, Thymus, Prostata, Herz, Niere und Testes. Die
Aminoséaurestruktur von HO-3 unterscheidet sich von den beiden anderen
Isoenzymen, ist aber als konstitutive Form naher mit der HO-2 verwandt, wobei die

Aktivitat jedoch deutlich geringer ist.

Alle drei Isoenzymformen katalysieren die Oxidation von Hamoglobin in seine

biologisch aktiven Metaboliten: Eisen, ein Genregulator; Biliverdin, ein Antioxidanz;
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CO, ein Hamoglobinligand und ein second messenger . So vermindert das HO-
System nicht nur die schadliche Wirkung der Hamoglobinmolekile auf die Zellen,
sondern kann auch die effektiven Promotoren fir die Lipidperoxidation und die
Bildung freier Sauerstoffradikale reduzieren. Es werden also nicht nur schadliche

Stoffwechselprodukte abgebaut, sondern auch schitzende Metabolite generiert.

Bis in die frihen 90er Jahre wurde dem HO-System nur die Bedeutung einer
notwendigen Mediatorenbeseitigung beigemessen. Nachdem aber HO-2 im Gehirn
entdeckt wurde und gleichzeitig festgestellt werden konnte, dass Stickstoffmonoxid
ein Signalmolekul fur die Generierung von cGMP darstellt, kam dem HO-System mit
der CO Freisetzung (HO/CO-System) vermehrt Aufmerksamkeit zu.

Die Enzymsysteme von NO-Synthase (NOS) bzw. Hamoxygenase haben einige
Gemeinsamkeiten. Beide Systeme bestehen aus konstitutiven und induzierbaren
Isoenzymformen und produzieren Gase, die endogen freigesetzt werden und
systemische Wirkung erlangen kdnnen. Die induzierbare NOS (iNOS) kann z.B.
durch verschiedene Zytokine aktiviert werden, was zu einer exzessiven Produktion
von NO fihrt. Dies kann eine inadaquaten Vasodilatation verursachen und damit zu
der typischen hyperdynamen Kreislaufsituation mit niedrigen SVRI und hohem HZV
im septischen Schock fiihren 14,

Eine Reihe der physiologischen Wirkungen von NO kommt durch die Bindung von
NO an Eisengruppen unterschiedlicher Enzymen z.B. der |6slichen Guanylatzyklase
(sGC) zustande "', Es kommt zu einer Lockerung der Eisenbindung zum Liganden,
also dem Ham-Anteil des Enzyms. Uber das anliegende His-105 der beta-
Untereinheit wird die Aktivierung tibertragen "®!. Forschungsergebnisse von Martin et
al. zeigten, dass eine Alteration am Ham, sei es biochemisch oder genetisch, zu
einer Aktivierung der sGC fuhren kann. CO ist ebenfalls in der Lage, mit
Eisengruppen verschiedener Enzyme zu reagieren "*"®. Man vermutet, dass CO
genau wie NO ein second messenger ist und ebenfalls die Guanylatzyklase aktiviert,

insbesondere die sGC und damit cGMP freisetzt 2821041,
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So fuhrte CO, wie NO, zu einer Relaxation von Arterienringen in verschiedenen in

vitro  Experimenten  [105138],

Dieser Effekt scheint Uber c¢GMP-abhangige
Proteinkinasen vermittelt zu sein. Diese finden sich in besonders hoher
Konzentration in glatten Muskelzellen, Thrombozyten und im Kleinhirn. Eine
Erhdhung des intrazellularen cGMP-Spiegels der glatten Muskelzellen bewirkte eine
Erschlaffung der GefaBmuskulatur . Ungeachtet der groBen medizinischen
Bedeutung der cGMP-abhangigen Proteinkinasen ist ihr  genauer
Wirkungsmechanismus noch unbekannt. Man nimmt an, dass sie eine in der
Plasmamembran lokalisierte Calcium-ATPase phosphorylieren und dadurch
stimulieren, so dass die zytosolische Calciumkonzentration in der glatten Muskelzelle
absinkt. Klinisch kann sich dies als Hypotension mit erniedrigtem SVRI manifestieren
und somit mitverantwortlich flr die in der Sepsis auftretende Vasodilatation sein.

Auch in Thrombozyten ergab sich unter dem Einfluss der aktivierten cGMP-
abhangigen Proteinkinase eine Verminderung der zelluldren Calciumkonzentration,

was den aggregationshemmenden Effekt von NO und CO erklaren kann.

1.2.2 HO-Inhibition

Das natirliche Substrat der Himoxygenase ist das Ham, welches im menschlichen
Kérper zum gréBten Teil aus Hamoglobin stammt. Das Ham-Molekil besteht wie
beschrieben aus einem Porphyrinring und einem zentral gebunden Eisenatom. Die
Hamoxygenase besitzt einen gewissen Grad an Spezifitdt in Bezug auf die
Konstitution dieses Porphyrinrings, zeigt aber nur geringe Spezifitdt bezlglich des
zentral gebundenen Metallions. Die Hamoxygenase kann also auch andere
Metallophorphyrine neben dem natiirlichen Substrat Fe-Protoporphyrin binden 2.

In der Gruppe der synthetischen Metalloporphyrine gibt es sowohl Induktoren, wie es
das natlrliche Substrat Ham ist, als auch Inhibitoren der Hamoxygenase. Einige der
synthetischen Hdm-Analoga zeigten also eine potente, kompetitive Hemmung der
Hamoxygenase. Dabei ist es méglich, die Aktivitat des Enzyms durch die freigesetzte
Menge des Produktes pro Menge Substrat und Zeit (pmol Bilirubin/mg Protein/h) zu
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bestimmen 4.,

Als einen der starksten Inhibitoren entdeckten KAPPAS & DRUMMOND das Sn-
Mesoporphyrin  (SnPP), welches als Hamoxygenase-Inhibitor eine postnatale
Hyperbilirubindmie in neugeborenen Tieren unterdriicken konnte %31,

Das Sn-Mesoporphyrin entspricht dem Sn-Protoporphyrin mit einer Reduktion der
Vinylgruppen an C, und C4 zu Ethylgruppen. Diese Verdnderung hat eine starkere
Inhibition des Ham-Abbaus in vivo zur Folge %, u. a. belegt durch eine Reduktion
des Serum-Bilirubins in vivo. Des Weiteren ist SnPP als nebenwirkungsarm mit einer

geringen Toxizitat beschrieben worden 2,

Die Eigenschaften des von uns
verwendeten Zinn-Mesoprotoporhyrin (SnMPP) entsprechen denen von SnPP, mit

dem Vorteil nicht lichtsensitiv zu sein (Herstellerangabe).

1.3 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die Sepsis ist derzeit die Haupttodesursache nicht akut koronarkranker
Intensivpatienten, wobei die Mortalitat je nach Studie und Schweregrad der Sepsis
zwischen 28% und 60% '**1 angegeben wird. Pathophysiologisch imponiert bei der
Sepsis mit Multiorganversagen letztendlich die Hypotension "?. Folglich muss ein
therapeutisches Ziel die Wiederherstellung eines angemessenen Perfusionsdruckes
sein. Als klinisch etabliertes Verfahren gelten die adaquate Volumentherapie in
Kombination mit a-agonistischer Katecholamin-Gabe. Es kommt allerdings im Laufe
der Zeit zu einer verminderten Ansprechbarkeit des kardiovaskuldren Systems auf
Katecholamine ™*%, Dies kann ein adaquates Anheben des Blutdruckes unméglich
machen und Uber ein Multiorganversagen zum Tode des Patienten flhren. In
Anbetracht der in den letzten Jahren unverédndert hohen Mortalitdt sind neue
Therapiekonzepte dringend erforderlich.

Die Blockade einzelner Mediatoren, z.B. TNF-a oder Interleukin, der septischen
Kaskade ist mehrfach versucht worden, allerdings ohne erfolgversprechende

e [15,37]

Ergebniss . Die Blockade friihzeitig im Rahmen der Sepsis gebildeter
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Mediatoren ist nur zu einem sehr frihen Zeitpunkt sinnvoll. Im weiteren Verlauf der
Sepsis sind diese Mediatoren zum Teil nicht mehr nachweisbar oder eine Blockade
selbiger fuhrt nicht mehr zum erhofften Erfolg.

Eine Kombination vieler dieser Mediatoren bewirkt eine dauerhafte Aktivierung der
induzierbaren Hamoxygenase. Geht man davon aus, dass das durch die
Hamoxygenase freigesetzte CO, am Ende der Mediatoren-Kaskade steht und fur die
Vasodilatation mitverantwortlich ist, so stellt die pharmakologische Blockade der
induzierbaren  Hamoxygenase ein logisches und erfolgversprechendes
Therapiekonzept dar.

Durch die Inhibition der Himoxygenase mit SnMPP sollte untersucht werden, ob das
gebildete Kohlenmonoxid und die Hamoxygenase an den pathophysiologischen
Vorgangen in der Sepsis maBgeblich beteiligt sind. Wir untersuchten zu diesem
Zweck die Effekte der HO-Inhibition auf die kardiovaskulare Funktion im
hyperdynamen endotoxamischen Schaf.
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2 Methodik

Diese tierexperimentelle Studie wurde vom Regierungsprasidium Miuinster (AZ
23.0835.1.0 (34/96)) genehmigt. Durchgefihrt wurde sie von Mitarbeitern der Klinik
und Poliklinik fir Anasthesiologie und operative Intensivmedizin in der zentralen
tierexperimentellen Einrichtung (Leiter: Univ.-Prof. Dr. med. vet. K.-D. Richter) der
Westfalischen Wilhelms-Universitat.

2.1 Versuchsmodell Schaf

Untersucht wurden 22 weibliche Schafe mit einem Koérpergewicht zwischen 34 kg
und 46 kg. Samtliche Tiere stammten aus dem landwirtschaftlichen Meisterbetrieb
Alfons Pieper, Schafzucht und Landschaftspflege, Bergstrasse 13, D-58739
Wickede/Ruhr. Alle Tiere standen unter veterindrmedizinischer Kontrolle und waren
als gesund anzusehen.

Die Durchfihrung der Versuche am Schafmodell ist in der tierexperimentellen
Abteilung des Universitatsklinikum Mdinster seit geraumer Zeit eine etablierte
Methode. So sind frilhere Versuchsvorhaben genehmigt worden und deren

Ergebnisse entsprechend verdffentlicht worden [9:10:19:48:49.79.140]

2.2  Versuchsaufbau

Die Dauer der Versuche mit Instrumentierung, Erholungsphase und der
Untersuchungszeitraum wurde mit vier Tagen kalkuliert. In Einzelfallen wurde die
Erholungsphase verlangert, infolge dessen der Versuchszeitraum von vier Tagen
Uberschritten. Am ersten Tag wurden die Tiere instrumentiert, am zweiten Tag
erfolgte die Ruhephase, am dritten Tag startete der eigentliche Versuch mittels
Endotoxininfusion. Nach 24stindiger kontinuierlicher Endotoxindmie wurde bei
einem Teil der Versuchstiere eine medikamentdse Intervention vorgenommen. Am
Ende des Versuches wurde das Tier zur Organentnahme getétet.
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Zeitlicher Versuchsablauf

Procedere

Instrumentierung
Erholungsphase
Start Experiment

Intervention

—
[\
W
AN

Versuchstag

Endotoxingabe

Abb. 5: Zeitlicher Versuchsablauf

Am dritten Versuchstag, vor Beginn der Endotoxininfusion (Zeitpunkt 0) wurden die
Ruhewerte erhoben. Darunter fallen Temperatur, Blutgasanalyse und
kardiopulmonaler Status. Messungen wurden zu jedem angegebenen Zeitpunkt
standardisiert wiederholt. Diese erfolgten zu den Zeitpunkten 0, 24, 28, 32 und 48
Stunden nach Versuchsbeginn.

2.2.1 Instrumentierung

Bei allen untersuchten Tieren erfolgte eine chronische Instrumentierung. Nach der im
folgenden beschriebenen Einflhrung der Katheter, wurde den Tieren Zeit zur
Erholung gegeben. Es wurden nur Tiere ausgewahlt, die keine Zeichen einer
Infektion boten.

2.2.1.1 Vorbereitung

Den Versuchstieren wurde am Vorabend der Instrumentierung das Futter, vier
Stunden vor Beginn der Anasthesie auch das Wasser entzogen. Dies geschah aus
Grinden der Aspirationsprophylaxe. Zugleich konnten die Tiere an die &uBeren
Bedingungen der Kafighaltung gewdhnt werden.
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2.2.1.2 Anasthesie

Das Versuchstier erhielt zur Narkoseeinleitung eine intramuskulére Injektion von
Ketamin (10-15 mg/kg Ketanest®50, Parke-Davis GmbH Berlin, Freiburg i.Br.,
Deutschland). Falls nétig wurde vor Beginn der Kathetereinfihrung die Narkose mit
einer weiteren intramuskularen Ketamin-Injektion aufrechterhalten. Sobald die
Méglichkeit der intravenésen Applikation gegeben war, wurde die Anasthesie durch
Gabe von Propofol (als Bolusinjektion Disoprivan, Zeneca, Schwetzingen,
Deutschland) fortgesetzt.

