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Zusammenfassung
Auswirkungen einer balancierten Kristalloid- vs. einer balancierten Hydroxyethylstérkelésung
(6% HES 130/0.4) auf die Nierenfunktion und Tubulusschadigung endotoxéamischer Schafe
Tim-Gerald Kampmeier
Bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock werden als Volumenersatzmittel
sowohl Kristalloide als auch Kolloide in den internationalen Sepsisleitlinien empfohlen, wobei
die Auswirkungen der Kolloide auf die Nierenfunktion kontrovers diskutiert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese, dass eine Volumentherapie mit einer modernen,
balancierten Hydroxyethylstarke (HES)-L6ésung im Vergleich zu einem balancierten
Kristalloid zu einer verminderten Nierenfunktion und einer geringeren Tubulusschadigung im
endotoxamischen Schaf fihrt, untersucht
Methoden und Ergebnisse: Achtundzwanzig wache, gesunde Schafe (37+2 kg; Tier-
versuchsvorhaben 9.93.2.10.36.07.067 vom 16.05.2007) erhielten eine kontinuierliche
Endotoxin-Infusion (Salmonella typhosa, initiale Dosierung 5 ng/kg/min) mit stindlicher
Verdopplung der Dosis bis zum Eintreten eines endotoxamischen Schocks (arterieller
Mitteldruck< 65 mmHg und Laktat =2 2 mmol/l bzw. Laktat = 4mmol/l/kg). Nach
Randomisierung in drei Gruppen erfolgte die Volumentherapie mit einem balancierten
Kristalloid (Jonosteril®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland; n=10) oder einer
balancierten, isoonkotischen HES-Lésung (6% HES 130/0.4; Volulyte® 6%, Fresenius Kabi)
unter Bericksichtigung der zugelassenen Maximaldosis von 50 ml/kg KG und den
Empfehlungen der aktuellen Sepsisleitlinien (n=10). Die Kontrollgruppe (n=8) erhielt keine
Volumentherapie. Nach 12-stlindiger Therapie wurden die Tiere in tiefer Narkose getotet und
Nierengewebe fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung entnommen.
Zwischen den Therapiegruppen zeigten sich keine relevanten Unterschiede in der kardio-
pulmonalen Hamodynamik. Trotz eines Anstiegs der renalen Retentionsparameter (Harnstoff
und Kreatinin) in der HES-Gruppe gegeniber der Kristalloid-Gruppe gab es keine
signifikanten Unterschiede in der Kreatinin-Clearance zwischen den beiden Gruppen. Die
elektronenmikroskopische Untersuchung der Nierentubuli zeigte einen signifikant geringeren
ultrastrukturellen Schaden innerhalb der HES- gegeniber der Kristalloid-Gruppe. Die
Hamodynamik und Nierenfunktion dekompensierten in der unbehandelten Kontrollgruppe
frihzeitig im Vergleich zu den beiden Therapiegruppen.
Schlussfolgerungen: Die Gabe von balanciertem 6% HES 130/0.4 flhrte trotz eines
Anstiegs der renalen Retentionsparameter zu keiner Verschlechterung der Kreatinin-
Clearance gegenlber der Kristalloid-Gruppe. Ein unterschiedliches Verteilungsvolumen von
Harnstoff und Kreatinin kdnnte dieses Phdnomen erklédren. Der verminderte ultrastrukturelle
Nierenschaden legt Vorteile der modernen, balancierten HES-L&sung gegenlber einer
Kristalloid-basierten Volumentherapie nahe.

Datum der mindlichen Prifung: 22.11.2010
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1 Einleitung

1.1 Sepsis

1.1.1 Definitionen

1.1.1.1 Konsensuskonferenz

Die schwere Sepsis und der septische Schock stellen weltweit ein bedeutsames
medizinisches und 6konomisches Problem dar. Trotz intensiver Forschung steigt die
Inzidenz der Sepsis weltweit, insbesondere durch die zunehmende Anzahl
immunkompromittierter, alterer und insgesamt ,krankerer* Patienten an. Damit sind
haufig verlangerte Krankenhausverweildauern, steigende Behandlungskosten und
nicht zuletzt eine hohe Letalitét verbunden (siehe auch Kapitel Epidemiologie) [51].
Um eine Basis fur die Vergleichbarkeit und Standardisierung von Diagnostik,
Therapie und Forschung zu schaffen, fand im August 1991 in Northbrook/USA eine
Konsensuskonferenz des "American College of Chest Physicians® (ACCP) und der
"Society of Critical Care Medicine* (SCCM) statt [1]. Dort einigte man sich erstmals
auf eine international gultige Definition fur die Sepsis:

Die Sepsis ist eine systemische, nicht lokal begrenzte Entzindungsreaktion des
Kdrpers auf einen infektiosen Stimulus. Allerdings gibt es auch Erkrankungen mit
identischem klinischem Erscheinungsbild, jedoch ohne infektiosen Ursprung, z.B.
Verbrennungen, Pankreatitis und Intoxikationen. Man bezeichnete diese Reaktion als
“systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) und definierte vier fur
systemische Entziindungsreaktionen typische Symptome, von denen wenigstens

zwei fur die Diagnosestellung eines SIRS vorliegen missen (siehe Tabelle 1.1).



Tabelle 1.1 Definitionen von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock
nach den Richtlinien der ACCP/SCCM - Konferenz

Syndrom

Kriterien missen

Kriterien
SIRS «  Herzfrequenz >90 min™
(wenigstens 2 «  Korperkerntemperatur <36 € oder >38 C

«  Leukozytenzahl >12000 ulI'* oder <4000 pl™* oder eine Linksverschiebung

erfullt sein) . . . . . . .
im Differenzialblutbild mit mehr als 10% unreifen neutrophilen
Granulozyten
e Atemfrequenz >20 Atemzuge-min'l oder ein p,CO, <32 mmHg (4,3 kPa)
Sepsis Infektiose Atiologie des SIRS bzw. Ausschluss anderer Ursachen
Schwere Sepsis Sepsis und Organdysfunktion bzw. Hypoperfusion oder arterielle Hypotonie

Septischer Schock SAP <90 mmHg trotz Volumensubstitution bzw. Einsatz vasoaktiver

Substanzen mit a-adrenerger Wirkung zur Steigerung des MAP auf

wenigstens 60 mmHg

Legende: MAP = “mean arterial pressure”, SAP = “systolic arterial pressure”, SIRS =

“systemic inflammatory response syndrome”.

Tabelle 1.2 Modifizierte Konsensuskriterien mit Kriterienkatalog

Nachweis eines infektibsen Ursprungs der Inflammation (mindestens eines der
folgenden Kriterien):

- mikrobiologisch gesicherte Infektion
- klinisch gesicherte Infektion
- vermutete Infektion

II. Nachweis einer systemischen inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS) (mindestens zwei

der folgenden Kiriterien):

- Hypo- (<36C) oder Hyperthermie (>38<C)

- Tachykardie (>90/min)

- Tachypnoe (>20/min) und/oder arterieller pCO, <4,3 kPa (33 mmHg) und/oder maschinelle
Beatmung

- Leukozytose >12.000/ul oder Leukopenie <4.000/pl und/oder Linksverschiebung >10% im
Differentialblutbild

lll. Infektionsbezogene Organdysfunktion (mindestens eines der folgenden Kriterien):

- Akute Enzephalopathie (reduzierte Vigilanz, Unruhe, Desorientiertheit, Delir ohne
Beeinflussung durch Psychotropika)

- Thrombozytopenie (Thrombozyten <100.000/ul oder Thrombozytenabfall >30% in 24 h ohne

Blutverlust als Ursache)

- Arterielle Hypoxéamie (paO, <10kPa (75mmHg) unter Raumluft, paO,/FiO, <33kPa (250
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mmHg) ohne manifeste pulmonale oder kardiale Erkrankung als Ursache)

- Arterielle Hypotension  (systolischer arterieller Blutdruck <90mmHg oder mittlerer arterieller
Blutdruck <65mmHg tiber mind. 1 h trotz adaquater Volumenzufuhr bei Abwesenheit anderer
Schockursachen)

- Renale Dysfunktion (Urinausscheidung <0,5ml/kg/h tiber zumindestens 1 h trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-Kreatinins >2x iber den
Referenzbereich des jeweiligen Labors)

- Metabolische Azidose (Basendefizit >5,0mEq/l oder eine Plasma-Laktat-Konzentration >1,5x
Uber den Referenzbereich des jeweiligen Labors)

modifiziert nach [25]

Sind die in Tabelle 1.2 aufgefihrten Kriterien | und Il erfullt, kann die Diagnose einer
Sepsis gestellt werden, eine schwere Sepsis liegt nach Erflillen aller drei Kriterien
vor. Fur die Diagnose des septischen Schocks mussen die Kriterien | und Il erftllt
sowie fur mindestens eine Stunde ein systolischer arterieller Blutdruck <90 mmHg
bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck <65 mmHg nachgewiesen sein. Alternativ
muss ein Vasopressoreinsatz vorliegen um die genannten Blutdruckparameter tber
den angefihrten Werten zu halten. Ferner darf die arterielle Hypotonie nicht durch
andere Ursachen erklarbar sein [25].

Eine Bakteridmie (d.h. ein Vorliegen lebensfahiger Bakterien im Blutkreislauf) ist zur
Diagnosefindung einer Sepsis nicht zwingend notwendig. Die Wahrscheinlichkeit fur
positive Blutkulturen steigt zwar mit dem Schweregrad der Erkrankung [89], eine
grol3e retrospektive Untersuchung aus Frankreich zeigte jedoch, dass nur bei 43%
der Patienten mit schwerer Sepsis durch gram-negative Bakterien positive

Blutkulturen zu finden waren [21].

1.1.1.2 Multiorganversagen

Im Rahmen von Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock kann es zur
Dysfunktion verschiedener Organsysteme kommen, bis hin zum Versagen eines
oder mehrerer Organe. Man bezeichnet diese Komplikation als "multiple organe
dysfunction syndrome” (MODS), woraus sich im weiteren Verlauf dann ggf. ein
Multiorganversagen entwickeln kann [9].

Die Auspragung der Organschadigung ist individuell sehr unterschiedlich, da nicht
jedes Organ zur gleichen Zeit gleichermal3en stark geschadigt wird. So ist die Lunge
im zeitlichen Verlauf sehr friih betroffen. Zusammen mit dem Hepatikosplanchikus-
gebiet ist sie das am héaufigsten betroffene Organ. Jedoch auch Organe wie Gehirn,
Herz und Niere werden oft im Verlauf einer Sepsis geschadigt [2]. Mit zunehmender

Anzahl der versagenden Organe steigt die Letalitat [133]. Die mit der
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Organdysfunktion assoziierte Mikrozirkulationsstérung wird im Kapitel ,Stérungen der

Mikrozirkulation“ ausfiihrlich beschrieben.

1.1.2 Epidemiologie

Da nur sehr wenige populationsbasierte Studien zur Epidemiologie von Sepsis,
schwerer Sepsis und septischem Schock vorliegen, sind valide Aussagen zur
Inzidenz, Pravalenz und Letalitat in der Allgemeinbevilkerung zum aktuellen
Zeitpunkt nicht moglich. Dennoch sollen im Folgenden die Ergebnisse mehrerer
grof3er Studien aufgezeigt werden, die sich auf die Bundesrepublik Deutschland, die

USA sowie auf andere europaische und nicht-européaische Staaten beziehen.

1.1.2.1 Pravalenz, Inzidenz und Letalitat

Das Kompetenznetz Sepsis (SepNet) fuhrte von Januar 2003 bis Januar 2004 eine
multizentrische  Observationsstudie an 310 Kliniken und insgesamt 454
Intensivstationen in Deutschland durch. Es wurden 3877 Patienten untersucht und
Sepsisfalle nach standardisierten Parametern, basierend auf den ACCP/SCCM-
Kriterien, detektiert. Die Studie zeigte eine Pravalenz von 12,4% (95%
Konfidenzintervall (KI) 10,9 - 13,8%) fir die Sepsis und von 11,0% (95% CI 9,7 -
12,2%) fur schwere Sepsis und septischen Schock [41].

Die im Jahr 2001 in Frankreich durchgefuhrte EPISEPSIS-Studie schloss mehr als
3700 Patienten auf 206 Intensivstationen ein und erhob eine Pravalenz von 14,6%
fur die schwere Sepsis [23]. In Brasilien wurde von Januar 2001 bis Mai 2002 die
BASES-Studie durchgefuhrt. Diese konnte zeigen, dass von 884 Patienten mit einer
Verweildauer von mehr als 24 Stunden auf der Intensivstation 415 Patienten (46,9%)
fur wenigstens einen Tag wahrend ihres Intensivaufenthaltes die ACCP/SCCM-
Kriterien der Sepsis erfullten [119].

Fur die USA konnte 1995 eine absolute Inzidenz von 750 000 Féllen pro Jahr bzw.
300 pro 100.000 Einwohner (0,3 % der Bevdlkerung pro Jahr) ermittelt werden [75].
Die deutsche SepNet-Studie konnte aufgrund ihres Studiendesigns die Inzidenzrate
nur nahrerungsweise berechnen und ermittelte eine bundesweite Inzidenz von
jahrlich etwa 79000 Fallen fur die Sepsis bzw. 75 000 Fallen fur schwere Sepsis und
septischen Schock (entspricht 116 bzw. 110 pro 100 000 Einwohner) [41].
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In der Literatur finden sich Sepsis-assoziierte Letalitatsraten zwischen 17% und 82%

[5]. Fur Deutschland zeigte die SepNet-Studie eine Gesamtletalitat von 55,2% [41].
Eine mexikanische Studie aus dem Jahr 1995 konnte nachweisen, dass die
Sterblichkeit mit dem Schweregrad der Erkrankung ansteigt: die 28-Tage-Letalitat
reichte von 24,3% bei SIRS bis hin zu 52,2% bei septischem Schock [95]. Dieses
Ergebnis unterstreicht die prognostische Bedeutung der ACCP/SCCM-KTriterien.

1.1.2.2 Kosten

Eine US-amerikanische Studie berichtet von jahrlichen direkten Therapiekosten
bezogen auf die Nation von 17,6 Milliarden US-Dollar, was umgerechnet 22 100 US-
Dollar pro septischem Patient bedeutet [4]. In Deutschland betragen die zusatzlichen
(durch die Sepsis bedingten) Behandlungkosten laut aktueller Studienlage pro
Patient ca. 23 000 Euro [41].

Die oben genannten Daten machen deutlich, dass die Sepsis ein bedeutsames
medizinisches und soziotkonomisches Problem darstellt, das einen signifikanten

Anteil der Krankenhaus-Sterblichkeit ausmacht.

1.1.3 Pathophysiologie

Obwohl die Sepsis in den letzten Jahrzehnten zu einem zentralen
Forschungschwerpunkt der Intensivmedizin geworden ist, ist die Pathophysiologie
dieses komplexen Syndroms noch nicht vollstdndig verstanden. Im Folgenden soll
auf die wichtigsten bislang bekannten Pathomechanismen eingegangen werden.

1.1.3.1 Erregerspektrum

Jeder pathogene Mikroorganismus ist potenziell in der Lage eine Sepsis auszulésen.
Infolgedessen umfasst das Erregerspektrum Bakterien, Viren, Pilze sowie auch
Parasiten [9].

Da in der vorliegenden Arbeit bakterielles Endotoxin eingesetzt wurde, liegt der
Fokus der folgenden Abschnitte auf der bakteriellen Sepsis.

Man unterscheidet gram-positive von gram-negativen bakteriellen Erregern sowie
ambulant erworbene und nosokomiale (in zeitichem Zusammenhang mit einem

Krankenhausaufenthalt stehende) Infektionen. Bei den gram-positiven Erregern
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dominieren im ambulanten Bereich die Pneumokokken und Streptokokken, wahrend

nosokomiale Infektionen vor allem durch Staphylokokken und Enterokokken
ausgelost werden. Enterobacteriaceae (z.B. E. coli und Klebsiellen) sind bei den
gram-negativen Infektionen im ambulanten Bereich dominierend, wahrend das
Spektrum der nosokomialen gram-negativen Sepsis auch Nonfermenter (z.B.
Pseudomonas, Acinetobacter) umfasst [9].

Die pathogene Komponente der meisten gram-positiven Erreger sind so genannte
Exotoxine, die von den Bakterien produziert und aktiv sezerniert werden,
beispielsweise das von einigen Staphylokokken-Stammen produzierte S. aureus-
Enterotoxin (SET) [67].

Gram-negative Erreger hingegen besitzen als pathogenen Bestandteil Endotoxine.
Dies sind hitzestabile Membranbestandteile des Bakteriums, zu denen auch das
Lipopolysaccharid (LPS) zahlt. Eine Freisetzung dieser Endotoxine erfolgt im
Gegensatz zu den Exotoxinen nicht durch aktive Sekretion sondern passiv, u. a. bei
Proliferation oder Lyse des Erregers [67, 107].

1.1.3.2 Struktur des Lipopolysaccharids

Das LPS besteht aus drei Einheiten: dem sogenannten O-Polysaccharid (auch O-
Antigen), der Kernregion (auch "Core-Oligosaccharid*) und der Lipid A-Struktur
(siehe Abbildung 1.1) [67]. Das Molekulargewicht des LPS betragt etwa 10000
Dalton [107].

Abbildung 1.1 Chemische Struktur des Lipopolysaccharids

O-O-0-O10-O0-0-0I0-0-00C

aulere innere
| j Kernregion g Kernregion g Lipid A |

Legende: Q . O ; AT

Modifiziert nach [52].
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Das O-Polysaccharid besteht aus repetitiven Monosaccharideinheiten, die chemisch

zwischen den einzelnen gram-negativen Bakterienspezies stark variieren, so dass
dieser Teil des Endotoxins zur Serotypisierung herangezogen wird [67].

Es folgt die so genannte Kernregion, die sich in eine innere und eine &ufere
Kernregion aufteilen lasst. Die aul3ere Kernregion ist durch die héaufig
vorkommenden Saccharide Galactose, Glucose, Glucosamin und Galactosamin
gekennzeichnet, wahrend in der inneren Kernregion die vergleichsweise seltenen
Zucker 2-Keto-3-desoxycetansaure sowie Heptosemolekile wie L-Glycero-D-
mannoheptose dominieren [52, 107].

Des Weiteren liegt eine kovalente Bindung der inneren Kernregion an die
Lipidkomponente des LPS, dem sogenannten Lipid A (auch als Lipoid A bezeichnet),
vor. Dieser Teil des LPS, der im Wesentlichen fir die toxische Wirkung
verantwortlich ist, besteht aus einer variablen Anzahl von Fettsauren (in der Regel
sechs). Diese wiederum sind an zwei phosphorylierte Glucosamine gebunden, von
denen eines die Verbindungsstelle zur Kernregion darstellt [67, 107].

1.1.3.3 Lipopolysaccharid-vermittelte Signaltransdu ktion

Die intrazellulare Signalkaskade der LPS-induzierten Signaltransduktion ist noch
nicht in allen Einzelheiten verstanden. Es soll hier auf die wichtigsten bekannten
Fakten eingegangen werden. Im Vorfeld sei jedoch erwahnt, dass die beschriebene
Kaskade nur einen von vielen parallel ablaufenden Aspekten der LPS-induzierten
Signaltransduktion darstellt. Alternative Tranduktionsmechanismen werden am Ende
des Kapitels kurz erwahnt.

Die Summe der Pathogene, die eine systemische Wirtsantwort triggern kénnen, wird
auch als "pathogen associated molecular patterns”, kurz PAMPs, bezeichnet. Zu
dieser Gruppe der Erreger-assoziierten Liganden zahlt auch das LPS [9].

Zu Beginn der LPS-vermittelten Signalkaskade steht das Serumprotein
"lipopolysaccharid-binding protein“ (LBP), ein in der Leber synthetisiertes Akute-
Phase-Protein. LBP bildet zusammen mit LPS einen Komplex, der an den CD14
Rezeptor bindet [107]. Dieser Rezeptor existiert in einer membrangebundenen Form
(mCD14), wie er auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Gewebem-
akrophagen vorkommt, und einer Il6slichen Form ("soluble®, sCD14), die
hauptsachlich fur die Signalkaskade in Endothelzellen verantwortlich ist [34]. Die
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Rolle des Endothels wird im Kapitel ,Endotheliale Dysfunktion® (s.u.) detailiert

beschrieben.

Durch Bindung des LPS/LBP-Komplexes an den mCD14-Rezeptor kommt es zu
einer Aggregation des mCD14-Rezeptors, des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR4) und des
Adapterproteins MD2 [107]. Der TLR4 ist ein sogenannter "pattern recognition
receptor” (PRR), dessen zytoplasmatische Domane homolog zur Interleukin- (IL) 1-
Rezeptor-Familie ist [120]. Bis heute sind mindestens 11 TLRen beim Menschen
identifiziert worden [129], wobei dem TLR4 fur die LPS-vermittelte Inflammation die
grodte Bedeutung zukommt. Der Vollstandigkeit halber soll erwdhnt werden, dass
das LPS mancher Bakterienspezies (wie z.B. Porphyromonas gingivalis) die
Signaltransduktion via TLR2 vermittelt [34].

Die Aggregation von mCD14, TLR4 und MD2 fuhrt zu einer Aktivierung des
Adaptermolekiils "Myeloid-Differenzierungsprotein  88“ (MyD88) und der IL-1-
receptor-associated Kinase IRAK1 und IRAK4. Durch Bindung von IRAK4 an den
oben genannten Rezeptorkomplex findet eine Transphosphorylierung und
Aktivierung von IRAK1 statt [26], welche nun den "tumor necrosis factor (TNF)
receptor-associated factor 6 (TRAF6) bindet [34]. TRAF6 und IRAK1 dissoziieren
vom mCD14/TLR4-Rezeptorkomplex und bilden an der Zellmembran einen Komplex
mit der "transforming growth factor (TGF)-B-activated kinase“ (TAK1) sowie
mehreren Adaptermolekilen, den "TAK-binding proteins® (TABS) [32, 34].

Der Komplex aus TRAF6, TAKl1l und TABs verlagert sich anschlieRend ins
Zytoplasma, wo es zu einer TAK1-vermittelten Phosphorylierung der "Inhibitor of
nuclear factor kB (IkB) kinase” (IKK) kommt [65]. Die IKK besteht aus drei
Untereinheiten: zwei katalytischen Einheiten (IKKa und IKKB) sowie einer
regulatorischen Einheit IKKy, welche auch als "Nuclear factor (NF)-kB essential
modulator” (NEMO) bezeichnet wird. Eine Aktivierung von IKK sorgt im Weiteren fur
eine Phosphorylierung von inhibitorischen Elementen des IkB-Komplexes, wodurch
es zu einer Freisetzung des Transkriptionsfaktors "Nuclear factor-kB* (NF-kB) kommt
[34, 65].

Die Aktivierung und Translokation von NF-kB in den Zellkern bewirkt eine vermehrte
Genexpression von Zytokinen, wie beispielsweise TNF-a und IL-1. Makrophagen
reagieren auf diesen Zytokinstimulus mit der Freisetzung weiterer Zytokine wie IL-6,
IL-8 und IL-10 [107]. Auf die Bedeutung dieser Zytokine fiur den Verlauf der
systemischen Inflammation wird im Kapitel 1.1.3.4 ,Systemische Inflammation” (s.u.)

naher eingegangen.
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Parallel zu dem bereits geschilderten Verlauf gibt es eine Reihe von weiteren

Mechanismen, die ebenfalls durch LPS induziert werden und teilweise mit dem
beschriebenen Prozess interagieren. So existiert beispielsweise der Phosphatidyl-
inositol-3-Phospat-Kinase (PI3K)-Weg. Auch die Aktivierung der "Mitogen-acivated
protein kinase* (MAPK) resultiert unter anderem in der Bildung der "c-jun NH-
terminal kinase” (JNK), welche NF-kB-ahnliche Effekte hat. Des Weiteren existiert ein
MyD88-unabhangiger Signalweg, der Gber "interferon regulatory factor 3“ (IRF3) eine
vermehrte Expression von Interferon (IFN) B fordert und ebenfalls zur Bildung von
NF-kB beitragt [34, 65].

Den so genannten "heat shock proteins” (Hsp) wird ebenfalls die Eigenschaft zur
Induktion pro-inflammatorischer Zytokine zugeschrieben. In der Literatur werden vor
allem Hsp32 (=Hemoxygenase-1), Hsp 60, Hsp 70, Hsp 90 und "glucose regulated
protein“ (gp) 96 genannt [129].

1.1.3.4 Systemische Inflammation

Die bereits beschriebene Aktivierung von Monozyten bzw. Makrophagen als Teil des
unspezifischen Immunsystems resultiert in einer Freisetzung von Zytokinen, die
multiple, teils antagonistische Wirkungen haben. Die primare Zielzelle dieser
Zytokine ist der Monozyt selbst: durch autokrine Stimulation wird eine massive
Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine induziert [126]. So wirken IL-1f3,
TNF-a, IL-6 und IL-12 pro-inflammatorisch, wahrend beispielsweise 1L-10 die Bildung
von TNF-a retrograd hemmt und auf diese Weise anti-inflammatorische Effekte hat.
Durch zirkulierendes Endotoxin im Blutstrom kommt es zu einer massiv gesteigerten,
systemischen Ausschittung von Zytokinen mit betrachtlichen Konsequenzen fir den
Organismus, von denen die wichtigsten im Folgenden besprochen werden sollen.

