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Einleitung

1 Einleitung

Der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer Simvastatin  wird zur Therapie von
Fettstoffwechselstorungen eingesetzt und zahlte im letzten Jahrzehnt zu den
umsatzstarksten Medikamenten weltweit. Laut der American Heart Association leiden
mehr als 30 Millionen Amerikaner an erhéhten Cholesterolwerten, vermutet werden
aber deutlich mehr [1]. Eine Studie aus Schweden zeigte schon 1994, dass es durch
das Senken der Cholesterolwerte zu einer Reduktion des kardialen Risikos kommit.
Durch eine Langzeiteinnahme von Statinen konnte die Mortalitat um bis zu 30%

gesenkt werden [2].

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist nach wie vor die Nummer eins der
Todesursachen in den USA. Statine sind dabei ein wesentlicher Bestandteil der KHK-
Therapie [3]. Eine medikamentdse Therapie ist bei Hypercholesterindmie indiziert,
wenn in Anbetracht des kardiovaskularen Risikoprofils eine Diat beziehungsweise
korperliche Aktivitat nicht mehr ausreichend ist [4]. Eine Studie von Lindgren et al. in
Schweden zeigte, dass 68.000 Menschen auf 1.000.000 Einwohner hochgerechnet, in
diesem Zusammenhang Simvastatin nehmen. Dies entspricht ungefahr einem Anteil

von 80 % an den verschriebenen lipidsenkenden Medikamenten [5].

Es ist jedoch schon langer bekannt, dass Statine nicht nur den
Cholesterinstoffwechsel beeinflussen, sondern es wird auch postuliert, dass ein
maoglicher Zusammenhang zwischen einer medikamenttsen Fettstoffwechseltherapie
und einer geringeren Mortalitdt bei einer Sepsis besteht. Hackam et al. fasste die
Ergebnisse einer Kohortenstudie [6] zusammen, bei der zwischen 1997 und 2002 Uber
141.000 Patienten eingeschlossen wurden. Er kam zu dem Ergebnis, dass Patienten
unter laufender Statintherapie seltener an einer Sepsis erkranken als ohne eine solche
Therapie. In der Literatur gab es im Bereich der Grundlagenforschung mehrere
ermutigende Ergebnisse, die die Hoffnung wecken mit Statinen den Sepsisverlauf
gunstig zu beeinflussen [7-10]. Ziel sollte es sein diesen Zusammenhang aufzugreifen

und zu versuchen in den klinischen Alltag zu integrieren.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Sepsis-Geschichte

Das Krankheitsbild der Sepsis kann auf eine sehr lange Geschichte zurtickblicken.
Hippokrates beschrieb bereits vor Gber 2000 Jahren einen Krankheitsverlauf mit
potenziell fatalem Ausgang: ,Wenn der Korper innerlich heil3 und auf3en kalt ist, dann
verlauft die Erkrankung todlich.” Diese vage Darstellung konnte sich bis zum Anfang
des 20. Jahrhunderts halten, als der Deutsche Hugo Schottmidiller (1867-1936) 1914
den Grundstein fir eine moderne Sepsisdefinition legte. Seiner Aussage: ,Eine Sepsis
liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Kérpers ein Herd gebildet hat, von dem
konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar
derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen
ausgelost werden”, gingen jedoch einige unabhangige Entdeckungen voraus. Ighaz
Semmelweis (1818-1865) beobachtete, dass auf der gynakologischen Station kleine
Leichenteile, die versehentlich bei Untersuchungen auf die entbundenen Frauen
Ubertragen wurden, die Ursache fir das Kindbettfieber waren [11]. Durch eine
Héandedesinfektion konnte er die Sterblichkeit drastisch vermindern. Nach der
Entdeckung Pasteurs (1822-1895), dass Bakterien fur den Zustand der Faulnis im
Korper verantwortlich sind, war es Joseph Lister (1827-1912), der diese Erkenntnisse
in seiner chirurgischen Abteilung zur Etablierung eines antiseptischen Verfahrens
nutzte [12, 13].

Es dauerte weitere 75 Jahre bis Roger C. Bone (Abb.1) eine noch genauere
Definition beziiglich der Atiologie und der Pathogenese der Sepsis veroffentlichte.
1989 beschrieb er die Sepsis mit den Worten:
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~oepsis ist definiert als eine Invasion
von Mikroorganismen und/oder ihrer
Toxine in den Blutstrom zusammen mit
der Reaktion des Organismus auf diese

Invasion®.

Abb:1: Roger C. Bone (Quelle: Homepage
Deutsche Sepsis Gesellschaft e.V.)

Um die Krankheit friihzeitig zu erkennen und eine optimale Therapie durchfuhren
zu kobnnen, mussten erst einheitliche Definitionen der Sepsis und der mit ihr
verbundenen Spatkomplikationen festgelegt werden. Dies geschah unter dem Vorsitz
von Bone im Rahmen einer Konsensuskonferenz des American College of Chest

Physicians und der Society of Critical Care Medicine [11].

Trotz dieses langen historischen Verlaufs und einigen bahnbrechenden
Entdeckungen handelt es sich weiterhin um ein schwerwiegendes Krankheitsbild,

welches nach wie vor eine grol3e Rolle auf den Intensivstationen spielt.
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2.2 Epidemiologie

Im Jahr 2005 wurden die Ergebnisse einer Untersuchung des Kompetenz
Netzwerkes Sepsis (SepNet), bezlglich der Pravalenz einer schweren Sepsis, sowie
eines septischen Schocks in Deutschland vorgestellt. Die Daten wurden an Hand von
Stichproben auf verschiedenen Intensivstationen, stellvertretend fur alle
Krankenh&user in Deutschland ermittelt. Dabei kam man zu dem Ergebnis, dass die
Sepsis mittlerweile die dritthaufigste Todesursache in Deutschland ist. Die Inzidenz fur
eine Sepsis wurde mit ca. 79.000 Fallen (116 auf 100.000 Einwohner) und die einer
schweren Sepsis, sowie des septischen Schocks mit 75.000 Fallen (110 auf 100.000
Einwohner) angegeben. Pro Jahr werden 60.000 Todesfélle registriert [14-17].
Betrachtet man die aktuelle Altersstruktur der Bevolkerung, zeigt sich ein
zunehmender Anteil alterer Menschen. Die steigende Lebenserwartung bringt auch
eine gréRere Zahl an Begleiterkrankungen mit sich. Durch diese zwei Faktoren wird
eine steigende Inzidenz der Sepsis mitbedingt [18]. Der medizinische Fortschritt
erlaubt heutzutage wesentlich gréRere operative Eingriffe im hohen Alter mit dem

Risiko postoperativer Komplikationen.

Durch die Sepsis werden jahrlich enorme Therapiekosten verursacht. Eine Arbeit
von Moerer et al. aus dem Jahr 2002 konnte zeigen, dass die intensivmedizinische
Therapie eines Patienten mit schwerer Sepsis in Deutschland ca. 25.000 Euro kostet.
Bei einer durchschnittlichen Liegezeit von 16,6 Tagen sind das tUber 1000 Euro pro
Tag und somit ein wesentlich héherer Betrag, als der Tagessatz von 851 Euro, den die
Krankenkassen den Kliniken bezahlen [19]. Dabei machen Personalkosten ungefahr
1/3 aus. Auch eine neuere Arbeit der Gruppe um Moerer et al. aus dem Jahr 2009
stellte dar, dass die Kosten weiterhin bei septischen Patienten deutlich héher liegen,
als bei Patienten ohne septisches Geschehen (1076+421 vs. 744+255 Euro). Wird das
Ganze auf das Jahr hochgerechnet, verursacht die Sepsis direkte Kosten von ca
1,1-2,45 Milliarden Euro. Das entspricht ca. 1/3 des Budgets, welches den
Intensivstationen in Deutschland zur Verfiigung steht. Im Anschluss daran folgen noch
Kosten fur Rehabilitation, Arbeitsausfall und Friihberentung. Zusammen ergibt das
eine Summe von ca. 2,5-3,5 Milliarden Euro [20].

Um diese enormen Kosten in den Griff zu bekommen, ist es wichtig, effektivere

Therapien zu entwickeln.
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Die aktuellste Studie in Bezug auf die Sepsisdaten in deutschen Krankenh&usern
zeigte, dass es unter den in der Studie einbezogenen 3.877 Patienten auf
Intensivstationen eine Pravalenz fur eine Sepsis von 12,4 % und fir eine schwere
Sepsis mit septischem Schock von 11,0 % gab. Dabei konnte wieder eine hohe
Mortalitatsrate von bis zu 55,2 % bestatigt werden. Die meisten Infektionen
manifestierten sich im Respirationstrakt (62,9 %). An zweiter Stelle folgte das
Abdomen mit 25,3 %. Auch hier lag die Mortalitatsrate bei 40-56 % [15].

2.3 Definitionen

Es sind exakte Krankheitsdefinitionen notwendig,um auf dem Gebiet der Sepsis
klinisch forschen zu kénnen und Therapien vergleichbar zu machen. Es wurden die
Begriffe “systemic inflammatory response syndrome*® (SIRS), Sepsis, schwere Sepsis,
septischer Schock sowie das “multiple organ dysfunction syndrome® (MODS)
festgelegt.

Ein SIRS ist eine allgemeine Enzundungsreaktion von systemischem Ausmalf.
Von einem SIRS spricht man, wenn mindestens zwei der nachfolgenden vier Kriterien

erfllt sind:

a) die Korpertemperatur liegt bei > 38°C (Fieber) oder < 36°C (Hypothermie)

b) die Herzfrequenz ist > 90 Schlage pro Minute (Tachykardie)

c) die Atemfrequenz liegt bei > 20 pro Minute (Tachypnoe) oder der PaCO: ist
< 32 mmHg (Hyperventilation)

d) die Anzahl der weiRen Blutzellen betragt > 12.000 /mm 3, (Leukozytose) bzw.
< 4000 /mm 3, (Leukopenie) oder es liegen mehr als 10 % unreife neutrophile
Zellen im Blutbild vor.

Liegen die Kriterien fir ein SIRS vor und wird zusatzlich eine Infektion im Korper
mikrobiologisch gesichert bzw. klinisch diagnostiziert, spricht man von einer Sepsis.

Diese Definitionen wurden durch das Internationale Sepsis-Forum im Jahre 2001
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bestatigt. Wird ein weiteres der folgenden Kriterien nachgewiesen, spricht man von

einer schweren Sepsis [21, 22]:

a) Akute Enzephalopathie: eingeschréankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe,
Delirium

b) Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr
als 30 % innerhalb von 24 h oder Thrombozytenzahl < 100.000 /mm?3. Eine
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muss
ausgeschlossen sein.

c) Arterielle Hypoxamie: Sauerstoffpartialdruck (paO2) < 10 kPa (= 75 mmHg)
unter Raumluft oder ein paO2 / FiO2-Verhaltnis von < 33 kPa (< 250 mmHg)
unter Sauerstoffgabe. Eine manifeste Herz- oder Lungenerkrankung muss als
Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.

d) Renale Dysfunktion: Diurese < 0,5 ml/kg/h flr wenigstens 2 h trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins
> 2-fach oberhalb des lokal Giblichen Referenzbereichs

e) Metabolische Azidose: “base excess” < -5 mmol/l oder Laktatkonzentration

> 1,5-fach oberhalb des lokal iiblichen Referenzbereichs

Besteht bei dem Patienten trotz adaquater Volumentherapie eine Hypotension, die
Vasopressoreneinsatz erfordert und keine andere Ursache hat, spricht man von einem
septischen Schock. Kommt es bei mehreren Organen gleichzeitig zu einer
Organdysfunktion, spricht man von einem “multiple organ dysfunction syndrome*
(MODS). Ein MODS wird bei ca. 30 % der Sepsis-Patienten beobachtet [23].

Da dieses Thema weiterhin eine grof3e Rolle spielt wurde im Januar 2014 eine Task-
Force aus Intensivmedizinern, Infektiologen, Chirurgen und Pulmonologen gebildet,
um die bisher geltenden Definitionen zu reevaluieren. Aus Sicht der beiden fihrenden
Fachgesellschaften (der European Society of Intensive Care Medicine sowie der
Society of Critical Care Medicine) war eine Uberarbeitung der Sepsisdefinition
dringend notwendig geworden, da die Kriterien teilweise zu unspezifisch waren. Das
Ergebnis wurde schlie3lich im Jahr 2016 auf dem Jahreskongress der Society of

Critical Care Medicine in Orlando vorgestellt.



http://www.esicm.org/
http://www.sccm.org/Pages/default.aspx
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Vor allem die SIRS-Kriterien konnten zum einen durch nicht infektiése Trigger
erflllt werden bzw. bei kritisch kranken Patienten komplett fehlen. Eine Studie um die
Gruppe von Kaukonen et al. hatte retrospektiv die Daten von tber 1.000.000 Patienten
untersucht und darauf geschaut ob bei Patienten mit einer Infektion und einem
Organversagen auch die SIRS Kriterien erfullt waren und somit eine schwere Sepsis
per definitionem vorlag oder nicht.

Dabei stellten sie fest, dass einer von acht Patienten mit bestatigter Infektion und
Organversagen nicht die zwei der verlangten SIRS Kriterien erfillte. Diese SIRS
negativen Patienten wiesen eine &hnliche Mortalitat auf wie Patienten mit positiven
SIRS Zeichen [24].

Eine Gruppe um Vincent et al. publizierte 2013, dass nahezu 90 % aller Patienten
auf einer Intensivstation die Kriterien eines SIRS erfillen. Diese Kriterien konnten auch
durch Trauma, Verbrennungen und Pankreatitis entstehen. Somit mussten diese
Uberarbeitet werden [25]. In drei Etappen sollte nun eine Reevaluation der bisherigen
Definitionen erfolgen. An erster Stelle stand eine Metaanalyse bisheriger Studien zum
Thema septischer Schock. Als Zweites kam es zu einer Delphi-Studie an Hand der
Ergebnisse der Metanalyse und zum Schluss erfolgte noch eine Kohortenstudie mit

mehr als 1,3 Millionen elektronischer Patientendaten [26].

Letztendlich entschloss sich die Kommission diese Definition zu streichen. Eine
Vorhersage fir eine lebensbedrohliche Lage durch die veralteten Kriterien war nicht
mehr gegeben. Durch zuséatzliche Erkenntnisse der Pathophysiologie einer Sepsis
wurde auch ein Update der Sepsis und des sepstischen Schocks notwendig um eine
Differenzierung zu einer reinen Infektion zu ermdglichen. Durch die Aufnahme des
SOFA (Sequential [Sepsis-related] Organ Failure Assessment Score) und LODS
(Logistic Organ Dysfunction System) Score's war im Vergleich zu den SIRS Kriterien
eine bessere Vorhersage moglich [26] .

Dieser so genannte SOFA-Score ermoglicht es an Hand von mehreren
Parametern ein mdgliches Organversagen zu detektieren. Genau diese Form der
Erkrankung die im Koérper als Reaktion auf eine Infektion auftreten kann, sollte
frihzeitig erkannt werden um dementsprechend handeln zu kdnnen. Da der SOFA

Score weit verbreitet ist, entschloss man sich diesen als Pradiktor einer
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Organdysfunktion zu nehmen (Tab.l).

Bei

Patienten ohne eine vorbekannte

Organdysfunktion, kann von einem Score von null ausgegangen werden. Patienten mit

einem Wert Uber zwei haben ein um 10 % erhohtes Mortalitatsrisiko bei vermuteter

Infektion. Im Vergleich dazu steigt die Mortalitatsrate bei ST-Strecken-Elevation nur

um 8,1 % [27].

Tabelle 1: Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment Score [28]

Score
0 1 2 3 4
Respiration System
Pa02/FI0, >400 (53.3) <400 <300 (40) <2(r)2s(2if.—;\zc)>:v " <1(r)gs(1i§§c)a:N "
mm Hg (kPa) : (53.3) piratory piratory
support support
Coagulation
Platelets, x103/uL >150 <150 <100 <50 <20
Liver
Billirubin,mg/dlI, 1.2-1.9 6.0-11.9
1.2 (2 2.0-5. -101 12.0 (204
(umol/L) <12(20) (20-32) 0-5.9(33-101) (102-204) >12.0(204)
Dopamine <5 or Dopamine 5.1-15 Dopamine >15
Cardiovascular MAP 270 MAP <70 or
mm Hg mm Hg . .
Epinephrine >0.1
Dobutamine or
(any dose) Norepinephrine
>0.12
Central nervous
system
Glasgow Corr;a Scale 15 13-14 10-12 6—-9 <6
Score
Renal
Creatinine, mg/dL 1.2-1.9 2.0-3.4 35-4.9
1.2 (110 D5 5.0 (440
(umol/L) <1-2(110) | (415-270) (171-299) (300-440) >5.0 (440)
Urine output, mL/d <500 <200

aCatecholamine doses are given as pg/kg/min for at least 1 hour.
bGlasgow Coma Scale scores range from 3-15; higher score indicates better neurological function.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4968574/table/T1/#TFN3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4968574/table/T1/#TFN3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4968574/table/T1/#TFN3
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Somit war es moglich durch Erfassung der Parameter aller Organsysteme, die
durch eine Sepsis betroffen sein kénnen, die Schwere und eine maogliche erhéhte

Sterblichkeit zu detektieren.

