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1 Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der Sepsis stellt derzeit die haufigste Todesursache auf nicht kardiologi-
schen Intensivstationen dar. Ursachen sind neben Viren und Pilzen vor allem bakterielle In-
fektionen. Diese fiihren zu einer kérpereigenen generalisierten Entziindungsreaktion mit der
Folge einer Verdanderung der Makrozirkulation, wie auch der Mikrozirkulation, welche nicht
selten zu einem Multiorganversagen fiihren kénnen. Steigende Erkrankungszahlen bei
gleichbleibend hoher Letalitat lassen das Krankheitsbild unter gesundheitsékonomischen
Gesichtspunkten zunehmend bedeutungsvoll erscheinen. Von hoher Relevanz fiir das Uber-
leben der Patienten ist eine friihzeitige Diagnose und antiinfektive Therapie. Diese erfolgt,
trotz modernster Labor- und mikrobiologischer Nachweisverfahren, aufgrund unspezifischer
allgemeiner Symptome haufig sehr spat. Neue zusatzliche Diagnoseverfahren kénnten die-

sem Missstand entgegenwirken.

Mithilfe der lonenmobilitatsspektrometrie ist es zwischenzeitlich moglich flichtige organi-

sche Verbindungen in der Atemluft verschiedener Individuen nachzuweisen.

Eine veranderte Zusammensetzung dieser fliichtigen organischen Verbindungen in der Ausa-
temluft, auch Exhalom genannt, kann wichtige Informationen Uber den Zustand des Orga-
nismus geben und sogar auf verschiedenste Krankheiten hinweisen. Dies konnte in der Ver-
gangenheit z.B. fiir die Tuberkulose, das Bronchialkarzinom und fir verschiedene Infektionen

mit Bakterien und Pilzen gezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Applikation des Antibiotikums Meropenem zu
einer Veranderung des Exhaloms bei der Ratte fihrt. Wurde eine polymikrobielle Sepsis mit-
tels Coecum Ligatur und Inzision induziert, konnte anhand der verdanderten Atemluftsignale
von 1-Propanol, 3-Pentanon, Aceton, Butanal, Acetophenon, Cyclohexanon und 1,2-

Butandiol zwischen septischen und ,,gesunden” Tieren unterschieden werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mittels der lonenmobilitdtsspektrometrie eine Unterscheidung
zwischen septischen und scheinoperierten Tieren nach einer Antibiotikagabe mit Merope-
nem moglich ist. Obwohl der Ursprung der meisten Analyten noch unbekannt ist, kénnte die
Atemluftanalyse mittels lonenmobilitdatsspektrometrie einen wertvollen Baustein zwischen

Diagnose und Therapie der Sepsis darstellen.



1.1 Summary

Sepsis is currently the most frequent cause of death in non-cardiac intensive care units.
Causes are, in addition to viruses and fungi, mainly bacterial infections which lead to a
systemic inflammatory response, consequently changing the macrocirculation as well as the
microcirculation, which also often leads to multi-organ failure. Rising disease numbers with a
consistently high lethality make the disease sepsis also important from a health-economic
point of view. Early diagnosis and anti-infective therapy is of crucial importance for the sur-
vival of the patients. Yet, despite the latest laboratory and microbiological detection meth-
ods, this is often greatly delayed due to non-specific general symptoms. New supportive di-

agnostic procedures could counteract this maladministration.

By using lon-Mobility Spectrometry, a non-invasive and affordable method for breath
analysis, it is now possible to detect volatile organic compounds in the respiratory air of dif-
ferent individuals in many research areas. A modified composition of these volatile organic
compounds in the exhaled air, also called exhalome, can give important information about
the condition of the organism and even point out various diseases. This has been shown in
the past, for example for tuberculosis, bronchial carcinoma, and various infections caused by

bacteria and fungi.

This study has shown that the application of the anti-infective substance Meropenem influ-
enced the composition of the exhalome in rats. When a polymicrobial sepsis was induced by
coecum ligation and incision, a differentiation was made between septic and "healthy" ani-
mals by means of the altered respiratory air signals of 1-propanol, 3-pentanone, acetone,
butanal, acetophenone, cyclohexanone, and 1,2-butanediol. The results obtained verify that
by using the lon-Mobility Spectrometry, a distinction between septic and “healthy” animals
after the administration of the antibiotic Meropenem is possible. Even if the origin of most
breath-derived signals is still unknown, using lon-Mobility Spectrometry for exhaled air anal-
yses in the future could be an innovative possibility that could support the physician in find-

ing an early diagnosis.
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2 Einleitung

