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1. Einleitung

Pathophysiologie der Ischamie:

Die Minderperfusion von Geweben, Organen oder des gesamten Organismus (z.B. beim
hamorrhagischen Schock) verursacht eine Sauerstoffunterversorgung von Zellen. Um
dennoch den zelluldren Energiebedarf zu decken, wird kompensatorisch die anaerobe
Glykolyse gesteigert. Dies reicht jedoch langerfristig nicht aus, um eine adaquate
Energieversorgung der Zelle zu gewahrleisten, so dass vermehrt energiereiche Substanzen
(Adenosintriphosphat, ATP) abgebaut werden, wobei Hypoxanthin bzw. Xanthin als
Abbauprodukte entstehen.

Erfolgt keine Wiederherstellung der Durchblutung des Gewebes (Reperfusion), tritt eine

ischamische Nekrose der Zellen ein und die Zelle bzw. das Gewebe stirbt.

Pathophysiologie der Reperfusion:

Wahrend der Reperfusion werden die o.g. Abbauprodukte des ATP rasch oxidiert. In
weiteren Reaktionsschritten entstehen hochtoxische Sauerstoffintermediate, die Freien
Radikale (1,2). Sind die zelleigenen antioxidativen Schutzsysteme (Superoxiddismutase,
Katalase, Glutathionperoxidase, Glutathion, Melatonin, Karotinoide u.d.) nicht in der Lage,
diese Radikale zu inaktivieren, spricht man von ,Oxidativem Stress". In der Folge werden
proinflammatorische Substanzen (Zytokine, Chemokine u.a.) freigesetzt sowie Ionen-Kanale
und -Rezeptoren aktiviert, wodurch komplexe inflammatorische Reaktionen ausgeldst
werden (3,4). Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, dass fiir eine Aktivierung zellularer
inflammatorischer Prozesse freie Radikale nicht unbedingt erforderlich sind, sondern
endogene und exogene Oxidantien wie Peroxide, Aldehyde, Quinone und Epoxide
ausreichen (5).

Nach einer Ischdmie ist die Reperfusion fiir das zellulire Uberleben unabdingbar, jedoch
verstarkt sie das AusmaB des ischamischen Zellschadens unter anderem durch Aktivierung
von Inflammationskaskaden. Dies wird auch als ,Reflow-Paradox™ bezeichnet (6). Dabei
werden zirkulierende Leukozyten aktiviert, die sich verstarkt am Endothel anlagern und
spater in das geschadigte Gewebe einwandern (7,8).

Ortsstandige  aktivierte  Makrophagen produzieren  zusatzlich  Sauerstoffradikale,
Stickstoffmonoxid (NO) und andere proinflammatorische Mediatoren (Zytokine wie TNF-
alpha, Interleukin-(IL-)6, IL-1B, IL-12, monocytes chemotactic protein-1 (MCP-1) oder
Chemokine aus der CXC-Gruppe (9,10). Diese flihren auf der Oberflache der Endothelzellen
und polymorphkernigen Leukozyten (PMN) zu einer gesteigerten Expression von
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Adhasionsmolekilen wie vascular adhesion molecule-1 ( VCAM-1), intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) u. a. (9).

Die Interaktion der Adhasionsmolekiile auf der Oberflache der PMN und des Endothels fiihrt
zu einer Anndherung der PMN an die GefaBwand (margination) und einer lockeren
Anhaftung entlang des Endothels (rofling), gefolgt von einer Anlagerung an die GefaBwand
(adhesion) und Einwanderung (transmigration) in das Parenchym der betroffenen Organe
(s. Abbildung 1).

Margination —» Rolling ———» Adh#ision ——» Transmigration

cD11/CD 18 PECAM-1
L-Selektin
\‘ ____‘\
@ , -—1— —t
Gefdssiumen
d -
intersitium k_,-_/
P-Seiekiin ICAM-1, iCAN-2 PECAN-1
E-Selektin VCAM-1 ICAM-1, VCAM-1
Abbildung 1:

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion des ,Reflow-Paradox" lasst sich in vier Teilschritte,
(Margination, Rolling, Adhé&sion und Transmigration) untergliedern. Der Vorgang der Interaktion
wird durch verschiedene Adhdsionsmolekiile vermittelt.

CD = Cluster of Differentiation; ICAM = Interstitiell Cell (intercellular) Adhesion Molecule; VCAM =
Vascular Cell Adhesion Molecule; PECAM = Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule

Die Einwanderung von Leukozyten in geschadigtes Gewebe verursacht eine weitere
Zellschadigung, da nekrotische Zellen durch die Leukozyten abgerdumt werden, wobei
wiederum Freie Radikale entstehen. Des Weiteren flihrt der Zellzerfall zur Freisetzung
lytischer Enzyme, die fiir eine weitere Zellschadigung verantwortlich sind.

Die Einwanderung von Leukoyzten wird als einer der wichtigsten Schritte im Verlauf der
Reperfusions-bedingten Gewebeschadigung angesehen (4,11,12). Bei der Transmigration
von Leukozyten spielen zum einen das in allen Zellen vorkommende ,Wadachterenzym®, die
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), zum anderen inflammatorische Fibrinspaltprodukte

eine wichtige Rolle.

Aktivierung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)
Selbst unter physiologischen Bedingungen kénnen Schaden der Desoxynukleinsdaure (DNS)

auftreten. Diese Schaden werden von einem in allen eukaryotischen Zellen vorkommenden
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~Wachterenzym", der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP, 116 kDa), friiher auch Poly-
(ADP-Ribose)-Synthetase (PARS) genannt, zusammen mit den Enzymen des sog. base-
excision-and-repair complex (BER: Glykosylasen, Endonucleasen, Polymerasen, Ligasen
u.a.) in energieverbrauchenden Prozessen repariert (13). Die PARP stellt damit ein wichtiges
Enzym dar, das das zelluldre Uberleben durch kontinuierliche ,DNS-Reparatur® sichert. Ist
der DNS-Schaden zu groB, um repariert zu werden, wird die PARP mittels enzymatischer
Aufspaltung in Fragmente inaktiviert. Die Zelle ist nun in der Lage, bei ausreichenden
zelluldren Energiespeichern den Prozess der Apoptose, des programmierten Zelltods, zu
aktivieren. Der Nachweis der zwei PARP-Fragmente (24 und 89 kDa) gilt daher als
Apoptosenachweis (14).

Bei exzessiver DNS-Schédigung kann eine energieverbrauchende Uberaktivierung von PARP
auftreten. In frustranen Reparaturversuchen werden zelluldre Energiespeicher, d.h.
Nicotinamid (NAD) und Adeninnukleotidtriphosphat (ATP) verbraucht. Dies filihrt unter

Umstanden zu einer Energiedepletion der Zelle und in der Folge zum Zelltod (Abbildung 2).

( Ischamie-Reperfusion W
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Abbildung 2:

PARP-Aktivierung und deren Folge in Abhangigkeit vom Schweregrad der DNS-Schadigung (modifiziert
nach 15)
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Neben der DNS-Reparatur nimmt PARP eine Schllisselposition in der Regulation der
Transkription pro-inflammatorischer Gene und der Expression inflammatorischer Zytokine
ein. PARP ist beispielsweise ein Co-Activator von nuclear-factor-kappa-B(NF-«kB)-abhangigen
Transkriptionsprozessen (16,17). Diese kénnen von sog. PARP-Inhibitoren pharmakologisch
gehemmt werden, wodurch Proteine wie das /ntercellular adhesion molecule (ICAM-1) sowie
die /nducible nitric oxide synthase (iINOS) nicht oder in geringerem AusmalB exprimiert
werden (15). Des Weiteren ist die PARP an der Aktivierung anderer proinflammatorischer
Signalkaskaden (IJNK, p38, MAP-Kinase) (18) und der Transkriptionsfaktoren activator-
protein-1 (AP-1) und signal transducer and activator of transcription-1 (STAT-1) (19)
beteiligt. Damit greift die PARP an mehreren Stellen regulatorisch in Inflammationsprozesse
ein. Inhibitoren der PARP wirken dementsprechend antiinflammatorisch, indem sie die
Leukozyten-Endothel-Interaktionen verringern und die Freisetzung inflammatorischer

Zytokine reduzieren.

Fibrinspaltprodukte bei Entziindungsreaktionen

Seit den 70er Jahren gibt es Hinweise darauf, dass Fibrinogen bzw. Fibrin nicht nur an der
Blutgerinnung, sondern auch an der Genese von inflammatorischen Prozessen beteiligt ist.
So wurden beim Menschen Fibrinablagerungen an der GefaBwand mit entziindlichen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (20). Des Weiteren konnte in Tiermodellen
gezeigt werden, dass bei Abwesenheit von Fibrinogen experimentell ausgeldste
Entziindungskrankheiten in deutlich geringerem Ausmal ablaufen (21,22).