Um auch aulRerhalb einer Intensivstation: in einer Notaufnahme, auf peripheren
Stationen bzw. auch im prahospitalen Bereich handeln und eine bedrohliche Infektion
erkennen zu kdénnen, wurde der g SOFA eingefuhrt. Dabei war es wichtig ohne grol3e
technische Hilfsmittel und ohne Laborparameter, eine schnelle Einschatzung,
abgeben zu kdnnen um friihzeitig mit einer Therapie beginnen bzw. diese erweitern zu
konnen. Auch eine mogliche Intensivierung der UberwachungsmalRnahmen kann

somit frihzeitig umgesetzt werden. Hierfir missen drei Parameter erhoben werden.

e Atemfrequenz =22 /min
» Verandertes Bewusstsein (GCS) <15

e Systolischer Blutdruck <100 mmHg

Jeder zutreffende Parameter wird mit einem Punkt bewertet. Ab einer Punktzahl
von zwei ist die Sterblichkeit dreifach und ab einer Punktzahl von drei, 14fach erhdht.
Als Definition einer Sepsis werden nun die bestatigte oder vermutete Infektion sowie
ein Anstieg des SOFA Scores auf mehr als zwei Punkte-eingefiihrt. Flr den septischen

Schock gilt weiterhin die Sepsisdefinition sowie die nachfolgenden Punkte.

e Vasopressorgabe um bei persistierender Hypotonie einen mittleren arteriellen
Druck > 65 mmHg aufrecht zu erhalten
e Einen Serumlaktatspiegel > 2 mmol/l (> 18 mg/dl) trotz adaquater

Volumensubstitution

Bei dieser vorliegenden zirkulatorischen, zellularen/metabolischen Stdrung steigt
die Krankenhaussterblichkeit auf Gber 40 % [28].

Die nachfolgende Grafik (Abb.3). zeigt wie die einzelnen Kriterien in einander
greifen. Daraus ist auch zu entnehmen, dass weder der gSOFA noch der SOFA Score

alleine als Definition einer Sepsis zahlen.
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Patient with suspected infection

Y
QSOFA >2? S Monitor clinical condition;
(see(n) No > ESES!:(:::!E No » reevaluate for possible sepsis
N P ’ if clinically indicated

Yes Yes
Y
Assess for evidence
of organ dysfunction i
(A) qSOFA Variables
Respiratory rate

Y

Monitor clinical condition;
SOFA 22? N : s
Ce(s) © > reevaluate for possible sepsis Mental status
e if clinically indicated Systolic blood pressure
Yes
Y
Sepsis i (B) SOFA Variables
! Pa0,/Fi0, ratio
Despite adequate fluid resuscitation, Glasgow Coma Scale score
;A‘:/ss)ogger;slgr;;eqmred to maintain No Mean arterial pressure
AND - Administration of vasopressors
2. serum lactate level >2 mmol/L? with type and dose rate of infusion
Serum creatinine or urine output
ers Bilirubin
Septic shock Platelet count

MAP, Mittlerer arterieller Druck

Abb.2: Operationalization of Clinical Criteria Identifying Patients with Sepsis and Septic Shock [28]

Ein Vergleich konnte zeigen, dass bei Patienten auf einer Intensivstation eine
Vorhersage an Hand des SOFA- oder LODS-Scores den SIRS-Kriterien bzw. dem
gSOFA-Score Uberlegen ist. Bei Patienten auf3erhalb einer Intensivstation war die
pradiktive Aussagekraft des gSOFA-Scores statistisch grof3er als die des SOFA-
Scores bzw. die der SIRS-Kriterien [26].

2.4 Pathophysiologie

Die Sepsis ist definiert als die systemische Reaktion auf eine Infektion. Ursache
einer Infektion sind pathogene Keime. Dabei I6sen z.B. Endotoxine (gramnegative
Bakterien), Peptidoglykane (gramnegative und grampositive  Bakterien),
Lipoteichonsauren (grampositive Bakterien) und Mannane (Pilze) die systemisch-
entzindliche Reaktion (SIRS) des Kdrpers aus. Die EPIC Il (Extended Prevalence of

Infection in Intensive Care) Studie konnte an Hand von mehr als 13.000
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Patientendaten die unterschiedlichsten Erreger fir eine Sepsiserkrankung
nachweisen. Bei 70 % der Patienten mit einer Infektion konnten auch mikrobiologische
Erreger nachgewiesen werden. Dabei waren 47 % der Erreger grampositiv, 62 %
gramnegativ, und 19 % Pilze. Bei den Patienten mit Erregernachweis waren der
haufigste grampositive Keim Staphylococcus aureus (20 %); bei den gramnegativen

Bakterien waren es Pseudomonas species (20 %) und Escherichia coli (16 %) [29].

2.4.1 Endotoxin

Endotoxine bilden zusammen mit Phospholipiden und Proteinen die aulRerste
Membran gramnegativer Bakterien. Der Aufbau der Endotoxine beinhaltet zwei Teile.
Einen variablen Teil, einen Polysaccharidteil mit einer Kernregion (Core) und einer O-
spezifischen Kette, sowie einen hydrophoben Anteil, das Lipid A (Abb.3). Hierin ist die
toxische Wirkung des Endotoxins enthalten. Chemisch gesehen sind
Lipopolysaccharide (LPS) die Ursache fir deren immunstimmulatorische Wirkung. Zu
Beginn einer Infektion kommt es zu Fieber, einer veranderten Leukozytenzahl und
einem verringerten Blutdruck. Je langer sich das Endotoxin im Kérper befindet, kdnnen

diese anfanglichen Symptome zu einem Schockzustand mit Organversagen fuhren.

1 I A0 BE COCC
l I [ l
n
iy l ] | |
Wiederholungs- duBere innere
einheit Kernregion Kermregion
| I 1 | ]
O-spezifische Kette Core Lipid A
[ J 1 |
Polysaccharid Lipid
| |
Lipopolysaccharid

Abb.3: Schematische Struktur eines Lipopolysaccharids (Salmonella) [30]
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Gelangt LPS in den Blutkreislauf, kommt es zu einer Bindung an das LPS-Binding
Protein (LBP) und an das l6sliche CD14 (sCD14) Molekul. Dabei ist sCD14 in der Lage,
eine Aktivierung CD 14 positiver Zellen zu verhindern. Das LBP sorgt zum einen fur
den Transport zu den CD14-Rezeptoren und zum anderen aber auch flr eine
entgiftende Wirkung durch den Transport zum High Density Lipoprotein (HDL) [31].
CD14-Rezeptoren sind auf der Membran der reifen myeloischen Zellen mit Hilfe von
Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI) verankert. Das Endotoxin wird hierbei tber
das Lipid A an den Rezeptor gebunden. Da CD14 kein Transmembranprotein ist,
bendtigt es weitere Co-Rezeptoren, das MD2 und den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR 4).

Lipid A bindet an diesen Komplex, um eine Signaltransduktion zu erméglichen [32, 33].

Nach der Aktivierung der Oberflachenrezeptoren wird eine Signalkaskade in Gang
gesetzt, an deren Ende die inhibitorische Untereinheit IkB (Inhibitory protein kB) des
nuklearen Transkriptionsfaktors kappa B (NF-kB) steht. Wird diese Untereinheit im
Rahmen einer Entzindung phosphoryliert, wird die Genexpression der inflamma-
torischen Zytokine und Chemokine durch NF-kB aktiviert [34, 35].

Bei dem Ablauf der Inflammationskaskade werden verschiedene
Mediatorsubstanzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und in unterschiedlicher
Reihenfolge freigesetzt. Zu den proinflammatorischen Zytokinen gehodren der
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), Interferon-y (IFN-y), IL-12, IL-18,
IL-8, IL-6 und der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-
CSF). Dabei rufen diese Mediatoren durch ihre Einwirkung auf neutrophile
Granulozyten, Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und
Thrombozyten die inflammatorische Reaktion hervor. Diese Aktivierung fuhrt zu einer
Mobilisierung von Thrombozyten, Komplement-, Gerinnungs- und des Kinin-
Bradykininsystem. Zeitgleich werden auch antiinflammatorische Reaktionskaskaden
angestol3en mit der Freisetzung von “transforming growth factor “ TGF-$3, IL-4, IL-10,
IL-13 [38].
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2.4.2 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Wahrend einer Entziindungsreaktion kommt es zur Margination von Leukozyten
aus dem schnell flieRenden zentralen Blutstrom in den langsam stromenden
Randbereich. Im Anschluss daran folgen Interaktionen mit dem Endothel.

Eine wichtige Funktion spielen dabei die Selektine. Ihr Aufbau besteht aus drei
Teilen, wobei die transmembrantse sowie die zytoplasmatische Domane bei jedem
Selektintyp gleich ist. Eine Unterscheidung erfolgt nur an Hand des unterschiedlich
langen extrazellularen Abschnittes [37].

Das P-Selektin (Platelet Activation Depedent Granule External Membrane Protein
- PAGDEM) wird dauerhaft auf dem Endothel exprimiert und zuvor in den Weibel-
Palade-Korpern gebildet. Es besitzt den langsten extrazellularen Anteil und ist somit
auch das grofdte Molekll. Im Gegensatz dazu ist das L-Selektin, (Lectin Adhesion
Molecule - LECAM-1), welches auf Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
exprimiert wird, das kleinste Molekl. Bevor sich das E-Selektin (Endothelial Leukocyte
Adhesion Molecule - ELAM-1), auf den endothelialen Zellen ausbildet, muss zuvor erst
eine Aktivierung durch Zytokine wie TNF-a und IL-1 erfolgen. Dabei erreicht E-Selektin
etwa vier Stunden nach einer Stimulation durch LPS seine maximale Konzentration.
Die Selektine treten mit entsprechenden Liganden in Wechselwirkung und fuihren zu
kurzfristigen Bindungen, wodurch das Phéanomen des Leukozytenrollings am Endothel
entsteht (Abb.4).
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+ Histamine, Thrombin: G
i P-Selectin
l ’ LFA-1
B‘ g ICAM-1,2

. L-Selectin ligand

' ii Mac-1
E L-Selectin

I : P,E-selectin ligand

Abb.4: Temporar adharente Leukozyten-Endothelinteraktion (Leukozytenrolling) [38]

Erst durch eine Entziindungsreaktion werden die endothelialen Zellen aktiviert, um
vermehrt Adhasionsmolekile und Chemokine an der Oberflache zu exprimieren, damit
sich zirkulierende Leukozyten an die GefalBwéande binden [39]. Durch die temporare
Interaktion mit dem Endothel kommen die Leukozyten mit chemotaktischen Faktoren
in Beriihrung, die dafiir sorgen, dass die inaktive Konformation sogenannter Integrine
in eine bindungsfahige Konformation umgewandelt wird. Dadurch kommt es zu einer
festen Bindung mit den endothelialen Adhasionsmolekilen. Das chemotaktische
Signal wird dabei G-Protein gekoppelt auf die Leukozyten Ubertragen [40]. Bei den
Integrinen handelt es sich um Transmembranproteine. Die Expression der Integrine ist
abhéangig von einer Stimulation durch TNF-a und einer vorherigen Adhasion an E-
Selektin [38, 41, 42]. Fur eine permanent adharente Endothelinteraktion, das
Leukozytensticking, (Abb.5) sind endotheliale Adhasionsmolekiile wie das Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), und das Vascular Cell Adhesion Molecule-1
(VCAM-1) von Bedeutung [43].
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+ Cytokines E-Selectin
yrokin Adherent E_—

Abb.5: Permanent adhérente Endothelinteraktion (Leukozytensticking) [38]

Nun  folgt der aktive  Auswanderungsprozess, die  sogenannte
Leukozytendiapedese. Es kommt zur Abflachung der weif3en Blutkérperchen auf dem
Endothel, die schlie3lich zwischen kontrahierenden Endothelzellen hindurchwandern
und somit aktiv ins Gewebe einwandern kénnen. Dort angekommen begibt sich der
Leukozyt zum Ort der Schadigung. Hierbei folgt er dem Ort der hochsten Konzentration
von Chemokinen (Chemotaxis).

2.4.3 Kapillarperfusion

Aufgrund des hohen Anteils an glatter GefaRwandmuskulatur sind die Arteriolen
in der Lage ihren Durchmesser durch Kontraktion zu verandern. Somit kann die
Durchblutung der Kapillaren dem Nahrstoffbedarf des Korpers angepasst werden. Je
groRer der Bedarf, desto grol3er die Anzahl der perfundierten Kapillaren [44]. Um den

verschiedenen Aufgaben gerecht zu werden, stellt die Endothelzelle im menschlichen
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Korper eine selektive Barriere dar. Eine Glykokalyx aus Proteoglykanen und
Glykosaminoglykanen hilft dabei das Blut vom Gewebe zu trennen. Sie befindet sich
am vaskularen Endothel. Das Endothel ist in der Lage, auf viele Ablaufe Einfluss zu
nehmen. Dazu gehort der Hamatokrit, die FlieRgeschwindigkeit, der
Sauerstofftransport bzw. das Sauerstoffangebot, die Gerinnung, der Abtransport von
Stoffwechselendprodukten,  Warmetransport sowie  die  Regulation  der
Leukozytenadhasion und —migration. Kommt es nun zu einer Entztindung, wird das
Endothel durch proinflammatorische Zytokine, Scherkrafte bzw. starke Schwankungen
des paO2 Wertes aktiviert. Durch eine Endothelschadigung kann es zu Odemen mit
intravasalem Flussigkeitsmangel, Thrombosen und erhohter Viskositat kommen.
AuRerdem verlieren die glatten Muskelzellen ihren Tonus und reagieren nicht mehr auf
Adrenalin. Dies fiihrt zu einer permanenten Vasodilatation und folglich zu einem Stopp
der Durchblutung. Somit spielt das Endothel eine entscheidende Rolle im Ablauf einer

Entzindungsreaktion [45].

2.5 Sepsismodell

Bei der Untersuchung neuer Therapieansatze ist es wichtig die patho-
physiologischen Mechanismen der Sepsis zu verstehen. Um den Zustand einer Sepsis
zu initiieren wurden spezielle Tiermodelle entwickelt. Dabei zeigte sich, dass die
Ergebnisse aus experimentellen Versuchen nur bedingt auf die Klinik beim Menschen
Ubertragen werden konnen [46]. Grund dafur ist die Schwierigkeit den
pathophysiologischen Verlauf einer Sepsis nachahmen zu kénnen. Auch gibt es
unterschiedliche Reaktionen auf eine Infektion zwischen Mensch und Tier [47]. Um
dieses Problem so gut es geht l6sen zu kdnnen wurden verschiedene Ansatze
entworfen. Die Wirkung der einzelnen Modelle ist unterschiedlich und wird in der
Literatur heftig diskutiert. Alle Modelle haben Vor- und Nachteile [48, 46].

Es gibt die Mdoglichkeit der exogenen Applikation von Toxinen oder eine
Veranderung der Kolonpermeabilitdt des Tieres zu verursachen, was eine bakterielle

Translokation ermdglicht.
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Bei einer Sepsis kann die Dosis, das Toxin und auch der Ausbreitungsweg
variieren. Die sogenannten Peritonitismodelle gelten als polymikrobielles
Sepsismodell [49]. Eine Ubertragung auf die Klinik ist hierbei eher moglich, da sich die
Sepsis Uber einen langeren Zeitraum entwickelt. und es zu einer &hnlichen
Entwicklung von hamodynamischen und metabolischen Veranderungen, im Rahmen
der unterschiedlichen Entziindungsphasen, kommt. Das Ausmal der Darmleckage ist
allerdings schwer zu kontrollieren und somit kann die Schwere der induzierten Sepsis

sehr unterschiedlich ausfallen.

Es gibt das Cecum Ligation and Puncture (CLP)-induzierte Sepsismodell sowie
das Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis (CASP)-induzierte Sepsismodell [49]. Bei
beiden Peritonitis Modellen kommt es durch die Freisetzung von Fakalien in die
Bauchhdhle zur Ausbildung einer akuten Entziindungsreaktion.

Bei dem CLP handelt es sich fur viele Forscher um den entscheidenden préaklinischen
Test flUr neue Therapieansitze der Sepsis. Die Technik umfasst die
Mittellinienlaparotomie, eine Mobilisation und Ligatur des Caecums distal der
lleozbkalklappe und die Punktion des ligierten Caecums [47, 50-52]. Dadurch ndhert
man sich der Komplexitat der Erkrankung am besten an, da es zu einem
Gewebetrauma, Bildung von Nekrose durch den chirurgischen Eingriff sowie Infektion
durch den Austritt der peritonealen mikrobiellen Flora kommt. Die Perforation des
Caecums fuhrt zu einer polymikrobiellen Peritonitis, gefolgt von einer Translokation
von Bakterien in das Blut. Die Bakteridmie 16st eine Entztindungsreaktion aus, die zu
hamodynamischer Instabilitdt, septischem Schock, Multiorganversagen und
schlie3lich zum Tod fiihrt [53]. Es l&asst sich am ehesten mit einer intraabdominellen

Abszessformation vergleichen.