2.1 Sepsis und Inflammation

2.1.1 Definition und Bedeutung

Das Krankheitsbild der Sepsis stellt auch im 21. Jahrhundert das Gesundheitssystem weltweit
vor eine gewaltige Herausforderung. Exakte Zahlen (ber die Inzidenz dieser Erkrankung las-
sen sich nur schwer erheben. Dies liegt daran, dass es sich bei der Sepsis nicht um eine ei-
genstandige Erkrankung handelt, sondern vielmehr um ein Syndrom mit verschiedensten
Symptomen und multiplen Ursachen. Daraus resultieren zum einen verschiedenste Definiti-
onen der Sepsis [5],[45], zum anderen liefern unterschiedliche epidemiologische Untersu-
chungsansatze verschiedene Ergebnisse, mit der Konsequenz, dass die Haufigkeit und die
Sterblichkeit vermutlich unterschatzt werden [27]. In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 79
000 Einwohner (116 von 100 000 Einwohner) an einer Sepsis und ca. 75 000 Einwohner (110
von 100 000 Einwohner) an einer schweren Sepsis [14]. Trotz medizinischer Fortschritte liegt
die Sterblichkeit der schweren Sepsis und des septischen Schocks unverandert hoch bei 50-

60% [16], [47].

Der Begriff Sepsis war bis zum Jahre 1992 uneinheitlich definiert. Auf einer Konsensuskonfe-
renz unter Leitung des Amercian College of Chest Physicians und der Society of Critical Care
Medicine wurden klinische und laborchemische Parameter zur Friithdiagnose potentiell septi-
scher Patienten mit einem verniinftigen Grad an Spezifitdt, verbunden mit einer hohen Sen-
sitivitat zusammengefasst [5], [11]. Die Sepsis Definition wurde geschaffen, um der groRen
Heterogenitat des klinischen Erscheinungsbildes der Inflammation und Sepsis Rechnung zu
tragen. Basierend auf diesem Konsens publizierte die Deutsche-Sepsis-Gesellschaft und die
Deutsche Interdisziplindre Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin im Jahre 2005 eigene
Kriterien, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind und einen wesentlichen Bestandteil der bis

Februar 2015 giltigen S2k-Sepsis-Leitlinie darstellten [11].

Neben der Inflammation und der Sepsis mussten nach diesen Kriterien bis zur Neudefinition
2016 zwei weitere Krankheitsstufen abgegrenzt werden. Eine ,schwere Sepsis” lag bei einer

Sepsis-assoziierten Organdysfunktion vor. Von einem ,,septischen Schock” sprach man bei
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einer Sepsis-induzierten Hypotonie, welche trotz adaquater Volumensubstitution fortbe-

stand.

I. Nachweis der Infektion
Diagnose einer Infektion tiber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien

II. Systemic inflammatory host response syndrome (SIRS) (mindestens 2 Kriterien)
e Fieber (= 38°C) oder Hypothermie (< 36°C) bestatigt durch eine rektale, intravasale oder

vesikale Messung
e Tachykardie: Herzfrequenz = 90 /min
e Tachypnoe (Frequenz = 20 /min) oder Hyperventilation (PaCO, < 4.3 kPa/ < 33 mmHg)
e Leukozytose (= 12 000 /mm?®) oder Leukopenie (< 4 000 /mm?®) oder = 10% unreife Neutrophi-

le im Differentialblutbild

lll. Akute Organdysfunktion (mindestens 1 Kriterium)
e Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium

e Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als 30% inner-
halb von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl < 100 000 /mm?®. Eine Thrombozytopenie durch
akute Blutung oder immunologische Ursachen muss ausgeschlossen sein.

e Arterielle Hypoxamie: PaO, < 10 kPa (<= 75 mmHg) unter Raumluft oder ein PaO,/FiO,-
Verhaltnis von < 33 kPa (< 250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine manifeste Herz- o-
der Lungenerkrankung muss als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.

¢ Renale Dysfunktion: Eine Diurese von < 0,5 ml/kg/h fiir wenigstens 2 Stunden trotz ausrei-
chender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2 x oberhalb des
lokal Ublichen Referenzbereiches.

e Metabolische Azidose: Base Excess < -5 mmol/l oder eine Laktatkonzentration > 1,5 x ober-

halb des lokal tiblichen Referenzbereiches.

Sepsis: Kriterien | und I,

Schwere Sepsis: Kriterien [, Il und 111

Septischer Schock: Kriterien | und Il sowie fiir wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller Blut-
druck < 90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg oder notwendiger Vasopressor-
einsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck = 90 mmHg oder den arteriellen Mitteldruck = 65
mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz adéquater Volumengabe und ist nicht durch andere
Ursachen zu erklaren.

Tabelle 1: Diagnosekriterien fiir die Sepsis. Entnommen und modifiziert aus der S2k-Leitlinie der Deutschen
Sepsis Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fir Intensiv- und Notfallmedi-

zin (DIVI) [16]. Entsprechend der ACCP/SCCM Konsensuskonferenz von 1992 [11].

