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Zusammenfassung
Elisabeth Gervink

“Kardiopulmonale Effekte von Noradrenalin nach NO-Synthase-Inhibition mit L-NAME”
-Eine experimentelle Studie am nicht anésthesierten, instrumentierten Schaf-

Der septische Schock ist gekennzeichnet durch eine ausgeprégte systemische Vasodilatation
und der daraus resultierenden Hypotension. Noradrenalin, steht bei schwerer Hypotension als
Mittel der ersten Wahl zur Verfligung. Im Rahmen der Sepsistherapie zeigt sich jedoch héufig,
dass die vasopressorische Aktivitit der eingesetzten Substanz bei septischen Patienten im
Vergleich zum nicht septischen Patienten stark vermindert ist. Es gibt viele Hinweise darauf,
dass eine vom Organismus in der Sepsis produzierte Substanz, ndmlich Stickstoffmonoxid
(NO), wesentlich zum Herz-Kreislaufversagen und zur verringerten Wirksamkeit von
Katecholaminen beitragt.

In der vorliegenden Untersuchung wurde evaluiert, ob durch die Gabe des nicht selektiven NO-
Synthase Inhibitors N%Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) die beeintrichtigte
kardiovaskuldre Ansprechbarkeit von Noradrenalin im Rahmen experimenteller hyperdynamer
Sepsis wieder hergestellt werden kann.

Zundchst wurden die hidmodynamischen Effekte von Noradrenalin und L-NAME nach
Genehmigung durch die Bezirksregierung Miinster (Genehmigungsnummer: 23.0835.1.0
[53/95]) in gesunden Tieren untersucht. Nach einer Latenzphase von drei Tagen wurde durch
die kontinuierliche Gabe von Endotoxin (Salmonella typhosa) eine Sepsis induziert und
aufrechterhalten. Nach 24 Stunden wurden erneut die hdmodynamischen Effekte von
Noradrenalin und L-NAME in septischen Schafen untersucht.

Die Endotoxindmie induzierte nach 24h eine hyperdyname Zirkulation. Durch die Gabe von L-
NAME konnte die eingeschrinkte kardiovaskulire Wirkung von Noradrenalin wieder
hergestellt werden. Damit erscheint die Blockade der NO-Synthese in der hyperdynamen
Endotoxindmie als sinnvoller therapeutischer Ansatz um die kardiovaskuldre Ansprechbarkeit

des septischen Patienten auf Katecholamine wieder herzustellen.

Tag der miindlichen Priifung: 02.02.2004
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1.1 Sepsis

1.1.1 Definition

Nach der Definition von Schottmiiller aus dem Jahre 1914 liegt eine Sepsis aus
infektiologisch-klinischer Sicht dann vor: “Wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd
gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden” (140). 1928 stellte Schwartzmann in seiner
Studie (Studies on bacillus typhosus toxic substances) erstmals die Wirkung der Toxine
von Bakterien im Rahmen der Sepsis in den Vordergrund, vor allem das Endotoxin der
gramnegativen Keime (144). Die Annahme, wonach pathogene Mikroorganismen oder
deren Produkte unmittelbar fiir die Pathophysiologie von Infektionserkrankungen, wie
zum Beispiel einer Sepsis, verantwortlich sind, unterliegt einem Wandel. Nach
heutigem Wissensstand geht man davon aus, dass die Sepsis eine systemische
Abwehrreaktion des Organismus auf eine Infektion ist, im Sinne einer generalisierten
Storung zelluldrer und subzelluldrer Funktionen des Wirtes (host defense failure
disease). Diese immunologische Reaktion kann ausgelost werden durch Zellbestandteile
gramnegativer wie grampositiver Bakterien, aber auch durch Pilze oder Viren (18; 168).
In der Bemiihung, eine standardisierte Terminologie zu erstellen, wurden 1992 auf der
Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der Society of
Critical Care Medicine Begriffe aus dem Problemkreis Sepsis neu definiert (19).

Demnach wird die Sepsis aktuell definiert als die systemische Antwort des Organismus
auf eine Infektion, unabhéngig davon, ob die Erreger selbst oder ihre Toxine fiir das
Krankheitsbild verantwortlich sind. Das “systemic inflammatory response syndrom”
(SIRS) hat dieselben pathognomonischen Zeichen wie die Sepsis, es muss aber kein
Nachweis eines infektiosen Herdes vorliegen. Die SIRS kann aufgrund einer Vielzahl
von Schidigungsmoglichkeiten des Organismus auftreten. Dazu gehoren nicht nur

Infektionen, sondern auch nichtinfektiose Ursachen (z.B. Pankreatitis, Trauma,
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hamorrhagischer Schock oder immunvermittelte Organschidden). Von einer Sepsis
spricht man demnach, wenn die systemisch inflammatorische Reaktion durch eine
gesicherte infektiose Ursache bedingt ist. Die Diagnose der systemischen
Entziindungsreaktion oder SIRS wird gestellt, wenn mindestens zwei der folgenden
Kriterien vorliegen:

Korpertemperatur > 38° C oder < 36° C, Tachykardie (Herzfrequenz iiber 90/min),
respiratorische Insuffizienz (Tachypnoe, definiert durch eine Atemfrequenz von mehr
als 20 Atemziigen/min oder Hyperventilation mit einem PaCO, < 32 mmHg) und
Verdanderungen im weilen Blutbild (Leukozytose > 12000/mm oder Leukozytopenie
< 4000/mm oder der Nachweis von mehr als 10% unreifen neutrophilen Granulozyten
im peripheren Blut).

Die schwere Sepsis (“severe sepsis”) ist gekennzeichnet durch das Auftreten einer
Organdysfunktion, einer Hypoperfusion oder einer sepsisinduzierten Hypotension. Die
Hypoperfusionszeichen werden definiert als Lactat-Erhohung, Azidose, Oligurie oder
eine akute Verdnderung der Bewusstseinslage. Die sepsisinduzierte Hypotension wird
definiert als systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder als Abnahme des systolischen
Blutdrucks um > 40 mmHg im Vergleich zum Ausgangswert nach Ausschlufl anderer
Ursachen.

Der septische Schock ist definiert als septische Hypotension, die trotz adidquater
Volumensubstitution persistiert.

Patienten mit normalen Blutdruckwerten aufgrund einer Therapie mit inotropen oder
vasokonstriktiven Substanzen, die aber dennoch Zeichen der Hypoperfusion oder

Organdysfunktion aufweisen, werden als Patienten mit septischem Schock angesehen.

1.1.2 Inzidenz und Mortalitit der Sepsis

Die Sepsis gehort zu den héufigsten Todesursachen auf nicht kardiologischen
Intensivstationen (87).
Nach Angaben des Center for Disease Control (USA) stieg die Zahl der Sepsisfille

(definiert als systemische Erkrankung, assoziiert mit der anhaltenden Anwesenheit von
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pathogenen Mikroorganismen oder deren Toxinen im Blutstrom) in den Jahren
zwischen 1979 und 1989 um 139% von 74 (1979) auf 176 Fille (1987) pro 100.000
Einwohner (18). 1993 wurde die Zahl der Erkrankungen auf 400.000 geschétzt (65),
1995 erhohte sich die Zahl der Erkrankungen schon auf 500.000 pro Jahr (126).

Trotz neuem Erkenntnisgewinn und differenzierter Behandlungsmafinahmen steigt die
Inzidenz der Sepsis und des septischen Schocks kontinuierlich an. Griinde fiir die
steigende Inzidenz sind der verbreitete Einsatz invasiver MaBBnahmen bei Diagnostik,
Therapie und Uberwachung, wie z.B. intravaskulire Verweilkatheter, arterielle Katheter
und Blasendauerkatheter. Der steigende Einsatz zytotoxischer und immunsuppressiver
Medikamente sowie die Zunahme von Infektionen, bedingt durch eine
Antibiotikaresistenz des Erregers, begiinstigen ebenfalls die Entwicklung einer Sepsis.
Hinzu kommt eine steigende Anzahl von Intensivpatienten mit multiplen
Grunderkrankungen, (z.B. Diabetes mellitus, Malignom, Patienten mit hohem
Lebensalter, Immunmangelerkrankungen, Autoimmunerkrankungen), die ein erhdhtes
Infektionsrisiko aufweisen, sowie die Zunahme und Ausweitung operativer Eingriffe
(10).

Sands et al. gehen in ihrer 1997 verdffentlichten Studie davon aus, dass etwa zwei
Prozent aller Krankenhauspatienten eine Sepsis erleiden (136) und 9% aller auf eine
Intensivstation aufgenommenen Patienten eine schwere Sepsis, das heifit eine Sepsis mit
assoziierter Organdysfunktion aufweisen (28).

Bei 20-40% der Patienten fiihrt die Sepsis zum septischen Schock (18; 147). Die
Mortalitdt des septischen Schocks liegt bei 20-50%, im Gegensatz dazu liegt die
Mortalitét bei der Sepsis ohne Schock bei 16% (125; 129). In der Frithphase der Sepsis
(72 Stunden) versterben die meisten Patienten nach einer retrospektiven Analyse an
einer therapieresistenten Hypotension (13). Danach steht die Entwicklung eines
Multiorganversagens (ARDS, Nieren- und Leberversagen) als Todesursache im
Vordergrund (29). Bislang stand in den letzen 30 Jahren keine spezielle Sepsistherapie
zur Verfiigung, die zu einer signifikanten Senkung der Letalitdt im Rahmen der Sepsis
gefiihrt hat. Jedoch konnte in einer groen Multicenter-Phase-III-Studie zur Applikation
von aktiviertem Protein C [drotrecogin alfa (aktiviert)] bei Sepsis mit Organversagen

eine deutliche Reduktion der Letalitit gezeigt werden (13).
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1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie der Sepsis

Seit der Erstbeschreibung durch Jacob 1909 haben sich die Kenntnisse iiber die
Pathophysiologie der Sepsis und des septischen Schocks erheblich gewandelt (80).
Standen am Anfang dieses Jahrhunderts die Wirkung des Erregers auf den Organismus
und der Nachweis einer bakteriellen Infektion im Mittelpunkt, weil man heute, dass die
Sepsis eine generalisierte inflammatorische Reaktion auf eine Invasion von
Mikroorganismen und deren Produkte ist. Die Aktivierung humoraler und zelluldrer
Mediatorsysteme fiihrt durch Verdnderung des vaskuldren Tonus und der
GefaBpermeabilitit letztlich zum Multiorganversagen (6; 13; 169). Die Ursache einer
Sepsis konnen Infektionen mit gramnegativen Bakterien, grampositiven Erregern,
pathogenen Viren, Pilzen sowie Rickettsien sein. Die Pridvalenz der Erregertypen ist
dabei  abhdngig vom allgemeinen Zustand des Patienten, von der
Antibiotikavorbehandlung und  der  Hospitalisiationsdauer. ~ Als  héufigste
Infektionsquellen oder Eintrittspforten fiir pathogene Keime gelten die harnableitenden
Organe, der Respirationstrakt, der Gastrointestinaltrakt, ausgedehnte Weichteil- und
Extremitidtenwunden sowie infizierte intravasale Katheter und Operationen. Bei 30% der
Intensivpatienten, vor allem bei Patienten mit schwerer Grunderkrankung und

Abwehrschwiche, 148t sich der Infektionsherd einer Sepsis nicht identifizieren (13; 43).

1.1.3.1 Freisetzung von Endotoxin und anderen bakteriellen Produkten

Die pathophysiologische Sequenz von Ereignissen im Rahmen der Sepsis beginnt mit
dem Wachstum und der Akkumulation pathogener Erreger im Infektionsherd. Durch
Uberwindung kérpereigener Abwehrmechanismen kommt es zur Invasion pathogener
Mikroorganismen oder deren Toxinen (Endo- und Exotoxin) in die systemische
Zirkulation. Die Einschwemmung kann dabei ein zeitlich begrenztes Ereignis sein (z.B.
instrumenteller Eingriff) oder auch {iber einen lingeren Zeitraum kontinuierlich und
periodisch erfolgen (z.B. Katheterinfektion, bakterielle Peritonitis). Eventuell von
Bedeutung fiir die Pathophysiologie der Sepsis ist die Translokation von Bakterien und

Endotoxinen aus dem Darmlumen in die intestinalen Lymphbahnen, die Pfortader und
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in die systemische Zirkulation aufgrund einer ausgeprigten intestinalen
Permeabilitdtsstorung. Die Mukosaschicht des Gastrointestinaltraktes dient als Barriere
und verhindert die Einschwemmung von Bakterien und bakteriellen Toxinen in die
Blutbahn. Verschiedene Noxen (Hypoperfusion, Ischdmie/Reperfusion, Endotoxinémie,
Bakteridmie, Sepsis) konnen zum  Verlust der  Barrierefunktion  des
Gastrointestinaltraktes  fithren. Aufgrund der Permeabilitdtsstorung und der
Translokation von Bakterien und bakteriellen Toxinen aus dem Darmlumen kann eine
Sepsis sekundir unterhalten werden (99; 113). Bei gramnegativer Sepsis werden grofie
Mengen Endotoxin freigesetzt, die im Organismus eine Antwortreaktion induzieren und
dadurch die Entwicklung einer Sepsis begiinstigen. Zeichen einer Endotoxindmie sind
Fieber, Verdanderungen der Leukozytenzahl, Blutdruckabfall und Durchfall. In schweren
Féllen kommt es zur disseminierten intravasalen Verbrauchskoagulopathie, zu
Mikrozirkulationsstorungen verschiedener Organe bis hin zum irreversiblen Schock
(68; 190). Endotoxin, ein hitzestabiler Komplex aus Lipopolysacchariden, ist integraler
Bestandteil der duBeren Lipidmembran der Zellwand gramnegativer Bakterien. Sie
werden nach Lyse durch Antibiotika oder immunkompetente Zellen aus der
Bakterienwand freigesetzt. Endotoxine oder Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien sind die am haufigsten untersuchten Triggersubstanzen der systemischen
Endotoxindmie. Das Lipopolysaccharidmolekiil besteht aus drei verschiedenen
Abschnitten (Region I-III). Die O-spezifische Seitenkette (Region I) ist Bestandteil der
Oberfliache der duBeren Zellwand. Es wirkt als thermostabile antigene Determinante und
ruft im menschlichen Organismus die Bildung von spezifischen Antikorpern hervor.
Region II verkorpert die Kernzone, an sie sind die O-spezifischen Seitenketten sowie
Region III gebunden. Region III entspricht dem Lipid-A-Anteil und ist fiir die toxische
Wirkung der Lipopolysaccharide verantwortlich. Der Lipid-A-Anteil ist fest mit der
dufleren Membran der Bakterien verbunden und wird erst nach Lyse der Zellmembran

freigesetzt. Aufgrund seiner toxischen Aktivitit wird er als Endotoxin bezeichnet (131).

Uber CD 14-Rezeptoren, die an Monozyten und Makrophagen exprimiert werden,
kommt es nach Bindung von LPS mit “LPS Binding Protein” (LBP) als LPS-LBP-
Komplex zu einer Aktivierung zelluldrer Elemente (PAF, Zytokine, O,-Radikale usw.).

Losliche CD 14-Rezeptoren befdahigen Zellen, auf LPS-LBP-Komplexe zu reagieren, die
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keine CD 14-Rezeptoren besitzen. Dies fiihrt unter anderem zur Bindung von LPS an
Endothelzellen und stimuliert die Zellen zur Produktion von Adhésionsmolekiilen (120;

183).

1.1.3.2 Mediatoren und Mediatorsysteme

Obwohl die biochemischen und pathophysiologischen Mechanismen, die zur Sepsis und
zum septischen Schock fiihren, noch unzureichend erforscht sind, wird allgemein davon
ausgegangen, dass die exzessive Freisetzung von Endotoxinen in die systemische
Zirkulation eine Immunreaktion induziert, die mit der Stimulation einer Vielzahl
zirkulierender und gewebesténdiger, mediatorbildender Zellen verbunden ist. Ziel sollte
die Elimination und Beseitigung der pathogenen Keime und Endotoxine sein sowie die
Einleitung reparativer Heilungsprozesse. Ist die physiologische Filterkapazitit des
retikuloendothelialen Systems {iiberschritten oder ist die Endotoxinkonzentration im
Plasma sehr hoch, kommt es zu einem sogenannten “spill-over” von Endotoxin in den
systemischen und pulmonalen Kreislauf mit einer generalisierten Aktivierung von
Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen (115). Diese bewirken die Freisetzung
von biologisch hochaktiven Entziindungsmediatoren wie Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1), die den Beginn einer “sepsis cascade” bilden, die
unter anderem verschiedene Interleukine (Interleukin 1, 2, 4, 6, 8 und 10),
Arachidonsdure-Metabolite (Prostaglandine, Leukotriene, Thromboxan A,), Platelet-
Activating-Factor (PAF), Adhdsionsmolekiile, Kinine und Endotheline umfasst (1; 160).
Gleichzeitig kommt es zu einer Aktivierung komplexer Kaskaden des Gerinnungs- und
Fibrinolysesystems, des Komplementsystems und des Kallikrein-Kinin-Systems, die
funktionell miteinander interagieren. Diese gegenseitige zellulire Aktivierung und
Potenzierung der Wirkungen ist typisch fiir den Ablauf einer Entziindungsreaktion, fiihrt
aber, wenn sie inaddquat ist und der Entziindungsprozess auller Kontrolle gerit, im

Sinne eines “circulus vitiosus” zur Selbstzerstorung des Gewebes.
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Abbildung 1: Initiale Triggerung einer systemischen Entziindungsreaktion durch
bakterielle Toxine und pathophysiologische Sequenz, die zum Gewebeschaden

moglicherweise im Sinne eines “circulus vitiosus” fuhrt (11).