Das zweite Modell, die CASP, ist vergleichbar mit einer Darmperforation bzw.
Anastomoseninsuffizienz. Dabei wird ein Stent in das Colon ascendens implantiert, um
eine Verbindung zwischen Intestinum und Bauchhohle zu schaffen. Folge ist ein
kontinuierlicher Ubertritt von Bakterien der natirlichen Darmflora ins umliegende
Gewebe und die Induktion einer diffusen Peritonitis [47]. Durch die eingelegte

Stentgro3e soll eine ahnliche Menge abgegeben werden um ein vergleichbares
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Ergebnis zu erzielen. Die Schwere einer Sepsis kann durch die Grof3e des
Durchmessers des eingelegten Stents beeinflusst werden [49, 50]. Bei den
polymikrobiellen Peritonitismodellen kommt es im Gegensatz zu einem LPS Modell zu

einem verzogerten Anstieg der Bakteriamie.

Bei der Applikation eines Endotoxins wird ein Lipopolysaccharid (LPS) in das Blut

oder Peritoneum verabreicht. Dabei handelt es sich um Zellwandbestandteile
gramnegativer Bakterien. Diese werden als einmaliger Bolus injiziert. Vorhandene
Daten legen nahe, dass LPS verwendet werden kann, um pathophysiologische
Prozesse der Endotoxinamie des SIRS bzw. des endotoxischen Schocks untersuchen
zu konnen [54, 55, 50]. Die Toxingabe induziert eine schnelle starke
Entzindungsreaktion, die die Aktivierung des angeborenen Immunsystems beeinflusst
[56].
Das LPS-Modell der systemischen Entziindung erweist sich als geeignet, da dieses
Verfahren technisch einfach durchzufihren ist und eine hohe Reproduzierbarkeit
ermoglicht. Durch die genaue quantitative Bestimmung der Dosis l&sst sich eine gute
zeitliche Vorhersage der Entzindungsreaktion erzielen. Mithilfe unterschiedlicher
Toxindosen kdnnen verschieden starke Infektionen auftreten. Dadurch lasst sich ein
gewisser Versuchsstandard etablieren. Aus diesem Grund entschieden wir uns fur das
LPS Modell.

Im Bereich der Sepsisforschung ist dieses Modell in der Literatur haufig
beschrieben. Frihzeitig konnte eine Gruppe um Fink et al. Ergebnisse mit Nagetieren
zusammenfassen [57]. Dabei konnten Sie zeigen, dass anhand der LPS Dosis eine
relative Vorhersage der kardialen Reaktion mdglich war. Eine niedrige LPS Dosis
fuhrte zu einem hyperdynamen Kreislaufgeschehen, vergleichbar mit dem Zustand
einer kompensierten menschlichen Sepsis. Bei einer hohen LPS Dosis kommt es zu
einem Absinken des kardialen Auswurfes und zu einem Anstieg des systemischen
GefalRwiderstandes. Im Hinblick auf eine kardiovaskulare Reaktion nutzten es viele
weitere Forschungsgruppen. Liu et al [58] applizierte Versuchstieren 15mg/kg/KG LPS
und beobachtete dabei die Wirkung von Propofol auf die Nitrit Oxid Produktion in einer
Sepsis. Giusti et al. [59] untersuchte die Simvastatinwirkung auf die
Katecholamintherapie in der Sepsis. Dabei wurde den Versuchstieren 1,5mg/kg/KG
LPS verabreicht.
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2.6 Statine und Sepsis

In  einigen retrospektiven Untersuchungen wurde festgestellt, dass
Sepsispatienten, die im Vorfeld des Intensivaufenthaltes mit lipidsenkenden
Medikamenten behandelt wurden, eine geringere Mortalitdt aufwiesen [7]. Andere
Untersuchungen brachten jedoch keine eindeutigen Ergebnisse. Als mdégliche
Ursachen fir einen protektiven Statineffekt wurden Veranderungen im Bereich des
Fettstoffwechsels (Erhdhung der HDL-Konzentration, Erniedrigung der LDL-
Konzentration) oder ein direkter (antiinflammatorischer) Einfluss des Medikamentes
postuliert. Ein Hauptmechanismus in der Pathogenese der Sepsis ist die gestorte
Mikrozirkulation. Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, im Tierexperiment
mittels Intravitalmikroskopie den Einfluss von Simvastatin auf die intestinale

Mikrozirkulation bei experimenteller Sepsis zu untersuchen.

2.6.1 Simvastatin

Simvastatin zahlt zu den wirksamsten Medikamenten bei der Therapie einer
Hypercholesterinamie. Ziel ist es, den erhéhten Cholesterinwert zu senken, um die
Bildung von Arteriosklerose zu verhindern. Aufgrund seiner physikochemischen
Eigenschaften ist es Simvastatin (Abb.6) mdglich, die Zellmembran zu durchtreten.
Um einer Herz-Kreislauf-Erkrankungen vorbeugen zu kénnen, sind die Statine die am
besten geeigneten Medikamente [60—-62]. Sie sind sogenannte Cholesterin-Synthese-
Enzymhemmer (CSE-Hemmer), eines der am starksten regulierenden Enzyme im
Korper, welches durch seine Regulationsmechanismen in der Lage ist, seine Aktivitat
um das funfzigfache zu steigern mit der héchsten Aktivitat nachts, bedingt durch den
zirkadianen Rhythmus [63]. Der Name CSE-Hemmer beruht darauf, dass es das
entscheidende Enzym der Cholesterinbiosynthese, die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
Coenzym-A (HMG-CoA) Reduktase, kompetitiv hemmt [64, 65].
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Simvastatin

Abb.6: Strukturformel von Simvastatin ( C25H3805 ) [66]

2.6.2 Struktur der HMG-CoA-Reduktase

Simvastatin blockiert das Enzym indem es einen Teil der Bindestelle einnimmt und
somit den Zugang des Substrats an das aktive Zentrum verhindert. Bei dem
strukturellen Aufbau dieses Schrittmacherenzyms handelt es sich um ein Tetramer.
Jedes der einzelnen Monomere beinhaltet ein HMG-CoA- und ein NADP-Molekl
(Abb.7).

Abb.7: Struktur der HMG-CoA-Reduktase [64]
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Zusatzlich gibt es noch drei Domanen, die als N, L und S bezeichnet werden. Das
HMG-CoA-Molekil bindet an die L-Domane, wéhrend das NADP an die S-Domane
bindet. Das sogenannte aktive Zentrum wird durch eine ,cis“-Schleife zwischen der L-
und der S-Doméne des benachbarten Monomers gebildet. Bei der Substratbindung
bindet der HMG-CoA-Teil an ein Monomer. Die Statine sind im strukturellen Aufbau
dem HMG-CoA ahnlich, haben aber eine gro3ere Affinitat zur Bindestelle des Enzyms.
Das Medikament setzt sich dabei in eine enge Nische, in der sich normalerweise das
HMG befindet, woraufhin es zu einer Bindung mit der O5-Hydroxylgruppe der HMG-
ahnlichen-Gruppe kommt, anstatt des Thioestersauerstoffatoms im HMG-CoA [65, 67,
68]. Da sich das Enzym am Anfang des Synthesewegs befindet, und einen
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt katalysiert, handelt es sich hierbei um ein

Schrittmacherenzym.

2.6.3 Cholesterinstoffwechsel

Der Mensch ist in der Lage, Cholesterin Giber die Nahrung aufzunehmen oder es
in der Leber zu synthetisieren. Das Cholesterin ist dabei aufgrund seiner chemischen
Eigenschaften im Blut nicht l6slich. Damit es transportiert werden kann, muss es an
Lipoproteine gebunden werden. Lipoproteine werden in unterschiedliche Klassen
eingeteilt. Die Dichte, der Lipidanteil und die jeweiligen Apolipoproteine sind das
Auswahlkriterium fir die Gruppe (Tab.2). Man unterscheidet die ,Very Low Density
Lipoproteins® (VLDL), die ,Intermediate Density Lipoproteins® (IDL), die ,Low Density
Lipoproteins“ (LDL) und die ,High Density Lipoproteins“ (HDL) [69].
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Tabelle 2: Lipoproteine [70]

Chylomikronen VLDL LDL HDL
Dichte [g/ml] 093 0,93-1,006 1,019-1,063 1,063-1,21
Durchmesser [nm] 75-1200 30-80 18-25 5-12
Triacylglycerine [96] 86 55 6 4
Cholesterin [%] 5 19 50 19
und Cholesterinester
Phospholipide [%6] 7 18 22 34
Apolipoproteine [%] 2 8 22 42

davon

Wir beschranken uns hier auf HDL und LDL. Das LDL wird in den peripheren Zellen
aufgenommen und zerlegt, wodurch das Cholesterin frei und fir seine metabolische
Verwendung zuganglich wird. Die Aufnahme in die peripheren Zellen erfolgt dabei tiber
den sogenannten LDL-Rezeptor. Die Rezeptorsynthese wird Uber einen
Feedbackmechanismus des endogenen Cholesterinspiegels reguliert [71]. Eine
Steigerung der Syntheserate wird Uber den Transkriptionsfaktor der Sterol Response
Element Binding Protein (SREBP)-Familie vermittelt, die mit ihren beiden Vertretern
SREBP1 und SREBP2 an die regulatorische Sequenz Sterol Responsive Element
(SRE-1) der Zielgene binden. Diese beiden Proteine werden in Abhangigkeit des
Sterolgehaltes aktiviert [72—74]. Der durch die Statinwirkung hervorgerufene Mangel
an intrazellularem Cholesterin fuhrt aul3erdem zu einer vermehrten mRNA-Expression
und einer verbesserten Bindungsaktivitat von LDL-Rezeptoren in der Leber. Durch
diese Mdoglichkeit der Regulation kann das Cholesterin in der Leber im Normbereich
gehalten und das Cholesterin im Blut reduziert werden [75]. Dem HDL kommt nun die
Bedeutung des ruckfuhrenden Transportes zu, indem das Cholesterin von den
peripheren Geweben zur Leber transportiert wird. Durch seine zusatzlichen
antioxidativen Eigenschaften wirkt sich das HDL positiv auf den Cholesterinspiegel aus

[76, 77] und beugt somit einer kardiovaskularen Erkrankung vor.
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2.6.4 Statinhaupteffekte

Die Reduktion des Cholesterinspiegels erfolgt auf zwei Arten. Zum einen wird die
Synthese des Cholesterins in der Leber Gber die HMG-CoA-Reduktase gehemmt,
zum anderen wird auch die Anzahl sowie die Aktivitdt der Low-Density-Lipoproteine
(LDL) und der Containing Cholesterol (LDL-C) Rezeptoren auf den Leberzellen erhoht,
wodurch das im Blut befindliche LDL, welches eine stark atherogene Eigenschaft
besitzt, vermehrt aufgenommen wird [78]. Durch eine zusatzlich vermehrte Expression
der Rezeptoren kann nun mehr LDL aus der Blutbahn aufgenommen und der
Plasmaspiegel somit reduziert werden [61] [79-81].

Der Erfolg ist dabei auch abhéngig von der eingesetzten Statindosis. Beim
Gesamtcholesterin kann die Konzentration um 22 % bis 38 % gesenkt werden. Auch
beim LDL ist eine @hnliche Reduktion von 27 % bis 48 % mdglich, wahrend es beim
HDL zu einer Steigerung von 4 % bis 8 % kommen kann. Bei den Triglyceriden kommt
es bei der niedrigsten Dosis zu einem Abfall von 10 % bis 15 % und bei der maximalen
Dosis von 20 % bis 30 % [82—84]. Bei Simvastatin gibt es die Besonderheit, dass es
auch beim Vorliegen der homozygoten familiaren Hypercholesterinamie wirkt. Diese
Patienten besitzen keine funktionellen LDL-Rezeptoren und trotzdem ist Simvastatin
in der Lage die LDL Konzentration zu senken. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass
noch andere Mechanismen fir die Reduktion des Cholesterins zustandig sind. Eine
Verminderung der VLDL-Synthese fir die Gesamtreduktion des LDL scheint von

untergeordneter Bedeutung auf den Gesamtmechanismus zu sein [85, 86].

In der Cholesterinbiosynthese gibt es viele Zwischenschritte, bei denen Metabolite
entstehen [71]. Diese Produkte fihren auch zu weiteren Aspekten der Statinwirkung,
deren Effekte in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

2.6.5 Pleiotrope Wirkungen

AulRer der Hauptwirkung auf die Cholesterinbiosynthese besitzt Simvastatin

weitere, unabhangige Wirkungen sogenannte ,pleiotrope Effekte” (Abb.8). Der Begriff
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stammt aus dem Griechischen (pleio = voll; trop = Drehung, Wendung) und bedeutet
in der Pharmakologie: verschiedene Wirkungen durch eine Substanz [87]. Die Ursache
fur diese zusatzlichen Wirkungen beruht auf dem Einfluss im Bereich des
Intermediarstoffwechsels. Die Isoprenoiden entstehen im Rahmen der
Cholesterinbiosynthese als Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und
Farnesylpyrophosphat (FPP). Durch eine Reduktion dieser Substanzen kommt es zu
Stérungen der posttranslationalen Modifikationen unter anderem an G-Proteinen und
den GTP-bindenden Proteinen Ras und Rho. Dies beeinflusst auch die
Stickstoffmonoxidsynthase (NOS). Durch die Veranderung wird die mRNA der
endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) stabiler und fuhrt, wie auch die LDL
Erniedrigung, zu einer Verbesserung und Wiederherstellung endothelialer Funktionen.
Als Folge wird die NO-Synthese gesteigert und somit eine bessere Verfugbarkeit
gewahrleistet [87—90]. Dabei kann NO durch Sauerstoffradikale in seiner Wirkung auf
das Endothel beeinflusst werden. Diese bilden zusammen mit den Hydroxylradikalen
(OH) und den Wasserstoffperoxiden (H20:2) die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Liegt nun ein Missverhaltnis zwischen der ROS-Produktion und den antioxidativen
Systemen des Korpers vor, spricht man von oxidativem Stress™ [91]. Statine besitzen
zum einen durch eine Hemmung der ROS-Bildung, und durch das Absenken der
Lipidkonzentration, antioxidative Effekte. Dabei wird die Aufnahme von oxidiertem
LDL-reduziert, indem der Scavengerrezeptor der Makrophagen weniger gebildet wird
[92].

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es auch zu einer Férderung der
Stabilitat arteriosklerotischer Plaques kommt, indem zum einen Statine eine
Aktivierung der Makrophagen durch die Erniedrigung der Matrixmetalloproteinasen
verhindern, zum anderen aber auch die Aufnahme sowie die Synthese des
Cholesterols vermindern [80, 81, 87, 93-96].

Ein anderer pleiotroper Mechanismus erklart die Hemmung der
Leukozytenadh&sion und die Extravasion in Entzindungsgebieten. Hierbei spielt eine
Bindung der Statine an das Integrin Lymphocyte Function-Associated antigen-1
(LFA-1) auf den weilRen Blutzellen, sowie eine Reduktion der Synthese der

Adhéasionsmolekile (z.B. VCAM-1) eine entscheidende Rolle. Es konnte eine
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Hemmung von aktivierten und nichtaktivierten Monozyten an den Zellwanden gezeigt
werden [97]. Im Rahmen der pleiotropen Wirkungen weisen Statine auch andere
antiinflammatorische Effekte auf. Statine konnen als HMG-CoA-Reduktasehemmmer
die Plasmakonzentration des Akutphaseproteins (CRP) in Abhé&ngigkeit des
Medikaments bis zu 40 % senken [98, 99]. Auch die Zytokine der inflammatorischen
und antiinflammatorischen Zellantwort werden von Statinen beeinflusst [88].
Abgesehen von der Praventionsfunktion gegentuber Herz-Gefal3erkrankungen konnte
auch gezeigt werden, dass die Gabe von HMG-CoA-Reduktasehemmern nach einem
akuten Koronarsyndrom innerhalb der nachsten zwei Jahre zu einer 19%igen

Risikoreduktion fuhrt, eine Sepsis zu bekommen [100, 71].

Endotheliale

Thrombogenitat Funktion
! Plattchgn 1 NO-Bioaktivitat
| Gerinnung | Endothelin

1 Endotheliale
Vorlauferzellen

Immunschaden
| Makrophagen
| Entziindung

| Immunmodulation

Plaquestabilitat "
1 Kollagen Gefdss

| MMP

Plaqueprogression
| Proliferation
| LDL-C
1 HDL-C
| Triglyzeride

Antioxidative
Effekte

| AT1-Rezeptor
| Freie Radikale

Abb.8: Pleiotrope Effekte der Statine auf GefalRe [101]
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3 Fragestellung

In verschiedenen retrospektiven Studien wurde beobachtet, dass Sepsispatienten,
die aufgrund einer vorbestehenden Hypercholesterinamie medikamentds mit Statinen
behandelt waren, weniger Sepsiskomplikationen aufwiesen, als solche Patienten, die
keine lipidsenkenden Medikamente erhielten.