12




2.1.1.1 Neue Sepsis-Definition 2016

Im Jahre 2016 veroffentlichte ein internationales Expertenkomitee, basierend auf vorausge-
henden Konsensuskonferenzen, eine neue lGberarbeitete Version der Sepsis-Definition [111].
Die neue Definition stellt das bereits oben erwdhnte Organversagen starker in den Fokus
und definiert das Krankheitsbild Sepsis als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion auf-
grund einer fehlregulierten Kérperantwort auf eine Infektion. Hierbei reicht die Vermutung
einer vorliegenden Infektion zur Diagnose der Sepsis bereits aus. Mithilfe des sog. SOFA-
Score (Sequential Organ Failure Assessment — Score) sollen septische Patienten anhand pa-
thologischer Veranderungen der in Tabelle 2 genannten Organsysteme schneller identifiziert
werden. Kommt es als Folge einer Infektion zu einer Veranderung des SOFA-Scores um zwei
Punkte, kann von einer vorliegenden Organdysfunktion ausgegangen werden. Hierbei erhoht
sich die Krankenhaussterblichkeit um etwa 10 Prozent. Bei Patienten ohne vorbekannte Or-

gandysfunktion kann man von einem SOFA-Score von null Punkten ausgehen.
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Herz-Kreislauf

* Hypotonie

MAP > 70 mmHg MAP < 70 mmHg
ZNS
* Glascow Coma Scale 15 14 -13
Niere
+ Kreatinin, mg/dl <1,2 1,2-1,9

* Urinausscheidung, mi/d

Dopamin <5
pg/kg/min oder
Dobutamin (jede

Organsystem 0 1 2 3 4

Respiration

« Pa0, mmHg > 400 < 400 <300 < 200 oder < 100 oder
' Beatmung Beatmung

Gerinnung

+ Thrombozyten, x 16/l 2150 <150 <100 <50 <20

Leber

+ Bilirubin, mg/dI <12 1,2-19 20-59 6,0-11,9 > 12

Dopamin 5,1 =15 Dopamin > 15

pg/kg/min oder
Adrenalin = 0,1
pag/kg/min oder

Dosis) Noradrenalin <
0,1 pg/kg/min
12-10 9-7
20-34 35-49
<500

pg/kg/min oder
Adrenalin > 0,1
pg/kg/min oder
Noradrenalin >
0,1 pg/kg/min

<6

>5,0

<200

Tabelle 2: SOFA-Score. Entnommen und modifiziert nach [122].

Die SIRS-Kriterien erwiesen sich laut dem Expertenkomitee als zu unspezifisch und von ge-

ringem klinischen Nutzen, daher sollen sie in Zukunft nicht mehr verwendet werden [109].

Ebenfalls wird die schwere Sepsis als Untergruppe aus der ehemaligen Sepsis-Definition ge-

strichen. Es verbleibt aufgrund der héheren Sterblichkeit lediglich der septische Schock in

der neuen Definition. Die mit einem septischen Schock einhergehenden Kreislaufverande-

rungen bedingen die im Abschnitt 2.1.2. beschriebenen zellularen und metabolischen Ver-

anderungen, welche mit einer erhéhten Sterblichkeit in Verbindung gebracht werden kén-

nen [111]. Die klinische Notwendigkeit einer Vasopressorentherapie (Zielwert des mittleren

arteriellen Drucks groRer 65 mmHg) bzw. ein Anstieg der Laktatkonzentration iber 2 mmol/I,

trotz adaquater Volumentherapie, erlauben die Diagnose eines septischen Schocks [111].
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Der in Tabelle 3 gezeigte quick-SOFA-Score stellt eine vereinfachte Variante des SOFA-Scores
mit nur drei Kriterien dar [110]. Dies soll zur zligigen Patientenidentifikation, wie z.B.
prahospital oder auf Normalstation, dienen. Sind zwei von drei in der Tabelle 3 genannten
Kriterien erfillt, muss nach dem Vorliegen weiterer Organdysfunktionen gesucht und eine

entsprechende Therapie begonnen bzw. eskaliert werden.

Quick-SOFA (qSOFA)

Atemfrequenz = 22/min
Verandertes Bewusstsein Glasgow-Coma-Scale < 15
Systolischer Blutdruck <100 mmHg

Tabelle 3: Quick-SOFA-Score. Entnommen und modifiziert nach [110].