Die Aktivierung des Komplementsystems stellt im Rahmen der Sepsis hinsichtlich der
Mediatorfreisetzung und der hdmodynamischen Effekte ein zentrales Ereignis dar.
Endotoxin und Polysaccharide von Bakterienmembranen aktivieren das
Komplementsystem. Die “klassischen Anaphylatoxine” C3a und C5a induzieren die
Histaminfreisetzung aus Mastzellen und basophilen Granulozyten, erhohen damit die
Gefidlpermeabilitit und das Auswandern der phagozytischen Zellen aus dem Gefdf3 in
das Gewebe. C5a ist auflerdem ein potentes, chemotaktisches Agens fiir neutrophile
Leukozyten und  fordert deren  Aktivierung und Anhaftung an die

Endothelzelloberfliche. Uber die priterminalen und terminalen Komplementkomplexe
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C5b-8 und C5b-9 wird in der Lunge die Synthese von Arachidonsduremetaboliten
induziert und die Freisetzung von Zytokinen, Proteasen und Enzymen (Thromboxan A,
und Leukotriene) aus Leukozyten und Endothelzellen. C5a und der terminale
Komplementkomplex bewirken die Expression von tissue factor (TF) auf Monozyten
und Endothelzellen und damit die Aktivierung der Gerinnungskaskade. All diese
Reaktionen fiihren zur Vasodilatation mit Erhohung der GefdBpermeabilitit und
Odembildung (153; 187).

Storungen im Bereich der Mikrozirkulation sind bereits in der Frithphase der Sepsis
nachweisbar, wobei die Endothelzelle aufgrund ihrer “strategisch” bedeutsamen Lage,
an der Grenze zwischen Gewebe und stromendem Blut bei der Entstehung von
Mikrozirkulationsstorungen mit konsekutivem Organversagen eine entscheidende Rolle
spielt. Aufgrund seiner anatomischen Position ist das Gefdllendothel besonders starken
Einfliissen wie mechanischen Scherkraften, Hormonen und schidlichen Substanzen im
Blut ausgesetzt. Das Endothel besitzt wichtige physiologische Regulationsmechanismen
fiir die Aufrechterhaltung der Homdoostase des Organismus. Bedeutende Funktionen
sind die Regulation der transkapilliren Permeabilitit, auBerdem beeinflufit das Endothel
den Tonus grof3er und kleiner Gefalle durch aktive Freisetzung vasoaktiver Substanzen.
Das Endothel ist aktiv an der Modulation entziindlicher und immunologischer
Reaktionen beteiligt (62).

In vielfiltiger Weise beeinflufit das Endothel das komplexe Geschehen der Himostase.
Die Oberfliche der Endothelzellen besitzt antikoagulatorische Eigenschaften, unter
physiologischen Bedingungen werden Thrombozytenaggregation und Gerinnung
gehemmt sowie die Fibrinolyse gefordert. Unter pathophysiologischen Bedingungen
kann es durch Alteration der GefiBwéinde zu einer Abschwichung der endothelialen
Antithrombogenitédt und zu einer Umkehr der Eigenschaften ins Gegenteil kommen, die
Oberfliche der Endothelzelle wird prothrombogen, das heiit proaggregatorische,
prokoagulatorische und antifibrinolytische Eigenschaften dominieren (170).
Lipopolysaccharide und Zytokine alterieren die Integritidt der Endotheloberfliche und
konnen iiber die Kontaktaktivierung des Hagemannfaktors (Faktor XII—Faktor Xlla)
mit negativ geladenen Oberfldchen (subendotheliale Matrix/Kollagen) zur Aktivierung

des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems sowie des Kallikrein-Kinin-Systems fiihren.
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Dies kann zur Fibrinolyse und massivem Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und der
daraus resultierenden disseminierten intravasalen Verbrauchskoagulopathie mit oder
ohne Ausbildung von Mikrothromben fiihren (44; 132).

Andererseits wirkt Bradykinin {iber die Stickstoffmonoxidsynthese und die
Prostacyclinsynthese vasodilatierend und bewirkt eine Erhohung der GefaBpermeabilitit
mit Austritt von Fliissigkeit und Proteinen in das Gewebe. All diese Verdnderungen des
Héamostasesystems fithren zum sogenannten “capillary leakage syndrom” (175).

Die Zytokine TNF-o, Interleukin-1 und Interleukin-6 nehmen als proinflammatorische
und immunregulatorische Mediatoren eine Schliisselfunktion in der Entstehung einer
Entziindungsreaktion und septischen Symptomatik ein. Interleukin-1 und TNF-o zeigen
pleiotrope und synergistische biologische Wirkungen (172). IL-6 wirkt dhnlich wie
TNF-o und IL-1. IL-6 ist mit TNF-o und IL-1 das wichtigste Stimulans fiir die Synthese
von Akutphase-Proteinen (Fibrinogen, C-reaktives Protein, Complement Faktor 3) in
den Hepatozyten der Leber (66). Gemeinsam mit IL-1 bewirkt es die Aktivierung der
Lymphozytenproliferation und die Immunglobulinsynthese sowie die Stimulation der
ACTH-Ausschiittung in der Hypophyse mit sekundérer Freisetzung des Stresshormons
Kortison (175). Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass TNF-a und Interleukin-
1 allein in der Lage sind, Symptome der Sepsis oder des SIRS auszulosen (135).
Interleukin-1 zeigt im Gegensatz zu TNF-oo im Organismus aber keine zytotoxischen
Effekte. Beide Mediatoren werden bereits innerhalb der ersten Stunden nach
Endotoxinexposition von Monozyten/Makrophagen und Endo-/Epithelzellen gebildet.
Interleukin-1 und TNF-o0 sind endogene Pyrogene. Sie wirken auf das
thermoregulatorische Zentrum des Hypothalamus (iiber Prostaglandinsynthese) und
induzieren eine Erhohung der Korpertemperatur (166). Sie aktivieren unter anderem
Monozyten, Makrophagen, T und B Lymphozyten sowie Hepatozyten und bewirken die
Synthese von PAF und Prostazyklin aus Endothelzellen. Weiterhin induzieren sie die
Expression von Adhédsionsmolekiilen auf Leukozyten und Endothelzellen (Leukozyten:
L-Selectine, CD11/CD18; Endothelzellen: P-Selectine, ELAM-1, ICAM-1), fordern
deren Adhédrenz an Endothelzellen und die Einwanderung von Entziindungszellen in den

Infektionsherd (56; 92). Die verstidrkte Adhdrenz und Margination polymorphkerniger
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Leukozyten an das Gefdllendothel wird noch zusitzlich durch eine Abnahme des

Blutflusses und Verdnderung der FlieBeigenschaft des Blutes gefordert.

Diese Modulation der Neutrophilen-Adhdrenz spielt eine wichtige Rolle bei der
Ausbreitung des Entziindungsprozesses sowie bei der Entstehung von Organschiden
durch Storung der nutritiven Organdurchblutung mit Entwicklung eines ARDS und

konsekutivem Multiorganversagen (187).

Unter physiologischen Bedingungen findet eine kontinuierliche Interaktion zwischen
Endothelzellen und Leukozyten statt. Die Adhédrenz der polymorphkernigen Leukozyten
dient der Emigration und Akkumulation in das Infektionsgebiet und zur Beseitigung des
inflammatorischen Herdes. Die Endothelzelle dient nicht nur der Abwehrfunktion,
sondern ist ebenfalls zu reparativen Leistungen befdhigt, die eine wesentliche Rolle bei
der Aufrechterhaltung der Organintegritit und Organfunktion besitzen. Die
Leukozytenaggregation (leukocyte sticking) in den Kapillaren der terminalen Strombahn
fithrt unter anderem durch hypoxiebedingte Zellschwellung der Endothelzellen zur
Verlegung der Strombahn, ebenso setzen degranulierte polymorphkernige Leukozyten
Proteasen (Elastase, Kathepsin, Kollagenase) (130), toxische Sauerstoffradikale
(0,2, Hy0,) (55), sowie Arachidonsduremetaboliten (Thromboxan A,, Leukotrien By4)
(74) frei, die ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Integritéit des Endothels fithren und
durch ihre vasoaktiven Eigenschaften die Permeabilitit der GefiBwand erhéhen. Das
morphologische Korrelat dieser Zell-Zell Interaktion ist ein massives Zellodem mit
Verlust der gesamten Zellstruktur und Verlust ihrer regulativen und separierenden
Funktion. Der Zellschaden am Endothel fiihrt zu einer Permeabilititszunahme mit
Entwicklung eines “capillary leakage syndroms” durch Austritt von héher molekularen
Proteinen aus dem GefaBBsystem in das Interstitium, welche aufgrund ihres hohen
kolloidosmotischen Druckes Wasser nach sich ziehen und ein perivaskuldres und spéter
ein interstitielles Odem (z.B. in der Lunge) bewirken.

Die Aktivierung des Arachidonsdure-Metabolismus erfolgt {iber eine Freisetzung von
Arachidonséure aus dem Phospholipidpool zelluldrer Membranen und spielt bei der
Ausbreitung inflammatorischer Reaktionen eine wesentliche Rolle. In experimentellen
und klinischen Studien konnte eine gesteigerte Synthese von

Arachidonsduremetaboliten nachgewiesen werden (7; 30). Sie werden in verschiedenen
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biologischen Systemen, z.B. Leber, Lunge, Niere sowie Makrophagen und
Thrombozyten gebildet. Uber den Zyklooxygenaseweg werden die Prostanoide
Thromboxan A; (TXA;), Prostaglandiny, (PGF,,) und Prostazyklin, (PGI,) gebildet.
TXA,; und PGF,, werden in der Lunge gebildet. TXA, ist ein sehr potenter
Vasokonstriktor, er induziert auch die Aggregation von Thrombozyten und
Granulozyten. TXA,; spielt wahrscheinlich bei der Entstehung von Mikrothromben mit
Perfusionsfehlverteilung sowie gemeinsam mit PGF,, bei der Entstehung der
pulmonalen Hypertension in der Frithphase des experimentellen Endotoxinschocks eine
wesentliche Rolle (116). PGI, zeigt eine gegenteilige Wirkung. Im Rahmen der Sepsis
erhoht Endotoxin die Aktivitdt der Prostacyclinsynthetase im Endothel und bewirkt
dadurch die Bildung des vasodilatierenden Prostaglandins (PGE;). Die exzessive
Bildung von PGI,/E, fiihrt zur Reduktion des peripheren Widerstandes und hemmt die
Aggregation von Leukozyten und Thrombozyten.

Uber den Lipooxygenaseweg kommt es zur Bildung von Leukotrienen und anderen
Eicosanoiden. Sie erhdhen die Gefdalpermeabilitidt und wirken stark chemotaktisch auf
Granulozyten. Bei der Entstehung des ARDS spielen die Eicosanoide aufgrund ihrer
permeabilititssteigernden Wirkung eine wichtige pathogenetische Rolle (116). Der
Platelet-Activating-Factor (PAF) wird nach Stimulation in Leukozyten, Makrophagen
sowie in Endothelzellen generiert. PAF ist ein sehr potenter Lipidmediator, der die
Wirkung anderer Mediatoren wihrend inflammatorischer Prozesse verstiarkt. PAF wirkt

vasodilatierend und steigert die GefaBBpermeabilitit (27).

Am Ende eines langen Aktivierungsprozesses kommt es letztlich zur Bildung finaler
Mediatoren (Proteasen, reaktive Sauerstoffprodukte, Stickstoffmonoxid), die
vasoaktive, permeabilitdtssteigernde und zytotoxische Wirkungen zeigen und fiir die
strukturellen Schiadigungen an Endothel und spezifischen Organzellen verantwortlich

sind.
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1.1.3.3 Pathophysiologie der septischen Makro- und Mikrozirkulationsstorungen

Storungen der Mikrozirkulation und der GefdBpermeabilitit durch die protrahierte
Aktivierung humoraler und zellulirer Mediatorsysteme fithren zu komplexen
pathophysiologischen Verdnderungen wihrend der Sepsis. Die Verdnderung des
Vasotonus, die Maldistribution des Blutflusses im Bereich der Mikrozirkulation sowie
die Ausbildung eines “capillary leakage syndroms” fiihren letztlich zur Insuffizienz und
zum Funktionsausfall multipler Organsysteme (z.B. Lunge, Leber, Darm und Niere).
Zahlreiche Studien belegen, dass vor allem der Vasodilatator Stickstoffmonoxid eine
Schliisselposition bei der Entstehung der irreversiblen Gewebeschiden und
Kreislaufverdnderungen im Rahmen der Sepsis einnimmt (71; 87).

Der septische bzw. Endotoxinschock zeichnet sich in der Regel durch einen
biphasischen Verlauf aus. Die charakteristischen Verdnderungen wéhrend der
hyperdynamen Phase des septischen Schocks sind gekennzeichnet durch einen Abfall
des mittleren arteriellen Drucks bei normalem oder erh6htem HZV und einer Reduktion
des peripheren GefaBwiderstandes, wahrscheinlich bedingt durch die Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems mit exzessiver Ausschiittung proinflammatorischer
Mediatoren (127). Typisch fiir die hyperdyname Phase des septischen Schocks ist die
periphere Vasodilatation, bedingt durch die verminderte Ansprechbarkeit des
Gefillsystems auf Vasokonstriktoren, vor allem Katecholamine (“unresponsive
hypotension”), wahrscheinlich bedingt durch die massive Ausschiittung von
Stickstoffmonoxid (11; 174). Im Initialstadium des hyperdynamen Schocks zeigt der
septische Patient neben Schiittelfrost, Fieber, Tachykardie und Hyperventilation mit
respiratorischer Alkalose (spdter iiberdeckt von metabolischer Azidose), als klinisches
Symptom eine warme trockene Haut und rosiges Aussehen (“warm shock™). Weitere
Symptome sind Leukozytose/Leukopenie, Thrombopenie, Lactatacidose und alterierte
BewuBtseinslage. Das Terminalstadium des septischen Schocks, die hypodyname Phase
(“cold shock™), ist heute bei Anwendung aller intensivmedizinischen Mallnahmen ein
eher seltenes Ereignis und mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten verbunden.
Die hypodyname Phase des septischen Schocks kann sich innerhalb von Stunden oder

Tagen entwickeln und ist gekennzeichnet durch ein erniedrigtes HZV, erhohtem
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peripheren GefaBBwiderstand und Hypotonie, trotz ausreichender Volumentherapie und

Gabe hoher Katecholamindosen. Klinische Zeichen sind eine blasse, feucht-kiihle Haut.

1.1.3.4 Sauerstoffversorgung in der Sepsis

Der septische Schock ist charakterisiert durch einen erhohten Sauerstoffbedarf bei
gleichzeitig eingeschrankter Sauerstoffaufnahme mit daraus resultierender Storung des
nutritiven Blutflusses auf der Ebene der Mikrozirkulation und nachfolgender
spezifischer Organschiadigung.

