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Referat

Hintergrund: Es wurden die Effekte des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors Simvastatin in
einem Endotoxinschockmodell in Bezug auf die Makro- und Mikrozirkulationsstorung,
die Leukozytenakkumulation in den Schockorganen, die histopathologischen

Veranderungen sowie die genregulatorischen Effekte im Endotoxinschock untersucht.

Studienmodell und Methoden: Der Endotoxinschock wurde bei Ratten durch die

intravendse Injektion des Lipopolysaccharids von Escherichia coli (Serotyp O127:B8) in
einer Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht induziert. Der Therapiearm des Modells
erhielt Simvastatin in einer Dosis von 100 ug/kg 24 Stunden vor der Schockinduktion.

Der Untersuchungszeitraum betrug 4 Stunden.

Ergebnisse: Durch die Simvastatingabe konnte die endotoxininduzierte, letale,
hypotone Kreislaufdysregulation vermieden werden. Im Therapiearm zeigte sich eine
normotone Erhéhung des mittleren arteriellen Drucks um rund 100%. Als Parameter fur
die verminderte endotheliale Schrankenstérung wurde der Hamatokrit durch die
Statingabe um 12% gesenkt. Die Leukozytenakkumulation in der Lunge und im
Dinndarm konnten durch das Statin vermindert werden (67% und 92%). Die
histopathologischen  Veranderungen in Didnndarm, Leber und Niere im
Endotoxinschock wurden durch die Simvastatingabe vermindert. Simvastatin hemmt in
unterschiedlichem Male die Induktion der Hitze-Schock-Proteine 25-, 60- und 70 in
den Schockorganen. Simvastatin inhibiert den Transkriptionsfaktor NF-kB Uber die
Beeinflussung dessen Aktivierungskaskade. Simvastatin hemmt die Expression von
Adhasionsmolekilen in HerzgefalRen (R+-Integrin um den Faktor 7,2 und VCAM um
den Faktor 0,6). Die Simvastatingabe fiihrt zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit in

der Endotoxdmie von zumindest 32%.

SchluB¥folgerungen: Es konnten antiinflammatorische Effekte des HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitors Simvastatin im Endotoxinschock in Ratten aufgezeigt werden.
Diese Effekte konnten hamodynamisch, biochemisch, histopathologisch und auf
zellregulatorischer Ebene dargestellt werden. Daraus konnten sich therapeutische

Ansatze in der Sepsis und im septischen Schock ergeben.

Schnell, Martin Gustav Otto: Protektive Effekte von Simvastatin beim Endotoxinschock.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2013
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1. Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Schock

1.1.1 Allgemeine Definition des Schocks

Der Schock stellt ein vital bedrohliches Endstadium und zugleich die schwerste
Komplikation unterschiedlicher Krankheitsverlaufe mit vielfaltiger Atiologie dar. Der
Schock wird in Abhangigkeit von seiner Pathogenese in finf Typen unterteilt (Tabelle
1). Eine mehr klinisch orientierte Definition lautet: ,Schock ist die inadaquate
Organperfusion, selbst nach adaquater Volumenauffillung, die sich oft als
persistierende Hypotension oder als Indikation fiir eine vasoaktive Medikamentengabe
zur Blutdruckerhéhung darstellt® (Johnson, D. et Mayers, I. 2001). Ohne eine
suffiziente Therapie tritt jeder schwere Schockzustand in die sogenannte Schockspirale
ein, die einen Circulus vitiosus beschreibt, der das pathophysiologische Geschehen
unabhangig von der auslésenden Noxe fortschreiten lasst. Samtliche Formen des
Schocks minden schliefllich in eine gemeinsame  Endstrecke, dem

Multiorganversagen mit hoher Letalitat (Larsen 1994).

1.1.2 Sepsis und septischer Schock

Die Definitionen der Bakteriamie, der Septikdmie, des Syndroms der systemischen
Entzindungsreaktion und des septischen Schocks waren zunadchst unscharf und
wurden oft synonym verwandt. Die Definitionen der American College of Chest
Physicians / Society of Critical Care Medicine Consensus Conference von 1992
(Tabelle 2) sind im klinischen Kontext als Arbeitsdefinitionen aufzufassen, die flieRend
ineinander Ubergehen kénnen. Die S2-Leitlinie der Deutschen Sepsis-Gesellschaft und
der Deutschen interdisziplinaren Vereinigung fir Intensiv- und Notfallmedizin zur
Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis definiert die Begriffe in
Ihrer Fassung von 2010 folgendermalen: ,Die Sepsis, die schwere Sepsis und der
septische Schock definieren ein Krankheitskontinuum, das Uber eine Kombination aus
Vitalparametern, Laborwerten, hamodynamischer Daten und Organfunktionen definiert
wird.“ Eine Definition der Sepsis von Schuster et Werdan (2005) lautet: ,Sepsis ist die
Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und
pathophysiologischen Veranderungen als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime
und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die
groRen biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren und die

Bildung und Freisetzung humoraler und zellularer Mediatoren auslésen.®
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Epidemiologie:

Die Sepsis ist die zweithaufigste Todesursache bei Erwachsenen auf Intensivstationen
nach dem akuten Koronarsyndrom mit seinen Folgen. Bezogen auf die Haufigkeit von
Todesursachen stationarer Patienten rangiert die Sepsis an 13. Stelle. Es besteht eine
zunehmende Inzidenz, die fur die Bundesrepublik Deutschland bei 4500-9500
Erkrankungen pro Jahr liegt (Reinhart et al. 2003). 1996 demonstrierten Brun-Buisson,
C. et al., dass die Inzidenz der Bakteriamie und der bakteriellen schweren Sepsis in
einem Kollektiv von 85750 stationdren Patienten bei 1% beziehungsweise 0,3% lag.
Von insgesamt 11828 Patienten auf Intensivstationen zeigten 9% ein septisches
Syndrom. 6,3% litten unter einer schweren Sepsis. In zwei prospektiven Studien mit
einem Kollektiv von mehr als 5000 Intensivpatienten lag die Haufigkeit des

systemischen Entzindungssyndroms bei 44 bis 68% (Sands, K.E. et al. 1997).

Atiologie der Sepsis und des septischen Schocks:

Ausloser des Krankheitsgeschehens ist die Invasion eines Erregers. Risikogruppen fir
eine Erregerinvasion im Vergleich zur Normalbevdlkerung sind: Immunsupprimierte
Patienten, Unfallopfer, onkologische Patienten, Diabetiker, Patienten auf
Intensivstationen. Die jeweiligen Erregerspektren sind abhangig von: Der
Erregereintrittspforte, dem erregerspezifischen Vorkommen, der bereits erfolgten
antibiotischen Therapie, den Erregervirulenzfaktoren und der lokalen Immunitatslage
des Wirtes. Eine Bakteridmie lasst sich durchschnittlich bei nur 30% der Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischem Schock nachweisen. Bei 30% der Falle kann bei
klinisch manifester Infektion kein Erregernachweis gefiihrt werden.

Innerhalb eines Zeitraumes von zehn Jahren wurden von Geerdes, H.F. et al. (1992)
980 Falle von Septikdmien untersucht. Tabelle 3 zeigt das daraus resultierende

Erregerspektrum in relativer Verteilung.

Klinik:

Neben allgemeinen Zeichen der Sepsis wie Fieber, Schittelfrost, Tachykardie und eine
Veranderung des Bewusstseinszustandes sind die klinischen Symptome abhangig von
der Lokalisation des Infektionsherdes. Der friheste Indikator ist oft eine
Hyperventilation mit einer daraus resultierenden respiratorischen Alkalose. Die Haut
der Patienten stellt sich im Gegensatz zu anderen Formen des Schocks warm, rosig
und trocken dar (Lehr H.-A. et al. 2000). Zeichen des Schocks sind die arterielle
Hypotonie verbunden mit einer Olig- oder Anurie. Laborchemisch bestehen
Entziindungszeichen wie Leukozytose, CRP-Anstieg und Anstieg des Procalcitonins,

sowie Zeichen des anaeroben Stoffwechsels. Bedingt durch die sich entwickelnde
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Niereninsuffizienz steigen die harnpflichtigen Substanzen Kreatinin und Harnstoff an,
und es kommt zu Elektrolytentgleisungen. Die organspezifischen Folgen des
septischen Schocks manifestieren sich vornehmlich an den Organen Lunge (50%),
Leber (45-55%), Herz (35%), Niere (20%), Gastrointestinaltrakt (15-25%) und Gehirn
(10%) (Bocker, W., Denk, H., Heitz, Ph.U. (1997).

Tabelle 1: Schockformen, deren Ursachen und Beispiele

(Tabelle modifiziert nach Larsen 1994)
Schockform Ursachen Beispiele

o Erbrechen, Diarrhd, inadaquate
o FlUssigkeitsverluste, _ _ _
Hypovolamischer Diurese, Endokrinopathien,
Blutverluste, o _
Schock Trauma mit Hdmorrhagie,
Plasmaverluste
Verbrennungen

Myokardinfarkt, Myokarditis,

Kardiomyopathien

Kontraktionsschwache,

Volumenbelastung, _ o N
. Klappeninsuffizienzen, Shuntvitien
Kardiogener Druckbelastung, .
_ _ Klappenstenosen, Lungenembolie,
Schock Diastolische . .
. _ Herzbeuteltamponade, Perikarditis
Fullungsbehinderung, _
. Kammerflimmern, Kammerflattern,
Herzrhythmusstorungen _
Bradykardie

Jodhaltige Kontrastmittel,

Anaphylaktischer | Allergische Reaktion vom
Antibiotika,

Schock Soforttyp auf ein Antigen _
Medikamente, u.v.m.
. Reaktion auf Produkte und Grampositive und -negative
Septischer
Strukturbestandteile von Bakterien,
Schock
Mikroorganismen Pilze und Parasiten
Querschnittslasion,
Hirnstammlasion,
Neurogener Neurogene Dysregulation _ . .
_ _ Spinalanasthesie,
Schock der Kreislauffunktion

Periduralanasthesie,

Narkotika und Tranquilizer
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Tabelle 2: Definitionen des American College of Chest Physicians / Society of

Critical Care Medicine Consensus Conference 1992

Zustand

Definition

Syndrom der
systemischen

Entziindungsreaktion

SIRS (systemic

inflammatory response

Systemische Reaktion auf ein breites Spektrum von Reizen;
Nachweis einer systemischen Reaktion bestehend aus mindestens

zwei der folgenden Parameter:

> 38°C oder < 36°C
> 90/min
3. Atemfrequenz > 20/min oder PaCO- < 32 mmHg

1. Temperatur

2. Herzfrequenz

syndrome) 4. Leukozyten > 12000 Zellen/ul, < 4000 Zellen/pl
oder >10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild
Bakteriamie Kultureller Nachweis eines bakteriellen Pathogens im Blut
Sepsis Klinischer Nachweis einer Infektion und Nachweis eines SIRS

Schwere Sepsis

Sepsis mit Organdysfunktion(en) / Organhypoperfusion oder
arterieller Hypotension (systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder|
Abfall um > 40 mmHg ohne anderen erkennbaren Grund)

Maogliche Zeichen der Organdysfunktion:

1. Hypoxamie (PaO2 < 75mmHg unter Raumluft oder PaO2/FiO2-
Verhaltniss < 250mmHg unter O.-Applikation)

2. Metabolische Azidose (BaseExcess<5 mmolll,

oder Lactatkonzentration >1,5 mal der Referenz)

3. Renale Dysfunktion (Diurese <0,5 ml/kg/h fir mind. 2 h trotz
Infusionstherapie oder Kreatinin > 1,5 mal der Referenz)

4. Akute Enzephalopathie

Septischer Schock

Schwere Sepsis mit arterieller Hypotension trotz adaquater
Flussigkeitsgabe mit Nachweis von Organperfusionsstérungen
(Hypoxamie, metabolischer Azidose, Oligurie, Enzephalopathie).

Bei gleichzeitiger Gabe von positiv inotropen oder vasokonstriktiven

Substanzen muf} keine Hypotension vorliegen.
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Tabelle 3: Relatives Erregerspektrum bei Septikdmien
(Geerdes, H.F. et al. 1992)

Gram-positiv Gram-negativ
Staphylokokkus aureus | 17,4% Escherichia coli 24.2%
Koagulase-negative 9,5% Klebsiellen 5,1%
Staphylokokken
Enterokokken 7,1% Enterobacter 3,8%
Viridans-Streptokokken 5,9% Pseudomonas 3,8%
aeruginosa
Streptococcus 4,6% | Bacteroides fragiles | 0,9%
pneumoniae
Andere Streptokokken 3,9% Andere 10,0%
Andere 1,8%
Gesamt 49,8% Gesamt 46,9%

Allgemeine therapeutische MaBnahmen:

Lokale MalBnahmen zur Sanierung von Infektionsherden sind vornehmlich
chirurgischer Art. Flankierend erfolgen eine zunachst kalkulierte, und spater eine
resistenzgerechte antibiotische Therapie. In Abhangigkeit von der Kreislaufsituation ist
eine Stabilisierung mittels Volumensubstitution und Gabe von inotropen und
adrenergen Substanzen notwendig. Unter Bericksichtigung der Ventilations- und
Oxygenierungsverhaltnisse stellt die Intubation die Atmung sicher.
Nierenersatzverfahren werden bei schockbedingtem Nierenversagen notwendig.
Supportive MalRnahmen wie die Dekubitus- und die Thromboseprophylaxe,
Magenulcusprophylaxe, eine suffiziente Atemwegshygiene und die Durchfiihrung einer
gegebenenfalls notwendigen parenteralen Ernahrung verhindern

Sekundarkomplikationen.

Prognose:

Die Prognose ist vom Schweregrad der Sepsis und der ursachlichen Erkrankung
abhangig. 40-70% der Patienten auf Intensivstationen zeigen ein systemisches
Entzindungssyndrom (SIRS = systemic inflammatory response syndrome). Die
Mortalitéat des SIRS liegt bei 7-8%, und die des septischen Schocks bei Uber 50%. Die
héchste Mortalitat mit 72% wurde von Mc Lauchlan, G.J. et al. 1995 bei Patienten mit

einer Peritonitis als Ursache der Sepsis beschrieben. Die Langzeitprognose der Sepsis
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mit einer Einjahresuberlebensrate von nur 30 % ist unglinstig (Schoenberg, M.H. et al.
1998).

1.2 Hamodynamische Veranderungen bei der Sepsis

1.2.1 Veranderungen der Makrozirkulation

Der initiale Blutdruckabfall bewirkt durch Stimulation zentraler und peripherer
Druckrezeptoren die Ausschittung von Katecholaminen aus gefaldinnervierenden
Nervenendigungen und aus dem Nebennierenmark. Die Folgen hiervon sind eine
positive Chronotropie, Inotropie und Dromotropie am Herzen, wahrend im
Gefallsystem eine Vasokonstriktion im Bereich von Arteriolen und venoésen
Kapazitatsgefallen erfolgt. Die daraus resultierende Minderperfusion der Nieren flihrt
zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, was einerseits Uber
die Wirkung des Angiotensin Il die adrenerge Vasokonstriktion verstarkt, und
andererseits Uber die Aldosteronsekretion eine vermehrte Rickresorption von Natrium
und Wasser ermoglicht. Durch diese sympathiko-adrenalen Gegenregulationsvorgange
soll ein ausreichender Organperfusionsdruck aufrechterhalten werden. Bedingt durch
die charakteristische Verteilung von a- und B-Rezeptoren erfolgt eine Umverteilung der
zirkulierenden Restblutmenge, welche als Zentralisation bezeichnet wird. Diese
Zentralisation dient der hinreichenden Perfusion der primar lebenserhaltenden Organe
Herz und Gehirn. Dieses initiale Schockgeschehen ist reversibel (Werdan, K. et Mdller-
Werdan, U. 1996).

Aus der Dekompensation dieser Mechanismen resultiert das irreversible
Schockstadium. Nach zunéachst vorhandener kompensatorischer Rekrutierung von
interstitieller Flissigkeit in die Strombahn, kommt es bedingt durch die anhaltende
Minderperfusion der Gewebe einerseits zum Nachlassen des arteriellen Widerstandes
bei noch erhaltener venularer Konstriktion, sowie andererseits zu hypoxischen
Endothelschadigungen. Die sich hieraus entwickelnde Steigerung des hydrostatischen
Drucks im Kapillarbett und die Hamostase bewirken eine Zunahme der
GefalRpermeabilitat, wodurch es zu Flissigkeitsverlusten und dementsprechend zur
Verstarkung der Hypovolamie kommt. Diese rheologischen Veranderungen bilden die
Grundlage fir metabolische Entgleisungen, die sich als Laktatazidose auliern.

Abbildung 1 zeigt schematisch die Pathophysiologie des Schocks:

1.2.2 Veranderungen der Mikrozirkulation
Der Verlust des peripheren arteriellen Widerstandes im septischen Schock ist mit einer
Verminderung des Blutflusses auf mikrozirkulatorischer Ebene verbunden. Durch die

erhohte Expression von Zelladhasionsmolekilen auf der Oberflache von aktivierten
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Leukozyten und Endothelien kommt es zur Zellakkumulation in den GefalRen, und zur
Transmigration in die entsprechenden Organe. Verstarkt werden diese Prozesse durch
die Gerinnungsaktivierung, die die Formation von Thromben induziert. Durch eine
Uberschielende Aktivierung des Kininsystems kommt es zu einer Stoérung des
Gleichgewichts zwischen Gerinnung und Fibrinolyse, was die Entstehung einer
disseminierten intravasalen Gerinnung férdert. Proinflammatorische Mediatoren
verursachen den Verlust der endothelialen Barrierefunktion, weshalb es zu
Flissigkeitsverlusten an das Interstitium kommt. Aufgrund der Hypoxie finden sich auf
zellularer Ebene anaerobe Bedingungen. Der Energiemangel der Zellen fuhrt zum
Versagen der membranstandigen lonenpumpsysteme, und damit zur Beeintrachtigung
der zellularen Homoostase. Die hypoxischen Bedingungen in der Zelle und die damit
verbundenen Stérungen der Zellintegritat bedingen den Zelltod (Armsted, V.E. et al.
1997, Lehr, H.-A. et al. 2000, Jacobson, J.R. et al. 2005).