In der Vergangenheit ging man davon aus, dass SIRS und Sepsis in erster Linie
durch einen ,burst‘ an pro-inflammatorischen Zytokinen verursacht werden. Neuere
Daten legen jedoch nahe, dass die anti-inflammatorische Antwort einen erheblichen
Einfluss auf die Pathophysiologie der Sepsis hat [9]. Insofern wird die Aktivierung der
unspezifischen Immunantwort im Rahmen eines SIRS/Sepsis als eine zweiseitige
Stérung betrachtet, die durch eine unkontrollierte Hyperinflammation einerseits und
eine Immunparalyse andererseits gekennzeichnet ist [9, 29]. Die bereits genannten
pro-inflammatorischen Mediatoren bewirken Stérungen der Endothelfunktion, des

Gerinnungssystems, der Mikrozirkulation sowie der systemischen Hamodynamik
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(siehe unten). Erwahnt werden sollte weiterhin, dass neutrophile Granulozyten durch

oben genannte Zytokine zytotoxische Faktoren (z.B. Sauerstoffradikale) freisetzen.
Ebenso wirken manche Zytokine als Induktoren fir den programmierten Zelltod.
Zytotoxine, Apoptose und Gewebehypoxie durch Mikrozirkulationsstérungen sind nur
drei der Faktoren, die im Rahmen einer Sepsis unter anderem eine Schéadigung des
Hepatikosplanchnikus-Gebietes induzieren kénnen. Eine nachfolgende Translokation
von Erregern und/oder Toxinen aus dem Darm in den Kreislauf kann eine Sepsis im
Sinne eines Circulus vitiosus verstarken [9, 82, 107].

Die Freisetzung anti-inflammatorischer Substanzen wie IL-4 und IL-10 dient
grundsétzlich als Schutz vor einer systemischen Inflammation nach einem lokalen
Entzindungsereignis. Durch massive Sekretion dieser Zytokine entsteht jedoch eine
Immunparalyse, die einer weiteren Ausbreitung von Infektion und systemischer
Inflammation Vorschub leistet [9, 108]. In der Literatur findet sich fur das Blutplasma
septischer Organismen der Begriff ,immunsuppressives Milieu®, welches auch im
Rahmen anderer pathophysiologischer Zustédnde, wie z.B. nach Reanimation oder
kardiopulmonalen Bypassoperationen, beschrieben worden ist [28]. Ein derartig
immunsuppressives Plasma fuhrt zur Alteration der Funktion zirkulierender
Leukozyten. So ist beispielsweise eine verminderte Expression von "human
leukocyte antigen* (HLA)-Rezeptoren, CD14, TLR4 und anderen Rezeptoren auf der
Oberflache von Monozyten nachgewiesen [29]. Im Rahmen der Sepsis ist ebenfalls
eine vermehrte Apoptose von CD4" T-Lymphozyten beschrieben, welche zu oben
beschriebenem immunsuppressiven Milieu fuhren kann [31, 53]. Es lasst sich
zusammenfassen, dass durch den ,Zytokinsturm“ sowohl eine massive pro- als auch
eine anti-inflammatorische Antwort des Organismus mit samtlichen oben

beschriebenen Effekten resultieren kann.

1.1.3.5 Stérungen des Gerinnungssystems

Immunsystem und Gerinnung sind eng miteinander verknlpft. Deshalb soll hier auf
die wichtigsten Veranderungen des Gerinnungssystems eingegangen werden. Das
Gefallendothel sezerniert unter physiologischen Bedingungen Gerinnungsinhibitoren
wie "tissue factor pathway inhibitor* (TFPI), Thrombomodulin, Prostacyclin und
Stickstoffmonoxid (NO) [9].

In der Sepsis wird das Endothel jedoch zu einer prothrombotischen Oberflache, da

nach LPS-Exposition weniger der Gerinnungsinhibitoren gebildet werden. LPS kann
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auch direkt die Bildung gerinnungsaktivierender Faktoren, wie beispielsweise "tissue

factor® (TF), in Endothel- und Immunzellen induzieren [34]. TF bildet einen Komplex
mit Gerinnungsfaktor Vlla und kann zu einer massiven Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung fahren [9].

Im Rahmen einer schweren Sepsis kommt es ausgelést durch zirkulierendes
Endotoxin, pro-inflammatorische Zytokine und Teile des Komplementsystems [91] zu
einem Abfall der Thrombozytenzahl und zu einer Stérung der plasmatischen
Gerinnung [9], Zuséatzlich zu oben beschriebener gesteigerter Synthese von TF
kommt es unter Zytokineinfluss zu einer vermehrten Bildung von "plasminogen
activator inhibitor-1* (PAI-1), einem Inhibitor des Fibrinolysesystems. Die
gleichzeitige Suppression von Protein C, TFPI und Antithrombin fihrt zu einer
globalen Gerinnungsaktivierung und ebnet den Weg zur disseminierten intravasalen
Gerinnung ("disseminated intravascular coagulation“, DIC) [91, 106]. Die Bedeutung
dieser Gerinnungsstorung fur die Mikrozirkulation und Organdysfunktion wird im
Kapitel ,Storung der Mikrozirkulation* beschrieben.

Eine stark schematisierte Darstellung der gestérten Hamostase zeigt Abbildung 1.2.

Abbildung 1.2 Stark  vereinfachte  Darstellung der  Sepsis-induzierten
Hamostasestorung
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Legende : AT: Antithrombin, PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1, TFPI: tissue

factor pathway inhibitor; modifiziert nach [9].
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1.1.3.6 Endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion steht in unmittelbarem Zusammenhang mit den oben
beschriebenen Gerinnungsstorungen, der Pathophysiologie der Mikrozirkulations-
storungen und damit einhergehend mit der Organdysfunktion sowie dem vasodila-
tatorischen Schock. Im Folgenden soll auf die Auswirkungen von LPS auf die
Permeabilitdt und Zellintegritat des Endothels eingegangen werden sowie auf den
programmierten Zelltod des Endothels im Rahmen einer Sepsis.

Das intakte Gefalendothel fungiert als semipermeable Membran, die in einer
geregelten Interaktion mit Flissigkeiten, Zellen und anderen Blutbestandteilen steht.
Die pathologisch gesteigerte Permeabilitdt und der Verlust der Barrierefunktion sind
zentrale Punkte der Pathogenese der Sepsis [85].

LPS induziert in Endothelzellen die Aktivierung von Proteinkinasen und Caspasen.
Folgen dieser Aktivierung sind eine Depolymerisation von Aktinfilamenten, eine
verstarkte Offnung der parazellularen Passage sowie ein Verlust der Barrierefunktion
der Endothelzelle (,Kapillarleck) [8, 85]. Eine besondere Bedeutung kommt in
diesem Zusammenhang der Proteinkinase C-a (PKC-a) zu, welche nach Aktivierung
durch TNF-a mit Teilen des endothelialen Zytoskeletts interagiert. So phosphoryliert
die PKC-a wichtige zellulare Strukturbestandteile wie Caldesmon, Vimentin und
Myosin-Leichtketten und bewirkt so eine Destabilisierung der cytoskelettalen Struktur
[46]. Die LPS-induzierte Aktivierung von Caspasen bewirkt unter anderem eine
Zerstorung von Bindeproteinen der Zell-Zell-Interaktionsstruktur, wie beispielsweise
der Zonula adhaerens (z.B. B- und y-Catenin) mit damit einhergehender verstéarkter
parazellularer Passage. Des Weiteren kénnen die Caspasen die Funktion von
Integrinen aul3er Kraft setzen, was zum zellul&ren Integritatsverlust und zur Apoptose
fuhren kann [8, 85]. In vitro und in vivo wurde auf3erdem nachgewiesen, dass sowohl
Thrombin als auch NF-kB und assoziierte Molekile des NF-kB-Signalweges eine
Permeabilitdtssteigerung des Endothels bewirken kdnnen [85].

Als ausldésende Faktoren des programmierten Zelltodes des Endothels werden in der
Literatur vor allem TNF-a, NF-kB und hohe Konzentrationen an NO beschrieben [37,
85]. Das Molekul NO wird im Kapitel ,Pathogenese des vasodilatatorischen Schocks*

noch naher behandelt.
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1.1.3.7 Pathogenese des vasodilatatorischen Schocks

Der vasodilatatorische Schock als mogliche Komplikation im Rahmen eines
septischen Geschehens ist durch eine systemische GefaR3weitstellung mit
einhergehender Mikrozirkulationsstorung gekennzeichnet. Weitere Charakteristika,
die an dieser Stelle nur erwahnt werden sollen, sind das verminderte Ansprechen auf
Vasokonstriktoren, wie beispielsweise Noradrenalin oder Angiotensin Il sowie eine
relative Nebennierenrindeninsuffizienz [71]. So findet man bei Patienten im
vasodilatatorischen Schock eine Erh6éhung der endogenen Plasma-Katecholamin-
spiegel und eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Im
Wesentlichen basiert die Pathophysiologie des vasodilatatorischen Schocks auf drei
Mechanismen: a) einer Aktivierung ATP-abhangiger K™ (Katp)- Kanéle in Zellen der
glatten Gefallmuskulatur, b) einer gesteigerten Synthese von NO und c) einem

relativen Mangel an endogenem Vasopressin.
Rolle des Katp — Kanals im Rahmen der septischen Vasodilatation

Unter physiologischen Bedingungen bewirkt die Bindung eines Agonisten, wie
beispielsweise Noradrenalin, an den a;-Rezeptor eine Depolarisation der Zell-
membran der glatten Gefallmuskelzelle. Die Fortleitung dieses exzitatorischen
Potenzials bewirkt (ber spannungsgesteuerte Na'-Kanile eine Offnung von
spannungsabhangigen Ca®*-Kanalen, wodurch ein Einstrom von Ca?* ins Zytosol
ausgelost und eine weitere Freisetzung von Ca?* aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum ausgeldst wird. Es beginnt die sogenannte zyklische Querbrickentatigkeit
von Aktin und Myosin, welche letztlich eine Vasokonstriktion bewirkt [69].

Der Depolarisation der glatten Muskelzelle kommt eine grundlegende Bedeutung fur
die Vasokonstriktion zu. Ist die Zellmembran hyperpolarisiert, sind die Ca®*-Kanéle
geschlossen. Eine Vasokonstriktion ist folglich nur schwer mdglich. Auch in
Anwesenheit von Vasokonstriktoren muss so eine viel grbéf3ere Anzahl an
Rezeptoren aktiviert werden, um eine Vasokonstriktion zu erméglichen [58].

Der Katp-Kanal reagiert unter physiologischen Bedingungen auf Anderungen des
Zellmetabolismus: Ein Abfall der intrazellularen Adenosintriphosphat (ATP)-
Konzentration sowie ein Anstieg von H*- und Laktat-lonen verursachen eine Offnung
des Karp-Kanals und somit eine Hyperpolarisation der Zellmembran. Auf diese Weise

reagiert das GefalRsystem auf die zellulare Stoffwechselsituation, um zum Beispiel im
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Falle einer Gewebehypoxie durch regionale Vasodilatation eine verbesserte

Perfusion zu erreichen [98].

Zur Aktivierung von Katp-Kanélen in der Sepsis tragt auf3erdem ein massiver Anstieg
an neurohumoralen Mediatoren bei. Zu nennen sind hier u.a. das atriale
natriuretische Peptid (ANP), Adenosin, Adrenomedullin und das "calcitonin gene
related peptide” (CGRP). Auch NO, welches ebenfalls in der Sepsis vermehrt

gebildet wird, kann den Karp-Kanal aktivieren [71].
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Gesteigerte NO-Synthese

NO ist ein endogener Neurotransmitter und vasoaktiver Mediator. Es bewirkt u.a.
eine Aktivierung der loslichen Guanylatcyclase mit vermehrter intrazellularer Bildung
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP), welches wiederum eine Relaxation
der glatten Muskelzellen hervorruft [69]. Gebildet wird NO aus L-Arginin durch die
NO-Synthase (NOS), von der drei Formen existieren: die endotheliale NO-Synthase
(eNOS oder NOS Ill), die induzierbare NO-Synthase (INOS oder NOS II) und die
neuronale NO-Synthase (nNOS oder NOS 1) [85, 127]. Die eNOS und nNOS
produzieren unter physiologischen Bedingungen konstitutiv geringe Mengen NO.
Hingegen ist die INOS in der Lage — weitgehend unabhangig vom intrazellularen
Kalzium — nach Stimulation vielfach grof3ere Mengen an NO herstellen [127].

Die verstarkte Induktion der iINOS bei Sepsis wird vor allem auf die massive
Freisetzung von Zytokinen wie IL-1B, TNF-a und IFN y zuruckgefihrt. Auch LPS
kann eine verstarkte Induktion der INOS bewirken. Besonders ausgepragt ist diese
Reaktion, wenn LPS in Kombination mit den genannten Zytokinen auftritt [30, 33].

Die gesteigerte Produktion von NO stellt bei lokalen Gewebeverletzungen und
Infektionen eine physiologische Reaktion im Sinne der Infektionsabwehr dar. NO
sorgt fur eine vermehrte Durchblutung entziindeter und infizierter Gewebe, fordert die
Leukozyteninvasion und wirkt bakterizid [87]. Durch die Uberschiel3ende Bildung von
NO kommt es jedoch zu ausgepragter systemischer Vasodilatation und vaskularer
Hyporeaktivitat auf Vasokonstriktoren. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind
einerseits die Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase. Andererseits ist NO in der
Lage, K'-Kanale der Zellmembran direkt zu aktivieren. Wie oben beschrieben,
kommt es so zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran mit daraus resultierender
Vasodilatation [71]. Neben dem Katp-Kanal ist in diesem Zusammenhang auch der
Kca-Kanal von Bedeutung. Dieser Kanal reagiert auf einen Anstieg des intrazellularen
Ca?* mit Hyperpolarisation der Zellmembran und verhindert so eine (ibermaRige
Vasokonstriktion. NO kann den Kca-Kanal direkt durch Nitrosylierung oder durch eine
cGMP-abhéangige Proteinkinase aktivieren und so eine Vasodilatation mit

weitgehender Resistenz gegentuber Vasokonstriktoren induzieren [7, 59].
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Relativer Vasopressin-Mangel

Vasopressin, auch ,antidiuretisches Hormon“ (ADH) oder Adiuretin genannt, ist ein
Nonapeptidhormon, das nach Produktion in den Nuclei supraopticus und
paraventricularis des Hypothalamus aus der Neurohypophyse freigesetzt wird. [69,
71]. Die Wirkung von Vasopressin basiert vor allem auf der Interaktion mit V;- und
Vo-Rezeptoren. Auf den Gefalimuskelzellen lokalisierte V,-Rezeptoren bewirken eine
Vasokonstriktion Uber das Phospholipase C/Inositoltriphosphat-System [69].
Endotheliale Vi-Rezeptoren bewirken nach Aktivierung eine gesteigerte Freisetzung
von Endothelin-1, welches vasokonstriktorisch wirkt. Desweiteren kann Vasopressin
direkt Katp-Kanéle des Gefaliendothels sowie die LPS-vermittelte Induktion der INOS
hemmen [131, 134]. Beide Mechanismen bewirken ebenfalls eine gesteigerte
Vasokonstriktion (siehe oben).

Bei der schweren Sepsis kommt es initial zu einem starken Anstieg der
plasmatischen Vasopressin-Konzentration mit Vasokonstriktion und Stabilisierung
des arteriellen Blutdruckes [138]. Im weiteren Verlauf des septischen Schocks kann
sich jedoch ein starker Abfall der anfanglich hohen Vasopressin-Spiegel auf nahezu
-physiologische* Werte entwickeln, wobei hier pathogenetisch die Entleerung
hypophysérer Vasopressin-Speicher eine wichtige Rolle zu spielen scheint [71]. Da
diese ,normwertigen” Vasopressin-Konzentrationen unter septischen Bedingungen
nicht ausreichend sind, spricht man von einem relativen Vasopressinmangel. Dieser
Abfall der endogenen Vasopressin-Konzentration korreliert mit einer Reduktion der
Wirksamkeit konventioneller Vasokonstriktoren [72]

1.1.3.8 Veranderungen der Mikrozirkulation

Ein Charakteristikum des septischen Schocks ist die Fehlverteilung der Perfusion auf
Ebene der Mikrozirkulation, welche zu Gewebehypoxie und damit potenziell zu
Organdysfunktion und Multiorganversagen fuhrt [57, 99]. Der septische Schock
gehdort somit zur Gruppe der distributiven Schocksyndrome.

Mikrozirkulationsstérungen sind im Wesentlichen eine Folge der oben beschriebenen
systemischen Vasodilatation und Inflammation. Des Weiteren ist eine verminderte
Aktivitat von "a disintegrin- and metalloproteinase with thrombospondin motifs*
(ADAMTS-13) beschrieben. Diese Protease reguliert die Funktion des von-

Willebrand-Faktors (VWF), welcher die Adhésion von Thrombozyten vermittelt. Das
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Ungleichgewicht zwischen VWF und ADAMTS-13 resultiert in einer gesteigerten

Thrombozytenaggregation, welche die Mikrozirkulationsstérungen und die
Organdysfunktion weiter verstarken kann [9, 10].

Unter dem Einfluss proinflammatorischer Mediatoren entsteht eine vermehrte
Expression leukozytarer Adhasionsmolekile wie P-Selektin oder "intercellular
adhesion molecule-1* (ICAM-1). Die dadurch ausgeloste Leukozytenadhasion fuhrt
einerseits zu einer mechanischen Flussbehinderung mit einhergehender
Minderperfusion, andererseits setzen die Leukozyten zytotoxische Substanzen frei
und bewirken dadurch eine Verstarkung der endothelialen Dysfunktion [9]. So
werden unter anderem mikrovaskulare Strukturen wie "tight junctions® oder die
endotheliale Glykokalix zerstort, welche fir die endotheliale Barrierefunktion
essenziell sind (,Kapillarleck®)[97].

Durch die Induktion der INOS kommt es zu einer massiven NO-Freisetzung, die in
einer Vasodilatation und der Entwicklung von arteriovendsen Shunts resultiert. Als
Konsequenz der Blutverteilungsstorung kann der kapillare Sauerstoffpartialdruck
(pO2) unter den vendsen pO, abfallen (sog. "pO,-gap*“). Dieses Phdnomen wird auch
durch die gesteigerte O»-Ausschopfung in den normal durchbluteten Gefal3en
ausgeldst, welche in der Sepsis auf das dreifache gesteigert sein kann [99].

Wahrend der Sepsis sind die Serumspiegel von aktiviertem Protein C (APC)
pathologisch erniedrigt [81] Im Zusammenspiel mit Thrombomodulin ist APC ein
wichtiger Endothelprotektor mit anti-inflammatorischer Wirkung und zusatzlichem
Effekt auf die Zell-Zell-Barriere. Eine Erniedrigung des APC-Spiegels im Serum kann
folglich ebenfalls mit einem vermehrten Kapillarleck assoziiert sein [81].

All diese Mechanismen (Vasodilatation, ,Kapillarleck” etc.) fihren zu einer fir die
unbehandelte Sepsis typischen Hypovolamie [99]. Die adaquate Therapie dieser
Hypovolamie mit Volumenersatzmitteln (s. Kapitel ,Volumentherapie in der Sepsis®)
ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Wiederherstellung der geschadigten
Mikrozirkulation.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass die Schadigung der Mikrozirkulation
eine komplexe systemische Storung darstellt. Gemeinsame Endstrecke aller
genannten Mechanismen ist die Gewebehypoxie, welche im Sinne eines Circulus
vitiosus die geschilderten Dysfunktionen weiter unterhalten kann [9, 99]. Als mdgliche
Konsequenz z.B. der Lungenschadigung kommt es zu einer gestorten
Sauerstoffaufnahme, welche die bestehende Hypoxie weiter aggraviert. Eine
eventuell vorliegende septische Kardiomyopathie (siehe Kapitel ,Systemische
Hamodynamik®) kann den konvektiven O,-Transport beeintrachtigen. Eine Hypoxie
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im Bereich des Darmes begunstigt eine Translokation von Erregern aus dem

Darmlumen ins Blut (vergleiche Kapitel ,Systemische Inflammation®) [9, 110].

1.1.3.9 Systemische Hamodynamik

Wilson et al. beschrieben 1965 das hamodynamische Profil eines septischen
Patienten folgendermal3en: Tachykardie, erhéhter Herzindex (Cl) und erniedrigter
peripherer GefaBwiderstand [139]. Eine schematische Ubersicht der systemischen

Hamodynamik in der Sepsis zeigt Abbildung 1.3:

Abbildung 1.3 Vereinfachte Darstellung der systemischen Hamodynamik in der

Sepsis

Abfall von HZV und Blutdruck beim septischen Schock

» Vendses Pooling
» Kapillarleck —— . Vorlast { l
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Substanzen » HZV L
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Adrenorezeptoren + » Blutdruck 4

A

» Periphere

Vasodilatation — SVR &

Legende: HZV: Herzzeitvolumen, DO,: Oj-Transport, SVR: systemischer
Gefallwiderstand; nach [61].

Die endotheliale Dysfunktion fuhrt durch das entstehende Kapillarleck zu einer
absoluten Hypovolamie. Diese fihrt zu einer Senkung der kardialen Vorlast mit
resultierender Reduktion des Herzzeitvolumens (HZV). Durch die massive
Vasodilatation kommt es einerseits zu einer Erniedrigung des systemischen
Gefallwiderstandes (d.h. Nachlastsenkung) mit Blutdruckabfall und reaktiver
Tachykardie, andererseits bewirkt das vendse Pooling eine weitere Vorlastsenkung
[61]. Proinflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a, IL-1, IL-6) haben kardiodepressive
Effekte, und auch fir NO konnte ein negativer Einfluss auf die kardiale Kontraktilitat
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nachgewiesen werden [48, 96]. In Kombination mit der fehlenden Ansprechbarkeit

der Adrenorezeptoren manifestiert sich das Bild einer myokardialen Dysfunktion, der
sogenannten septischen Kardiomyopathie. Bei Patienten nach septischem
Schock/Sepsis wurde initial eine verminderte kardiale Ejektionsfraktion von bis zu
32% bestimmt, ebenso hatten viele Uberlebende Patienten eine nachweisliche
diastolische Dysfunktion [9, 61].

Durch die oben beschriebenen Mechanismen ist das initiale HZV im unbehandelten
septischen Schock meist normal bis erniedrigt (vgl. Abbildung 1.3). Wird die zu
Grunde liegende Hypovolamie durch adaquate Volumensubstitution korrigiert, kommt
es bei mehr als 90 Prozent der Patienten zu einem normalen bis erhéhten HZV und
einer erhdhten pulmonalarteriellen O,-Sattigung [93]. Ist das Herz auf Grund der
genannten Pathomechanismen (v.a. bei Patienten mit vorbestehender, schwerer
Herzinsuffizienz) nicht mehr in der Lage, die Volumenbelastung zu verarbeiten,

entwickelt sich eine hypodyname Kreislaufsituation.

1.1.3.10. Pulmonale Hamodynamik

Wahrend die systemische Hamodynamik in der Sepsis durch eine ausgepréagte
Vasodilatation gekennzeichnet ist, dominiert im pulmonalen Stromgebiet haufig eine
Vasokonstriktion mit erhdhtem pulmonalvaskularen Gefal3widerstand (PVR).
Ursachlich dafir ist ein Missverhaltnis zwischen der verstarkten Induktion der INOS
mit einhergehender NO-Produktion sowie anderen Vasodilatatoren (z.B. Prostacyclin
PGI2) einerseits und vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen andererseits. Zu
letzteren zahlen unter anderem Thromboxan A, und B, (TXA, und TXB,), Endothelin-
1, Angiotensin Il und Serotonin. Prostacyclin (PGI2) wirkt vasodilatatorisch, die
endogene Synthese und Expression sind jedoch durch die Endothelschadigung
vermindert. Zusatzlich fuhrt eine alveolare Hypoxie Uber den Euler-Liljestrand-
Mechanismus zu einer pulmonalen Vasokonstriktion [17, 137].

Die in den Kapiteln ,Endotheliale Dysfunktion® und ,Verdnderungen der
Mikrozirkulation® beschriebenen Pathomechanismen gelten auch fur die
Lungenstrombahn. Die durch den erhdhten pulmonalvaskularen Widerstand
entstehende pulmonale Hypertonie (MPAP >25mmHg) fuhrt in Kombination mit der
Endothelschadigung zu einem massiven Austritt von Fllssigkeit in das Interstitium
und in das Alveolarlumen [78]. Die Folge ist ein Lungenddem, das die genannten

Pathomechanismen weiter verstarken und sich im Verlauf zum "acute lung injury”
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(ALI) entwickeln kann. Weitere Konsequenzen der pulmonalen Hypertonie sind ein

konsekutives Rechtsherzversagen mit einhergehender vendser Stauung von Leber,
Niere und Darm, welche zu einem abdominellen Kompartment-Syndrom mit

verschlechteter Prognose flhren kann [25].

