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1 Einleitung

Bakterielle Infektionen stellen auch heute noch eine grof3e Bedrohung fur die menschliche Gesundheit dar. Schwere
Sepsis und septischer Schock sind dabei die schwerwiegendste Form der bakteriellen Infektion. Grampositive, wie
gramnegative Bakterien kdnnen diese extreme entziindliche Reaktion in Gang setzen und so eine erhebliche Morbiditat
und Mortalitéat verursachen. Allein in den Vereinigten Staaten erleiden jedes Jahr 500 000 Patienten eine Sepsis, wobei
nahezu 175 000 dieser Patienten trotz optimaler Intensivversorgung und moderner antibiotischer Therapie versterben.

Heute leben wir in einer Zeit, in der die Resistenz der Bakterien gegen Chemotherapeutika und Antibiotika zunimmt und
immunsupprimierte Patienten haufiger werden, so daf3 mikrobielle Krankheitserreger noch mehr Moglichkeiten haben,
sich durchzusetzen, haufig genug mit letalem Ausgang. Sepsis, vor allem mit der Entwicklung eines septischen Schocks
fuhrt schnell und oft dramatisch zum Tode. Eine zivilisierte Gesellschaft darf so etwas nicht zulassen.

Mit der Intention, in dieses dramatische Geschehen mit neuen BegleitmalRhahmen der Kausaltherapie eingreifen zu

kdnnen, fuhrten wir die hier beschriebene Studie durch.

2 Schrifttum

2.1 Sepsis: Der epidemiologische Hintergrund

2.1.1 Pravalenz
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In einer Zeit, in welcher die Medizin groRe Fortschritte in Diagnostik und Therapie macht und so Heilung von
Krankheitskomplexen ermdglicht, bei welchen noch vor Jahren eine nahezu infauste Prognose gestellt werden muf3te,
erlangen nosokomiale Infektionen und Sepsiserkrankungen eine zunehmende Bedeutung. In den USA liegt die Inzidenz
der Sepsis bei 400 000 bis 500 000 Erkrankungen. Etwa die Halfte dieser Patienten erleidet im Verlauf der Erkrankung
einen septischen Schock mit einer Mortalitatsrate von 50 % und mehr [Parrillo 1993, Stone 1994]. In Deutschland wurde
1994 eine Pravalenzstudie zur Erfassung nosokomialer Infektionen durchgefiihrt, welche zum Ergebnis hatte, daf3 bei
einer Pravalenz von 3,5 % nosokomialer Infektionen die Sepsis einen Anteil von 8,3 % hatte (entspricht einem Anteil von
5 Sepsisfallen auf 1000 Patienten des gesamten Patientengutes [Riden 1995] ).

Allgemeiner Auffassungen nach ist die Zunahme an diesen schweren Krankheitskomplikationen auf die Fortschritte in der
Medizin zurlckzufuhren, wobei hier insbesondere die Zunahme der hospitalisierten Problempatienten mit veranderten
immunologischen Reaktionsmechanismen zu nennen ist. Es hat sich nicht die Gesamtzahl der stationédren und der
Intensivpatienten wesentlich erhéht, sondern deren Zusammensetzung hat sich gedndert: Patienten mit hdherem
Lebensalter, immuninkompetente Frihgeborene, schwereren Grunderkrankungen (Blutzelltumoren, solide Tumoren,
HIV-Infektionen [Witt 1987, Gatell 1996]) und artifiziellen Immunsuppressionen (Transplantationspatienten oder
Tumorpatienten mit Chemo- oder Strahlentherapie [Bodey 1985, Mermel 1990] oder Kortikoidtherapien) als Ausdruck des
medizinischen Fortschritts haben vermehrten Anteil an den Intensivpatienten. Neben diesen offensichtlichen
Problempatienten ist das Immunsystem aber auch bei Patienten nach einem schweren Trauma, mit
Stoffwechselerkrankungen (u. a. Diabetes mellitus) und auch bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen sowie elektiven
Operationen geschwécht.

Heute werden bei circa 60 % der Sepsispatienten gramnegative Bakterien isoliert, zu 50 % konnen grampositive Erreger
nachgewiesen werden. Die Uberschneidungen ergeben sich aus polymikrobiellen Infektionen in durchschnittlich 30 % der
Patienten.

2.1.2 Resistenzen

Ein weiterer Faktor in der Zunahme und Problematik nosokomialer Infektionen ist auch der wahrend langer Zeit
unkritische und ungezielte Einsatz von Antibiotika [Maki 1989]. Dadurch wird einerseits die natirliche Mikroflora der
Patienten gestort mit Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Flora zugunsten resistenter, meist pathogener Keime,
andererseits werden die Resistenzen der Bakterien am Patienten und von diesem ausgehend im gesamten Umfeld (hier
Krankenhaus) gefordert. Infektionen der Intensivpatienten werden heute vorwiegend durch resistente Bakterien
verursacht [Vincent 1995].

Mikroorganismen sind in der Lage, eine Resistenz gegen zahlreiche Fremdstoffe in ihrer Umgebung zu entwickeln. Die
Resistenz der Mikroorganismen ist genetisch fixiert und tritt unter geeigneten Bedingungen als Merkmal einer Population
auf. Zu unterscheiden ist die natirliche von der vererbbaren. Die natirliche Resistenz ist die stets vorhandene
Unempfindlichkeit einer Erregerart flr einen bestimmten Wirkstoff, die betreffende Spezies steht aul3erhalb seines
Wirkungsspektrums. Als Ursache kommt das Fehlen eines zellularen Angriffspunktes oder dessen Unzuganglichkeit in
Frage. Dies kann durch einen der folgenden Faktoren bedingt sein: Permeationsbarriere, enzymatische Inaktivierung,
geringe Affinitat des Reaktionsortes. Der erworbenen Resistenz liegen mehrere Vorgénge zugrunde, die ein zunéchst
empfindliches Bakterium in ein unempfindliches Uberfiihren. Biochemisch gleichen die Mechanismen denen der
natiirlichen Resistenz. Sie entwickelt sich durch spontane Anderung im Genom der Bakterien (eine oder mehrere
Mutationsschritte) oder durch Ubertragung resistenztragender Zellbestandteile von einer bereits resistenten Zelle.

Die Resistenzibertragung kann auf folgende Weisen erfolgen:

Transformation (Aufnahme isolierter DNA und Rekombination in zelleigenes Erbgut, dies spielt im natdrlichen Milieu kaum
eine Rolle),

Transduktion (Ubertragung von genetischer Information von einer Bakterie auf eine andere mittels Phagen, aufgrund
deren ein speziesspezifischer Mechanismus),

Konjugation (Ubertragung von Erbinformation Uber eine Plasmabriicke, das tibertragene Segment kann dabei relativ groR
sein, z. B. ein komplettes Plasmid. Dieser Transfer wird vor allem bei gramnegativen Keimen beobachtet und ist nicht
speziesspezifisch).

Unter klinischen Bedingungen wird noch zwischen einer primaren und einer sekundéaren Resistenz unterschieden. Die
primare Resistenz ist die Unempfindlichkeit eines Erregers gegentber einem Préparat vor Infektionsbeginn. Unter einer
Chemotherapie kann sich bei zunachst empfindlichen Keimen eine sekundare Resistenz entwickeln und fihrt in der Regel
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zum Versagen der eingeleiteten Therapie.

2.1.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, 1882 als pathogener Keim entdeckt, wurde zunachst nur in Verbindung mit dem von ihm
verursachten blau-griinen Eiter gesehen. Seit den 60er Jahren tritt der gramnegative Erreger vermehrt im
Zusammenhang mit systemischen Infektionen auf. Seit den 90er Jahren wird P. aeruginosa auch zunehmend bei
immungeschwdachten Patienten als Krankheitserreger diagnostiziert.

P. aeruginosa ist als Pathogen von zentraler Bedeutung bei einer Vielzahl von nosokomialen und allgemein erworbenen
Infektionen, insbesondere bei Endokarditis, Knochen- und Gelenkentziindungen, Augenerkrankungen, Haut- und
Bindegewebserkrankungen und vor allem bei Infektionen des unteren und oberen Respirationstraktes. Pseudomonas
verursacht mannigfaltige, haufig fatale Erkrankungen im geschwachten Organismus und hat die héchste Mortalitat aller
durch gramnegative Keime verursachten Bakteriamien [Young 1990]. Im immunkompetenten Organismus hat dabei P.
aeruginosa in der Regel keine Chance, eine Infektion zu setzen. Gefahrdet sind Patienten mit Abwehrschwachen wie
iatrogene Immununterdriickung, angeborene und erworbene Immundefizienzen (u. a. HIV-Infektion, Diabetes mellitus),
grof3flachigen Verbrennungen, chronische Lungenerkrankungen (z. B. zystische Fibrose, chronisch obstruktive
Lungenerkrankungen) und bei Beeintrachtigung der natirlichen Barrieren infolge einer Intubation Uber langere Zeit
(Intensivpatient).

Heute spielt P. aeruginosa in 10 bis 28 % der nosokomialen Infektionen eine Rolle [Pories 1991, Smith 1991, Jarvis 1992,
Verbist 1993, Pilz 1994, Vincent 1995].

P. aeruginosa ist zwar nicht der Keim mit der héchsten Inzidenz bei nosokomialen Infektionen, er zeigt dabei aber ein
aggressiveres Verhalten als andere Krankheitserreger. Die Mortalitatsrate bei Pseudomonas-Infektionen liegt deutlich
hoher als bei Infektionen durch andere Mikroorganismen (45 zu 14 %) [Bodey 1985, Bispe 1988, Mallolas 1991, Taylor
1995].

Im folgenden sind kurz die Virulenzfaktoren von P. aeruginosa aufgefuhrt und deren Rolle im Infektionsgeschehen
aufgefiuhrt:

Adhasine initiale Kolonisierung der Lunge oder von Wunden

Neuramidase verstarkt die Pili-vermittelte Adhéarenz

Exoenzym S durch eine ADP-Ribosylierung wird insbesondere die
Phagozytose beeintrachtigt

Exotoxin A ahnlich dem Diphtheria-Toxin ein
Proteinsynthetasehemmer

Elastaseaktivitat schadigt das Lungengewebe und ebenso Blutgefalie

weitere Proteasen Lungen- und Gewebsschadigungen

Alginat-Synthese Adharenz, Phagozytoseabwehr

Lipopolysaccharid (LPS) |septischer Schock

Antibiotikaresistenz Beeinflul3t eine effektive Therapie

Auch bei Pseudomonas liegt den Pathogenesemechanismen in der Sepsis und im septischen Schock in allererster Reihe
der Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid zugrunde.

2.2 Definitionen
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Schottmiller 1914:

"Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch
pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar derart, daf’ durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeltst werden."

Die urspriingliche Definition der Sepsis [Schottmiller 1914] ist nach wie vor gultig. Die Kriterien, welche die Diagnose
Sepsis begrinden, sind heute weitgehend festgelegt. AulRerdem wurde ein neues, international gebréauchliches
Schlagwort gepragt: Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS).

SIRS und Sepsis werden nach den Kriterien einer 1991 abgehaltenen Konsensus-Konferenz aus Vertretern der American
College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine definiert und diagnostiziert [Bone 1992].

Als SIRS wird definiert, wenn zwei oder mehr der folgenden Reaktionen auftreten:
- Temperatur > 38°C (oder < 36°C)
- Herzfrequenz > 90/min

- Atemfrequenz > 20/min, oder Hyperventilation mit PaCO, < 32 mmHg

- Leukozytenzahl > 12 x 109/ (oder < 4 x 109/ oder > 10 % unreife neutrophile Granulozyten)

Die Sepsis entspricht diesem klinischen Bild einer Allgemeinentziindung mit einer bakteriellen Ursache.

Eine SIRS kann neben der infektiosen Ursache bei folgenden Erkrankungen auftreten: Pankreatitis, Ischamie, multiple
Traumen und Gewebsverletzungen, hamorrhagischer Schock, immunbedingte Organschaden sowie nach exogener
Zufuhr von potenten Entzindungsmediatoren.

Eine dritte Ubereinkunft betrifft die Begriffe Infektion, Bakteriamie und Sepsis. Der Begriff Septikdmie sollte gestrichen
werden.

Infektion ist eine (lokale) entziindliche Reaktion auf das Eindringen oder die Anwesenheit von Mikroorganismen in sonst
sterilen Geweben.

Bakteridmie ist die Anwesenheit von vitalen Bakterien in der Blutbahn.

Sepsis ist die systemisch inflammatorische Reaktion auf eine Infektion mit dem oben beschriebenen klinischen Bild der
SIRS.

Sepsis ist ein dynamisches Geschehen. Deshalb wurden in einer weiteren Ubereinkunft die Begriffe schwere Sepsis,
sepsisinduzierte Hypotension und septischer Schock getrennt definiert, stellen aber weiterhin einzelne Stadien eines
kontinuierlich ineinander Ubergehenden Krankheitsgeschehens dar.

infektiose Ursache nichtinfektiose Erkrankung

Mediatorenfreisetzung

é
allgemeine
Entzindungsreaktion
septisches Nichtinfektios
Geschehen
Organversagen
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Multiorganversagen

Schock

Systemic Inflammatory
Response Syndrome

2.3 Pathophysiologie der Sepsis

Prinzipiell gibt es kaum einen Unterschied zwischen der Pathophysiologie einer lokalen Entziindungsreaktion und einer
Sepsis im Sinne einer systemischen Entziindung. Die inadaquate Reaktion des Kérpers auf die Aktivierung der
korpereigenen Abwehrsysteme durch eine Infektion ist fur den Krankheitsverlauf einer Sepsis entscheidend.

Nahezu einheitlich und unabhéngig von der Art der Primarinfektion fuhrt ein Zusammenspiel der Virulenz des Erregers
und der Immuninkompetenz des Wirtes zu einem Versagen der lokalen Abwehrmechanismen und einem Uberwinden der
Korperbarrieren durch Mikroorganismen. Dies hat eine Invasion in die Blutbahn zur Folge. Nach dem Eindringen in den
Organismus kommt es in der Regel zu einer enormen Vermehrung der Keime und damit auch immer zu einer gewissen
Absterberate infolge des naturlichen Turnover und der AbwehrmafRnahmen des Korpers. Durch den Einsatz von
wirksamen bakteriziden Antibiotika geschieht dies massiv. Bei Vorliegen einer gramnegativen Infektion werden durch die
Lyse der Keime Zellbestandteile freigesetzt, unter denen das Endotoxin als Triggerfaktor in der Pathophysiologie der
Sepsis eine besondere Rolle spielt [Glauser 1991, Rietschel 1992]. Im Gegensatz dazu stehen die Exotoxine, so
bezeichnet, da sie von den Bakterien aktiv vor allem in der Wachstumsphase liberiert werden. Exotoxine stellen die
wichtigsten Virulenzfaktoren der grampositiven Keime dar, werden aber auch regelmafig bei gramnegativen Bakterien
beobachtet und kdnnen ebenso wie das Endotoxin tber die Mediatorkaskade ein Krankheitsbild in Gang setzen, welches
in einem Schock und haufig im Tod enden kann [Tanaka 1995].

Beide Toxintypen setzen, einmal in die Blutbahn gelangt, korpereigene systemische Abwehrmechanismen in Gang,
beginnend mit den zellularen Systemen (neutrophile Granulozyten, Monozyten / Makrophagen, Endothelzellen) und
plasmatischen Systemen (Komplement-, Kallikrein-Kinin- und Gerinnungssystem).

Ist diese Aktivierung adaquat der Starke der Noxe und kénnen die Toxine rechtzeitig aus dem Blut eliminiert werden, wird
die Infektion Uberwunden. Abh&ngig von der Immunlage des Patienten, seinen Vorerkrankungen sowie der
Einwirkungsdauer und Starke der Noxe kommt es haufig zu einer inadaquaten, exzessiven systemischen Entziindung
(SIRS). Die Abwehrsysteme werden mit ihren Mediatoren selbst zum Angreifer und kénnen sich im Sinne eines positiven
Feedbacks sogar verstarken. Gelingt es nicht, die eskalierende Reaktion der kdrpereigenen Abwehrzellen mit toxischen
Mediatorkonzentrationen zu unterbrechen, fihrt dies zur Organdysfunktion und Gerinnungsstérungen, tiber Schock und
Multiorganversagen im weiteren Verlauf der Spirale bis hin zum Tod.

Lipopolysaccharide gelten als eine der potentesten biologischen Substrate, welche die Immunabwehr im Organismus
stimulieren. Applikationen im Pikogrammbereich reichen aus, um Zellen des Immun-, Entziindungs- und Gefaf3systems
zu stimulieren [Loppnow 1993].

Einige grundsatzliche Reaktionen, welche nach einer Injektion von Endotoxin oder nach der Zerstérung von Bakterien in
vivo vonstatten gehen, sollen kurz erlautert werden (s. a. Abb. 1).
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Abbildung 1, verandert nach Rietschel et al. 1996: vom LPS zum septischen Schock

Der Anteil an Endotoxin, welcher nicht durch humorale oder zellulare Komponenten des Organismus detoxifiziert wird,
reagiert mit LBP (Lipopolysaccharid-bindendes Protein) oder sCD14 und aktiviert Giber diesen Zwischenschritt Zielzellen,
endogene Mediatoren oder Adhéasionsmolekiile zu produzieren und freizusetzen, beziehungsweise zu exprimieren
[Ulevitch 1995]. Primare Zielzellen sind Monozyten / Makrophagen, Endothelzellen, Granulozyten und Lymphozyten.
Wichtige Mediatoren wie TNF-a , IL-1, IL-6 und IL-8 werden produziert, welche fahig sind, empfangliche
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(Zytokinrezeptor-positive) Zellen zu aktivieren, Lipidmediatoren (Plattchen-aktivierender Faktor PAF, Leukotriene,
Prostaglandine), Sauerstoffradikale, Stickstoffmonoxid (NO) und Proteasen (Elastase, Kollagenase und andere, [Jochum
1992] ) zu produzieren und freizusetzen.

Im Gegensatz zu zytotoxischen Exotoxinen (z. B. porenbildendes Staphylococcus aureus Toxin oder
Proteinsynthetase-hemmendes Pseudomonas Toxin A) scheint Endotoxin selbst keine zytotoxische Wirkung zu haben.
Auch die makroskopischen klinischen Auswirkungen einer Endotoxinamie werden tber die immunmodulatorischen
Wirkungen des Toxins vermittelt. So induziert das Lipopolysaccharid nach Blockade der Effektoren weder Fieber noch
hyperdyname Ver&nderungen im Organismus. Die biologische Wirkung von Lipopolysaccharid ist an die Lipid
A-Komponente des Makromolekils gebunden [Galanos 1985].

Endotoxin fuhrt nach der Kopplung von Lipid A an LBP uber die Reaktion an CD14-Rezeptoren an der Oberflache von
monozytaren Phagozyten zu deren Aktivierung. Aktivierte monozytare Zellen zeigen vermehrte Chemotaxis, eine erhdhte
Phagozytose- und Sekretionsaktivitat. Sie sind morphologisch von den normalen, ruhenden mononuklearen Zellen zu
unterscheiden [ Ubersicht in: Johnston 1988]. Monozyten / Makrophagen sind aulRer der direkt bakteriziden und
zytotoxischen Komponenten (Proteinasen, freie Radikale, Stickstoffmonoxid NO) auch wichtige Quelle einiger Zytokine
(IL-1 und IL-1ra, IL-6, TNF-a , Interferone, Wachstumsfaktoren) und modulieren so die lokale Entziindungsreaktion durch
die Aktivierung weiterer Abwehrzellen: Makrophagen (IL-1, IL-6, TNF-a , GM-CSF), T Lymphozyten (IL-1, IL-6),
neutrophile Granulozyten (IL-1, IL-8, TNF-a , G- und GM-CSF). Der freigesetzte Lipidmediator Leukotrien B, wirkt als
starker chemotaktischer Faktor auf Leukozyten und induziert die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen.
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Abbildung 2, nach Neugebauer et al. 1995: die Plasmaproteinsysteme

Neutrophile Granulozyten werden bei einer Infektion durch LBP-gekoppeltes Lipopolysaccharid direkt ber CD14 und
indirekt durch Mediatoren aktiviert. Zu den humoralen Stimuli der Neutrophilen gehdren nahezu alle in den
pathophysiologischen Mechanismus der Entziindung involvierten Mediatoren. Hier seien nur einige genannt:
Chemotaxine C3a, C5a und Leukotrien B4; Opsonine und Immunglobuline (Fc-Region); Kinine; Zytokine IL-1, IL-8, TNF-a
sowie die Wachstumsfaktoren GM-CSF und G-CSF [Thiel 1996a]. Die Antwort der neutrophilen Granulozyten nach den
Einwirkungen oben genannter Substanzen auf die Oberflachenrezeptoren besteht in einer gesteigerten
Rezeptorexpression, in einer Aushildung von Adhasionsmolekilen (CD11/CD18-Komplex), in der Steigerung der
Phagozytoserate sowie in der Bildung und Freisetzung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (respiratory burst) und
proteolytischen Enzymen (Degranulation). Der aktive Eingriff der Neutrophilen in das Immunsystem besteht in der
Ausschuittung von Zytokinen (IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a ), Wachstumsfaktoren (G- und M-CSF) und anderer Mediatoren
(Leukotrien By).

Bei Patienten, welche auf eine Infektion adaquat reagieren, stellt das Zytokin-Netzwerk ein ausgewogenes System aus
pro- und antiinflammatorischen Komponenten dar. Gerat dieses System jedoch aus dem Gleichgewicht infolge einer
uberméaRigen Reizung (z. B. flotierendes Endotoxin), gewinnen die proinflammatorischen Zytokine die Uberhand. Der
klinische Schweregrad einer Sepsis korreliert dabei mit der Héhe der zirkulierenden Zytokinkonzentration [Kragsbjerg
1996].

Die in der Pathogenese der Sepsis beteiligten Zytokine sind im wesentlichen in den vorangehenden Abschnitten schon
aufgefuhrt. Im folgenden sollen die wichtigsten Vertreter noch einmal kurz beschrieben werden.

IL-1 und TNF-a sind die bedeutendsten endogenen proinflammatorischen Zytokine. Sie sind im Bereich von picomolaren
Konzentrationen biologisch wirksam. TNF-a wird vorwiegend von Zellen der Monozyten / Makrophagen-Zellinie gebildet.
Der Stimulus fur die Biosynthese ist die Reaktion des Oberflachenmolekiils CD14 mit dem LPS-LBP-Komplex, auch
TNF-a selbst, IL-1, IL-2, GM-CSF bewirken die DNA-Transkription. Nach einer LPS-Exposition steigt die TNF-a
-Liberation innerhalb von 1,5 bis 2 Stunden auf ein Maximum, fallt danach ebenso rasch wieder ab und ist nach 4
Stunden fast nicht mehr nachzuweisen [Hesse 1988, Michie 1988]. Die biologische Halbwertszeit von TNF-a liegt bei
etwa 15 Minuten. TNF-a Rezeptoren befinden sich auf nahezu allen Zellen au3er den roten Blutkdérperchen. Die
Verbindung von extrazellularem TNF-a und den Zelloberflachenrezeptoren bewirkt eine intrazellulare Signaltransduktion
mit Aktivierung der Phospholipase A2 und von Proteinkinasen. Dies wiederum fuhrt zur Freisetzung der second
messenger, welche die biologischen Wirkungen von TNF-a vermitteln. Diese biologischen Effekte von TNF-a sind bei
jeder Infektion klinisch zu beobachten und konnten durch die isolierte Applikation von TNF-a in verschiedenen Studien
nachvollzogen werden [Natanson 1989]. Schock, ARDS, Fieber, Anorexie, Stresshormon-Freisetzung, Induktion der
Akut-Phase-Proteine, gesteigerter Zellmetabolismus, Insulin-Resistenz, erhdhte Zytotoxizitat sind nur einige der
Reaktionen auf TNF-a . Neben den direkten Wirkungen von TNF-a Uber die second messenger wird eine Vielzahl der
Effekte aber auch tGber sekundar freigesetzte Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, GM-CSF vermittelt. TNF-a und IL-1 wirken
myokarddepressiv, dabei potenziert sich die Wirkung bei gleichzeitiger Anflutung an die Myokardzelle [Kumar 1996].

Die biologischen Effekte von IL-1 entsprechen weitgehend denen von TNF-a . Nach intravendsen Applikationen bei
Krebspatienten konnten folgende Symptome provoziert werden: Fieber, Mudigkeit, Anorexie, generalisierte Muskel- und
Gelenksschmerzen, Kopfschmerzen, Neutropenie und Thrombozytopenie sowie bei hoherer Dosierung einen
dramatischen Abfall des Blutdruckes [Smith 1992]. Die Wirkungen werden auch bei IL-1 durch die Induktion von
niedrigmolekularen Mediatoren wie Eicosanoide, Platelet Activating Factor und Stickstoffmonoxid und durch die
Aktivierung der Endothelzellen vermittelt. Die Regulation der Akut-Phase-Protein-Bildung in der Leber geschieht in
Kofunktion mit IL-6. Ein weiterer zytokinvermittelter Effekt von IL-1 ist die Stimulation der Hamatopoese tber GM-CSF,
G-CSF, M-CSF, IL-3. Wahrend der Peak von TNF-a im Plasma bei 1,5 bis 2 Stunden liegt, erreicht IL-1 seinen
Maximalwert nach etwa 3 Stunden [Wakabayashi 1991] und wird in erster Linie von monozytaren Zellen, aber auch von
Fibroblasten, Endothelzellen, Granulozyten und einigen anderen Zellen der lokalen und systemischen Abwehrsysteme
gebildet.

IL-6 besitzt zwar nicht die kreislaufwirksame Potenz wie die zuvor beschriebenen IL-1 und TNF-a , es gehort aber
dennoch zu den proinflammatorischen Zytokinen, da es eine pyrogene Aktivitat entfaltet, die Bildung von
Akut-Phase-Protein induziert und zusammen mit IL-1 die spezifische Immunantwort (B- und T-Zellen) modifiziert. IL-6 wird
von monozytaren Makrophagen und im weiteren Verlauf der Erkrankung auch von T-Zellen freigesetzt. Maximalwerte
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werden in der Regel etwa sechs Stunden nach einem Entziindungsreiz gemesssen und die Hohe des Anstiegs ist mit
dem fatalen Ausgang einer Sepsis positiv korreliert [Fisher 1993].

Fur nahezu alle entziindungsférdernden Zytokine wurde ein positiver Feedback Mechanismus beschrieben, so daf? sich in
Folge einer massiven Reizung des Systems beispielsweise durch Endotoxin eine Zytokinkaskade entwickelt. Das
biologische System aus inflammatorischen Zytokinen hat sich aber im Verlaufe der Evolution auch eigene
Gegenregulatoren geschaffen. Dazu gehdéren die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10, IL-13 und auch Wirkstoffe
direkt gegen eine zu hohe Konzentration der proinflammatorischen Zytokine. Zu diesen gehdren einerseits 16sliche
Rezeptoren von IL-1 und TNF-a , welche auf eine Gbermafige Stimulierung der Zielzellen abgestoRen werden und im
Kreislauf zirkulieren. Ein anderer Weg ist die Freisetzung von Antagonisten auf einen anhaltend hohen Reiz, wie dies
beim Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1ra) beschrieben ist.