Effektiv zirkulierendes
Blutvolumen

l

Vendser
Rickfluss

l

Generalisierte
sodilatation Herzzeitvolumen
(Spatphase)
Versagen der

Membran-

Inte_l_'stitiel les Blutdruck 1 pumpsysteme

Odem
l Metabolische
Azidose
et > Blutviskositét '
permeabilitat

Gewebeperfusion

!
ATP
! g Energiereichel
Dllssemlnlerte l Phosphate
intravasale

Endothel- Gerinnung Hypoxische Zell- und naerobe
schadigung Gewebeschadigung | Glykolyse

Abbildung 1: Pathophysiologie des Schocks

o

(0l-d

[

Q

Neutrophile Granulozyten
Bei Kontakt mit Fremdantigenen und der damit verbundenen Makrophagenaktivierung
kommt es zur Freisetzung von Chemokinen, die eine Kaskade von Reaktionen

auslosen, deren Ergebnis die Migration von frei im Blutstrom zirkulierenden PMNs
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(polymorphmononukleére Leukozyten (PMN)) in die befallene Organregion ist
(Chemotaxis), und die Phagozytose der Mikroorganismen zur Folge hat (Nussler, A.K.
et al. 1998). Aktivierte PMNs setzen Substanzen frei, die eine zytotoxische Wirkung
besitzen. Die Sekretion von Lipidmediatoren wie PAF und Leukotrien B4 fihrt durch
Interaktion mit der NADPH-Oxidase und der Xanthinoxidase zur Bildung von
Sauerstoffradikalen, was als respiratory burst bezeichnet wird (Endres, M. et Laufs, U.
2004). Werden die zelleigenen Schutzmechanismen durch den Ansturm von Radikalen
Uberfordert, so kann es zur Nekrose oder Apoptose kommen (Werdan, K et Miller-
Werdan, U. 1996).

Endothelzellen
Proinflammatorische Reize konnen durch endotheliale Mediatoren und

Adhasionsmolekile moduliert werden.

Zelladhasionsmolekiile
Die Gruppe der Zelladhasionsmolekile kann in drei Familien unterteilt werden: Die

Selektine, Integrine und die immunglobulindhnlichen Zelladhdsionsmolekile.

Selektine:

Man unterscheidet das L-, E-, und P-Selektin. Es sind Glykoproteine, die mit einem
lektindhnlichen  Molekllanteil mit Carbohydratstrukturen ihrer Liganden in
Wechselwirkung treten.

Das L-Selektin wird konstitutiv an der Zelloberflache von Leukozyten exprimiert und
wird im Anschluss an die Leukozytenaktivierung innerhalb von Minuten von der
Oberflache abgespalten, was als shedding bezeichnet wird (Gerli, R. et al. 2001). Die
Expression von E-Selektin ist auf aktivierte Endothelzellen beschrankt. Nach
Aktivierung des Endothels durch Zytokine oder LPS kommt es zu einer de novo-
Synthese des E-Selektins. Das P-Selektin liegt in gespeicherter Form in den Weibel-
Pallade-Koérperchen der Endothelzellen und in den a-Granula der Thrombozyten vor.
Nach Stimulation dieser Zellen durch verschiedene Mediatoren wird das P-Selektin an
der Zelloberflaiche exprimiert. Ahnlich wie beim E-Selektin findet auch eine
Neusynthese dieses Glykoproteins nach Aktivierung des Endothels statt (Armstead,
V.E. et al. 1997, Sperandio, M. 2006, Hordijk, P.L. 2006).

Integrine:
Integrine sind transmembranare, heterodimere Glykoproteine, die fir die feste Bindung

der Leukozyten an das Endothel, und die darauf folgende Aktivierung und
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Transmigration unerlasslich sind. Die entsprechenden Bindungspartner auf den
Endothelzellen sind immunglobulindhnliche Zelladhasionsmolekile (CAMs = cellular
adhesion molecules). Alle Integrine auf Leukozyten exprimieren eine gemeinsame (32-
Einheit (CD18), die mit drei immunologisch verschiedenen a-Einheiten (CD11a, b, c)
kombiniert ist. Das Heterodimer CD11a/CD18 — auch als LFA-1 (leukocyte function
associated-1) bezeichnet — findet sich konstant auf allen Leukozyten exprimiert,
wahrend das CD11b/CD18 und das CD11¢/CD18 erst nach Leukozytenaktivierung
durch bestimmte Mediatoren aus Granula freigesetzt, und an der Oberflache
prasentiert werden. Spezifischer Bindungspartner fir das CD11b/CD18 ist das ICAM-1,
wahrend das LFA-1 sowohl mit ICAM-1 als auch mit ICAM-2 interagieren kann.
Unabhangig von den B2-Integrinen kénnen Integrine mit einer a4-Untereinheit an den
Liganden VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und auch an MadCAM-1

(mucosal addressin cell adhesion molecule-1) binden.

Immunglobulindhnliche Adhdsionsmolekiile:

Bestehend aus einer unpaaren Proteinkette, deren extrazelluldrer Teil aus einer
variablen Anzahl von immunglobulindhnlichen Domanen besteht, werden sie der
Immunglobulinsuperfamilie zuordnet. Als Liganden der leukozytaren 2-Integrine sind
das ICAM-1 und das ICAM-2 fur das sticking mit entscheidend. ICAM-1 wird auf3er von
Endothelzellen auch von Fibroblasten, Epithelzellen und Leukozyten gebildet. Auf der
Endothelzelle wird es konstitutiv in geringen Mengen exprimiert, und nach der
Aktivierung des Endothels durch Mediatoren langsam durch de novo-Proteinsynthese
verstarkt prasentiert (Lefer, A.M. et al. 1994). Ein weiterer Vertreter dieser Gruppe ist
das VCAM-1, welches mittels a4-Integrin ebenfalls Neutrophile bindet. An der
Transmigration der Leukozyten durch die Endothelschicht ist das PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1) beteiligt. Es findet sich auf Endothelzellen,

Thrombozyten, Neutrophilen, Monozyten und T-Zellen.

Leukozyten-Endothel-Interaktion

Der Ablauf der Leukozytenrekrutierung zeichnet sich durch einen sequentiellen
Charakter aus, der als Leukozyten-Endothel-Interaktion bezeichnet wird. Dieser
Prozess beginnt mit der Margination der Leukozyten, gefolgt von dem rolling, der
Adharenz (sticking) und der Leukozytenaktivierung, und schlielllich der Transmigration
der Leukozyten durch die Endothelschicht. Innerhalb des Gefalsystems sind die
postkapillaren Venolen der bevorzugte Ort der Emigration von Leukozyten (Nussler,
A K. et al. 1998). Abbildung 2 stellt schematisch den Ablauf der Leukozytenadhé&sion

und Transmigration dar.
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Margination:

Aufgrund rheologischer Verhaltnisse tendieren Leukozyten eher dazu sich im Blutstrom
nahe der Endotheloberflache zu bewegen. Dieses Phanomen bezeichnet man als
Margination, wobei der initiale Kontakt der Zellen mit dem Endothel, nach Verlassen
des axialen Blutstroms, ein zufélliges Ereignis darstellt (Carlos, T.M. et Harlan, J.M.
1994, Ley, K. 1996).

Rolling:

Nach dem Kontakt der Leukozyten mit dem Endothel verlangsamt sich ihre
Geschwindigkeit und sie rollen auf der Oberflache der Gefallwand entlang. Diese
Interaktion wird durch Selektine und ihre Liganden vermittelt. Unter basalen
Bedingungen findet keine Interaktion statt. Das konstitutiv exprimierte L-Selektin ist das
initial verantwortliche Adhasionsmolekil, welches eine geringe Bindung ermdéglicht,
was an der hohen Veloziditat der Leukozyten zu erkennen ist. Dabei kommt es zur
Endothelzellaktivierung und zur Expression weiterer Bindungsmolekile. Die Bindung
wird im Folgenden durch das P-Selektin verstarkt, was eine Verlangsamung des
rollings bewirkt. Das P-Selektin kann allein an Stelle des L-Selektins die initiale
Kontaktaufnahme tbernehmen, wenn eine hinreichend grolRe Menge von P-Selektin
auf der Endotheloberflache exprimiert ist. Das E-Selektin wird erst Stunden nach der
Endothelaktivierung durch Leukozyten aktiviert und verstarkt dann die
Adhasionsprozesse (Lefer et al. 1994, Nussler, Sperandio, M. 2006, Hordijk, P.L.
2006).

Aktivierung und Adhérenz (sticking):

Das rolling ermoglicht den neutrophilen Granulozyten den Kontakt mit
membrangebundenen Mediatoren, was zur Aktivierung des Granulozyten fihrt.
Dadurch werden B2-Integrine mobilisiert, die flr die feste, scherkraftunabhangige
Adhasion verantwortlich sind, was als sticking bezeichnet wird. Dabei erfolgt das
shedding des L-Selektins. Zytokine, wie TNF-qa, IL-1 und IFN-y sorgen fir die weitere
de novo-Synthese von Adhasionsmolekilen (E-Selektin und ICAM-1), und vermitteln

dadurch eine Verstarkung der Leukozytenadharenz.

Transendotheliale Migration:
In Abhangigkeit von stimulierenden Mediatoren, wandern die Neutrophilen zwischen
oder durch die Endothelzellen in den subendothelialen Raum. Dabei ist die feste

Adhasion an das Endothel zwar eine notwendige, aber nicht hinreichende Bedingung
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fur die Transmigration, da die ausreichende Stimulation der Leukozyten entscheidend
ist fir die folgende Diapedese. Behilfliche Strukturen bei diesem Vorgang sind vor
allem das PECAM-1, das ICAM-1 sowie auch die Integrine (Grandel, U. et al. 2002,
Sperandio, M. 2006, Hordijk, P.L. 2006).

Aktivierung/ transendotheliale

Margination———— Ro/ling ——————> Adhirenz Migration

i Integrine und
| Selektine | lg-ahnliche Adhasionsmolekille
|

\ Blutfluf3 -
Lo S

Endothel U

Aktivierung der ‘éjbendotheliale
Leukozyten Migration

homokine

Aktivierung der
Endothelzellen

Abbildung 2: Ablauf der Leukozyten-Endothel-Interaktion.

Stickstoffmonoxid (NO)

NO ist ein inertes freies Radikal mit einer Halbwertszeit von wenigen Sekunden.
Aufgrund seiner geringen Gréf3e und seiner lipophilen Natur diffundiert es leicht durch
Zellmembranen.

NO wird von NO-Synthetasen (NOS) gebildet, welche L-Arginin als Substrat bendtigen.
Endprodukte der Reaktion sind NO und das L-Citrullin. Bei der Interaktion von NO mit
verschiedenen Molekulen und lonen entstehen seine Abbauprodukte Nitrat und Nitrit.
Es gibt drei Isoformen der NO-Synthtease, die nach deren urspriinglichen
Entdeckungsorten bezeichnet werden: Die neuronale NOS (nNOS, NOSI), die
induzierbare NOS (iNOS, NOSII) und die endotheliale NOS (eNOS, NOSIII). Jede
dieser Isoformen ist auf unterschiedlichen Genen kodiert und die Expression ist nicht
auf einen bestimmten Zelltyp limitiert. Die nNOS und die eNOS werden konstitutuiv

unter  physiologischen Bedingungen  exprimiert, und werden  deshalb
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zusammenfassend als cNOS (c fur constitusive) bezeichnet. NOS-Enzyme sind nur in
Anwesenheit der entsprechenden Kofaktoren Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid—
Phosphatase (NADPH), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN)
und Tetrahydrobiopterin (H4B) aktiv. Die NO-Synthese durch die iINOS ist nur durch die
Anzahl der aktivierten Enzyme sowie das Angebot an Substrat und Kofaktoren limitiert.
Die Aktivitat der cNOS-Enzyme wird durch einen Kalzium/Calmodulin-abhangigen
Mechanismus reguliert. Die Bindung vasoaktiver Substanzen (z.B. Azetycholin,
Bradykinin, Histamin u.a.) an einer Endothelzelle fiihrt zu einem rezeptzorinduzierten
Kalziumeinstrom, worauf Kalzium an Calmodulin bindet, welches wiederum die cNOS
bindet und aktiviert. Entstandenes NO diffundiert zu den glatten Muskelzellen und
aktiviert die Guanylatzyklase. Daraufhin steigt der intrazellulare cGMP-Gehalt, was zu
einer Relaxation der Muskelzelle und Vasodilatation via Proteinkinasenaktivierung fuhrt
(Johnson, M.L. et Billiar, T.R. 1998).

NO und Sepsis:

Ein wesentliches Merkmal des fortgeschrittenen septischen Schocks ist die
therapierefraktare Hypotension, die mit einer erhdhten NO-Synthese koinzidiert. Akute
Effekte des LPS-induzierten Schocks spielen sich in einem Zeitfenster von cirka 0 bis 4
Stunden aber auch spater ab, und sind gekennzeichnet durch einen sofortigen
Blutdruckabfall, eine Hdmokonzentration und durch ein interstitielles Odem (Filep, J.G.
et al. 1997). Unter den spateren —subakuten- Effekten sind die Verminderung des
zirkulierenden Blutvolumens, der Abfall des onkotischen Druckes und die
therapierefraktdre Hypotonie zu subsummieren. Bei in vivo-Studien konnte gezeigt
werden, dass iINOS-abhangiges NO fir die Effekte der subakuten Phase verantwortlich
ist (Grandel, U. et al. 2001, Kilbourn, R.G. et al. 1997).

Nuclear factor-kappa-B (NF-kB)

Der NF-kB stellt eine Gruppe proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren mit
mehreren Untereinheiten dar. Er reguliert die Synthese von mehr als 100
Genprodukten. Hierzu gehoéren inflammatorische Zytokine und Chemokine,
Adhasionsmolekiile, akute Phase Proteine und Enzyme. Neben dem Lipopolysaccharid
wurde eine Vielzahl von Aktivatoren des NF-kB identifiziert. Der NF-kB besteht aus
Homodimeren oder Heterodimeren der Untereinheiten RelA (p65), RelB, cRel, NF-kB1
(p50/p105) und NF-kB2 (p52/p100), die der Rel-Familie angehéren. p 100 und p 105
sind Vorstufen der Untereinheiten p 52 und p 50. RelA und NF-kB1 stellen den
Hauptanteil der Untereinheiten in der Zelle und sind potentesten Aktivatoren von NF-

kB-regulierten Genen. NF-kB liegt als inaktive dimere Form gebunden an |-kB im
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Zytoplasma vor. Isoformen des |-kB sind das I-kBa, I-kBpB, I-kBy, I-kBe und bcl-3. Der
Groldteil der NF-kB-Aktivitat wird durch |-kBa reguliert. Die I-kB-Familie reguliert die
DNA-Bindungsfahigkeit und Translokation des NF-kB in den Nukleus, indem sie die
entsprechenden Bindungsstellen des NF-kB maskieren. Die DNA-Bindungsstellen fur
den NF-kB finden sich im Bereich der Promotorregionen der entsprechenden DNA-
Produkte. Neben den |-kBs besitzen auch die Vorlauferproteine p 100 und p 105 die
Funktion von |-kBs, da sie in gleicher Weise Uber eine Maskierung der NF-kB-
Bindungsstellen an der DNA die Transkription inhibieren kénnen. Diverse Wege flhren
zu einer Aktivierung des NF-kB. Gemeinsame Endstrecke ist die Aktivierung des I-kB-
Kinase-Komplexes (IKK), was zu einer Phosphorylierung des I|-kB und dessen
Abspaltung vom NF-kB fiihrt. Der freie NF-kB kann nun in den Nukleus transloziert
werden, wo er in Assoziation mit dem Transkriptionskofaktor CBP (=cAMP responsive
element-binding protein) die Transkription induziert. Die transkriptionale Aktivitat ist
abhangig von der Menge an verfiigbarem I-kB, von der Zusammensetzung der NF-kB-
Untereinheiten und von der Rezeptorkinetik des CBP (Boone, D.L. et al. 2002).

Abbildung 3 zeigt schematisch die Aktivierung und Inaktivierung der Transkription
durch den NF-kB. Der aktivierte NF-kB bedingt die Synthese proinflammatorischer
Genprodukte. Daraufhin kommt es zur Transkription von I-kBa. Das I-kBa inaktiviert

den NF-kB im Nukleus, und transloziert ihn wieder zurlck ins Zytoplasma.

Stimulus

x

Phosphorylierung P P 5
%
IKKa P IKKa

Phosphorylierung

Abbau in Proteasomen

Transkription Nukleus

Abbildung 3: Aktivierung und Inaktivierung von NF-kB und der Transkription.
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1.3 Endotoxine

Typisch flr ein gramnegatives Bakterium ist der dreischichtige Aufbau der Zellhille mit
einer aulleren und inneren Zytoplasmamembran, sowie einem periplasmatischen
Raum. Die aulere Membran besteht aus Proteinen, Phospholipiden und
verschiedenen anderen amphiphilen Makromolekilen wie den Kapselantigenen (K-
Antigene), dem enterobakteriellen Common Antigen (ECA), Lipoproteinen und den
Endotoxinen. Die auRere Membran reguliert die Nahrstoffaufnahme, sie erschwert oder
verhindert das Eindringen von schadlichen Stoffen und ermdglicht eine Resistenz
gegeniber Serumkomponenten beziehungsweise Phagozyten des Abwehrsystems
hoherer Organismen. Die Endotoxine sind an vielen dieser Prozesse entscheidend
beteiligt, und sind dartber hinaus essentiell fur die Biogenese und Architektur der
duBeren Zellmembran und insofern unentbehrlich fir Wachstum und Uberleben
gramnegativer Bakterien.

Chemisch sind Endotoxine Lipopolysaccharide. Endotoxine besitzen drei strukturell zu
unterscheidende Einheiten: Eine O-spezifische Kette und die Kernregion, die
zusammen den Polysaccharidanteil ausmachen, sowie eine daran gebundene Lipoid-
A-Komponente (Schletter, J. et al. 1995). Abbildung 4 =zeigt den Aufbau des
Endotoxins.

Die O-spezifische Kette besteht aus repetitiven Oligosaccharideinheiten, deren Abfolge
den Serotyp des Bakteriums bedingt. Die Kernregion gliedert sich in eine auflere- und
innere Kernregion. Das an den Polysaccharidanteil kovalent gebundene Lipoid-A
besteht aus einem B-(1-6)-verknlpften D-Glukosamin-Disaccharid, mit daran kovalent
gebundenen Fettsauren. Das Lipoid-A stellt das eigentliche endotoxische Prinzip der
Lipopolysaccharide dar. Eine strukturelle Veranderung des Lipoid-A-Anteils verandert

seine Bioaktivitat.