2.1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Die komplexe Pathophysiologie der Sepsis ist bis heute nicht vollstandig verstanden [52],
[88]. Am Beginn einer systemischen Inflammationsreaktion steht nach klassischer Vorstel-
lung das Einschwemmen und Erkennen von Bakterien oder anderer mikrobieller Bestandtei-
le mit nachfolgender Abwehrreaktion des Wirts auf die Infektion. Darliber hinaus kdnnen
auch nicht primar infektiologische Prozesse, wie z.B. ein Trauma, eine Verbrennung oder
eine Pankreatitis, eine systemische Inflammationsreaktion und nachfolgende Sepsis ausl6-
sen. Beiden Varianten ist gemeinsam, dass sie auf molekularbiologischer Ebene in eine ge-

meinsame Endstrecke auslaufen.
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Abbildung 1: Der Zusammenhang zwischen Infektion, Bakteriamie, Sepsis und SIRS. Nach Bone et al.[11]

Der Wirt bildet als initiale Reaktion auf die Erreger bzw. Erregerbestandteile proinflammato-
rische Zytokine, wie z.B. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-
6) und Interleukin-12 (IL-12). Eine zentrale Rolle nehmen hierbei mononukledre Zellen ein
[18], [24]. Diese binden v.a. das bei gramnegativen Bakterien vorhandene Endotoxin Lipopo-
lysaccharid-A. Im Zusammenspiel mit LPS-Bindungsproteinen, den zelluldren Rezeptoren
CD14 und TLR4 kommt es zu einer Aktivierung intrazelluldarer Prozesse lGber NFkB und der
Produktion von Zytokinen. Die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1 aktivieren in
einem darauffolgenden Schritt verschiedene Signalkaskaden, welche die Bildung weiterer
Zytokine, Lipidmediatoren, reaktiver Sauerstoffspezies und Zelladhasionsmolekiile zur Folge
haben. All dies aktiviert immunologische Zellen, wie z.B. neutrophile Granulozyten, und dient
dem Aufrechterhalten der immunologischen Reaktion. Weiterhin kommt es zytokin-
vermittelt zu einer Schadigung von Endothelzellen, die zu einer erhéhten GefaRpermeabilitat
mit intravasalem Volumenverlust fihrt [61]. In dieser sogenannten hyperinflammatorischen
Phase der Sepsis ergibt sich als zentrales Problem eine Mikrozirkulationsstérung mit einer
gestorten Sauerstoffverwertung [125]. Hierbei spielen die gebildeten reaktiven Sauerstoff-

und Stickstoffverbindungen eine maRgebliche Rolle. Vor allem das hochreaktive Peroxynitrit
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schadigt Lipide, Proteine und Ribonukleinsdauren. Zusatzlich interagiert es mit mitochondria-
len Enzymen der Atmungskette und hemmt diese irreversibel [125]. Die einsetzenden Repa-
raturmechanismen fiir die Ribonukleinsduren verbrauchen zusatzlich Nicotinamidadenin-
dinukleotid (NAD), wobei sinkende NAD-Spiegel die inflammatorische Kaskade aufrecht-
erhalten [125]. Das auftretende Missverhaltnis von Sauerstoffangebot und Sauerstoffnach-
frage fuhrt zu einer lokalen Gewebsischdamie mit der Folge einer eingeschrankten Organfunk-
tion, aus der ein Multiorganversagen entstehen kann, welches unbehandelt schnell zum Tod

fuhrt [18], [50].

gram-negativ
Erreger -
Ausloser LPS + LBP
Zielzelle
Mediator IL-1 IL-6 IL-12 TNFa
SEPSIS

Abbildung 2: Schema Wirkmechanismus gramnegatives Endotoxin Lipopolysaccharid. LPS: Lipopolysac-
charid, LBP: Lipopolysaccharid-Bindungsprotein, CD-14: Glykoprotein CD-14, TLR-4: toll-likeRezeptor 4, IL:
Interleukin. Modifiziert nach [101].

Die Phase der Gegenregulation, eingeleitet durch die Produktion anti-inflammatorischer Zy-
tokine, wie Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-4 (IL-4), fiihrt zu einer Dysbalance der Im-
munantwort [18]. Durch Apoptoseinduktion aktivierter Zellen kommt es zu einer Begrenzung
der immunologischen Antwort. Diese Phase bezeichnet man als Compensatory Antiinflamm-
atory Response Syndrom (CARS), welche in einer Immunparalyse mit weiteren Komplikatio-

nen enden kann [52].
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Beglinstigend auf die Entstehung der generalisierten Entzliindungsreaktionen wirkt das
gleichzeitige Vorhandensein von Komorbiditaten, wie z.B. eine Neutropenie, ein Diabetes
mellitus oder ein Dauerkatheter [1]. Haufige Eintrittspforten der Erreger in den Organismus

und Infektlokalisationen sind die Lunge, der Harntrakt und die Abdominalhéhle [14].