Durch die Isolierung, Reinigung und rekombinante Produktion des IL-1ra-Proteins in gré3eren Mengen hat dieser
Antagonist erhthtes wissenschaftliches Interesse gefunden. Seine biologischen Wirkungen und seine Rolle im
Wechselspiel der Zytokine sind weitgehend bekannt.

Die endogenen Mediatoren stimulieren rezeptortragende Zellen und Organe, was zu den sekundéren und klinisch
relevanten Reaktionen fuhrt. Beispielsweise wirken TNF-a , IL-1 und IL-6 als endogene Pyrogene auf den Hypothalamus
und induzieren Fieber Uber das Prostaglandin E,, die Hypophyse setzt ACTH frei (was wiederum zum Anstieg der

Kortisolkonzentration fuihrt) und die Hepatozyten produzieren und liberieren Akut-Phase Proteine [Baumann 1994, Steel
1994]. Einige der Akut-Phase Proteine unterdriicken die LPS-abhangige Entziindungsreaktion, andere wie das LBP
potenzieren sie.

Die Plasmasysteme werden von Endotoxinen direkt (Komplementsystem) oder indirekt tiber den Hagemann-Faktor
(Faktor XII) friihzeitig aktiviert und spielen ebenso wie die Zytokinkaskade eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Sepsis und des septischen Schocks. Die Aktivierung des Komplementsystems ber den klassischen
antikdrperabhéngigen, ebenso wie Uber den alternativen Weg fitlhren zur Umsetzung der Faktoren C3, C4 und C5 in die
aktiven Komponenten C3a, C4a und C5a. Diese kdnnen Neutrophile und Makrophagen zur Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen und zur Freisetzung von Mediatoren tber die Bindung an spezifische Rezeptoren anregen.
Komplementfaktoren induzieren zudem eine Vasodilatation, erh6hen die Kapillarpermeabilitat mit hAmodynamischen
Veréanderungen, die Aggregation von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten. Neben diesen systemaktivierenden
Aufgaben besitzt das Komplementsystem mit den terminalen Komplementfaktoren C6 bis C9 eine zytotoxische Potenz.
Diese Faktoren bilden nach Aktivierung einen Membranangriffskomplex, welcher lytische Zellwandl&sionen in der Zielzelle
verursacht. Eine erhéhte Konzentration von aktiviertem Komplement ist mit der Mortalitét assoziiert [Hack 1989].

Aktivierter Faktor XII triggert Gber seine Wechselwirkungen mit dem Faktor XI die Auslésung der intravasalen
Blutgerinnung. Bei einer Storung des Gleichgewichtes zwischen Gerinnung und Fibrinolyse durch die systemischen
Anreicherung von Prothrombinaktivatoren (Faktor I1l) und den Verbrauch von fibrinolytischen Faktoren kommt es zu einer
systemischen Gerinnungsneigung, bezeichnet als disseminierte intravasale Gerinnung. Blutgerinnsel kénnen
Kapillargebiete lebenswichtiger Organe verstopfen und filhren zu Mikrozirkulationsstérungen. Durch den weitergehenden
Verbrauch an Fibrinogen und Thrombozyten kommt es nachfolgend zu einer erhéhten Blutungsneigung. Zu einer
Plattchenaktivierung fuhrt auch der Platelet Activating Factor (PAF). Wéahrend er in niedrigerer Konzentration nur zu einer
Aggregation von Thrombozyten fiihrt, erreicht er in héheren Konzentrationen deren Degranulation, eine Aggregation und
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und systemische Kreislaufreaktionen (Bronchokonstriktion, Vasodilatation,
Permeabilitatssteigerung).

Da Faktor XIl auch in die Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems auf der Ebene des Prakallikreins verwickelt ist, fihrt er
zur Freisetzung der stark kreislaufwirksamen Kinine (insbesondere Bradykinin). Die Wirkung von Bradykinin an den
Endothelien fiihrt zu einer Vasodilatation mit Absenkung des peripheren Widerstandes und zu einer Erhéhung der
Kapillarpermeabilitat. Bradykinin wirkt tber weitere Mediatoren (Katecholamine, Angiotensine und Eicosanoide) auch auf
das Herz (Steigerung von Herzfrequenz und Schlagvolumen), die Lunge (Bronchokonstriktion) und die Nieren.
Anhaltende Stimulationsreize wie beispielsweise ein streuender infektiéser Herd fiihren zu anhaltend hohen
Kinin-Konzentrationen. Dies ist als prognostisch abwertender Faktor zu betrachten [Aasen 1983].

Die Aktivierung der membransténdigen Phospholipase A, durch Mediatoren fuhrt zum intrazellularen Angebot von

Arachidonsaure. Uber die plasmatischen Enzyme Cyclooxygenase und Lipoxygenase werden Prostaglandine,
Thromboxan A, (TxA,) und Leukotriene (zusammengefaldt Eicosanoide) gebildet. Die in der Sepsis interessierenden

Prostaglandine und das TxA, bewirken eine Vasokonstriktion und Thrombozytenaktivierung sowie eine

Bronchokonstriktion. Dies fuhrt zu verstarkter intravasaler Mikrothrombenbildung und zu Mikrozirkulationsstérungen.
Leukotriene (vor allem LTB,) und Prostaglandin E gelten als hochpotente Chemotaxine und bewirken die lokale
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Aktivierung der akkumulierten Leukozyten. PGF2a sowie LTB4 sind dariiber hinaus immunologisch bedeutsam, da sie
eine Vielzahl von Immunantworten des zellularen und humoralen Immunsystems hemmen.

Die letztlich auf zellularer und molekularer Ebene schadigenden Wirkstoffe sind die Sauerstoffradikale und das
Stickstoffmonoxid. Die Substanzen besitzen einerseits eine Mediatorwirkung (Chemotaxis, Zellstimulierung von
Leukozyten und Endothelzellen) und andererseits Uber ihr ungepaartes Elektron eine sehr hohe Reaktivitat. Die Molekule
haben somit eine sehr kurze biologische Halbwertszeit (im Millisekunden- bis Sekundenbereich) und reagieren
insbesondere mit in mehrfach ungesattigten Fettsduren (Membranphospholipide) vorkommenden Doppelbindungen. Die
dadurch ausgeltste Schadigung der Zellwand fuhrt zur Desintegration der Zelle und Lyse. Im Bezug auf eine
Abwehrreaktion von eingedrungenen Fremdzellen (Bakterien) ist dies die urspriingliche Aufgabe der freien Radikale.
Aufgrund ihrer MolekllgréRe kdnnen die Substanzen auch physiologische Barrieren Uberwinden. Dies spielt aufgrund der
kirzeren Halbwertszeit bei den Sauerstoffradikalen eine geringere Rolle als bei Stickstoffmonoxid. Eine ausfuhrliche
Darstellung der pathophysiologischen Wirkung der Radikale findet sich bei Schoenberg [Schoenberg 1995].

Die hdamodynamische Entwicklung

Die Eigenart des septischen Geschehens ist das hyperdyname Profil [Wilson 1965]. Eine initiale kurzfristige Hypertonie
wird ausgel6st durch den Ausstol3 von Katecholaminen (Stresshormonen). Ein Abfall des peripheren Gefafdtonus,
verursacht durch die Toxin- und Mediatoreinwirkungen (finaler Effektor Stickstoffmonoxid), tritt innerhalb ein bis eineinhalb
Stunden nach Endotoxinfreisetzung auf [Goldfarb 1986, Ridings 1995]. Der Organismus versucht, diese Fehlfunktion
durch eine Erhéhung der Herzfrequenz und des Schlagvolumens zu kompensieren (hyperdyname Antwort). Die nur
inadaquate Steigerung der Herzforderleistung wird einer reversiblen, multifaktoriellen Herzschadigung zugeschrieben
[Parrillo 1989, Werdan 1991] und als akute septische Kardiomyopathie bezeichnet. Die Herzmuskelschadigung fuhrt zu
einer verminderten Auswurffraktion beider Herzkammern im Vergleich zur bendétigten Mehrleistung, zu einer
VergroRerung des Herzens mit erhdhten end-diastolischen und end-systolischen Volumina infolge einer Zunahme der
Compliance. Die Kontraktilitdt der Herzmuskulatur ist verringert, so daf3 bei einer Erhéhung der Herzfrequenz und des
Schlagvolumens (bzw. -index) das Herzzeitvolumen (bzw. Herzindex) nur inadaquat ansteigt [Parker 1984, Parker 1990,
Werdan 1991].

Als Konsequenz der Mediatorkaskade in der Sepsis kommt es letztlich durch die Produktion und Freisetzung von
Stickstoffmonoxid zu peripherer Vasodilatation mit einer Umverteilung des peripheren Blutangebotes und einem
Versacken des Blutvolumens in dem peripheren Kapillarbett. Die arteriovendsen Shunts werden durch lokale
Einwirkungen geodffnet. Als makroskopisch-klinisches Pendant kommt es zu einer Erwarmung der Haut und zu einer
Erhohung des zentralvendsen Drucks in der Ubergangsphase zum septischen Schock. Durch die lokalen Einwirkungen
von Mediatoren auf die Endothelzellen kommt es auch zu einer Desintegration der Zellen mit erhdhter Permeabilitat der
GefalRwande. Damit verringert sich das Volumenangebot durch Extravasation von Plasma.

Waéhrend es im peripheren Kreislauf durch die Vasodilatation zu einem Abfall des systemischen Gesamtwiderstandes
kommt, resultiert die Anhaufung der Leukozyten, die GefalBwandschadigung mit Bildung von Mikrothromben in der Lunge
in einem Anstieg des pulmonalen Gesamtwiderstandes, des pulmonalkapillaren VerschluRdruckes und des
pulmonalarteriellen Druckes [Sibbald 1983, Dhainaut 1988]. Das klinisch korrelierende Bild dieser Lungenaffektion ist die
Schocklunge, auch als "Adult Respiratory Distress Syndrome" (ARDS) bezeichnet. Durch verschiedene
Schadigungsmechanismen wird das pulmonale Gefal3system beeintrachtigt, so dal’ es zu einem interstitiellen
Lungenddem kommt. Infolgedessen wiederum ist die Oxygenierung des Blutes in der Lunge reduziert. Mel3bar ist dies an
einem reduzierten arteriellen Sauerstoffpartialdruck.

Die Kardiomyopathie resultiert aus einer reversiblen Myokarddepression, welche durch verschiedene Faktoren ausgelost
wird. Durch reflektorische Freisetzung von Katecholaminen kommt es zu einem Konzentrationsanstieg im Blut.
Myokardmuskelzellen versuchen einer Schadigung durch eine anhaltend hohe Katecholaminanflutung durch eine
Desensibilisierung zu entgehen. Die Desensibilisierung kommt durch eine Reduktion der Anzahl der 3 -Adrenozeptoren
an der Zelloberflache sowie einer Zunahme der inhibitorischen Gi-Proteine an der inneren Zellmembran [B6hm 1989,
Reithmann 1992, Reithmann 1993] zustande. Direkte Einwirkungen von Bakterienprodukten auf die Herzmuskelzelle ist
nur bei einzelnen Exotoxinen und nicht bei Endotoxinen nachweisbar. Endotoxine entfalten ihre Wirkung auf das Myokard
Uber die Liberalisierung von Zytokinen vorwiegend aus Monozyten / Makrophagen. Die kardiodepressive Wirkung von
TNF-a wurde im Tierexperiment nachgewiesen [Natanson 1989, Schirmer 1989]. Die Wirkung wird durch TNF-a direkt
hervorgerufen [Reithmann 1994] und resultiert aus einer Abnahme der 3 -Adrenozeptoren, der Zunahme der Gi-Proteine
aber auch in einer Zunahme der Adenylatcyclase-Aktivitat. TNF-a und IL-13 sind mit einer friiher als "myocardial
depressant factor" bezeichneten Substanz identisch [Kumar 1996].
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2.4 Klinik der Sepsis

Klinisch ist die Sepsis im initialen Stadium gepragt durch die lokale Manifestation der Priméarinfektion sowie den
systemischen Auswirkungen des SIRS. Die Lokalinfektion kann bei einer priméren Sepsis infolge direkter
Einschwemmung der Erreger in die Blutbahn (invasive MaRhahmen) umgangen werden.

Typische unspezifische Anzeichen einer systemischen Entziindungsreaktion sind Fieber und Schiittelfrost, haufig in
Schiben auftretend. Die Organmanifestationen der SIRS sind durch plétzliche respiratorische Insuffizienz, Oligurie,
Vomitus oder Verdnderungen der Bewul3tseinslage klinisch zu erkennen. Die pathophysiologische Grundlage fur diese
Organbeeintrachtigungen sind vor allem Perfusionsstérungen infolge einer kardiovaskularen Insuffizienz. Bei
ausgepragter Schocksymptomatik kommt es zu mikrovaskularer Stase und die Organe werden reduziert perfundiert. Es
werden einerseits weniger Sauerstoffmolekiile antransportiert, andererseits die dann Uber die anaerobe Utilisation von
Glukose entstehenden sauren Stoffwechselprodukte nicht abtranspotriert. So kann eine metabolische Azidose infolge der
hypoxischen Organschaden durch das Retardieren der sauren Metabolite im Gewebe verschleiert werden. Andererseits
fuhrt eine Hyperventilation, wie sie infolge einer septischen Lungenbeeinflussung zu beobachten ist, zu einer
respiratorischen Alkalose.

2.5 Therapie der Sepsis

Chirurgische Herdsanierung

Wichtig fir eine optimale Therapie der Sepsis ist der Nachweis des Ausgangsherds. Liegt ein umschriebener Herd vor,
sollte er chirurgisch oder konventionell saniert oder minimiert werden.

Antibiotikatherapie

Vor der Einleitung einer Antibiotikatherapie sollten diagnostische Untersuchungsmaterialien wie z. B. Blut, Urin und
Bronchialsekret gewonnen werden. Die gezielte antibiotische Behandlung mit Erregernachweis und Antibiogramm ist
dringend einer ungezielten Therapie vorzuziehen. Dies ist bei septischen Patienten in der initialen Phase nur in
Einzelfallen moglich. Die ungezielte, kalkulierte antibiotische Initialtherapie muf3 sich somit nach dem potentiellen
Ausgangsherd, nach der Grunderkrankung des Patienten und nach der hausspezifischen Erregerepidemiologie und
Resistenzlage richten, zumal der Nachweis eines fakultativ pathogenen Mikroorganismus nur in ca. einem Viertel bis der
Halfte der Falle gelingt.

Optimierung der Oxygenierung

Um das periphere Sauerstoffangebot zu verbessern, erfolgt die Therapie des gestorten pulmonalen Gasaustauschs durch
Intubation und adaquate Respiratorbehandlung. Die Indikation zur friihzeitigen Beatmung ist allgemein anerkannt. Eine
Erhdhung des Sauerstoffangebotes kann auch durch eine Steigerung des Herzzeitvolumens mittels differenzierter
Volumen- und Katecholamintherapie erfolgen.

Volumengabe

Die Hypotension bei Sepsis sollte primar durch Volumengabe korrigiert werden, wobei die Therapie anhand der
Fullungsdriicke mit Hilfe eines Thermodilutionskatheters gesteuert wird. Jedoch scheint die gro3ziligige
Volumenapplikation bei bestehender Kapillarleckage aufgrund der kurzen intravasalen Verweildauer problematisch zu
sein. Mit einer Bluttransfusion lafit sich nicht nur das Sauerstoffangebot steigern, sondern auch eine effiziente
Volumentherapie betreiben, da die transfundierten Erythrozyten den Intravasalraum auch bei Kapillarleckage nicht
verlassen.

Katecholamintherapie

Eine weitere Moglichkeit zur hamodynamischen Stabilisierung im septischen Schock ist der Einsatz katecholaminerger
Substanzen. Dobutamin verbessert die eingeschrankte ventrikulare Kontraktilitat und erhéht das periphere
Sauerstoffangebot. Als Mittel der Wahl zur Tonisierung des peripheren GefaRsystems wird zur Zeit das Uberwiegend o
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-adrenerg wirkende Noradrenalin angesehen. Es kommt nach adaquater Volumensubstitution durch die
Noradrenalin-induzierte Anhebung des Blutdrucks zu einer Verbesserung der Diurese.

Adjuvante Therapiemalinahmen

Die Applikation von humanen monoklonalen IgM-Antikdrper gegen die Lipid A-Struktur von Endotoxin kann in einer
Patientensubgruppe mit gramnegativer Bakteriamie die Letalitat einer Sepsis senken [Ziegler 1991]. Auch ein aus der
Maus gewonnener Antikdrper erzielte ahnliche Resultate [Greenman 1991]. Das entsprechende zugelassene Praparat
wurde aber wieder vom Markt genommen, nachdem sich in einer weiteren Studie gezeigt hatte, daf3 durch die Applikation
eine hdhere Letalitat als in der Placebogruppe bei Patienten ohne gramnegative Sepsis auftrat. Die Applikation von
Bactericidal/Permeability Increasing Protein (BPI), welches LPS nicht nur bindet, sondern auch neutralisiert, wird derzeit
noch untersucht.

Eine weitere therapeutische Maglichkeit ist die Beeinflussung einer Sepsis auf Zytokin-Ebene, wobei TNF-a als zentraler
Mediator gilt. Die Neutralisierung von endogen freigesetztem TNF-a durch monoklonale Antikérper konnte im
Tierexperiment die Letalitat reduzieren [Hinshaw 1992, Sawyer 1993]. Nachfolgend durchgefiihrte Multizenterstudien
verliefen jedoch enttduschend, dies muf3 unter dem Aspekt gesehen werden, dal3 TNF-a als endogener Faktor auch
protektive Effekte in der Infektion hat. Auch der Phosphodiesterasehemmer Pentoxifyllin wirkt protektiv nur in einem
therapeutischen Fenster in der Frihphase der Sepsis. Er kann die TNF-a -Produktion signifikant senken, wirkt aber im
Gegensatz zu Antikdrpern nicht komplett blockierend.

Der Einsatz von Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1ra) wurde nach initialen Tierversuchen ebenfalls als
erfolgversprechend angesehen [Alexander 1992]. Folgestudien, auch Klinische Einsétze verliefen jedoch enttauschend.

Diese Therapieansétze berticksichtigen nur einzelne Mediatoren aus dem Zytokinbereich, in der Sepsis kommt es jedoch
zur Aktivierung einer Zytokinkaskade ebenso wie verschiedener anderer Kaskaden, z. B. des Komplementsystems.

2.6 Hamatopoetische Wachstumsfaktoren

Hamatopoetische Wachstumsfaktoren sind Glykoprotein-Hormone, welche die Proliferation und Differenzierung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen und die Funktion von ausgereiften Blutzellen regulieren. Die Erkenntnis, dal3
zirkulierende Faktoren die Produktion der roten Blutkdrperchen anregen, stammt aus der Arbeit von Carnot und
Mitarbeitern aus dem Jahre 1906, in welcher die Erythropoese gesunder Kaninchen durch infundiertes Plasma aus
anamischen Tieren angeregt wurde [Carnot 1906]. In den sechziger Jahren entwickelten Pluznik und Mitarbeiter sowie
eine Arbeitsgruppe um Bradley semisolide Kultursysteme, um Knochenmarks-Vorlauferzellen in vitro zu kultivieren
[Pluznik 1965, Bradley 1966]. Das fuhrte zu der Identifizierung von hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren. Aufgrund ihrer
Potenz, Zellkolonien aus einzelnen Knochenmarks-Vorlaufern zu induzieren, wurden sie als "Kolonie-stimulierende
Faktoren" bezeichnet. Inzwischen haben die Wachstumsfaktoren den Weg von der Kulturplatte in die Klinik gefunden und
versprechen vielseitige Einsatzmadglichkeiten bei einer Vielzahl an hamatologischen Dysfunktionen.

Es konnten verschiedene Wachstumsfaktoren isoliert, geklont und in groRerem Umfang mittels rekombinanter
DNA-Technik hergestellt werden: Erythropoetin, Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF),
Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF), Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) und
Interleukin-3 (IL-3).

Daneben konnte noch die Hamatopoese-stimulierende Potenz einiger Zytokine nachgewiesen werden.
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Abbildung 3, nach Oster et al. 1990: Hamatopoese unter besonderer Berlicksichtigung der neutrophilen Granulozyten

Abklrzungen: PPSZ: Pluripotente Stammzelle, CFU: Colony Forming Unit, GEMM: Granulozyten Erythrozyten Monozyten
Megakaryozyten, BFU: Burst Forming Unit, e: erythroid, MEG: Megakaryozyt, EO: Eosinophile, LSZ: Lymphozyten Stammzelle

Humanes G-CSF wurde zunachst aus humanen Zellinien und Plazenta isoliert [Nicola 1985, Welte 1985, Nomura 1986]
und wird inzwischen geklont und exprimiert in Bakterien und Saugetierzellen [Nagata 1986a, Nagata 1986b, Souza 1986,
Komatsu 1987]. Es hat ein Molekulgewicht von 18-22 kDa. Das nicht-glykosilierte, bakteriell synthetisierte Molekil spielt
heute die dominante Rolle im klinischen Einsatz und in Studien. G-CSF wird, wie auch die anderen Wachstumsfaktoren
auf je einem Gen kodiert. Fir humanes G-CSF wurde dieses Gen auf dem Chromosom 17 lokalisiert [Simmers 1987].
G-CSF, welches in etwa 10 % normaler Seren gefunden werden kann, wird von Monozyten [Vellenga 1988], Fibroblasten
und Endothelzellen [Bagby 1986, Koeffler 1987, Kaushansky 1988, Sieff 1988] produziert.

Wachstumsfaktoren werden in grof3en Mengen als Antwort auf inflammatorische Prozesse nach Aktivierung der
Produktionszelle synthetisiert. Antigene, Lektine oder Interleukin-1 induzieren T-Lymphozyten, GM-CSF und IL-3 zu
produzieren [Wong 1985, Hermann 1988, Otsuka 1988]. Monozyten setzen G-CSF und GM-CSF nach einer Stimulierung
durch Endotoxin frei. Die Liberalisierung von M-CSF aus den Monozyten kommt erst nach einer Stimulierung mit Faktoren
aus aktivierten T-Zellen, wie das IFN-y, IL-3 und GM-CSF oder nach einer Exposition mit TNF-a [Horiguchi 1987,
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Vellenga 1988] zustande. TNF-a und IL-1, beide aus aktivierten monozytéaren Zellen stimulieren auf3erdem Fibroblasten
und Endothelzellen GM-CSF und G-CSF zu produzieren [Bagby 1986, Broudy 1986, Munker 1986, Zucali 1986, Koeffler
1987, Kaushansky 1988, Sieff 1988]. Dieses Netzwerk aus inflammatorischen Stimuli und Zytokinen deutet an, dal? diese
Wachstumsfaktoren eine limitierende Rolle in der hAmatopoetischen Homeostase und andererseits eine bedeutsame
Rolle in der Wirtsreaktion auf eine Infektion oder Antigen-Prasentation spielen.

Die biologischen Wirkungen der h&matopoetischen Wachstumsfaktoren werden durch spezifische Bindung an in einer
geringen Menge prasentierte, hochaffine Rezeptoren an der Oberflache von Zielzellen vermittelt [Sherr 1985, Gasson
1986, Park 1986, DiPersio 1988]. Neben dem Vorkommen auf wenigen nicht-h&matopoetischen Zellen, deren
physiologische Bedeutung noch nicht ganz aufgeklart ist, treten diese Rezeptoren an hdmatopoetischen Zellen auf und
vermitteln dort die wichtigsten Aufgaben der Wachstumsfaktoren: Proliferation und Differenzierung der Stammzellen
sowie Steigerung der Funktionsfahigkeit der ausgereiften Blutzellen.

G-CSF (wie M-CSF) ist im Gegensatz zu den restlichen Wachstumsfaktoren relativ zellinienspezifisch. So wird durch
G-CSF vorwiegend die Proliferation und Differenzierung der Progenitorzellen unterstitzt, welche in die Zellinie der
neutrophilen Granulozyten miindet [Platzer 1985, Souza 1986].

Zu der EinfluBnahme der hamatopoetischen Wachstumsfaktoren auf die Kinetik von Progenitorzellen-Wachstum und
deren Differenzierung kdnnen diese auch die Lebenszeit und die Funktion der ausgereiften Blutzellen regulieren. So
potenziert G-CSF die Lebensdauer der neutrophilen Granulozyten, deren antimikrobielle Aktivitat und die Produktion von
Zytokinen [Vadas 1983].

Die Isolierung der cDNA, welche die hamatopoetischen Faktoren verschllsselt, filhrte zur Biosynthese von ausreichenden
Mengen an rekombinantem Protein in Zellkulturen sowie in Escherichia coli-Kulturen zur Erprobung dieser Stoffe im
therapeutischen Einsatz. Die ersten Studien dieser Faktoren an Tieren ermutigten hinsichtlich ihrer Sicherheit und
Effizienz, die Hamatopoese zu stimulieren. Einige dieser Wachstumsfaktoren sind am Menschen getestet und bereits im
klinischen Einsatz.

Derzeit liegt die Indikation fiir eine klinische Applikation von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren in drei Bereichen: 1.
die Wiederherstellung der Hamatopoese durch entweder Vermeidung einer iatrogenen oder krankheitsbedingten
Knochenmarksuppression oder Beschleunigung der Erholung davon. 2. Stimulierung und Produktion von funktionell
vorbereiteten Effektorzellen mit Anti-Tumor Potenz, welche ebenso auch zu einer allgemeinen Wirtsabwehr befahigt sind.
3. Bekampfung von malignen Erkrankungen durch Differenzierungsinduktion allein oder mit zusatzlicher Rekrutierung von
Zellen in die S-Phase, um so die zytotoxische Aktivitéat von zirkulierenden Wirkstoffen zu unterstiitzen.

Das therapeutische Einsatzgebiet von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren ist weit [Glaspy 1989]. Hier einige
Beispiele, bei welchen G-CSF am Patienten eingesetzt wird:

AIDS (als Begleittherapie zur antiretroviralen, antimikrobiellen und antitumoralen Medikation)

Krebstherapie (ebenfalls zum Ausgleich einer myelotoxischen Therapie, sowie in vereinzelten Auspragung einer
Leukémie (z. B. Haarzell-Leukamie)

Knochenmarktransplantation (zur raschen Wiederherstellung der Hamatopoese)
aplastische Anamie (vereinzelt nach Krankheitsauspragung)

Neutropenie (z. B. in einer kongenitalen Agranulozytose, der zyklischen Neutropenie oder auch bei neutropenischen
Frihgeburten).

Toxizitat der myeloiden Wachstumsfaktoren

Die rekombinanten Wachstumsfaktoren, welche in klinischen Studien getestet wurden, zeigten in der Regel bei den
Patienten eine gute Toleranz. Bei GM-CSF wie bei G-CSF wurden Knochenschmerzen und eine initiale transiente
Leukopenie in den ersten 30 Minuten nach einer intravendsen Bolusgabe gefunden [Devereux 1987, Morstyn 1988].
Diese kurzfristige Leukopenie war nicht mit ungiinstigen klinischen Effekten verbunden. Eine G-CSF-Gabe wurde im
Allgemeinen mit minimalen subjektivem Unwohlsein, im wesentlichen mit den Knochenschmerzen verbunden,
empfunden. Eine maximale tolerierte Dosis wurde bei G-CSF noch nicht definiert.

