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1 Zusammenfassung

Die Leber besitzt eine Schllsselposition in der Antwibes Organismus auf Stressereignisse
wie Sepsis. Vor allem den sessilen, immunkompetenten dyakgen der Leber, den
Kupfferzellen, kommt als Trigger und Motor des generalsrerEntziindungssyndroms
(SIRS) durch Ausschittung von Entztindungsmediatoren (z.B.d;NIE-1) nach Stimulation
u.a. durch Endotoxin eine zentrale Rolle zu. Die Folge lkame hepatische Dysfunktion und
mikrovaskulare Perfusionsstorung mit konsekutivem Lebergersaein, was als ein Tell

eines sich entwickelnden Multiorganversagens (MODS) ahgeswerden muss.

In dieser Studie wurde der Frage nachgegangen, inwiefernndiehEankung der hepatischen
Mikrozirkulation nach Stressereignis durch eine vorhekgmpfferzellblockade beeinflusst
werden kann. In Doppelblindversuchen wurden die Kupfferzefen mannlichen Sprague-
Dawley Ratten entweder mit Gadoliniumchlorid (GgjCloder Dichloromethylendi-
phosphonat (MDP) blockiert. Der Kontrollgruppe wurde 0.9 %riumchloridldsung
(NaCl) intravends injiziert. Als Referenzgruppe fungiegire Nicht Schock-Gruppe (keine
Vormedikation, keine Schockinduktion). Nach Auslésen esmstischen Insultes (1mg/kg
LPS intravents) wurde die Lebermikrozirkulation mit Hillees Modells der Intravital-

mikroskopie zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 1, 6 und 12 Stunden$wctit.

Die Ergebnis der Studie zeigen einen Einfluss der Kupffekt@itat auf die Perfusion in
den Lebersinusoiden sowohl fir Normalbedingungen als awth3taessereignissen wie dem
septischen Schock. Die Messdaten lassen dabei auf imeeishe Wirkmechanismen und
Effekte der Kupfferzellblockade mit Gadoliniumchlorid oder RlBchlieRen. Wahrend in der
NaCl-Gruppe eine signifikante Abnahme der Sinusoidweiten amé Zunahme der
Leukozyten-Endothel-Interaktionen gesehen werden koniitetef die Vorbehandlung mit
Gadoliniumchlorid zu einer Verringerung dieser stressindigrieVeréanderungen. In der
MDP-Gruppe zeigte sich keine relevante Veranderung der Simeste, und die Leukozyten
gingen von allen Schockgruppen die wenigsten dauerhaft adt@r8mdungen mit dem

Endothel ein. Die Leberenzymwerte korrelierten niofitdiesen Veranderungen.

Die inflammatorische Reaktion wurde in der MDP-Gruppe amsg&pragtesten verzogert.
Trotz Modulation der Kupfferzellaktivitdt wurde die Entziindueggtion nicht gestoppt, so
dass zusatzliche, parallele Mechanismen als VerstéikerEntzindungsantwort existieren

mussen.



2 Summary

BLOCKADE OF KUPFFER CELLS BY GADOLINIUMCHLORID OR
DICHLOROMETHYLENE DIPHOSPHONATE INFLUENCES HEPATIC
MICROCIRCULATION AFTER SEPSIS

The liver plays a key role in the host defense respaftse sepsis. Kupffer cells (KC), located
in the sinusoidal lumen of the liver, have been shawrbe a trigger and motor of the
subsequent inflammatory response syndrome. The phagecg®she mean function of the
KCs leads to the elimination of LPS in the blood atne The activation of specific mediators,
e.g. TNFa, IL-1, may cause a hepatocellular dysfunction, micra@tory alterations and in

the end a liver injury involving which must be regarcasartpoint of the MODS.

In a double-blinded study we investigated the effect of kaCkade with either
Gadoliniumchlorid (GdG) or liposome-entrapped dichloromethylene diphosphonateP(MD
on hepatic microcirculation after sepsis (induced byaw#@&nous LPS) in male Sprague-
Dawley rats. There were a control group with 0.9 % sadiolution and a reference group,
called No Shock group, without manipulation or shock inductMitrovascular flow was
observed by intravital microscopy of fluorescence-markacridin Orange) leukocytes in
liver sinusoids at baseline, 1 h, 6 h and 12 h after sindciction.

The results implicate a significant influence of KCtbe regulation of microvascular change
in liver sinusoids under normal conditions as well ésrafepsis. The data indicate differential
pathways and effects of blocking KCs by Gg@t MDP. In animals treated with normal
saline there were found a significant reduction of siimadowidth and an increase in the
leucozyte-endothel-interaction, especially of permaraaiberent leucozytes. Pretreatment
with GdCk reduced the shock-induced alterations after septic ifidudt.animals in the MDP
group showed no significant alterations in the sinusaudths or the leukocyte flow. There

were more rollers/ temporar adherent bindings than pemmtadherent leukocytes.

The result suggested a better outcome of the MDP pradraatmals, following by the Gd¢l
group in comparison to the NaCl group.

Although the KC having blocked, the inflammatory respopsegressed in a reduced way.
This indicates that there must exist other, parallethmnisms which are involved but which

seem to be not as dominant.



3 Einleitung

3.1 Klinische Relevanz der Sepsis und des septischen Schocks

Die septische Komplikation, d.h. die Allgemeininfektiont mider ohne Schockbild, tritt
weiterhin in fast allen medizinischen Bereichen aufl wspielt eine wichtige Rolle im
Patientenoutcome (LINDE-ZWIRBLE und ANGUS, 2004).

Zur besseren Einteilung und Verstandnis der verschiederaakiheitsbilder wurde durch das
AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS/SOCIETY OF CRICAL CARE
MEDICINE CONSENSUS CONFERENCES (1992) folgende Begriffénaet:

Als ,Systemic Inflammatory Response Syndrome“ (SIR&Jjd ein systemisches Ent-
zundungssyndrom bezeichnet, bei dem mindestens zwei dendi@n Kriterien gegeben sein
mussen: 1. Kérpertemperatur >38°C oder <36°C, 2. Herzfrequenmin9@. Atemfrequenz
>20/min oder gCO, <32 mmHg und 4. Leukozytenzahl >1200G3der <40004l oder > 10%
unreife Formen. Ein mdglicher Ausloser kann z.B. emekiReatitis sein.

Die Sepsis wird definiert als eine systemische Reak#oh Grundlage eines infektiosen
Prozesses, bei dem dieselben Kriterien wie bei delSSRult sein mussen. Die Sepsis
bezeichnet somit ein Krankheitsbild, das infolge v@madigem oder periodischem Eindringen
von pathogenen Bakterien und deren Giften aus einem Kirigstidrel oder einem nattrlichen
Reservoir in den Blutkreislauf entsteht. Dabei ist diemale, der Erregerabwehr dienende,
zyklische Allgemeinreaktion ausgeblieben, oder die Spoatlanly konnte aufgrund einer
besonderen Reaktionslage des Organismus nicht mehrtam{iROCHE LEXIKON). Die
klinischen Symptome der Sepsis sind mannigfaltig und reigbanintermittierendem Fieber
mit Schuttelfrost, Uber toxische Schaden am Knochdomamd am Blutbild (z.B.
Thrombozytopenie) bis hin zu Veranderungen am Herzéh linksventrikulare Dysfunktion
mit Odembildung) und an den GefaRnerven (z.B. Tachykargieptdnie) (COHEN, 2002).
Die Folge ist eine Zentralisation des Kreislaufsysteamd die Ausbildung eines Schocks
CAILLE et al, 2004).

Schock beschreibt ein akutes Missverhéltnis zwischauneiStoffangebot und Sauerstoff-
bedarf (Gewebehypoxie) mit einer qualitativen und quaatVerminderung der nutritiven
Durchblutung lebenswichtiger Organe. Dabei kbnnen mel8eheckarten wie kardiogener,
spinaler, anaphylaktischer und hypovolamischer Schockaahtieden werden.

Als septischer Schock wird eine sepsisbedingte Hypotensi@h eine abnorme Organ-

perfusion bezeichnet, welche trotz adaquater Flissigkeitazabifgetreten ist.



Wahrend simple Infektionen heutzutage mit Erfolg behandeltden kdonnen, betragt die
Letalitat bei einer Sepsis in Verbindung mit einem sep&n Schockzustand trotz modernster
Intensivtherapie weit mehr als 50 % (ANGUS et al, 2001 AALTEN, 2004). Die Ursachen
liegen zum einen in den therapeutischen Ansatzen, welmtv@egend aus einer Entfernung
der Sepsisquelle, einer Antibiotika- oder einer symptatia¢in Therapie, z.B. dem Auffiillen
eines relativen Volumendefizits oder dem Einsatz vote&@laminen, bestehen (ASFARM
et al, 2004). Zum anderen kommt der Entstehung eines ,Multidygéunktionssyndroms*
(MODS) eine entscheidende Rolle an der hohen Mottaligr Patienten mit Sepsis zu
(FLAATTEN, 2004). Die exakten pathophysiologischen MecHmaeis fir den Ubergang
einer Erkrankung in ein MODS sind bis dato nicht volldtgngeklart. Akzeptiert ist das
sogenannte ,Systemic Inflammatory Response Syndro8i&RS), welches fiir einen Teil der
Patienten die Grundlage fur die Entwicklung eines MODS dirddabei kommt es sowohl
im Ablauf des SIRS als auch im Ablauf der lokalen Entzindeagson zu weitgehend
gleichartigen pathophysiologischen Mechanismen. Auf lokakene zeigt sich diese Art der
Abwehrreaktion durchaus sinnvoll, weil sie unter anderksn Schadensreparatur und der
Abwehr fremder Organismen dient. In den meisten Fdlént die Immunreaktion, ohne
dabei Klinisch erkennbare Anzeichen einer Infektionvdwaurufen, zu einer kompletten
Eliminierung der Mikroorganismen. Unter ernsteren Undg@nkann die inflammatorische
Antwort jedoch durch eine Generalisation der lokalerzimungsmediatoren beispielsweise
durch einen ,spill-over* Effekt, d.h. nach einem Versageer einer Uberbeanspruchung der
lokalen Mechanismen, die normalerweise der Neutraisatler lokalen Entztindungs-
mediatoren dienen, zu einer Uberschiessenden systemigdiveehrreaktion des gesamten
Organismus fihren (VAN AMERSFOORT et al, 2003). Die korgemen Kontroll-
mechanismen koénnen in dieser Situation auf den vernmeltesturm an Entzindungs-
mediatoren nicht mehr ausreichend reagieren. Es kommbDygfunktion mehrerer Organe,
die zu einem Schock, MODS oder Tod fuhren kdnnen (TSLOTéDlal, 2005). Beim
septischen Geschehen sind davon besonders vier Organge(LLeber, Niere und Herz)
betroffen. Dabei treten die ersten Verdnderungen amdgardionalen System auf, bevor die
Leber und die Nieren in ihren Funktionen eingeschranktiere(BONE, 1993).

Da alle Schockformen in diese meist todlich verlaufeBddstrecke des Schockgeschehens
Ubergehen konnen, werden weiterhin gezielte Behandlungsikgten gesucht. Die
bisherigen Therapieansétze beschréanken sich haupteaehlic Praventiv- und sympto-
matische MalRnahmen der einzelnen Schockarten. Inna=ternen® Medizin konnten aber in

den letzten Jahren neue Medikamente zum Beispiel rekambmi humanes Aktiviertes



Protein C (= rhAPC (Xigri®y) als therapeutische Option eingefuhrt werden. Diesekstaff

bedingt unter anderem durch Hemmung der Produktion des Tumorddekastors in
Monozyten, Blockierung der Leukozytenadhdsion an Selektind Begrenzung der
Thrombin-induzierten Entzindungsreaktion innerhalb des Eetotder Mikrogefal3e eine
antiinflammatorische Wirkung. In mehreren Studien (PR®WE ADDRESS-Studie) konnte
ein besseres Outcome fir Patienten mit schwerer Sepss rhAPC im Vergleich zu einer
Placebo-Therapie gesehen werden. Aul3er den medikame®élsandlungsstrategien stehen
aulRerdem fur die verschiedenen Organdysfunktionen im Ralkmes Schockgeschehens
gezielte Ersatz- und Unterstutzungsverfahren zur Verfligundsheveerfolgreich in der
Therapie eines MODS angewandt werden konnten, zum Betlipiddontinuierliche Dialyse
bei einer Schockniere, die Beatmung bei einer Schocki{ARBS) (BAUE, 1994).

Die Therapie des MODS bleibt aber wegen der hohenitdtabn 30 bis 80 % weiterhin
unbefriedigend (ROSE und MARZI, 1996). Der Entwicklung von ge&igmntherapeutischen
Ansatzen wird seither vermehrte Aufmerksamkeit gewidni@izerse Untersuchungen
beschaftigen sich daher mit der Aufdeckung und dem Verstandais exakten
pathophysiologischen Mechanismen eines MODS. Wie lsgldato gezeigt hat, kommt der
Leber in der Regulation der Immunantwort nach einem &chad an der Entstehung eines
MODS eine zentrale Rolle zu (RING und STREMMEL, 2000). Aiessem Grund ist die

Leber in dieser Studie Gegenstand bzw. Organ der Untergyichun

3.2 Endotoxine und ihre Bedeutung im Schockgescheh en

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts bemerkte PFEIFFER (1892)iteastahile toxische
Komponente in gram-negativen Bakterien, welche durch BEHEL et al (1987) als ein

Bestandteil der auReren Zellwand entschlisselt werdertekonn

3.2.1 Aufbau und Lokalisation des Endotoxin

Die Zellwand von gram-negativen Bakterien ist mehrstigic Das wichtigste Struktur-
element bildet die duRere Membran, welche aus einerdbilgrer besteht, und durch ein
Peptidoglykane von der inneren Membran separiert ist. IRErmedidrschicht ist mit der
aulReren Membran kovalent verbunden und besteht aus MNeah.Innen wird die Zellwand
von einer Zytoplasmamembran abgeschlossen (BRADE UBdFTHEL, 1986).



Aufgrund seiner chemischen Struktur entspricht das bakeeri@lhdotoxin einem
Lipopolysaccharid, welches in die duRere Membran eintgtlist (RIETSCHEL et al, 1987),
und kann immunchemisch wie folgt (3 Komponente) eingateitden:

- Lipid A: Die Struktur ist bei gram-negativen Bakterieritgehend identisch. Die
Funktion besteht als ,Membrananker” des Lipopolysaccharts. der Lipid A-
Bestandteil des LPS dient zur Verankerung des Molekils mit baéteriellen
Zellwand und héalt die Permeabilitatsbarriere der duf3&tembran aufrecht. Nach
LOPPNOW et al (1993) stellt das Lipid A die eigentliche Endmt Eigenschatft dar.

- hydrophober Lipidanteil

- hydrophobes Polysaccharid (Zuckerkomponente): Der Zudiedréesteht aus dem

sogenannten ,,Core“-Polysaccharid und der O-spezifisclette K

3.2.2 Wirkung des Endotoxin

Die pathogenetische Bedeutung von Endotoxin in der gramimegabepsis ist etabliert.
Erhohte Serumkonzentrationen von zirkulierendem LPS konmit der Manifestierung eines
SIRS assoziiert werden (COHEN, 2002).

Das Endotoxin geht im Kdrper mit verschiedenen Kompamemindungen ein. Einerseits
kommt es dadurch zu einer direkten Neutralisation des Endotox damit Inhibierung
seiner Wirkung (TEAH et al, 1988). Andererseits wird das Imsystem aktiviert. Dabei
bindet zirkulierendes, bakterielles LPS unter anderem anSeaumprotein ,LPS-bindendes
Protein* (LBP), welches von Hepatozyten gebildet wMdRIGHT et al, 1990). Nach der
damit verbundenen Detektion erfolgt Uber komplexe Zwisaheitte eine breitgefacherte
Aktivierung der Immunantwort. Mononukleare Zellen schittaraufhin Zytokine aus. Durch
eine zusatzliche Bildung von Chemokinen, Lipidmediatoren Seugerstoffradikalen wird die
zellulare und humorale Immunabwehr koordiniert.

Diese Vielzahl an biologisch und physiologisch sehr koxepleAblaufen kdnnen nun unter
bestimmten Umstdnden wie hohe LPS-Konzentration degar@mus schadigen bzw. eine
systemische Entziindungsreaktion auslosen (#iebielung 1).

Das Endotoxin verursacht auf diesem Weg einen dem seaptisSbhock vergleichbaren

Krankheitszustand mit teils identischen klinischen Kraitssymptomen und Reaktionen.
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Abbildung 1: Pathomechanismus des septischen Schockspdifiziert nach COHEN, 2002.
Therapieanséatze zur Vermeidung einer systemischen Entzdongsreaktion (BPI =
Bactericidal/Permeability-Increasing Protein, Cox = Cycloxygenase)

Aus diesem Grund wird das Lipopolysaccharid von vielen wisg®ftlichen Gruppen und
auch von uns zur Erzeugung eines septischen Schocks kpégneentellen Versuchen bzw.
Untersuchungen verwandt. Dabei sollte aber bedacht weddsa nicht das Endotoxin allein
fur die Erzeugung eines septischen Schocks von Bedeutung eger&Vbakterielle Toxine
sowie gewisse Entztiindungsmediatoren des Korpers besitméchéhFahigkeiten (ZIVOT
und HOFFMANN, 1995).

3.3 Bedeutung der Leber im Schockgeschehen
3.3.1 Leberaufbau und -funktion

Die Leber ist ein Organ mit vielen Aufgaben wie derdfhing, als Produktionsort (z.B.
Galle), als Stoffwechselorgan oder der AbwehrfunktioAQRNELLI und REHERMANN,

2006). Um diesen Aufgaben gerecht zu werden, besitzt die Lelen speziellen
anatomischen Aufbau. Das Modell des Leberazinus nachPRERH (1958) beschreibt die

topographischen Zusammenhénge aus funktioneller Sicht:
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Die Blutversorgung der Leber erfolgt demnach Uber zwei schexdliche Systeme: Die
Portalvene und zu einem geringen Anteil Gber die Artez@atica. Der sinusoidale Blutfluss
verlauft auf Lappchenebene vom portalen EinstromgebieZentralvene, wodurch sich drei
funktionell verschiedene Regionen differenzieren lasB&s periportale, das midzonale und
das perizentrale Feld.

Diese funktionelle Einteilung beruht zusatzlich auf morpfisichen Unterschieden. Zum
einen findet sich eine vielfaltige Zellpopulation im eepewebe, welche sich zum anderen in
der Leber zonenspezifisch anreichert bzw. verte#tisfdlelsweise konnte im Rahmen eines
hamorrhagischen Schockgeschehens aufgrund einer hohehl AnzAellen mit verminderter
Xanthinoxidasekonzentration im midzonalen Bereich gm®Relurch Sauerstoffradikale
vermittelte Zellschaden in dieser Leberregion festdiesterden (MAROTTO et al, 1988).

Die Abbildung 2zeigt die Leberzellverteilung:

Ito-Zellen, 10%

Kupfferzeller
30 %

parenchymale
Leberzellen
65 %

nicht
parenchymale
Leberzellen
35 %

Sinusoidale
Endothelzellen
60 %

Abbildung 2: Leberzell-Verteilung

Die parenchymalen Leberzellen stellen mit einem watan 94 % am Zellvolumen und 65 %
an der Gesamtzahl den Hauptanteil der Leberzellpopulationf\&EN BOSSUYT et al,
1988). Die Hepatozyten befinden sich entlang der Lebersteis;m verschiedenen
Konzentrationen entsprechend der zonenspezifischeriMad.

Die ,nichtparenchymalen Leberzellen* (NPLZ) umfassear 6 % des Lebervolumens,
machen jedoch 35 % der Zellzahl aus. Den Hauptanteirmstdie sinusoidalen Endothel-
zellen, die sich von Endothelzellen in anderen Stromtgb zum Beispiel hinsichtlich einer

Reihe von Oberflachenrezeptoren unterscheiden (VAN KEHRet al, 1991). Die zweit-
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starkste Population sind die Kupfferschen Sternzelleninttiesinusoidal und im Disse schen
Raum liegen (MCCUSKEY, 1988). Zu einem geringeren Antedefin sich Ito-Zellen, die
vorwiegend im perisinusoidalen Raum vorkommen. Danebestieggin wenige intra-
hepatische Lymphozyten (KMIEC, 2001).

3.3.2 Spezifische Reaktionen der Leber nach Endotoxi  namie

Aus folgenden Griinden stand die Leber in mehreren widsatighen Arbeiten als zentrales
Organ bei der Untersuchung des Phanomens ,,Schock® imipditiet des Interesses:

Der grofdte (prozentuale) Anteil des Herzminutenvolumens kiurch die Leber geschleust
werden. Als Organ mit der wichtigen Aufgabe der Entgiftungv.bals Filterstation des
Kdrpers steht die Leber dadurch mit vielen Fremdstoffdsertihrung.

