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Zusammenfassung
Hamodynamische Effekte von Noradrenalin und Norfenefrin unter NO-Synthase-
Inhibition im endotoxamischen Schaf
Stefan Lauer

Die Sepsis ist die haufigste Todesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstatio-
nen und geht haufig mit einer hyperdynamen, hypotonen Kreislaufsituation einher.
Pathophysiologisch scheint die Gbermalfige Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)
in der Sepsis fur die Ausbildung einer ausgepragten Vasodilatation von wesentli-
cher Bedeutung zu sein. Zur kardiovaskularen Therapie wurden NO-Synthase-
Inhibitoren (NOSI) eingesetzt, die einen positiven Einfluss auf das Blutdruckverhal-
ten zeigen, jedoch auch im pulmonalen Kreislauf eine unerwunschte Blutdrucker-
héhung bewirken. Die Wechselwirkungen von NOSI mit Katecholaminen, die im
Rahmen eines septischen Kreislaufversagen haufig eingesetzt werden, sind bisher
nicht naher untersucht worden.

Um die Wirkungen und Wechselwirkungen zwischen den Uberwiegend o-
agonistisch wirkenden Katecholaminen Noradrenalin und Norfenefrin in Kombinati-
on mit dem unselektiven NOSI L-NAME zu untersuchen, wurden nach Genehmi-
gung durch die Bezirksregierung Minster am 24.10.1996 (Aktenzeichen
23.0835.1.0/58/96) 26 Schafe (vier Gruppen) mit Pulmonalarterienkathetern und
arteriellen Kathetern instrumentiert. Den wachen, spontan atmenden Versuchstie-
ren wurden in zwei verschiedenen Dosierungen entweder Noradrenalin oder Nor-
fenefrin intravends appliziert. Hdmodynamische Parameter wurden erhoben und
die Messreihe unter Gabe von L-NAME (25 mg/kg + 5 mg/kg/h) wiederholt. Im
Anschluf wurde den Versuchstieren Salmonella typhosa Endotoxin (10 ng/kg/min)
uber 24 h infundiert und die Messungen im septischen Schaf erneut durchgefihrt.
In zwei weiteren Versuchsreihen wurde in gesunden Tieren der Einfluss des o-
Antagonisten Yohimbin auf die hamodynamischen Effekte von Noradrenalin und L-
NAME bzw. der Einfluss des zentralen o,.Agonisten Clonidin auf die hamodynami-
schen Effekte von L-NAME untersucht.

Die Endotoxinamie induzierte nach 24h eine hyperdyname Zirkulation, die durch
Gabe von L-NAME aufgehoben wurde. Sowohl in gesunden als auch in septischen
Tieren war der Anstieg von Blutdruck (MAD) und systemvaskularem Gefalwider-
stand (SVRI) unter L-NAME und Noradrenalin-Gabe sehr viel starker ausgepragt
als unter Norfenefrin-Applikation. Die Gabe von Yohimbin schwachte die Wirkung
von Noradrenalin unter NOSI stark ab. Clonidin bewirkte unter NOSI einen parado-
xen Anstieg von MAD und SVRI. L-NAME scheint einen o,-vermittelten, potenzie-
renden Effekt auf die vasopressorische Aktivitat von Noradrenalin, nicht aber auf
Norfenefrin zu besitzen.

Tag der mundlichen Prufung:
16.06.2005
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Grundlagen 1

1 Grundlagen

1.1 Sepsis

1.1.1 Definition und Terminologie

Die Sepsis ist aus historischer Sicht betrachtet ein schon lange bekanntes
Krankheitsbild, das bereits im Jahre 400 v. Chr. von Hippokrates beschrieben
wurde. Ruckblickend auf die Geschichte der Sepsis wird deutlich, dass trotz der
bemerkenswerten Fortschritte in den Erkenntnissen Uber die Pathophysiologie
eine einheitliche Definition dieses Krankheitsbildes fehlt und folglich tber Ter-
minologie und Atiologie wissenschaftlich heftig diskutiert wird.

Hippokrates beschrieb eine oft letal endende Erkrankung, die 7 bis 14 Tage
nach Verwundung mit Fieber beginnt, ,das verursacht wird durch eine Materie,
die fault”. Seine Hypothese, dass die Ursache der Sepsis ein Faulnis der Ge-
webe und die damit verbundene Freisetzung von Giftstoffen sei, hielt sich als
Erklarung fur die Pathophysiologie bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts.

1751 postulierte der hollandische Pathologe Boerhaave, dass eine schadliche
Substanz aus der Luft in die Wunde eindringen und somit die Ursache dieser
systemischen Erkrankung sein koénnte. Im Jahre 1847 beschrieb der Gynakolo-
ge Semmelweil} eine Senkung der mutterlichen Sterblichkeit nach der Geburt
durch die Einfuhrung der Handedesinfektion mit Chlorwasser. Dieses geschah
jedoch noch unter der Vorstellung, dadurch die Ubertragung eines putriden Gif-
tes zu verhindern (98).

Entscheidende Neuerkenntnisse fur die Wissenschaft brachte der Nachweis
von Bakterien durch Pasteur und Koch um 1860. Schottmuller zog daraus den
Schluss, dass die Prasenz von lebenden Bakterien grundlegende Bedeutung
fur die Pathophysiologie habe und definierte: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn
sich innerhalb eines Korpers ein Herd gebildet hat, von dem aus konstant oder

periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar derart,
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dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen
ausgelost werden.“(152).

Schwartzmann erkannte daraufhin weitergehend, dass neben den lebenden
Bakterien auch deren Toxine, die sogenannten Endotoxine, flr die Pathophy-
siologie eine entscheidende Rolle spielen (154). Eine aktuellere Definition der
Sepsis von Siegel 1987 erweiterte die Ursachen der Sepsis auch auf andere
Mikroorganismen bzw. deren Bestandteile und Toxine (83).

In den letzten Jahren hat der Begriff Sepsis bzw. dessen Definition erhebliche
Anderungen erfahren. Die klassische Definition Schottmlillers, dass ein prima-
rer Sepsisherd und dessen hamatogene Streuung fir die Diagnose der Sepsis
obligat seien, ist einer Definition gewichen, die das inflammatorische Gesche-
hen in den Vordergrund rickt.

Noch 1989 wurde von Bone und Mitarbeitern auf der Grundlage zweier Multi-
centerstudien der Begriff des ,Sepsis Syndrome* eingeflihrt (23, 24). Grundlage
fur dieses Krankheitsbild blieb jedoch die infektiose Ursache “Suspicion of infec-
tion plus the systemic response to it ... ought to form the basis of any clinical
definition of sepsis” (21, 24). Aufgrund von wissenschaftlichen Beobachtungen,
in denen es in einigen Fallen des Sepsis-Syndroms nicht mdglich war, einen In-
fektionsherd bzw. eine Infektion als Ursache zu ermitteln, wurde auf der Kon-
sensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der Society of
Critical Care Medicine (1) der Begriff ,SIRS* (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) erarbeitet. Demnach legte man der Definition weniger die infektidse
Ursache, d.h. Mikroorganismen und deren Toxine, zugrunde, sondern vielmehr
eine endogene Mediatorkaskade. Somit schliel3t die Definition sowohl Patienten
ein, in denen ein Infektionsherd eine Sepsis und somit ein ,SIRS* hervorruft,
aber auch alle anderen Ursachen eines sepsis-ahnlichen Krankeitsbildes wie
Traumata, Pankreatitiden, Verbrennungen, etc..

Zusatzlich wurden die Begriffe ,schwere Sepsis® und ,septischer Schock® zur

Differenzierung der verschiedenen Krankheitsstadien eingefuhrt.
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Abbildung I: SIRS und Sepsis — ein hach Roger Bone et al., 1992 modifiziertes Kon-
zept. Die ,Sepsis” ist demzufolge eine systemisch-inflammatorische Immunantwort auf

einen infektiosen Ausloser.

In einer erneuten Konsensuskonferenz im Jahre 2001 wurden eine Reihe zu-
satzlicher Kriterien zur Diagnose des SIRS und der Sepsis erarbeitet (100). Die
Definitionen von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und Septischem Schock mit
dem Multiorgan Dysfunction Syndrom aus dem Jahre 1992 wurden vorerst bei-
behalten und um zusatzliche klinische Symptome und Laborparameter erwei-
tert, die regelmafig in Patienten mit einem SIRS oder ahnlichen Ereignissen
beobachtet wurden.

Das PIRO-System, ahnlich dem Staging-System fir Tumoren, wurde entwickelt,
um eine genauere Klassifizierung des klinischen Stadiums des Patienten ge-
koppelt mit zusatzlichen Laborparametern zu ermdglichen. PIRO ist hierbei eine
Abkulrzung der englischen Termini Predisposition Insult infection the Response

of the host system and Organ dysfunction. In das Stagin—System werden somit
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pradisponierende Faktoren (z.B. genetische Faktoren), Infektionsereignisse (In-
fektionstyp-/quelle etc.), die Wirtsantwort des Patienten (SIRS, septischer
Schock, etc. und spezifische Marker wie IL-6, Protein C, TNF, etc.) und Organ-
dysfunktionen eingebracht. Neben den klinischen Klassifizierungen soll das PI-
RO-System auch eine bessere Definition von Eingangskriterien in klinischen

Studien fur die Sepsis-Therapie ermoglichen.

Infektion/ SIRS Sepsis Schwere Septischer
Trauma Sepsis Schock
Klinische Reaktion auf einen |

nicht-spezifischen Reiz mit Sepsis mit mehr als
> 2 der folgenden Symptome einem Organversagen:

*Temperatur > 38°C oder < SIRS mit Diagnose kardiovaskular
36°C einer Infektion (refraktare arterielle
*Herzfrequenz > 90/min Uber Hypotension)
*Atemfrequenz > 20/min mikrobiologischen *Renal
sLeukozyten > 12,000/mm3 Nachweis oder *Respiratorisch
oder durch klinische *Hepatisch
<4,000/mm3 oder 210% Kriterien *Koagulopathie
unreife neutrophile *ZNS
Granulozyten *Metabolische Azidose

Abbildung II: Kriterien zur Diagnose der Sepsis / des septischen Schocks. Modifiziertes

Konzept in Anlehnung an die Konsensuskonferenzen 1992 /2001 (1, 2)

1.1.2 Epidemiologie und naturlicher Verlauf

Die Sepsis stellt in der heutigen Intensivmedizin ein haufiges und schwerwie-
gendes Problem dar. So ist sie die haufigste Todesursache auf nicht kardiologi-
schen Intensivstationen (131). Die Fallzahlen fir eine Sepsis liegen in den USA
zur Zeit bei circa 700.000 Patienten pro Jahr und ungefahr 210.000 Patienten
versterben jahrlich an den Folgen einer Sepsis. Die Letalitatsrate hat sich in den
letzten Jahren nicht wesentlich geandert und liegt zwischen 35% und 70%
(194).
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Laut neuester Studien steigt die Inzidenz zwischen 1,5% und 8% jahrlich trotz
technischer Weiterentwicklung in der Intensivmedizin und fortgeschrittener sup-
portiver Therapie (6, 112).

Die Ursachen fur das weitere Ansteigen der Inzidenz ist weitestgehend nicht
geklart. Wichtig scheint hierbei aber ein Anstieg der Pravalenz flr Erkrankun-
gen zu sein, die mit einer Kompromittierung des Immunstatus einhergehen, wie
z.B. AIDS, zytotoxische und immunsupressive Pharmaka, Mangelernahrung,
Alkohol, Tumorerkrankungen, Diabetes und ein Anstieg von Organtransplanta-
tionen sowie eine Zunahme von alteren und kranken Patienten in der Bevolke-
rung und des Weiteren eine Zunahme von resistenten Mikroorganismen (156).
Interessanterweise scheint sich das mikrobiologische Erregerspektrum in den
letzten Jahrzehnten verandert zu haben. Waren es in den spaten 70er Jahren
und den 80er Jahren vorwiegend gram-negative Erreger, so sind es heute vor-
wiegend gram-positive Bakterien, die eine Sepsis verursachen. In circa 14% der
Falle liegt eine Mischinfektion vor. In der gleichen Zeit nahm die Zahl der septi-
schen Patienten mit Pilzen als Erreger um 200% zu (112). Die Pilzinfektionen,
v.a. die Candidaspezies verursachen etwa 5 % der Sepsisfalle (17, 181).
Bedeutend fur den Verlauf und die Therapie der Sepsis sind der Infektionsort
und die Anzahl der Organe mit Funktionsversagen. Am haufigsten ist die Lunge
Infektionsherd, gefolgt vom Abdomen und dem Gastrointestinaltrakt. In 20- 30%
der Falle bleibt allerdings der primare Infektionsherd unbekannt (15, 181).

Die 28-Tage-Mortalitat liegt bei der Sepsis zwischen 16% und 34% (10, 149)
und steigt bei schwerer Sepsis auf 48% - 60% an(29, 95). Bei Patienten mit ei-

ner Sepsis entwickelt sich Bone zufolge in 40% ein septischer Schock (23).

1.1.3 Pathophysiologie der Sepsis

1.1.3.1 Phasen der Sepsis

Der menschliche Organismus besitzt die Fahigkeit, sich durch verschiedene
Schutzmechanismen gegen pathogene Organismen zu verteidigen. Neben der

auleren Barriere zum Schutz vor Gewebsschadigung und Invasion sind hier die
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unspezifische Immunabwehr gegen pathogene Keime und die antigenspezifi-
sche Immunantwort auf pathogene Keime zu nennen.

Bei Versagen dieser Mechanismen kommt es zum Eindringen von pathogenen
Bakterien oder anderen Keimen aus einem Sepsisherd oder einer Infektions-
quelle in die Blutstrombahn mit einer moglichen hamatogenen Aussaat in Orga-
ne und Gewebe. Ausmal} und Folgen dieser Invasion hangen hierbei von Zahl,
Pathogenitat und Virulenz des Erregers sowie der Funktion der kdrpereigenen
Abwehrmechanismen und der Reaktion des Wirtsorganismus ab.

Die Entzindung ist hierbei die initiale, ortlich begrenzte unspezifische Immun-
antwort auf Gewebsschadigung, Mikroorganismen und chemische Fremdstoffe.
Sie geht einher mit einer streng kontrollierten zellularen und humoralen Immun-
antwort. lhre vorrangigen Reaktionen sind Vasodilatation, erh6hte mikrovasku-
lare Permeabilitat, Zelladhasion-/aktivierung und Koagulation.

Aulier Kontrolle geraten, kann dieses Immunsystem mit stark erhéhter Zellakti-
vierung und unkontrollierter Freisetzung von Mediatorsubstanzen zu einer uber-
steigerten systemischen Immunreaktion fuhren. Das klinische Bild wird per
definitionem nach der Konsensus Konferenz von 1992/2001 als ,SIRS* be-
zeichnet.

Das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) steht in der FrUhphase
der Sepsis im Vordergrund. Sein Merkmal ist eine Uberaktivierung des nicht-
spezifischen Immunsystems. Die Folge ist haufig ein Multiorganversagen, die
kardiovaskulare Dysfunktion nimmt eine entscheidende Rolle bei der sogenann-
ten Fruhletalitat septischer Patienten ein.

Nach neueren Erkenntnissen geht man davon aus, dass neben dem pro-
inflammatorischen Prozess ,SIRS* eine antiinflammatorische Antwort des Or-
ganismus existiert, in dessen Verlauf die proinflammatorischen Mediatoren ihre
eigene Synthese inhibieren und die Synthese von Antagonisten stimmulieren
mit dem Resultat einer erhdhten Infektanfalligkeit und Anergie des Organismus.
Der Patient ist in dieser Phase besonders anfallig fur Sekundarinfektionen, die
zur sogenannten Spatletalitat beitragen kénnen (27).

Bone bezeichnet diese Phase des septischen Verlaufes als ,Compensatory An-

ti-Inflammatory Response Syndrome® (,CARS®) (22). Eine Mischform aus
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,2SIRS“ und ,CARS" nennt Bone das ,Mixed Antagagonistic Response Syndro-
me“ (,MARS"), das Spektrum ihrer negativen Auswirkungen als ,CHAOS" (Car-
diovascular shock, Homeostasis, Apoptosis, Organ dysfunction und

Immunesuppression) (22).

1.1.3.2 Dysregulation der Immunantwort

In der Sepsis wird das Immunsystem durch bakterielle Bestandteile und Toxine
aktiviert. Die Immunantwort wird hierbei vorwiegend durch neutrophile Granulo-
zyten sowie Monozyten und Makrophagen vermittelt. Diese Zellen synthetisie-
ren proinflammatorische Mediatoren (TNF-o und IL-1), macrophage migration
inhibiting factor (MIF) und high mobidity group-1 (HMG-1) sowie regulatorische
Zytokine (IL-6).

Im Rahmen der inflammatorischen Kaskade kommt es neben neutrophiler-
endothelialer- Zelladhasion zu Aktivierung der Blutgerinnung und zu einer Akti-
vierung weiterer sekundarer inflammatorischer Mediatoren wie weitere Zytoki-
ne, Prostaglandine, Leukotriene und Proteasen und Bildung von
Sauerstoffradikalen.

Das Resultat dieser Uberschielienden Immunreaktion in der Sepsis auf eindrin-
gende pathogene Keime ist eine Verschlechterung des kardiovaskularen Status
des Patienten. Das Multiorganversagen und letztendlich der Tod des Patienten

sind Folgen dieser Immunreaktion.
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SIRS CARS MARS

Hyperinflammation => Multiorganversagen
(Herzkreislaufsystem, Lunge,
Niere, Gl-Trakt)

IL-4, I1L-10
IL-1RA

Immunsuppression Sekundarinfektionen

Anergie -

Abbildung lll: Phasen der Sepsis, Abbildung modifiziert nach MA Wei-
gand et al., 2003 (185)

1.1.4 Rolle des Endotoxins

Endotoxin, eine Lipopolysaccharid (LPS)- Komponente auf der auleren Zell-
membran von gram-negativen Bakterien, ist einer der Hauptmediatoren in der
Pathogenese der Sepsis (162). Es ist verantwortlich fir den Beginn der septi-
schen Kaskade in gram- negativen Infektionen (13) und wird haufig durch Anti-
obiotika-induzierten Zerfall von Bakterien in die Blutbahn freigesetzt (173).