1.1.3.11 Sepsis-assoziiertes akutes Nierenversagen

Das akute Nierenversagen (ANV) ist ein haufiges intensivmedizinisches
Krankheitsbild, welches bis zu 35% der Patienten auf Intensivstationen betrifft [92].
Sepsis und septischer Schock sind mit Uber 50% der Falle die haufigsten Ursachen
fur ein ANV bei kritisch kranken Patienten [130]. Um vergleichbare Bedingungen in
der Erforschung und Behandlung dieser intensivmedizinisch relevanten
Nierenfunktionsstérung zu schaffen, wurde der Begriff der akuten Nierenschadigung
(acute kidney injury = AKI) auf Grundlage der sogenannten RIFLE-Kriterien definiert
(siehe Abb. 1.4). Von einer septischen AKI wird gesprochen, wenn zusatzlich zu den
RIFLE-Kriterien ebenfalls die Konsensus-Kriterien fur Sepsis erflllt und andere, nicht
sepsis-assoziierte Ursachen fur eine AKI ausgeschlossen sind [135].

Die Pathophysiologie des septischen AKI ist bisher noch nicht hinreichend aufgeklart
worden. Altere Erklarungsansatze begriinden das Auftreten einer AKI im Rahmen
der Sepsis vor allem mit einer Ischamie des Nierenparenchyms auf Grund einer
hypodynamen Kreislaufsituation sowie einer renalen Vasokonstriktion mit
Verminderung des renalen Blutflusses. Diese Ischamie sei dem zu Folge die
Ursache fur Tubulusnekrosen, welche zu einer Obstruktion des Tubuluslumens
fuhren kdnnen [62]. Neuere Erklarungsmodelle bedienen sich eines multifaktoriellen
Ansatzes. Hamodynamische Faktoren spielen hier zwar eine wichtige, aber
keinesfalls die einzige Rolle bei der Entstehung eines septischen AKI. So werden
eine Vielzahl von Faktoren diskutiert, wie beispielsweise die apoptotischen Effekte
von TNF-a auf Tubuluszellen, intrarenale hamodynamische Veranderungen und
bioenergetische Faktoren [135]. Von besonderem Interesse ist der relativ neue
Begriff des hyperamischen akuten Nierenversagens: entgegen dem zuvor genannten
Paradigma einer renalen Hypoperfusion konnte in tierexperimentellen Studien sowie
an septischen Patienten mit hyperdynamer Kreislaufsituation ein normaler bis
erhohter renaler Blutfluss gemessen werden [15, 100]. Ein verminderter
Filtrationsdruck trotz dieses erhohten renalen Blutflusses kann durch eine
ausgepragtere Vasodilatation des Vas efferens gegenuber dem Vas afferens
begrindet werden [135].
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Zur weiteren Aufklarung der komplexen Atiologie der septischen AKI werden weitere

intensivmedizinische Studien nétig sein.

Abbildung 1.4 Die RIFLE-Kriterien
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Legende : GFR: glomerulére Filtrationsrate, ANV: akutes Nierenversagen; nach [62].

1.1.4 Diagnostik der Sepsis

Die Diagnose einer schweren Sepsis bzw. eines septischen Schocks wird
entsprechend den Ausfuhrungen in Kapitel 1.1.1.1 gestellt.

Weiterhin empfehlen die Leitlinien der "Surviving Sepsis Campaign“ die Abnahme
von mindestens zwei Blutkulturen, von denen eine perkutan entnommen werden soll.
AulRerdem sollte durch jeden liegenden Zugang (periphere Venenverweilkanile,
zentraler Venenkatheter etc.) eine Blutkultur enthommen werden. Ziel ist in diesem
Fall die mdglichst genaue Bestimmung des Erregers, um eine gezielte antimikrobielle
Therapie durchfihren zu kdnnen. Weiterhin sollen mogliche Infektionsquellen, wie

beispielsweise liegende Katheter, identifiziert werden [35]. Die Kulturen sollten
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maoglichst vor Beginn der antibiotischen Therapie abgenommen werden, um die

Wahrscheinlichkeit positiver Befunde zu erhdhen.

Der Einsatz von Biomarkern, wie beispielsweise C-reaktives Protein (CRP),
Zytokinen (IL-6, IL-8) und Procalcitonin (PCT), ist nach wie vor Gegenstand aktueller
Diskussionen. PCT scheint gegenuber den anderen genannten Markern einige
Vorteile zu besitzen: Ein Anstieg des PCT findet zeitnah (3-4 Stunden) zur Infektion
statt, die Hbhe des gemessenen Wertes korreliert mit dem Schweregrad der
Erkrankung, und es scheint eine bessere Unterscheidung zwischen infektiosen und
nicht-infektiocsen Ursachen eines SIRS mdglich zu sein [25]. Da es jedoch auch fur
PCT nicht-infektionsbedingte Stressoren gibt, die zu einer Erh6hung fuhren kénnen
(wie beispielsweise Polytrauma, chirurgische Eingriffe etc.), kann eine sinnvolle
Interpretation des Wertes nur unter Berilcksichtigung des klinischen Kontextes
erfolgen. Die repetitive Bestimmung von PCT hat sich vor allem zur
Verlaufsbeurteilung der Sepsis durchgesetzt. Der Einsatz von PCT-Werten zur
Steuerung der Antibiotika-Therapie ist derzeit Gegenstand aktueller Untersuchungen
[103].

Ein wichtiger Biomarker im Rahmen der Endotoxinamie ist das Serumamyloid A
(SAA), ein Akute-Phase-Protein, welches in vier Isoformen vorkommt: SAA1 — 3 und
SAA4 bzw. C-SAA ("constitutive®). Kasthuri et al. untersuchten in einer Studie
verschiedene Biomarker im Hinblick auf ihre Aussagekraft beziglich einer
Endotoxindmie. Es zeigte sich, dass bei fast allen Probanden vor LPS-Exposition die
SAA-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag, wahrend im weiteren
zeitlichen Verlauf der SAA-Spiegel deutlich anstieg. SAA war bereits 4-8 Stunden
nach Beginn der Exposition nachweisbar, wobei SAAL friher als SAA2 detektiert

werden konnte [66].

1.1.5. Therapie der Sepsis

Grundsatzlich lassen sich die TherapiemafRnahmen in kausale, supportive und

adjunktive Therapie einteilen.
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1.1.5.1. Kausale Therapie

Unter kausaler Therapie versteht man die Beseitigung des zu Grunde liegenden
Infektionsherdes. Die beiden zentralen Verfahren sind die chirurgische Sanierung
und/oder die antimikrobielle Chemotherapie.

Lasst sich der Sepsis ein operativ zuganglicher Fokus zuweisen, so ist die friihzeitige
und vollstandige chirurgische Sanierung die Voraussetzung fir eine erfolgreiche
Therapie. Chirurgisch sanierbare Foki sind beispielsweise Abszesse, infizierte
Katheter oder eine Peritonitis [25].

Da einzig die kausale Therapie sicher zu einer Prognoseverbesserung fuhrt, ist die
antibiotische Therapie so frih wie méglich anzustreben, idealerweise nach Abnahme
von Blutkulturen aber definitiv innerhalb einer Stunde nach Diagnosestellung [104].
Mit jeder Stunde ohne adaquate antimikrobielle Therapie sinkt die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit der erkrankten Patienten um 7,6 % [70]. Bei einer nachtraglichen
Umstellung der antibiotischen Therapie bleibt die Uberlebenswahrscheinlichkeit
reduziert, weshalb initial eine antimikrobielle Breitspektrumtherapie gewéhlt werden
sollte, die ebenfalls resistente Problemkeime so weit wie mdglich einschlief3t und
eine ausreichende Gewebepenetration garantiert. Der haufigste Grund fur eine initial
falsch gewahlte antibiotische Medikation ist ein multiresistenter Erreger, der vom
Wirkungsspektrum des angesetzen antimikrobiellen Praparates nicht ausreichend
erfasst wird [25]. Des Weiteren sollte die initial gewahlte antibiotische Therapie
engmaschig nach Kklinischen und mikrobiologischen Gesichtspunkten Uberprift
werden [104].

1.1.5.2. Supportive Therapie

Als supportive Therapie bezeichnet man die Gesamtheit aller Malinahmen die dazu
dienen, die Funktion gestorter Organsysteme zu kompensieren oder zu ersetzen.
Darunter fallen u.a. die non-invasive oder invasive Beatmung, Nierenersatzverfahren
und Volumenersatztherapie. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass aufgrund
des Mangels an evidenz-basierten Zielwerten haufig physiologische Norm- oder
Minimalwerte als Therapieziele formuliert werden.

Ein wichtiger Teil der supportiven Therapie ist die hAmodynamische Stabilisierung

septischer Patienten, der im Wesentlichen drei MaRnahmen dienen: adaquater
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Volumenersatz, Vasopressoren und Inotropika [25, 35]. Die Volumensubstitution ist

der wichtigste Aspekt der supportiven Therapie.

Als Volumenersatz empfehlen die aktuellen "Surviving Sepsis Guidelines" kristalloide
Losungen ebenso wie kolloidale Substanzen [35]. Es werden fur beide
Substanzgruppen entsprechende Dosierungen angefihrt um definierte Zielwerte zu
erreichen (siehe Kapitel 1.1.5.4 ,Therapieziele®). Bei einer Substitution mit
kristalloiden Lésungen sind grof3ere Volumina notwendig, was wiederum mit einer
erhohten Rate von Lungenddemen einhergehen kann [35]. Auf der anderen Seite
gibt es Untersuchungen, die beim Einsatz bestimmter kolloidaler Losungen (6% HES
200/0.62; 10% HES 200/0.5) eine erhthte Rate von dialysepflichtigem
Nierenversagen aufzeigen konnten [25, 105]. Aufgrund der noch unzureichenden
Datenlage wird daher in den aktuellen Surviving Sepsis Guidelines keine Empfehlung
fur eine bestimmte Substanz ausgesprochen [35]. Weitere Substanzgruppen, wie
z.B. Humanalbumin, finden in den aktuellen Empfehlungen keine Beachtung und
werden auch hier nicht weiter erlautert.

Liegt trotz einer durch intravendse Volumenapplikation sichergestellten
Normovolamie eine arterielle Hypotonie vor (MAP <65 mmHg), ist der Einsatz von
Vasopressoren indiziert (siehe Kapitel 1.1.5.4 ,Therapieziele®). Die aktuellen
Richtlinien empfehlen als erste Wahl den Einsatz von Noradrenalin oder Dopamin
[35]. In Deutschland gilt Noradrenalin als Mittel der Wahl, wahrend Dopamin
aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen zunehmend weniger Verwendung findet
[86]. Adrenalin und Vasopressin werden nicht als Mittel der ersten Wahl empfohlen.
Es gibt jedoch den Verweis auf den moglichen zusatzlichen Einsatz von Vasopressin
zu einer bereits laufenden Therapie mit Noradrenalin [35].

Der Einsatz inotrop wirkender Substanzen ist bei myokardialer Dysfunktion mit
vermindertem Herzzeitvolumen indiziert. Das derzeit einzige von der Surviving
Sepsis Campaign empfohlene Medikament ist Dobutamin [35]. Klar definierte
Schwellenwerte fur das HZV bzw. die myokardiale Kontraktilitét existieren in diesem
Zusammenhang nicht. Lediglich durch die Steigerung der ScvO, >70 % durch
Volumensubstitution, Erythrozytentransfusion und Dobutamin-Infusion konnte in
einer randomisierten klinischen Studie im Rahmen eines komplexen Protokolls eine
Senkung der Letalitat erreicht werden [110].

Die Expertenmeinungen bezilglich des Einsatzes von Fremderythrozyten-
konzentraten (FEK) bei Sepsis sind inkongruent. Aufgrund der unzureichenden
Datenlage und des immunologischen Risikos wird zu einem restriktiven Umgang mit

FEK geraten; demnach sollte eine Transfusion erst bei einem Hb-Wert von unter 7
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g/dl erfolgen. Der Zielbereich nach erfolgter Transfusion ist 7-9 g/dl [25, 35]. Im

Gegenteil dazu zeigen aktuelle retrospektive Daten von knapp 6000 Patienten jedoch
eine Assoziation von FEK-Transfusionen und verringerter Letalitdt insbesondere bei
Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock [113]. Ob diese
Diskrepanzen im Zusammenhang mit der heute verbreiteten Verwendung
Leukozyten-depletierter Blutprodukte stehen, ist noch unklar. Es herrscht allerdings
Konsens, dass bei Hinweisen auf ein zu niedriges Sauerstoffangebot die Gabe von
FEK bereits bei htheren Hb-Werten indiziert sein kann [110].

1.1.5.3 Adjunktive Therapie

Die Modulation der wirtseigenen Entziindungsreaktion durch Medikamente erfolgt
zusatzlich zur oben beschriebenen Standardtherapie (Fokussanierung und
supportive Therapie) und wird deshalb als adjunktive Therapie bezeichnet. Unter
diese TherapiemalRhahmen fallen unter anderem der Einsatz von Hydrokortison und
aktiviertem Protein C [25].

Der Stellenwert einer Therapie mit Hydrokortison ist Gegenstand kontrarer aktueller
Diskussionen. Wéhrend eine franzosische Studie eine Reduktion der Mortalitat
zeigen konnte [6], wurde in der europaischen CORTICUS-Studie kein Uberlebens-
vorteil belegt [122]. Aufgrund der unklaren Studienlage wird daher in den Surviving
Sepsis Guidelines der Einsatz von niedrig dosiertem Hydrokortison nur fir Patienten
im septischen Schock empfohlen, bei denen trotz adéaquater Volumensubstitution
und Vasopressortherapie keine Blutdruckstabilisierung madglich ist [35].

Wie in Kapitel 1.1.3.5 ,Storungen des Gerinnungssystems* beschrieben, kommt es
wéahrend der Sepsis zu einem Abfall des Protein C, welches als physiologisches
Antikoagulans einer disseminierten intravasalen Gerinnung entgegenwirkt. Die Gabe
von Drotrecogin alfa (aktiviert) (Xigris®), einem rekombinanten, humanen, aktivierten
Protein C [25], wird in den Surviving Sepsis Guidelines allerdings nur fur Patienten
mit schwerer Sepsis und septischem Schock empfohlen, die einen APACHE (Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation) II-Score = 25 bzw. mindestens zwel
Organversagen aufweisen [35]. Der Einsatz von Drotrecogin alfa (aktiviert) ist
sorgfaltig abzuwagen, da unter der Therapie schwere Blutungskomplikationen

auftreten kdnnen und die Wirkung nicht antagonisierbar ist [25].
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1.1.5.4 Therapieziele

Zur besseren klinischen Anwendbarkeit der Surviving Sepsis Campaign Guidelines
wurden so genannte Sepsisbindel ("bundles”) generiert. Diese BlUndel umfassen
eine Anzahl von evidenzbasierten Mal3nahmen, die mit einer zeitlichen Vorgabe
versehen sind. So existiert ein "resuscitation bundle* mit Mal3nahmen, die innerhalb
der ersten 6 Stunden zu treffen sind, und ein "management bundle“, welches
innerhalb von 24 Stunden abgehandelt werden sollte (siehe Tabelle 1.3). In diesem
Zusammenhang ist allerdings zu beachten, dass die genannten Mal3hahmen vom
klinischen Kontext abhangig sind [25].

Des Weiteren werden in den Surviving Sepsis Guidelines und den jlngeren
deutschen S2-Leitlinien weitere Therapieziele genannt, die in den Sepsisbindeln
nicht auftauchen bzw. von ihnen abweichen. In den Guidelines wird empfohlen, den
zentralventsen Druck in einem Zielbereich zwischen 8 und 12 mmHg zu halten,
wahrend die Sepsisbindel lediglich einen Zielwert >8 mmHg empfehlen. Weiterhin
sollte eine Diurese von 20,5 ml/kg/min sichergestellt werden. Alternativ zum Zielwert
der zentralvenfsen Sattigung =270% in den Sepsisbindeln wird in den Guidelines
eine gemischtvendse Sattigung von 265% genannt. Die Guidelines empfehlen bei
Nicht-Erreichen der genannten Sattigungen den Einsatz von FEK, um einen
Hamatokrit von 230% zu sichern [35, 104].
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Tabelle 1.3 Die Sepsisbindel

innerhalb von 6 Stunden

Bundel MaRnahmen
“"Resuscitation * Messung von Serumlaktat
bundle*

» Entnahme von Blutkulturen vor Gabe von Antibiotika
e Gabe eines Breitspektrumantibiotikums innerhalb 1h
» Bei arterieller Hypotonie und/oder Laktat >4mmol/I

0 Bolusgabe von 20 ml/kg KG einer kristalloiden Lésung oder

aquivalente Dosierung eines Kolloids

o0 Gabe eines Vasopressors bei arterieller Hypotonie trotz
Volumengabe > Ziel ist MAP 265mmHg

» Bei persistierender arterieller Hypotonie trotz Volumengabe und/oder

Laktat >4 mmol/l:
o CVP von >8 mmHg anstreben

0 ScvO; von >70 % anstreben

"Management
bundle*

innerhalb von 24

Stunden

e Gabe von niedrig-dosiertem Hydrokortison gemalf einer lokalen

Verfahrensanweisung

» Gabe von Drotrecogin alfa (aktiviert) gemaf einer lokalen

Verfahrenssanweisung
* Einstellen des Blutzuckerspiegels auf <150 mg/dl (8,3 mmol/l)

» Einstellen des inspiratorischen Plateauniveaus auf <30 cm H,O bei

beatmeten Patienten

Legende: MAP = mittlerer arterieller Druck ”, CVP = ,zentralvendser Druck”, ScyO2

= ,zentralventse Sauerstoffsattigung”

Modifiziert nach [16, 25, 76]

1.2 Volumentherapie in der Sepsis

In der Initialphase der Sepsis entwickelt der Patient einen kombinierten relativen und

absoluten Volumenmangel. Wahrend ein absoluter Volumenmangel durch einen

Flissigkeitsverlust aus dem zirkulierenden Blutvolumen charakterisiert ist, kommt es

aufgrund einer Vasodilatation durch "Pooling” von Flissigkeit in der Peripherie zu

einem relativen Volumenmangel. Den absoluten Volumenmangel versucht man
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durch zielgerichtete Volumensubstitution zu beheben, bei der relativen Hypovolamie

besteht die kausale Therapie im Einsatz von Vasopressoren. In der Praxis ist es
allerdings nicht immer mdoglich, sicher zwischen absoluter und relativer Hypovolamie
zu unterscheiden. Problematisch ist in diesem Zusammenhang, dass durch Einsatz
von Vasopressoren bei absoluter Hypovolamie eine Vasokonstriktion in
ischamiegefahrdeten Gebieten wie den Mesenterialgefal3en induziert werden kann,
die die viszerale Durchblutung kritisch reduziert. Durch zielgerichtete
Volumentherapie (z.B. durch Verwendung der Pulskonturanalyse) werden
normovolamische Zustdnde und eine Optimierung der myokardialen Vorlast
angestrebt und versucht, den Einsatz von Vasopressoren und Inotropika an die
individuellen hamodynamischen Bedurfnisse des Patienten anzupassen.

Das ideale Volumenersatzmittel misste zwei Bedingungen erfiullen: a) es verbleibt
ausschlie8lich im Intravasalraum und b) st frei von unerwinschten
Arzneimittelwirkungen. Die beiden gangigen Substanzgruppen — Kolloide und
Kristalloide — erfiillen diese Bedingungen nicht.

1.2.1 Kristalloide

Kristalloide sind Losungen von Elektrolyten in Wasser. Die verschiedenen Losungen
unterscheiden sich in der Art der Elektrolytzusammensetzung. Erhaltlich sind
hypotone, isotone und hypertone Lésungen, wobei isotone am haufigsten eingesetzt
werden. Die Osmolalitat einer isotonen Losung entspricht der Plasmaosmolalitat (287
mosm/kg).

Historisch gesehen entwickelte sich die Volumentherapie aus der Erkenntnis der
Notwendigkeit einer Flussigkeitssubstitution bei Volumenverlusten (z.B. starke
Blutung). Nachdem erkannt wurde, dass die Gabe von ,normalem“ (= hypotonem)
Wasser keine gunstigen Effekte brachte, wurde das Wasser mit Kochsalz versetzt.
Die daraus entstandenen Natriumchlorid (NaCl)- Losungen enthielten jedoch kein
Natriumhydrogencarbonat (HCOj3'), welches im Plasma in einer Konzentration von 24
mmol/l vorliegt. Bei Ersatz eines Liters Plasma durch eine derartige Lésung wird sich
aufgrund des fehlenden Bicarbonats ein absolutes Basendefizit von -24 mmol
einstellen, das sich auf den gesamten Extrazellularraum verteilt. Der Patient wird
folglich zunehmend azidotisch. Eine balancierte Elektrolytldsung hingegen enthéalt
metabolisierbare Anionen wie Laktat, Acetat oder Malat, welche von Leber und

Muskulatur in Bicarbonat umgewandelt werden konnen. Beispielsweise enthéalt
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Jonosteril® 1E/E 36,8 mmol/l Acetat, hat einen potenziellen Basen Uberschuss

(BEpot) (siehe Kapitel 2.3.1) von +12,8 mmol/l (36,8 — 24 = 12,8) und ist somit leicht
alkalisierend [45]. Die KenngréRe BEpy einer Infusionslosung tragt das Attribut
.potenziell“, weil fur die tatsdchliche Umwandlung der organischen Anionen in
Hydrogencarbonat Stoffwechselleistungen von Leber bzw. Skelettmuskulatur
erforderlich sind, zu denen ein kritisch kranker Patient moglicherweise nicht in der
Lage ist. In diesem Fall ware der tatsachliche BE der L6sung -24 mmol/l.

Das Blutplasma enthalt des Weiteren 20 mmol/l Proteinat-Anionen. Dieses Proteinat
muss in der Infusionslésung zur Erhaltung der Elektroneutralitat entweder durch
Chlorid oder metabolisierbare Anionen (Laktat, Malat, etc.) ausgeglichen werden
[45]. Eine 0,9%-ige NaCl-Losung enthélt deshalb die unphysiologisch hohe Menge
von 154 mmol/l Chlorid-lonen. Rehm et al beschrieben die Auswirkungen von 0,9%-
iger NaCl-Lésung auf den Saure-Base-Haushalt. Entsprechend dem dort
angewendeten Stewart-Modell wird (unter Normokapnie) eine Azidose ausgelost
durch einen Anstieg der Gesamtmenge der schwachen Sauren (A) (Albumin,
Phosphat etc.) sowie durch eine Abnahme der Differenz der starken lonen ("strong
ion difference”, SID = [Na'] + [K'] - [CI] - [Lac]) [102]. Substituiert man groRe
Mengen von 0,9%iger NaCl-Lésung so wird der Patient folglich durch Abnahme der
SID eine hyperchloramische Azidose entwickeln [102]. Eine Azidose geht mit vielen
Komplikationen einher, so zum Beispiel einer Abnahme der Adrenorezeptor-
Empfindlichkeit fir Vasokonstriktoren, einer verminderten Nierendurchblutung und
einer Beeintrachtigung der plasmatischen Gerinnung [45].

Das Gefalendothel ist fur Wasser und Elektrolyte frei passierbar. Infundiert man eine
isotone, kolloidfreie Lésung, so wird sich diese gleichmaRig im Intravasal- und
Interzellularraum verteilen, so dass nach etwa 10 Minuten lediglich ca. 20%
intravasal verbleiben. Durch den Austritt in den Extravasalraum und der dadurch
entstehenden extrazellularen Hyperhydratation entstehen Odeme, die die
Mikrozirkulation beeintrachtigen [45]. Durch die Expansion des Extrazellularraums
wird jede weitere Kristalloidgabe einen noch geringeren Volumeneffekt im
Intravasalraum haben, da sich das Verhdltnis von Extrazellular- zu Intravasalraum
weiter vergrof3ert.

Nach Infusion von Kristalloiden kommt es auf Grund der oben beschriebenen
Mechanismen nachweislich zu einer Koérpergewichtszunahme. In diesem
Zusammenhang ist es wichtig, dass bei Intensivpatienten eine Korper-

gewichtszunahme mit einer gesteigerten Mortalitat vergesellschaftet ist [77]. Eine
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Erklarung fur die langerfristige Gewichtszunahme ist beispielsweise eine verminderte

Ausscheidungsfahigkeit von Natrium und Chlorid Gber die Niere [77].
Der Vorteil der Kristalloide liegt in der Abwesenheit von substanzspezifischen

Nebenwirkungen und den geringen Therapiekosten [45].

1.2.2 Kolloide

Zur Gruppe der Kolloide werden Substanzen gezahlt, die auf Grund ihrer physiko-
chemischen Struktur einen kolloidosmotischen Druck (KOD) Uber einer
semipermeablen Membran aufbauen. Im Gegensatz zu den Kiristalloiden
Uberschreiten die Kolloidmolekiile das gesunde Endothel nicht. Eine plasma-
isoonkotische Kolloidlésung (KOD ca. 30 mmHg) hatte demnach einen theoretischen
Volumeneffekt von 100%, da sie vollstandig im Gefal3system verbleiben wirde.