Interaktion des Organismus mit Lipopolysacchariden

Die Bioaktivitat des Lipoid-A kann durch mehrere Serumbestandteile moduliert werden.
Das LPS-binding protein (LBP), ein Akute-Phase-Protein, spielt eine Rolle bei der
Monomerisierung von LPS-Aggregaten und beim Transfer von LPS zum ,CD14-
Receptor (m fir membrane). Uber diesen Receptor induziert das LPS eine
Zellaktivierung und die Exkretion von proinflammatorischen Zytokinen. Die l6sliche
Form des CD14-Receptors (sCD14) scheint CD14-negative Zellen wie Endothelzellen
und epitheliale Zellen zu aktivieren (Pugin, J. et al. 1993, Haziot, A. et al. 1996, Perera,
P.Y. et al. 1997).

In Studien an Drosophila konnten Toll-Rezeptoren identifiziert werden, die pathogene

Antigene erkennen und daraufhin Transkriptionsfaktoren aktivierten (Imler, J.L. et
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Hoffmann, J.A. 2000). Bei Saugetierzellen hat man fiunf Typen dieser Rezeptoren
identifiziert, die man als Toll-like-Receptors (TLR) bezeichnet. TLR4-Rezeptoren findet
man auf Zellen des monozytaren Phagozytosesystems. Medzhitov, R. et al. bewiesen
1997, dass TLR4-tragende Zellen den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivierten, was die

Produktion von proinflammatorischem Interleukin-1, -6 und -8, induzierte.

Lipopolysaccharid Lipid

O-spezifische Kette auBere . innere Lipoid-A
Kernregion
@ oOligosaccharide
%) Pyranosen (D-Gulcose, Kdo 2-Keto-3-deoxyoctonséure

D-Galaktose
Glukosamin

Galaktosamin) @® Phosphatgruppe
N

AN 3-Hydroxyfettsdure

SN Glukosaminmolekil

2-Aminoethanol

AN 3-(R)-Acyloxyacylgruppe n  repetitive Einheit

Abbildung 4: Aufbau des Endotoxins

1.4 Therapeutische Ansiatze in der Sepsis

Glukokortikoide:

Es besteht eine aktuelle Empfehlung zur niedrigdosierten Glukokortikoidgabe
(Hydrokortison 200-300mg/Tag) innerhalb von 24 Stunden bei Patienten mit
therapierefraktarem septischem Schock (S2 Leitlinie der deutschen Sepsis-
Gesellschaft e.V. und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fir Intensiv- und
Notfallmedizin, 2010).

Mediatorantikorper:

Bei einer Vielzahl von klinischen Studien mit Mediatorantikérpern konnte bislang keine
signifikante Verbesserung in der Sepsis nachgewiesen werden. Dies steht im
Gegensatz zu einer enormen Zahl unterschiedlicher tierexperimenteller
Untersuchungen, die positive Effekte zeigten. Im Zentrum des Interesses standen vor
allem die Mediatoren TNF-qa, Interleukin 1, 2 und 6, C5a und C3a, des Weiteren
Fettsduremetaboliten wie Thromboxanaz, PGF2a, PGE>2, PGI> und PAF.
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Induktion von Hitze-Schock-Proteine (engl. heat shock proteins, HSP)

Die Hitze-Schock-Proteine werden den sogenannten Chaperonen zugeordnet, die an
der Faltung und Organisation unterschiedlicher Proteine des endoplasmatischen
Retikulums beteiligt sind. Gleichsam sind sie bei der Signaltransduktion,
Apoptoseinduktion, Stabilisierung von Mikrofilamenten, Translokation von Proteinen
durch Membranen, Regulation von Rezeptoren fir die Translokation, Modulierung des
Immunsystems und bei der Zytokininduktion Bestandteile eines komplexen
Regelkreises. In unterschiedlichen Versuchsmodellen wurde nachgewiesen, dass die
Induktion von heat shock-Proteinen als Reaktion auf verschiedenste Stressreize hin,
mit einer erhdéhten Resistenz gegenilber zellularen Noxen koinzidiert. Die HSPs haben
Molekulargewichte von 27 bis 110 kDa und kénnen beziglich ihrer Gréfie und Funktion

in Gruppen unterteilt werden:

HSP 70

Zur HSP 70-Familie zdhlen 5 Isoformen mit einer GroRe von 66 bis 78 kDa. Die
wichtigsten Isoformen sind das konstitutiv exprimierte HSP 73, und das durch
Zellstress induzierbare HSP 72. Die konstitutive Form des HSP 70 findet sich in allen
intrazelluldren Kompartimenten, wahrend die induzierbare Form hauptsachlich eine
zytoplasmatische oder nukleare Lokalisation hat. Zellstress bewirkt eine
Konformationsanderung von Proteinen und fihrt zu einer erhéhten Genexpression von
HSPs. HSPs liegen als heterodimere Komplexe mit ihrem Transkriptionsfaktor
(HSF=heat shock transcription factor) im Zytoplasma vor. Der Anstieg ungefalteter
Proteine in einer Zellstresssituation bedingt die Auflésung der Komplexe, und
entsprechend steigt die Konzentration an freien Transkriptionsfaktoren, der eine
erhdohte Genexpression der HSPs folgt. Nach Beendigung der Stressreize sinkt die
Konzentration an ungefalteten Proteinen, es kommt zur Dimerbildung und die Synthese
von heat shock-Proteinen nimmt ab (Slutky, A.S. 2002).

HSP 60
Uber die Bedeutung des HSP 60 ist wenig bekannt. Wie andere Hitze-Schock-Proteine

besitzt es Chaperonfunktionen an der mitochondrialen Membran.

HSP 27

Das HSP 27 bewirkt eine verminderte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, und
schiutzt vor der TNF-a-induzierten Apoptose (Sutherland, C.L. et al. 1999). Die
Induktion von HSP 25, das Analogon zu humanen HSP 27 der Ratte, korrelierte mit

erniedrigten Mortalitatsraten in einem endotoxamischen Schockmodell. Insbesondere
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fand sich eine geringere kardiale Dysfunktion im endotoxamischen Schock bei HSP27-
Uberexprimierenden Mausen. Diese Daten fiihrten zu der Annahme, dass HSP 27 eine
antiinflammatorische Wirkung besitzt (Hashiguchi, N. et al. 2001, You, W. et al. 2009).

Veranderung des NO-Metabolismus:

Die Hemmung der cNOS im Verlauf der Sepsis erhéht die Mortalitat. Die Inhibition der
iNOS verhindert die Entstehung eines Schocks und verlangert die Uberlebenszeit
(Meyer, J. et al. 1994). Eine unspezifische NOS-Hemmung in der akuten Phase des
septischen Schocks fiihrt eher zur Prognoseverschlechterung. Im Gegensatz dazu wird
im subakuten Stadium des Schocks eine signifikante Verbesserung der Perfusion und
Mortalitat unter INOS-Inhibition gefunden (Nava, E. et al. 1992).

Inhibitoren der Leukozytenmigration:

In-vivo- und in-vitro-Studien konnten nachweisen, dass durch den genetisch
determinierten Mangel an Adhasionmolekilen oder auch eine durch Antikorper
hervorgerufene Hemmung der entsprechenden Strukturen eine Verminderung der
Leukozytenrekrutierung erreicht werden kann. Resultat ist eine Hemmung der
entzindlichen Aktivitat in den betroffenen Organen (Ley, K. 1996, Lefer, A.M. et al.
2001, Prufer, D. et al. 1999).

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren in der Sepsis

Simvastatin ist ein Abkémmling des Lovastatins, und gehort zur Gruppe der HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren. Es wird schnell oral resorbiert und ist in seiner Bioverfligbarkeit
unabhangig von der Nahrungsaufnahme. Die maximale Plasmakonzentration findet
sich 2 Stunden nach oraler Aufnahme. Die Plasmaproteinbindung liegt bei tber 95%.
Simvastatin wird bei der hepatischen Passage zu mehreren aktiven Metaboliten
umgebaut. Die Ausscheidung der Metabolite erfolgt biliar. Statine hemmen kompetitiv
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterinsynthese, die HMG-CoA-
Reduktase. Dadurch wird die Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonat gehemmt. In
der Folge kommt es zum therapeutisch erwinschten Absinken der Serum-LDL-
Konzentration, sowie auch zu einer geringen Abnahme der
Serumtriglyzeridkonzentration. Die Erfolge von HMG-CoA Reduktase Inhibitoren zur
Reduktion der kardiovaskuldaren Morbiditat und Mortalitat konnte in primaren und
sekundaren Praventionsstudien nachgewiesen werden (4S Study Group 1994,
Shepherd, J. et al. 1995, Bronheim, D. 2007). Positive Effekte der Statine konnten
auch im Rahmen von perioperativen Verlaufen, bei Infektionen und bei

Multiorganversagen mehrfach nachgewiesen werden (Schmidt, H. et al. 2006,
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Kopterides P. et Falagas M.E. 2009, Mekontso Dessap, A. et al. 2011, Al Harbi et al.
2011).

Mehrere Untersuchungen konnten eine verbesserte endotheliale Funktion nach
medikamentéser Senkung der Serumcholesterolkonzentration nachweisen (Stroes,
E.S. et al. 1995). Man erkannte jedoch auch eine Verbesserung der Endothelfunktion
unabhangig von der cholesterolsenkenden Wirkung der Statine (Laufs, U. et al. 1998,
Pruefer, D. et al. 1999)

Hauptursache zirkulatorischer Stérungen ist die pathologische Endothelfunktion, was
im Falle der Sepsis, als auch bei ischamischen Geschehen der Fall ist (Buerke, M. et
al. 2001). Wichtige Faktoren sind die initial verminderte Stabilitdt der eNOS mit
verminderter NO-Produktion, bei im weiteren Verlauf tUberschielRender NO-Produktion
durch die iINOS. Simvastatin konnte als endogener NO-Induktor Uber die eNOS
identifiziert werden (Lefer, A.M. et al. 1999). Der Ablauf der NO-induzierenden Wirkung
von Statinen hangt mit seiner inhibitorischen Eigenschaft beziglich des Isoprenoids
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) zusammen, welches ein wichtiger Faktor bei der
posttranslationalen Modifikation unterschiedlicher Proteine ist. Zu diesen Proteinen
zahlen die eNOS und auch Ras-ahnliche Proteine wie die Rho-GTPase. Die Inhibition
der Rho-GTPase resultiert in einer erhdhten Synthese der eNOS, was seine Wirkung
als NO-Induktor erklart (Laufs, U. et Liao, J.K. 1998, Cernuda-Morollon, E. et Ridley,
A.J. 2006). Daneben finden sich klare Hinweise darauf, dass Statine die iINOS-
induzierte therapierefraktare Vasodilatation im Schock abschwachen kénnen (Alvarez
de Sotomayor M. et al., 2008).

Daneben hemmen Statine die Expression von Adhasionmolekilen wie P-Selektin,
ICAM-1, VCAM-1 und von (2-Integrinen, was zu einer Verminderung der
Leukozytenzahl in den untersuchten Organen fihrt (Pruefer, D. et al. 1999, Lefer, A.M.
et al. 1999). Diese antiadhasiven Effekte scheinen auch NO-abhangig zu sein.
Samtliche Teileffekte konvergieren letztlich auf den Transskriptionsfaktor NF-kB,
dessen Aktivitat durch Statine gehemmt wird (Fraunberger, P. et al. 2009). Die
Abbildung 5 stellt schematisch den antiinflammatorischen Wirkmechanismus der
Statine dar.

Andere nachgewiesene Effekte der Statine sind: Neutralisierung und Inhibition der
Synthese von freien Radikalen, antithrombotische Effekte, Verhinderung von
vaskularen Restenosen aufgrund von antiatherosklerotischen Effekten, Férderung der
Angiogenese, Verminderung der endothelialen Permeabilitdt bei Inflammation,
Verbesserung der myokardialen Kontraktilitat durch Hemmung der TNF-a-Sekretion
und der Apoptose, sowie durch direkte Beeinflussung von lonenkanalen (Lefer, A.M. et
al. 1999, Endres, M. et Laufs, U. 2004, Buerke, U. et al. 2008).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus und der

antiinflammatorischen Effekte von Statinen
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2. ZIELSTELLUNG

Studien zum Thema Bakteridmie, Sepsis, Entzindung und Schock stellen die
Ursachen der Organschadigung als Stérung der Makro- und Mikrozirkulation, sowie
einer veranderten Leukozyten-Endothel-Interaktion dar. Im Bereich der Mikrozirkulation
konnten mehrere therapeutische Ansatze identifiziert werden. Experimentelle und
klinische Studien erbrachten eine Vielzahl an Hinweisen fur antiinflammatorische
Effekte durch HMG-CoA-Reduktasehemmer unabhangig von deren
cholesterolsenkenden Wirkung.

Simvastatin als ein Vertreter der HMG-CoA-Reduktasehemmer reduziert die
Expression von Adhasionmolekiilen und hemmt dadurch die Neutrophilenmigration und
die damit verbundene leukozytenabhdngige Organschadigung. Gleichsam wirkt
Simvastatin auf der Ebene der Mikrozirkulation protektiv, indem es den NO-
Metabolismus beeinflusst. Des Weiteren wurde beschrieben, dass Simvastatin
antiinflammatorische Effekte bei der Genregulation besitzt. Daneben hat es eine
neutralisierende und reduzierende Wirkung auf die Radikalfreisetzung,
antithrombotische Effekte, verbessert die myokardiale Kontraktilitat in der Sepsis und
reduziert die Mortalitat beim akuten Koronarsyndrom.

Im Rahmen eines in-vivo-Schockmodells sollten die protektiven Effekte des
Simvastatins unter septischen Bedingungen hinsichtlich der Zytoprotektion, der PMN-
Akkumulation, der endothelialen Schrankenstorung und der mRNA-Expression
charakterisiert werden. Hierzu wurde vor einem vierstindigen Beobachtungszeitraum
zur Schockinduktion das Endotoxin von E.coli (Serotyp O127:B8 ) appliziert. Einem Teil
der Versuchstiere wurde 24 Stunden vor dem Toxinapplikation Simvastatin verabreicht.
Kreislaufparameter, Hamatokrit und Uberlebenszeiten wurden dokumentiert. Danach
wurden vergleichende histologische Praparate der Schockorgane Leber, Niere, Herz,
und Dinndarm angefertigt. Die Myeloperoxidaseaktivitat als Abbild der Akkumulation
von neutrophilen Granulozyten in den Organen wurde quantifiziert. Des Weiteren sollte
der Einfluss der Simvastatinapplikation auf die Genregulation im septischen Schock

mittels cDNA-Expression Array charakterisiert werden.
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3.1 MATERIAL
3.1.1 Allgemein
*UNOPETTE Test 5856 (Becton Dickinson, New Jersey)
*Eimalkanilen 0,45 mm x 12 mm (Braun, Melsungen)
*Pipetten 0,5-10 pl, 10-100 pl, 50-200 pl und 100-1000 ul (Eppendorf, Hamburg)
*Pipettiergerat Eppendorf Reference (Eppendorf, Hamburg)
*ph-Meter CG 837 (Schott, Hofheim)
*Reagenzglasschuttler REAX top (Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Schwabach)
*Thermomixer 5437 (Eppendorf, Hamburg)
Elektronischer Digitalthermometer ama-digit PRECISION (Amarell, Labotec
sLabortechnik Vertriebs GmbH, Wiesbaden)
*Laborwaage Precisa 40 SM — 200 A (PAG OERLINKON AG, Ziirich)

Kunststoffmaterial
«Zentrifugenréhrchen, konisch 15 ml und 50 ml (NUNC, Wiesbaden)
«Zentrifugenrdéhrchen, rund 10 ml (Griener, Frickhausen)
*Standarttips fir Pipetten 10 ul und 1000 ul (Eppendorf, Hamburg)
*Reaktionsgefalie 1,5 ml und 2 ml (Eppendorf, Hamburg)
*Einweg-Pasteurpipetten 3 ml (Labotec Labortechnik Vertriebs GmbH, Wiesbaden)

*Einmalspritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml und 20 ml (Braun, Melsungen)

Glasmaterial
Duran® (Schott, Mainz)
*Becherglaser 25 ml, 50 ml, 100 ml, 150 ml und 250 ml
*Erlenmeyerkolben 25 ml, 50 ml, 100 ml, 500ml und 1000 ml
*Messzylinder 5 ml, 10 ml, 25 ml und 100 ml

Reagentien und Lésungen
*Aqua bidest. (Klinikapotheke, Mainz)
*Isotonische Kochsalzlésung 0,9% (Braun, Melsungen)
«Steriles und pyrogenfreies, bidestilliertes Wasser, Ampuwa® (Fresenius, Bad
Homburg)
*Salzsaurelésung 1 normal (Merck, Darmstadt)
*Natronlauge 1 normal (Merck, Darmstadt)
*Ethanol absolut (> 99 Vol.%) (Riedel-de Haen AG, Seelze)
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3.1.2 Endotoxinschockmodell
Gerate und Instrumente
*Druckwandler KAISER P23 Db (Diefenbach, Frankfurt)
*Druckmodule AV 01 DC Amplifier (Diefenbach, Frankfurt)
*Druckaufnahmegerat Servomed® (Hellige GmbH, Freiburg)
*Monitor fur Druckaufnahmegerat pm 015 rgd (Hellige GmbH, Freiburg)
*Arterienklemmen:
Rochester-Pean, gerade, 16 cm (Medicon Instrumente, Tuttlingen)
Dandy-Baby Arterienklemme, feines Modell, gebogen, 13 cm (Medicon
Instrumente, Tuttlingen)
Diefenbach-Gefallklemme, breites Maul, 35 mm, gerade (Medicon Instrumente,
Tuttlingen)
*Scheren:
Inzisionsschere, gerade, 13 cm (Medicon Instrumente, Tuttlingen)
Nelson-Praparierschere, Standartmodell, gerade, 13 cm (Medicon Instrument,
Tuttlingen)
Mikroschere micro 2000® (Medicon Instrumente, Tuttlingen)
*Pinzetten:
Anatomische Pinzette, schlank, gerade, 13 cm (Medicon Instrumente, Tuttlingen)
Chirurgische Pinzette, standart (Medicon Instrumente, Tuttlingen)
*Katheterschlauch Intramedic® Polyethylen Tubing PE 50 (Becton Dickinson,
Heidelberg)
*Katheterschlauchadapter Intramedic® Luer Stub Adapter 20 Gauge (Becton
Dickinson, Heidelberg)

Sonstiges Material
*Thrombophob® 25.000, Heparin-Natrium (Nordmark, Uetersen)
*Pentobarbital-Natrium Narcoren® (Merial GmbH, Halbergmoos)
Lipopolysaccharid von Escherichia coli Serotyp O127:B8 (gefriergetrocknetes
Pulver, phenol-extrahiert) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