Die grof3e biologische Aktivitat des Endotoxins scheint durch seine hohe Affini-
tat zum LPS-binding protein (LBP), einem Glykoprotein, bestimmt zu sein, wel-
ches durch Hepatozyten in der Leber gebildet wird (153). Die Bedeutung dieses
LPS-LBP-Komplexes wurde in einer Studie an Knock-out-Mausen mit fehlen-
dem LBP- Gen demonstriert. Es zeigte sich hierbei eine weitestgehende Resis-
tenz gegenuber LPS (80).

Der LPS-LBP-Komplex besitzt eine hohe Affinitat zu einem Oberflachenrezeptor
von Makrophagen und Monozyten, dem sogenannten CD 14-Rezeptor. Nach

Bildung dieses Komplexes wird das Signal durch den transmembrandsen Toll-
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like-Rezeptor-4 durch die Membran weitergeleitet. Es folgt die Aktivierung von
NFkappa B und Sekretion von inflammatorischen Mediatoren (3). Desweiteren
wurden auch Iosliche CD-14-Rezeptoren nachgewiesen, an denen sich der
LPS-LBP-Komplex bindet und und so Endothelzellen aktiviert, die an ihrer O-
berflache keinen CD-14-Rezeptor ausbilden (78). In einer aktuellen Studie
konnte eine Arbeitsgruppe auch die Existenz von konstitutiven endothelialen
CD 14-Rezeptoren in vivo nachweisen, deren Expression durch LPS-Stimmulus
erhoht wurde (82).

Das Endotoxin von gram-negativen Bakterien scheint der Hauptmediator in der
Sepsis zu sein. In gram-positiven Bakterien konnte bisher keine Struktur nach-
gewiesen werden, die dem LPS ahnlich ist, auch wenn sich die inflammatori-
sche Immunantwort auf gram-positive Bakterien von gram-negativen Bakterien
klinisch kaum unterscheidet. Strukturen in der Zellwand gram-positiver Bakteri-
en wie das Iosliche Peptidoglykan und die Lipoteichoidsaure scheinen hierbei
die inflammatorische Mediatorkaskade zu triggern wie das LPS der gram-
negativen Bakterien (54, 193).

1.1.5 Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid in der Sepsis

1.1.5.1 Grundlagen

Die Existenz von Stickstoffmonoxid (NO) in den glatten GefalBRmuskelzellen war
lange Zeit unbekannt, bis Palmer und Ignarro 1987 unabhanig voneinander zu
der Erkenntnis kamen, dass der bereits bekannte ,Endothelium-derived-
relaxing-factor® (EDRF), erstmals 1980 von Furchgott und Zawadski beschrie-
ben (58), nichts anderes war als Stickstoffmonoxid (NO) selbst (79, 129).

Stickstoffmonoxid ist ein stabiles, farbloses Gas, welches leicht wasserldslich
ist. In Losung hat es eine Halbwertzeit von 0,1 — 10 Sekunden. Es ist ein kor-
pereigener Ubertragerstoff, der von verschiedenen Zelltypen im menschlichen
Korper gebildet wird. Es hat dartuber hinaus seine Funktion als parakriner und

endokriner Zellmediator. NO hat aufgrund seiner ausgepragten biologischen
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Wirkung einen starken Einfluss auf das kardiovaskulare, nervale und Immun-
system (31, 44).
Veranderungen in der NO-Homoostase werden in einer Vielzahl pathologischer
Prozesse gefunden (44, 123).
Stickstoffmonoxid wird durch das Enzym Nitric Oxide Synthase (NOS) gebildet.
Inzwischen sind 8 verschiedene DNA-Sequenzen auf drei Genen in verschie-
denen Spezies identifiziert, unter anderem auch im Menschen:

e neuronale NOS (nNOS)

e endotheliale NOS (eNOS)

e induzierbare NOS (iNOS)

Die nNOS und eNOS zusammen bilden das konstitutive Enzym (cNOS). Die in-
duzierbare Form wird durch eine Reihe von Stimmuli aktiviert (44).

Die NO-Synthasen bilden die Produkte NO und L-Citrullin aus der Aminosaure
L-Arginin. NOS konnen aufierdem Superoxid bilden (136), wenn kein L-Arginin
vorhanden ist. Steht hingegen L-Arginin fur die Generierung von NO zur Verfu-
gung, wird die Bildung von Superoxid gehemmt, es existiert also ein negatives
Feedback von NO auf seine eigene Produktion (30).

Zwischen den Enzymen cNOS und iNOS gibt es einige bedeutende Unter-
schiede. Die Aktivitdt von cNOS ist abhangig vom Kalziumtransport in die Zelle,
wahrend fur die NO-Produktion durch iNOS ein intrazellularer Gehalt an Kalzi-
um in der ruhenden Zelle ausreicht, um das Enzym zu aktivieren. Die Kalzium-
transport-abhangige cNOS-Aktivitat resultiert in einer flichtigen und somit
niedrigen Produktion von NO, welches im piccomolaren Bereich liegt. Die Men-
gen der anhaltenden Produktion von iNOS liegen hingegen sehr viel hoher im
nanomolaren Bereich. Ein weiterer Unterschied besteht in der zellularen Lokali-
sation der Enzyme. Wahrend cNOS mit der Zellmembran assoziiert sind, so ist
INOS ein zytosolisches Enzym.

Stickstoffmonoxid spielt eine bedeutende Rolle als Neurotransmitter und in der
physiologischen Regulierung des gefallvaskularen Tonus in verschiedenen Or-
ganen (89, 90, 126) und hat somit Einfluss auf die Regulation von Blutdruck und
Blutfluss (31).
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NO als ein naturlicher Wirkstoff mit seiner kurzen Halbwertzeit gelangt durch
passive Diffusion in die Gefallmuskelzelle. Dort aktiviert es die 16sliche Guany-
latcyclase durch Bindung an das Eisen und initiiert so die Synthese von 3’,5'-
Guanosin-Monophosphat (cGMP). Kalzium wird aus der glatten GefalRmuskel-
zelle gepumpt und es kommt zur Gefalrelaxation. Inaktive Endprodukte des L-
Arginin / NO-Stoffwechsels sind Nitrate und Nitrite.

INOS ist normalerweise nicht aktiv, auch wenn es in verschiedenen Zelltypen
von Lunge, Gastrointestinaltrakt und Blutzellen vorhanden ist. Eine Aktivierung
findet Uber verschiedene proinflammatorische Mediatoren wie Endotoxin, Tu-
mornekrosefaktor a (TNF-a), Interferron y (IFN) und Interleukin-1 (IL-19) statt.
Die Aktivierung der menschlichen iNOS findet durch Transkription der mRNA
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren statt. Nach Aktivierung bendtigt die
INOS als weiteres Substrat Calmodulin (15).

Nach Induktion der INOS werden grofe Mengen an NO produziert, vorausge-

setzt ist eine ausreichend vorhandene Menge an L-Arginin.

1.1.5.2 Erhohte Stickstoffmonoxid - Produktion in der Sepsis

In septischen Patienten findet man erhohte zirkulierende Konzentrationen von
Nitrit / Nitrat als stabile Abbauprodukte von NO. Es wird vermutet, dass erhdhte
Mengen an NO in direktem Zusammenhang mit einem reduzierten Gefaldwider-
stand und kardialer Komprimittierung im septischen Schock stehen. Stickstoff-
monoxid und seine Metaboliten scheinen zum einen direkten Einfluss auf den
Gefaldtonus zu nehmen und zum anderen einen direkten zytotoxischen Effekt
zu besitzen.

Zu den Mediatoren, die fur die Induktion der induzierbaren NO-Synthase-
Aktivitat und somit der erhohten Produktion von NO in der Sepsis verantwortlich
zu sein scheinen, gehoéren das Endotoxin, die proinflammatorischen Zytokine
IL-1B, IL- 2, IL-6,TNF und Interferon (IF)-y (127). INOS werden in einer Reihe
von Zellen nachgewiesen, wie der Gefaliendothelzellen, glatten Muskelzellen,
Makrophagen und verschiedenen parenchymalen Zellen. Die Expression von

iINOS dauert wenige Stunden. Makrophagen, die mit IF-y und LPS stimmuliert
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wurden, zeigten bereits nach 2 Stunden eine INOS mRNA und nach 4 Stunden
ein iINOS-Protein (190).

In experimentellen Studien wurde die Rolle des NO in der Sepsis naher unter-
sucht und es zeigte sich, dass Endotoxin die konstitutive Freisetzung von NO
aus dem Endothel zum einen erhéhte (147) und zum anderen die INOS aktivier-
te (102). Mause mit fehlendem iINOS waren zudem resistent gegenlber einer
endotoxin-induzierten Mortalitat (184) und vaskularer Hyporeaktivitat (65). In
zwei Untersuchungen an Mausen konnte der Einfluss von iNOS auf die vasku-
lare Reaktivitat im Bereich der kleinen Arteriolen gegeniber Noradrenalin de-
monstriert werden. Wahrend septische Mause mit einer zOkalen Ligatur und
Punktion sich im Bereich der kleinen Widerstandsgefalle hyporeaktiv gegen-
uber Noradrenalin zeigten, so war die vaskulare Reaktivitat in knock-out- Mau-
sen, denen die iINOS fehlten, verbessert (74, 76).

Zusammenfassend spielt die exessive Freisetzung von NO in der Sepsis und
Endotoxinamie eine entscheidende Rolle in der endotoxin-induzierten (147) und
TNF-a induzierten Vasodilatation (88) und tragt somit zur kardiovaskularen Dys-
funktion mit massiv herabgesetzter Reaktion des Gefalisystems auf Katecho-
lamine bei (75, 88, 171).

1.2 Klinik der Sepsis

Charakteristisch fur den septischen Schock ist die schwere Hypotension durch
Abfall des systemvaskularen Widerstandes (SVR), erhdhter GefalRpermeabilitat
mit Ausbildung einer relativen Hypovolamie und Permeabilitatsddemen, Hypo-
reagibilitat auf endogene und exogene Katecholamine, Storungen des Gerin-
nungssystems und der Mikrozirkulation, Fehlverteilung des peripheren
Blutflusses auf metabolisch inaktives Gewebe (distributiver Schock). Im Verlauf
des Schockgeschehens kommt es zur Dysfunktion von Organen (z. B kardiale
Dysfunktion, akutes Lungenversagen) bis hin zur Dysfunktion (MODS = Multi-
Organ Dysfunction Syndrome) oder zum Versagen von ganzen Organsyste-

men, dem sogenannten MOFS (Multi-Organ Failure Syndrome). Im Folgenden
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soll nun speziell auf die Auswirkungen des Schockgeschehens mit Akzentuie-

rung des kardiovaskularen Systems eingegangen werden.

1.2.1 Kardiovaskulare Veranderungen in der Sepsis

1.2.1.1 Makrozirkulation

Die makrohamodynamischen Veranderungen im septischen Schock sind ge-
kennzeichnet durch eine absolute oder relative Verminderung des zentralen
Blutvolumens, Einschrankungen der systolischen Funktion sowohl des linken
als auch des rechten Ventrikels und einer massiven Erniedrigung des periphe-
ren systemvaskularen Widerstandes. Die Folge ist eine inadaquate Gewebsper-
fusion und Gewebsoxygenierung im Endstromgebiet.

Trotz teilweise sehr hoher Auswurffraktionen besteht im septischen Patienten
eine myokardiale Dysfunktion mit herabgesetzter Compliance beider Ventrikel,
die sich negativ auf die rechts-und linksventrikulare Ejektionsfraktion auswirkt
(62, 175). Typischerweise ist die myokardiale Dysfunktion bereits in den ersten
24 Stunden nachweisbar und bei Uberlebenden Patienten vollstandig reversibel
(130).

Ist der Abfall des systemvaskularen Widerstandes - vor allem im Bereich der Ar-
teriolen und Venolen (10) - durch das erhdhte Herzzeitvolumen nicht kompen-
sierbar, so entwickelt sich eine manifeste Hypotonie, die im ausgepragtesten
Falle mit einer Vasoplegie einherzugehen scheint (63). Man spricht vom hyper-
dynamen septischen Schock. Diese systemische Vasodilatation erstreckt sich
nicht nur auf den arteriellen, sondern auch auf den venosen Gefal3tonus mit der
Folge eines vendsen Poolings und eines ineffektiven vendsen Riuckstroms zum
Herzen (10). Konsekutiv kommt es zu einer Verschiebung der Frank-Starling-
Kurve mit eingeschrankter rechts- und linksventrikularer Ejektionsfraktion.

Eine Ursache fur den Verlust des SVR ist neben der Adaption an einen erhoh-
ten metabolischen Bedarf die Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
(z.B. TNF-a, Interleukine) im Rahmen der Entzindungskaskade (50). Als

Hauptmediator flir den Abfall des SVR scheint jedoch Ubermalig produziertes
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Stickstoffmonoxid zu sein, das durch induzierbare NOS in der Sepsis freigesetzt
wird und in hohen Konzentrationen Uber eine Beeinflussung des cGMP-
Stoffwechsels der glatten GefaRmuskulatur eine Vasodilatation bewirkt (122).

Durch eine erhohte Gefalipermeabilitat kommt es zusatzlich zu einem intrava-
salen Flussigkeitsverlust in den interstitiellen Raum. Neben dieser relativen Hy-
povolamie kann sich durch eine verminderte orale Flussigkeitsaufnahme,
Erbrechen, Durchfallen, groRem Urinverlust einer erhohten Perspiratio sensibilis

und Schwitzen durch Fieber eine absolute Hypovolamie entwickeln (138).

1.2.1.2 Mikrozirkulation in der Sepsis

Im Rahmen des septischen Schockgeschehens kommt es bei vielen Patienten
zu einem Multi-Organversagen. Eine Reihe von Arbeitsgruppen konnte sowohl
tierexperimentell als auch klinisch eine Umverteilung des regionalen und kapil-
laren Blutflusses beobachten (9, 56)

Die Organdysfunktionen in der Sepsis erstrecken sich auf verschiedene Organe
des Gastrointestinaltraktes wie Darmmukosa, Leber, Pankreas sowie Niere,
Gehirn, Herz und Lunge.

Einige Studiengruppen zeigten eine Blutflussumverteilung weg von Pankreas,
lleum und Kolon hin zum Herzen (19, 26), aber auch ungtinstige Blutflussum-
verteilungen innerhalb eines Organes wie, z.B. eine subendokardia-
le/subepikardiale Blutflussumverteilungen wurden beobachtet (118).

Die Minderperfusion des Splanchnikusgebietes wird als ein wichtiger Mecha-
nismus in der Entwicklung einer erhohten mukosalen Permeabilitat gesehen
und sollte bei Intensivpatienten eine besondere Beachtung finden (81). Durch
den Verlust der mukosalen Barrierefunktion ist die Permeabilitat fur Endotoxine
und endoluminale Bakterien erhdht und unterhalt den inflammatorischen Pro-
zess in der Sepsis (45, 191). Anhand der Messung des Blutflusses in der Mu-
kosa mittels Laserflow-Doppler in Ratten konnte gezeigt werden, dass die
mukosale Perfusion in Tieren nach Infusion lebender Bakterien um 40% ab-
nahm (167). Eine andere tierexperimentelle Arbeit konnte mit Hilfe der Intravi-

talmikroskopie zeigen, dass in septischen Ratten vor allem die Mikrozirkulation
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im Bereich der Darmmukosa gestort ist, obwohl der Blutfluss in der zentralen
Villusarteriole nicht beeinflusst wurde. Pathophysiologisch scheint diese Hypo-
perfusion im Kapillargebiet durch prakapillare Shuntphanomene in der Villis-
mikrozirkulation bedingt zu sein (158).

Die Beeinflussung der makro- und mikrozirkulatorischer Stérungen in der Sep-
sis ist sicherlich aufgrund der vielfaltigen Pathomechanismen sehr komplex. Ein
Ziel zur Optimierung der zirkulatorischen Stérungen ist hierbei die Wiederher-

stellung einer stabilen Hamodynamik.

1.3 Therapie der Sepsis

Die Therapie der Sepsis unterscheidet drei verschiedene therapeutische

Ansatze:

|. Kausale Therapie
Ziel der kausalen Therapie der Sepsis ist die Beseitigung der Ursache der
Sepsis. Hierbei ist die Herdsanierung der entscheidende therapeutische
Ansatz (2). Neben der chirurgischen Sanierung eines infektidsen Herdes
mittels Relaparotomie, Lavage, Nekrosektomie und Drainage gehort auch
das Entfernen infektioser Katheter zu diesem Therapiekonzept. Die geziel-
te antimikrobielle Therapie ist Mittel der Wahl beim Vorliegen positiver
Blutkulturen. Zur Verbesserung des Outcome sollten generell bakterizide,
schnellwirkende, parenteral applizierbare Antibiotika in ausreichend hoher
Dosierung angewendet werden (36). Die korrekte Auswahl des Antibioti-
kums korreliert dabei mit einem verbesserten Outcome des Patienten im
septischen Schock (187). Eine antiinfektidse Therapie mittels kalkulierter
Chemotherapie sollte ebenfalls durchgeflhrt werden, obwohl in nur weni-

ger als der Halfte der Sepsispatienten positive Blutkulturen vorliegen (149).

Il. Adjuvante Therapie
Ziel der adjuvanten Therapie ist die selektive Beeinflussung der pathophy-
siologischen Abléufe in der Sepsis. Eine Ubersichtsstudie von Zeni et al.

zeigte jedoch, dass die Inhibition verschiedener Mediatoren und die hoch-
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dosierte Glukokortikoidgabe das inflammatorische Geschehen und letzt-
endlich das Outcome der Patienten nicht signifikant beeinflussen konnte
(194).

[ll. Supportive Therapie
Ziel einer supportiven Therapie ist die Wiederherstellung gestérter Organ-
funktionen durch intensivmedizinische MaRnahmen. Im Rahmen des Mul-
tiorganversagens im septischen Schock gehoren unter anderem die
kontrollierte Beatmung des Patienten, die Therapie des Herz-
Kreislaufversagens, Optimierung der Gerinnung aber auch Organersatz-
verfahren, wie z.B. die Hamodialyse bzw. Hamofiltration sowie die enterale

/ parenterale Ernahrung zu diesem Konzept.
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1.4 Katecholamintherapie in der Sepsis

Vor Beginn einer Katecholamintherapie ist eine adaquate Volumentherapie un-
erlasslich, um das intravasale Volumendefizit durch erhdhte mikrovaskulare
Permeabilitat, kapillares Leck und massive periphere Vasodilatation auszuglei-
chen. Die Frage, ob kolloidale oder kristalloide Losungen fur das Outcome der
Patienten gunster sind, ist bis heute nicht eindeutig geklart. In zwei Metaanaly-
sen wurde ein fehlender Vorteil fur kolloidale Lésungen und eine moglicherwei-
se hohere Mortalitdt unter Substitution kolloidaler Lésungen festgestellt, auch
wenn konkrete Daten zur Uberlegenheit der kristalloiden Lésungen fehlen (35,
150). In einer tierexperimentellen Studie konnte der deletare Effekt einer Kate-
cholamintherapie unter maskierter Hypovolamie mit der friihen Entwicklung ei-
nes Multiorganversagens im endotoxamischen Schaf nachgewiesen werden
(71).