Ihre anatomische Lage im direkten Einflussgebiet der \pemtae lasst die Leber zum ersten
Organ im Kontakt mit Bakterien und Endotoxinen aus dem Dareich lancieren. Aus
diesem Grund besitzt die Leber ein wirkungsvolles Abweahesy, um eine frihzeitige
Immunantwort in die Wege zu leiten, und um deren systeaiZatkulation zu verhindern
(RACANELLI und REHERMANN, 2006). Die Immunabwehr erfolgt darortsstandige
Makrophagen, den Kupfferschen Sternzellen. Diese sog@makKuipfferzellen nehmen dabei
mit circa 80 % des gesamten retikuloendothelialen Systi@rgroite Population an Gewebe-

makrophagen im Gesamtorganismus ein.

3.3.2.1 Hepatische Proteinbio- und Akute-Phasen-Pro  tein-Synthese

Durch das Schockgeschehen kommt es zu lokalen wie auchleglobzetabolischen
Veranderungen. In der Leber ist die Proteinbiosyntheseffen: Neben einer Verminderung
der Syntheseleistung werden vermehrt sogenannte Akute-Phakeine bei entsprechender
Reduktion der Albumin-Synthese produziert (O'LEARY et al, 20&3) den Bekanntesten
zahlt das C-reaktive Protein. Ihre Funktion liegt ireeiBeseitigung von fur den Organismus
gefahrlichen Substanzen Uber verschiedene MechanisieeAktvierung des Komplement-
systems Uber den klassischen Weg mit der Folge einertédvlarag der zytolytischen
Abwehrreaktion (VOLLMAR et al, 1993). Die Regulation diedederung in der hepatischen
Proteinbiosynthese erfolgt hauptséchlich durch eine hédgte Aktivierung der Kupffer-
zellen mit Freisetzung von Mediatoren wie II-1 oder (MBEST et al, 1988; BANKEY und
CERRA, 1993).
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Zur Beurteilung der ischamiebedingten Einschrankung der Hepatdanktion kdnnen die
Proteinsyntheseleistung, die Fahigkeit zur Verstoffwdahge (z.B. Bilirubin) sowie der
Anstieg der Leberenzymaktivitat (aufgrund des Untergangs deberkellen durch
Schadigung) herangezogen werden. Die Funktion und der Eneffgiestsel der
Hepatozyten korreliert mit dem Grad der Mikrozirkulatiadesng (VOLLMAR et al, 1993).

3.3.2.2 Die Rolle der ortstandigen Makrophagen ims  eptischen Schock nach

Endotoxinstimulation

Die Immunreaktion erfolgt unter anderem durch Antigenprésenide Zellen (APZ). In der
Leber besitzen die Kupfferzellen als Gewebemakrophagsea dedeutende Rolle.

Unter physiologischen Bedingungen stromen bereits geribdgsbgen von Mikroorganismen
in die Leber ein (NOLAN, 1981), so dass die Kupfferzelldmosacin Ruhe eine Stimulation
aufweisen. Nach intraventser Verabreichung von Endotestahren die Kupfferzellen eine
deutliche Aktivitatssteigerung, was an einer Zunahme dagd?ytoserate abgelesen werden
kann (MCCUSKEY et al (1982)). Die Kupfferzellen schittenadérin Gber eine vermehrte
Produktion eine grol3e Menge an Entziindungsmediatoren wie INekoose-Faktor (z.B.
TNF-a) oder Interleukine (z.B. II-1) aus (SALUK-JUSZCZAK und WWAOWICZ, 2005).
Da die Kupferzellen circa 80 % des gesamten retikuloendalthelSystems des Organismus
ausmachen, nehmen die Gewebemakropahgen dadurch eindreidetsten, modulierenden
und regulierenden Einfluss auf den weiteren Abwehrprozegse sauf die Leukozyten-

Endothel-Interaktionen.

3.3.2.3 Mikrozirkulationsstorungen in der Lebe r

An der Regulation der sinusoidalen Durchblutung sind in- undtdmepatische Faktoren
bzw. Mechanismen beteiligt:

Auf hepatischer Ebene spielt die sinusoidale Heterogeeiti entscheidende Rolle. Zum
einen kann Uber eine Kontraktion der Ito-Zellen, die dulmod Filamentanordnung netzartig
um die sinusoidalen Endothelzellen im Disse schen Raupagessind (WAKE et al, 1993),
die Weite der Sinusoide reguliert werden. Zum anderen weddearh eine Schwellung der
perivaskularen Kupffer- und Endothelzellen die Sinusoidweiterandert (MCCUSKEY,
2000). Indirekt hepatisch erfolgt die Regulation der sinusoid@éfusion vorwiegend Uber
spezifische, parakrin wirkende, vasoaktive Mediatoren. MEKEY und REILLY (1993)
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konnten in ihren Untersuchungen eine Beeinflussung der dihwsite durch adrenerger£,

B>- Rezeptoren), cholinerge (Acetylcholin), aminerges{&min, Serotonin) und peptiderge
(Vasoaktives intestinales Peptid, Neuropeptid Y) Stimuthmeeisen. Stickstoffmonoxid
(NO), Prostatcyclin (PG;) sowie Adenosin (LEFER und LEFER, 1993) fihren dabei zu
einer Vasodilatation der sinusoidalen Gefal3e, wahrend/ elikleinerung der Sinusoidweite
durch die Arachidonsduremetaboliten (z.B. T®;ASauerstoffradikalen und vor allem durch
das Endothelin-1, welches in den sinusoidalen Endothexizielkalisiert ist (SAKAMOTO et

al, 1993), vermittelt wird. Die Wirkung des Endothelin-1 funkigot Gber eine Produktion
von Superoxidmetaboliten in LPS-aktivierten Granulozybeibh der Folge einer schnellen
Inaktivierung des vom Endothel gebildeten NO (WANG und ANBERN, 1995).

Schon in friheren Studien konnte nach intravenéser bveichung von Endotoxin eine
signifikante Mikrozirkulationsstérung in der Leber beobathwerden (Bauer et al, 1994).
WAKE et al (1993) sahen den Anfang in einer Veranderung dpill&durchblutung, welche

Uber eine durch Endotoxin ausgeltste, unkontrollierte Adivig der sinusoidalen Hetero-
genitat zustande kommt. Durch die Schwellung der EndothelKupfferzellen sowie einer

Kontraktion der Itozellen verengen sich die Sinusoide kaisekutiver Verringerung der
hepatischen Perfusion. Zusatzlich wird nach JIMENEZle(2005) das fein abgestimmte
System der Leberperfusion, welches das Ziel der bedatdgen, lokalen Steuerung der
Leberzellversorgung verfolgt, durch eine Zunahme an vaseakSubstanzen, z.B. einem
Anstieg des Prostaglandin(PG)-E2-Spiegels, mit Verschielbengphysiologischen Balance
zwischen vasodilatatorischen und — konstringierenden Fakigestort. In der Folge kommt
es zu einer anfanglich partiellen Minderperfusion oderligedl Ausschaltung einer

Leberregion. Uber gegenregulative MalRnahmen wie verereBildung von vasodilatativen

Faktoren z.B. Stickstoffmonoxid (NO) sowie einer Steigg des Herzminutenvolumens
bildet sich im weiteren Verlauf eine hyperdyname Phate Hyperperfusion bestimmter
Lebergebiete aus. Eine nutritive Bedeutung scheint did# mig haben, vielmehr ist ein
Shunten des Blutflusses das Ziel (ROSE und MARZI, 1996).

Durch eine Zunahme der Leukozyten-Endothel-Interaktionetsteht Uber die Trans-
migration ins Gewebe zusatzlich eine mikrovaskulare @ghég. Die Leukozyten sammeln
sich dabei aufgrund einer Abnahme der DeformierbarkeiVariauf des Schocks auch im
GefalZlumen an (NISHINO et al, 2005). Des weiteren thommet ein Teil der Kapillaren

durch ein gestortes Blutgerinnungssystem (CRONER et al, 2D@6) Herzzeitvolumen fallt

mit zunehmender Schockdauer ab, so dass sich trotz nmikssachiessender Produktion von
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gegenregulativen Faktoren eine hypodynamische Phase und fiolde ein Zusammenbruch
der Leberzirkulation einstellt (RING und STREMMEL, 2000).

Bildlich gesehen lasst sich aus dem Gesagten zusamnesnfaksss die Leber sowohl als
~,Modulator” (SIEGEL, 1992) als auch ,, Verstarker* (MARZI, 199%89r Entziindung agiert.

3.4 Mediatoren des Schockgeschehens

3.4.1 Zytokine

Unter ,Zytokine” werden potente Glykoproteine verstandeelche nach lokaler Sezenierung
auf parakrine, endokrine oder autokrine Weise (KMIEC, 2001Rd&ktion des Korpers auf
ein immunologisches oder inflammatorisches Geschehedifisieren (BALKWILL und
BURKE, 1989; DINARELLO, 1997). Zu den Zytokinen zahlen Intekiee, TNF,
Interferone, Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF) undr@kine.

Wahrend die proinflammatorischen Zytokine eine Entzindeagson unterhalten, versucht
der Korper durch antiinflammatorische Mediatoren diessshhaltigen Antwort entgegen-
zuwirken. Unter anderem werden vermehrt Antagonistenldgiche TNF-Rezeptoren oder

IL-1-Rezeptorantagonisten gebildet.

Im Folgenden werden die wichtigsten Zytokine besprochen:

- Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (Kachektin)TNF-a stellt eines der potentesten pro-

inflammatorischen Zytokine dar und induziert die gesamtesk&@e eines Endotoxin
ahnlichen Schocksyndroms. Andererseits scheint eingaldbaTNFe Produktion auf
niedrigem Niveau wichtig fur die Immunabwehr des Organismussain (TRACY et al,
1986). In einem Schockgeschehen tritt T&Fsehr frih auf und besitzt nur eine kurze
Halbwertszeit (RING und STREMMEL, 2000). Die Ausschittunglgtfhauptsachlich durch
Makrophagen oder Monozyten (KESHAV et al, 1990). Im weite¥erlauf kommt es Uber
spezifische Rezeptoren zur Stimulation von immunkompete@iglen wie Granulozyten
oder Lymphozyten mit konsekutiver Ausschittung von z.B.rleukinen und Sauerstoff-
radikalen (BONE, 1993). Uber die Freisetzung von Prostazykii ,Endothelial Derived
Relaxing Factor” (EDRF) wird die friihe vasodilatatoresdPhase der Entzindung eingeleitet
(AYALA et al, 1994). Zudem wirkt TNFx wesentlich Uber eine ,Aktivierung“ der
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Leukozyten-Endothel-Interaktion an der Stérung und AufhebungGidalipermeabilitits-
barriere mit. Besondere Bedeutung findet dabei die Tatsdelss TNFa die Expression von
Adhasionsrezeptoren wie ICAM-1 férdert und so die Anheftdeg polymorphkernigen
Granulozyten (PMN) an das Endothel sowie deren MigratisrGewebe mitbewirkt (FURIE
und MCHUGH, 1989; POBER und COTRAN, 1990; MARZI et al, 1995).

- Interleukin-1: Das II-1p ist das vorherrschende Peptid bei der bakteriellen SERSSE
und MARZI, 1996). Die Produktion erfolgt unter anderem in Makeagem und neutrophilen
Granulozyten (TRACY et al, 1986). Ahnlich dem Wirkmechamis des TNF& I6st II-1 3

die Ausschuttung von Mediatoren wie Arachidonsaurederivdes tterleukine aus. Dabei
kann ein Synergismus zu TNF-beispielsweise in der Interaktion zwischen dem Leukozyt
und Endothel gesehen werden (BONE, 1993). Als Konsequenz dmsetFung wird die

hepatische Synthese von Akute-Phase-Proteinen eiegeleit

Interleukin-8 Die Bildung erfolgt nach Stimulation durch IL-1, TMF-oder Endotoxin

hauptsachlich in den Monozyten, Makrophagen, Fibroblasted Endothelzellen. Die
wesentliche Funktion von 1I-6 liegt in einer antiinflao@torischen Wirkung (DIAO und
KOHANAWA, 2005). Durch Stimulation der Hepatozytenaktivitdtrd die Bildung der

Akute-Phase-Proteine induziert (KISHIMOTO, 2005). II-6 zsigh im Plasma frith und tUber
die ersten Tage anhaltend erhoht. Der IL-6 Spiegel persigsh weiteren Verlauf abhangig
vom Auftreten septischer Komplikationen (MARTINS etz2003).

Interleukin-8: Die Synthese findet in verschiedenen Zelllinien n&timulation durch II-1,
TNF-a und bakterielle Produkte statt. 1l-8 fungiert als Hauptmediatin Chemotaxis,
Diapedese und Sauerstoffradikalproduktion in neutrophilen Graytalm Ahnlich den pro-
inflammatorischen Zytokinen wurde eine friihe Erhdhung IB8f Plasmakonzentration bei
Patienten mit tddlich verlaufendem ARDS gesehen. InSpeitphase stieg die 1l-8 Plasma-
konzentration sogar weiter an (HACK et al ,1992). ROSEMARZI (1996) konnten diese
Korrelation zwischen einer erhdhten [I-8 Plasmakotragion und der Ausbildung eines

MODS mit letalem Ausgang bestatigen.
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3.4.2 Arachidonsaurederivate (Eicosanoide)

Die Eicosanoide sind eine Gruppe von intra- und interaednl Mediatoren, die aus der
mehrfach ungeséttigten Fettsdure Arachidonsdure gebildetemveDie Hauptproduzenten
stellen in der Leber die Kupfferzellen dar. Im Blut werd&n schnell inaktiviert und wirken
in erster Linie auf die unmittelbare Umgebung. (DECKER, 1990)

In Abbildung 3ist die Entstehung der Eicosanoide dargestelit:

Phospholipide
In Zellmembranen

Phospholipase

Cyclooxygenas Lipoxygenase

Zyklische Endoperoxide Leukotrien A4
Thromboxane Prostaglandine  Prostazyklin Leukotriene
z.B. TXA; z.B. PGRE z.B. PG} Z.B. LTB,, LTC,

Abbildung 3: Arachidonsaure-Zyklus

Die Umwandlung von membranstandigen Phospholipiden zur Wi@waure wird von der
induzierbaren calciumabhangigen Phospholipase A2 kataly&srtfolgt eine Auftrennung
des Stoffwechsels in eine Cyclooxygenase- und eine kygmmase- abhangige Reaktion.
Das Verhaltnis zwischen den zyklischen Endoperoxidenesden Leukotrienen tragt nach
ZAITSEVA et al (2000) zur Steuerung der Phagozytosetétigkait De wichtigsten
Endprodukte sind ausbbildung 3ersichtlich:

- Leukotriene (LT):Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Bildung vorwidge

Mastzellen. Wahrend der Entziindungsreaktion findet eineztiské@ Produktion in eosino-
philen und neutrophilen Granuolzyten, Makrophagen sowienilboayten statt. Die Folge ist

eine wesentliche Verstarkung der Entzindungsreaktion samge EBnbeziehung des Blut-
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gerinnungssystems. Jedes Leukotrien besitzt vexdehe biologische Wirkmechanismen.
Beispielsweise fuhrt LT-D4 zu einer Vasokonstriktioei gleichzeitiger Erhdhung der Gefal3-
permeabilitat (LEFER, 1989). LT-B4 fungiert als oiwaktischer Botenstoff flr Leukozyten
mit der Folge der Stimulation zur TransmigratiolAGENICHT, 1990).

- Prostaglandin (PG)Die Gruppe der PG vermittelt unterschiedliche \Mirgen. Vor allem

Prostaglandin PG-E2 spielt eine entscheidende Rudie der Entziindungsreaktion. Die
Hauptwirkung liegt in einer Vasodilatation sowie #&ner Steigerung der glomularen
Filtrationsrate. Durch eine Inhibition der Lymphtay- und Makrophagenaktivierung weist
PG-E2 zudem einen immunsuppressiven Charakter auf.

Als Gegenspieler der Prostaglandine fungiert naBKA/0OTO et al (2004) ein PG-EP4

Rezeptor mit Verbesserung der Hamodynamik nachug&tiion.

- Thromboxan A2 (TxA): Hauptproduzent sind die Thrombozyten. Die Funktion TxA

liegt zum einen in der Forderung der Thrombozytgneggation, was eine Thrombenbildung
im GefalRsystem begunstigt. Zum anderen wird diendito- und vasokonstriktorische

Wirkungen des Prostazyklin antagonisiert (LEFERB)9

- Prostazyklin(PG-12): Dieses vor allem in den Endothelzellen vorkommeAdachidon-

saurederivat scheint bei der Hypotension nach Emxitwxposition eine wichtige Rolle zu

spielen (FLOHE und GIERTZ, 1987). Aufgrund der ehgtoprotektiven Eigenschaften am
GefaRendothel wird PG-12 eigentlich als ,,Anti-Schddediator” eingestuft (LEFER, 1989).

PG-12 bewirkt eine Hemmung der Thrombozytenaggiegatine Steigerung der glomularen
Filtrationsrate und zeigt bronchodilatorische Eggmaften (HABENICHT, 1990). Freie

Radikale modulieren aber die Lipidperoxidation wwmit die PG-12-Synthese der Endothel-
zellen. In Abhéangigkeit von der zeitlichen Dauer d@ellhypoxie wird die PGI2-Synthese

dadurch zunehmend gehemmt (PALLUY, 1991).

In diesem Zusammenhang wird der PlattchenaktivikrelRaktor (PAF) kurz erwahnt, der
ebenfalls ein Produkt des Lipidstoffwechsels deistaa Blutzellen und Endothelien darstellt.
PAF bewirkt direkt eine Stimulation von Thromboayteeine Induktion der Leukozyten-

adharenzen am Endothel sowie eine Steigerung d@fi@ermeabilitdit (MARZI et al, 1994).

Nach Endotoxingabe lost PAF die Freisetzung hodpet Eicosanoiden aus (ROSE und
MARZI, 1996).
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3.4.3 Plasmatische Proteinasen, Gerinnungs- und Kom  plementsystem

Folgende Systeme wirken an einer Entziindungsreaktib

Das Komplementsystem ermdglicht nach Aktivierungwexder Gber den klassischen oder
alternativen Weg durch den Kontakt mit bakterieNdikroorganismen drei Funktionen:

Die Antigenopsonierung und Zellaktivierung (WALPORTI989) werden durch die Spalt-
produkte der Enzymkaskade ausgeiibt. Zum Beispmgidat C5a (,Anaphylatoxin“) als
hochpotentes Chemotaxin fur polymorphkernige Gamteén und Makrophagen und bewirkt
durch Induktion die Degranulation der Makrophageber ein Ankurbeln der Interleukin-
und Prostaglandinproduktion werden dadurch die Hwdzellen aktiviert sowie Uber die
Mastzellen die Permeabilitdtsverhaltnisse veranddgutrophile Granulozyten sind zudem
mit C5a-Rezeptoren ausgestattet, so dass ein efaitts Mitwirken an der Leukozyten-
Endothel-Interaktion besteht (TONNENSEN et al, 1984

Die Zytolyse der betroffenen Zellen erfolgt tbers déomplement C3b durch Bildung eines
C5b-C9 (,membrane attack”) Komplexes (BOSSI eR@04).

Im Rahmen einer Sepsis wird das Gleichgewicht zwisc Fibrinolyse- und Blutgerin-
nungssystem im Sinne einer ,Pro-Koagulopathie* yAditifibrinolyse* empfindlich gestoért
(DEMPFLE, 2005). Als Ausloser fungieren proinflamovsche Zytokine (VAN DER POLL
et al, 1999). Neben einer Uberschiessenden Akingerder Blutgerinnung mit vermehrtem
Verbrauch an Gerinnungsfaktoren bei gleichzeitigniederter Synthese in der Leber werden
die Konzentrationen der drei natirlichen fibringtischen* Proteine (,Tissue Factor
Inhibitor”, Antithrombin 11l und Protein C) vermirat und die fibrinolytischen Regulations-
mechanismen z.B. durch hohe Spiegel an Plasmindgevator Inhibitor Typ-1 (PAI-1)
gestort. Die Folge ist eine mikrovaskulare Throngbost Organinfarkt und hamorrhagischer
Diathese sowie eine Minderperfusion des entspredrerOrgans (NIMAH und BRILLI,
2003). Der Sinn ist die Vermeidung einer Ausbreajtwier Bakterien Uber die Kapillaren in
die systemische Zirkulation sowie die lokale Abw@diXON, 2004). CRONER et al (2006)
konnte in seiner Studie zeigen, dass bereits dmed8 nach Induktion einer Endotoxindmie
die postsinusoidalen Venolen in der Leber groRtenterschlossen sind. Je nach Art der
Infektion fuhrt dies zu einer leichten bis massiBahadigung des entsprechenden Organs. Im
Rahmen eines septischen Schockes werden jedoch diber disseminierte intravasale

Koagulopathie mehrere Organe geschadigt, was mitAdsbildung eines MODS einhergeht
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(GANDO et al, 2005; LEVI und TENCATE, 1999). In d@&ostmortem“-Studie von DIXON

(2004) konnten bei Patienten mit Sepsis multiplga@embolien gefunden werden.

Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) verfolgt normalgeise als Gegenspieler zum Renin-
Angiotensin-System (RAS) die Aufgabe der Blutdrkaing sowie der Vermeidung von
Thrombosen (SHARIAT-MADAR et al, 2002). Nach Akavung durch Bakterieneinwirkung

bewirken die Kinine jedoch tber Veranderungen am Eedothelzellen eine Steigerung der
GefaRpermeabilitat mit Odembildung. Die hamodynehdia Verhéltnisse werden zudem zu
Gunsten einer Hypotension verschoben (SHARIAT-MADéRI SCHMAIER, 2004).

Aufgrund der vielfaltigen Eigenschaften sowie Veigfung der einzelnen Systeme (siehe
Abbildung 4 verwundert es nicht, dass eine lokale oder gésierte Uberproduktion bzw.
Aktivierung der verschiedenen Systeme zu einerudgpder Homodostase mit Anstol3en bzw.

Verstarken einer inflammatorischen Reaktion fiike@nnen.

Trauma, Ischamie, Endotoxi+ Komplement

Klassiscl
»L C3 Cl1,C2,C4

v

C5b+C6+C7+C8+C9 (MAC)

Kontakt-Aktivierung

FXIIf
Prékallikreir ——
Intrinsisch v Kallikrein-
NSISCNE | o EXIIa < Kallikrein | Kinin-
Gerlnnung/ " System
insi Bradykinin
EXI/EXla EX Extrinsische y
v Gerinnung
FIXIFIXa ——> l <— FVllaFVvil
FXa _
Plasminogen
Fve ‘L Fibrinolyse
Fibrinogen  Plasmir
Prothrombit —> Thrombir —> l ¢
Y

Fiborin ———— > FDF

Abbildung 4: Traumarelevante Komponenten des Gerinnungs--ibrinolyse- und Komplementsystems
nach ROSE AND MARZI (1996)
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3.5 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Zell-Zell-Interaktion zwischen Leukozyt und Erbel ist eine Schlisselreaktion und die
Grundvoraussetzung fur die Rekrutierung, Akkumakatind Emigration von zirkulierenden
Leukozyten in das perivaskulare Gewebe.

Die physiologische Leukozytenfunktion wird durchmesikontrollierte, Rezeptor-gebundene
Interaktion mit Endothelzellen, Thrombozyten undtrazellularen Matrixkomponenten
bestimmt. Die Expression und Funktion dieser Remept kann jedoch direkt (z.B. durch LPS
(ZHOU et al, 2005)) oder indirekt durch humoral&kteaen wie Zytokine, durch Oxidation
und durch biomechanische Scherkrafte beeinflusstdeme Gerét dieses Zusammenspiel
durch exogene oder endogene Faktoren beispielswaisd einen septischen Schock aul3er
Kontrolle, so kann es zu einer Zunahme der LeulaeiEndothel-Interaktionen kommen. Die
Folgen sind GefalR- und Gewebeschaden in priméat geschadigtem Gewebe. Dabei wird in
der Fruhphase der Entziindungsreaktion die Schagligurch Zytokine, z.B. durch TNé-
aus Kupfferzellen, und Radikale verursacht, wahreardt im spateren Verlauf die
Adhéasionskaskade mit Emigration der neutrophilean@lozyten als zerstorerischer Faktor
wirkt (CARLOS et al, 1990).

Ein MODS entwickelt sich somit durch die lawineigat Ausbreitung der Entzindungs-

reaktion und nicht unmittelbar aus einer Uberflgta@ies Organismus mit Endotoxin.

3.5.1 Adhasionsrezeptoren

Bei der Regulation der Zell-Zell-Interaktion sindezielle Molekiile, sogenannte Adhéasions-

molekule, beteiligt. Folgende Molekile konnen ustereden werden (siefi@belle J:

Tabelle 1: Faktoren der Leukozyten-Endothel-Interaktion, modifiziert nach CARLOS AND HARLAN
(1994) und ROSE AND MARZI (1996)

“Rolling” Adhésion Transmigration
Leukozyt L-Selektin, Sle Bo-Integrine PECAM-1[,-Integrine
Fucosylierte Strukturen (v.a. CRAID18) (v.a. CD1JCD18)
Endothel E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1AR-2, ICAM-1, PECAM-1,
Fucosylierte Strukturen VCAM-1 VCAM-1
Mediatoren Sauerstoffradikale, LPS, IL-1,8LTNFq, Chemotaxine, IL-8,
Zytokine, Histamin, etc. PAF, Komplemestt. Komplement, etc.
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- Selektine:Wie bei allen Adhésionsmolekillen handelt es sichmembrandurchspannende
Proteine mit groBem extrazellularem Anteil. Im Dlefésst sich eine ,Epidermal Growth
Factor‘(EGF)-ahnliche Region, ein komplementregalieles Protein, eine Lektinhaltige
Bindungsdoméane sowie ein transmembraner Anteilkmizem zytoplasmatischen Schwanz
nachweisen (JUTILA, 1992). Drei Selektin-Typen wemdisher beschrieben:

Auf dem Endothel finden sich E (ELAM-1)- und P (GMRO, Granule Membrane Protein)-
Selektine, wahrend auf der leukozytaren Seite dAEICCAM-1)-Selektin anzutreffen ist.

Die Selektine binden meistens an die fucosyliertehl&nhydratliganden, den sogenannten
Sialyl-Lewisx (Slex), der Gegenseite (CARLOS und RIAN, 1994). Daneben existieren
proteinhaltige Rezeptoren, z.B. PSGL-1 und GlyCAMwEIchen im Gegensatz zu CARLOS
und HARLAN (1994) eine bedeutende Rolle zugeschriebird (ATARASHI et al, 2005).

- Leukozytenintegrinebestehen aus einer nicht kovalent aneinander eppday protein-

haltigen a- und B-Untereinheit, von denen jeweils weitere Unteretemeexistieren. Bisher
wurden 21 Integrinkombinationen beschrieben (CARLOS HARLAN, 1994).

Zu den wichtigsten gehdren dde2-Integrine mit folgenden Kombinationsmdglichkaite
CD11a/CD18 @-L/B-2), auch LFA-1 (Lymphocyte Function Associatedigan),
CD11b/CD18 ¢-M/B3-2), auch Mac-1 (Macrophage Antigen) und

CD11c/CD18 @-X/B-2), auch p150/95, genannt.

Auf der Leukozytenoberflache kdnnen diese Liganden Unterscheidung der Leukozyten-
population benutzt werden. Wahrend LFA-1 auf alleukozyten vorkommt, sind MAC-1
und p150/95 spezifisch fir Monozyten und neutr@p@itanulozyten (SIMPSON et al, 1993).
Die endothelialen Rezeptoren fir p150/95 konnterhnucht identifiziert werden (CARLOS
und HARLAN, 1994). p150/95 wird aber vorwiegend &#webemakrophagen exprimiert
und bindet dort an Fibrinogen und Komplement iCROE und PATSCHEKE, 1995).

MAC-1 bindet an eine Vielzahl von Liganden, z.B. mfgement iC3b, Fibrinogen und
Heparin (DIAMOND, 1995). In Studien wurde gezeidass hauptsachlich Mac-1 die Extra-
vasation der dauerhaft adharenten Leukozyten nabbc® verursacht (VON ANDRIAN et
al, 1991; NOLTE et al, 1994). Als korrespondierenBadothelzellrezeptor ist vorwiegend
der ICAM-1 anzutreffen.

ICAM (Interzellulares Adhasionsmolekil) gehort z8uperfamilie der Immunglobuline.
ICAM-1 (CD54) und ICAM-2 (CD102) kénnen unterscleéedverden. ICAM-1 besteht aus 5
extrazellularen immunglobulindhnlichen Domanen wger zytoplasmatischen Einheit, die
am Zytoskelett verankert ist (CARLOS und HARLAN ,9%9.
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Ein Vertreter derp-1 Integrine stellt das Adhéasionsmolekil CD49-Dé29 dar.3-1
Integrin wird auf Lymphozyten, Monozyten, basophilend eosinophilen Granulozyten, aber
nicht auf Neutrophilen exprimiert. In-vivo konntezgigt werden, dag$1 Integrin sowohl
am ,Rolling” als auch an der Adhasion der Lymphemytmit anschlieender trans-
endothelialer Migration der Monozyten beteiligt .istDabei wirkt VCAM-1
(monozytenspezifisches Adhasionsmolekil auf Endoglen) mit (ISSEKUTZ, 1995).

3.5.2 Kaskade der Leukozyten-Endothel-Interaktion

Nach GRANGER und KUBES (1994) kann eine Sequenzmipnlestens vier aufeinander-
folgenden, andersartigen, jedoch UbergreifendersdPhliei der Emigration von Leukozyten
aus dem Intravasalraum ins Gewebe unterschiededewésiehé\bbildung 5:

Zufallskontakt—® Rolling* —® feste Haftung—® Diapedese u. Chemotaxis

Selektine Integrine u. ICAM

< D
e [ 1 =« J[ =« [ o T[ - \&ﬂ e 1
L <
Endothel ™ /~ Leukozyten
Aktivierung . / Aktivierung /
Extravasaler | ___..--- » @
Stimulus Chemotaxis

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Adhasionskaskadejodifiziert nach CARLOS AND
HARLAN (1994)
Diese verschiedenen Adhéarenzphdnomene lassen sichvitealmikroskopisch im Tier-
experiment unmittelbar beobachten. Neben freidiielen Leukozyten fallen Leukozyten auf,
die am Endothel entlang rollen (,Slow Rolling“, ,Ras®). Des weiteren kdnnen Leukozyten
differenziert werden, die Kkurzzeitig (temporar) odéber einen langeren Zeitraum

(permanent) an das Endothel binden (,sticking®).

23



Der Grund fur die verschiedenen Adhasionsarten liegler Exprimierung unterschiedlicher,
auf der Oberflache von Leukozyten und Endothelzeditizenden Adhasionsmolekiile sowie
in der Ausschittung diverser Mediatoren (WEBER,3)00

Der nicht aktivierte, neutrophile Leukozyt zeigt réies wahrend der Zirkulation im
GefaRsystem L-Selektin und inaktive CD11/CD18-Kaarplauf seiner Oberflache (JUTILA,
1992). Nach Stimulierung, z.B. durch einen sepéiacBchock, werden Mediatoren wie TNF-
a, IL-1 und Sauerstoffradikale freigesetzt. Die Feoist eine Aktivierung des Endothels durch
Hochregulation der Oberflachenantigenexpressiors war allem durch eine Mobilisation
von Plasmagranula (P-Selektin), d.h. praformiertsektin in Weibel-Palade Granula
(KLINTMANN et al, 2004) sowie zu einem geringererilTdurch verstarkte Transkription
von ICAM-1 und E-Selektin (CARLOS AND HARLAN, 1994)ewirkt wird. Tritt nun der
Leukozyt mit dem Endothel, eventuell begunstigt ctiureine inflammatorisch bedingte
Stromungsturbulenz, in Kontakt, so kdnnen die leykiren und endothelialen Selektine eine
reversible Bindung eingehen. Durch die Scherkrdéie Blutstroms entsteht das sogenannte
.Slow Rolling® der Leukozyten entlang der GefaBwanfdBBASSI et al, 1993,
KLINTMANN et al, 2002). Dieses intravitalmikroskasmh beobachtbare Phanomen lasst sich
mit einem Ball mit Saugnapfen vergleichen, der aiher abschissigen Glasplatte
herunterlauft (LEY, 1993). Die Nahe zum Endothetl Wdamit auch zu den stimulierenden
Zytokinen und Chemotaxinen lost beim Leukozytenhnagn bis drei Sekunden eine
Aktivierung aus. Die Folge ist eine nachweisbarenfidomationsénderung der Integrine mit
konsekutiver Erhdéhung der Affinitdt zu den entspeswen endothelialen Rezeptoren
(CARLOS und HARLAN, 1994). So findet zum Beispiéhe Strukturdnderung der LFA-1
von ,Niedrig“ bis ,Intermediate” zu ,High“ statt (BEEN et al, 2005). Parallel zu diesem
Vorgang kommt es zum sogenannten ,Shedding®, delist&odigen Abstol3en der fur die
erste Leukozyten-Endothel-Interaktion verantwadntic Selektine von der Zelloberflache mit
Abgabe in die Zirkulation. Dieser Mechanismus wirdispielsweise durch LPS und IL-8
verursacht. Der Verlust der Rezeptoren ist alskeintrollmechanismus der Autoregulation
aber auch als eine Mdoglichkeit der Rezirkulationmar adhéarenter Leukozytensub-
populationen zu verstehen (JUTILA, 1992). In dard&t von HAFEZI-MONGHADAM et al
(2001) konnte gezeigt werden, dass eine Verhindedan Abscherung zu einem Anstieg der
Leukozytenadhasionen fiihrt. Bei erneutem Kontakt wun die zuvor lockere Leukozyten-
Endothel-Haftung durch eine feste Integrin/ICAM @img ersetzt (KISHIMOTO et al,
1989). In einem letzten Schritt schlie3t sich dezeptorabhangige Transmigration an
(LUSCINASKAS, 1991). Dazu laufen sowohl am Endotl$ auch beim Leukozyten
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spezielle Ablaufe ab: Unter dem Einfluss von Meatiah kommt es neben der Aktivierung
der Leukozyten auch zu einer Stimulation des Gefd@hels. Dabei werden vom Endothel
Wachstumsfaktoren und Zytokine produziert, die efmnahme der Gefal3permeabilitat
bewirken. Diese endothelialen Faktoren gelangerh anaden Blutstrom, werden aber fast
vollstandig von Radikalfangern und Proteasen nisitd, so dass kein weiterer Schaden
angerichtet wird. Haftet ein dauerhaft adharenteukozyt am Endothel, so bildet sich
zwischen den zueinandergewandten Zellmembranen elészyt und der Endothelzelle ein

sogenanntes ,Microenvironment” aus. In dieser rilmah Anordnung und Umgebung liegen
die Proteasen, Elastasen, Myeloperoxidasen sowigodischen Sauerstoffprodukte in einer
relativ hohen Konzentration vor und sind vor eibhgutralisation geschitzt. Dabei werden
zum Beispiel Proteasen und Sauerstoffradikale sodieekt durch den Leukozyten

ausgeschuttet (VOLLMAR et al, 1995). Unter Mitwirkalieser aggressiven Substanzen
kommt es zu einem Endothelschaden und zu eineroékdtung der interzellularen

Bindungen mit folglich erhdhter Permeabilitat unchielich Emigration des Leukozyten.

Dabei kann eine parazellulare und transzelluldamsegndotheliale Migration unterschieden
werden (YANG et al, 2005).

Im allgemeinen lauft die Leukozytendiapedese fde jinflammatorische Reaktion nach dem
oben beschriebenen Modell ab. Bei einer geschat@esamtoberfliche des menschlichen
GefaRendothels von etwa 250 bis 1000kann die Permeabilitatsschranke mit dem Ziel einer
geregelte Stoffaustausch zwischen Blut und Gewelvehddiese beachtliche Angriffsflache
empfindlich geschadigt werden.

Der Leukozyten-Endothel-Interaktion kommt dadurolwshl bei der Entztindung auf lokaler

Ebene als auch im Zustand der Generalisierung (SR8 bedeutende Rolle zu.

3.5.3 Besonderheit in der Leber

Der oben beschriebene Ablauf wurde vor allem duBgobachtungen in postkapillaren
Venolen des Mesenteriums entdeckt und beschriddew, (1993). Der Durchmesser dieser
GefaRRe betragt 20 bis 40m und bietet den Leukozyten ausreichend Volumen,annder
GefaBwand entlang zu ,rollen“. Entsprechend kanndém postsinusoidalen Venolen bei
ausreichend groRem GefaRdurchmesser das ,Rollefiabbtet werden (ATARASHI et al,
2005). Die Lebersinusoide sind aber mit einem Dunedser von 9 bis 1i3m deutlich kleiner
und liegen bereits in der GroRenordnung der weletkdrperchen (7-1um) (GENESER,
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1990). MARZI et al (1993) vermuteten daher, dask statt der punktuellen Selektinbindung
zahlreiche Bindungen zirkular um den Leukozytenbédesn und somit statt dem ,Slow

Rolling” vermehrt temporare Adhasionen zu beobathtimd. Dementsprechend wird erst
nach einer durchschnittlichen Adhéasionszeit voneRuBden (maximal bis 20 Sekunden) von
einer temporaren Adhasion zwischen einem Leukozyted dem Endothel gesprochen.
Hinweise fir das Vorhandensein von P-Selektin inbdrsinusoid fanden sich im Rahmen
von Versuchen mit dextranhaltiger hyperton-hypeatiskher Infusionslésung (MARZI et al,

1993). Die sogenannten permanenten Adhéasionen ddfidiert als eine Adhésion von

mindestens 20 Sekunden Dauer (MARZI et al, 1993).

3.6 Bisherige Studien und Ideen

In den bisherigen experimentellen Studien Uber skgtischen Schock und MODS wurde
versucht, durch die Entschlisselung der Ablaufe, zii einem Multiorganversagen fuhren,
passende therapeutische Ansétze zu finden. Dierlgsin Methoden setzten daraufhin an den
entsprechenden Abschnitten der Entziindungsreaktio(sieheAbbildung 1). Beispielsweise
sah CRONER et al (2004) durch Blockade des Clnaralurch LPS-induzierten Sepsis im
Rattenmodell eine Reduktion der VCAM-1-ExpressiDarch rekombinantes humanes IL-10
konnte Uber eine Supprimierung der II-1- und TdHFreisetzung eine Verlangerung der
Uberlebenszeit in einer LPS-induzierten Sepsisgaeiesen werden (LATIFI et al, 1995).

Die oben genannten Erkenntnisse deckten zwar weilmtails des septischen Schock-
geschehens auf, ein therapeutischer Ansatz wudieheletzten Endes nicht gefunden. Die
exakte Rolle der Kupfferzellen im Gesamtgescheheb lwabei unter anderem weiterhin
unklar (DING et al, 2003). Bisher wurde davon agsggen, dass den ortstandigen
Gewebemakrophagen der Leber durch ihre Lokalisatiwh durch ihre Funktion im Schock-
geschehen mit der Ausschitten von Mediatoren eitgcleeidende Rolle in der Entstehung
des MODS zukommt.

Die vorliegende Arbeit untersucht nun die Rolle deupfferzellenaktivierung in der
systemischen Entziindungsreaktion wahrend der Fasiepties septischen Schocks an einem
standardisierten tierexperimentellen Modell. Die ddlation der Kupfferzellenaktivitat wird
durch die Gabe zweier Stoffe herbeigefihrt:

Gadoliniumchlorid und Dichlormethylendiphosphonat.
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3.7 Verwandte Substanzen zur Modulation der Kupfferzel  laktivitat

Gadoliniumchlorid (GdClI 3) ist ein natlrlich vorkommendes rares Erdmetallsalz

Der exakte Wirkungsmechanismus auf die Kupffermelist weiterhin nicht vollstandig
bekannt. Jedenfalls scheint Gadoliniumchlorid auizArten zu wirken:

Nach intravendser Gabe aggregiert das Gadoliniwridhbei einem pH-Wert Uber 6 in eine
kolloide Form (KOUDSTAAL et al, 1991) und wird voten Kupfferzellen in der Leber
phagozytiert. Aufgrund des sinkenden pH-Werts in gomalen Endosomen wechselt das
Gadoliniumchlorid wieder zu seiner ionisierten Farariick und kann nun in diesem Zustand
seine Wirkung entfalten: GdgVerdrangt das ionisierte Calcium von seiner Widastatte an
der Membran. Im Rahmen des regelméaRigen Membrasiiregyder Endosome gelangt diese
veranderte Zellmembran an die Zelloberflache. DielleZ verliert daraufhin ihren
glykolysierten Rezeptor, wodurch eine Oberflachéaftnng und eine Phagozytose im
erstem Stadium verhindert wird (CALLEY et al, 199@ie Zellen werden inaktiv und
verlieren ihre Integritat im Zellverband.

Neben der Inaktivierung kommt es im weiteren Vdrlaw einer kompletten Zerstérung von
speziellen Kupfferzellsubtypen (MIZGERD et al, 1996

Dichlormethylendiphosphonat (CLoMDP oder DMD) besteht aus zwei Komponenten:
Dem Clodronat, einem anionischen Bisphosphonat, ainem Liposom. Beide Bestandteile
sind fur den Korper nicht toxisch. Aus chemisch@hSstellt das Bisphosphonat-Clodronat
eine stark hydrophile Substanz dar und kann aufgmieser chemischen Eigenschaft die
Zellwand nur schlecht durchdringen und somit schwar der Zelle aufgenommen werden
(VAN ROOIJEN und VAN KESTEREN-HENDRIKS, 2002). Zutebesitzt das Bisphospho-

nat-Clodronat in der Blutbahn eine extrem kurzebiWaktszeit und wird renal eliminiert. Aus

diesem Grund werden Liposome, die als Transportmediir Zell- und Gewebsmedikamente
bekannt sind, eingesetzt (JULIANO, 1982; VAN ROQNJé& al, 1994).