Fibrin wird bei Entziindungsreaktionen gebildet, entlang von GeféaBwanden abgelagert sowie
gleichzeitig durch Plasmin abgebaut. Dabei entstehen sog. D- und E-Fragmente. Lediglich E-
Fragmente besitzen sowohl Bindungsstellen fir vascular endothelial cadherin (VE-Cadherin)
als auch fiir CD11c, einen Oberflachenmarker von Leukozyten. VE-Cadherin ist ein
endothelzellspezifisches Adhasionsmolekiil, das bei der Transmigration von Leukozyten aus
dem GefaB ins Gewebe eine wichtige Rolle spielt (23). Damit haben Fibrinfragmente eine
pro-inflammatorische Wirkung, indem sie Uber eine initiale Anhaftung am Endothel
schlieBlich die Transmigration von Leukozyten aus dem Blutstrom in das umliegende
Gewebe fordern (24). Als Bindungsstelle fiir das VE-Cadherin auf den Endothelzellen wurde
ein kurzer Peptidabschnitt auf den E-Fragmenten identifiziert (BBis42 mit der
Aminosauresequenz GHRPLDKKREEAPSLRPAPPPISGGGYR; 24).

Das Fibrinfragment Bfis4; entstent im menschlichen Organismus wahrend der

Fibrinspaltung aus E-Fragmenten in niedriger Konzentration (0,41 pmol/ml) (25). Es bindet
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nur an VE-Cadherin, jedoch nicht an Leukozyten. Wird es in supraphysiologischer Dosis
verabreicht, werden die Bindungsstellen an VE-Cadherin besetzt, so dass weniger
Leukozyten-Endothel-Interaktionen auftreten und damit die Leukozytentransmigration in
geschadigtes Gewebe signifikant reduziert wird (Abbildung 3).

Das korpereigene Peptid BBis4, (als Testsubstanz FX06 genannt) reprasentiert eine neue
anti-inflammatorische Substanzklasse, die die Auswanderung von Leukozyten in

geschadigtes Gewebe reduziert (24).

" | Neutrophile
_ Fibrin Fragmente
mephmﬂ N

VE-cadherin

Entziindung &

I
Entziindung &
. : Gewebeschaden W

Gewebeschaden A

Abbildung 3:

Anti-inflammatorischer Wirkmechanismus von Bpis4, nach supraphysiologischer Dosis
(modifiziert nach Zacharowski, 26).

Auf der linken Seite der Abbildung binden die bei Reperfusion entstandenen pro-
inflammatorischen Fibrinspaltprodukte (E-Fragmente) an VE-Cadherin und Leukozyten und
unterstlitzen die Leukozytentransmigration in das geschadigte Gewebe. Dadurch werden die
Entziindung und der Gewebeschaden verstarkt. Wird BBis4, (FX06) appliziert (rechte Seite
der Abbildung), werden die Bindungsstellen an VE-Cadherin besetzt. Dadurch ist die
Bindung von Leukozyten an VE-Cadherin vermindert und die Leukozytentransmigration in
das geschadigte Gewebe reduziert. In der Folge verringert sich die Entziindung im
betroffenem Gewebe und somit der Gewebeschaden.
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2. Fragestellung

Eine Minderperfusion mit konsekutiver Einschrankung der Sauerstoffversorgung von
Geweben oder Organen wird als Ischamie bezeichnet. Diese kann einerseits nach Verschluss
eines BlutgefaBes isoliert an einem Organ auftreten, wie beispielsweise bei einem
Myokardinfarkt. Andererseits erzeugt ein niedriger systemischer Perfusionsdruck wie beim
hamorrhagischen Schock eine Ischamie in fast allen Organen und Geweben, so dass man
von einer Ischamie des gesamten Organismus sprechen kann. Wird die Ischamie nicht
beseitigt, werden die Zellen in Abhdngigkeit von der Ischamietoleranz durch
Sauerstoffmangel irreversibel geschadigt und nekrotisch. Die rechtzeitige Wiederherstellung
der Perfusion von ischamischem Gewebe ist essentiell, damit ein GroBteil der Zellen
Uberleben kann (z.B. durch perkutane transluminale koronare Angioplastie [PTCA] beim
Herzinfarkt bzw. mittels Volumentherapie beim hamorrhagischen Schock). Paradoxerweise
verursacht die Wiederherstellung des regionalen und peripheren Blutflusses jedoch eine
erneute, diesmal oxidative Zellschddigung. Dieses Phanomen wird auch als
Reperfusionsparadox bzw. ,/ethal reperfusion therapy" bezeichnet (21). Dabei tritt neben
der Nekrose auch vermehrt die Apoptose auf (27). Sie stellt im Gegensatz zur Nekrose einen
geregelten und gesteuerten Zelluntergang dar. Am Ende eines apoptotischen Zelluntergangs
werden die Uberreste durch Makrophagen abgerdumt, ohne dass andere Zellen durch
Freisetzung lytischer Enzyme geschadigt werden. Eine Hemmung der Apoptose reduziert im
Tierversuch den myokardialen Reperfusionsschaden und kodnnte ein zukiinftiger
Therapieansatz sein (28).

Einen groBen Stellenwert im Pathomechanismus des Reperfusionsschadens hat die
Entziindung im betroffenen Gewebe. Dabei nimmt die Transmigration von Leukozyten aus
dem GefaBsystem in das geschadigte Gewebe eine Schllisselposition ein (4,9,11,46,73). Bis
heute ist kein Therapieverfahren bzw. Medikament beim Menschen zugelassen, das den
Reperfusionsschaden verringern oder gar verhindern kann.

Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Leukozytentransmigration pharmakologisch
zu hemmen. Untersucht wurden zwei neue Substanztypen mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen: der PARP-Inhibitor 5-Aminoisoquinolinon (5-AIQ) und das vom Fibrin
abstammende Peptid Bfs.4,.

Dabei sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden: Wird durch Hemmung der
PARP bzw. den Einsatz des Peptids BBis4, der Reperfusionsschaden an einzelnen Organen
wie dem Herzen (nach Myokardinfarkt mit anschlieBender Reperfusion) oder am gesamten
Organismus (am Beispiel des hamorrhagischen Schocks mit nachfolgender

Volumentherapie) gemindert?
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Die Fragestellung wurde nach jeweiliger Genehmigung der Tierversuche mit Hilfe von im

weiteren detailliert beschriebenen Klein- und GroBtierexperimenten bearbeitet.

10
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3. Originalarbeiten

1. Protektive Effekte der PARP-Inhibition auf die Lebermikrozirkulation und
—funktion nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels
Volumentherapie — Akutversuche an instrumentierten maéannlichen Sprague
Dawley Ratten.

Roesner JP, Vagts DA, Iber T, Eipel C, Vollmar B, Noldge-Schomburg GFE. Protective eftects
of PARP inhibition on liver microcirculation and function after haemorrhagic shock and
resuscitation in male rats. Intensive Care Med 2006,;32:1649-1657

Fragestellung: Reduziert die intravendse Anwendung des PARP-Inhibitors 5-
Aminoisoquinolinon (5-AIQ) den Reperfusionsschaden an der Leber nach hamorrhagischem
Schock? Ist dabei eine Reduktion der Leukozyten-Endothel-Interaktion zu beobachten?
Kann durch PARP-Inhibition der zelluldre Energiegehalt konserviert bzw. verbessert werden?
Wirkt sich ein mdglicher protektiver Effekt auch auf die Organfunktion der Leber aus?

Material und Methoden: In Pentobarbitalandsthesie wurden mannliche Sprague-Dawley-
Ratten tracheotomiert und maschinell beatmet. Die rechte Arteria carotis wurde zur
invasiven Blutdruckmessung und Blutentnahme, die rechte Vena jugularis zur
Medikamentenapplikation und Flissigkeitstherapie kandliert. Nach Laparotomie wurde der
linke Leberlappen mobilisiert, um 180° rotiert und zur Intravitalmikroskopie mit einem
Deckglas versehen. Der Gallengang wurde kaniiliert, um die Galleproduktion kontinuierlich
zu messen. Unter Aufrechterhaltung der Pentobarbitalandsthesie wurde ein hamorrhagischer
Schock durch Blutentnahme Uber die A. carotis bis auf einen mittleren arteriellen Druck
(MAP) von 40 mmHg fiir eine Stunde induziert. Der PARP-Inhibitor 5-Aminoisoquinolinon (5-
AIQ) wurde mit 3mg*kg™ (Schock+5-AIQ, n=7) bzw. identisches Volumen an Vehikellésung
(Schock+Vehikel, n=7) 5 Minuten vor der Volumentherapie intravends injiziert. Eine
Kontrollgruppe (n=7) wurde operiert und fir 5 h in Pentobarbitalnarkose beobachtet. Zu
den Zeitpunkten Ausgangswert, Ende der Schockphase (nach 1h) sowie nach 1h bzw. 5h
Reperfusion erfolgte die Analyse der hepatischen Mikrozirkulation mittels hochauflésender
Multifluoreszenzmikroskopie. Dabei wurden die sinusoidale Leukozytenstase, venolare
Leukozytenadhdrenz, sinusoidale Perfusion und NADH-Autofluoreszenz als parenchymatéser
Hypoxiemarker erfasst. Der Gallefluss wurde als Parameter der hepatobilidren
Exkretionsfunktion erfasst. Die kumulative Pentobarbitaldosis wurde ermittelt, um Einflisse
der Narkose auszuschlieBen. Zu den vier Messzeitpunkten wurden Blutproben zur

Bestimmung der Freisetzung der Aspartat-Aminotransferase (AST), der Alanin-

11
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Aminotransferase (ALT) und der Laktatdehydrogenase (LDH) entnommen.