Eine Katecholamintherapie sollte erst dann eingesetzt werden, wenn eine allei-
nige Volumensubstitution nicht ausreichend ist, um einen adaquaten Perfusi-
onsdruck herzustellen. Hierbei ist es wichtig, anhand des klinischen Bildes des
Patienten das geeignete Katecholamin bzw. die geeignete Katecholaminkombi-

nation zu finden.

1.4.1 Pharmakologie der Katecholamine

1.4.1.1 Grundlagen

Noradrenalin gehort neben Adrenalin und Dopamin zu den im symphatischen
Nervensystem, im Nebennierenmark und im Gehirn gebildeten korpereigenen
Katecholaminen. Ihre spezifische Wirkung wird Uber Adrenozeptoren, bei Do-
pamin zusatzlich Uber dopaminerge Rezeptoren vermittelt. Differenzierte Alquist
1948 lediglich o und B- Rezeptoren, so beschrieb Lands 1967 (93) bereits a4
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und o, sowie B4 und B2-Rezeptoren. Zum gegenwartigen Zeitpunkt werden die
Adrenozeptoren in o as/c und B asic-Rezeptoren unterteilt (159).

Strukturell sind Adrenozeptoren in die Zellmembran eingelagerte Proteine, die
auf der AulRenseite der Zelle den Agonisten binden und auf der Zellinnenseite
uber eine Interaktion mit G-Proteinen die Erregung in einen intrazellularen Ef-
fekt umwandelt. Die Differenzierung der Rezeptoren beruht auf Strukturunter-
schieden wie z.B. einer unterschiedlichen Lange des intrazellularen ,carboxyl“-
Endes.

Katecholamine sind hydrophile Substanzen und kénnen nur mit Hilfe der Adre-
nozeptoren, bestehend aus lipophilen Aminosauren, die Zellmembran durch-
dringen (155). Als Agonisten stimmulieren sie die B-Rezeptoren und es kommt
uber eine Kopplung an ein G-Protein zur Aktivierung der Adenylatcyklase und
somit zu einem Anstieg des intrazellularen cyclo-Adenosin 3°'5°-Monophophat
(cAMP). op-Rezeptoren erniedrigen hingegen das cAMP durch eine Wechsel-
wirkung mit einem hemmenden G-Protein. Die Bindung von Katecholaminen an
oi-Rezeptoren fuhrt Gber die Aktivierung eines G-Proteins zur Stimmulation der
Phopholipase C und so zur Bildung von Diacyl-Glycerol (DAG) und Isonitol-
Triphophat (ITP). Rezeptorvermittelt kommt es zur Kalziumfreisetzung aus dem
sarkoplasamtischen Retikulum durch ITP und zur Offnung von Kalziumkanalen
Proteinkinase-vermittelt durch DAG (159).

Die Effekte der Rezeptorstimmulation im kardiovaskularen System sind in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt:
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Adrenozeptoren und dopaminerge Rezeptoren des kardiozirkulatorischen Systems

Rezeptoren Lokalisation

Erfolgsorgan

Wirkung

Ol Prasynaptisch Myokard Noradrenalinfreisetzung|
Postsynaptisch glatte GefalBmuskulatur Positiv inotrop
Vasokonstriktion
Ol Prasynaptisch  Glatte GefaBmuskulatur Noradrenalinfreisetzung |
Postsynaptisch Glatte GefaBmuskulatur Vasokonstriktion
B4 Postsynaptisch Myokard Positiv inotrop, chronotrop,
dromotrop
Niere Reninfreisetzung
B2 Prasynaptisch Noradrenalinfreisetzung 1
Postsynaptisch Myokard Positiv inotrop
Glatte Gefaimuskulatur Vasodilatation
Bronchien
Uterus Relaxation
Leber Glykogenolys und Glukoneogeneset
Hypokaliamie
DA, Postsynaptisch Glatte GefaBRmuskulatur Vasodilatation
Niere Renaler Blutfluss 1
DA; Prasynaptisch Myokard Noradrenalinfreisetzung |

Glatte Gefallmuskulatur

Vasodilatation

Tabelle 1: Adrenozeptoren und dopaminerge Rezeptoren des kardiovaskuldren Systems

1.4.1.2 Noradrenalin

Noradrenalin als direktes Symphatomimetikum besitzt eine stark ausgepragte
Wirkung an den o- Rezeptoren. Klinisch wird diese Eigenschaft vor allem zur
Erhéhung des peripheren vaskularen Widerstandes und somit zur Steigerung
von systolischen und diastolischen Blutdruck genutzt. Der koronare und zereb-
rale Perfusionsdruck werden gesteigert und die Durchblutung von Herz und
Gehirn nimmt durch Blutumverteilung aus den vasokonstrigierten Bereichen zu.

Eine Abnahme der Durchblutung im Intestinaltrakt , der Haut und der Sklett-
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muskulatur ist moglich. Trotz einer schwach ausgepragten 34-Wirkung ist meist
eine Abnahme der Herzfrequenz (Barorezptorreflex) zu beobachten. Der klini-
sche Einsatz von Noradrenalin (Arterenol®) liegt in der Therapie schwerer Hy-
potensionen verschiedener Ursachen, wenn eine o-mimetische Wirkung und
somit eine periphere Vasokonstriktion gewlnscht ist. Noradrenalin zahlt zu den
Medikamenten der ersten Wahl beim Kreislaufversagen im Rahmen eines sep-
tischen Schocks. Bei geringer oraler Bioverfugbarkeit wird die Substanz intra-

vendos appliziert.

1.4.1.3 Norfenefrin

Das synthetische Katecholamin Norfenefrin (Novadral®) gehért als B-
Phenylethylamin zur Klasse der Noradrenalin-Analoga. Chemisch gesehen fehlt
der Substanz Norfenefrin im Vergleich zu Noradrenalin die 4-Hydroxylgruppe
am Phenylring (Abbildung V). Die klinische Wirkung von Norfenefrin ist vor al-
lem durch seine a-selektive Wirkung charakterisiert. Bei geringer oraler Biover-
fugbarkeit wird die Substanz ausschlieBlich intravends appliziert. Uber die
sympathomimetische Wirkung an postsynaptischen o-Rezeptoren induziert
Norfenefrin eine periphere Vasokonstriktion und somit einen Anstieg des arte-
riellen Blutdruckes. Die Herzfrequenz kann dabei reflektorisch abnehmen (Baro-
rezeptorenreflex), auch wenn eine gewisse [+-Stimulation vorhanden ist. In
geringem Male konstrigieren auch vendse Gefalde und fihrt zu einer Steige-
rung der Vorlast des Herzens. Bei geringgradiger B+1-Stimulation bleibt hierbei
unter Umstanden das Schlagvolumen trotz erhdhtem peripheren Gefalwider-
stand unverandert. Der Einfluss auf das Herzzeitvolumen ist somit primar ab-
hangig von Veranderungen der Herzfrequenz. Die klinische Anwendung von
Norfenefrin (Novadral®) liegt vorwiegend in der Therapie hypotoner Kreislauf-
stérungen. Allerdings ist der Wirkstoff in Deutschland zur systemischen Applika-

tion bei Patienten nicht zugelassen.
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Abbildung IV: Strukturformeln von Noradrenalin und Norfenefrin im Vergleich

1.4.2 Pharmakologie und klinischer Einsatz von a-Adrenozeptor-

Agonisten / Antagonisten

1.4.2.1 Pharmakologie, klinischer Einsatz und Dosierung von Clonidin

Clonidin wirkt als az-Rezeptor-Agonist in der pontomedullaren Region des ZNS.
Pharmakologisch und chemisch steht es den Imidazolin-Derivaten nahe (Abbil-
dung V). Diese Substanz nimmt somit Einflu® auf die Aktivitat des peripheren
und zentralen symphatischen Nervensystems. Uber den Agonismus zu den
prasynaptischen a,-Rezepztoren wird die Freisetzung von Noradrenalin aus pe-
ripheren synaptischen Nervenendigungen gehemmt und der Blutdruck gesenkt.

Die Wirkung von Clonidin und Yohimbin sind gegensatzlich (60).
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Clonidin

Abbildung V: Strukturformel Clonidin

Clonidin besitzt eine periphere a-mimetische Wirkung mit Herabsetzung des
Symphatikotonus, die zentrale ax-stimmulierende Wirkung steht jedoch im Vor-
dergrund. Klinisch kommt es neben einem Blutdruckabfall zu einer Reduzierung
der Herzfrequenz und des Herzzeitvolumens. Bei abruptem Absetzten des Clo-
nidins kdnnen reaktiv erhdhte Noradrenalin-Spiegel eine hypertensive Krise
auslésen. Desweiteren kommt es Uber die Blockade des RAA-Systems zu einer

verminderten Reninfreisetzung.

1.4.2.2 Pharmakologie und klinischer Einsatz von Yohimbin

Yohimbin gehdrt zur Substanzklasse der Indolalkylamidalkaloide und ist ein
kompetitiver Antagonist mit selektiver Wirkung an a,-Rezeptoren (Abbildung.
VI). Die Wirkgruppe der az-Antagonisten nimmt Einfluly auf wichtige zentrale
und periphere Regulationsvorgange des symphatischen Nervensystems.

Uber eine Stimulation der prasynaptischen ay- Rezeptoren, wie durch den a.-
Agonisten Clonidin moglich, kommt es in der pontomedullaren Region des ZNS
zu einer Hemmung des sympatischen Nervensystems und folglich zu einer
Hemmung der Noradrenalinausschuttung aus peripheren symphatischen Ner-
venendigungen. Daraus resultiert ein Blutdruckabfall. Die Blockade von prasy-

naptischen ax-Rezeptoren fuhrt somit zu einem Anstieg der Noradrenalin-
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Konzentration und Uber as-und B4-Rezeptor-Stimmulation an Herz und periphe-
ren Gefalen steigt der Blutdruck (60). Auch wenn ax-Rezeptoren in bestimmten
Gefallwanden angesiedelt sind und eine Kontraktion glatter Muskelzellen for-
dern, findet ihre Stimmulation dennoch Uberwiegend durch zirkulierende Kate-

cholamine statt, a;-Rezeptoren werden durch Noradrenalin aktiviert (43, 174).

Yohimbin

Abbildung VI: Strukturformel Yohimbin

Moncada beschrieb 1991 eine stimmulierende Funktion von ax-Rezeptoren auf
die Ausschuttung von endothelium derived relaxing factor (ERDF) in einigen
Gefallen (123), ihre Rolle in der Regulation des Blutflusses innerhalb verschei-
dener GefalRgebiete ist unsicher (40).

Die klinische Wirkung des Yohimbin sind Steigerung von Herzfrequenz und
Blutdruck, der motorischen Aktivitat und Induktion eines Tremors. Die Wirkun-
gen des Yohimbins sind den Wirkungen von Clonidin gegensatzlich (60). Klini-
schen Einsatz fand Yohimbin in der Vergangenheit vor allem in der Behandlung

mannlicher sexueller Funktionsstérungen (141).

1.4.3 Klinischer Einsatz der Katecholamine in der Sepsis

Ziel der hamodynamischen Therapie ist die Aufrechterhaltung eines adaquaten

Sauerstofftransportes zum Gewebe. Der mittlere arterielle Blutdruck muf} hier-
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bei auf einem Level gehalten werden, um eine angemessene Verteilung des
Herzzeitvolumens zu ermoglichen. Nach ausreichender Volumentherapie kom-
men grundsatzlich kurzwirksame Sympathomimetika wie Noradrenalin, Norfe-
nefrin, Adrenalin, Phenylephrin, Dopamin, Dobutamin und Vasopressin in
Betracht.

In aktuellen Studien wird Noradrenalin als Vasopressor im septischen Schock
als Mittel der Wahl eingesetzt. Vor allem in der hyperdynamen Sepsis mit nied-
rigem peripheren Gefalwiderstand wird Uber eine ausgepragte o-
Adrenozeptorwirkung und in geringerem Malle auch P1- Rezeptor-Stimulation
der mittlere arterielle Blutdruck aufrecht erhalten. Die Dosierungen liegen bei
0,2 bis 1,3 pg/kg/min (114, 177). Therapeutisches Ziel scheint hierbei ein mittle-
rer arterieller Blutdruck von 60 — 65 mmHg zu sein (145, 177).

Der Einsatz von Noradrenalin ist bis heute umstritten und wird teilweise als Mit-
tel der letzten Wahl zur Therapie einer Hypotension im septischen Schock an-
gesehen. Bedenken wurde vor allem wegen der stark vasokonstriktorischen
Wirkung mit negativem Einfluss auf die regionale Perfusion von Niere, Leber
und Gastrointestinaltraktes geaufiert mit der mdglicherweise daraus resultie-
renden, spateren Organdysfunktion (52, 144, 180, 192).

Schon vor mehr als einem Jahrzehnt wurde beobachtet, dass die ungunstigen
vasokonstriktorischen Nebenwirkungen von Noradrenalin im nicht-septischen
und septischen Patient unterschiedlich sind (34).

Die Sepsis ist charakterisiert durch eine verminderte vasokonstriktorische Ant-
wort auf ap-Agonisten. Die Dosierungen zur Anhebung des mittleren arteriellen
Blutdruckes sind insgesamt im septischen Patienten sehr viel hoher als im
nicht-septischen Patienten (16). Lange Zeit wurde dies auch als ,down-
regulation von a-Adrenozeptoren bezeichnet (134).

Die Ursachen fur einen erhdhten Katecholaminbedarf werden unterschiedlich
begriindet. Neben einer erhdhten Produktion von NO in der Sepsis mit einem
uber das Endothel vermittelten inhibitorische Effekt auf o-Agonisten (166)
scheinen auch andere Mechanismen eine Rolle zu spielen. Moglich waren zum
einen eine Verminderung des a-Rezeptor-vermittelten Influx von Kalzium unter

septischen Bedingungen mit der Folge einer verminderten Vasoreaktivitat auf
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Noradrenalin (32), oder zum anderen eine Veranderung des chemischen Struk-
tur von Noradrenalin und somit Verminderung seiner Bioaktivitat wie z.B. durch
NO oder Radikale wie Superoxid (42, 91, 107, 157).

Der septische Schock ist ein Syndrom der Fehlverteilung des Blutflusses und
einer ungunstigen Sauerstoffextraktion aufgrund von Shuntphanomenen auf
mikrozirkulatorischer Ebene (158). Ziel einer Vasopressortherapie ist eine Kor-
rektur der Verteilung des Blutflusses zu kritischen Organen und eine Verbesse-
rung des reduzierten peripheren GefalRwiderstandes, der ein erhohtes
Herzzeitvolumen “verbraucht” ohne eine adaquate Perfusion von lebenswichti-
gen Organen zu ermdoglichen.

Der Einsatz von Noradrenalin scheint insgesamt keinen Abfall des Herzzeitvo-
lumens im septischen Patienten zu verursachen. Eine Reihe von Studien be-
schreiben einen konstanten bzw. leicht erhdhten Herzindex (111, 114, 146).
Desweiteren konnte in einigen Studien ein Anstieg der Diurese und auch der
Kreatininclearance unter Noradrenalingabe in der Sepsis demonstriert werden
(46, 47, 68). Die Perfusion des Splanchnikusgebietes aber auch der Sauerstoff-
verbrauch scheint im septischen Patienten — im Gegensatz zu Beobachtungen
im gesunden Individuum — verbessert zu sein (109, 117).

Phenylephrin ist eine mogliche Alternative zu Noradrenalin. Durch seine fehlen-
de B-intrinsische Aktivitat missen Nebenwirkungen wie eine Minderperfusion
des Splanchnikusgebietes durch Gabe eines -Agonisten kompensiert werden
(142).

Der Einsatz von Adrenalin wird von den meisten Autoren als Mittel der ersten
Wahl zur Therapie der schweren Sepsis abgelehnt. Adrenalin bewirkt durch
seine B1-mimetische Wirkung eine Steigerung des Herzzeitvolumens und durch
seine o-Adrenozeptor-mimetische Wirkung eine Steigerung des Perfusionsdru-
ckes (18, 124). Dennoch ist ein entscheidener limitierender Faktor des Einsat-
zes von Adrenalin die massive Minderperfusion im Splanchnikusgebiet (52, 99,
116). Auf den Einsatz von Adrenalin sollte aus diesem Grunde als Mittel der
ersten Wahl verzichtet werden.

Dobutamin ist das Katcholamin der ersten Wahl zur Therapie der septischen

Kardiomyopathie mit eingeschrankter myokardialen Pumpfunktion (115). Die
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Aufrechterhaltung einer hyperdynamen Kreislauffunktion mit einer [4-
mimetischen Substanz ist hierbei sinnvoll. Dobutamin flihrt im Vergleich mit Do-

pamin zu einerm héheren Herzzeitvolumen (178).

1.5 Experimentelle Ansatze zur Therapie der Sepsis

1.5.1 Allgemeine experimentelle Ansatze

Die Komplexitat der Pathophysiologie der Sepsis wird erkennbar an den vielen
tierexperimentellen und klinischen Studien zur Therapie des septischen
Schocks. Lange Zeit galten vor allem Therapieansatze mit Blockaden von in-
flammatorischen Mediatoren als vielversprechend. Leider zeigten die meisten
Studien keine Effektivitat mit einer signifikanten Senkung der Mortalitat. Der
Tumor-Nekrosefaktor-o ist ein zentraler Mediator in der inflammatorischen Kas-
kade der Sepsis. Hohe TNF-o-Spiegel gehen mit einer schlechten Prognose
einher. Tierexperimentelle Studien zeigten eine niedrigere Letalitat bei Behand-
lung mit Antikdrpern gegen TNF-o. Die bis heute durchgefuhrten klinischen
Studien konnten hingegen keine Senkung der Mortalitat zeigen (143). Eine
Ausnahme stellt hier die sogenannte MONARCS-Studie dar. In einer Untersu-
chung an 2.634 Patienten konnte das TNF-a-Antikorperfragment Afelimobab
die Mortalitat um 3,6% senken, in einer Subpopulation mit erhéhten Interleukin-
6 Spiegeln sogar um 6,9% reduzieren (53).