2.2.1.3 Lagerung

Nach Einleitung der Anasthesie und anschlieBender Bestimmung des Gewichtes
wurde das Schaf in Rickenlage auf dem Operationstisch gelagert. Der Kopf wurde,
zur Verhinderung einer méglichen Aspiration, rekliniert und zur Seite gedreht.

2.2.1.4 Anlage der Katheter

War eine ausreichende Schlaftiefe erreicht, wurden die vorgesehenen Einstichstellen
rasiert, gesaubert und mit alkoholischer Lésung desinfiziert. Die Instrumentierung
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zunachst wurde eine 8,5 F Schleuse (8,5 Fr.
Catheter Introducer Set, pvb Medizintechnik GmbH, Kichseeon, Deutschland) in die
rechte V. jugularis platziert. Dies geschah unter manueller Stauung des GefaBes und
Verwendung der Seldinger-Technik. Hierzu wurde die ausgewahlte Vene mit einer
Stahlkanile punktiert. Nach der erfolgreichen Punktion wurde durch die Stahlkantle
ein flexibler Stahldraht (Seldinger-Draht) eingefihrt. Nun wurde bei liegendem
Seldinger-Draht die ursprlingliche Punktionskanile entfernt und eine Stichinzision
vorgenommen, damit die groBlumige Einflhrungsschleuse (Introducer), stabilisiert
mit einem Dilatator, Gber den Seldinger-Draht in die Vena jugularis vorgeschoben
werden konnte. Dilatator und Introducer werden gemeinsam Uber den Seldinger-
Draht vorgeschoben. Die sich verjingende Spitze des Dilatators dehnt beim
Vorschieben den Punktionskanal auf und erméglicht dadurch das Einfihren des
groBlumigen Introducers. Danach wurden der Seldinger-Draht und der Dilatator

entfernt. Die Schleuse wurde durch kutane Fixierungsnahte gesichert. An den
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Seitenarm der Schleuse wurde ein Dreiwegehahn fir die Gabe von Propofol und
Antibiotika konnektiert (Rocephin® 2g in 100 ml NaCl 0,9% geldst) konnektiert. Im
Anschluss wurde mit der kontinuierlichen Infusion von Ringer-Laktat-Lésung (2
ml/kg/h) begonnen.

Nach grundlicher Sduberung und Desinfektion wurde unter sterilen Bedingungen,
vorwiegend in die linke Arteria femoralis, mittels Seldinger-Technik ein Polyathylen-
Katheter (18G Leader Cath, Vygon GmbH, Aachen,) eingefiihrt. War die linke A.
femoralis aus anatomischen Grinden nicht zu punktieren bzw. der Katheter nicht
regelgerecht zu platzieren, wurde auf die rechte A. femoralis Ubergegangen. Das
proximale Ende des Polyathylen-Katheters wurde unmittelbar durch kutane
Fixierungsnahte gesichert, die Druckleitung wurde ebenfalls fixiert.

Nachdem die Katheter in die A. femoralis und in die V. jugularis externa gelegt
worden waren, wurde via Einfihrungsschleuse der Pulmonaliskatheter (Swan-Ganz-
Katheters) eingeschwemmt "%, Hierbei handelte es sich um einen
pulmonalarteriellen  Thermodilutionskatheter (Modell 93A-831 7,5F, Baxter
Healthcare Corparation, UnterschleiBheim, Deutschland). Vor Einschwemmen des
Swan-Ganz-Katheters wurden alle Schenkel mit NaCl-Lésung gespult und die
Funktionstlchtigkeit des Ballonsystems Uberprift. Die gesplilten Schenkel wurden
mit Dreiwegeh&hnen verschlossen und mit Druckleitungen verbunden. Diese
wiederum wurden an die Druckwandler (DTXT'VI Druckwandler Kit, Ohmeda GmbH,
Freiburg, Deutschland) angeschlossen. Somit konnten der intravasale Druck Gber
den distalen Schenkel abgeleitet und auf dem angeschlossenen Monitor (Hellige
Servomed, Hellige GmbH, Freiburg, Deutschland) dargestellt werden. Gleiches galt
fir den Katheter der Arteria femoralis. Nun wurde der Katheter unter kontinuierlicher
Kontrolle der Druckkurve Uber den Introducer in die Vena jugularis vorgeschoben.
Bei Eintritt in die Vena cava superior wurde der Ballon mit 1-1,5ml Luft gefdllt, um
den Katheter Uber den rechten Vorhof durch die Trikuspidalklappe in den rechten
Ventrikel und von dort durch die Pulmonalklappe in eine Lungenarterie
einzuschwemmen "', Dabei ergaben sich die typischen Druckschwankungen (Abb.

6) bis zu dem Zeitpunkt, an dem der Katheter in einen Ast der Arteria pulmonalis
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nach 50-60cm platziert worden war. Hier verschloss der geflllte Ballon das Lumen
des Pulmonalarterieastes und die Druckkurve wurde silent (Wedge-Position des

Katheters). Durch Entblockung des Ballons war dieser Zustand reversibel.

Druck

Zeit

Druck

Druck
A
o)
Zeit
Druck
A
d)

Abb.6: Druckkurven wahrend der Platzierung des Pulmonaliskatheters
a) Vom rechten Vorhof in den rechten Ventrikel;
b) vom rechten Ventrikel in die A. pulmonalis;
c) von der A. pulmonalis in die Wedge-Position;
d) nach Entblocken des Ballons gleitet der Katheter aus der Wedge-Position
zurick in die A. pulmonalis.

Nach Abschluss der Katheteranlage wurden die Katheter und die
EinfGhrungsschleuse an der Haut und dem Fell des Tieres fixiert, um eine spatere
Dislokation bzw. Diskonnektion zu vermeiden. Im Anschluss wurde die
Anasthetikazufuhr gestoppt und das Tier erlangte den Wachzustand nach einigen
Minuten zurick. Die Versuchstiere wurde in einem Spezialkéfig untergebracht, in
welchem sie freien Zugang zu Wasser und Futter erhielten. Der
gewohnte 12h Hell/Dunkel- Rhythmus wurde beibehalten. Zur Prophylaxe eines
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thrombotischen Verschlusses wurden die GefaBkatheter mit einer Heparin-Kochsalz-
Lésung (5 I.LE. Heparin/ml NaCl 0,9%) gespuilt. Im Verlauf der nachsten Tag wurden
die Tiere kontinuierlich observiert.

2.2.2 Erholungsphase

Um sich von der Instrumentierung zu erholen, wurde den Tieren eine
Erholungsphase von einem oder mehreren Tagen gegeben. Diese Erhohlungsphase
war notwendig, um konstante hamodynamische Bedingungen zu erzielen, ein
Abheilen der Punktionstellen zu gewahrleisten und eine Gewdhnung der Schafe an
die Kéfigbedingungen zu erreichen. Objektive Kriterien wie rektale Temperatur,
Leukozytenzahl und Diarrhoe kamen zur Anwendung, um den Gesundheitszustand
des Schafes zu beurteilen. Schafe, die eine Temperatur von Uber 40 °C hatten,
wurden nicht in den Versuch aufgenommen, wobei die physiologische
Kérpertemperatur des Schafes Uber der des Menschen liegt. Wurde eine
Leukozytenzahl von Uber 12.000/ul festgestellt, hatte das ebenfalls den Ausschluss
des Schafs vom Versuchsvorhaben zur Folge.

2.2.3. Spezielle Methodik

In dieser Studie wurde die Endotoxindmie induziert, indem den Tieren wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes kontinuierlich Endotoxin (Salmonella typhosa
Lipopolysaccharide, 10 ng/kg/min) applizierte. Die Applikation erfolgte mittels
Infusionspumpe (Perfusor, Braun, Melsungen, Deutschland).
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Abb. 7: Zeitlicher Interventionsablauf

Die Infusionsgeschwindigkeit von 2 ml/kg/h Ringer-Laktat-L6sung wurde wéahrend
der endotoxamischen Phase auf 3 ml/kg/h erhéht.

Die Einteilung der Tiere in drei Versuchsgruppen erfolgte randomisiert. Dabei
handelte es sich um eine nicht-endotoxamische Kontrollgruppe (Kontrolle), eine
endotoxdmische  Gruppe  (Endotoxindmie) und  eine  endotoxamische
Interventionsgruppe (Endotoxindmie + SnMPP). Die Intervention geschah nach
24stindiger Endotoxindmie. Wahrend die endotoxamische Interventionsgruppe
Zinn-Mesoprotoporphyrin (SnMPP) erhielt, wurde der endotoxédmischen Gruppe
Kochsalzlésung appliziert. Die Tiere der nicht-endotoxdmischen Kontrollgruppe
erhielten zum Zeitpunkt t=24h Kochsalzlésung, ohne jedoch endotoxédmisch zu sein.
Die Applikationen erfolgten jeweils Uber die Schleuse in die rechte V. jugularis. Alle
MaBnahmen wurden unter standardisierten Bedingungen in den drei Gruppen
durchgeflhrt.

Zinn-Mesoprotoporphyrin wurde in einer Konzentration von 3,7 mg/kg = 5 umol/kg in
50ml 0,9%iger NaCl-Lésung gegeben. Die Tiere der endotoxamischen Gruppe
erhielten ausschlieBlich 50ml 0,9%iger NaCl-Lésung. Innerhalb von 30 Minuten

wurden die Lésungen mittels Perfusor verabreicht. Hamodynamische und blutgas-
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analytische Messungen erfolgten in allen Gruppen. Organentnahmen und die
Aktivitatsbestimmung der Hamoxygenase sind ebenfalls bei allen Tieren

vorgenommen worden.
2.2.4 Monitoring

2.2.4.1 Hamodynamik

Der Pulmonaliskatheter besteht aus drei Schenkeln, einem Temperaturfihler mit
entsprechender Leitung und einer Ballonzuleitung. Die drei Schenkel werden
unterteilt in einen distalen Schenkel, welcher seine Offnung an der Katheterspitze
besitzt, einen proximalen, Offnung 30cm proximal der Katheterspitze und einen
medialen, welcher seine Offnung unmittelbar distal der proximalen aufweist. Der
proximale Schenkel wurde mit einem Temperaturaufnehmer versehen. Die Offnung
des proximalen Schenkels kam vor dem rechten Herzen zu liegen; tber ihn konnte
der zentralvendse Druck (ZVD) gemessen werden und das Herz-Zeit-Volumen
(HZV) bestimmt werden. Die Offnung des distalen Schenkels befand sich in einem
Ast der Pulmonalarterie, so dass der MPAD und der pulmonalkapillare
Verschlussdruck (PCWP, Wedge-Druck) erhoben werden konnte. Letzteres geschah
durch Filllen des Ballons des Pulmonalkatheters. Uber den dritten Schenkel des
Pulmonaliskatheters wurde das Endotoxin kontinuierlich  appliziert. Der
Femoraliskatheter diente der Bestimmung des systemarteriellen Blutdrucks.

Der Nullabgleich fir die Druckmessungen erfolgte auf Hohe des Schultergelenks,
entweder in stehender oder liegender Position. Der Nullabgleich wurde vor jeder
Messung erneut durchgeflihrt und somit der Lage des Tieres angepasst.

Uber den proximalen Schenkel wurde die gekiihlte 0,9 %ige NaCl-Lésung (2-5°C)
zur Messung des Herz-Minuten-Volumens injiziert (Thermodilutionsmethode). Dazu
musste der Temperaturfihler an einen Herz-Zeit-Volumen-Computers (Vigilance®-
Monitor Modell VG32, Baxter Healthcare Cooperation, UnterschleiBheim,
Deutschland) angeschlossen sein. Die Flissigkeit wurde als 10ml Bolus gegeben.
Mit dem Blutstrom wurde die NaCl-Lésung durch den rechten Vorhof und durch den

rechten Ventrikel in die Arteria pulmonalis transportiert. Auf diesem Wege wurde die
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rechten Ventrikel in die Arteria pulmonalis transportiert. Auf diesem Wege wurde die
Injektionslésung erwdrmt und verdinnt am Thermistor vorbeigespult. Durch die Zeit-
und Temperaturdifferenz zwischen Applikationsort und Thermistor konnte das
Herzzeitvolumen ausgerechnet werden. Um ein mdglichst genauen Wert zu
erhalten, wurde der Mittelwert aus mindestens drei aufeinanderfolgenden validen

Messungen verwendet.