Da die Mikrozirkulation von entscheidender Bedeutung bei der Sepsis ist, wurden in
dieser Untersuchung die Effekte des Lipidsenkers Simvastatin auf die intestinale

Mikrozirkulation bei experimenteller Endotoxindmie untersucht.

Dabei sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Hat das Medikament Simvastatin einen Einfluss auf die temporare bzw.

permanente Leukozytenadharenz?

2. Fuhrt der Einsatz von Simvastatin bei experimenteller Sepsis zu einer

Verbesserung der funktionellen Kapillardichte?

3. Beeinflusst Simvastatin die Tachykardie und Hypotension bei experimenteller
Sepsis?
4. Welchen Einfluss hat Simvastatin auf die Blutgase bei experimenteller Sepsis?
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden 40 Ratten verwendet. Dabei handelte es sich um
mannliche Lewis-Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden
gemal den geltenden Tierschutzgesetzen und nach Genehmigung durch das
Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei, Mecklenburg-
Vorpommern (LALLF) behandelt. Das Gewicht der Tiere lag bei 260g+30g. Die Tiere
wurden nach ihrer Anlieferung fir mindestens eine Woche im Tierstall der Universitéat
akklimatisiert. Die Versuchstiere befanden sich hierbei in einem 12-stiindigen Tag-
Nacht-Rhythmus, die Luftfeuchtigkeit betrug 55-60 % und die Raumtemperatur 25°C.
Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter.

4.2 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach Einleitung der Narkose erhielten die Tiere einen intraarteriellen sowie einen

intravendsen Katheter und wurden tracheotomiert. Im Anschluss daran erfolgte
gruppenabhéngig die Gabe des LPS, oder Placebo (NaCl). In diesem Zusammenhang
wurde auch die erste Blutenthnahme (BE1) durchgefiihrt. 15 Minuten danach wurden
die Gruppen randomisiert entweder mit Simvastatin oder Placebo (NaCl) behandelt.
Es folgte eine 75-minitige Beobachtungsphase (Abb.9).
Als letzter Schritt zur Vorbereitung fir die Intravitalmikroskopie wurde eine
Laparotomie durchgefiihrt mit einer anschlieRenden Ruhephase von 15 Minuten. Nach
der mikroskopischen Untersuchung wurde abschlieBend das zweite Mal Blut
abgenommen (BE2).

Gruppe: Nacl + NaCl
Gruppe: NaCl + Simvastatin
Gruppe: LPS + NaCl
Gruppe: LPS + Simvastatin

P w0 NP
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Narkose LPS oder Placebo Laparotomie Exitus
BE2
BE1 1 l l
| |15min I 15min | 75 min | |15min I | I
| | I | | L |
Oh I 1,5h 2h 2,5h
Operation Medikamentengabe Ruhe Intravitalmikroskopie

Abb.9: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

4.3 Anasthesie und operativer Ablauf

Zur Narkose wurde den Tieren 60 mg/kgKG (Korpergewicht) Pentobarbital
(Pentobarbital Natrium, Fagron, Barsbuttl, Deutschland) intraperitoneal verabreicht.
Nach 15 Minuten war ein ausreichend tiefes Anasthesieniveau erreicht. Dieses wurde
mit Hilfe des Zwischenzehenreflexes Uberprift. Die Tiere wurden auf einem
Warmekissen (TM 20, Beurer, Ulm, Deutschland) gelagert, um ein Auskihlen zu

vermeiden.

Fiur die Operation wurden die Vorder-und Hinterlaufe der Tiere mit Leukoplast
(Leukoplast Hospital, Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) auf dem Warmekissen
fixiert. Mittels eines Rektalthermometers wurde die Korpertemperatur kontinuierlich

Uberpraft.

Im Anschluss an die Vorbereitungen begann die Praparation der Trachea. Hierzu
wurde das Operationsgebiet rasiert, desinfiziert und die Haut mittels eines Skalpells
(Prazisa plus, P.J. Dahlhausen, Koln, Deutschland) eroffnet. Eine gekurzte

Venenverweilkanile (Braunile® G16, Braun, Melsungen, Deutschland) wurde als

28



Material und Methoden

Tubus benutzt, in die Trachea eingefuhrt und mittels Polyestergarn fixiert. Die Tiere
atmeten wahrend des Versuches spontan Raumluft.

Nach der Tracheotomie erfolgte die Darstellung der Halsgefal3e. Hierbei wurde auf
der linken Seite die Vena jugularis interna freigelegt. Kranial wurde die Vene ligiert und
kaudal durch einen Gefal3clip (Schwartz Clip, Medicon, Tuttlingen, Deutschland)
temporéar abgeklemmt. Nach einer kleinen Querinzision wurde ein Polyethylenkatheter
(Fine Bore Polyethene Tubing, 0,28 ID, 0,61 OD, Portex, Smith, London, UK) in die
Vena jugularis interna eingefiihrt. Nach dessen Fixierung mit Polyestergarn (Coats
Duet, Salach, Deutschland) am Gefal3 selbst und mittels chirurgischem Nahtmaterial
(Polyester DS 24, Catgut Markneuenkirchen, Deutschland) an der Haut, wurde die
Perfusorpumpe (Perfusor secura FT, Braun, Melsungen, Deutschland) mit NacCl

angeschlossen.

Zur kontinuierlichen Blutdruckmessung wurde die Arteria carotis communis dextra
mit einem gréRerlumigen Katheter (Fine Bore Polyethene Tubing, 0,58 ID, 0,96 OD,
Portex, Smith, London, UK) punktiert. Der Anschluss an einen baugleichen Perfusor
(s.0.) erfolgte uber ein invasives Blutdruckmesssystem (PMSET 1 DT-XX 1 Safeway,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Die mit den Perfusoren verabreichte NaCl-
Menge betrug 16 ml/kgkG/h Basisvolumen (1/3 arteriell und 2/3 venos). Uber einen
Monitor (Model 66-S, Hewlett Packard, Palo Alto, USA) wurden Blutdruck, die
Herzfrequenz sowie die Temperatur des Tieres aufgezeichnet.

Nun erfolgte die erste Blutenthahme (0,6ml) Uber den arteriellen Katheter
(Monovette, Saarstedt, Numbrecht, Deutschland). Daraus wurden 0,1ml zur
Bestimmung des Saure-Basen-Status und der Blutgasanalyse entnommen, sowie
0,5ml zur Zytokinbestimmung. Ab jetzt erfolgte eine 90-miniitige Uberwachungsphase,
in der alle 15 Minuten die Vitalparameter (Herzfrequenz, mittlerer arterieller Druck und

Temperatur) kontrolliert wurden.

Je nach Gruppenzugehoérigkeit der Tiere erfolgte nach 15 Minuten Pause die Gabe
von LPS (Lipopolysaccharid, Escherichia coli Serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) in einer Dosierung von 15 mg/kgKG langsam intravenés oder

eine entsprechende Menge NacCl, als Bolus.
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Nach weiteren 15 Minuten wurde den Tieren, je nach randomisierter Gruppe,
Simvastatin (S6196-25mg, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in einer Dosierung
von 0,2 mg/kgKG oder NaCl verabreicht.

Nach 60 Minuten wurde als abschlieBende Vorbereitung fir die
Intravitalmikroskopie eine mediane Laparotomie durchgefihrt Dabei wurde ein
Elektrokauter der Firma Servoprax (Wesel, Deutschland) verwendet. Zur Mikroskopie
wurden die Tiere auf den beheizbaren Plexiglastisch (entwickelt von: PD Dr. med.
habil. D. Pavlovic) (Abb.10a-c) des Mikroskopes umgelagert und in Seitenlage
gebracht. Die zu untersuchende Darmschlinge, des terminalen lleums, wurde mit Hilfe
von Q-Tipps (Paul Hartmann, Heidenheim, Deutschland) ohne groRe Manipulation in
einen Plexiglasbehalter mit erwarmter NaCl-Losung ausgelagert. Um die Auskihlung
und Austrocknung durch die Raumluft zu vermeiden, wurde dieser Abschnitt zuséatzlich
mit einer auf 37°C erwarmten isotonischen NaCl-Losung (Delta Select, Dreieich,
Deutschland) superfundiert. Fir eine konstante Benetzung lief die Superfusion, mittels
eines Infusomaten, mit 100 ml/h. Die erwarmte Superfusionslosung (Warmekreislauf,
Mechanik Priufgerate Werk, Medingen, Deutschland) stellte auf3erdem die Verbindung
zu einem daruber positionierten Objektglastrager (76 x 26 mm Menzel Glaser, Menzel,
Braunschweig, Deutschland) dar, dem sogenannten “Hanging Drop“. Damit der
Flussigkeitsspiegel im Plexiglasbehélter konstant gehalten werden konnte, wurde die
Flussigkeit am Uberlauf abgepumpt. Die Pumpe wurde iiber eine Zeitschaltuhr alle 20
Sekunden aktiviert. Die Kontrolle der Flissigkeitstemperatur im Behalter erfolgte mit

einem im Wasserbecken befestigten Thermometer.

Zwei Stunden nach der LPS-Gabe erfolgte die Intravitalmikroskopie. Dazu wurden
die fur die Untersuchung notwendigen Farbstoffe Gber den Venenkatheter verabreicht.
Zur Kontrastierung des Plasmas verwendeten wir 5 % FITC-Albumin (Albumin-
Fluoresceinisothiocyanat Konjugat, A 9771-5G, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) in der Dosis von 1mg/kgKG und zur Markierung der Leukozyten 0,01 %
Rhodamin (Rhodamin 6G, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in einer Dosierung
von 1,5mg/kgKG. Zur Bestimmung der Blutgaswerte, des Saure-Basen-Status und der
Zytokinbestimmung wurde nach Abschluss der Intravitalmikroskopie den

Versuchstieren 0,6ml Blut entnommen. Zuletzt erfolgte die T6tung des Versuchstieres
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durch die intravendse Gabe von Kaliumchlorid (Potassium, Aldrich, Steinheim,

Deutschland).

(a) To video mcorder and wdeo monitor
Thermostat of the
bath thermometer
probe
cover slip
distitled Micrometric
:""’l I"" watsr screw of the
sentenal
uperison ‘ s suction catheter
' \ - of hath solution
rat |V — C organ support hand
1 W1 = warm water circuit
-4——| for the organ hatht
W2 = warm water circuit
for the anlmal platform
Thermostat of the Hanging drop intestine
rectal tharmometer NaC10.9%,37°0)
probe
(b) MICroscope objective immersed into distiled water Plastic ring
To the thermometer probe
Cover <A
Hanging drop superfusion "
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View for the
figure 1c

C organ support hand

Hanging drop
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(c) microscope 4 Cover slip
B with plastic

Intestinal
segment

11//%/’ support hand

W = Warm water circuits W1 w2 (micropositioner
for the organ bath; W2 for the not shown)
animal platform

Abb.10: Darstellung des Arbeitsplatzes am Intravitalmikroskop nach dem Prinzip des ,Hanging Drop®
nach Pavlovic [102] (a) Schema des Arbeitsplatzes in 2D-Darstellung.(b) Prinzip des ,Hanging Drop” im

Detail. (c) Darstellung des Arbeitsplatzes in 3D. MaRe in mm. A beheizte Plattform. B Organbad.
C Darmablage.
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4.4 Intravitalmikroskopie

Mit folgender Gerateausstattung wurde die Intravitalmikroskopie durchgeftihrt:

- Auflichtmikroskop (Axiotech vario 100 HD, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

- Lichtquelle (HBO 50, Carl Zeiss Jena, Deutschland)

- Objektiv (Achroplan 20x / 0,5, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

- Objekttrager (76 x 26 mm Menzel-Glaser, Menzel, Braunschweig, Deutschland)

- Filtersatz Nr. 10, Carl Zeiss, Jena, Deutschland (Anregung: BP 450 - 490;
Frequenzteiler: 510; Emission: BP 515 - 565) fur Beobachtungen mit FITC-
Albumin

- Filtersatz Nr. 20, Carl Zeiss, Jena, Deutschland (Anregung: BP 546/12;
Frequenzteiler: 560; Emission: BP 575 - 640) fir Beobachtungen mit Rhodamin

- 6GS/W-CCD-Kamera (AVT-BC 12, AVT Horn, Aalen, Deutschland)

- Videorekorder (NV-HS830, Panasonic, Matsushita, Tokio, Japan)

- Monitor (PM 159, Ikegami, Maywood, USA)

Zur Ermittlung der funktionellen Kapillardichte galt es zunachst Kapillaren der
Lamina muscularis circularis sowie der Lamina muscularis longitudinalis aufzusuchen
(Abb.11). Hier wurden an funf verschiedenen Stellen Videosequenzen von jeweils 35

Sekunden Lange aufgenommen.

Zur Untersuchung der Leukozytenadharenz wurden im Bereich der Submukosa
unverzweigte Venolenabschnitte ausgewahlt. Hierbei lag das Augenmerk auf Venolen
der ersten und der dritten Ordnung. Es wurden wiederum finf Sequenzen zu je 35

Sekunden aufgenommen.

Nach der Untersuchung im Bereich der Submukosa schloss sich die
mikroskopische Untersuchung der Mukosa an. Dazu wurde der Darm mit Hilfe des
Elektrokauters antimesenterial erdffnet und anschlieBend mit Kochsalzlésung
ausgespult. Der Darmabschnitt wurde zur weiteren mikroskopischen Untersuchung in

die gleiche Position gebracht wie bei den vorangegangenen Untersuchungen. Hierbei
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wurde die luminale Seite der Darmschlinge, unter Verwendung des ,Hanging Drop®,
an das Objekttragerglas herangefuhrt. Von den Darmzotten wurden an flnf

verschiedenen Positionen Videoaufnahmen von jeweils 35 Sekunden aufgezeichnet.

Longitudinal
uscle

Clircular
MMuscle

Submucosa

Abb.11: Schema des Darmwandaufbaus; wesentliche Aufzweigungen der Arteriolen (Al - A5) und
Venolen (V1 - V4), Kapillaren der zirkularen (CC) und longitudinalen (LC) Muskulatur, zentrale
Villusarteriole (MA) mit Aufzweigung in zwei Verteilungsarteriolen (DA), prakapillare Sphinkteren(PC),
Mukosakapillare (MC), mukosale Venolen zweiter Ordnung (2VM), Villussammelvenole (CV) [103]
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4.5 Auswertung der Intravitalmikroskopie

Die Auswertung der einzelnen Videosequenzen erfolgte offline und verblindet.
Hierfir wurde ein spezielles Computerprogramm (Caplmage, Zeintl, Heidelberg,

Deutschland) verwendet.

In den Videosequenzen, die wahrend der Untersuchung in den funf
GefalRabschnitten der Venolen der ersten (V1) und der dritten (V3) Ordnung (Abb.12)
aufgenommen wurden, konnten nun jeweils zwei Arten von Leukozyten klassifiziert

werden. Die permanent adharenten und die temporar adharenten Leukozyten.

Permanent adharente Leukozyten ,Sticker” charakterisieren sich dadurch, dass
sie Uber eine Dauer von 30 Sekunden am Gefal3endothel haften bleiben.
Bei den Leukozyten, die nur temporar an der Endothelwand haften bleiben, handelt es
sich um sogenannte ,Roller“. Durch die nur temporare Haftung gewinnt der Beobachter
den Eindruck, dass die Leukozyten an der Gefalwand entlangrollen. Venolen von

mindestens 200um Lange wurden ausgewertet (Leukozyten pro Flache; n/mmz2).

Da das GefalRendothel einer Zylinderflache entspricht, wurde mit Hilfe der Formel zur
Berechnung der Zylinderflache die Leukozytenzahl n/mm?2 ermittelt.

Zylinderflache =2 x T xr x|

1

(r= 5 X Breite des GefalRes, | = die markierte Lange, m = festgelegte Konstante)

Der Beobachtungszeitraum lag auch hier bei 30 Sekunden. Um die Messung
durchfihren zu kénnen, wurde eine virtuelle Linie festgelegt, Uber die sich die
Leukozyten innerhalb des Zeitfensters hinwegbewegten. Das Ergebnis wurde

anschlieend mit der Zahl zwei multipliziert (Einheit in Zellen/min).
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Abb.12: Darstellung der postkapillaren Venole dritter Ordnung in der Submukosa eines Endotoxintieres,
Leukozyten markiert mit Rhodamin 6G

AulRer der Leukozytenadhdrenz wurde auch die funktionelle Kapillardichte der
longitudinalen und zirkul&ren Muscularis sowie der Mukosa untersucht (Abb.13-15).
Bei der funktionellen Kapillardichte (Functional Capillary Density, FCD) handelt es sich
um die Anzahl der sichtbar perfundierten Gefal3e im Hinblick auf eine bestimmte
Flache. Die Visualisierung der Kapillarperfusion ist durch die unterschiedlich gefarbten
Bestandteile des Blutes moglich. Das durch FITC-Albumin hell gefarbte Plasma ist
deutlich von den dunklen Erythrozyten zu unterscheiden. Nach der Festlegung der
Flache, im Falle der Submukosa 400 x 500 pm, mussten die perfundierten
Kapillarabschnitte ihrer Lange nach auf dem Bildschirm markiert werden, um so die
FCD bestimmen zu kdnnen.