Die Ergebnisse sind als Mediane mit 25/75 Quartilen dargestellt. Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mittels Wilcoxon-Rank-Sum-Test und innerhalb der Gruppen mittels
Tukey-Kramer HSD-Test ermittelt. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und
mittels ,#" gekennzeichnet.

Ergebnisse: Im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (Schock+Vehikel) war in der
Gruppe Schock+5-AIQ nach 5h Reperfusion eine geringere Leukozyten-Endothel-Interaktion
in der Leber mit einer geringeren sinusoidalen Leukozytenstase [33 (30/37) vs. 66"
(42/78)/mm?*] und einer geringeren venoldren Leukozytenadhdrenz [80 (33/105) vs. 605*
(493/673)/mm?] nachweisbar. Die sinusoidale Perfusion als Zeichen der nutritiven Perfusion
war weniger stark eingeschrankt [92 (90/94) vs. 827 (78/83) %]. Die NADH-Autofluoreszenz
als Marker einer Gewebehypoxie war verringert [91 (89/99) vs. 118" (108/122) aU]. Die
exkretorische Organfunktion gemessen als Gallefluss war hdher als bei den unbehandelten
Tieren [1,6 (1,5/1,8) vs. 1,17 (0,7/1,2) pl Galle*g Lebergewebe*™ min**]. Nach 5 h
Reperfusion entsprach der Gallefluss in der Schock+5-AIQ-Gruppe dem des
Ausgangswertes. Die AST, ALT und LDH in der Schock+5-AIQ-Gruppe waren niedriger als in
der Schock-Gruppe [AST: 1215 (475/1487) vs. 1530% (1704/3090 U*I'), ALT: 401
(240/502) vs. 609" (1571/730) U*I'*, LDH: 2545 (1570/2942) vs. 4075" (3342/4800) U*I™].
Schlussfolgerung: Die Ergebnisse unserer Untersuchung am hamorrhagischen
Schockmodell akut instrumentierter Ratten zeigten, dass die systemische PARP-Inhibition
mittels 5-AIQ vor Volumentherapie die intrahepatische Akkumulation von Leukozyten
verringerte und die hepatische Mikrozirkulation und Oxygenierung verbesserte. Gleichzeitig
wurde die Leberschadigung verringert, so dass die hepatobilidare Exkretionsfunktion wieder

das Ausgangsniveau erreichte.
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2. Das vom Fibrin abstammende Spaltprodukt Bf,s.4; ist kardioprotektiv beim
Reperfusionsschaden nach Myokardinfarkt — Akutversuche an instrumentierten
deutschen Hausschweinen.

Roesner JP, Petzelbauer P, Koch A, Mersmann J, Zacharowski PA, Boehm O, Reingruber S,
Pasteiner W, Mascher D, Wolzt M, Barthuber C, Noldge-Schomburg GEF, Scheeren TW,
Zacharowski K. The fibrin-derived peptide Bbeta;s.+> is cardioprotective in a pig model of

myocardial ischemia-reperfusion injury. Crit Care Med 2007,35:1730-1735

Vorversuche: In Vorversuchen an Ratten zeigte sich, dass nach Injektion von radioaktiv
markiertem BPBys4, in einer Dosierung von 2,4 mg*kg’ Kérpergewicht ausreichend hohe
Wirkspiegel in vielen Organen einschlieBlich des Herzens erreicht werden (Aurich Life
Science GmbH, Tutzingen). Pharmakokinetische Untersuchungen zu Bpis.4, wurden an
Hunden vorgenommen. Nach i.v.-Bolusinjektionen von 2,4, 240 und 1200 mg*kg™
Kdrpergewicht lag die Plasmahalbwertzeit unabhdngig von der gewahlten Dosis bei 15
Minuten (RCC Ltd., Itingen, Schweiz).

Fragestellung: Reduziert das aus Fibrin abgespaltene Peptid BB;s4, den Myokardschaden
nach Myokardinfarkt und Reperfusion im GroBtiermodell? Wie ausgepragt ist die
Kardioprotektion im Vergleich zur ischdmischen Prakonditionierung?

Material und Methoden: 18 mannliche deutsche Hausschweine wurden in
Allgemeinanasthesie intubiert und druckkontrolliert beatmet. In der V. jugularis interna
dextra wurden ein zentralvendser Katheter und ein Pulmonalarterienkatheter plaziert. Die
rechte Arteria femoralis wurde mit einem PiCCO-Katheter zur invasiven Messung der
Hamodynamik kaniliert.

Die Tiere wurden median sternotomiert. Nach Eréffnung des Perikards wurde die linke
Koronararterie (LAD) prapariert. Eine Ligatur nach dem ersten GefaBabgang wurde angelegt
und erzeugte einen Myokardinfarkt. Nach 1 h wurde diese Ligatur eréffnet und das zuvor
ischamische Areal reperfundiert. Nach 3 h wurde die Koronararterie erneut ligiert und der
Farbstoff (Evans Blau) zentralvends injiziert, woraufhin sich das perfundierte Gewebe blau
anfarbte. Die Tiere wurden in tiefer Allgemeinanasthesie mittels Kaliumchloridiiberdosierung
getdtet. Nach Entnahme des Herzens wurde der linke Ventrikel in 4 mm groBe transversale
Scheiben geschnitten, die in definiertem Abstand beidseits digital fotografiert wurden. Das
nicht perfundierte Ischamiegebiet stellte sich bei fehlender Blaufarbung rosa dar und wurde
als Risikogebiet definiert. Diese Areale wurden aus den Schnitten herausprapariert, erneut
fotografiert und in Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) fiir 20 Minuten bei 38°C inkubiert.
Lebende Zellen verstoffwechseln TTC in den roten Farbstoff Formazan, so dass eine
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Differenzierung zwischen vitalem und nekrotischem Gewebe mdglich ist. Die Gewebestlicke
wurden erneut digital fotografiert. Aus den Bildern wurden jeweils der Ventrikel, das Risiko-
und das Infarktgebiet rekonstruiert und vermessen. Zur weiteren Quantifizierung des
myokardialen Schadens wurden als Serummarker flir myokardiale Zellschdadigung das
Troponin-I (Tnl), die Kreatininkinase und die Laktatdehydrogenase gemessen. Das
Monitoring der kardialen Funktion erfolgte mittels invasiver Messung der Hamodynamik
(PICCO-System) und Bestimmung der gemischt-vendsen Sauerstoffsattigung des Blutes.

Die Therapiegruppe erhielt zur Reperfusion einen Bpis.4,-Bolus i.v. (BBis4z, 2,4 mg*kgkKG™).
Die Kontrollgruppe (n=6) erhielt einen i.v.-Bolus eines sog. Randompeptids, das kein
inflammatorisches bzw. antiinflammatorisches Potential aufweist. Eine weitere Gruppe
diente als Positivkontrolle. Vor Infarktinduktion wurden diese Tiere ischamisch
prakonditioniert. Dazu wurde die Koronararterie fur 10 Minuten okkludiert und anschlieBend
fur 15 Minuten wieder erdffnet. Danach wurde die Koronararterie zur Infarktinduktion fir 60
Minuten verschlossen (IP, n=6).

Die Ergebnisse sind als Mittelwertet+Standardfehler dargestellt. Der statistische Vergleich
der Gruppen erfolgte bei Normalverteilung mittels ANOVA (analysis of variance) gefolgt von
einer Bonferroni post-hoc-Analyse. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und
mittels ,#" gekennzeichnet.

Ergebnisse: Bf;s.4, reduzierte die InfarktgroBe (InfarktgroBe in % des Risikogebietes: Bp;s.
4. 39£2,5% vs. IP: 35+7,5% vs. Kontrolle: 65+3,7) und Troponin-I-Freisetzung (TnI: Bpis.4:
1,9+0,2" vs. IP: 1,8+0,4" vs. Kontrolle: 3,4£0,6 ng*ml**gGewebe™) nach 3 h Reperfusion
in gleicher Auspragung wie die IP. Des Weiteren wurde die Interleukin (IL)-6- Freisetzung
durch die Therapie mit BBs4, deutlich gesenkt (BBis4o: 17,1 £2,1% vs. IP: 29,9+6,4 vs.
Kontrolle: 28,6+5,7 pg*ml™).

Schlussfolgerung: Das vom Fibrin abstammende Peptid BBis4, wirkt nach myokardialer
Ischamie und Reperfusion im GroBtiermodell mit deutschen Hausschweinen kardioprotektiv.
Die klinische Sicherheit beim gesunden Probanden wurde in einer Phase-I-Studie erfolgreich
nachgewiesen. Die Ergebnisse untermauern das Konzept der Beteiligung von
Fibrinfragmenten an der Genese des myokardialen Reperfusionsschadens, deren Wirkung

durch Bp;s4, partiell gehemmt werden kann.