Der Herzindex (HI, in I/min/m?, die Herzfrequenz (HF, in bpm), der
Schlagvolumenindex (SVI, in ml/m?), der systemvaskuldre Widerstandsindex (SVRI,
in dyn- s- cm™ m? und der pulmonalvaskulare Widerstandsindex (PVRI, in
dyn- s- cm® m?) wurden nach Standardformeln berechnet :

HI = Herz-Zeitvolumen, dividiert durch Kérperoberflache
SVI = HI/HF

SVRI = (MAD - ZVD) x 79,9/Cl

PVRI = (PAD-PCWP) x 79,9/ClI

Die Koérperoberflache der Schafe wurde von Guyton et al. folgend vom

Kdérpergewicht abgeleitet [44]
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2.2.4.2 Gasaustausch

Zu jedem Messzeitpunkt wurden arterielle und gemischt-vendése Blutgasanalysen
photometrisch durchgefihrt (ABL 520, Radiometer Copenhagen, Kopenhagen,
Danemark). Dabei wurden folgende Parameter bestimmt, der Hamoglobinwert (Hb),
die Sattigung des Hamoglobins mit Sauerstoff (HbO.), der Anteil des mit
Kohlenmonoxid (CO) beladenen Hamoglobins (COHb), ph-Wert, die Partialdriicke
von CO, und O, das Hydrogencarbonat (HCO3'), sowie der Basenlberschuss (BE).

2.4.5 Organentnahme

Mit Ablauf der Versuchszeit wurden die Tiere in tiefe Propofolandsthesie versetzt
und mit 100 ml gesattigter Kaliumchloridlésung getétet. Nach Begutachtung der
Organe in situ wurden Organproben zur weiteren Untersuchung entnommen. Dabei
handelte es sich um mehrere Anteile des Parenchyms folgender Organe: Lunge,
Leber und Milz. Des Weiteren wurden GefaBabschnitte der Arteria carotis und der
Aorta prapariert und ebenfalls Proben entnommen. Im Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitdt Muinster wurde die Hamoxygenase-Aktivitat der

entnommen Proben bestimmt.

2.3 Hamoxygenase-Aktivitat
Im Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Mlnster wurde die

Hamoxygenase-Aktivitdt der entnommenen Proben, wie in der Arbeit von COOK et

al. beschrieben, bestimmt (261

2.4 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes von n angegeben,
wobei n die Anzahl der Schafe der jeweiligen Untersuchungsgruppe reprasentiert.
Far die Gruppe der nicht-endotoxdmischen Kontrolltiere war n=6, In den Gruppen
der endotoxamischen Kontrolle und der endotoxamischen Intervention war jeweils
n=8.

Betrug die Irtumswahrscheinlichkeit fir einen Unterschied weniger als 5%, so wurde
dieser als statistisch signifikant definiert. Die gemessenen Parameter wurden mit
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Hilfe der Anova llI-Analyse (Zwei-Wege-Varianzanalyse flr wiederholte Messungen)
auf Signifikanz analysiert. Differenzen zwischen den beobachteten Parametern
wurden mit Hilfe des Fishers exact Tests und nachfolgendem t-Test flr
unverbundene Stichproben auf Signifikanz geprift. Die Signifikanzgrenze wurde hier
ebenfalls bei p<0,05 festgelegt. Die statistische Darstellung erfolgte mit Hilfe des
Microsoft Excel-2000-Programmes.
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3. Ergebnisse

Von den 26 instrumentierten Tieren wurden sechs Tiere als nicht-endotoxamische
Kontrolltiere behandelt. 20 Schafen wurde Endotoxin verabreicht. Tiere der
endotoxamischen Interventionsgruppe erhielten zusatzlich den HO-Inhibitor SnMPP.
Da vier Tiere im Verlauf der Endotoxindmie verstarben, wurden sie aus der
Auswertung der Studie ausgeschlossen. Es wurden acht Tiere der endotoxamischen
Kontrollgruppe und acht Tiere der endotoxamischen Interventionsgruppe in die
Studie aufgenommen.

nicht-endotoxamischen

3.1 Vergleich der Kontrollgruppe mit der

endotoxamischen Kontrollgruppe

Im Vergleich der nicht-endotoxamischen mit der endotoxamischen Kontrollgruppe
kam es zu signifikanten Unterschieden in der Hamodynamik. Die kontinuierliche
Applikation des Salmonella typhosa Endotoxins in einer Dosierung von 10 ng/kg/min
fihrte zu einem hyperdynamen, septischen Krankheitsbild. Der MAD (Abb.8) der
endotoxamischen Kontrollgruppe fiel von einem Ausgangswert von 85,1 + 1,2 mmHg
auf 76,6 = 3,8 mmHg nach 48 Stunden.
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Abb.8:  Mittlerer  systemarterieller ~Druck der nicht-
endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen
Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert + Standardfehler, *P<0,05
endotoxdmische Kontrollgruppe versus nicht-endotoxdmischer
Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus 0 Stunden.

Abb.9: Herzindex der nicht-endotox@mischen Kontrollgruppe
und der endotox@mischen Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert
+ Standardfehler, #*P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus  nicht-endotox@mischer  Kontrollgruppe.  °P<0,05
endotoxdmische Kontrollgruppe versus 0 Stunden.
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In der nicht-endotoxamischen Kontrollgruppe blieb der MAD konstant, bei einem
Ausgangswert von 85,1 £13,2 mmHg und einem MAD von 85,3 + 12,9 mmHg nach
48 Stunden. Wahrend der Endotoxindmie kam es zu einem signifikanten Anstieg
des Herzindex (Abb.9), innerhalb der ersten 24 Stunden von 6,7 + 0,3 I/min/m? auf
9,9 + 0,5 I/min/m?, nach 48 Stunden auf 8,5 + 0,5 I/min/m?. Der SVRI (Abb.10) war in
der Endotoxindmie signifikant erniedrigt, bei einem Ausgangswert von 969 * 45
dyn-s-cm®/m?, sank der systemische GefaBwiderstand nach 48 Stunden auf 690 +
54 dyn-s-cm™/m?. In der nicht-endotoxdmischen Kontrollgruppe blieben der SVRI

und der Herzindex wahrend der Versuchsdauer gleich.
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Abb.10:  Systemvaskuldrer Widerstandsindex der nicht- Abb.11: Schlagvolumenindex der nicht-endotoxdmischen
endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxédmischen Kontrollgruppe.
Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert + Standardfehler, #P<0,05 Legende: Mittelwert + Standardfehler, *P<0,05
endotoxdmische Kontrollgruppe versus nicht-endotoxdmischer endotoxdmische Kontrollgruppe versus nicht-endotoxdmischer
Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxédmische Kontrollgruppe
versus 0 Stunden. versus 0 Stunden.

Der SVI (Abb.11) blieb in der endotoxamischen Kontrollgruppe konstant, der
Ausgangswert lag bei 78,4 + 4,2 ml/m? und zu Versuchsende bei 79,3 + 3,8 mlI/m?. In
der nicht-endotoxamischen Kontrollgruppe stieg der SVI an, von einem
Ausgangswert bei 67,4 + 15,8 I/m? auf 79,9 + 15,8 ml/m? nach 48 Stunden. Die
Herzfrequenz (Abb.12) war in der endotoxamischen Kontrollgruppe signifikant
gesteigert, die Ausgangsfrequenz lag bei 83 £ 2,1 bpm, nach 48 Stunden bei 108 +

6,3 bpm. Die Herzfrequenz, im Vergleich zur nicht-endotoxamischen Kontroll-
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gruppe, war nach 24, 28, 32 und 48 Stunden signifikant erhdéht. Zu Versuchsbeginn

war die Herzfrequenz der endotox-

- Herzirequenz amischen Kontrolltiere 95 + 6
0,
] T Te Te bpm, zu Versuchsende 91 =+ 9,2
1;2 * * * . bpm. Die erhdéhten Herzindices in
w] ¥ 1 1 | L der  endotoxamischen Kontroll-
:2: Endoinirie gruppe beruhten auf einer Steigerung
" | | | | zsit der Herzfrequenz bei konstantem

0 2 2 » "

Schlagvolumenindex. Der pulmonal-
arterielle Druck (Abb.13) hatte in der

endotoxdmischen

Abb.12: Herzfrequenz der nicht-endotoxidmischen
Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Kontrollgruppe.
Legende: Mittelwert + Standardfehler, #P<0,05
endotoxdmische Kontrollgruppe versus nicht-endotoxdmischer
Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus 0 Stunden.

Kontrollgruppe
einen Ausgangswert von 17,6 £
1,1 mmHg und stieg nach 24 Stunden auf 22,1 + 1,5 mmHg, nach 48 Stunden wurde
ein MPAD von 20,5 + 0,9 mmHg gemessen. Der PVRI (Abb.14) der
endotoxamischen Tiere war im Verlauf tendenziell geringer als die Ausgangswerte,
aber nicht signifikant verdndert und im Vergleich zur nicht-endotoxamischen
Kontrollgruppe ebenfalls nicht signifikant verandert. Der MPAD der endotoxamischen
Tiere war ab 24 Stunden signifikant erhéht gegentber den nicht-endotoxamischen
Tieren. Der pulmonalarterielle Druck stieg bei unverandertem PVRI aufgrund des

erhohten CI an.
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Abb.13: Mittlerer pulmonalarterieller Druck der nicht- Abb.14: Pulmonalvaskuldrer Widerstandsindex der nicht-

endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen
Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert + Standardfehler, #P<0,05
endotox@mische Kontrollgruppe versus nicht-endotoxdmischer
Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus 0 Stunden.

endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen
Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert + Standardfehler, *P<0,05
endotox@mische Kontrollgruppe versus nicht-endotox@mischer
Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus 0 Stunden.
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Der ZVD und der PCWP (Tab.6 und 7) waren im Verlauf der Zeit in beiden Gruppen
und im Vergleich beider Gruppen nicht signifikant verédndert.

In der mit Endotoxin behandelten Gruppe wurde eine Kkontinuierliche
Temperaturerhdhung (Abb.15) gemessen. Die Kérpertemperatur betrug zu Beginn
des Versuches 39,8 + 0,4 Grad Celsius, nach 24 Stunden 41,3 + 0,6 Grad Celsius
und nach 48 Stunden 40,8 + 0,4 Grad Celsius. Die Tiere der nicht-endotoxamischen
Kontrollgruppe hatten zu Versuchsbeginn eine Kérpertemperatur von 39,7 + 0,4
Grad Celsius, nach 24 Stunden 39,7 £ 0,5 Grad Celsius und nach 48 Stunden 39,9
+ 0,5 Grad Celsius.
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Abb.15: Korperkerntemperatur (mittels Swan-Ganz-Katheter
gemessen) der nicht-endotoxd@mischen Kontrollgruppe und
der endotox@mischen Kontrollgruppe. Legende: Mittelwert *
Standardfehler, *P<0,05 endotoxdmische Kontrollgruppe
versus  nicht-endotox@mischer Kontrollgruppe. °P<0,05
endotox@mische Kontrollgruppe versus 0 Stunden.

Die durchgeflhrten Blutgasanalysen ergaben weder im zeitlichen Verlauf innerhalb
der Gruppen noch im Vergleich beider Gruppen signifikante Veranderungen. Der
arterieller pO. (Abb.16) war in beiden Gruppen konstant, ebenso der arterielle pH-
Wert (Abb.18). Tendenziell lagen die pO.-Werte der endotoxamischen Kontrolltiere
Uber denen der nicht-endotoxdmischen Kontrolltiere. Die arteriellen pCO.-Werte
(Abb.17) und der BasenilberschuB (Abb.19) waren in den ersten 32 Stunden
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Abb.16:  Arterieller pO, der nicht-endotoxdmischen
Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Kontrollgruppe.
Legende: Mittelwerte * Standardfehler, #*P< 0,05 versus
endotoxdmischer Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische
Kontrollgruppe versus O Stunden.
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Abb.17:  Arterieller pCO, der nicht-endotoxdmischen
Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Kontrollgruppe.
Legende: Mittelwerte * Standardfehler, #*P< 0,05 versus
endotoxdmischer Kontrollgruppe. °P<0,05 endotoxdmische
Kontrollgruppe versus O Stunden.

geringer als die Messwerte der nicht-endotoxamischen Kontrolltiere. Nach 48

Stunden waren der arterielle BasentberschuB und der pCO. der endotoxamischen

Kontrolltiere im zeitlichen Verlauf und im Vergleich zur nicht-endotoxamischen

Kontrollgruppe tendenziell erhdht.
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Abb.18: Arterieller pH-Wert der nicht-endotoxdmischen
Kontrollgruppe und der endotox@mischen Kontrollgruppe.
Legende: Mittelwerte * Standardfehler, *P< 0,05 versus
endotox@mischer Kontrollgruppe.
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Abb.19: Arterieller Baseniiberschuf} der nicht-endotoxédmischen
Kontrollgruppe und der endotox@mischen Kontrollgruppe.
Legende: Mittelwerte * Standardfehler, *P< 0,05 versus
endotoxdmischer Kontrollgruppe.
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Tab.6: Himodynamik der nicht-endotximischen Kontrollgruppe.

Hamodynamische Messwerte und errechnete MaBe in der nicht-endotoxamischen
Kontrollgruppe. Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen: HMV in
I/min, HI in I/min/m? , SVI in ml/m?, HF in bpm , MAD, MPAD, ZVD und PCWP in
mmHg , SVRI und PVRI in dyn-s-cm™®/m?. %P< 0,05 versus Oh.