Dasselbe Verfahren erfolgte nun auch hinsichtlich der dysfunktionalen Kapillaren
(Dysfunctional Capillary Density, DCD) und der nicht durchbluteten (Nonfunctional
Capillary Density, NCD) GefalRe. Bei der Betrachtung der Mukosa wurde die
Durchblutung der einzelnen Darmzotten ausgewertet. Hierbei wurde ein Feld der

Grof3e 100 x 150 um ausgewahlt und hinsichtlich der Kapillarperfusion untersucht.
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|
s

Abb.13: Darstellung der Kapillaren in der Lamina muscularis circularis eines Kontrolltieres, markiert
mit FITC-Albumin

Abb.14: Darstellung der Kapillaren in der Lamina muscularis longitudinalis eines Kontrolltieres, markiert
mit FITC-Albumin
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0.18 mm|

Abb.15: Darstellung der Kapillaren in der Lamina mucosa eines Kontrolltieres, markiert mit
FITC-Albumin

4.6 Blutgasanalyse

Zur Kontrolle der Blutgasparameter und des S&ure-Base-Haushaltes wurde zu
zwei verschiedenen Zeitpunkten Blut abgenommen. Die erste Abnahme wurde
unmittelbar vor LPS- oder Placebogabe, die zweite direkt am Ende des Versuches
Uber den arteriellen Katheter durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte an einem

automatischen Blutgasanalysegerat (ABL 700, Radiometer, Kopenhagen, Danemark).

4.7 Zytokindiagnostik

Bei beiden Blutentnahmen wurden 0,5ml Blut in Heparinrdhrchen fir die
Zytokinauswertung abgenommen. Dieses wurde fur 10 Minuten mit 3000U/min
zentrifugiert (Desaspeed, DESAGA Sarstedt Group, Numbrecht, Deutschland), um
das so gewonnenen Plasma zur Analyse der Zytokine verwenden zu kénnen. Es
wurden die Konzentration von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1a (IL-1a),
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und der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)
bestimmt. Die Auswertung erfolgte hierbei an einem Durchflusszytometer
(FACSCalibur, BectonDickinson&Co, USA) mit Hilfe eines speziellen KITs (BMS725FF
rat Cytokine 6plex, Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich).

4.8 Statistik

Unser Tierexperiment wurde als randomisierte, kontrollierte, verblindete Studie
durchgefuhrt. Die  statistische  Auswertung erfolgte mit Hilfe zweier
Computerprogramme, Microsoft Excel sowie Graph Pad Prism (Graph Pad Software,
La Jolla, USA). Es wurden graphisch der Mittelwert (MW), die Standardabweichung
(SD) und der Standardfehler (SEM) dargestellt. Die Normalverteilung der Daten wurde
durch den Komogorov-Smirnov-Test ermittelt. Danach erfolgte die einfaktorielle

Varianzanalyse mit dem Post-hoc Newman-Keuls-Test.

Herzfrequenz, Blutdruck, Blutgase, Interleukine sowie Temperatur wurden mit
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und dem Bonferroni Post-hoc Test ausgewertet.

Bei allen Analysen galt das Signifikanzniveau von p < 0,05.
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5 Ergebnisse

5.1 Vitalparameter

5.1.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Zum Ausgangszeitpunkt (T= 0 min) gab es keine Unterschiede im mittleren
arteriellen Druck zwischen den vier Gruppen. Der mittlere Blutdruck lag zwischen
121+11 mmHg (NaCl-Gruppe) und 135+9 mmHg (Simvastatingruppe). Nach der LPS-
Injektion wiesen die Endotoxinbelasteten Gruppen mit 102+13 mmHg (LPS+NaCl) und
99+11 mmHg (LPS+Simvastatin) signifikant niedrigere Blutdruckwerte auf, als die mit
NaCl (124115 mmHg) bzw. mit Simvastatin (13011 mmHg) behandelten
Kontrollgruppen. Bis zum Zeitpunkt T = 105 min lagen die Werte der Endotoxingruppen
mit 103 bis 109 mmHg auch weiterhin signifikant unter inrem Ausgangswert.

Mit Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchung stieg der Blutdruck bis auf
118+9 mmHg (LPS+Simvastatin) bzw. 115+12 mmHg (LPS+NacCl) an. Nur bei der mit
NaCl behandelten LPS-Gruppe lag noch ein signifikanter Unterschied zum

Ausgangswert vor.

Gegen Ende der Untersuchung (T = 150 min), waren lediglich die Werte der unter
Simvastatin stehenden LPS-Gruppe (111+11 mmHg) stark signifikant niedriger, als die
der mit Simvastatin behandelten Kontrollgruppe (132+13 mmHg) bzw. signifikant

niedriger als die der mit NaCl behandelten Kontrollgruppe (129+12 mmHg).

Im Beobachtungszeitraum zeigte sich bei den Tieren der NaCl-Kontrollgruppe bis
zum Zeitpunkt T = 105 min ein leicht abnehmender Blutdruck (124 bis 114 mmHg). Mit
Beginn der mikroskopischen Untersuchung fiel der Blutdruck bei den Tieren der
Medikamenten-Kontrollgruppe signifikant auf 114+12 mmHg ab. Daran schloss sich,
wie bereits bei den anderen Gruppen erwahnt, ein Anstieg des Blutdruckes auf 135+13
mmHg (T = 135 min) an. Zwischen der NaCl-Kontroll- und der

Simvastatinkontrollgruppe gab es keine signifikanten Unterschiede.
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Mittlerer Arteneller Blutdruck
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Abb.16: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAB in mmHg); MW + SD; n = 10;
11 = Zeitpunkt der LPS-Gabe; 12 = Zeitpunkt der Statingabe; 13 = Beginn der Intravitalmikroskopie;
a = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied der LPS- + NaCl-Gruppe sowie sehr stark signifikanter
Unterschied (p<0,001) der mit Statinen behandelten LPS-Gruppe gegeniiber der mit NaCl-
Kontrollgruppe; b = sehr stark signifikanter Unterschied (p<0,001) der Endotoxingruppen gegentiber der
Simvastatin-Kontrollgruppe; ¢ = stark signifikante Differenz (p<0,01) der LPS- + NaCl bzw. signifikante
(p<0,05) Differenz der LPS- + Simvastatingruppe gegeniber der Simvastatingruppe; d = stark
signifikante Differenz (p<0,01) der LPS- + NaCl-Gruppe bzw. signifikante (p<0,05) Differenz der LPS- +
Simvastatingruppe gegenuber der NaCl-Kontrollgruppe; e = signifikante (p<0,05) Differenz der LPS- +
NaCl-Gruppe gegeniiber der NaCl-Kontrollgruppe; f = stark signifikante (p<0,01) Differenz der LPS +
Simvastatingruppe gegeniber der Simvastatingruppe

5.1.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz aller vier Gruppen lagen in einem vergleichbaren Bereich:
440£21 /min (NaCl-Kontrollgruppe), 459+26 /min (Statinkontrollgruppe), 428+52 /min
(LPS+NaCl), 438+25 /min (LPS+Statin).

Ab dem Zeitpunkt T = 30 min war ein unterschiedliches Verhalten zu erkennen:
die endotoxinbelasteten Tiere wiesen eine Zunahme und die NaCl-Gruppe sowie die
Simvastatingruppe eine Abnahme der Herzfrequenz auf. Die Tachykardie bei den
Endotoxintieren war ab T = 75 min signifikant und nahm mit dem Verlauf des

Experimentes weiter zu.
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Zum Zeitpunkt T = 135 min lag eine hoch-signifikante (p < 0,001) Differenz der
LPS+NaCl-Gruppe (493+34 /min) und der mit Statinen behandelten LPS-Gruppe
(49116 /min) gegentiber der NaCl-Kontrollgruppe vor. Die Simvastatinkontrollgruppe
lag mit einer Herzfrequenz von 440+29 /min deutlich unter den Werten der

Endotoxingruppe.

Bis zum Abschluss des Versuches kam es zu keiner weiteren Anderung. Innerhalb
der Kontroll- sowie der LPS-Gruppen war zu keiner Zeit ein Unterschied zwischen
NaCl und Statin erkennbar. Die Simvastatinkontrollgruppe (440£21 /min) sowie die
NaCl-Kontrollgruppe (451+20 /min) wiesen im Verlaufe des Versuches jeweils einen
nicht signifikanten Rickgang der Herzfrequenz auf (424+43 /min; 443+36 /min). Bei
den Endotoxingruppen war ab T = 60 min eine gravierende Tachykardie im Vergleich
zum Ausgangswert festzustellen. Mit Erreichen von T = 150 min lag die Frequenz bei

501+33 /min (LPS + NaCl) sowie bei 503+27 /min (LPS + Simvastatin).
Herzfrequenz
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Abb. 17: Darstellung der Herzfrequenz (HF) in 1/min, MW £ SD; n=10; 11 = Zeitpunkt der LPS-Gabe;
12 = Zeitpunkt der Statingabe; 13 = Beginn der Intravitalmikroskopie; a = signifikanter Unterschied der
LPS+NaCl und behandelten LPS Gruppe gegentuber der NaCl-Gruppe; b = sehr stark signifikanter
Unterschied der LPS+NaCl gegenuber der NaCl-Gruppe; ¢ = stark signifikanter Unterschied der
behandelten LPS- gegentiber der NaCl-Gruppe; d = stark signifikanter Unterschied der LPS + NaCl-
Gruppe gegenuber der Simvastatingruppe; e = signifikanter (p<0,05) Unterschied der LPS- + NaCl-
Gruppe gegeniber der Simvastatingruppe; f = sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied der NaCl-
Gruppe gegenuber der LPS- + Simvastatingruppe ; g = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied der LPS-

gegenuber der Simvastatingruppe; h = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied der Simvastatingruppe
gegenuber der behandelten LPS- + Simvastatingruppe

42



Ergebnisse

5.2 Intravitalmikroskopie

5.2.1 Funktionelle Kapillardichte

Bei der intravitalmikroskopischen Untersuchung ab dem Zeitpunkt T = 120 min
konnte fur die funktionelle Kapillardichte (FCD) im Bereich der Lamina muscularis
longitudinalis ein signifikanter Unterschied der einzelnen Gruppen gegeniber der
behandelten LPS-Gruppe beobachtet werden. Die mit Statinen behandelte LFPS-
Gruppe wies mit 54,5+11,6 cm/cm? einen signifikant geringeren Wert auf, als die Nacl-
(77,0£12,8 cm/cm?), die Simvastatin- (82,3+17,1 cm/cm?) sowie die unbehandelte
LPS-Gruppe (70,448,4 cm/cm?).

Long FCD

N
[6)]
S

3 NaCl
B= Statin
B LPS+NaCl
KX LPS+Statin

1004 & ——

o
9

funktionale Kapillardichte (cm/cm?)

o

Abb.18: Darstellung der funktionellen Kapillardichte (FCD) in der Lamina muscularis longitudinalis in
cm/cm?, MW + SD; n=10; ° = signifikanter Unterschied gegeniiber der behandelten LPS-Gruppe
(p<0,05)

In der folgenden Schicht, der Lamina muscularis circularis, wurde auch ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der mit Statinen behandelten LPS-Gruppe
gefunden. Hierbei unterschied sich nur die Statinkontrollgruppe mit 68,1+11,6 cm/cm?
signifikant von dieser 54,6+10,2 cm/cm?2. Bei der NaCl-Kontrollgruppe mit 63,3+8,7
cm/cm? und der LPS- + NaCl-Gruppe mit 60,2+11,6 cm/cm? lag kein signifikanter
Unterschied vor.
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Abb.19: Darstellung der funktionellen Kapillardichte (FCD) in der Lamina muscularis circularis in
cm/cm?;, MW + SD; n=10; ° = signifikanter Unterschied gegeniiber der behandelten LPS-Gruppe
(p<0,05)

Bei Betrachtung der Kapillardichte in der Mukosa der Darmzotten fiel innerhalb der
Gruppen keine groRRere Differenz auf. Die NaCl-Kontrollgruppe hatte mit 267,6+28,4
cm/cm? den hoéchsten Wert, gefolgt von der reinen Statinkontrollgruppe mit 263,5+38,0
cm/cm2. Die beiden LPS-Gruppen wiesen Werte auf, die sich kaum voneinander
unterschieden. Die mit NaCl behandelte Gruppe hatte mit 222,7+63,4 cm/cm2 im
Gegensatz zu der mit Statinen behandelten Gruppe mit 218,0£30,0 cm/cm?2 den

hdéheren Wert.
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Abb.20: Darstellung der funktionellen Kapillardichte (FCD) in der Mukosa in cm/cm?; MW + SD; n=10
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5.2.2 Temporar adhéarente Leukozyten in V1“Roller*

Bei der Analyse der Anzahl der temporér adharenten Leukozyten am Endothel der
Venolen der ersten Ordnung konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Die Auszéahlung in der NaCl-Kontrollgruppe ergab 1,4+1,1 /min sowie in der
Simvastatinkontrollgruppe 1,6+1,0 /min. In beiden Endotoxingruppen lag die Zahl der
.Roller* bei 2,8+1,3 /min (LPS+NaCl) beziehungsweise bei 2,0£1,0 /min
(LPS+Simvastatin).

Roller V1

3 NaCl
B3 Statin
& Bl LPS+NaCl
B LPS+Statin

temporare adhéarente Leukozyten (n/min)

Abb.21: Darstellung der Anzahl an temporar adhérenten Leukozyten (Roller) [n/min] der einzelnen
Gruppen am Endothel in den Venolen der ersten Ordnung (V1); MW = SD; n = 10
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5.2.3 Permanent adharente Leukozyten in V1“Sticker*

Bei den permanent adharenten Leukozyten in den V1-Venolen konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen ohne Endotoxin und den beiden
Gruppen mit Endotoxin festgestellt werden. In der NaCl-Kontrollgruppe wurden
29,9+12,8 /mmz2 und in der Statinkontrollgruppe 31,0£10,3 /mm? ,Sticker gezahlt. Bei
den Endotoxingruppen wurde mit 72,3+20,9 /mm? (LPS + NaCl) und mit 70,3+22,8
/mm? (LPS+Simvastatin) eine signifikant héhere Anzahl an ,Stickern festgestellt.
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Abb.22: Anzahl der permanent adharenten Leukozyten (Sticker) [n/mm?] in den Venolen der ersten
Ordnung (V1) [ n/mm?] aller Gruppen; MW + SD; n = 10; # = signifikanter Unterschied (p < 0,05) der
LPS-Gruppen gegeniiber der NaCl-Kontrollgruppe; * = signifikanter Unterschied (p<0,05) der LPS-
Gruppen gegeniber der Statinkontrollgruppe
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5.2.4 Temporare adharente Leukozyten in V3 “Roller*

Bei der Analyse der temporar adhérenten Leukozyten in den Venolen der dritten
Ordnung wurden bei den Endotoxingruppen weniger Roller gezahlt als bei den
endotoxinfreien Tieren. Es lag hierbei nur ein signifikanter Unterschied der beiden
LPS-Gruppen gegenuber der Simvastatinkontrollgruppe vor. Das Ergebnis in der
NaCl-Kontrollgruppe lag mit 2,6£1,4 /min knapp unter dem der Simvastatin-
kontrollgruppe mit 3,8+2,3 /min. In den Endotoxingruppen lagen die Zahlen in der

NaCl-Gruppe bei 1,4+0,9 /min und in der Simvastatingruppe bei 1,0+0,7 /min.
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Abb.23: Darstellung der temporar adhérenten Leukozyten (Roller) [n/min] der einzelnen
Versuchsgruppen in den Venolen der dritten Ordnung (V3); MW + SD; n = 10; * = signifikanter (p < 0,05)
Unterschied gegeniiber der Statinkontrollgruppe
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5.2.5 Permanent adharente Leukozyten in V3 “Sticker*

Bei der Auszéhlung der Anzahl permanent adharenter Leukozyten in den V3-
Venolen wurden signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen und den
LPS-Gruppen gefunden. Bei der NaCl-Kontrollgruppe wurden 76,1+33,4 /mm?2
adharente Leukozyten gezahlt und bei der Statinkontrollgruppe 96,9+43,2 /mm?2. Bei
den LPS belasteten Gruppen war eine wesentlich hohere Anzahl zu finden. Die
unbehandelte Gruppe wies eine Anzahl von 196,5+55,0 /mm?2 auf und die nur mit

Simvastatin behandelte Gruppe eine von 154,9+80,3 /mmzZ.
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Abb.24: permanent adharente Leukozyten (Sticker) [n/mm?2] der einzelnen Versuchsgruppen in den
Venolen dritter Ordnung (V3); MW + SD; n= 10; # = signifikanter (p<0,05) Unterschied gegentiber der
NaCl-Kontrollgruppe; * = signifikanter (p<0,05) Unterschied gegeniiber der Statinkontrollgruppe.
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5.3 Blutgasanalyse