Die Behandlung mit Ibuprofen, einem Antagonisten des Rezeptors fur den
Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) und einem Bradykininanatgonisten, flhr-
ten zu keiner Senkung der Letalitat (49, 55). Auch Bemuhungen, uber eine fri-
he Hamofiltration zirkulierende Mediatoren zu eliminieren, fihrten im
tierexperimentellen Modell zwar zu einer Verbesserung der Hamodynamik und
des Outcome im Sepsismodell der Ratte, bis zum jetztigen Zeitpunkt konnte je-
doch keine Indikation fur eine frihe Hamofiltration zur Mediatorelimination bei
Patienten mit Sepsis gefunden werden, ausgenommen Patienten mit einem a-

kuten Nierenversagen (39).
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Versuche, Uber die pathologisch veranderten Gerinnungsablaufe in der Sepsis
das Outcome der Patienten zu verbessern, war nur teilweise erfolgreich. Die
hochdosierte Anwendung des physiologischen Gerinnungsinhibitors Antithrom-
bin Il (AT IIl) konnte die 28-Tage-Mortalitat bei 2300 Patienten nicht senken.
Lediglich eine Untergruppe ohne begleitende niedrigdosierte Heparintherapie
zeigte einen moglichen Benefit in der Therapie mit AT 1l (116).
Erfolgversprechend scheint hingegen der Einsatz von rekombinantem huma-
nem aktiviertem Protein C zu sein. Dieser physiologische Gerinnungsinhibitor
konnte in der PROWESS-Studie einen positiven Effekt auf die Uberlebensrate
von Patienten zeigen. Allerdings zeigte sich eine hohere Blutungsneigung in der
Behandlungsgruppe und schloss nur wenige operative Patienten ein. Die Wirk-
samkeit ist bisher nur bei Patienten mit einem mindestens Zwei-Organversagen
gesichert (15, 48).

Weitere experimentelle Ansatze zur Behandlung von septischen Patienten ist
der Einsatz von Substanzen zur Verbesserung der kompromitierten Mikrozirku-
lation im septischen Schock. Prostazyklin als potenter Vasodilatator und N-
Acetylcystein als Sauerstoffradikalfanger verbesserten in klinischen Studien den
Splanchnikusblutfluss und die Leberfunktion. Beweise fir eine Reduktion von
Organversagen stehen aber noch aus (87, 97, 139).

Die Anwendung von Methylenblau zur Hemmung der Guanylatcyclase und so-
mit indirekten Hemmung der NO-Freisetzung zeigte in klinischen Patientenkol-
lektiven einen Anstieg des arteriellen Blutdruckes (28, 151). Aufgrund fehlender
grolRerer klinischer Studien gibt es zur Zeit keine Indikation zum klinischen Ein-
satz. Auch der Einsatz von Immunglobulinen zeigte keine eindeutigen Effekte
und wurde deshalb in den Empfehlungen der Therapie der Sepsis vom ,Euro-

pean Sepsis Forum“ aus dem Jahre 2003 nicht mit aufgenommen (51).

1.5.2 NO-Synthase-Inhibitoren in der Sepsis

Die Tatsache, dass massiv erhohte NO-Konzentrationen in der Sepsis fur die

deletare kardiovaskulare Situation verantwortlich sein konnte, fUhrte seit den
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90er Jahren zu einer Vielzahl von Studien, die sich mit der Blockade von NO-

Synthasen beschaftigten.

Mit der Entdeckung von L-Arginin-Analoga wie N®-methyl-L-Arginin (L-MNNA),
NC-nitro-L-Arginin (L-NA) und sein Methylester (L-NAME) (Abbildung VII) konn-
te die NO-Synthase-Aktivitat gehemmt werden und fuhrte zu einer Reihe von
Untersuchungen Gber Wirkung und Nebenwirkung von NO-Synthase-Inhibitoren
in der Sepsis. Diese NO-Synthase-Inhibitoren (NOSI) gelten als unselektive In-
hibitoren mit Hemmung sowohl der eNOS als auch der iINOS. Nicht-
Aminosaure-basierte NOSI sind den Arginin-Analoga ahnlich, unterscheiden
sich aber in ihrer Struktur. Zu diesen NOSI zahlen unter anderem Guanidin- und
Imidazolderivate. Aminoguanidine inhibieren selektiv die INOS sehr viel starker
als die eNOS und scheinen die ungunstigen Wirkungen von NO durch Reaktion

mit Peroxynitrit zu reduzieren (165).

NH
0N~ CO,Me
N N
H H
| NH,

No-Nitro-L-Arginin Methylester, (L-NAME)

Abbildung VII: Strukturformel L-NAME

Die NO-Blockade fuhrt zu einem Anstieg des systemvaskularen Widerstand in
der Sepsis (94, 121) und scheint auch die eingeschrankte Wirkung von Kate-
cholaminen in vivo wiederherzustellen (75). Die Arbeitsgruppe um Lorente be-
schrieb einen Anstieg des mittleren arteriellen Druckes, des systemvaskularen
Widerstandes und des pulmonalarteriellen Widerstandes und Druckes in septi-
schen Schafen nach Behandlung mit L-NMMA. Bei Vorbehandlung mit L-

Arginin war dieser Effekt nicht mehr nachzuweisen (106). Einige Studien konn-
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ten aber auch eine Einschrankung des Blutflusses und der Gewebsoxygenie-
rung vor allem beim Einsatz unselektiver NOSI nachweisen (160, 195). Im Ge-
gensatz dazu scheint die Uberlebensrate beim Einsatz selektiver NO-Inhibitoren
hdher zu sein (165). Allerdings sind die positiven Effekte der selektiven NO-
Synthase-Inhibitoren vor allem bei niedrigen Dosierungen nachzuweisen, hohe
Dosierungen steigern die Mortalitatsraten.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in tierexperimentellen Sepsis-Studien mit
Endotoxin einen positiven Einfluss von selektiven NO-Synthase-Inhibitoren auf
Kreislaufdysfunktion und Organdysfunktion von Niere, Leber und Pankreas de-
monstrieren (101, 165, 188).

In einer klinischen Untersuchung applizierte die Arbeitsgruppe um Lorente N*-
nitro-L-Arginin als Bolusinjektion und beschrieb einen Anstieg des Blutdruckes
und des systemvaskularen Widerstandes, der von einem Abfall des Herzzeitvo-
lumens begleitet war. Interessanterweise wurde einer weiteren Patientengruppe
L-Arginin appliziert und es kam zu einem Abfall des systemvaskularen Wider-
standes begleitet von einem Anstieg des HZV (105). Auch die Arbeitsgruppe
um Petros et al. untersuchte die Wirkung von L-NMMA bei Patienten mit einer
schweren Sepsis. Auch hier reagierten die Patienten mit einem Anstieg des ar-
teriellen Blutdruckes und systemvaskularen Widerstandes und einem Abfall des
HZV (132). Avontuur konnte die Katecholamindosierungen in einer Untersu-
chungsgruppe mit 11 Patienten reduzieren, bei einem Versterben von sieben
Patienten konnte letztendlich keine Reduktion der Mortalitat erzielt werden (11).
Neben den positiven hamodynamischen Effekten durch Behandlung mit NOSI
wurde in einigen Gruppen auch ein Anstieg des pulmonalvaskularen Wider-
standes beschrieben (11, 105, 132).

In einer grolen Multicenterstudie der Phase Il konnte teilweise eine Reduktion
der Katecholamindosierungen erreicht werden, letztendlich mussten diese klini-
schen Studien mit dem nichtselektiven NO-Synthase-Inhibitor L-NAME aber bei
hdherer Mortalitat in der Behandlungsgruppe abgebrochen werden (64).

In einer aktuellen Multicenterstudie der Phase |l aus dem Jahre 2004 hingegen
wurde die Sicherheit des nicht-selektiven NO-Synthase-Inhibitors N®-methyl-L-

arginin hydrochloride an 312 Patienten im septischen Schock getestet. In dieser
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randomisierten, doppelt geblindeten Studie demonstrierten die Autoren, dass
eine intravendse Gabe in einer maximalen Dosierung von 20mg/kg/h in der Be-
handlungsgruppe nach 72 Stunden eine signifikant hdhere Anzahl von Patien-
ten eine geringer ausgepragte Schocksymptomatik hatten und auch die
Vasopressortherapie reduziert werden konnte im Gegensatz zur Plazebo-
Gruppe. Die Haufigkeit septischer Komplikationen waren in beiden Gruppen
vergleichbar. Die pulmonalvaskularen Drucke hingegen waren in der Behand-
lungsgruppe hoher (12, 182).

In einer sich anschlieRenden Phase lll- Studie an 797 Patienten im septischen
Schock zeigte sich in der Behandlungsgruppe mit NG—methyI—L—arginin hydro-
chloride eine mit 59% hdhere Mortalitat als in der Plazebo-Gruppe mit 49%. Als
Ursachen wurden neben Komplikationen im Rahmen eines septischen Schocks
vor allem kardiovaskulare Grunde (Abfall des HZV, arterieller und pulmonaler

Hypertonus, Herzversagen) von den Autoren genannt (104).
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2 Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit sollten in diesem Modell der hyperdynamen Sepsis

im endotoxamischen Schaf folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1) Gibt es unterschiedliche Wirkungen und Wechselwirkungen zwischen
den Uberwiegend a-agonistisch wirkenden Katecholaminen Noradrenalin
und Norfenefrin in Kombination mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME

sowohl im gesunden als auch im endotoxamischen Schaf?

2) Ist es moglich, Wirkungsunterschiede der beiden Katecholamine unter
NO-Synthase-Inhibition durch einen zentralen o-Agonisten bzw. einem
op-Antagonisten darzustellen und somit eine mogliche veranderte Wirk-
weise von Katecholaminen an o-Adrenozeptoren unter NO-Synthase-

Inhibition zu erklaren?

In einem etablierten Modell der hyperdynamen Sepsis im Schaf soll eine dem
Intensivpatienten im septischen Schock ahnliche hamodynamische Situation
geschaffen werden. Aufgrund aktuell durchgefuhrter klinischer Studien mit un-
selektiven NO-Synthase-Inhibitoren (104, 182) ist das Ziel dieser Arbeit die
Problematik der Katecholamintherapie unter NO-Synthase-Inhibition zu unter-
suchen.

Auswirkungen von NO-Synthase-Inhibitoren auf das Herz-Kreislauf-System,
und Wechselwirkungen mit Katecholaminen war bereits Thema wissenschaftli-
cher Arbeiten (26, 183). In vitro-Studien an isolierten Gefallen zeigten hierbei
unterschiedliche Wechselwirkungen von Katecholaminen mit NO-Synthase-
Inhibitoren. Die Autoren vermuteten eine mdgliche spezifische adrenozeptoras-
soziierte Wirkung der NO-Synthase-Inhibitoren (85). Bislang wurde aber in in-
vivo-Versuchen die unterschiedliche Auswirkung zweier Katecholamine einer
Wirkstoffgruppe, die sich chemisch nur durch eine p-Hydroxygruppe unter-

scheiden wie Noradrenalin und Norfenefrin, auf die Hamodynamik im direkten
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Vergleich unter NOSI weder in gesunden noch in endotoxamischen Tieren un-
tersucht. Methodolgisch stand in vorangegangen in-vivo-Studien hamodymami-
sche Veranderungen von Katecholaminen unter NOSI an sich, nicht aber die
Klarung der Ursachen unterschiedlicher Effekte im Vordergrund. Die Hypothese
unterschiedlicher Effekte von Katecholaminen unter NOSI und mogliche Wech-
selwirkung an verschiedenen o-Rezeptoren soll hierbei zusatzlich mit Hilfe des
zentralen op-Agonisten Clonidin und des az-Antagonisten Yohimbin hinsichtlich
ihres hamodynamischen Verhaltens geprift werden.

Die vorliegende Arbeit soll zielgerichtet die im Rahmen eines septischen
Schocks eingesetzte NO-Synthase-Inhibitoren wie L-NAME in ihrer Wechsel-
wirkung mit Katecholaminen zu untersuchen, um maoglicherweise grundlegende
Kenntnisse zu erlangen Uber die Anwendung verschiedener Katecholaminen
unter NOSI und Uber eine sinnvolle und optimale Erganzung beider Therapie-
ansatze sowie Reduktion mdglicher Nebenwirkungen. Die vorliegende Arbeit
fokussiert hierbei auf zwei a-mimetisch wirkende Katecholamine, Noradrenalin
und Norfenefrin, die im Rahmen einer hyperdynamen Sepsis im klinischen All-

tag zur Therapie des septischen Schocks eingesetzt werden.
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3 Methodik

3.1 Tierexperimentelle Studie

Nach Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die Bezirksregierung Muns-
ter wurde das Experiment an 26 Schafen weiblichen Geschlechts der Merino-
Rasse mit einem durchschnittlichen Gewicht von 33.2 £ 1.4 kg an der zentralen
tierexperimentellen Einrichtung der Westfalischen Wilhelms - Universitat Muans-
ter (ehem. Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. vet. K.-D. Richter , jetzt Dr. med. vet.
M. Lucke) durchgefuhrt (Aktenzeichen 23.0835.1.0, 58/96).

Die Versuchsreihe wurde an wachen, chronisch instrumentierten Tieren durch-
gefuhrt.

Die Schafe wurden fur die Zeit der Versuchreihe in Spezialkafigen gehalten und
hatten nach Beendigung der Instrumentierung bis zum Ende des Versuches
freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Tiere zeigten im gesamten Versuchs-

zeitraum keinerlei Anzeichen von Schmerzen.

3.2 Instrumentierung der Versuchstiere

Die Instrumentierung der Schafe wurde einen Tag vor Beginn der Versuchsrei-
he unter einer intramuskular durchgeflihrten Anasthesie mit Ketaminhydrochlo-
rid (20 mg kg'Ketanest®, Parke-Davis GmbH, Berlin, BRD) unter
Spontanatmung durchgefuhrt. Nach Einfuhrung einer 8,5 Fr Schleuse wurde die
Anasthesie, falls nétig, mit Ketaminhydrochlorid aufrechterhalten. Die vorgese-
henen Einstichstellen wurden rasiert, gesaubert und mit einer alkoholischen
Desinfektionslésung desinfiziert. Die Instrumentierung wurde unter sterilen Be-
dingungen durchgefuhrt.

Die Anlage eines Swan-Ganz-Thermodilutionskatheters (8.5 F Kathetereinflh-
rungsset; pvb Medizintechnik GmbH Kirchseeon, BRD; 7.5 F Edwards Swan-

Ganz-Katheter®: Edwards Critical Care Division, Irvine, USA) erfolgte Uber eine
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8,5 Fr Einfuhrungsschleuse. Diese wurde perkutan in die rechte Vena jugularis
externa platziert und durch mehrere Hautnahte fixiert. Der Pulmonalarterien-
Thermodilutions-Katheter konnte so unter kontinuierlicher Kontrolle der auftre-
tenden Druckkurven auf dem Monitor (Hellige Servomed, Hellige Gmbh; Frei-
burg; BRD) via Druckwandler (DTX™ Druckwandler Kit; Ohmeda GmbH,
Erlangen, BRD) durch das rechte Herz in die A. pulmonalis vorgeschoben wer-
den. Die endgultige Position des Katheters war erreicht, wenn sich der luftge-
fullte Ballon an der Katheterspitze in Wedge-Position befand.

Wahrend der Versuchsreihe war es maoglich, mit Hilfe dieses Katheters den
mittleren pulmonalarteriellen Blutdruck (MPAD), den pulmonalkapillaren Ver-
schlussdruck (PCWP), den effektiven pulmonalen Kapillardruck, den zentralve-
nosen  Blutdruck (ZVD), das Herzzeitvolumen (HZV) und die
Korperkerntemperatur (°C) zu bestimmen. Des Weiteren diente der Katheter zur
Entnahme von gemischtvenésem Blut zur Analyse des gemischtvendsen Sau-
erstoff- und Kohlendioxidpartialdruckes sowie der gemischtvendsen Sauerstoff-

sattigung.

Die Anlage eines arteriellen Katheters (18 G Leather Cath; Vygon GmbH, Aa-
chen, BRD) erfolgte durch perkutane Punktion der Arteria femoralis und Platzie-
rung des Katheters mittels eines Seldingerdrahtes.

Uber diesen arteriellen Zugang konnte der mittlere arterielle Blutdruck (MAD)
und die Herzfrequenz (HF) bestimmt und arterielle Blutproben entnommen wer-
den.

Nach einer Erholungsphase von 24 Stunden wurden die Katheter via Druck-
wandler an den Monitor angeschlossen. Als kontinuierliche Infusion erhielten
die Tiere eine Ringer-Laktat-Loésung (2ml/kg KG/h). Eine Antibiotika-Prophylaxe
wurde nicht durchgefuhrt. Tiere, bei denen der Verdacht einer Infektion be-

stand, wurden von der Versuchsreihe ausgeschlossen.

3.3 Das Modell der experimentellen Sepsis

Fir dieses tierexperimentelle Modell der hyperdynamen Sepsis wurde eine

kunstliche Endotoxinamie durch Applikation eines Lipopolysaccharides in wa-
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chen, chronisch instrumentierten Schafen erzeugt. Nach Erhebung der Aus-
gangsdaten im gesunden Tier wurde eine kontinuierliche, intravendse Infusion
von Salmonella typhosa-Lipopolysaccharid (Endotoxin) in einer Dosierung von
10 pg/kg/min (Sigma Chemicals, Deisenhofen, BRD) begonnen und bis zum
Ende der endotoxamischen Versuchsphase fortgeflhrt. Die Volumenzufuhr mit
Ringer-Laktat-Losung wurde einem zentralen Venendruck
(ZVD)/pulmonalarteriellen Verschlussdruck (PCWP) des Ausgangswertes + 3
mmHg angeglichen. Nach 24 Stunden zeigten die Tiere eine hypoton-
hyperdyname Kreislauflage und zu diesem Zeitpunkt konnten die jeweiligen
Versuchsreihen der experimentellen Sepsis begonnen werden.

Wahrend der Versuchsreihe erhielten die Tiere auRer den Pharmaka des Ver-
suchsprotokolls keine weiteren Medikamente. Die Tiere waren wahrend des ge-
samten Experimentes wach und atmeten spontan Raumluft. In dieser
experimentellen Phase hatten sie ebenfalls freien Zugang zu Futter und Was-
ser.