Vertraglichkeitsstudie (Phase I):
Aufgrund der vorliegenden Daten sowie vergleichbarer Ergebnisse bei Mdusen (24,29)
wurde eine Vertraglichkeitsstudie (Phase I-Studie mit 30 Probanden, prospektiv,

randomisiert, doppelblind, Plazebo-kontrolliert, Parallelgruppen, single ascending dose
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study) mit BPBis.4> mit verschiedenen Dosierungen (0,7 mg*kg™, 2,1 mg*kg™, 6,3 mg*kg™
und 17,5 mg*kg’) an der Medizinischen Fakultit der Universitdt Wien durchgefiihrt. Es
traten dabei keine nennenswerten Nebenwirkungen auf. Auch laborchemisch waren keine

Auffalligkeiten insbesondere der Gerinnungsparameter zu beobachten.
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3. BPBis42 (FX06) reduziert den pulmonalen, kardialen, hepatischen und
intestinalen Schaden nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels
Volumentherapie —  Akutversuche an instrumentierten deutschen
Hausschweinen.

Roesner JP, Petzelbauer P, Koch A, Tran N, Iber T, Vagts DA, Scheeren TWL, Vollmar B,
Noldge-Schomburg GFE, Zacharowski K. BfB;s.+> (FX06) reduces pulmonary, myocardial, liver
and small intestine damage in a pig model of hemorrhagic shock and reperfusion. Crit Care
Med 2009;37:598-605

Fragestellung: Reduziet das aus Fibrin abgespaltene Peptid BPis4; den
Reperfusionsschaden des Herzens, der Lunge, der Leber und des Darms nach
hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels Volumentherapie? Gibt es Veranderungen
der regionalen Durchblutung im Splanchnikusgebiet wahrend der Reperfusion? Wie wirkt
sich die Therapie mit BB;s.4, zur Reperfusion auf die Oxygenierung des Darms und der Leber
aus?

Material und Methoden: 15 mannliche deutsche Hausschweine (Gewicht ~30 kg) wurden
in Allgemeinanasthesie intubiert, druckkontrolliert beatmet und instrumentiert. In die Vena
jugularis  interna  dextra wurden ein  zentralvendser Katheter und ein
Pulmonalarterienkatheter platziert. Die linke Arteria femoralis wurde mit einem PiCCO-
Katheter zur Messung von Herz-Zeit-Volumen, intrathorakalem Blutvolumen und
extravaskularem Lungenwasser kandiliert. Die rechte Arteria femoralis wurde mit einer
groBlumigen Schleuse zur schnellen Blutentnahme kaniiliert. Die Tiere wurden median
laparotomiert.  Ultraschallflussmesskdopfe wurden um die groBen GefaBe des
Splanchnikusgebietes (Arteria mesenterica cranialis (=superior), Arteria hepatica und Vena
portae) gelegt, um die regionale Durchblutung zu messen. Zusatzlich wurden Katheter in
venos drainierende GefaBe der Splanchnikusorgane gelegt (Vena mesenterica inferior, Vena
portae und Vena hepatica), um die regionale Sauerstoffbilanz (O,-Angebot/O,-Verbrauch) zu
erfassen. AnschlieBend wurde unter aufrechterhaltener Narkose ein akuter hamorrhagischer
Schock durch kontrolliertes Ausbluten bis auf einen mittleren arteriellen Blutdruck von 40
mmHg Uber 1 h induziert. Nach einer Stunde wurden die Tiere mit dem entnommenen, in
Citrat-Phosphat-Dextrose konservierten Blut und kristalloider Ldsung entsprechend des
Vorlastparameters ,intrathorakaler Blutvolumenindex™ (ITBVI) volumentherapiert und fir
insgesamt 5 h unter Konstanthaltung des ITBVI nachbeobachtet.

Die Therapiegruppe (BBis4y, n=8) erhielt das Peptid BB;s4, in einer Dosierung von 2,4
mg*kg™ Kérpergewicht direkt zu Beginn der Reperfusion sowie nach 150 min als i.v.-Bolus.
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Die Kontrollgruppe (n=7) erhielt zu den gleichen Zeitpunkten jeweils einen i.v.-Bolus
identischen Volumens der Tragerlosung (phosphate-buffered solution;, PBS). Zum
Ausgangszeitpunkt, nach 1 h Schock sowie nach 1, 3 und 5 h Reperfusion erfolgten
Messungen der hdamodynamischen Parameter und der Sauerstoffbilanz. AuBerdem wurden
Blutproben zur Bestimmung von kardialem Troponin-T (TnT) und Interleukin-6 (IL-6) sowie
Blutgasanalysen aus verschiedenen GefaBregionen (A. femoralis, A. pulmonalis, V. hepatica,
V. mesenterica inferior und V. portae) entnommen. Nicht zuletzt wurde die
Gewebeoberflachenoxygenierung (tpO,) von Leber und Dinndarm (Serosa und Mukosa)
gemessen. Nach 5 h Reperfusion wurden die Tiere durch eine Kaliumchloridinfusion getdtet,
und es wurde Gewebe flir histologische Untersuchungen entnommen.

Die Ergebnisse sind als MittelwertetStandardabweichung dargestellt. Der statistische
Vergleich der Gruppen erfolgte bei Normalverteilung mittels ANOVA (analysis of variance)
gefolgt von einer Bonferroni post-hoc-Analyse. Bei nicht nachgewiesener Normalverteilung
(Leukozyteninfiltration im Gewebe und Myeloperoxidasenachweis im Gewebe) erfolgte der
Vergleich mittels Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben. p<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen und mittels ,#" gekennzeichnet.

Ergebnisse: Nach 5 h Reperfusion hatten die Tiere der Kontrollgruppe im Vergleich zu den
BB;s4-behandelten Tieren eine akute Lungenschadigung mit einer pa0,/FiO,-Ratio
(Horovitz-Index: 260 mmHg”* vs. 400 mmHg) im Sinne eines acute lung injury (ALI) bei
gleichzeitig erhdhtem extravaskuldrem Lungenwasser-Index (EVLWI: 9,0+0,5% vs. 5,2+0,6
ml*kg™). Das Herz zeigte funktionell und laborchemisch eine in der Therapiegruppe nicht
nachweisbare  Schiddigung  (Herzindex:  4,3+0,1* vs. 6,3%0,3 I*min‘*m>*?;
Schlagvolumenindex: 30+1* vs. 511 mi*m?*; TnT: 0,58+0,15" vs. 0,11+0,03 ng*ml™).
Die Gewebeoberflachenoxygenierung der Kontrolltiere war im Vergleich zu den BBis.4,-
behandelten Tierenstirker beeintrichtigt (tpO,: Leber 51+2* vs. 65+2; Diinndarmserosa:
42+2*% vs. 5543, Diinndarmmukosa: 14+2* vs. 26+2 mmHg). Die Therapie mit BBis4,
reduzierte die Leukozytenakkumulation in Myokard, Lunge, Leber und Dinndarm. Des
Weiteren war die IL-6-Freisetzung bei den Kontrolltieren hoher als bei den BBis.ar-
behandelten Tiere (131+35% vs. 2449 pg*ml?). Unterschiede in der regionalen
Durchblutung und dem Sauerstoffangebot oder —verbrauch wurden nicht beobachtet.
Schlussfolgerung: BBis., reduziert den Reperfusionsschaden nach hdmorrhagischem
Schock und Volumentherapie in Herz, Lunge, Leber und Darm am akut instrumentierten
Hausschwein. Eine reduzierte Leukozyteneinwanderung in die geschadigten Gewebe sowie

eine geringere IL-6-Freisetzung kdnnen eine Erklarung hierfir sein.
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4. Genaue und kontinuierliche Messung des Sauerstoffdefizits wahrend eines
hamorrhagischen Schocks. Akutversuche an instrumentierten deutschen
Hausschweinen.

Roesner JP, Koch A, Bateman R, Scheeren TW, Zander R, Noldge-Schomburg GFE,
Zacharowski K. Accurate and continuous measurement of oxygen deficit during

haemorrhage in pigs. Resuscitation 2009,80.:259-263

Problemstellung: In der Literatur werden drei klassische Modelle des traumatisch-
hamorrhagischen Schocks beschrieben (30):

1) unkontrollierte Blutung (uncontrolled-hemorrhage-Modell)

2) Blutentzug eines zuvor festgelegten Hamorrhagievolumens (ber einen festgelegten
Zeitraum (fixed-volume-Modell)

3) Blutentzug bis zu einem bestimmten mittleren arteriellen Blutdruck (bzw.
Herzzeitvolumenindex), der flir einen zuvor festgelegten Zeitraum beibehalten wird (/ixed-
pressure-Modell).

Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die ZielgroBen eines Schocks wie Blutdruck
oder Herzfrequenz das AusmaB der =zelluldren Schadigung nur unzureichend
widerspiegeln, da diese hamodynamischen Variablen von physiologischen
Kompensationsmechanismen beeinflusst werden (31).

Aufgrund des aktuellen pathophysiologischen Kenntnisstandes des hamorrhagischen
Schocks sowie unter Berlicksichtigung bestehender Definitionen durch das American
College of Surgeons (32), die explizit auf die Bedeutung der inadaquaten Organperfusion
und Gewebeoxygenierung hinweisen, bedarf es eines verbesserten Schockmodells. Dies
sollte perfusionsbezogene Parameter wie Sauerstoffdefizit, Basenlberschuss und Laktat
erfassen bzw. diesbezilglich standardisiert sein. In der vorliegenden Untersuchung
versuchten wir, ein solches Modell zu etablieren. Ziel war es, ein kumulatives
Sauerstoffdefizit Uber einen definierten Zeitraum zu erreichen. Die Versuche basierten auf
den Vorarbeiten von Rixen et al. (33), wobei in der vorliegenden Untersuchung
insbesondere durch Verbesserung der Methoden (Verwendung eines kalorimetrischen
Monitors: Deltatrac TM II) auf Praktikabilitdt und Reproduzierbarkeit fokussiert wurde.
Material und Methoden: Deutsche Hausschweine (n=22, Gewicht ~30 kg) wurden
anasthesiert, intubiert und druckkontrolliert beatmet. In der rechten Vena jugularis wurde
ein zentralvendser Katheter und in der rechten Arteria femoralis wurde ein PiCCO-
Katheter platziert. Die linke Arteria femoralis wurde mit einer groBlumigen Schleuse zur

raschen Blutentnahme kanliliert. Mit Hilfe des kalorimetrischen Monitors Deltatrac TM 1II,
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MBM-200® (Datex-Ohmeda, Helsinki, Finnland) wurde bei jedem Tier nicht-invasiv und
kontinuierlich der Sauerstoffverbrauch (VO,) in Ruhe unter Vollnarkose (Ausgangs-VO,)
ermittelt. Im Rahmen der Induktion des hamorrhagischen Schocks fiel der VO, ab.
Min(tlich konnte durch Subtraktion des aktuellen VO, vom Ausgangs-VO, bezogen auf das
Kérpergewicht das Sauerstoffdefizit in ml*kg™*min? ermittelt werden. Der
hamorrhagische Schock wurde durch Blutentzug bzw. Retransfusion so gesteuert, dass
ein Sauerstoffdefizit von 1,5 bis 2 ml*kg™*min™? erzeugt wurde. Die innerhalb einer
Stunde mindtlich gemessenen Sauerstoffdefizite wurden zu einem kumulativen
Sauerstoffdefizit addiert. Entsprechend der Vorarbeiten von Rixen et al. wurde als Ziel ein
kumulatives Sauerstoffdefizit von ca. 100 ml*kg'*h? (Bereich 95-115 ml*kg™'*h™)
angestrebt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Varianzanalyse (One-Way-ANOVA)
gefolgt von einem  Bonferroni  post-hoc-Test. Die Daten sind als
Mittelwert+Standardabweichung dargestellt. p<0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen und mittels ,#" gekennzeichnet.

Ergebnisse: Nur die Daten der Tiere wurden ausgewertet, die ein kumulatives
Sauerstoffdefizit von 95-115 ml*kg'*h™ erreichten und den hdmorrhagischen Schock
Uberlebten. Insgesamt erreichten 3 Tiere diese Studieneinschlusskriterien nicht. Zwei
weitere Tiere verstarben wahrend des hamorrhagischen Schocks, so dass 17 Tiere bei der
Auswertung berticksichtigt werden konnten.

Das erreichte Sauerstoffdefizit lag bei 106+3 ml*kg™*h™ und wurde durch einen
Blutverlust von ca. 60% (durchschnittlich 47+6 ml*kg™) des zirkulierenden Blutvolumens
erreicht (34). Die Streuung der entnommenen Blutvolumina innerhalb der Gruppe von 17
Tieren war groB (Minimum: 37, Maximum 61 mi*kg™®). Der mittlere arterielle Blutdruck
sank von 83x10mmHg vor Blutentnahme auf 22+7mmHg in der Schockphase (Minimum:
12, Maximum: 38 mmHgq). Die Herzfrequenz stieg kompensatorisch von 83+7 auf 147+37
*min® an (Minimum: 96, Maximum: 205 *min™). Der Herzzeitvolumenindex fiel von
5,0+0,5 auf 1,3+£0,4 *min*'m**? (Minimum: 0,8, Maximum: 2,0 I*min*'m?*!). Die
gemischt-vendse Sauerstoffsattigung fiel von 63 auf 12% (Minimum: 7, Maximum: 32%).
Die Plasmalaktatspiegel stiegen von 1,5+0,4 auf 13,3+2,4 mmol*I* an (Minimum: 10,2,
Maximum: 15,5 mmol*I™?).

Die Auswertung ergab, dass keine Korrelation zwischen der enthommenen Blutmenge und
hamodynamischen Parametern wie Herzfrequenz (HF; r=0,3872; p=0,1540), mittlerer
arterieller Blutdruck (MAP; r=0,3901; p=0,1505), Herzzeitvolumenindex (CI; r=0,2101;
p=0,4523) und gemischt-vendse Sauerstoffsattigung (svO,; r=0,0944; p=0,7379)
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bestand. Das kumulative Sauerstoffdefizit korrelierte signifikant mit den zuvor genannten
Parametern: HF (r=0,7175; p=0,0026), MAP (r=0,5039; p=0,0556), CI (r=0,6260;
p=0,0125) und svO2 (r=0,7084; p=0,0031).

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit wurde ein valides Modell zur
Untersuchung des hamorrhagischen Schocks am deutschen Hausschwein etabliert. Das
Ergebnis ist ein GroBtiermodell zum hamorrhagischen Schock, in dem die Schwere des
Schocks durch das kumulative Sauerstoffdefizit definiert wird. Dieses Modell ist gut
standardisierbar, mit einfachen Mitteln durchfiihrbar und ermdglicht einen direkten
Vergleich von Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen anhand des Schweregrads

des experimentell erzeugten hamorrhagischen Schocks.
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5. Eine doppelblinde und monozentrische Studie zu Auswirkungen von FX06
nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels Volumentherapie -
subchronische Versuche an instrumentierten deutschen Hausschweinen.

Roesner JP, Petzelbauer P, Koch A, Tran N, Iber T, Mutz C, Vollmar B, Noldge-Schomburg
GE, Zacharowski K. A double blind, single centre, sub-chronic reperfusion trial evaluating
FX06 following haemorrhagic shock in pigs. Resuscitation 2009,80:264-271

Fragestellung: Sind die im Akutversuch nachgewiesenen protektiven Effekte von Bfis.4,
(FX06) nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels Volumentherapie im
GroBtiermodell auch mittelfristig Uber einen Zeitraum von 72 h nachweisbar? Hat die
Therapie mit Bfis4, einen protektiven Einfluss auf die zerebrale Schadigung und die
zerebrale Funktion? Ist die Translokation von Bakterien bzw. Endotoxin eine Folge der
Minderperfusion des Darmes und wird sie durch BB;s4, (FX06) beeinflusst?

Material und Methoden: Mannliche deutsche Hausschweine (n=19, Gewicht ~30 kg)
wurden anasthesiert, intubiert und druckkontrolliert beatmet. In der rechten Vena jugularis
wurde ein zentralvendser Katheter und in der rechten Arteria femoralis wurde ein PiCCO-
Katheter platziert. Die linke Arteria femoralis wurde mit einer groBlumigen Schleuse zur
raschen Blutentnahme kaniiliert. Mit Hilfe des kalorimetrischen Monitors Deltatrac TM 1I,
MBM-200® (Datex-Ohmeda, Helsinki, Finnland) wurde bei jedem Tier nicht-invasiv und
kontinuierlich der Sauerstoffverbrauch (VO,) in Ruhe unter Vollnarkose (Ausgangs-VO,)
ermittelt. Im Rahmen der Induktion des hamorrhagischen Schocks fiel der VO, ab.
Mindtlich konnte durch Subtraktion des aktuellen VO, vom Ausgangs-VO, bezogen auf das
Koérpergewicht das Sauerstoffdefizit in ml*kg™*min™® ermittelt werden. Entsprechend
unserer Vorarbeiten (35) wurde als Ziel ein kumulatives Sauerstoffdefizit von ca. 100
ml*kg?*h™* (Bereich 95-115 ml*kg™*h™?) angestrebt. Nach einer Stunde erfolgte die
Reperfusion mittels Volumentherapie mit dem zuvor entnommenen und in Citrat-Phosphat-
Dextrose-konservierten Blut und kristalloider Ldsung entsprechend des kardialen
Vorlastparameters ITBVI (intrathorakaler Blutvolumenindex). Die Therapiegruppe (FXO06,
n=8) erhielt mit Beginn der Reperfusion einen i.v.-Bolus FX06 von 3 mg*kg™. AnschlieBend
folgte eine kontinuierliche Infusion von FX06 mit 0,3 mg*kg *min™ fiir eine Stunde. Die
Kontrollgruppe (n=9) erhielt die identischen Volumina an Tragerlésung (PBS; phosphate
buffered solution) zu den gleichen Zeitpunkten. Nach einer Stunde wurden bei stabilisierter
Hamodynamik alle Katheter bis auf den zentralen Venenkatheter entfernt, die
Praparationsstellen chirurgisch verschlossen und die Tiere vom Respirator entwohnt. Die