Das Liposom wird von dem Makrophagen phagozytidech Zerstérung der Phospholipid-
doppelschicht durch die Phospholipidasen der Lysesgelangt der transportierte Stoff, in
diesem Fall das Bisphosphonat-Clodronat, in daln#@ete. Dabei reichert sich umso mehr
Bisphosphonat-Clodronat innerhalb der Zelle annghr Liposome von der Zelle ingestiert
werden. Ab einer bestimmten intrazellularen Koneiin an MDP kommt es zur Apoptosis
der Zelle (VAN ROOIJEN et al 1985 and 1996).
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Prinzipiell werden alle Makrophagen unterschiedlieh Gewebe getttet, so dass die Art der
Verabreichung eine entscheidende Rolle fur die mr@paw. ortspezifische Zerstérung spielt.
Beispielsweise wird durch eine intravendse Gabe eiman die Kupfferzellen in der Leber,
zum anderen auch die Makrophagen der Milz zersEiner weiteren Ausbreitung steht dann
die VakuolengrofRe der Liposome im Bezug zu den likagn im Wege (VAN ROOIJEN et
al, 1990 and 1997).

Aus diesem Grunde wurden unsere Versuchsstoffalgemweavends verabreicht.

In diversen Studien konnte gezeigt werden, das¥Kdferzellen eine entscheidende Rolle
in der Entstehung eines systemischen inflammatwiscEntziindungssyndroms spielen.
Unklar blieb aber die Frage, ob gerade die Medétater Kupfferzellen an diesem Ablauf
beteiligt sind. Das Ziel dieser Studie war von datie Beantwortung der Frage, inwiefern
eine Modulation der Kupfferzellaktivitat die hepatie Mikrozirkulation nach septischem
Stressereignis als Ausdruck eines systemischeaninfatorischen Entziindungssyndroms
beeinflussen kann. Zur Darstellung und Beurteiludgr Mikrozirkulation wurde ein

etabliertes Schockmodell mit Intravitalmikroskoperwandt.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden nbderprifung durch die zustandige
Tierschutzkommission vom Landrat des Saarpfalzéseisgenehmigt und von der
Tierschutzbeauftragten vor Ort Uberwacht.

Die Versuche wurden mit mannlichen Ratten des S@d@dpwely Anzuchtstamms
durchgefihrt, die von der Charles River GmbH inzf&ld (Deutschland) bezogen wurden.
Die Tiere wurden bis zum Versuchsbeginn im Institlér Experimentellen Chirurgie
untergestellt und mit Trockenfutter (Altronium GmbHLage, Deutschland) und
Leitungswasser ad libitum ernahert. Dabei wogeriTéiee zwischen 230 bis 280 g und waren

im Alter zwischen zehn bis zwolf Wochen.

4.2 Versuch

4.2.1 Versuchsgruppen, verwendete Substanzen und Ver  suchsvorbereitung

Es wurden drei Versuchsgruppen mit je sechs Tiemmwie eine Nicht Schock-Gruppe

gebildet. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte randiemi und doppelt blind.

Folgende Substanzen wurden den Tieren intravernilgiaep:

Gadolinium(ll)Chlorid (GdGJ): Sigma Chemical Co., P.O. Box, 14508 St. Louis, 88278
USA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, Steinheim
Dichlormethylendiphosphonat-Clodronat  (MDP)Department of Cell Biology and

Immunology, Faculty of Medicine, Vrije UniversiteAmsterdam, The Netherlands.
Natriumchlorid (NaCI)0.9 %

Jeweils ein Millliter Gadoliniumchlorid, MDP und atriumchlorid wurden getrennt und
verblindet (durch eine dritte Person) in eine Mdi-Spritze aufgezogen und mit einer
Nummer verschlisselt. Die anschlieBende Lagerungfatéigen Spritzen erfolgte bei 4°
Celsius. Der Grund fur die spezielle Lagerung liegtier Herstellung des MDP: Clodronate

kénnen in hohen Konzentration in Liposome eingéaprverden. Damit keine Leckage an
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den Liposomen auftritt, muss die Endsubstanz beiapeeaturen um 4° C gelagert werden
(VON ROOIJEN und SANDERS, 1994).

Medikamentenverabreichung (1. Eingriff):

Aufgrund der Halbwertszeit (vor allem von Gadolnithlorid) musste exakt 24 h % h vor
Einleiten des septischen Schocks den VersuchstiieeSubstanzen appliziert werden. Dazu
wurden die Ratte nach dem Wiegen durch eine Kukesar mit Dieethylether (DAB 10, rel.
Dichte: 0.714-0.716, Otto Fischer GmbH & Co., Sjatt/Untertiirkheim) betaubt. Der zu
punktierende Hautbereich wurde anschlielend mit-Cledanspray (Schilke & Mayer,
Norderstedt) desinfiziert und die Schwanzvene rniera Band gestaut. Nach der Punktion
wurde die korrekte Lage des vendsen Zugangs durdpifen der Braunile mit wenigen
Milliliter Natriumchlorid Gberpriuft. Entsprechendech Gewicht der Ratte erfolgte dann die
Injektion der Testsubstanz. Nach erneutem Durchspidler Schwanzvene mit wenigen
Milliliter Natriumchlorid wurde die Braunile gezogeNach Narkoseende erwachte das Tier
und verblieb bis zum Versuch in seinem Kafig. Zw&ttinden vor Versuchsbeginn wurde der

Ratte die Nahrung entzogen.

4.2.2 Narkose und Praparation

4.2.2.1 Narkose

Die Versuchstiere wurden mit einer intraperitonedigektion von 50 mg/kg/KG Narcoren
(Pentobarbital-Natrium, Rhone Merieux GmbH, Laupteianasthesiert. Zur Aufrecht-
erhaltung der Narkose wurde bei Bedarf verdinntstdbarbital intravents nachinjiziert.
Alle Versuchstiere wurden am Ende des Experimentéseiner Uberdosis Pentobarbital

eingeschlafert.

4.2.2.2 Praparation ( 2. Eingriff)

Nach der Anasthesie des Versuchstieres erfolgte ssingfaltige Rasur des Abdomens sowie
der Halsregion bis zum Sternum. AnschlieBend wudige Ratte auf einer Korkplatte mit

Warmefolie (Conrad Electronic, Hirschau) gelagentelche ein Auskihlen des Tieres
wahrend des Versuchs verhinderte.

Um die Sterilitat der Praparation zu gewahrleistenyde mit einer alkoholischen Lésung

eine grofRzugige Desinfektion des rasierten Hauggebidurchgefihrt und das Operations-
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gebiet mit sterilen Tichern abgedeckt. Wahrend gesamten Praparation wurden zudem
ausschliellich sterile Materialien (Instrumenteth€ter, Infusionslésung etc.) verwendet und
unter sterilen Bedingungen gearbeitet, um einecoee Kontamination zu vermeiden.

Zu Beginn der Praparation wurde eine Tracheotomiechdjefiihrt, um eine funktionelle
Bellftung beider Lungen zu gewahrleisten, und um gl®duzierenden Schleim absaugen zu
kobnnen. Dazu wurde ein etwa drei Zentimeter langedianer Hautschnitt von der
Mandibular bis zum kranialen Rand des Sternumgligizj die pratracheale Muskelplatte
langs gespalten und die Trachea freipraparierthMatschlingen derselben mit einem Faden
(Vicryl 1.5 metric 4-0, Ethicon, Nordersted, Dedtismd) wurde zwischen zwei Knorpel-
spangen eine Stichinzision durchgefihrt, und ardddhd mit einem vier Zentimeter langen
Polyethylenkatheter (1.8 x. 2.4mm, Braun Melsunggie) Trachea intubiert. Die Fixierung
des Tubus erfolgte durch einen festen Knoten degelegten Fadens.

Im Anschluss wurde die Arterie carotis sinistra sakien Musculus sternocleidomastoideus
und infrahyaler Muskulatur nach vorsichtiger Trempuom mitverlaufenden Nervus vagus
freiprapariert und nach Kranial ligiert (Vicryl 4-0Nach Kaudal wurde das GefaR mit einer
GefaRklemme reversibel verschlossen. Es erfolgten @be Inzision der Arterie carotis am
proximalen Ende, um dort einen mit physiologiscKecchsalzlosung gefiillten Polyethylen-
katheter (0.58 x 0.96 mm, Portex, Fisher Scien@imbH, Nidderau) einzulegen und nach
Zentral vorzuschieben. Nach Prifen der korrektegeldes Katheters sowie nach Verbinden
mit einem Druckwandler wurde der arterielle Kathetat einer vorher gelegten Schlinge
verknotet und die distale GefalRklemme entfernt.

Der arterielle Zugang diente der invasiven Druclsuag sowie der mehrmaligen Gewinnung
arteriellen Blutes.

Im weiteren Verlauf wurde der Hautschnitt am destaEnde nach rechts lateral erweitert.
Nach praparatorischer Darstellung der Vena jugulaterna dextra erfolgte die Kanulierung
entsprechend dem oben geschilderten Vorgehen bé&idiege des arteriellen Katheters. Der
eingelegte Kunststoffkatheter (0.4 x 0.8 mm Portex)de an einen Perfusor (Perfusor ED 1-
300, B. Braun Melsungen AG, Type 871272), welchar @ner Ringerlactat gefiliten
Perfusorspritze bestiickt war, angeschlossen undamitvorgelegten Faden verknotet.

Neben der kontinuierlichen Infusionstherapie diahte vendse Zugang zur intermittierenden,
intravendsen Gabe des Anasthetikums, der Injekdiem Endotoxins und gegen Ende des

Experimentes der Verabreichung des Fluoreszenzmsaflazidin Orange.
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4.3 Versuchsprotokoll

4 .3.1 Versuchsablauf

Der zeitliche Versuchsablauf ist Abbildung 6dargestelit:

Die operativen Vorbereitungen waren nach circa 3uhn (maximal 45 Minuten) beendet.

Es schloss sich eine 15 Minuten dauernde Ruheptmase

Zum Zeitpunkt O h erfolgte die Messung der Ausgaagameter, d.h. der Systemparameter

mit anschlieRender arterieller Blutentnahme vooac®.7 Milliliter Vollblut.

-24h 1 Intravendse Vorbehandlung mit
- GACE (10mg/kgKG)  oder

- MDP (1mg/kgKG) oder

- NaCl 0,9% als Kontrolle

-0.5h T Praparation fur Monitoring u.
Schockdurchfiihrung
to T Blutentnahme
Schockinduktion

_ o - LPS (1mg/kgKG) iv
- Infusionstherapie mit

Ringerlactat-Losung

(2ml/h) 1h T Blutentnahme
Intravitalmikroskopische Untersuchung
- Kreislaufiibewachung 6h T der Lebermikrozirkulation mittels
fluoreszenzmarkierten (Acridin Orange)
12 h _Y_ Leukozyten nach 0, 1, 6 oder 12 h

Abbildung 6: Zeitlicher Versuchsablauf

Schockgruppe:
Unmittelbar nach der arteriellen Blutentnahme wudden Versuchstier tGber den vendsen
Katheter ein Endotoxin-Bolus (gereinigtes Lipopabharid, Eschericha coli, 10 mg/ml)

entsprechend dem Gewicht der Ratte (Dosierung: Kgri§G) in Milliliter verabreicht.
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Nicht Schock-Gruppe:

Den Versuchstieren wurde keine intraventse Bolusgals Endotoxins verabreicht.

Nach Anspilen des Katheters mit Ringerlactatlésnagde in beiden Gruppen eine konstante

Infusionstherapie von 2 mi/h Erhaltungsdosis duedigyt.

Die weitere Kreislaufiberwachung erfolgte in destem zwei Stunden jede 15 Minuten und

wurde daraufhin auf 30 Minuten ausgeweitet.

Die weiteren arteriellen Blutentnahmen fanden r&ictr, sechs und zwolf Stunden statt.

Zu den vorgesehenen Zeiten wurde die intravitalgorelszenzmikroskopie durchgefihrt:
Wahrend in der Schockgruppe nach einer, sechs naélf Stunden die Mikroskopie der
Leber erfolgte, wurden in der Nicht Schock-Gruppesatzlich zum Zeitpunkt 0 h

Versuchstiere mikroskopiert.

4.3.2 Monitoring

Die arterielle Blutdruckkurve und die Herzfrequemarden tber die gesamte Versuchsdauer

kontinuierlich abgeleitet.

Mittlerer arterieller Blutdruck
Der MABD konnte durch einen Druckwandler (Stathawufd, P23Db, Oxford, CA, USA)
mit angeschlossenem Blutdruckmonitor (Siemens Md®I8419178 E 2250, USA) nach

initialem Nullabgleich kontinuierlich abgelesen wden.

Herzfrequenz

Durch Auszahlen der Pulskurve wurde die Herzfreguamittelt.

4 .3.3 Klinisch-chemische Parameter

Zu den oben angegebenen Zeiten wurde dem Tier ddrerarteriellen Katheter der Arterie

carotis sinistra circa 0.7 Milliliter Blut zur Labanalyse entnommen:
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Kleines Blutbild
Zu dieser Messung wurden 200 Mikroliter Vollblut @ine EDTA-Monovette (Sarstedt)
gefiullt und in das Analysegerat, dem Coulter AcT. ddematology Analyzer (Coulter
Electronics, Luton, UK) eingesetzt. Folgende Dateinden untersucht:
Hamatokrit, Himoglobingehalt, Leukozyten, Erythtezyund Thrombozyten

Blutgasanalyse
Pro Blutgasanalyse wurden je 150 Mikroliter Voltbln eine heparinisierte Glaskapillare fur
Blutgasanalyse eingetraufelt. Zur Aufarbeitung dtatas Blutgasanalysegerat 348 Chiron
Diagnostics (pH/ blood gas analyzer; Chiron DiagisesSGmbH, Fernwald, Deutschland) zur
Verflugung. Folgende Parameter wurden gemessen:
pH-Wert, arterieller Sauerstoffpartialdruck (pO2garterieller Kohlendioxidpartialdruck
(pCO2), Standardbikarbonat und Basenabweichunge(Basess, BE),

Leberenzyme
Zur Einschéatzung des hepatozellularen Schadenseweireé Bestimmung der Leberenzyme
Alanin-Aminotransferase ALT (ALAT/GPT), Aspartat-Amotransferase AST (ASAT/GOT)
und Laktatdehydrogenase LDH durchgefiihrt. Dazu emirdienige Millliter Vollblut nach
Einfillen in ein spezielles GefaR durch die Zeang# Hermle Z 400 K (Hermle
Labortechnick, Weinheim, Deutschland) mit 10000min/ Uber drei Minuten bei — 4° C
zentrifugiert. Von der Probe wurden dann 200 MikeolPlasma in ein maximal 0.7 Milliliter
fassendes Reaktionsgefald mit Deckel (Gesellschaft Laborbedarf mbH, Wirzburg)
umpipettiert und anschlieBend mit flissigem Stimséchockgefroren. Die weitere Lagerung
erfolgte bis zur Weiterverarbeitung in einem Tidfkéich mit einer Temperatur von
mindestens — 70° C.
Im Zentrallabor der Universitatsklinik des Saarlesdvurden die Leberenzyme entsprechend
der ,optimierten Standardmethode“ der deutscheneldekaft fur klinische Chemie nach
dem Alanin- und Aspartat-Aminotransferase UV-Teswvie nach dem Laktatdehydrogenase
UV-Test mit einer standardisierten Methode des Bidthi Systems 71 von Boehringer

Mannheim GmbH bestimmit.
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4.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

4.4.1 Vorbereitung zur Mikroskopie

Zu den vorgesehenen Zeitpunkten erfolgte die Ewdfin des Abdomens mittels einer
medianen Laparotomie, welche Uber zwei bogenforrBigenitte nach rechts und links auf
Hohe der Umbilikalregion erweitert wurde. Nach DChirennung der Ligamenta falciforme
hepatis und intrahepatica wurde der linke Lebedappnit Hilfe eines Natriumchlorid
angefeuchteten Stieltupfers mobilisiert. Nach Veltsss des arteriellen und vendsen
Katheters mit einem Verschlusskonus (Combi rotuBraMessung) wurde die Ratte auf einen
eigens fur die Intravitalmikroskopie konstruiert@texiglastisch in Linksseitenlage fixiert.
Ein Teil des Tisches funktioniert dabei als einehi] welche sich durch mehrere
Schraubenverbindungen in alle Richtungen des Rawmgegen lassen. Auf diese Bihne
wurde eine variabel formbare Tragereinheit aus iKasse angebracht, welche die Konvexitat
des linken Leberlappens in spannungsfreier Lageaurfigehmen sollte. Die Auslagerung des
Leberlappens erfolgte zur Minimierung der Manipiolatauf der Leberoberflache vorsichtig
mit zwei Kochsalz getrankten Wattestdbchen. Naclstuhg der korrekten Lage mit
waagerechter Anordnung der planen Leberoberflichedev die konvexe Seite des
ausgelagerten Leberlappens zur Vermeidung von Atefakte und eines Abgleitens mit
Acrylkleber an die Knetmasse fixiert. Zum Schutzr vdustrocknung, Auskihlung und
Verletzung wurde die nun oben zum Liegen gekommeplaame Leberoberflache mit einem
passend zurechtgeschnittenen Stick Cellophanfogiedeckt und wahrend der Mikroskopie

kontinuierlich mit 36.7° C warmer Natriumchloridiirsy benetzt.

4.4.2 Intravitalmikroskopie

Bereits mit Hilfe des Durchlichtmikroskops war esCRIUSKEY et al (1978 and 1993)
gelungen, die Lebermikrozirkulation in diinnen Raefdgten in vivo zu untersuchen. Diese
Gebiete sind jedoch nach einem Schockgeschehen Kaulas gesamte Organ reprasentativ.
Aus diesem Grund wurde die Fluoreszenzmikroskoptsviekelt, die es ermdglicht, einen
beliebigen Bereich auf der Leberoberflache zu belatea. Hierzu werden die Leukozyten
nach der Methode von JAHANMEHR et al (1987) unriie vor der Beobachtung mit
Acridin Orange (Chroma-Gesellschaft, Schmid & C8tuttgart/Untertlirkheim) angefarbt.
Durch dieses Verfahren lasst sich in vivo die hephé Mikrozirkulation der Rattenleber
morphologisch darstellen und quantifizieren (MAREt al, 1993). Der im folgenden
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beschriebene Versuchsaufbau entspricht von dahigelend der von MARZI et al (1993
und 1995) entwickelten Technik.

Instrumentation

> — Echtzeitgenerator
CCD-Kamera 0L ] g
Hg-Lampe Monitor mit
N Videorekorder
. -
Ratte mit I i —
ausgelagerter Leber #
auf spez. Bihne
] Zur
)| —» .
— Auswerteeinheit

Abbildung 7: Instrumentationsaufbau Mikroskopie

In Abbildung 7 ist der exakte Instrumentationsaufbau bildlichgéatellt. Zur intravitalen,

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurde epiflu6reszenzmikroskop des Typs
Nikon-MM 11 (Measurescope mm 11, 220V, 50/60 Hpadg verwendet. Zur Erzeugung des
zur Auflichtfluoreszenz benétigten Lichtes wurdeneeil00 Watt Quecksilberdampflampe
(Nikon Super High Presure Mercury Lamp, Power SygpModell HB-1010 AF, Japan)

seitlich angebracht. Ein im Strahlengang angebeadhilter (450-490 mm) bindelte die zur
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes notwendige ti@duenz. Zusatzlich wurden noch
zwei beliebig einstellbare ND-Filter mit verschieda Graustufen (Nikon, Typ ND2 und
ND4) zur Reduktion der Uberstrahlung zwischengdsethavergroRert wurde das mikros-
kopische Bild durch ein Wasserimmersionsobjektin viD x 10, so dass eine 100-fache
EndvergroBerung ermoglicht wurde. Dabei wurde zireltigung des notigen Wasserfilms,
der zugleich auch zur Befeuchtung der Leber diegitee Natriumchloridldsung hergestelit.
Diese Flussigkeit wurde in einem 50 Liter Kanistgelagert, und durch einen
Spulflussigkeitswarmer (Fenwal Blood Warmer, Mod@W 5, 3.5 Ampere, 50/60 Hz, 220
V, 700 W, Fenwal Laboratories Divison of Travendboratories Inc., Deerfield USA /
Travenol GmbH Munchen) auf exakt 36.7° C erhitztit Miner Spulflissigkeitspumpe
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(Ismatec mp-4, Ismatec SA, Zirich, Schweiz) wurdennd die Natriumchloridldsung

kontinuierlich auf die Leberoberflache getraufelt.