Nach Beendigung der Versuchsreihe wurden die Schafe mit einer hohen Dosis
Propofol (10 mg/kg KG) anasthesiert und anschlieliend mit einer gesattigten
Kaliumchloridlésung (50 ml) durch intravendse Gabe uUber die Katheterschleuse

getotet.

3.4 Datenerhebung

3.4.1 Kardio-Pulmonales Monitoring

Nach Anschluss der Druckwandler an den Monitor wurden mit Hilfe der Druck-
kurven die korrekte Lage der Katheter vor Beginn der Baseline-Messung noch-
mals kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert.

Alle verwendeten Daten wurden am stehenden Versuchstier erhoben. Die intra-
vaskularen Drucke (MAD, MPAD, PCWP, ZVD) wurden in der MaReinheit
mmHg angegeben. Der Nullrefrenzpunkt fir die intravaskularen Dricke lag 10

cm oberhalb des Sternums.
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Das Herz-Zeit-Volumen (HZV) wurde mit der Thermodilutionsmethode gemes-
sen. Hierzu wurden beim ruhig stehenden Schaf 10 ml einer kalten NaCl—
Lésung (0 — 2°C) als schnelle Bolusinjektion (< 1,5 s) in den proximalen Schen-
kel des Thermodilutionskatheters injiziert, dessen Thermistor an einem HZV-
Computer (9520 Cardiac output Computer, Edwards Laboratories, USA). Das
HZV wurde aus einem Mittelwert von drei aufeinanderfolgendenMessungen be-

stimmt.
Berechnung des Herzzeitvolumens :

HzV = Vi (Te-T)) K
[ATgdt

V| = Injektattemperatur

Tg = Bluttemperatur Pulmonalarterie

T, = Injektattemperatur

K = Computer-und Dichtekonstante

[ A Tgdt = Veranderung der Bluttemperatur als
Funktion der Zeit
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Folgende Daten wurden aus den direkt gemessenen Parametern abgeleitet:

Messparameter Einheit Berechnung
Herzindex (HI) l/min/m? HZV/ BSA*
Systemvaskularer Wid-
dynesecm™ (MAD-PCWP)/(HZV#80)
erstand (SVR)
Systemvaskularer Wid-
_ dynesecm®em? (MAD-ZVD)/(H1e80)/BSA
erstandsindex(SVRI)
Pulmonalvendser Wid-
dynesecm™ (MPAD-PCWP)/(HZV+80)
erstand (PVR)
Pulmonalvendser Wid-
_ dynesecm®em? (MPAD-PCWP)/(HIe80)/BSA)
erstandsindex (PVRI)

Tabelle 2: Formeln und Einheiten indirekt erhobener Messparameter,

* = BSA = Body surface area (= Korperoberflache)

3.4.2 Statistische Auswertungen

Die in diesen Versuchsreihen erhobenen Daten wurden als Absolutwerte und
in Relation zu den Ausgangswerten vor Medikamentengabe miteinander vergli-
chen.

Unterschiede zwischen den verschieden Zeitpunkten der Experimente wurden
mit Hilfe der Varianz-Analyse ( ANOVA) und anschliel’end mit der Fisher’s Pro-
tected Least Significant Diference Test (PLSD) mit Bonferroni—Korrektur flr
Vielfachvergleiche getestet. Die Signifikanz eines Wertes wurde als P < 0.05
definiert. Alle Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte
(S.E.M.) dargestellt.
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3.5 Spezielle Methodik

3.5.1 Versuchsreihe 1: Vergleich der hamodynamischen Effekte von
Noradrenalin (NAME/NA) und Norfenefrin (NAME/NF) unter

NO-Synthase im gesunden und endotoxamischen Schaf

Die chronisch instrumentierten Schafe wurden in zwei Untersuchungsgruppen
(n = 8 pro Gruppe) unterteilt. Vor Versuchsbeginn wurde von jedem zu untersu-
chenden Tier eine Messung der Ausgangsdaten durchgefuhrt. Anschlielend
wurde (iber einen Perfusor Noradrenalin (Arterenol®, Fa. Héchst, BRD) in zwei
Dosierungen von 0,2 und 0,4 ug kg'min™ (NAME/NA) bzw. Norfenefrin (No-
vadral®, Gédecke, BRD) in zwei Dosierungen von 2 und 4 ug kg'min™ (NA-
ME/NF) intavenos injiziert. Dabei wurden beide Pharmaka Uber einen
Mindestzeitraum von 15 Minuten und bis zur Einstellung einer stabilen Hamo-
dynamik verabreicht. Dann wurden sowohl die hamodynamischen Parameter
protokolliert als auch eine arterielle und gemischt-vendse Blutgasanalyse
durchgefuhrt. Desweiteren wurde das Herzzeitvolumen bestimmt. Nach Been-
digung der Noradrenalin- bzw. Norfenefrin—-Gabe wurde den Tieren ein initialer
Bolus von 2,5 mg kg™ des NO-Synthase—Inhibitors L-NAME (Chemicals, Dei-
senhofen, BRD) verabreicht und die Applikation in einer Dosierung von 0,5 mg
kg h™" als kontinuierliche Infusion Uber einen Perfusor fortgefiihrt. Nach 60 Mi-
nuten wurde Noradrenalin bzw. Norfenefrin in den gleichen Dosierungen, wie
oben aufgefihrt, nun in Kombination mit L-Name zugeflhrt. Himodynamische
Messungen, Blutgasanalysen und HZV wurden wieder nach einer Mindestein-
wirkzeit von 15 Minuten und in einer hamodynamisch stabilen Situation proto-
kolliert (Abbildung XIlI).

Nach der Versuchsreihe im gesunden Schaf folgte flr die Tiere eine Erhoh-
lungsphase von 48 Stunden. Nach Erhebung der Ausgangsdaten im noch ge-
sunden Tier wurde das Salmonella typhosa-Endotoxin in einer Dosierung von

10 ngekg'eh™ zugefiihrt (siehe Kap. 3.3). Nach 24 Stunden kontinuierlicher En-
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dotoxin-Zufuhr zeigten sich die hamodynamischen Charakteristika eines hyper-
dynamen septischen Schocks. Eine Baseline-Messung wurde protokolliert. Die
Versuchsreihe wurde nun mit der Zufuhr von Noradrenalin bzw. Norfenefrin in
gleichen Dosierungen wie im nicht endotoxamischen Versuchsabschnitt fortge-
fuhrt. Nach Protokollierung der Messung fur beide Dosierungen der Katechola-
mine wurde die Bolusgabe des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME (2,5 mgekg™
'eh™) und der anschlieRend folgenden kontinuierlichen Infusion (0,5 mgekg 'eh"
") (iber 60 Minuten begonnen, nachdem die hdmodynamischen Parameter auf
Ausgangsniveau der endotoxamischen Phase zuruckgekehrt waren. Im An-
schluss daran wurden den Tieren erneut Noradrenalin bzw. Norfenefrin in den
bekannten Dosierungen und nach bekanntem Schema appliziert. Nach Ab-
schluss der Versuchsreihe wurden die Tiere, wie oben beschrieben, eingeschla-
fert (Abbildung IX).
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Messzeit )
_punkt Intervention
0 min. Baseline 1, Erhebung der Ausgangsdaten
. Arterenol 0,2 pg/kg/min bzw.
15 min. Novadral 2 pg/kg/min tber 15 Min.
. Arterenol 0,2 pg/kg/min bzw.
30 min. Novadral 2 pg/kg/min iiber 15 Min.
60 min. Baseline 2 bei Erreichen der Ausgangsdaten BL 1
) L-NAME 2,5 mg/kg als Bolus
120 min. +0,5 mg/kg/min kont. tiber 60 Min.

L-NAME 0,5 mg/kg/min
. + Arterenol 0,2 ug/kg/min
135 min. by,

+ Novadral 2 pg/kg/min Gber 15 Min.

L-NAME 0,5 mg/kg/min
150 min + Arterenol 0,2 pg/kg/min
- bzw.

+ Novadral 2 pug/kg/min tber 15 Min.

Abbildung VIII: Abbildung Protokoll der Versuchsreihe 1 von NAME/NA und NAME/NF im

gesunden Schaf
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Messzeit

_punkt Intervention

Baseline 1 praseptisch

Nach 48 h

Arterenol 0,2 pg/kg/min bzw.

15 min. Novadral 2 ug/kg/min tber 15 Min.

Arterenol 0,2 ug/kg/min bzw.

30 min. Novadral 2 pg/kg/min tiber 15 Min.

Baseline 3 bei Erreichen der Ausgangsdaten BL 2

60 min.

L-NAME 2,5 mg/kg als Bolus
+0,5 mg/kg/min kont. Gber 60 Min.

120 min.

L-NAME 0,5 mg/kg/min
+ Arterenol 0,2 pg/kg/min
bzw.
+ Novadral 2 ug/kg/min tber 15 Min.

135 min.

L-NAME 0,5 mg/kg/min
+ Arterenol 0,2 pg/kg/min
bzw.
+ Novadral 2 pg/kg/min tber 15 Min.

150 min.

Abbildung IX: Protokoll der Versuchsreihe in der endotoxamischen Phase (NAME/NA en-
do und NAME/NF endo)
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3.5.2 Versuchsreihe 2: Hamodynamische Effekte von Noradrenalin
unter NO-Synthase-Inhibition in Kombination mit Yohimbin
(NAME/Yohimbin)

Den zu untersuchenden, chronisch instrumentierten Schafen (NAME/Yohimbin,
n = 6) wurde nach Erhebung der hdmodynamischen Ausgangsdaten Arterenol®
intravends appliziert und bis zu einem Anstieg des MAP um 15 mmHg titriert.
Sowohl hamodynamische Parameter und Blutgasanalysen als auch die Titrati-
onsdosis wurden protokolliert, im Anschluss daran die Katecholaminzufuhr ge-
stoppt. Nachdem die hamodynamischen Parameter auf das Ausgangsniveau
zuruckgegangen waren, wurde den Tieren ein Bolus von L-NAME in einer Do-
sierung von 5mgokg'1 und anschlie3end als kontinuierliche Infusion in einer Do-
sierung von 1mgekg'eh™ appliziert. Nach 60 Minuten wurde die vorher
definierte Dosis von Noradrenalin erneut verabreicht und die hamodynamischen
Daten erhoben. Danach wurde die Arterenol®-Zufuhr wieder gestoppt und eine
Infusion mit Yohimbin ( Sigma Chemicals, Deisenhofen, BRD) in einer Dosie-
rung von 0,5 mgekg™ Uber 30 min. begonnen. AnschlieRend wurde erneut die
definierte Arterenol®-Dosis appliziert. Nach Erhebung aller Messparameter war
der Versuch beendet (Abbildung X).
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Baseline 1

J

Noradrenalin-Titration bis MAP-Anstieg um 15 mmHg
(= Ausgangdosierung AD)

I

Baseline 2

I

L-Name Bolus 5mg/kg + 1 mg/kg/h tiber 60 Min, dann
Noradrenalin in AD
=> hamodynamische Messung, Infusionsstop NA

I

L-NAME 1 mg/kg/h
+ Yohimbin 0,5 mg/kg/h tGber 30 Min.
+ anschliefend Noradrenalin in AD
=> hamodynamische Messung

I

Ende der Versuchsreihe

Abbildung X: Protokoll der Versuchsreihe ,Hamodynamische Effekte von Noradrenalin
unter NO-Synthase-Inhibition in Kombination mit Yohimbin (NAME/Yohimbin)
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3.5.3 Versuchsreihe 3: Hamodynamische Effekte von Clonidin unter
NO-Synthase-Inhibition im gesunden Schaf (NAME/Clonidin)

Vor Versuchsbeginn wurde bei den chronisch instrumentierten Schafen (NA-
ME/Clonidin, n= 4) dieser Versuchsgruppe eine hamodynamische Messung zur
Erhebung der Ausgangswerte durchgefuhrt. Im Anschluss daran wurde den Tie-
ren ein Bolus von Clonidin (Catapesan®, Boehringer Ingelheim) intravends in
einer Dosierung von 5pgokg'1 appliziert, gefolgt von einer kontinuierlichen Infu-
sion in einer Dosierung von 2ugekg'eh™. Nach Stabilisierung des Kreislaufes
wurden sowohl die hamodynamischen Daten als auch die Blutgasanalysen pro-
tokolliert. Danach wurde die Zufuhr von Clonidin gestoppt und nach Ruckkehr
der hamodynamischen Parameter auf das Ausgangsniveau wurde den Tieren
ein Bolus des NO-Synthase Inhibitors L-NAME in einer Dosierung von 5 mgekg
! appliziert, gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion in einer Dosierung von 1
mgekg'eh™. Nach einer Wirkzeit von 60 Minuten wurde Clonidin wieder in glei-
cher Dosierung (Bolus von 5 pgekg™, kontinuierliche Infusion von 2 mgekg'eh™)
verabreicht, die hamodynamischen Parameter und eine Blutgasanalyse nach

Stabilisation der hamodynamischen Parameter protokolliert (Abbildung XI).
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Baseline 1

I

Clonidin Bolus 5 pg/kg + 2 pg/kg/h
—hamodynamische Messung nach Stabilisierungsphase

Baseline 2

I

L-NAME Bolus 5 mg/kg
+ 1 mg/kg/h tber 60 Min.,
dann Clonidin Boulus 5ug/kg
+ 2mg/kg/h
=> hamodynamische Messung nach Stabilisierungsphase

{

| Ende der Versuchsreihe

Abbildung XI: Versuchsaufbau ,,Hdmodynamische Effekte von Clonidin unter NO-
Synthase-Inhibition im gesunden Schaf (NAME/Clonidin)
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte der Endotoxinamie

4.1.1 Systemische Hamodynamik und kardiovaskulare

Fullungsdriicke

Die kontinuierliche Infusion des Salmonella typhosa—Endotoxins fuhrte bei den
Tieren der Gruppen NAME/NA endo und NAME/NF endo zu einer hyperdyna-
men Antwort des kardiovaskularen Systems. Charakteristisch war hierbei der
Abfall des systemvaskularen Widerstandindex (SVRI) bei Anstieg des Herzin-
dex (CI). Im Vergleich zum Ausgangswert war der SVRI in allen Gruppen nach
24 Stunden signifikant erniedrigt, gleichsinnig kam es ebenfalls zu einem deutli-
chen Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes. Dies ging einher mit einer
Steigerung des Herzindex, der im Vergleich zu den Ausgangswerten ebenfalls
signifikant erhoht war. Die Herzfrequenz lag in beiden Gruppen deutlich Gber
dem Ausgangsniveau (Diagramme I-VIII). Signifikante Veranderungen des zent-
ralen Venendrucks (ZVD) und des pulmonalarteriellen Verschlussdruckes als
Mal fur die kardiovaskularen Fullungsdricke konnten nicht festgestellt werden
(Tabelle 3).

4.1.2 Pulmonale Hamodynamik

Der mittlere pulmonalarterielle Blutdruck war unter kontinuierlicher Zufuhr von
Endotoxin nach 24 Stunden in NAME/NA/endo und NAME/NF/endo signifikant
erhoht. Der pulmonale Gefal3widerstandsindex tendierte zu hdheren Werten
gegenuber dem Ausgangsniveau, war jedoch statistisch nicht signifikant (Dia-

gramme IX-XII).
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Tabelle 3: Kardiovaskulare Fullungsdricke

NAME/NA NAME/NA NAME/NF NAME/NF
endo endo

PCWP 11£0,7 9,8£0,9 11,5 £2 15,8 £ 3
ZVD 5+ 1 5+ 1 7+1 10 £ 1

PCWP = Pulomonalkapillarer Verschlussdruck (mmHg), ZVD = Zentralnervoser Blut-
druck (mmHg), L-NAME = N“-Nitro-L-Arginin-Methylester, NA = Noradrenalin, NF =
Norfenefrin, endo = endotoxamsch

4.2 Effekte von Noradrenalin und Norfenefrin unter NO-

Synthase-Inhibition im gesunden Schaf

4.2.1 Systemische Hamodynamik und kardiovaskulare

Fullungsdriicke

Im ersten Versuchsschritt wurde den gesunden Tieren verschiedene Dosierun-
gen von Noradrenalin (NAME/NA) und Norfenefrin (NAME/NF) appliziert. Die
Dosierungen betrugen 0,2 und 0,4 pg/kg/min fur Noradrenalin bzw. 2 und 4
pa/kg/min fur Norfenefrin. Es entwickelte sich in beiden Gruppen ein dosisab-
hangiger Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes. In NAME/NA betrug der
Anstieg des MAD 11 + 2 mmHg (0,2 pg/kg/min) und 21 £ 5 mmHg
(0,4pg/kg/min) und in L-N/NF 10 £ 4 mmHg (2pg/kg/min) und 24 + 6 mmHg
(4pg/kg/min). Das Ausmald der Blutdrucksteigerung war in beiden Gruppen ver-
gleichbar und signifikant (p < 0,05 vs 0 h). Bei Betrachtung des peripheren Ge-
faBwiderstandes zeigte sich ein deutlicher Anstieg nur bei NAME/NF bei einer
Dosierung von 4ug/kg/min (p < 0,05 vs Oh L-N/NF).

Die Kombination von L-NAME mit Noradrenalin und Norfenefrin zeigte deutliche
Unterschiede in der Auswirkung auf den MAD und den SVRI. Bei Dosierung
von 0,2 ug/kg/min Noradrenalin bzw. 2ug/kg/min Norfenefrin kam es zu einem
deutlichen Anstieg des MAD um 25+ 7mmmHg bei NAME/NA versus einem
schwachen Anstieg um 6 £ 1mmHg bei L-N/NF. Auch bei einer Dosierungen

von 0,4pg/kg/min Noradrenalin und 4ug/kg/min Norfenefrin war der Anstieg bei
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NAME/NA mit 42 £10 mmHg deutlich starker ausgepragt (p < 0,05) gegenuber
einer Erhéhung des MAD um 21 £3 mmHg bei NAME/NF (p <0,05).

Fehlte im Versuchsabschnitt ohnne L-NAME ein signifikanter Anstieg des SVRI
bei L-N/NA, so kam es unter L-NAME Gabe zu einem deutlichen Anstieg des
SVRI (p < 0,05).