Oh 24h 28h 32h 48h
Mittelwert 4,2 4,2 4,4 4,6 4,7
HMV
Standardabeichung +1,2 +1,2 +1,5 +1,4 +1,1
Mittelwert 6,5 6,3 6,6 6,9 7,1
HI
Standardabeichung +1,3 +1,1 10,8 10,9 10,9
SVI Mittelwert 67,4 69,5 74,8 77,2 78,9
Standardabeichung | +15,8 +12,1 +10,5 +12,9 +15,8
Mittelwert 95 91 90 91 91
HF
Standardabeichung 16,0 19,8 +10,5 +14,4 19,2
Mittelwert 85,2 82,3 83,7 83 85,3
MAD
Standardabeichung | +13,2 +12,0 +18,4 +11,8 +12,9
Mittelwert 18 16,7 15 17,2 16,7
MPAD
Standardabeichung 2.5 2.6 +2.5 2.9 13,2
Mittelwert 2,5 2,5 3 3,7 2,8
ZVD
Standardabeichung 2.6 +1,9 +3,5 +1,9 +2.1
Mittelwert 8,33 7,83 7 8 6.5
PCWP
Standardabeichung 1.4 +1,3 40,9 10,6 +1,6
Mittelwert 1065 1035 979 927 951
SVRI
Standardabeichung | £312 +185 1244 +144 1202
Mittelwert 119 109 96 106 115
PVRI
Standardabeichung +14 126 137 +32 +35
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Tab.7: Himodynamik der endotoximischen Kontrollgruppe

Hamodynamische Messwerte und errechnete MaBe in der endotoxamischen
Kontrollgruppe. Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen: HMV in
I/min, HI in I/min/m? , SVI in mi/m?, HF in bpm , MAD, MPAD, ZVD und PCWP in
mmHg , SVRI und PVRI in dyn-s-cm™®/m?. °P< 0,05 versus Oh.

Oh 24h 28h 32h 48h
Mittelwert 6,5 9,6° 9,0° 8,6° 8,4°
HMV
Standardabeichung 10,3 10,7 10,9 *1,0 10,6
Mittelwert 6,7 9,9° 9,3° 8,9° 8,5°
HI
Standardabeichung 10,3 10,5 10,7 10,9 10,5
SVI Mittelwert 78,4 86,9 80,9 77,9 79,3
Standardabeichung 472 4.5 +4,1 16,1 +3,8
Mittelwert 83 115° 116° 114° 108°
HF
Standardabeichung 2.1 16,9 16,9 +7.,9 16,3
Mittelwert 85,1 75,6° 75,3° 74,6° 76,6°
MAD
Standardabeichung +1,2 +1,8 3,7 13,6 13,8
Mittelwert 17,6 22,2° 21,4° 21,2° 20,5°
MPAD
Standardabeichung +1,1 +1,5 10,6 10,8 10,9
Mittelwert 3,9 53 4,6 4,1 5,3
ZVD
Standardabeichung +1,2 10,9 10,9 10,9 10,9
Mittelwert 7,4 9,4 9,5 9,4 8,8
PCWP
Standardabeichung 10,6 +0,7 +0,6 10,6 10,8
Mittelwert 969 579° 644° 693° 690°
SVRI
Standardabeichung +45 +40 +78 197 154
Mittelwert 121 106 106 116 111
PVRI
Standardabeichung +7 +14 +12 16 +8
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Tab. 8: Blutgasanalysen der nicht-endotoximischen Kontrollgruppe

Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen: pO. und pCO:; in
mmHg, ph-Wert in -log[H"] und der BaseniiberschuB in mmol/l. °P< 0,05 versus 0Oh.

Oh 24h 28h 32h 48h
pO, art. Mittelwert 106 107,1 102.,4 105,5 106.,5
Standardabeichung 17,2 15,9 15,6 4.9 4
pCO;» Mittelwert 42,2 38,2 39,6 39,5 39
art. Standardabeichung | 42 +2.3 +2.7 +2.6 +4,2
pH-Wert Mittelwert 7,46 7,48 7,47 7,46 7,47
art. Standardabeichung| 0,02 | 0,02 | 40,02 | 0,03 | 0,03
Mittelwert 5,8 5,5 3,5 4,2 4,2
BE art.
Standardabeichung +0,9 +1,9 +1,6 +0,7 12,1

Tab. 9: Blutgasanalysen der endotoxiamischen Kontrollgruppe

Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen: pO. und pCO:; in
mmHg, ph-Wert in -log[H"] und der Basen(iberschuB in mmol/l. °P< 0,05 versus 0h.

Oh 24h 28h 32h 48h
pO; art. Mittelwert 106,2 108,2 103,2 108,8 103,6
Standardabeichung | +5,7 4,6 8,1 +8,4 6,3
Mittelwert 37 35,3 37 35,2 39,9
pCO; art.
Standardabeichung 15 12,9 13,2 +3 2,1
pH-Wert Mittelwert 7,46 7,45 7,45 7,47 7,48
art. Standardabeichung | 40,03 +0,05 +0,04 +0,04 +0,03
Mittelwert 2,5 1,1 1,5 1,7 4.5
BE art.
Standardabeichung 12,9 2,1 12,6 12,3 12,5
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3.2 Vergleich der endotoxamischen Kontrollgruppe mit der

endotoxamischen Interventionsgruppe

Im Vergleich der endotoxamischen Interventionsgruppe mit der endotoxamischen
Kontrollgruppe traten keine signifikanten Unterschiede der erhobenen Messwerte flir
Hamodynamik und Blutgasanalyse auf.

Mittlerer systemarterieller Druck Herzindex
mmHg Vmin/m 2
100 4 124
90 | 10 Y T
.- o T
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Abb.20:  Mittlerer systemarterieller Druck der Abb.21: Herzindex der endotoxdmischen Kontrollgruppe und
endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen der endotoxdmischen Interventionsgruppe Legende:
Interventionsgruppe. Legende: Mittelwerte * Standardfehler, Mittelwerte £ Standardfehler, °P < 0,05 versus O Stunden.

°P < 0,05 versus 0 Stunden.

Die kontinuierliche Applikation des Salmonella typhosa Endotoxins flhrte wie
beschrieben (siehe 3.1) in der endotoxdmischen Kontrollgruppe zu einem
hyperdynamen, septischen Krankheitsbild. In  der endotoxamischen
Interventionsgruppe traten diese Veranderungen der Hamodynamik ebenfalls auf.
Der MAD (Abb. 20) der endotoxamischen Interventionsgruppe fiel signifikant von
einem Ausgangswert von 88,5 + 3,4 mmHg auf 78,3 = 3,5 mmHg nach 24 Stunden
und nach 48 Stunden auf 84,5 + 3,4 mmHg. Zu Versuchsende war der MAD der
endotoxamischen Interventionsgruppe gegenlber der endotoxdmischen
Kontrollgruppe tendenziell erhéht. In der endotoxamischen Kontrollgruppe betrug der
MAD zu Versuchsbeginn 85,1 £ 1,2 mmHg (Abb.20), nach 24 Stunden 75,6 + 1,8
mmHg und nach 48 Stunden 76,6 + 3,8 mmHg. Der Anstieg des Herzindex der
endotoxamischen Interventionsgruppe (Abb.21) war signifikant, innerhalb der
Versuchsdauer von 6,1 + 0,4 I/min/m? auf 8,3 + 0,6 |/min/m?. Der Herzindex der

endotoxamischen Kontrollgruppe —stieg signifikant von 6,7 £ 0,3 I/min/m? auf
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8,5 + 0,5 I/min/m? nach 24 Stunden. Der SVRI (Abb.22) war in der endotoxdmischen
Interventionsgruppe signifikant erniedrigt, bei einem Ausgangswert von 1153 + 69
dyn-s-cm™/m? sank der systemische GefaBwiderstand nach 48 Stunden auf 782 + 57
dyn-s-cm™/m?. In der endotoxamischen Kontrollgruppe fiel der SVRI (Abb.22) im

gleichen Zeitraum ebenfalls signifikant von 969 + 45 dyn-s-cm™/m? auf dyn-s-cm™>/m?.
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Abb.22: Systemvaskulérer Widerstandsindex der Abb.23: Schlagvolumenindex der endotoxdmischen
endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Interventionsgruppe.
Interventionsgruppe. Legende: Mittelwert = Standardfehler, °P Legende: Mittelwert * Standardfehler, °P < 0,05 versus 0
< 0,05 versus 0 Stunden. Stunden.

Der SVI (Abb.23, Tab.10) war in der endotoxamischen Interventionsgruppe konstant,

der Ausgangswert lag bei 72+ 3,8

Herzfrequenz 2 .

o ml/m= und zu Versuchsende bei 76,3
140
0] +4,6 ml2 In der endotoxamischen
110 4
100
90

Kontrollgruppe lag der SVI nach 48

) S Stunden bei 79,3 + 3,8 I/m? bei einem
60 Endotoxindmie

2
01 Ausgangswert von 784 * 4,2 1/m".
® 0 ‘ 24 ‘ 28 ‘ 32 ‘ 48 zén (h)

Die Herzfrequenz (Abb. 24, Tab.10)

der endotoxamischen Interventions-

Abb.24: Herzfrequenz der endotoxdmischen  Kontrollgruppe
und endotox@mischen Interventionsgruppe.

Legende: Mittelwert + Standardfehler, ° P < 0,05 versus O gruppe war, wie aUCh dle

Stunden. .
e Herzfrequenz der endotoxdmischen
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Kontrollgruppe, signifikant gesteigert. Die Ausgangsfrequenz lag bei 84 + 3,1 bpm,
nach 48 Stunden lag der Messwert bei 109 *+ 4,4 bpm.

Wie auch in der endotoxamischen Kontrollgruppe beruhten die erhéhten Herzindices
der endotoxamischen Interventionsgruppe auf einer Steigerung der Herzfrequenz,
nicht auf einer Erhéhung des Schlagvolumenindex.

Der pulmonalarterielle Druck (Abb.25) hatte in der endotoxamischen
Interventionsgruppe einen Ausgangswert von 16,9 + 1,5 mmHg und stieg nach 24
Stunden auf 22,8 £ 1,6 mmHg. Nach 48 Stunden wurde ein MPAD von 21 + 2,6
mmHg gemessen. In der Gruppe der endotoxamischen Kontrolltiere lag der MPAD
zu Versuchsbeginn bei 17,6 = 1,1 mmHg und zu Versuchsende bei 20,5 + 0,9
mmHg (Abb.25). Der MPAD der endotoxamischen Tiere, mit oder ohne SnMPP-
Behandlung, war nach 24 Stunden und den folgenden Messungen signifikant erhéht
gegenidber den nicht-endotoxamischen Tieren. Der pulmonalarterielle Druck stieg
bei unverandertem PVRI aufgrund des erhdhten Cl an. Der PVRI (Abb.25) der

endotoxamischen Interventionsgruppe betrug zu Beginn des Versuches 137 +

2

27 dyn-s-cm®/m? und es ergaben sich zu den folgenden Messungen keine

y Mittlerer pulmonalarterieller Druck Pulmonalvaskularer Widerstandsindex
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Abb.25: Mittlerer pulmonalarterieller Druck der Abb.26: Pulmonalvaskulérer Widerstandsindex der
endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen endotoxdmischen Kontrollgruppe und der endotoxdmischen
Interventionsgruppe. Legende: Mittelwert £ Standardfehler, °P< Interventionsgruppe. Legende: Mittelwert £ Standardfehler, °P<

0,05 versus 0 Stunden. 0,05 versus 0 Stunden.
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signifikanten Unterschiede. Wie bereits die Ausgangswerte so lagen die
pulmonalvaskularen Widerstandsindices der endotoxamischen Kontrollgruppe der
folgenden Messungen tendenziell unterhalb denen der endotoxamischen
Interventionsgruppe. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
endotoxamischen Gruppen bezlglich MPAD und PVRI auf.

Der ZVD und der PCWP waren im Verlauf der Zeit in beiden Gruppen und im

Vergleich beider Gruppen nicht signifikant verandert.
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Abb.27: Korpertemperatur der endotoxdmischen Kontrollgruppe
und endotoxdmischen Interventionsgruppe. Legende: Mittelwert
+ Standardfehler, °P < 0,05 versus O Stunden.

Bei den mit SnMPP und Endotoxin behandelten Tieren konnte ebenso eine
signifikante Temperaturerhbhung gemessen werden wie bei den ausschlieBlich mit
Endotoxin behandelten Tieren.