Im Rahmen der hyperdynamen Phase des septischen Schocks ist das systemische
Sauerstoffangebot (DO,) infolge des hohen HZV gesteigert, aber es gibt Hinweise
darauf, dass die periphere Sauerstoffversorgung nicht ausreicht, den gesteigerten Bedarf
auf zelluldirer Ebene zu decken (167). Bei gesunden Menschen ist der
Sauerstoffverbrauch (VO,) des Organismus unabhéngig vom Sauerstoffangebot (DO,).
Die Sauerstoffextraktionsrate liegt physiologisch bei ca. 20-30%. Durch Steigerung der
Sauerstoffextraktionsrate kann der Korper bei gleichbleibendem Sauerstoffangebot
einen gestiegenen Sauerstoffverbrauch ausgleichen. Wird eine kritische Grenze des
Sauerstoffangebotes unterschritten, kann die Sauerstoffextraktionsrate nicht weiter
erhoht werden und es sinkt der Sauerstoffverbrauch des Korpers zusammen mit dem
Sauerstoffangebot (Oxygen-Supply-Dependence). Der Abfall des Sauerstoffangebotes
kann hierbei bedingt sein durch ein reduziertes HZV, durch eine Anidmie oder durch
eine Hypoxédmie (15). In verschiedenen Untersuchungen an Tieren und am Menschen,
wurde die kritische Grenze des Sauerstoffangebots (DO, ¢rit), bei dem der
Sauerstoffverbrauch vom Sauerstoffangebot abhéngt und somit eine Oxygen-Supply-

Dependence vorliegt bestimmt.
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Fasst man die sehr unterschiedlichen Ergebnisse zusammen, so ldsst sich feststellen:
1) Dass eine Verschiebung des DO; ¢y in der Sepsis zu Werten oberhalb des normalen
nicht sicher nachgewiesen ist.
2) Bei septischen Patienten mit einem sehr niedrigen DO, kann eine
VO,/DO,- Abhingigkeit vorliegen (143).
3) Eine VO,/DO,-Abhingigkeit kann ein transientes Ereignis bei septischen Patienten
sein (47).
Auch wenn eine VO,/DO,-Abhédngigkeit des Korpers bei Patienten im septischen
Schock nicht gezeigt werden konnte, so gibt es jedoch Hinweise auf eine gestorte
Autoregulation des regionalen Blutflusses unter anderem bedingt durch eine erhohte
Stickstoffmonoxidproduktion (106). In der hyperdynamen Sepsis ist die spontane
arteriolire ~ Vasomotion  gestdrt, hieraus resultiert eine  Zunahme  der
Perfusionsheterogenitidt und die Bildung von sogenannten “funktionellen a-v Shunts”
(105). Folge ist eine Dissoziation der Kapillarperfusion in Areale mit Stase und
Akkumulation von Stoffwechselmetaboliten in Bezirke mit erhéhtem Plasmafluf3 (108).
Neben Storungen im Bereich der Autoregulation des Blutflusses tragen auch Stérungen
der Mikrozirkulation zu einer verminderten Sauerstoffversorgung in der Sepsis bei.
Diese sind bedingt durch Mikrothromben (171), Endothelschidigungen,
Permeabilitdtsverdnderungen und Gewebsddeme (170). Weitere Ursachen des zelluldren
Sauerstoffdefizites in der Sepsis ist die sogenannte zytopathische Hypoxie. Bei der
zytopathischen Hypoxie kommt es trotz normaler oder supranormaler intrazelluldrer
pO,-Werte zu einer unzureichenden Adenosintriphosphat-Bildung durch die
Mitochondrien und zu einem vermehrten Anfall von Lactat (46). Das pathologische
Korrelat dieser protrahierten Gewebshypoxie fiihrt zu irreversiblen Zellschdden in allen
vitalen Organsystemen, vor allem Herz, Lunge, Niere und Magen-Darm-Trakt, und kann
mit einer deletdren Prognose fiir den Intensivpatienten verbunden sein (54).
Als weitere Pathomechanismen, die das Missverhédltnis von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf im Gewebe unterhalten, ist die Abnahme des zirkulierenden
Blutvolumens, bedingt durch einen relativen oder absoluten intravasalen
Volumenmangel, bekannt Aus der Hypovoldmie resultiert eine Abnahme der kardialen

Vorlast mit Reduktion des HZV, der Gewebeperfusion und Oxygenierung. Da das
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systemische Sauerstoffangebot aber unter anderem vom HZV und dem Sauerstoffgehalt
des arteriellen Blutes abhédngt, ist zur Aufrechterhaltung einer suffizienten
Gewebeperfusion und damit Organfunktion ein addquates Blutvolumen notwendig.
Eines der wichtigsten therapeutischen Ziele zur Optimierung des Sauerstofftransportes
bei septischen Patienten sollte deshalb die friihzeitige Beseitigung des Volumendefizits
sein (148). Das Anstreben eines supranormalen Sauerstoffangebotes ist in der
Sepsistherapie bei kritisch kranken Patienten nach heutigem Kenntnisstand nicht

indiziert (15).

1.1.3.5 Kardiale Funktionsstorungen bei Sepsis

Die septische Herzschidigung ist ein wesentlicher Bestandteil des Multiorganversagens
und wird hdufig durch die Ausschiittung von Bakterientoxinen, kardiodepressiven
Faktoren und Mediatoren (111) sowie durch eine Ischdmie, metabolische Stérungen und
Storungen der kardialen Mikrozirkulation verursacht, in deren Gefolge eine
Myokarddepression auftreten kann (178). Die genaue Bedeutung der einzelnen
beschriebenen Wirkungen beziiglich ihrer klinischen Relevanz konnte bislang allerdings
noch nicht hinreichend geklirt werden. Trotz normalem oder erhhtem HZV wihrend
der hyperdynamen Sepsis kann die kardiale Pumpfunktion des septischen Patienten
bereits eingeschrankt sein. Eine charakteristische kardiovaskuldre Verdnderung ist die
Hypotonie aufgrund der generalisierten Vasodilatation mit konsekutiver Erniedrigung
des systemischen GefdaBwiderstandes auf 30% der Norm (112). Im Rahmen adaptativer
Mechanismen kann durch eine Aktivierung des symphatikoadrenergen Systems der
Vasotonus und bis zu einem gewissen Grade das HZV gesteigert werden, um einem
weiteren Blutdruckabfall entgegenzuwirken (59). Typische Zeichen der septischen
Kardiomyopathie sind ein in Relation zum erniedrigten GefdBwiderstand inadidquat
gesteigertes HZV, Schlagvolumen und linksventrikuldre Auswurffraktion, bei
reduzierter linksventrikuldrer Nachlast. Die Compliance des Ventrikels ist erhoht, wobei
auch eine massive Dilatation des Ventrikels vorliegen kann. Mdgliche Ursachen dieser
Storungen konnen zirkulierende myokardial depressiv wirkende Substanzen sein oder

eine Fehlregulation und Dichteabnahme kardialer B-Adrenorezeptoren. Héufig finden
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sich sowohl Relaxations- als auch Kontraktionsstérungen, bedingt durch eine regionale
myokardiale Ischdmie. Eine zusétzliche rechtsventrikuldre Funktionseinschrankung
bedingt durch einen erhohten pulmonalarteriellen Widerstand im Rahmen des
septischen ARDS mit konsekutiver Rechtsherzbelastung kann aufgrund der erhohten
rechtsventrikuldren Nachlast zu einer Einschrinkung der rechtsventrikuldren
Pumpfunktion fithren (91). Trotz dieser schwerwiegenden Verdnderungen am Herzen

heilt die septische Kardiomyopathie in der Regel komplikationslos aus (15; 121).

1.1.3.6 Pulmonale Funktionsstorungen

Die Sepsis stellt eine der wichtigsten pathophysiologischen Ursachen fiir die Entstehung
des akuten Lungenversagens (ARDS) dar. Nach Erhebungen aus den 90er Jahren ist die
Sepsis mit einer Inzidenz von ca. 30-60 % einer der bedeutendsten Risikofaktoren fiir
die Entwicklung eines akuten Lungenversagens (38; 76).

Die zugrundeliegende Pathologie des ARDS ist ein diffuser Entziindungsprozess,
wahrscheinlich bedingt durch eine systemische Aktivierung zirkulierender Neutrophiler
z.B. im Rahmen der Sepsis (179).

Klinische Zeichen der Initialphase des ARDS sind eine akute Gasaustauschstorung der
Lunge, mit Verldngerung der O,-Diffusionsstrecke, aufgrund eines interstitiellen und
alveoliren Odems bei endo- bzw. epithelialer Permeabilititserhdhung und
Atelektasenbildungen, bedingt durch eine Storung der alveoldren Surfactantbildung. Das
pathophysiologische Korrelat dieser Verdnderungen ist die Bildung von Atelektasen,
eine Abnahme der Lungencompliance sowie ein Ventilations/Perfusions-Mif3verhiltnis,
bedingt durch eine Tonusverdnderung im GefaBsystem und Bildung intrapulmonaler
Shunts (145). Radiologisches Zeichen des ARDS ist eine streifig-fleckformige
Verschattung, die ungleichméBig iiber die Lunge verteilt ist und spéter in eine

schleierartige Triibbung der gesamten Lunge (“weille Lunge”) iibergehen kann (90).
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1.2 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung des Stickstoffmonoxid

Lange Zeit galt das pluripotente Signalmolekiil Stickstoffmonoxid als Umweltgift, zum
Beispiel als Abgas von Automobilen, bevor Anfang der achtziger Jahre die Forscher
Furchgott und Zawadski zeigten, dass der Neurotransmitter Acetylcholin nur in
Gegenwart eines intakten Endothels eine Relaxation glatter Muskulatur in isolierten,
vorkontrahierten Aortenringpréparaten auslost (49). Hieraus entstand die Theorie iiber
die Anwesenheit eines labilen humoralen Faktors, welcher zundchst als “endothelium-
derived relaxing factor” (EDRF) bezeichnet wurde. 1987 gelang mehreren
Forschergruppen gleichzeitig die Identifizierung des ‘“endothelium-derived relaxing
factor” als Stickstoffmonoxid (79; 117).

Anfang dieses Jahrhunderts wurde entdeckt, dass Sdugetiere mehr Nitrate mit dem Urin
ausscheiden, als sie mit der Nahrung aufnehmen (109). Zirka sechzig Jahre spiter wurde
die iiberschiissige Nitratausscheidung auf die Produktion der intestinalen Flora
zurlickgefiihrt (157). Anfang der achtziger Jahre wurde diese Theorie revidiert und der
Saugetierorganismus selbst als Produktionsstitte der Nitrate entdeckt (57). Von Green
wurde dies auch fiir den Menschen nachgewiesen (58). 1985 konnte erstmals die
Bildung von Nitrat in vorher stimulierten Makrophagen gezeigt werden. Diese
Nitratproduktion konnte in Makrophagen nach Behandlung mit dem bakteriellen
Zellwandbestandteil Endotoxin signifikant gesteigert werden (155).

Stickstoffmonoxid entsteht in einer von der NO-Synthase katalysierten, enzymatischen
Reaktion durch Abspaltung und Oxidation des Guanidin-Nitrogen-Endes aus der semi-
essentiellen Aminosdure L-Arginin unter Bildung von L-Citrullin. Durch die
Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase mit nachfolgender Bildung von zyklischem
3', 5'- Guanosin-Monophosphat (cGMP) fiihrt cGMP als “second messenger” {iber eine
Verminderung der zelluliren Calciumkonzentration zu einer Relaxation der glatten
Muskelzelle (110).

NO wird durch eine Familie von Enzymen gebildet, die kollektiv als NO-Synthetasen
(NOS) bezeichnet werden, von denen zur Zeit drei unterschiedlich exprimierte und
regulierte Isoformen existieren. Die endotheliale NOS (eNOS, TyplIl) und die neuronale
NOS (nNOS, Typl) sind Kalzium und Calmodulin abhéngig und werden konstitutiv
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exprimiert. eNOS und nNOS produzieren eine geringe, aber konstante Menge NO
(pikomolare Konzentration). Stickstoffmonoxid besitzt eine Halbwertzeit von etwa 3 bis
5 Sekunden, wird in kiirzester Zeit durch Himoglobin inaktiviert, zu Nitrit und Nitrat
oxidiert und iiber die Niere ausgeschieden. Seine kurze Wirkzeit und seine lipophilen
Eigenschaften, die es NO ermoglicht rasch durch Zellmembranen zu diffundieren,
préadestiniert NO als idealen Transmitter. Zelluldre Wirkorte von endothelialem NO sind
sowohl Thrombozyten und Granulozyten als auch glatte Muskelzellen und
Endothelzellen (110). Die Aktivierung von NO (z.B. durch Scherkrifte) in diesen
Zellsystemen bewirkt unter anderem eine Vasodilatation, eine Hemmung der
Pléattchenadhésion und -aktivierung sowie der Pléttchen- und Neutrophilenaggregation.
Aufgrund dieser Wirkungen ist NO unter physiologischen Bedingungen eines der
wichtigsten protektiven Systeme der GefiBwand und wirkt somit den
vasokonstriktorischen Effekten des sympathischen Nervensystems sowie einer

Thrombosebildung entgegen (87; 139).

Endothelzelle glatte Muskelzelle
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Abbildung 2: Konstitutionelle NO- Produktion und Endothel-abhidngige Vasodilatation

Im Gegensatz zur konstitutiven NO-Synthase wird die induzierbare NO-Synthase im

Rahmen systemischer Entziindungsreaktionen in Makrophagen, Fibroblasten,
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neutrophilen Granulozyten und in glatten GefaBBmuskelzellen exprimiert (173). Nach
Stimulation durch Endotoxin, Zytokine, Tumor-Nekrosefaktor-o. und verschiedene
Interleukine wird Stickstoffmonoxid freigesetzt. Nach Induktion dieser NO-Synthase
vergehen allerdings einige Stunden (ca. 4-8 Stunden), bevor exzessive Mengen

Stickstoffmonoxid (nano- bis mikromolare Konzentrationen) freigesetzt werden (185).
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Abbildung 3: Induzierte NO-Produktion

Die NO-Ausschiittung im Rahmen inflammatorischer Prozesse kann derart umfangreich
sein, dass die konstitutive NO-Synthase praktisch inaktiviert wird (101). Palmer und
Kollegen konnten nachweisen, dass die massive Ausschiittung von Stickstoffmonoxid
die Endothelzelle derart schiadigen kann, dass eine weitere NO-Produktion, vor allem
durch die konstitutive NO-Synthase, nicht mehr moglich ist (118).

Zur Induktion der NO-Synthase ist sowohl die Genexpression als auch die
Proteinsynthese essentiell, woraus sich die zeitliche Verzégerung von 4-8 Stunden
zwischen Kontakt mit dem Immunostimulanz (z.B. TNF-a) und dem Beginn der NO-
Synthese erkldren 14Bt. Die Induktion kann durch Inhibitoren der Proteinsynthese wie

Zyclohexamid sowie Kortikosteroide gechemmt werden (107).



1. Einleitung

20

Nach Induktion der iNOS kommt es zur generalisierten NO-Produktion mit den
typischen Zeichen eines erniedrigten peripheren Widerstands, einer maximalen
Vasodilatation mit gesteigerter mikrovaskuldrer Permeabilitit und einer fehlenden
Ansprechbarkeit auf Katecholamine (39). Diese NO-Produktion kann im Gegensatz zur
konstitutiven NO-Synthetase Stunden oder Tage andauern. Der Nachweis von erhohten
Nitrit und Nitratspiegeln, den stabilen Endprodukten des Stickstoffmonoxid, sowohl in
septischen Patienten (81) als auch in septischen Tieren (155) legt die Vermutung nahe,
dass NO im Rahmen des septischen Schockgeschehens eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des hyperdynamen Kreislaufversagens zukommt (110). Daher stellt die
Blockade der NO-Synthase-Inhibition moglicherweise eine sinnvolle therapeutische
Moglichkeit in der Aufthebung der therapieresistenten Vasodilatation und der damit
verbundenen verminderten Ansprechbarkeit von Katecholaminen im Rahmen der Sepsis
dar.

Durch eine falsche, dem L-Arginin &hnliche Aminosdure, dem N-Nitro-L-Arginin-
Methyl-Ester (L-NAME) sowie dem N-Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) wird die
induzierbare aber auch die konstitutive NO-Synthase kompetitiv und stereospezifisch

gehemmt.

HN O
/“\ L-Arginin
H,N NH OH
HoN

HoN

O
%\ L-NAME
O,N—N NH O—CH,
HoN

Abbildung 4: Struktur von L-Arginin und NS-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester
(L-NAME). Intrazellular wird der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME in seinen aktiven
Metaboliten N°-Nitro-L-Arginin iiberfiihrt.
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Der Einsatz von NO-Synthase Inhibitoren ergab zunichst widerspriichliche Ergebnisse.
So fiihrte die kompetitive Hemmung von Stickstoffmonoxid mit dem NO-Synthase-
Inhibitor L-NMMA zu einer Authebung der systemischen Vasodilatation und Erh6hung
des peripher vendsen Widerstands, verstirkte aber gleichzeitig die negativen
Auswirkungen auf Leber, Niere und Mucosa des Gastrointestinaltraktes, wahrscheinlich
bedingt durch die Aufhebung des protektiven Einflusses von NO auf die
Mikrozirkulation durch lokale Vasodilatation und Hemmung der Plittchenaggregation

(81; 137).

1.3 Systematik der Therapie bei Sepsis

Trotz umfangreicher Fortschritte der modernen Medizin gehort die Sepsis weiterhin zu
den hdufigsten Todesursachen von Patienten auf Intensivstationen. Aufgrund der
Heterogenitédt der zugrunde liegenden Erkrankungen und Stérungen ist die Bedeutung
globaler Therapiestrategien besonders entscheidend. Im Vordergrund der konservativen
Sepsistherapie steht die friihzeitige Elimination des septischen Herdes und der
zirkulierenden Keime und Toxine durch die frithzeitige chirurgische Sanierung einer
Weichteilinfektion oder einer Peritonitis oder die Entfernung infizierten
Kathetermaterials. Der Beginn einer resistenzgerechten antimikrobiellen Therapie sowie
die Ausschopfung aller supportiven MalBnahmen (Beatmung, Volumen- und
Katecholamintherapie) = zur  Optimierung der  Gewebsoxygenierung  und
Aufrechterhaltung der Herz-Kreislauffunktionen stellen einen wichtigen Eckpfeiler im
Rahmen des therapeutischen Managements des Patienten mit Sepsis dar. Aufgrund der
pathophysiologischen Verdnderungen bei der Sepsis, die durch eine periphere
Vasodilatation zu einem relativen und durch ein ,,capillary leak” zu einem absoluten
Volumenmangel fiihren, liegt bei Patienten mit Sepsis in der Regel ein ausgepragter
Volumenbedarf vor. Deshalb sollte an erster Stelle der supportiven MaBlnahmen die
friihe und konsequente hdmodynamische Therapie stehen (104). Um ausreichende
kardiale Fiillungsdriicke zu erreichen benétigen die meisten Patienten in der Initialphase

der Sepsis mindestens 4—6 Liter Kristalloide oder 1,5-3 Liter Kolloide. Titriert werden
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sollte die Volumentherapie anhand der Parameter ZVD, PCWP, Blutdruck,
Herzfrequenz, Cardiac-Index, linksventrikuldrem Schlagarbeits-Index, sowie kapilldrer
Perfusion und Urinproduktion. Rivers et al. konnten in ihrer 2001 publizierten Arbeit
zeigen, dass die frithzeitige Anhebung des ZVD auf Werte zwischen 8-12 mmHg, eines
MAP > 65 mmHg, eines Urinvolumens > 0,5 ml/kg/h und einer zentralvendsen

Sauerstoffséttigung >70% tiber mindestens 6 Stunden zu einer signifikanten Senkung

der Hospitalsterblichkeit bei schwerer Sepsis und septischem Schock fiihrte (133).