Bislang wurde keine Antikorper-Bildung oder Tachyphylaxie wahrend einer Therapie mit einem rekombinanten
Wachstumsfaktor bei humanen Patienten beobachtet. Es gibt keinen Anhaltspunkt daflr, daf es durch den Einsatz dieser
Wirkstoffe zu einer Knochenmarkserschopfung kommt, vielmehr wird Giber eine erhéhte Anzahl zirkulierender
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Progenitorzellen berichtet [Duhrsen 1988, Socinski 1988].

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielsetzung

Diese Tierstudie diente der Untersuchung der Auswirkungen von rhG-CSF (Filgrastim) auf die Klinik, Himodynamik und
Mediatorfreisetzung am wachen Schwein bei initialer Sepsis.

3.2 Methode

Diese vom Oktober 1995 bis Oktober 1996 in ihrem tierexperimentellen Teil durchgeflihrte Studie wurde gemal § 8 und §
15 des Deutschen Tierschutzgesetzes von der zustandigen Kommission des Regierungsprasidiums Freiburg unter dem
Aktenzeichen 37 /9185.811 / 854 genehmigt.

3.2.1 Versuchstiere

In verschiedenen Studien hat sich das Schwein als geeignete Tierart flir vorklinische Sepsisstudien gezeigt. Dies auf3ert
sich in einer dem Menschen anndhernden Lipopolysaccharid-Sensitivitat, vergleichbaren hamodynamischen
Reaktionsschemata sowie in den entsprechenden immunologischen Mechanismen [Goldfarb 1986, Redl 1993, Tdns
1993]. Von Vorteil fur das intensivmedizinische Monitoring und die dazu nétigen operativen Eingriffe ist die Gro3e im
Vergleich zu anderen Versuchstierarten.

Unsere Studie wurde an insgesamt 17 juvenilen Deutschen Landschweinen durchgefiihrt. Die Schweine waren circa drei
Monaten alt und besal3en ein durchschnittliches Korpergewicht von 22 + 3,0 kg in der G-CSF-Gruppe (zwei weibliche und
funf mannliche Tiere) und 25 + 3,4 kg in der Kontrollgruppe (funf weibliche und funf mannliche Tiere) zum Zeitpunkt der
Operation (Stunde -72). Die Tiere stammten einheitlich von einem der Universitat zuliefernden Schweineziichter aus der
Umgebung Freiburgs.

3.2.2 Versuchsumgebung

Die Stallung befand sich in der Chirurgischen Forschung der Chirurgischen Universitatsklinik der
Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg. Der Raum (1,80 m x 3,10 m) war mit einem Spaltenboden ausgestattet und
klimatisiert (Raumtemperatur etwa 20°C, relative Luftfeuchtigkeit um 65 %). Uber eine Zeitschaltuhr wurde eine kiinstliche
Beleuchtung im Zwolf-Stundenrhythmus eingehalten. Fir die Dauer der Versuchsphase wurde eine zusatzliche
Warmequelle (Infrarotlampe) installiert.

3.2.3 Versuchsprotokoll

Die Randomisierung der einzelnen Tiere zu einer der beiden Gruppen (Kontrollgruppe oder rhG-CSF-Therapiegruppe)
wurde vor Versuchsbeginn durchgefuhrt. Die Tiere gingen nacheinander in den Versuch.

Alle Tiere wurden, wie unten néher beschrieben, zur Stunde -72 invasiv instrumentiert. Ausgangswerte fur alle Parameter
wurden 1 Stunde vor Versuchsbeginn erhoben, um einen Einflu3 der P. aeruginosa-Infusion auf die Basalwerte
auszuschlie3en.

Zu folgenden Zeitpunkten im Versuchsablauf wurden die Parameter erhoben: Stunde 1, 1.5, 2, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60,
72,78, 84, 90, 96, 102, 108, 114, 120.

Zu allen diesen Melzeitpunkten (aulRer Stunde 1,5) wurden die klinischen, hdmodynamischen und blutgasanalytischen
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Parameter erhoben. Hamatologische Bestimmungen wurden zu den Stunden 1, 2, 6, 12 und danach alle 24 Stunden
durchgefihrt; die Bestimmungen des klinisch-chemischen Labors alle 24 Stunden. Proben zur Bestimmung von Tumor
Nekrose Faktor-a wurden zu jeder Messung, Proben zur Erfassung von Interleukin-1 Rezeptorantagonist,
Prokollagen-Ill-Peptid, Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor sowie Endotoxin zu jeder Messung mit Ausnahme der
Stunde 1,5 abgenommen. Zur Kontrolle der Sepsis wurden alle 24 Stunden Blutkulturen angelegt.

Die Versuchsdauer wurde mit 120 Stunden angesetzt. Nach der letzten Messung wurden die Tiere mit Thiopental-Natrium
(Trapanal 2,5g, Byk Gulden, Konstanz) intravents anéasthesiert und anschlie3end durch eine intravenose Injektion von
20 ml einer 7,45 % Kaliumchloridlésung (Kaliumchlorid 7,45 %, B. Braun, Melsungen) euthanasiert.

___Stunde -72: operative Katheterimplantation
___Std. —1: Erhebung der Basalwerte
___Std. 0: Beginn der Keiminfusion
___Std. 1 Untersuchungszeitpunkte
Std. 1,5

Std. 2

Std. 3

Std. 6

Std. 12

Std. 24

Std. 36

Std. 48

Std. 60

Std. 72

Std. 78

Std. 84

Std. 90

Std. 96

Std. 102

Std. 108

Std. 114

Std. 120

3.2.4 Vorbereitungsphase

Acht Tage vor der Operation wurden die Tiere direkt vom Ziichter in den Klinikbereich eingestallt. Sie standen ab dann
unter standiger Aufsicht und wurden einer Untersuchung auf den Gesundheitszustand unterzogen. In dieser
praoperativen Phase wurden die Tiere an den direkten Kontakt zum Menschen und an die Hangematte gewohnt. Die
Tiere erhielten ein spezielles, rohfaserreiches Futter fur Versuchstiere (Rohfaserreiche Diat fir Miniaturschweine,
Altromin, Lage). 24 Stunden vor der Operation wurde das Futter abgesetzt und die Tiere erhielten nur noch Wasser ad
libitum.
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3.2.5 Versuchsvorbereitung: Operative Instrumentierung
3.2.5.1 Anéasthesie

Die Schweine erhielten zur Sedation im Stall 0,2 mg/kg Kérpergewicht Flunitrazepam (RohypnolO , Roche,
Grenzach-Wyhlen) und 7 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketanest , Parke-Davis, Berlin) intramuskular
(Glutdalmuskulatur). Nach Eintritt der vollstandigen Sedation (Seitenlage) wurde eine Ohrvene mit einer Verweilkantle
(18 G Vasofix Braundle, B. Braun, Melsungen) punktiert. Die Narkose wurde mit Propofol (DisoprivanO 1 %, Zeneca,
Plankstadt) eingeleitet, wahrenddessen eine Praoxygenierung mit 100 % Sauerstoff pernasal stattfand. Mit Erreichen des
Toleranzstadiums wurden die Tiere unter laryngoskopischer Kontrolle orotracheal intubiert (Endotrachealtubus mit
Niederdruckcuff, Hi-Contourl] , Mallinckrodt Medical, Irland, Innendurchmesser 5,5 bis 7 mm, tiergrél3enabhangig) und
der Cuff geblockt. Nach auskultatorischer Lagekontrolle (beidseitige Ventilation der Lunge) wurde der Tubus am
Oberkiefer mit Klebestreifen fixiert. Die Muskelrelaxation wurde mit 0,2 mg/kg Korpergewicht Vecuroniumbromid
(Norcuronld , Organon-Teknika, Eppelheim) eingeleitet. Eine Magensonde mit aufgesetztem Sekretauffangbeutel wurde
oro-oesophageal gelegt. Der Operationsbereich am ventralen Hals wurde rasiert.

Nach Abschlul? dieser Vorbereitungen wurde das Tier in den Operationssaal gefahren und an das Beatmungsgerat
angeschlossen. Uber diesen Ventilator (Sulla 800V, Dragerwerke AG, Lilbeck) wurde das Tier kontrolliert mit einem
konstanten Atemminutenvolumen von 200 ml/kg Kérpergewicht/min und einer Atemfrequenz von 12/min als
intermittierende positive Druckventilation (IPPV) beatmet. Der inspiratorische Frischgasflow bestand aus 40 % Sauerstoff
und 60 % Lachgas N,O. Die in- und exspiratorische O,-Konzentration, sowie die exspiratorische CO,-Konzentration
wurden mit einem Kapnometer (Capnomac, DATEX Instrumentarium Corp., Helsinki, FIN) kontrolliert und die Beatmung
eventuellen Abweichungen des exspiratorischen pCO, von 36-40 mmHg individuell angepal3t.

Die Tiere erhielten eine kombinierte Inhalations-Injektionsanasthesie mit 60 % N,O im Inspirationsflow und 1,12 mg/kg/h

Flunitrazepam, 7 mg/kg/h Propofol, 0,015 mg/kg/h Fentanyl (Fentanyld , Janssen, Neuss), 0,4 mg/kg/h
Vecuroniumbromid intravends mit Hilfe von Perfusorpumpen (Perfusomat F, B. Braun, Melsungen) Uber eine Hahnbank
(Discofixd -Hahnbank, B. Braun). Die Dosierung von Fentanyl wurde im Verlauf der Operation an den Analgesiezustand
adaptiert.

Zur Flussigkeitssubstitution wurde an die Hahnbank eine Elektrolyt-Glucose-Loésung (Tutofusin(] OPG, Kabi Pharmacia,
Erlangen) tber eine Infusionspumpe (Infusomatl] secura, B. Braun, Melsungen) angeschlossen (FluRRgeschwindigkeit 10
mi/kg Korpergewicht/h).

Das operationsbegleitende Monitoring bestand aus einem Kapnometer (Capnomac, DATEX Instrumentarium Corp.,
Helsinki, FIN) zur Bestimmung der in- und exspiratorischen Gaskonzentrationen (O,, CO,, N,O). Der Gasprobenschlauch

wurde am Tubuskonnektor angeschlossen. Ein Pulsoxymeter diente der Kontrolle der Blutoxygenierung (SaO,) und der
Pulsfrequenz, der Sensor wurde am Schwanzansatz angebracht. Die Elektroden eines Elektrokardiographen

(gemeinsamer Monitor mit Pulsoxymeter: Satelite Plus, DATEX Instrumentarium Corp.) wurden in der Ableitung Il nach
Einthoven an den Tieren angebracht.

Gegen Ende der Operation wurden die Anéasthetika abgestellt und zunachst mit
100 % O, im Frischgasflow weiter beatmet. Nach circa 5 Minuten wurde der Frischgasflow auf O,/Raumluft (60:40)

umgestellt und die Tiere langsam von der kontrollierten Beatmung entwdhnt. Bei Einsetzen der Spontanatmung und
Sicherstellung der Schutzreflexe wurde die Magensonde und anschliel3end der Endotrachealtubus entfernt.

3.2.5.2 Katheterimplantation

Die Tiere wurden auf dem Operationstisch in Rickenlage mit leicht Giberstrecktem Hals fixiert. Der Operationsbereich am
geschorenen ventralen Hals wurde aseptisch vorbereitet (Betaisodonall -Lésung, Mundipharma, Limburg) und die Tiere
mit sterilen Operationstiichern abgedeckt.

Der Zugang erfolgte auf der linken Halsseite mit einem circa 10 cm langen paramedianen Hautschnitt auf halber Hohe
zwischen Manubrium sterni und der Mandibula. Blutstillung erfolgte mit einem Hochfrequenz-Elektro-Chirurgie-Geréat
(System 200, Martin, Tuttlingen). Das weitere Praparieren geschah atraumatisch durch Beiseitelegen beziehungsweise
stumpfes Langsspalten der oberflachlichen Haut- und Halsmuskulatur. Die Vena jugularis externa, die Vena jugularis
interna sowie die Arteria carotis communis wurden auf eine Lange von 3 cm stumpf freiprapariert und mit jeweils einem
Gefalzugel (Ligaloops , Braun-Dexon, Spangenberg) proximal und distal fixiert.
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Vor der jeweiligen Katheterimplantation wurden um das entsprechende Gefal3 Ligaturen (Novafildd 2/0, Braun-Dexon)
vorgelegt. Die Implantation der Polyurethankatheter (Cavafix( , B. Braun, Melsungen) in die Vena jugularis interna und in
die Arteria carotis communis geschah nach Punktion der Gefal3e mit einer 16 G Punktionskanule (AbbocathlJ , Abboth,
Wiesbaden) per Seldinger-Technik. Die Katheter wurden 12 cm weit in die Gefa3e eingebracht und mit den vorgelegten
Ligaturen fixiert. In die Vena jugularis externa wurde ebenfalls per Seldinger-Technik ein Schleusensystem
(Einfihrungsbesteck-Set 8,5 Fr, Arrow, Reading, USA) implantiert und am Gefal3 eingebunden. Die Gefal3e wurden distal
zur Vermeidung von postoperativen Blutungen vollstéandig ligiert (Novafild 2/0).

Nach Implantation des arteriellen Katheters und Bestimmung des Basalwertes der aktivierten Gerinnungszeit (ACT)
mittels eines ACTesterd (Trimed, Huntington Beach, USA) wurden 5000 IE Heparin (Liquemin , Roche,
Grenzach-Wyhlen) intravends verabreicht.

Zum Wundverschlul® wurden in der Tiefe Einzelhefte und oberflachlich eine fortlaufende Naht mit resorbierbarem
Nahtmaterial (Dexon( Il 2/0, Braun-Dexon, Spangenberg) angebracht. Die Hautadaption geschah mit Einzelheften,
wahlweise Reverdin-Naht, mit nichtresorbierbarem Material (Dermalond 2/0, Braun-Dexon).

Nach Abschlul? des chirurgischen Vorgehens wurde unter sterilen Kautelen ein 7 Fr Thermodilutionskatheter
(Swan-GanzU Thermodilution Catheter, Baxter, Unterschleil3heim) tber die Gefal3schleuse und unter
Druckmonitor-Kontrolle in die Arteria pulmonalis eingeschwemmt.

Intraoperativ sowie bis 48 Stunden postoperativ im Abstand von 8 Stunden wurde den Tieren zum Schutz vor Infektionen
1 Million IE Benzylpenicillin (Penicillin "Grinenthal" 1 Mega, Griinenthal, Stolberg) intravenés appliziert.

3.2.5.3 Postoperative Versorgung

Die Cavafix( -Katheter und die Ausgénge des Thermodilutionskatheters wurden je mit einem Dreiwegehahn (Discofix(
-3, B. Braun, Melsungen) konnektiert, an welche im Stall Perfusorleitungen (B. Braun) angeschlossen wurden. Der
Infusionszugang des Schleusensystems erhielt ebenfalls einen Dreiwegehahn, tber welchen in der nachfolgenden Phase
die Infusionen liefen.

Der Bereich der Operationswunde wurde mit antiseptischer Salbe (Braunovidon[] , B. Braun) versorgt und mit sterilen
Kompressen (ES Kompressen, Hartmann, Heidenheim) abgedeckt. Die Kompressen und die Katheter wurden mit
selbstklebenden Verband (Fixomulld stretch, Beiersdorf AG, Hamburg) derart am Hals fixiert, daf die Dreiwegehéahne
erst im Nackenbereich frei lagen.

Im Stall wurden die Dreiwegeh&hne mit vorgespulten Perfusorleitungen beziehungsweise mit Heidelberger
Verlangerungen konnektiert, welche an Perfusorpumpen beziehungsweise Infusionssysteme angeschlossen wurden. Der
Katheterzugang der Vena jugularis interna, sowie die beiden Zuleitungen des Thermodilutionskatheters wurden mit
Heparin-Losungen (100 IE Heparin/ml Ringerlésung) mit einer dem aktuellen Gerinnungsstatus angepaldten
Geschwindigkeit durchgesplilt. Der Gerinnungsstatus wurde als ACT (Activated Clotting Time) alle 6 Stunden bestimmt.
Der arterielle Katheter wurde mit 3 ml/h heparinfreier Ringerldsung gespdlt, da hier die Proben zur ACT-Bestimmung
gezogen wurden.

Um den Tieren eine weitgehende Bewegungsfreiheit zu erlauben, aber das Katheter- und Zuleitungssystem vor dem
Zugriff durch das Schwein zu schiitzen, wurde den Tieren ein Brustgeschirr aus elastischen Binden (BMP-ldealbinden S,
10 cm, Beiersdorf AG, Hamburg) angelegt und dieses tber einen langen Gummischlauch an die Decke gespannt. Die
Perfusorleitungen und die Heidelberger Verlangerungen wurde bis in 1 m H6he an den Gummischlauch fixiert und von
dort in den Vorraum geleitet, wo sich der Infusionsturm befand.

3.2.6 Erndhrung
Postoperativ wurde den Tieren wieder Wasser und Futter angeboten.

12 Stunden vor Versuchsbeginn wurde den Schweinen das Futter wieder entzogen. Wasser stand aber weiterhin wie
Uiber die gesamte Versuchsdauer frei zur Verfiigung.

Mit Versuchsbeginn wurde eine parenterale Erndhrung gestartet, bestehend aus Glucose, Aminosauren und Elektrolyten
(Glucose 50, Clintec Salvia, Homburg / Saar; Aminomel 8E salvia, Clintec Salvia; Ringerlésung, Delta-Pharma,
Pfullingen). Der tagliche Bedarf wurde auf das Kdpergewicht bezogen und aus folgenden Formeln berechnet:
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Kohlenhydratbedarf = 2x 97x [kg Korpergewicht]0.655 kcal/Tag
Proteinbedarf = 4 g/kg Kdrpergewicht/Tag
Volumenbedarf = 90 ml/kg Kérpergewicht/Tag
Das Volumen der Spulldsungen wurde mit einberechnet.

Zur Kontrolle einer ausreichenden Versorgung wurde regelmaRig alle 12 Stunden der Blutzuckergehalt sowie alle 24
Stunden der Gesamteiweil3gehalt des Serums bestimmt.

3.2.7 Versuchsphase
3.2.7.1 Aufbereitung des Pseudomonas aeruginosa-Stammes

Zur Studienvorbereitung wurde P. aeruginosa Serotyp 1 angeziichtet. Aus dieser Stammkultur wurden in der log-Phase
Glycerolstocke a 1 ml angelegt und bei
-20°C tiefgefroren.

60 Stunden vor Versuchsbeginn wurde jeweils ein Glycerolstock aufgetaut und eine Blutagarplatte mit der Suspension
beimpft. 12 Stunden spater wurde eine Kolonie in eine Nahrbouillon (Tryptone-Soya-Broth TSB, Oxoid, Basingstroke, GB)
Ubertragen und diese in einem Schiuttelautomat (Certomat U und Certomat H, B. Braun, Melsungen) bei 37°C inkubiert.
Diese erste Stammldsung lieR man etwa 24 Stunden anwachsen. Daraus wurden dann 1 ml in 400 ml frischer
N&hrbouillon Ubertragen, in welcher sich 1 Stunde vor Versuchsbeginn die Bakterien in der log-Phase befanden.

Die folgenden Prozeduren wiederholten sich circa alle 6 Stunden Uber die gesamte Versuchsphase: Zu diesem Zeitpunkt
wurden aus der Bakterienldsung erstens 10 ml in weitere 150 ml frische N&hrbouillon Ubertragen sowie zweitens je 40 ml
der LOsung in zwei 50 ml Zentrifugenrdhrchen (FalconO 50 ml, Greiner, Frickenhausen) pipettiert. Diese Rohrchen
wurden fur 10 Minuten mit 3500 U/min zentrifugiert (Rotixa/RP, Hettich, Tuttlingen), der Uberstand dekantiert, das
Sediment in physiologische NaCl-Losung wieder aufgenommen, erneut bei 3500 U/min 10 Minuten zentrifugiert, nochmal
dekantiert, gelost, ein drittes Mal zentrifugiert und dekantiert. Danach wurde das Sediment in soviel physiologische
NaCl-Lésung aufgenommen, daf3 eine Suspension mit einer optischen Dichte von 0,6 bei 546 nm (bestimmt in einem
Beckman DUO -6 Spectrometer, Beckman Instruments Inc., Irving, USA) entstand. In Vorversuchen wurde bei dieser
Dichte ein Keimgehalt von 3-5 x 108 koloniebildenden Einheiten /ml festgestellt. Entsprechend dem jeweiligen Tiergewicht
in kg wurde aus der Bakteriensuspension die zahlenméaRig gleiche ml-Menge in eine 50 ml Perfusorspritze aufgezogen
und diese bis zur 50 ml-Marke mit NaCl-Losung aufgefillt.

Es fand eine regelmafige Kontrolle der tber die optische Dichte eingestellten Bakteriensuspension auf den Keimgehalt
statt. Dazu wurden Verdinnungsreihen angelegt, auf Colombia-Blutagarplatten (Heipha Diagnostika, Heidelberg)
ausgestrichen und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten nach einer Wachstumsphase von 12 Stunden bestimmt.

3.2.7.2 Sepsisinduktion

Die Spritze wurde in eine Perfusorpumpe eingespannt, welche sich in einem Kuhlschrank (4°C) im Stallvorraum befand.
Uber Perfusorleitungen wurde dieses System mit dem zentralvenésen Zugang des Thermodilutionskatheters verbunden.

Zur Stunde 0 (Versuchsbeginn) wurde der Perfusor mit einer Geschwindigkeit von 8 ml/h gestartet. Die Keimapplikation
bestand somit aus einer Dosierung von

5-8 x 107 KBE/kg Kdrpergewicht/h. Die Keimperfusion wurde kontinuierlich bis zum Versuchsende fortgesetzt. Nur bei
extrem schlechtem klinischem Zustand in den ersten 12 Stunden wurde die Perfusorpumpe fiir maximal 1/2 Stunde
abgestellt. Eine Zwangspause ergab sich bei allen Tieren zur Stunde 3 und danach alle 24 Stunden fiir circa 30 Minuten,
da die Filgrastim-/Placebo-Kurzinfusion tiber denselben Zugang appliziert wurde.

3.2.7.3 Therapie mit rhG-CSF

RhG-CSF (Filgrastim) ist als Neupogen 30 der Firma Hofmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen / Amgen, Minchen im
Handel. Es ist ein gentechnisch hergestellter Wirkstoff aus Escherichia coli-Kolonien (E. coli K12). Der rekombinante
humane Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor zeigte sich in Vorstudien an der Chirurgischen Forschung der
Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg als wirksam im Schwein [Breuer 1994].
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Wir verwendeten Neupogenl] entsprechend der beiliegenden Gebrauchsinformation. Um das Medikament definiert
applizieren zu kénnen, wahlten wir die intraventse Gabe. Die gebrauchsfertige Filgrastim-Losung mit 30 Millionen
Einheiten (300 ug) wurde mit 19 ml 5 %iger Glucose-Lésung (Glucose 5, B. Braun, Melsungen) verdiinnt, so daf3 eine
Endkonzentration von 1,5 Mio. Einheiten (15 pg)/ml entstand. Um Filgrastim nicht tberzudosieren, wahlten wir die
niedrigste angegebene Menge: 0,5 Mio. Einheiten (5 ug) pro kg Kérpergewicht. Aus der applikationsfertigen Losung
wurde die dem Korpergewicht entsprechende Menge in eine Perfusorspritze aufgezogen (zusatzlich weitere 2 ml, um den
Verlust in der Perfusorleitung auszugleichen).

Diese Tagesdosis wurde 3 Stunden nach Versuchsbeginn und danach alle 24 Stunden als Kurzzeitinfusion tiber einen
Zeitraum von 30 Minuten intravenos appliziert. Als Zugang wurde dabei der zentralventse Zugang des
Thermodilutionskatheters gewahlt. Die tUber denselben Zugang laufende Keiminfusion wurde Uber den Zeitraum
abgestellt. Die Kontrolltieren erhielten entsprechend 5 %ige Glucoseldsung.

3.2.7.4 Untersuchung und Probengewinnung

Zur Bestimmung der hdmodynamischen Parameter wurde das Schwein in ein eigens dafur gefertigte Hangevorrichtung
gehoben. Diese bestand aus einer Stahlschienenkonstruktion, in welcher eine gepolsterte Matte austauschbar befestigt
wurde. Das Schwein hing dabei aufrecht mit dem Thorax in der Matte und konnte die Beine frei durch daflr vorgesehene
Locher bewegen. Diese Konstruktion diente dazu, innerhalb eines Tieres und zwischen den verschiedenen Tieren
vergleichbare Voraussetzungen fiir die hamodynamischen Messungen zu schaffen.

Bei allen Proben- und Parameterabnahmen wurde unter aseptischen Kautelen gearbeitet.

Zu jedem Mel3zeitpunkt, ausgenommen die Probengewinnung zur Stunde 1,5 fanden Bestimmungen der klinischen sowie
der hdmodynamischen Parameter statt. Nach der Bestimmung der Atemfrequenz und der Herzfrequenz wurden alle im
folgenden benutzten Dreiwegehahne mit Neo-Kodan-Spray (Schilke&Mayr, Norderstedt) desinfiziert. Die
Druckdom-Druckumwandler-Einheit (physikalische in elektrische Signale) wurden auf die Herzebene justiert und ein
Nullabgleich des Druckmefsystemes durchgefiihrt. Dazu wurde auf Herzebene gegen den atmospharischen Druck
gemessen und dieser als Nullwert gesetzt. Zur Druckmessung wurde ein Druckturm der Firma Hellige mit eingebautem
Monitor verwendet. Uber dieses System wurden nacheinander folgende Parameter bestimmt: mittlerer arterieller Druck
(MAP), mittlerer pulmonalarterieller Druck (MPAP), zentralvendser Mitteldruck (ZVD) sowie der pulmonalarterielle
Verschlu3druck (PCWP, Wedge). Zeigte sich ein Parameter nicht wertekonstant tiber den Mel3zeitraum, wurden mehrere
Werte notiert und das endgultige Ergebnis als Mittelwert zur weiteren Auswertung verwendet. Die Bestimmung des
Herzzeitvolumens (HZV) wurde mit dem Thermodilutionsverfahren, wie von Fegler 1954 beschrieben und 1972 von Ganz
und Swan modifiziert, bestimmt [Fegler 1954, Swan 1972]. Dazu wurden 5 ml eisgekihlte (2 bis 4°C) isotonische
Natriumchloridlésung (schiwall Perfuflac, Schiwa, Glandorf) Giber den Swan-Ganz-Katheter in den rechten Vorhof rasch
injiziert. Da wir am nicht beatmeten Tier arbeiteten, geschah dies nicht atemsynchron. Zur Korrektur eventueller
Abweichungen wurden mindestens drei bis funf Werte gemessen, aus welchen der Mittelwert errechnet und im weiteren
verwendet wurde. Die Integralberechnung zur Ausgabe des konkreten Herzzeitvolumens fand mit einem Cardiac Output
Computer (Sirecustd 404-1, Siemens, Miinchen) statt. Uber den Thermodilutionskatheter wurde auch die innere
Kdrpertemperatur bestimmt.