Tiere wurden flir 72 h im Tierhaus der Allgemeinen Tierhaltung des Instituts fiir
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Experimentelle Chirurgie intensiv nachbeobachtet. Messzeitpunkte waren neben dem
Ausgangswert nach 1 h Schock sowie nach 1, 24, 48 und 72 h Reperfusion. Blutproben
wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten zur Bestimmung der folgenden Parameter
entnommen: kleines Blutbild, zentralvendse Blutgasanalyse, Kreatinkinase (CK),
Laktatdehydrogenase (LDH), Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase
(ALT), Glutamatdehydrogenase (GLDH), Troponin-T (TnT), Kreatinin (Crea), Harnstoff
(BUN), Lipase, Amylase, Laktat, neuronenspezifisches Protein S-100B, Tumor-
Nekrosefaktor-alpha (TNFa), Interleukin-1pB, Interleukin-2, Interleukin-6 und Endotoxin. Die
Quantifizierung der neurologischen Funktion der Tiere erfolgte mit Hilfe einer
neurologischen Bewertungsskala (neurological deficit score for pigs, 0 Punkte = gesund,
400 Punkte = hirntot) nach Prof. Sipos von der Veterinarmedizinischen Universitat Wien.
Zum letzen Messzeitpunkt (72h) wurden die Tiere erneut anasthesiert und mit einem PiCCO-
Katheter versorgt. Umfangreiche invasive hamodynamische Messungen wurden
vorgenommen. Nach Beendigung der Messungen wurden die Tiere in tiefer
Allgemeinanasthesie mit einer Kaliumchloridinfusion getétet. Gewebe und Blutproben fiir
weitere Untersuchungen wurden entnommen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit einer Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) gefolgt
von einem Bonferroni post-hoc-Test. Die Daten sind als Mittelwert+Standardabweichung
dargestellt. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und mittels ,#"
gekennzeichnet.

Ergebnisse: Zwei Tiere der Kontrollgruppe verstarben in der Friihphase der Reperfusion
(<3 h). Damit lag die Mortalitat in der Kontrollgruppe bei 22%. In der FX06-Gruppe
Uberlebten alle Tiere die 72-stiindige Beobachtungszeit. Die mit FX06 behandelten Tiere
zeigten nach 72 h eine bessere Herzfunktion (Schlagvolumenindex: 67* vs. 33 mi*m**!) bei
niedrigerer TnT-Freisetzung in der Frilhphase der Reperfusion (0,24* vs. 0,78 ng*ml™).
AuBerdem waren die Surrogatparameter fur eine Leberschadigung
(Aspartataminotransferase nach 24 h Reperfusion: 106" vs. 189  U*?%;
Glutamatdehydrogenase nach 48 h: 3,5 vs. 11,5 U*I?) und einer eingeschrinkten
Nierenfunktion (Serumkreatinin nach 72 h: 87* vs. 140 pmol*I') geringer. Auch die
Lungenfunktion (Horovitz-Index, paO,/FiO,: 429% vs. 340 mmHg) war nach 72 h signifikant
besser.

Bei den Kontrolltieren konnten hohe Plasmaendotoxinspiegel als Zeichen einer bakteriellen
Translokation nachgewiesen werden. Diese war bei den FX06-behandelten Tieren nicht zu
beobachten (24,3* vs. 0,2 U*I™). Analog dazu war bei den Kontrolltieren die Leukozytenzahl
im peripheren Blut deutlich hoher (25,4+4,1% vs. 18,5+3,7 *nl'). Die
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Plasmakonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine (Interleukin-1B, -2 und -6)
stiegen wahrend des Untersuchungszeitraums signifikant an, wahrend sie in der FX06-
Gruppe wieder riicklaufig waren.

Nach 24 h wiesen die Tiere der Kontrollgruppe auf der neurologischen Bewertungsskala
einen Wert von 70 Punkten auf. Demgegeniber erreichten die Tiere aus der FX06-Gruppe
einen Wert von 20" Punkten. Objektiviert wurde diese Beurteilung durch Messungen des S-
100B, eines im Plasma nachweisbaren Markers einer Schadigung von Gliazellen. Dieser
Marker war nach 48 h in der FX06-Gruppe etwa halb so hoch wie bei den Kontrolltieren (mit
0,72% vs. 1,25 pg*I™).

Schlussfolgerung: Die Therapie mit FX06 wahrend des hamorrhagischen Schocks und vor
der Reperfusion mittels Volumentherapie wirkte sich protektiv auf Herz, Lunge, Leber,
Dinndarm, Niere und Gehirn aus. Dieser Effekt konnte Uber einen Zeitraum von 72 h

beobachtet werden.
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4. Diskussion:

Die Aktivierung multipler inflammatorischer Prozesse bei der Reperfusion von ischamischem
Gewebe verlauft rasch und parallel (21,36,37,38). Versuche, diese Prozesse gezielt
inhibitorisch  positiv zu beeinflussen, ob durch Antioxidantien (39), Reduktion der
intrazelluldaren Calziumiberladung (40), Antikdrper gegen Adhdsionsmolekiile wie P-selectin
(41), Antikorper gegen Oberflachenmarker von Leukozyten wie CD11 und CD 18 (42) oder
Antikdrper gegen C5-Komplement (43) schlugen bei klinischer Erprobung fehl (44,45).

Es erschien deshalb sinnvoll, gezielt die gemeinsame Endstrecke der schadigenden
Entziindungsprozesse, die Transmigration von Leukozyten Uber das Endothel aus den
GefdBen in das ischamische Gewebe, zu verhindern (46). Beide in dieser Arbeit
untersuchten Substanztypen hemmen als Teil ihres Wirkungsprofils die Transmigration von
Leukozyten in vorgeschadigtes Gewebe. Die PARP-Inhibitoren beeinflussen den
Trankriptionsfaktor  nuclear-factor-kappa-B8 (NF-kB), wohingegen das vom Fibrin
abstammende Peptid B;s.4, direkt mit dem Adhdsionsmolekil VE-Cadherin interagiert.
Allerdings muss dabei immer bedacht werden, dass Inflammation und
Leukozyteneinwanderung auch sinnvolle und notwendige Prozesse sind. Ohne sie wirden
sich tote Zellen und Zellmaterial ansammeln und die Narbenbildung beispielsweise nach
einem Myokardinfarkt behindern (47,48). Versuche, die Leukozyten bei kardiochirurgischen
Hochrisikopatienten unter extrakorporaler Zirkulation kiinstlich zu depletieren, zeigten eher
einen nachteiligen Effekt. Es wurden eine starkere Leukozytenaktivierung und eine héhere
Sterblichkeit beobachtet (49).

Man muss davon auszugehen, dass die Dauer der therapeutischen MaBnahmen eine
wichtige Rolle spielt. Das in unseren Untersuchungen eingesetzte Peptid BBis4, hat mit ca.
15 Minuten eine kurze Halbwertszeit. Dies bedeutet, dass die Leukozyten nur in der
Initialphase der Inflammation bei Reperfusion beeinflusst werden. AuBerdem werden sie
nicht direkt inhibiert oder alteriert, sondern lediglich ihre Auswanderung aus dem
GefaBsystem erschwert.

Bei der PARP-Inhibition gilt ahnliches. Die Inhibitoren wirken nur in den betroffenen
Geweben, in denen auch die PARP aktiviert wird. AuBerdem ist die Hemmung der PARP
zeitlich begrenzt und reversibel, so dass physiologische Prozesse der Zelle, die durch die

PARP gesteuert bzw. beeinflusst werden, im weiteren Verlauf wieder ablaufen kénnen.

Die Aktivierung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) bei der energieverbrauchenden
Reparatur von Reperfusion-induzierter oxidativer DNS-Schadigung ist unumstritten (50,51).
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Dabei kann die Zelle jedoch durch Energiedepletion weiter geschadigt werden (s. Abbildung
2, S. 5). Diese konnte pharmakologisch verhindert werden. Hierbei ist der therapeutische
Einsatz von modernen PARP-Inhibitoren attraktiv, da er innovativ und multimodal ist:
Innovativ sind die Spezifitat und Wasserldslichkeit der neueren Generation von Inhibitoren.
Die alteren PARP-Inhibitoren [Nicotinamid und 3-Aminobenzamide (3-AB)] waren
unspezifisch, da flr therapeutische Effekte hohe Dosen notwendig waren. Andere PARP-
Inhibitoren wie das 1,5-Dihydroxyisoquinolinon (1,5-DIQ) sind nicht wasserléslich und
werden in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldést. DMSO hat Radikalfangereigenschaften,
vermittelt in héherer Dosierung jedoch toxische Effekte. Erst die neueste Generation von
PARP-Inhibitoren, zu denen auch 5-Aminoisoquinolinon (5-AIQ, Isoquinolinon-Derivat), PJ-
34 (Phenanthridion-Derivat) und INO-1001 (Isoindolinon-Derivat) gehdren, sind sowohl sehr
gut wasserldslich als auch spezifisch fir PARP. INO-1001 wird bereits in Phase-II-Studien
bei Reperfusionszustanden und in der Krebstherapie eingesetzt (15).