Sollte durch die ausreichende Gabe von Volumen kein adidquater arterieller Mitteldruck
erreicht werden, ist der Einsatz von Katecholaminen notwendig. Als Vasopressor der
Wahl steht Noradrenalin zur Verfiigung. Aufgrund der Stimulation von
a-Adrenorezeptoren bewirkt Noradrenalin bei hyperdynamen septischen Patienten einen
Anstieg des mittleren arteriellen Druckes. Hierdurch kommt es zu einem
Wiedereinsetzen der Urinproduktion, hédufig ohne den zusdtzlichen Einsatz von

Diuretika.

Bei septischen Patienten wird ein Hb-Wert zwischen 8-10 g/dl empfohlen, wobei der
minimale Himoglobinwert bei septischen Patienten von 7-8 g/dl nicht unterschritten

werden sollte (170).

Zur Verminderung der Atemarbeit und des O,-Verbrauches sollte die Entscheidung zur
Intubation beim septischen Patienten groBziigig gestellt werden. Durch die Intubation
und Beatmung kann eine Reduzierung des O,-Verbrauches von bis zu 25% erreicht

werden (104).

Im Rahmen der adjuvanten Therapiemodelle konnte in der PROWESS—Studie gezeigt
werden, dass durch die Gabe von aktiviertem Protein C (drotrecogin alpha) eine
deutliche Reduktion der Letalitidt erreicht werden konnte. Wesentliches Risiko der
Therapie mit drotrecogin alpha war allerdings eine erhdhte Inzidenz von Blutungen, vor
allem bei priadisponierten Patienten (14). Sadmtliche anderen Ansétze, in das
inflammatorische Geschehen durch immunmodulierende Strategien einzugreifen sind

bisher nicht gesichert.

In einer prospektiv—randomisierten und kontrollierten Studie an Intensivpatienten mit

Beatmung konnte gezeigt werden, dass durch eine intensivierte Blutglucose Einstellung
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mit Insulin auf Werte zwischen 80 und 110 mg/dl eine Sterblichkeitsreduktion erzielt

werden konnte (12).

Eine weitere Therapicoption stellt die Gabe von Hydrocortisonstressdosen beim
katecholaminpflichtigen septischen Schock dar. Empfohlen wird die niedrig dosierte
Gabe von 50 mg Hydrokortison tidglich oder die kontinuierliche Gabe von 300 mg

Hydrocortison iiber 5 Tage oder ldnger (2; 75).
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Der septische Schock, gekennzeichnet durch eine ausgeprigte systemische
Vasodilatation und der daraus resultierenden Hypotension, ist eine Form des
distributiven Schocks. Trotz erhdhtem HZV kommt es durch Umverteilungsphdnomene
zur Minderperfusion lebenswichtiger Organe (34). Folglich stellt die Wiederherstellung
eines ausreichenden Perfusionsdruckes ein wichtiges therapeutisches Ziel dar. Als
etabliertes Therapieregime gilt nach wie vor eine ausreichende Volumentherapie in
Kombination mit einem o-mimetischen Katecholamin. Bei schwerer Hypotension steht
Noradrenalin, ein o~agonistisches Katecholamin, als Mittel der ersten Wahl zur
Verfiigung. Im Rahmen der Sepsistherapie zeigt sich jedoch héufig, dass die
vasokonstriktorische Effektivitit der eingesetzten Substanzen bei septischen Patienten
im Vergleich zum nicht septischen Patienten stark vermindert ist (123). Dies kann eine
adidquate Steigerung des Blutdrucks unmoglich machen und stellt deshalb einen
entscheidenden Faktor fiir die hohe Letalitit dieses foudroyanten Krankheitsbildes dar.
Zur Stabilisierung des deletiren Kreislaufzustandes werden in der Sepsis erheblich
hohere Konzentrationen von o-adrenergen Katecholaminen benétigt, als dies ohne
Sepsis der Fall wire. Es gibt viele Hinweise darauf, dass die exzessive Freisetzung von
Stickstoffmonoxid wihrend der Sepsis eine Schliisselposition bei der Entstehung der
therapierefraktiren systemischen Vasodilatation einnimmt (86; 97; 124). In vitro
Studien zeigten, dass durch die Gabe von NO-Synthase-Inhibitoren, aber auch durch
Hemmung der Guanylatzyklase mittels Methylenblau, die Endotoxin vermittelte
Vasodilatation aufgehoben werden konnte (42; 48; 114). Ebenfalls konnte in vitro die
verminderte vaskuldre Reaktivitit auf Katecholamine normalisiert werden. In
Tierexperimenten und auch bei einer geringen Anzahl von Patienten konnte das
Endotoxin vermittelte Herz-Kreislaufversagen durch Gabe von NO-Synthase-

Inhibitoren normalisiert werden (4; 20; 81; 85).

Die Wirkung von NO-Synthase-Inhibitoren bei gleichzeitiger Katecholamintherapie
wihrend einer hyperdynamen Kreislaufsituation ist in vivo bislang noch nicht

kontrolliert prospektiv untersucht worden.
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Auf dem Boden dieser Befunde stellt die kompetitive Hemmung der NO-Synthase bei
gleichzeitiger Katecholamintherapie hinsichtlich der Stabilisierung der deletiren

hiamodynamischen Situation ein wichtiges therapeutisches Ziel dar.

In der vorliegenden Arbeit sollten die hdmodynamischen Auswirkungen der NO-
Synthase-Inhibition bei experimenteller Sepsis untersucht werden. Insbesondere sollte

folgende Frage geklért werden:

Kann durch die Gabe von N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) die
hiamodynamische Effektivitit von exogen zugefiihrtem Noradrenalin beim gesunden

Schaf sowie bei der hyperdynamen Endotoxindmie des Schafs verbessert werden?

Als Modell der experimentellen hyperdynamen Sepsis wurde die Endotoxindmie beim
wachen, chronisch instrumentierten Schaf gewidhlt. In dem vorliegenden Experiment
wurde durch die kontinuierliche Gabe von Endotoxin bei Schafen eine hyperdyname
Kreislaufsituation mit erhéhtem HZV und vermindertem peripher vendsem Widerstand
induziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die himodynamischen Verdnderungen, die

auch beim septischen Patienten beobachtet werden, nachgeahmt werden.

Zunichst wurden die hdmodynamischen Effekte von Noradrenalin und L-NAME in
gesunden, nicht endotoxindmischen Schafen untersucht. Nach einer Ruhephase von drei
Tagen wurde durch die kontinuierliche Gabe von Endotoxin eine Sepsis induziert. 24
Stunden nach Applizierung von Endotoxin war die hyperdyname Sepsis voll
ausgepragt, so dass die himodynamischen Effekte von Noradrenalin und L-NAME im

endotoxindmischen Schaf untersucht werden konnten.
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3.1  Allgemeine Methodik

Nach Genehmigung durch die Bezirksregierung Miinster wurden alle Versuche in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Westfélischen Wilhelms-Universitit
Miinster durchgefiihrt. Es wurden Tiere aus einem landwirtschaftlichen Zuchtbetrieb
verwendet. Wéhrend der gesamten Versuchsreihe wurden die Schafe in Spezialkédfigen
untergebracht. Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Wasser und Futter. Die
Versuche wurden an acht chronisch instrumentierten, weiblichen Schafen durchgefiihrt,

die ein Korpergewicht von 43.7 &+ 0.9 Kilogramm aufwiesen.

3.2  Instrumentierung

Zur FEinleitung der Narkose wurde Ketanest (Ketanest; Parke-Davis GmbH, Berlin,
FRG) in einer Dosierung von 15-20 mg/kg intramuskuldr injiziert. Die Anésthesie
konnte nach anfinglicher Beatmung mit einer Spezialmaske und anschlieBender
endotrachealer Intubation mit einem 8.5 Tubus, (Willy Riisch AG, Kernen, FRG) mit
2.0-3.5 Vol.% Halothan in Sauerstoff (Halothan; Hoechst, Frankfurt, FRG)
weitergefiihrt werden. Nach der Intubation wurden die Schafe fiir die Instrumentierung
auf den Riicken gedreht. Nach Rasur und Hautdesinfektion der rechten Halsseite wurde
unter manueller Stauung die Vena jugularis interna punktiert und nach Seldinger-
Technik eine Schleuse (Introducer) eingefiihrt. Uber diese Schleuse wurde ein Swan-
Ganz-Thermodilutionskatheter (8.5 F Catheter Introducer Set; pvb Medizintechnik
GmbH, Kirchseeon, FRG, model 93A-831-7.5F G, Baxter, Unterschleissheim, FRG) bis
in die Arteria pulmonalis vorgeschoben.

Die korrekte Lage des pulmonalarteriellen Katheters wurde anhand der fiir die

verschiedenen GefiaB3e und Herzkammern charakteristischen Druckkurven iiberpriift.
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Der Introducer wurde mit einem nicht resorbierbarem Faden (Ethicon, Norderstedt,
FRG) an der Haut des Tieres fixiert. Der Swan-Ganz-Thermodilutionskatheter hingegen
wurde mit Bandern im Fell des Schafes befestigt, um ein Herausrutschen des Katheters
bei Bewegungen des Tieres zu verhindern.

Danach wurde die Haut in der rechten Leiste gesdubert und desinfiziert. Die Arteria
femoralis wurde punktiert und nach Seldinger-Technik ein Katheter (18 G Leader Cath;
Vygon GmbH, Aachen FRG) eingefiihrt, welcher ebenfalls mit einen Faden an der Haut
des Tieres befestigt wurde. AnschlieBend wurden die Katheter taglich mit 500 IE.
Heparin Natrium, verdiinnt auf 10 Milliliter NaCl 0.9%, durchgespiilt. Nach der
Instrumentierung und dem Ausleiten der Narkose, konnten die Tiere nach Riickkehr der

Schutzreflexe problemlos extubiert werden.

3.3  Monitoring

Alle Untersuchungen wurden an wachen Schafen durchgefiihrt, um eine mdgliche
Beeinflussung der kardiovaskuldren und pulmonalen Funktion durch Anisthetika
auszuschalten. Sdmtliche Daten wurden am stehenden Versuchstier erhoben. Vor
Beginn der Messungen wurden die Druckaufnehmer (zur Erhebung des
kardiopulmonalen Status) mit dem Swan-Ganz-Thermodilutionskatheter verbunden.

Mit Hilfe des Swan-Ganz-Thermodilutionskatheters besteht die Mdoglichkeit, die
Pulmonalarteriendriicke und indirekt die Fiillungsdriicke des linken Herzens zu erfassen,
ebenso 146t sich nach der Thermodilutionsmethode das HZV bestimmen und der
zentrale Venendruck messen.

Der Pulmonaliskatheter ist ein mehrlumiger Katheter. Das distale Lumen verbindet den
Druckaufnehmer mit der Offnung an der Katheterspitze. Hieriiber werden die
Pulmonalarteriendriicke gemessen. Das proximale Lumen verbindet einen zweiten
Druckaufnehmer mit der Offnung fiir den rechten Vorhof. Es dient zur Erfassung des
zentralen Venendrucks und Messung des HZV. Uber die Gaszuleitung wird Luft
(ca. 0.5-1.5ml) in den Ballon an der Katheterspitze injiziert (zur Okklusion der Arteria

pulmonalis), um bei geblocktem Ballon und korrekter Lage den pulmonalkapilliren
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Verschlussdruck zu messen. Die Thermistorverbindung wird mit dem HZV-Computer
verbunden, iiber ihn werden das HZV und die Korperkerntemperatur ermittelt. Der
Infusionsschenkel dient der Applikation von Infusionsldsungen.

Der Nullreferenzpunkt des Druckwandlers wurde etwa 10 cm oberhalb des Sternums
ermittelt (wobei der Nullpunkt dem atmosphirischen Druck entspricht).
Pulmonalarterieller Druck (PAP), zentralvendser Druck (ZVD), pulmonalkapilldrer
Verschlussdruck (PCWP) sowie der mittlere arterielle Druck (MAP) [alle Driicke
wurden in mmHg gemessen] wurden {iber Druckwandler aufgenommen und auf einem
Monitor angezeigt. Das Herzzeitvolumen wurde anhand der Thermodilutionsmethode
bestimmt. Hierzu wurde eine definierte kalte Indikatormenge (10 Milliliter NaCl 0.9%,
0-2 Grad Celsius) in den proximalen Schenkel des Swan-Ganz-Thermodilutionskatheter
injiziert, dessen Thermistor an einen HZV-Computer (model 9520 Cardiac Output
Computer; Edwards Laboratories, USA) angeschlossen war. Das HZV wurde als
Mittelwert aus drei Bestimmungen ermittelt. Zur Analyse der arteriellen und gemischt-
vendsen Blutgase wurde ein Oximeter verwendet (ABL520, Radiometer, Kopenhagen,
Dinemark). Cardiac-Index (I'min™‘m?), systemvaskuldrer und pulmonalvaskulérer
Widerstandsindex  (dyn-sem™m?”) sowie Sauerstoffangebot (ml'min”'m™) und

Sauerstoffverbrauch (ml'min™‘m™) wurden mit Standardformeln berechnet (152).

CI : HZV dividiert durch die Korperoberflache

SVI : Cl dividiert durch die Herzfrequenz

SVRI : (MAP-ZVD) / CI

PVRI : (MPAP-LAP) / CI

RVSWI : (MPAP-ZVD) SVI

LVSWI : (MAP-LAP) SVI

DO, : arterieller O,-Gehalt pro Liter multipliziert mit CI

VO, : arteriell-gemischtvendse O,-Gehaltsdifferenz pro Liter multipliziert mit
CI

OE : VO,/DO,
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Die oben genannten Werte, wurden auf die Korperoberfliche bezogen, um eine bessere
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Gewichte und Grofen zu gewéhrleisten. Anhand

eines GroBe/Gewicht Nomogramms wurde die Korperoberfldche berechnet.

3.4  Versuchsprotokoll

Alle Experimente wurden nach Erhebung der Ausgangsdaten an spontan atmenden
Schafen durchgefiihrt. Die Tiere wurden im gesunden und endotoxindmischen Zustand
untersucht.

Nach der Instrumentierung und einer mindestens dreitdgigen Erholungsphase wurde bei
den Tieren initial die Korperkerntemperatur iiber den Thermistor des Swan-Ganz-
Katheters ermittelt. Die erste Versuchsreihe am gesunden Tier wurde begonnen, wenn
sie keine klinischen Zeichen einer Infektion zeigten (Fieber, Tachykardie, Tachypnoe).
Zunichst wurden sédmtliche Schenkel des Swan-Ganz-Thermodilutionskatheters mit 500
IE Heparin Natrium, verdiinnt auf 10 Milliliter NaCl 0.9%, durchgespiilt. AnschlieSend
wurden der proximale und der distale Schenkel des Swan-Ganz-Katheters an ein
kontinuierliches Spiilsystem (1000 ml NaCl 0.9% +10.000 IE Heparin Natrium) sowie
an einen Druckwandler (DTX-TM Druckwandler Kit; Ohmeda GmbH, Erlangen, FRG)
und einen Monitor (Hellige Servomed; Hellige GmbH, Freiburg, FRG) angeschlossen.
Danach wurde iiber den Infusionsschenkel des Swan-Ganz-Katheters via eines
Infusomaten (Braun, Melsungen, FRG) eine Ringer-Lactat Infusion in einer

Geschwindigkeit von 2 ml'kg™"-h™!, verabreicht.

3.4.1 Nicht endotoxinamischer Teil

Zundchst wurde der Effekt von N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME, Sigma,
Deisenhofen, FRG) auf die vasokonstriktorische Wirkung von Noradrenalin (Arterenol,
Hoechst, Frankfurt, FRG) in gesunden Schafen untersucht.