Nach der Bestimmung der hamodynamischen Parameter wurden die Verbindungen zum Druckmef3turm diskonnektiert.
Vor der Abnahme der Proben wurden 2 ml aus dem Katheter vorgezogen und verworfen, um eine Verunreinigung mit
Infusionslésung zu vermeiden. Die Proben fir die arterielle Blutgasbestimmung sowie die ACT-Bestimmung wurden aus
dem Arteria carotis-Katheter abgenommen. Diese Proben wurden sofort verarbeitet. Zur Bestimmung von pH, pCO,, pO,

sowie von Sa0,, Hkt und Hb wurde eine Geratekombination aus ABL500 und OSM3 Hemoxymeter (beide Radiometer

Medical, Kopenhagen, DK) verwendet, fir die Bestimmung des Gerinnungsstatus das erwahnte ACT-Bestimmungsgerét.
Der Katheter wurde nach der Abnahme mit Ringerlésung gespuilt.

Die folgende Abnahme der vendsen Blutproben geschah aus dem Vena jugularis interna-Katheter. Auch hier, wie zuvor
an dem arteriellen Katheter, wurden 2 ml aus dem Katheter abgezogen. Je nach Zeitpunkt handelte es sich hier um die
Proben zur Bestimmung des kleinen Blutbildes, der Parameter der klinischen Chemie, der Mediatoren und des
Endotoxins sowie die Probe fir die Blutkultur. Die Proben wurden in Monovetten-Systeme (Sarstedt, Nimbrecht)
abgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis zwischengelagert. Die aerobe und anaerobe Blutkulturen wurden
sofort angelegt (FANC BacTAlert, Organon Teknika, Eppelheim). Die Spulung der Katheter fand auch hier gleich nach
der Abnahme mit Ringerldsung statt.

Nach Aufnahme aller zu bestimmenden Parameter wurde das Tier wieder in den Stall gehoben.

Die Probenaufbereitung fand direkt anschlieRend an die Versorgung des Tieres statt. Dazu wurden die Proben zur
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Bestimmung der Mediatoren und des Endotoxins in einer Zentrifuge (Rotixa/RP, Hettich, Tuttlingen) bei 4°C und einer
Geschwindigkeit von 4000 U/min in Plasma und zellulare Bestandteile getrennt. Der plasmatische Uberstand wurde in
ReagiergefalRe (Greiner) bzw. die Endotoxinproben in sterile und pyrogenfreie Cryo-Rohrchen (Nalge Nunc International,
Wiesbaden-Biebrich) pipettiert. Bis zur Laborauswertung wurden diese Proben bei -72°C gelagert.

Die Monovetten zur Bestimmung des kleinen Blutbildes und der klinischen Chemie wurden direkt in die Laboratorien
gebracht.

Die Blutkulturen wurden im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg
ausgewertet.

3.2.7.5 Kalkulierte hdmodynamische Parameter

Der systemisch-vaskulare Widerstand sowie der pulmonalkapillare Widerstand werden aus den gemessenen
hamodynamischen Parametern errechnet und wie das Herzzeitvolumen auf das Kérpergewicht bezogen. Dies dient der
besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da diese Parameter stark von der Tiergré3e und damit dem Korpergewicht
abhangen.

Indexberechnungen:

Herzindex (Cl) = HZV x 1000 / Kérpergewicht [kg]

Schlagvolumenindex (SVI) = CI / HF

Systemischer GefalRwiderstandsindex (SVRI) = (MAP - ZVD) x 80 / ClI
Pulmonaler Gefal3widerstandsindex (PVRI) = (MPAP - PCWP) x 80 / ClI

3.2.7.6 Modifizierung des APACHE Il Klassifizierungssystems

Um den Schweregrad der Sepsis bei unseren Tieren objektiv zu beurteilen, haben wir den APACHE Il Score, wie er von
Knaus et al. 1985 in die intensivmedizinische Diagnostik eingefihrt wurde, angewendet [Knaus 1985]. Nach einer ersten
Berechnung der Punkteverteilung unter direkter Ubernahme des humanen Systems erschien aber die Punktzahl etwas
verzerrt, da einige herangezogene Parameter beim Schwein auch unter physiologischen Verhaltnissen deutlich von den
humanmedizinischen Referenzwerten abweichen. Fir die Anwendung in unserer Studie wurde der APACHE |l Score aus
diesem Grunde leicht modifiziert.

3.2.7.6.1 Anpassung der physiologischen Parameter:

durch Anwendung des urspriinglichen APACHE Il Klassifizierungssystems auf unsere Tiere sind folgende Parameter zur
Stunde 0 mit sehr hohen Werten aufgefallen:

- Kérperinnentemperatur
- Hamatokrit

Um diese Abweichungen zu umgehen und einen weitgehend anwendbaren und vergleichbaren Score zu erhalten, wurden
diese beiden Parameter an physiologische Gegebenheiten des Schweines angepaldt. Als Normalwerte haben wir dazu
Werte aus unserer Klinik verwendet und die Spannbreiten aus dem von Knaus et al. vorgeschlagenem
Klassifikationssystem tibernommen.

Damit ergibt sich folgende Punkterangverteilung:

|Punkte 4 | 3 2 | 1 y 0 1 | 2 y 3 4
|Temperatur <30,8 |3o,8-32,7 32,8-34,7 |34,8-36,7 ’36,8-39,2 39,3-39,7| ’39,8-40,7 > 40,8
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Hamatokrit |<14,0 | 14,0-23,9 24,0-39,9 | 40,0-44,9 | 45,0-54,9 | 255,0 |

Die restlichen 10 Variablen des "acute physiologic score" wurden ohne Anderungen der von Knaus vorgeschlagenen
Klassifizierungen tbernommen.

Der Glasgow Coma Score wurde aufgrund der Schwierigkeiten bei der Erhebung der dazu nétigen Parameter am
Schwein nicht angewendet.

3.2.7.6.2 Altersverteilung

In unserer Studie wurden nur Tiere der Altersklasse 3 Monate verwendet. Dies entspricht durchaus einer Altersverteilung
von < 44 Jahren. Es wurden hier also auch durchgehend O Punkte vergeben.

3.2.7.6.3 Chronische Vorerkrankungen

Zur Bestimmung der Ausgangswerte (Stunde 0) wurde hier eine Punktzahl von 0 verwendet (entspricht gesunder
Probant).

Da unsere Tiere ohne Vorschadigung in die Studie eingingen und keine chronische oder akute Beeintrachtigung des
Immunsystems zu erwarten ist, wurden bei Erhebungen nach dem Infektionszeitpunkt 2 Punkte entsprechend einem
Patienten nach geplantem operativen Eingriff vergeben.

3.2.7.7 Labormethoden

Die Bestimmung von IL-1ra, LNPI sowie Prokollagen-llI-Peptid wurden freundlicherweise von Frau Prof. Jochum,
Abteilung fur Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der Chirurgischen Klinik und Poliklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen tibernommen.

3.2.7.7.1 Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra)

Die Bestimmung des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten im Serum erfolgte mit Hilfe eines quantitativen Enzyme
Immunoassay der Firma R&D Systems, Inc., Wiesbaden-Nordenstadt.

3.2.7.7.2 Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor (LNPI)

Der Proteinaseninhibitor LNPI wurde in einem von Herrn Dr. Teschauer entwickelten Sandwich-ELISA auf seinen Gehalt
im Serum getestet.

3.2.7.7.3 Prokollagen-I1lI-Peptid

Zur Bestimmung von Prokollagen-111-Peptid im Serum diente ein Radioimmun-Test der Firma CIS bio international, Gif-sur
Yvette, Frankreich.

3.2.7.7.4 Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a )

Die Tumor Nekrose Faktor-a Konzentration wurde in einem Sandwich-ELISA der Firma Endogen, Inc., Cambridge, USA
bestimmt. Der Test wurde auf einem vollautomatischen ELISA-Reader (Plato, Fa. Rosys Analysensysteme, Essen)
durchgefihrt

Die Durchfiihrung dieses Testes fand im Labor von Herrn Dr. Nauck, klinisch-chemisches Zentrallabor der
Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg, durch Frau Haas statt.

3.2.7.7.5 Endotoxin

Fur die Endotoxinbestimmung wurde ein Limulus Amoebozyten Lysat-Test (LAL-Test) der Firma Endosafe Inc.
(Charleston, USA) verwendet. Dieser ermdglicht einen quantitativen Nachweis von Endotoxin in Proben.

Diese Bestimmung wurde in unseren eigenen Labors durchgefthrt.
3.2.7.7.6 Kleines Blutbild

Die Konzentration an Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten, sowie der Gehalt an Hamoglobin und der Hamatokrit
wurden in EDTA-Vollblut gemessen.

file:///G|/Sassadat/Diss/wiese/wiesel.htm (26 von 86) [03.07.2000 17:21:47]



Dissertation

3.2.7.7.7 Klinische Chemie

Im Serum wurden der Gehalt an Natrium, Kalium, Calcium, Kreatinin, Harnstoff, Gesamtbilirubin, Glucose, Gesamteiweif3,
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT (ALT)) sowie die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT (AST)) bestimmit.
Diese, wie auch die Blutbildbestimmung wurden im Zentrallabor der Medizinischen Klinik der Albert-Ludwigs-Universitat
Freiburg durchgefuhrt.

3.2.8 Auswertung der Mel3ergebnisse

Die Power des Tests wurde auf 0,8 festgelegt (B -Fehler < 0,2), daraus ergab sich, unter Berticksichtigung der
Uberlebenszeit als den aussagefiahigsten Parameter eine GruppengréRe von 7 Tieren als ausreichend. Um sicher in
dieser GruppengréfRe zu bleiben und um die Statistik zu festigen, wurden je 10 Tiere einer Gruppe zugeordnet. Leider
verstarben in der G-CSF-Gruppe 3 Tiere vor der Einleitung der Therapie (vor der 3. Stunde), bzw. konnten aufgrund
anfanglicher Durchfihrungsprobleme nicht mit in die Auswertung aufgenommen werden.

Um die untbersichtliche Vielzahl an Daten und Werten auf ein Giberschaubares Maf3 zu reduzieren und um die
statistische Auswertung aussagekraftiger zu bewerten, wurden die Uber die Versuchsperiode erfal3ten Parameter aus
allen Mel3- und Abnahmezeitpunkten drei Phasen zugeordnet und nach der Methode der "summary measurements”
durch Berechnung der Flachen unter der Verlaufskurve jeder Untersuchungsphasen aufbereitet [Matthews 1990]. Die
Phasen wurden folgendermal3en zusammengefalit: Phase 1 als Initialphase von Sepsisinduktion ausgehend bis Stunde
12, Phase 2 als Erholungsphase von Stunde 12 bis zur Stunde 60 und die Phase 3 als finale Phase von Stunde 60 bis
Versuchsende. Diese Phaseneinteilung entspricht einer der Klinik angepal3ten Unterteilung in akute Schockphase,
scheinbare Erholung und systemische Verschlechterung. Die Werte dieser Phasen wurden fir jedes einzelne Tier als
Flache unter der Kurve kalkuliert. Als Einzelwerte wurden die Ergebnisse der Ausgangssituation (Basalwert) und
gegebenenfalls Maximalwerte zugelassen, um Vergleiche zu physiologischen Anfangswerten durchfiihren zu kénnen.

Die Datenverarbeitung wurde auf dem Programm Microsoft ExcellJ 5.0 durchgefihrt. In der statistischen Auswertung
wurde das Programm SPSS[J fur Windows[] verwendet. Hier wurden Mittelwerte und Standardabweichungen der
Parameter zu Basalwert, Stunde 2, ggf. Maximalwert, Phase 1, 2 sowie 3 errechnet. Die Unterschiede im Sepsisverlauf
bezogen auf den Ausgangswert wurden innerhalb beider Gruppen mit dem Student-T-Test fur verbundene Stichproben
geprift. Die Gruppen wurden auf die Nullhypothese der Populationsgleichheit mit dem Student-T-Test zu jedem Zeitpunkt
beziehungsweise jeder Phase gepruft.

Um den statistischen Fehler zu verringern, wurde grundsétzlich eine zweiseitige Hypothese aufgestellt und die
Irrtumswabhrscheinlichkeit bei 5 % festgelegt. Es erfolgte eine a -Adjustierung (Bonferoni-Korrektur) fir multiple Tests.

In den aufgefiihrten Grafiken sind die Ergebnisse als Mittelwert mit Darstellung der Standardabweichung aufgezeichnet.

Die Uberlebenszeit wurde in einem Kaplan-Meier-Verfahren geschatzt und die Uberlebenszeitverteilung mit dem
Logranktest verglichen. Die Ergebnisse sind als Survivalfunktion dargestellit.

Zwischen den Plasmawerten des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten und dem Todeszeitpunkt jeden Tieres wurde eine
lineare Regressionsanalyse angewandt. Es wurde der Spearmansche Rang-Korrelationskoeffizient berechnet.

4 Ergebnisse

Im folgenden sind ein Teil unserer Ergebnisse dargestellt. Die hier nicht beschriebenen Parameter werden im Anhang
tabellarisch aufgefihrt.

Sind einzelne Werte im Bezug zum Basalwert der jeweiligen Gruppe nach Bonferoni-Korrektur signifikant (p < 0,05), ist
dies mit einem * gekennzeichnet. Bei hoher Signifikanz (p < 0,01) mit **. Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei
entsprechenden p-Werten mit # bzw. ## gekennzeichnet.

4.1 Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

Folgende klinischen Parameter wurden erhoben:
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Allgemeinbefinden, Kdrperinnentemperatur, Herzfrequenz, Atemfrequenz.

In der Regel ein bis drei Stunden nach der Infektion zeigen die Tiere Vomitus. Erst in der spateren Phase ist auch der
untere Verdauungstrakt betroffen und die Tiere haben zum Teil sehr trockenen Kot mit pseudomembranésen
Auflagerungen, zum Teil sehr diinnen, schleimigen Durchfall. In der Anfangsphase zeigen alle Tiere Dermographie,
vereinzelt spater Akrenverfarbungen. Alle Tiere haben eine Tachypnoe infolge der Infektion (siehe unten), die meisten mit
deutlicher in- und exspiratorischer Dyspnoe bis hin zur Maul- und Schnappatmung. Die Tiere zeigen sich in den ersten
Stunden durchgehend apathisch bis somnolent, bei extrem schlechten Zustand auch mit tonisch-klonischen Krampfen
und Ruderbewegungen.

Zwei Kontrolltiere versterben in der initialen Sepsisphase (0 - 12 Stunden) an einem massiven Lungenddem mit
schaumig-blutigem Nasenausflu und inspiratorischer Dyspnoe nach 8, 9 Stunden. Ein Tier der G-CSF-Gruppe stirbt
nach 22 Stunden zu einem friihen Zeitpunkt der Phase 2. In der letzten Phase kommt es zur allgemeinen
Verschlechterung des Zustandes, infolgedessen ein Kontrolltier nach 66 Stunden an Lungenddem und tonisch-klonischen
Krampfen verstirbt. An neurologischen Ausféallen und einem progressiven Lungenversagen verstirbt ein weiteres Tier nach
97 Stunden und ein drittes Schwein nach 109 Stunden (Euthanasie). Unter G-CSF-Therapie mul in der dritten Phase nur
ein Tier nach einer deutlichen Verschlechterung der Sauerstoffsattigung des arteriellen Blutes euthanasiert werden
(Stunde 102).

Grafik 4.1: Survival-Grafik, die kumulative Uberlebensverteilung (Kaplan-Meier) in einer linearen Skalierung. Dargestellt
sind in durchgezogener Linie die G-CSF-Therapie-Gruppe, gestrichelt die Kontrollgruppe.
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Kaplan-Meier ergab eine mittlere Uberlebenszeit von 89 Stunden in der Kontrollgruppe und 103 Stunden in der
G-CSF-Gruppe. Ein Vergleich der Uberlebenszeitverteilung im Logrank-Verfahren zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen (p = 0,38). Die Mortalitat in der Kontrollgruppe betrug 50 % im Vergleich zu 29 % in der
G-CSF-Gruppe.

4.1.1 Korperinnentemperatur

Die Korpertemperatur steigt innerhalb von 2 Stunden auf Werte bis Giber 40,5°C. Die héchste Temperatur wird in der
Regel zur 6. Stunde post infectionem mit Werten zwischen 41,1 und 42,2°C erreicht. Zwei Kontrolltiere zeigen keinen
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Anstieg der Koérpertemperatur, diese versterben noch in der Initialphase nach 8 bzw. 9 Stunden. Bei zwei weiteren
Kontrolltieren steigt die Temperatur nur moderat auf Werte von 39,6 bzw. 40.0°C zur Stunde 6 an.

Uber die Zeitabschnitte gesehen halt sich die Kérpertemperatur nahezu konstant bei Mittelwerten von 40,3 bis 41,1°C.
Diese Werte sind hochsignifikant erhéht gegentiber den Ausgangswerten (in beiden Gruppen 38,6 + 0,3°C).

450 - Grafik 4.1.1: Karperinnentermperatur
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4.1.2. Herzfrequenz

Ausgehend von einem Basalwert von 88 + 19 (Kontrolltiere) bzw. 77 + 16 (G-CSF) Schlagen pro Minute steigt die
Herzfrequenz nach Infektion kontinuierlich bis zum Ende des Versuches an. Die Anderungen verlaufen in beiden Gruppen
gleichsinnig und in der dritten Phase werden Mittelwerte von 129 + 16 (Kontrolle) und 136 = 10 (G-CSF) erreicht.
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- Grafik 4.1.2: Pulsfrequenz
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4.1.3 Atemfrequenz

Der Ausgangswert der Atemfrequenz liegt bei 30 £ 9 in der Kontrollgruppe und bei 26 + 11 Atemzige pro Minute in der
G-CSF-Gruppe. Die Atmung steigt initial schnell an und erreicht schon nach 2 Stunden ein Plateau. Dieses liegt Uber die
gesamte Versuchsdauer etwa bei 53 /min mit erheblichen individuellen Schwankungen. Die G-CSF-Gruppe zeigt in der
letzten Phase noch einen Anstieg der Atemfrequenz auf 66 + 28 /min. Tendenziell liegen die Respirationsfrequenzen in
beiden Gruppen nach Sepsisinduktion im selben Plateaubereich. Unterschiede in den p-Werten und damit den
Signifikanzen beruhen auf den individuellen Abweichungen und den Gruppengrof3en.
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Grafik 4.1.3: Aternfrequenz
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4.2 Ergebnisse der Druckmessungen

Bei den Ergebnissen der Druck- und der Hdmodynamikmessungen ist zusatzlich zu den Basalwerten und den Werten der
Phasen 1 bis 3 noch der Wert der starksten Kreislaufbeeintrachtigung einheitlich zur Stunde 2 dargestellt.

4.2.1 Arterieller Druck

Der arterielle Druck, dargestellt als der arterielle Mitteldruck, hat einen Basalwert von 108 £ 15 mmHg (Kontrolle) und 106
+ 13 mmHg (G-CSF). Der Maximalwert des MAP wird zur Stunde 2 mit Werten von 115 + 15 mmHg in der Kontrollgruppe
und 122 + 18 mmHg in der G-CSF-Gruppe erreicht. Im Verlauf des Krankheitsgeschehens sinkt der MAP unter den
Ausgangswert ab. Die Werte der Phasen 2 und 3 unterscheiden sich dabei nicht wesentlich. Die G-CSF-Gruppe zeigt zur
Phase 2 einen niedrigeren Wert als in der Phase 3 (87 = 12 zu 92 + 14 mmHg). Die Kontrollgruppe bleibt bei 97 mmHg
mit tendenziellem Abfall zum Ende der Versuchsperiode.
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Grafik 4.2 1 mittlerar arterieller Druck
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4.2.2 Pulmonalarterieller Druck

Die Ausgangswerte liegen einheitlich bei 13 mmHg (Standardabweichung Kontrolle 3 mmHg, G-CSF-Gruppe 2 mmHg).
Der mittlere pulmonalarteriellen Druck (MPAP) steigt initial sehr rasch auf den Peak zur Stunde 2 an. Die gemessenen
Werte liegen hier bei 34 + 8 mmHg in der Kontrollgruppe und 34 + 5 mmHg in der G-CSF-Gruppe, das 2,5fache des
Ausgangswertes. Der Mittelwert Gber die gesamte Phase 1 (bis zu 12. Stunde) liegt durch die niedrigen Werte zu Anfang
und durch den Abfall nach Erreichen des Hochstwertes bei 27 + 8 mmHg (Kontrolle) und 23 + 3 mmHg (G-CSF). Die
Erholung vom initialen Druckanstieg in der Lunge schreitet tber die nachsten Tage (bis zur Stunde 60) fort, so daf’ der
Mittelwert der Phase 2 sich bei 21 + 4 mmHg (Kontrolle) und 18 + 3 mmHg (G-CSF) einpendelt. Zum Ende des
Versuchsablaufes steigt der arterielle Druck in der Lunge wieder deutlich an und erreicht einen Wert von 25 + 3 mmHg in
der Kontrollgruppe und in der G-CSF-Gruppe 30 £ 6 mmHg.
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Grafik 4.2.2: mitflerer pulrmonalarterieller Druck,
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4.2.3 Pulmonalkapillarer Verschluf3druck

Der Pulmonalarterienverschludruck, auch als Wedge-Druck bezeichnet (PCWP) gilt als MaR fiir den Druck in den
Lungenkapillaren und unter physiologischen Bedingungen reflektiert er den linksventrikularen und -atrialen (diastolisch)
Druck. Sein Ausgangswert liegt in unserer Serie bei 3 mmHg mit Standardabweichungen von 2,3 bzw. 2,7 mmHg in der
Kontroll- und G-CSF-Gruppe. Der Maximalwert liegt auch hier mit 6 = 2,7 mmHg (Kontrolle) und 5 + 2,1 mmHg (G-CSF)
bei 2 Stunden nach Infektionsbeginn. Der Rickgang von diesem Peak halt Giber die Phase 1 und 2 an, wobei hier in der
zweiten Phase der Ausgangswert in beiden Gruppen unterschritten wird. In der letzten Phase liegen die gemessenen
Verschluf3driicke wieder im Bereich der Basalwerte.
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Grafiik 4.2.3; pulmonalkapillarer YerschluBdruck
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4.3 Ergebnisse der hAmodynamischen Kalkulationen

4.3.1 Herzindex

Um herzgréRenabhangige Schwankungen zu bereinigen, wurde das Herzzeitvolumen auf das Kérpergewicht korrigiert.
Die Ausgangswerte fiir den Herzindex (CI) liegen bei 115 + 19 I/min/kg in der Kontrollgruppe und bei 110 + 30 I/min/kg in
der G-CSF-Gruppe. Entsprechend dem Herzzeitvolumen steigen die Werte erst in der zweiten Phase an und erreichen in
der letzten Phase Werte von 215 + 31 I/min/kg bei den Kontrolltieren und 224 + 46 I/min/kg bei den G-CSF-Tieren.
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Grafik 4.3.1: Herzindex
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4.3.2 Schlagvolumenindex

Um auch hier tiergrof3enbedingte Fehler zu vermeiden, wurde das Schlagvolumen nur als kérpergewichtsbezogener
Index berechnet. Der Schlagvolumenindex (SVI) fallt initial rasch von seinen Ausgangswerten (1,4 £ 0,3 ml/Herzschlag/kg
in der Kontrollgruppe bzw. 1,5 + 0,4 ml/Herzschlag/kg (G-CSF-Gruppe)) auf ca. 73 % des Ausgangswertes ab. Dieser
Mittelwert von 1,1 ml/Herzschlag/kg hélt Uber die gesamte erste Phase an. In der zweiten Phase Ubersteigt der
Schlagvolumenindex mit 1,5 + 0,2 ml/Herzschlag/kg in der Kontrollgruppe und 1,5 + 0,4 ml/Herzschlag/kg in der
G-CSF-Gruppe den Basalwert und erreicht in der Phase 3 einen Héchstwert von 1,7 + 0,1 ml/Herzschlag/kg bei den
Kontrolltieren und 1,7 + 0,4 ml/Herzschlag/kg bei den G-CSF-Tieren.
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Grafik 4.3.2: Schlagvolumenindesx

]
=
i

on
L,
A=

[

an}

o

ot}
L
=

E

Basalwert ot 2 Fhase 1 Fhasze 2 Fhase 3

B Kontrolle O G-CSF

4.3.3 Peripherer Gefallwiderstandsindex

Der systemische Widerstandsindex (SVRI) steigt initial deutlich an und erreicht ausgehend von 76 + 16 dyn/sec/cm>/kg
(Kontrolle) bzw. 81 + 26 dyn/sec/cm®/kg (G-CSF-Gruppe) einen Hochstwert zur Stunde 2 von 94 + 39 dyn/sec/cmd/kg in
der Kontrollgruppe und 103 * 43 dyn/sec/cm®/kg in der G-CSF-Gruppe. Danach sinkt der GefaRwiderstand rasch wieder
ab, so dafd er in der Phase 1 im Bereich des Ausgangswertes bleibt und in den Phasen 2 und 3 bis unter die Halfte dieses
Wertes abfallt. Die Unterschiede zum Ausgangswert sind in den letzten Phasen so deutlich, daf3 die Werte eine
Signifikanz (G-CSF in der Phase 3) bzw. eine hohe Signifikanz der Kontrollgruppe in der zweiten und dritten Phase
erreichen.
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Grafik 4.3.3: peripherer GefaBwiderstandsindex
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4.3.4 Pulmonalvaskularer Widerstandsindex

Die Bezugswerte des Lungenwiderstandsindex (PVRI) liegen einheitlich bei
7 dyn/sec/cm®/kg (Standardabweichungen 1,4 dyn/sec/cm>S/kg in der Kontrollgruppe und 1,8 dyn/sec/cm>/kg in der
G-CSF-Gruppe). Auch hier liegt der Maximalwert bei der zweiten Stunde post infectionem (26 + 17,5 dyn/sec/cm®/kg in

der Kontrollgruppe und 24 + 10,1 dyn/sec/cm>/kg bei den G-CSF-Tieren). Der Abfall nach diesem initialen Peak ist

ebenso rasch wie beim systemischen Widerstand, und erreicht das Niveau der Ausgangswerte in den letzten beiden
Phasen.
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Grafik 4.3.4.7: pulmonalvaskularer Widerstandsindex
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Um die maximale Lungenbeeintrachtigung in der initialen Phase zu verdeutlichen, wurden im folgenden Diagramm die
absoluten Maximalwerte des pulmonalen Widerstandes der einzelnen Tiere aus den ersten 12 Stunden aufaddiert und
neben den Ausgangswerten dargestellt. Die Maximalwerte liegen meist zum Zeitpunkt der 3-Stunden-Messung. In beiden
Gruppen ist der Unterschied zum Ausgangswert hochsignifikant. Trotz deutlich hdherem Maximalwert bleibt der
pulmonale Widerstandsindex der G-CSF-Gruppe Uber der Signifikanzgrenze (p > 0,05) gegeniiber dem Maximalwert der
Kontrollgruppe.
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Grafik 4.3.4.2: pulmonalvaskularer Widerstandsindex
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4.4 Ergebnisse der Blutbildbestimmungen

4.4.1 Leukozyten

Von nicht signifikant unterschiedlichen Basalwerten ausgehend (15,7 + 3,2 x 109/l bei den Kontrolltieren und 13,0 + 3,0 x
109/1'in der G-CSF-Gruppe) zeigt sich in der Kontrollgruppe eine deutliche Leukopenie in der ersten initialen Phase. Der
Leukozytensturz in der G-CSF-Gruppe ist aufgrund des niedrigeren Ausgangswertes nicht signifikant. Die Kontrollgruppe
bleibt auf diesem niedrigen Niveau von 10 bis 11 x 109 Leukozyten/I. Die G-CSF-Gruppe erholt sich unter der Therapie
von dem Leukozytensturz in der zweiten Phase und Ubersteigt in der dritten Phase deutlich den Ausgangswert (18,3 + 4,6
x 109/1, p = 0,001). Die Unterschiede zwischen den Gruppen ist in dieser letzten Phase signifikant (p = 0,007).
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Grafik 4.4.1.1:Leukozyten, Fhasenverlauf
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In der folgenden Darstellung sind zur Verdeutlichung des Verlaufes die Kurven der Leukozyten der beiden Gruppen in der
Sepsis aufgezeichnet. Wie zu erkennen, zeigen beide Gruppen den initialen Leukozytensturz, welcher von der 6. zur 12.
Stunde besonders stark ausgepragt ist. Die Minimalwerte (12 Stunden-Wert) liegen bei 8,6 + 6,0 x 109/ in der
Kontrollgruppe und bei 8,3 + 4,0 x 109/l in der G-CSF-Gruppe. Zur 120. Stunde post infectionem haben die Kontrolltiere
eine Leukozytenzahl von 13,5 + 5,0 x 109/I und die G-CSF-Tiere von 23,6 + 11,7 x 109/1.