5.3.1 Sauerstoffpartialdruck

Wahrend bei allen Gruppen eine Zunahme des Sauerstoffpartialdruckes im
Beobachtungszeitraum gemessen werden konnte, erreichten die Unterschiede nicht
alle Signifikanzniveau. Lediglich bei der NaCl- sowie der Statinkontrollgruppe kam es

zu einer statistisch signifikanten Veranderung der Werte.
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Abb.25: Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes (pO2) [mmHg]; MW + SD; n = 10; BE 1 = erste
Blutentnahme; BE 2 = zweite Blutentnahme; + = signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen BE1/BE2;
# = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied zwischen BE1/BE2
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5.3.2 Kohlendioxidpartialdruck

Zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme waren bei allen Gruppen signifikant
geringere Kohlendioxidpartialdrucke festzustellen. Die zwei LPS-Gruppen wiesen
beim Vergleich der beiden Blutenthahmen einen sehr stark signifikanten (p < 0,001)
Abfall der Werte auf, die beiden Kontrollgruppen (NaCl bzw. Simvastatin) einen
signifikanten (p < 0,05) Wert. Bei der zweiten Blutentnahme konnte man feststellen,
dass die beiden mit Endotoxin belasteten Gruppen deutlich geringere Werte
aufwiesen, als die Kontrollgruppe der Statine. Die NaCl-Kontrollgruppe wies
gegenuber der LPS-Gruppe mit p < 0,05 eine geringere Signifikanz auf als gegentber

der LPS + Statingruppe mit p < 0,001.
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Abb.26: Darstellung des Kohlendioxidpartialdruckes (pCO2) [mmHg] bei zwei Blutentnahmen;
BE 1= erste Blutentnahme; BE 2 = zweite Blutenthnahme; MW + SD; n = 10; *** = sehr stark signifikanter
(p<0,001) Unterschied gegeniber der Statinkontrollgruppe ; * = signifikanter (p<0,05) Unterschied
gegenuber der LPS-Gruppe; ° = sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied gegenuber der LPS- +
Statingruppe; + = signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen BE1/ BE 2; » = sehr stark signifikanter
(p<0,001) Unterschied zwischen BE1/BE 2
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5.3.3 Hydrogencarbonat

Bei allen vorliegenden Gruppen konnte eine deutliche Reduktion der
Hydrogencarbonatwerte nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Blutentnahmen
innerhalb der einzelnen Gruppen waren die Werte deutlich (p <0,001) niedriger als die
der Ausgangswerte. Aul3erdem zeigte auch ein Vergleich der LPS-Gruppen mit den

Kontrollgruppen, dass es sehr stark signifikante Unterschiede gab (p < 0,001).
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Abb.27: Darstellung des Hydrogencarbonates (HCO3) [mmol/l] bei zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste
Blutentnahme; BE 2 = zweite Blutenthnahme; MW + SD; n = 10; *** = sehr stark signifikanter (p<0,001)
Unterschied gegenliber der NaCl- sowie der Statinkontrollgruppe; ° = sehr stark signifikanter (p<0,001)
Ur crschied zwischen BE1/BE2
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5.3.4 pH-Wert

Bei keiner der untersuchten Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Bei der NaCl-Kontroll- sowie den beiden LPS-Gruppen war ein
leichter Abfall der pH-Werte zwischen der ersten und der zweiten Blutentnahme zu
erkennen, wohingegen die Statinkontrollgruppe bei der zweiten Blutentnahme minimal
hohere Werte aufwies.
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Abb.28: Darstellung des pH-Wertes (pH) bei zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste Blutentnahme;
BE 2 = zweite Blutentnahme; MW + SD; n= 10;
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5.3.5 Laktat

Bei der Analyse der Blutproben, die zu Beginn und am Ende des Experimentes
abgenommen wurden, konnte in der zweiten Blutprobe bei den LPS-Gruppen ein
signifikant deutlich héherer Laktatspiegel nachgewiesen werden. Wahrend bei der
unbehandelten LPS-Gruppe schon ein stark signifikanter Unterschied (p < 0,01)
zwischen BE 1 und BE 2 vorlag, war der Unterschied bei den behandelten Gruppen
nochmals deutlicher (p < 0,001). Auch im Vergleich der Statinkontrollgruppe mit den
beiden LPS-Gruppen, konnte ein sehr stark signifikanter Unterschied (p < 0,001) beim
Laktatwert registriert werden. Bei der NaCl-Kontrollgruppe war nur ein Unterschied im
Hinblick auf die behandelte LPS-Gruppe stark signifikant (p < 0,01).

Laktat

| *k%

Laktat(mmol/l)
_|
—

NaCl  Statn  LPS LPS+Statn  NaCl  Statn  LPS  LPS + Statin
BE 1 BE 2

Abb.29: Darstellung des Laktatwertes [mmol/l] bei zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste Blutenthahme;
BE 2 = zweite Blutenthnahme; MW + SD; n = 10; *** = sehr starker signifikanter (p<0,001) Unterschied
gegenuber den beiden LPS-Gruppen; ** = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied gegentber der NaCl-
Kontrollgruppe; # = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied zwischen BE1/BE2; *» = sehr stark
signifikanter (p<0,001) Unterschied zwischen BE1/BE2

53



Ergebnisse

5.4 Zytokine

5.4.1 GM-CSF

Bei der ersten Blutentnahme war bei keiner der vier Versuchsgruppen GM-CSF im
Plasma messbar. Zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme kam es bei beiden
endotoxinbelasteten Gruppen zu einem Anstieg des GM-CSF-Plasmaspiegels. Bei der
LPS-Gruppe wurden 3481106 pg/ml und bei der mit Statin behandelte LPS-Gruppe
333.8+38.79 pg/ml gemessen. Im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen lag hierbei

ein sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied vor.
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Abb.30: Darstellung des “Granolucyte Macrophage Colony Stimulating Factor™ GM-CSF [pg/ml] bei
zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste Blutentnahme; BE 2 = zweite Blutentnahme; MW % SD; n = 10;
*** = sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied gegenuber der NaCl- sowie der Statinkontrollgruppe;
A = sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied zwischen BE1/BE 2

54



Ergebnisse

5.4.2 TNF-Alpha

Bei der Bestimmung der TNF-Alpha (TNF-a)-Konzentrationen gab es bei der
ersten Blutentnahme keine gréReren Auffalligkeiten. Bei der abschlieRenden
Blutentnahme wurden bei allen vier Gruppen hohere Werte festgestellt. Der Anstieg
war in allen Gruppen gleichermal3en zu verzeichnen, sodass es keinen signifikanten
Unterschied untereinander gab. Einzig der Anstieg innerhalb der jeweiligen Gruppe
wies eine Signifikanz auf. Hierbei wurden Konzentration von 736.8+204.7 pg/ml

(Statin-kontrollgruppe) und 680.4+203.8 pg/ml (LPS+Statin) gemessen.
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Abb.31: TNF-a Konzentration [pg/ml] bei zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste Blutentnahme;
BE 2 = zweite Blutentnahme; MW + SD; n = 10; ** = stark signifikanter (p<0,01) Unterschied zwischen
BE1/BE 2; * = signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen BE1/BE 2
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5.4.3 IL-1 Alpha

Im Rahmen der Zytokinbestimmungen wurden auch die IL-1 Alpha (IL 1 a)-Spiegel
untersucht. Dabei wurde bei der zweiten Blutentnahme der endotoxinbelasteten Tiere
ein sepsistypischer Anstieg gegenuber der ersten Blutentnahme festgestellt. Die
beiden LPS-Gruppen wiesen hierbei mit 14922+1056 pg/ml (LPS+Statin) und
14937+2089 pg/ml (LPS+NaCl) signifikant hohere Werte auf, als die beiden
Kontrollgruppen bei BE 2.
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Abb.32: IL-1 Alpha Konzentration [pg/ml] bei zwei Blutentnahmen; BE 1 = erste Blutentnahme;

BE 2 = zweite Blutenthnahme; MW + SD; n = 10; *** = sehr stark signifikanter (p<0,001) Unterschied
gegeniber den beiden Kontrollgruppen; = signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen BE1/BE 2
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6 Diskussion

6.1 Allgemein

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors
Simvastatin auf die intestinale Mikrozirkulation bei tierexperimenteller Sepsis
untersucht.

Zum Studium der Sepsisinduktion gibt es verschiedene experimentelle Ansatze. Ziel
ist es pathophysiologische Verédnderungen, wie sie bei septischen Patienten
vorkommen, nachzuahmen. Dabei muss man einen Kompromiss eingehen zwischen
klinischem Realismus und experimenteller Vereinfachung einer solchen Studie. In
unserem Fall wurde die Sepsisinduktion mittels systemischer Lipopolysaccharidgabe
(Endotoxinamie) vorgenommen [104]. Der Vorteil fir unseren Versuchsaufbau sahen
wir in der quantitativen und qualitativen Reproduzierbarkeit [46] sowie in einer
besseren Kontrolle Uber den zeitlichen Ablauf der Endotoxinamie. Durch die exakt
verabreichte LPS-Dosis wird eine gewisse Standardisierung etabliert [105, 50, 106,
54]. Das Endotoxin l6st eine starke systemische Inflammation aus. Die rasche

Immunantwort bedingt einen zeitlichen Vorteil bei der Planbarkeit des Experimentes.

Unsere Untersuchungen fokussierten sich auf den Darm, denn die
Splanchnikusorganen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Sepsis-
Ungefahr 1/3 des Herzzeitvolumens flie3t in die Bauchorgane. Die Darmmukosa erhalt
hiervon den grofdten Teil mit ungefahr 80%. Die Darmmukosa verfugt tuber einen hohen
Sauerstoffverbrauch, jedoch Uber keinen Sauerstoffspeicher. Bei einer verminderten
Perfusion bzw. einem verminderten Sauerstoffangebot kommt es sehr schnell zu einer
Ischamie mit moglichen strukturellen und funktionellen Anderungen der Mukosa.
Durch die damit verbundene Storung der Barrierefunktion ist eine vermehrte
Translokation der Bakterien in den Systemkreislauf mdglich. Dies beschleunigt die
Sepsisentwicklung, was letztendlich zu einem Multiorganversagen fihren kann [107].
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6.2 Hamodynamik

Die hamodynamischen Veranderungen bei der Endotoxinamie sind hinreichend

bekannt und geben einen Uberblick (ber die Schwere und das AusmaR der
Endotoxinamie. Fur die Untersuchung der mikrozirkulatorischen Veranderungen in
dieser Arbeit war es notwendig, die Endotoxinamieeffekte auf die systemische
Makrohamodynamik maoglichst gering zu halten [108].
Unmittelbar nach intravenéser Gabe des LPS wurde in den betreffenden Gruppen
zunachst ein signifikanter Abfall des MAB festgestellt. Dieser sank im Mittel um 30
mmHg ab, stabilisierte sich jedoch im weiteren Verlauf und stieg gegen Versuchsende
(Zeitpunkt der mikrozirkulatorischen Untersuchung) annahernd auf das Ausgangs-
niveau an. Die beiden Kontrollgruppen hingegen zeigten durchweg einen stabilen
Verlauf. Als Ursache der Hypotonie in den LPS-Gruppen ist die Freisetzung von NO
anzunehmen [109]. Die Induktion der NO-Produktion bei klinischer Sepsis zeigt sich
verantwortlich flir den abfallenden Blutdruck, sowie die Resistenz gegenuber
Vasopressoren. Simvastatin ist in der Lage, die NO Freisetzung zu reduzieren und
kann somit theoretisch die vaskulare Reaktion in Rahmen eines septischen Schocks
verbessern [110].

In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings kein stabilisierender Einfluss von
Simvastatin festgestellt werden. Der Blutdruck und die Herzfrequenz verhielten sich
unter Statintherapie im Vergleich zur unbehandelten LPS-Gruppe unverandert. 2004
untersuchte eine Forschungsgruppe um Pleiner et al. in einer randomisierten,
placebokontrollierten Studie die potentielle vasoprotektive Funktion von Simvastatin.
Dabei erhielten die Testpersonen vorab 80 mg Simvastatin Uber vier Tage. Die
Endzindungsreaktion wurde am letzten Tag durch die Gabe von 2 ng/kgkG LPS
ausgelost. Es konnte gezeigt werden, dass eine hochdosierte Vorbehandlung mit
Simvastatin zu einer Reduzierung der Katecholamindosis sowie zu einer Steigerung
des peripheren Widerstandes wahrend einer akuten Entzindungsreaktion fuhrte [111].
Auch Giusti et al. konnten in einem Tiermodell zeigen, dass eine Statintherapie vor
Auslésen einer Sepsis einen Benefit in  Hinblick auf die notwendige
Katecholamintherapie aufweist. Dabei wurden allerdings mit 20 bzw. 80 mg/kgKG,

deutlich hdhere Statindosen verabreicht [59].
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Bei der Herzfrequenz wiesen alle vier Gruppen mit ca. 440 Schlagen/min einen
ahnlichen Ausgangswert auf. Im Verlauf des Experimentes konnte bei den
Kontrollgruppen ein stabiler Verlauf dokumentiert werden. Bei beiden
Experimentalgruppen lasst sich nach Medikamentengabe ein Anstieg der
Herzfrequenz verzeichnen. Ab dem Zeitpunkt 135 Minuten nach LPS-Gabe konnte bei
den Versuchsgruppen eine um 50 Schlage hdohere Herzfrequenz verzeichnet werden.
Diese Differenz spiegelt einen signifikanten Unterschied wider und entspricht den
Verlaufen einer Sepsis.

Auch Sato et al. konnten nach intravendser Gabe von Escherichia.coli eine gesteigerte
Herzfrequenz aufzeichnen. Er fasste das Ganze in zwei unterschiedlichen Phasen
zusammen. Einer ,hyperdynamen Phase* mit erhdhter Herzfrequenz und gesteigertem
Herzzeitvolumen folgt spater eine sogenannte ,hypodyname Phase“ [112]. Diese
hamodynamischen Veranderungen werden auch durch die Untersuchungen von Liu et
al. beschrieben. [113]. In ihrem tierexperimentellen Ansatz wurden Ratten 10mg/kgKG
LPS intravends appliziert. Uber sechs Stunden wurden kardiovaskulare und
metabolische Parameter erhoben. Bei gleichen Ausgangswerten der Versuchsgruppen
kam es im Verlauf zu einer Zunahme der Herzfrequenz. Im Vergleich zu den
Kontrollgruppen wiesen die Experimentalgruppen eine signifikant hdhere
Herzfrequenz auf. Im Verlauf naherten sich die Kurven wieder an. Auch bisherige
Beobachtungen aus unserem Labor beschreiben diese hamodynamische
Entwicklung. In einer tierexperimentellen Untersuchung von Lehmann et al. wurde
nach dreiig Minuten ein Anstieg der Herzfrequenz beschrieben, der sich nach zwei
Stunden stabilisierte. Aber es zeigte sich eine signifikant erhéhte Herzfrequenz im

Vergleich zu den Kontrollgruppen [114].

6.3 Funktionelle Kapillardichte

Wahrend der Endotoxindmie kommt es im Rahmen der systemischen
Inflammationsreaktion in der Regel zu einer Veranderung der kapillaren Durchblutung
in der Skelettmuskulatur sowie in der Haut. An Tiermodellen konnte gezeigt werden,
dass es auch zu einer Minderdurchblutung des Darms kommt. Die Folge ist eine

Abnahme der intestinalen funktionellen Kapillardichte [115-118]. Es entsteht ein
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sogenannter Pendelfluss. Wie stark dabei die Mikrozirkulation gestort wird, zeigte eine
Forschungsgruppe um Lam et al. [119]. Sie fanden heraus, dass sich die FCD um 1/3
reduziert und sich der Bereich, in dem kein Fluss nachzuweisen ist, fast verdreifacht
[119]. Dies wird auch durch die Ergebnisse einer Arbeit von Lehmann et al.
beschrieben. In seinem tierexperimentellen Ansatz reduzierte sich die funktionelle
Kapillardichte nach LPS Gabe auch um 1/3 [114]. Im Rahmen einer Sepsis scheint
sich eine uneinheitliche Verteilung an funktionellen Kapillaren herauszubilden. An
Hand eines mathematischen Modells konnte Walley et al. zeigen, dass eine
zunehmende Heterogenitat des Blutflusses mit einer kritischen Sauerstoffversorgung
verbunden ist [120]. Diese These untersuchten Hummer et al. an einem
Tierversuchsmodell mit Schweinen. Eine Sepsis verursacht durch Escherichia coli-
Gabe fuhrte zu einer steigenden Heterogenitat der kapillaren Transitzeit. Dies fuhrte

zu einem Defizit zwischen Sauerstoffangebot und kritischer Sauerstoffextraktion [121].

Im dem vorliegenden Versuch zeigte sich 120 min nach LPS-Gabe bei der
intravitalmikroskopischen Untersuchung in den LPS-Gruppen ein Abfall der
Kapillardichte gegenuber der Kontrollgruppe. Dabei wiesen die mit Simvastatin
behandelte LPS- Gruppe mit 54,5£11,6 cm/cm? in der Lamina muscularis longitudinalis
entgegen den Erwartungen die geringste funktionelle Kapillardichte auf. In der
Kontrollgruppe hatte die mit Simvastatin behandelte Gruppe den hochsten Wert.