Samtliche Medikamente wurden iiber Perfusoren (Perfusor, Braun, Melsungen, FRQG)

verabreicht, um eine genau definierte Infusionsmenge applizieren zu konnen. Es wurde
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eine Infusion mit Ringer-Lactat in einer Geschwindigkeit von 2 ml'kg'-h™ gestartet.
Nach Erhebung der Ausgangsdaten wurde iiber einen Zeitraum von 30 Minuten mittels
eines Perfusors eine exakte Menge Noradrenalin titriert, um einen Anstieg des mittleren
arteriellen Druckes (MAP) von 15 mmHg zu erzielen. Im weiteren wird die Menge
Noradrenalin, die nach dieser Methode ermittelt wurde, als “Dosis NAns” bezeichnet.
Nach Ermittlung der “Dosis NAns” wurde die Noradrenalin Zufuhr gestoppt. Aufgrund
der kurzen Wirkdauer von Noradrenalin (ca. 1-2 Minuten) kam es nach kurzer Zeit zum
Abfall des mittleren arteriellen Druckes auf das Ausgangsniveau. Dreiflig Minuten nach
Wiedererreichen der Ausgangslage wurde ein Bolus von 5 mg'kg' L-NAME injiziert
und anschlieBend eine kontinuierliche Infusion in einer Dosis von 1 mgkg'-h™
fortgefiihrt. Dreilig Minuten nach Bolusgabe von L-NAME und kontinuierlicher
Applikation wurden die Effekte von L-NAME anhand eines kardio-pulmonalen Status
kontrolliert. AnschlieBend wurde erneut die Noradrenalin Zufuhr in der vorher
ermittelten “Dosis NAns” verabreicht. Nach weiteren 30 Minuten wurde erneut ein
kardio-pulmonaler Status erhoben, um die Effekte von Noradrenalin im gesunden Schaf
bei gleichzeitiger Gabe von L-NAME zu dokumentieren. Nach Erhebung der Daten
wurde die Zufuhr von Noradrenalin und L-NAME gestoppt. Séamtliche
Infusionsleitungen sowie die Druckaufnehmer wurden von den Kathetern
diskonnektiert. Anschliefend wurden sie erneut mit 500 I.LE. Heparin Natrium, verdiinnt
auf 10 ml NaCl 0,9%, durchgespiilt. Mit einer Halskrawatte wurden die Katheter noch
zusétzlich schutzfixiert. Die Tiere hatten nun die Mdglichkeit, sich drei Tage zu erholen,

bevor die Endotoxindmie eingeleitet wurde.

3.4.2 Experimentelle Endotoxinimie

Nach einer dreitdgigen Ruhephase wurde bei den Tieren erneut ein kardiopulmonaler
Status erhoben. Nach Ermittlung der Ausgangsdaten im nicht endotoxindmischen
Zustand wurde bis zum Ende der Versuchsreihe die kontinuierliche Gabe von Endotoxin
(Endotoxin von Salmonella typhosa, Sigma, Deisenhofen, FRG) in einer Dosierung von

10 ngkg'-h' gestartet. Da wihrend der hyperdynamen Endotoxinimie ein hoherer
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erhoht. 24 Stunden nach Verabreichung von Endotoxin war die hyperdyname
Endotoxindmie stabil ausgeprigt, so dass die Ausgangsdaten im endotoxindmischen

Zustand ermittelt werden konnten.

3.4.3 Endotoxinidmischer Teil

Nach Erhebung der Ausgangsdaten im endotoxindmischen Zustand wurden die Effekte
von L-NAME auf die vasokonstriktorische Wirkung von Noradrenalin in
endotoxindmischen Schafen untersucht. Erneut wurde die Noradrenalin Zufuhr in der
sogenannten ‘“Dosis NAns” gestartet. War dreifig Minuten nach Beginn der
Noradrenalin-Infusion der mittlere arterielle Druck weiterhin unter 15 mmHg, so wurde
nach dem gleichen Verfahren, wie oben beschrieben, Noradrenalin titriert, um einen
Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15 mmHg zu erzielen. Diese so ermittelte
Menge Noradrenalin wird im weiteren als “Dosis NAs” bezeichnet. Eine halbe Stunde
nach Beendigung der Noradrenalin-Zufuhr wurde, wie schon oben beschrieben, ein
Bolus von 5 mg'kg' L-NAME injiziert und anschlieBend eine kontinuierliche Infusion
in einer Dosis von 1 mgkg'-h™ gestartet. Wiederum wurde ein Zeitraum von einer
halben Stunde abgewartet, bevor ein kardiopulmonaler Status erhoben wurde.
AnschlieBend wurde Noradrenalin in der oben beschriebenen “Dosis NAns” gestartet.
Nach weiteren 30 Minuten wurde die hohere Dosis Noradrenalin (NAs) verabreicht.
Beide Dosen Noradrenalin wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME iiber einen
Zeitraum von 30 Minuten verabreicht.

Nach Beendigung sémtlicher Versuchsreihen wurden die Schafe mit Propofol
(Disoprivan 1%; Zeneca GmbH, Plankstadt, FRG) in einer Dosierung von 10-20 mg/kg
narkotisiert. AnschlieBend wurden die Tiere mit einer intravends verabreichten

gesittigten Kaliumchloridlosung getotet.
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3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte auf einem Apple Macintosh Computer mit der
Software Statviewll (Version 1.04, Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA). Die Daten
wurden als Mittelwerte + Standardfehler (S.E.M) angegeben. In den Féllen, in denen die
Fehlerbalken in den Abbildungen nicht sichtbar sind, liegen sie innerhalb der Symbole.
Das Signifikanzniveau ist a priori auf p < 0.05 festgesetzt worden. Differenzen
innerhalb einer Gruppe wurden analysiert mit univarianter Varianzanalyse fiir
wiederholte Messungen und mit nachfolgendem Dunnett's-Test auf statistische
Signifikanz gepriift (40). Vergleiche zwischen Gruppen wurden mit einer 2-Wege-
Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen mit nachfolgendem t-Test fiir unverbundene
Stichproben (korrigiert nach Bonferroni) auf Signifikanz iiberpriift. Fiir jeden einzelnen

t-Test ergab sich ein Signifikanzniveau von p < 0.05.
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4. Ergebnisse

4.1 Himodynamische Effekte von Noradrenalin und L-NAME in gesunden,

nicht endotoxinimischen Schafen

Im nicht endotoxindmischen Zustand wurde Noradrenalin in einer Dosis von
0.18 £ 0.03 ug-kg'l-min'1 appliziert, um einen Anstieg des mittleren arteriellen Druckes
von 15 mmHg zu erreichen (Dosis NAns). Systemvaskuldrer und pulmonalvaskulirer
Widerstand sowie alle weiteren gemessenen Parameter zeigten nach Gabe von
Noradrenalin keinen signifikanten Anstieg.

Unter Noradrenalintherapie kam es zu keiner signifikanten Verdnderung des arteriellen
pH-Wertes und des arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes sowie der arteriellen
Sauerstoffspannung (Tabelle 1). Ebensowenig kam es zu einer signifikanten
Veranderung des Sauerstoffangebotes und des Sauerstoffverbrauches (Abbildung 8 und
9). Die gesunden nicht endotoxindmischen Schafe erhielten die gleiche Dosis L-NAME
(5 mgkg') wie die endotoxindmischen Schafe, um einen Vergleich der Effekte von
L-NAME in beiden Gruppen zu ermdglichen.

Die Zufuhr von L-NAME bewirkte in den gesunden Schafen einen Anstieg des
mittleren arteriellen Druckes (Abbildung 1) sowie des systemvaskuldren
Widerstandsindex (Abbildung 4). Parallel dazu kam es zu einer Reduktion des Cardiac-
Index (Abbildung 2), der sowohl auf eine Erniedrigung der Herzfrequenz (Abbildung 3)
als auch auf eine Reduktion des Schlagvolumen-Index (Abbildung 7) zuriickzufiihren
war. Ebenfalls kam es unmittelbar nach Gabe von L-NAME zu einem signifikanten
Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (Abbildung 6), der iiber den gesamten
Zeitraum der Untersuchung erhdht war. Rechts- und linksventrikuldre Fiillungsdriicke
sowie der zentralvendse Druck (Tabelle 2) wiesen keine signifikanten Verdnderungen
auf.

Unter Gabe von L-NAME kam es ebenfalls zu keiner signifikanten Verdnderung des
arteriellen pH-Wertes und des arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes (Tabelle 1). Nach

L-NAME Gabe kam es jedoch zu einer Verringerung der gemischtvendsen O,-Séttigung
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(Tabelle 1). L-NAME fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Verringerung des
Sauerstoffangebotes (Abbildung 8).

Bei gleichzeitiger Gabe von L-NAME und Noradrenalin in “Dosis NAns” verdnderte
sich der Anstieg des mittleren arteriellen Druckes (Abbildung 1) von 15 £ mmHg auf 32
+ 8 mm Hg. Ebenso kam es zu einem weiteren Anstieg des systemvaskuldren
Widerstandsindex (Abbildung 4), der Cardiac-Index (Abbildung 2) verénderte sich nur
gering.

Arterieller pH-Wert und arterieller Kohlendioxidpartialdruck zeigten ebensowenig wie
die arterielle Sauerstoffspannung Verdnderungen, die gemischtvendse Sauerstoff-

sattigung war nach Gabe von Noradrenalin und L-NAME unverandert (Tabelle 1).

4.2 Endotoxinimie

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verabreichung des Endotoxins verstarben drei
Tiere wahrscheinlich im Rahmen der hypodynamen Phase der Sepsis oder aufgrund
einer schweren respiratorischen Storung. Die Daten dieser Tiere wurden bei der
Auswertung nicht berticksichtigt.

Die kontinuierliche Verabreichung von Endotoxin fiihrte bei den iibrigen Tieren zu
einer febrilen Reaktion (Tabelle 3) mit ausgeprigter Vasodilatation und hyperdynamer
Kreislaufsituation, die 24 Stunden nach Applikation von Endotoxin voll ausgeprigt war.
Die Endotoxin-Infusion bewirkte einen deutlichen Abfall des mittleren arteriellen
Druckes (Abbildung 7), trotz Anstieg des Cardiac-Index (Abbildung 2) und fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion des systemvaskuldren Widerstandsindex (Abbildung 4).
Der Anstieg der Herz-Zeit-Volumina ist nahezu ausschlielich auf den Anstieg der
Herzfrequenz (Abbildung 3) zuriickzufiihren, da sich der Schlagvolumen-Index
(Abbildung 7) nur geringfligig verdnderte. In Anbetracht der adaptierten
Fliissigkeitssubstitution im Rahmen der hyperdynamen Endotoxindmie blieb der
zentralvendse Druck auf Ausgangsniveau (Tabelle 3). Rechts- und linksventrikuldre
Schlagarbeitsindices (Tabelle 3) zeigten ebenfalls keine signifikanten Veranderungen.
Im Gegensatz zur systemischen Zirkulation zeigte der pulmonalvaskuldre

Widerstandsindex (Abbildung 5) keine signifikante Verdnderung durch die
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Endotoxininfusion, wobei der Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldruckes
(Abbildung 6) aufgrund des erhohten Cardiac-Index (Abbildung 2) deutlich war. Der
erhohte Cardiac-Index (Abbildung 2) war mit einem gesteigerten Sauerstoffangebot
(Abbildung 8) verbunden. Der Sauerstoffverbrauch (Abbildung 9) blieb dagegen bei
gleichzeitig erniedrigter Sauerstoffextraktionsrate (Abbildung 10) unverdndert.

Die arterielle Oxygenierung war 24 Stunden nach Endotoxingabe kaum beeintrachtigt,

so dass der arterielle Sauerstoffpartialdruck auf Ausgangsniveau blieb (Tabelle 4).

4.3 Himodynamische Effekte von Noradrenalin und L-NAME in

endotoxindmischen Schafen

Wihrend der Endotoxindmie war die vasopressorische Wirkung von Noradrenalin in
einer Dosierung von 0.18 + 0.03 pg-kg”''min™ (Dosis NAns) deutlich erniedrigt. Die
Infusionsrate ~ des  Noradrenalins  musste  auf eine  Dosierung  von
0.34 + 0.06 pgkg''min" (Dosis NAs) gesteigert werden, um einen Anstieg des
mittleren arteriellen Druckes von 15 mmHg zu erzielen.

Der Anstieg des systemvaskuliren Widerstandsindex war unter Monotherapie mit
Noradrenalin nicht so stark ausgepriagt wie unter der Gabe von L-NAME (Abbildung 4).
Die Erhohung des Cardiac-Index (Abbildung 2) ging bei den mit Noradrenalin
behandelten Tieren mit einer gleichzeitigen Erhohung des Sauerstoffangebotes
(Abbildung 8) einher, bei unverdndertem Sauerstoffverbrauch (Abbildung 9). Der
zentrale Venendruck und die Korperkerntemperatur (Tabelle 4) zeigten weder unter
Monotherapie mit Noradrenalin oder L-NAME, noch unter simultaner Gabe von
Noradrenalin und L-NAME signifikante Verdnderungen.

Die Inhibition der Stickstoffmonoxid-Synthase mit L-NAME bewirkte eine sofortige
Normalisierung der hyperdynamen Kreislaufsituation. Cardiac-Index (Abbildung 2),
mittlerer arterieller Druck (Abbildung 1) sowie der systemvaskulire Widerstand
(Abbildung 4) stellten sich auf Ausgangsniveau ein. Die Reduktion des HZV auf
Baseline-Niveau beruhte sowohl auf einer Reduktion der Herzfrequenz (Abbildung 3)

als auch auf einer Abnahme des Schlagvolumen-Index (Abbildung 7). Unter simultaner
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Therapie mit Noradrenalin und L-NAME war bei signifikant erhohter Nachlast
(Abbildung 4) der links- und rechtsventrikuldre Schlagarbeitsindex deutlich erhoht
(Tabelle 4). Dies war weder bei den Tieren, die mit Noradrenalin, noch bei den Tieren,
die mit L-NAME behandelt wurden, nachweisbar.

Mit Reduktion des Cardiac-Index (Abbildung 2) kam es zu einer signifikanten
Reduktion des Sauerstoffangebotes (Abbildung 8). Diese war verkniipft mit einer
geringfiigigen  Reduktion des  Sauerstoffverbrauchs  (Abbildung 9), die
Sauerstoffextraktionsrate war deutlich erhdht (Abbildung 10). Im pulmonalen Kreislauf
kam es zu einem signifikanten Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldruckes
(Abbildung 6), bedingt durch einen ausgeprigten Anstieg des pulmonalvaskuldren
Widerstandsindex (Abbildung 5).

Ebenso kam es nach Gabe von L-NAME =zu einer Wiederherstellung der
vasokonstriktorischen Wirkung von Noradrenalin in niedriger sowie in hoher
Dosierung. In niedriger Dosierung stieg der mittlere arterielle Druck von 9 + 2 auf
16 = 2 mmHg an, in hoher Dosierung von 16 = 0 mmHg auf 28 + 4 mmHg. Die Effekte
von L-NAME zeigten bei einer Dosierung von 1 mgkg'h” in gesunden sowie in

endotoxindmischen Schafen eine identische Wirkung.
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Abbildung 1: Mittlerer arterieller Druck (MAD) bei gesunden und septischen Schafen nach
Gabe von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von
Noradrenalin wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt
(Dosis NAns). Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde
L-NAME verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns)
zusitzlich infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis,
die zuvor im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde
individuell Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von
15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs)
wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch, § =p < 0,05 gesund

versus septisch
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Abbildung 2: Cardiac-Index (CI) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe von
Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde
ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusitzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden
anschlieend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch
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Abbildung 3: Herzfrequenz (HF) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe von
Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde
ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zuséitzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden
anschlieend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch, § =p < 0,05 gesund

versus septisch
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Abbildung 4: System vaskuldrer Widerstandsindex (SVRI) bei gesunden und septischen
Schafen nach Gabe von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung
von Noradrenalin wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen
erzielt (Dosis NAns). Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten
wurde L-NAME verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis
(NAns) zusidtzlich infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der
Noradrenalindosis, die zuvor im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns).
AnschlieBend wurde individuell Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren
arteriellen Druckes von 15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns
und Dosis NAs) wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

*= p< 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch, § = p < 0,05 gesund

versus septisch
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Abbildung 5: Pulmonal vaskuldrer Widerstandsindex (PVRI) bei gesunden und septischen
Schafen nach Gabe von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung
von Noradrenalin wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen
erzielt (Dosis NAns). Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten
wurde L-NAME verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis
(NAns) zusidtzlich infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der
Noradrenalindosis, die zuvor im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns).
AnschlieBend wurde individuell Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren
arteriellen Druckes von 15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns
und Dosis NAs) wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* = p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch, § = p < 0,05 gesund

versus septisch
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Abbildung 6: Mittlerer pulmonal arterieller Druck (MPAD) bei gesunden und septischen
Schafen nach Gabe von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung
von Noradrenalin wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen
erzielt (Dosis NAns). Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten
wurde L-NAME verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis
(NAns) zusitzlich infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der
Noradrenalindosis, die zuvor im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns).
AnschlieBend wurde individuell Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren
arteriellen Druckes von 15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns
und Dosis NAs) wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + =p < 0,05 versus Baseline septisch
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Abbildung 7: Schlagvolumen-Index (SVI) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe
von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin
wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusétzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden

anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.
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Abbildung 8: Sauerstoffangebot (DO,) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe von
Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde
ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusétzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden
anschlieend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch
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Abbildung 9: Sauerstoffverbrauch (VO,) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe von
Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde
ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zuséitzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden

anschlieflend zusammen mit L-NAME verabreicht.
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Abbildung 10: Sauerstoffextraktionsrate (OE) bei gesunden und septischen Schafen nach Gabe
von Noradrenalin bzw. L-NAME. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin
wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes bei gesunden Schafen erzielt (Dosis NAns).
Danach wurde Noradrenalin gestoppt. Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME
verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusétzlich
infundiert. Bei Schafen wurde nach 24-stiindiger Sepsis mit der Noradrenalindosis, die zuvor
im gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell
Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg
erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden
anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