Die Bilder des Versuches wurden durch eine CCD-Kani€harge Coupled Deviced, Piper
FK 6990, Piper GmbH, Dusseldorf/Schwerte) geliefdi¢ Gber einen C-Mount Adapter im
Strahlengang eingebaut war. Die Aufzeichnung dedeBi erfolgte mit einem S-VHS

Videorekorder (Panasonic S-VHS 625 Video KassettroRler NV-FS1 HQ, Power

Consumption, Matsushita Electric Industrial Co.,[LT Japan). Dabei wurde zur exakten
Auswertung ein Echtzeitgenerator (FORA Video Tindgdell VTG 33, FORA Company

Limited, Japan, 220 V, 50/60 Hz, 0.06 Ampere) niitOD Sekundenauflésung zwischen-
geschaltet. Diese Zeitzahlung lief dann in den emdgnmenen Bildern mit. Durch eine
zusatzliche Verbindung zu einem Video Monitor (JMGdell TM-122(EG)) konnten die

Bildaufnahmen zeitgleich mitverfolgt und dadurclalexgesteuert werden.

Ablauf

Randomisiert wurden zuerst funf unterschiedliche bdrppchen eingestellt. Im
Bildausschnitt zeigte sich dabei ein Periportalfetdt korrespondierender Zentralvene.
AnschlieBend erfolgte gleichermaRen die Darstellumgn finf Zentralvenen im
Langsdurchmesser. Die Aufnahmedauer betrug jewsitslestens 30 Sekunden, wobei die
Zeitmessung und Aufnahme nach Injektion des Fatbelmigestartet wurde. Zur Markierung
der Leukozyten wurde den Ratten vor jeder AufnaBmieMilliliter Acridin Orange-L6sung
Uber die Vena jugularis dextra injiziert. Dadurekobienen die angefarbten Leukozyten kurz
nach der Verabreichung als fluoreszierender Punkt dem Bildschirm. Aufgrund der
Eigenschaft der Leukozyten, den Fluoreszenzfarbsiath einer gewissen Zeit wieder
abzugeben, kam es zu einer stetigen Zunahme digkidié]l Der Grund liegt in der Diffusion
von Acridin Orange in die Hepatozyten. Ein Ausdleikonnte durch Anpassen der
Kameraempfindlichkeit und durch Zwischenschaltuag @raufilter erreicht werden.

Im Anschluss an diese Bildersequenzen schlossanfisié Aufnahmen von quergetroffenen
Zentralvenen mit einmindenden Sinusoiden an. Diénakumezeit betrug dabei um funf

Sekunden.

37



4.5 Auswertung

4.5.1 Auswertungseinheit

Wie in Abbildung 8 zu erkennen, enthielt die Auswertungseinheit eic@mputersteuerbaren
Videorekorder (Panasonic Fs 1, AG 7355, Bild-flidBAnalyse mit einer Bildfolge von 20
Milisekunden), der zur visuellen Bild-Auswertungn &inen Monitor (JVC, Colour Video
Monitor TM 210 PS) angeschlossen war. Zur digitdddanalyse bestand eine Vernetzung
des Videorekorders mit einem Personal-Computer ,(R@Icher wiederum mit einem
Monitor verbunden war. Angeschlossen an den PerStoraputer fand sich ein
Grafiktablett.

Monitor mit
Videorekorde
— Digitalisierung ' '
- gl L= V=N
4 ya——————USh\
Kassette al [E]) Grafiktablett
Mikroskopiereinhe mit Bildanalysesystem LOBULUS

Abbildung 8: Auswerteeinheit

Zur Digitalisierung der auf der S-VHS Kassette auafgichneten Bildersequenzen der
Intravitalfluoreszenzmikroskopie stand das commestitzte Bildverarbeitungsprogramm
Lobulus (Medivis, Homburg) zur Verfigung. Dadurchurden morphometrische

Auswertungen anhand der Bilder ermdglicht.

4.5.2 Leukozyten - Endothel - Interaktion

Durch die selektive Bindung von Acridin Orange amkMinsdure erscheinen nur kernhaltige
Leukozyten als fluoreszierende Partikel in der dwtalmikroskopie (JAHANMEHR et al,
1987). Dadurch wurde eine bestmégliche BeobachtumtyBeurteilbarkeit der Leukozyten-

Endothel-Interaktion gewahrleistet.

38



Leberlappchen mit Periportalfeld
RAPPAPORT (1958) untergliederte den Leberazinush reatatomischen und funktionellen

Aspekten. Zur Beurteilung des Adhasionsverhaltenr tdeukozyten zogen wir das

Azinzuskonzept von RAPPAPORT (1958) als Einteiluhgran. Dabei wurden der

Leberarchitektur angepasste Schablonen entworferguiich lhre ellipsoide Form am besten
den Verlauf der Sinusoide in einem Lappchenumfeiddergaben. Mit dieser Schablone
konnte somit ein Sechstel des Leberldppchens eMassgen. Aufgrund der unterschiedlichen
Ausdehnungen der Leberlappchen wurden mehrere @GréRgefertigt. Die Auswertung

erfolgte dann durch Aufkleben der Schablone mitbKtreifen an den Videomonitor. Durch
Drittelung des Abstandes zwischen Zentralvene uiiteldunkt des Zentralfeldes flihrten wir
eine sublobuldre Unterteilung des ovalaren Ausvnggfeldes durch. Die entstandenen
Bereiche wurden als periportales, midzonales undzerdrales Feld bezeichnet. Dabei

verhielten sich die Flacheninhalte wie 1 : 1.4 : 1.

Zentralvene

Abbildung 9 : Intravitalmikroskopische Beispiele von Zentralvenen

Zur Beurteilung der Adharenzen in der Zentralvesiehg Abbildung 9 wurde ein gewisser
Abschnitt der langs angeschnittenen Zentralvendodmddet. Eine entsprechende Schablone

mit einer geraden Strecke von 10 cm wurde angeferti

Folgende Grol3en waren bei der Auswertung von Isser@MARZI et al, 1993):
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Anzahl der frei flieRende Leukozyten
Die Zahl der frei flieBenden Leukozyten beinhakémtliche Leukozyten, die wahrend des
Beobachtungszeitraums das zu untersuchende Schafdmh passieren oder sich in diesem

aufhalten, ohne eine erkennbare Adhdasion zu zeigen.

Anzahl der temporar adharenten Leukozyten
Als temporar adharent werden diejenigen Leukozyberzeichnet, die mindestens 200
Milisekunden (0,2 Sekunden) aber weniger als 2@uS8gen am Endothel der Sinusoide
haften bleiben. (sieh&bbildung 10

Anzahl der permanent adharenten Leukozyten
Eine permanente Adhédrenz im Lebersinusoid ist idefimls eine feste Haftung am Endothel

mit einer Dauer von mindestens 20 Sekunden.

t=0s “ t=3s

Abbildung 10 : Intravitalmikroskopisches Beispiel fur das Eingehen einer adharenten Bindung durch
einen Leukozyten (gekennzeichnet mit weildem Kreis) ifobulus

Adhasionsquotient
Die adharenten Leukozyten werden fir lhre jeweil§ghasionsart in Relation zu den

insgesamt passierten Leukozyten gesetzt. Es aigibsomit ein prozentualer Anteil.

Mittlere Adharenzzeit (MAT)
Die mittlere Adharenzzeit berechnet sich aus detteMierten der Adharenzzeiten entweder

der temporar adharenten oder der dauerhaft adeéreatikozyten.
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Slow rolling Leukozyts (SRL)
Als SRL werden in der Zentralvene solche Leukozybezeichnet, die optisch an der
Gefallwand entlang rollen (sielebildung 13 und sich somit mit einer Geschwindigkeit von
weniger als 10 % des maximalen Flusses bewegenNB$CHONBEIN et al, 1991).

t=200ms ‘ 't=1200ms

Abbildung 11 : Intravitalmikroskopische Bilder eines Slow rolling Leukozyten (gekennzeichnet
mit schwarzem und wei3em Pfeil) im Lobulus

4.5.3 Leukozytenfluss

Zur Untersuchung des Leukozytenflusses wurde dageterunterstiitzte Bildverarbeitungs-
verfahren bendtigt. Als Bildmaterial standen diegés 30 Sekunden dauernden Aufnahmen
der funf unterschiedlichen Leberldppchen zur Verfigy Durch die Darstellung einer
Zentralvene mit zugehorigem Periportalfeld im Bildschnitt konnte der gesamte Flussweg
eines angefarbten Leukozyten beobachtet werden.

Nicht jeder markierte Leukozyt konnte zur Bestimgnaes Leukozytenflusses herangezogen

werden. Vielmehr mussten folgende Kriterien erfsgin:
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Es wurden nur diejenigen Leukozyten vermessengidien geradlinigen Verlauf im Sinusoid

aufwiesen, und dabei keine Adhasion mit dem Gefd@be! eingingen.

Leukozytengeschwindigkeit
Zur Messung der Leukozytengeschwindigkeit wurdeejsaein Bild mit der Anfangs- und
der Endposition desselben Leukozyten digitalisi€abei wurde die Atemverschieblichkeit
des Bildes durch einen Atemausgleich bertcksichilgirch die Messung der zurtickgelegten
Strecke in einer entsprechenden Zeit konnte daen Gkeschwindigkeit v nach unten
genannter Formel bestimmt werden.
In jedem Leberlappchen wurden die Geschwindigkeiten mindestens 5 verschiedenen

Leukozyten berechnet.

Leukozytenfluf3
Der Leukozytenfluss stellt ndherungsweise ein Mailglie sinusoidale Perfusion dar.
Zur Berechnung muss zusatzlich zur Leukozytengesdigkeit der Durchmesser des
durchflossenen Sinusoids bestimmt werden. Dabedevmmach dem gleichen Prinzip wie zur
Bestimmung der Sinusoidweite der Abstand zwischeen dgegeniberliegenden
GefalRendothelien als Strecke vermessen.

Der Leukozytenfluss berechnet sich damit wie folgt:

2
S
Leukozytefluss = @ , wobeiV = N

mit v der Geschwindigkeit, d dem Durchmesser dess®ids, s der zurlickgelegten Strecke
des Leukozyten und t der fur die Strecke s beregtigeit.

4.5.4 Messung der Sinusoidweite

Zur Messung der Sinusoidweite fanden die jeweitd fekunden dauernden Aufnahmen der
guergetroffenen Zentralvenen mit umgebenem Pedffeid Verwendung (sieh&bbildung 12
und Abbildung 13. Je Einstellung wurde das jeweils scharfste Bidgitalisiert, insgesamt funf
Messungen pro Tierexperiment. Uber vielfaltige, zessgesteuerte Operatoren wie
Skalierung, Helligkeitsregulierung oder Linearigieg wurde eine Kontrastverstarkung mit

Hilfe des computerunterstitzten Bildverarbeitungsteen erreicht.
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Auswertung:

In 90 pum Abstand zur Zentralvene wurden alle Siméscausgemessen, welche keine
Aufzweigungen oder Einmindungen anderer Sinusoidenmittelbarer Nahe aufwiesen. Die
Messung der Sinusoidweite erfolgte standardisiachriotgerechter (von einer Endothelwand
des Sinusoids zur Gegenuberliegenden) Einzeichden&trecke.

Abbildung 13: Intravitalmikroskopische Bilder einer quergetroffenen Zentralvene mit Periportalfeld
bei Tieren ohne septischen Schock (Nicht Schock-Gupe)

4 5.5 Perfundierte Sinusoide

Der Perfusionsindex beschreibt den prozentualemilddér mit Blut durchflossen Sinusoide
im Bezug zur Gesamtzahl der erkennbaren Sinusoide.

Zur Bestimmung des Perfusionsindexes wurden dabejedreils funf Sekunden dauernden
Aufnahmen der quergetroffenen Zentralvenen mit dregen Periportalfeld herangezogen. In
den Abbildung 12 und Abbildung 13sind exemplarisch Tiere ohne und mit septischdro&c
zum Vergleich dargestellt.

43



Der Perfusionsindex lasst sich nach folgender Fboiberechnen:

Pl =Anzahl perfundierter Sinusoide / Gesamtzahl der erkennbaren Sinusoiden

4.6 Statistik

Die erhobenen Messdaten wurden zwischen den eamez&ruppen verglichen.

Zunachst erfolgte die Prufung der Messergebniskeia® Normalverteilung.

Stellte sich eine parametrische Verteilung dar,wsode zwischen un- und verbundenen
Stichproben unterschieden.

Zur Priafung mehrerer unverbundenen Stichprobenea signifikanten Unterschied kam
der One-Way-ANOVA-Test zur Anwendung, eine paaradi®ntrolluntersuchung erfolgte

mit dem Student-Newmann-Keuls- oder dem Turkey-T@airde ein unverbundenes Stich-
probenpaar miteinander verglichen, so kam der t-ZigsAnwendung.

Zur Testung von verbundenen Stichproben benutziedem paired t-Test. .

Stellt sich eine nicht- parametrische Verteilung, da wurde ebenfalls zwischen un- und
verbundenen Stichproben unterschieden.

Zur Prufung mehrerer unverbundenen Stichprobenemd Signifikanz kam der Kruskal-

Wallis One-Way-ANOVA Ranks Test zur Anwendung, epaarweise Kontrolluntersuchung
erfolgte mit dem Dunns Test. Wurde ein unverbunglefg¢ichprobenpaar miteinander
verglichen, so kam der Mann-Whitney Rank Sum TastAnwendung.

Zur Testung von verbundenen Stichproben benutziedem Wilcoxon Signed Rank Test.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt
Die Ergebnisse der Auswertung in den vorliegendaiellen und Grafiken wurden als

Mittelwerte und dem dazugehérigen Standardfehler Mételwerts, dem sogenannte SEM

(Standard Error of the Mean), angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Hadmodynamik und Laborparameter

5.1.1 Mittlerer arterieller Druck

140
——e—— Natriumchlorid
e (O Gadoliniumchlorid
130 = ——-v—— MDP
: —--—&-—- Nicht Schock

120 -

110 -

100 -

Mittlerer arterieller Druck (mmHgQ)
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0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720

Zeit nach Schock (min)

Abbildung 14: Mittlerer arterieller Blutdruck

In den Schockgruppen zeigte sich unmittelbar nacdidoEoxingabe ein signifikanter
Blutdruckabfall (sieheAbbildung 19. Nach drei Stunden wurde wieder der Ausgangswert
erreicht. Im weiteren Verlauf fiel ein Blutdruckenschied mit tendenziell h6heren Werten in
der MDP-Gruppe im Vergleich zur NaCl- als auch @dCk-Gruppe auf. Eine Signifikanz
konnte nicht nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt daravitalmikroskopie lagen

vergleichbare hamodynamische Verhaltnisse vor.
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5.1.2 Herzfrequenz
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Abbildung 15: Herzfrequenz. * p<0.05 vs. MDP

Wie in Abbildung 15 zu erkennen, kam es in der NaCl-Gruppe nach Erghgiabe zu einem

massiven Anstieg der Herzfrequenz, welche sich naehi Stunden auf dem hdchsten
Herzfrequenzniveau aller Gruppen einpendelte. Im MMDP-Gruppe zeigte sich ein

entgegengesetzter Verlauf. Unmittelbar nach Endogake wurde eine Abnahme der
Herzfrequenz gemessen, welche sich im weiterenavfedtellenweise auf das Niveau der
Nicht Schock-Gruppe steigerte. Die MDP-Gruppe tgtetlie Gruppe mit den niedrigsten
Herzfrequenzen.

Aufgrund der Veranderungen der Herzfrequenz naatotexininjektion ergaben sich flr die

ersten zwei Stunden signifikante Unterschiede 2wisaer NaCl-Gruppe und MDP-Gruppe.
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5.1.3 Der Saure-Base-Haushalt und Sauerstoffpartial

druck

Der Saure-Base-Haushalt wird mit den wichtigsteraiatern besprochen:

Zwischen den einzelnen Gruppen lieRen sich keigaifiganten Unterschiede feststellen

pH-Wert und p®@

(sieheTabelle 2undTabelle 3.

Tabelle 2: pH-Wert

Zeitpunkt Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
(h) Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
0 7,39 0,01 7,39 0,01 7,39 0,01 7,36 0,01
7,43 0,02 7,44 0,01 7,41 0,01 7,35 0,02
7,48 0,01 7,51 0,01 7,48 0,02 7,45 0,01
12 7,47 0,02 7,43 0,02 7,46 0,02 7,48 0,02
Tabelle 3: pO;
Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) mmHg mmHg mmHg mmHg
0 67,9 2,3 69,9 2,2 72,7 3,3 65,7 2,6
80,5 2,9 83,0 2,2 87,5 3,4 76,4 3,9
79,2 2,3 77,3 2,9 84,0 4,5 77,1 3,3
12 75,2 4,8 88,1 3,6 77,0 4,7 82,7 4,9

Standardbikarbonat und Base Exzess

In der MDP-Gruppe wurden erhéhte und in der NaGlgpe verminderte Standardbikarbo-
natwerte mit zunehmender Schockdauer gemessene (Sigbelle 4. Es ergaben sich

signifikante Unterschiede zum Zeitpunkt 6 h zwiscker NaCl- und MDP-Gruppe und zum

Tabelle 4: Standardbikarbonat.* p<0.05 vs. MDP. + p<0.05 vs. Nicht Schock

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert  Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) mmol/| mmol/| mmol/| mmol/|
0 26,6 0,5 26,0 0,6 27,0 0,6 27,2 0,4
25,9 0,7 23,6 0,9 24,4 0,5 25,6 0,6
25,7 0,6 *24,1 0,5 23,5 1,4 28,1 0,9
12 26,9 1,1 *+211 1,5 24,7 2,0 28,2 0,8

47



Zeitpunkt 12 h zwischen der NaCl-Gruppe im Verdilaiut der MDP- und Gd@Gruppe.

Sowohl in der GdGt als auch in der Nicht Schock-Gruppe wurden Norrtsvgemessen,

wobei in der GdGGruppe der Basenuberschuss mit zunehmender Sdnomkdibnahm

(sieheTabelle 5. Einen ahnlichen, aber ausgepragteren Verladeptierte die NaCl-Gruppe
mit Umkehrung eines anfanglichen Basentuberschy&&smmol/l) in ein Basendefizit (-4.3
mmol/l). In der MDP-Gruppe lag zu allen Zeitpunktdie Werte Uber dem Normbereich (-2
bis +2 mmol/l). Signifikante Differenzen ergabeohszum Zeitpunkt 6 h zwischen der NaCl-
und der MDP-Gruppe sowie zum Zeitpunkt 12 h zwiscther NaCl-Gruppe im Vergleich zur
MDP- und Nicht Schock-Gruppe.

Tabelle 5: Base Excess p<0.05 vs. MDP.+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) mmol/| mmol/| mmol/| mmol/|
0 2,7 0,7 2,1 0,8 3,0 0,8 4,4 0,6
1,2 0,9 -0,6 0,9 0,4 0,6 2,2 0,9
1,2 0,9 *.0,3 0,6 -0,5 1,5 4,5 1,1
12 2,8 1,5 *+.4,3 1,8 0,4 2,4 4,3 1,1
pCO,

Auffallig war, dass der gemessene Kohlendioxidplthtick in der NaCl-Gruppe zu allen
Zeitpunkten den niedrigsten Wert aller Gruppen brmésieheTabelle §. Dabei fiel der Wert
ab dem Zeitpunkt 6 h in den hypokapnischen Beraithin den restlichen Gruppen lagen die
pCO,-Wert bis auf den Zeitpunkt 1 h sowie zum Zeitpubkh fur die MDP-Gruppe mit

Nachweis einer leichten Hyperkapnie im Normber€g2r46 mmHgQ).

Eine Signifikanz ergab sich zwischen der NaCl- MiglP-Gruppe zu allen Zeitpunkten.

Tabelle 6: pCOs. * p<0.05 vs. MDP

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert  Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) mmHg mmHg mmHg mmHg
0 46,6 1,6 *45,6 2,1 47,1 2,4 54,5 2,6
1 40,2 2,4 *34,8 1,8 39,7 2,5 52,3 3,2
6 33,6 2,1 *28,8 1,4 32,1 3,4 41,8 2,0
12 38,9 3,1 *29.4 3,1 33,5 3,3 39,6 3,3
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5.1.4 Blutbild

Die Blutbildveranderungen werden im Einzelnen bespen:

Hb-Wert
Bis auf die Nicht Schock-Gruppe nahm der Hb-Wedén Schockgruppen kontinuierlich mit
zunehmender Schockdauer ab (si€hieelle 3. Dabei wurde in der NaCl-Gruppe zum
Zeitpunkt 12 h der niedrigste Werte gemessen.
Ein signifikanter Unterschied ergab sich zwischen Nicht Schock- und der NaCl-Gruppe
zum Zeitpunkt 6 h und 12 h.

Tabelle 7: Hb-Wert. + p<0.05 vs. Nicht Schock

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) g/dl g/dl g/dl g/dl
0 13,9 0,3 13,7 0,2 13,7 0,4 14,8 0,2
13,2 0,2 12,7 0,3 13,0 0,4 13,3 0,2
12,9 0,4 +11,3 0,4 10,6 0,4 12,0 0,2
12 13,0 0,5 +10,2 0,8 10,6 0,7 12,1 0,5
Leukozyten

In allen Gruppen nahm die Leukozytenzahl nach e8tande ab (sieh€abelle §. Dabei fiel
die Reduktion in den Schockgruppen am Ausgepragteatis. Mit zunehmender Schock-
dauer stiegen in allen Gruppen die Leukozytenzak@der an. Auffallig war, dass die
groRRte Leukozytenschwankung in der MDP-Gruppe gsemewurde.