*Simvastatin Zocor® forte (Dieckmann Arzneimittel GmbH, Haar)

3.1.3 Bestimmung des Hamatokrits

Gerate und Material
*Hamatokritzentrifuge Typ 2010 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
*Hamatokritkappilaren (Lange 75 mm, & 1,4 mm) (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
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*Kapillarenkitt (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

3.1.4 Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitat

Gerate und Material
«Zentrifugenréhrchen 30 ml (Labotec Labortechnik Vertriebs GmbH,
Wiesbaden)
«Zentrifugenréhrchen 50 ml konisch (NUNC, Wiesbaden)
*Homogenisator Ultra-Turrrax® T25 (Janke & Kunkel, Staufen)
«Zentrifuge Rotina® 48 RC (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
*Ultrazentrifuge Sorvall® RC 5C (DU PONT)
«Zentrifugenrotor Sorvall® SS-34 (DU PONT)
*Einmalkuvetten aus Polystyrol (Rudolf Brand GmbH & Co, Wertheim)

*Spektrometer S.250 v. (Secomamm, Domont Cedex, Frankreich)

Reagentien und Lésungen
*HTAB-Puffer, pH 6,0:
250 mg Hexadecyltrimethylammoniumbromid (Sigma Chemical Company,
Deisenhofen)
45 ml Aqua bidest (Klinikapotheke Uniklinik Mainz)
5 ml Kaliumdihydrogenphosphat 50 mmol/l (Merck, Darmstadt)
*ODI-Lésung, pH 6,0:
8,35 mg o-Dianisidine (Sigma Chemical Company, Deisenhofen)
5 ml Dulbecco PBS Ca?*-frei (Klinikapotheke Mainz)
0,5 ml H>02 30% (Klinikapotheke Mainz)

3.1.5 Bestimmung der mRNA-Expression im Endotoxinschock

Geréate und Material
Strahlenschutzschilde VWRbrand® (Merck, Darmstadt)
Strahlenschutzbehalter VWRbrand® (Merck, Darmstadt)
*Hybridisierungsofen OV2® (Biometra, Géttingen)
*Hybridisierungsgefalle OV,® (Biometra, Goéttingen)
*Geigerzahler 1210B (Berthold, Deutschland)
*Photometer zur RNA-Konzentrationsmessung Gene Quant® (Pharmacia
Amersham biotech)
«Zentrifuge Rotina® 48 RC (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
*Thermocycler PTC 100® (Mj-Research Inc., Watertown MA,USA)
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*Atlas cDNA-Expression-Kit™ (Clontech Laboratories,Inc., Palo Alto, CA)
*Réntgenfilm Biomax® MS (KODAK)

*Rontgenfiimkassette Hypercassette® (Amersham pharmacia biotech, Little
chalfont)

*Rontgenfilmentwickler X-ray film processor® (Fuji GmbH, Diusseldorf)

*Software zur Filmauswertung Atlasimage™ 2.0 (Clontech Laboratories,Inc., Palo

Alto, CA)

Reagentien und Lésungen
*Denaturierungslésung pH 4, 500 ml:
Guanidinthiocyanat 31,9 g (Sigma Chemical Company, Steinheim)
Ammoniumthiocyanat 9,9 g (Sigma Chemical Company, Steinheim)
Deionisiertes Wasser 55 ml (Klinikapotheke Mainz)
2 molare Natriumacetatlésung 5 ml (Sigma Chemical Company, Steinheim)
*Gesattigte Phenolldsung:
Phenol 100 g (Sigma Chemical Company, Steinheim)
Glycerol 26 ml (Sigma Chemical Company, Steinheim)
2 molare Natriumacetatlésung 8,25 ml (Sigma Chemical Company, Steinheim
Deionisiertes Wasser 30,75 ml (Klinikapotheke Mainz)
*Chloroform (Sigma Chemical Company, Steinheim)
sIsopropanol (Sigma Chemical Company, Steinheim)
*SDS-Lbésung (20%) (Bio-Rad Laboratories, CA)
*SSC Ldsung, pH 7, 1000ml:
Natrium-Chlorid 175,3 g (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)
Trinatriumcitratdihydrat 88,2 g (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)
+(a-*2P)dATP (wassrige Losung, Aktivitat 9,25 MBq) (Amersham pharmacia

biotech., Braunschweig)

3.1.6 Histologie
*Roti®-Histokitt (Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe)
*Deckglaser: Menzel-Glaser® 24 X 50 mm (Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk
Gmbh & Co. KG, Braunschweig)
*70% Alkohol: Alkopharm 70 (Briggemann Alcohol,Heilbronn)
*Formaldehydlésung 37% (Merck, Darmstadt)
*Mikroskop: SM-LUX (Leitz, Wetzlar)
*Compound: Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe, Zoeterwounde,NL)

*Mikrotom-Klingen: Microtome Blades Type R35 (Feather,Japan)
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*Mikrotom: Cryostat MTE (SLEE Technik, Mainz)

*Objekttrager: Super Frost® Plus (Gerhard Menzel GmbH & Co. KG,
Braunschweig)

*Xylolersatz: XEM-200 (Uniapotheke, Mainz)

*Eosin: 1%ige Lésung Certistain® (Merck, Darmstadt)

*Hamatoxylin: MAYERS Hamalaunlésung 20%ig (Merck, Darmstadt)

3.2. METHODIK

3.2.1 Endotoxinschockmodell

Durchfiihrung

Mannliche Sprague Dawley Ratten wurden im Schockmodell untersucht, wobei
wahrend des gesamten Versuchsablaufs das deutsche Tierschutzgesetz berlcksichtigt
wurde. Zu Beginn der Untersuchungen lag eine Tierversuchsgenehmigung vor. Die
Ratten stammten aus einer Zuchtreihe des Pharmakologischen Instituts der Universitat
Mainz ab, und hatten ein mittleres Gewicht von 200g bei einem Alter von 9 bis 12
Wochen.

Zu Beginn der Operation wurden die Tiere durch eine intraperitoneale
Pentobarbitalinjektion narkotisiert. In der Folge wurde die Vena jugularis zur weiteren
Pentobarbitalgabe katheterisiert. Entsprechend wurden die Pentobarbitalgaben
wiederholt, bis keine Reaktion mehr auf Schmerz eintrat. Bei ausreichender
Schmerztoleranz wurde die Halsregion medial langsinzidiert, die Trachea prapariert
und daraufhin quer eroffnet. Uber die Tracheotomie wurde ein Polyethylentubus einen
Zentimeter nach distal vorgeschoben und mittels Bindfaden fixiert. Die linke Arteria
carotis communis wurde nach distal ligiert. Nach zentral wurde ein Katheter zum
Kreislaufmonitoring und zu Blutentnahmen vor der Aorta platziert und fixiert. Das
Operationsgebiet wurde danach mit in Kochsalzlésung getrankten sterilen Kompressen
abgedeckt. An die Operation schloss sich eine Stabilisierungsphase von 10 Minuten
an, in der kontinuierlich der Blutdruck und die Atmung beobachtet wurden. Nur Tiere,
die nach dieser Phase einen mittleren arteriellen Druck von mindestens 110 mmHg
hatten, nahmen am weiteren Verlauf des Modells teil. Wahrend des gesamten
Versuchszeitraums wurde die Korpertemperatur mittels Heizkissen mindestens uber
36° Celsius gehalten, um hypothermiebedingte Phanomene auszuschlie3en.

Durch Vorversuche wurden sowohl die Dosierung und Applikationsform fir das Toxin
als auch fir das Simvastatin ermittelt, die zu Unterschieden zwischen den

Versuchsgruppen flihren sollten. Es wurde eine maximale Beobachtungszeit von 240
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Minuten festgelegt. Wenn das Tier die gesamte Beobachtungszeit Gberlebte, wurde es
durch eine Pentobarbitalinjektion getotet. Der Beginn der Zeitmessung wurde bei den
Tieren mit Toxinbehandlung durch die Injektion des Bakterientoxins definiert. Bei den
Tieren ohne Toxininjektion begann die Zeitmessung unmittelbar nach der
Stabilisierungsphase. Der Tod des Tieres wurde definiert als die Koinzidenz von
Pulslosigkeit und einem mittleren arteriellen Druck unter 40 mmHg oder das
irreversible Sistieren der Atmung. Die rektal gemessene Korpertemperatur der
Versuchstiere wurde bei einem Wert von 36°C bis 37°C als Normothermie definiert,
und als Aufnahmekriterium in die Versuchsreihe angesehen. Des Weiteren wurde ein
mittlerer arterieller Druck von 110 bis 140 mmHg als Normotonie, und eine

Herzfrequenz zwischen 340 und 440 Schlagen pro Minute als Normfrequenz definiert.

Wahrend des Versuchs wurden folgende Parameter kontinuierlich festgehalten:

* Herzfrequenz: in Schlagen pro Minuten

» mittlerer arterieller Druck: in mmHg

* rektale Temperatur: in Grad Celsius

* Hamatokrit: in Prozent am Vollblutvolumen

Abbildung 6 zeigt schematisch den Versuchsablauf, sowie die Messzeitpunkte.
Nach Versuchsende wurden das Jejunum, die Leber, die Nieren, die Lungen, das Herz

fur weitere Untersuchungen entnommen und bei —70°C eingefroren.

Einteilung der Versuchsgruppen
Die Tiere wurden zuféllig in verschiedene Versuchsgruppen mit unterschiedlicher

experimenteller Behandlung aufgeteilt. Es ergaben sich folgende Versuchsgruppen:

~Kontrolle*: Diese Versuchsgruppe erhielt weder das bakterielle Toxin
noch ein Medikament, wurde jedoch der gleichen Anasthesie

und Operation unterzogen.

~oham®: Diese Tiere erhielten bei sonst gleichem Versuchsablauf 24
Stunden vor dem Experiment 100 pg/kg Koérpergewicht

Simvastatin als intraperitoneale Injektion.

,LPS* Diese Tiere bekamen nach der Stabilisierungsphase 10
mg/kg LPS von Escherichia coli (Serotyp 0127:B8)

intravends injiziert.
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,LPS-plus-Simvastatin“:. Diese Gruppe erhielt 24 Stunden vor der Operation eine
intraperitoneale Injektion von Simvastatin in einer Dosis von

100 pg/kg, und nach der Stabilisationsphase LPS (10

mg/kg).
\orbereitungsphase***
Operation
Stabilisierung
Toxin injektio n** Versuchse nde
HKT HKT T HKT KT
RR RR R RR R
HF HF H HF e
R RR RR  RR RR  RR RR  RR
H HF HF HF HF HF H F HF
v v vy i L i L i l

| omnseomumeer ////

| | | | | | | | | | >

|
; ; | | | | | | | | | | | | | |
Zeit[min] 10 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Abbildung 6: Zeitliches Schema des Versuchsablaufes
* Das Versuchsende wurde durch die Uberlebenszeit des Versuchstieres definiert,

oder es erfolgte nach 240 Minuten eine letale Injektion von Pentobarbital.

** Die Toxininjektion stellt den Beginn flr die Beobachtungszeit dar. Fur
Versuchsgruppen ohne Toxininjektion schloss sich die Beobachtungszeit

unmittelbar an die Stabilisierungsphase an.

*** Die Vorbereitungsphase begann fir Tiere, die Simvastatin erhielten 24 Stunden

zuvor mit der intraperitonealen Injektion von 100 ug/kg des Medikaments.

« HKT: Gibt den Zeitpunkt fir die Hamatokritbestimmung an.
* RR: Gibt den Zeitpunkt fur die Blutdruckmessung an.

« HF: Gibt den Zeitpunkt fur die Herzfrequenzmessung an.
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3.2.2 Bestimmung des Hamatokrits

Zur Bestimmung des Hamatokrits wurde die Mikrohamatokritmethode verwendet. Der
Volumenanteil der Erythrozyten lasst sich unter Zuhilfenahme einer
Auswertungsschablone ablesen. Das Vollblut wurde Uber den arteriellen Katheter

abgenommen.

3.2.3 Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitat

Die Myeloperoxidase findet man in neutrophilen Granulozyten und zu einem geringen
Teil auch in Monozyten, wobei in Monozyten lediglich ein Hundertstel der
Myeloperoxidaseaktivitat zu finden ist als in neutrophilen Granulozyten. Demzufolge
korreliert die gemessene Myeloperoxidaseaktivitdat in einem Organ gut mit dessen
Granulozyteninfiltration. Substrat der katalysierten Reaktion ist H.O-, welches aus dem
Superoxidradikalanion O, entsteht, das von membranassoziierten NADPH-Oxidasen
katalysiert wird. In Anwesenheit von H2O; bildet die Myeloperoxidase hypochlorige
Séaure (HOCL):

MPO
H.O, + CI » H*'+ OCI + OH"

In den Organen Jejunum, Leber, Niere, Lunge und Herz wurde jeweils die
Myeloperoxidaseaktivitat bestimmt. Um das Enzym aus dem Gewebe freizusetzen und
in einer wassrigen Phase zu 16sen, wurde die Organprobe bei 0 Grad Celsius in einem
zehnfachen Volumenanteil von HTAB-Puffer homogenisiert. Diese Suspension wurde
bei 4° Celsius und 12500 rpm fir 30 Minuten zentrifugiert. Der dadurch gewonnene
Uberstand wurde zur weiteren Messung abpipettiert. In eine Kiivette wurden je 50 pl
des Uberstandes und 950 pl der ODI-Lésung verbracht. Bei der nun ablaufenden
Redoxreaktion oxidierte die Myeloperoxidase das Diaminobenzidin (DAB), wobei ein
Farbumschlag der Lésung erfolgte, der photometrisch in Abhangigkeit von der Zeit

gemessen wurde.

Die Reaktion zeigt folgende Formel:

DAB + H,0; MPO . oxidiertes DAB + 2H,0

Die Extinktion (E) wurde eine Minute nach Zugabe des Diaminobenzidins und nach
Ablauf von zwei Minuten gemessen, wobei eine Wellenlange von A= 460 nm am

Photospektrometer eingestellt wurde.
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Aus der Differenz beider Extinktionswerte erhielt man die Extinktionsdifferenz AE:

AE = E120 — Ego

Die Myeloperoxidaseaktivitat (MPO-Aktivitat) errechnete sich aus folgender Gleichung:

AE
MPO-Aktivitat / | = ----------m-m----
exdxtxq
* MPO-Aktivitat: angegeben in internationalen Enzymeinheiten (U)

1U (Unit) ist definiert als der Substratumsatz von 1 ymol in einer
Minute bei 25°C.
e e: molarer Extinktionkoeffizient von oxidiertem DAB bei A= 460 nm

e =1,131/ (umol x cm)

«d: Lichtweg in der Losung: d = 1 cm
.t Reaktionszeit: t = 1 min
*qQ: Volumenanteil des Uberstandes am Gesamtvolumen der Lésung

in der Klvette: g = 0,05 bei 50 pl

Vereinfacht ergab sich daraus die Formel:
MPO-Aktivitat / | = AE x 17,7 x U/l

Im Folgenden wurde die Myeloperoxidaseaktivitdt als Units(U) pro Gramm

Feuchtgewicht der jeweiligen Organprobe angegeben.

3.2.4 Histologie

Die Organe Herz, Darm, Leber und Niere wurden nach Versuchsende entnommen,
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Es wurden histologische Praparate mit einer
Starke von 5 uym angefertigt. Zur Farbung der Schnitte wurde die Hamatoxylin-Eosin-

Methode gewahlt.

3.2.5. Bestimmung der mRNA-Expression im Endotoxinschock
Einfihrung in die Methode
Diese Methode ermdglicht die synchrone Detektion verschiedener mRNAs in einer

Organprobe. Eine Organuntersuchung beinhaltet dabei eine RNA-Isolation aus dem zu
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untersuchenden Organ, das Erstellen einer cDNA aus der gewonnenen RNA, die
radioaktive Markierung der cDNA, die Hybridisierung derselben auf einer
Nylonmembran, die Belichtung eines Rontgenfiims durch die Membran, sowie die
densitometrische Auswertung des Rontgenfiims. Damit die Kompatibilitat der einzelnen
Verfahren gewahrt blieb, wurde streng nach den Richtlinien des Herstellers des
Produktes vorgegangen. Organproben des Jejunum, der Leber und des Herzens

wurden nach dieser Methode untersucht.

RNA-Isolation

Folgende Arbeitsschritte wurden bei 0 Grad Celsius durchgeflihrt, um RNA-Verluste
durch RNase-kontaminierte Gefalle oder Werkzeuge zu vermeiden: Die Organproben
wurden mit Denaturierungslésung versetzt und homogenisiert. Nach Inkubation und
Zentrifugation konnte ein Uberstand abpipettiert werden. Der Uberstand wurde mit
Phenol versetzt und auf Eis inkubiert. Chloroform wurde hinzugegeben. Nach dem
Mischen dieser Lésung und sich daran anschliefender Inkubation, erfolgte eine
erneute Zentrifugation. Die dabei gewonnene obere Phase wurde nochmals dem
beschriebenen Vorgang unterzogen und danach mit Isopropanol versetzt, inkubiert und
anschlieBend wiederum zentrifugiert. Am Boden des Reagenzréhrchens wurde
daraufhin ein Pellet sichtbar, welches mit Ethanol bedeckt zentrifugiert wurde. Nach
Verwerfen des Uberstandes trocknete das Pellet an der Luft und wurde in
deionisiertem Wasser resuspendiert. Die entstandene RNA-L6sung wurde bis zum

weiteren Gebrauch bei —70°C eingefroren.

Reinheitsbestimmung der RNA-Probe

Die Reinheitsbestimmung erfolgte photospektrometrisch bei einer Wellenlange von 260
nm. Bestimmt wurden die Gesamtkonzentration der RNA, die RNA-Reinheit sowie die
Proteinkonzentration der L6sung. Die RNA-Reinheit lag nach den Isolationsprozeduren
bei 70-90% bei einem mittleren Proteingehalt der Lésung von 9,1 mg/ml. Nachdem die
Konzentration der RNA in der Lésung bekannt war, konnten alle Proben mit Aqua
destilata auf eine Konzentration von 2 ug/ul nivelliert werden.

Um statistischen und wirtschaftlichen Uberlegungen gerecht zu werden, wurden die
RNA-Isolate der Organproben einer Versuchgruppe in einem Lésungsansatz gepoolt.

Dadurch wurden methodenbedingte Mittelwerte gewonnen.