Die Koérperkerntemperatur (Abb. 27) der endotoxamischen Interventionsgruppe
betrug zu Versuchsbeginn 39,7 + 0,4 Grad Celsius, nach 24 Stunden 40,8 + 0,5
Grad Celsius und nach 48 Stunden 40,5 + 0,2 Grad Celsius. Es war kein

signifikanter Unterschied zwischen den endotoxamischen Gruppen festzustellen.
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Die Analyse der Blutgase ergab im Vergleich der endotoxamischen Kontrollgruppe
und der endotoxamischen Interventionsgruppe keine signifikanten Unterschiede. Der
arterielle pO. (Abb. 28) der endotoxamischen Interventionsgruppe lag zu
Versuchsbeginn bei 101,6 + 10 mmHg und war nach 48 Stunden mit 93,5 + 9,9
mmHg tendenziell erniedrigt. Nach 48 Stunden war der arterielle pO. (Abb. 16) der
endotoxamischen Kontrollgruppe tendenziell héher, bei 103,6 + 6,3 mmHg bei einem
Ausgangswert von 106,2 + 5,7 mmHg. Der arterielle pCO, (Abb. 29) sowie der
arterielle pH-Wert (Abb. 30,) der endotoxamischen Interventionsgruppe waren
wahrend der Versuchsdauer konstant, es gab weder im zeitlichen Verlauf noch im
Vergleich beider Gruppen signifikante Veranderungen.
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mmHg Endotoxindmie mmHg
120 - ~————Endo.+SnMPP 50 -

40 -
T
Ll L
30 4 Endotoxindmie
~———Endo.+SnMPP

115 4

110 4

105

100 -

95 4

90 4

25 4
85 4

80

20

0 24 28 32 4 2ot 0 24 28 32 48 Zeit(h)

Abb.28: Arterieller pO, der endotoxidmischen Kontrollgruppe Abb.29: Arterieller pCO, der endotoxdmischen Kontrollgruppe
und der endotoxdmischen Interventionsgruppe. Legende: und der endotoxdmischen Interventionsgruppe. Legende:
Mittelwert = Standardfehler, °P<0,05 versus O Stunden. Mittelwert = Standardfehler, °P<0,05 versus O Stunden.

Der Ausgangswert fir den arteriellen BasenlUberschuB der endotoxamischen
Interventionsgruppe (Abb. 31) lag bei 2,7 + 2,7 mmol/l, der der endotoxamischen
Interventionsgruppe bei 2,5 * 2,9 mmol/l. Nach Versuchsbeginn war der
BasenuberschuBB der endotoxamischen Interventionsgruppe gegenlber der
endotoxdmischen Kontrollgruppe erhdéht. Nach 48 Stunden betrug der
BasenuberschuB3 der Interventionsgruppe 8 + 5,1 mmol/l und der Kontrollgruppe 4,5

+ 2,5 mmol/l.
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Abb.30:  Arterieller pH-WErt der endotoxdmischen
Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Interventionsgruppe.
Legende: Mittelwert + Standardfehler, °P<0,05 versus 0
Stunden.

Abb.31: Arterieller Baseniiberschul dser endotoxdmischen
Kontrollgruppe und der endotoxdmischen Interventionsgruppe.
Legende: Mittelwert + Standardfehler, °P<0,05 versus 0
Stunden.
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Tab.10: Hamodynamik der endotox@amischen Interventionsgruppe

Hamodynamische Messwerte und errechnete MaBe in der endotoxamischen
Interventionsgruppe. Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen:
HMV in I/min, HI in I/min/m? , SVI in ml/m?, HF in bpm , MAD, MPAD, ZVD und
PCWP in mmHg , SVRI und PVRI in dyn-s-cm®/m?. °P< 0,05 versus Oh.

Oh 24h 28h 32h 48h
Mittelwert 6,2 8,7° 8,5° 9° 8,4°
HMV
Standardabeichung +0,5 10,6 +0,7 10,5 10,6
Mittelwert 6,1 8,5° 8,5° 8,9° 8,3°
HI
Standardabeichung 10,4 10,6 +0,7 10,5 10,6
SVI Mittelwert 72 72,3 69,3 76,9 76,3
Standardabeichung +3.8 +5,4 13,5 13,9 14,6
Mittelwert 84 119° 122° 117° 109°
HF
Standardabeichung 13,1 15,9 16 15 4.4
Mittelwert 88,5 78,3° 77,9° 75,4° 84,5
MAD
Standardabeichung 34 13,5 +4.6 +3,3 +3.4
Mittelwert 16,9 22,8° 21,4° 23,9° 21°
MPAD
Standardabeichung +1,5 +1,6 +1,5 2.3 12,6
Mittelwert 2,6 4 4.4 5,8° 5°
ZVD
Standardabeichung 10,9 +1,8 2,1+ +1,7 1.4
Mittelwert 7,1 7.5 8.8 9,1 7.8
PCWP
Standardabeichung +0,9 +1,8 +2.1 +1,7 *1,4
Mittelwert 1153 722° 726° 633° 782°
SVRI
Standardabeichung +69 +59 178 41 157
Mittelwert 137 151 122 133 131
PVRI
Standardabeichung 127 122 +12 +13 +19
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Tab. 11: Blutgasanalysen der endotoxamischen Interventionsgruppe

Angegebene Werte wurden in folgenden GréBen gemessen: pO, und pCO; in
mmHg, ph-Wert in -log[H"] und der BasenliberschuB in mmol/l. °P< 0,05 versus 0h.

Oh 24h 28h 32h 48h
pO, art. Mittelwert 101,6 104,8 106,2 102,3 93,5
Standardabeichung +10 16,9 15,2 15,6 19,9
Mittelwert 37,8 36,9 36,2 38,2 38,3
pCO; art.
Standardabeichung| +3,9 12,6 13,3 +3,2 6,1
pH-Wert Mittelwert 7,46 7,47 7,47 7,47 7,48
art. Standardabeichung | +0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,04 | +0,03
Mittelwert 2,7 3,9 2,8 3,6 8
BE art.
Standardabeichung 2,7 12,2 12,3 +2,9 +5,1

3.3 HO-Aktivitat

Um nachzuweisen, dass die applizierte Menge ausreichend und die Wirkdauer von
Sn-Mesoprotoporphyrin nicht Gberschritten worden sind, wurde die Wirksamkeit der
Hamoxygenase-Inhibition durch SnMPP nach Ende der Versuchszeit, also 24
Stunden nach dessen Applikation, in Untersuchungen an der WWU-Minster belegt
(Tab.12). Die Aktivitat der Hamoxygenase wurde in Lunge, Milz und Leber sowie der
Arteria carotis und der Aorta untersucht.

Lunge Milz Leber
Kontrolle 387131 224440 666184
Endotoxindmie 614467 366116 542474
Endo.+ SnMPP 5719 3576 11618

Tab.12: HO-Aktivitédt in pmol Bilirubin/mg Protein/h



Ergebnisse 48

In Aorta und Arteria carotis war mit der gewéahlten Methode keine Hadmoxygenase-
Aktivitdt nachzuweisen. Eine signifikant gesteigerte HO-Aktivitdt wahrend der
Endotoxindmie gegentber der Kontrollguppe konnte allein in der Lunge gezeigt
werden. In allen Proben, in denen Hamoxygenase-Aktivitat detektiert werden konnte,
war eine signifikante Aktivitats-Abnahme unter dem Einfluss von SnMPP
festzustellen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass SnMPP die
freigesetzten CO-Mengen wahrend des gesamten Versuchszeitraumes effektiv

reduziert hat.
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Die Sepsis, der septische Schock und das Multiorganversagen gehdéren auf nicht-
kardiologischen Intensivstationen zu den haufigsten Todesursachen in der modernen
Medizin %! Durch konventionelle Therapieverfahren wie z.B. Antibiotikatherapie,
chirurgische Intervention oder der Einsatz von vasoaktiven und positiv inotropen
Substanzen konnte die Mortalitat in den vergangenen Jahren nicht gesenkt werden
(3151 Daher sind neue Therapieansétze erforscht und zum Teil in die klinische Praxis

umgesetzt worden.

In randomisierten, kontrollierten Studien zeigten folgende TherapiemaBnahmen eine
Reduktion der Mortalitat: die Limitierung des Tidalvolumens bei acute lung injury
(ALI) und acute respiratory distress syndrome (ARDS) 2! friihe Volumen- bzw.
Blutgabe als early goal-directed therapy (EGDT) !"%!, Gabe von aktiviertem Protein C
(APC) '8 niedrig dosierte Steroidgabe ! und strenge Blutzuckerkontrolle ['*®!. Diese
TherapiemaBnahmen haben jedoch nur bedingten kausalen Einfluss auf die

systemische Inflammationsreaktion.

Des Weiteren konnten Substanzen, welche in die Entziindungskaskade eingreifen,
wie z.B. Interleukin-1-Rezeptorantagonisten ° oder auch NO-Synthase-Inhibitoren
(NOS-Inhibitoren) bisher am Menschen ohne Erfolg bzw. nur mit Teilerfolg eingesetzt
werden. So fuhrte z.B. die NOS-Inhibition die Patienten innerhalb der ersten 72
Stunden zwar schneller aus dem septischen Schock '®¥, konnte die 28 Tage-

Uberlebensrate jedoch nicht verbessern .

Neben der endogenen Bildung des Gases Stickstoffmonoxid wird im Kérper wahrend
einer Inflammation endogen auch Kohlenmonoxid (CO) gebildet. Nicht nur die
physiologischen Wirkungen beider Gase sind sehr &hnlich, sondern auch die

Enzymgruppe der Hamoxygenasen, die CO im Kdrper bildet, weist groBe Ahnlichkeit
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auf mit der Gruppe der NO-Synthasen. Beide besitzen eine induzierbare und eine
konstitutive Form. Durch die Inhibition der induzierbaren Form der
Hamoxygenase (HO-1) konnte in experimentellen Kleintierstudien eine
hamodynamische Verbesserung unter Endotoxindmie an der Ratte %! am
Kaninchen "1 und an der Maus "'*"! nachgewiesen werden. Die hdmodynamische
Verbesserung war mit einem Anstieg des MAD bzw. systolischen Blutdrucks
verbunden. WIESEL et al. zeigten an HO-1 Gen defizienten Mausen (HO-1
Knockout-Mausen, HO-1 -/-Mausen), also Tieren ohne HO-1-Aktivitdt, einen
signifikant héheren Blutdruck wahrend einer Endotoxinamie als bei Wildtypmausen
(411 Die HO-1 -/-Mause verstarben nicht an einer therapierefraktaren Hypotension,
die im klinischen Alltag bei der Endotoxindmie/Sepsis beobachtet wird, sondern an
einem Endorganversagen.

Der Nachweis einer Beteiligung von Kohlenmonoxid an den pathophysiologischen
Veranderungen der Sepsis nicht nur am Kleintiermodell, sondern auch am
GrofBtiermodell kénnte somit dazu beitragen, neue therapeutische Mdglichkeiten zu

erdffnen.

4.2 Endotoxin

In den Vereinigten Staaten stieg die Zahl der am septischen Schock verstorbenen
Patienten von 35000 im Jahre 1970 auf 215000 im Jahre 2000 "''%. Dabei konnte der
Nachweis signifikant erhdhter Endotoxinkonzentrationen bei Patienten mit schwerer
Sepsis in vielen Studien gezeigt werden [46:66:1061

Es korrelierte die Konzentration von Endotoxin im Blut mit der Erniedrigung des
systemvaskularen Widerstandes, mit myokardialer Depression, mit positiven
Blutkulturen sowie mit erhdhten Laktatspiegeln ?”. Endotoxin und die damit

verbundenen Kreislaufreaktionen haben also eine groBe klinische Bedeutung.
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In den durchgeflihrten Versuchsreihen verwendeten wir das Salmonella typhosa
Endotoxin, um eine Endotoxindmie mit einem hyperdynamen Kreislaufzustand zu
erreichen. Endotoxin, ein komplexes Lipopolysaccharid(LPS)-Molekil und
Bestandteil der Wand gramnegativer Bakterien, spielt eine zentrale Rolle als
exogener Mediator in der Pathogenese der Sepsis, des septischen Schocks und des

septischen Multiorganversagens [96:97:1061,

Es setzt sich aus drei Regionen
zusammen: der Polysaccharidseitenkette (=Antigen), dem inneren Lipid-
polysaccharidkern sowie der Lipid-A-Komponente. Diese Lipid-A-Komponente ist die
konstanteste Struktur in allen gramnegativen Keimen und reprasentiert diejenige
Endotoxinregion, die fir die Toxizitdt und die Stimulation biologischer Antworten
verantwortlich ist. Das Lipopolysaccharid bindende Protein (LBP), produziert in den
Hepatozyten, bindet mit hoher Affinitdt an die Lipid-A-Komponente von Endotoxin.
Der LBP-LPS-Komplex bindet an den CD14-Rezeptor auf Monozyten/Makrophagen
und Neutrophilen. Der CD14-Rezeptor enthalt keine transmembrandése Domane.
Nach der Bindung des LBP-LPS-Komplexes an den CD14-Rezeptor kommt es zu
einer Aggregation des CD14-Rezeptors, eines Adaptermolekiils MD2 und des Toll-
like-Rezeptors(TLR)-4. Dieser ist fur die transmembrandse Signaltransduktion
verantwortlich. Eine Stimulation dieser Oberflachenrezeptoren aktiviert die
intrazellularen Signaltransduktionskaskaden. Auch andere Oberflachenmolekile sind
auf LPS sensibel, dazu z&hlen der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor (MSR),
CD11b/CD18 und lonen-Kanéle, insbesondere Kalium-Kanale #°!.