2.1.2.1 Peritonitis als Ursache einer Sepsis

Bei einer Peritonitis handelt es sich um eine Entziindung des Peritoneums (sog. Bauchfell).
Abhangig vom zeitlichen Verlauf kann eine Peritonitis akut oder chronisch sein. Von einer
lokalen Peritonitis spricht man bei einer 6rtlichen Begrenzung des Entziindungsprozesses. Im
Gegensatz dazu steht die diffuse Peritonitis, welche das gesamte Bauchfell betrifft und auch
als 4-Quadranten-Peritonitis bezeichnet wird. Atiologisch wird die Peritonitis in eine primire,
sekundare und tertidare Form unterteilt [97]. Im Rahmen einer primaren Peritonitis kommt es
Uber die hamatogene oder lymphogene Verschleppung von Erregern zu einer Inflammati-
onsreaktion. Sekundare Peritonitiden entstehen unter anderem nach einer intraabdominel-
len Hohlorganperforation, z.B. im Rahmen einer perforierten Appendizitis. Ebenso kénnen
ein lleus oder eine mesenteriale Ischamie zu einer Durchwanderungsperitonitis fliihren [97].
Sekundare Formen sind die haufigsten Peritonitiden [77], [108]. Bei tertiaren Peritonitiden
handelt es sich um persistierende Peritonitiden. Eine Besonderheit sekundarer Peritonitiden
ist der Umstand, dass es sich bei einer Perforation von Hohlorganen um ein polymikrobielles
Erregerspektrum, meist verursacht durch gramnegative Bakterien, handelt [108]. Erst die
spatere mikrobiologische Identifikation bringt Gewissheit Gber den vorhandenen Erregertyp
und die vorherrschende Resistenzlage. Dieser Umstand erschwert eine frihzeitig zielgerech-
te Therapie und begiinstigt Komplikationen wie die Sepsis oder den septischen Schock, wel-
che im Rahmen einer Peritonitis mit einer Letalitat zwischen 25% [14] und 38% [92] einher-
gehen. Die Therapie der Wahl ist die operative Versorgung, bestehend aus der Spilung der
Abdominalh6éhle und der Sanierung des Infektionsherdes. Dariiber hinaus wird unmittelbar
eine antiinfektive Therapie begonnen, die das erwartete Erregerspektrum abdeckt [77],

[108].
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2.1.3 Diagnose und Therapie

Zigiges und bedachtes Handeln ist im Rahmen eines septischen Geschehens fiir das Uberle-
ben der Patienten von immenser Bedeutung. Die Zeit bis zum Beginn einer Therapie beein-
flusst dabei maRgeblich die Prognose der Patienten [69]. Hierbei sollte der SOFA-Score, wie
in Tabelle 2 dargestellt, zur Diagnosefindung herangezogen werden. Nachfolgend sollten als
entscheidende TherapiemaBnahmen eine Fokussanierung durchgefiihrt und eine zielgerich-

tete kalkulierte Antibiotikatherapie begonnen werden.

Internationaler Goldstandard zum Nachweis einer Infektion ist die mikrobiologische Auswer-
tung von Blutkulturen [12], [68], [93]. Diese sollten vor Beginn der antimikrobiellen Therapie
entnommen werden, auller es kime hierdurch zu einer Verzogerung des Therapiebeginns
[87], [124]. Wichtig zu wissen ist, dass ein Drittel der Patienten mit einer septischen Symp-
tomatik negative Blutkulturen aufweist [78]. Ursachen hierfiir kbnnen unter anderem eine
antibiotische Vorbehandlung, ungeniigendes Untersuchungsmaterial oder eine zu lange Zeit-
spanne bis zur Inkubation sein [82], [105]. Aufgrund dieser Tatsachen mussen weitere labor-
chemische Parameter zur Diagnosefindung herangezogen werden. Insgesamt sind in der
Vergangenheit mehr als 100 Molekdile als Sepsis-Biomarker identifiziert worden [78]. Unklar
ist allerdings, welche Marker am besten geeignet sind, um die Erkrankung, den Verlauf und
die Prognose der septischen Patienten einschatzen zu kénnen [78]. Erschwerend kommt
hinzu, dass nicht jedes Labor die zur Verfiigung stehenden Biomarker analysieren kann und
dass die gefundenen Marker haufig eine geringe Spezifitat aufweisen. Beschrankt man sich
auf die drei klassischen Marker C-reaktives Protein (CRP), Interleukin-6 (IL-6) und Procalcito-
nin (PCT) ist es trotzdem moglich, die Diagnose einer generalisierten Inflammation zu stellen
[15], [96]. Zusatzlich ist es mithilfe des PCT mit hoher Wahrscheinlichkeit moglich, zwischen
einer infektidsen und einer nicht-infektidsen Atiologie zu unterscheiden [15], [96]. Ferner

kann das PCT Informationen Uber eine Effektivitat der antimikrobiellen Therapie liefern.