In der Lamina muscularis circularis zeigte sich ein ahnliches Bild. Die
Statinkontrollgruppe zeigte wieder die hdchste Kapillardichte (68,1+11,6 cm/cm?),
wahrend die statinbehandelte LPS-Gruppe auch hier den geringsten Wert aufwies. Es
wurde somit kein positiver Effekt des Simvastatins auf die FCD bei Endotoxinamie
nachgewiesen. Einen moglichen Zusammenhang konnten wir in der Arbeit von Leung
et al finden. In diesem experimentellen Aufbau wurde die Wirkung von Statinen auf
den Laktattransport untersucht. Simvastatin blockiert die Monocarboxylat-Transporter
(MCTs) und fuhrt somit zu einem Anstieg der Milchsdure um 25-35 %. Durch die
additive Wirkung der Sepsis und der medikamentdsen Laktatproduktion kann eine
Verschlechterung der FCD erklarbar sein. Signifikant war der Unterschied im Vergleich
zwischen der gesunden Statin- und der statinbehandelten LPS-Gruppe. In der Mukosa

zeigte sich ein ahnliches Bild.
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Entgegen der vorliegenden Ergebnisse konnten EI Azab et al. in einer
Versuchsreihe an Ratten zeigen, dass die Gabe von Simvastatin einen positiven Effekt
auf die Kapillardichte hat. Bei einer kdorpergewichtsadaptierten Dosis, von
1 mg/kgKG konnte die funktionelle Kapillardichte dabei um ein Vielfaches gesteigert
werden [122]. Auch die Gruppe von Dold et al. konnte in ihrer Studie eine protektive

Wirkung feststellen. Simvastatin wurde in dem Versuch als Prophylaxe verabreicht.

In einem Mausmodell wurde durch eine Ligatur der Gallenblase eine
Entzindungsreaktion ausgeldst. Vor dem operativen Eingriff wurde Simvastatin in
einer Dosierung von 0,2 mg/kgKG appliziert. In der Fluoreszenzmikroskopie konnte
gezeigt werden, dass es zu einer signifikanten Minderung der Anzahl adharenter
Leukozyten kam, was auch eine verbesserte Mikrozirkulation erklart [123]. Auf
vergleichbare Ergebnisse kam eine Gruppe von La Mura et al., die die Wirkung von
Simvastatin im Zusammenhang mit einer Leberfunktionsstorung untersuchten. Die
Medikamentengabe erfolgte in einer Dosierung von 25 mg/kgKG vor bzw. nach LPS-
Gabe. In beiden Fallen konnte eine Endothelschadigung in der Leber verhindert
werden. Dabei zeigte sich die protektive Wirkung des Medikamentes auf die
Mikrozirkulation [124].

Anlass zur Diskussion ergibt sich aus der Arbeit von Akarsu et al. In einem
Versuchsaufbau mit Ratten wurde in einem Ischamie-Reperfusionsmodell eine
mogliche proangiogene Wirkung von Simvastatin untersucht. Im Hinblick auf die
Gewebeprotektion nach Reperfusion konnte durch die Simvastatingabe eine positive
Auswirkung auf das Gewebe festgestellt werden. Dabei gab es keine Uberlegenheit
einer pra- und postinterventionellen Simvastatingabe gegeniber einer alleinigen post-
interventionellen Gabe [125]. Eine vorab Gabe scheint hierbei keine Rolle zu spielen.
Die Arbeit von Sata et al. liefert weiteren Aufschluss zur Dosierung. Die Autoren kamen
zu dem Ergebnis, dass Cerivastatin in einer niedrigen Dosis von 0,5 mg/kgKG einen
proangiogenen Effekt auf die Kapillardichte hat. Fir eine angiostatische Wirkung
beschrieb die Gruppe eine Dosis von 2,5 mg/kgKG. Auch ein Vergleich mit einem
anderen Statin zeigte ahnliche Ergebnisse. Bei dem Einsatz von Pitavastatin konnte
der Blutfluss innerhalb eines ischamischen Gewebes mit einer niedrigeren
Medikamentendosis (1mg/kgKG pro Tag) besser gesteigert werden, als mit einer

héheren Dosis (10mg/kgKG pro Tag) [126]. Auch die deutsche Gruppe Haak et al.
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konnte in einer doppelt verblindenten Patientenstudie positive Effekte feststellen.
Fluvastatin wurde 46 Patienten verabreicht. Nach sechs Wochen Therapie; konnte
eine signifikant bessere Mikrozirkulation beobachtet werden. Die Therapie erfolgte
Uber insgesamt 12 Wochen [127]. Mit der von uns gewahlten Akutdosis von
0,2 mg/kgKG lasst sich vermuten, dass die Dosis zu niedrig und der
Beobachtungszeitraum zu kurz waren, um einen entsprechenden Effekt erzielen zu

konnen.

6.4 Leukozytenadhé&sion

Die intravasal initiierte Entzindungsreaktion durch LPS ist ein komplexer Prozess,
der aus verschiedenen Einzelschritten besteht. Am Anfang steht die sogenannte
.,Margination®. Hierbei wechseln die Leukozyten aus dem schnell flieRenden zentralen
Blutstrom in den langsam stromenden Randbereich. Es folgt die endotheliale-
leukozytare Interaktion. Dabei vermitteln die Selektine kurzfristige Bindungen. Somit
erweckt es den Anschein, dass die Leukozyten am Endothel entlang ,rollen® [128].
Dies wurde mittels Intravitalmikroskopie als Anzahl der temporar adharenten
Leukozyten (,Roller?) quantifiziert. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Expression
von Integrinen, die fur eine feste Bindung der Leukozyten am Endothel sorgen, den
sogenannten permanent adharenten Leukozyten (,Sticker) [129, 130]. In
verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen einer Sepsis zu
einer Zunahme der Anzahl adharenter Leukozyten in der Mikrozirkulation kommt. Dies

wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls Uberprift [131, 117].

Bei der Auswertung der Anzahl der rollenden Leukozyten zeigte sich in der LPS-
Gruppe eine deutliche Zunahme im Vergleich zur Kontrollgruppe (V1-Venolen). Die
Statinkontrollgruppe wies minimal mehr ,Roller® auf als die der NaCl-Kontrollgruppe
und die mit statinbehandelte LPS-Gruppe konnte weniger ,Roller verzeichnen als die
LPS Gruppe. Diese Ergebnisse waren aber statistisch nicht signifikant.

Bei den Rollern in den V3-Venolen gab es ein eindeutigeres Ergebnis. Die LPS-NaCl-

Gruppe lag mit 1,4+0,9 /mm? signifikant unter dem Ergebnis der NaCl-Kontrollgruppe
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(2,83+1,4 /mm?) und der Statingruppe (3,8+2,3 /mm?). Die statinbehandelte LPS-

Gruppe wies mit 1,0+0,7 /mm? die geringste Anzahl an rollenden Leukozyten auf.

In  anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Simvastatin die
Leukozytenadharenz vermindert. Dabei wird die Expression von P-Selektin reduziert
und steht nicht mehr flr die leukozytar-endothelialen Verbindungen zur Verfligung,
wodurch das sogenannte ,Rolling“ vermindert wird. Auch B2-Integrine, wie das
lymphozytenfunktionsassoziierte  Antigen-1  (LFA-1; CD11a/CD18) und der
Makrophagenrezeptor-1 (MAC-1; CD11b/CD18); werden vermindert exprimiert [132,
133]. In einer neueren Arbeit von Mijares et al. wurde an 40 Probanden gezeigt, dass
Simvastatin die Leukozyten-Endothelinteraktion reduziert und die Geschwindigkeit der
Leukozyten erhoht [134]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet

werden.

Bei der Auswertung der permanenten Leukozytenadharenz in V1-Venolen zeigte

sich folgendes Bild:
Beide LPS-Gruppen wiesen im Vergleich zu den Kontrollgruppen doppelt so viele
adharente Leukozyten auf. Auch in den kleineren Venolen der dritten Ordnung war ein
Anstieg der Anzahl der adharenten Leukozyten zu verzeichnen. Dabei wurden mit
196,5+55,0 /mm? (LPS+NaCl) und 154,9+80,3 /mm? (LPS+Statin) doppelt so viele
permanent adharente Leukozyten gezahlt, als in den vergleichbaren Kontrollgruppen
mit 76,1+33,4 /mm? (NaCl+NaCl) und 96,9+43,2 /mm? (NaCl+Statin).

Dieses Ergebnis ist mit dem bereits beschriebenen Konzept vereinbar, dass es im
Rahmen einer Entzindung zu einer chemotaktischen Aktivierung kommt, wodurch
mehr feste Bindungen mit dem Endothel entstehen [128]. Bei der Analyse der
permanent adharenten Leukozyten lasst sich ein protektiver Effekt, wie ihn Mijares et
al. und Prufer et al. beschrieben haben, von uns nicht bestatigen. Zwischen den beiden
LPS Gruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied [132, 134]. Dabei lasst sich
vermuten, dass es in der kurzen Beobachtungszeit zu keiner ausreichenden
Veranderung der Leukozyten/Endothelinteraktion kommt. Zudem wurde in unserer

Arbeit Simvastatin zur medikamentdsen Therapie verabreicht.
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In einer Studie von Dold et al. wurde Simvastatin in einer Dosierung von 0,2
mg/kgKG intraperitoneal, als Prophylaxe vor dem operativen Eingriff verabreicht. In
einem Mausmodell wurde mittels Ligatur der Gallenblase eine Entziindungsreaktion
ausgelost. Im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass es
zu einer signifikanten Minderung der Leukozytenadhasion kommt. Dadurch Iasst sich
auch eine verbesserte Mikrozirkulation erklaren [123].

Auch in einer Arbeit von McGown et al. konnte gezeigt werde, dass Statine einen
protektiven Einfluss auf die Leukozytenadharenz haben. In einem Rattenmodell wurde
Atorvastatin in einer Dosierung von 0,2 mg/kgKG 18 Stunden und drei Stunden vor der
LPS-Injektion verabreicht. Die LPS-Injektion erfolgte Uber eine 4 Stunden-Kurzinfusion
in einer Dosierung von 150 pg/kgKG/h. Die Leukozytenaktivitat wurde mittels
Intravitalmikroskopie  untersucht. Durch  die  Statingabe  konnte  die
Leukozytenadharenz um ca. 2/3 gesenkt werden [135]. Zu diesem Ergebnis kamen
auch Gottschalk et al. In einer Arbeit mit arthritischen Mausen untersuchten sie die
Leukozytenadharenz unter einer therapeutischen Dosierung von 40 mg/kgKG
Simvastatin. Dabei kamen Sie zu dem Ergebnis, dass diese medikamentdse Therapie
zu einer signifikanten Abnahme der Leukozyten-Endothelinteraktion fuhrte [136].

Nach guten Ergebnissen in Bezug auf das Uberleben durch die prophylaktische
Gabe von Simvastatin untersuchten Merx et al. den Effekt im Rahmen eines
therapeutischen Ansatzes. Septischen Versuchstieren wurde sechs bzw. 18 Stunden
nach Sepsisbeginn das Medikament verabreicht. Bei der Analyse der
Leukozytenzahlen zeigte sich, dass diese unter der Statintherapie, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, ricklaufig waren. Insgesamt konnte auch hier eine Verlangerung der
Uberlebensrate registriert werden[137].

Zur Beantwortung der Frage, wann der beste Zeitpunkt der Medikamentengabe
sei, liefert die Arbeit von Pruefer et al. zusatzliche Hinweise. Im Tiermodell wurde
Simvastatin in einer Dosierung von 50 bzw. 100 pg/kgkG 18 Stunden vor
Toxinapplikation verabreicht. Zur Aktivierung der Endotoxinamie wurden 40 pg/kgKG
Staphylococcus aureus-Toxin gegeben. Durch die Toxinwirkung wurden P-Selektin-
und der ICAM-1-Spiegel erhdht, welche fur die Leukozytenadh&sion notwendig sind.
Eine signifikante Zunahme der Leukozytenadhdrenz war nach 30 Minuten
festzustellen. Im Rahmen der Intravitalmikroskopie konnte ein signifikanter Effekt der

Statingabe auf die ,Roller® und ,Sticker® beobachtet werden. Die Anzahl war unter
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Medikamentengabe deutlich rucklaufig gegentber der Kontrollgruppe. Dies beruht
darauf, dass es im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion zu einer endothelialen
Dysfunktion kommt. Die Stickstoffmonoxid abhéngige P-Selektin-Bereitstellung
bewirkt eine Zunahme der Leukozyten-Endothelinteraktion. Durch die Statingabe
kommt es zu einer Stabilisierung der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase sowie
zu einer; Nf-kB vermittelten Verminderung der iINOS. Die endotheliale Funktion wird
verbessert und wieder hergestellt. Durch die nun verminderte P-Selektin-Bereitstellung
kommt es folglich zu einer geringeren Anzahl an Leukozyten-Endothel-interaktionen
[138].

6.5 Blutgasanalyse

Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wurde an zwei festgelegten
Zeitpunkten eine Blutentnahme durchgefuhrt. Daflr wurde jeweils der Port des
arteriellen Zugangs genutzt. Die erste Blutentnahme ,BE1“ erfolgte am Ende der
Praparation, um einen Uberblick Giber den Saure-Basen-Status sowie die Blutgase vor
der LPS- und vor der Medikamentengabe zu erhalten. Hierbei galt es den mdglichen
Einfluss von Stress oder Schmerzen auf die Resultate zu beachten. Die zweite
Entnahme ,BE2“, im Anschluss an die Intravitalmikroskopie, sollte den Effekt der

Endotoxinamie mit und ohne experimentelle Statintherapie untersuchen.

Bei der zweiten Blutentnahme sahen wir Veranderungen des Sauerstoff- sowie
des Kohlendioxidpartialdruckes. Der Sauerstoffpartialdruck zeigte bei allen Gruppen
einen Anstieg der Werte auf ca. 100 mmHg. Signifikant war dies aber nur in den
Kontrollgruppen. Bei den LPS-Gruppen kam es dagegen zu keiner signifikanten
Steigerung. Wahrend sich die Kontrollgruppen offensichtlich von einer initialen
Atemdepression durch die Narkoseeinleitung gut erholten, hatten die LPS-Tiere
maoglicherweise durch eine toxische Schadigung des Lungengewebes Probleme bei
der Sauerstoffversorgung. In den vorliegenden Ergebnissen konnten wir im Gegensatz
zu einer Gruppe von Li et al. keinen protektiven Effekt durch Simvastatin feststellen.
In der Studie von Li et al. wurde Simvastatin Gber vier Tage, vor LPS Injektion, in einer

20fach hoheren Dosierung verabreicht. Das LPS wurde den Ratten mit 5 mg/kgKG
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intraperitoneal injiziert. In der Studie kam es bei den septischen Tieren nach

Statingabe zu einem Anstieg des Oxygenierungsindexes nach Horovitz [139].

Durch die LPS-induzierte Hyperventilation kommt es in der Regel zur Reduktion
des Kohlendioxidpartialdruckes. Hypokapnie ist ein Frihzeichen einer Sepsis [140].
In unserem Versuch kam es bei der zweiten Blutentnahme zu einem sehr stark
signifikanten Abfall des pCO2 Wertes im Vergleich zur ersten. Ein Vergleich mit einer
Arbeit von Tang et al. lasst die LPS-Gabe als Ursache vermuten [141].

Bei der Analyse des pH-Wertes sind die Werte bei ,BE2“ zwar geringer, die
Unterschiede erreichen aber kein Signifikanzniveau. Die Versuchstiere sind in der
Lage eine potentielle LPS-induzierte metabolische Azidose respiratorisch zu

kompensieren und damit den Wert stabil zu halten.