Bei NAME/NF zeigte sich ein deutlicher Anstieg der MAD unter Einfluss von
Norfenefrin (p<0,05). Unter NO-Synthase-Inhibition war der Anstieg des mittle-
ren arteriellen Druckes schwacher und zeigte nur in der hdheren Dosierung (2

Mag/kg/h) einen deutlichen Anstieg (p <0,05), (s. Diagramme I-IV).

4.2.2 Pulmonale Hamodyamik

Der mittlere pulmonalarterielle Blutdruck und der pulmonalvaskulare Widerstand
wurden durch die Gabe von Noradrenalin bzw. Norfenefrin nur schwach beein-
flusst. Die Gabe von 4ug/kg/min Norfenefrin zeigte eine signifikante Erhéhung
des mittleren pulmonalarteriellen Drucks gegenuber der Oh-Messung. In allen
anderen Dosierungen blieben MPAD und PVRI bei NAME/NA und NAME/NF

unbeeinflusst (Diagramme IX-XII).

Sowohl bei NAME/NA als auch bei NAME/NF beeinflusste die Applikation von
L-NAME hingegen das pulmonale Kreislaufsystem. Der mittlere pulmonalarte-
rielle Druck und der pulmonalarterielle Gefaldwiderstandsindex stiegen nach 60-
minutiger NO-Synthase-Inhibition auf ein signifikant hdheres Niveau an (p <0,05
vs 0h). Die Kombination von L-NAME mit Noradrenalin bzw. Norfenefrin zeigte
nur tendentiell eine weitere Erhohung von MPAD und PVRI (s. Diagramme IX-
XIl.
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4.3 Effekte von Noradrenalin und Norfenefrin unter NO-

Synthase-Inhibition im endotoxdmischen Schaf

4.3.1 Systemische Hamodynamik und kardiovaskulare

Fullungsdricke

In beiden Versuchsgruppen (NAME/NA und NAME/NF) zeigte sich nach 24-
stundiger Endotoxinamie eine hyperdyname Kreislaufsituation. Mittlerer arteriel-
ler Blutdruck und systemvaskularer Widerstandsindex sanken signifikant unter
das Ausgangsniveau ab; Herzfrequenz, Herzeitvolumen und mittlerer pulmona-
larterieller Druck hingegen stiegen an (P< 0,05).

Im endotoxamischen Schaf war sowohl bei NAME/NA (0,2py/kg/min und
0,4pg/kg/min) als auch bei NAME/NF (2ug/kg/min und 4pg/kg/min) ein dosisab-
hangiger Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks zu beobachten. Mit einer
Erhéhung des MAP bei NAME/NA um 10 + 6 mmHg versus 9 + 2 mmHg bei
NAME/NF fur die erste Dosierung und einer Erhdhung um 21 + 6mmHg versus
18 £ 2mmHg fur die zweite Dosierung waren die hamodynamischen Verande-
rungen vergleichbar. Auch hinsichtlich des systemvaskularen Gefallwiderstan-
des und des Herzindexes wurden keine signifikante Unterschiede beobachtet.
Im endotoxamischen Schaf wurde durch die NO-Synthase-Inhibition mit L-
NAME die systemische und pulmonalvaskulare Hdmodynamik in beiden Grup-
pen gleichsinnig verandert. Der Anstieg des mittleren arteriellen Druckes und
des systemvaskularen Widerstandindex (Diagramme I-1V) als auch der mittlere
pulmonalarterielle Druck und pulmonalvaskulare Widerstandsindex (Diagramme
IX-XIl) sowie der Abfall von Herzindex und Herzfrequenz (Diagramme V-VIII)
waren in beiden Gruppen vergleichbar und statistisch signifikant (p < 0,05).

Im endotoxamischen Schaf kam es unter NO-Synthase-Inhibition unter Gabe
von Noradrenalin in den vorgegebenen Dosierungen (0,2 bzw. 0,4 pg/kg/min)
zu einem signifikant (p < 0,05) hoheren Anstieg des mittleren arteriellen Dru-
ckes mit 29 + 4 mmHg als bei LAME/NF (2 bzw. 4 ug/kg/min) mit einem Anstieg

um 16 £ 3mmHg in der zweiten Dosierung (Diagramme [-1V).
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Ein signifikanter Anstieg des systemvaskularen Widerstandes wurde nur in der
Norfenefrin-Gruppe bei einer Dosierung von 4 ug/kg/min beobachtet.

Der zentrale Venendruck und der pulmonalarterielle Verschlussdruck stiegen in
der Sepsis unerheblich an, auch nach Gabe von Katecholaminen und L-NAME
blieben ZVD und PCWP unverandert (s. Tabelle 3)

4.3.2 Pulmonale Hamodynamik

Nach 24-stindiger Endotoxin-Gabe stellte sich in beiden Versuchsgruppen ein
erhdhter mittlerer pulmonalarterieller Druck ein, der gegentber der 0 h — Mes-
sung im gesunden Schaf signifikant erhéht war. Die Applikation von Noradrena-
lin und Norfenefrin im endotoxamischen Schaf lie®R den MPAP geringflgig
ansteigen, die Werte blieben ohne Signifikanz. Der pulmonalvaskulare Wider-
standsindex war weder nach 24-stiindiger Endotoxamie noch nach Gabe der
Katecholamine signifikant angestiegen.

Die NO-Synthase-Inhibition bewirkte sowohl einen deutlichen Anstieg des mitt-
leren pulmonalarteriellen Drucks als auch des pulmonalvaskularen Wider-
standsindex in beiden Gruppen (p <0,05), nach Gabe der Katecholamine wurde
das pulmonalarterielle Druckniveau gehalten und lag flr diesen Versuchsab-
schnitt ebenfalls deutlich uber den Drucken im gesunden Schaf. Der pulmonal-
vaskulare Widerstandsindex deckte sich bei NAME/NA im wesentlichen mit den
Daten im gesunden Schaf, bei NAME/NF hingegen lag der PVRI nach L-NAME-

Gabe uber dem Niveau der gesunden Tiere (Diagramme [X-XII).
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Diagramm |
mittlerer arterieller Druck im gesunden Schaf
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Diagramm I
mittlerer arterieller Druck im septischen Schaf
160
140 .
120 | 4 #
S 100 A *ox
I
1S
E 80
2
S 60 -
40 -
20 -
0 .
BL1sept. D1 D.2  BL2sept. L-NAME L-N+D1 L-N+D2

I Norfenefrin
I Noradrenalin



Ergebnisse 52

Diagramm Il

Systemvaskularer GefalBwiderstandsindex
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Diagramm IV
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Diagramme I-IV: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) und
des systemvaskularen GefalBwiderstandsindex (SVRI) nach Infusion von No-
radrenalin und Norfenefrin im gesunden und endotoxamischen Schaf und des-
weiteren unter NO-Synthase-Inhibition  (L-NAME). Die dargestellten
Messzeitpunkte sind Baseline-Messung (BL), erste Dosierung (D1) fur No-
radrenalin (NA) 0,2 ug/kg/min und fir Norfenefrin 2 pg/kg/min und zweite Dosie-
rung (D2) fur NA 0,4 pg/kg/min und fur NF 4ug/kg/min. Der Messzeitpunkt PD
(= Pre-drug-Wert) wurde nach Infusionsstop der Katecholamine und Ruckkehr
der Messparameter auf Ausgangsniveau bestimmt. L-N (L-NAME) beschreibt
den Zeitpunkt der NO-Synthase-Inhibition in einer Dosierung von 2,5 mg/kg als
Bolus + 0,5/mg/kg/h. Erneute Applikation der Katecholamine in den bekannten
Dosierungen nach 60 min. NOSI. Alle Ergebnisse sind Mittelwerte + Standard-
fehler der Mittelwerte (S.E.M.).

+ = p < 0,05 gegenuber den gesunden Tieren

* =p < 0,05) gegenuber Baseline,

# = p < 0,05 gegenlber Abwesenheit von L-NAME (PD),
** = p < 0,05 gegenltiber Abwesenheit von L-NAME.
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Diagramm V

Herzfrequenz Noradrenalin
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Diagramm VI
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Diagramm VII
Schlagvolumenindex Noradrenalin
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Diagramm VIII

Schlagvolumenindex Norfenefrin

14

12 4
#

10 4

HI (I/min)

2 T T
BL 2 4 PD L-N L-N+2 L-N+4

e=@=» Norfenefrin gesund
e=@== Norfenefrin septisch



Ergebnisse 56

Diagramme V-VIII zeigen die Daten als Mittelwerte + Standardfehler der Mit-
telwerte flir Herzfrequenz und Schlagvolumenindex fir die Noradrenalin —
Gruppe (NA) und die Norfenfrin — Gruppe (NF).

Die Dosierungen sind Angaben in pyg/kg/min, BL= Baseline-Messung, PD = pre-
drug vor Gabe von L-NAME (= zweite Baseline-Messung), L-N = Gabe von L-
NAME in einer Dosierung von 2,5mg/kg als Bolus + 0,5 mg/kg/h)

+=p <0,05 vs. gesunde Tiere
*=p < 0,05 vs. Baseline,
# = p <0,05 vs. Abwesenheit von L-NAME.
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Diagramm IX
mittlerer pulmonalarterieller Druck Noradrenalin
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Diagramm X

mittlerer pulmonalarterieller Druck Norfenefrin
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Diagramm XI

Diagramm XII

PVRI (dynes*s*cm'5*m'2)

PVRI (dynes*s*cm'5*m'2)

pulmonalvaskularer Widerstandsindex Noradrenalin
400

300 A

200 -

100 +

BL 0,2 0,4 PD L-N  L-N+0,2 L-N+ 0,4

e=@m Noradrenalin gesund
@@= Noradrenalin septisch
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Diagramme VIII-XIl zeigen die Daten fur pulmonalarteriellen Druck (mmHg)

und pulmonalvaskuldren Widerstandsindex (dyn.*sec*cm™*m?) als Mittelwerte +
Standardabweichung der Mittelwerte fur die Noradrenalin - Gruppe (NA) und
Norfenefrin — Gruppe (NF).

Die Dosierungen sind Angaben in ug/kg/min, BL= Baseline-Messung, PD = pre-
drug vor Gabe von L-NAME (=zweite Baseline-Messung), L-N = Gabe von L-

NAME in einer Dosierung von 2,5mg/kg als Bolus + 0,5 mg/kg/h).

+ =p <0,05 vs. gesunde Tiere
*=p <0,05 vs. Baseline
# = p <0,05 vs. Abwesenheit von L-NAME.

4.4 Hamodynamische Effekte von Noradrenalin unter NO-

Synthase-Inhibition in Kombination mit Yohimbin

In gesunden Schafen (n = 6) wurde eine Noradrenalin-Dosis von 0,25 + 0,02
Mg/kg/min bendtigt, um den MAD um 15 + 0,1 mmHg zu erhéhen. Desweiteren
wurde bei dieser Dosierung ein Anstieg des SVRI um 312 + 82 dynes* sec* cm’
® *m™ beobachtet. In Kombination mit L-Name erhéhte dieselbe Noradrenalin -
Dosis den MAP statistisch signifikant (p<0,05) um 23 +2 mmHg und den SVRI
um 728 + 84 dynes* sec* cm™>*m™. Im Gegensatz dazu kam es durch die Appli-
kation von Yohimbin (0,5 mg kg™) nur zu einem schwacher ausgepragten MAD-

Anstieg von 11+ 2 mmHg unter Arterenol®-Gabe (Diagramm XIlI- XIV)..
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Diagramm XIll
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Diagramme XIlI - XIV: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP)
und des systemischen GefalRwiderstandsindex (SVRI) nach Infusion von No-
radrenalin im gesunden Schaf, zusatzlich unter NO-Synthase-Inhibition (L-
NAME) und Yohimbin-Applikation.
Die dargestellten Messzeitpunkte sind
e 1.Baseline-Messung (BL 1).
e Dosierung fur Noradrenalin (NA) 0,25 + 0,02 pg/kg/min
e 2. Baseline-Messung (BL 2)
e L-NAME 2,5 mg/kg + 0,5 mg/kg/h Uber 60 Minuten + Noradrenalin (NA)
0,25 + 0,02 pg/kg/min
e L-NAME 2,5 mg/kg + 0,5 mg/kg/h Uuber 60 Minuten + Noradrenalin (NA)
0,25 + 0,02 pg/kg/min + Yohimbin 0,5 mg/kg
Alle Ergebnisse sind Mittelwerte £ Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.).

# = p < 0,05 vs Baseline-Messung
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4.5 Hamodynamische Effekte von Clonidin unter NO-Synthase-

Inhibition im gesunden Schaf

Im gesunden Tier (n = 4) senkte die o0.g. Clonidin-Dosis den mittleren arteriellen
Druck um 10 + 1 mmHg. Der Abfall des SVRI um 171+ 98 dynesesececm  em?
war nicht signifikant. Im Gegensatz dazu steigerte Clonidin in Kombination mit
L- Name (n = 4) den MAP um 10 £ 3 mmHg und den SVRI um 518 + 125 dynes
sec cm™ m™ (P < 0.05) (Diagramme XV-XVI).

Diagramm XV
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Diagramme XV - XVI: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP)
und des systemischen GefalRwiderstandsindex (SVRI) nach Infusion von Cloni-
din im gesunden Schaf und desweiteren unter NO-Synthase-Inhibition (L-

NAME). Die dargestellten Messzeitpunkte sind

1. Baseline-Messung (BL 1)

e Clonidin in einer Dosierung von 5 ug/kg KG als Bolus, gefolgt von 2

Mg/kg/h bis zur hamodynamischen Stabilisierung
e 2. Baseline- Messung (BL 2)

e L-NAME in einer Dosierung von 5 mg/kg KG als Bolus und 1 mg/kg/h

uber 60 Minuten, dann Clonidin in 0.g. Dosierung

Alle Ergebnisse sind Mittelwerte £ Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.).
#=p <0,05vs 0 h (Baseline)-Werte
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In gesunden Schafen fuhrte die Applikation der Katecholamine Noradrenalin
und Norfenefrin erwartungsgemaf in gleichem MalRe zu einem deutlichen An-
stieg des mittleren arteriellen Blutdrucks und systemvaskularen Widerstandes.
Die pulmonalen Drucke blieben im Wesentlichen unverandert. Unter NO-
Synthase-Inhibition mit L-NAME war bei NAME/NA durch die Gabe von No-
radrenalin ein sehr viel starker ausgepragter Anstieg von Blutdruck und Gefaf3-
widerstand zu erkennen als bei NAME/NF mit der Gabe von Norfenefrin. Die
pulmonalvaskularen Dricke und Widerstande wurden durch die Gabe von L-
NAME erwartungsgemal stark erhoht und zeigten weder durch die Gabe von
Noradrenalin noch von Norfenefrin weitere Veranderungen.

Die kontinuierliche Infusion von Endotoxin Uber 27 h zeigte nach 24 h in allen
Gruppen eine hyperdyname Antwort des kardiozirkulatorischen Systems. Diese
war durch ein erhohtes Herzzeitvolumen, einen verminderten systemvaskularen
Widerstand und einem tendentiell niedrigeren Blutdruck gekennzeichnet. Durch
Gabe von Noradrenalin in der NAME/NA-Gruppe und Norfenefrin in der NA-
ME/NF-Gruppe zeigte sich ein dosisabhangiger Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdruckes und des systemvaskularen Widerstandes. Die Gabe des NO-
Synthase-Inhibitors L-NAME normalisierte in beiden Gruppen (NAME/NA und
NAME/NF) die hyperdyname Zikulation und ging mit einem deutlich erhdhten
mittleren pulmonalarteriellen Blutdruck und pulmonalvaskularen Widerstand
einher. In der NAME/NA- Gruppe zeigte die Gabe von Noradrenalin auch in der
Endotoxinamie unter L-NAME einen sehr viel starker ausgepragteren Anstieg
des Blutdruckes als in der NAME/NF-Gruppe durch die Gabe von Norfenefrin.

Die Gabe des oap-Antagonisten Yohimbin beeinflusste die Interaktion von No-
radrenalin und L-NAME. So wurde der beobachtete Anstieg des mittleren arte-
riellen Blutdruckes und des systemvaskularen Widerstandes bei gleichzeitiger
Gabe von Noradrenalin und L-NAME durch eine zusatzliche Gabe von Yohim-

bin stark abgeschwacht.
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Die Gabe von Clonidin als zentraler op-Agonist zeigte einen erwarteten Abfall
von Blutdruck und GefalRwiderstand. Unter L-NAME hingegen zeigte sich ein

Anstieg von Blutdruck und GefalRwiderstand.
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5 Diskussion

5.1 Das Schafsmodell der hyperdynamen Sepsis

Aufgrund der Problematik, Fortschritte in der Erforschung der Pathophysiologie
der Sepsis und der Erstellung von Therapiekonzepten durch in-vivo-Versuche
und klinische Studien zu erzielen, ist die Entwicklung von Klinikrelevanten Tier-
modellen unerlasslich. Ziel der Entwicklung eines Tiermodelles ist neben der
Madglichkeit, Physiologie und Pathophysiologie der Sepsis zu erforschen, Hypo-
thesen flr spatere klinische Studien generieren zu kénnen. Im Verlaufe der letz-
ten Jahre zeigte sich, dass die Endotoxinamie im Tierexperiment ein valides
Medium darstellt, um die klinischen Charakteristika der Sepsis zu simulieren.
Durch Infusion von Endotoxin ist es moglich, Versuchstieren oder freiwilligen,
gesunden Testpersonen die fur die Sepsis charakteristischen Symptome expe-
rimentell zu provozieren (110, 164). Van Deventer und Mitarbeiter untersuchten
473 febrile Patienten auf Sensitivitat, Spezifitat und die Wahrscheinlichkeit ei-
nes positiven Testergebnisses fur die Bakteriamie und Endotoxamie und kamen
zu dem Ergebnis, dass die Endotoxinamie einen validen Parameter fur eine
gram-negative Sepsis darstellt (172). Auch Danner und Mitarbeiter wiesen bei
43% Patienten im septischen Schock Endotoxine im Blut nach, auch wenn hau-
fig ein kultureller Nachweis von Bakterien nicht moglich war (41).