* =p < 0,05 versus Baseline gesund, + = p < 0,05 versus Baseline septisch, § =p < 0,05 gesund

versus septisch
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Baseline NAns L-NAME L-NAME+
NAns
apH 7,51 £0,01 7,50 £0,01 7,47 £0,02 7,49 £ 0,01
PaCO, 36 £2 34+1 35+£2 35+1
[mm Hg]
SvO, 63+£2 61 £2 51£3 51+3
[%o]
PaO, 100 £ 4 93+1 103 +7 97+5
[mm Hg]

Tabelle 1: Gasaustausch bei gesunden Schafen. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde ein Anstieg des

mittleren arteriellen Druckes erzielt (Dosis NAns). Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-NAME verabreicht, und anschlieBend

Noradrenalin in der zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusétzlich infundiert.

apH = Arterieller pH-Wert

Pa0O, = Arterieller Sauerstoffpartialdruck

PaCO, = Arterieller Kohlendioxidpartialdruck

SvO, = gemischt-vendse Sauerstoffsittigung
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Baseline NAns L-NAME L-NAME+
NAns
LVSWI [g*m*m'z] 81+ 19 80+ 11 69+11 94 + 13
RVSWI [g*m*m'z] 13+£3 12+1 16+ 1 15+2
ZVD [mmHg] 7+1 8+2 712 9+2
Temp. [°C] 39 40 40 40

Tabelle 2: Links- und rechtsventrikuldrer Schlagarbeitsindex, zentralvendser Druck und Korperkerntemperatur in gesunden

Schafen. Durch die individuelle Verabreichung von Noradrenalin wurde ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes

erzielt (Dosis NAns). Nach einer Pause von 30 Minuten wurde L-Name verabreicht, und anschlieBend Noradrenalin in der

zuvor gegebenen Dosis (NAns) zusétzlich infundiert

LVSWI = linksventrikuldrer Schlagarbeitsindex
RVSWI = rechtsventrikuldrer Schlagarbeitsindex
ZVD = zentralvendser Druck

Temp. = Korperkerntemperatur
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Baseline Sepsis NAns NAs L-NAME L-NAME L-NAME
+NAns +NAs
LVSWI 74+ 8 6211 68+ 11 82+7 60+ 16 70+ 16 96+ 19
[g*m*m”]
RVSWI 13+£1 142 13+£1 16 +2 16+3 15+3 18+2
[g*m*m”]
ZVD [mmHg] 8+2 10+2 10+2 10+2 10+2 13+£2 1212
Temp [°C] 40+ 0 41+0 41+0 41+0 41+0 41t6 41+0

Tabelle 3: Links- und rechtsventrikuldrer Schlagarbeitsindex, zentralvendser Druck und Koérperkerntemperatur in der
hyperdynamen Phase der Endotoxindmie. Nach 24- stiindiger Sepsis wurde mit der Noradrenalindosis, die zuvor im

gesunden Tier ermittelt wurde, gestartet (Dosis NAns). Anschliefend wurde individuell Noradrenalin solange erhoht, bis

ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide Dosierungen (Dosis NAns

und Dosis NAs) wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

LVSWI = linksventrikuldrer Schlagarbeitsindex
RVSWI = rechtsventrikuldrer Schlagarbeitsindex
ZVD = zentralvendser Druck

Temp. =  Korperkerntemperatur
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Baseline Sepsis NAns NAs L-NAME L-NAME L-NAME
+NAns +NAs
apH 7,48 £ 0,02 7,52 £0,01 7,53 £0,01 7,51 £0,01 7,51 £0,01 7,51 £0,01 7,52 £ 0,01
PaCoO, 3613 31+£2 3243 3212 3412 3412 3412
[mm Hg]
SvO, 6312 69 +2 66 +2 70+ 2 612 582 60+2
[“o]
PaO, 108 £8 101 £8 90 £ 8 95+7 103+£9 99+6 106 £9
[mm Hg]

Tabelle 4: Gasaustausch, Sauerstoffangebot, -verbrauch und Sauerstoffextraktionsrate bei Schafen, in denen durch die
kontinuierliche Gabe von S.-typhosa-Endotoxin eine Sepsis induziert und aufrecht erhalten wurde. Nach 24- stiindiger Sepsis wurde
mit der Noradrenalindosis die zuvor im gesunden Tier ermittelt wurde gestartet (Dosis NAns). AnschlieBend wurde individuell

Noradrenalin solange erhoht, bis ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes von 15mmHg erreicht wurde (Dosis NAs). Beide

Dosierungen (Dosis NAns und Dosis NAs) wurden anschlieBend zusammen mit L-NAME verabreicht.

apH =
PaO,=
PaCO, =
SvO, =

Arterieller pH-Wert

Arterieller Sauerstoffpartialdruck
Arterieller Kohlendioxidpartialdruck

gemischt-vendse Sauerstoffsittigung
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Sepsis und septischer Schock werden zu einer Gruppe von Krankheitsbildern gezahlt,
die unter dem Oberbegriff SIRS (systemic inflammatory response syndrome)
zusammengefasst werden. Unter SIRS versteht man eine unkontrollierte systemische
Entziindungsreaktion des Organismus auf unterschiedliche Stimuli wie Infektionen,
Ischdmie, Trauma, Endotoxin, Zytokine oder andere inflammatorische Mediatoren.
Trotz neuem Erkenntnisgewinn, moderner Antibiotikatherapie und konsequenter
Intensivtherapie stellt die hohe Letalitdt der Sepsis weiterhin ein bis heute ungeldstes
Problem dar.
Der septische Schock ist charakterisiert durch eine massive systemische Vasodilatation
mit erniedrigtem peripherem GefdBwiderstand und erh6htem Cardiac output. Es gibt
zahlreiche Hinweise darauf, dass die exzessive Freisetzung von Stickstoffmonoxid als
gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl anderer Mediatoren und Toxine zumindest fiir
das Herz-Kreislaufversagen bei Sepsis, septischem Schock oder Multiorganversagen
verantwortlich zu machen ist (33; 87). Dabei werden Stickstoffmonoxid folgende
Wirkungen zugeschrieben (159; 180):
- Vasodilatation, die zu Blutdruckabfall und Schock fiihren kann
- Verlust der Autoregulation der Mikrozirkulation, was zu zelluldrer
Hypoxie und Organversagen fithren kann
— negative Inotropie, die zu kardialem Versagen beitrigt
- Wirkungsverlust endogener und exogener Katecholamine, was eine
effektive Therapie des Herz-Kreislaufversagens verhindern kann
- Erhdhung der GefiBpermeabilitit, was zu Odemen und Organversagen
fiihren kann

- Zytotoxizitdt, was direkt zu Zellschdden und Organversagen fiihren kann.

Bei Patienten mit Sepsis und septischen Schock konnten hohe Dosen Nitrit und Nitrat

(einem stabilen Abbauprodukt des NO-Metabolismus) im Plasma und Urin gefunden
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werden, wobei die Hohe der Spiegel mit dem Ausmal} der negativen kardiovaskuldren
Verianderungen korrelierte (37, 52).

NO ist ein kleines Molekiil, ein freies Radikal, das ungehindert durch Zellmembranen
diffundiert. Es entsteht wihrend der Umwandlung seines Substrates L-Arginin zu
Citrullin durch die Aktivitdit mehrerer NO-Synthasen. Unter physiologischen
Bedingungen werden kontinuierlich kleine Mengen NO gebildet (konstitutionelle Form)
diese tragen in bedeutender Weise zur Regulation des Blutdruckes und der
Organdurchblutung bei. Die konstitutionelle NO-Synthase ist nicht nur in
Endothelzellen, sondern auch im Endokard und Myokard, in Nervenzellen, in
Thrombozyten sowie in Epithelzellen vorhanden. NO hat eine sehr kurze biologische
Halbwertzeit von nur wenigen Sekunden, es wird inaktiviert durch Hamoglobin,
Myoglobin und freie Radikale, zu Nitrit und Nitrat oxidiert und iiber die Niere
ausgeschieden (110). NO wird im Organismus vermutlich auch an Hydroxylgruppen
von Plasmaproteinen gebunden. Den resultierenden S-Nitroso-Proteinen werden die
pharmakodynamischen FEigenschaften von NO zugeschrieben. Sie besitzen eine
Halbwertzeit von einigen Stunden und ihnen wird ebenfalls ein erhebliches
vasodilatatorisches Potential zugeschrieben (154). Im Rahmen systemischer
Entziindungsreaktionen, wird nach Stimulation durch Endo- und Exotoxin, Zytokine
sowie verschiedene Interleukine induzierbares Stickstoffmonoxid freigesetzt. Nach einer
zeitlichen Verzogerung von etwa 4-12 Stunden mit der initialen Noxe werden {iber
einen langen Zeitraum (ca. 72 Stunden) grole Mengen von NO produziert. Das freie
Intervall zwischen Induktion und Beginn der NO-Freisetzung kommt dadurch zustande,
dass die Induktion des Enzymsystems sowohl Genexpression als auch Proteinsynthese
erfordert (182). Die Induktion kann durch Gabe von Glukokortikoiden und
Zyklohexamid gehemmt werden. Um eine Induktion der iNOS zu verhindern, miissen
diese Substanzen allerdings in einem engem zeitlichen Zusammenhang zur
Immunstimulation gegeben werden; nach Induktion beeinflussen Kortikoide die NO-
Produktion nicht mehr (50; 128). Unter experimentellen Bedingungen kann durch
frithzeitige Gabe von Glukokortikoiden die Induktion der NO-Synthase und somit der
septische Schock verhindert werden. Unter klinischen Bedingungen ist dies aber nicht

der Fall. Wenn der Patient mit Sepsis und Hypotension auffillig wird, ist das
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Enzymsystem vermutlich schon induziert, was die fehlende Wirkung von
Methylprednisolon bei septischen Patienten erkléren konnte (17).

Aus der in groBBen Mengen freigesetzten iNOS resultiert eine generalisierte periphere
Gefdlstorung mit einer deutlich verminderten kardiovaskuldren Ansprechbarkeit
gegeniiber Katecholaminen, die zu einer sogenannten ,,Vasoplegie® oder ,,vaskuldren
Hyporeaktivitdt™ fithrt und in bedeutender Weise zur therapierefraktiren Hypotension
im septischen Schock beitrdgt. Diese NO-vermittelte vaskuldre Hyporeaktivitét ist fiir
Kapazitits-, Widerstands- und vendse Gefdlle beschrieben (73; 159). Die Gabe von
inhibitorisch wirkenden L-Arginin-Analoga bei systemischer Inflammation bewirkte in
zahlreichen tierexperimentellen Studien und auch in Studien zur Hemmung der NO-
Synthase beim Menschen einen deutlichen Anstieg des mittleren arteriellen Druckes und
hob die ausgeprigte systemische Vasodilatation auf (16; 23; 81, 124; 167). In der
vorliegenden Arbeit sollten die himodynamischen Verdnderungen, die bei septischen
Patienten auftreten, nachgestellt werden. Ziel dieser Untersuchung war, durch den
Einsatz des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME, nach erfolgter Induktion und Expression
der induzierbaren NO-Synthase die exzessive Stickstoffmonoxidproduktion soweit zu
inhibieren, dass ein moderater Anstieg des Blutdrucks mit akzeptablen

Noradrenalindosen zu erreichen war.

Die Effekte von NO-Synthase-Inhibitoren sind in einer Reihe tierexperimenteller
Studien untersucht worden. Die klinische Relevanz dieser Untersuchungen ist abhingig
vom Studiendesign. Ein gravierender Nachteil vieler Sepsismodelle ist oft das Fehlen

der fiir den Menschen charakteristischen hyperdynamen Kreislaufsituation.

In der Arbeit wurde evaluiert, ob durch NO-Synthase-Inhibition die beeintrdchtigte
kardiovaskuldre Ansprechbarkeit von Noradrenalin im Rahmen experimenteller
hyperdynamer Sepsis wieder hergestellt werden kann. Als NO-Synthase-Inhibitor wurde
L-NAME gewihlt. L-NAME ist ein nicht-selektiver Inhibitor der NO-Synthase, wobei
es die induzierbare Form der NO-Synthase als auch die konstitutive Form der NO-
Synthase stereospezifisch und kompetitiv hemmt. L-NAME wurde als kontinuierliche

Infusion appliziert, um gleichméssige Effekte zu erzielen.

Als Modell der experimentellen hyperdynamen Sepsis wurde die Endotoxindmie beim

wachen, chronisch instrumentierten Schaf gewéhlt. Hierzu wurde bei Schafen durch die
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kontinuierliche Gabe von Endotoxin (Endotoxin von Salmonella typhosa) eine
hyperdyname Kreislaufsituation mit erhohtem HZV und vermindertem peripher

venOsem Widerstand induziert.

5.1 Hyperdyname Endotoxinimie als experimentelles Sepsismodell

Die ersten tierexperimentellen Studien an Schafen zur Erforschung der Sepsis wurden
1963 durchgefiihrt (61). Seitdem wurden zahlreiche verschiedene Formen der
experimentellen Endotoxindmie im wachen, chronisch instrumentierten Schaf als valide
Modelle der Sepsis akzeptiert (16; 25; 70; 94).

Endotoxin ist ein hitzestabiler Komplex aus Lipopolysacchariden und integraler
Bestandteil der Wand gramnegativer Bakterien. Endotoxine spielen eine zentrale Rolle
bei der Vermittlung der pathophysiologischen Verdnderungen wihrend der Sepsis, des
septischen Schocks und dem septischen Organversagen (72; 122). Die exzessive
Freisetzung von Endotoxin in die systemische Zirkulation induziert im Organismus eine
Immunreaktion, die mit der Stimulation einer Vielzahl zirkulierender und
gewebestdndiger, mediatorbildender Zellen verbunden ist. Bei Patienten mit
gramnegativer Sepsis sind Endotoxine im Blut nachweisbar (6; 35). Klinische Zeichen
der Endotoxindmie sind himodynamische Instabilitdt mit Blutdruckabfall, Erniedrigung
des peripher venosen Widerstandes und myokardialer Depression. In schweren Féllen
kommt es zur disseminierten intravasalen = Verbrauchskoagulopathie, zu
Mikrozirkulationsstorungen verschiedener Organe bis hin zum irreversiblen Schock (6).
Bei gesunden Freiwilligen fiihrt die intravendse Gabe von Endotoxin (4 ng/kg) nach 3-5
Stunden zu einer hyperdynamen Kreislaufsituation mit Steigerung des HZV auf
ungefdhr 150% und Erniedrigung des systemvaskuldren Widerstands auf ca. 50%
(102, 156).

Die experimentelle Verwendung von Endotoxin bietet im Gegensatz zu Bakterien einige
Vorteile. E.-coli-Bakterien lassen sich aufgrund ihrer hohen Teilungsrate nur sehr
schlecht dosieren und bieten sich daher eher als Kurzinfusion bzw. zur Bolusapplikation

an. Weiterhin stellt die Endotoxindmie ein primér keimfreies Sepsismodell dar, da es
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durch Endotoxin zu keiner Kontamination der Umgebung kommt. Hinzu kommt, dass

Endotoxine die am héufigsten untersuchten Triggersubstanzen der Sepsis sind.

5.1.1 Wahl des Versuchstieres

Um die Effektivitdit von Noradrenalin und NO-Synthaseinhibitoren zu untersuchen,
erschien das Schaf als Versuchstier in diesem hyperdynamen Sepsismodell aus
folgenden Griinden am geeignetsten:

e Das Schaf bietet sich fiir die experimentelle Endotoxindmie an, da es beziiglich der
Empfindlichkeit auf Endotoxin dem Menschen dhnlicher ist als andere Spezies. Mensch
und Schaf reagieren auf die Administration von Endotoxin mit einer hyperdynamen
Kreislaufreaktion mit Steigerung des HZV und Erniedrigung des systemvaskuldren
Widerstands (25; 119).

e Einen therapeutisch relevanten Angriffspunkt fiir eine Intervention mit
vasokonstriktorisch wirksamen Substanzen, zu denen auch die NOS-Inhibitoren zéhlen,
ist der peripher erniedrigte Widerstand, der eine der Ursachen der Hypotonie beim
septischen Schock ist.

e Schafe entwickeln, &hnlich wie Patienten im Rahmen der hyperdynamen
Endotoxindmie ein Multiorganversagen (21).