Zur Gruppe der Kolloide zahlen Dextrane-, Gelatine-, Albumin- und Hydroxy-
ethylstarke (HES)-LAosungen (weitere Erlauterungen zu HES-L6sungen siehe Kapitel
1.2.2.1). Diese Kolloide haben auf der einen Seite einen vergleichsweise hohen
Volumeneffekt, auf der anderen Seite jedoch eine Reihe substanzspezifischer
Nebenwirkungen.

Humanalbumin ist teuer und zeigte in Studien ein madglicherweise erhohtes
Mortalitatsrisiko im Vergleich zu Kontrollgruppen auf [25]. Diskutiert werden
diesbezuglich gerinnungshemmende Effekte und immunologische Interaktionen
sowie mogliche Infektionstibertragungen.

Gelatine und Dextrane haben beide ein hohes allergenes Potenzial. Dextrane weisen
zusatzlich noch Interaktionen mit dem Gerinnungssystem auf und gehen mit dem
hdchsten Risiko fir Beeintradchtigungen der Nierenfunktion einher.

Die HES-L6sungen werden im Folgekapitel ausfihrlich beschrieben.

1.2.2.1 Hydroxyethylstarke-Losungen

Die Grundsubstanz fir die Synthese samtlicher HES-L6sungen ist der Rohstoff
Amylopektin, der aus Kartoffeln oder Wachsmais gewonnen wird. Amylopektin ist ein
Makromolekil, das aus a-1,4 glykosidisch verknipften Glukosemolekilen besteht.
An etwa jeder 17. Glukoseeinheit existiert eine a-1,6 glykosidisch verknupfte

Seitenkette, die zu einer Verzweigung des Makromolekuls fuhrt. Da dieses native
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Amylopektin schlecht wasserloslich ist, erfolgt zunéchst eine Séaurehydrolyse der

langen Ketten. Anschlielend werden die entstandenen Fragmente in alkalischer
Losung mit Ethylenoxid versetzt. Durch diese Einfihrung von Hydroxyethylgruppen

kommt es zu einer sehr guten Wasserloslichkeit (siehe Abbildung 1.5) [74].
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Abbildung 1.5 Chemische Struktur von HES mit variablem Substutionsgrad
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Legende: 1-5: Kohlenstoff-Atome des Kohlenhydratrings

Auf den jeweiligen HES-Praparaten sind die physiko-chemischen Eigenschaften
beschrieben, z.B. Voluven® 6% 130/0,4. Die Prozentangabe beschreibt die
Konzentration an Hydroxyethylstarke in der Lésung. Wéahrend 6%-ige Losungen in
der Regel isoonkotisch sind, sind 10%-ige Lésungen hyperonkotisch. Die Angabe
130 bezeichnet das mittlere in vitro Molekulargewicht in Kilodalton. Dieser Mittelwert
unterliegt einer Gauld’'schen Normalverteilung innerhalb vorgeschriebener Grenzen,
welche durch die "top fraction* sowie die "bottom fraction* charakterisiert sind. Als
"top fraction“ bezeichnet man eine Grenze (fiir Voluven® bei 380 kDa), die maximal
10% aller Molekile mit ihrem Molekulargewicht Uberschreiten dirfen. Die "bottom
fraction entspricht der unteren Grenze (fiir Voluven® bei 15 kDa). Eine schematische
Ubersicht gibt Abbildung 1.6.
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Abbildung 1.6 Schematische Darstellung der Verteilungsgrenzen des

Molekulargewichtes bei Voluven®
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Der Wert 0,4 gibt den molaren Substitutionsgrad der Losung an, d.h. die Anzahl von
Hydroxyethylgruppen an den Positionen C, und Cg dividiert durch die Anzahl der
Glukosemolekile. Durch die Anzahl der Hydroxyethylgruppen wird der Abbau des
Makromolekils durch die kérpereigene Amylase gehemmt. Infolgedessen ist der
Substitutionsgrad entscheidend fiur die Halbwertszeit. Ein weiterer wichtiger Faktor
hierfir ist die C,:Cs-Ratio, die das Verhéltnis von Hydroxyethylgruppen am C, bzw.
Ce-Atom reflektiert. Dieser Wert ist von Bedeutung, weil die Amylase an der C,-
substituierten Gruppe schlechter angreifen kann. Ein hoher Anteil an C,-
substituierten Gruppen verzdgert somit den Abbau und verlangert die Halbwertszeit.

Im Gegensatz zu Kristalloiden zeichnen sich Kolloide durch substanzspezifische
Nebenwirkungen aus. In mehreren Studien wurden potenzielle nephrotoxische
Effekte von HES-Losungen untersucht. Wéahrend die VISEP-Studie ein erhdhtes
Auftreten von akutem Nierenversagen mit notwendigem Nierenersatzverfahren in der
HES-Gruppe (10% HES 200/0.5) beschrieb [24], kam die SOAP-Studie von Sakr et
al zu dem Ergebnis, dass die Gabe von HES-L6sungen keinen signifikanten
Risikofaktor fir die Entwicklung eines Nierenversagens darstellt [114]. Zu beachten

ist bei dieser prospektiven Observationsstudie allerdings, dass nicht zwischen



34
verschiedenen HES-LAsungen differenziert wurde. D.h. es wurde nur erfasst, ob und

wie viel HES ein Patient erhielt.

Klassischerweise ist HES in 0,9% NaCl gel6st, so dass in Abhangigkeit von der
Infusionsmenge eine Hyperchloridamie mit den im Kapitel ,Kristalloide” genannten
Nachteilen resultiert. Im Gegensatz dazu existieren seit einigen Jahren balancierte
HES-L6sungen, die metabolisierbare Anionen und physiologische Chlorid-

Konzentrationen enthalten.

1.3 Intention der vorliegenden Untersuchung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der initialen Volumentherapie im
endotoxamischen Schock. Um die intravasalen Volumendefizite septischer Patienten
auszugleichen, ist es notig, innerhalb kurzer Zeit groRe Mengen an Flissigkeit zu
substituieren. Den Surviving Sepsis Guidelines zufolge gibt es zurzeit keine
eindeutige Empfehlung zu Gunsten von Kristalloiden oder Kolloiden.

Die initiale Volumensubstitution geht zwangslaufig mit einer positiven Flussigkeits-
bilanz und Gewichtszunahme einher, welche Determinanten der Letalitat sind.
Veranderungen im Elektrolythaushalt, hier sind insbesondere die Hypernatriamie und
die Hyperchloridamie zu nennen, treten vor allem bei Kristalloidsubstitution und
besonders bei NaCl auf. Die Substitution von Kolloiden verringert den
Volumenbedarf in der Initialphase und beschleunigt die hamodynamische
Optimierung [45]. Dies ist als Vorteil der HES-L6sungen zu verstehen.

Einige Studienkonnten einen negativen Einfluss von HES-LOsungen auf die
Nierenfunktion nachweisen. Diesen Studien ist gemeinsam, dass 1.) aus heutiger
Sicht veraltete, im Plasma akkumulierende HES-Praparationen verwendet wurden
und 2.) diese Uberdosiert und/oder mit zu wenig Kristalloiden kombiniert wurden [24,
117]. Im Gegensatz dazu akkumulieren neuere HES-Zubereitungen mit mittlerem
Molekulargewicht und niedriger molarer Substitution selbst bei Patienten mit deutlich
eingeschrankter Nierenfunktion nicht relevant, so dass sie sich pharmakologisch
deutlich von den alteren Praparaten unterscheiden [63]. Der Einfluss dieser neuen
Praparate auf die Nierenfunktion septischer Patienten wurde bisher nicht untersucht.
Ziel der aktuellen Untersuchung war es daher, die Effekte einer modernen
balancierten HES-Lésung (Volulyte® 6% 130/0.4) auf die Nierenfunktion

endotoxamischer Schafe zu untersuchen.
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1.4 Studienhypothesen

Der Arbeit liegen folgende zu widerlegende Nullhypothesen zu Grunde:
Nullhypothese 1: Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied in der
Nierenfunktion (gemessen an der Plasmakreatininkonzentration tUber die gesamte

Therapiedauer) zwischen der Jonosteril®- und der Volulyte®-Gruppe.

Alternativhypothese 1. Es gibt einen statistisch signifikanten Unterschied in der
Nierenfunktion (gemessen an der Plasmakreatininkonzentration tUber die gesamte

Therapiedauer) zwischen der Jonosteril®- und der Volulyte®-Gruppe.

Falls Nullhypothese 1 widerlegt wurde, sollte Nullhypothese 2 getestet werden.
Nullhypothese 2: Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der elektronen-
mikroskopischen Tubulusschadigung zwischen der Jonosteril® und der Volulyte®-

Gruppe.

Alternativhypothese 2: Es gibt einen signifikanten Unterschied in der elektronen-
mikroskopischen Tubulusschadigung zwischen der Jonosteril® und der Volulyte®-

Gruppe.

Sekundare Endpunkte der Untersuchung umfassten Parameter der systemischen
und pulmonalen Hamodynamik, Sauerstofftransportvariablen sowie Serumelektrolyt-
konzentrationen. Ebenfalls untersucht wurden laborchemische Parameter der Leber-,
Herz- und Zellschadigung und das licht- und elektronenmikroskopische Ausmal} des

Zell- und Gewebeschadens.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsgenehmigung

Gemal3 Paragraph 8, Absatz 1 des Tierschutzgesetzes wurde das Tierversuchs-
vorhaben vom Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes
Nordrhein-Westfalen genehmigt (Aktenzeichen 9.93.2.10.36.07.067).

2.2 Versuchstiere

Fur den vorliegenden Versuch wurden 28 weibliche, gesunde Tiere der Rasse
~Schwarzkopfiges Fleischschaf* im Alter von 6-12 Monaten verwendet. Die Schafe
wurden von einem regionalen Zuchter mit der Genehmigung zur Abgabe von Tieren

fur tierexperimentelle Zwecke bezogen.

2.3 Medikamente und Medizinprodukte

In den folgenden Tabellen (Tabelle 2.1 und 2.2) sind samtliche im Versuch
verwendeten Medikamente und Medizinprodukte in alphabetischer Reihenfolge
aufgelistet. Ebenfalls angefuhrt sind Hersteller und ggf. Inhaltsstoffe sowie die im

Text verwendete Bezeichnung.
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Handelsname

Wirkstoff

Hersteller

Im Text bezeichnet

Arterenol® 25 ml
1 mg/ml

Norepinephrin

Deutschland GmbH

Sanofi — Aventis

Frankfurt a.M.
Deutschland

Noradrenalin

Baxter
Natriumchlorid-Lsg.,
VIAFLEX®, 1000 ml

NaCl-Lésung 0,9%

Baxter GmbH,
Unterschleil3heim,
Deutschland

Druckspilbeutel

Rocephin® 1g

Hoffmann-La Roche

MCT Fresenius,
50 ml

Propofol 2%

Bad Homburg v.d.H.
Deutschland

Trockensubstanz und Ceftriaxon AG, Grenzach- Ceftriaxon
Lésungsmittel Wyhlen, Deutschland
B. Braun Melsungen
0,
Glucose 40 % Glucose 40 % AG, Melsungen, G40 %
B. Braun 500 ml
Deutschland
Abbot GmbH & Co KG
Forene® 250 ml Isofluran Ludwigshafen Isofluran
Deutschland
Dormicum® Roche Pharma AG,
Midazolam Grenzach-Wyhlen, Midazolam
15mg/3 ml
Deutschland
Fresenius Kabi
Jonosteril® 1/1 E Balancierte Deutschland GmbH Jonosteril
1000 ml Vollelektrolytldsung Bad Homburg v.d.H.
Deutschland
Isotone B. Braun Melsungen
Natriumchloridlésung NaCl-Ldsung 0,9% AG, Melsungen, NaCl-Ldsung
0,9%, 1000 ml Deutschland
Kaliumchlorid B. Braun Melsungen
f KCI-Lésung 7,45% AG, Melsungen, KCI-Lésung
7,45%, 100 ml
Deutschland
® Pfizer Pharma GmbH
e S-Ketamin Karlsruhe S-Ketamin
25 mg / ml, 50 ml
Deutschland
Fresenius Kabi
0,
Pl 2 Deutschland GmbH
Propofol

Salmonella typhosa
Endotoxin,
# L6386-100MG

Salmonella typhosa
Endotoxin

Sigma Aldrich,
Minchen,
Deutschland

Endotoxin (LPS =
Lipopolysaccharid)

Voluven® 6%
500 ml

6%ige HES 130/0,4
in 0,9%iger NaCl-
Ldsung

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH
Bad Homburg v.d.H.

Deutschland

Voluven® 6%

VquIyte® 6 %
500 ml

6%ige HES130/0,4 in
balancierter
Vollelektrolytldsung

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH
Bad Homburg v.d.H.

Deutschland

VquIyte® 6%
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Deutschland

Geratename Hersteller Im Text bezeichnet
: , B. Braun Melsungen AG
Discofix® C :
3-Wege-Hahn Melsungen, 3-Wege-Hahn

Edwards Critical Care
Explorer

Edward Lifescience®, Irvine,
CA, USA

Cardiac-Output-Computer

ABL™ 525/625 Radiometer

Radiometer Kopenhagen,
Kopenhagen, Danemark

Blutgasanalysator

Urosid® Latex
Ballonkatheter

Asid Bonz GmbH
Herrenberg
Deutschland

Harnblasenkatheter

Ultipor BB25G

Pall Medical
Portmouth
England

Beatmungsfilter

Drager AV-1

Dragerwerk AG Liibeck
Lubeck
Deutschland

Narkosegerat

Combitrans Set 3-fach

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen
Deutschland

Druckwandler-System

Druckleitung, 150 cm

ANGIOKARD Medizintechnik
GmbH & Co KG, Friedeburg,
Deutschland

Druckleitung

Durchflussgehause zur
Injektattemperatur-Messung

Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleilRheim,
Deutschland

Thermistor-Adapter

Edwards-Swan-Ganz®
7.5 F Katheter

Edwards Critical Care
Division, Irvine, CA, USA

Pulmonalarterienkatheter
(PAK)

Ethicon® Vicryl®
0 metric

Johnson & Johnson, Briissel,
Belgien

Nahtmaterial

Monitor Hellige Servomed

Hellige Ltd, Freiburg,
Deutschland

Monitoranlage

Urin Messsystem M3, 2600 ml

Asid Bonz GmbH
Herrenberg
Deutschland

Urinsammelsystem

Original-Infusomat®-Leitung

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Infusomatleitung

Original-Perfusor®-Leitung

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Perfusorleitung

Original-Perfusor®-Spritze,

B. Braun Melsungen AG,

Frankreich

OPS 50 ml Melsungen, Deutschland PETUEEIERIZE
Fresenius Vial S.A.
Pilot Anéasthesie DIN Brezinz Spritzenpumpe
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Geratename

Hersteller

Im Text bezeichnet

Infusomat ©fm

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Infusomat

Perkutanes Super-ARROW® -Flex
Schleuseneinfiihrungsbesteck
85F/6F

ARROW® Deutschland
GmbH, Erding, Deutschland

Schleuse

Pico® 50 Arterial Blood Sampler

Radiometer Medicals A/S,
Brgnshgj, Danemark

BGA-Spritze

Sigma Stat 3.10

Systat, Chicago, IL, USA

Statistik-Programm

9 ml-EDTA-KE-Monovette

SARSTEDT AG & Co.,
Nimbrecht, Deutschland

EDTA-Monovette

7,5-ml-Lithium-Heparin-S-
Monovette

SARSTEDT AG & Co.,
Nimbrecht, Deutschland

LiHep-Monovette

5 ml-NaCitrat-S-
Monovette

SARSTEDT AG & Co.,
NiUmbrecht, Deutschland

Citrat-Monovette

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt AG & Co
Numbrecht
Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf-Pipette

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf-Pipette

Intravaskularer Katheter 4.5 Fr

Laboratoires
Pharmaceutiques VYGON
Ecouen, Frankreich

Arterieller Katheter

Sigma Laborzentrifugen

Sigma 204 GmbH Zentrifuge
Osterode, Deutschland
Cryo S. CIEITER 219 O Erll, Kryoprobenréhrchen

Frickenhausen, Deutschland

2.3.1 Versuchsldésungen

Die folgende Tabelle (Tabelle 2.3) stellt die Unterschiede in der Zusammensetzung

der drei verwendeten Versuchslésungen dar.
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Tabelle 2.3 Zusammensetzung der Versuchslésungen

. . o ) Theor. BE ot

Versuchsldsungen Na K ca Mg Cl | Aclat | osmolar. | in vitro
mmol/l | mmol/l | mmol/l | mmol/l [ mmol/l | mmol/l | mosmol/l mmol/l

Jonosteril® 137 4 1,65 1,25 110 37 291 +12,8
VquIyte® 6% 137 4 - 1,5 110 34 287 +10,0

(Legende: Theor. Osmolar.: Theoretische Osmolaritat, BE,x: potenzieller

Basentberschuss)

Der potenzielle Basenuberschuss (BEpy) erfasst zusatzlich die freigesetzten oder
verbrauchten Mengen an HCOj3, die nach Infusion und Verstoffwechselung

metabolisierbarer Anionen entstehen [141] (siehe Kapitel 1.2.1.).

2.4 Instrumentierung

Alle Versuchstiere erhielten unter sterilen Bedingungen eine arterielle Schleuse mit
arteriellem Verweilkatheter. Des Weiteren wurden zwei vendse Schleusen gelegt, um
sowohl ein Einlegen des Pulmonalarterienkatheters (PAK) zu ermdglichen als auch

eine Mdglichkeit zur schnellen Volumenzufuhr zu gewahrleisten.

2.4.1 Anasthesie

Am Vortag der Instrumentierung wurde ein Tier aus der Herde isoliert und bei freiem
Zugang zu Trinkwasser fur 24 Stunden nichtern gehalten. Am Folgetag erhielt das
Schaf eine intragluteale Injektion von 10 mg/kg KG S-Ketamin und 0,3 mg/kg KG
Midazolam. Eine ausreichende Sedierung, gekennzeichnet durch fehlende
Abwehrbewegungen, wurde nach ca. 10-15 Minuten erreicht. Bei erhaltener,
suffizienter Spontanatmung wurde das Tier gewogen und in Riuckenlage auf einem
Operationstisch fixiert. Mittels einer elektrischen Schermaschine wurde der Hals
rasiert, so dass die Vv. jugulares beidseits sichtbar wurden. Das Tier erhielt nun eine

intravenose Injektion von 100 mg S-Ketamin, um eine ausreichende Narkosetiefe fur
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die endotracheale Intubation zu schaffen. Nach Intubation mit einem 9,0-Magill-

Tubus wurde das Tier mittels "intermittent positive pressure ventilation® (IPPV) mit
folgenden Parametern  kontrolliert ~ maschinell  beatmet: inspiratorische
Sauerstofffraktion (FiO2) 30%, “positive endexpiratory pressure” (PEEP) 5 mbar,
maximaler inspiratorischer Druck 30 mbar, Inspiration:Expiration-Verhaltnis 1:2,
Tidalvolumen 10 ml-kg™*. Die Atemfrequenz wurde an den endtidalen pCO, adaptiert,
um eine Normoventilation (pCO, :/=40+4 mmHg) zu gewahrleisten.

Zur Narkoseaufrechterhaltung erhielt das Tier wahrend der gesamten

Instrumentierung 1,2-1,5% Isofluran zum Atemgasgemisch.

2.4.2 Pulmonalarterienkatheter

Ein Pulmonalarterienkatheter (PAK) dient zur Bestimmung systemischer und
pulmonaler hamodynamischer Variablen sowie zur Gewinnung gemischtvendser
Blutproben.

Der PAK verfugt Gber insgesamt funf Lumina. Zwei proximale Schenkel (blau und
weil) dienen der Messung des zentralvendsen Druckes ("central venous pressure”,
CVP) sowie der zentralvendsen Flussigkeits-Applikation. Die drei distalen Schenkel
ermdglichen 1.) die Messung des pulmonalarteriellen Druckes (gelb), 2.) die
Bestimmung der Korperkerntemperatur mittels eines Thermistors sowie 3.) die
Injektion von Luft in einen an der Katheterspitze lokalisierten Ballon. Abbildung 2.1.

zeigt einen PAK mit beschrifteten Schenkeln.
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Abbildung 2.1 : Pulmonalarterienkatheter

Legende: a) CVP-Schenkel (blau), b) distaler Thermistoranschluss, c)

Pulmonalarterienschenkel (gelb), d) Applikationsschenkel (wei3), e) Wedge-Spritze,
f) Wedge-Ballon (deflatiert)

Die Offnungen der Lumina des CVP-Schenkels (blau) sowie des
Applikationsschenkels (weil3) befinden sich 30 cm proximal der Katheterspitze und
liegen somit in situ im Bereich der Vena cava superior. Das Lumen des
pulmonalarteriellen Schenkels (gelb) mindet an der Katheterspitze.

Der Ballon an der Katheterspitze lasst sich Gber eine angeschlossene Spritze mit ca.
1,5 ml Luft befillen (,wedgen®). Der geflllte Ballon okkludiert in situ einen
Pulmonalarterienast, um so den distalen Druck in der Arterie unabhéngig vom MPAP
zu messen. Dieser sogenannte ,Wedge-Druck” reflektiert die Vorlast des linken
Herzens. Die Einschrankungen dieses Verfahrens werden in Abschnitt 4.2.2
erlautert.
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2.4.2.1 Anlage der vendsen Schleusen

Nach Rasur des Halses wurde der zu punktierende Bereich (rechte Vena jugularis)
grol3flachig desinfiziert und anschlieRend mit einem Lochtuch steril abgedeckt. Mit
einer Kanule und aufgesetzter 5 ml-Spritze lie3 sich das Gefal3 unter Aspiration
punktieren. Bei sicherer intravasaler Lage der Kanule (ventses Blut floss zurtick)
diskonnektierte man die Spritze und schob einen Fuhrungsdraht durch die Kanule ca.
15 cm weit in das Gefal3system vor (,Seldinger-Technik®) [118]. Nach Entfernen der
Kanlile wurde mit einem Skalpell entlang des Seldinger-Drahtes eine kleine
Hautinzision vorgenommen. AnschlieRend konnte eine 8,5-Fr.-Schleuse mit Hilfe
eines Dilatators Uber den Seldinger-Draht ins Gefal3lumen vorgeschoben werden.
Der Draht wurde inklusive Dilatator entfernt und die Schleuse mit einer Naht fixiert.

Um die Mdglichkeit einer raschen Flussigkeitsgabe zu schaffen wurde eine 6-Fr.-
Schleuse in die linke Vena jugularis eingefiihrt. Das Vorgehen war mit dem vorherig

beschriebenen Verfahren identisch.

2.4.2.2 Einschwemmen des Pulmonalarterienkatheters

Unter sterilen Bedingungen wurden die flussigkeitsfihrenden Lumina des PAK mit
0,9% NaCl-Lésung gespltilt und der Ballon auf Dichtigkeit geprift. Nun erfolgte der
Anschluss des Katheters an das Druckwandler-System (s.u.), um die Platzierung des
PAK unter Monitorkontrolle zu gewéhrleisten.

Die Katheterspitze wurde in das Schleusenlumen eingefuhrt und der Katheter ca. 20
cm weit Uber die Vena jugularis in die Vena cava superior vorgeschoben.
Anschliel3end wurde der Ballon mit ca. 1,5 ml Luft inflatiert und der Katheter mit dem
Blutstrom bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Die intraventrikulare Lage liefl3
sich durch eine ventrikulare Druckkurve mit Druckwerten von systolisch ca. 25mmHg
und diastolisch ca. 0 mmHg am Monitor nachweisen (vgl. Abbildung 2.1). Sobald der
Katheter in die Pulmonalarterie eingeschwemmt wurde, zeigte die Druckkurve einen
Anstieg des diastolischen Drucks (sog. Diastolensprung). Der Katheter wurde unter
Beobachtung der Druckkurve weiter vorgeschoben, bis der Ballon einen mittleren
Pulmonalarterienast okkludierte. Dieser Moment war durch einen charakteristischen
Druckabfall und das Auftreten der ,Wedge“-Kurve gekennzeichnet (vgl. Abbildung
2.2) und trat im Regelfall bei etwa 55 cm Hautniveau ein. Nach Entliftung des
Ballons zeigte sich auf dem Monitor die typische pulmonalarterielle Druckkurve. In
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dieser korrekten Lage wurde der Katheter arretiert. Wahrend des gesamten

Procedere befand sich der Katheter in einer Schutzhille, die auch zu spateren
Zeitpunkten eine Lagekorrektur unter sterilen Bedingungen ermdoglichte.
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Abbildung 2.2: Abgeleitete Druckkurve wahrend des Einschwemmens des
Pulmonalarterienkatheters

mmHg

Y rechter  rechter Fulmonal- pulmonalarterielle Okklusion
Worhof  Wentrilel arterie {atemverschiebliche "Wedge"-Kunve)

20 l‘

10 —

|y -

\ Feit wahrend des Einschwemmyvorganges )

Legende: Von der Katheterspitze abgeleiteter Druckkurvenverlauf, modifiziert nach
[142].