Ein statistisch signifikanter Unterschied ergalh sizvischen der Nicht Schock- und der NaCl-

Gruppe zum Zeitpunkt 1 h und 6 h.

Tabelle 8: Leukozyten.+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert  Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) 1/nl 1/nl 1/nl 1/nl
0 7,1 0,4 7,2 0,6 7,1 1,2 6,5 0,4
6,7 0,5 +4,6 0,7 4,2 0,8 3,8 0,3
10,6 1,0 +6,9 0,9 6,8 0,6 8,8 0,5
12 12,4 3,7 10,2 3,7 8,3 0,9 11,8 1,4
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Thrombozyten
In allen Gruppen wurde eine stetige Abnahme demfhbozytenanzahl mit zunehmender
Schockdauer festgestellt (siefabelle 9. Auffallig war das unterschiedliche Ausmald der
Reduktion: In der NaCl-Gruppe wurden um 255 bis 3d@ombozyten/nl je Zeitpunkt
weniger gemessen. In der Gelruppe nahmen die Thrombozyten an jedem Zeitpunkt
zwischen 61 bis 330/nl ab. In der MDP-Gruppe reelteisich die Thrombozytenanzahl um
90 Thrombozyten/nl je Zeitpunkt.

Tabelle 9: Thrombozyten.+ p<0.05 vs. Nicht Schock® p<0.05 vs. GdC} (Zeitpunkt 6 h) und vs. MDP

Nicht Schock Natriumchlorid Gadoliniumchlorid MDP
Zeitpunkt| Mittelwert  Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler| Mittelwert Std.fehler
(h) 1/nl 1/nl 1/nl 1/nl
890 30 776 58 849 34 932 32
791 43 796 58 788 45 843 39
748 40 *+443 45 453 50 784 28
12 699 58 *+186 48 378 54 692 59

Zu jedem Zeitpunkt wurde die geringste Thrombozeahl in der NaCl-Gruppe gemessen,
wahrend die MDP-Gruppe die jeweils hochste Thromteymnzahl aufwies.

Aufgrund der deutlichen Unterschiede konnten skpnite Differenzen zum Zeitpunkt 6 h

zwischen der NaCl- und der MDP- als auch zur Nibthock-Gruppe sowie zum Zeitpunkt

12 h zwischen der NaCl- und den restlichen Gruggdnnden werden.

5.2 Intravitalmikroskopische Parameter

Die Intravitalmikroskopie der Leber in Verbindungt mder computergestitzten Auswerte-
einheit bietet die Mdglichkeit, die durch den ssghien Schock bedingten Alterationen in der
Leber zu erfassen. Dabei kdnnen wahrend des Mikpiskvorganges der Leberlobuli sowie
der Zentralvenen die verschiedenen, schockinderneeranderungen beobachtet und
morphologisch gemessen werden.

Zur Beurteilung der Mikrozirkulation stehen folgendParameter nach standardisierter

Auswertung zur Verfligung:

5.2.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Es folgt eine getrennte Betrachtung der Ergebfigsdie Leberlobuli und die Zentralvenen.
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5.2.1.1 Leberlappchen

Feldverteilung
Die meisten Leukozyten-Endothel-Interaktionen famateallen Schockgruppen mit tber 50%
im midzonalen Feld statt. Die weiteren Leukozytérdmibnen verteilten sich aber je nach
Substanzgruppe unterschiedlich (si@beildung 16 Abbildung 17%:
Wahrend in der NaCl-Gruppe mehr Leukozyten im Retialfeld als im Periportalfeld
Endothelbindungen eingingen, fanden in der MDP-@eupler zweitstarkste Leukozyten-

kontakt mit dem Endothel im Periportalfeld ansiatPerizentralfeld statt.

60 - I Periportalfeld
Midzonalfeld
Bz Perizentralfeld T

Prozentuale Feldverteilung (%) der NaCl-Gruppe

%
/
%
%
%

=

6 12
Zeit nach Schock (h)

Abbildung 16: Prozentuale Verteilung der Leukozytenadharemen im Bezug zur Lobulusaufteilung
und im Bezug zur jeder Substanzgruppe

In der GAdCJ-Gruppe wechselte die Leukozytenadhasionsverteihawh Schockdauer. Zum
Zeitpunkt 1 h liel3 sich eine der MDP-Gruppe vegjibare Aufteilung aufzeigen. Zum Zeit-
punkt 6 h und 12 h entsprach das Diagramm der Mextein der NaCl-Gruppe.
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Abbildung 17: Prozentuale Verteilung der Leukozytenadharenzen

im Bamy zur Lobulusaufteilung

und im Bezug zur jeder Substanzgruppe
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Temporéar adharente Leukozyten (TAL)
In allen Gruppen nahm der prozentuale Anteil arptadr adharenten Leukozyten stetig, aber
vor allem zwischen dem Zeitpunkt 1 h und 6 h zehgsiAbbildung 1§. Wahrend zum
Zeitpunkt 1 h und 6 h die GdE&BGruppe die meisten temporar adharenten Bindungen i
Relation zur Gesamtleukozytenzahl aufwies, verrneiehdie MDP-Gruppe zum Zeitpunkt 12
h die grof3te prozentuale Anzahl an TAL.

I Natriumchlorid
40 Gadoliniumchlorid

<
S ez \\DP
= Nicht Schock
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@
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S
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e 20
o
<C

10 + ¥4

0 1 6 12

Zeit nach Schock (h)

Abbildung 18: Adhéasionsquotient der temporar adharenten leukozyten

Einen signifikanten Unterschied zwischen den Graoggmnte nicht festgehalten werden.
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Mittlere Adh&sionszeit
Die mittleren Adhéasionszeiten der Nicht Schock-Geipzeigten sich wahrend des
Beobachtungszeitraums auf einem konstant tiefeaaviv
Auffallig war, dass die mittleren Adhasionszeitem den Schockgruppen bereits zum
Zeitpunkt 1 h den héchsten Wert annahmen (sifhtgldung 19. Wahrend in der NaCl-
Gruppe dabei der Maximalwert aller Gruppen aufdiesteirde, lagen die Adhasionszeiten
der MDP-Gruppe nur wenig Uber denen der Nicht Sci@aippe. Mit zunehmender Schock-
dauer reduzierten sich die mittleren Adhasionsazeiteallen Schockgruppen auf das Niveau
der Nicht Schock-Gruppe.

I Natriumchlorid
Gadoliniumchlorid
Bz VDP

Nicht Schock

Mittlere Adharenszeit (sec)
(03]

%
o
%
%
%
%
%
%
%
_

Zeit im Schock (h)

Abbildung 19: Mittlere Adhéasionszeit. + p=0.025 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede ergaben sich nur fur Aeipunkt 1 h zwischen der NaCl- und der
Nicht Schock-Gruppe.
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Permanent adharente Leukozyten (DAL)
Sowohl die Nicht Schock- als auch die G#Gluppe wiesen eine konstante prozentuale
Verteilung mit nicht signifikanten Schwankungen dsfehe Abbildung 20, wobei in der
GdCk-Gruppe wesentlich mehr dauerhafte Endothelbindurmye beobachteten waren als in
der Nicht Schock-Gruppe.
Wahrend in der NaCl-Gruppe mit zunehmender Schaekdaine stetige Zunahme an
permanenten Adhdrenzen gesehen wurden, gingenedikokyten in der MDP-Gruppe im
Vergleich zu den restlichen Gruppen die wenigstigerhaften Endothelbindungen ein. Die
NaCl-Gruppe stellte somit zum Zeitpunkt 12 h diéffe Anzahl an DAL.

25
I Natriumchlorid
s Gadoliniumchlorid|  +
S 20- ez \\DP
?EI pzzzz2 Nicht Schock
P
% 15 -
g 10 ~ % é
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- é é
< 54 é é
. % 7
0 1 6 12

Zeit nach Schock (h)

Abbildung 20: Adhasionsquotient der dauerhaft adharenter_eukozyten.* p<0.05 vs. MDP
+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischenN#&EI- und der Nicht Schock- sowie der
MDP-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h und 12 h.
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Verhaltnis TAL/DAL
Das Verhdltnis zwischen temporar und permanent radtén Leukozyten nahm bis auf
Ausnahme der MDP-Gruppe in allen Gruppen einen namgerten Wert Uber die gesamte
Schockdauer ein (siehsbbildung 2). Dabei wurde fur die GdglGruppe der tiefste Wert
berechnet.
In der MDP-Gruppe lieR sich zwischen dem Zeitpuhkt und 6 h eine relevante Anderung
des TAL/DAL-Verhdltnisses zu Gunsten der nicht dbaft adharenten Bindungen bei

deutlichem Anstieg des berechneten Wertes festhalte

16
14 - I Natriumchlorid
Gadoliniumchlorid
12 4 A \MDP
_, Nicht Schock
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0 1 6 12

Zeit nach Schock (h)

Abbildung 21: Verhéltnis temporare zu dauerhaft adharentenLeukozyten.* p<0.05 vs. MDP
+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischenN#eEI- und der Nicht Schock-Gruppe zu

den Zeitpunkten 1 h, 6 h und 12 h sowie zwischanN#&Cl- und der MDP-Gruppe zu den
Zeitpunkten 6 hund 12 h .
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5.2.1.2 Zentralvene

Roller
Der prozentuale Anteil an rollenden Leukozyten namrder Nicht Schock-Gruppe wahrend
des Beobachtungszeitraums einen konstant tiefeh &ve¢sieheAbbildung 23.
In den Schockgruppen liel3 sich dagegen eine st&igahme des prozentualen Anteils an
rollenden Leukozyten mit zunehmender Schockdawghdéten, so dass zum Zeitpunkt 12 h

die meisten rollenden Leukozyten in den Schockgenppezahlt werden konnten.

0,4 -
I Natriumchlorid
Gadoliniumchlorid +
ez \VDP
O 0.3 Nicht Schock
% 0,2 - %
E 7 %
| / /
% %
% %
% %
0,0 %/ %
0 1 6 12

Zeit nach Schock (h)

Abbildung 22: Roller. + p<0.05 vs. Nicht Schock

Ein statistisch signifikanter Unterschied ergalh sizvischen der NaCl- und der Nicht Schock-

Gruppe zu den Zeitpunkten 6 h und 12 h.
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Temporéar adharente Leukozyten

In allen Gruppen nahm mit zunehmender Schockdaeemprbzentuale Anteil an temporér

adharenten Leukozyten zu (siekigbildung 23.

Wahrend die Nicht Schock-Gruppe zu jedem Zeitputi&t wenigsten temporar adharenten

Bindungen in Relation zu allen Leukozyten aufwigsnnten in der NaCl-Gruppe zum

Zeitpunkt 1 h und 6 h sowie in der Gg@ruppe zum Zeitpunkt 12 h die jeweils grofi3te

prozentuale Anzahl an TAL gemessen werden.
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Abbildung 23: Temporar adharente Leukozyten.+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben swischen der Nicht Schock- und der NaCl-

Gruppe zum Zeitpunkt 6 h.
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Mittlere Adh&sionszeit (MAT)
Wahrend in der Nicht Schock-Gruppe die mittlerenh@glonszeiten stetig abnahmen,
steigerten sich die mittleren Adhasionszeiten in aCl-Gruppe mit zunehmender Schock-
dauer (sieheAbbildung 29. Dabei wurden in der NaCl-Gruppe zu jedem Zeikpudie
hdchsten mittleren Adhasionszeiten gemessen. IneiGetz dazu wiesen die Leukozyten in
der MDP-Gruppe jeweils die geringsten Kontaktzeitdhdem Endothel auf. Auffallig dabei
war, dass sowohl in der MDP- als auch in der G&@2lppe die lAngsten Verweilzeiten der
Leukozyten am Endothel zum Zeitpunkt 6 h gemesserden, in der NaCl-Gruppe zum
Zeitpunkt 12 h.
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Abbildung 24: Mittlere Adhasionszeit.* p<0.05 vs. MDP

Ein signifikanter Unterschied konnte fur den Zeitkul h zwischen der NaCl- und der MDP-

Gruppe erhoben werden.
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Permanent adharente Leukozyten (DAL)
Im Gegensatz zur konstanten prozentualen VerteiumdAL in der Nicht Schock-Gruppe
lieBen sich in allen Schockgruppen eine stetigeadme an DAL verzeichnen (siehe
Abbildung 29. Dabei stellte die NaCl-Gruppe zu jedem Zeitpurdefolgt von der Gdei
Gruppe, den grofRten Anteill an permanent adharebhmrkozyten im Bezug auf die

Gesamtleukozytenzahl.
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Abbildung 25: Dauerhaft adharente Leukozyten.+ p<0.05 vs. Nicht Schock
* p<0.05 vs. GdC} (Zeitpunkt 6 h) und vs. MDP

Signifikante Unterschiede ergaben sich dadurch eiumen zwischen der Nicht Schock und
der NaCl-Gruppe sowie zum anderen zwischen der M der NaCl-Gruppe zu jedem
Zeitpunkt. Zuséatzlich konnte zwischen der GA@Qhd der NaCl-Gruppe zu den Zeitpunkten 6

h und 12 h eine statistisch signifikante Differenaoben werden.
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Prozentuale Verteilung
In der Nicht Schock-Gruppe steliten die frei flieBen Leukozyten (FFL) zu allen
Zeitpunkten den grof3ten prozentualen Anteil an beyten. Mit zunehmender Schockdauer
lie3 sich eine minimale Zunahme der temporar aditéine Leukozyten beobachten. Im
Gegenzug nahm der prozentuale Anteil an frei fielé@ Leukozyten, an permanent
adharenten Leukozyten und an rollenden Leukozyben a
Werden die Substanzgruppen betrachtet, so seh&ediaderungen unterschiedlich aus:
In der NaCl-Gruppe wurde ein deutliche Abnahme Aletgils an frei flieRenden Leukozyten
zu Gunsten adharenter Leukozyten gesehen. Dabeitékoror allem eine Zunahme der
rollenden Leukozyten und der permanent adharentarkdzyten festgestellt werden. Zum
Zeitpunkt 6 h stellten bereits die permanent aditéreLeukozyten den gré3ten prozentualen
Anteil aller gezahlten Leukozyten dar.
In der GdCJ-Gruppe konnte ebenfalls eine Zunahme des prozZentdanteils an adharenten
Leukozyten verzeichnet werden. Dabei liel3 sich atdem eine Zunahme an rollenden
Leukozyten und temporar adharenten Leukozyten lobddsa. Zum Zeitpunkt 12 h bestand
die starkste Fraktion aller Leukozyten aus tempadisérenten Leukozyten.
Zwar nahmen in der MDP-Gruppe die frei fieRendeulozyten zu allen Zeitpunkten den
groRten prozentualen Anteil aller Leukozyten eiit, anehmender Schockdauer wurde aber
eine deutliche Zunahme an adhédrenten Leukozyteehges Dabei stieg der prozentuale

Anteil an rollenden Leukozyten am Starksten an.

Der jeweils hochste prozentuale Anteil an Leukazyturde getrennt nach Substanzgruppe

zu jedem Zeitpunkt imabelle 10 zusammengefasst:

Tabelle 10: Aufteilung nach starkster Leukozytenfraktion jo Substanzgruppe zu jedem Zeitpunkt (FFL=
frei flieRender Leukozyt, TAL= temporar adharenter Leukozyt, DAL= dauerhaft adharenter Leukozyt)

Zeit [h] NaCl GdCk MDP
1 FFL FFL FFL
6 DAL FFL FFL
12 DAL TAL FFL
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5.2.2 Sinusoidweite

Die Sinusoidweite der Nicht Schock-Gruppe prasaetisich wahrend des Beobachtungszeit-
raums mit einem geringen Schwankungsmalf3 (géebédung 26§. Sowohl die NaCl- als auch
die GdC4-Gruppe wiesen dagegen einen stetigen Anstieg idas@dweite mit zunehmender
Schockdauer auf. Dabei nahmen die SinusoidweitenN@€l-Gruppe jeweils den tiefsten
Wert aller Gruppen an. Die Werte der GgGruppe lagen zwischen der NaCl- und der Nicht
Schock-Gruppe. In der MDP-Gruppe wurde bereits remths Stunden der Maximalwert

erreicht. Auffallig war, dass die Sinusoidweiten pdem Zeitpunkt den gréi3ten Wert

einnahmen.
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Abbildung 26: Sinusoidweite.* p<0.05 vs. GdC} und vs. MDP
+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede lagen zwischen der Na@id den restlichen Gruppen (Nicht
Schock- , MDP- und GdglGruppe) zu allen Zeitpunkten vor.
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5.2.3 Funktionelle Sinusoiddichte

Der Wert der funktionellen Sinusoiddichte &nderitdn $n allen Gruppen trotz zunehmender
Schockdauer zu den jeweiligen Zeitpunkten unwesbnt(siehe Abbildung 273. Der
Maximalwert je Gruppe wurde jeweils zum Zeitpunkt 6rreicht.

Die MDP-Gruppe wies zu jedem Beobachtungszeitpuigtgrof3te funktionelle Sinusoid-
dichte auf, wahrend in der NaCl-Gruppe, prozentgakehen, jeweils die wenigsten
Sinusoiden von allen gezéahlten Sinusoiden perfundiarden. In der Gd@IGruppe lag der

Prozentsatz an perfundierten Sinusoiden zwischeNa€l- und der Nicht Schock-Gruppe.
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Abbildung 27: Funktionelle Sinusoiddichte.* p<0.05 vs. MDP
+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischenNBCEIl- und der Nicht Schock- als auch
zur MDP-Gruppe zu den Zeitpunkten 1 h und 12 h.
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5.2.4 Leukozytenfluss

Der Leukozytenfluss in der Nicht Schock-Gruppe kgiewe sich in einem stabilen
Schwankungsbereich (siel#bildung 29. In der NaCl-Gruppe reduziert sich dagegen der
Leukozytenfluss mit zunehmender Schockdauer statid, nahm dabei zu jedem Zeitpunkt
den tiefsten Wert aller Gruppen an. In der Gd&iluppe zeigte sich ein bogenférmiger
Verlauf mit Erreichen des maximalen Leukozytenfisseach sechs Stunden, was gleichzeitig
der Maximalwert alle Gruppen darstellte. Einen ukedpeten (u-formig) Verlauf prasentierte
der Leukozytenfluss in der MDP-Gruppe, wobei zuntpfmkt 1 h und 12 h der Maximal-

wert aller Gruppen erreicht wurde.
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Abbildung 28: Leukozytenfluss.* p<0.05 vs. GAC] (Zeitpunkt 6 h und 12 h) und vs. MDP
+ p<0.05 vs. Nicht Schock

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischenN#Zl- und der Nicht Schock-Gruppe zu
den Zeitpunkten 1 h und 12 h, zwischen der NaGk der MDP-Gruppe zu allen Zeitpunkten
und zwischen der NaCl- und der GgilGlruppe zu den Zeitpunkten 6 h und 12 h.