Die Administration von Endotoxin fiihrt bei vielen anderen Spezies zwar zu dhnlichen
hdmodynamischen Verdnderungen, hinsichtlich der Sensitivitit bestehen jedoch grofle
Unterschiede. Im Rahmen tierexperimenteller Sepsisstudien wurden Ratten
Endotoxindosen im Milligrammbereich verabreicht (z.B. 10 mg/kg) (3), Hunden und
Hasen wurden Endotoxindosen im Bereich zwischen 40 und 500 Mikrogramm pro
Kilogramm verabreicht (83; 184). Schafe reagieren wesentlich sensibler auf die
Applikation von Endotoxin. Die kontinuierliche Verabreichung von 20 ng-kg™ min™
Endotoxin fiihrte beim wachen, chronisch instrumentierten Schaf zu einer
hyperdynamen Kreislaufreaktion mit Steigerung des HZV und Erniedrigung des
peripher vendsem Widerstandes (25). Beziiglich der Sensibilitdt auf Endotoxin sind

demnach Schafe dem Menschen wesentlich dhnlicher als andere Spezies.
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e Aufgrund ihres ruhigen Wesens tolerierten die Schafe schon nach einer kurzen
Eingewohnungszeit schmerzfreie Manipulation, ohne mit Zeichen von Stress in Form
messbarer kardiovaskuldrer Verdnderungen zu reagieren.

Samtliche Versuche wurden an wachen, nicht anésthesierten, spontan atmenden Schafen
durchgefiihrt, um die negative Beeinflussung von Anidsthetika und anderen
Medikamenten auf das kardiovaskuldre System sowie die Interaktion mit
Stickstoffmonoxid auszuschlielen. So konnten siamtliche kardiovaskuldren Reaktionen,
die wihrend der experimentellen Endotoxindmie auftraten, auf die zu testenden
Substanzen zuriickgefiihrt werden.

e Aufgrund ihrer KorpergroBe ldsst sich bei Schafen, dhnlich wie beim septischen
Intensivpatienten, ein invasives himodynamisches Monitoring mit pulmonalarteriellem
und femoralarteriellem Katheter durchfiihren. AuBerdem konnten Blutentnahmen
durchgefiihrt werden, zum Beispiel zur Bestimmung von Blutgasanalysen, ohne auf

Dauer bei den Tieren eine Andmie oder Hypovoldmie zu induzieren.
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5.2  Wirkung von Noradrenalin bei gesunden Schafen sowie

endotoxinimischen Schafen nach NO-Synthase-Inhibition mit L-NAME

In der vorgelegten Untersuchung wurde der Effekt der NO-Synthase-Inhibition auf die
Noradrenalinwirkung bei gesunden und septischen Schafen untersucht. Ziel dieser
Untersuchung war, die verminderte Wirkung von Noradrenalin auf den mittleren
arteriellen Druck beim septischen Tier im Vergleich zum gesunden Tier darzustellen.
Noradrenalin zdhlt zu den Katecholaminen mit der hochsten vasokonstriktorischen
Potenz, welches derzeit zur Therapie der Hypotension im Rahmen des septischen
Schocks zur Verfiigung steht. Da die Wiederherstellung eines ausreichenden
Perfusionsdruckes ein wichtiges therapeutisches Ziel darstellt, steht Noradrenalin in
Kombination mit einer addquaten Volumentherapie als Mittel der ersten Wahl zur
Verfligung (150).

Noradrenalin ist ein potenter o- und B;-mimetischer Agonist, wihrend die B,-adrenerge
Wirkung deutlich geringer ist. Aufgrund der dominierenden Stimulation von o-
Adrenorezeptoren bewirkt Noradrenalin an den peripheren Gefdlen eine
Vasokonstriktion. Trotz einer Erhohung des peripheren Widerstandes bleibt das HZV
tiber eine B; vermittelte Steigerung der Kontraktilitdt weitgehend unbeeinflusst. Der
vorherrschende klinische Effekt einer Noradrenalin-Anwendung ist eine Steigerung des
systemischen Perfusionsdruckes (103; 141).

Im Rahmen des septischen Schocks zeigt sich jedoch hidufig, dass die
vasokonstriktorischen Effekte von Noradrenalin und anderen Vasokonstriktoren
(z. B. Angiotensin II, Vasopressin, Serotonin, Histamin) stark vermindert sind, so dass
exzessive Mengen von Noradrenalin eingesetzt werden miissen, um eine addquate
Steigerung des Blutdrucks zu erzielen (24; 159).

Ursache dieser verminderten Effektivitdit von Noradrenalin im Rahmen septischer
Zustinde ist unter anderem die iiberwiegend B-mimetische Wirkung, wéhrend im
Gesunden eine liberwiegend o-mimetische Wirkung von Noradrenalin zu verzeichnen
ist. So konnten Booke und Mitarbeiter in ihrer Untersuchung an gesunden und
septischen Schafen zeigen, dass die Administration von Noradrenalin in gesunden

Tieren eine Vasokonstriktion mit signifikanter Erhéhung des systemvaskuldren
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Widerstandes bewirkte. Im Gegensatz dazu flihrte die Gabe von Noradrenalin in
septischen Schafen zu einem signifikanten Anstieg des Cardiac-Index bei fast
unverdandertem systemvaskuldren Widerstand. Trotz signifikant erhohter Dosis von
Noradrenalin im Rahmen der hyperdynamen Sepsis kam es zu keiner Erhdhung des
periphervendsen Widerstandes, bedingt durch eine Vasokonstriktion (25). Diese
Befunde lassen darauf schlieBen, dass im Rahmen der hyperdynamen Sepsis eine
deutlich hohere Dosis Noradrenalin notig ist, die eine iiberwiegend B-mimetische
Wirkung zeigt, wahrend im gesunden Tier eine liberwiegend o-mimetische Wirkung
von Noradrenalin zu verzeichnen ist. Ahnliche Befunde konnten Landin et al. in ihren
Experimenten an Schafen erheben (94).

Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass es im Rahmen des septischen Schocks zu einer
sogenannten “Downregulation” von Katecholaminrezeptoren kommt (39). Der diesem
Phanomen zugrunde liegende Mechanismus ist allerdings noch nicht vollstindig geklart.
Unter einer echten “Downregulation® versteht man eine verminderte Ansprechbarkeit
von Katecholaminen, bedingt durch eine negative Riickkopplung aufgrund
kontinuierlich erhdhter Katecholaminspiegel im Plasma. Im Rahmen der Sepsis sind die
Plasmakatecholaminspiegel deutlich erhoht und erst im Endstadium kommt es zu einer
signifikanten Reduktion der Plasmakatecholaminspiegel (24). T. L. Hwang und
Mitarbeiter konnten in ihren Untersuchungen an Gewebsproben von septischen
Patienten zeigen, dass Patienten mit leichter Sepsis eine deutlich erhohte
o-Rezeptorendichte aufwiesen, wiahrend diese bei mittelschwerer Sepsis unveridndert
und bei schwerer Sepsis deutlich erniedrigt waren. Diese Ergebnisse korrelierten mit
vorherigen experimentellen Untersuchungen an Ratten, die ebenfalls am Beginn einer
Sepsis eine hohe o- Rezeptorendichte vorwiesen, die spéter abnahm (78).

Um die Effektivitit von Vasokonstriktoren wie Noradrenalin oder NO-Synthase-
Inhibitoren im Rahmen der Sepsis zu erforschen, wurden verschiedene Untersuchungen
mit NO-Synthase-Inhibitoren in hypodynamen als auch in hyperdynamen
Sepsismodellen durchgefiihrt (25; 94; 164; 165; 184).

Landin und Kollegen untersuchten zum Beispiel die Effekte von L-NAME und
Noradrenalin in einem akuten Model des hypodynamen septischen Schocks in

andsthesierten Schafen. Sie verabreichten 60 Minuten nach Induktion einer Sepsis mit
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lebenden E.coli extrem hohe Dosen L-NAME. Die Inhibition der NO-Synthase
normalisierte die kardiovaskuldre Sensibilitidt und verbesserte die Ansprechbarkeit auf
Noradrenalin in septischen Schafen dhnlich wie in gesunden Schafen (94). Allerdings ist
in diesem Sepsismodell davon auszugehen, dass durch die frithe NO-Synthase-
Inhibition eine Stunde nach Beginn der Sepsis noch keine Induktion der iNOS
bestanden hat und dass sowohl in septischen als auch in gesunden Schafen
ausschlieBlich die konstitutionelle NOS inhibiert wurde.

Wright und Mitarbeiter fithrten Untersuchungen mit dem unspezifischen NO-Synthase-
Inhibitor N-Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) in anisthesierten Kanninchen durch.
Sie verabreichten entweder 30 Minuten vor oder nach einer Endotoxin-Infusion
L-NMMA, das heift zu einem Zeitpunkt, in dem die induzierbare NO-Synthase noch
nicht aktiv war. Die zwangsldufige Inhibition der konstitutionellen Isoform verstarkte
die initiale Endotoxin induzierte Vasokonstriktion und resultierte in einer erhéhten
Mortalitét (184).

Bei hypodynamen Sepsismodellen muss man jedoch davon ausgehen, dass in den ersten
Stunden nach Induktion der Sepsis eine ausgeprdgte Vasokonstriktion vorliegt und zu
diesem Zeitpunkt keine erhdhte Ausschiittung von iINOS zu erwarten ist, da
Genexpression und Proteinsynthese einen Zeitraum von 4-12 Stunden benétigen. Und
erst dann kommt es zu einer zeitlich verzdgerten generalisierten systemischen
Vasodilatation (182). Vor allem in den ersten Stunden der Sepsis ist noch die
konstitutive NOS aktiv und eine NO-Synthase-Inhibition in dieser frithen Phase der
Sepsis wiirde die Endothel-abhingige Vasodilatation autheben und die schon
vorbestehende septische Vasokonstriktion weiter verstirken. Man kann also davon
ausgehen, dass die Gabe von L-NAME oder Noradrenalin in dieser Phase der Sepsis
eher kontraindiziert ist, da die Vasokonstriktion noch weiter verstiarkt wird. Gegen den
Einsatz von Vasokonstriktoren, sei es nun L-NAME oder Noradrenalin, in der
Frihphase der Sepsis spricht vor allem die potentielle Gefahr einer regional
iiberschieBenden Vasokonstriktion. Diese konnte iiber eine regionale Minderperfusion

zur zelluldaren Hypoxie mit konsekutiver Verschlechterung des Gesamtbildes fiihren.
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In unserem Sepsismodell wurde 24 Stunden nach kontinuierlicher Verabreichung von
Endotoxin eine NO-Synthase-Inhibition mit L-NAME durchgefiihrt. Zu diesem
Zeitpunkt kann man von einer Aktivierung der iNOS ausgehen.

Um jedoch die Effektivitdt von Vasokonstriktoren, sei es L-NAME oder Noradrenalin
wirksam zu testen, ist ein hyperdynames Sepsismodell erforderlich, bei dem die
Vasoplegie und Hypotension im Vordergrund steht.

In der vorliegenden Untersuchung fiihrte die Gabe von L-NAME bei gesunden Schafen
zu einer Erhdhung des systemvaskuldren und pulmonalvaskuldren Widerstandes bei
gleichzeitiger Abnahme des Cardic-Index. Entsprechende Befunde konnten in
verschiedenen Untersuchungen, z.B. an Schafen (70), Hunden (88), Ratten (146) und
Schweinen (165) erhoben werden. Ob die vasokonstriktorische Wirkung von L-NAME
ausschlieBlich auf der direkten Hemmung der NOS beruht, oder ob auch unspezifische
Wirkungen der Substanz oder indirekte Effekte durch eine Wechselwirkung mit anderen
Substanzen eine Rolle spielen, kann noch nicht abschlieBend beurteilt werden. L-NAME
scheint nicht zur Freisetzung von endogenen Vasokonstriktoren zu fithren. Nach
Injektion des NOS-Inhibitors N-Nitro-L-Arginin kam es bei Schafen zu keiner
signifikanten Erhohung der Plasmaspiegel von Noradrenalin, Renin, Vasopressin oder
Endothelin (163).

Diese Ergebnisse der vorgelegten Untersuchung stehen im Einklang mit der
Vorstellung, dass beim gesunden Schaf das GefdBBsystem durch die basale Freisetzung
der konstitutionellen NO-Synthase in einem stindig vasodilatatorischen Zustand
gehalten wird und es durch den nicht-selektiven NO-Synthase-Inhibitor L-NAME zu
einer Blockade der konstitutionellen Isoformen der NOS kommt. Welche Bedeutung die
konstitutionelle NOS allerdings fiir den basalen Vasotonus hat, kann noch nicht
abschliefend beurteilt werden. Es existieren jedoch Hinweise darauf, dass die
konstitutionelle NOS wihrend entziindlicher Prozesse inaktiviert wird (101; 151).
Entsprechende Befunde konnte Nelson in seinen Untersuchungen an isolierten Gefaflen
von Schafen zeigen, bei denen eine Sepsis mit Pseudomonas aeroginosa induziert
wurde. Gefille von nicht septischen Schafen reagierten nach Gabe von Noradrenalin mit
einer verstirkten maximalen Kontraktionsantwort und der vaskuldre cGMP-Spiegel war

hoher, wenn das Endothel entfernt wurde, als bei intakten Gefd3en. Im Rahmen der
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Sepsis war die Reaktion auf Noradrenalin und eine stark erhohte cGMP- Konzentration
unabhingig vom Vorhandensein des Endothels (114). Lorente konnte bei anédsthesierten
Schafen beobachten, dass 30 Minuten nach Ende einer Infusion mit lebenden E.-coli-
Bakterien der Azetylcholin induzierte Blutdruckabfall signifikant kleiner war als bei der
nicht bakteridmischen Kontrollgruppe (98). Diese Befunde sind vereinbar mit der
Vorstellung, dass die konstitutionelle NOS in Gefdlen gesunder, nicht septischer Schafe
gebildet wird, und unterstreicht die wesentliche Rolle der konstitutionellen NOS in der
Regulation der Himodynamik.

In der vorliegenden Untersuchung induzierte die kontinuierliche Gabe von Endotoxin
bei den wachen, spontan atmenden Schafen eine hyperdyname Kreislaufreaktion mit
einem signifikant erhdhtem HZV und deutlich erniedrigtem, mittlerem arteriellen
Druck. Die Ansprechbarkeit auf Noradrenalin war ebenfalls deutlich vermindert. Der
Zustand der hyperdynamen Endotoxindmie war nach etwa 20-24 Stunden maximal
ausgeprigt. Dieses zeitliche Intervall steht in Einklang mit den Eigenschaften der
induzierbaren NOS. Im Gegensatz zur konstitutionellen NO-Synthase wird die Aktivitat
der induzierbaren NO-Synthase nur durch Substratzufuhr reguliert. Das heif3t, dass die
induzierbare NO-Synthase, ist sie einmal gebildet, NO produziert, bis sie abgebaut ist
(biologische Halbwertzeit etwa 7 Stunden). Die exzessive Freisetzung von NO im
Rahmen der Endotoxindmie kann eine direkte Schiadigung der Endothelzelle bewirken,
so dass eine weitere NO-Produktion, insbesondere durch die konstitutive NOS, nicht
mehr moglich ist. Die Induktion der iNOS wird durch proinflammatorische Zytokine
und Endotoxin verstérkt, wobei Genexpression und Proteinsynthese die zeitliche Latenz
zwischen Induktion und NO-Produktion erkldren (82; 142; 182).

Die zeitliche Entwicklung der eingeschrankten Hidmodynamik mit einer verminderten
Ansprechbarkeit auf Katecholamine ldsst eine Schliisselrolle der iNOS im Rahmen der
hyperdynamen Endotoxindmie vermuten.

Die Inhibition der NOS mit L-NAME beendete den hyperdynamen Zustand. Die Gabe
von L-NAME bei septischen Schafen fiihrte zu einer deutlichen Senkung des HZV.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit mehreren Untersuchungen im Rahmen der
Sepsis oder Endotoxindmie, bei denen eine Inhibition der NOS mit L-NAME zu einer

deutlichen Abnahme des HZV fiihrte (16; 25; 189).
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Die beobachtete Reduktion des HZV beruht jedoch nicht nur auf einer Erniedrigung der
Herzfrequenz, sondern auch auf einer Verringerung des Schlagvolumens. Endotoxin
induziert eine kardiale Dysfunktion beim Schaf, wobei sowohl die systolischen als auch
die diastolischen Eigenschaften des Myokards verdndert sind: Trotz des erhohten HZV
besteht eine Verringerung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion, der maximalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit sowie eine Abflachung der endsystolischen Druck-
Volumen-Relation (32). Einige Autoren vermuten, daf3 induzierte NO-Produktion zur
kardialen Dysfunktion in der Sepsis beitragen konnte (4), denn auch im Myokard kann
eine zweite NO-Synthase induziert werden (142). In Zellkulturen von Myozyten und an
isolierten Papillarmuskeln bewirkte die induzierte NO-Synthase negativ inotrope
Effekte (26; 45). NO-Synthase-Hemmer steigerten die Kontraktilitdt bzw. verhinderten
die Kontraktilitdtsminderung (26; 45). Die Reduktion des HZV nach L-NAME bewirkte
eine signifikante Reduktion des Sauerstoffangebotes. Eine gleichzeitige signifikante
Verringerung des Sauerstoffverbrauches war jedoch nicht zu erkennen. Das bedeutet,
daBB L-NAME in der hyperdynamen Phase der Sepsis den Blutfluss vorwiegend in
solchen Gebieten reduziert, die keine oder nur geringe metabolische Aktivitdt besitzen
(107). Diese Befunde stehen im Einklang mit der Vorstellung, dass die konstitutionelle
NOS eine wichtige regulative Funktion der systemischen Perfusion tibernimmt, wahrend
die induzierbare NOS keine regulativen Funktionen hat, sondern eher fiir eine
Fehlverteilung des Blutstromes sorgt.