2.4.3 Femoralarterieller Katheter

Alle Tiere erhielten zur Messung des MAP sowie zur Gewinnung arterieller
Blutproben einen Katheter in die linke Arteria femoralis. Eine 6,5 Fr.-Schleuse wurde
dazu in oben beschriebener Seldinger-Technik in die Arterie eingebracht. Nach
Fixierung der Schleuse mit einer Tabaksbeutelnaht wurde der arterielle Katheter tber
die Schleuse ins Gefald eingefihrt und fixiert. Die Schleuse diente der Pravention
einer Katheterdislokation bzw. eines Abknickens beim wachen, stehenden Tier. Nach
Anschluss an das Druckwandlersystem erfolgte die definitive Lagekontrolle tber die

arterielle Druckkurve auf dem Monitor.

2.4.4 Transurethraler Harnblasenkatheter

Zur Messung der Urinauscheidung sowie zur Gewinnung von Urinproben erhielten
alle Tiere einen transurethralen Harnblasenkatheter. Dieser wurde unter sterilen
Bedingungen mittels eines Spekulums in den Meatus urethrae externus eingefthrt
und vorgeschoben, bis Urin zurtickfloss. Dann wurde der Katheter mit 7-8 ml Aqua

dest. geblockt und an ein Urinsammelsystem angeschlossen.
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2.4.5 Perioperative Antibiotikaprophylaxe

Zur Vermeidung interventionsassoziierter Infektionen erhielten alle Tiere nach Anlage

des ersten Venenzuganges 1000 mg Ceftriaxon i.v. als Kurzinfusion.

2.4.6 Postoperative MalRnahmen

Alle Katheter wurden mit Bandern im Fell des Tieres fixiert, um akzidentelle
Dislokationen bzw. ein DurchbeiRen zu verhindern. Nach Beendigung aller
Instrumentierungsmal3nahmen wurde die Narkosegaszufuhr beendet und das Tier
bis zum Eintreten einer suffizienten Spontanatmung mit einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FiO,) von 100% weiterbeatmet. Nach erfolgter Extubation wurde
das Tier in einen metabolischen Kafig (s.u.) verbracht. Nach Erwachen aus der
Narkose erhielten die Tiere 1000 ml Jonosteril i.v. Uber 4 Stunden zur Vermeidung

einer Exsikkose.
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2.5 Tierhaltung

Wahrend des Versuches waren die Tiere in metabolischen Kafigen untergebracht,
die so konzipiert waren, dass Diskonnektionen der Katheter und/oder
Selbstverletzungen durch Rotationsbewegungen der Tiere vermieden wurden. Der
freie Zugang zu frischem Wasser und Heu mit geringem Kraftfutteranteil war
jederzeit moglich. Die Fakalien der Tiere fielen durch den Gitterboden des Kafigs in
einen Auffangbehalter.

Die fachkundige Pflege und Versorgung der Tiere sowie die Reinigung der Kafige

wurde durch das tierpflegerische Personal der ZTE gewahrleistet.

2.6 Versuchsaufbau und Versuchsdurchfihrung

2.6.1 Messung der hdmodynamischen Parameter

Zu Beginn des Versuches wurde das Druckwandler-System, welches die Signale
des PAK (blau fur CVP, gelb fir MPAP/PCWP) sowie des arteriellen Katheters
aufnahm, an eine Monitoranlage mit integrierter Amplifizierung angeschlossen. Dies
geschah direkt nach der Instrumentierung, um die Lumina kontinuierlich zu spilen.
Nach Anschluss an die Monitoranlage war eine kontinuierliche Messung der
hamodynamischen Parameter moglich.

2.6.1.1 Funktionsprinzip des Druckwandlers

Der Druckwandler wandelte die Druckschwankungen in einer Flissigkeitssaule in
elektrische Signale um. Zu diesem Zweck enthéalt der Druckwandler Silikon-
membranen, die die registrierten Schwankungen an Metallmembranen weitergeben.
Integrierte Biegeelemente reagieren darauf mit Dehnung. Unter Ausnutzung der
Tatsache, dass sich der elastische Widerstand proportional zur Dehnung verhalt,
lasst sich unter Anwendung einer Widerstandsmessbriicke eine elektrische
Spannung erzeugen. Diese Spannung verhalt sich proportional zur gemessenen
Druckschwankung an der Silikonmembran und kann durch Amplifizierung sichtbar

gemacht werden. Auf diese Weise konnen die gemessenen Druckwerte sowohl
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digital als auch analog als Druckkurve in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt

werden.

Der Nullabgleich erfolgte durch Definition des atmosphérischen Drucks als Nullwert
(0 mmHg). Auf dem Monitor konnten nun MAP, CVP sowie MPAP kontinuierlich
abgelesen werden. Zur Messung des PCWP war die Inflation des Ballons an der
Katheterspitze mit Luft notwendig. Die gemessenen Variablen konnten wahlweise als
systolische, diastolische oder mittlere Druckwerte angezeigt werden.

Die Herzfrequenz wurde durch Auszahlung der Spitzen der arteriellen Druckkurve

pro Minute bestimmt.

2.6.1.2 Messung des Herzzeitvolumens

Um das HZV zu bestimmen, wurde an den CVP-Schenkel des PAKs ein Thermistor-
Adapter angebracht. Dieser proximale Thermistor sowie der Adapter des distalen
Thermistors (vgl. Abbildung 2.1) wurden an einen "Cardiac output computer”
angeschlossen. Hiermit konnte eine kontinuierliche Messung der Korperkern-
temperatur (T) sichergestellt werden. Die Bestimmung des HZV war zu jeder Zeit
intermittierend maoglich.

Nach zugiger Injektion von 10 ml 2-5 T kalter, iso toner NaCl-Lésung tUber den CVP-
Schenkel zeigte der Computer die Temperaturdnderung am distalen Thermistor als
Kurve gegen die Zeit an. Auf diese Weise lielR sich der Blutfluss Q an der
Katheterspitze bestimmen, da sich dieser nach dem umgekehrten Fick’schen Prinzip
antiproportional/umgekehrt proportional zum Kurvenintegral verhalt. Dieses

wiederum lasst sich nach der Steward-Hamilton-Gleichung berechnen:

Steward-Hamilton-Gleichung Q= _Vi- (Te-Ti) " Ki - Kp
dTy / dt

Legende: Q = Blutfluss an der Katheterspitze [I'min™] (= HzV), Vi = injiziertes
Volumen, T; =Temperatur der injizierten LOsung (gemessen am proximalen
Thermistor), T, = Bluttemperatur (gemessen am distalen Thermistor), K; =
Dichtefaktor (Injektat / Blut), K, = Berechnungskonstante, dT,/dt = Anderung der

Bluttemperatur als Funktion der Zeit (Differentialquotient).

Das Herzzeitvolumen entspricht dem so errechneten Wert Q.
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In Tabelle 2.4 sind alle gemessenen und errechneten hamodynamischen Variablen

aufgefuihrt. KOF steht fur die individuelle Korperoberflache, die an Hand des
Korpergewichtes nach der Meeh’schen Formel berechnet wird, um eine
Vergleichbarkeit der Versuchstiere zu gewahrleisten. In der Formel stellt 0,084 eine
spezifische Konstante fur das Schaf dar:

KOF [m?] = 0,084 - (K6rpergewicht [kg])”

Tabelle 2.4 Variablen der systemischen und pulmonalen Hamodynamik.

Variable

(engl. Bezeichnung) Abkurzung [Einheit] Berechnung

Mittlerer arterieller Druck

(mean arterial pressure) MAP [mmHg] Direkte Messung

Herzfrequenz

1 .
(heart rate) HR [min™] Auszahlung

Zentraler Venendruck

(central venous pressure) SR |l -] DIEEE [ S

Mittlerer pulmonalarterieller
Druck
(mean pulmonary arterial
pressure)
Pulmonalkapilléarer
Verschlussdruck

(pulmonary capillary wedge

pressure)

MPAP [mmHg] Direkte Messung

Direkte Messung

PCWP [mmHg] (.\Wedgen®)

Herzindex 2
(cardiac index) CI [l-min~-m~] HZV | KOF

Schlagvolumenindex

- _2 -
(stroke volume index) S il ] (& - Mo I HIR

Systemvaskuléarer
Widerstandsindex
(systemic vascular resistance
index)
Pulmonalvaskularer
Widerstandsindex
(pulmonary vascular
resistance index)
Linksventrikuléarer
Schlagarbeitsindex
(left ventricular stroke work
index)
Rechtsventrikularer
(right ventrcular stroke work RVSWI [grmm”] (CHMPAP - CVPY13,6) / HR
index)

SVRI [dyne's-cm™m?] ((MAP — CVP) / CI) - 80

PVRI [dyne-s-cm™m?] ((MPAP — PCWP) / CI) - 80

LVSWI [g-m-m?] (CI-(MAP - PCWP)-13,6) / HR
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2.6.2. Blutgasanalysen

Wahrend des Versuches konnten jederzeit arterielle (a) und gemischtventse (v)
Blutproben von jeweils ca. 2 ml mit heparinisierten Entnahmesystemen fir
Blutgasanalysen entnommen werden. Das Blutgasanalysegerat verarbeitete die
Proben bei einer voreingestellten Temperatur von 37,0 . Nach Eingabe der
aktuellen Korperkerntemperatur berechnete das Gerat die temperaturabhéngigen
Parameter. Die gemessenen und berechneten Variablen zeigt Tabelle 2.5.

Tabelle 2.5 Blutgasanalysen

Variable Abklrzung [Einheit] Messmethode
S o g’ CHHD - cout 2 ot
Hamatokrit Hkt [%] 0,0485-ctHb + 8,3-10°
Sauerstoffsattigung S0, [%] cO,Hb / (cHHb + cO,Hb) ¥
Sauerstoffpartialdruck PavO2 [MmHg] E909 pO,-Elektrode

Kohlenstoffdioxidpartialdruck

PanCO2 [MmHg]

E808 pCO,-Elektrode

pH-Wert

PHay ['|09100H+]

G707 pH-Elektrode

Standardhydrogenkarbonat-
Konzentration

cHCO3 3 [mmol-I]

24,47 + 0,919-Z + Z-a-(Z-8) ?

Oxymetrie-korrigierter
Baseniberschuss

BE [mmol-I"]

manuelle Berechnung

Laktat-Konzentration

cLac [mmol-l'l]

E7007 Laktat-Elektrode

Glucose-Konzentration

cGlu [mg-dI™]

E6006 Glucose-Elektrode

Natrium-Konzentration

cNa’ [mmol-l”]

E5005 Natrium-Elektrode

Kalium-Konzentration

cK* [mmol-I]

E202 Kalium-Elektrode

Calcium-Konzentration

cCa® [mmol-™"]

E303 Calcium-Elektrode

Chlorid-Konzentration

cCl' [mmol-I"]

E404 Chlorid-Elektrode
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Legende:

1) Das Gesamthamoglobin (total hemoglobin = tHb) setzt sich zusammen aus
oxygeniertem (O,Hb), desoxygeniertem (HHb), Methamoglobin (MetHb),
Carboxy-Hamoglobin (COHb) und Sulfhdmoglobin (SulfHb). Die
Sauerstoffsattigung (SO;) entspricht dem Verhéltnis des oxygenierten zum
effektiven Hamoglobin (ceHb = cO,Hb + cHHDb). Da als Gesamtmenge nur die
ceHb und nicht die ctHb verwendet wird, bezeichnet man den errechneten Wert
auch als partielle Sauerstoffsattigung (S,02). Die Konzentrationen der einzelnen
Hamoglobin-Fraktionen werden adsorptionsphotometrisch gemessen.

2) a=4,0410°+ 4,25:10"*ctHb
Z = cBase - 0,3062-ctHb-(1-SO,)
cBase = Basenkonzentration (komplexe Berechnung aus Vorgabewerten fir pH,
pCO,, cHCO3)

3) komplexe Berechung aus ctHb, pH, pCO, und SO..

2.6.3 Variablen des globalen Sauerstofftransportes

Die Variablen des (globalen Sauerstofftransportes wurden aus den
hamodynamischen Messungen und den Ergebnissen der Blutgasanalysen
berechnet. Eine Liste der Variablen sowie deren Berechnung zeigt Tabelle 2.6.

Tabelle 2.6 Variablen des globalen Sauerstofftransports

(engl. g:g:i?:lﬁnung) Abkirzung [Einheit] Berechnung
Sauersofiatigung 5,0 [ G.0HD  ¢,HHD + 6,0;HD
(Bt ) DO, mkmi*m”) CIS,0ctHb1,34:10 7
(oxygen comaumpton index) | YOA ImHmINtm?] | CH(S:0,-5,07ctHb1,3410
Toryaen exaraction ratio) 0-ER [%] ((S:02 - 5.07) - 100) 1 5,0,

Legende:
1) Aus Grunden der Vereinfachung ist der Anteil des physikalisch gelésten

Sauerstoffs in diesen Formeln vernachlassigt worden.

Die mathematische Korrelation des DOyl und des VO,l fallt beim Betrachten der

Berechnungsformeln auf: beide Formeln verwenden die gleichen Variablen (Cl, S;0,,
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ctHb), allerdings enthalt die VOl-Formel zuséatzlich noch die gemischtvendse

Sattigung S,0,. Unter der Voraussetzung, dass O»-ER bzw. S,0, bekannt sind,
bietet der VO, folglich keine zuséatzlichen Informationen zum DOxl.

2.6.4 Urinproben

Durch die Anlage eines transurethralen Blasenkatheters mit angeschlossenem
Urinsammelbehéalter waren zu jedem Zeitpunkt des Versuches die Quantifizierung
der Diurese sowie die Entnahme von Urinproben moglich. Die folgenden
Nierenfunktionsparameter wurden aus den entnommenen Urin- und Blutproben
(siehe Tabelle 2.7) bestimmit:

Kreatinin-Clearance [mlI‘min™-1,73-m™:

Clkrea = (cKreay - UVaqn -1,73) / (cKreas - t - KOF)

t bezeichnet hier die Urinsammelzeit, wahrend UVas, das 24h Aquivalent der

abgelesenen Urinmenge wiedergibt.

2.6.5 Labormedizinische Untersuchungen

Zu den in Kapitel 2.6.6 aufgefihrten Messzeitpunkten wurden den Tieren Uber den
arteriellen Katheter folgende Blutproben enthommen: 9 ml EDTA-Blut, 7,5 ml
Lithium-Heparinat-Blut und 5 ml Citrat-Blut. Sofort nach der Enthahme wurden die
Proben fur 10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und anschliel3end jeweils zweifach
1 ml des Plasmaulberstandes der Blutproben in Polystyrol-Réhrchen pipettiert. Diese
wurden daraufhin bei -70 < tiefgefroren. Die zeitg leich entnommenen Urinproben (1
ml) wurden ebenfalls tiefgefroren. Eine Ubersicht (ber die durchgefiihrten labor-
medizinischen Untersuchungen zeigt Tabelle 2.7.
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Variable (Abk.) Einheit Probenmaterial Messmethode
Alanin- Hitachi 747
Aminotransferase u/l Plasma Automatic Analyzer

(ALT) Boehringer Mannheim
Hitachi 747
Gesamteiweil3 g/dl Plasma Automatic Analyzer
Boehringer Mannheim
Aspartat- Hitachi 747
Aminotransferase u/ Plasma Automatic Analyzer
(AST) Boehringer Mannheim
L Hitachi 747
Gesar(r;téli?;)hrubln mg/dl Plasma Automatic Analyzer
Boehringer Mannheim
Glutamat- Hitachi 747
dehydrogenase ul/l Plasma Automatic Analyzer
(GLDH) Boehringer Mannheim
Hitachi 747
Ha(l(r:rbsrt::‘)—N mg/dl Plasma Automatic Analyzer
Boehringer Mannheim
Hitachi 747
Laktatd?Eéd;;)genase u/l Plasma Automatic Analyzer
Boehringer Mannheim
Linase Hitachi 747
(Ei ) u/ Plasma Automatic Analyzer
P Boehringer Mannheim
Plasma-Kaolloid- .
osmotischer Druck mmHg Plasma Onkomﬁtnearuﬁlitomatlc
(KODs)
Plasma-Kreatinin ) 14
(cKreap) mg/dl Plasma Automatic Analyzer
a Boehringer Mannheim
Plasma-Osmolalitat Osmometer Automatic
mosmol/l Plasma
(Osmop) Knauer
Troponin | Troponin I-Immulite®
ng/ml Plasma FC-EIA®, Buhimann
(cTrop I) 0 2 '
Allschwill (CH)
Urin-Kalium RIEG o7
(cKy) mmol/l Urin Automatic Analyzer
v Boehringer Mannheim
Urin-Kreatinin RIEG o7
mg/dl Urin Automatic Analyzer

(cKreay)

Boehringer Mannheim
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Variable (Abk.) Einheit Probenmaterial Messmethode
. . Hitachi 747
Unr(;glhl)ond mmol/| Urin Automatic Analyzer
v Boehringer Mannheim
Urin-KOD mmH Urin Onkometer Automatic
(KODy) 9 Knauer
Urin-Natrium RIEET 787
(cNay) mmol/l Urin Automatic Analyzer
v Boehringer Mannheim
Urin-Osmolalitat . Osmometer Automatic
mosmol/l Urin
(Osmoy) Knauer
Legende:

1) FC-EIA = Festphasen-Chemilumineszens-Enzymimmunoassay
3) KOD = Kolloid-osmotischer Druck

2.6.6 Versuchsprotokoll

Nach Erreichen des durch die definierten Kriterien (s.u.) festgelegten
Schockzeitpunktes belief sich die maximale Dauer des Versuches auf 12 Stunden.
Zu den Zeitpunkten Baseline 2, 2h, 4h, 8h und 12h wurden folgende Messungen
erhoben:

- Korperkerntemperatur

- Hamodynamische Variablen > MAP, CVP, MPAP, PCWP, HZV, HR

- Urinmenge

- Arterielle und gemischtventse BGA

- Entnahme arterieller Blutproben - 1x 9ml EDTA-Blut, 1x 7,5ml Lithium-

Heparinat-Blut, 1x 5ml Citratblut

- Entnahme Urinprobe (1 ml)

Alle anderen stindlich durchgefihrten Messungen umfassten ebenfalls die
genannten Parameter, hier fand jedoch keine Entnahme von Blut- und Urinproben
statt.

Die uberlebenden Versuchstiere erhielten nach Versuchsende eine intraventse
Bolusgabe von 4 mg-kg™ Propofol, wodurch eine tiefe Narkose erreicht wurde. Durch
anschlieBende Injektion von 100 ml 7,45 %iger Kaliumchloridlésung wurde eine

Asystolie hervorgerufen, an der die Tiere verstarben.
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2.6.6.1 Messzeitpunkte

Die erste Messung wurde am gesunden Tier zu Beginn des Versuches durchgefihrt
und wird im Folgenden als Baseline 1 (BL1) bezeichnet. Direkt im Anschluss
erhielten die Tiere hochgereinigtes LPS des gram-negativen Bakteriums Salmonella
typhosa als kontinuierliche Infusion tber den Applikationsschenkel des PAK. Durch
Einwaage von 600 pug LPS ad 50 ml 0,9%iger NaCl-Lésung in einer Perfusorspritze
erhielt man eine LPS-LOsung mit einer Konzentration von 12 pg/ml. Die Applikation
des LPS wurde mit einer Dosis von 5 ng/kg/min gestartet. Zusatzlich erhielten die
Tiere 2 ml/kg/h Jonosteril Uber einen Infusomaten zur Deckung des
Basisflissigkeitsbedarfs.

Die LPS-Laufrate wurde nun jede Stunde verdoppelt bis zum Eintreten der
Schockkriterien (s.u.). Danach wurde die jeweilige Laufrate bis zum Versuchsende
beibehalten.

Der Schockzeitpunkt war definiert durch folgende Kriterien: a) MAP<65mmHg und
arterielles Laktat 22,0 mmol-I"* oder b) arterielles Laktat 24,0 mmol-I*. Bei Erreichen
der Schockkriterien wurde sofort die Baseline 2-Messung (BL 2) durchgefiihrt. Ab

diesem Zeitpunkt wurden in den folgenden 12 h stiindliche Messungen durchgefihrt.
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2.7 Einschlusskriterien

Folgende Kriterien mussten die Tiere zur BL 1 erfillen:

- Korperkerntemperatur < 39,8 C

- HR <100 min™

- MAP =70 mmHg

- MPAP <20 mmHg

- Laktat < 1,2 mmol/l
Tiere, die die genannten Kriterien zum Messzeitpunkt nicht erfullten, wurden in die
Herde zuriickgestellt und friihestens sieben Tage spater erneut zum Versuch

herangezogen.

2.8 Gruppeneinteilungen

Die Aufteilung der Tiere in die jeweiligen Gruppen erfolgte durch eine computer-
basierte, dynamische Randomisierung. Es wurde u.a. darauf geachtet, dass die
Variable ,Kérpergewicht (KG) gleichmalig auf die Gruppen verteilt war.

Die zu vergleichenden Versuchslésungen lagen in nummerierten 500ml freeflex®-
Beuteln vor, so dass eine Verblindung gewahrleistet war. Die Applikation der
Losungen erfolgte Uber die 6-Fr-Schleuse in die linke Vena jugularis.

Die Tiere der ersten Gruppe (n=10) (im Folgenden ,Volulyte®-Gruppe“ genannt)
erhielten Volulyte® 6 %, bis die Maximaldosis von 50 ml/kg KG erreicht war. Direkt
nach der BL2-Messung erhielten die Tiere 500 ml Volulyte®. AnschlieRend wurden
Volumeneinheiten von jeweils 250 ml Volulyte® entsprechend den unten
angegebenen Zielwerten infundiert. Nach Erreichen der Maximaldosis wurde die
Volumentherapie mit Jonosteril® fortgesetzt.

In der zweiten Gruppe (n=10) (im Folgenden ,Jonosteril®-Gruppe“ genannt) wurde
die Volumentherapie ausschlieBlich mit Jonosteril® durchgefuhrt. Hier erhielten die
Tiere analog zur Volulyte-Gruppe initial 500 ml Jonosteril®, anschlieBend
bedarfsorientiert Portionen zu je 250 ml Jonosteril®.

Die Tiere der Kontrollgruppe (n=8) erhielten nach Erreichen des Schockzeitpunktes
keine Volumentherapie. In allen drei Gruppen wurde bedarfsorientiert Noradrenalin
(5 mg / 50 ml) Uber eine Spritzenpumpe infundiert, um den MAP im Zielbereich

zwischen 65-75 mmHg zu stabilisieren.
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2.9 Zielwerte der Volumentherapie

In beiden Studiengruppen wurden folgende Zielwerte fur die Volumentherapie
festgelegt:

1) Hamatokrit < Wert der BL1-Messung

2) CVP 8-12 mmHg

3) PCWP 12-15 mmHg
Sobald eine dieser Variablen auRerhalb des Zielbereiches lag, wurden 250 ml der
jeweiligen Studienlésung ggf. repetitiv infundiert (s.0.). Um den MAP im Zielbereich
zwischen 65-75 mmHg zu halten, erhielten die Tiere bei Bedarf Noradrenalin (5 mg /

50 ml) kontinuierlich Uber eine Spritzenpumpe.

2.10 Organentnahme und Elektronenmikroskopie

Nach dem Tod der Tiere wurde die Entnahme und Wiegung folgender Organe
vorgenommen:

- Herz

- Beide Lungen

- Beide Nieren

- Leber (Lobus caudatus)

- lleumprobe (30 cm)

- Kolonprobe (30 cm)
Es erfolgte die Entnahme von multiplen Proben der linken Niere zur
elektronenmikroskopischen Untersuchung. AnschlieBend wurden die Organe (bei
den paarigen jeweils die rechten) in 3,5%-ige Formaldehyd-LAdsung eingelegt.
Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden jeweils 1 mm? groRe
kubische Proben der linken Nieren verwendet. Nach 12-stindiger Fixierung bei 4C
in  3%iger Glutaraldehydlésung und anschlieRender Uberfiihrung in  5%ige
Sucroselésung erfolgte die Postfixation mit 1% Osmiumtetroxid und 50 mmol/L
Kaliumferricyanid. Nach Waschung mit destilliertem Wasser und einer aufsteigenden
Alkoholreihe wurden ultradiinne Schnitte (50 nm) der Proben angefertigt.
Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Nierenproben erfolgte in
Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr. K6hler im Gerhard-Domagk-Institut fir Pathologie
des Universitatsklinikums Munster. Zur Identifizierung post-mortaler Veranderungen

der ultrastrukturellen Nierenstruktur wurde an jeweils zwei Tieren pro Studiengruppe
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eine intravitale Organentnahme in Allgemeinanéasthesie (Finalversuch) durchgefuhrt.

Durch Abgleich dieser intra-vitalen mit den post-mortalen Proben sollten etwaige
Fehlinterpretationen post-mortaler Veranderungen ausgeschlossen werden. Die
Aufnahmen wurden nach einem von Herrn Dr. med. Christian Ertmer und Frau Prof.
Dr. Kohler entwickelten "electron microscopic tubular injury” (EMTI)-Score-System
hinsichtlich des tubuldren Zellschadens bewertet (s.u.). Hierzu erfolgte die
Beurteilung der Tubuli von jeweils zehn Sichtfeldern pro Versuchstier. Verwendet
wurde ein Philips CMIO Elektronenmikroskop (Philips, Eindhoven, Netherlands) mit
einer Anodenspannung von 80 kV.