LPS und der LBP-LPS-Komplex stellen einen sehr wirkungsvollen Mechanismus dar,
um die Synthese von potentiell toxischen Mediatoren, insbesondere TNF-alpha, in
Monozyten und Granulozyten zu stimulieren. Neben den proinflammatorischen
Zytokinen TNF-alpha und IL-1-beta werden auch Proteasen, O.-Radikale, Plattchen-
aktivierender Faktor (PAF), Eikosanide, Prostaglandine, Thromboxane und
Leukotriene freigesetzt.

Eine hyperdyname Kreislaufsituation mit Steigerung des Herz-Zeit-Volumens auf
ungefahr 150 % und Erniedrigung des systemvaskuldaren Widerstandes auf ca. 50 %
konnte bei gesunden Freiwilligen nach 3-5 Stunden intravendser Endotoxingabe



Diskussion 52

(4 ng/kg/min) beobachtet werden >'?"1 Somit ist es durch eine Endotoxin-
Infusion madglich, einen Kreislaufzustand zu erreichen, welcher der Frihphase
einer Sepsis entspricht. BOOKE (1996) hat mit lebenden Pseudomonas-aeruginosa-
Infusionen an Schafen nachgewiesen, dass dieser Zustand auch mit einer
Bakteriamie zu erreichen ist und die hamodynamischen Effekte einer Endotoxin-

Infusion und einer Bakteridamie vergleichbar sind "1,

Dem entsprechen die Ergebnisse in der vorliegenden Studie (Abb.8-10), wobei
mittels kontinuierlicher Infusion des Salmonella-typhosa-Endotoxin (10 ng/kg/min)
und Volumensubstitution ein konstanter hyperdynamer Zustand erreicht werden
konnte. Die experimentelle Endotoxindmie ist als valides Sepsismodell anerkannt
17301 'Den Untersuchungen der Endotoxindmie im Tiermodell wird ein wesentlicher

Anteil am gegenwartigen Erkenntnisstand der Pathophysiologie zugeschrieben %1%,

Als Alternative zum endotoxamischen Modell werden in der Sepsisforschung Modelle
mit einem infektidsen Fokus angewandt. Dabei wird zum Beispiel durch Zdékal-
Ligation und -Perforation eine Peritonitis ausgeldst. Diese Verfahrensweise der
experimentellen Sepsis ist jedoch durch die Bauchhdhlen-Operation mit einem

erhdhten Aufwand verbunden und schwer standardisierbar 2.

Die parenterale Endotoxinzufuhr mittels kontinuierlicher Infusion gewahrleistet einen
standardisierten Versuchsaufbau **!. Gegeniiber der experimentellen Bakteriamie ist
bei einer Endotoxingabe eine mégliche Keimvermehrung ausgeschlossen und eine
exaktere Dosierbarkeit gegeben. Zudem ist eine Umgebungskontamination

ausgeschlossen.

Ein moéglicher Nachteil der Endotoxinamie gegenliber der experimentellen Sepsis ist
die einer beschrankten Darstellung der lokalen und systemischen pro- und anti-
inflammatorischen Ablaufe im Versuchstier . Die  Zytokinantwort und die

Sepsisbehandlung bei einer fokalen Infektion unterscheiden sich von der
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Endotoxinamie “". Da in der durchgefiihrten Versuchsreihe jedoch die
hamodynamischen  Verdnderungen und nicht das Zytokinnetzwerk im
Vordergrund standen, stellt die Endotoxinamie in diesem Fall ein geeignetes Modell
dar.

4.3 Das Schafmodell der chronischen Endotoxinamie

Fir ein experimentelles Tiermodell sollte eine Ubertragung auf den Menschen im
Vordergrund stehen und somit ein Modell angewandt werden, welches klinischen
Erkrankungsbildern entspricht. So forderten PARKER & WATKINS (2001) neben der
Ubertragbarkeit auf den Menschen fiir ein optimales tierexperimentelles Modell unter
anderem folgende Kriterien: einfacher Versuchsaufbau, gute Reproduzierbarkeit,
Méglichkeit eines invasiven hamodynamischen Monitorings, sowie die Md&glichkeit
repetitiver Blutentnahmen, die ohne Auswirkungen auf die Zirkulation bleiben sollen
98] Die Versuchstiere sollen eindeutige Reaktionen der systemischen Inflammation
als Antwort auf einen Stimulus entwickeln. Die inflammatorische Reaktion soll sich
schrittweise vom Beginn (z.B. lokale Reaktion) Uber eine systemische
Entziindungsantwort bis hin zum MODS entwickeln. Idealerweise kann dies am nicht-
anasthesierten Tier dargestellt werden, sofern ethische Grinde nicht dagegen
sprechen.

Diese gestellten Forderungen wurden in dem angewandten Schafmodell der
chronischen Endotoxindmie nahezu vollstandig erflllt. Aufgrund seines ruhigen
Wesens kann das Schaf sehr gut im Wachzustand untersucht werden, wodurch
Veranderungen als mégliche Folge von Anédsthetika und Analgetika ausgeschlossen
werden kdnnen. Der einfache, gut standardisierte und reproduzierbare
Versuchsaufbau wurde an allen Schafen durchgefiihrt und die erzielten Ergebnisse
belegen eine systemische Inflammationsantwort, die dem Status eines Patienten mit
Sepsis sehr ahnlich sind. Auch international ist das Schafmodell zur Sepsisforschung

und Entwicklung neuer Therapien in der systemischen Inflammation anerkannt 1'*2,
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Hinzu kommt, dass der Mensch und das Schaf im Gegensatz zu anderen Spezies,
auf dieselben Endotoxindosen reagieren ">'?". Tierarten wie zum Beispiel Paviane,
Ratten und Méause sind dagegen relativ unempfindlich gegeniiber Endotoxin 2029931,
BOOKE et al. (1995) berichteten dariiber, dass fiir eine Reaktion bei Mausen eine
viermillionenfach héhere Dosierung des Endotoxins bendtigt wird als beim Menschen
211 Schafe reagieren sensibel auf Endotoxin; gebrduchliche Endotoxin-Dosen
variieren zwischen 1 ug/kg bis 1,5 ug/kg bei Bolusgabe %2139 ynd zwischen 6-24
ng/kg/min sowie 20-40 ng/kg/min bei kontinuierlicher Infusion %33 Menschen

(siehe 4.2) reagieren also auf ahnliche Endotoxindosen (4 ng/kg/min) wie das Schaf.

Darliber hinaus entsprechen die funktionalen Verdnderungen nach Endotoxin-
Infusion beim Schaf denjenigen, die beim Patienten mit Sepsis oder ARDS

(1011331 So fiihrt die kontinuierliche Infusion beim wachen,

beobachtet werden
chronisch instrumentierten Schaf zu einer hyperdynamen Kreislaufsituation mit
entsprechender Steigerung des Herz-Zeit-Volumens und Erniedrigung des
systemvaskularen Widerstands, die ebenso bei Patienten mit septischem Schock

anzutreffen ist.
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4.4 Bedeutung der HO-Inhibition wéahrend der Endotoxindmie/Sepsis

4.4.1 HO-Induktion und Aktivitat wahrend Sepsis und Endotoxindmie

Der endotoxdmische Schock ist eine lebensbedrohliche Folge einer schweren
Infektion mit gram-negativen Keimen, charakterisiert durch eine Relaxation der
glatten GefaBmuskelzellen mit ausgepragter Hypotension. Wie bereits unter 4.1
erwahnt zeigt eine Intervention am NOS/NO-System durch NOS-Inhibition am
Menschen keinen bzw. lediglich einen Teilerfolg. Fir das HO/CO-System, welches
einige Gemeinsamkeiten mit dem NOS/NO-System aufweist, konnte in Studien an
Tier und Mensch eine Induktion der Hamoxygenase durch Endotoxindmie/Sepsis
gezeigt werden.

CHOI (1996) beschrieb die Hamoxygenase als ein ubiquitires Enzym #!. In
bakteriamischen bzw. endotoxamischen tierexperimentellen Ratten- und
Mausemodellen konnte eine Induktion unter anderem im Parenchym von Leber, Milz,
Lunge, Niere und Myokard beobachtet werden 7:21:22:90.107.125.1331 g4 konnten CAMHI
et al. (1995) in einer der ersten Arbeiten in der Sepsisforschung im Lungengewebe
von Ratten einen LPS induzierten Anstieg der HO-1-mRNA-Level nachweisen %!,
Dieser korrelierte mit einer erhdhten Konzentration des HO-1-Enzyms und dessen
gesteigerter Aktivitdt. Auch in GefaBen, so z.B. der Aorta und Arteriolen von
méannlichen Sprague-Dawley Ratten "'**!, konnte durch Endotoxingabe eine Induktion
der HO-1 nachgewiesen werden (siehe 4.4.2).

Des Weiteren wurden Studien zur Hamoxygenase-Aktivitat an septischen und kritisch
kranken Patienten auf Intensivstationen durchgefihrt. Im Vergleich zu nicht
septischen Intensivpatienten konnte bei septischen Patienten sowohl eine vermehrte
Bildung von endogenem CO % als auch eine héhere Konzentration von CO in der
Ausatemluft beobachtet werden "**1. Gleiches hatten bereits SCHARTE et al. (2000)
in der Ausatemluft von 30 kritisch kranken Patienten gezeigt, wobei keine Korrelation
zwischen der Konzentration von CO in der Ausatemluft und der

Carboxyhédmoglobinkonzentration in arteriellen und zentralvendsen Blutproben
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Bestand '"®!. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass es in der Lunge zu
einer vermehrten Freisetzung von CO als Folge einer HO-1-Induktion kommt.
Skelettmuskelproben septischer Patienten zeigten ebenfalls eine erhéhte Expression

der Hamoxygenase "%,

Allen drei Versuchsgruppen der von uns untersuchten Schafe (Kontrollgruppe,
endotoxdmische Gruppe und endotoxamische Interventions-Gruppe) wurden
Gewebeproben entnommen und die HO-Aktivitat bestimmt (siehe Ergebnisteil). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe wurde durch Endotoxingabe die HO-Aktivitat in der Milz
und besonders signifikant in der Lunge gesteigert. Dieses entspricht den
Ergebnissen anderer Untersuchungen 728391 |m Leberparenchym wurde dagegen
eine geringflgig erniedrigte HO-Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen.
Das Endotoxin hatte in unseren Untersuchungen in diesem Organ des Schafs also
keine induzierende Wirkung im Gegensatz zu Studien an Ratten "),

Die Proben der endotoxamischen Interventionsgruppe zeigten in allen drei Organen
einen signifikanten Abfall der gemessenen HO-Aktivitdt, als Beleg fur die HO-
Inhibition durch SnMPP.

4.4.2 Effekte der HO-Inhibition auf das kardiovaskuladre System

Kohlenmonoxid (CO) ist, wie auch Stickstoffmonoxid (NO), in der Lage an den Ham-
Anteil der l6slichen Guanylatzyklase zu binden und so zur Bildung des relaxierend
wirkenden cGMP beizutragen "®!. MORITA et al. (1995) haben an glatten
GefaBmuskelzellen in vitro nachgewiesen, dass die HO-1 durch Hypoxie induzierbar
ist und dass die Freisetzung von CO zu einer Akkumulation von cGMP in diesen
Zellen fiihrt ¥ Im gleichen Versuchsansatz konnte fir das freigesetzte CO ein
inhibitorischer Effekt auf die Produktion von vasoaktiven Substanzen (z.B.
Endothelin-1) gezeigt werden ®'!. In einem in vivo Modell an der Ratte konnten
RAJU und MAINES (1996) nach akuter renaler Ischamie und anschlieBender



Diskussion 57

Reperfusion eine Aktivierung der HO-1 am Herzen und in der Aorta nachweisen %4,
Diese Beobachtungen lassen eine Schutzfunktion des HO/CO-Systems durch eine
CO verursachte Vasodilatation vermuten und legen eine physiologisch bedeutende

Rolle des CO im vaskularen System nahe.

YET et al. (1997) untersuchten als eine der ersten Arbeitsgruppen den Einfluss der
HO-1 auf die Hamodynamik wahrend einer Endotoxindmie *°. In ihrer Arbeit an
mannlichen Sprague-Dawley Ratten konnten sie nach 9stindiger Endotoxindmie
sowohl einen deutlichen Anstieg der HO-1-mRNA- und HO-1-Protein-Level im
GeféaBsystem als auch eine Steigerung der HO-Aktivitat um das 8,9fache der
Ausgangswerte nachweisen. Dabei konnten durch immunozytochemischen
Nachweis erhéhte HO-1-Protein-Level in glatten GefaBmuskelzellen und im Endothel
von Aorta und Arteriolen gemessen werden. Dartber hinaus gelang es durch HO-
Inhibition, in diesem Fall durch Zink-Protoporphyrin IX, die durch Endotoxingabe
verursachte Hypotension aufzuheben.