Herstellung der cDNA-Proben
Aliquots der gepoolten RNA-Lésungen wurden mit der Primerlésung des Herstellers

versetzt. In diesem Gemisch enthalten waren nur Primer, die ausschlief3lich an solche
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RNAs binden konnten, die auch fir die spatere Auswertung von Interesse waren.
Deren Konzentrationen wurde in einer nachfolgenden Polymerase-Kettenreaktion
erhoht.  AnschlieBend wurde zur Reinigung dieses Ansatzes eine
Saulenchromatographie durchgefihrt, deren Eluat dann die jeweilige cDNA-Probe

darstellte.

Hybridisierung der Membran

Die cDNA-Probe wurde mit Denaturierungslésung zur Teilung der Nukleotidstrange
versetzt. Der Probenansatz wurde mit dem Phosphorisotop 2P zur radioaktiven
Markierung der cDNA und zur spateren Réntgenfilimschwarzung inkubiert. Eine
Nylonmembran wurde mit diesem Ansatz hybridisiert. Die Membran tragt die
komplementaren Nukleotide eines cDNA-Stranges, die in Form eines Punktepaares
aufgebracht sind. In dieser Form wurden vom Hersteller 588 cDNA-Antisense-Proben
aufgetragen. Die Membran tragt zusatzlich neun Housekeepinggene, die unabhangig
von Anpassungsvorgangen oder pathologischen Prozessen des untersuchten Organs
in gleicher Menge pro Zeiteinheit exprimiert werden. Mit Hilfe dieser
Housekeepinggene konnte bei der spateren densitometrischen Auswertung eine
Aquilibrierung der Roéntgenfime vorgenommen werden. Die mit der cDNA-Probe
hybridisierte und gereinigte, noch feuchte Membran wurde anschlieRend in Folie

eingeschweildt.

Belichtung des Rontgenfiims

Die eingeschweilte Membran wurde zusammen mit einem Ro&ntgenfilm in eine
Expositionskammer verbracht. Nach einer Belichtungszeit von 72 Stunden bei einer
Temperatur von -70°C erfolgte die Filmentwicklung mit einem automatischen

Roéntgenfilmentwicklungsgerat. Abbildung 7 zeigt einen reprasentativen Réntgenfilm.

Auswertung des Réntgenfilms und Darstellung der Ergebnisse

Die Roéntgenfilime wurden mit einer Auflésung von 600 dpi in einen PC eingescannt.
Die Schwarzungen der Rontgenfiime wurden mit einer auf Densitometrie basierenden
Software erfasst. Die Réntgenfiime wurden untereinander durch Abgleich mit den
Schwarzungen der Housekeepinggen-mRNAs vergleichbar gemacht. Jedem
Punktepaar wurde ein Nettograustufenwert zugewiesen. Voraussetzung fir die
densitometrische Vergleichbarkeit der Réntgenfilme der einzelnen Versuchsgruppen
war ein jeweils durch die Auswertungssoftware klar identifizierbares Punktepaar.
Dieser Umstand erklart, weshalb nicht fur jede Versuchsreihe und jedes Organ die

gleichen mRNA-Bestimmungen durchgefuhrt werden konnten.
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Die erhobenen Werte stellen somit Relativwerte mit Bezug zum Wert der

Kontrolltiergruppe dar. Im Ergebnisteil der Arbeit sind sie als Vielfache des Wertes der

Kontrolltiergruppe dargestellt.

-

e
..
® - -

Abbildung 7: Beispiel eines Rontgenfilms zur densitometrischen Auswertung:
Erkennbar sind die einzelnen mRNAs anhand der Schwidrzungen des
Rontgenfilms in Form von Doppelpunkten. Am seitlichen Rand des Rontgenfilms
befinden sich die Housekeepinggene.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Schockmodell
4.1.1. Allgemeines
Im Schockmodell wurden insgesamt 28 mannliche Sprague Dawley Ratten beobachtet.

Fir die sechs Versuchsgruppen ergaben sich folgende Fallzahlen (Tabelle 4):

Tabelle 4: Verteilung der Fallzahlen auf die Versuchsgruppen. Anzahl der Tiere,

die das Versuchsende erreichten.

Versuchsende

Versuchsgruppe Fallzahl n _
erreicht

Kontrolle 8 8
Sham 5 5
LPS 8 0
LPS-plus-Simvastatin 7 7
Gesamtzahl 28 20

4.1.2. Hdmodynamische Parameter

In der Abbildung 8 wird der Verlauf des mittleren arteriellen Druckes mit den
Standardabweichungen Uber die Versuchsdauer in den einzelnen Versuchsgruppen
dargestellt. Die beobachtete Fallzahl in den Versuchsgruppen zu den regelhaften
Beobachtungszeitpunkten werden in der Tabelle 5 gezeigt.

Die Injektion von LPS flihrte in der LPS-Gruppe und in der LPS-plus-Simvastatin-
Gruppe zu einem gleichartigen Blutdruckabfall innerhalb der ersten zwanzig Minuten,
der im Mittel bei 70 mmHg lag. Dieser Blutdruckabfall konnte durch die Vorbehandlung
mit dem Statin nicht verhindert werden. Im Weiteren Versuchsablauf steigen die
Blutdruckmittelwerte flr beide Toxingruppen bis zur 120. Minute stetig an, und
erreichen annahernd gleiche Werte um 100 mmHg. Die mit Simvastatin behandelten
Tiere erholen sich weiterhin im Sinne einer Steigerung des MAP. In der LPS-Gruppe
sinkt der MAP statistisch signifikant wieder ab (p < 0,05 in der 120.-, 140.- und 160.
Minute), und die Tiere versterben vor Versuchsende im septischen Schock.

Die Kontrollgruppe zeigt einen unauffalligen Verlauf der mittleren arteriellen

Blutdruckwerte.
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Tabelle 5: Anzahl der Versuchstiere in den Versuchsgruppen zu den

Untersuchungszeitpunkten.

2014060 |80 |100/120]140]160]180j200j220j240

min|minjminmin|min|min{min|min{minimin{minimin

Versuchsreihe initial

Kontrolle 8 |[8|/8|8|8|8|8|8|8|8|8|8]38

Sham 5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5]|5

LPS 8 |[8|/8|8|8[|8|8|6|4]|]4]|1]0]0O0
LPS-plus-Simvastatinl 7 |7 |7 |7 |7 (7|77 |\ 7|7 |7 |7|7
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£
~ 80 ]
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Zeitpunkt (min)

Abbildung 8: Zeitliche Verlaufe der mittleren arteriellen Blutdriicke (MAP) des
Schockmodells. p <0.05

Auswirkungen des Lipopolysaccharids auf die Herzfrequenz:

Die Abbildung 9 stellt die zeitlichen Verlaufe der Herzfrequenzen der Versuchsgruppen
mit den Standardabweichungen dar.

Die LPS-Gruppe zeigt einen signifikanten Herzfrequenzanstieg Gber eine Zeitdauer von
200 Minuten, und erreicht zu diesem Zeitpunkt ein Maximum von 564 Schlagen pro
Minute.

Die mit Simvastatin vorbehandelten Tiere sind anfangs ebenfalls tachykard, jedoch
nicht in dem Ausmall wie der LPS-Gruppe. Zum Versuchsende nahert sich der
Kurvenverlauf dem der Kontrollgruppe an. Die Kontrollgruppe zeigt einen unauffalligen

Verlauf der Herzfrequenzen.
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Abbildung 9: Zeitliche Verlaufe der mittleren Herzfrequenzen des Schockmodells.
p <0,05

4.1.3. Auswirkungen des Lipopolysaccharids auf den Hamatokrit

Abbildung 10 zeigt den zeitlichen Verlauf der Hamatokritveranderungen mit
Standardabweichungen. Die Versuchsgruppen haben anfangs vergleichbare
Hamatokritwerte von 40%. Die Werte der Toxingruppen steigen innerhalb der ersten
Stunde nach Toxingabe im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Im Folgenden trennen sich
signifikant die Datenreihen der Toxingruppen voneinander, wobei die LPS-Gruppe ein
Maximalmittelwert von 55,5% annimmt (180. Minute). Die LPS-plus-Simvastatin-
Gruppe erreicht einen maximalen Hamatokrit von 49,1% (120. Minute), um am
Versuchsende einen geringeren Wert von 45,4% zu erreichen. Die Wertereihe der

Kontrollgruppe stellt sich unauffallig dar.

4.1.4. Mittlere Uberlebenszeiten

Abbildung 11 zeigt die mittleren Uberlebenszeiten der Versuchsgruppen. Die mittlere
Uberlebenszeit der LPS-Versuchsgruppe ist mit 181,5 Stunden gegeniiber den
anderen Gruppen, die allesamt die gesamte Beobachtungszeit tUberlebten signifikant

verringert.
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Abbildung 10: Zeitliche Verlaufe der mittleren Hamatokritwerte des
Schockmodells. * p < 0,05
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Abbildung 11: Mittlere Uberlebenszeiten der Versuchsgruppen des

Schockmodells.

4.2. Leukozytenakkumulation in den Schockorganen

4.2.1. Effekte des LPS auf die MPO-Aktivitat in der Lunge

Abbildung 12 stellt die mittlere MPO-Aktivitdt in den Lungenproben der
Versuchsgruppen mit den Standardabweichungen dar.

Die Gabe von LPS fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der MPO-Aktivitat um nahezu
das Dreifache im Vergleich zur Kontrolle. Die Statingabe vor Toxininjektion bewirkt eine
signifikant  geringere  Granulozyteninfiltration  der  Lunge, welche dem

Granulozytengehalt der Lungen der Kontrollgruppe entspricht.
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Abbildung 12: Mittlere MPO-Aktivitdt der Versuchsgruppen in der Lunge.

4.2.2. Effekte des LPS auf die MPO-Aktivitat im Darm
Abbildung 13 stellt die zeigt die mittlere MPO-Aktivitdt in den Darmproben der

Versuchsgruppen mit den Standardabweichungen dar.

0,8
HEKontrolle
071 mLPS
0,6 HLP S+Simvastatin

MPO-Aktivitit (U/g)

Abbildung 13: Mittlere MPO-Aktivitat der Versuchsgruppen im Darm.

Es besteht eine erhdhte mittlere Enzymaktivitat in den Darmproben der LPS-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Statingruppe wurde eine sehr geringe

Enzymaktivitdt gemessen, die noch unter der der Kontrollgruppe liegt.
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4.3. Histologie

4.3.1. Darm

Das proximale Jejunum liel3 bei den mit LPS behandelten Tieren eine ausgepragte
Schadigung der Mukosa erkennen. Man findet eine starke Ulzeration im Bereich der
Lamina propria epithelialis, sowie auch der tiefer gelegen Schichten. Grolke Teile des
Epithels sind abgestolien. Im Vergleich zur Histologie der Kontrollgruppe erkennt man
hydropisch deformierte Drisenzellen. Die palisadenférmige Anordnung der
Drusenzellen ist aufgehoben. Die Serosa wirkt im  Vergleich  zur
Kontrollgruppenhistologie verbreitert. Man erkennt multiple Thromben in der
GefaBlichtung im Sinne einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIG). Bei
starkerer VergréRerung kann man die granulozytare Infiltration des Jejunums, als
Zeichen der entzindlichen Pathogenese dieser morphologischen Veranderungen
erkennen. Es ergibt sich das typische Bild eines ischamischen Darmes.

Die Makroskopie bei der Organentnahme war gekennzeichnet durch zahlreiche
Nekrosen der Darmwand, sowie multiple Einblutungen. Die Darmschlingen waren
dilatiert, und zeigten eine trage Peristaltik.

Die Abbildungen 14 und 15 stellen die histologischen Befunde dar.

.

Abbildung 14: Histologisches HE-Praparat des proximalen Jejunums der LPS-
Gruppe. VergroRerung 100fach.
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Abbildung 15: Histologisches HE-Praparat des proximalen Jejunums der LPS-
Gruppe. VergroRerung 400fach.

Abbildung 16: Histologisches HE-Praparat des proximalen Jejunums der LPS-
plus-Simvastatin-Gruppe. VergroRerung 200fach.

Im Gegensatz dazu erkennt man in der Abbildungen 16 die nur sehr geringen
histologischen Veranderungen des Jejunums in der LPS-plus-Simvastatingruppe: Bis
auf eine leichte Schwellung der Driisenzellen sind keine geweblichen Destruktionen zu
erkennen. Es finden sich keine granulozytaren Infiltrationen. Die Gefallumina sind
nicht thrombotisch verlegt. Die Serosa ist zart. Makroskopisch waren keine

pathologischen Auffalligkeiten zu verzeichnen.
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4.3.2. Herz

Die histologische Aufarbeitung der Herzproben der LPS-Gruppe ergab nur diskrete
Veranderungen der Organtextur. Hier korrelierte die palpatorisch verminderte
Konsistenz des Organs mit einer makroskopisch erkennbaren Dilatation der Ventrikel
und einer lichtmikroskopischen Gefiigedilatation im Vergleich zur LPS-plus-
Simvastatingruppe. Entzindliche oder ischamische Areale waren nicht aufzufinden.
Dies demonstrieren die Abbildungen 17 und 18.

Abbildung 17: Histologisches HE-Praparat des Herzens der LPS-Gruppe.
VergroBerung 200fach.

Abbildung 18: Histologisches HE-Praparat des Herzens der LPS-plus-
Simvastatin-Gruppe. VergroBerung 200fach.
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4.3.3. Leber

Die Analyse der Leberproben zeigte nur pathologische Veranderungen in der LPS-
Versuchsreihe. Bei der Organentnahme fiel eine blutschwere, dunkle Leber auf, wie sie
in der LPS-plus-Simvastatingruppe nicht in diesem Ausmal festgestellt werden konnte.
Die histologische Aufarbeitung der Organe zeigen die Abbildungen 19 und 20.

Die erste Abbildung zeigt die typische Anordnung der Leberzellplatten um die
Zentralvene, sowie die dazugehorigen Portalfelder. Augenscheinlich ist die
Auflockerung der Leberzellarchitektur um die Zentralvene herum, was als Korrelat der
blutgestauten Lebersinusoide zu werten ist. Erythrozyten sind hier nur noch als
homogene amorphe Masse zwischen den Leberzellen auszumachen. Im Bereich der
Portalfelder sind rundzellige Infiltrate als Zeichen einer entziindlichen Organaffektion
zu erkennen. Die starkere VergroRerung in der Abbildung 20 zeigt eine
lappchenzentrale Auflésung der Leberzellmembranen, was als Homogenisierung der
Schnittflache in Erscheinung tritt. Diese Befunde sind vereinbar mit den typischen

pathologischen Veranderungen des Schocks.

Abbildung 19: Histologisches HE-Praparat der Leber der LPS-Gruppe.
VergroBerung 200fach.
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VergroRerung 400fach.

Die Abbildungen 21 und 22 stammen von der LPS-plus-Simvastatingruppe, und
demonstrieren die deutlich geringere Schadigung der Leber durch die
Statinvorbehandlung. Die geringer vergroRerte Aufnahme zeigt keine Auflockerung des
Organparenchyms. Die 200fache VergroRerung zeigt intakte Hepatozyten ohne
Zelllysen. Fettvakuolen bestehen im Vergleich zur Abbildung der LPS-Gruppe in
deutlich geringerer Anzahl. Granulozytare Infiltrate findet man in beiden Abbildungen

nicht.

Abbildung 21: Histologisches HE-Praparat der Leber der LPS-plus-Simvastatin-
Gruppe. VergroBRerung 100fach.
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Abbildung 22: Histologisches HE-Praparat der Leber der LPS-plus-Simvastatin-
Gruppe. VergroRerung 200fach.

4.3.4. Niere

Die Nieren sind besonders haufig in die Pathophysiologie des Schocks involviert mit
Ausbildung einer akuten Niereninsuffizienz. Schocktypische Veranderungen der
Organtextur ergaben sich nur in der LPS-Gruppe. In der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe
erhielten wir histologische Normalbefunde. Typisch fir die Morphologie der Niere im
Rahmen des Schocks sind tubulare Nekrosen sowie hyaline Mikrothromben.

Abbildung 23: Histologisches HE-Praparat der Niere der LPS-Gruppe.
VergroBerung 200fach.
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Die Abbildung 23 zeigt Nierengewebe der LPS-Gruppe. In der Mitte erkennt man ein
Glomerulum, an dessen Kapillarschlingen teilweise Granulozyten adhéarieren. Des
Weiteren stellen sich die Nierentubuli dar, die unscharf als Zeichen der Zelllyse
begrenzt sind. Im Tubuluslumen finden sich abgestoliene, bereits nekrotische
Tubulusepithelzellen, die sich zu armorphen, hyalinen Gebilden formiert haben.
Insgesamt erkennt man das Vollbild einer schockgeschadigten Niere.

Die Makropathologie der enthommenen Nieren war gekennzeichnet durch
geschwollene, konsistenzvermehrte und im Vergleich zur Kontrollgruppe dunklere

Organe. Die Organoberflache erschien dabei glatt und homogen gefarbt.

4.4. Bestimmung der mRNA-Expression im Endotoxinschock

4.4.1 Darm

Hitzeschockproteine

Abbildung 24 und Tabelle 4 stellen die Ergebnisse der Hitzeschockprotein-Bestimmung
dar. Es wurden die mRNAs der Hitzeschockproteine mit einer Grofie von 27, 60 und 70
kDa analysiert.

Das HSP 27 der LPS-Versuchsgruppe zeigt eine um den Faktor 1,11 hoéhere
Expression verglichen mit der Kontrolle. In doppeltem Malle findet dies unter
Vorbehandlung mit dem Statin statt. Eine Steigerung um den Faktor 5,47 erkennt man

in der Sham-Gruppe.

Beim HSP 60 ist nach LPS-Applikation ebenfalls eine Steigerung der Expression um
den Faktor 1,66 erkennen, welche unter Statinvorbehandlung unter dem Wert der
Kontrollgruppe liegt. Die alleinige Simvastatingabe bewirkt eine Erhéhung der HSP 60-
Expression um den Faktor 1,86.

Das HSP 70 wird unter LPS-Reiz um den Faktor 3,99 vermehrt exprimiert, und erfahrt
eine Reduzierung nach Statinvorbehandlung. Die Shamgruppe weilt erniedrigte RNA-

Mengen des HSP 70 im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.

Tabelle 4: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs der HSPs 27, 60 und 70.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Darm.

Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle
HSP 27 == S G C 1
HSP 60 (] [ FT [
HSP 70 [ ] ] .
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Abbildung 24: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fir die

Hitzeschockproteine. Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Darm.

I-kBa

Abbildung 25 zeigt die Konzentrationen von |-kBa gemessen im Darmgewebe der LPS-
Versuchsreihe. Tabelle 5 gibt die entsprechenden Spots auf den Rdéntgenfilmen
wieder.