Die Handlungsempfehlung fiir TherapiemalBnahmen liefert die S2k-Leitlinie der Deutschen
Sepsisgesellschaft und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fiir Intensiv- und Not-
fallmedizin [12]. Die Autoren unterscheiden kausale, supportive und adjunktive Therapie-

malknahmen.
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2.1.3.1 Kausale Therapie

Die kausalen TherapiemaBnahmen umfassen eine umgehende Fokussanierung und eine
addaquate antibiotische Therapie. Eine Fokussanierung kann z.B. eine Implantatentfernung,
eine Wunderoffnung, eine Abszessspaltung, die Behebung einer Anastomoseninsuffizienz
oder die Therapie einer Peritonitis bedeuten. Zur Fokuseingrenzung kann die Untersuchung
von Urin, Tracheal- und Drainagensekret mit in Betracht gezogen werden [12]. Die ganzliche
Fokussanierung stellt hierbei die Basis einer erfolgreichen antibiotischen Therapie dar. Ist
der auslésende Fokus nur unzureichend saniert, verschlechtert sich die Uberlebenswahr-

scheinlichkeit des Patienten deutlich [67], [100].

2.1.3.1.1 Antibiotikatherapie

Antibiotika sind im Rahmen einer Sepsistherapie als Notfallmedikamente zu betrachten.
Nach Abnahme der Blutkulturen soll innerhalb einer Stunde nach Erkennen des septischen
Schocks die Antibiotikatherapie eingeleitet werden. Verzogert sich diese, erhoht sich die
Mortalitat drastisch [69]. Wenn moglich sollten zwei verschiedene Antibiotikaklassen ver-
wendet werden, die alle zu erwartenden Keime abdecken [70]. Die Entscheidung liber die
Therapie folgt dabei empirischen Kriterien, diese sind in den sogenannten Tarragona-
Strategien (Tabelle 4) als fiinf Thesen formuliert [28]. Bei immunsupprimierten oder neutro-
penischen Patienten muss zusatzlich an eine fungale oder virale Ursache des Schockgesche-

hens gedacht werden.
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Tarragona - Strategie

Look at your patient Beachtung des individuellen Risikoprofils des Patientens.
(Vorerkrankungen, friihere Antbiotikatherapie, Organdysfunktion)

Look at your hospital Abschatzen des Erregerspektrums und der Resistenzlage im eigenen
Krankenhaus.

Hit hard and early Die kalkulierte Antibiotikatherapie soll so schnell wie méglich begonnen
werden und bei Unkenntnis der Erreger das gesamte mogliche Spektrum
erfassen.

Get to the point Ausreichende Wirkspiegel am Ort der Infektion. Auswahl des Antibiotikums

nach geforderten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Gesichtspunkten.

Focus, focus, focus Nach vorliegen der mikrobiologischen Befunde sollte die Therapie Gber-
prift und gegebenfalls angepasst werden.

Tabelle 4: Tarragona-Strategie. Entnommen und modifiziert nach [102].

Wahrend einer Sepsis muss die Auswahl der Antibiotika neben einem breit abgedeckten Er-
regerspektrum ebenfalls die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Veranderun-
gen im Rahmen der generalisierten Inflammation berticksichtigen [64], [86], [116]. Vermin-
derte Wirkspiegel finden sich z.B. in der hyperdynamen Phase aufgrund einer erhéhten rena-
len Clearance. Ebenfalls fihrt das ,,capillary leak” zu einem groReren Verteilungsvolumen.
Erhohte Wirkspiegel finden sich unter anderem bei Leber- und/oder Niereninsuffizienz. Dar-
Uber hinaus erschwert die steigende Resistenzlage gegeniber den vier priméar bakteriziden
Antibiotikaklassen Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3. und 4. Generation, Fluorchi-
nolone und Carbapenemen die Therapie von Infektionen [39], [40]. Erschwerend kommt die
aufwendige Entwicklung und Markteinfihrung neuer Antibiotika, vor allem gegen gramnega-
tive Problemkeime, wie z.B. Pseudomonaden, hinzu [55]. Dies zwingt das medizinische Per-
sonal vorhandene Therapiekonzepte besser und sinnvoller zu nutzen, um gegenwartig noch

wirkende Reserveantibiotika, wie z.B. Meropenem, nicht in ihrer Wirkung abzuschwachen.

2.1.3.1.2 Das Antibiotikum Meropenem

In der vorliegenden Studie wurde das Antibiotikum Meropenem (Abbildung 3) verwendet.

Meropenem zahlt zu der Substanzklasse der Carbapeneme, welche gelegentlich als Reser-
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veantibiotika bezeichnet werden. Diese Substanzklasse zeichnet sich durch ihr breites anti-

bakterielles Spektrum, sowohl gegen gramnegative als auch grampositive Erreger, aus.