64



5.2.5 Sinusoidale Leukozytengeschwindigkeit

Die Nicht Schock-Gruppe wies eine unwesentliche waetkung in der sinusoidalen
Leukozytengeschwindigkeit Uber den Beobachtungszeit auf (siehé\bbildung 29. In der
NaCl-Gruppe konnte dagegen eine stetige Abnahme dgeusoidalen Leukozyten-
geschwindigkeit mit zunehmender Schockdauer festlifesverden. Die Leukozyten der
NaCl-Gruppe besalien dabei zu allen Zeitpunktegelimgste Geschwindigkeit. Durch einen
bogenférmigen Verlauf erreichten die Leukozyten @elCk-Gruppe zum Zeitpunkt 6 h die
hochste Geschwindigkeit, was gleichzeitiy die Htgdschwindigkeit aller Gruppen
bedeutete. Einen umgekehrten (u-férmig) Verlaufspntierte die sinusoidale Leukozyten-
geschwindigkeit in der MDP-Gruppe, wobei zum Zaitiiul h und 12 h der Maximalwert

aller Gruppen erreicht wurde.
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Abbildung 29: Sinusoidale Leukozytengeschwindigkeif® p<0.05 vs. MDP

Eine statistisch signifikante Differenz konnte zhien der NaCl- und der MDP-Gruppe zum

Zeitpunkt 1 h erhoben werden.
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5.3 Organschaden an der Leber

Zur Bestimmung des Leberschadens wurde eine Lebgrelmgnostik zu den bekannten

Zeitpunkten durchgeftihrt. Im Folgenden werden gheednen Leberenzymwerte betrachtet:

Glutamatoxalacetattransaminasi&spartataminotransferase (GOT/ASAT
Auffallig war, dass sowohl die Gdg&lals auch die MDP-Gruppe mit einer héheren Leber-
enzymaktivitat im Vergleich zur NaCl-Gruppe stagtet(sieheAbbildung 3Q. Im weiteren
Verlauf erreichten sowohl die Gd€hls auch die MDP-Gruppe bereits zum Zeitpunktdieh
maximale Leberenzymaktivitdt, um anschlieend mihehmender Schockdauer wieder
abzunehmen. Die NaCl-Gruppe offenbarte dagegem atetigen Anstieg der Leberenzym-
aktivitdat und erreicht zum Zeitpunkt 12 h den Maxiwert. Die Leberenzymaktivitat der
NaCl-Gruppe lag zu diesem Zeitpunkt tber der vanieP- und GdG-Gruppe.
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Abbildung 30: Glutamatoxalacetattransaminase* p<0.05 vs. MDP und vs. GdGl

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen NiaCl- und der GdGl als auch zur
MDP-Gruppe zum Zeitpunkt 1 h und 6 h.
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Laktatdehydrogenase (LDH):
Sowohl die GdG} als auch die MDP-Gruppe starteten im Vergleich MaCl-Gruppe mit
héheren Leberenzymwerten (sieltabildung 39, was bei stetiger Zunahme der Leberenzym-
aktivitét bis zum Zeitpunkt 6 h anhielt. Auffalligzar dabei eine massive Erhdéhung der
Leberenzymwerte in der MDP- und vor allem in derCdsruppe, welche die maximale
Aktivitat aller Gruppen zum Zeitpunkt 6 h erreichi@ahrend die Leberenzymaktivitat im
weiteren Verlauf in der Gdegl und MDP-Gruppe wieder rapide abnahm, verzeichdete

Leberenzymwerte in der NaCl-Gruppe eine stetigeadime bis zum Zeitpunkt 12 h.
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Abbildung 31: Laktatdehydrogenase * p<0.05 vs. MDP und vs. GdGl

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen M&€l- und der Gd@l als auch zur
MDP-Gruppe zum Zeitpunkt 1 h und 6 h.
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Glutamatpyruvattransaminase/Alaninaminotransferase (GPT/ALAT)
In der NaCl-Gruppe nahm die Leberenzymaktivitdjedem Zeitpunkt zu, und erreichte nach
zwolf Stunden den Maximalwert, was gleichzeitig fawber Maximalwert aller Gruppen
darstellte (sieheAbbildung 3). Die Leberenzymwerte der GdC€lund MDP-Gruppe
schwankten zwischen 28 und 34 U/l bzw. 32.75 und=338J/I.

Zwischen den Gruppen ergaben sich keine statissigciifikanten Unterschiede.
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Abbildung 32: Glutamatpyruvattransaminase.
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6 Diskussion

Die Sepsis besitzt im klinischen Alltag nach wier \@nen bedeutenden Stellenwert. Vor
allem durch die hohe Komplikationsrate fiihrt digtsehe Infektion direkt oder indirekt
durch Ausbildung eines Multiorganversagens haufim 2 ode.

Veranderungen in der Mikrozirkulation und der Ermwdellmorphologie mit konsekutiv
erhohter GefalBpermeabilitat und verstarkter Migrataktivierter Leukozyten ins Gewebe
stellen dabei wichtige pathophysiologische Mechmaeis bei der Entstehung der multiplen
Organdysfunktion dar. Wie durch vorangegangene i&ugereits bekannt, kommt der Leber
und ihren nichtparenchymalen Zellen als ,Motor* ESIEL, 1992) und ,Verstarker* der
Entzindung (MARZI, 1994) eine zentrale BedeutunglXia gewebestandigen Makrophagen,
die sogenannten Kupfferzellen, stellen 90 % deargesn retikuloendothelialen Systems und
scheinen durch ihre phagozytdren und sekretoriséiganschaften einen entscheidenden
Einfluss auf lokale wie systemische Antworten zuhmen. Uber eine Induktion der
Adhasionsrezeptoren resultiert eine verstarkte beylen-Endothel-Interaktion, was
mikrovaskulare Schaden verursacht und so zum Mitkalationsversagen beitragt.

Aus dem oben Genannten wird ersichtlich, dass dieuAd Weise der Antwort sehr stark von
der Aktivitat und der Funktion der Kupfferzellen haimgt. Inwiefern die Blockade der
Kupfferzellen die inflammatorische Entzindungsreaktnach Endotoxingabe beeinflussen
oder sogar stoppen kann, wurde in der vorliegendeheit durch experimentelle
Untersuchungen erforscht. Dabei zeigte sich, dass Modulation der Kupfferzellen eine
Veranderung der hepatischen EntziindungsreaktionirkiewVor allem konnte eine
Verschiebung der Leukozyten-Endothel-Interaktion Zsunsten weniger adharenten
Leukozyten bei zudem steigender Leukozytengescligkiadl und Sinusoidweite gesehen

werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse im Daiskiutiert.

6.1 Modell zur Untersuchung des septischen Schocks

Die Untersuchung des septischen Schocks erfolgteinem etablierten Tiermodell (BAUER
et al, 1994). Die Kupfferzellen wurden durch dierdf@eichung zweier bekannter Stoffe,
Gadoliniumchlorid und MDP, in ihrer Funktion bloeki bzw. zur Apoptosis (VAN ROIJEN
und NIEUWMENGEN, 1984; YAMAGUCHI et al, 2006) gefith Als Vergleichsgruppe

diente eine unbehandelte Natriumchlorid- und einehtNSchock-Gruppe. Der septische
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Schock wurde anschlieend nach einer anerkanntetmolie durch eine dosisgerechte
Bolusinjektion von Endotoxin (WAHYUNI et al, 200&)duziert.

Die Grundlage der Datenerhebung in dieser Studsetaauf der etablierten Methode der
Intravitalmikroskopie und der dazugehdrigen compuiterstitzten Datenauswertung. Das
bereits 1978 von MCCUSKEY beschriebene Modell ddravitalmikroskopischen Dar-
stellung der Lebermikrozirkulation wurde von veiisdenen Arbeitsgruppen modifiziert und
weiterentwickelt, unter anderem durch die Arbeiteon MCCUSKEY et al (1982) zur
Endotoxinwirkung an der Leber. Eine intensivere dgstichung der Mikrozirkulations-
veranderungen fand unter anderem durch MENGER umHR. (1993) sowie in
verschiedenen Studien von MARZI et al (1993, 1984jt. Unsere intravitalmikroskopischen
Daten wurden nach einer standardisierten Methotteben. Dabei wurde vor allem die
Leukozyten-Endothel-Interaktion aufgrund ihrer Kie:n Beobachtbarkeit (MENGER et al,
1991) zur Beurteilung herangezogen.

Die hepatozellulare Integritat wurde laborchemisttirch die standardisierte Analyse der
Leberenzyme untersucht.

Die Resultate der systemisch gemessenen Param{®ié&BD, HF) zeigten zum Zeitpunkt
der Intravitalmikroskopie keine signifikanten Urgehiede, so dass vergleichbare hamo-
dynamische Bedingungen vorlagen und somit eineitgtiad und quantitative Aussage zur

hepatischen Mikrozirkualtion ermdglicht wurde.

6.2 Pathophysiologisch messbare Veranderungen bei septischem Schock

Zur Beurteilung der pathophysiologischen Ablaufeénduktion eines septischen Schocks
wurde die NaCl-Gruppe herangezogen. Als Vergleialmge diente die Nicht Schock-

Gruppe. Die Ergebnisse entsprechen dem typischertaWeeines septischen Schock-
geschehens ohne therapeutische MalRnahmen:

Hamodynamik

Als Erstreaktion auf die Gabe des Endotoxins LIeEbki Betrachtung der hamodynamischen
Verhdltnisse ein signifikanter Abfall des Blutdrgcknach wenigen Minuten mit

kompensatorischem, aber verzogertem Anstieg deeftdguenz auf. Nach NAKAO und

SHIMOHARA (1985) werden innerhalb von funf Minutéereits zwischen 98 und 99,9 %
einer injizierten Endotoxinmenge durch Phagozytosiaminiert. Die frihen hamo-

dynamischen Veranderungen scheinen somit vor ali@rch die Endotoxinwirkung tber eine
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Ausschittung von vasoaktiven Substanzen (KMIEC, 1200erursacht zu sein. Die
Stabilisierung der Blutdruckwerte auf dem Niveaur &chockbeginn wurde neben der
kontinuierlichen Infusionstherapie vor allem aué diegenregulatorischen MaRnahmen des
Organismus wie Ausschittung von antiinflammatoescEytokinen zuriickgefihrt. Die nicht
signifikante Abnahme der Blutdruckwerte im weiter®ohockverlauf wurde nach KMIEC
(2001) durch eine uberschiessende Ausschittung vasoaktiven Substanzen und durch
einen FlUssigkeitsverlust in den dritten Raum imn8ieines Fortschreitens der systemischen
inflammatorischen Entzindungsreaktion angesehetsadlalich liel3 sich eine Erweiterung
der Sinusoide, eine massive Zunahme der LeukoBteiothel-Interaktionen sowie ein
Ruckgang des Leukozytenflusses beobachten. AYALAI€1994) und SAKAMOTO et al
(2004) konnten in ihren Studien diese Annahme duXathweis der Auswirkung von
Leukozyten-Endothel-Interaktionen auf die Gefallvpanoheabilitat mit entsprechendem
Verlust von Flussigkeit in den dritten Raum voremll zwolf Stunden nach Endotoxingabe
bestatigen. In ihren Studien war diese Phase eiehgl mit dem Beginn des
hypodynamischen-hypometabolischen Stadiums der iSSegssoziiert. Hinweise fir ein
hypodynames Stadium ergaben sich in unserer Stiddtie
Der Blutdruck zeigte sich bis auf die tendenziéligpotonie im weiteren Schockverlauf in
allen Schockgruppen vergleichbar. Zum Zeitpunkt tdravitalmikroskopien lagen keine
signifikanten makrohamodynamischen Veranderungen vo

Intravitalmikroskopie
Die intravitalmikroskopischen Ergebnisse ergabent minehmender Schockdauer eine
Verschlechterung der hepatischen Mikrozirkulation.
Eine signifikante Anderung in den extrahepatiscRamametern fand sich nicht. Aus hamo-
rheologischer Sicht lie3 sich zwar ein leichter Rjang des Hb-Wertes mit zunehmender
Schockdauer (wie in allen Gruppen) festhalten, adeth durch die kontinuierliche Infusions-
therapie im Sinne einer Blutverdinnung bedingt de&inn. Der gemessene Hb-Tiefstwert
garantierte aber weiterhin eine ausreichende Vgusgy mit Sauerstofftragern. Gegen eine
prahepatische Komponente sprachen die makrohammiseteen Parametern.
Die Storung der hepatischen Mikrozirkulation fuhrtevir auf die intrahepatischen
Veranderungen zurtick. Entsprechend den Beobachtuagesinem Endotoxin-Modell von
SINGER et al (2006) fiel in der Intravitalmikroskepeine Reduktion an perfundierten
Sinusoiden mit zunehmender Schockdauer auf. SINGE& (2006) vermutete als Ursache
einen thrombotischen Verschluss der entsprechert@kfiRe. Eine atiologische Aussage

konnte in unserer Studie nicht getroffen werdenffalig war eine im Vergleich zur Nicht
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Schock-Gruppe statistisch signifikante VerengungSiausoidweiten, deren Ursachen in den
Endotoxin bedingten Verdnderungen bei sinusoidadeterogenitat liegen (ROSE und
MARZI, 1996). Mit der Reduktion an perfundiertem@oiden sowie mit der Abnahme der
Sinusoidweite versucht der Organismus eine Aufexblaltung der Leberdurchblutung unter
Inkaufnahme von minderperfundierten Leberregionerrzeichen.

Unerwartet fir ein hyperdynames Stadium zeigte siclunserer Studie ein zunehmender
Ruckgang der sinusoidalen Leukozytengeschwindigheit entsprechender Abnahme des
Leukozytenflusses der NaCl-Gruppe im Vergleich Richt Schock-Gruppe. Als Erklarung
kommt das Ausdehnen der Sinusoide im weiteren Seleoleuf in Betracht, welche
moglicherweise auf die Uberschiessende Produktam Stickstoffmonoxid zurlckzufihren
ist. Andererseits bewirkt der verminderte Blutfiigser eine Zunahme der Scherkrafte sowie
Uber Rezeptoren- und Mediatorenabhangige Reaktioeime vermehrte Leukozyten-
Endothel-Interaktion. Als Konsequenz der Leukozywmsmigration in das Gewebe wird
eine GefalRwandschadigung durch den Leukozyten oftiedbung der Permeabilitdtsschranke
verursacht. Die Folge ist ein Flussigkeitsverlustdien dritten Raum mit Reduktion der
LeukozytenflulRgeschwindigkeit und demzufolge eimeeste Zunahme der Leukozyten-
Endothel-Interaktionen. Dieser Kreislauf fiihrt tetz Endes zu einer Verschlechterung der
Mikrozirkulation mit zunehmender Organschadigun@N.MAR, 1995).

Tatsachlich konnte intravitalmikroskopisch eine Mergleich zur Nicht-Schock-Gruppe
signifikante Zunahme der Leukozyten-Endothel-Irkgomen, vor allem der dauerhaft
adharenten Leukozyten und der rollenden Leukozytesstétigt werden. Die mittlere
Adhasionszeit als Ausdruck der Verweildauer einegskozyten am Endothel verlangerte sich
signifikant im Vergleich zur Nicht Schock-Gruppeufz Zeitpunkt 1 h) und nahm in den
Zentralvenen jeweils den hoéchsten Wert aller Schagkpen an. Die Abnahme der mittleren
Adhasionszeit im Lobulus mit zunehmender Schockdanagy auf die weitere Reduktion der
perfundierten Sinusoiden und damit auf ein ausggesd Shunten der Leberdurchblutung

zurickzufuhren sein.

Die Auswertung der Leukozytenadhasionen im Bezufydai funktionellen Einheiten der
Leber ergab den héchsten Anteil an Adhasionen idzomalen Feld, wenigere Bindungen im
Perizentral- als schlie3lich im Periportalfeld. &n&rgebnis entsprach den Erkenntnissen von
MAROTTO et al (1988). Die hohere Leukozytenfraktiom midzonalen Feld in der
Frihphase nach einer ischamischen Leberzellschigligwurde auf eine vermehrte

Radikalbildung im mittleren Bereich des Azinus atkgiefuihrt. Diese Verteilung widersprach
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aber der von BOUWENS et al (1986) beschriebenenrddilkchitektur und funktionellen
Unterteilung des Leberazinus. Entsprechend dem isglipn“ Verteilungsmuster mit
Abnahme der Leukozytenfraktion mit der Blutflusktilmg im Leberlappchen wurde die
hochste Anzahl an Kupfferschen Sternzellen im pemtaGebiet vermutet. Durch eine
Stimulation der Gewebemakrophagen mit Endotoxindewgine vermehrte Ausschittung von
lokal wirkenden Mediatoren (insbesondere T&lRind I[-1) angenommen, was zu einer
gesteigerten Leukozytenaktivitat mit entsprechendenahme der Endotheladhasionen im
Periportalfeld fuhrte. In einigen veroffentlicht€orschungsarbeiten, wie MARZI et al (1995)
und BAUER et al (1996) zeigten sich entsprechengi@bBchtungen. Allerdings fielen bereits
in der Studie von MARZI et al (1993) verhaltnisngif3iohe midzonale und perizentrale
Leukozytenzahlen auf. Eine mdgliche Erklarung bieie Untersuchung von BAUER et al
(1994), bei der das sublobulare VerteilungsmustachnVerabreichung verschiedener
Endotoxindosen genauer betrachtet wurde. So komme Korrelation zwischen der
ansteigenden Menge an injiziertem Endotoxin undereidunahme an Adhasionen im
midzonalen und perizentralen Bereich mit Abnahmepiniportalen Feld gesehen werden.
Der Hauptanteil ging aber Bindungen im Periporatdlf ein, was nicht unseren
Beobachtungen entsprach. AuRerdem betrug die miexibwasis 5 mg/kg KG, was das 5-
fache unserer verwandten Dosis betrug. Auffalligese zeigte sich in der Studie bei
niedrigeren Dosen ein hdherer prozentualer Anteiimidzonalen Feld. Als Erklarung fur die
Umverteilung wurden von BAUER et al (1994) eine thisanspruchung bzw. ein Untergang
der periportalen Kupfferzellen mit Rekrutierung denidzonalen und perizentralen
Makrophagen postuliert. Der genaue Grund fur digtdfdang der Leukozytenadhasionen in
unserem Versuch bleibt somit unklar. Als moglichkl&ung ist vielleicht die ,Priming-
Hypothese" von Bedeutung (MARZI, 1993). Durch digigxperimentellen Manipulationen
(Kurznarkose, intravendse Punktion) kann eine nmftetorische Reaktion ausgelést werden.
BANKEY et al (1989) zeigten, in welchem umfangreich Malle Hypoxie zu einer
Sensibilitatserhéhung bei Makrophagen fihrt, inshdsere gegeniber Reizen wie LPS. So
wurde auch durch NOLAN (1981) von einer 10- bis #000-fachen Empfindlichkeits-
steigerung der Leber gegeniber Endotoxin nach ewmgrausgegangenen hepatischen
Schadigung berichtet.
Blutparameter

Die Veranderungen im Saure-Base-Haushalt weisereimeh schweren Krankheitszustand
hin. Zwar zeigte sich der pH-Wert bis zwolf Stundesich Endotoxingabe ausgeglichen.

Aufgrund der Abnahme des Standardbikarbonats minsékutiver Hyperventilation
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(Abnahme des Kohlendioxidpartialdruckes) lag alee &ompensierte metabolische Azidose
vor, was eine typische Stoffwechsellage in eineninoSkgeschehen darstellt. Auffallig
prasentierte sich auch der Abfall der Thrombozyteahl. Als Ursache vermuteten wir einen
héheren Verbrauch, wie er typischerweise fir eiptisehes Schockgeschehen beschrieben
wird. Dafur sprach ebenfalls der Verlauf der Leukemanzahl. In der ersten Messung nach
Endotoxingabe war ein Abfall der Leukozytenanzalt ateutlich tieferen Werten im
Vergleich zur Nicht Schock-Gruppe zu verzeichneiesBr vermutlich vermehrte Verbrauch
konnte im weiteren Schockverlauf im Vergleich zun destlichen Gruppen nicht adaquat
ausgeglichen werden. Eine Erklarung lieferte dienatume der Leukozyten-Endothel-
Interaktionen und damit eine vermehrte Migrationn vaveiRen Blutkérperchen in das
Gewebe. Anzunehmen ist auch eine verminderte MNkugl nach einer toxischen
Schadigung des Knochenmarks sowie eine beginnendegi® des Immunsystems, wie von
COHEN (2002) beschrieben.

Organschaden
Die Serumkonzentration der mitochondrialen Gluta@®ealacetat-Transaminase (GOT) und
der zytoplasmatischen Glutamat-Pyruvat-TransamingG®T) sind Kklinisch anerkannte
Indikatoren fiir eine hepatozellulare Schadigungmk® es zu einer Zerstérung der Zell-
membran, so treten diese Enzyme mit dem Resuléhter Plasmaspiegel in die Zirkulation
Uber. Die Blutwerte reflektieren demnach den mommggnm Schadigungsgrad in der Leber
(LANGDALE et al, 1993). Trotz Veranderung der hegeien Lebermikrozirkulation und
Steigerung der Leukozyten-Endothel-Interaktionenrewa die Leberenzymwerte zum
Zeitpunkt 1 h im Vergleich zum Zeitpunkt 0 h kaumgastiegen. Auch VOLLMAR und
GLASZ (1993) konnten nach Endotoxingabe innerhafiereStunde keine Erhdéhung der
Leberenzymwerte beobachten, was eine direkte Fapemschadigung durch Endotoxin
ausschlie3t. Die Ursache des verzogert einsetzeBdganschadens liegt unter anderem im
Mechanismus der Leukozytentransmigration. Das [kigdn des Leukozyten in das
umliegende Gewebe benétigt aufgrund des komplexdaufes eine gewisse Zeit. Aul3erdem
steht die maximale Transmigrationskapazitat ershreihestens 4 Stunden mit vermehrten
Anbieten von Adhasionsrezeptoren zum Anbinden deukbzyten ans Endothel zur
Verfuigung. Die Neusynthese der Adhéasionsrezeptbeenht auf einer Mediatorenstimulation
und benodtigt dazu mehrere, zeitintensive Schritferanskription, Translation und
Proteinsynthese (DEGITZ et al, 1991). So konnte SBHKE et al (1993) ein verzdgertes
Exprimieren der Integrine mit Erreichen des Maxirsuerst nach vier bis vierundzwanzig
Stunden zeigen. Auch CRONER et al (2006) und SINGERI (2006) beobachteten das
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Auftreten der meisten Leukozyten-Endothel-Intexaktn erst nach vier bis sechs Stunden.
Tatsachlich erfuhren die Leberenzymwerte innerhaler nachsten Stunden unseres
Experimentes eine signifikante Steigerung und @nten nach zwolf Stunden den maximalen
Wert. Die gemessenen Leberenzymwerterhbhungenraotgm dabei den Ergebnissen aus
den Studien von YUAN et al (1998) und KLINTMANN &k (2004).