Zu gleichen Ergebnissen kamen OU et al. (1999) in einem CLP Sepsis Modell an
Ratten. Sie setzten als HO-Inhibitor in dieser Untersuchung Zink-Deuteroporphyrin-
2,4-Bisglycol ein und konnten eine signifikante Verringerung der HO-Aktivitat und
CO-Freisetzung verbunden mit einem Anstieg des systolischen und diastolischen
Blutdrucks nachweisen #%!,

Auch im Versuch an Kaninchen konnte durch Injektion von Zink-Protoporphyrin IX die

durch Endotoxin verursachte Hypotension aufgehoben werden 471,

Neben den genannten Studien zur medikamentdsen Inhibition der Hamoxygenase
wurden auch Untersuchungen an endotoxamischen Mausen durchgefihrt, denen
das Gen fur HO-1 fehlte.

WIESEL et al. (2000) untersuchten homozygot positive (+/+), heterozygot (+/-) und
homozygot negative (--) Mause "', Nach 4- bzw. 24stiindiger LPS-Administration
konnte im Vergleich zu den ersten beiden Gruppen erwartungsgemafB bei den
homozygot negativen (-/-) Mausen keine HO-1 nachgewiesen werden. Des Weiteren

konnte festgestellt werden, dass der systolische Blutdruck nach 24 Stunden in der
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Gruppe der HO-1 -/- Mause hdéher als der Ausgangswert lag und signifikant erhéht im
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen war. Die Autoren begriindeten dies durch
eine Erhdéhung des Vasokonstriktors Endothelin-1, dessen Freisetzung durch CO

inhibiert wird ©",

Trotz des erhdhten systolischen Blutdrucks wahrend der
Endotoxindmie bei HO-1 -/- Mausen war die Mortalitatsrate bei diesen Tieren hdher.
Sie zeigten hepatische und renale Dysfunktionen als Zeichen einer reduzierten
zellularen Stressabwehr, die bei HO-1 +/+ und HO-1 +/- M&usen nicht auftraten. Es
konnte also gezeigt werden, dass diese Tiere nicht an einer therapierefraktaren
Hypotension verstarben, sondern an einer Endorgandysfunktion.

POSS et al. (1997) konnten an jungen HO-1 -/- Mause dhnliches beobachten ', Als
Zeichen einer reduzierten zellularen Stressabwehr zeigten diese Tiere wahrend einer
Endotoxindmie vermehrt hepatische Nekrosen und eine erhéhte Mortalitatsrate.
Zusatzlich untersuchten sie embryonale Fibroblasten von HO-1 -/- M&usen. Diese
reagierten im Vergleich zu Fibroblasten von HO-1 +/+ Mausen wesentlich sensitiver
auf oxidativen Stress. HO-1 Gen-defiziente Mause scheinen also anfélliger fur
oxidativen Stress zu sein.

In der Literatur gibt es fiir den Menschen nur einen Fallbericht. YACHIE et al. (1999),
KAWASHIMA et al. (2002) und OHTA et al. (2000) berichten von einem HO-1 -/-
Jungen P11 Im Verlauf traten eine héhere Empfindlichkeit fiir oxidativen Stress,
Wachstumsretardierung, hamolytische Anamie mit paradoxem Ansteigen von
Haptoglobin und niedrigem Bilirubin, Leukozytose, Thrombozytose, Koagulopathie,
endothelialen und tubulorenalen Schaden mit Ha&maturie und Proteinurie,
Hyperlipiddmie und Amyloidablagerungen in Leber und Nebennieren auf. Dieses
fihrte zu einem frihen Versterben des Jungen. Von Verdnderungen der
Hamodynamik oder Blutdruckabweichungen ist nicht berichtet worden.

Eine Veranderung der systemischen Hamodynamik konnte in GroBtiermodellen,
analog zum Fallbericht am Menschen, ebenfalls nicht beobachtet werden. NALOS et
al. (2003) untersuchten anasthesierte und mechanisch ventilierte Schweine im
Zustand der hyperdynamen Endotoxindmie . Den Tieren wurde neben LPS auch

kolloidale Flussigkeit zugefihrt, um einen hyperdynamen Kreislaufzustand mit einem
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MAD (ber 60 mmHg zu erreichen. Nach 12stiindiger LPS-Administration erhielten
die Tiere den HO-1 Inhibitor Zinn-Mesoporphyrin (SnMP) und wurden flr weitere 12
Stunden mit LPS behandelt. In den abschlieBenden Messungen zeigte sich, dass
SnMP keinen Einfluss auf MAD, CI und SVRI hatte. Auch die untersuchten Blutflisse
in der gastrointestinalen Makro- und Mirkozirkulation blieben unverandert. Einziger
Unterschied war der Anstieg des MPAD unter HO-Inhibition nach 24 Stunden.
Entsprechend den Ergebnissen der systemischen Hdmodynamik am hyperdynamen
endotoxamischen Schweinemodell stellten sich die Resultate unserer Studie dar. In
unserem Modell des chronisch instrumentierten endotoxdmischen Schafs fanden wir
keine Veranderung durch HO-Inhibition in Bezug auf MAD, ClI und SVRI. Im
Gegensatz zum Modell des endotoxamischen und mechanisch ventilierten Schweins
konnten wir am wachen, spontanatmenden Schaf keinen signifikanten Unterschied
des MPAD feststellen.

Zur Bestimmung der HO-Aktivitdt wurden den Schafen aller drei Versuchsgruppen
Proben aus der Aorta und der Arteria carotis entnommen "*%. Proben aus anderen
GefaBen wurden nicht untersucht. Unabhangig von einer Endotoxindmie und einer
Behandlung mit SnMPP konnte in allen drei Versuchstiergruppen keine Aktivitat der
Hamoxygenase in den GefaBen festgestellt werden.

Dies Resultat unterscheidet sich deutlich von den Beobachtungen an Ratten #3431,

[141] [147]

Mausen und Kaninchen Insgesamt scheinen die Ergebnisse bei
Untersuchungen an Kleintiermodellen nur bedingt auf GroBtiermodelle bzw. den
Menschen Ubertragbar zu sein. Die Inhibition der HO-1 hat sich im Rahmen der
Endotoxindmie weder stabilisierend auf die Hamodynamik von GrofBtieren
ausgewirkt noch deren Uberlebensrate verbessert. Am Kleintiermodell konnten
WIESEL et al. (2000) zwar eine Steigerung des systolischen Bluddrucks feststellen,
gleichzeitig aber auch eine Erhdhung der Mortalitdtsrate nachweisen "', Auch
PERRELLA und YET (2003) beschreiben ein friheres Ende der Hypotension in
endotoxamischen HO -/- Mausen, jedoch mit erhéhter Mortalitdt und gesteigerter
Inzidenz von Endorganschaden %!, Die Annahme, dass eine Erhdhung des

Blutdruckes unter endotoxdmischen Bedingungen durch Hemmung der
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Hamoxygenase eine Verbesserung flr den Krankheitsverlauf bewirkt, war also in
diesen Kleintiermodellen nicht gegeben. Im Gegenteil, einige Autoren berichten Gber
eine Schutzfunktion durch Uberexpression von HO-1, auf die an spaterer Stelle
(4.4.3) genauer eingegangen werden soll.
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4.4.3 Effekte der HO-Inhibition auf das pulmonale System

Zahlreiche Untersuchungen konnten eine ausgepragte HO-Induktion mit gesteigerter
HO-AKktivitat in der Lunge als Folge einer Endotoxindmie nachweisen (siehe 4.4.1).
Welchen Einfluss die HO-Inhibition auf die pulmonale Hamodynamik, insbesondere
den pulmonalen Blutdruck und GefaBwiderstand unter Endotoxindmie, dabei hat, ist
insgesamt aber wenig untersucht worden.

Am bereits erwdhnten endotoxamischen Schweinemodell beobachteten NALOS et
al. (2003) eine signifikante Steigerung des MPAD durch HO-Inhibition mit Zinn-
Mesoporphyrin wahrend kontinuierlicher LPS-Gabe und 24stiindiger mechanischer

n 8. Ebenfalls einen vasokonstriktiven Effekt durch HO-Inhibition mit Zink-

Ventilatio
protoporphyrin IX an Zellen der pulmonalen Strombahn von Ratten konnten HARVEY
et al. (2004) zeigen !, Bei unterschiedlichen Mengen von LPS wurde der Einfluss
der HO-Hemmung auf die Kontraktilitat von Perizyten gemessen. Perizyten sind zur
Kontraktion befahigte Zellen, welche abluminal der Endothelzellen liegen und somit
mitverantwortlich fir die Vasokonstriktion sind. Durch die HO-Inhibition konnte eine
signifikante Reduktion der durch LPS verursachten Relaxation erreicht werden.
Dieses stand jedoch in Abhangigkeit von der LPS Konzentration. Hoéhere
Konzentrationen schwéchten den erzielten Effekt der HO-Inhibition ab. Die
Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen lassen vermuten, dass die Inhibition des

HO/CO-Systems zu einer Vasokonstriktion im pulmonalarteriellen System fihrt.

Dies wird auch gestttzt durch Untersuchungen am Modell der hypoxisch pulmonalen
Vasokonstriktion. So konnten zum Beispiel VASSALLI et al. (2001) an gesunden
anasthesierten Hunden eine Abschwachung der hypoxisch pulmonalen
Vasokonstriktion durch CO-Gabe unter NO-Inhibition und einen Anstieg des MPAD
durch HO-Inhibition mit SnMP demonstrieren 371,

Auch an isoliert perfundierten Rattenlungen konnte durch Zugabe von CO zum
Ventilationsgas eine Reduktion der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion

nachgewiesen werden %",
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Die Resultate der aufgefiihrten Studien, die einen Einfluss des HO/CO-Systems auf
das pulmonalarterielle System zeigten, konnten in den von uns untersuchten
Schafen nicht bestatigt werden. Die HO-Inhibition flhrte bei den Schafen der
endotoxamischen Interventionsgruppe zu keinen signifikanten Veranderungen in
Bezug auf MPAD und PVRI im Vergleich zur endotoxamischen Gruppe.

Eine aussagekréftige Beurteilung zum Effekt der HO-Inhibition auf die pulmonale
Hamodynamik Iasst sich anhand der geringen und widersprichlichen Datenlage also
nicht treffen.

Wesentlich umfangreicher ist die Datenlage in Bezug auf den Einfluss des HO/CO-
Systems als potentielle Noxen der Lunge.

Als Modell der potentiellen Noxe bzw. des Lungenschadens wurde neben der Gabe
von LPS zumeist das Modell der Hyperoxie als schadigender Einfluss auf das
Lungengewebe eingesetzt. Obwohl sich beide Modelle in ihrer zytotoxischen
Atiologie erheblich unterscheiden, sind sie jedoch auf intrazellularer Basis eng
miteinander verknipft. In beiden Modellen werden enorme Mengen an reaktiven
Sauerstoffderivaten freigesetzt, welche die Ursache flir einen Gewebeschaden
darstellen. In einer Reihe von Studien wurde nach Beeinflussung des HO/CO-
Systems dessen Auswirkung auf den hyperoxisch verursachten Zellschaden
untersucht.

SUTTNER et al. (1999) untersuchten Zellen aus fetalen Rattenlungen, die mit HO-1-
cDNA transfiziert worden waren, was eine Verdopplung der HO-Aktivitat nach sich
zog '"?". Die folgende 48stiindige Hyperoxie zeigte in den so behandelten Zellen
eine Verminderung des Zellsterbens im Vergleich zur Kontrollgruppe, also eine
bessere Widerstandsfahigkeit gegentber einem hyperoxischen Zellschaden.
Gleiches konnten OTTERBEIN et al. (1999) nachweisen ®'. Ein adenoviraler
Gentransfer von HO-1 in adulte Rattenlungen lieB die Expression von HO-1
erwartungsgeman steigen und reduzierte gleichzeitig das AusmaB des Zellschadens
durch eine Hyperoxie. Dabei konnte eine signifikante Reduktion von Odemen,
Hamorrhagien und Inflammation festgestellt werden. Auch an menschlichen
pulmonalen Epithelzellen flhrte eine Transfizierung mit HO-1-cDNA von Ratten zu
einer gesteigerten HO-Enzymaktivitdt mit dem Ergebnis eines verlangsamten
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Zellwachstums und einer gréBeren Widerstandsfahigkeit gegentber Hyperoxie.
Beides war unter HO-Inhibition reversibel . Neben der DNA-Transfizierung wurde
auch die intratracheale Gabe eines HO-1-Induktors und dessen Auswirkung
untersucht. So setzten TAYLOR et al. (1998) Hamoglobin als potenten HO-1-Induktor
ein und konnten einen deutlich geringeren hyperoxischen Zellschaden feststellen als
ohne HO-1-Induktion 128!,

Eine gesteigerte HO-1-Aktivitat Iasst also einen zytoprotektiven Effekt vermuten.