Grafik 4.4.1 2: Leukozyten, Sepsisyerlauf
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4.4.2 Thrombozyten

Die zirkulierenden Thrombozyten fallen von ihrem Ausgangswerten von

216 + 100 x 109/ der Kontrollgruppe und 192 + 94 x 109/ der G-CSF-Gruppe schon in der initialen Phase ab und
erreichen in den beiden folgenden Phasen Werte um

50 x 109/1.

Grafik 4.4.2: Thrombozyten
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4.4.3 Erythrozyten

Die roten Blutkdrperchen fallen erst in der zweiten Phase von ihren Ausgangswerten ab. In der dritten Phase liegen die

Zahlen bei 4,0 + 0,7 x 1012/l in der Kontrollgruppe und 3,7 + 0,7 x 1012/l in der G-CSF-Gruppe und damit hochsignifikant
unter den Anfangswerten.
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Grafik 4.4 .3: Engthrozyten
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4.4.4 Hamatokrit

Der Hamatokrit fallt kontinuierlich nach einem kurzen Anstieg innerhalb der ersten Stunden ab. Die Ausgangswerte liegen
in einem Bereich von etwa 30 bis 35 %, wahrend die finalen Werte auf etwa 20 % absinken.

4.4.5 Hamoglobingehalt

Identisch mit den Erythrozyten und dem Hamatokrit verlauft auch der Hamoglobinspiegel im arteriellen Blut. Er fallt
innerhalb der Versuchsphase von 10,7 = 0,6 g/dl (Kontrolle) bzw. 10,3 £ 1,4 g/dl (G-CSF-Gruppe) auf Werte von 6,5 + 0,9
g/dl bzw.

6,6 £ 1,7 g/dl ab. Wie auch in den beiden anderen Parametern des roten Blutbildes liegen die Werte der dritten Phase
hochsignifikant unter den Basalwerten.

Grafik 4.4.4: arterieller Hamatokrit Grafik 4.4.5: arterigller Hamoglobingshalt
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4.5 Ausgewahlte Ergebnisse der arteriellen Blutgasbestimmungen

4 5.1 Kohlendioxid-Partialdruck

Der Kohlendioxid-Partialdruck (pCO,) liegt vor Versuchsbeginn in der Kontrollgruppe bei 40,3 + 2,7 mmHg und in der

G-CSF-Gruppe bei 38,3 £ 2,7 mmHg. Die Werte stabilisieren sich nach einem initialen Abfall auf 35,4 + 4,9 mmHg
(Kontrolle) und 32,9 £ 0,9 mmHg (G-CSF) bei Partialdruck-Werten um 35 mmHg.

Grafik 4 5.1 arterieller Kohlendioxid-Partialdruck
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4.5.2 Sauerstoff-Partialdruck

Der basale Wert des Sauerstoff-Partialdrucks (pO,) liegt bei 84,0 + 7,5 mmHg in der Kontrollgruppe und bei 87,3 £ 10,5

mmHg in der G-CSF-Therapiegruppe. Der starkste Abfall im Bezug zu den Ausgangswerten besteht Gber die Phase 1.
Hier liegen die gemessenen Werte bei 68,3 £ 9,2 mmHg (Kontrolle) bzw. 66,6 £ 6,1 mmHg (G-CSF-Gruppe). Der pO,

erholt sich von dieser initialen Insuffizienz geringfugig Gber die folgenden Phasen in beiden Gruppen.
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Grafik 4 5.2 arterieller Sauerstoff-Farialdrick
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4.6 Ermittelter modifizierter APACHE Il Score

Der APACHE Il Score weist zu Zeitpunkt ohne Infektion keinen Nullwert auf, sondern liegt in der Kontrollgruppe bei 4 + 2
Punkten und in der G-CSF-Therapiegruppe bei 3 £ 2 Punkten. Nach Versuchsbeginn steigt der Score-Wert deutlich an. Er
hélt sich Gber alle drei Phasen im Bereich von etwa 12 bis 15 Punkten. Maximal werden bei einzelnen Tieren bis 27
Punkten in der finalen Phase vergeben.
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Grafik 4 6: APACHE [l Score
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4.7 Laborbestimmungen

4.7.1 Endotoxin

In beiden Gruppen ist zu Beginn des Versuches kein Endotoxin im Serum nachweisbar. In der ersten Phase steigt die
Konzentration an (126 + 155,0 EU/ml in der Kontrolle, 79 + 98,6 EU/ml in der G-CSF-Gruppe), erreicht innerhalb der
zweiten Phase den Maximalwert (gemessen zur Stunde 24 oder 48, s. S. *) und fallt danach rasch wieder ab. Die

Endotoxin-Plasmagehalte der Phase 2 sind in beiden Gruppen hochsignifikant erhdht gegenuber den Ausgangswerten. In
der letzten Phase liegen die Werte im Bereich der Initialphasenwerte.
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Grafik 4.7.1.1: Endotoxin
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Im folgenden Schaubild sind die Endotoxin-Maximalwerte der beiden Gruppen aufgetragen. Ermittelt wurden sie aus den
Stunden 0 bis 120. Die absoluten Maximalwerte der einzelnen Tiere liegen in unserem Mel3- und Bestimmungsregime zu
den Stunden 24 oder 48 und sind gegentuber den Ausgangswerten der jeweiligen Gruppen hochsignifikant. Zwischen den
Gruppen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

Grafik 4.7.1 .2 Endotoxin Maximalkyerte
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4.7.2 Ergebnisse der Mediatorenbestimmungen
4.7.2.1 Tumor Nekrose Faktor-a

Im gesunden Tier (Basalwert) waren nur sehr geringe TNF-a -Konzentrationen von 2,0 + 2,47 pg/ml in der Kontrollgruppe
und 1,6 £ 2,81 pg/ml in der G-CSF-Gruppe nachzuweisen. Hier sind, zum Vergleich mit den 2 Stunden-Werten der Druck-
und Hamodynamikbestimmungen die Werte zur Stunde 2 dargestellt. In der Kontrollgruppe liegen sie bei 222,4 + 172,61
pg/ml und in der G-CSF-Gruppe bei 197,2 + 67,74 pg/ml. Nach diesem initialen TNF-Peak fallt der Plasma-Gehalt rasch
wieder ab, so dal3 er im Schnitt Gber die ersten 2 Stunden 56,3 + 64,86 pg/ml in der Kontrollgruppe und 58,7 + 40,53
pg/ml in der G-CSF-Gruppe erreicht. Uber die folgenden Stunden und Tage fallt der Level weiter ab.

Grafik 4.7.2.1.1: Tumor Mekrose Faktor
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Im folgenden Schaubild sind die TNF-a -Maximalwerte der Stunden 1,5 und 2 noch einmal dargestellt. In der dritten
Kategorie sind die absoluten Maximalwerte unabhangig vom Zeitpunkt aufgetragen. Die Unterschiede zwischen den
Gruppen sind auch hier nicht signifikant. Gegentiber dem Ausgangswert zur Stunde 0 sind alle Werte mit Ausnahme der
Stunde 1,5 der G-CSF-Gruppe hochsignifikant angestiegen.
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Grafik 4.7.2.1.2: Tumor Nekrose Faktor Maxinmalwerte
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Die folgende Darstellung zeigt die freigesetzte TNF-a -Gesamtmenge Uber die ersten drei Stunden sowie Uber die
folgende Beobachtungszeit (120 Stunden). Die p-Werte fur die Unterschiede zwischen den Gruppen liegen im T-Test bei
0,89 (Summe Stunde 0-3) bzw. 0,49 (Summe Stunde 3-120), somit besteht kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen Kontroll- und G-CSF-Gruppe.

Grafik 4.7 2.1.3 Tumor Nekrose Faktor aufsurmmiert
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4.7.2.2 Interleukin-1 Rezeptorantagonist

Der Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra) hat Basalwerte in den Tieren von

402 + 359 pg/ml (Kontrolle) bzw. 257 + 319 pg/ml Plasma in der G-CSF-Gruppe. Nach sechs Stunden erreicht er
Hochstwerte im Plasma von 3924 + 3827 pg/ml in der Kontrollgruppe und 2614 + 973 pg/ml in der G-CSF-Gruppe. Uber
die 12. Stunde hinaus fallt der IL-1ra-Gehalt wieder deutlich ab, liegt aber dennoch weiter bei etwa dem 1,5 bis 2fachen
des Ausgangswertes.

Grafik 4.7.2 .2 Interleukin 1 Rezeptorantagonist
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Auch hier folgt eine Darstellung der absoluten Maximalwerte. Aufgrund erheblicher Streuungen insbesondere in der
Kontrollgruppe zeigen sich hier keine statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen. Im Vergleich zum Ausgangswert
(402 = 359 pg/ml (Kontrolle) bzw. 257 + 319 pg/ml in der G-CSF-Gruppe) sind nur die Werte zur Stunde 6 in der
G-CSF-Gruppe signifikant erhéht, wahrend in der Kontrollgruppe nur die zusammengefal3ten Werte signifikant vom
Basalwert abweichen.
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Unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit zeigt sich, daf} Tiere, welche frih versterben (innerhalb der ersten 66
Stunden: 4 Tiere) eine IL-1ra-Konzentration zur Stunde 6 von 8664 + 2403 pg/ml aufweisen. Wohingegen Tiere, welche
bis in die letzten Stunden Uberleben (13 Tiere), einen 6 Stunden-Durchschnittswert von 2124 + 878 pg/ml haben. Der
Gehalt des IL-1ra zur Stunde 6 korreliert mit der Uberlebenszeit

(r=-0,62; p < 0,05).

Grafik 4.7.2.2 .3 Interleukin 1 Rezeptorantagonist
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4.7.2.3 Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor

Der Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor (LNPI) hat in beiden Gruppen einen Basalwert von 95 ng/ml. Er steigt in der
Kontrollgruppe starker an als in der G-CSF-Therapiegruppe (Kontrolle: Stunde 12 (Maximum) 285 + 127 ng/ml, Phase 1
184 + 72 ng/ml; G-CSF: Stunde 12 222 + 74 ng/ml, Phase 1 152 + 44 ng/ml). In der Phase 2 halten sich die Werte noch
im Bereich der Phase 1, fallen dann gegen Ende (Phase 3) wieder in den Bereich der Ausgangswerte.

Grafik 4.7.2.3; Leukozytarer neutraler
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4.7.3 Organmanifestationen

Leber
4.7.3.1 Prokollagen-lll-Peptid

Der Prokollagen-llI-Peptid-Gehalt (p-3-p) im Plasma zeigt einen initialen Anstieg bis zu einem Maximum zur Stunde 12
(20 = 16 E/ml (Kontrolle) bzw. 25 + 14 E/ml (G-CSF)). In den folgenden Phasen fallt der Gehalt wieder ab, so dal3 er in
der Phase 2 bei 16 E/ml in beiden Gruppen und in der Phase 3 bei 11 E/ml in der Kontrollgruppe und bei 14 E/ml in der
G-CSF-Gruppe liegt.
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Grafik 4.7.3.1: Prokollager-I11-Peptid
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4.7.3.2 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

Der Gehalt an freier Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) im Serum ist in beiden Gruppen vor Infektion im Bereich

der physiologischen Werte. In beiden Gruppen steigt er nach der Infektion an und ist in der Kontrollgruppe in der Phase 2
bei 49 + 27,2 E/l und in der Phase 3 wieder auf 25 + 19,9 E/l abgefallen. In der G-CSF-Gruppe steigt er auf 35 + 18 E/l in
der zweiten Phase an und féllt danach ebenfalls wieder ab (13 + 8 E/I).

4.7.3.3 Gesamtbilirubin

Ausgehend von dem Anfangsgehalt von 0,1 mg/dl im peripheren Blut steigt die Konzentration des
Hamoglobinabbauproduktes auf 0,2 mg/dl in beiden Gruppen an (in der Kontrollgruppe in der Phase zwei, in der
G-CSF-Gruppe in der Phase drei).

Grafik 4.7.3.3: Gesarnthilinubin Grafik 4.7.3 2: Glutamat-Cxalacetat-Transaminase
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Niere
4.7.3.4 Kreatinin

Der Kreatiningehalt bewegt sich Uber die gesamte Versuchsphase im Bereich des Ausgangswertes von 1,3 mg/dl. In der

Kontrollgruppe ist er geringfligig Gber diesem Niveau (1,5 £ 0,45 mg/dl in der Phase 2 und 1,4 + 0,58 mg/dl in der Phase
3).

4.7.3.5 Harnstoff

Der Gehalt an freiem Harnstoff steigt von den Basalwerten (12 + 6,3 mg/dl in der Kontrollgruppe und 15 + 5,8 mg/dl in der

G-CSF-Gruppe) auf 27 = 9,8 mg/dl (Kontrolle) bzw. 24 + 4,6 mg/dl (G-CSF) in der zweiten Phase an. Zur dritten Phase
steigert sich der Gehalt nur noch leicht.

Grafik 4.7.3.5 Harnstoff Grafik 4.7.3.4: Kreatinin
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5 Diskussion

In dieser Studie untersuchten wir die Wirkungen des rhG-CSF auf die klinischen und hamodynamischen Veranderungen
infolge einer P. aeruginosa Sepsis. Dabei erfolgte die erste Applikation des Wachstumsfaktors drei Stunden nach Beginn
der Keiminfusion. Die Sepsis wurde in unserem Modell durch die kontinuierliche intravendse Gabe von vitalen P.
aeruginosa induziert und aufrechterhalten. Dies &uf3erte sich im Verlaufe der ersten Stunden mit den sepsistypischen
klinischen Symptomen wie z. B. einem deutlich verschlechtertem Allgemeinbefinden mit Erbrechen innerhalb der ersten
zwei bis drei Stunden, einem Anstieg der Korperinnentemperatur innerhalb einer Stunde mit einem Maximum bei 6
Stunden, Tachykardie und Tachypnoe mit Abfall des Kohlendioxid-Partialdrucks und deutlicher Reduktion der
Sauerstoffsattigung, Leukozytensturz, sowie den sepsistypischen Veranderungen der Kreislaufparameter in der Regel
ebenfalls innerhalb der ersten ein bis zwei Stunden. Das frihe Auftreten der Infektionssymptome |af3t es gerechtfertigt
erscheinen, in dieser Studie eine Therapie 3 Stunden nach Infektionsbeginn einzuleiten.

5.1 Tiermodell

Dal’ sich das Schwein fir Studien zur Erforschung der septischen Erkrankungen mit am besten eignet, konnte schon von
mehreren Autoren dargelegt werden [Kreimeier 1993, Redl 1993, Téns 1993]. Seine Reaktion auf freigesetztes Endotoxin
entspricht nahezu der des Menschen [Redl 1993]. Auch die Verdnderung der Hamodynamik entspricht der des septischen
Patienten. Durch eine Adaptation der Tiere an die Untersucher und an die Umgebungsbedingungen kénnen die
Stressfaktoren weitgehend ausgeschlossen werden, womit eine stressfreie Erhebung der Parameter am wachen Tier
ermoglicht wird. Die erhobenen Ausgangswerte liegen dabei alle in der physiologischen Norm. Somit kann die Studie am
nicht anasthesierten oder sedierten Schwein durchgefihrt werden. Die Einflliisse einer Narkose auf die Hamodynamik
kénnen vermieden werden, insbesondere kann auch die Untersuchungsdauer auf mehrere Tage ausgedehnt werden.
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5.2 Pathologische Veranderungen

Die hamodynamischen Parameter, wie sie in der humanmedizinischen Klinik beschrieben sind [Gates 1994, Pilz 1994,
Asensio 1996], kdnnen reproduziert werden:

- Durch eine periphere Vasodilatation kommt es zu einem Abfall des systemischen Gefal3widerstandes (SVRI) nach
Uberwinden des initialen, vermutlich katecholaminbedingten Anstieges. Dies begriindet auch den Abfall des arteriellen
Blutdruckes im Verlauf der Sepsis, da die kompensatorische Erh6éhung des Herzzeitvolumens nicht ausreicht.

- Der EinfluR von lokal vasokonstriktorisch wirksamen Substraten in den Lungengefa3en zusammen mit den
GefalRwandschéadigungen fihrt zu einem massiven initialen Anstieg des BlutfluBwiderstandes in den Lungengefal3en
(PVRI). Dieser erholt sich auch tber die weiteren Phasen nicht ganz bis auf die Ausgangswerte. Im weiteren bedeutet
dies einen Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks sowie des pulmonalkapillaren Verschluf3drucks. Diese Verlaufe
konnten auch schon in einem Sepsismodell durch Endotoxingabe produziert werden, in diesem Falle allerdings nur in
einem begrenzten Zeitraum nach der Kurzzeit-Endotoxinapplikation [Tdns 1993].

- Der Ruickstau des Blutvolumens in das rechte Herz und von dort in den vendsen Schenkel des grof3en Kreislaufs
bedingt gleichzeitig ein vermindertes Angebot an Volumen fir das linke Herz. Damit ist auch die Verlaufskurve des
Schlagvolumenindex zu erklaren. Zumindest der Abfall in der ersten Phase kann auf das verminderte Blutvolumen
zuruickgefihrt werden. Die Steigerung des Schlagvolumens in den folgenden Stunden ist als Antwort auf den Abfall des
systemischen Blutdrucks zu sehen. DaR dies, zusammen mit der kompensativen Steigerung der Herzfrequenz nicht
ausreicht, den Druck aufrecht zu erhalten, ist an dem weiter sinkenden arteriellen Druck zu erkennen.

Pulmonalarterieller Druck und Hamodynamik wurden von uns als friihzeitige Klinisch erfal3bare Indikatoren einer
Lungengewebsschadigung sowie einer Beeintrachtigung von Organperfusionen bestimmt. In der Intensivmedizin ist
dieses Druckmonitoring verbreitet, um rechtzeitig eine Entwicklung zum Schock diagnostizieren zu kénnen [Asensio
1994]. Die Verbindung von Infektion und Sepsis zur Hdmodynamik ist Gber die Beeintrachtigung der Mikrozirkulation in
der Lunge und anderen Organen gegeben.

Die Bestimmungen der Blutgaswerte lassen ebenfalls auf eine Schadigung der Lungenfunktion schlieRen, was auf die
Entwicklung einer Schocklunge (ARDS) hindeutet. Hier dominieren:

- Der Anstieg der Atemfrequenz innerhalb von zwei Stunden auf den doppelten Ausgangswert als Antwort auf die
schlechte Sauerstoffversorgung der zentralen Sauerstoffrezeptoren.

- Der Sauerstoff-Partialdruck (paO,), welcher ebenfalls in den ersten zwei Stunden signifikant abfallt. DaR sich die Tiere

nicht mehr von dieser Hypoxie erholen, ist mit der anhaltenden Lungenfunktionsstérung mit einem interstitiellen Odem
(Verbreiterung der Alveolarwande), einhergehend mit einer Sauerstoff-Perfusionsbeeintrachtigung zu erklaren [Tons
1993]. Zwar spricht man erst ab paO,-Werten von unter 65 mmHg von einem ARDS, aber auch ein schon geringerer
Abfall des peripheren Sauerstoffangebotes kann erhebliche Auswirkungen auf die Funktion der Zellen und damit der
Organe haben. Bei anhaltender Hypoxie und einer diese potenzierenden Mikrozirkulationsstérung (durch
Beeintrachtigung des Kreislaufes oder auch durch lokale Blutfluibehinderungen) bedeutet dies insbesondere bei sehr
sauerstoffabhéngigen Organen, wie dem zentralen Nervensystem eine rapide und anhaltende Funktionsstérung. Wir
hatten nur bei einzelnen Tieren paO,-Werte von unter 70 mmHg gemessen, diese Tiere waren in der Regel auch sonst in
einem sehr schlechten Allgemeinzustand (Seitenlage, apathisch bis somnolenter Zustand, hochgradige Tachypnoe und
Zyanose, zum Teil blutig-schaumiger Nasenausflul3) und mufiten vereinzelt aus diesem Aspekt euthanasiert werden.
Interessanterweise hatten wir aber auch Tiere, welche sich von Werten unter 60 mmHg bei einem sonst recht stabilen
Zustand wieder erholen konnten.

- Mit den Ergebnissen der paO,-Messung ist auch der Verlauf der Sauerstoffsattigung des arteriellen Blutes (SaO,)
korreliert.

- Der Abfall des Kohlendioxid-Partialdrucks (paCO.,) ist bedingt durch die Hyperventilation mit einer verstarkten Abatmung
der CO,-Korrelate. Dies beeinfluf3t den Saure-Basen-Haushalt durch den Verlust von Pufferaquivalenten. Der rapide und
massive Anstieg der Atemfrequenz, bedingt durch den raschen Abfall des paO, fiihrt schon innerhalb von zwei Stunden
zu einer Beeintrachtigung der Wasserstoffionenkonzentration mit einem Anstieg des pH-Wertes. Der Verlauf der
pH-Kurve unter Berucksichtigung der paCO,-Kurve und des Bikarbonatgehaltes (HCO3-) entspricht einer nicht

kompensierten respiratorischen Alkalose durch Hyperventilation. Diese Form der Alkalose wird verstarkt durch eine
metabolische Komponente. Das initiales Erbrechen fuihrt zum direkten Verlust von sauren Valenzen tber die
Magensaure. Von Bedeutung fur die anhaltende Erh6hung des pH ist aber die durch die Lungenfunktionsbeeintrachtigung
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ausgeloste Hyperventilation zu sehen.

Das Auftreten der Lungenschadigungen bei allen Tieren steht in Ubereinstimmung mit klinischen Untersuchungen, in
denen 100% der Sepsispatienten im Verlaufe des Multiorganversagens auch ein Lungenversagen (ARDS) entwickeln,
bzw. als erste Manifestation nachweisbar ist [Goris 1985].

Neben den Veranderungen am Herz- und Gefal3system, sowie der Lunge manifestiert sich eine Sepsis in schwereren
Verlaufen auch an weiteren Organen und Geweben. Betroffen ist einerseits der Magen-Darm-Trakt. Hier ist durch die
Perfusionsbeeintrachtigung die Darm-Blut-Schranke gestort. Mel3bare Parameter fir diese Manifestation sind im
allgemeinen der Ubertritt von Toxinen und Bakterien (Translokation) aus dem Lumen in das Blut. Toxine (Enterotoxine)
neben dem Endotoxin haben wir nicht bestimmt, bei einem Tier konnten wir im Verlauf der Sepsis vereinzelt Keime in der
Blutkultur nachweisen, welche der typischen Darmflora angehdren (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis).

Die Leber und die Niere sind weitere Organe, in welchen sich eine Sepsis Uber die Stérungen der Blutzirkulation und /
oder der Endothelintegration manifestieren kann. Die leberspezifischen Parameter weisen auch auf eine Funktionsstérung
des Organes hin. Wie an dem Verlauf des freigesetzten Prokollagen-1ll-Peptids zu erkennen ist, handelt es sich aber
vorwiegend um eine akute Belastung der Leber in der initialen Phase. Auch die Erh6hung der GOT-Werte in der Phase 2
pendelt sich nach drei Tagen wieder bei etwa Normalwerten ein (Referenzwerte siehe Kraft 1995 ). Das Gesamtbilirubin
steigt zwar im weiteren Verlauf noch an, jedoch sind hier die Werte durchgehend im Referenzbereich. Der beim Schwein
unspezifische Verlauf des GPT-Gehaltes ist hier nicht dargestellt. Wir konnten zwar bei einzelnen Tieren in der
Anfangsphase eine Oligurie notieren, Uber die Versuchsdauer zeigte kein Tier eine Anurie, die im Serum mef3baren
Parameter Kreatinin und Harnstoff liegen im Bereich der Referenzwerte.

Auch die Veranderungen des kleinen Blutbildes zeigen einheitlich die Auswirkungen einer massiven systemischen
Infektion. Der Leukozytensturz als initiales Ereignis, induziert durch eine verstarkte Adhasion der Zellen an das
GefalRendothel, ist in beiden Gruppen deutlich. In der Kontrollgruppe bleibt danach die Zahl der Leukozyten auf einem
relativ niedrigen Niveau Uber die gesamte Versuchsdauer. Die G-CSF-Therapiegruppe spricht nach 12 Stunden auf den
Granulozyten-Wachstumsfaktor an und erreicht in der letzten Phase mit 18 x 109 Leukozyten/I 140 % des
Ausgangswertes.

Die Thrombozyten fallen ebenfalls in ihrer verfiigbaren Gesamtzahl aufgrund des Verbrauchs durch die
Gerinnungsinduktion an den geschadigten Gefa3endothelien, sowie einer Bindung an intaktes Endothel nach einer
Aktivierung durch Endotoxin, TNF-a oder durch IL-1. Es entwickelt sich bei allen Tieren eine mehr oder weniger
ausgepragte disseminierte intravasale Gerinnung trotz Heparin-Prophylaxe, welche wir auch durch die regelméaRiige
Messung der Activated Clotting Time (ACT) bestatigen konnten. Infolge des Anstieges des ACT mufdten wir unsere
Heparin-Spulungen bei den Tieren reduzieren, um die Blutungsneigung nicht extrem zu steigern.

Das rote Blutbild wird durch die Sepsis nicht beeintrachtigt. Der Abfall der Erythrozyten-Gesamtzahl, des Hamatokrit und
des Hamoglobingehalts ist durch die wiederholte Blutenthahme bedingt. Obwohl wir versucht haben, das abgezogene
Blutvolumen auf ein Minimum zu reduzieren, lagen wir dennoch bei einer Abnahmemenge von 20 bis 35 ml Vollblut pro
Untersuchungszeitpunkt. Der Verlust an roten Blutkdrperchen und damit an verfligbharem Hamoglobin kénnte nattrlich die
Sauerstoffversorgung der Organe beeintrachtigen. Aber gerade in der letzten Phase mit der niedrigsten Konzentration der
Erythrozyten, erholen sich die Blutgaswerte wieder. Dies spricht gegen eine massive Beeintrachtigung der
Sauerstoff-Homdostase durch unsere Manipulationen.