6.3 Veranderungen nach Blockade der Kupfferzellen

In unserer Studie wurde der Frage nachgegangetefémv die Blockade der Kupfferzell-
aktivitat Uber verschiedene Mechanismen einen uEsflauf die systemische Entziindungs-
reaktion nehmen kann. Die Ergebnisse weisen eitersahiedlich starke Abschwachung der
septischen Reaktionen in beiden Gruppen auf.

Im Folgenden werden die Substanzgruppen einzelpsara

6.3.1 Gadoliniumchlorid

Intravitalmikroskopie
Bei Betrachtung der hepatischen Mikrozirkulatiafilisich in der GdglGruppe eine bessere
Leberperfusion im Vergleich zur NaCl-Gruppe feg#nal Als Ursache konnte in der GgCl
Gruppe neben einer verminderten Anzahl an nichipdi€rten Sinusoiden ein erhohter
Leukozytenfluss gemessen werden. Dabei reduzietiedge Sinusoidweite im Vergleich zur
NaCl-Gruppe weniger, gleichzeitig nahm die Leukemgieschwindigkeit der Gd&Gruppe
im Vergleich zur NaCl-Gruppe mit zunehmender Schlacder nicht ab. Unter anderem
scheinen Veranderungen auf GefaRebene zu dieseitdRers gefihrt zu haben. SHARPIE et
al (1996) fand in seiner Studie eine deutliche Absichung der ultrastrukturellen
Veranderungen in den GefaBwanden durch Gadolinimmdhmit konsekutiver Reduktion
des GefalB3widerstandes.
Zeitgleich fand sich intravitalmikroskopisch in deGdCk-Gruppe ein vermindertes
Adhasionsverhalten mit signifikant weniger temperdrund permanenten Adharenzen im
Vergleich zur NaCl-Gruppe. HUANG et al (1995) undRL.OS und HARLAN (1994)
nahmen eine Verminderung der Selektin vermittetrersiblen Bindung des Leukozyten an
das Endothel als Hauptgrund an, und fiihrten dieskefung des Adhasionsverhalten auf eine

Blockierung der LPS-abhéangigen Produktion von TdaNFund II-1 mit konsekutiv
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verminderter Expression der Adhasionsmolekile Zurlien weiteren Schockgeschehen
nahmen die Leukozyten-Endothel-Interaktionen mizpntualer Steigerung der adharenten
Leukozyten in der GdeiGruppe trotzdem zu. Im Gegensatz zur NaCl-Gruppéominanz
der permanent adharenten Leukozyten stellten dmpdeir adharenten Leukozyten in der
GdCbk-Gruppe die starkste Fraktion zum Zeitpunkt 12 h.
Auffallig zeigte sich auch die Leukozytenverteiluimy Lobulus. Mit zunehmender Schock-
dauer lie3 sich in der GdEGruppe im Gegensatz zur NaCl-Gruppe eine Versohiglaer
Leukozytenadhasionen im Leberlappchen beobachtaoh BOUWENS et al (1986) liegen
die Kupfferzellen aufgrund des Blutflusses durchs diaeberlappchen vor allem im
Periportalfeld in gro3ter Anzahl vor. Nach intra@iser Injektion phagozytieren diese Zellen
als erste Makrophagen das Gadoliniumchlorid unddemrblockiert. Die Aktivierung der
Leukozyten wird dadurch in das midzonale Feld Jeyben, wodurch in diesem Bereich die
meisten Leukozyten-Endothel-Interaktionen statdimdniissen. Unsere Ergebnisse wenige
Stunden nach Schockbeginn bestétigten diese \aneil Im Verlaufe des weiteren
Schockgeschehen lieBen sich aber vermehrt Leukwagtésionen im perizentralen Feld als
im Periportalfeld nachweisen. Als Erklarung konnaia Studien von KOUDSTAAL et al
(1991) und CEACIUC et al (1993) herangezogen werdaiche nach einer gewissen Zeit
eine Zerstorung der Kupfferzellen durch Gadoliniblodd beobachteten. Die Restaktivitét
der blockierten Kupfferzellen im periportalen F&laim durch die Kupfferzellzerstérung somit
vollstandig zum Erliegen. Durch eine Reduktion déediatorenausschittung hafteten die
Leukozyten entsprechend unseren Ergebnissen weimmggreriportalen und vermehrt im
midzonalen und perizentralen Feld.

Organschaden
Die Aktivitat der Leberenzyme lag im Rahmen der dbrgsse anderer Forschungsgruppen,
zum Beispiel der GOT-Werte bei KONO et al (2002er IMaximalwert der Leberenzym-
aktivitat wurde in der Gd@iGruppe bereits nach einer Schockdauer von sealnsd&t
erreicht, wahrend der Aktivitdtsgrad in der NaCl@ve bei bis dahin vergleichbaren
Leberenzymwerten ab diesem Zeitpunkt sprunghaftiegnsDies wirde bedeuten, dass das
Fortschreiten der Organschadigung sistieren wiEaégegengesetzt der Meinung, dass eine
Leberzellschadigung mit der Transmigration des beyten ins Gewebe korreliert, konnte
nach sechs Stunden kein Rickgang der LeukozytentBelnteraktionen gesehen werden.
Eine mdgliche Erklarung fur den Rickgang der Leheymaktivitat mag nach DING et al
(2003) in der hepatotoxischen Nebenwirkung des @Gagwmchlorids in  héheren

Konzentration liegen. Entsprechende Dosen wurdesr ab unserer Studie nicht erreicht.
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Hinweise fir eine frihexperimentelle Schadigungabem sich aus unseren Beobachtungen
nicht. Die Ursache sahen wir nach KOUDSTAAL etE91) und CEACIUC et al (1993) in
der Zerstorung der Kupfferzellen durch Gadoliniulodd nach einer gewissen Zeit. Die
Produktion an Mediatoren durch die Kupfferzellemdadladurch entsprechend der Studie von
KONO et al (2002) reduziert.

Ergebnisse
Im Vergleich zur NaCl-Gruppe zeigt sich in der GgGluppe eine Abschwéachung der
systemischen Entzindungsreaktion. Unsere Ergebhissiitigen somit die Beobachtungen
mehrerer Studien, unter anderem von HARDSTAD undKE&SEN (2002) und LAZAR et
al (2002), welche durch die intravendse Injektioon vGadoliniumchlorid eine deutliche
Abschwéchung bzw. Verhinderung des septischen &geschehens gesehen haben. Bisher
wurde angenommen, dass diese Wirkung durch einekiBlming der Kupfferzellen zustande
kommt, indem die Calciumionen an der Oberflachenbmam durch Gadoliniumchlorid
ersetzt werden (HISAMA et al, 1996). Uber diesencMmismus solite es zu einer
verminderten Ausschittung von Mediatoren durchkdipfferzellen kommen. Aus der Studie
von KONO et al (2002) ist aber bekannt, dass digfi€wzellen im weiteren zeitlichen
Verlauf durch Gadoliniumchlorid zerstort werden.wieweit die Entzindungsreaktion
dadurch verzégert bzw. abgeschwéacht wurde odesténtlig zum Erliegen kam, bleibt
unklar. Viele Parameter sprechen in unserer Stwdifgrund ihres Verlaufes flur ein
Fortschreiten der Entziindungsreaktion, zum BeighéelZunahme der Leukozyten-Endothel-
Interaktion mit vermehrter Transmigration im Veflawles Schockgeschehens. So fand auch
AYALA et al (1994) trotz Blockierung der Kupfferdeh keine Anderung der TN&-und 1I-1
Blutspiegelwerte. Dies wirde aber bedeuten, dasgeésre Zellen und Mechanismen geben
muss, die das Fortbestehen des erhohten Mediapiggakdes Schockgeschehens bewirken.
Ein Ursache liegt wohl in der Wirkweise des Gadoliimchlorids auf die Kupfferzellen. Nach
KONO et al (2002) kann eine funktionale Heterog#nitler Kupfferzellen unterschieden
werden. Die Aufteilung erfolgte dabei in ,small‘intermediate” und ,large” Kupfferzellen.
Die beiden zuletzt genannten besitzen die groRe&engchaft zur Phagozytose und werden
durch Gadoliniumchlorid zerstdrt. Dadurch fallene djHauptzellen“ zur Mediatoren-
produktion aus. Aufgrund des Verbleibes der ,snialipffer cells* persistiert eine IL-6
Produktion, die auch in der Studie nach AYALA et (4994) gesehen wurde. Nach
SALKOWSKI et al (1995) kann II-6 Uber Zellkontakéine systemische Reaktion bewirken.
Die II-6 Serumkonzentration korreliert nach BIFFL & (1996) und HOLZHEIMER et al

(2000) mit der Schwere einer Sepsis. Ob dieser Rtasimus ausreicht, um die systemische
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Entzindungsreaktion fortzufihren oder ob weiterdlededaran beteiligt sind, muss in

Langzeitmodellen geklart werden.

6.3.2 MDP

Intravitalmikroskopie

Im Vergleich zur NaCl-Gruppe stellte sich die hégmdte Mirkozirkulation in der MDP-
Gruppe signifikant besser dar. Die gemessenen Rteann der MDP-Gruppe nahmen
haufig sogar Werte der Nicht Schock-Gruppe an. &cew zum Beispiel die Sinusoide in der
MDP-Gruppe im Vergleich zur Nicht Schock-Gruppe teeilm Vergleich zur NaCl-Gruppe
wurde als Hinweise fiir eine bessere Leberdurchibfutneben einer signifikant hdéheren
Anzahl an perfundierten Sinusoiden ein hoherer beytenfluss gemessen.

Die intravitalmikroskopischen Parameter offenbarierder MDP-Gruppe im Vergleich zur
NaCl-Gruppe einen deutlichen Rickgang der Leukozigedothel-Interaktionen mit
verminderter Transmigration. Zu jedem Zeitpunkiltete die frei fieRenden Leukozyten den
hdchsten Anteil aller Leukozyten dar. Die mittlékdhasionszeit lag in den Zentralvenen der
MDP-Gruppe unterhalb derer der NaCl-Gruppe. Tratzdeeigten die Leukozyten mit
zunehmender Schockdauer ein vermehrtes Adhasidwadiasr, welches aber gegentuber der
NaCl-Gruppe deutlich geringer ausfiel. Fir dieseéviderungen wurde die Wirkung des
MDP verantwortlich gemacht. Nach VAN ROOIJEN undNE2ERS (1997) werden durch
eine intravendse Injektion von MDP Uber 95 % demffarzellen zerstort. Entsprechend
reduzierten sich die von den Kupfferzellen durcli@oxin ausgeschitteten Mediatoren wie
IL-1 (3, II-6, II-10 und II-12. SALKOWSKI et al (1995) bbachtete aber in seiner Studie eine
nur 50 bis 75 %-igen Reduktion der TMFMRNA mit entsprechender Persistenz der TiNF-
sowie I-6 Produktion nach MDP-Gabe, und vermutetls Erklarung eine weitere
Produktionsstatte von Mediatoren. Erhartet wirdseli@Annahme durch die Verteilung der
Leukozytenadharenzen tber dem Leberlappchen. Dadyge ergab zum einen ein erwartetes
Muster mit Betonung des midzonalen Feldes aufgrded 95 %-igen Zerstérung der
Kupfferzellen im periportalen Feld. Interessantaseezeigte sich weiterhin ein prozentual
hoher Anteil an Leukozyten-Endothel-Bindungen invigmatalen Feld, deren Atiologie

unklar blieb.
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Blutparameter
Im Blutbild war der Leukozytenverlauf auffallig. bla raschem Abfall mit Ausbildung einer
peripheren Leukopenie konnte nach zwolf Stundeno8cteine ausgepragte Leukozytose
gesehen werden. SALKOWSKI et al (1995) sah in se8teidie auch eine Steigerung der
Anzahl an Leukozyten in der MDP-Gruppe. Die erhiihi&erte der MDP-Gruppe im
Vergleich zur NaCl-Gruppe sind unter anderem duedfie verminderte Transmigration
verursacht. Andererseits konnen aufgrund der sdmevéno Entzindungsreaktion mit
entsprechend geringeren Schaden mehr LeukozytedeamskKnochenmark aktiviert werden.
Die Thrombozytenanzahl sowie der Saure-Base-Haudmbchen ebenfalls gegen das
Vorliegen einer ausgepragten Entzindung.

Organschaden
Seltsamerweise nahmen die Leberenzymwerte der Mg in den ersten sechs Stunden
die hochsten Werte aller Schockgruppen an. NachfZ8tdnden lie3 sich ein Abfall der
Leberenzymaktivitat im Vergleich zur NaCl-Gruppeclmaeisen. Das Fortschreiten der
Organschadigung scheint somit zumindest gebremstleamozu sein. Die Ursache fur diese
Messergebnisse bleibt unklar. Eine Erklarung leghrscheinlich in der Wirkung bzw. dem
Nebenwirkungsprofil des MDP. Vielleicht wurde durdle Apoptose der Kupfferzellen eine
lokale Entziindungsreaktion mit entsprechenden Sgindgien ausgelost.

Ergebnis
Die systemische Entzindungsreaktion prasentiete snh Vergleich zur NaCl-Gruppe
deutlich abgeschwéchter. Uber das Fortschreiteenlamterschiedliche Ergebnisse vor. Zum
einen konnte eine langsame, aber stetige Zunahmé ed&kozyten-Endothel-Interaktionen
gesehen werden. Zum anderen lag ein nicht erki&rliaaberenzymverlauf vor, welcher eine

Abnahme der Organschadigung erst nach zwolf Stundenwies.
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6.4 Vergleich Gadoliniumchlorid und MDP

Beide Substanzen entfalten bereits nach einer #&gana Bolusgabe ihre Wirkung
(DEACIUC et al, 1993). In unserer Studie ergabem sieim Vergleich beider Substanzen

eine vermehrte Abschwéachung der systemischen Eshtngsreaktion in der MDP-Gruppe.

Intravitalmikroskopie
Die hepatische Mirkozirkulation stellte sich in d&IDP-Gruppe im Vergleich zur Gdg&l
Gruppe besser dar. Dabei nahmen sowohl der Leutafz® als auch die Sinusoidweiten in
der MDP-Gruppe im Vergleich zur Gdd&bruppe hbhere Werte ein.
Bei Betrachtung des Adhéasionsverhaltens der LeukazyieRen sich ebenfalls teils
signifikante Unterschiede nachweisen. Zum ZeitpubRt h steliten zum Beispiel in der
GdCk-Gruppe die temporér adhdrenten Leukozyten die dtéciAnzahl an gezahlten
Leukozyten, wahrend in der MDP-Gruppe die freilfé@den Leukozyten diese Position
einnahmen. Das TAL/DAL Verhdltnis im Lobulus warutleh zu Gunsten der MDP-Gruppe
verschoben, d.h. weniger dauerhaft adharente Bgetuwurden eingegangen.

Blutbild
Wahrend der Abfall des Base Exzess mit Tendenz vetminderten pC@Werten
(beginnende Hyperventilation) in der Ge@ruppe auf eine azidotische Stoffwechsellage
hinweist, ergaben sich in der MDP-Gruppe keinetaaicVeranderungen. Die Thrombozyten-
anzahl sprach durch den rapiden Abfall in der Gd&ZLppe bei stabilen Verlauf in der
MDP-Gruppe ebenfalls fir eine ausgepragtere sysohmilnflammation.

Organschaden
Die Leberenzymwerte lagen als Indikator fur einddreellschadigung in der MDP-Gruppe
kurze Zeit nach Schockinduktion signifikant Ubemele der GdGIGruppe. Die genaue
Ursache blieb dafir unklar. Als maogliche Erklarungpmmt ein unterschiedliches
Nebenwirkungsprofil beider Substanzen in Betracht.

Ergebnis
Die Pramedikation sowohl mit MDP als auch mit Gadaichlorid schwéacht die in unserer
Studie erhobenen Parameter nach EndotoxinexpositioNergleich zur NaCl-Gruppe ab.

Durch MDP wurde die systemische Entziindungsrealaimrstarksten gebremst.

Eine Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnidssider Substanzgruppen auf die

Endotoxingabe liegt in der spezifischen Wirkweiss @inzelnen Substanzen. Wahrend die
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Kupfferzellen durch Gadoliniumchlorid erst Uber eeiBlockade mit zeitlicher Verzégerung
einer Apoptose zugefuhrt werden (SALKOWSKI et &93), induziert MDP unmittelbar
diesen Zellvorgang. Ein weiterer Unterschied lisgtAngriffspunkt der beiden Substanzen.
Nach VAN ROOIJEN et al (1989) und KONO et al (200&)nnen die Makrophagen
immunhistochemisch in verschiedene Untergruppenerteit werden: Monoklonale
Antikorper reagieren spezifisch auf Rattenmakrophagzum Beispiel ist der monoklonale
Antikorper ED-1 (IgG1) spezifisch fir Monozyten, ktaphagen und dendritische Zellen.
Wahrend Gadoliniumchlorid nur auf ED-2 positive I@elwirkt (KONO et al, 2002; LEE et
al, 2004), zerstort MDP sowohl ED-2, ED-1 als al-3 Zellen (VAN ROOIJEN et al,
1989). Aufgrund der intraventsen Injektion werderdem nicht nur Zellen in der Leber
sondern auch Zellen, welche der Leber im Blutstr@ohfolgen (z.B. die Lunge) oder durch
die Verabreichungsform ebenfalls direkt angestrisvatden (z.B. die Milz), miteinbezogen.
So zerstort die Substanz MDP neben den ED-1 pesitMakrophagen, Monozyten und
dendritischen Zellen, auch ED-2 ortsansassige Madagen in der Milz sowie eine ED-3
Subgruppe der Makrophagen, welche in Lymphorgamekommen. Ausgenommen sind die
ED-7 positiven Makrophagen, dendritischen Zelled @ranulozyten. Wie daraus ersichtlich,
werden nicht alle phagozytosefahigen MakrophagenBieneich der Leber durch beide
Substanzen inaktiviert. Diese Tatsache koénnte eitgliche Erklarung fur das festgestellte
Fortschreiten der Entzindungsreaktion sein.

Unsere Ergebnisse widersprechen der Studie von AGHAt al (2006). Durch eine
vollstandiger Zerstérung der Kupfferzellen mit emeshendem Verlust der hepatischen
Bakterienreinigungsfunktion kam es dort zu eineutak Verschlimmerung des Schock-
geschehens. Ahnliche bedenken beziiglich einer ugaflenblockade bei einem Schock-
geschehen auBBerte auch AYALA et al. (1994), dee dibnahme der immunologischen
Abwehr gegentber Infektionen mit Anstieg der Matdalin Ratten beobachten konnte. Dabei

kam es zur Eskalation von sogar einfachen Infektion
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass zusatzliché, immunkompetente Zellen an den

Ablaufen eines Schockgeschehens in der Leber igetsdlin missen, und dabei eine wichtige

Rolle zu spielen scheinen.
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6.5 Therapeutische Relevanz und Schlussfolgerung

In der Beurteilung unserer Ergebnisse gilt zu besigbtigen, dass die Daten allein fur den
Organismus der Ratte erhoben wurden. Eine Ubemgaguif den Menschen ist somit nicht
ohne weiteres moglich. Des weiteren wurden unsetesteten Substanzen vor Schockbeginn

verabreicht.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Kaglife entsprechend den Ergebnissen
vorheriger Studien eine entscheidende Rolle imisgmn Schockgeschehen spielen. Durch
eine Veranderung der Kupfferzellenaktivitat konmtie systemische Entziindungsreaktion
beeinflusst werden. Die Substanz MDP schwéchte idadiech eine Apoptose der
Kupfferzellen den inflammatorischen Prozess amkStén ab. Die beschriebene Wirkung des
Gadoliniumchlorids aus vorherigen Studien konnté Nachweis einer Verlangsamung der
Entzindungsreaktion bestatigt werden.

Unsere Ergebnisse legten aber auch mit Nachwess éinrtschreitens der Inflammation die
Vermutung nahe, dass zusatzliche Mechanismen baNenZexistieren mussen, die zum
SIRS bzw. MODS fuihren bzw. beitragen.

Zukunftige Studien sollten sich daher mit den Aukwumgen von Endotoxin auf den
Gesamtorganismus beschaftigen und dabei auch dién¥erungen in Milz und Lunge
berticksichtigen. Das Ziel stellt die Entschliissglaer zusatzlich involvierten Zellen bzw.
der weiteren Mechanismen dar. Daflir missten zudemg4eitstudien zu den beiden
getesteten Substanzen durchgefiihrt werden. Inrdidgghmen kénnte die Frage geklart
werden, inwieweit eine Blockade oder Apoptose deupfferzellen wahrend einer

systemischen Entziindungsreaktion einen therapbatistnsatz darstellt.
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