Wahrend einer systemischen Entzundungsreaktion kommt es zu einem Anstieg
des Laktatspiegels. In unserem Versuch konnte bei den LPS-Gruppen eine deutliche
Steigerung des Laktatspiegels festgestellt werden. Bei der zweiten BE lagen die
Konzentrationen um die 3 mmol/L. Somit spricht man von einer Hyperlaktatamie. Das
Laktat stellt bei einer Inflammation einen guten Parameter flr das Vorliegen einer
Gewebehypoxie dar [142]. Bei der zweiten Blutentnahme ist der Laktatwert der
behandelten LPS-Gruppe sogar hoher als der der unbehandelten LPS-Gruppe. Die
hohere Laktatkonzentration der behandelten LPS-Gruppe lasst vermuten, dass das
Medikament sich auf die Laktatproduktion auswirkt. In der Literatur ist ein solcher
Effekt bei Menschen [143, 144] und Tieren [145, 146] beschrieben worden. Dabei spielt
der Einfluss auf die mitochondriale Atmungskette eine Rolle [147-149]. Vergleicht man
dazu die pCO2-Werte, sieht man, dass es bei der behandelten LPS-Gruppe zu einem
niedrigeren pCO2-Wert kommt. Hierbei lasst sich vermuten, dass das Tier eine
metabolische Azidose respiratorisch versucht zu kompensieren. Eine Azidose lasst
sich durch eine gesteigerte Laktatproduktion im Rahmen einer anaeroben Glykolyse
erklaren. Durch die Endotoxinfreisetzung kommt es zu einer Hemmung der
Pyruvatdehydrogenase [150]. Diese Beobachtungen lassen sich auch auf den
Krankheitsverlauf beim Menschen U(Ubertragen. StandardmafRig wird im
Zusammenhang mit der Sepsis der Laktatspiegel als Indikator fir die Schwere und die

Prognose einer Sepsis genutzt [151]. Aufgrund dieser Erkenntnis fand die Empfehlung
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zur Bestimmung des Laktatspiegels als zusatzlicher Laborparameter Einzug in die
aktuelle Sepsisleitlinie von 2016. In vielen Vergleichsarbeiten wurde, als Zeichen
steigender Mortalitat, immer wieder ein Cut-off von 2 mmol/l beschrieben. Bei
Anzeichen einer Sepsis mit hamodynamischer Instabilitat und vorliegenden
Laktatwerten > 2 mmol/l liegt ein septischer Schock vor [152]. Auch eine australische
Arbeitsgruppe um Shetty et al. konnte ebenfalls zeigen, dass eine Sepsis-Diagnostik

mit Laktatbestimmung deutlich sensitiver ist [153].

6.6 Zytokine

Im Rahmen einer Sepsis kommt es zu einer Zytokinuberproduktion und
-dysregulation (,Cytokine Storm“)[154]. Statine sind in der Lage die korpereigenen
Immunreaktionen zu modulieren, indem sie wichtige nukleare Transkriptionsfaktoren
regulieren. Dies betrifft im Besonderen die durch LPS bedingte Aktivierung von Nuclear
Factor kappa B (NF-kB) [155, 156]. In unserer Arbeit richteten wir das Augenmerk auf
die proinflammatorischen IL1-a, TNF-a und GM-CSF.

6.6.1 GM-CSF

Der GM-CSF wird von unterschiedlichen Zellen gebildet. Dazu zahlen die
T-Zellen, die Mastzellen, die endothelialen Zellen und die Fibroblasten. Das Wachstum
der weil3en Blutzellen wird angeregt, und die Differenzierung von Neutrophilen,
Eosinophilen, Basophilen und Monozyten stimuliert. Mera et al. haben bei Patienten,
die an einer Sepsis starben, einen kontinuierlichen Anstieg der GM-CSF Spiegel
beschrieben [157].

Im Rahmen einer in vitro Studie untersuchten Lendemanns et al. dagegen die
therapeutische Gabe von GM-CSF [158]. Dies macht Sinn, wenn es im Verlauf der
Sepsis zur Erschopfung des Immunsystems gekommen ist (,Immune Paralysis®) und
die Abwehrfunktion gegeniber (sekundéren) Infektionen extrem geschwacht ist.

Die Gabe von GM-CSF zeigte vielversprechende Ansétze in Tiermodellen [159, 160].

Auch Meisel et al. konnten einen positiven Effekt im Rahmen einer Studie an 39
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septischen Patienten zeigen. Als Endpunkt galt Tag 28, die Entlassung bzw. der Tod
des Patienten. Zusammenfassend stellt die Zytokintherapie eine sichere und effektive
Behandlung, mit einer verkdrzten Beatmungszeit sowie einer verkirzten
Krankenhausverweildauer dar [161].

Um sich einen Uberblick tber die Datenlage zu verschaffen, filhrte eine
Forschergruppe um Bo eine Metaanalyse von Studien mit nahezu 2000 Patienten
durch. Am Ende konnte aber der Nutzen nicht eindeutig belegt werden um GM-CSF in

die Routine-Therapie fur Patienten mit Sepsis aufzunehmen [162].

In unserer Versuchsreihe war ein deutlicher Anstieg von GM-CSF, als Zeichen
der Sepsis zu verzeichnen. Innerhalb der Endotoxindmiegruppen zeigte sich jedoch
kein signifikanter Unterschied. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Untersuchungen. In einer amerikanischen Studie konnte gezeigt werden, dass unter
Statintherapie die GM-CSF-Plasmalevel sinken [163].

6.6.2 TNF-a

Der TNF-a gehdrt zu den am besten untersuchten Zytokinen im Rahmen einer
Sepsis. Durch die LPS-Injektion verursacht, kommt es bereits nach 1,5 Stunden zu
einem Peak der TNF-a-Plasmakonzentration. Viele Zellen, insbesondere die
Leukozyten, aber auch endo- und epitheliale Zellen, tragen dazu bei. Fraunberger et
al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass durch die Statinwirkung die TNF-a-Freisetzung
verringert wird. Die Autoren vermuteten, dass dies auf eine verringerte NF-kB-Aktivitat
zurtckzufiihren ist [164]. Eine Klinische Forschergruppe um Shyamsundar et al.
verabreichte 30 Probanden 40 mg beziehungsweise 80 mg Simvastatin vier Tage vor
LPS-Applikation. Bei den so behandelten Probanden wurde eine geringere TNF-a-
Plasmakonzentration nachgewiesen [165]. Therapeutisch wurde auch versucht,
mittels Antikdrper den TNF-a-Spiegel zu beeinflussen. Hierfur findet man in der
Literatur kontroverse Ergebnisse. Aikawa et al. benutzten einen TNF-a Antikorper
gegen menschlichen TNF-a. Dabei wurde der Plasmalevel des TNF-a gesenkt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die 28 Tage-Mortalitat gesenkt werden konnte. Die

Autoren fugten jedoch an, dass die Patientengruppe, mit 20 Patienten zu klein sei um
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definitive Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen [166]. Dem widersprachen die
Ergebnisse einer neuseelandischen Forschergruppe um Clark et al. Zwar konnte ein
Einfluss auf die Temperatur sowie auf das kardiovaskulare System festgestellt werden,
ein Effekt auf die 28 Tage-Sterberate war jedoch nicht zu detektieren [167]. Letzten

Endes lasst sich aus der Literatur keine eindeutige Schlussfolgerung ziehen.

Um sich einen Uberblick zu verschaffen, wurde durch eine chinesische
Arbeitsgruppe eine ausfuhrliche Literaturrecherche durchgefiihrt. Nach einem
Auswahlverfahren wurden 17 Studien eingeschlossen mit ca. 9000 Patienten. Im
Vergleich konnte gezeigt werden, dass es unter Anti-TNFa-Therapie zu einer
signifikanten Reduktion der 28 Tage Mortalitat kommt. Dabei ist der Effekt in den
Stadien vor einem septischen Schock grofer als im Schock selbst. Auch wenn es sehr
vielversprechende Resultate gibt, wurden auch Grenzen aufgezeigt, die einen
alltaglichen Gebrauch in der Klinik erschweren. In den zugrunde liegenden Studien
gab es keine einheitliche Dosierung bei der Verabreichung der TNFa-Antikérper und
auch keine einheitliche Therapiedauer [168]. Vereinbar mit den unterschiedlichen
Studien zeigte sich auch eine Untersuchung von Lorente et al. Allgemein konnte an
Patienten und in Tiermodellen gezeigt werden, dass der Plasmaspiegel von TNF-a im
Laufe eines septischen Geschehens ansteigt [169]. Darauf aufbauend untersuchte
eine Gruppe um Neto et al. an Hand von tierexperimentellen Daten die Wirkung von
Simvastatin auf den TNF-a-Plasmaspiegel. In einer Versuchsreihe an Wistar-Ratten
konnten die Autoren zeigen, dass Simvastatin, verabreicht in einer Dosierung von 10
mg/kg/KG, eine Auswirkung auf den TNF-a-Plasmaspiegel bei Sepsis hat. Die Werte
lagen bei den behandelten septischen Ratten ca 50% niedriger als bei den
unbehandelten septischen Ratten, Eine Aussage auf die Mortalitdt als Endpunkt
konnte hierbei nicht getroffen werden, da dies nicht Gegenstand der Versuchsreihe
war[170].

Wir konnten wie zu erwarten war ein Ansteigen der TNF-a-Plasmaspiegel bei
experimenteller Sepsis beobachten. Im Gegensatz zu den oben genannten Studien
lie sich in unserer Untersuchung eine Reduktion der Plasmaspiegel durch die

Statingabe nicht reproduzieren.
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6.6.3 IL-1a

IL-1a zahlt wie TNF-a zu den ausgiebig untersuchten Zytokinen im Rahmen der
Pathophysiologie einer Sepsis. Genauso wie TNF-a wird IL-1a zu einem frihen
Zeitpunkt bei der Sepsis freigesetzt [154]. IL-1a ist wichtig fur die Entstehung von
Fieber, die Gerinnungsaktivierung und die Hamatopoese. Zudem fordert IL-1a die
Extravasation von inflammatorischen Zellen. In Sepsismodellen konnte gezeigt
werden, dass IL1-a bedeutend zur Verstarkung der inflammatorischen Kaskaden
beitragt. In unserem Versuchsmodell konnten wir wie erwartet einen Anstieg der
Konzentration feststellen, jedoch ohne einen Effekt durch die Simvastatingabe zu
erreichen. Mit Hilfe von monoklonalen IL-1a-Antikérpern wurden bereits
Therapieversuche unternommen. Nach anfanglich positiven Resultaten in
Sepsismodellen konnten in klinischen Studien aber keine vergleichbaren Erkenntnisse
erzielt werden [171]. Die Ursache fur das Versagen liegt mdglicherweise in der
kurzzeitigen Verweildauer der Antikorper in der Zirkulation [172].

6.7 Limitierung

Da Simvastatin in seiner lipidmodulierenden Wirkung sehr verbreitet ist, stellt eine
potenzielle proangiogene Wirkung im Bereich der Sepsistherapie einen interessanten
therapeutischen Ansatz dar. In bisherigen Untersuchungen wurde das Medikament
vielversprechend an Menschen und Tieren untersucht. Im Gegensatz zu unserem
Tiermodell wurde es in hoheren Dosierungen bzw. auch deutlich vor einer LPS-
Applikation eingesetzt. Die Dosis und der Applikationszeitpunkt stellten ein
wesentliches Kriterium dar. Im Vergleich zu bisherigen Versuchsablaufen wahlten wir

eine Arzneimittelgabe nach LPS-Induktion.

Wie bereits erwahnt, ist die Sepsis ein Krankheitsbild mit hoher Mortalitatsrate. Vor
allem é&ltere Patienten mit zahlreichen Komorbiditaten erkranken daran [53]. In
unserem Versuchsaufbau wurden nur junge Tiere verwendet, was eine erste
Limitierung bedeutet. Diese weisen im Gegensatz zu einem alteren Patientenklientel

geringe Komorbiditaten auf. Somit fehlt das Spektrum des heterogenen
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Patientenkollektivs [47, 46]. Der Vorteil bei diesem Modell ist in der schnellen
kardiovaskularen Reaktion und Entzindungsantwort zu sehen. LPS als Wirkstoff fur
eine Inflammation ist auch kritisch zu hinterfragen [50, 56]. Durch die LPS-Gabe wird
nur ein Zellwandbestandteil appliziert. Dies steht im Gegensatz zu den meist
polymikrobiell ausgelésten Entzindungen. Hierbei kbnnen mogliche Reaktionen auf
unterschiedliche Pathogenitatsfaktoren nicht beriicksichtigt werden. Da wir im
Versuchsaufbau nur eine LPS-Charge verwendet haben, ist auch hier eine fehlende

Variabilitat des Endotoxins anzufiihren.

Trotzdem ist das Modell der systemischen Entziindung auf Grund der schnellen
Wirksamkeit von LPS sehr gut geeignet um neue Therapien fir akute Entziindungen
untersuchen zu kdénnen. Durch unseren Versuchsaufbau befinden wir uns in einem

Bereich der Akuttherapie.

Die respiratorische Insuffizienz der Tiere konnte durch die Simvastatingabe nicht
gebessert werden. Es kam zu einer sepsistypischen Hyperventilation sowie einer
deutlich eingeschrankten Oxygenierung. Bisherige Erkenntnisse, die eine Besserung
der Oxygenierung unter Simvastatingabe in einer Sepsis beschreiben, konnten von
uns nicht aufgezeigt werden[139]. Durch die niedrige Medikamentendosis scheint es
zu keiner ausreichenden Reduktion der NO Freisetzung zu kommen und somit auch
nicht zu einer erhofften Kreislaufstabilisierung im Rahmen der Inflammation [173].
Durch den von uns gewdahlten Zeitpunkt der Medikamentenapplikation, nach
Endotoxindmieinitiierung, konnte moglicherweise eine fortschreitende toxische
Stérung auf verschiedenen Ebenen des Koérpers nicht beeinflusst werden. Eventuell
ist zu diesem Zeitpunkt eine Verstarkung der Laktatproduktion durch Simvastatin wie

in anderen Arbeiten beschrieben zum Tragen gekommen.

Auch im Hinblick auf die Mikrozirkulation und Leukozyten-Endothelreaktion zeigte
sich bei uns kein Benefit der Statingabe. Bisherige erfolgversprechende Studien oder
Versuchsaufbauten  benutzten hohere = Medikamentendosen  bzw. eine

Medikamentenapplikation vor Beginn der Endotoxindmie [135, 123].

Die deutlich besseren Ergebnisse in anderen Studien lassen darauf schliel3en,
dass das Medikament eher in einem praventiven Ansatz eine potentere Wirkung

aufzeigen kann [134]. Bei der experimentellen Untersuchung von Prufer et al. konnte
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eine protektive Wirkung bei einer Vorabgabe von 18 Stunden gezeigt werden.
Allerdings war eine solche Reaktion bei einer Gabe unmittelbar vor Auslésen einer

Endotoxindmie nicht mehr zu beobachten [173].

Die fur eine Sepsis typische Zytokindysregulation wurde auch in unserem Fall
beachtet und untersucht. Dabei konnten wir eine typische Steigerung der Zytokine
feststellen. Eine protektive Wirkung des Simvastatins blieb jedoch aus.

Eine Aussage Uber langfristige Effekte beziglich der medikamentdsen Therapie ist
nicht mdglich. Aufgrund des weit verbreiteten Medikamentes ist es vielversprechend,

an dieser praventiven MalRnahme weiter zu forschen.

7 Zusammenfassung

Eine Sepsis ist die schwerste Verlaufsform einer akuten Infektion. Sie stellt trotz
intensiver Forschung und einer langen Historie insbesondere den
intensivmedizinischen Bereich immer wieder vor neue Herausforderungen. Die
Auspragungen konnen sich auf zirkulatorischer, zellularer und metabolischer Ebene
zeigen und imponieren durch vielseitige klinische Manifestationen. Bedingt durch die
aktuelle Altersstruktur der Bevolkerung und den zahlreichen Komorbiditaten stellt die

Sepsis ein Krankheitsbild mit hoher Sterblichkeitsrate dar.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir im Tiermodell die pleiotropen
Wirkungen von Simvastatin in der Sepsis bei experimenteller Endotoxindmie. Damit
griffen wir die Ergebnisse klinischer Studien auf, die besagen, dass eine Verdnderung

des Fettstoffwechsels die Mortalitat der Sepsis verringert.

Unser Interesse richtete sich dabei auf die intestinale Mikrozirkulation. Mittels
Intravitalmikroskopie wurde die Leukozytenadhdrenz der Venolen der submukdsen
Darmwand und die funktionelle Kapillardichte in den unterschiedlichen Schichten der
Darmwand untersucht. Da sich die Sepsis sehr vielseitig manifestiert, erfolgte

begleitend zu dem Versuchsablauf eine kontinuierliche Messung der
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hamodynamischen Parameter. Mit Hilfe von repetitiven Blutentnahmen, wurden die

metabolischen Verdnderungen protokoliert.

Nach LPS induzierter Endotoxinamie fihrte die Simvastatingabe im
Versuchsablauf zu keiner Verbesserung der infekttypischen; hamodynamischen
intestinalen Situation. In der Intravitalmikroskopie zeigten sich keine proangiogenen
Veranderungen der Kapillardichte in der Lamina muscularis longitudinalis und
circularis. Bei der Beobachtung der Leukozyten-Endothelinteraktion konnte zwar ein
Anstieg der Leukozytenadharenz festgestellt werden, jedoch kein protektiver Effekt

nach Medikamentengabe.

Unsere Hypothese, dass eine Lipidmodulation mit Simvastatin in der akuten
Sepsistherapie eine wichtige Rolle spielen kdnnte, wurde in unserem Versuchsaufbau
nicht nachgewiesen. Die pleiotropen Effekte des Medikamentes in niedriger Dosierung
scheinen keinen Einfluss auf das septische Geschehen zu haben. Die von uns
vermutete Wirkung scheint eher bei einer prophylaktischen und langfristigen Einnahme
gegeben zu sein. Dies konnte Gegenstand der Betrachtung von weiteren

Untersuchungen sein.

Auch eine initial hohere therapeutische Dosierung und mehrfach Gabe eines
Statins Uber einen langeren Zeitraum koénnte Gegenstand einer weiteren

Untersuchung sein.
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