Man erkennt eine nahezu 2,5-fach erhdhte Konzentration des I-kBa in der LPS-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine Vorbehandlung mit Simvastatin, fihrt zu
geringeren Mengen an |-kBa. In der Sham-Gruppe ist die Konzentration an |-kBa

groRer als in der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe.

IxBa

OSham
HLPS

47 HLPS + Simvastatin

y mal Konftrolltier

1,66 2,49 1,14

Abbildung 25: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fiir das |-kBa.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Darm.
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Tabelle 5: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs des I-kBa.
Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Darm.

Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle
I-kBa (el [es] ] [asl

4.4.2 Herz

Hitzeschockproteine

Die Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse fir die Hitzeschockproteine am Organ Herz.
Tabelle 6 stellt die Dichteunterschiede auf den Rontgenfilmen dar.

Flr das HSP 27 zeigt sich eine Steigerung der HSP 27-mRNA-Konzentration um den
Faktor 1,84 im Vergleich zum Wert der Kontrollegruppe. Sowohl in der
toxinbehandelten- als auch in der ausschlie8lich statinbehandelten Gruppe kommt es
zu einer rund 4-mal geringeren Expression von HSP 27 verglichen mit der Kontrolle.
Eine Steigerung der HSP 60-mRNA-Konzentration findet unter Toxinreiz statt bei
Verminderung der Konzentrationen in den Statingruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Beim HSP 70 ist der Expressionsanstieg unter Toxinreiz noch vergleichbar mit dem der
anderen HSPs. Nach Statinvorbehandlung folgt eine deutlich verminderte Expression

unter die Nachweisgrenze, weshalb hier kein Wert angegeben ist.
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Abbildung 26: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fiir die

Hitzeschockproteine. Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
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Tabelle 6: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs der HSPs 27, 60 und 70.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.

Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle
HSP 27 [ sl = 1
HSP 60 N 5 [l
HSP 70 M [l i ]

I-kBa

Die Daten von |-kBa fur das Organ Herz finden sich in der Abbildung 27, sowie in der
Tabelle 7. Man erkennt eine Zunahme der Genexpression in der LPS-Gruppe um den
Faktor 2,5 im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den statinbehandelten Versuchsgruppen
findet man eine Abnahme der mRNA-Konzentration, wobei diese bei der LPS-plus-
Simvastatin-Gruppe mit einem Faktor von fast — 4,5 deutlicher ausgepragt ist als in der

Sham-Gruppe mit einem Faktor von — 1,2.

Tabelle 7: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs des I-kBa.
Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
LPS LPS+Simval| Sham Kontrolle

I-kBa [ww] =4 [] (]
I-kBa
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©
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g 2 1,2
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“1| mLPs
HLPS plus Simvastatin 4,49
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Abbildung 27: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fiir das I-kBa. Darstellung

der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
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p 105 (NF-kB1)

Die Tabelle 8 und die Abbildung 28 stellen die Ergebnisse dar.

Man erkennt eine vermehrte Genexpression unter Toxinreiz, die durch die Gabe des
Statins vermindert werden kann, vergleichbar mit den Ergebnissen des I-kBa. Auch
hier ist die Hemmung der Genexpression in der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe deutlich

starker als in der Sham-Gruppe.

Tabelle 8: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs des p 105.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
LPS LPS+Simval Sham Kontrolle
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Abbildung 28: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fur das p 105. Darstellung

der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.

VCAM-1

Die Abbildung 29 verdeutlicht die Wirkung des Simvastatins: Die LPS-Injektion fuhrt zu
einer Zunahme der Expression um den Faktor 2,47 verglichen mit der Kontrolle,
wahrend die Vorbehandlung mit dem Statin nur zu einer Erhéhung um den Faktor 1,88
fuhrt. In der Sham-Gruppe kommt es zu einer Hemmung der VCAM-1-Expression unter

das Niveau der Kontrolltiergruppe.
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Abbildung 29: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fiir das VCAM-1.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.

Tabelle 9: Rontgenfilmschwéarzungen durch die mRNAs des VCAM-1.
Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle

V-CAM E [s] [EE <]

Integrin B+
Die Abbildung 30 demonstriert, dass es durch die LPS-Injektion zu einem Anstieg des
Integrin B+ um nahezu das 6-fache des Kontrolltierwertes kommt. Im Gegensatz zeigt

sich bei Statingabe ein Abfall der Expression unter den Kontrolltierwert.

Tabelle 10: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs des Integrin 1.
Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.
Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle

Integrin B B (] F=H [wa]
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Abbildung 30: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fiir das Integrin 1.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Herz.

4.4.3 Leber

Hitzeschockproteine

Die Abbildung 31 und Tabelle 11 stellen die Daten fur die HSPs 27, 60 und 70 dar.

Das HSP 27 zeigt eine Steigerung der HSP-Expression nach LPS-Injektion um das
5,54-fache des Wertes der Kontrolltierreihe, die durch die Behandlung mit dem Statin
um den Faktor 1,31 deutlich gemindert werden kann. Die alleinige Gabe von
Simvastatin fuhrt ebenfalls zu einer gesteigerten Expression des HSP 27, die
ausgepragter ist als die der LPS-plus-Simvastatingruppe.

Unter Toxinreiz kommt es zu einer Abnahme der HSP-60-Transkription um den Faktor
1,05 der Kontrolle, was ebenfalls bei LPS-Injektion kombiniert mit einer
Statinbehandlung der Fall ist. Beim HSP 60 steigt die Expression um mehr als den 3-
fachen Kontrollwert in der Sham-Gruppe.

Fir das HSP 70 ergeben sich rund 19-fach erhéhte Mengen an HSP 70-RNA im
Vergleich zum Referenzwert, wenn LPS appliziert wurde. Unter Gabe von Simvastatin
konnte dieser Effekt um etwas mehr als die Halfte reduziert werden. In der Sham-
Gruppe zeigt sich eine Steigerung der Transkription um den Faktor 1,31 verglichen mit

der Kontrolltiergruppe.
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Abbildung 31: Ergebnisse des cDNA Expression-Array fir die

Hitzeschockproteine. Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Leber.

Tabelle 11: Rontgenfilmschwarzungen durch die mRNAs der HSPs 27, 60 und 70.

Darstellung der Versuchsgruppen fiir das Organ Leber.

Sham LPS LPS+Simva| Kontrolle
HSP 27 — E=) 5= B
HSP 60 | (=] [ |
HSP 70 ] i [ e
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5 DISKUSSION

In Abhangigkeit vom Immunstatus des Patienten, der zugrunde liegenden Erkrankung,
der Erregervirulenz und dem Zeitpunkt des Therapiebeginns kdnnen sich ausgehend
von einer lokalen Infektion eine Sepsis, und gegebenenfalls ein septischer Schock
manifestieren. Was den Fortlauf und die Prognose der Erkrankung beeinflusst ist dann
weniger die ursachliche Infektion, sondern vielmehr der induzierte Schock und das

damit assoziierte Organversagen.

5.1. Hdimodynamik und Mortalitidt im Endotoxinschock

Das Lipopolysaccharid von E. coli (Serotyp O127:B8) verursachte eine sofortige
arterielle Hypotonie, die mit einer Tachykardie zur Aufrechterhaltung des
Herzzeitvolumens kompensiert wurde. Die hypotonen Blutdruckwerte hielten bei
zunehmender Tachykardie an, bis die Tiere im Kreislaufschock innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 4 Stunden verstarben (181,5 Minuten im Mittel). Im Falle
der LPS-plus-Simvastatingruppe fand eine Erholung von den initial hypotonen
Blutdruckwerten hin zu nahezu normotonen Blutdriicken statt. Zum Ende der
Beobachtungszeit kehrten die zuvor tachykarden Herzfrequenzen der LPS-plus-
Simvastatin-Gruppe auf anndhernd physiologische Werte zurlick. Samtliche mit
Simvastatin vorbehandelte Tiere tUberlebten die maximale Beobachtungszeit.

Die hypotonieinduzierende Wirkung der Lipopolysaccharide wurde in einer Vielzahl von
tierexperimentellen Arbeiten, aber auch in klinischen Studien beschrieben. Der
Blutdruckabfall in der akuten Phase wird mit einer vermehrten NO-Freisetzung durch
die eNOS erklart. In der subakuten Phase des Schocks erfolgt die Freisetzung von NO
durch iNOS, die durch das Lipopolysaccharid induziert wird (Hoque, A.M. et al. 1998,
Chen, C.H., et al. 2007, Alvarez de Sotomayor M. et al, 2008). Eine im
Versuchsaufbau ahnliche Arbeit von Liu, S.F. et al. (1997) stellte den Zusammenhang
zwischen NF-kB und der iNOS her: In einem Rattenschockmodell wurde LPS
intravends appliziert. Die Untersuchung der iNOS-Aktivitat in Herz und Leber ergaben
erhohte Werte flr die LPS-Gruppe. Diese erhdhte Enzymaktivitat der iNOS koinzidierte
mit einer gesteigerten NF-kB/DNA-Komplexbildung im Lungengewebe. Ein Inhibitor der
NF-kB-Aktivierung (Pyrrolidin dithiocarbamat (PDTC)) reduzierte dosisabhangig die
iINOS-mRNA, die iINOS-Aktivitat sowie auch die Nitrit- und Nitratkonzentrationen im
Plasma als indirektes Zeichen einer verminderten NO-Produktion. Als Resultat dieser
Effekte kam es zu einer signifikanten Erhéhung des mittleren arteriellen Blutdrucks im

Vergleich zu der Versuchsgruppe.
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Eine Uberexpression der eNOS durch Simvastatin konnte als protektiv hinsichtlich der
LPS-induzierten Hypotension erkannt werden (Rikitake, Y. et Liao, J.K. 2005, Cernuda-
Morollon, E. et Ridley, A.J. 2006, Mc Gown C.C. et Brookes, Z.L., 2007).
Méglicherweise erklart dies zum Teil die verlangerten Uberlebenszeiten im
Therapiearm unseres Schockmodells.

In einer klinischen Studie aus dem Jahr 2001 untersuchten A.P. Liappis et al. 388 Falle
von Bakteriamien innerhalb eines geriatrischen Krankenhauses, wobei 35 Patienten
regelmaRig Statine einnahmen. Im Vergleich war die Mortalitatsrate in der Statingruppe
mit 6% geringer als die der Kontrollgruppe mit 28%. Die Mortalitatsrate der Patienten,
die direkt aufgrund der Infektion verstorben sind betragt 3% in der Statingruppe, und
20% in der Kontrollgruppe. Durch eine multivariate Analyse der erhobenen Daten
bezlglich begleitender Erkrankungen, Medikamenteneinnahme und Alter der Patienten
konnte ein statinabhangiger Effekt statistisch bewiesen werden. Eine publizierte
Metaanalyse von 20 klinischen Studien erbrachte klare Hinweise auf positive Effekte
der Statine im Rahmen der Sepsis (Falagas, ME et al., 2008). Mekontso Dessap A. et
al. (2011) fand ebenso ein positives Outcome von Patienten mit septischem
Krankheitsbild unter Statintherapie.

Die Mehrzahl der bislang verdéffentlichten Studien hatte einen retrospektiven Charakter
mit entsprechend eingeschrankter Aussagekraft. Insbesondere ist die Heterogenitat
der eingeschlossenen Patienten in klinischen Studien ein Problem, was die statistische
Ausarbeitung von Signifikanzen erschwert. Eine generelle Empfehlung zur Statingabe
in der Sepsis konnte bislang aufgrund der unklaren Studienlage nicht ausgesprochen

werden.

5.2. Endotheliale Permeabilitiatsstorung im Endotoxinschock

Im Verlauf des Schocks kommt es zu einer Verringerung des effektiv zirkulierenden
Blutvolumens durch die generelle Vasodilatation sowie durch die endotheliale
Schrankenstérung mit Trans- und Exsudation. Der Hamatokrit ist ein Parameter zur
Darstellung der Schrankenstérung. Die Zunahme des Hamatokrits der LPS-Gruppe
von initial 40,5% auf 55,5% ist Folge einer erhdhten Permeabilitat des Gefallendothels.
Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen anderer Untersucher (Filep,
J.G. et al. 1997, Jacobson, J.R. et al. 2005). Der Hamatokrit der LPS-plus-Simvastatin-
Gruppe lag im Verlauf des Schockmodells unter dem der LPS-Gruppe. Im weiteren
Verlauf fallt der Hamatokrit in der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe zunehmend ab, und ist
bei Versuchsende knapp uber dem Ausgangswert.

Die bis dato veroffentlichten Arbeiten konzentrieren sich auf die iINOS, die fur die

Plasmaverluste im septischen Schock und damit auch fir den Hamatokritanstieg in der
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subakuten Phase verantwortlich zu sein scheint (Kubes, P. et Granger, D.N. 1992,
Kurose, |. et al. 1993). Die Untersuchungen von J.G. Filep et al. (1997) differenzieren
hierbei zwischen der eNOS- und iINOS-Aktivierung als pathogenetisch entscheidende
Faktoren: In ihrem septischen Schockmodell untersuchten sie die Wirkungen von NC-
nitro-L-arginin-methylester (L-NAME), einem nicht-selektiven NOS-Inhibitor, und
Aminoguanidin, einem relativ selektiven Inhibitor der iNOS. Die Injektion von 10 mg/kg
LPS fuhrte bei den Ratten zum Abfall des Blutdruckes sowie zur Erhdéhung des
Hamatokrits. Wurden die Tiere mit L-NAME vorbehandelt, so resultierten gréfRere
Plasmaverluste aus dem zirkulierenden Blutvolumen verglichen mit der LPS-
Versuchsgruppe, obwohl die hypotonieinduzierende Wirkung des LPS in der akuten
Phase des Schocks abgefangen werden konnte. Die Vorbehandlung mit
Aminoguanidin zeigte verminderte Plasmaverluste. Zusammengefasst ergibt sich
daraus, dass eine Hemmung der eNOS eher schadigende Effekte, wahrend die
Inhibition der INOS im subakuten Stadium eher positive Auswirkungen auf den
Organismus im septischen Schock besitzt. Neuere Arbeiten filhren diesen Effekt des
Statins auf eine Hemmung der Rho GTPase zurtick, was eine verminderte Kontraktion
des Zytoskeletts und somit eine Verschmalerung der Interzellularraume bewirkt, und
gleichsam eine verstarkte Expression der eNOS zur Folge hat (Jacobson, J.R. et al.
2005, Rikitake, Y. et Liao, J.K. 2005, Jantzen, F. et al. 2007). Sowohl die Hemmung
der iNOS, als auch die verstarkte Expression der eNOS durch Simvastatin sind
bekannt. Unsere Hamatokritbestimmungen decken sich mit diesen Ergebnissen. Es
liegt mit Blick auf die Ergebnisse der cDNA-Expression-Array-Untersuchung die
Vermutung nahe, dass Simvastatin die Expression der iNOS Uber eine Interaktion mit
NF-kB reduziert. In den Organen Darm und Herz konnte in diesem Zusammenhang
eine verminderte [|-kBa-Aktivitat gesehen werden als Zeichen entweder einer
verminderten NF-kB-Aktivierung, oder einer allgemein niedrigeren entziindlichen

Aktivitat in den entsprechenden Geweben durch die Vorbehandlung mit Simvastatin.

5.3. Leukozytenakkumulation im Endotoxinschock

Um das Ausmal® der Organschadigung im septischen Schock, sowie deren
Verminderung durch Simvastatin zu untersuchen, wurden Messungen der Aktivitat der
Myeloperoxidase in den Schockorganen durchgefihrt. Im Falle der Lungenproben der
LPS-Gruppe zeigte sich eine mehr als doppelt so hohe MPO-Aktivitat im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Untersuchung der Proben von statinvorbehandelten Tieren ergab
im LPS-Schock eine deutlich reduzierte MPO-Aktivitat im Vergleich zur LPS-Gruppe.
Die Erklarung hierfur liefern sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Untersuchungen, die eine

verminderte Granulozytenadhasion an GefalRendothelien unter Statinbehandlung im
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Rahmen einer Entziindung zeigen konnten (Pruefer, D. et al. 1999, Lefer, A.M. et al.
2001, Buerke, M. et al. 2001, Jacobson, J.R. et al. 2005, Grommes, J. et al. 2012). In
anschaulicher Weise konnten diese antiadhdsiven Wirkungen des Simvastatins von
Prifer, D. et al. 2002 demonstriert werden: In einem Alpha-Toxin-Modell wurde mittels
Intravitalmikroskopie eine vermindertes rolling, ein vermindertes sticking und eine
geringere Endotheltransmigration von Granulozyten bewiesen. In derselben Arbeit
erkannte man unter Zuhilfenahme von immunhistologischen Verfahren eine um 50%
verminderte Oberflachenexpression des P-Selektins bei den mit Simvastatin
vorbehandelten Tieren. Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ausflhrungen von
Ghosh, S. et Karin, M. 2002, die dies mit der verminderten Aktivierung des NF-kB -dem
Transkriptionsfaktor des P-Selektins- in Verbindung bringen.

In Analogie zu den Lungenproben konnten wir eine verminderte MPO-Aktivitat in den
entnommenen Darmproben der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe verglichen mit der LPS-
Gruppe messen. H. Yasuda et al. (2006) und M.W. Merx et al. (2005) konnten diesen
Effekt im Rahmen eines septischen Versuchsmodells an Mausen bestatigen. Eine
Sepsis wurde hierbei mittels zdkaler Ligation und Punktion und darauf folgender
Peritonitis erreicht, wobei ein Teil der Versuchstiere zuvor Simvastatin erhielten. Dabei
konnte eine signifikant verminderte endotheliale Leukozytenadharenz mit entsprechend
niedrigerer Leukozytenakkumulation im Therapiearm verzeichnet werden.

Zu den Organen Leber, Niere und Herz lassen sich in diesem Modellaufbau keine
statistisch verwertbaren Aussagen beziglich der MPO-Aktivitdt machen. In der
Literatur finden sich Arbeiten, die eine Akkumulation von Granulozyten in diesen
Organen bereits nach vier Stunden beschreiben. Die Mehrzahl beschreibt jedoch einen
spateren Zeitpunkt der Leukozyteninfiltration. Aufgrund dieses Sachverhaltes ist es
mdoglich, dass eine statistisch signifikante Granulozytenakkumulation in Leber, Niere

und Herz erst nach vier Stunden Schockdauer erreicht wird.