Um den Effekt von G-CSF auf die Clearance-Funktion der Abwehrzellen zu prifen, wurden bei den Tieren der
Endotoxinspiegel im Verlauf der Sepsis bestimmt. Wie in anderen Sepsisstudien, konnten auch wir einen an- und
absteigenden Verlauf der Endotoxinkonzentration im Plasma nachweisen. Da wir lebende gramnegative Bakterien
verabreicht haben, stieg der Endotoxingehalt erst im Verlauf der ersten Stunden bis zu einem Maximum nach 24 / 48
Stunden post infectionem an (s. S. 85). Danach fiel das freie Lipopolysaccharid (LPS) wieder ab. Dieser abfallende
Verlauf, welcher auch in anderen Studien schon beobachtet werden konnte [Haberstroh 1995], ist nicht eindeutig zu
klaren.

Der verzogerte Anstieg wird sicherlich mit durch die in vivo erst allméhlich einsetzende Bakteriolyse verursacht. Dabei
wird LPS nicht nur direkt aus abgestorbenen und lysierten Bakterien frei, auch die Wiederfreisetzung aus absterbenden
Phagozyten stellt eine Ursache fiir den anhaltenden Anstieg bis zur 24. / 48. Stunde dar. Ebenfalls von Bedeutung ist die
erschopfte Filterfunktion des Monozyten- / Makrophagensystems (friher retikuloendotheliales System). Mit Einsetzen
einer Infektion muRR das Immunsystem erst stimuliert werden. Dies flhrt zu einer gewissen Latenzzeit, in welcher sich
Bakterien und auch LPS im Organismus anreichern kdnnen. Das Abwehrsystem hinkt gewissermalf3en hinterher.
Vorhandene Phagozyten (Makrophagen und Granulozyten) miissen erst aktiviert werden, um ihre Aktivitaten dann gezielt
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gegen zirkulierende Bakterien und freies LPS zu richten. Ebenso miissen die gegen das LPS gerichteten Plasmafaktoren
erst gebildet und freigesetzt werden. Losliche LPS-bindende Molekiile sind das High Densitiy Lipoprotein (HDL), das
Bactericidal/Permeability Increasing Protein (BPI), das LPS-bindende Protein (LBP) sowie der von Zellmembranen
abgeltste Rezeptor sCD14. HDL und LBP sind Akut-Phase-Proteine, welche auf eine entsprechende Stimulation hin in
der Leber gebildet werden. Sie binden LPS mit unterschiedlichem Effekt. Wahrend HDL das Endotoxin nur bindet, es so
der Zirkulation entzieht und somit inaktiviert, potenziert LBP durch die Bindung des Endotoxins dessen aktivierende
Wirkung auf CD14-positive Zellen (Monozyten / Makrophagen). Dennoch wird durch die Bindung an diese Plasmafaktoren
Endotoxin aus der Zirkulation entzogen und ist so fir die zur Verfugung stehenden Testverfahren nicht mehr detektierbar.
Da die Akut-Phase-Proteine erst allmahlich innerhalb 24 Stunden nach einer Infektion ansteigen, konnte dies eine
maogliche Erklarung fur den verzégerten Riickgang der Endotoxinkonzentration sein. Als weitere Ursachen kommen in
Betracht: 1. Die Phagozytoserate und Effizienz des unspezifischen Abwehrsystems (mononukleare und
polymorphkerniges Phagozytosesystem) steigt allmahlich an, trotz des zahlenméaRigen Einbruchs. 2. Die Abwehrleistung
ist so stark beeintrachtigt, daf? die Bakterienphagozytose und die Bakteriolyse stark zuriickgeht und somit weniger LPS
freigesetzt wird.

Wie schon bei der Darstellung des Verlaufs der Endotoxinkonzentrationen im Serum (s. S. 84) gezeigt, ergeben sich
aufgrund der hohen Standardabweichungen keine signifikanten Unterschiede der Maximalwerte, bzw. der Phasenwerte
im Bezug zum Ausgangswert, obwohl dies anhand der Mittelwerte zu erwarten ware. Die grof3en Unterschiede zwischen
den Tieren missen wir leider auf ein mangelhaftes Testverfahren zurtickfiihren, in welchem sich auch in wiederholten
Messungen der Proben starke Differenzen ergaben.

Von diesen Schwierigkeiten abgesehen, kann zwischen den Gruppen sowohl im Sepsisverlauf (Phasendarstellung) als
auch bei den Maximalwerten ein leichter Vorteil der G-CSF-Gruppe erkannt werden.

Eine Sepsis im Mensch wie im Tier verursacht eine kurzzeitige einmalige Freisetzung des Polypeptids Tumor Nekrose
Faktor-a (TNF-a ). So ist aus verschiedenen Studien der initiale Peak innerhalb 90 bis 180 Minuten beschrieben [Michie
1989]. Diesen maximalen Anstieg wie auch den raschen Rickgang auf Werte nahe dem physiologischen Ausgangswert
konnten wir nachvollziehen. Individuell unterschiedliche Reaktionen auf die applizierten Bakterien resultieren
insbesondere in deutlich unterschiedlichen TNF-a -Maximalwerten, wodurch die hohen Standardabweichungen bedingt
sind. Aus diesem Grund erreichen die Tiere auch den jeweiligen Maximalwert nicht alle exakt zur Stunde 2. Eine kirzere
Abnahmefolge von Proben zur TNF-a -Bestimmung wirde sicherlich den Maximalwert der einzelnen Tiere genauer
festlegen, dies wirde aber die Grenzen des abnehmbaren Blutvolumens lberschreiten. Die absoluten Maximalwerte der
TNF-a -Bestimmung sind auf der Seite 87 dargestellt.

In Klinischen Studien wurde TNF-a als ein mit der Schwere der Erkrankung gut korrelierender Faktor erkannt [Flgger
1993]. Die Ausschittung an TNF-a im Verlauf einer Endotoxa&mie ist dabei abh&ngig von der freigesetzten / applizierten
Endotoxinmenge [Hesse 1988]. Durch Standardisierung der Keimapplikation und der Dosierung der Bakterien konnten wir
ein weitgehend einheitliches Reaktionsausmalf induzieren. Infolge individueller Schwankungen bewegen sich die TNF-a
-Konzentrationen im Plasma in einem relativ breiten Bereich zum Zeitpunkt 2 Stunden (Peakphase). Wir konnten aber in
unserem Sepsismodell keine Korrelationen des maximalen TNF-a -Wertes mit dem Schweregrad der klinischen
Veranderungen (APACHE II-Score, Uberlebenszeit, Kérpertemperatur) feststellen.

Neben TNF-a ist Interleukin-1 (IL-1) das wichtigste proinflammatorische Zytokin in der frihen Phase der Sepsis. IL-1 wird
aus Monozyten / Makrophagen auf einen LPS-Stimulus lokal am Ort der Infektion freigesetzt. Bei einer massiven
Stimulation durch zirkulierendes Endotoxin tritt IL-1 in gro3en Mengen in die Blutbahn Uber. Als Gegenregulation
insbesondere der systemischen Reaktionen wird von den monozytaren Phagozyten der IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra)
produziert und sezerniert. In klinischen wie in experimentellen Studien konnte in der Endotoxamie wie auch in der Sepsis
der IL-1ra-Anstieg nachgewiesen werden. Wahrend IL-1 seinen Maximalwert etwa ein bis drei Stunden nach einem Insult
oder einer Endotoxinfreisetzung erreicht [Cannon 1990, Pruitt 1996], steigt IL-1ra erst spater an. Meist wird das Maximum
der IL-1ra-Konzentration im Plasma zwischen der 2. und 6. Stunde nach einem Insult oder einer Endotoxinapplikation
erreicht. Da wir in unserer Studie in diesem Zeitraum nur die Abnahmen zur Stunde 2, 3 sowie 6 hatten, konnten wir
sicherlich bei den wenigsten Tieren den absoluten Hoéhepunkt bestimmen. Unsere Tiere erreichten in Konsens mit den
bisherigen Veroffentlichungen einen gemessenen Maximalwert entweder drei oder sechs Stunden nach Infektionsbeginn.

IL-1ra wird nach der veroffentlichten Literatur in Analogie zu einem erhéhten IL-1-Level freigesetzt [Fischer 1992]. Da wir
in dieser Studie IL-1 nicht bestimmt haben (wir stitzten uns bei der G-CSF-Studie vor allem auf die Wirkungen des TNF-a
), kdnnen wir diesen Zusammenhang weder bestatigen noch ablehnen. Indirekt kann die antagonisierende Wirkung des
IL-1ra auf IL-1-Rezeptoren durch die Kdrpertemperatur bestétigt werden. Bei Tieren mit einem hohen IL-1ra-Maximum
steigt auch die Kérpertemperatur deutlich geringer an. Die Wirkung von IL-1ra auf die septische Erkrankung ist aus dieser
Untersuchung nicht zu klaren. Es kann nur vermutet werden, dal3 die anti-inflammatorische Wirkung durch die
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Antagonisierung des IL-1 eine so gravierende Auswirkung auf die Abwehrleistung des Organismus hat, dal3 dieser nicht
mehr in einem entsprechenden Mal3e auf die eindringenden Bakterien reagieren kann. Die pyrogene Wirkung des
Endotoxins bleibt aus, wohingegen alle anderen Symptome einer Sepsis bei diesen Tieren in einem verstarkten Ausmalfd
auftreten. Dieses Ergebnis der IL-1ra-Uberproduktion und -Liberation sollte in weiteren Studien néher untersucht werden.
Vorlaufig bleibt nur der Hinweis, dafl? das IL-1ra in einem Netzwerk aus Zytokinen zwar keine herausragende Rolle hat,
aber daf3 durch eine Applikation in einer septischen Infektion mit der Absicht, IL-1 zu antagonisieren, durchaus negative
Effekte erzielt werden kénnen. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus experimentellen und klinischen Studien,
welche den Einsatz von IL-1ra untersuchten [Slotman 1995]. Es wére interessant zu untersuchen, ob bei einem
ausbleibenden reaktiven Temperaturanstieg im Verlauf einer Sepsis die IL-1ra-Konzentration im Plasma ebenfalls
deutlich ansteigt und in diesen Féllen eine IL-1-Applikation nutzlich sein konnte. Experimentelle und klinische Studien
weisen darauf hin, dal3 eine verstarkte exogene oder endogene Erhéhung der IL-1ra-Plasmakonzentration durchaus
negative (immunsupprimierende) Wirkungen nach sich ziehen kann [Slotman 1995].

Der Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor (LNPI) ist ein Elastase-Inhibitor aus dem Zytosol neutrophiler Granulozyten
des Schweines. Es besitzt weitgehende Ahnlichkeiten mit leukozytaren Proteinase-Inhibitoren anderer Saugetiere
[Teschauer 1993]. Die inhibitorische Wirkung ist im wesentlichen gegen die in den azurophilen Granula lokalisierte
Proteinase Elastase gerichtet. Die Elastase besitzt neben ihrer antimikrobiellen Potenz auch eine Wirksamkeit gegen
korpereigenes Gewebe. Im gesunden Organismus wird die Elastase nicht freigesetzt und auch in normal funktionierenden
Abwehrmechanismen bleibt die Elastase intravakuolar und entfaltet die proteolytische Wirkung nach Fusion der Granula
mit dem Phagosom. Freigesetzt, gelten die granularen Proteasen als potente Effektoren der Gewebeschadigung. Erhéhte
extrazellulare Proteasenkonzentrationen kommen nach einer starken Aktivierung der Neutrophilen sowie nach deren
Desintegration zustande. In klinischen Studien konnten Dittmer et al. einen Anstieg der Plasma-Elastase in Korrelation mit
dem Schweregrad der Erkrankung und einem Maximum etwa 12 Stunden nach einem Trauma identifizieren [Dittmer
1986]. Die Serumkonzentration der Elastase-Inhibitoren (hier LNPI) kann als ein Marker fir die freigesetzte
Elastasemenge verwendet werden und reflektiert den Schweregrad einer bakteriellen Infektion. In Ubereinstimmung mit
den vertffentlichten Studien zu Elastase bzw. Elastase-Inhibitor kbnnen auch wir das Maximum der LNPI-Konzentration
im Plasma zur 12. Stunde post infectionem festlegen. Auch hier haben wir keine Unterschiede zwischen einzelnen Tieren
erarbeiten kdnnen, da die erzeugte Sepsis in ihrer Manifestation einen nahezu identischen Schweregrad aufwies. In
Abschnitten erhohter LNPI-Produktion (Phase 1 und 2), sind die in der Kontrollgruppe freigesetzten Mengen zwar erhoht
gegenlber der G-CSF-Therapiegruppe, die Unterschiede zwischen den Gruppen sind jedoch nicht signifikant. Eine
Erklarung fir die in der G-CSF-Gruppe verringerte Freisetzung des LNPI kdnnte die unter G-CSF verminderte
Hyperreaktivitat der neutrophilen Granulozyten sein.

In der intensivmedizinischen Klinik werden verschiedene Klassifizierungsskalen (neben dem APACHE Score auch der
Simplified Acute Physiology Score SAPS, Elebute-Score, Goris’ Multiple Organ Failure Score, der Hannover Intensiv
Score HIS oder der Septic Severity Score SSS) zur Erfassung der Schweregrade einer Erkrankung eingesetzt in der
Hoffnung, mit solchen Einteilung ein einheitliches internationales Diagnhose - Prognose - Therapie - Schema einzufiihren
[Pilz 1989]. Aber auch schon innerhalb der Spezies Mensch kommt es durch individuelle Schwankungen oft zu
Problemen bei der Anwendbarkeit von Klassifizierungsskalen. Unter anderem werden deshalb standig neue Skalen
vorgestellt. Der hier einer Modifizierung zu Grunde gelegte APACHE |l Score wurde 1985 von Knaus et al. vorgestellt
[Knaus 1985]. Auch dieses System stellte schon eine Abwandlung einer im Jahre 1981 aus demselben Hause
erarbeiteten Einteilung dar [Knaus 1981] und wurde inzwischen zu einem APACHE Il Scoresystem weiterentwickelt
[Knaus 1989]. Allerdings hat dieses System auch in die Klinik noch keinen Eingang gefunden, obwohl aus veroffentlichten
Daten zur Evaluierung eine bessere Korrelation der Ergebnisse mit den Schweregraden einer Erkrankung besteht. Eine
Verwendung hangt jedoch auch immer von der Anwendbarkeit und der klinisch-therapeutischen Relevanz eines solchen
Klassifizierungssystems ab. Damit ist meist auch der Umfang der Datenerhebung gemeint.

Um das APACHE Il Klassifzierungssystem mdglichst einfach an die von uns verwendete Tierart Schwein anzupassen,
wurden die Parameter Kérpertemperatur und Hamatokrit an physiologische Werte beim Schwein adaptiert (Verfahren s.
S. 54). Die Anwendung dieses modifizierten Systems stellt nicht die glnstigste Verfahrensweise dar. Das Problem stellen
zum Teil fehlende stichfeste Referenzwerte dar, zum Teil kbnnen Parameter, welche in der humanmedizinischen Klinik
zur Erstellung des APACHE Scores herangezogen werden, am Tier nicht oder nicht vollstandig erhoben werden. So
wurde der Glasgow Coma Score nicht angewendet. Ein weiterer Kritikpunkt ist die Vergleichbarkeit von klinischen
Verhéltnissen und experimentellen Versuchen. So kann die Vergabe der chronic health points in Frage gestellt werden.
Einerseits erscheint es nach Uberlegungen durchaus logisch, wenn zur Ausgangslage 0 Punkte vergeben werden.
Andererseits stellt sich dann die Frage, wieso bei keinem der Tiere zu diesem Zeitpunkt unter dem acute physiologic
score 0 Punkte erschienen und die Tiere somit durchweg mit einer gewissen Punktzahl zur Stunde 0 in den Versuch
eingingen. Dies mif3te dem Verstandnis des Klassifizierungssystems nach mit einer leichten Erkrankung korrelieren.

file:/lIG|/Sassadat/Diss/wiese/wiesel.htm (57 von 86) [03.07.2000 17:21:48]



Dissertation

Das APACHE Score System stellt in seinem Aufbau noch eines der am besten auf das Tier zu Ubertragenden
Klassifizierungssysteme dar, und es ist eines der am meisten in der internationalen Intensivmedizin angewandten
Systeme. Um die Mdéglichkeit einer Vergleichbarkeit von experimentellen Studien mit der Klinik zu nutzen, sollte ein
solcher entsprechender Score durchaus weiter angewandt und dazu entsprechend weiter modifiziert werden.

5.3 Diskussion der Applikation von G-CSF in der Sepsis

Nur bezglich der Leukozytenzahl im peripheren Blut zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen der unbehandelten
Kontrollgruppe und der rhG-CSF-Therapiegruppe.

Der Wachstumsfaktor G-CSF ist in einem Infektionsgeschehen neben den hervorstehenden Zytokinen Interleukin-1 und
Tumor Nekrose Faktor sowie anderen Interleukinen ein wichtiger Mediator. Er vermittelt insbesondere zwischen den
Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten auf der einen und den neutrophilen Granulozyten auf der anderen Seite.
Als Wachstumsfaktor stimuliert G-CSF die Stammzellen der Granulozyten (Granulozyten / Makrophagen-Vorlauferzelle)
im Knochenmark. Es werden ausgehend von der Stammzelle mehr Abkémmlinge gebildet, welche unter dem Einflu von
G-CSF sich ausschlie3lich zu den neutrophilen Granulozyten differenzieren. Die gebildeten und ausgeschutteten
Granulozyten sind nach Studien an Krebspatienten in ihrer Aufgabe voll funktionsfahig und unter der Wirkung von G-CSF
besitzen die Zellen eine verléangerte Lebenszeit [Bronchud 1988, Gabrilove 1988]. AulRerdem werden ausgereifte
Granulozyten in ihrer Aktivitat stimuliert.

Um hier noch einmal auf die Funktion der neutrophilen Granulozyten einzugehen:

Neutrophile unterscheiden sich von anderen weifl3en Blutzellen durch ihre Ubiquitat und ihre rasche Rekrutierung.
Neutrophile sind die ersten phagozytierenden Zellen, welche am Ort einer Infektion eintreffen. In einer Sepsis wie auch
bei experimenteller Endotox&mie ist eine friihe Neutropenie gefolgt von einem allméhlichen Wiederanstieg der
Leukozytenzahlen im peripheren Blut [Smith 1995]. Abhangig von der Immunkompetenz des Patienten und des
Schweregrades der Infektion entwickelt sich eine Neutrophilie oder aber der Patient bleibt neutropenisch. Die Neutropenie
in der Sepsis resultiert aus einer Sequestration der Neutrophilen in verschiedene Organe wie die Lunge, die Leber oder
die Milz [Grisham 1988]. Diese Ansammlung von Neutrophilen in den LungengeféaRen und den Alveolarsepten wird nicht
nur bei einer Pneumonie beobachtet, auch bei einer viszeral induzierten Sepsis lassen sich in histologischen Schnitten
leukozytare Infiltrate nachweisen und es kommt zu einer respiratorischen Mangelfunktion [Toda 1993]. Es ist allgemein
anerkannt, dal? die der Sequestration folgende Aktivitatssteigerung der Neutrophilen durch Endotoxin oder Zytokine sowie
durch Adhéasionsmolekiile zur lokalen Schadigung tber eine Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und Proteasen
beitragt. Die Neutrophilen-induzierte Endothelzellbeeintrachtigung ist eines der Hauptpathomechanismen in der
Pathogenese der Lungenschadigung (ARDS) in der Sepsis. Zusatzlich zu den klassischen proinflammatorischen
Zytokinen kénnen die Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF die Neutrophilen stimulieren und die Rekrutierung der
Neutrophilen beeinflussen [De Haas 1994].

Neutrophile Granulozyten sind Haupteffektoren in der Phagozytose. Opsonisierte Bakterien werden durch Neutrophile
Uber ihre membranstandigen Fc- und Komplement-Rezeptoren erkannt und nachfolgend phagozytiert durch
Einstilpungen der Zellwand und Ausformung von Pseudopodien (Aktivierung zytoplasmatischer kontraktiler Strukturen
fuhrt zu Veranderungen der Zellform). Das so entstandene Phagosom (Zytoplasmavakuole) fusioniert mit den
intrazellularen priméaren und sekundaren Granula. Uber einen NADPH-Oxidase-abhangigen Mechanismus wird Sauerstoff
zu Superoxid (Oy°) reduziert. Dieses O, wird zu Perhydroxylradikalen (OH) oder zu Wasserstoffperoxidase (H,0,)

enzymatisch umgesetzt. O,-, OH, H,0O, sind effektive Zellgifte und wirken in den Lysosomen direkt auf den

phagozytierten Partikel ein. Als weiteres hochreaktives Oxidans wird auf einen Stimulus durch Endotoxin und die
proinflammatorischen Zytokine Stickstoffmonoxid (NO) gebildet. Physiologischerweise ist NO ein inter- und intrazellul&rer
Botenstoff im Gehirn und in den Gefal3en. Hier wirkt er insbesondere vasodilatatorisch und wird von einer konstitutiven
Stickstoffmonoxidsynthetase in den Endothel- und Nervenzellen gebildet. Auf eine Stimulation werden in den
Neutrophilen, wie auch in mononuklearen Phagozyten eine induzierbare NO-Synthetase gebildet und darauf hin das
Molekil gebildet und freigesetzt. Induktoren fir die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase und auch die
NADPH-Oxidase sind unter anderem die Zytokine TNF-a und IL-1 [Cendan 1994], welche nach einer LPS-Stimulation der
Makrophagen und der Endothelzellen freigesetzt werden. Einige weitere Proteine, welche jederzeit in den Granula der
neutrophilen Granulozyten verfiigbar sind, wie die Kathepsine (Endopeptidasen), Elastasen und Kollagenasen, die
Myeloperoxidase oder das Lysozym, sind ebenfalls in den Iytischen Prozel3 der Bakterienabtétung involviert. Neutrophile
haben aber auch einige nicht-oxidative Mechanismen der Bakterienabwehr, wozu das
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Bactericidal/Permeability-Increasing Protein (BPI) gehdrt, ein 55 kDa Protein in den azurophilen Granula der
Neutrophilen. In Sepsis und experimenteller Endotoxémie steigt die BPI-Konzentration im Plasma um das dreifache an
[von der MOhlen 1996]. An den Effekten der Endotoxdmie gemessen aber zu wenig, um die enorme Menge an freiem
Endotoxin wirksam zu reduzieren.

Endotoxin wirkt auf Neutrophile und stimuliert die Sauerstoffradikalproduktion und -freisetzung [Forehand 1989].
Allerdings verursacht eine anhaltende Stimulation der Neutrophilen eine funktionelle Beeintrachtigung, welche einen
Verlust von lysosomalen Granula und ein Abwerfen von Fc-Rezeptoren von der Zelloberflache beinhaltet. Vermutlich als
Konsequenz auf eine kontinuierliche Stimulation unter pathologischen Verhéltnissen ist die Radikalbildung sowie auch die
Chemotaxis der Neutrophilen beeintrachtigt, was in einer erhdhten Anfalligkeit der Patienten fir Sekundarinfektionen
resultiert (z. B. bei Brandverletzungen). Fein et al. konnten 1991 zeigen, dal3 in septischen Patienten mit ARDS
zirkulierende Neutrophile eine verringerte Kapazitat der Sauerstoffradikalbildung und eine verminderte Adhérenz an
pulmonale Kapillarendothelzellen aufweisen [Fein 1991]. Obwohl eine artefizielle Inhibition der
Neutrophilen/Endothel-Interaktion ein interessanter Aspekt fir eine (Immun-) Therapie in der Sepsis zu sein scheint, und
auch obwohl einige Studien eine Verhinderung von ARDS im Ischamie/Reperfusions-Syndrom nachweisen konnten,
konnte eine solche MaRnahme im infizierten Patienten Schaden anrichten [ Ubersicht in: Thiel 1996b]. Die entscheidende
Rolle der Neutrophilen in einer effektiven Bekampfung von Bakterien wurde in verschiedenen Tierstudien mit lokalen
Infektionen demonstriert, in welchen die Neutrophilen-Rekrutierung durch Gabe von anti-CD 18 Antikorpern blockiert
wurde, was in einer verminderten Endotoxin-Clearance und in einer erhéhten Mortalitat resultierte. Wenige Studien haben
auch den potentiell schadigenden Effekt von anti-Selectin Antikérpern in Infektionsmodellen untersucht. Jedoch durch die
weite Streuung der verschiedenen Selectin-Typen konnte keine Beeinflussung der Neutrophilen-Rekrutierung und kaum
ein Effekt auf bakterielle Phagozytose festgestellt werden.

Die im peripheren Blut nachweisbaren Leukozyten stellen nur einen Teil der ausgereiften Zellen im Blutsystem dar. Ein
betrachtlicher Anteil der Leukozyten befinden sich in einem marginalen Pool der GefaRRe vorwiegend der Lunge. Aus
tierexperimentellen Daten wurde auf eine PoolgroRe von 6,1 x 107 Neutrophilen in der Lunge gesunder Menschen
extrapoliert [Cohen 1983]. Durch die paraboloide Verteilung der BlutfluRgeschwindigkeit in den GefaRen mit einer
Abnahme zu den Gefallwanden hin, wird die Stase der Zellen in diesem marginalen Pool beglnstigt. Dies ist zunachst
nicht durch eine Interaktion mit den Endothelzellen verursacht.

Diese Leukozyten konnen durch eine Steigerung der BlutfluBgeschwindigkeit sehr rasch rekrutiert werden.

In einer Sepsis wie auch bei einer Endotoxamie kommt es jedoch Uber eine Aktivierung der Endothelzellen und der
Leukozyten zu einem weiteren Phanomen. Auf den Endotoxinreiz exprimieren die Endothelzellen sialysierte
Glykoproteine, welche als Liganden fir die L-Selektine (CD62L) der Neutrophilen mit diesen interagieren und eine
Molektlwechselwirkung eingehen. Es kommt zu einem Rollen der Leukozyten auf der GefaRwand durch die noch relativ
lockere Bindung der Neutrophilen an das Endothel. Die Wechselwirkung der Leukozyten mit den Endothelzellen wie auch
eine weitere Stimulierung der Zellen durch zirkulierendes Lipopolysaccharid fuhrt zu einer Expression und Aktivierung von
Adhéasionsmolekulen auf den Zellen. Die Endothelzellen bilden zum GefaRlumen hin die sogenannten interzellularen
Adhasionsmolekile (ICAM-1 und ICAM-2), wahrend auf den Neutrophilen die entsprechenden konstitutiven Liganden,
das B ,-Integrin (CD11/CD18-Komplex) aktiviert werden. Die Bindung dieser zwei Molekile bewirkt nun eine festere

Adhasion der Leukozyten an das Endothel. Durch die nun stattfindende gegenseitige Stimulation der Zellen sowie durch
die chemotaktischen Faktoren IL-8, G-CSF und PAF werden weitere Adhasionsmolekile exprimiert und aktiviert. Es
kommt zu einer festen Adharenz der Leukozyten und im weiteren zu einer transendothelialen Diapedese. Die Emigration
der Neutrophilen wird ebenfalls durch die nun in sehr hoher Zahl ausgebildeten Adhasionsmolekile ICAM-1 und -2 sowie
die B »-Integrine vermittelt.