Nach Gabe von L-NAME normalisierte sich die Endotoxin-induzierte systemische
Vasodilatation und die eingeschrinkte vasokonstriktorische Reaktion auf Noradrenalin
konnte wiederhergestellt werden. Die vollstdndige Normalisierung der Himodynamik
nach Gabe von L-NAME lésst darauf schlieen, dass die systemische Vasodilatation
wesentlich durch die massive Produktion von iNOS hervorgerufen wird. Diese Befunde
stehen im Einklang mit Ergebnissen verschiedener hyperdynamer Sepsismodelle bei
Schafen (69), Schweinen (186) und bei Patienten (81; 97), bei denen nach Gabe von
L-NAME eine Stabilisierung des kardiovaskuldren Systems eintrat.

Diese Befunde stehen auch im Einklang mit zahlreichen Untersuchungen, bei denen
gezeigt werden konnte, dass die verminderte kontraktile Reaktion auf Vasopressoren ein

typisches Merkmal isolierter Gefdfle von Tieren war, denen Endotoxin oder Bakterien
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verabreicht wurden (114; 149). Die Endotoxin-assoziierte, verminderte Kontraktilitdt
der Gefie war dabei mit einem erhdhten vaskuldren Gehalt an cGMP verbunden.
Nelson konnte in seinen Untersuchungen zeigen, dass eine in-vivo-Behandlung der
Schafe mit dem NOS-Inhibitor N-Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) als auch eine in-
vitro-Blockade der NOS mit N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) zu einer
drastischen Reduktion der cGMP-Konzentration in Gefdfen fiihrte und die kontraktile
Antwort auf Vasopressoren verbessert werden konnte (114).

Diese Mechanismen der Wiederherstellung der Ansprechbarkeit des kardiovaskuldren
Systems und der Katecholaminsensibilitdt sind sehr komplex und lassen sich vermutlich
auf verschiedene komplizierte Interaktionen zuriickfiihren. Unter anderem geht man von
komplexen Interaktionen von NO mit dem sympathischen und parasympathischen
Nervensystem sowie den Katecholaminrezeptoren aus. NO dient im zentralen als auch
im peripheren Nervensystem als Neurotransmitter und inhibiert die durch das
sympathische Nervensystem bedingte Vasokonstriktion. Dieser Mechanismus beruht
zum einen auf der Hemmung peripher sympathischer Neurone (100; 161), zum anderen
auf der Hemmung der zentralen sympathischen Nervenaktivitit durch negative
Riickkopplung (64; 93).

Zanzinger und Mitarbeiter konnten in ihren Untersuchungen an Katzen, deren
Stammbhirn gekiihlt wurde und somit jegliche sympathische Nervenaktivitdt unterbunden
wurde, zeigen, dass nach Inhibition der NO-Synthase mit L-NAME keine
vasokonstriktorische Wirkung erzielt werden konnte, wohl aber bei Katzen mit normaler
sympathischer Nervenaktivitdt (188). Letztendlich schlossen die Autoren aus ihren
Beobachtungen, dass durch die Inhibition der NO-Synthase der hemmende Einfluss des
NO auf das sympathische Nervensystem abnimmt und folglich eine ungehemmte
sympathische Nervenaktivitit zu einer Vasokonstriktion fiihrt. Leider wurde in diesen
Katzenmodellen das HZV nicht gemessen, so dass eine Vasokonstriktion aufgrund eines
gesteigerten peripher-vendsen Widerstandes und eine Reduktion des HZV als Ursache
der Effekte nicht ausgeschlossen werden konnen.

Gegen diese Theorie, dass das vasokonstriktorische Potential der NO-Synthase-

Inhibition abhédngig vom Sympathikotonus sein soll, sprechen Arbeiten, in denen in-
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vitro an isolierten, also denervierten Gefaringen, durch NO-Synthase-Inhibition, eine
Vasokonstriktion ausgelost werden konnte (9).

Inzwischen gibt es Hinweise darauf, dass NO eine inhibitorische Wirkung an der
distalen sympathischen Nervenendigung der glatten Muskulatur besitzt und zudem in
sympathischen Nervenfasern selbst NO-Synthase vorhanden ist, so dass es bei
Stimulation der sympathischen Nervenfasern, z.B. durch Scherkrifte, zu einer Synthese
von NO kommt, um eine iiberschieBende Vasokonstriktion zu vermeiden (53; 89).
Dieser Effekt ldsst sich allerdings auch nach Anregung der sympathischen Nervenfasern
ohne vorherige Scherkréfte erzielen. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die Inhibition der
nervalen NO-Synthase eine Authebung der negativen Riickkopplung durch NO bewirkt.
Dies fiihrt zu einer verstarkten Vasokonstriktion aufgrund einer vermehrten Stimulation
der a- Rezeptoren (77; 162).

Neben seiner Wirkung auf das sympathische Nervensystem sind aber auch Interaktionen
von NO mit dem parasympathischen Nervensystem bekannt. Man weil3, dass eine vom
muskarinartigen Rezeptor (z.B. am Herzen) bewirkte Stimulation der NO-Synthase zu
einer Erhohung des intrazelluldren Gehaltes an cGMP fiihrt, welches wiederum eine
negativ-inotrope Wirkung zeigt (51; 96).

Eine erhohte parasympathische Aktivitit bewirkt somit eine verminderte
Ansprechbarkeit des Herzens auf PB-mimetische Pharmaka und sympathische
Nervenstimulation (67; 95).

So konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass im Rahmen der
Sepsis die verminderte Ansprechbarkeit des Herzens auf B-adrenerge Substanzen durch
die Inhibition der NO-Synthase wieder hergestellt werden konnte (8).

Die im endotoxindmischen Teil verminderte Wirkung von Noradrenalin auf den
mittleren arteriellen Druck, konnte bedingt sein durch eine reduzierte vaskuldre oder
kardiale Ansprechbarkeit auf Noradrenalin. Die Gabe des NO-Synthase-Inhibitors
L-NAME normalisierte die kardiovaskuldre Sensibilitdt und bewirkte einen Anstieg des
mittleren arteriellen Druckes. Die Effektivitit gleicher Noradrenalindosen wurde durch
L-NAME beim gesunden Schaf in gleicher Weise verbessert wie bei septischen

Schafen. Dieser unspezifische Effekt legt die Vermutung nahe, dass es unabhingig
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davon ist, ob Stickstoffmonoxid von der konstitutionellen oder induzierbaren NO-
Synthase gebildet wird.

Trotz vollig unterschiedlichem Studiendesign (60 Minuten nach Induktion der Sepsis,
Durchfiithrung einer hochdosierten Gabe von L-NAME zur NO-Synthase-Inhibition),
erzielten Landin und Mitarbeiter dhnlich unspezifische Ergebnisse in ihrem Experiment
an septischen Schafen (94). Allerdings ist in diesem Sepsismodell davon auszugehen,
dass durch die frithe Inhibition der NO-Synthase noch keine Induktion der iNOS

bestanden hat.

Neben NO werden auch andere Mediatoren beschrieben, die mitverantwortlich sind fiir
die Vasodilatation in der Sepsis. Eine erhohte Ausschiittung von Prostaglandinen und
des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) wurden ebenfalls als Ursache des
systemischen Widerstandsverlustes in der Sepsis diskutiert (34). So bewirkte z.B. die
Gabe eines spezifischen ANP-Antagonisten bei septischen Schafen sowohl in vitro (41)
als auch in vivo eine Vasokonstriktion (68) und unterstreicht damit die

vasodilatatorische Wirkung des ANP im Rahmen der Sepsis.
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6. Schlussfolgerung

Die vorliegende experimentelle Endotoxindmie ist als valides Sepsismodell im wachen
chronisch instrumentierten Schaf anerkannt. Im Rahmen der Untersuchung konnten die
Auswirkungen der kontinuierlichen Gabe des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME auf die

Héamodynamik in der hyperdynamen Endotoxindmie gezeigt werden.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit konnte damit wie folgt beantwortet werden:

Durch die kontinuierliche Gabe des unselektiven NO-Synthase-Inhibitors (L-NAME)
wurde die beeintriachtigte kardiovaskuldre Ansprechbarkeit von Noradrenalin im

Rahmen experimenteller hyperdynamer Sepsis wieder hergestellt.

Die Inhibition der NO-Synthase ist ein therapeutisch viel versprechender Ansatz. NO
wird als spdter Bestandteil der Mediatorkaskade systemischer Entziindungsreaktionen
fiir die ausgepridgte Vasodilatation verantwortlich gemacht, welche bei Versagen
myokardialer Kompensationsmechanismen zu Hypotension und septischem Schock
fiihrt, einer der haufigsten Todesursachen auf nicht-kardiologischen Intensivstationen
(87).

Die Sepsis wird nur selten in der Frithphase diagnostiziert und die Mehrheit der
Patienten befindet sich zum Zeitpunkt der Diagnose im hyperdynamen Stadium. Diese
klinische Konstellation stellt die wesentliche potentielle Indikation fiir NO-Synthase-
Inhibitoren dar. Aus diesen vorliegenden Befunden ergibt sich der Vorteil, dass die NO-
Synthase-Inhibition auch im spéteren Verlauf der Sepsis durchgefiihrt werden kann,
wihrend andere MafBlnahmen nur zu einem sehr friihen Zeitpunkt der Sepsis Erfolg
versprechen.

Wie eine Vielzahl von Untersuchungen an Tieren belegt, kdnnen NO-Synthase-
Inhibitoren zur kardiovaskuldren Therapie eingesetzt werden, da sie auch in der
hyperdynamen Sepsis effektive Vasopressoren sind.

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass L-NAME im Rahmen

der Sepsis, im Gegensatz zu Noradrenalin, keinen Wirkungsverlust erfahrt. L-NAME
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musste wahrend septischer Zustidnde nicht hoher dosiert werden. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass die Effektivitit des Noradrenalins durch die zusétzliche Gabe von
L-NAME sowohl in gesunden als auch in septischen Schafen in gleicher Weise
verbessert wurde.

Auf dem Boden dieser Befunde stellt die Hemmung der NO-Synthase durch L-NAME
bei gleichzeitiger Verabreichung von Noradrenalin hinsichtlich der Stabilisierung der
deletiren himodynamischen Situation ein vielversprechendes therapeutisches Konzept
dar.

Als erste Arbeitsgruppe setzten Petros und Mitarbeiter 1991 NO-Synthase-Inhibitoren
im therapierefraktéren septischen Schock bei 2 Patienten ein. Die intravendse Bolusgabe
von L-NMMA (0.3-1 mg/kg) flihrte zundchst bei beiden Patienten zu einer Anhebung
des Blutdrucks. Da bei Patient 2 die Wirkung nur kurzfristig war, wurde zusétzlich
L-NAME (0.15 mg/kg, gefolgt von 0.3 mg/kg/h) infundiert. Bei beiden Patienten konnte
die Noradrenalin-Infusion beendet werden. Wéhrend Patient 1 nach 48 Stunden keiner
Intensivtherapie mehr bedurfte, verstarb der andere Patient im Multiorganversagen
(107). Die erste kontrollierte Studie am Menschen wurde von Lorente und Kollegen
durchgefiihrt. Auch in dieser Studie bewdihrte sich der Einsatz der NO-Synthase-
Inhibitoren als effektiver Vasopressor. So bewirkte der Einsatz von L-NAME bei
septischen Patienten in einer Dosierung von 20 mg/kg eine erwartungsgemasse
Vasokonstriktion mit konsekutivem Abfall des Herz-Zeit-Volumens und der
Herzfrequenz. Allerdings war die NO-Synthase-Inhibition in dieser Untersuchung mit
einem ausgeprdgten Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes verbunden (98). Eine
durch NO-Synthase Inhibition bewirkte pulmonale Hypertonie konnte eine
Beeintrachtigung der Rechtsherzfunktion bewirken, die in einer kardialen
Dekompensation enden kann. Ebenso konnen schwerwiegende Probleme auftreten wenn
die Sepsis gleichzeitig mit einem Lungenversagen assoziiert ist, da auch hier die
pulmonale Hypertonie im Vordergrund steht. Im Rahmen einer Phase-II-Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass sich die inhalative Therapie mit NO im Lungenversagen
beziiglich der Reduktion der Letalitéit als unwirksam erwies (36), so dass die inhalative
Therapie mit NO lediglich als letzte Therapieoption bei schwerer Hypoxie oder bei

pulmonaler Hypertonie mit Rechtsherzversagen eingesetzt werden sollte (176).
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In unserer Studie am Tiermodell zeigte sich eine eindeutige Effektivitit von L-NAME
beim Einsatz an septischen Schafen.

Ob die von uns erhobenen Daten auf Patienten iibertragbar sind bleibt aber offen und
sollte in weiteren Studien tiberpriift werden.

1999 konnten Grover und Mitarbeiter in einer Phase-III-Studie, die den Effekt einer
NO-Blockade durch L-NAME bei septischen Patienten untersuchte zeigen, dass es
durch Gabe von L-NAME zu einem signifikanten Anstieg der Letalitdt kam, so dass die
Studie abgebrochen wurde (60). Erklart wurde dieser Anstieg der Letalitit durch die
Unselektivitdt der NO-Blockade.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die NO-Synthase-Inhibitoren im Rahmen
septischer Zustinde potentielle Vasokonstriktoren sind und dadurch eine Stabilisierung
der instabilen H&modynamik bewirken. Jedoch sollten NO-Synthase-Inhibitoren die
konventionelle Katecholamintherapie nicht ersetzen, sondern eventuell zur
Supplementierung einer Katecholamintherapie eingesetzt werden.

Aufgrund der unselektiven NO-Blockade durch L-NAME ist der Einsatz aber nach wie

vor kritisch zu bewerten und sollte daher in weiteren Studien iiberpriift werden.
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Drittes Staatsexamen
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Berufliche Beschiftiscung

1984-1985

1985-1989

1989-2000

2000-2002

Beschiftigung als Krankenschwester auf der
interdisziplindren Intensivstation des St. Marien-
hospital Liidinghausen

Beschiftigung als Krankenschwester auf den
operativen

Intensivstationen und Anésthesie des Universitéts-
klinikums Miinster

Intermittierende Beschéftigung als
Fachkrankenschwester fiir Andsthesie und
Intensivmedizin auf den operativen
Intensivstationen des Universitdtsklinikums
Miinster

Beschiftigung als Arztin im Praktikum und
Assistenzérztin in der Klinik fiir Anésthesie und
Intensivmedizin der Raphaelsklinik Miinster
(Direktor: Dr. med. N. Mertes)
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ACH Acetylcholin

ACTH adrenocorticotropes Hormon

ANP atriales natriuretisches Peptid

apH arterieller pH-Wert

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
ATP Adenosintriphosphat

CI Cardiac-Index

cGMP zyklisches Guanosin-Monophosphat
cNOS konstitutionelle NO-Synthase

DO, Sauerstoffangebot

ECAM extrazelluldres Adhésionsmolekiil
EDRF Endothelium Derived Relaxing Factor
eNOS endotheliale NO-Synthase

HF Herzfrequenz

HZV Herzzeitvolumen

ICAM intrazelluldres Adhdsionsmolekiil

IL Interleukin

LAP linksatrialer Druck

LBP Lipopolysaccharide Binding Protein
L-NAME NYNitro-L-Arginin-Methyl-Ester
L-NMMA N°-Monomethyl-L-Arginin

LPS Lipopolysaccharid (Endotoxin)
LVSWI linksventrikuldrer Schlagarbeitsindex
MAD mittlerer arterieller Druck

MPAD mittlerer pumonal arterieller Druck
iNOS induzierbare NO-Synthase

nNOS neuronale NO-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthasen

OE Sauerstoffextraktionsrate

PaCoO, arterieller Kohlendioxidpartialdruck
PAF Pléttchen aktivierender Faktor

PaO, arterieller Sauerstoffpartialdruck
PAP pulmonalarterieller Druck

PCWP pulmonalkapilldrer Verschlussdruck
PGF Prostaglandin F

PGI Prostacyklin I

PVRI pulmonalvaskulérer Widerstandsindex
RVSWI rechtsventrikuldrer Schlagarbeitsindex
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
SVI Schlagvolumen-Index

SvO, gemischt-vendse Sauerstoffsittigung
SVRI systemvaskuldrer Widerstandsindex
Temp Temperatur

TF Tissue Factor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TXA Prostanoide Thromboxan A

VO, Sauerstoffverbrauch

ZVD Zentral-vendser Druck