Das AusmaB des zytoprotektiven Effektes durch eine quantitative Steigerung der
Expression von HO-1 scheint begrenzt zu sein. So haben SUTTNER und DENNERY
(1999) gezeigt, dass eine moderate Uberexpression von HO-1 in Fibroblasten
zytoprotektiv gegen oxidativen Schaden war, eine zu starke Uberexpression jedoch

mit erhdhter Zytotoxizitat assoziiert war 2%,

Auch die konstitutionelle Form der Hamoxygenase scheint bedeutend zu sein. Und
zwar konnte gezeigt werden, dass HO-2 -/- Mause empfindlicher gegentber
hyperoxischen Lungenschaden waren und eine erhéhte Mortalitdt aufwiesen obwonhl

gleichzeitig eine erhdhte HO-1 Expression bestand .

Ferner lassen auch Modelle der Endotoxindmie/Sepsis auf einen Uberwiegend
protektiven Effekt des HO/CO-Systems flir die Lunge schlieBen.

Bereits 1995 konnten dies OTTERBEIN et al. an Ratten zeigen 2. Bevor die zu
untersuchenden Tiere LPS erhielten, wurden sie mit Hadmoglobin behandelt, was
erwartungsgeman zu einer HO-1 Induktion in der Lunge flhrte. Wichtig aber ist die
Tatsache, dass bei der darauffolgenden, eigentlich letalen Dosis von Endotoxin eine
100%ige Uberlebensrate eintrat. Des Weiteren beobachteten TAKAHASHI et al.
(1999) an einem durch intraperitoneale Gabe von LPS ausgelésten MODS-Modell
der Ratte eine signifikante Verstarkung des Lungenschadens durch HO-Inhibition
[126].

ZAMPETAKI et al. (2003) untersuchten transgene Mause, denen humane cDNA fir

HO-1 in das Lungenepithel transferiert wurde "'*®!. In der bronchoalveoldren Lavage
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der transgenen Tiere wurde eine signifikante Reduktion der ausgeschuitteten
Zytokine in die Luftwege, als Ergebnis einer verminderten proinflammatorischen
Reaktion, festgestellt. Auch an menschlichen Epitheliumzellen aus der Trachea
konnte mittels HO-1 Induktion durch Hamin ein Schutz vor oxidativem Stress
beobachtet werden [*¥. Durch HO-Inhibition war dieser Effekt aufzuheben.

Nicht zuletzt gibt es auch Hinweise fir einen protektiven Effekt durch Hamoxygenase
an septischen Patienten. So konnte in der bereits erwahnten Studie von ZEGDI et al.
(2002) gemessen werden, dass Uberlebende der Sepsis eine signifikant héhere CO-

Produktion am ersten Tag der Sepsis hatten im Vergleich zu Nicht-Uberlebenden
[149]

Die Arbeitsgruppe um OTTERBEIN (2000) hat gezeigt, dass nicht nur durch die
Induktion von HO-1 ein zytoprotektiver Effekt zu erreichen ist, sondern auch die
Gabe von Kohlenstoffmonoxid eine potente antiinflammatorische Wirkung zeigt '*%,
Sie konnten demonstrieren, dass CO in niedriger Konzentration, sowohl in vivo als
auch in vitro, eine Inhibition der durch LPS ausgelésten Expression
proinflammatorischer Zytokine verursacht. Es wurden erniedrigte Spiegel von TNF-a
und Interleukin-1B3, bei gleichzeitiger ~Erhdhung der Expression von
antiinflammatorisch wirkendem Interleukin-10, nachgewiesen.

Der Einfluss einer niedrig dosierten CO-Gabe auf den Granulozyten-Makrophagen
colony-stimulating-factor (GM-CSF) wurde von SARADY et al. (2002) an

121 Dieser Faktor fiihrt zu einer Stimulation der

Makrophagen untersucht
Proliferation, Reifung und effektiver Funktion von Leukozyten, welche ursachlich an
einer proinflammatorischen Reaktion beteiligt sind. Durch CO-Gabe wurde die GM-
CSF-Produktion in Makrophagen inhibiert und somit die proinflammatorische

Reaktion reduziert.

Zusammenfassend scheint die Induktion des HO/CO-Systems bzw. die niedrig
dosierte CO-Gabe unter Endotoxindmie und Hyperoxie, eine protektive Wirkung auf
das pulmonale System zu haben. Die Inhibition des HO/CO-Systems kann sich also,
schédlich auswirken.
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In den von uns untersuchten Tieren wurde neben der klinischen Beurteilung und dem
Outcome auch eine makroskopische Beurteilung der Lungen in situ durchgefihrt.
Dabei ergab sich ungeachtet einer HO-Inhibition kein Unterschied. Eine
immunhistochemische oder histologische Aufarbeitung des Lungenparenchyms hat

nicht stattgefunden.

4.5 Weitere klinische Bedeutung des HO-Systems

Die unter 4.4.2 aufgeflhrten vasodilatatorischen und damit blutdrucksenkenden
Eigenschaften des HO/CO-Systems konnten auch an nicht-septischen
Kleintierversuchen nachgewiesen werden #4119,

Dabei stellten verschiedene Arbeitsgruppen unterschiedliche Wirkmechanismen in
den Vordergrund. So demonstrierten SACERDOTI et al. (1989) und ESCALANTE et
al. (1991), dass sowohl eine kurz- als auch eine langfristige Gabe von HO-1-
Induktoren bei hypertensiven Ratten zu einer cGMP-vermittelten Normalisierung des
Blutdrucks fiihrt ¥+ CO ist aber auch in der Lage in glatten GefaBmuskelzellen,
unabhangig von cGMP, durch Calcium aktivierte Kalium-Kanale eine
vasodilatatorische Reaktion auszuldsen !,

Neben diesen direkten vasodilatatorischen Effekten von CO konnten MORITA et al.
(1995) ebenfalls an glatten GefaBmuskelzellen eine CO-vermittelte Inhibition der
Produktion des potenten Vasokonstriktors Endothelin-1 zeigen ®2.

Diese antihypertensive Eigenschaften kénnen also in der Zukunft von Bedeutung

sein.

Eine andere Bedeutung der HO-1-Funktion liegt in der Erhaltung der Perfusion nach
vaskuldarem Schaden. Dabei kann die auslésende Noxe unterschiedlicher Genese
sein. Diese Annahme wird durch eine Reihe von Untersuchungen und Erkenntnissen
der HO-1 in Bezug auf das kardiovaskulare System gestltzt. Erstens, es konnte
durch eine HO-1-Expression eine Inhibition des Wachstums von glatten

GefaBmuskelzellen von Mé&usen sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen
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werden % Ebenfalls konnte durch das von glatten GefaBmuskelzellen gebildete CO
eine Verringerung der Freisetzung des Endothelzell-Wachstumsfaktors und der
Endothelin-1-Expression gezeigt werden, woraus eine Verminderung des

Wachstums von glatten Muskelzellen resultierte ©°®

. Auch eine durch Hypoxie
ausgeldste Induktion des vaskuldaren endothelialen Wachstumsfaktors in glatten
Muskelzellen konnte durch CO abgeschwacht werden ®?. Diese Beobachtungen
legen also einen Einfluss des HO/CO-Systems auf das vaskulare Remodeling nach
einer GefaBschadigung nahe. Zweitens, Ischamie und Reperfusion, Scher-Stress
und Hypoxie sind Induktoren von HO-1. Drittens, durch die Induktion von HO-1
konnte eine Inhibition der Leukozytenadhdsion bedingt durch Bilirubin und eine
Inhibition der Thrombozytenaggregation bedingt durch CO gezeigt werden 439,
Viertens, HO-1 vermittelt einen Schutz gegen Ischamie- und Reperfusionsschaden,
sowie gegen Schaden durch Ballondilatation, wie in einer Reihe von Modellen
gezeigt werden konnte "'*®!. Anhand dieser Modelle konnte gezeigt werden, dass
durch Dilatation lokal im GefaB HO-1 induziert wird ['*", eine vorzeitige Induktion der
HO-1 die Schadigung reduziert ¥, HO-1-Inhibition die Schadigung verstarkt ['*" und
eine durch Adenovirus-Ubertragung ausgeldéste Uberexpression von HO-1 die
Bildung einer vaskuldren Neointima verhindert '**!. Diese Ergebnisse finden insofern
klinische Bedeutung, dass an Menschen mit einem Polymorphismus fir den
Promotor des HO-1-Gens eine erhdhte Restenoserate nach PTCA vorliegt %',

Diese Daten Uber einen vaskular-protektiven Effekt kénnten eine Relevanz fir viele
menschliche Erkrankungsprozesse haben. YET et al. (2001) haben nachgewiesen,
dass eine verstarkte Expression von HO-1 einen myokardialen Gewebeschaden
durch Ischamie und Reperfusion abschwacht ¢!, Die Administration eines CO-
freisetzenden Molekils zum Zeitpunkt der Reperfusion konnte an Mauseherzen in
vivo die InfarktgroBe signifikant verringern “®. Zudem kann das durch HO
freigesetzte Bilirubin eine postischdmische myokardiale Dysfunktion vermindern 24,
Interessanterweise konnte in einigen Studien an Menschen eine Korrelation
zwischen niedrigen Bilirubinwerten und ischamischen Herzerkrankungen festgestellt

werden 31401,
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Auch in der Transplantation von Organen kann das HO/CO-System eine Rolle
spielen. Die Gabe von CO verlangerte z. B. die Uberlebenszeit von Ratten, denen ein
Mauseherz transplantiert worden war. Exogene CO-Exposition sowohl des
Spenderorgans als auch des Empfangertieres waren assoziiert mit einer geringeren
AbstoBungsrate. Dieser Effekt war verbunden mit einer verminderten
Plattchenaggregation und Apoptoserate im transplantierten Organ sowie einer

geringeren Thrombose- und Myokardinfarktrate /'3,



Zusammenfasssung 68

5 Zusammenfassung

Die Sepsis und das Multiorganversagen sind trotz intensiver Bemihungen nach wie
vor eine groBe Herausforderung der Medizin. Auf die hohe Inzidenz und Morbiditat
der Sepsis in Kombination mit trotz modernster medizinischer Therapieverfahren
nach wie vor unglnstigen Prognose begriinden sich die Forderungen nach neuen
Therapiekonzepten.

Pathopysiologisch imponiert bei der Sepsis mit Multiorganversagen letztendlich die
Hypotension. Folglich muss ein therapeutisches Ziel die Wiederherstellung eines
angemessenen Perfusionsdruckes sein. Es wird vermutet, dass insbesondere die
induzierbare Form der Hamoxygenase durch die Bildung von Kohlenmonoxid zur
systemischen Vasodilatation beitrdgt. Daher sollte die pharmakologische Blockade
der induzierbare Hamoxygenase mittels Zinn-Mesoprotoporphyrin  (SnMPP)
untersucht werden.

Wir untersuchten nach Genehmigung durch das Regierungsprasidium Minster (AZ
23.0835.1.0 (34/96)) den Einfluss von SnMPP auf die kardiovaskulare Funktion am
chronisch-instrumentierten Schafsmodell. Alle 22 in die Studie aufgenommenen Tiere
wurden in Allgemeinanasthesie instrumentiert und anschlieBend fir 24 Stunden
observiert. Danach erhielten 16 Tiere Uber 48 Stunden eine Kkontinuierliche
intravendse Infusion von Endotoxin (Salmonella typhosa Lipopolysacccharid;
10ng/kg'min). Die Ubrigen sechs Tiere erhielten als NaCl-Lésung und dienten als
nicht-endotoxamische Kontrollgruppe. Nach 24stinidger Endotoxindmie erhielten
acht der 16 Tieren SnMPP in einer Dosierung von 3,7 mg/kg (5 umol/kg) in 50ml
0,9%iger NaCl-Lésung Uber 30 Minuten. Nach 48 Stunden wurden die
Untersuchungen beendet. Eine hyperdyname Kreislaufsituation stellte sich bei den
endotoxamischen Tieren ein, jedoch war bei diesen Tieren keine Beeinflussung der
Hamodynamik durch Hamoxygenase-Inhibition festzustellen.

Von den Tieren wurden nach Versuchsende sowohl Organproben aus Lunge, Milz
und Leber entnommen als auch GeféaBproben aus der Aorta und der A. carotis. In
den Organproben konnte durch Aktivitats-Bestimmung der Hamoxygenase die

wirksame Inhibition durch SnMPP belegt werden und es wurde eine deutliche
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Aktivitatssteigerung in der Lunge durch Endotoxindmie gemessen. In den
enthnommenen GeféaBproben der Schafe konnte keine HO-Aktivitdt nachgewiesen
werden.

In unseren Untersuchungen an Schafen konnten durch Hamoxygenase-Inhibition
keine Veranderungen auf das kardiovaskuldre System in der Endotoxindmie
festgestellt werden. Es ist aber zu beachten, dass nur eine kleine Fallzahl von
Schafen bei gleicher Endotoxindosierung untersucht wurden. Weitere Studien
werden notwendig sein, um den Effekt der Hamoxygenase-Inhibition auf die

hamodynamischen und klinischen wichtigen Parameter zu untersuchen.
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