Dal3 dieses Phanomen des "rolling-sticking-diapedesis" in der Endotoxamie vorwiegend in der Lunge stattfindet, hat als
eine Ursache sicherlich den physiologischen marginalen Pool in den LungengefalR3en, worliber es nach einer massiven
Anflutung von Endotoxinen in den kleinen Kreislauf und der resultierenden raschen Aktivierung der Endothelzelle zu der
beschriebenen lokalen Adharenz der Zellen kommt. Als weitere Ursache ist der Durchmesser der Lungenkapillaren zu
sehen. Dieser ist schon im gesunden Zustand geringer als der Leukozytenumfang. Solange die Leukozyten sich in einem
nicht aktivierten Zustand befinden, sind sie noch relativ verformbar und kénnen sich so durch das Kapillarbett der Lunge
bewegen. Bei einer Aktivierung werden die Leukozyten jedoch zunehmend rigide und gewinnen zudem an Volumen. Das
fuhrt zum physikalischen Steckenbleiben der Leukozyten im Lungenkapillarbett.

Als Ursache fir die Gewebeschaden bei Patienten mit Sepsis nach der Adhasion von neutrophilen Granulozyten an das
GefalRendothel wird die Freisetzung von reaktiven Radikalen diskutiert. Zu den Sauerstoffradikalen, welche insbesondere
mit den mehrfach ungesattigten Fettsauren der Zellwénde reagieren und so die Zellwéande schadigen, setzen die
hypersensibilisierten Granulozyten Stickstoffmonoxid, diverse proteolytische Enzyme wie die Elastase, Kollagenasen und
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Kathepsinproteasen und andere lytische Proteine (BPI, Lysozyme etc.) frei.

Diese Wirkstoffe entfalten bei regelgerechter Funktion der neutrophilen Granulozyten ihre lytische Wirkung in den
Neutrophilen nach der Fusion von Phagosom mit dem Fremdpartikel und den Granula mit den Wirkstoffen. Bei einer
Ubermagigen Stimulation der Neutrophilen kann es 1. zu einer frustranen Sekretion der Granulainhalte, 2. zum lokalen
Zelltod der Neutrophilen und damit zum Freiwerden der Substanzen, 3. Gber den Phagozyteosevorgang mit gleichzeitiger
Fusion von Granula mit den noch nicht vollkommen verschlossenen Phagosom zu einem Freiwerden der lytischen
Wirkstoffe sowie 4. bei der lokalen Diapedese und der Gewebsmigration der Neutrophilen zu einer kontaktaktivierten
Exozytose kommen. Die Wirkstoffe greifen lokal die Endothelzellen, die interzellulare Matrix sowie Gewebezellen an und
fuhren zu einer Desintegration der Zellen. Die Kontinuitat der GefaRwand ist gestort und externe Matrix liegt frei, an
welcher sich sekundar das Gerinnungssystem aktivieren kann.

Somit kommt es Uber zwei Mechanismen in der Lunge zu einer Beeintrachtigung des Blutflusses: adhéarente und
physikalisch steckengebliebene Leukozyten behindern den Durchfluf3, deren lokal wirksame zytolytische Faktoren fiihren
zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems mit Mikrothrombenbildung. Zu diesen Auswirkungen der Endotoxamie
kommt es in den ersten Stunden einer Sepsis, erkennbar unter anderem an den initialen hamodynamischen
Veranderungen. Eine Therapie mit Beginn drei Stunden nach Einsetzen dieser Pathomechanismen, kann an deren
Verlauf und den primar gesetzten Schadigungen nichts mehr andern.

Die Adhasionskaskade verdeutlicht, dal? die Leukozyten-Endothel-Interaktion einem fein abgestimmten, kaskadenartigen
Regulationsmechanismus unterliegt, der gewabhrleistet, daf} bestimmte Leukozyten-Subpopulationen ihre physiologische
Aufgabe in einem adaquaten Funktionszustand zur rechten Zeit am rechten Ort ausiiben kénnen. Die physiologische
Granulozytenfunktion wird bestimmt durch eine kontrollierte Interaktion von Granulozyten mit Endothelzellen, anderen
Leukozyten, Thrombozyten und extrazellularen Matrixkomponenten. Gerat dieses Regelwerk unter dem Einflu3
endogener (Zytokine) oder exogener (Endotoxin) Faktoren auf3er Kontrolle, wie zum Beispiel in einer Sepsis, kann eine
Granulozyten-Dysfunktion entstehen, deren fatale Auswirkungen in einer Schadigung der GefalBwande und auch der
extravasalen Gewebe enden kénnen. Die durch Adhasionsmolekiile vermittelte Granulozyten-Endothel-Interaktion spielt
in der Pathophysiologie der Sepsis und der nachfolgenden Kaskade daher eine wichtige Rolle.

5.4 Diskussion des Applikationszeitpunktes von G-CSF

Dies ist die eine Seite der neutrophilen Granulozyten. Auf der anderen Seite ist die anhaltende Leukopenie in der Sepsis
als prognostisch sehr unguinstig zu werten. Dies stellte auch die Grundlage fur die Applikation des Wachstumsfaktors
G-CSF in einer septischen Erkrankung dar. Die negative Auswirkung einer Neutropenie auf die Prognose einer schweren
Sepsis wurde schon mehrfach dargestellt und auch in dem verwendeten Sepsis-Klassifizierungssystem APACHE Il wird
eine Neutropenie berlcksichtigt [Knaus 1985]. Dabei tritt der initiale Leukozytensturz regelméaRig auf. Problematisch fur
den Patienten ist eine anhaltende Neutropenie, welche ausgeldst wird durch eine Dysregulation der Zytokine und
insbesondere der Wachstumsfaktoren.

Um die Wirkung von appliziertem rhG-CSF in einem Sepsismodell zu erlautern, méchte ich zunéchst noch einmal auf die
Rolle von endogenem G-CSF in einer Sepsis / Infektion eingehen.

Verschiedene Studien konnten G-CSF in septischen Patienten und in experimenteller Endotoxdmie nachweisen. Der
Verlauf folgt dabei ebenso wie bei den meisten Zytokinen einem Anstieg mit einem Maximum im Verlauf der Sepsis und
einem nachfolgenden Abfall bis auf Ausgangswerte. Der Peak der G-CSF-Konzentration liegt etwa 3 Stunden nach einem
traumatischen Insult mit Werten von 400 bis 500 pg/ml. Er fallt innerhalb eines Tages deutlich ab und erreicht nach Tagen
Werte im Normalbereich (< 30 pg/ml) [Kiriyama 1993]. In septischen Patienten konnten anhaltend erhéhte
G-CSF-Konzentrationen im Serum nachgewiesen werden, hier lag der Maximalwert im Bereich von 4500 pg/ml, danach
blieben die Konzentrationen bis zur Rekonvaleszenz bei 150 pg/ml [Tanaka 1996].
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Abbildung 4: Makrophagenstimulation und G-CSF

Dieser endogene Anstieg von G-CSF im Serum kann jedoch dem initialen Leukozytensturz nicht ausreichend entgegen
wirken, wie man an den initialen Veranderungen der Leukozytenzahlen in beiden Gruppen erkennen kann. Dal3 das
endogene G-CSF nicht ausreicht, den Mehrbedarf an neutrophilen Granulozyten durch eine Neurekrutierung ausgleichen
zu konnen, liegt sicherlich an einer gewissen Latenzzeit, welche das G-CSF in seiner Wirkung auf das Knochenmark hat.
Studien an gesunden Probanden konnten im Gegenteil nach einer G-CSF-Gabe eine initiale Neutropenie beobachten.
Dies ist durch die Aktivierung der zirkulierenden Neutrophilen mit Induzierung der oben beschriebenen
Adharenz-Phanomene zu erklaren. Erst im Verlauf der n&chsten Stunden kommt es zu einem allméhlichen Anstieg der
Leukozytenzahlen im peripheren Blut.

In der Sepsis werden diese aus dem Knochenmark freigesetzten Zellen sofort wieder in den geschadigten Gefal3en
abgefangen. Da die Lunge das erste Organ nach dem Herzen ist, welches die Blutzellen nach ihnrem Ubertritt in die
Zirkulation passieren muissen, reichern sich hier die gleichfalls aktivierten Leukozyten weiter an. Der endogene
Knochenmarksstimulus reicht nicht aus, gentigend Leukozyten zu rekrutieren, um die Leukopenie zu Uberwinden. Dies ist
an Hand der Veranderungen des kleinen Blutbildes unserer Kontrolltiere zu ersehen (s. S. 77).

Mit einer therapeutischen Applikation von G-CSF drei Stunden nach Einsetzen einer Sepsis kommt man somit genau in
den Bereich des endogenen Peaks. Wiederholt hohe G-CSF-Konzentrationen im Serum flihren neben der sofortigen
Rekrutierung der Neutrophilen aus dem vorhandenen Knochenmarkpool zu einer Aktivierung der Hamatopoese im Sinne
einer Verkiirzung. Wahrend die Granulozytopoese im gesunden Organismus gut sieben Tage dauert, werden Neutrophile
unter hohen G-CSF-Gaben schneller nachgebildet. Diese Verklirzung ist vorwiegend auf die Reduktion der
Reifungsphase zwischen letzter Zellteilung und dem Ubertritt in die Zirkulation von sechs Tagen auf bis unter drei Tagen
zurlckzuftihren. Somit konnte unsere in den G-CSF-Tieren induzierte Leukozytose auf zwei aufeinanderfolgende
Mechanismen beruhen. In einer ersten Phase innerhalb der ersten drei bis vier Tage kommt es durch die hohe
G-CSF-Konzentration zu einer Gibermafigen Entleerung des Knochenmarkpools. Eine gleichzeitig stattfindende
Stimulation der Granulopoese resultiert erst im weiteren Verlauf in der Rekrutierung von neugebildeten Neutrophilen. Dies
wurde einen leichten Einbruch in der aufsteigenden Leukozytenkurve bei 96 Stunden post infectionem erklaren, wie wir
ihn in den Tagesverlaufen beobachten konnten.

5.5 Wirkung von G-CSF auf die neutrophilen Granulozyten

Wie bereits erwdhnt wirkt G-CSF jedoch nicht nur regulatorisch auf die Granulopoese. Es moduliert auch die Aktivitat und
Funktion der bereits ausgereiften Neutrophilen.

1. G-CSF beeinfluf3t die Chemotaxis der Neutrophilen. Dies geschieht in zweierlei Hinsicht. In niedriger Konzentration
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fordert G-CSF die Chemotaxis auf eine chemotaktische Substanz hin, in héherer Konzentration dagegen hemmt G-CSF
die Antwort der Neutrophilen auf einen chemotaktischen Stimulus [Wang 1988].

2. G-CSF vermag die Phagozytose der Neutrophilen zu steigern. Nach Applikation von rhG-CSF in gesunde Probanden
konnte Turzanski eine Steigerung der Bakterienphagozytose ex vivo zeigen [Turzanski 1997]. Neben der Steigerung der
Phagozytoseaktivitat Uber die vermehrte Expression der dazu nétigen Rezeptoren, ist auch der Folgeprozel3 stimuliert:
G-CSF vermag die zytotoxische und bakterizide Aktivitat der Neutrophilen zu steigern. Beschrieben ist hier insbesondere
die Induktion des "respiratory burst" nach G-CSF-Applikation durch LPS [Ohsaka 1989, Turzanski 1997].

3. Uber eine vermehrte Expression der Adhasionsmolekiile B ,-Integrin (CD11/CD18-Komplex) kann G-CSF eine

Sequestration der Neutrophilen mit Forderung der Emigration induzieren. Dies fuhrt zu den oben beschriebenen
Phanomen.

4. Im Gegensatz dazu werden die Adhasionsmolekiile L-Selektin (CD62L) von der Oberflache der Neutrophilen
abgeworfen, was zu einem verminderten Rollphanomen der Zellen an den Gefallwanden fihren kann. Primarer Effekt
dieses Mechanismus ist die Rekrutierung der Neutrophilen aus peripheren Pools.

5. G-CSF verziogert den programmierten Zelltod (Apoptosis). Neben der Verlangerung des gesamten Lebenszyklus der
neutrophilen Granulozyten ist unter G-CSF auch die Zirkulationszeit um etwa zehn Stunden erhéht.

Wie alle Zellmodulatoren wirkt G-CSF Giber membranstandige spezifische Rezeptoren auf die Zelle. Die Rezeptoren
konnten bislang nur - mit Ausnahme von Plazentazellen - auf Neutrophilen-Vorlauferzellen und den maturen Neutrophilen
nachgewiesen werden. G-CSF findet seine Effektorzellen somit nur in der Neutrophilen-Reihe. Samtliche Reaktionen im
Organismus auf eine G-CSF-Gabe hin missen also Uber die neutrophilen Granulozyten vermittelt werden. Bei den oben
beschriebenen Phdnomenen kann dies leicht nachvollzogen werden. Komplexer ist die Wirkung des G-CSF auf die
TNF-a -Konzentration. Verschiedene Studien konnten bei einer G-CSF-Applikation eine reduzierte TNF-a -Ausschittung
im Vergleich zu einer jeweils unbehandelten Gruppe nachweisen [Gorgen 1992, Haberstroh 1995]. TNF-a stammt
bekanntermaf3en vorwiegend aus Zellen der Monozyten / Makrophagen-Reihe, die restlichen Quellen (z. B. Lymphozyten,
Keratinozyten) dirften insbesondere in der initialen reichlichen Freisetzung keine bedeutende Rolle spielen. Eine direkte
Wirkung von G-CSF auf die Monozyten kann ausgeschlossen werden und was auch von Gdrgen et al. sowie Terashima
et al. experimentell nachgewiesen wurde [Gorgen 1992, Terashima 1995]. Wie die neutrophilen Granulozyten die TNF-a
-Freisetzung der Monozyten inhibieren, ist immer noch nicht exakt aufgeklart. Dal3 es tber einen direkt von Zelle zu Zelle
vermittelten Mechanismus laufen muf, konnten Terashima und Mitarbeiter 1995 in vitro zeigen [Terashima 1995]. Uber
ein intrazellulares Farbeverfahren konnten sie auch nachweisen, daf3 es sich um eine Suppression der TNF-a -Synthese
handeln kdnnte. Die Suppression konnte dabei nur im Beisein der Neutrophilen ausgeldst werden, eine Zugabe von
Kulturuberstanden der stimulierten Neutrophilen erreichte keine Reduktion der TNF-a -Ausschittung. Die Hemmung der
Monozyten-TNF-a -Synthese scheint ein negativer Feedback-Mechanismus zu sein, um die Monozyten vor einer
UbermaRigen Ausschittung von TNF-a , sowie den Organismus vor einem weiteren Anstieg der dann durchaus
schadlichen TNF-a -Konzentration zu schitzen. Diese und &hnliche Mechanismen kénnten auch eine Erklarung fur den
Verlauf der TNF-a -Kurve in einem septischen Geschehen sein (schnelle Reduktion der Konzentration nach einem
Maximum). Erfolgt die Gabe von G-CSF vor Induktion einer bakteriellen Sepsis oder vor exogener Applikation von
Endotoxin, so ist eine Reduktion des TNF-a -Peaks 90 bis 180 Minuten post infectionem im Vergleich zu den
Kontrollgruppen festzustellen [Gorgen 1992, Haberstroh 1995]. Mit einer Gabe von G-CSF drei Stunden nach der
Sepsisinduktion liegt man direkt hinter diesem initialen TNF-a -Peak. Er ist durch das G-CSF nicht mehr zu beeinflussen.
Bei einer grundsatzlich reduzierenden Wirkung der durch G-CSF stimulierten Neutrophilen auf die TNF-a -Freisetzung
durch monozytare Zellen, kdnnte jedoch die weiter anhaltende TNF-a -Sekretion vermindert werden. Um dies zu
untersuchen, haben wir die TNF-a -Menge, welche lber die gesamte Versuchsphase freigesetzt wurde, summiert und
dargestellt (s. S. 89).

Wie schon bei den Spitzenwerten dargestellt (s. S. 87), ist kein deutlicher Unterschied zwischen den Kontrolltieren und
den G-CSF-Therapietieren in den initialen Stunden zu sehen. Die nach Einsetzen der G-CSF-Therapie insgesamt
freigesetzte Menge liegt zwar in der G-CSF-Gruppe etwas Uber der TNF-a -Menge der Kontrollgruppe, aber mit einem p =
0,49 ist der Unterschied weit aul3erhalb der Signifikanzgrenzen. Wiirde sich eine Erhdhung der TNF-a -Freisetzung unter
einer G-CSF-Therapie in weiteren Studien mit héherer Tierzahl und einer Verlangerung der Beobachtungsdauer aber
bestatigen, kdnnte dies in einer proinflammatorischen Wirkung des Wachstumsfaktors begriindet sein mit einem in
diesem Fall positiven Feedback auf die mononukledren Phagozyten. Ein Einflu der Neutrophilen auf die TNF-a
-Liberation durch die Monozyten im Sinne einer Reduktion scheint sich unseren Ergebnissen nach auf die Phase der
Hypersensibilisierung der Zellen zu beschranken. Oder anders ausgedriickt, eine zusatzliche G-CSF-Gabe kann die
Neutrophilen nicht zu einer anhaltenden Monozyten-Suppression aktivieren. Es bleibt zukiinftigen Studien, zu
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untersuchen, ob eine G-CSF-Gabe in spateren Sepsisphasen Uber die Neutrophilen wirklich eine proinflammatorische
Wirkung entfaltet. In diesem Falle bleibt hier noch einmal zu bemerken, dal3 eine proinflammatorische Stimulierung in
einer verzogerten Phase der Sepsis durchaus gefordert werden kann, da hier die immunsuppressive Wirkung einer
Hyperaktivierung in der Initialphase (welche zur Reaktionslosigkeit der Zellen gegentiber bestimmten Stimulantien fihrt
[Stadler 1995] ) anhalt.

5.6 Immunsuppression in der Sepsis

Im Verlauf einer Sepsis kommt es Uber die Hypersensibilisierung der Entziindungszellen durch die initial freigesetzten
proinflammatorischen Zytokine zu einem Ingangsetzen der antiinflammatorischen Konterregulation. Kortikosteroide der
Nebennierenrinde wirken inhibitorisch auf eine Zytokin-Produktion. Die Zytokine IL-10 und Transforming Growth Factor-3
(TGF-B) werden aus Entziindungszellen freigesetzt und wirken Uber verschiedene Suppressionsmechanismen
(insbesondere reduzierend auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine) einer weiteren Steigerung der
Entzindungsreaktion entgegen. Bei der Zellaktivierung durch die proinflammatorisch wirksamen Zytokine mit der
Aktivierung der Phospholipase werden im folgenden nicht nur die proinflammatorischen Eicosanoide Thromboxan,
Leukotriene und PAF freigesetzt, sondern auch das Prostaglandin E,. PG E, wirkt inhibitorisch auf die IL-2-Produktion

wirkt und reduziert die zytotoxische Potenz einiger Killerzellen. Auch das in der Endotoxamie freigesetzte Radikal
Stickstoffmonoxid besitzt neben seiner zytotoxischen und proinflammatorischen eine entgegengesetzte Wirkung. Es
hemmt die Proliferation von Makrophagen, Granulozyten und Gewebezellen. Als Antwort auf eine hohe Konzentration an
proinflammatorischen Zytokinen im Kreislauf werden systemisch auch Antagonisten sowie l6sliche Rezeptoren der
Zytokine freigesetzt. Beispiele hierfur sind die Rezeptoren fir TNF-a , sowie die beiden Rezeptoren fiur IL-1 (IL-1RI und
IL-1RII). An identifizierbaren Zytokin-Antagonisten hat bislang insbesondere der IL-1 Rezeptorantagonist Bedeutung
erlangt. Neben dieser aktiven Unterdriickung der systemischen Entziindungsreaktion kommt es aber auch zu
unspezifischen Erschopfungszusténden in einer prolongierten Sepsis. Dies spielt einerseits in der Leber eine Rolle, wo
die Akut-Phase-Proteine nicht mehr in ausreichender Menge gebildet werden, wie auch im Knochenmark, wo es zu einer
Knochenmarksinsuffizienz kommt. Dies schwécht die Abwehrleistung natlrlich ganz besonders. Es werden nicht nur
weniger, sondern auch defekte Abwehrzellen gebildet. Grund fiir diese Knochenmarksinsuffizienz ist einerseits der
relative Mangel an Wachstumsfaktoren [Gillan 1993], andererseits Mediatoren, welche die Proliferation von Zellen negativ
beeinflussen kdnnen. Hierzu zahlt, wie bereits erwahnt, das Stickstoffmonoxid.

DalR das Zusammenspiel der pro- und antiinflammatorischen Zytokine auch Auswirkungen auf die Uberlebensdauer der
neutrophilen Granulozyten hat, konnten Ertel et al. in einer aktuellen Studie zeigen [Ertel 1997]. Wéahrend die
antiinflammatorischen Zytokine die Apoptosis der Granulozyten reduzierte und so die Anzahl und Lebensdauer vitaler
Zellen im peripheren Blut steigerte, kann dieser Effekt durch die proinflammatorischen Mediatoren aufgehoben werden.
Dies entspricht wiederum dem immunsupprimierten Status in der initialen Schockphase.
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Abbildung 5, nach Thiel 1996b: der Circulus vitiosus der Immunsuppression

In der Intensivmedizin kommt es dartber hinaus durch die polypragmatischen Medikation septischer Patienten, tiber eine
allmahliche Vergiftung und ein Versagen von Leber und Niere zu der Beeintrachtigung von Zellwachstum und
-differenzierung. Aus diesem Grunde kann es durchaus von Nutzen sein, Wachstumsfaktoren, welche prinzipiell einen
proinflammatorischen Charakter haben, in einer prolongierten Sepsis und im Multiorganversagen mit der Entwicklung
einer Immunsuppression einzusetzen.

Der Anstieg der Leukozytenzahlen ist ein Zeichen, dal3 man mit einer Gabe von Granulozyten-Wachstumsfaktoren zu
einem Zeitpunkt des Leukozyteneinbruchs, die Anzahl der zur Verfigung stehenden funktionsfahigen unspezifischen
Abwehrzellen wieder in Bereiche heben kann, in welchen eine kbrpereigene Erregerabwehr effektvoll stattfinden kann.
Dal wir in dieser Studie keine protektive Wirkung trotz der enormen Leukozytensteigerung nachweisen konnten, kann
auch an dem Modell einer kontinuierlichen intravendsen Keiminfusion liegen. Bei einer Sepsis, ausgehend von einer
lokalen Infektion (Peritonitis, Pneumonie, etc.) oder einer kurzfristigen Keiminfusion mit eventueller zeitlich deutlich
abgesetzter Wiederholung (Modell eines intermittierend streuenden Herdes), kénnten die Konsequenzen deutlicher in
einen positiv wirksamen Charakter fihren. Das Manko an einer intravendsen Keimdauerinfusion kann einerseits in dem
anhaltenden Nachschub an vitalen Erregern liegen, welche die Abwehrzellen trotz Anstieg nicht zu bewaltigen vermdgen.
Andererseits kann es durch die andauernde Endotoxinfreisetzung im gesamten Gefal3system zu einer systemischen
Hyperaktivierung der zirkulierenden Leukozyten wie auch der Endothelzellen kommen. Die Abwehrzellen liegen zwar in
erhdhter Anzahl vor, kdnnen aber durch die anhaltende "Rundumaktivierung" ihre Mechanismen zur Erregerbekdmpfung
nicht gezielt einsetzen.

5.7 Konsequenzen aus unseren Ergebnissen:

Eine Therapie mit rhG-CSF in der manifestierten Sepsis bringt aus unserer Sicht bei nicht-neutropenischen Patienten
keine zusatzliche positive Wirkung. Da wir keine fatalen Auswirkungen durch die Leukozytensteigerung feststellen
konnten, ist die manifestierte Sepsis auch am nicht-neutropenischen Patienten keine absolute Kontraindikation. Unter
dem Aspekt der Ineffektivitat einer additiven rhG-CSF-Therapie und der Kosten-Nutzen-Analyse ist aber von einer
rhG-CSF abzuraten. Um die Anzahl der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut zu steigern, mufd rhG-CSF
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mindestens taglich appliziert werden. Bei einer anhaltenden Sepsis Uber mehrere Tage steigen so die Kosten bald in
Tausender Bereiche (eine Tagesdosis liegt bei etwa DM 430,-).

5.8 Anderungsvorschlage fur zukunftige Sepsis-Studien unter Verwendung von rhG-CSF:

1. Um die Mortalitat und die klinische Verbesserung einer septischen Infektion unter einer Therapie beurteilen zu kénnen,
sollte der Beobachtungszeitraum weiter verlangert werden. Dies bedeutet zwar einen erheblichen Aufwand fur das
betreuende Personal, jedoch ist zu tberlegen, ob nach einer initialen intensiv zu Gberwachenden Phase nicht die Katheter
bei entsprechendem klinischen Bild entfernt werden kénnen. Die Tiere kénnen dann ohne das umfassende Monitoring bis
zu einem endgultigen Abbruch der Versuchsphase gehalten werden. Diese Uberlegung ergab sich in unserer Studie
wiederholt, als Tiere im Verlauf der Sepsis eine konstante Besserung in klinischen und hamodynamischen Parametern
zeigten, unabhangig von der Therapiestrategie.

2. Um das Studienmodell weiter an klinische Verhéltnisse anzupassen, sollte Giberlegt werden, ob man die
Bakteriendauerinfusion nicht nach einer gewissen Zeit beendet. Um einen streuenden Herd zu imitieren, kann auch eine
Keiminfusion in einem gewissen Abstand wiederholt werden. So kann sich auch der Organismus bzw. das Abwehrsystem
zwischenzeitlich erholen und wird nicht konstant tberfordert. Dies spielt insbesondere bei dem Ziel einer Steigerung der
unspezifischen Abwehrleistung (wie auch der spezifischen) eine Rolle. Bei einer Uberflutung mit Krankheitserregern, wie
sie im normalen klinischen Geschehen seltener vorkommt, kann das Abwehrsystem nicht voll effektiv arbeiten und eine
Infektion oder zumindest deren fatalen Auswirkungen verhindern.