Aufgrund der Moglichkeit, durch Gabe von Endotoxin die pathophysiologischen
Veranderungen der Sepsis experimentell zu erzeugen, sind Tiermodelle der ex-
perimentellen Sepsis von vielen Autoren annerkannt (19, 26, 71, 121, 133, 169,
186). Neben der Erzeugung einer Sepsis durch LPS besteht die Moglichkeit ei-
ner bakteriell induzierten Sepsis. Die LPS-induzierte Sepsis lasst sich im Grol3-
tier allerdings insgesamt besser steuern als eine bakteriell induzierte Sepsis.
Daneben bieten Lipopolysacchharide die bessere Haltbarkeit und einfachere
Lagerung gegenuber der schwierigen Praparation und Haltbarkeit von lebenden

Organismen.
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Abhangig vom Ziel der experimentellen Untersuchungen bedient man sich ver-
schiedener Tierspezies. Fur immunologische Untersuchungen und Studien mit
Mutanten-Linien mit einer groRen Stuckzahl an Tieren eignen sich bevorzugt
Mause. Kardiovaskulare Untersuchungen mit einem Mal} an invasivem Monito-
ring werden heutzutage vor allem an Groldtieren wie z.B. Schafen, Schweinen
und Hunden durchgefuhrt.

Die tierexperimentelle Sepsis im Schwein ist ein aktzeptiertes Tiermodell (96);
als nachteilig erwies sich aber die geringere Sensitivitat der Tiere gegenuber
dem LPS und der geringeren Auspragung einer hyperdynamen Sepsis (61).
Das Modell der Endotoxinamie im Schaf ist ein anerkanntes Modell der experi-
mentellen Sepsis. Wahrend Bolusapplikationen von Endotoxin haufig zu einem
kardiovaskularem Kollaps und frthem Tod des Versuchstieres fuhren (189) und
bei Bolusapplikation die hamodynamischen Reaktionen nur von kurzer Dauer
sind, kann mit einer kontinuierlichen, niedrig dosierten Gabe von Endotoxin im
Schaf eine hyperdyname Kreislaufsituation hergestellt werden, die mit der des
Menschen mit einer Endotoxinamie vergleichbar ist (133, 135, 169). Morell und
Mitarbeiter beschrieben in ihrem Schafmodell kontinuierliche Endotoxin-Gaben
von 10-20 ng/kg/min mit einer dauerhaften hyperdynamen Zirkulation (125).

Die Arbeitsgruppen um Pittet und Traber beschreiben, dass mit steigenden En-
dotoxindosierungen die Mortalitat steigt. Sowohl hohe als auch niedrige Dosie-
rungen von LPS erzeugen das Bild der hyperdynamen Sepsis mit Anstieg des
HZV und Abfall des mittleren arteriellen Bludruckes und systemvaskularen Wi-
derstandes. Auch nimmt mit Schwere der Endotoxinamie die kardiale Depressi-
on zu. Die im Schaf beobachteten septischen Veranderungen und der Verlauf
bei Zunahme der Schwere der Sepsis sind vergleichbar mit den pathophysiolo-
gischen Veranderungen im Menschen (133, 169).

Aufgrund der klinischen Relevanz der Endotoxinamie und der Mdglichkeit, im
Schaf die kardiovaskularen Veranderungen des Menschen in der Sepsis repro-
duzieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit das Modell der experimentellen En-
dotoxinamie im Schaf gewahlt. Hinzu kommt, dass durch eine Vielzahl

experimenteller Studien dieses Modell zu einem Standardmodell fur die Unter-
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suchung von kardiovaskularen Veranderungen in der Sepsis geworden ist (19,
26, 71,121, 169, 186).

5.2 Effekte der Endotoxinamie

In der vorliegenden Studie reagierten die Tiere aller Untersuchungsgruppen mit
einer hyperdynamen Antwort auf die kontinuierliche Infusion von Salmonella
typhosa-Endotoxin. Charakterisiert war diese Kreislaufsituation durch Hypoto-
nie, Tachykardie und stark erhéhtem Herzzeitvolumen. Der pulmonale Kreislauf
zeigte wahrend der Endotamie deutlich erhdhte Druckverhaltnisse.

Insgesamt zeigten sich in dieser Versuchsreihe reproduzierbar die hamodyna-
mischen Veranderungen in der Sepsis, wie sie von anderen Studiengruppen
bereits beschrieben wurden (20, 26, 71, 183). Der Anstieg des pulmonalen Wi-
derstandsindex ist hierbei sicherlich durch eine Imbalance zwischen NO als Va-
sodilatator und Endothelin und Thromboxan als Vasokonstriktoren in der
Endotoxindmie zu erklaren. Grundsatzlich kann ein pulmonaler Hypertonus

auch durch ein erhohtes pulmonales Blutvolumen verursacht werden.

5.3 Effekte von L-NAME

5.3.1 Typ und Dosierung von L-NAME

N®-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) ist als L-Arginin-Analog ein nicht se-
lektiver NO-Synthase-Inhibitor (5). Die Rolle erhohter NO-Produktion durch i-
NOS in der Entwicklung einer Hypotension wurde in zahlreichen
tierexperimentellen Studien belegt (121, 140, 168). Effekte von nicht-selektiven
NO-Synthase-Inhibitoren in tierexperimentellen und klinischen Studien waren
eine Anhebung des mittleren arteriellen Blutdruckes und des peripheren Ge-
falwiderstandes und eine Senkung des Herzeitvolumens (14, 105, 148, 182).
Viele Arbeitsgruppen konnten eine Wiederherstellung eines adaquaten arteriel-

len Blutdrucks bei Hypotension im septischen Schock beschreiben (64, 121,
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182). Dennoch ist der Einsatz unselektiver NO-Synthase-Inhibitoren mit einer
Reihe von Nebenwirkungen durch Blockade der cNOS verbunden. Grundsatz-
lich muss diskutiert werden, ob selektive Inhibitoren der iINOS in tierexperimen-
tellen Studien eine hohere klinische Relevanz besitzen als unselektive
Inhibitoren. Aufgrund der heutigen Datenlage ist ein Vorteil selektiver Inhibitoren
bezlglich Nebenwirkungen und Mortalitat nicht zu belegen (7, 170). Moglicher-
weise ist die cNOS-AKktivitat in der Endotoxinamie sogar vollstandig supprimiert
(8, 161). Man muss daher davon ausgehen, dass selektive NO-Synthase-

Inhibitoren die gleichen Nebenwirkungen aufweisen wie unselektive.

Aufgrund der Tatsache, dass eine Vielzahl der experimentellen Studien und alle
aktuellen, grofRen klinischen Studien mit unselektiven NO-Synthase-Inhibitoren
durchgefuhrt worden sind, wurde auch flr die vorliegende Studie ein unselekti-
ver Inhibitor zur Untersuchung der Effekte verschiedener Katecholamine einge-
setzt.

In tierexperimentellen Studien zeigte die Bolusgabe von L-NAME einen pha-
senhaften hamodynamischen Verlauf nach einmaliger Bolusgabe von 25 mg/kg
(69) und flhrte im Schafmodell der hyperdynamen Sepsis zu keiner selektiven
Reduktion der regionalen Blutflisse (120).

Neben einer initialen Bolusgabe von 25 mg/kg wurde in der vorliegenden Unter-
suchung, wie auch in experimentellen und klinischen Studien zuvor, eine zu-
satzliche kontinuierliche Applikation von L-NAME in einer Dosierung von 5
mg/kg/h mit dem Ziel einer Vermeidung von gréfieren Blutdruckschwankungen
durchgefuhrt. In dieser Dosierung zeigte sich eine stabile Hamodynamik, deren
Auswirkung in Kombination mit den Katecholaminen Noradrenalin und Norfe-

nefrin in der vorliegenden Studie untersucht wurde.

5.3.2 Systemische Effekte von L-NAME

Die hyperdyname Kreislaufsituation nach 24-stiindiger Endotoxin-Zufuhr wurde

durch die Applikation von L-NAME normalisiert. Der mittlere arterielle Blutdruck
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stieg auf Baseline-Werte innerhalb der ersten 30 Minuten nach Infusionsbeginn.
Ursache des Anstieges ist eine ausgepragte Vasokonstriktion mit Erhdhung des
systemvaskularen Widerstandsindex. Dieser Effekt wurde bereits von einigen
Autoren beschrieben (4, 26, 120) und bestatigte sich auch in aktuellen klini-
schen Studien (104, 182). Gleichzeitig war in der vorliegenden Studie ein Abfall
des Herzindex und der Herzfrequenz zu beobachten. Zum einen kdnnte ein re-
flektorischer Abfall des Herzzeitvolumens durch einen Anstieg des system-
vaskularen Gefallwiderstandes ursachlich sein, aber auch ein Anstieg des
pulmonalen GefalRwiderstandes mit einer Erhdhung des rechtsventrikularen Af-
terloads ware denkbar (38). Der Einfluss von NO auf die kardiale Funktion in
der Sepsis ist kurzlich beschrieben worden (137). Wahrend die Arbeitsgruppen
um Hellyer und Albertini eine Verschlechterung der kardiovaskularen Funktion
unter NO-Synthase-Inhibition in der Endotoxindmie im Schweinemodell be-
schrieben (4, 66), konnte die Arbeitsgruppe um Meyer eine Normalisierung des
Herzindex und Widerstandsindex im Schafmodell darstellen (120). Herbertson
zeigte sogar eine Protektion gegenuber einer linksventrikularen Dysfunktion
durch unspezifische Inhibitoren (67). Auch in einer klinischen Phase Il Studie
zeigte der Einsatz eines unselektiven Inhibitors wahrend einer 72-stindigen
Therapiephase keinen signifikanten Abfall des rechts- und linksventrikularen
Schlagvolumenindex (182), in der folgenden klinischen Phase llI-Studie aus
dem gleichen Jahr allerdings lagen kardiovaskulare Komplikationen wie akutes
Herzversagen in der Behandlungsgruppe hdher als in der Placebo-Gruppe
(104). Aufgrund der divergierenden Studienergebnisse ist eine endgultige Aus-
sage zum Einfluss der NO-Synthase-Inhibitoren auf die Herzfunktion zum jetzti-
gen Zeitpunkt nicht zu treffen (121) und kann auch in der vorliegenden Arbeit

nicht beantwortet werden.

5.3.3 Pulmonale Effekte von L-NAME

Wahrend in der Endotoxinamie nur der pulmonalarterielle Druck gegenuber ge-

sunden Tieren signifikant erhdht war, verursachte die Applikation von L-Name
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in allen Gruppen eine weitere signifikante Anhebung des pulmonalarteriellen
Druckes und auch des pulmonalarteriellen Widerstandsindex. Der Anstieg des
PVRI unter NO-Synthase-Inhibition wurde von einer Reihe von Studiengruppen
sowohl tierxperimentell als auch klinisch dargestellt (37, 121, 182). Die cNOS
wird als ein zentraler Vasoregulator des pulmonalen Druckes im Tier wie im
Menschen angesehen (59, 70, 113). Der Anstieg des pulmonalarteriellen Wi-
derstandsindex ist vereinbar mit einer Blockade der cNOS durch NO-Synthase-
Inhibitoren. In einer Studie an endotoxamischen Hunden zeigte die Versuchs-
gruppe unter NO-Synthase-Inhibition hdhere pulmonale Dricke als die Kontroll-
gruppe (37). NO-Inhalation fuhrt zu einer selektiven pulmonalen Vasodilatation
und reduziert den pulmonalarteriellen Widerstandsindex. Bei gleichzeitiger Ga-
be eines NO-Synthase-Inhibitors und inhalativer NO-Applikation kann ein mas-
siver pulmonalarterieller Hypertonus verhindert und der Gasaustausch

verbessert werden (72).

5.4 Effekte von Noradrenalin und Norfenefrin

5.4.1 Systemische Effekte

Die Applikation von Noradrenalin und Norfenefrin bewirkte in allen gesunden
Tieren der verschiedenen Gruppen einen statistisch signifikanten Anstieg des
MAP. Der SVRI war in allen Tieren erhéht, allerdings nur in der Gruppe der Nor-
fenefrin behandelten Tiere in der Dosierung von 4ug/kg/min signifikant. Der
Herzindex und die Herzfrequenz unterschieden sich in beiden Gruppen nicht
signifikant von der Oh-Messung. Die beobachteten hamodynamischen Veran-
derungen durch den Einfluss der beiden Katecholamine im gesunden Tier be-
grunden sich auf die Uberwiegend o-mimetische Wirkung der Substanzen und
entsprechen den Erwartungen (siehe Kapitel 1.4).

Nach 24-stundiger Endotoxinamie zeigten alle Tiere eine hyperdyname Kreis-
laufsituation. Die Applikation von Noradrenalin und Norfenefrin erhohte den

stark erniedrigten mittleren arteriellen Druck und den systemvaskularen Wider-
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standsindex bis auf eine Noradrenalin-Dosierung von 0,4ug/kg/min nicht signifi-
kant. Die Herzfrequenz sank in beiden Gruppen unter Katecholamingabe deut-
lich unter die septische Ausgangsmessung, der Schlagvolumenindex blieb
unverandert hoch.

Die Arbeitsgruppen um Landin und Booke beschrieben eine unterschiedliche
Reaktion von gesunden und septischen Schafen auf die Gabe von Noradrenalin
(26, 92). Gesunde Tiere reagierten mit einer massiven Vasokonstriktion und ei-
nem Anstieg des peripheren GefalRwiderstandes. Nach Endotoxingabe bewirkte
die Gabe von Noradrenalin hingegen eher einen Anstieg des Herzindex als eine
periphere Vasokonstriktion bei unverandertertem SVRI. Auch in der vorliegen-
den Studie zeigte sich in septischen Tieren nur ein leichter Anstieg des MAP
und SVRI. Bei insgesamt bereits hohen Herzzeitvolumina wurde die kardiale
Auswurfleistung unter Katecholamingabe bei der vorliegenden Arbeit nicht wei-
ter gesteigert.

Die verminderte Wirksamkeit von Katecholaminen als Vasokonstriktoren im
Rahmen eines septischen Schocks stellt neben der profunden Vasodilatation
ein schon lange bekanntes Problem dar (10, 25).

Verschiedene Mechanismen werden hierbei als Ursache flr die Hyporeaktivitat
diskutiert, eine genaue Erklarung ist allerdings bis heute aufgrund verschie-
denster Hypothesen nicht moglich. Denkbar ware hierbei eine Reduktion der
myokardialen L-Typ-Kalziumstrome durch LPS oder ein Einfluss von LPS auf
kalziumabhangige Mechanismen direkt an den Myofilamenten sowie eine Akti-
vierung von Kaliumkanalen (33, 73, 196). Aber auch eine Inaktivierung der Ka-
techolamine durch den Einfluss von vermehrt freigesetzten Sauerstoffradikalen
in der Endotoxinamie kdnnten grundsatzlich eine Rolle spielen. So wurde in ei-
ner tierexperimentellen Studie an endotoxamischen Ratten eine durch LPS her-
vorgerufene Hyporeaktivitdt von Noradrenalin durch die Gabe von
Superoxiddismutase, welches die Degradation von Superoxidanionen erhoht,
potenziert (107).

Die exzessive Freisetzung von NO durch iNOS in der Sepsis gilt weiterhin als
eine Hauptursache in der Katecholaminrefraktivitat im septischen Schock.

Stickstoffmonoxid scheint die vasokonstriktorische Kapazitat von Gefallwanden
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gegenuber endogenen und exogenen Katecholaminen massiv herabzusetzten.
Es gibt durch zahlreiche tierexperimentelle Studien Hinweise darauf, dass die
vaskulare Hyporeaktivitat gegenuber Vasokonstriktoren in vitro und in vivo auf
einer Uberproduktion von NO durch iNOS beruht (65, 77, 168). Der Einsatz von
kompetitiven L-Arginin-Analoga zur Blockade der NO-Synthase-Aktivitat zeigte
in verschiedenen Untersuchungen eine Wiederherstellung der Katecholamin-
wirkung an den Gefallwanden und unterstreicht somit die Wichtigkeit von Stick-

stoffmonoxid in der Regulation der Gefalreaktivitat gegenuber Katecholaminen.

5.4.2 Pulmonale Effekte

In der vorliegenden Studie beeinflussten die Katecholamine Noradrenalin und
Norfenferin den pulmonalarteriellen Blutdruck und den pulmonalvaskularen Wi-
derstand nur schwach und zeigten nur in der Norfenefrin-Gruppe in einer Dosie-
rung von 4ug/kg/h Signifikanz gegenuber der Baseline-Messung. Die Erhohung
des pulmonalarteriellen Blutdruckes und des pulmonalarteriellen Widerstandes
lassen sich durch die o-mimetische Wirkung der Katecholamine erklaren. Die
Ergebnisse entsprechen den Erwartungen (179) (s.auch Kap. Grundlagen).

Die Gabe von Norfenefrin und Noradrenalin beeinflusste den durch die 24-
stiindige Endotoxamie signifikant erhéhten pulmonalarteriellen Blutdruck nur
geringfugig. Der Einfluss von a-mimetischen Substanzen auf die Vasokonstrik-
tion scheint in der Sepsis hierbei nicht nur in peripheren Gefalden sondern auch
im pulmonalen Gefalibett reduziert zu sein und entspricht friheren Untersu-

chungen in endotoxamischen Schafen (26).
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5.5 Effekte von Noradrenalin und Norfenefrin unter NO-
Synthase-Inhibition im gesunden und endotoxdmischen
Schaf

5.5.1 Systemische Effekte

In der vorliegenden Studie zeigte die Kombination von Noradrenalin und Norfe-
nefrin mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME unterschiedliche hdmodynami-
sche Veranderungen.

In gesunden Schafen war hierbei die Gefalreaktivitat unter NO-Synthase-
Inhibition auf Noradrenalin sehr viel starker ausgepragt als durch die Gabe von
Norfenefrin. Der Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes war in der No-
radrenalin-Gruppe signifikant, teilweise sogar um 50-75% hoher als in der Nor-
fenefrin-Gruppe. Bei Betrachtung des systemvaskularen Widerstandes
zeichnete sich unter Inhibition der NO-Synthasen in den Noradrenalin-
behandelten Tieren ebenfalls ein signifikanter Anstieg ab. Diese Signifikanz
fehlte in endotoxamischen Schafen unter Noradrenalingabe ohne NO-
Synthase-Inhibition. Auch Norfenefrin bewirkte unter NO-Synthase-Inhibition ei-
nen signifikanten Anstieg des systemvaskularen Widerstandes. Gleichzeitig
konnte ein Abfall des Herzzeitvolumens und der Herzfrequenz in beiden Grup-
pen beobachtet werden.

Auch in der endotoxamischen Phase zeigte sich ein erheblicher Unterschied in
der Auspragung von Anstiegen des MAP und des SVRI zwischen den beiden
Gruppen. Wahrend in der Norfenfrin-Gruppe sowohl der Anstieg des MAP und
des SVRI statistisch nicht signifikant war, zeigte sich in der Versuchsgruppe mit
Noradrenalin unter NO-Synthase-Inhibition hingegen deutlich hhere Werte flr
MAP und SVRI (p < 0,05).