Die Therapie des Reperfusionsschadens mit PARP-Inhibitoren ist multimodal. Zum einen
werden die geschadigten Zellen selbst geschiitzt, indem durch die Hemmung der
energieverbrauchenden = DNS-Reparatur  der  Zelle  ausreichend  Energie  flr
Stoffwechselprozesse wie die Proteinbiosynthese oder die Aufrechterhaltung der
intrazelluldaren Calciumhomdostase zur Verfligung gestellt werden kann. Sollte die Zelle
irreparabel geschadigt sein, kann in energieabhangigen Prozessen die Apoptose und damit
der kontrollierte Zelltod erfolgen. Zum anderen ist PARP ein Co-Aktivator von NF-kB-
abhangigen Transkriptionsprozessen und Transkriptionsfaktoren wie activator-protein-1 (AP-
1). Als Folge einer PARP-Inhibition werden die Expression von proinflammatorischen
Mediatoren wie Adhasionsmolekiilen (ICAM-1) und dadurch die Adhdrenz und spatere

Transmigration von Leukozyten in das geschadigte Gewebe reduziert.

Die PARP-Aktivierung beim hamorrhagischen Schock ist mehrfach untersucht und
beschrieben worden (52,53). Zudem wurden protektive Effekte von PARP-Inhibitoren beim
hamorrhagischen Schock gezeigt (54), wobei eine Reduktion von Surrogatparametern einer
Schadigung wie beispielsweise Alaninaminotransferase, Aspartataminotransferase, Lipase
und Kreatinkinase, jedoch keine Verbesserung einer Organfunktion nachgewiesen werden
konnte. In unseren Untersuchungen an Ratten konnten wir zeigen, das 5-AIQ die
Leukozyten-Endothel-Interaktionen nach einem hamorrhagischen Schock protektiv
beeinflusst (Originalarbeit 1; 55). Vergleichbare Ergebnisse wurden von Khandoga et al.
bei Leberischamie und Reperfusion nach vaskularem ,Ausklemmen" erzielt (56). In unserem

Kleintiermodell nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion mittels Volumentherapie
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wirkte sich eine PARP-Inhibition positiv auf die Mikrozirkulation der Leber aus. Dies fiihrte zu
einer verbesserten nutritiven Perfusion und Energiebilanz und dadurch bedingt letztendlich
zu einer verbesserten exkretorischen Organfunktion.

Unsere Untersuchung stellt eine flir den klinischen Alltag relevante Situation dar, da der
bereits praklinische Einsatz von PARP-Inhibitoren im hamorrhagischen Schock méglich und
sinnvoll erscheint.

Nach kritischer Bewertung der eigenen Untersuchungen sowie der aktuellen Literatur
erscheint der Einsatz von PARP-Inhibitoren beim systemischen Reperfusionsschaden wie
dem hamorrhagischen Schock mit nachfolgender Reperfusion mittels Volumentherapie
sinnvoll. Als weitere zukunftige Einsatzschwerpunkte kdnnten Reperfusionsgeschen wie z.B.
nach groBer Aortenchirurgie oder Herzoperationen mit extrakorporaler Zirkulation sein. Zu
dieser Fragestellung wurde bereits eine Phase-II-Studie durchgefiihrt, deren Ergebnisse
jedoch noch nicht publiziert wurden (A T7rial of INO-1001 in Patients Undergoing Heart
Surgery  That Involves  Heart-Lung  Bypass,  http://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT00271167?term=INO1001+heart+surgery&rank=1, gelesen am 16.05.2009).

Ein weiterer groBer Einsatzbereich fiir die modernen PARP-Inhibitoren wird vermutlich die

Onkologie sein. Derzeit werden 24 Studien mit PARP-Inhibitoren als adjuvante Therapie
durchgefiihrt  (http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=PARP+Inhibitor;  gelesen am
16.05.2009). PARP-Inhibitoren verstarken durch Hemmung der PARP-abhangigen DNS-

Reparatur in schnell wachsenden Tumorzellen die Sensitivitdt gegeniber alkylierenden

Substanzen, Topoisomerase-Inhibitoren und radioaktiver Strahlung (57,58).

In den letzten Jahren wurde die Rolle von Fibrin und Fibrinfragmenten bei
Entzlindungsreaktionen wiederholt untersucht. Es wurde nachgewiesen, dass Fibrin die
Expression von Interleukin-18 (59), Interleukin-8 (60), ICAM-1 (61) sowie die
Makrophagenadhasion (62) erhéht. AuBerdem wurde im Tierversuch in knock-out-Modellen
gezeigt, dass inflammatorische Prozesse in Abwesenheit von Fibrin deutlich geringer
ausgepragt sind (24,63,64). Somit ist ein kausaler Zusammenhang zwischen Fibrin und
Inflammation nachgewiesen. Einen Pathomechanismus, der den Zusammenhang zwischen
Fibrinspaltprodukten und der Leukozytenmigration bzw. deren Hemmung durch das
Fibrinopeptid BBis4, erklart, deckten Petzelbauer et al. 2005 auf. Daraus entwickelte sich
der therapeutische Ansatz der Gabe von Fibrinopeptid BBis.4> (FX06).

Nachdem die myokardiale Protektion durch B;s.4, im Kleintierversuch (Maus) nachgewiesen

worden war (24,29), fihrten wir unsere Untersuchung am GroBtiermodell mit gleicher
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Fragestellung durch (Originalarbeit 2; 65). Eine akute myokardiale Ischamie wurde fir
eine Stunde induziert, die ohne weitere Therapie nach 3 h Reperfusion zu einer Infarzierung
von ca. einem Viertel des linken Ventrikels flihrte. Die Therapie mit BBis4, reduzierte die
InfarktgroBe um die Halfte und war damit genauso effektiv wie die ischamische
Prakonditionierung als Goldstandard. Letztere gilt bisher als starkster nachgewiesener
endogener Protektionsmechanismus beim Reperfusionsschaden (66). Eine FX06-Therapie
reduzierte die InfarktgroBe und den myokardialen Schadigungsparameter Troponin-I
signifikant. BBis4; senkte zudem auch die IL-6-Freisetzung. IL-6 spielt bei myokardialer
Schadigung nach Ischamie und Reperfusion eine wichtige Rolle (67) und ist auch an der
Genese des Herzversagens beteiligt (68). Die Beeinflussung der Zytokinfreisetzung durch
einen bisher unklaren Mechanismus, scheint ein weiterer protektiver Effekt von BBis4, zu
sein.

Die Ergebnisse aus den groB- und kleintierexperimentellen Studien und die gute
Vertraglichkeit in der Phase-I-Studie flihrten zur Durchfiihrung einer europaweiten
Multicenterstudie  (F.I.R.E.-Trial,  http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00326976?term=
f.i.r.e.&rank=1, gelesen am 16.05.2009) mit BBis4, (FX06). In die Studie wurden 234

Patienten eingeschlossen, von denen 114 Patienten bei Penetration des Katheterdrahtes

durch den Thrombus wahrend der Herzkatheteruntersuchung (PCI) sowie 10 Minuten
danach 400 mg FX06 i.v. erhielten, wahrend 120 Kontrollpatienten ein Plazebo erhielten.
Nach 5 Tagen konnte mittels nuklearmedizinischer Bildgebung eine Reduktion der
myokardialen Nekrosezone um 58% nach Gabe von FX06 nachgewiesen werden. Nach 4
Monaten war keine Reduktion der Infarktnarbe mehr zu beobachten. Ein Uberlebensvorteil

wurde - bei der kleinen Anzahl an Patienten erwartungsgemaB - nicht beobachtet (69).