Abbildung 3: Strukturformel Meropenem. Entnommen aus [113].

Uber eine Bindung an das Penicillin-bindende-Protein kommt es zu einer Hemmung der
Zellwandsynthese [13], [25], [29]. Nach erfolgter Hydrolyse wird Meropenem vorwiegend
renal eliminiert, weshalb eine Dosisanpassung bei Niereninsuffizienz sinnvoll erscheint [29].
Aufgrund einer guten Gewebepenetration erreicht Meropenem ausreichend hohe Konzent-
rationen im Lungengewebe, dem Bronchialsekret, der Galle, dem Liquor, der Haut und Fas-
zien, sowie in peritonealen Exsudaten [29]. Meropenem zeigt eine gute Dosis-
Konzentrations-Wirkungskorrelation, vor allem bei leichten bis mittelschweren Infektionen
[13], [25]. Abhdngig vom Ortlichen Therapiekonzept wird Meropenem routinemaBig in der
Therapie von septischen Patienten eingesetzt. Allerdings gibt es Berichte Gber eine steigende
Anzahl an Therapieversagern, welche die Morbiditat und Mortalitdt bei einer schweren In-
fektion erhohen [9], [31]. Ursachlich werden die o.g. pharmakokinetischen Veranderungen
im Rahmen der Sepsis vermutet [126]. Darliber hinaus treten bereits in sidlichen europai-
schen Landern Stamme von Carbapenemase-produzierenden gramnegativen Bakterien auf,

welche die Therapie solcher Infektionen deutlich erschweren [58].

2.1.3.2 Supportive Therapie

Vorrangiges Ziel der supportiven Therapie ist die hamodynamische Stabilisierung des Patien-

ten. Dies beugt einer Gewebeischdamie vor und geht mit einer signifikanten Verringerung der
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Mortalitat einher [99]. Komplikationen wie Endotheldefekte oder Verbrauchskoagulopathie

werden hierdurch reduziert [61].

Kristalloide Infusionen sind das Mittel der ersten Wahl fir die Volumentherapie. Falls hohe
Mengen an Kristalloiden bendétigt werden, kdnnen diese mit Humanalbumin kombiniert
werden. Die Verwendung von HES ist aufgrund der erhéhten Inzidenz von Nierenversagen
nicht sinnvoll und bei kritisch Kranken kontraindiziert [8]. Bei inaddquatem Kreislauf gilt No-
radrenalin als Mittel der Wahl. Die Gabe von Dobutamin kann bei Patienten mit einer myo-

kardialen Dysfunktion erwogen werden.

Neben den kardialen Parametern Vorlast, Nachlast und myokardiale Kontraktilitat sollen

folgende Zielparameter zur hamodynamischen Stabilisierung berticksichtigt werden [67]:

e Zentralvendser Druck (ZVD) > 8 bzw. > 12 mmHg wahrend Beatmung
e Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) > 65 mmHg

e Diurese > 0,5 ml/kg/h

e Zentralvendse Sauerstoffsattigung (ScvO2) > 70 %

e Arterielles Laktat < 1,5 mmol/l bzw. Abfall des Laktats

Bei drohender respiratorischer Erschopfung erfolgt eine Intubation mit maschineller Beat-

mung. Zusatzlich kdnnen Nierenersatzverfahren zum Einsatz kommen.

2.1.3.3 Adjunktive Therapie

Die Deutsche Sepsisgesellschaft empfiehlt neben den o.g. MalRnahmen, dass die Gabe von
Glukokortikoiden, Insulin, Selen und Immunglobulinen im Einzelfall gerechtfertigt sein kann.
Dariiber hinaus sollte eine Thrombose- und Ulkusprophylaxe Teil des Therapieregimes sein.
Ebenso sollte eine ausreichende Analgosedierung gewahrleistet sein und das Erkennen und

Therapieren eines Delirs beachtet werden [12].
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2.2 Atemluftanalytik mittels lonenmobilitatsspektrometrie

2.2.1 Die lonenmobilitdtsspektrometrie

Langevin postulierte im Jahre 1903, dass Luft ein Gemisch aus diversen chemischen Spezies
sei. Diese trennte er in einem elektrischen Feld und lieferte damit das erste physikalische
Modell, welches die Bewegung von lonen in einem elektrischen Feld beschrieb [71], [106].
Thompson und Rutherford flihrten diese Untersuchungen fort und erkannten die proportio-
nalen Verhaltnisse zwischen Geschwindigkeit, Feldstarke und Beweglichkeit der lonen [106],

[115]. Dies stellt die Grundlage der heutigen lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) dar.