Herzfrequenz und Herzindex unterschieden sich unter NO-Synthase in beiden
Gruppen nicht wesentlich von der septischen Baseline-Messung.

Die Kombination des NO-Synthase-Inhibitors mit den Katecholaminen Noradre-
nalin und Norfenefrin zeigte neben bekannten Effekten einige unerwartetete Er-

gebnisse. Die Erhdohung des mittleren arteriellen Blutdruckes durch die
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Applikation von Noradrenalin im gesunden und endotoxamischen Schaf und die
signifikante Steigerung des Blutdruckes unter NO-Synthase-Inhibition in der
vorliegenden Studie steht im Einklang mit der von Meyer und Mitarbeitern
durchgefuhrten Studie (119). Zwei Arbeitsgruppen von Hollenberg und Szabd
veroffentlichten jedoch Ergebnisse, in denen eine erhdhte Noradrenalin-
induzierte Blutdrucksteigerung unter NO-Synthase-Inhibition nur in septischen
Ratten beobachtet wurde, in der gesunden Kontrollgruppe jedoch ausblieb. Die
Hypothese dieser Arbeitsgruppen, dass eine erhohte Produktion von Stick-
stoffmonoxid in der Sepsis Grundlage fur die gesteigerte Ansprechbarkeit von
Katecholaminen unter NO-Synthase-Inhibition sei, ist aufgrund von Daten ande-
rer Arbeitsgruppen und auch der hier vorliegenden Studienergebnisse in Frage
zu stellen. In aktuellen Studien zeigte sich ausserdem, dass das von Hollenberg
und anderen Arbeitsgruppen angewendete Modell der ,cecal liagation and
puncture“ (CLP) mit anschlieRender Peritonitis als Infektionsmodell in Ratten
eine sehr viel geringere Auspragung der induzierbaren NO-Synthase-Aktivitat
zeigt als das Inflammationsmodell durch Gabe von Endotoxin (53, 163). Der Er-
klarungsansatz, dass eine Hyporeaktivitat auf Katecholamine durch exzessive
Stickstoffmonoxidproduktion in der Sepsis Hauptursache sei, kann durch das
CLP-Modell nicht geklart werden. In ,force-of-contraction®-Versuchen in isolier-
ten Arterien verschiedener Tierspezies zeigte sich in gesunden Schafen (128),
Ratten (84) und Hasen (108) eine verbesserte Kontraktionskraft von Noradrena-
lin unter NO-Synthase-Inhibition. Diese Ergebnisse unterstiitzen die in der vor-
liegenden Studie sowie die in den von Meyer und Landin erhobenen
Beobachtungen, dass die verbesserte Ansprechbarkeit der Gefalle auf Kate-
cholamine unter NO-Synthase-Inhibition unabhangig ist von einer erhdhten NO-
Produktion, wie es in der Sepsis durch induzierbare NO-Synthasen der Fall ist.

Unerwartet und bis zum heutigen Zeitpunkt in keiner Studie beschrieben sind
allerdings die Effekte von Norfenefrin unter NO-Synthase-Inhibition sowohl im
gesunden als auch im endotoxamischen Schaf. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, dass L-NAME nicht zu einer Potenzierung der vasopressorischen Ant-

wort auf Norfenefrin fihrt. So war die Steigerung des mittleren arteriellen Blut-
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druckes und des systemvaskularen Widerstandsindex unter Einfluss von L-
NAME deutlich geringer im Vergleich zur Noradrenalin-Gruppe.

Es stellt sich die Frage, warum L-NAME als NO-Synthase-Inhibitor die va-
sopressorische Anwort auf Katecholamine der gleichen Wirkstoffgruppe so
signifiknant unterschiedlich beeinflusst.

Strukturell gesehen ist Norfenefrin ein Abkémmling des Noradrenalin. Bei Be-
trachtung der Strukturformel fehlt dem Norfenefrin lediglich eine p-Hydroxy-
Gruppe bei sonst gleicher Struktur zum Noradrenalin. Dieser strukturelle Unter-
schied ist vergleichbar mit dem chemischen Aufbau von Adrenalin und Pheny-
lephrin. Hierbei fehlt dem Katecholamin Phenylephrin ebenfalls eine p-
Hydroxygruppe. Dieser strukturelle Unterschied ist von Bedeutung, denn das
Fehlen der p-Hydroxy-Gruppe verandert die Affinitat der Katecholamine zu den
verschiedenen Rezeptoren. Phenylephrin stimmuliert hauptsachlich  ouy-
Rezeptoren bei nur schwach ausgepragter agonistischer Aktivitat zu op-und -
Rezeptoren.

In verschiedenen Arbeitsgruppen wurde die vasopressorische Aktivitat von Ad-
renalin und Phenylephrin unter NO-Synthase-Inhibition untersucht. Hierbei zeig-
te sich ein nennenswerter Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes unter
NO-Synthase-Inhibition mit L-NAME bzw. L-NMMA durch die Gabe von Adrena-
lin. Die Arbeitsgruppe um Fox demonstrierte, dass in einem Rattenmodell der
CLP-induzierten Sepsis die Gabe von Phenylephrin unter Einfluss von L-NAME
weder die systemische noch die pulmonale Hamodynamik nennenswert beein-
flusste (567). Diese Daten wurden gestutzt von einer in-vitro-Studie, in der der
fehlende Effekt von Phenylephrin auf eine Potenzierung der Kontraktionskraft
durch L-NAME in isolierten Pulmonalarterien von Hasen demonstriert wurde
(108). Einige Studien, in denen statt L-NAME andere NO-Synthase-Inhibitoren
eingesetzt wurden, zeigten gegensatzliche Beobachtungen. N-Nitro-Arginin (L-
NNA) potenzierte den Effekt von Phenylephrin in isolierten Pulmonalarterien
von Meerschweinchen ebenso wie der NO-Synthase-Inhibitor N®-monomethyl-
L-Arginin (L-NMMA) in isolierten Aorten von Ratten (86, 103). Diese Diskrepan-
zen zwischen in-vitro und in-vivo-Versuchen zum einen und Unterschiede so-

wohl in der Auswahl der Tierspezies und des NO-Synthase-Inhibitors zum
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anderen scheinen sicherlich schwer erklarbar. Die Effekte exogener Katecho-
lamine und NO-Synthase-Inhibitoren scheinen in verschiedenen Tierspezies
und Gewebetypen zu differieren. In einer aktuellen Arbeit konnten Piepot und
Mitarbeitern des Weiteren eine unterschiedliche Auspragung von iNOS durch
Einfluss von LPS in verschiedenen Organen der gleichen Tierspezies und eine
unterschiedliche Vasoreaktivitat auf Noradrenalin in verschiedenen Gefalab-
schnitten der gleichen Tierspezies darstellen. Diese Ergebnisse unterstreichen
somit die Komplexitat unterschiedlicher Veranderungen durch Einfluss von En-
dotoxin auf die Gefaldreaktivitdat gegenlber Katecholaminen innerhalb einer
Tierspezies. Auch muss eine variable Expression von o-Rezeptoren in Betracht
gezogen werden - als mogliche Einflussfaktoren sind hierfir Abhangigkeit von
Alter (176), Spezies und Verteilung und Funktion der verschiedenen Subtypen,
besonders fur o,-Rezeptoren, zu nennen.

Kanagy konnte in isolierten Rattenaorten und Mesenterialarterien zeigen, dass
unter Einfluss von Noradrenalin die L-NNA-vorbehandelten Gefalle eine hohere
Reagibilitat zeigten als unter Gabe von Phenylephrin (85). Im Gegensatz dazu
zeigte die Applikation des ap-Antagonisten Yohimbin eine abgeschwachte Va-
soreaktivitat auf Noradrenalin. Die Wirkung von Phenylephrin auf die Vasoreak-
tivitat wurde allerdings durch L-NNA nicht beeinflusst. Der Erklarungsansatz in
dieser Studie war eine Hochregulation der postsynaptischen a-Rezeptoren un-
ter Einfluss von NO-Synthase-Inhibitoren. Der Einfluss von LPS wurde in dieser
Studie nicht getestet (85).

In Anbetracht der Tatsache, dass in der vorliegenden Studie die Katecholamine
Noradrenalin und Norfenefrin deutliche Unterschiede in der Auswirkung auf
Blutdrucksteigerung und periphervaskularen GefalRwiderstand unter NO-
Synthase-Inhibition zeigten und ihre Erklarung moglicherweise in einem ox-
Rezeptor-vermittelten Einfluss von L-NAME liegen konnte, wurden in dieser
Studie zwei weitere Versuchsreihen vorgenommen, um eine mogliche Differen-
zierung der a-Rezeptorwirkung unter NOSI zu ermdglichen. Hierfur wurden die
Effekte von Noradrenalin unter NO-Synthase-Inhibition in Kombination mit Yo-

himbin, einem kompetitiven o-Rezeptor-Antagonist zum einen und die Effekte
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von L-NAME unter Gabe des zentralen op-Agonisten Clonidin zum anderen un-

tersucht.

5.5.2 Pulmonale Effekte

Die Gabe von Noradrenalin und Norfenefrin zeigte unter NO-Synthase-Inhibition
weder in gesunden noch in endotoxamischen Schafen eine signifikante Beein-
flussung der pulmonalen Hamodynamik. Wie bereits beschrieben, fihrte die
Applikation von L-NAME zu einer massiven Steigerung sowohl des pulmonalar-
teriellen Druckes als auch des pulmonalarteriellen Widerstandes. Der schwache
Einfluss der Katecholamine unter NO-Synthase-Inhibition ist sicherlich durch ei-
ne bereits massive Vasokonstriktion der pulmonalen Strombahn durch L-NAME

zu erklaren.

5.6 Effekte von Noradrenalin unter NO-Synthase-Inhibition in

Kombination mit dem a,-Antagonisten Yohimbin

Die Hypothese einer a,-vermittelten Potenzierung von Noradrenalin durch den
NO-Synthase-Inhibitor sollte mit diesem Versuchsabschnitt naher gepruft wer-
den. Die sechs Versuchstiere dieser Gruppe zeigten alle erwartungsgemal ei-
nen deutlichen Anstieg des mittleren arteriellen Druckes und des peripheren
GefalRwiderstandes bei Gabe von Noradrenalin, dessen Ausmal} durch die Ap-
plikation von L-NAME weiter gesteigert wurde. Die zusatzliche Gabe von Yo-
himbin allerdings zeigte einen weitaus geringeren Anstieg des MAP und des
SVRI als bei gleicher Dosierung des Noradrenalins ohne L-NAME. Diese Daten
lassen vermuten, dass Yohimbin die potenzierende Wirkung von L-NAME auf
Noradrenalin blockierte. Die Wirkung des ax-Antagonisten Yohimbin beruht auf
einer Blockade prasynaptischer az-Rezeptoren. Folge ist eine Stimulation
symphatischer Nervenendigungen mit einer gesteigerten Ausschittung von No-
radrenalin. Die Kombination von exogen zugeflihrtem Noradrenalin und Yohim-
bin fuhrt somit zu einer Potenzierung oder zumindest zur Konstanz der

Noradrenalin-Wirkung. Durch die Gabe des NO-Synthase-Inhibitors war das
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Ausmald der Drucksteigerung soweit reduziert, dass Wechselwirkungen des
Yohimbins mit L-NAME sehr wahrscheinlich sind. Ob, wie Moncada 1991 es
beschrieben hat (123), eine erhdhte Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch
Stimmulation peripherer az-Rezeptoren in einigen GefalRarealen durch Yohim-
bin unter NO-Synthase-Inhibition Uber unbekannte Mechanismen einen Blut-
druckabfall bewirkt haben kdnnte, ist hypothetisch und an dieser Stelle nicht zu
beantworten.

Ausgehend von in-vitro-Versuchen haben wir zum ersten Mal in einem in-vivo-
Versuch die Wirkung von Noradrenalin unter NO-Synthase-Inhibition in Kombi-
nation mit Yohimbin untersucht. Aufbauend auf die in-vitro Untersuchung von
Kanagy konnten wir auch in lebenden Tieren demonstrieren, dass unter Anta-
gonisierung von oz-Rezeptoren mit Yohimbin der potenzierende Effekt auf die
Vasokonstriktion von Gefallen unter L-NAME und Noradrenalingabe abge-
schwacht wurde (85). Interessant ware hierbei sicherlich die Untersuchung des
Einflusses von Norfenefrin. So zeigte Kanagy auch in seiner Studie, dass die
Potenzierung von Norfenefrin als o4-Agonist und L-NNA auch die Vasokonstrik-
tion der Gefalle durch Yohimbin nicht beeinflusst wurde.

Wie bereits beschrieben bewirkt Clonidin als a,-Agonist genau gegenteilige Ef-
fekte des Yohimbins. Im dritten Versuchschritt wurde deshalb die Hypothese
der ay-vermittelten Vasokonstriktion unter NO-Synthase-Inhibition weiter unter-

sucht.
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5.7 Effekte von Clonidin unter NO-Synthase-Inhibition im ge-

sunden Schaf

Die Hypothese einer aj-vermittelten Potenzierung der Noradrenalinwirkung
durch den NO-Synthase-Inhibitor L-NAME wurde in diesem zusatzlichen Ver-
suchsschritt an vier Tieren naher untersucht. Clonidin als zentraler ax-Agonist
hemmt die Freisetzung von Noradrenalin aus symphatischen Nervenendigun-
gen und fuhrt zu einem Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes und des pe-
ripheren GefalRwiderstandes. Diese Wirkungen konnten im gesunden Schaf
reproduziert werden. Interssanterweise kam es unter Applikation von L-NAME
zu einem signifikanten Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes und des pe-
ripheren GefalRwiderstandes. Da diese Wirkung Uber einen langeren Zeitraum
und in allen Schafen beobachtet werden konnte, scheidet ein initialer Rebound-
Effekt mit Steigerung des Blutdruckes und der Herzfrequenz, wie er initial bei
Clonidin-Applikation beobachtet werden kann, aus. Die hamodynamischen Ef-
fekte von Clonidin als ax-Agonist und Yohimbin als az-Antagonist unter NO-
Synthase-Inhibition sind gekennzeichnet durch eine Umkehrung der jeweiligen
Wirkmechanismen durch L-NAME. Eine Interaktion von L-NAME mit ay-
Rezeptoren, die durch Clonidin als Agonist verstarkt und Yohimbin als Antago-

nist abgeschwacht wurde, ist daher anzunehmen.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand des etablierten Modells der hyperdy-
namen Sepsis im chronisch instrumentierten, wachen Schaf die unterschiedli-
chen Wirkungen und Wechselwirkungen der Katecholamine Noradrenalin und
Norfenefrin unter NO-Synthase-Inhibition in der experimentellen Sepsis naher
untersucht werden. Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit kdnnen damit

wie folgt beantwortet werden:

1) Die Wirkung des Katecholamins Noradrenalin wird durch die Kombinati-
on mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME in der hyperdynamen Sepsis
potenziert und fuhrt zu einem verstarkten Anstieg des mittleren arteriel-
len Blutdrucks. Die Wirkung des Katecholamins Norfenefrin hingegen

bleibt durch die Interaktion mit dem NO-Synthase-Inhibitor unbeeinflusst.

2) Anhand des direkten Vergleichs der Katecholamin-Wirkung unter NO-
Synthase-Inhibition einerseits und dem Einsatz des selektiven ;-
Antagonisten Yohimbin bzw. dem selektiven ax-Agonisten Clonidin unter
NO-Synthase-Inhibition andererseits konnte ein a,-Rezeptor vermittelter
potenzierender Effekt von L-NAME auf die vasopressorische Aktivitat
von Noradrenalin gezeigt werden. Norfenefrin scheint dabei nur eine
schwache, wenn nicht sogar fehlende agonistische Aktivitat auf endothe-

liale ax-Rezeptoren zu besitzten.

Die Sepsis als schweres Krankheitsbild wird meist erst in der Spatphase diag-
nostiziert. Der Kliniker wird hierbei vor die schwierige Aufgabe gestellt, eine
schwer zu therapierende, oftmals katecholminrefraktare Hypotonie zu behan-
deln. Mit dem Einsatz von NO-Synthase-Inhibitoren scheint eine Verbesserung
der Hamodynamik in der Sepsis mdglich zu sein. Leider missen schwere Ne-
benwirkungen, die vor allem auf die pulmonale Hamodynamik wirken, in Kauf
genommen werden. Die bisherigen Phase Il und Phase Il — Studien mit einem

NO-Synthase-Inhibitor mussten teilweise aufgrund verschiedenster Nebenwir-
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kungen vorzeitig abgebrochen werden, da die Mortalitat in der Behandlungs-
gruppe hoher war als in der Kontrollgruppe. Neue Erkenntnisse Uber Wechsel-
wirkungen von Katecholaminen, die nach wie vor ein essentielles Standbein in
der Therapie des septischen Schocks darstellen, mit NO-Synthase-Inhibitoren
konnten die Auswahl des richtigen Katecholamins vereinfachen und nicht zu-
letzt die Mdglichkeit bieten, hohe Dosierungen von NO-Synthase-Inhibitoren zu
reduzieren. So bestande unter Umstanden die Moglichkeit, eventuelle Neben-
wirkungen der NO-Blockade in der Sepsis zu reduzieren und das Outcome der
Patienten zu verbessern.

Die klinische Relevanz fir den Einsatz von NO-Synthase-Inhibitoren bleibt bis
zum heutigen Tage umstritten. Neue Ansatzpunkte fur die Erforschung der Ur-
sachen fur das schlechte Outcome von Patienten miussen in vielen weiteren
Studien neben der Makrohamodynamik sicherlich auch vermehrt in der Erfor-
schung der Mikrozirkulation gesucht werden. Die Erkenntnisse in der Pathophy-
siologie der Sepsis haben in den letzten Jahren gro3e Fortschritte gemacht,
geeignete Therapieansatze zur signifikanten Reduzierung der Mortalitat wurden
bis zum heutigen Tage nicht gefunden.

Roger Bone schrieb in seinem Artikel ,Why sepsis trials fail“: ,Sepsis as a lead-
ing cause of death has increased massively just as we were searching for the
magic bullet.....Only by rethinking the assumptions underlying the failed treat-
ments for sepsis can we hope to make strides in saving patients from sepsis -

induced death.”
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