Die Aufnahmen wurden von einem fir den Versuchablauf verblindeten Pathologen
nach folgenden Kriterien beurteilt:

(1) Vakuolare Degeneration und Schwellung der Organellen (0 = keine, 1 =
vereinzelt, 2 = moderat, 3 = ubiquitar),

(2) Dissoziation von Epithelien und Basalmembran (0 = keine, 1 = vereinzelte Zellen,
2 = mehr als die Hélfte des Tubulus, 3 = ganzer Tubulus),

(3) epithelialer Zellschaden (0 = keiner, 1 = moderat, 2 = schwer, 3 = komplette
Zerstorung) und

(4) intratubulare Prezipitation (0 = keine, 1 = moderate Proteinprezipitation, 2 =
Lumenverschluss durch Protein, 3 = intratubulare Zellorganellen).

Die Summe aller vier Kriterien wurde als renaler Tubuluszellschaden-Score (EMTI-

Score) quantifiziert [42].

2.11 Statistik

Samtliche Daten wurden mit dem Statistikprogramm Sigma Stat 3.10 (Systat
Software, Inc., Chicago, IL, USA) analysiert. Soweit nicht explizit anders angegeben,
werden die Daten als Mittelwert + Standardfehler (SEM) prasentiert.

Nach Bestéatigung der Normalverteilung samtlicher Variablen mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) der
zeitabhangigen Variablen mit den Faktoren Gruppe und Zeit. Bei signifikantem
Ergebnis des ANOVA-Tests wurden die einzelnen Mittelwerte post hoc mit dem
Student-Newman-Keuls-Test verglichen. Zeitunabhangige Variablen (z.B. Korper-
gewicht bei Versuchsbeginn) wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA und dem
Faktor Gruppe untersucht. Die Analyse kategorieller Variablen erfolgte mit einem

Chi-Quadrat-Test, wahrend samtliche mikroskopischen Scores mit einem Friedman-
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Test ("TANOVA on ranks®) und post-hoc-Testung nach Dunn untersucht wurden. Fur

samtliche statistischen Tests wurde ein Fehler erster Ordnung kleiner als 5% (p <
0,05) als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Unter der Endotoxin-Infusion entwickelten die Tiere zur BL2-Messung zunehmende
Unruhe, Tachypnoe sowie mukodse Sekretion aus Nustern und Konjunktiven.
Statistisch gab es zu den Zeitpunkten BL1 und BL2 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den 3 Versuchsgruppen (s. Tab. 3.1 - 3.5 und Abb. 3.1 - 3.16).

3.1 Volumenbedarf und Vasopressoren

Die Tiere der Jonosteril®-Gruppe erhielten durchschnittlich 16515 ml + 1576
Kristalloid wahrend der Interventionsphase (siehe Abb. 3.20 und 3.22). Die Tiere der
VquIyte®-Gruppe bendtigten zusatzlich zur infundierten Kolloidmenge (im Schnitt
1930 ml £ 223) durchschnittlich 7899 ml + 1357 Kristalloid (siehe Abb. 3.20 — 3.22).
In der Kontrollgruppe wurde Kristalloid zur Deckung des Basisfliissigkeitsbedarfs
kontinuierlich infundiert, die durchschnittliche Gesamtmenge betrug 1192 ml + 33
Kristalloid. Damit benétigten die Tiere der VquIyte®-Gruppe signifikant weniger
Volumen zum Erreichen der Therapieziele als die Tiere der Jonosteril-Gruppe
(p<0,05).

Der Katecholaminbedarf der Tiere zeigte bis zum Zeitpunkt 8h keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Versuchgruppen. Zu den Zeitpunkten 8h und 9h war der
Noradrenalinbedarf der VquIyte®-Gruppe signifikant erhdht (p<0,05) gegeniber der
Jonosteril-Gruppe (siehe Abb. 3.4). Der Katecholaminbedarf der Kontrolltiere war
zum Ende des Versuches (ab 9h) signifikant erhéht gegeniber den Tieren der
Jonosteril®- und der Volulyte®-Gruppe (p<0,05; siehe Abb. 3.4).

3.2 Veranderungen der systemische Hamodynamik

Alle Versuchstiere wiesen nach Einleitung der kontinuierlichen Endotoxindmie zum
Zeitpunkt BL2 einen Anstieg der HF sowie eine Verminderung von Cl, MAP, SVI und
LVSWI gegeniber BL1 auf (siehe Abb. 3.2, 3.3 und Tab. 3.1).

Mit Beginn der Volumentherapie zeigte sich in den beiden Therapiegruppen im
Gegensatz zur Kontrollgruppe ein Anstieg von MAP, CVP, CI, SVI und HF (siehe
Abb. 3.1 - 3.3 und Tab. 3.1). Zuséatzlich war in beiden Therapiegruppen eine

Zunahme des PCWP festzustellen, wahrend diese Variable in der Kontrollgruppe
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konstant zur BL2 blieb (siehe Tab. 3.2). Zwischen den beiden Therapiegruppen gab

es keine signifikanten Unterschiede.

3.3 Veranderungen der pulmonalen Hamodynamik

In allen drei Gruppen war ein Anstieg des MPAP uber die gesamte Versuchsdauer
zu beobachten, jedoch ohne statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen. Der RVSWI innerhalb der Therapiegruppen war im Versuchs-
verlauf signifikant erhoht (p<0,05 vs. BL2), wahrend in der Kontrollgruppe keine

Verdanderung messbar war (siehe Tab. 3.2).

3.4 Veranderungen des globalen Sauerstofftransporte s

Die Tiere aller drei Versuchsgruppen zeigten zum Zeitpunkt BL2 einen signifikanten
Anstieg des Hb (p<0,05 vs. BL1; siehe Tab 3.4). Zwischen BL1 und BL2 gab es
keine Unterschiede hinsichtlich der Variablen des systemischen O.-Transportes.
(siehe Abb. 3.5 - 3.7 und Tab. 3.3).

Es zeigten sich im Versuchsverlauf keine Unterschiede zwischen der Volulyte®- und
der Jonosteril®-Gruppe in Bezug auf den Hb und den DOl (siehe Tab. 3.4 und Abb.
3.8). In beiden Therapiegruppen kam es unter der Volumentherapie im Gegensatz
zur Kontrollgruppe zu einer signifikanten Erhdhung des DO»l ab dem Zeitpunkt 5h
(p<0,05 vs. BL2; siehe Abb. 3.8).

Es gab wahrend des gesamten Versuchablaufs keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der S,0, zwischen den beiden Therapiegruppen. Die S,0, der
Kontrollgruppe hingegen fiel im Versuchsverlauf kontinuierlich und signifikant ab
(p<0,05 vs. BL2, siehe Abb. 3.6). Entsprechend entwickelte sich die O,-ER, die
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen aufwies,

wahrend sie in der Kontrollgruppe signifikant anstieg (p<0,05; siehe Abb. 3.7).
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3.5 Veranderungen der Korperkerntemperatur sowie de s Saure-

Basen- und Elektrolythaushaltes

Alle Tiere entwickelten zwischen BL1 und BL2 einen signifikanten Anstieg der
Kdrperkerntemperatur von 39,5 £ 0,1 € auf 41,1 £+ 0,1 C (siehe Tab. 3.4) sowie der
Plasmalaktatkonzentration von 0,7 + 0,2 mg-dI'* auf 2,7 + 0,2 mg-dI™* (jeweils p<0,05
vs. BL1; siehe Abb. 3.13). Alle Ubrigen Werte des Saure-Basen-Haushaltes (pH,
BE.x) sowie die Serumelektrolyte (Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid) zeigten zu
diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede (siehe Abb.3.11 — 3.12 und Tab.
3.4).

Mit Beginn der Volumentherapie stieg in beiden Therapiegruppen die Chlorid-
konzentration signifikant an (p<0,05 vs. BL2). Wahrend des gesamten Versuches
waren in der Jonosteril®>-Gruppe tendenziell héhere Chloridkonzentrationen zu
beobachten (siehe Abb. 3.11). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Therapiegruppen in Bezug auf den arteriellen pH-Wert und den BE festgestellt
werden, wahrend beide Variablen in der Kontrollgruppe signifikant abfielen (p<0,05
vs. BL2; siehe Tabelle 3.4 und Abb. 3.12).

3.6 Veranderung von kolloidosmotischem Druck und Pl asmaeiweild

Der KOD aller Versuchsgruppen sank zwischen BL1 und BL2 im Mittel von 24,6
mmHg £ 0,6 auf 21,6 mmHg = 0,7.

In der Kontrollgruppe fiel der KOD ab dem Zeitpunkt BL2 nahezu linear ab. Innerhalb
der Volulyte®-Gruppe verhielt sich der KOD in den ersten 4 Stunden nach BL2
parallel zur Kontrollgruppe undfiel daraufhin Uberproportional ab. Der KOD der
Jonosteril®-Gruppe fiel bereits zum Zeitpunkt 2h auf Minimalwerte und blieb im
weiteren Versuchsverlauf konstant niedrig (siehe Abb. 3.14).

Das Gesamteiweild aller drei Versuchsgruppen fiel zwischen BL1 und BL2 im Mittel
von 7,27 g/dl £ 0,06 auf 6,57 g/dl £ 0,06. Wahrend die Messwerte der Kontrollgruppe
nahezu linear sanken, kam es in beiden Therapiegruppen zu einem

Uberproportionalen Abfall der Gesamteiweil3konzentration (siehe Abb. 3.9).
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3.7 Veranderungen der Nierenfunktion

Die Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen der Versuchstiere aller Gruppen stiegen
zwischen BL1 und BL2 signifikant an. Wahrend sowohl Kreatinin als auch Harnstoff
in der Jonosteri®-Gruppe nach der BL2-Messung abfielen, wahrend fir beide
Variablen in der Volulyte®-Gruppe ein Anstieg zu beobachten war. Ab dem Zeitpunkt
4h unterschieden sich die Kreatinin-Konzentrationen der Versuchsgruppen signifikant
voneinander und waren in der Volulyte®-Gruppe erhoht gegeniiber der Jonosteril®-
Gruppe (p<0,05) In der Kontrollgruppe stieg die Konzentration im Versuchsverlauf
frihzeitig und deutlich an und war signifikant erhéht gegentiber den Therapiegruppen
(p<0,05; siehe Abb. 3.16 und 3.17).

Innerhalb der Kontrollgruppe war ab dem Zeitpunkt BL2 ein kontinuierlicher Abfall der
Stundendiurese zu verzeichnen. In der Jonosteril®>-Gruppe hingegen stieg die
Diurese Uber die Zeit signifikant an. Die Diurese der Volulyte®-Gruppe verhielt sich in
den ersten vier Stunden nach BL2 parallel zur Kontrollgruppe, stieg daraufhin an und
pendelte sich zwischen der Kontroll- und der Jonosteril®-Gruppe ein (sieche Abb.
3.15).

Die Kreatinin-Clearance der Tiere aller drei Versuchsgruppen fiel im Verlauf des
Versuches signifikant ab (p<0,05 vs. BL2; siehe Abb. 3.18). Es existierten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen bezlglich der Kreatinin-

Clearance.

3.8 Ultrastrukturelle Organschaden

Die Organgewichte der Versuchstiere zeigten gruppenspezifische Unterschiede. So
waren die Organe von Versuchstieren aus der Jonosteril®-Gruppe mit Ausnahme der
Lungen durchgehend schwerer als die der anderen Studiengruppen (siehe Tabelle
3.6). Das durchschnittliche Gewicht der Nieren innerhalb der Jonosteril®-Gruppe lag
tiber denen der Volulyte®- und der Kontroll-Gruppe (siehe Tabelle 3.6). Die hochsten
Lungengewichte wurden bei den Tieren der Kontroll-Gruppe gegentber denen der
Volulyte®- und der Jonosteril®>-Gruppe gemessen (siehe Tabelle 3.6).

In beiden Therapiegruppen wurde eine Zunahme der Kérpergewichtsdifferenz A KG
festgestellt, wohingegen die Tiere der Kontrollgruppe ein negatives A KG gegeniber

BL1 aufwiesen. Die Kérpergewichtszunahme war in der Jonosteril®-Gruppe am
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starksten ausgepragt (siehe Tab. 3.6), allerdings ohne statistische Signifikanz

gegeniiber der Volulyte®-Gruppe.

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ergab fiir die Tiere der Volulyte®-
Gruppe signifikant niedrigere Werte (p<0,05) des unter Kapitel 2.10 beschriebenen
EMTI-Scores verglichen mit den Tieren der Jonosteril®- und Kontroll-Gruppe (siehe
Abb. 3.28). Vakuolare Degeneration wurde in der Volulyte®-Gruppe héaufiger
beobachtet (siehe Abb. 3.23), wahrend Zellschaden und tubulare Obstruktion
innerhalb der Volulyte®-Gruppe signifikant geringer ausgepragt waren im Vergleich
zur Kontroll- und Jonosteril®-Gruppep<0,05; siehe Abb. 3.24 - 3.25). Dariiber hinaus
war der Anteil intakter Mikrovilli der Nierentubuli innerhalb der Volulyte®-Gruppe am
grol3ten (siehe Abb. 3.27).

3.9 Uberlebenszeiten

Da jeweils 2 Tiere pro Gruppe fiur die ex vivo Enthahme von Organproben fir die
Elektronenmikroskopie verwendet wurden, wurden nur jeweils 8 Tiere der beiden
Therapiegruppen und 6 Tiere der Kontrollgruppe in die statistische Analyse der
Uberlebensraten und -zeiten einbezogen. Es (berlebten jeweils 3 Tiere der
Therapiegruppen die 12-stindige Interventionsphase, wahrend alle Tiere der
Kontrollgruppe verstarben. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in den
Uberlebensraten der drei Gruppen (p=0,21). Die Analyse der Uberlebenszeiten mit
dem Log-Rank-Test ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den drei
Gruppen (p=0,03). Nach Adjustierung der p-Werte ergab der direkte Vergleich
zwischen den einzelnen Gruppen mit dem Holm-Sidak-Test allerdings keinen
signifikanten Unterschied (siehe Abb. 3.19).



Tabelle 3.1 Daten der systemischen Hamodynamik
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Variable Gruppe BL1 BL 2 2h 4h 8h 12 h
Kontrolle 8+1 3+3 2+1 3%x1 3+x1 n.b.
[mcr:nv: al Jonosteril 101 61 12+17 13+1° 13+1° 15+4
Volulyte 9+1 5+1 14 +18 14 +18 13 +18 18 £3
Kontrolle 11 +1 8+2 6+1 9+2 10+1 n.b.
[rz?n\ﬁ; Jonosteril 11+1 11+2 14 + 1% 14 + 1% 17 + 3** 25+ 15*
Volulyte 10+1 9+1 14 +18 14 + 18 12 + 28 17+2
Kontrolle | 1316 +90 | 1372 +98 | 1384 +162 | 1655 + 215 | 2329 + 501 n.b.
[dyn e?éf;' 5.7 | Jonosteril | 1115+ 61 | 1134486 | 732+ 60" | 760+76" | 637 +73" | 646+ 131
Volulyte | 1330+60 | 1107 +63 | 737 +50° | 754+90° | 537 +59% | 642 +199
Kontrolle 64+7 32+2 33+2 31+3 22 +6 n.b.
[m|-5cr?£ 1. | Jonosteril 71+3 38+3 53 + 3% 53 +4* 62 + 3% 63+7
Volulyte 64 +3 39+5 49 + 38 46 + 48 60 + 6° 65 + 4
Kontrolle 76 £11 24 £2 311 30+4 19+4 n.b.
[g'fxsl\_/\r/rllz] Jonosteril 79+3 27 £2 46 + 4" 43 + 4 54 + 3% 56 + 12
Volulyte 73+4 29 +3 42 +3 39+4 54 + 5% 77 +19

Legende: CVP = zentralventser Druck, LVSWI = linksventrikularer Schlagarbeitsindex, PCWP =

pulmonal-kapillarer Wedge-Druck, SVI = Schlagvolumenindex, SVRI = systemvaskularer

Widerstandsindex
# = Jonosteril vs. Kontrolle, 8 = Volulyte vs. Kontrolle, * = Jonosteril vs. Volulyte

Tabelle 3.2 Daten der pulmonalen Hamodynamik

Variable Gruppe BL 1 BL 2 2h 4 h 8h 12 h
Kontrolle 19+0 25+2 24 +3 26 +2 345 n.b.

[Mgﬁz] Jonosteril 19+1 27 +3 28+1 302 33+3 41 +11
Volulyte 191 24 +2 311 32+1 301 39+3
Kontrolle 10+1 101 10+1 9+1 9+2 n.b.

RVSWI : )

[g-mL-m?] Jonosteril 91 11+1 11+1 12+1 16 +2 22+8

Volulyte 8+1 11+2 11+1 10+1 13+2 195
Legende: MPAP = mittlerer pulmonalarterieller Druck, RVSWI = rechtsventrikularer

Schlagarbeitsindex

# = Jonosteril vs. Kontrolle




Tabelle 3.3 Daten der globalen Sauerstoffversorgung
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Variable Gruppe BL1 BL 2 2h 4h 8h 12 h
Kontrolle 37+2 38+2 371 39+1 38+4 n.b.
[rf’]?nclfgzl Jonosteril | 36+1 36+1 38+1 39+1 41+2 39 + 1%
Volulyte 36+1 3742 39+2 42 +3 42 +2 57+8
Kontrolle | 263+22 | 220+12 | 221+23 | 231420 | 287 +40 n.b.
[mlln\]/ig?l'_m.z] Jonosteril | 310+12 | 221+11 | 251+17 | 220+16 | 292+28 | 246 +22*
Volulyte | 259+6 | 233+8 | 214+18 | 229+16 | 277+18 | 407 +134
‘ Kontrolle | 494+9 | 483+19 | 496+15 | 504+21 | 475+ 24 n.b.
Hor‘[’r‘a’g‘zl;'&dex Jonosteril | 504+9 | 497+21 | 471+28 | 428+27* | 382+24* | 358+03
Volulyte | 519+15 | 497+17 | 493+17 | 477+18 | 433+5 | 357+17

Legende: p,CO, = arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck, VO,l = Sauerstoffverbrauchsindex

# = Jonosteril vs. Kontrolle, > = Jonosteril vs. Volulyte




Tabelle 3.4 Daten des Saure-Basen-Haushalts, der Serumelektrolyte und der
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Kdrperkerntemperatur
Variable Gruppe BL1 BL 2 2h 4h 8h 12 h
DH. Kontrolle | 7,46 +0,00 | 7,44+0,01 | 7,43+0,01 | 7,41 +0,01 | 7,33 + 0,04 n.b.
[-log 10cH'] | Jonosteril | 7,48 +0,01 | 7,44 +0,01 | 7,42+0,02 | 7,41 +0,02 | 7,38 +0,03 | 7,38 + 0,01
Volulyte | 7,47+0,01|7,45+0,01 | 7,42+0,01 | 7,38+0,02 | 7,36 +0,02 | 7,29 + 0,06
Natrium Kontrolle 143 +1 144 £ 1 145 + 1 146 £ 1 148 + 2 n.b.
[mmol-1 "] | Jonosteril 145 + 1 145 + 1 144 +1 146 +1 147 +2 151 +5
Volulyte 146 + 2 145 1 144 +1 144 £ 1 143 1 144 +0
_ Kontrolle | 3,9+0,1 3,7+0,1 3,740, 4,0+0,2 4,4+0,3 n.b.
[rﬂﬁml] Jonosteril | 38+01 | 39+01 | 39+01 | 41+01 | 43+02 | 35+06*
Volulyte 39+0,1 3,9+0,.2 4,0+0,1 42+0,1 4,7+0,2 51+04
Kontrolle 37+2 44 + 2 43 +2 43 +3 49 + 2 n.b.
[Ho/‘:]t Jonosteril 35+2 40 £2 33+1* 31+1" 29 + 27 30+3
Volulyte 35+1 41 +2 30+18 31+18 30 +2°8 26+4
Kontrolle | 39,5+0,2 | 40,8+0,4 | 40,5+0,2 | 40,1+0,3 | 40,7+0,2 n.b.
[g(] Jonosteril | 39,6+0,1 | 41,0+0,2 |40,2+0,3* | 40,1+0,1 | 40,0+0,2* | 39,7 +0,6*
Volulyte | 39,4+0,1 | 41,5+0,2 | 409+0,2 | 40,6+0,1 | 40,2+0,2 | 41,0+0,4
Hb Kontrolle | 12,0+0,5 | 145+0,8 | 139+0,7 | 142+09 | 16,0£0,8 n.b.
[g-dI™] Jonosteril | 11,3+05 | 13+05 | 10,6+0,4" | 10,2+05" [ 95+0,6" | 9,7+1,0
Volulyte | 11,4+0,4 | 13,2+0,7 | 98+0,4% | 10,1+0,4% | 96+0,7° | 83+1,3
Legende: Hb = Hamoglobinkonzentration, Hkt = H&amatokrit, pH, = arterieller pH-Wert, T =
Kdrperkerntemperatur

# = Jonosteril vs. Kontrolle, 8 = Volulyte vs. Kontrolle, * = Jonosteril vs. Volulyte
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Variable Gruppe BL1 BL 2 2h 4h 8h 12 h
Kontrolle 0+0 0+0 0+0 0+0 0,2 +0,07 n.b.
[ngf)nﬁ’l '.1] Jonosteril | 0,03+0,03| 0+0 |008+004|0,09+005|011+008| 00
Volulyte 0+0 0+0 0+0 0+0 0,2+0,16 | 0,6 +0,45*
Kontrolle | 299+43 | 286+43 | 280+41 | 290+48 | 299 +60 n.b.
[(3(_?.1] Jonosteril | 314+52 | 305+49 | 225+30 | 212424 | 161+21 | 174+19
Volulyte 294+41 | 285+34 | 181424 | 171+24 | 134+19 | 171438
Kontrolle 45 +7 45 +7 44 +7 45 +7 56 + 7 n.b.
[SF;I] Jonosteril 49 +8 49 +8 365 33+3 26+3 27+3
Volulyte 51+7 49 + 6 31+4 28 +4 212 24 4
LoH Kontrolle | 807+69 | 754+68 | 756+91 | 806+101 | 976 + 160 n.b.
(U] Jonosteril | 758+68 | 639+53 | 385+53" | 310+64" | 245+79" | 14887
Volulyte 574 + 37 543+33 | 406+31°% | 358 +35°% | 238+43°% | 244 +113
- Kontrolle | 0,3+0,0 | 0,2+00 | 0,2+0,0 | 03+00 | 04+0,0 n.b.
'[Br'r:'glfgl'ﬂ] Jonosteril | 03+00 | 0200 | 03+00 | 03+00* | 03+01% | 04+0,1*
Volulyte 0,3+0,0 | 02+00 | 02+00 | 02+0,0 | 0,2+0,0°% | 0,2+0,1
‘ Kontrolle 10+0,8 10+£0,5 11+0,8 12+£0,9 16+1,7 n.b.
"['L'j’ﬁiT Jonosteril | 8+0,7 8+0,6 7+04* | 6+05% | 7+15% | 5:15
Volulyte 10 +0,7 9+0,6 6 +0,4° 7+0,48 6 +0° 7+0,7
Legende: GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase-Aktivitat, GPT = Glutamat-Pyruvat-

Transaminase-Aktivitdt, LDH = Laktat-Dehydrogenase-Aktivitéat, Trop | = Troponin-I-Konzentration (0

= unterhalb der Nachweisgrenze)

# = Jonosteril vs. Kontrolle, 8 = Volulyte vs. Kontrolle, *x= Jonosteril vs. Volulyte

Tabelle 3.6 Postmortale Organgewichte und Kérpergewichtsdifferenz (Angaben in g)

Herz Lungen Nieren lleum Colon A KG
Kontrolle [222,5+15,8(899,3+176|157,5+15,7| 27,5+5,5 62,8 6 -2550 £ 477
Jonosteril |264,6 +11,0(826,8 +58,1|203,4+8,8"| 355+3,5 | 126,1 + 10,1" | 8786 + 2475"
Volulyte 261,6 +13,4(835,8+34,8| 186+13,8 | 33,6+24 | 89,9+11,9 |5012 +1394°

Legende: AKG = Differenz des Kérpergewichtes (final vs. BL1)

# = Jonosteril vs. Kontrolle, 8 = Volulyte vs. Kontrolle




Abbildung 3.1 Herzfrequenz
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle,

Abbildung 3.2 Herzindex
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Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle
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Abbildung 3.3 Mittlerer arterieller Blutdruck
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.4 Noradrenalinbedarf
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Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.5 Arterielle Sauerstoffsattigung

—@— Volulyte
100 —— Jonosteril
—&— Kontrolle
90 A
— 80
=
N
o
@
w 70 -
60
50 T T T T T T T T T T T T T T

BL1 BL2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit (h)

Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.6 Gemischtvendse Sauerstoffsattigung
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.7 Sauerstoff-Extraktionsrate
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Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.8 Sauerstoffangebotsindex
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle,



Abbildung 3.9 Gesamteiweil3
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Abbildung 3.10 Serumosmolalitat
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Abbildung 3.11 Serumchloridkonzentration

—&— Volulyte
120 1 —/— Jonosteril
—— Kontrolle

118 A

116 A

114 A

112 A

110 A

Chlorid [mmol/l]

108 -

106 A

104

BL1BL2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Zeit (h)

Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.12 Oxymetrie-korrigierter Basenuberschuss
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle,



Abbildung 3.13 Plasmalaktatkonzentration
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Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle,

Abbildung 3.14 Kolloidosmotischer Druck
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.15 Stundendiurese
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.16 Plasmakreatininkonzentration

3,0 1
—@— Volulyte
—— Jonosteril
25 —— Kontrolle
2,0
S §
=)
E
c 157
£
g
2 #k #%
¥ 1,0
*
0,5 1
0,0 T T T T T T
BL1 BL2 2 4 8 12

Zeit (h)

Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05
Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.17 Plasmaharnstoffkonzentration
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, °p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.18 Kreatinin-Clearance
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Abbildung 3.19

Uberlebenszeiten
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Log rank-Test p-Wert: 0,03
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Abbildung 3.20 Kumulatives appliziertes Gesamtvolumen
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Legende: *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril

Abbildung 3.21 Kumulative Kolloidgabe
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Abbildung 3.22 Kumulative Kristalloidgabe
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Abbildung 3.23 Vakuolare Degeneration
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Legende: #p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05
Volulyte vs. Jonosteril



Abbildung 3.24 Tubularer Zellschaden
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Legende: "p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril



Abbildung 3.25 Tubulare Obstruktion
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Legende: 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.26 Dissoziation der Basalmembran
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Abbildung 3.27 Intakter Microvilli-Burstensaum

70 A §>|<

60 -

50 o

40 -

30 A

20 -

Relative Haufigkeit [%0]

10 A

0 1 ) )
Kontrolle Jonosteril Volulyte

Legende: 3p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05 Volulyte vs. Jonosteril
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Abbildung 3.28 Kumulativer EMTI-Score
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Legende: *p<0,05 Jonosteril vs. Kontrolle, °p<0,05 Volulyte vs. Kontrolle, *p<0,05

Volulyte vs. Jonosteril



Abbildung 3.29 TEM-Aufnahme des Nierentubulus eines Kontrolltieres
: A, YR T

Abbildung 3.30 TEM-Aufnahme des Nierentubulus eines mit Kristalloid

behandeltenTieres
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Abbildung 3.31 TEM-Aufnahme des Nierentubulus eines mit Kolloid behandelten

Tieres
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4 Diskussion

Die vorliegende Untersuchung beschaftigte sich mit den Auswirkungen einer
Volumentherapie mit balancierter Vollelektrolytlosung versus balancierter HES-
Lésung auf die Nierenfunktion und -schadigung chronisch instrumentierter Schafe im
endotoxamischen Schock. Durch Randomisierung wurden die Tiere in drei Gruppen
aufgeteilt (Kontrolle vs. Jonosteril® vs. Volulyte®), von denen die Tiere der
Kontrollgruppe keine Volumentherapie erhielten. Die Tiere der beiden
Therapiegruppen erhielten eine Volumentherapie gemal den Kriterien der Surviving
Sepsis Campaign [35].

Hauptergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind, dass 1.) eine Volumen-
therapie mit Volulyte® 6% in der maximalen pharmazeutisch zulassigen Dosis (50
ml/kg/d) mit einem Anstieg der renalen Retentionsparameter einhergeht und 2.) dass
die elektronenmikroskopisch quantifizierte Nierenschadigung in der Volulyte®-Gruppe
jedoch deutlich geringer als in der Jonosteril®-Gruppe ausgepragt war.

Die vorliegenden Daten wurden an einem klinisch relevanten Grol3tiermodell
erhoben, das bereits mehrfach hochrangig von unserer Arbeitsgruppe publiziert
worden ist [43, 101, 136].

4.1 Das Schafmodell der kontinuierlichen Endotoxina mie

4.1.1 Das Schaf als Versuchstier in der Sepsisforsc  hung

Fur die vorliegende Untersuchung wurde ein Tiermodell benotigt, welches 1) die
hamodynamischen, pulmonalen und metabolischen Veranderungen im Rahmen der
systemischen Inflammation mdoglichst analog den Verhéltnissen beim Menschen
widerspiegelt, 2.) eine chronische Uberwachung der betreffenden Variablen zulasst
und 3.) sich aus logistischen, ethischen und praktischen Grunden fir diese
Versuchsart anbietet. Das chronisch instrumentierte Schaf ist als ein solches Modell
geeignet, da es ein kontinuierliches, invasives Monitoring der systemischen und
pulmonalen Hamodynamik zulasst, welches der Uberwachung von Intensivpatienten
sehr ahnlich ist [128]. Des Weiteren tolerieren Schafe schmerzfreie Manipulationen
und Messungen im Wachzustand deutlich stressfreier als andere Tierarten. Der
weltweite Einsatz von Schafmodellen innerhalb der Sepsisforschung [90, 124, 128]
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sowie die langjahrige Erfahrung der Klinik und Poliklinik fur Anasthesiologie und

operative Intensivmedizin sprechen ebenfalls fir die Verwendung des Schafes

anstelle anderer Grol3tiere.

4.1.2 Eignung der kontinuierlichen Endotoxinamie al s Sepsismodell

Fur die vorliegende Studie wurde die kontinuierliche Endotoxinamie gewahlt, um die
klinischen, hamodynamischen und metabolischen Symptome eines septischen
Schocks zu erzeugen. Die kontinuierliche Endotoxindmie bietet eine optimale
Standardisierbarkeit und erlaubt eine individuelle Anpassung an die
hamodynamische und metabolische Reaktion der Versuchstiere. Dieses Modell hat
gegeniber der experimentellen Sepsis mit infektiosem Fokus die Vorteile der guten
Steuerbarkeit und besserer statistischer Vergleichbarkeit [49]. Des Weiteren konnte
durch Untersuchungen an gesunden Probanden gezeigt werden, dass die
Reaktionen auf eine intraventse Endotoxinapplikation weitgehend den Befunden in
der Frihphase einer Sepsis gleichen [83, 123]. Auf diese Weise konnte bei allen
Versuchstieren das klinische Bild des unbehandelten, septischen Schocks unter
kontrollierten Bedingungen hervorgerufen werden. So lag bei allen Versuchstieren
zum Schockzeitpunkt ein intravasales Volumendefizit vor, welches sich durch einen
Anstieg der Hamoglobinkonzentration, einem Abfall von MAP und CI sowie einer
Tachykardie manifestierte. Der Abfall von KOD und Eiweil3konzentration weisen auf
ein bestehendes Kapillarleck hin [42].

Andere Sepsismodelle an Groldtieren, welche mit infektiosen Agentien zur
Sepsisinduktion arbeiten, sind zwar bezlglich der Pathophysiologie klinisch
relevanter, jedoch wesentlich schlechter steuerbar, da die Tiere auf das infektibse
Agens mit einer individuellen, aul3erst variablen Reaktion antworten. Deshalb soll an
dieser Stelle hervorgehoben werden, dass es nicht das Ziel der vorliegenden
Untersuchung war eine generalisierte Infektion zu untersuchen, sondern die
Nierenfunktion der endotoxdmischen Tiere unter kontrollierten Bedingungen zu

erforschen.
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4.1.3 Reaktionen der Versuchtiere auf die Endotoxin -Infusion

Die Tiere aller Versuchgruppen zeigten unter der Endotoxininfusion das klinische Bild
einer zunehmenden Hypovolamie einhergehend mit einer hypodynamen
Kreislaufsituation. Diese ist unter anderem zurtickzufuhren auf die endotheliale
Dysfunktion und den damit einhergehenden Verlust von Wasser und Proteinen ins
Interstitium [19]. Dieser Proteinverlust &uf3erte sich in einem Abfall des KOD und der
Plasmaproteinkonzentration (siehe Abb. 3.9 wund 3.17). Die entstehende
Hypovolamie fiihrte zu einem Anstieg der Hamoglobinkonzentration, einer
Tachykardie sowie einer arteriellen Hypotonie (siehe Tab. 3.4 und Abb. 3.1-3.3).
Parallel zum Abfall des CI zeigte sich ein deutlicher Abfall des LVSWI und des SVI,
was auf eine hypodyname Kreislaufsituation, méglicherweise im Rahmen einer
septischen Kardiomyopathie, hindeutet. (siehe Tab. 3.1). Diese Befunde
charakterisieren Patienten in der unbehandelten Frihphase einer Sepsis ebenfalls
auf [61].

Durch die beschriebenen hamodynamischen Verdnderungen kann es im Folgenden
zu einem verminderten Perfusionsdruck in der Niere sowie zu einer herabgesetzten
intraglomerularen Fullung kommen. Infolge dieser Minderperfusion sinkt die
Stundendiurese (siehe Abb. 3.14) und die Retentionsparameter Plasmaharnstoff und
Plasmakreatinin steigen an (siehe Abb. 3.15 und 3.16) [20]. Zusétzlich zu diesem
Mechanismus werden jedoch noch weitere Ursachen der Nierenschadigung im
Rahmen eines septischen Geschehens diskutiert, so z.B. die apoptotischen Effekte
von TNF-a auf Nierentubuluszellen und intrarenale hAmodynamische Veranderungen
(siehe Kapitel 1.1.3.11 ,Sepsis-assoziiertes akutes Nierenversagen). Da es auch
wahrend eines ,hyperdmischen akuten Nierenversagens® (siehe Kapitel 1.1.3.11
~Sepsis-assoziiertes akutes Nierenversagen®) zu einer Verminderung des effektiven
Filtrationsdruckes kommen kann, ist die HAdmodynamik bzw. der Volumenstatus ein
wichtiger, aber keinesfalls der einzige Einfluss nehmende Faktor auf die

Nierenfunktion im Rahmen eines septischen Nierenversagens.

4.1.4 Reaktionen der Versuchstiere auf die Studienl  dsungen

Ab dem Schockzeitpunkt (BL2) erhielten die Tiere der beiden Therapiegruppen eine
Volumentherapie modifiziert nach den aktuellen Sepsis-Leitlinien [35]. Bei Bedarf

wurde Noradrenalin zur Stabilisierung des arteriellen Blutdruckes infundiert. Die Tiere
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der Kontrollgruppe erhielten keine Volumentherapie und lediglich Noradrenalin zur

Stabilisierung des Blutdruckes.

Nach Beginn der Volumentherapie kam es in beiden Therapiegruppen zu einem
Anstieg des MAP, CI und DOl sowie zu einem Abfall der Hamoglobinkonzentration
und des Hamatokrits als Ausdruck der Effektivitdit der Volumensubstitution. Die
resultierende hyperdyname Zirkulation der Versuchstiere kann ebenfalls als Hinweis
auf die Wirksamkeit der Volumentherapie gedeutet werden. Demgegentber zeigten
die Tiere der Kontrollgruppe im weiteren Versuchsverlauf eine hypodyname
Kreislaufsituation mit signifikantem Anstieg von Hb und Hkt als Ausdruck des
persistierenden Volumenmangels. Weitere Hinweise fiur die persistierende
Hypovolamie der Kontrolltiere sind der signifikant erniedrigte SVI sowie die im
Vergleich zu den Studiengruppen signifikant erniedrigte SvO..

Es gab bei den systemischen und pulmonalen hamodynamischen Messwerten keine
klinisch relevanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen Jonosteril
und Volulyte. Dies kann als Ausdruck einer gleichermal3en effektiven und adaquaten
Volumentherapie in beiden Therapiegruppen gedeutet werden. Die oben
beschriebenen Zielwerte der Volumentherapie unserer Studie wurden in beiden
Therapiegruppen erfullt.

Wesentliche laborchemische Unterschiede zwischen beiden Therapiegruppen sollen
im Folgenden erlautert werden.

Das Gesamteiweil3 aller drei Versuchsgruppen fiel im Verlauf kontinuierlich ab. Die
Tiere der Kontrollgruppe zeigten einen nahezu linearen Abfall der
Gesamteiweil3konzentration (siehe Abb. 3.9). Dies kann durch die fortschreitende
endotheliale Dysfunktion und das Kapillarleck mit dadurch einhergehendem
Proteinverlust erklart werden [19]. Innerhalb der Jonosteril®- und Volulyte®-Gruppe
hingegen kam es zu einem massiven Abfall der Gesamteiwei3konzentration ab dem
Beginn der Volumentherapie. Dies resultiert aus der Infusion grof3er Mengen
proteinfreier Flussigkeiten innerhalb eines kurzen Zeitraumes, die zu einem
ausgepragten ,Verdunnungseffekt* fihrte, welcher sich auch in anderen Variablen,
wie beispielsweise Hamatokrit und Hamoglobinkonzentration, zeigte (siehe Tab.3.4).
Auffallig ist die statistisch signifikant erniedrigte Gesamteiweil3konzentration der
Volulyte-Gruppe gegenuber der Jonosteril-Gruppe zu Beginn der Volumentherapie.
Dieses Phanomen kann als Ausdruck eines starkeren Volumeneffektes der Kolloid-
gegenuber der Kristalloid-Gruppe gedeutet werden. Ferner wird diese These durch
die Tatsache gestutzt, dass sich die Gesamteiweillkonzentrationen der
Studiengruppen im spéateren Verlauf nicht mehr signifikant voneinander
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unterschieden. Da nach dem Erreichen der Maximaldosis an Kolloid (50 ml/kg KG)

die Volumentherapie mit Jonosteril fortgesetzt wurde, ist dieser Umstand
maoglicherweise auf den geringeren Volumeneffekt der Kristalloidlosung
zurtckzufihren [45].

Innerhalb der Kontrollgruppe fiel der KOD nahezu linear tGber den Versuchsverlauf.
Der Abfall des KOD lasst sich analog zur Gesamteiweif3konzentration durch den
oben beschriebenen Effekt der endothelialen Dysfunktion mit einhergehendem
Proteinverlust erklaren [50]. Der massive, statistisch signifikante Abfall des KOD
innerhalb der Jonosteril-Gruppe (siehe Abb. 3.17) ist bedingt durch die Infusion einer
groBen Menge nicht kolloid-osmotisch wirksamer Volumenersatzlésung innerhalb
kurzer Zeit [132]. Dem gegeniiber muss betont werden, dass sich der KOD der
Volulyte®-Gruppe aus dem Gesamteiwei und den HES-Molekiilen zusammensetzt,
wahrend in der Jonosteril®-Gruppe das Eiwei die einzige kolloidale Substanz ist.
Daher blieb der KOD in der Volulyte-Gruppe konstant wahrend des Zeitraums, in
dem die nicht-eiweil3haltige, kolloid-osmotisch wirksame HES-Losung appliziert
wurde [132]. Mit Beginn der Infusion von Kristalloiden innerhalb der Volulyte®-Gruppe
(ca. 4h post BL2) war der KOD der Volulyte®-Tiere vergleichbar mit dem der
Jonosteril®-Gruppe.

Die gemessenen Serumchloridkonzentrationen zeigten ebenfalls gruppenspezifische
Unterschiede. Innerhalb der Jonosteri®-Gruppe wurden die héchsten Chlorid-
konzentrationen gemessen; so zeigte sich hier sowohl ein signifikanter Anstieg tUber
den Versuchsverlauf als auch signifikante Erhdhungen gegeniiber der Volulyte®-
Gruppe. Eine wahrscheinliche Erklarung hierfur ist die hochdosierte Infusion von
Kristalloiden, durch welche den Tieren mehr Chlorid zugefuhrt wurde als renal
ausgeschieden werden konnte. Die Tiere der Volulyte®-Gruppe zeigten zwar
ebenfalls Uber den Versuchsverlauf tendenziell erhéhte Chloridkonzentrationen,
erreichten aber zu keinem Zeitpunkt so hohe Werte wie die Jonosteril-Gruppe. Dies
lasst sich aus dem deutlich geringeren Gesamtflissigkeitsbedarf innerhalb der
Volulyte®-Gruppe erklaren, die somit deutlich weniger exogenes Chlorid erhielt. Dies
kann als Vorteil einer Therapie mit balancierten Kolloiden zu werten sein, da Lobo et
al in einer 2004 veroffentlichten Studie eine Hyperchloridamie mit einer verminderten
NaCl-Ausscheidungsfahigkeit der Nieren in Verbindung brachten [77]. Drummer et al
beschrieben an freiwilligen Probanden eine verminderte renale Durchblutung nach
Gabe von 2 Litern NaCl 0,9%. Die Wiederherstellung der Flissigkeits-Homoostase
nach akuter NaCl-Belastung dauerte in der letzteren Studie ca. 48 Stunden [40]. In

der vorliegenden Studie waren in Bezug auf die renalen Retentionsparameter
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eindeutige Unterschiede zwischen den Studiengruppen festzustellen. So zeigten die

Tiere der Kontrollgruppe im Verlauf eine Oligo-Anurie, welche als Ausdruck eines
prarenalen Nierenversagens im Rahmen der protrahierten Hypovolamie interpretiert
werden kann [115]. Die Tiere der Jonosteril®-Gruppe reagierten auf den Beginn der
Volumentherapie mit einem massiven Anstieg der Diurese. Im weiteren Versuchs-
verlauf lag die Stundendiurese uiber der Volulyte®-Gruppe. Die ausgepragte initiale
Diurese ist durch die massive Kristalloidsubstitution bei noch intakter Nierenfunktion
erklarbar [69]. Demgegentiber zeigten die Diurese-Werte der Volulyte®-Gruppe initial
keinen signifikanten Anstieg gegeniber der BL2-Messung. Dieser Umstand ist auf
eine Veranderung des effektiven Filtrationsdruckes im Glomerulum zurtickzufihren,

welcher sich wie folgt berechnet:

Peft = Pkap — Pbow — TTkap [69]

Legende: P = effektiver Filtrationsdruck, Pyap = hydrostatischer Kapillardruck, Ppow

= Druck innerhalb der Bowman-Kapsel, Trkap = onkotischer Plasmadruck

Die applizierte Volulyte®-Lésung war isoonkotisch, d.h. der in vitro KOD der Lésung
entsprach dem gesunder Individuen. Da die endotoxdmischen Tiere jedoch bereits
zu Therapiebeginn einen deutlich erniedrigten KOD aufwiesen, verhielt sich das
infundierte Kolloid relativ hyperonkotisch. Durch die Gabe eines relativ hyper-
onkotischen Kolloids steigt folglich T, innerhalb des Glomerulums an. Die
Konsequenz ist eine Abnahme des effektiven Filtrationsdruckes und somit auch des
Primarharns, woraus sich eine reduzierte Diurese erklaren lasst [60, 111, 125].
Analog zu den oben beschriebenen Effekten (KOD, Gesamteiweil3konzentration)
fuhrte die anschlieRende Kristalloid-Infusion zu einem Anstieg der Stundendiurese
innerhalb der Volulyte®-Gruppe.

Kernpunkte der vorliegenden Untersuchung waren die Nierenretentionsparameter
Plasmakreatinin und Plasmaharnstoff, bei denen signifikante Unterschiede zwischen
den Studiengruppen gemessen werden konnten. Die Plasmakreatininkonzentration
der Volulyte®-Gruppe zeigte einen signifikanten Anstieg gegeniiber den Messwerten
der Jonosteril®-Gruppe. Die Harnstoffkonzentrationen verhielten sich analog zu den
Kreatininkonzentrationen. Kreatinin reagiert als Retentionsparameter friiher als
Harnstoff, diese zeitliche Verzégerung ist in der Entwicklung signifikanter Differenzen
mehrfach vorbeschrieben [69]. Interessanterweise gab es keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Kreatinin-Clearance zwischen den Therapiegruppen.
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Dies kann als Ausdruck einer gleichwertigen Filtrationsleistung der Nieren trotz

unterschiedlicher gemessener Retentionsparameter zwischen den Therapiegruppen
gedeutet werden.

Der Einfluss verschiedener HES-L6sungen auf die Nierenfunktion ist umstritten und
wird in der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert. Schortgen et al untersuchten 129
Patienten, die randomisiert mit 6% HES 200/0,6 oder 3% Gelatinelésung behandelt
worden waren. Innerhalb der HES-Gruppe wurden hdhere Kreatinin-Werte und
vermehrt anurische Phasen beobachtet. Deshalb kamen die Autoren zu dem
Schluss, HES als unabhangigen Risikofaktor fur ein akutes Nierenversagen (ANV)
bei Patienten mit schwerer Sepsis bzw. septischem Schock zu postulieren [117].
Mahmood et al verotffentlichten 2007 eine Studie, in der Patienten perioperativ
entweder 6% HES 200/0,62, 6% HES 130/0,4 oder 4% Gelatinelésung erhielten. In
dieser Studie waren interessanterweise die Kreatininwerte der Gelatinegruppe
sigifikant  erhoht  gegentber den  HES-Losungen, ebenso die a;-
Mikroglobulin : Kreatinin-Ratio als Parameter der tubuldren Dysfunktion [80]. Boldt et
al untersuchten in einer 2003 verdffentlichten Studie 40 Patienten (Alter: > 70 Jahre),
die perioperativ 6% HES 130/0,4 oder Gelatinelésung erhielten. Letztere Studie
zeigte einen Anstieg der Nierenretentionsparameter in beiden Gruppen; ein akutes
Nierenversagen trat bei keinem der Patienten auf [12].

Die selbe Arbeitsgruppe veréffentlichte 2008 eine Studie mit 60 Patienten (Alter > 80
Jahre), die perioperativ ebenfalls 6% HES 130/0,4 oder 4% Gelatinelésung erhielten.
Die Studie zeigte eine im Vergleich zur HES-Gruppe erniedrigte Kreatinin-Clearance
sowie erhdhte Kreatinin-Werte in der Gelatine-Gruppe [13].

In mikroskopischen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass es nach
Infusion hyperonkotischer und hochmolekularer HES-L&sungen zu reversiblen
Schwellungen der Nierentubuluszellen kommen kann, die moglicherweise als
Ausdruck der Reabsorption von Makromolektilen zu sehen sind. Diese Schwellung
kann zur Obstruktion der Tubuli sowie zur Nierenmark-Ischamie fiihren, welche beide
Risikofaktoren fir Storungen der intakten Nierenfunktion und ein akutes Nieren-
versagen sind [56, 73]. Der Einfluss hyperonkotischer Substanzen auf die
glomerulare Filtration wurde bereits beschrieben. Aufgrund der aktuellen Studienlage
ist anzunehmen, dass alle hyperonkotischen Kolloide die Nierenfunktion negativ
beeinflussen [116]. Moran et al pragten bereits 1987 den Ausdruck des "hyperoncotic
acute renal failure® [11, 88].

Es existieren eine Reihe von Untersuchungen, die einen negativen Einfluss von

HES-L6sungen auf die Nierenfunktion beschreiben konnten [24, 116, 117]. Diesen
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Studien ist weitgehend gemeinsam, dass HES-L6sungen mit hohen Konzentrationen

(10%) und Molekulargewicht (=200 kDa) verwendet wurden [24, 94, 117, 140]. Des
Weiteren ist zu beachten, dass das Studiendesign einiger Untersuchungen, die einen
negativen Einfluss von HES-Losungen auf die Nierenfunktion beschrieben, von
Experten heftig kritisiert wurde. So wurde in der prospektiven Multicenter-Studie von
Schortgen et al (6% HES 200/0.62 vs. 3% modifizierte Gelatine) ein sigifikanter
Anstieg des Serum-Kreatinins innerhalb der HES-Gruppe am 6. Tag post
expositionem bestimmt. Weiterhin gab es eine hohere Rate von akutem
Nierenversagen sowie der Notwendigkeit renaler Ersatzverfahren [117]. In diesem
Fall muss allerdings erwahnt werden, dass bereits vor Einsatz der HES-Ldsungen
ein erhdhtes Serum-Kreatinin innerhalb der HES-Gruppe gegenuber der Gelatine-
Gruppe vorlag (1,43 mmol/l vs. 1,14 mmol/l) [11, 117]. Es kann also in diesem Fall
nicht ausgeschlossen werden, dass die Nierenfunktion der Patienten in der HES-
Gruppe vor Therapiebeginn nicht aquivalent zu den Patienten der Gelatine-Gruppe
war. Eine weitere grof3e Multicenter-Studie von Brunkhorst et al mit 537 untersuchten
Patienten (10% HES 200/0,5 vs. modifizierte Ringer-Laktat-Lésung) stellte ebenfalls
signifikant erhéhte Kreatininwerte sowie ein vermehrtes Auftreten von
Nierenversagen mit Ersatztherapiepflichtigkeit in der HES-Gruppe fest [24]. Es ist
jedoch anzumerken, dass im Studiendesign Ausschlusskriterien wie z.B. ein initial
erhohtes Kreatinin sowie Dosislimitierungen nicht bertcksichtigt wurden [11]. So
wurde eine besonders hohe Rate an Nierendysfunktionen bei Patienten bestimmt,
welche eine kumulative Gesamtdosis von >250 ml/kg KG erhalten hatten. Ein Patient
mit einem Gewicht von 70 kg hatte demnach eine Gesamtmenge von 17,5 Litern
HES-L6sung Uber den Studienzeitraum erhalten. Es konnte allerdings nicht belegt
werden, warum ein septischer, nicht blutender Patient 17,5 Liter Kolloid zur
hamodynamischen Stabilisierung bendétigt [11].