Im hamorrhagischen Schock wirkte BBis4, protektiv an wichtigen untersuchten Organen
(Herz, Lunge, Leber, Niere, Darm und Gehirn) (Originalarbeiten 3 und 5; 79,86). Bei
den Kontrolltieren waren die kardiale Funktion, gemessen an Schlagvolumen und
Herzzeitvolumen eingeschrankt, und der Plasma-TnT-Spiegel deutlich erhdht. In der BB;s.4,-
Gruppe waren die kardiale Funktion besser und die TnT-Freisetzung geringer. Eine
Hypovolamie, die eine Beeintrachtigung der kardialen Funktion verursachen kénnte, war bei
normwertigem intrathorakalem Blutvolumen in beiden Gruppen ausgeschlossen. Eine
eingeschrankte linksventrikuldre Funktion nach Ischdmie und Reperfusion geht mit einem
Anstieg der Zahl eingewanderter Leukozyten (24) und erhdhten Plasmaspiegeln von IL-6
(70) einher. Beide Parameter wurden durch die Therapie mit BBis4, signifikant positiv

beeinflusst.
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Die  Kontrolltiere im  Akutversuch  (5h  Reperfusion) entwickelten schwere
Oxygenierungstérungen, die nicht auf ein kardiales Versagen oder eine Hypervolamie
zurlickzufiihren waren. Der paO,/FiO,-Quotient entsprach einem akuten Lungenversagen.
Aufféllig waren ein erhohter extravaskuldrer Lungenwasserindex (EVLWI) und ein hoher
pulmonaler GefaBwiderstand bei normwertigem intrathorakalem Blutvolumen und
ausreichendem Herzzeitvolumen. Entsprechend der Ergebnisse anderer Autoren korreliert
der EVLWI gut mit der Schwere des Lungenversagens, der Beatmungsdauer und der
Sterblichkeit (71,72). Die Lungenfunktionsschadigung geht mit einem Anstieg der
Leukozytenzahl im Lungengewebe (73) und erhohten Plasmaspiegeln von IL-18 und IL-6
(74,75) einher. Bei Reperfusionszustanden sammeln sich Leukozyten rasch in der Lunge an,
wo sie direkt und indirekt an der Zytokinfreisetzung beteiligt sind. Intratracheale Instillation
von IL-6 lést die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die Alveolen und das
Lungeninterstitium aus (76). IL-6 defiziente Mause wiederum zeigen keine
Leukozyteneinwanderung in Alveolen und Interstitium nach hamorrhagischem Schock (77).

BBis4, hatte keinen Einfluss auf die Makrozirkulation im Systemkreislauf und in der
Splanchnikusregion. Die Durchblutung von Leber und Darm war gegeniber unbehandelten
Tieren unverandert. Auch Sauerstoffangebot (DO,) und -verbrauch (VO,) waren zu allen
Messzeitpunkten zwischen den Gruppen vergleichbar. Die Gewebeoxygenierung von Leber
und Dinndarm, insbesondere der Mukosa, war bei den Kontrolltieren jedoch deutlich
eingeschrankt. Dies zeigt einmal mehr, dass Makrozirkulation und Mikrozirkulation nach
hamorrhagischem Schock und Reperfusion nicht korrelieren und eine intakte
Makrozirkulation keine Aussage Uber die Gewebeoxygenierung auf mikrozirkulatorischer
Ebene ermoglicht (78). Die  von uns beobachtete Differenz der
Leberoberflachenoxygenierung erscheint nominell nicht sehr ausgepragt (Originalarbeit 3;
79), spiegelt jedoch eine gravierende Verdanderung wider: Die Kapsel der Schweineleber ist
von einem gut arterialisierten Netz umgeben (80), so dass die
Leberoberflachenoxygenierung bei physiologischen paO,-Werten nur bei ausgepragten
Veranderungen der Gewebeoxygenierung abfallt. Dies korreliert mit den Resultaten unserer
Untersuchungen an Ratten (Originalarbeit 1; 55), bei denen ebenfalls eine
Gewebehypoxie in der Leber nach hamorrhagischem Schock und Volumentherapie
nachweisbar war. BBis4, verbesserte die Gewebeoxygenierung in Leber und Darm an
instrumentierten Schweinen nach hamorrhagischem Schock und Volumentherapie
(Originalarbeit 3; 79). Dies ist wahrscheinlich auf eine Verbesserung der nutritiven
Perfusion (81,82,83) aufgrund einer reduzierten Leukozyteneinwanderung ins Gewebe und

einer geringeren Freisetzung inflammatorischer Zytokine zurlickzufiihren. Die Reduktion der
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Leukozyteninfiltration in geschadigtes Gewebe konnte in jeder Untersuchungsreihe mittels
Auszahlung der Leukozyten in histologischen Schnitten oder durch Bestimmung der
Myeloperoxidase in kryokonservierten Geweben nachgewiesen werden.

Bei den Bpis.4-behandelten Tieren wurden niedrigere IL-1B-, IL-2- und IL-6-Spiegel nach
hamorrhagischem Schock und Volumentherapie gemessen. IL-6 wird auch beim
hamorrhagischen Schock als wichtiger Mediator angesehen, der fir die Dysfunktion von
Leber, Lunge (84) und Dinndarm (85) mitverantwortlich gemacht wird (Originalarbeit 3
und 5; 79,86).

Beeindruckend waren der Nachweis einer schweren Sauerstoffminderversorgung der
Dunndarmmukosa im hamorrhagischem Schock sowie die geringe Erholungstendenz in den
nachfolgenden 5 h im akuten Modell. Im subchronischen Modell (Originalarbeit 5; 86)
waren als Folge der schwer geschadigten Mukosabarriere des Dinndarms nach 24 h hohe
Endotoxinspiegel im Blut nachweisbar (87).

In der gleichen Studie wurde auch eine Beeintrachtigung der zerebralen Funktion nach
hamorrhagischem Schock und Reperfusion nachgewiesen. Dies verdeutlicht nochmals, dass
bei diesem Modell ein Ischamie-Reperfusionsgeschehen untersucht wurde, das den
gesamten Organismus betrifft. Objektiviert wurde dies durch einen Anstieg des glialen
Schadigungsmarkers S-100B im Blut. Der Anstieg beider Parameter der zerebralen
Schadigung wurde durch Bp;s.4, signifikant reduziert.

Langfristige Auswirkungen (iber einen Zeitraum von 72h hinaus miissen noch untersucht

werden.

Mittlerweile ist ein weiterer protektiver Mechanismus von Bpis4, nachgewiesen worden:
BBis4, stabilisiert die Endothelbarriere bzw. reduziert das capillary /leak Dbei
inflammatorischen Prozessen (88). Ein capillary leak ist definiert als ein Zusammenbruch der
Endothelbarriere, so dass es zu einem Verlust von Flissigkeit und Plasmaproteinen in den
extravaskuldren Raum kommt. Dieses Phanomen ist charakteristisch fur inflammatorische
Prozesse, insbesondere fiir die schwere Sepsis.

In Endothelzellen verhindert BBis.4, die Bildung von sogenannten Stressfasern (stress fibers)
und die Aktivierung von RhoA (Ras homolog gene family, member A). Dadurch werden eine
Zellkontraktion und die damit verbundene Stérung der Endothelbarriere verhindert (89). Der
Mechanismus wurde anhand von drei Tiermodellen (Denguefieber im Mausemodell,
Lipopolysaccharid-Schock im Rattenmodell und Lipopolysaccharid-Pneumonitis im
Mausemodell) mit nachgewiesenem capillary leak untersucht. In allen Modellen konnte eine

Stabilisierung der Endothelbarriere nachgewiesen werden (88).
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Dieser Mechanismus erklart auch die in unseren Untersuchungen zum hamorrhagischen
Schock beobachtete verbesserte Gewebeoxygenierung von Leber und Darm im akuten
Modell sowie die Verbesserung des Horovitz-Index und die Verringerung des
extravaskuldren Lungenwassers im akuten und subchronischen hamorrhagischen
Schockmodell durch BB;s-4, (Originalarbeit 3 und 5; 79,86).
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5. Zusammenfassung/ Ausblick:

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei innovative Therapieansatze des
Reperfusionsschadens nach Ischamie vorgestellt. Zum einen handelt es sich um einen
Inhibitor der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (5-Aminoisoquinolinon, 5-AIQ), eines in allen
eukaryotischen Zellen vorkommenden und bei DNS-Schadigung aktivierten Wachterenzyms,
zum anderen um ein korpereigenes Fibrinopeptid (BBis42). Beide Substanzen reduzierten
direkt bzw. indirekt die Leukozyteneinwanderung in geschadigtes Gewebe.

Die Ergebnisse der Tierversuche dieser Arbeit zeigten eine Reduktion des
Reperfusionsschadens durch PARP-Inhibition und B354, sowohl bei Einzelorganischamie wie
dem Myokardinfarkt als auch bei Vorgangen, die den gesamten Organismus betreffen wie
dem hamorrhagischen Schock (Ischdmie aller Organe und Gewebe).

Beide Substanztypen zeichneten sich durch weitere protektive Wirkmechanismen aus, die
zum jetzigen Zeitpunkt teils noch ungeklart sind. Deren Erforschung in weiteren
Untersuchungen voranzutreiben, wird eine groBe und interessante Aufgabe flir die Zukunft
sein. Aktuell werden beide Substanzen in Phase-I- und -II-Studien eingesetzt. Von ihrem
perspektivischen Nutzen bei der klinischen Anwendung im Betdtigungsfeld der Andsthesie,
Notfallmedizin und Intensivtherapie beispielsweise bei hamorrhagischem Schock, Sepsis,
ARDS und extrakorporaler Zirkulation in der naheren Zukunft kann man aufgrund der

dargelegten Ergebnisse aus den Tierexperimenten Uiberzeugt sein.
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