3. Es ware interessant, vor allem unter einer G-CSF-Therapie in der verlangerten Sepsis die Funktion der neutrophilen
Granulozyten, wie auch der anderen Abwehrzellen zu Uberprifen. Konkret gibt es hier verschiedene Mdglichkeiten, z. B.
die Phagozytoserate, den "respiratory burst", die Freisetzung von Stickstoffmonoxid oder die Freisetzung von Zytokinen
und Mediatoren wie auch die Exprimierung von Oberflachen-Antigenen in Vollblutproben zu bestimmen. So kann
Uberpruft werden, ob unter einer G-CSF-Therapie in der Sepsis die Funktionsfahigkeit der Granulozyten wirklich voll
ausgebildet ist. Dies ist zwar aus in vitro Studien beschrieben. Da wir in unserer Studie keinen Effekt auf die Blutgase, die
Freisetzung granulozytarer Mediatoren (LNPI, NO) trotz erheblicher Steigerung der Leukozytenzahl hatten, stellt sich hier
die Frage, ob diese induzierten Granulozyten wirklich das gleiche Reaktionsschema aufweisen, wie die Granulozyten der
Kontrollgruppe, welche nicht durch G-CSF-Applikation stimuliert wurden.

4. Es sollte in kiinftigen Studien auch eine Selektion der Tiere hinsichtlich ihrer Leukozytenzahlen pra infektionem und /
oder im Leukozytensturz gemacht werden. Die Berucksichtigung der Leukozytenkonzentration sollte einer Beeinflussung
der Studie durch diesen erheblichen Faktor entgegenwirken. So konnte Smith in seiner Studie an Kaninchen eine
deutliche Mortalitatssenkung unter einer G-CSF-Therapie nur bei leukopenischen Tieren feststellen [Smith 1995]. Dies
bedeutet einen erheblichen Mehraufwand an Tieren, da zusatzliche Gruppen gebildet werden missen, bzw. einzelne
Tiere, welche zwar schon auf die Studie vorbereitet wurden, aber dann aufgrund abweichender Leukozytenzahlen aus der
Studie ausgeschlossen werden missen.

5. Des weiteren bleibt zu Gberprifen, ob der hier festgestellte Effekt von rhG-CSF auf die Sepsis nicht dosisabhéangig ist.
So konnte insbesondere in in vitro Studien gezeigt werden, daf? die Wirkung von G-CSF auf neutrophile Granulozyten
durchaus konzentrations- (dosis-) abhangig ist.

6 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde die Wirkung von rhG-CSF auf die gramnegative Sepsis am nicht sedierten Schwein untersucht.
Bertcksichtigt wurden insbesondere der klinische Verlauf, die hamodynamischen Parameter, die Blutgase sowie einzelne
Mediatoren. Der Wachstumsfaktor wurde zur Simulation von klinischen Verhaltnissen drei Stunden nach Induktion der
Pseudomonas aeruginosa -Sepsis appliziert und danach wiederholt alle 24 Stunden. In der G-CSF-Therapiegruppe
wurden 7 und in einer Kontrollgruppe 10 Tiere verwendet. Die Untersuchungsdauer wurde mit 120 Stunden angesetzt. 5
Tiere der G-CSF-Gruppe sowie 5 Tiere der Kontrollgruppe erreichten den Endpunkt der Studie (71 % bzw. 50 %). Tiere,
die den Wachstumsfaktor erhielten, reagierten circa 24 Stunden nach der ersten Applikation mit einem gegeniber der
Kontrollgruppe erhdhten Leukozytenzahl im peripheren Blut. In der dritten Phase (Stunde 60 bis 120) wurden in dieser
Gruppe 140 % des Ausgangswertes der Leukozyten erreicht. AuRer diesem Anstieg konnten wir keine signifikanten
Unterschiede in den untersuchten Parametern zwischen der Kontrollgruppe und der G-CSF-Therapiegruppe feststellen.
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Die neutrophilen Granulozyten gelten allgemein als die Haupteffektoren der Organschadigungen in einer septischen
Erkrankung. Sie werden in diesem Geschehen durch die Mediatoren Endotoxin, TNF-a , IL-1 und andere zu einer
Adhasion und Emigration in das Gewebe sowie zu einer Produktion und Freisetzung von zellschadigenden Enzymen und
Radikalen stimuliert. Dies manifestiert sich primar in der Lunge.

In der untersuchten G-CSF-Gruppe stieg der Leukozytengehalt in der letzten Phase auf 162 % des Wertes der
Kontrollgruppe. Dennoch konnten wir keine verstarkten Lungenschadigungen feststellen. Dies liegt vermutlich vorwiegend
in der veranderten Reaktionslage der induzierten Granulozyten, welche durch den Wachstumsfaktor zwar stimuliert
werden, unter der Wirkung des G-CSF aber auch die Adhasionsmolekile CD62L von ihrer Oberflache abstof3en und so
weniger an der Gefaliendothel haften.

In Ubereinstimmung mit einer klinischen Studie an Sepsis- und SIRS-Patienten mit einer niedrigeren Filgrastim-Dosierung
als die von uns eingesetzte [Gross-Weege 1997], kdnnen wir somit durch die therapeutische Applikation von G-CSF am
nicht-neutropenischen Schwein keine negativen Effekte aufzeigen, es fehlen uns aber auch Hinweise auf eine nitzliche
Wirkung des Faktors auf die gramnegative Sepsis. Unter diesem Aspekt und unter Beriicksichtigung der erheblichen
Kosten einer solchen additiven Therapie, sollte die Gabe von rhG-CSF beim septischen nicht-neutropenischen Patienten
kritisch beurteilt werden.

7 Summary

Pseudomonas aeruginosa sepsis in the non-anesthetized pig: effect of the granulocyte colony-stimulating factor
Filgrastim on hemodynamic and clinical course

In this study the effect of rhG-CSF on the Gram-negative sepsis in the not sedated pig were investigated. The clinical
course, hemodynamic parameters, the blood gas conditions and different mediators were considered. For a simulation of
the clinical situation the growth factor was given 3 hours after the induction of a P. aeruginosa septicemia and repeated
every 24 h afterwards. We used 7 animals in the G-CSFgroup and 10 in the control group. The observation period was
appointed to 120 hours. 5 animals of the G-CSF group and 5 of the controls attained the endpoint (71 % and 50 %
respectively). Those animals who received the growth factor, responded within 24 h of the first application with a
increased leukocyte count in the peripheral blood compared with the control. The level reached 140 % of the baseline
count in this group. Apart from these increase we could not ascertain any significant distinctions in the investigated
parameters between the control and the G-CSF group.

The neutrophilic granulocyte are valid as the main effectors of the organ injury in a septicemic disorder. In these
occurence they are stimulated by the mediators endotoxin, TNF-a , IL-1 and others to adhesion and emigration in the
tissue as well as to the production and liberation of cytotoxic enzymes and radicals. This is primary manifestated in the
lung.

In the investigated G-CSF group the leukocyte count increased in the last phase up to 162 % of the control level.
Nevertheless we could not find out any enhanced lung injuries. Presumable this is mainly caused by the changed
reactions of the induced granulocytes, wich are sure stimulated by the growth hormone, but which as well shed the
adhesion molecules CD62L from their surface, so that they are less adhesive to the endothelium.

So with the therapeutical application of G-CSF in the hon-neutropenic pig we could not show any negative effects, but we
also do not have benefit to the Gram-negative sepsis. By this aspect and in consideration of the high costs of such an
additive therapy one should do without G-CSF in the non-neutropenic patient with Pseudomonas sepsis.
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8.2 Ergebnistabellen

Auf den folgenden Seiten sind die Ergebnisse tabellarisch dargestellt. Bei einzelnen Parameter wurden neben den zu
Phasen zusammengefalRten Ergebnissen auch Maximalwerte oder die Werte zur Stunde 2 dargestellt.

Es sind die Mittelwerte (x) sowie die Standardabweichungen (s) in Zahlen aufgefuhrt. Haben sich in den statistischen
Auswertungen im Student-T-Test Signifikanzen ergeben, sind diese dargestellt. Vor der Kennzeichnung wurde die
Bonferonikorrektur durchgefiihrt. * bedeutet signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppe im Bezug auf den Basalwert,
** deutet einen hochsignifikanten Unterschied an. # kennzeichnet den signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

Tab. 1: Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

| ﬂ Basalwert ﬂ Phase 1 ﬂ Phase 2 ﬂ Phase3

| ﬂKontroIIeﬂG—CSFHKontroIIeHG—CSFﬂKontrolleﬂG—CSFHKontroIIeﬂG—CSF
[Korpertemperatur|[x| 38,6 ﬂ 38,6 || 40,4 ﬂ41,1** ﬂ 41,0% ﬂ41,1** ﬂ 40,4%* ﬂ4o,4**
| ra [ 08 [[03 [[ 12 |02 [[ 04 [[03 || 07 [[06
| ] | | | | | | |

Herzfrequenz [x[ 88 ﬂ 77 || 110 ﬂ 108** ﬂ 126** ﬂ 122** ﬂ 129** ﬂ 136**
[Schiage/min] [s[ 19 ﬂ 16 [[ 20 ﬂ 9 H 14 H 10 ﬂ 16 ﬂ 10

i | | | | |
Atemfrequenz x| 30 [[ 26 |[[ 54 |[[ 54* 53** 51 [[ 53 [[ 66
[zuge/min] [s| 9 [[ 11 [[ 21 [] 13 13 24 [ 18 [[ 28

Tab. 2: Ergebnisse der Druckmessungen
Basalwert |_| Stunde 2 ’—| Phase 1 |_| Phase 2 r| Phase3
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Kontrolle| [G-CSF| [Kontrolle| |G-CSF| |Kontrolle | |G-CSF| |[Kontrolle| |G-CSF| |Kontrolle| |G-CSF
MAP [x[ 108 106 ]’ 115 ]’ 122 109 106 97 87** 97* 92
[mmHg][s[ 15 13 15 18 14 13 9 12 10 14

|MPAP |§| 13 ﬂ 13 ﬂ 34+ ﬂ 34+ ﬂ 27 ﬂ 23** ﬂ 21%* ﬂ 18 H 25%* H 30**

[mmHg][s[ 3 2 [[ 8 [] 5 8 3“4“3“3P6

B | | | | I
ZVD [x[ 1 1 ﬂ 2 ﬂ 2 1 1 ﬂ 1 ﬂ 1 0 2
[mmHg][s| 1,6 1,5 ﬂ 3,7 ﬂ 1,9 2,2 1,2 ﬂ 1,2 ﬂ 1,1 1,3 2,6
B | | | |
PCWP [x| 3 3 [| & |[[ 5 5 3 [ 2 [ 1 2 3
[mmHg][s[ 2,3 2,7 ﬂ 2,7 ﬂ 2,1 2,7 1,8 ﬂ 1,0 ﬂ 2,0 0,8 2,7

Tab. 3: Himodynamische Parameter

H Basalwert |_| Stunde 2 ﬂ Phase 1 ﬂ Phase 2 H Phase3

ﬂKontroIIe ﬂG-CSF ﬂKontroIIe ﬂG-CSF HKontroIIe HG-CSF ﬂKontroIIe ﬂG-CSF HKontroIIe HG-CSF

I
| HzV M 2,8 ﬂ 2,4 ﬂ 2,7 ﬂ 2,3 2,9 2,4 ﬂ 4,8%* ﬂ 4,3**( 5,3** 5,0%*
| [I/min] E| 0,6 ﬂ 0,7 ﬂ 1,3 ﬂ 0,8 1,0 0,5 ﬂ 1,2 ﬂ 1,1 ( 0,9 0,9
| [ | | | | | | I
| Cl M 115 H 110 ﬂ 110 ﬂ 106 116 109 ﬂ 190** ﬂ 182* ( 215 224%*
[ [miminkg] [s[ 19 30 ﬂ 46 ﬂ 39 33 24 ﬂ 26 ﬂ 50 ( 31 46
| | | | | I
| SVI x[ 1,4 1,5 ﬂ 1,0 ﬂ 1,1 1,1 1,0 ﬂ 1,5 ﬂ 1,5 ( 1,7 1,7
[miiHerzschlag/kg][s| 0.3 04 [[ 04 [[ 04 0,2 03 [[ 02 [[ 04 [[ 01 0,4
| (| (| | | I
| SVRI x| 76 81 ﬂ 94 ﬂ 103 82 88 ﬂ 42%* ﬂ 43* ( 37** 34*
[dyn/sec/cm5/kg] |s| 16 26 [[ 39 [[ 43 21 25 [[ 5 16 [[ 7 9
[ I I

PVRI x[ 7 7 |' 26* |' 24* 19* 17**|' 8 ]’ 8 [[ 8 10

[dyn/sec/cm5/kg] [s| 1,4 1,8 y' 17,5 y' 10,1 12,1 4,7 y' 2,5 3,6 1,6 34

Tab. 4: Pulmonalvaskularer Widerstandsindex: Maximalwerte
’ ’ Basalwert Absolute Maximalwerte
der Stunde 0 - 12
| r| Kontrolle r|G-CSFr| Kontrolle ﬂ G-CSF
| PVRI x| 7 7 31* [] 32%*
| [dyn/sec/cmS/kg] s 1,4 H 1,8 20,5 ( 10,1
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Tab. 5: Ergebnisse der Bluthildbestimmungen

Basalwert r Phase 1 Phase 2 Phase3
Kontrolle |_ G-CSFr Kontrolle r G-CSF/| [Kontrolle[ [G-CSF| [Kontrolle [ [G-CSF

Leukozyten [x| 15,7 |'13,of 10,3* f 10,6 11,1* 16,5* 11,3 [ [18,3**#

| [109] E| 3,2 H 3,0 4,1 3,0 H 4,3 H 3,8 2,1 4,6

| | | | |

[Thrombozyten|x[ 216 [ 192 126** 132 51 52 40 46
109 [s[ 100 94 49 55 14 14 26 15

Erythrozyten [x| 6,4 6,1 r 6,4 r 6,1 5,2%* 5,2%* 4,0% 3,7%

AN N | —

[1012/]] s 0,6 0,9 ( 1,1 ( 1,1 0,8 1,1 0,7 0,7
| | | | |
[ Hamatokrit [x[ 33,2 ﬂ 31,7 34,3 33,0 ﬂ 27,8** ﬂ 27,4 [ [ 20,6 [[20,8*
| [%] s[ 17 ﬂ 4,0 3,4 4.6 3,5 5,4 2,6 5,0
| | (|
[ Hamoglobin [x| 10,7 ﬂ 10,3 11,2 10,7 9,0%* 8,8* 6,5% 6,6**
| [g/dl] s| 06 [[ 14 1,3 15 1,2 1,8 0,9 1,7

Tab. 6: Ergebnisse der Blutgasmessungen

|— Basalwert Phase 1 Phase 2 Phase3
|— Kontrolle | [G-CSF| [Kontrolle[ [G-CSF| [Kontrolle | [G-CSF| [Kontrolle| [G-CSF
pH |7 7,46 7,48 7,48 7,51 7,54 [[753[[ 751* 7,49*
|? 0,03 0,03 0,05 0,02 r 0,03 0,02 0,01 ﬂ 0,02
paCO, ’7 40,3 38,3 ( 35,4* [[32,9% [ 34,3* 35,1 35,3 35,2
| [mmHg] |?| 27 || 27 4,9 0,9 2,4 ﬂ 1,7 33 2,0
paO, ’7 84,0 87,3 68,3* [[66,6** 72,9 76,8 74,0 71,8

i
F
|
F
[fmmHg] [s| 75 [[105 [[ 92 [[ 61 [[ 76 || 66 7,0 7.1
| [ [ | [l [l
Sa0, ’7 98,6 ( 98,9 ( 93,5 (95,6**( 97,8 ( 98,3 ( 98,3 ( 95,6
[%] |? 1,9 f 2,0 6,4 f 2,1 2,6 f 1,2 1,9 3,2
[ [ [ [ [ i
’ HCO4 ’7’ 28,3 H 28,3 25,7 ’725,8** 29,1 ( 29,4 28,7 27,3
[ [mmol/I] |?| 1,7 H 1,6 2,4 1,0 2,7 2,0 2,5 2,3
[ [
taCO, ’7 66 ( 66 61 60**( 67 68 65 ( 63
[ [Vol%] [s| 39 [[ 37 60 [[ 22 [[ 62 |[[ 46 4,0 6,0
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Tab. 7: Ergebnisse der APACHE |l Klassifizierung

r Basalwert Phase 1 ’7 Phase 2 Phase3
Kontrolle[ [G-CSF| [Kontrolle| [G-CSF r Kontrolle r G-CSF| [Kontrolle HG-CSF
APACHE | x 4 3 12** 12** 14** 14** 13 [ [ 15*
Il
| [Punkte] [s 2 2 2 2 [[ 2 ] 2 2 3
’ Tab. 8: Ergebnisse der Endotoxin- und Mediatorenbestimmungen
| | Basalwert ﬂ Phase 1 ﬂ Phase 2 ﬂ Phase3
| |Kontro|lerG-CSF Kontrolle |G-CSFﬂKontroIIe G-CSF |Kontro|leﬂG-CSF
[Endotoxin [x| 0 f 0 126 [[ 79 f 488* || 482** 124 f 89
| [EU/mI] s 05 [| 05 1550 || 98,6 || 270,9 [[2483 [[ 130,9 ||1246
| | I | I I
TNF-a |X 2,0 1,6 56,3 58,7** 10,3 19,8 9,1 15,5
[pg/ml] [s| 2,47 2,81 64,86 |[40,83 [[ 10,32 [[33,84 [[ 13,05 [[14,47
B | [
IL-1ra |§ 402 257 2250* 1854* 755 759 r 539 659
[pg/mi] [s| 359 319 1804 690 702 270 [[ 223 510

Tab. 9: Ergebnisse der Endotoxin- und Mediatorenbestimmungen: Maximalwerte

| Basalwert H Maximalwerte
r| Kontrolle | [ G-CSF | Kontrolle |G-CSF Kontrolle | [ G-CSF [ [ Kontrolle ﬂ G-CSF
|_| | absoluter Maximalwert
Endotoxin |7| 0 0 | 808** f 823**
[EUmI] [s|[ 05 0,5 | 4052 |[[ 4048
absoluter Maximalwert
Stunde 1,5 Stunde 2
TNF-a X 2,0 1,6 201** | 224 222* 197** 269** ( 271**
[pg/ml] s 247 2,81 109,6 | 155,0 172,6 67,7 1428 |[[ 101,0
i absoluter Maximalwert
Stunde 3 Stunde 6
| IL-1ra X 402 257 3048 1819 3924 2614* 4075* 2654
[ Tpgiml] —[s[ 359 319 2776 1462 3827 973 3744 1022
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Tab. 10: Ergebnisse der Phagozytoseparameterbestimmungen
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| Basalwert Stunde 12 Phase 1 Phase 2 Phase3
| Kontrolle| [G-CSF| |Kontrolle| | G-CSF | |Kontrolle| |G-CSF| |Kontrolle| |G-CSF| |Kontrolle| | G-CSF
LNPI X 95 95 285** 222** 184** 152* 168* 121 84 85
[ng/ml] [ s 37 21 127 74 84 44 72 24 41 15
p-3-p X 11 12 20 25 15 19 16 16 11 14
[Eml] [ s 6 f 4 16 14 11 9 11 4 5 f 3
Tagb. 11: Organparameter
Basalwert Phase 2 Phase 3
Kontrolle G-CSF Kontrolle G-CSF Kontrolle G-CSF
GOT 14 11 49* 35* 25 13
| [E/ | | 4,9 ﬂ 2,3 |’| 27,2 ﬂ 18,2 |’| 19,9 ﬂ 7,6
| | | i B | [ | i
| GPT | | 31 24 |’| 22% ﬂ 17* |’| 14*= g**
| [E/] | 9,3 6,0 |’| 7.1 ﬂ 2,9 |’| 5,2 2,6
| | [ ] | [ ]
| Kreatinin | 1,3 1,3 |’| 1,5 ﬂ 1,3 |’| 1,4 1,2
| [mg/dl] | 0,14 0,10 |’ 0,45 r 0,05 |’| 0,58 0,19
| | B i [ ]
| Harnstoff 12 15 27* r 24* r 28 28
| [mg/dI] 6,3 5,8 9,8 [ 46 [ | 117 17,3
Tab. 12: Laboruntersuchungen klinische Chemie
| Basalwert Phase 2 | Phase3
| Kontrolle r G-CSF Kontrolle G-CSF | Kontrolle G-CSF
| Natrium 139 r 139 134 135* 135 134*
| [mmol/l] 3 I 1 7 3 3 3
Kalium 3,7 3,6 3,5 3,2 40 3,7
[mmol/I] 0,24 0,20 0,20 0,13 0,28 0,85
| Calcium |7| 2,4 ﬂ 2,3 | 2,2%* ﬂ 2,2 |’| 2,2%* H 2,2 f
| [mmol/l] [s[ 0,08 [ 010 | 0,16 [ 013 | 0,11 [[ 010 [
| [ I [] | | [
| Bilirubin gesamt |7| 0,1 [ o1 0,2 H 0,1 | 0,2 r 0,2 r
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| [mg/dI] |?| 0,05 ﬂ 0,04 | 0,16 ﬂ 0,03 |’| 0,09 ﬂ 0,06 f
| [ [ | [] [ [ i
| GesamteiweiR3 |7| 5,5 ﬂ 5,1 | 4,9 ﬂ 4,9 |’| 5,0* ﬂ 43 f
| [g/dI] [s[ 069 [ 040 | 1,13 [ 057 [ ] 0,64 [ 1o [
| [ [ | I [ [

| Glucose X | 136 [ 129 | 72* 88 | | 79* [ 91

| [mg/dl] s | 55 [ 46 | 31 27 [ 33 [ 43

8.3 Verwendete Einheiten und Abklrzungen

8.3.1 physikalische und biochemische Einheiten:

Langenangaben

m = Meter

cm = Zentimeter (102 m)

mm = Millimeter (10-3 m)

nm = Nanometer (109 m)

Volumenangaben

| = Liter

dl = Deziliter (101 1)
ml = Milliliter (10-3 1)

mm3 = Kubikmillimeter (1 mm3 entspr. 1 dl)

Gewichtsangaben

kg = Kilogramm (103 g)

g = Gramm

mg = Milligramm (10-3 g)

ug = Mikrogramm (10-6 g)

ng = Nanogramm (109 g)

pg = Pikogramm (10-12 g)

kDa = Kilodalton

Zeitangaben
h = Stunde

min = Minute
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sec = Sekunde

sonstige Einheiten

°C = Grad Celsius

dyn = 10-5 Newton (Krafteinheit)

IE = Internationale Einheit (Enzymaktivitat)

EU = Endotoxin Unit (bestimmt im LAL-Test)
mmHg = Millimeter Quecksilbersaule (Druckeinheit)

kcal = Kilokalorien (Energieeinheit)

3.3.2 Verwendete Abklrzungen

ACTH............... Adrenocorticotropes Hormon

APACHE II........ Acute Physiology And Chronic Health Evaluation |l

ARDS................ Adult Respiratory Distress Syndrome

BPI................... Bactericidal / Permeability Increasing Protein

(15 Cluster of Differentiation

Clo Cardiac Index (Herzindex)

COs.iiiiiii Kohlendioxid

DNS.....ccoovveeee. Desoxyribonukleinséaure

(rh) G-CSF........ (rekombinant humaner) Granulozyten Kolonie-Stimulierender Faktor
GM-CSF........... Granulozyten / Makrophagen Kolonie-Stimulierender Faktor

GOT = AST....... Glutamat-Oxalacetat-Transferase
GPT =ALT........ Glutamat-Pyruvat-Transferase

HoOo.oooiiiiiiee Wasserstoffperoxid

HD. v, Hamoglobin

HCO3 ..o Bikarbonat

HDL......ovvveeen. High Density Lipoprotein
HF................ Herzfrequenz

HKE o Hamatokrit

HZV......cooeveis Herzzeitvolumen
ICAM................ Interzellulares Adhasionsmolekiil
IFN..o Interferon

| Interleukin

IL-1ra................ Interleukin-1 Rezeptorantagonist
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IL-1RI/ 1.......... Interleukin-1 Rezeptor | / I
LBP..ooeeeiiiiie LPS Bindendes Protein
LNPIL.....cceee Leukocyte Neutral Proteinase Inhibitor
LPS..iiiiis Lipopolysaccharid

M-CSF.............. Makrophagen Kolonie-Stimulierender Faktor
MAP.......ceern Mittlerer Arterieller Druck
MPAP................ Mittlerer Pulmonalarterieller Druck
NoO..oviieeiiiiien. Lachgas

NO....cooveeern Stickstoffmonoxid

O,/ 00 i Sauerstoff / Superoxid
P-3-Peeeeieiiiinn. Prokollagen 3 Peptid

paCO, / paO,....arterieller Kohlendioxid / Sauerstoff Partialdruck

PAF.....cccoiinans Plateled Activating Factor

PCWP............... Pulmonary Capillar Wedge Pressure
Pulmonalkapillarer VerschlufR3druck

PGE / PGF........ Prostaglandin E / Prostaglandin F

PVRI...ccoovin. Pulmonalvaskuléarer Widerstandsindex
Sa0,......cccoveeeen. arterielle Sauerstoffsattigung
SIRS.......ccceeee. Systemic Inflammatory Response Syndrome
SV, Schlag Volumenindex

TGF..ooiiiiiis Transforming Growth Factor

TNF..ooiiiie, Tumor Nekrose Faktor

SVRI.cooveeiiin Systemischer vaskularer Widerstandsindex
TXA oo Thromboxan A,

Z\D....covveen Zentral Vendser Druck
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bei der Unterstiitzung in Anasthesie, Chirurgie und Intensivmedizin diese Studie erméglichen und vorantreiben. Er war

und ist ein guter Lehrmeister.

Das Thema, Arbeitsplatz und Finanzierung wurde von Herrn Prof. Dr. Dr. von Specht zur Verfugung gestellt. Auch er

stand jederzeit beratend zur Seite.
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Allen Laborassistenten sei ein gemeinsames Dankeschon ausgesprochen, wobei ich hier Hilde Schmidt-Pilger fir die
zligige Bestimmung der Endotoxine danken mdchte .

Die Zusammenarbeit mit dem Zentrallabor klappte vorziiglich. Auch hier mdchte ich eine Person hervorheben: Frau Haas
hat die TNF-Bestimmungen durchgefihrt.

In Fragen der statistischen Auswertung stand mir Frau Dr. Schmoor aus dem Instut fir Biomathematik und Statistik der
Albert-Ludwigs-Universitat zur Seite.

Mein Dank geht auch an die Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen, wo im Labor von Frau Prof. Dr. Jochum IL-1ra,
LNPI sowie p-3-p bestimmt wurde und wo mir Frau Dr. Gippner-Steppert als Ansprechpartner jederzeit zur Verfigung
stand. An der Universitat Ulm wurden in den Labors von Herrn Prof. Dr. Brickner die NO-Bestimmungen durchgefuhrt.

Herr Prof. Dr. Brunnberg an der Klinik und Poliklinik fur Kleintiere der Freien Universitat Berlin hat sich
dankenswerterweise bereit erklart, die Dissertation in seine veterindarmedizinische Obhut zu nehmen.

An der Chirurgischen Forschung méchte ich mich aul3erdem noch bei allen Mitarbeitern bedanken, welche direkt oder
indirekt die Studie unterstitzt und mitgetragen haben.

Zu guter Letzt aber nicht minder herzlich mdchte ich mich bei meiner Familie bedanken. Meine Eltern standen allzeit
hinter mir und so konnte ich die Arbeit fertigstellen und meine Brider konnten mir aus ihrem Medizinstudium durchaus
hilfreiche Tips geben, insbesondere bei der schriftlichen Fertigstellung der Dissertation.
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