Diesen Studien gegenuber stehen Untersuchungen, die keine negativen Effekte von
HES-L6sungen auf die Nierenfunktion nachweisen konnten [13, 14, 64]. Im
Folgenden soll vor allem auf Studien eingegangen werden, in denen vergleichbare
HES-L6sungen wie in der vorliegenden Untersuchung eingesetzt wurden.
Jungheinrich et al untersuchten den Einfluss von 6% HES 130/0,4 auf die
Nierenfunktion an freiwilligen, nicht-septischen Probanden mit bereits bestehender
milder bis schwerer Nierendysfunktion (gemessen an der Kreatinin-Clearance) und
konnten keine weitere Verschlechterung der Nierenfunktion feststellen [64]. Zu dieser
Untersuchung ist allerdings anzumerken, dass die Anzahl der Probanden lediglich
n=19 betrug und jedem der Probanden eine Menge von 500 ml HES substituiert
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wurde, was nach den Richtlinien der SSC lediglich der Initialdosis entspricht [11, 35].

Boldt et al untersuchten in mehreren Studien ebenfalls 6% HES 130/0,4 an Patienten
mit eingeschrankter Nierenfunktion (gemessen an der Kreatinin-Clearance) sowie an
alteren Patientenkollektiven (> 80 Jahre) im Bereich der Herzchirurgie [13, 14].
Innerhalb dieser Studien konnte kein negativer Einfluss der HES-L6sungen auf die
Nierenfunktion nachgewiesen werden. Die gemessenen Nierenfunktionsparameter
waren tendenziell denen der Vergleichsgruppen (Gelatine bzw. Humanalbumin)
Uberlegen [11]. Ein méglicher Kritikpunkt bezuglich der angefuhrten Studien sind die
wiederum vergleichsweise kleinen Gruppengréf3en (n=50 bzw. n=60) [13, 14].

Die 2004 veroffentlichte SAFE-Studie untersuchte 6997 Intensivpatienten, die
entweder 4% Humanalbumin oder Kristalloide erhielten [47]. Die Studie konnte
keinen Unterschied bezlglich des Outcomes zwischen den beiden Gruppen
feststellen. Interessanterweise bendétigten die Patienten der Kristalloid-Gruppe
lediglich ca. 20 Prozent mehr kumulative Flissigkeit als die Patienten der Albumin-
Gruppe [47]. Eine mdgliche Erklarung dieses Phédnomens ist die Theorie, dass
Kolloid-Molekile im Rahmen der endothelialen Dysfunktion bei kritisch-kranken
Patienten aus dem GefalRlumen austreten und durch ihre onkotische Wirksamkeit
eine Flussigkeitsverschiebung aus dem Intravasalraum ins Interstitium bewirken [84].
Bei gesunden Individuen betragt das Verhaltnis des Volumeneffektes von
Kristalloiden zu isoonkotischen Kolloiden etwa 1:4. Bei schwerer Sepsis oder
septischem Schock betragt dieses Verhaltnis offenbar etwa 1 : 1,5 [42, 47, 112]. Des
Weiteren haben moderne HES-LOsungen lediglich eine effektive Halbwertzeit von
etwa vier Stunden, so dass nach etwa 12 Stunden der verbleibende Volumeneffekt
dem eines Kristalloids entspricht [42, 45].

Es soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass die meisten zitierten Studien den
Einfluss von HES-LOsungen auf Surrogat-Parameter der Nierenfunktion, wie
beispielsweise Harnstoff und Kreatinin, untersuchten. Kreatinin ist als Muskelprotein
jedoch auch abhéngig von der bestehenden Muskelmasse der Patienten [69].
Ebenso kdénnen Medikamente, wie beispielsweise Diuretika, den Plasmakreatinin-
Spiegel erhdéhen [109]. Weiterhin kann zur Zeit nicht eindeutig belegt werden, ob ein
Anstieg des Plasmakreatinins Ausdruck einer renalen Dysfunktion oder ein Bias der
verschiedenen extrazellularen Verteilungsvolumina von Kristalloiden und Kolloiden
ist (Ertmer, unpublished Data) [79]. Folglich waren andere Messwerte, die die
Nierenfunktionsleistung unabhangig von derartigen Storfaktoren direkt wiedergeben
konnten, deutlich spezifischer hinsichtlich eines tatsachlichen Nierenschadens.
Neuere laborchemische Marker, wie beispielsweise das Cystatin C, erfullen diese
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Bedingungen bereits besser als Kreatinin und Harnstoff [121], das ,Troponin der

Niere® ist allerdings noch nicht verfigbar. Szintigraphische Messtechniken sind zwar
maoglich und bei vielen Fragestellungen auch gut einzusetzen [3], ein routinemaliger

Einsatz bei septischen Intensivpatienten ist jedoch logistisch kaum durchzusetzen.

4.1.5 Elektronenmikroskopische Quantifizierung der Nierenschadigung

Im Klinischen Alltag werden zur Beurteilung der Nierenfunktion in der Regel die
Surrogat-Parameter Plasmakreatinin und Plasmaharnstoff herangezogen. Allerdings
gibt es bisher keine Untersuchung, die bei Intensivpatienten einen Zusammenhang
zwischen einem Anstieg des Kreatinins und einer entsprechenden morphologischen
renalen Zellschadigung herstellen konnte.

Die vorliegende Studie untersuchte zuséatzlich zu den genannten laborchemischen
Parametern strukturelle zellulare und subzellulare Schaden der Nierentubuli durch
Einsatz der Transmissions-Elektronenmikroskopie. Die beobachteten Schadigungen
wurden anhand des in Kapitel 2.10 beschriebenen EMTI-Scores bewertet und
verglichen.

Die Tiere der Jonosteril® und Kontroll-Gruppe wiesen einen erhthten EMTI-Score
gegeniiber den Tieren der Volulyte®-Gruppe auf.

Eine Infusion von Kristalloiden fuhrt im Vergleich zu Kolloiden zu einem vermehrten
extra- und intrazellularen Odem [35, 39, 54]. Ein intrazellulares Odem der
Nierentubuluszellen kénnte wiederum eine Verstarkung der auf die apikale Mukosa
einwirkenden Scherkrafte bewirken, was den vermehrt geschadigten Microvilli-
Birstensaum der Jonosteril®-Tiere erklaren kénnte. Weiterhin ist es méglich, dass
das Anschwellen der Nierentubuluszellen auf Grund des Odems den
Tubulusdurchmesser verringert. Dies wiederum wirde den Flusswiderstand im
Tubuluslumen erhdéhen und koénnte zumindest teilweise eine Erklarung fir die
vermehrte tubulare Obstruktion innerhalb der Jonosteril®-Gruppe sein. Da diese
Schéadigung allerdings auch vermehrt bei Tieren der Kontroll-Gruppe beobachtet
wurde (siehe Abb. 3.25), scheinen noch andere pathophysiologische Mechanismen
eine Rolle zu spielen.

Bei den Tieren aller Studiengruppen wurde eine vakuolare Alteration der
Nierentubuluszellen festgestellt, die innerhalb der Volulyte®-Gruppe am
ausgepragtesten war. Ahnliche Ergebnisse beschrieben auch Huter et al in einer

Studie an isoliert perfundierten Schweinenieren [55].
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Auch wenn der vollstandige Pathomechanismus der Entstehung von tubuldren

Vakuolen nach Flussigkeitssubstitution noch nicht umfassend geklart ist, so ist
jedoch die tubulare Reabsorption von onkotisch aktiven Bestandteilen (z.B.
korpereigene Proteine, synthetische Kolloide) aus dem glomeruléaren Ultrafiltrat ein
wesentlicher Bestandteil [38, 73]. Da septische Patienten mit endothelialer
Dysfunktion haufig auch eine erhdhte glomerulare Permeabilitdt aufweisen, werden
gro3ere kolloidale Molekle filtriert und anschlie3end tubuléar reabsorbiert, was die
verstarkt ausgepragte vakuolare Alteration der Nierentubuluzellen im Vergleich zu
Gesunden erklart. Der Auspragungsgrad der vakuolaren Degeneration ist folglich
abhangig von der vaskularen Permeabilititt sowie der GroRe und Plasma-
konzentration der endogenen und exogenen Kolloidmolekile [44].

Bisher konnte keine Studie einen kausalen Zusammenhang zwischen vakuolarer
Degeneration von Tubuluszellen und Nierendysfunktion beweisen. Mdoglicherweise
ist die Ausbildung von Vakuolen auch ein physiologischer Vorgang, der aus der
Kombination von vaskularer Permeabilitatssteigerung, KOD und tubuléren
Reabsorptionskapazitaten resultiert. Diese These wird gestutzt durch eine
Untersuchung von Deman et al, in der nierentransplantierte Patienten mit
verschiedenen HES-L6sungen behandelt wurden. Innerhalb dieses Patienten-
kollektivs hatte das Auftreten von tubuldren Vakuolen keinen Einfluss auf die
Funktion der transplantierten Organe [36].

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die elektronenmikroskopische
Untersuchung der Nierenproben eine signifikant geringere ultrastrukturelle
Nierenschadigung innerhalb der Volulyte®-Gruppe gegeniiber der Kristalloid- und
Kontrollgruppe nachweisen konnte. Das vermehrte Auftreten von Vakuolen innerhalb
der Volulyte®Gruppe ist méglicherweise der morphologische Ausdruck einer
vemehrten tubuldren Resorption und kann auf Grund der aktuellen Studienlage nicht

mit einer schlechteren Nierenfunktion in Zusammenhang gebracht werden.
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4.2 Limitierungen der vorliegenden Untersuchung

Die vorliegende Studie wurde an einem international anerkannten Modell des
endotoxamischen Schocks durchgefihrt. Dennoch ist die Aussagekraft der
Untersuchung in einigen Punkten, die im Folgenden diskutiert werden,

eingeschrankt.

4.2.1 Verwendung eines Tiermodells fUr die vorliege  nde Studie

Die Anwendung von Tiermodellen ist in der medizinischen Forschung verbreitet und
notwendig. In diesem Zusammenhang begegnet man jedoch immer wieder dem
Problem der eingeschrankten Ubertragbarkeit tierexperimentell gewonnener
Informationen auf die klinische Praxis. So unterscheiden sich haufig tierexperimentell
erhobene Daten von den Ergebnissen klinischer Outcome-Studien. Bisweilen wird im
Gegensatz zu vielversprechenden préaklinischen Daten in den klinischen Studien kein
oder sogar ein gegenteiliger Effekt festgestellt. Eine vielfach diskutierte und mdgliche
Ursache dafir ist die Tatsache, dass fiur tierexperimentelle Studien oftmals junge,
gesunde Versuchstiere ohne Begleiterkrankungen eingesetzt werden. Ein Grof3tell
des Patientenkollektivs mit septischen Erkrankungen ist jedoch immunsupprimiert
und/oder multimorbide [22]. So ist der septische Krankheitsverlauf bei vorerkrankten
Patienten oft schwerwiegender und schlechter vorhersehbar als bei jungen,
gesunden Versuchstieren.

Weiterhin kann die Auswahl des zu untersuchenden Kollektivs in tierexperimentellen
Arbeiten sehr viel genauer vorgenommen werden (z.B. Rasse, Gewicht, Alter etc.)
als in klinischen Studien, in denen in der Regel lediglich klinische Ein- und
Ausschlusskriterien zur Anwendung kommen. Abgesehen davon ist die Erfillung
eines Studienprotokolls unter Laborbedingungen einfacher umzusetzen als im
komplexen Klinikalltag, insbesondere auf Intensivtherapiestationen.

Nicht zuletzt aufgrund dieser Tatsachen sollen aus dieser Studie nur mit Vorsicht
Ruckschlisse auf die klinische Praxis gezogen werden. Vielmehr sollte sie ein Anreiz
fur die weitere klinische Erforschung dieses wichtigen Themengebietes auf der

Grundlage dieser tierexperimentellen Daten sein.
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4.2.2 Aussagekraft hAmodynamischer Parameter der vo  rliegenden Studie

Einige der in der vorliegenden Untersuchung verwendeten ha&modynamischen
Parameter sollen im Folgenden hinsichtlich ihrer Aussagekraft diskutiert werden.
Beispielsweise wurde der CVP als Parameter der rechtsventrikularen Vorlast
eingesetzt. Dies basiert auf der Vorstellung, dass der in der oberen Hohlvene vor
dem Herzen gemessene Druck dem enddiastolischen rechtsventrikularen Druck
entspricht [69]. Eine Erniedrigung der Vorlast wiirde demnach mit einer verminderten
rechtsventrikularen Fullung und Auswurfleistung einhergehen. Dass jedoch der
gemessene CVP de facto nicht zwingend mit dem tatséchlichen Volumenstatus
korreliert, wurde bereits in den Siebziger Jahren untersucht und publiziert [68].

1972 verdffentlichte Brisman eine Studie, in der bei 20 Uberwiegend postoperativen
Patienten der gemessene CVP keinen oder fehlerhafte Rickschlisse auf den
Volumenstatus zuliel3 [18]. So ist eine verlassliche Korrelation zwischen CVP und
Volumenstatus nur gegeben, wenn die dbrigen Einfluss nehmenden Parameter (z.B.
rechtsventrikulare Funktion) stabil sind [27]. In unserer Studie zeigte der CVP in der
Initialphase eine Normalverteilung mit niedrigen Standardabweichungen. Des
Weiteren verwendeten wir junge, gesunde Tiere. Auf Grund dieser Tatsache ist in
unserem Fall von einer Korrelation des gemessenen CVP mit dem Volumenstatus
auszugehen.

Der CVP wird als Zielparameter der Volumentherapie in den aktuellen Surviving
Sepsis Campaign Guidelines empfohlen und fand deshalb in unserer Studie
Anwendung. Andere mogliche Messmethoden schieden auf Grund des
Studiendesigns aus. So ist die Bestimmung der Schlagvolumenvariation (SVV) als
dynamischer Parameter des Volumenstatus nur bei kontrolliert beatmeten Patienten
sinnvoll [25]. Da in unserer Studie wache, spontan atmende Tiere untersucht wurden,
konnte die SVV als Parameter folglich nicht herangezogen werden. Eine in der
Intensivmedizin haufig eingesetzte Methode zur Uberpriifung eines mdoglichen
Volumenmangels ist das so genannte "passive-leg-lifting“: die Beine des Patienten
werden unter Beobachtung des HZV und/oder SV angehoben. Diese Mal3hahme ist

aus anatomischen und praktikablen Griinden bei wachen Schafen nicht umzusetzen.
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5 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Untersuchung konnte in einem etablierten und klinisch relevanten
Groldtiermodell zeigen, dass die Volumentherapie mit balancierter 6% HES 130/0,4-
Losung gegenuber einer Therapie mit balancierter Kristalloidlosung trotz eines
Anstiegs der Nierenretentionsparameter Plasmakreatinin und Plasmaharnstoff zu
keiner negativen Beeinflussung der Kreatinin-Clearance fuhrte. Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen der Nierentubuli zeigten dariber hinaus eine
geringere ultrastrukturelle Nierenschadigung der Volulyte®- gegeniiber der
Jonosteril®-Gruppe, so dass der gemessene Anstieg der Retentionsparameter nicht
mit einer Nierenschadigung gleichgesetzt werden kann. Es ist anzunehmen, dass die
Unterschiede in den renalen Retentionsparametern in erster Linie auf Unterschiede
in der extrazelluldaren Flussigkeitsakkumulation zurickzufiihren und weitgehend
unabhangig von Nierenfunktion und —schadigung sind. Die vorliegende Studie lieferte
somit keinen Hinweis auf negative renale Effekte der verwendeten HES-LO6sung.

Zur weiteren Untersuchung dieser klinisch wichtigen Thematik und fir kunftige,
valide Therapieempfehlungen von Volumenersatzmitteln im septischen Schock sind

weitere klinische Studien notwendig.
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Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen

Gegen Empfangsbekenntnis

Herrn Dr. med. Sebastian Rehberg
Klinik und Poliklinik fur Anasthesiologie
und operative Intensivmedizin
Universitatsklinikum Muanster
Albert-Schweitzer-Str. 33

48149 Munster

Tierschutz

Durchfithrung von Tierversuchen; Genehmigung gem. § 8 Tierschutzgesetz
Ihr Antrag vom 19.03.2007

Sehr geehrter Herr Dr. Rehberg,

auf Grund des § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Bekanntmachung der
Neufassung des Tierschutzgesetzes vom 18.05.2006 (BGBI. | S. 1206) erteile
ich Ihnen unter dem Vorbehalt des jederzeitigen Widerrufs die Genehmigung
zur Durchfiihrung des nachstehenden Tierversuches

L Auswirkungen verschiedener kolloidaler Volumenersatzlésungen auf
das Siure-Basen-Elektrolyt-Gleichgewicht, die kardiopulmonale
Hamodynamik, die Organfunktion und die Mortalitdit im
endotoxdmischen Schaf”.

lhrem Genehmigungsantrag entsprechend obliegt die Verantwortung far die
Durchfithrung des Tierversuchsvorhabens folgenden Personen:

Verantwortlicher Leiter:
Stellvertretender Leiter:

Herr PD Dr. med. Martin Westphal
Herr Dr. med. Christian Ertmer

Diese Genehmigung ist fir die Dauer von 18 Monaten ab dem 16.05.2007
befristet bis zum

30.11.2008.

Die Genehmigung wird unter den folgenden Bedingungen erteilt und mit
folgenden Auflagen verbunden:

Auskuntft erteilt:

Herr Salert

Direktwah! 02361/305-709
Fax 02361/305-786

poststelle@lanuv.nrw.de

Aktenzeichen

9.93.2.10.36.07.067
bei Antwort bitte angeben

Ihre Nachricht vom:

Ihr Aktenzeichen:

Datum: 16.05.2007

Hauptsitz:

Leibnizstralie 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-786
poststelle@lanuv.nrw.de

www.lanuv.nrw.de

Dienstgebaude:

Hauptsitz Recklinghausen

Offentliche Verkehrsmittel:

Ab Hbf Recklinghausen mit Bus
236 bis Haltestelle
"Siemensstrafte” oder mit Bus
SB20 bis Haltestelle
"Blitzkuhlenstrae" und 15 Min.

Fultweg

Bankverbindung:
Landeskasse Dusseldorf
Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12



1
Fur die Durchfilhrung des Tierversuchsvorhabens darf folgende Tierart in
folgender Anzahl verwendet werden:

52 Schafe

2.
Die Haltung der Versuchstiere erfolgt in der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster.

Es ist ein Tierbestandsbuch zu fiihren. Sie haben Uber die Herkunft und den
Verbleib der Tiere Aufzeichnungen zu machen und diese drei Jahre lang
aufzubewahren.

3.

An der Durchfuhrung des Tierversuchsvorhabens darf neben dem Leiter und
dem Stellvertreter des Versuchsvorhabens folgende Person beteiligt werden:
Herr Dr. med. Sebastian Rehberg

Die bezeichnete Person darf ausschlieBlich die im Genehmigungsantrag
aufgefuhrten Eingriffe oder Behandlungen im Rahmen der zulassigen
Verantwortlichkeitsstufe durchfithren.

4.

a) Fur die Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes sowie der
hier erteilten Auflagen ist der/die in dieser Genehmigung bezeichnete
Leiter/in des Tierversuchsvorhabens oder der/die in dieser
Genehmigung bezeichnete Vertreter/in verantwortlich (§ 9 Abs. 3
TierSchG).

b) Jeder beabsichtigte = Wechsel der Versuchsleiter- oder
Stellvertreterpostition ist dem Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW unverziglich anzuzeigen (§ 8 Abs. 4 Satz 2
TierSchG).

5.

a) Diese Genehmigung gilt nur fur die Art, Durchfihrung und Dauer der
Eingriffe oder Behandlungen im Umfang des von Ihnen schriftlich
beantragten Tierversuchsvorhabens.

b) Anderungen genehmigter Versuchsvorhaben sind dem Landesamt fiir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW anzuzeigen (§ 8a Abs. 7
Satz 2 TierSchG).
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a) Der Widerruf dieser Genehmigung kann erfolgen, wenn gegen eine der
Bedingungen oder eine der Auflagen dieser Genehmigung verstofien
wird.

b) Die Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens wird gemal § 8a Abs. 5
TierSchG untersagt, wenn Tierversuche entgegen tierschutzrechtlicher
Bestimmungen durchgefilhrt werden oder wenn die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel
nicht innerhalb einer gesetzten Frist abgeholfen wird.

7

Natirliche  und  juristische  Personen und nicht  rechtsfahige
Personenvereinigungen haben der zustandigen Behorde auf Verlangen die
Auskinfte zu erteilen, die zur Durchfihrung der der Behoérde durch das
Tierschutzgesetz Ubertragenen Aufgaben erforderlich sind, § 16 Abs. 2
TierSchG. Der Inhaber dieser Genehmigung ist auskunftspflichtig nach § 16
Abs. 3 Satz 2 TierSchG und hat die mit der Uberwachung beauftragten
Personen zu unterstitzen.

8.
Die Kennzeichnungen der Kéafige oder Einrichtungen, in denen Versuchstiere
gehalten werden, sind mit dem zustandigen beamteten Tierarzt abzustimmen.

9.

Ist ein Transport der Versuchstiere zwischen Operations- und
Tierhaltungsraum unvermeidbar, so ist dafur Sorge zu tragen, dass mit Hilfe
geeigneter Behaltnisse dieser Transport so durchgefiihrt wird, dass negative
Beeinflussungen durch &uRere Einflusse (z. B. Witterung, Larm etc.)
ausgeschlossen sind. Es ist insbesondere darauf zu achten, dass die Tiere
keinen Temperaturschwankungen ausgesetzt sind. :

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann nunmehr innerhalb eines Monats nach
Bekanntgabe Widerspruch erhoben werden. Der Widerspruch ist schriftlich bei
mir, dem Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW,
LeibnizstraRe 10, 45659 Recklinghausen, einzulegen oder dort zur
Niederschrift zu erklaren. Falls die Frist durch das Verschulden eines von
Ihnen Bevollmé&chtigten versdumt werden sollte, wiirde dessen Verschulden
Ihnen zugerechnet werden.
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Hinweise:

1.

Diese Genehmigung ist zeitlich bis zum dem o. g. Termin befristet.
Hierzu werden folgende Hinweise gegeben:

a) Vor Ablauf der Genehmigungsfrist ist ggf. der Abschluss des
Tierversuchsvorhabens mitzuteilen.

b) Sollte das Tierversuchsvorhaben innerhalb des zeitlichen
Genehmigungsrahmens noch nicht abgeschlossen sein, ist rechtzeitig
vor Ende der Genehmigungsfrist — Uber den zustandigen
Tierschutzbeauftragten - ein Antrag auf Verlangerung des
Tierversuchsvorhabens zu stellen.

c) Sollte die Absicht bestehen, nach Abschluss dieses Versuches einen
gleichen oder @hnlichen Versuch durchzufihren, weise ich schon jetzt
darauf hin, dass mit den erneuten Antragsunterlagen gleichzeitig ein
zusammenfassender Ergebnisbericht Uber das jetzt genehmigte
Versuchsvorhaben vorzulegen ist.

2!

Auf die Einhaltung der allgemeinen Vorschriften des Tierschutzgesetzes in
Bezug auf die Haltung, Betreuung, Ernahrung und Pflege der Versuchstiere (§
2 TierSchG) sowie der Vorschriften fur die Durchfihrung von
Tierversuchsvorhaben (§§ 9 und 9a TierSchG) i. V. m. den Straf- und
BuRgeldvorschriften der §§ 17 bis 20 TierSchG wird hingewiesen.

3.

Evil. erforderliche Ausnahmegenehmigungen nach dem Tierschutzgesetz (§ 9
Abs. 1 und Abs. 2 Nr. 7) oder anderen gesetzlichen Bestimmungen bleiben
von dieser Genehmigung unberuhrt.

4.

Wer Tierversuche nach § 7 Abs. 1 TierSchG an Wirbeltieren durchfuhrt, ist
nach der Verordnung Uber die Meldung zu Versuchszwecken oder zu
bestimmten anderen Zwecken verwendeter Wirbeltiere vom 4. November
1999 (BGBI. | S. 2156) - Versuchstiermeldeverordnung — verpflichtet, der
zustandigen Behorde fiir jedes Kalenderjahr bis zum 31. Mérz des folgenden
Jahres Meldungen nach dem Muster  der Anlage zur
Versuchstiermeldeverordnung zu erstatten. Zusténdige Behorde nach § 1 der
Verordnung Uber Zustandigkeiten auf dem Gebiet des Tierschutzrechts (GV.
NW. S. 508) ist hier die Kreisordnungsbehdérde.
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Dieser Bescheid ist nicht geblhrenpfiichtig. Seite 5/ 16.05.2007

Bitte geben Sie bei Anderungsanzeigen, Ruckfragen oder sonstigen
Erganzungen stets das Aktenzeichen: 9.93.2.10.36.07.067 an.

Es wird empfohlen, allen an der Tierversuchsdurchfihrung beteiligten
Personen diese Genehmigung zur Kenntnis zu geben.

Mit freundlichen Grlken
Im Auftrag

?)\- H'\@O\n oS

(Dr. Hieronymus)
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