5.4. Histologische Aspekte des Endotoxinschocks

In den histologischen HE-Praparaten des proximalen Jejunums konnten wir deutliche
Schadigungen durch die LPS-Injektion erkennen. Es zeigten sich Ulzerationen der
Lamina propria epithelialis und auch tieferer Schichten mit einer partiellen AbstoRung
des geschadigten Gewebes. Zusatzlich sah man hydropisch transformierte
Drisenzellen, eine Verbreiterung der Serosa, sowie thrombosierte Gefalle. Diese
Veranderungen entsprechen dem Bild eines ischdmischen Darmes. Morphologische
Zeichen der Inflammation waren in Form einer verstarkten granulozytaren Infiltration zu
erkennen. Die Vorbehandlung mit Simvastatin konnte die Entwicklung dieser Lasionen

verhindern. Lediglich ein geringer Zellhydrops war in den histologischen Praparaten
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feststellbar. Da man sowohl eine verminderte MPO-Aktivitat als auch histologisch ein
geringeres Schadigungsmuster durch den LPS-induzierten Schock erkennen konnten,
zeichnet sich ein therapeutischer Nutzen des Simvastatin im septischen Schock am
Dinndarm ab. Makroskopisch fand man Nekrosen und Blutungen auf den dilatierten
Darmschlingen und eine kaum mehr wahrnehmbare Peristaltik bei den mit LPS
behandelten Tieren, wahrend man in der LPS-plus-Simvastatingruppe einen
Normalbefund feststellen konnte.
Die histologische Aufarbeitung der Herzproben ergab in allen Versuchsreihen keine
Hinweise auf entzindliche oder ischamische Organveranderungen. Vom
makroskopischen Aspekt her erkannte man in der LPS-Gruppe dilatierte Ventrikel.
Diese Dilatation, die vornehmlich den linken Ventrikel betrifft, konnte histologisch durch
eine Gefligedilatation des Herzmuskels verifiziert werden. Diese Veranderungen waren
nach Statinvorbehandlung kaum zu finden. Die von anderen Autoren beschriebenen
Myokardiolysen und subendokardialen Infarkte sowie Blutungen in der Endotoxamie
waren nicht nachzuweisen (Buerke, M. et al. 2002, Bocker, W., Denk, H., Heitz, Ph.U.
1997).
Die Leber ist in 45-55% der Falle als Schockorgan beim Menschen mit einer Sepsis in
das Geschehen involviert. Akut kdnnen sich lappchenzentrale Nekrosen darstellen
(Larsen, R. 1994, Werdan, K. et Muller-Werdan, U. 1996, Bocker, W., Denk, H., Heitz,
Ph.U. (1997). In unseren Untersuchungen konnten solche Veranderungen in der LPS-
Gruppe beobachtet werden. Die Hamostase im vendsen Kreislaufschenkel imponierte
in den Praparaten als eine Verbreiterung der sinusoidalen Raume mit darin
befindlichen lysierten erythrozytaren Bestandteilen. Als Zeichen einer entziindlichen
Pathogenese fand man teilweise Rundzellinfiltrate im Bereich der Portalfelder. In
deutlicher Weise war der therapeutische Effekt des Simvastatins in der LPS-plus-
Simvastatingruppe zu erkennen. Hier fehlten die pathohistologischen Korrelate der
vendsen Stauung. Entzindliche Infiltrationen waren nicht zu erkennen, so dass
zusammenfassend ein protektiver Effekt des Statins histologisch nachgewiesen
werden konnte. Die Makropathologie der Lebern der LPS-Gruppe war gekennzeichnet
durch grofde, blutschwere Organe mit einem typischen muskatnussartigen Aspekt. Im
Gegensatz dazu zeigten die Lebern der Tiere, die mit Simvastatin vorbehandelt
wurden, keinen Blutstau und die Organgréf3e war vergleichbar mit der der Kontrolltiere.
Die histologische Untersuchung der Nieren ergibt in der LPS-Gruppe die
typischen Zeichen der Schockniere mit Tubuluszellnekrosen und abgestolienen Zellen
im Tubuluslumen, die sich zu hyalinen Gebilden formiert haben. Makropathologisch
waren die Nieren geschwollen und von dunklerer Farbe. Die Befunde entsprechen den

Beobachtungen anderer Untersucher, die das gleiche Schadigungsmuster im Schock
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beschreiben (Bocker, W., Denk, H., Heitz, Ph.U. 1997). In der LPS-plus-
Simvastatingruppe konnten kaum Veranderungen der Organbeschaffenheit festgestellt
werden. Demzufolge kann man eine schockbedingte schadigende Wirkung des
Lipopolysaccharids auf die Nierenmorphologie festhalten, die durch die Gabe von

Simvastatin vermieden werden konnte.

5.5. Genregulation der Hitzeschockproteine im Endotoxinschock

Die Untersuchung der Darmproben mit Hilfe des cDNA Expression Array-Verfahrens
ergab vergleichbare Rontgenfiimschwarzungen flr die Hitzeschockproteine 27, 60 und
70. Es besteht in der LPS-Versuchsgruppe eine 4-fache Erhéhung der HSP 70-mRNA-
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Vorbehandlung mit Simvastatin wird
die Konzentration lediglich um den Faktor 1,69 erhoht. Es ist bekannt, dass eine hohe
HSP 70-Konzentration positive Effekte auf die Organintegritat besitzt. Die Induktion von
HSP 70 durch Natrium-Arsenik koinzidierte im Versuchsaufbau von Hauser, G.J. et al.
(1996) mit einer verminderten LPS-induzierten iNOS-Expression, und demzufolge auch
mit einer geringer ausgepragten Hypotension in der Sepsis. In ahnlicher Weise
demonstrierten Lau, S.S. et al. (2000), dass die INOS-Expression in Kardiomyozyten
von LPS-behandelten Mausen, die HSP 70 Uberexprimierten geringer war als in der
Kontrollgruppe (Schema zur Hemmung proinflammatorischer Prozesse durch HSP 70
in Abbildung 32). Die Uberlebenszeiten der Tiere waren in diesem Modell gegeniiber
der Kontrollgruppe verlangert. Aus unseren Ergebnissen kdnnte geschlossen werden,
dass die erhéhten Konzentrationen der HSP 70-mRNA in den Darmproben mit der
proinflammatorischen Wirkung des LPS zusammenhangen. Simvastatin scheint - mit
Blick auf die erhobenen Daten - kein HSP 70-Induktor zu sein. Simvastatin reduziert
die HSP-70-Induktion unter endotoxamischen Bedingungen. Das HSP 70 koénnte daher
als Parameter fiir den Schweregrad entziindlicher Vorgange herangezogen werden.
Das HSP 60 wurde in der Vergangenheit vor allem mit der Atherogenese in
Verbindung gebracht (Amberger, A. et al. 1997). In in-vitro-Untersuchungen konnte
erkannt werden, dass das HSP 60 gleich dem LPS uUber die Interaktion mit dem CD14-
Rezeptor mononuklerdre Zellen zu aktivieren vermag. Uber diesen Mechanismus kam
es zu einer vermehrten Freisetzung von TNF-q, IL-6 und NO aus humanen Monozyten
(Kol, A. et al. 2000, Panjwani, N.N. et al. 2002). Die erhobenen Daten beziiglich der
HSP 60-mRNA-Konzentration in den Darmproben zeigen, dass es zu einer 1,66-
fachen Konzentrationserhdhung des HSP 60 unter LPS-Stimulation im Vergleich zur
Kontrolle kommt. Im Gegensatz dazu liegt die Konzentration in den Darmproben der

LPS-plus-Simvastatin-Gruppe um den Faktor 2,38 unter der der Kontrolle. Damit
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besteht eine Ahnlichkeit zu den Ergebnissen der HSP 70-Untersuchung, die ebenfalls

eine Reduktion der HSP-Induktion nach Simvastatingabe demonstrieren konnten.
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Abbildung 32: Hemmung von NF-kB durch HSP 70

LPS fihrt zur Translokation des HSF-1 unter Abspaltung von HSP 90 in den
Zellkern, wo es zur Transkription von HSP 70 kommt. HSP 70 hemmt im
Zytoplasma die Abspaltung von I-kBa von NF-kB. Die Transkription

proinflammatorischer Substanzen wird dadurch gehemmt.

Das HSP 27 reprasentiert einen Vertreter der HSP-Familie, dessen Bedeutung noch
wenig untersucht ist. Die hierzu veroffentlichten Arbeiten gehen von zytoprotektiven
Wirkungen aus, die sich mit steigenden Konzentrationen dieses Hitzeschockproteins
entfalten. Vornehmlich die Hemmung der Sauerstoffradikalfreisetzung, die Sekretion
von [L-10 aus humanen Monozyten und die Hemmung der TNF-a-induzierten
Apoptose wurden als Mechanismen der Zytoprotektion identifiziert. Die Darmproben
zeigen eine geringe Konzentrationserhéhung fir die HSP 27-mRNA in der LPS-Gruppe
verglichen mit der Kontrollgruppe. Diese wird durch die zuséatzliche Gabe von
Simvastatin erhéht, und erreicht ihr Maximum in der Sham-Gruppe mit dem 5,47-
fachen Wert der Kontrolle. Zum einen bekraftigt dies die These, dass es unter LPS-
Reiz zu einer HSP-27-Induktion kommt, zum anderen kénnte man dem Simvastatin ein
HSP 27-induzierendes Potential zusprechen, welches starker als das des LPS zu sein
scheint. Interessanterweise kommt es in der LPS-plus-Simvastatingruppe nicht zu
einer Addition dieser Effekte. Forschungsdaten, die sich mit der Auswirkung des

Simvastatins auf die HSP 27-Induktion befassen liegen nicht vor. Inwieweit diese
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Veranderungen dem Simvastatin oder dem LPS zuzuordnen sind, bleibt in der
vorliegenden Studie ungeklart.

Die Analyse der HSP-mRNA-Konzentrationen in den Herzproben zeigt, dass es unter
LPS-Gabe in allen drei untersuchten HSP-Familien zu einer Steigerung der Expression
kommt. Deutlicher tritt dies in Augenschein im Falle des HSP 27 und des HSP 70 mit
rund 1,8-fach erhéhten Kontrollwerten, wahrend das HSP 60 mit einem rund 1,2-fach
erhdhten Kontrollwert nur gering starker exprimiert wird. In den dazugehérigen LPS-
plus-Simvastatin-Gruppen und Sham-Gruppen findet man eine verminderte HSP-
Induktion, die unter der der Kontroligruppe liegt. Der aktuelle wissenschaftliche
Kenntnisstand geht davon aus, dass die Induktion von HSP 70 in Kardiomyozyten eine
praventive Wirkung gegenuiber der gestorten Herzfunktion im hamorrhagischen- und
septischen Schock, als auch in Ischamie-Reperfusionsmodellen besitzt (Lau, S.S. et al.
2000). Die HSP 70-Induktion koinzidiert mit einer verminderten TNF-a-Freisetzung,
was sich positiv auf die Kontraktilitat des Herzens auswirkt (Meng, X. et Harken, A.H.
2002). In der vorliegenden Studie stellt sich das LPS als HSP-Induktor in den
Herzzellen dar. Die Gabe von Simvastatin fihrte zu einer Hemmung der Induktion aller
untersuchter HSPs.

Bolder, U. et al. (2002) erkannten die protektiven Effekte der HSP-Induktion durch
Hyperthermie bei LPS-Gabe auf die Leberfunktion. Es fand sich ein verbesserter
Gallensaurentransport nach HSP 70- und HSP 25-Induktion im Vergleich zu nicht
vorbehandelten Tieren. Unsere Ergebnisse dokumentieren einen mehr als 18-fachen
Anstieg der HSP 70-mRNA-Konzentration in der LPS-Gruppe, der auf das 7,5-fache in
der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe abgeschwacht wird. In Anbetracht der verbesserten
Uberlebenszeiten der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe und des histopathologischen
Befundes ist dieser Effekt auf eine praventive Wirkung des Statins hinsichtlich des
Zellstresses im Rahmen der Endotoxamie zurtckzuflhren.

Im Falle des HSP 27, steigt die Konzentration nach LPS-Gabe deutlich gegeniber der
Kontrolle an, und ist weniger ausgepragt nach vorheriger Simvastatinapplikation. Diese
Daten sind bis dahin vergleichbar mit denen der HSP 70-Reihe.

Die HSP 60-Analyse der Leberproben der LPS-Versuchsreihe unterscheidet sich stark
von den bisher beschrieben Ergebnissen, da man lediglich in der Sham-Gruppe eine
Erhéhung des HSP 60 erkennt, wahrend die Ubrigen Versuchsgruppen Werte
annehmen, die unter dem der Kontrolle liegen. Eine Erklarung hierfir ist nicht eindeutig
ersichtlich und lasst sich auch aus der gegenwartigen Literatur nicht ableiten.
Zusammenfassend sind die Funktionen und der Stellenwert der Hitzeschockproteine
im Rahmen inflammatorischer Vorgange wenig untersucht und somit weitestgehend

unklar. Hypothesen diesbezliglich kdnnen mit Blick auf die erhobenen Daten formuliert
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werden. Generell scheint zum Verstéandnis der Zusammenhange weiterhin ein

erheblicher Forschungsbedarf zu bestehen.

5.6. NF-kB-Regulation im Endotoxinschock

Eine zentrale Rolle bei der Generierung einer entziindlichen Reaktion auf zellularer
Ebene besitzt der Transkriptionsfaktor NF-kB. Eine Vielzahl von Stimuli sind bisher
identifiziert worden, die eine Aktivierung des NF-kB bedingen, so auch das LPS
(Boone, D.L. et al. 2002). Die Inhibition der Transkription durch den NF-kB wird vor
allem durch die I-kBs Uber ein negatives Feedback bewerkstelligt. Diese Mechanismen
spielen sich sowohl im Zytosol ab, wo |-kBs den NF-kB binden und so seine
Translokation in den Nukleus hemmen, als auch im Nukleus selbst, wo |-kBs NF-kB-
Bindungsstellen an der DNA blockieren, oder aber durch Bindung an den NF-kB selbst
diesen ins Zytosol zuriicktransportieren. Dementsprechend miussten erhéhte [-kB-
Konzentrationen im Zytosol oder im Nukleus mit einer NF-kB-Inhibition koinzidieren.
Die Kinetik der |-kBs ist bis dato nicht vollstandig geklart. So fanden Weil, R. et al.
(1997), dass es bei Makrophagen unter LPS-Stimulation zu einer Reduktion des I-kBf3
kam, bei einer gleichzeitig erhdhten NF-kB-Aktivitat, wobei die Konzentrationen des I-
kBa bereits wieder normal oder sogar erhoht waren. Die weitere Analyse der Daten
dieser Forschergruppe ergab, dass das neu synthetisierte I-kBf hypophosphoryliert
war, und in diesem Zustand in der Lage war, das I-kBa zu binden, und so zu einer
persistierenden NF-kB-Aktivierung flhrte. In einem Experiment, das eine gesteigerte
NF-kB-Aktivierung in Lungenzellen nach hamorrhagischen Schock induzierte, fand
man erhohte I[-kBa-Werte. Aufgrund dieser Tatsache vermutet man andere
Aktivierungsmechanismen des NF-kB, zum Beispiel Uber eine verminderte bcl-3
Konzentration, die zur Aktivitatssteigerung Uber eine fehlende NF-kB-
Homodimerneutralisation fuhrt.

Statine inhibieren die NF-kB-Aktivierung, was in mehreren Arbeiten gezeigt werden
konnte. Dies geschieht vermutlich tber eine verminderte Aktivierung von RhoA, einem
zytosolischen G-Protein, welches von der HMG-CoA-Reduktase abhangig ist.
Gleichbedeutend konnte auch eine verminderte Sekretion der proinflammatorischen
Zytokine Interleukin 1B und Interleukin 6 festgestellt werden, die in ihrer Synthese NF-
kB-abhangig sind. Diese Effekte waren reversibel, wenn die Produkte der HMG-CoA-
Reduktase dem Medium zugegeben wurden, und somit die Wirkung des Simvastatins
verhindert wurde (Jacobson, J.R. et al. 2005, Xu, H. et al. 2006, Cernuda-Morollon, E.
et Ridley, A.J. 2006). In einer Untersuchung von Dichtl, W. et al. (2003) koinzidierte die
hemmende Wirkung der Statine auf den NF-kB mit einer Hochregulierung des I-kBa.

Dies wiirde bedeuten, dass die Statine entweder das |-kBa induzieren, oder dass es
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unter Statintherapie zu einer verminderten Degradierung des |-kBa durch die |-kB
Kinasen kommt. Ob die Statine direkt Einfluss auf die Transkription besitzen ist nicht
bekannt, ebenso kdnnten diese Veranderungen uber andere, weitgehend unbekannte,
Signalkaskaden erzeugt werden. Abbildung 33 stellt schematisch die Zusammenhange
dar.

In der LPS-Gruppe zeigt sich in den Darmproben eine Erhéhung der |-kBa-mRNA-
Konzentration um den Faktor 2,49 verglichen mit der Kontrollgruppe. Bei gleichzeitiger
Simvastatingabe konnte diese Steigerung auf den Faktor 1,14 reduziert werden,
wahrend die alleinige Gabe des Statins zu einer Steigerung der mRNA-Konzentration
um den Faktor 1,66 flhrte. Zusammengefasst scheinen also sowohl das LPS, als auch
das Simvastatin eine induzierende Wirkung auf das |-kBa zu besitzen, die sich jedoch
nicht summiert, wenn beide Substanzen appliziert wurden. Dies unterstitzt erstens die
These, dass das Simvastatin eine I-kBa-induzierende Wirkung besitzt, und zweitens,
dass es unter LPS-Stimulation via verstarkter Transkription zu einer Steigerung der |-
kBa-Synthese kommt. Bisher Uberwiegen in-vitro-Untersuchungen, die nicht die
hamodynamischen Auswirkungen auf die Organintegritdt, und den dadurch
veranderten Zellmetabolismus erfassen. Aufgrund dessen konnten zuséatzliche
pathophysiologische Faktoren auf Zellen einwirken, die die I-kBa-Kinetik beeinflussen.
Ein weiteres Problem beim Vergleich dieser Daten mit bereits verdffentlichten
Ergebnissen anderer Untersucher besteht darin, dass bisher kaum die zeitliche Abfolge
der I-kBa-Konzentrationsveranderungen unter septischen Bedingungen erforscht
wurde. Liu, S.F. et al. (1999) berichteten, dass es zu einer starken Abnahme der I-kBa-
Konzentration eine Stunde nach LPS-Applikation in einer in-vivo-Studie an Ratten kam.
Die vorliegende Untersuchung beschreibt erstmalig eine Erhohung der |-kBo-
Konzentration nach LPS-Stimulation in Darmproben. Zusatzlich wird eine
Verminderung dieses Effekts unter Statingabe beschrieben. Den NF-kB selbst konnte
man mit Hilfe des cDNA Expression Array nicht detektieren, weshalb man lber seinen
Aktivitatszustand nur indirekte Aussagen machen kann. Da es bei der Bestimmung der
MPO-Aktivitat in den Darmproben — als Abbild der erhéhten Granulozyteninfiltration -
zu einer deutlichen Aktivititszunahme kam, wund die Expression von
Zelladhasionsmolekilen vom NF-kB gesteuert wird, kbnnte man von einer gesteigerten
Aktivitat ausgehen. Die Abnahme der MPO-Aktivitat in den Darmproben unter
Simvastatinvorbehandlung ist konkordant mit der geringeren I|-kBa-mRNA-
Konzentration in der cONA-Expressions-Analyse.

Die Herzproben zeigten in Analogie zu den Darmproben eine Erhdhung der |-kB-
mRNA-Konzentration unter LPS-Gabe. Jedoch inhibiert das Simvastatin starker die I-

kKBa-Synthese als in den Darmroben. Als indirekter Parameter der NF-kB-Aktivierung
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dient hier das VCAM-1, das in seinem Expressionsausmafl} an den NF-kB gebunden
ist. Das VCAM-1 zeigt in Ubereinstimmung mit anderen Autoren eine erhéhte
Expression in der LPS-Gruppe, die durch die Simvastatingabe reduziert werden kann.
In ahnlicher Weise qilt dies auch fir das Integrin B1, dessen Expression auf
Zelloberflachen ebenfalls durch den NF-kB reguliert wird (Wang, J.H. et al. 2003,
Cernuda-Morollon, E. et Ridley, A.J. 2006). Eine deutlich erhdhte Konzentration an
Integrin B+ ist in der LPS-Gruppe zu erkennen, die unterhalb der physiologischen
Konzentration der Kontrollgruppe liegt, wenn die Tiere mit Simvastatin vorbehandelt
wurden. Dies entspricht und unterstitzt die Daten der VCAM-1-Bestimmung und deutet
in gleicher Weise auf einen erhéhten NF-kB-Aktivierungszustand nach LPS-Gabe hin,

der durch die antiinflammatorische Wirkung des Simvastatins vermindert werden kann.

Induktion 1 Inhibition
—e——

Transkription Transkription
NOS |~ NP - I AdhionSMOIK
l Synthese

Abbildung 33: Schema zur Pathophysiologie im Endotoxinschock. Bedeutung

des NFkB sowie die Effekte des Simvastatins

Bei den Herzproben der LPS-Versuchsreihe konnte zusatzlich das p 105 analysiert
werden. Das p 105 besitzt als Homodimer die gleiche Funktion wie das I-kBa, da es
die DNA-Bindungsstellen des NF-kB maskiert und dadurch die Transkription hemmt.
Die erhoben Daten unterstreichen die Ergebnisse fur das |-kBa: Man erkennt eine
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deutliche Erhéhung der p 105-mRNA-Konzentration in der LPS-Gruppe, die bei der
Gabe des Statins unter der der Kontrollgruppe liegt. Aufgrund der geringen
wissenschaftlichen Datenlage kénnen die Erklarungen hierfir nur hypothetischer Natur
sein. Die Steigerung der I-kB- und p 105-Transkription kénnte im Rahmen der
starkeren NF-kB-Aktivierung auftreten. Dies fuhrt nach derzeitigem Kenntnisstand zu
einer Hemmung der Transkription im Sinne eines negativen Feedbacks. Zu welchem
Zeitpunkt dies jedoch nach LPS-Gabe eintritt ist bislang nicht sicher bekannt. Die
einzigen Quellen hierzu berichten Uber eine Steigerung der I|-kBa-Konzentration
innerhalb von zwei Stunden nach dem schadigenden Ereignis, bei initialem
Konzentrationsabfall. Demzufolge waren theoretisch erhéhte Konzentrationen maglich.
Indirekt kdnnten jedoch auch andere Faktoren interagieren, wie zum Beispiel das TNF-
a oder das IL-1B, die als Induktoren des NF-kB beschrieben sind. Die geringeren
Konzentrationen in der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe kénnten zum einen mit der
Wirkung des Statins auf die Transkription direkt erklart werden, zum anderen kénnten
diese Effekte indirekt Uber eine Hemmung der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine durch das Statin und einer damit einhergehenden verminderten Transkription

des I-kBa und des p 105 verknipft sein.

5.7. Genregulation der Adhasionsmolekiile im Endotoxinschock

Die  veranderte Leukozyten-Endothel-Interaktion, stellt  einen zentralen
pathophysiologischen Faktor der Entziindung und der Sepsis dar. In der Vergangenheit
konnte vielfach die zelladhdasionshemmende Wirkung der Statine nachgewiesen
werden. Diese beruht auf der verminderten Expression von Selektinen, CAMs und
Integrinen durch Interaktion mit dem NF-kB und dem NO-Metabolismus (Kim, C.D. et
al. 2000, Wei, C.Y. et al. 2006).

Fur die Bs-Integrinuntereinheit in Herzzellen fanden wir eine Erhéhung der mRNA-
Konzentration um den Faktor 6 in der LPS-Gruppe verglichen mit der Kontrolle. Die
Simvastatingabe senkte diesen Wert unter den der Kontrollgruppe ab, als Zeichen
einer antiadhasiven Wirkung des Simvastatins auf die Leukozyten. Auf welchem Weg
dies durch die Statine erreicht wird ist derzeit nicht vollstandig bekannt. Aufgrund
dieser Ergebnisse kénnte man einen ahnlichen Mechanismus wie bei den Selektinen
vermuten, die gleichsam unter Kontrolle des NF-kB stehen. Uber die hier beobachtete
Hemmung des NF-kB kdnnte es dann zu einer verminderten Synthese des Integrinp;
kommen.

Die VCAM-1-mRNA-Konzentration der Kardiomyozyten wurde durch das LPS um
nahezu den Faktor 2,4 gegeniber der Kontrolle erhdht. Auch hier findet sich eine

antiadhdsive Wirkung des Simvastatins auf die Leukozyten, da die mRNA-
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Konzentration in der LPS-plus-Simvastatin-Gruppe nur rund 1,9mal héher war als in
der Kontrolle. Diese Ergebnisse unterstreichen die Aussagen anderer Untersucher, die
die gleichen Effekte unter Statintherapie sahen (Laufs, U. et al. 1998, Pruefer, D. et al.
1999, Lefer, A.M. et al. 1999, Rasmussen, L.M. et al. 2001, Cernuda-Morollon, E. et
Ridley, A.J. 2006, Grommes, J. et al. 2012). Obwohl dies eine erhohte
Neutrophilenakkumulation in den Herzproben, und demzufolge auch erhéhte MPO-
Werte erwarten lassen wirde, fand man keine statistisch signifikanten MPO-
Konzentrationsveranderungen. Die Ursache, weshalb keine erhéhten MPO-Werte zu
messen waren, kénnte darin liegen, dass bereits nach vier Stunden die Organe
entnommen wurden. Innerhalb dieser Zeitspanne kdnnte die Granulozyteninfiltration
noch nicht zu signifikanten Veranderungen verglichen mit den Kontrolltieren fihren.
Dies wird unterstitzt durch die Tatsache, dass das Maximum der
Granulozyteninfiltration in den entsprechenden Geweben von vielen Autoren erst nach
oder in der sechsten Stunde nach dem Toxinreiz angegeben wird. Die Arbeit von
Raeburn, C.D. et al. (2001) hat einen vergleichbaren Versuchsaufbau bei Mausen und
Zielte darauf ab, die Herzfunktion und die VCAM-1-Expression in Verbindung zu
bringen. Nach einer in-vivo-LPS-Gabe von 0,5 mg/kg zeigte sich nach 6 Stunden eine
Erhéhung der immunfluoreszenten Aktivitat von VCAM-1 in den Herzen um den Faktor
8. Daneben fand man eine Uber 5-fach gesteigerte Zahl an Neutrophilen. Die
Verabreichung von VCAM-1-Antikérpern konnte diese Effekte ganzlich hemmen, was

die pathophysiologischen Zusammenhange verdeutlichte.

5.8. Klinische Bedeutung und Einsatz des Simvastatins in der Sepsis

Seitdem Endo, A. et al. 1976 von der Entdeckung eines spezifischen Inhibitors des
Enzyms 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA Reduktase berichteten, fanden dieser und
seine Abkémmlinge zunehmend Verwendung unter klinischen Indikationsstellungen.
Der Einsatz von HMG-CoA Reduktase Inhibitoren zur Reduktion der kardiovaskularen
Morbiditdt und Mortalitdt konnte in primaren und sekundaren Praventionsstudien
eindeutig nachgewiesen werden (4S Study Group 1994, Shepherd, J. et al. 1995).
Obwohl neben der lipoproteinsenkenden Wirkung bereits weitere Teileffekte der
Statine erkannt wurden, sind deren genaue Wirkmechanismen noch weitestgehend
ungeklart. Eine Vielzahl an Untersuchungen konnte in der letzten Zeit die Summe der
Teileffekte auf die Interaktion mit dem NF-kB, der Rho-Kinase und dem NO-
Metabolismus fokussieren.

Insbesondere der Einsatz unter ischdmischen Bedingungen wie dem Ischamie-
Reperfusionsschaden, der Sepsis und dem septischen Schock ist noch genauer zu

evaluieren. Obwohl der mdgliche therapeutische Benefit unter solchen Konditionen in
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in-vitro-Untersuchungen abgeschatzt werden kann, fehlt es im besonderen Mal3e an in-
vivo-Studien, die Licht in die pathophysiologischen Zusammenhange der Entziindung
und die therapeutische Potenz der Statine bringen kénnten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung zeigen, dass Simvastatin im Endotoxinschock positive
Effekte auf die Makro- und Mikrozirkulation, die Leukozyten-Endothel-Interaktion und
die Inhibition einer proinfilmmmatorischen Antwort auf zellularer Ebene hat. Als Resultat
dieser Effekte erkennt man bei den statinbehandelten Tieren eine Verlangerung der
mittleren Uberlebenszeit. Die vorliegenden Untersuchungen konnten eine verminderte
Expression von Zelladhasionsmolekilen und auch eine Hemmung des NF-kB
beschreiben, jedoch war es zum Uberwiegenden Teil nicht moéglich eine verminderte
entziindliche Infiltration der geschadigten Organe festzuhalten, was am ehesten mit
dem nur vierstiindigen Beobachtungszeitraum zu erklaren ist. Daraus ergibt sich die
Nachfrage nach Studien, denen eine langere Versuchszeitspanne zugrunde liegt.
Daneben deuten die Ergebnisse auf eine Involvierung der HSP-Familie in das
pathophysiologische Geschehen hin, deren Abklarung interessante Ansatze in der
Diagnostik und Therapie des septischen Schocks liefern kénnte. Die Abbildungen 34
und 35 fassen die Effekte des Simvastatins in der Sepsis im Allgemeinen und im

Speziellen mit Blick auf die vorliegende Arbeit graphisch zusammen.

Antithrombotische / \ Verbesserung der

Effekte Mikrozirkulation
Antiinflam m atorische Neutralisierung von
Effekte Sauerstoffradikalen
Verbesserung der Hemmung der
myokardialen Kontraktilitat proinflamm atorischen Genregulation

Abbildung 34: Aligemeine Effekte des Simvastatins in der Sepsis

Der klinische Vorteil der Statine im Vergleich zu den bislang untersuchten Antikérpern
gegen unterschiedliche Bestandteile der Entzindung besteht in ihrem geringeren
Spektrum an Nebenwirkungen. Nebenwirkungen sind haufig gastrointestinaler Art;
selten sind myopathische  Erkrankungen. Statine scheinen eine eher

entzindungsmodulierende Wirkung zu haben, als eine komplett blockierende, woraus
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sich aufgrund der Blockade eines physiologischen und essentiellen Mechanismus
negative Veranderungen ergeben kdnnten.

Die Sepsis, der septische Schock und die damit verknlpften Komplikationen stellen ein
pathophysiologisch komplexes Zusammenspiel aus Makro- und Mikrozirkulation dar,
das durch die Funktion unterschiedlicher Zellsysteme, Mediatorenkaskaden und durch
die pathogenetische Eigenschaft der ausldésenden Erreger beeinflusst wird. Die
Relevanz der einzelnen Parameter ist noch nicht vollstandig geklart. Der derzeitige
Stand der Wissenschaft stellt ein Sammelsurium verschiedener therapeutischer
Ansatze dar, die in unterschiedlicher Weise erfolgversprechend erscheinen. Mit der
Statinbehandlung in der Sepsis wird versucht, in das komplex regulierte
Entziindungssystem einzugreifen. Mehrere klinische Studien konnten in den letzten
Jahren positive Effekte der Statine in der Sepsis nachweisen, wenngleich diese Effekte
in den multivariaten statistischen Analysen aufgrund der Heterogenitat der
Patientengruppen egalisiert wurden. Durch weitere, bestenfalls prospektive
randomisierte Studien, konnten sich aus den Erkenntnissen dieser und anderer

Arbeiten therapeutische Perspektiven und weitere Indikationen fiir die Statine ableiten.

Herz Darm
Organdilatation Leukozytenakkumulation
HSP 27-, 60- und 70-Induktion Gangrin
IkBa-Induktion Thrombose
p105-Induktion HSP 27- und 70-Induktion
VCAM-Induktion IkBa-Induktion
B1-Integrin-Induktion
Gefife / Himodynamik Leber
Hypotonie / Schock Venose Stauung
Tachykardie Zellnekrosen
Hamokonzentration HSP 27- und 70-Induktion
Lungen Nieren
Leukozytenakkumulation \ Tubulusnekrose

Abbildung 35: Effekte des Lipopolysaccharids (E. coli, Serotyp 0127:B8,
10mg/kg) und des Simvastatins (100 ug/kg) auf die untersuchten Schockorgane

im 4-stiindigen Rattenmodell.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Mannlichen Ratten wurde 10 mg/kg Lipopolysaccharid von E.coli verabreicht. 24
Stunden vor der Toxinapplikation erhielt ein Teil der Tiere eine einmalige Gabe von
100 ug/kg Simvastatin. Mittels invasivem Monitoring wurden die hamodynamischen
Parameter sowie der Hamatokrit festgehalten. Nach 240 Minuten oder nach Versterben
der Tiere wurden Lunge, Leber, Herz, Niere und Darm enthommen. Die Organproben
dienten der Myeloperoxidaseaktivitdtsmessung, der histologischen Aufarbeitung mittels
HE-Farbung sowie der Bestimmung der mRNA-Expression.

Die LPS-Injektion flhrte zu einem statistisch signifikanten Absinken des mittleren
arteriellen Blutdrucks mit kompensatorischer Tachykardie und zum vorzeitigen
Versterben im septischen Schock. Die mit Simvastatin vorbehandelten Tiere blieben
kreislaufstabil. Durch die endotheliale Schrankenstérung kam es zu einer
Hamokonzentration nach LPS-Gabe, welche durch eine Statinapplikation verhindert
werden konnte.

Die LPS-Gabe fuhrte zu einer erhdhten Myeloperoxidaseaktivitat in der Lunge und im
Dinndarm, welche durch die Applikation von Simvastatin gesenkt werden konnte.

Das LPS verursachte deutlich erkennbare histologische Veranderungen vornehmilich in
Darm, Leber und Niere, die dem morphologischen Bild des septischen Schocks
entsprechen. Die Applikation von Simvastatin konnte die histologischen
Veranderungen reduzieren, beziehungsweise vollstandig verhindern.

LPS induzierte in den Herzproben eine verstarkte Transkription des VCAM-1 und des
Integrin B1 verglichen mit den statinbehandelten Tieren. Daraus kénnte auf eine
verminderte NF-kB-Aktivitdt unter Therapie mit dem Statin geschlossen werden.
Simvastatin verursachte bei den Hitzeschockproteinen 27, 60 und 70 in den Organen
Leber, Herz und Darm eher eine Verminderung der mRNA-Konzentrationen, was auf
eine Verminderung des Zellstresses unter Statinmedikation hindeutet.

Die akut inflammatorischen Effekte des LPS flhren zu einer pathophysiologischen
Hamodynamik, einer gestorten endothelialen Schrankenfunktion und zu einer
verstarkten Leukozyten-Endothel-Interaktion mit entsprechenden Organschadigungen.
Diese pathologischen Vorgange kdnnen durch die antiinflammatorischen Effekte von
Simvastatin sowohl direkt vaskular als auch indirekt auf genregulatorischer Ebene
vermindert werden. Die Folge davon ist eine verminderte Mortalitadtsrate. Diese
Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass die Statinapplikation ein moglicher Ansatz in
der Therapie der Sepsis und in der Reduktion des damit verbundenen

Multiorganversagens darstellt.
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10.

Simavastatin reduziert innerhalb eines vierstiindigen Schockmodells die

Lipopolysaccharid-induzierte arterielle Hypotonie in Ratten.

Simvastatin verlangert die Uberlebenszeiten von Ratten innerhalb eines

vierstlindigen septischen Schockmodells induziert durch ein Lipopolysaccharid.

Simvastatin reduziert in Ratten die endotheliale Permeabilitatsstorung im

septischen Schock hervorgerufen durch ein Lipopolysaccharid.

Die Leukozytenakkumulation als indirekter Parameter fir das inflammatorische
Geschehen in einem Schockorgan kann im Dinndarm und in der Lunge von

Ratten im septischen Schock durch die Simvastatingabe vermindert werden.

Die histopathologischen Veranderungen in den Schockorganen Dinndarm,
Leber und Niere von Ratten nach Lipopolysaccharidgabe konnen durch die

Simvastatingabe verhindert werden.

Die Konzentrationen der Hitze-Schock-Protein-mRNAs in den Schockorganen

sind positiv mit der Auspragung der Entzindung korreliert.

Simvastatin hemmt direkt oder indirekt die mRNA-Induktion der Hitze-Schock-
Proteine 27-, 60- und 70.

Lipopolysaccharide aktivieren den NF-kB-Transskriptionsfaktor. Dadurch
kommt es zu einer vermehrten I-kB- und p 105-Transkription in den
Schockorganen Dinndarm und Herz von Ratten.

Simvastatin inhibiert die NF-kB-Aktivierung.

Simvastatin hemmt die Granulozyteninfiltration im Schockorgan Herz durch

Beeinflussung der Expression von Adhasionsmolekilen.
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