Mithilfe der IMS kénnen gasformige organische Substanzen nachgewiesen werden. Die Ge-
rate zeichnen sich durch ihre geringe Empfindlichkeit aus, wobei in Abhdngigkeit von den
jeweiligen Versuchsbedingungen die Nachweisgrenze im Bereich von Nanogramm pro Liter
(ng/L) bis Pikogramm pro Liter (pg/L) liegt. Ein weiterer Vorteil der IMS liegt in der hohen
Sensitivitdt bei gleichzeitig geringem technischem Aufwand, der schnellen Datenerfassung,

sowie der Moglichkeit zur bettseitigen Anwendung [7].

Die zu untersuchenden Analyten werden zunachst mithilfe einer Strahlenquelle, z.B. unter
Verwendung des Nickelisotops ©3Ni, chemisch ionisiert. AnschlieBend werden die ionisierten
Analyten durch eine Driftrohre geleitet. Innerhalb dieser Driftréhre wird den lonen ein stan-
dardisierter Luftstrom, z.B. aus synthetischer Luft, bis zum Auftreffen auf der Faraday-Platte
in der Detektorregion entgegengesetzt. Die Flugzeit, welche zum Durchqueren der Driftrohre
bendtigt wird, entspricht der ermittelten Driftzeit. Die Konzentration der Analyten ist gleich-
zusetzen mit der Anzahl der lonen, welche simultan auf der Faraday-Platte auftreffen [7],
[107], [121].

Die Kombination eines lonenmobilitatsspektrometers mit einem weiteren Messverfahren,
wie z.B. einer Multikapillarsdule (MCC), eignet sich besonders fiir die Analyse von Proben mit
hoher Luftfeuchtigkeit, wie z.B. Ausatemluft. Zusatzlich kann durch eine solche Vortrennung
die Spezifitat der Analyse erhoht werden. Bei der MCC handelt es sich um ca. 1000 parallel
angeordnete Mikrokapillaren aus Quarz, welche eine schnelle Vortrennung erméglichen. Die
Zeit, welche ein Analyt durch diese Kapillaren bendtigt, ist ebenfalls stoffspezifisch. Mithilfe
der erhaltenen Retentionszeit erfolgt eine zusatzliche Diskriminierung einzelner Analyten [7],
[19], [20].

24



2.2.1.1 Nicht-medizinische Anwendung

Bevor die IMS eine breite industrielle Nutzung erfuhr, diente sie hauptsachlich zur Detektion
von chemischen Kampfstoffen, Sprengstoffen und Drogen. Vor allem Kampfstoffe mit Phos-
phorverbindungen, wie Sarin oder VX-Gas, lassen sich problemlos mittels IMS detektieren
[95], [118]. Im Bereich der Drogenfahndung wird die IMS sowohl zum Nachweis von klassi-
schen Drogen wie Kokain und Heroin, als auch fiir den Nachweis von synthetisch hergestell-
ten Drogen verwendet [59], [62]. In den letzten Jahren erweiterte sich das Einsatzspektrum
der IMS kontinuierlich, so sind zur Detektion von Sprengstoffen in Flughafen kleine IMS-
Gerate an strategischen Punkten in Liftungsschachten zur Raumluftanalyse verbaut [66]. Die
Industrie nutzt die Technik vor allem unter dem Gesichtspunkt der Qualitatssicherung im
Rahmen der Lebensmittelproduktion, um z.B. die Reinheit von Gewilirzen zu kontrollieren

oder bakterielle Verunreinigungen festzustellen [119].

2.2.1.2 Medizinische Anwendung

Die verschiedenen Anwendungsgebiete der IMS werden standig ausgeweitet: Einer ur-
spriinglich industriellen Nutzung steht heute zusatzlich die Anwendung im medizinischen

Bereich gegeniiber.

Der medizinische Forschungsschwerpunkt liegt vor allem im Bereich der Atemluftanalyse.
Die Idee besteht darin, dass pathologische Veranderungen im Organismus das komplexe
Stoffwechselprofil der volatilen organischen Komponenten (VOCs) in der abgeatmeten Luft
beeinflussen [93]. Somit kann die verdnderte Zusammensetzung der Atemluft unter Um-
standen als eine Veranderung der Stoffwechsellage bzw. des Gesundheitszustands interpre-
tiert werden [37]. Die Gesamtheit der Atemluftzusammensetzung wird dabei auch als Exha-
lom bezeichnet.

Als nicht-invasive Analysemethode findet die IMS, wie aus Abbildung 4 hervorgeht, vor allem
Einsatz im Bereich der Pneumologie [34]. Vorausgegangene Untersuchungen zeigen, dass
sich die Zusammensetzung des Exhaloms von Patienten mit Lungenkrebs [21], [46], chro-
nisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) [10], [90], Asthma bronchiale [85], [120] oder
diversen Lungeninfektionen [74], [98] von gesunden Probanden unterscheidet. Im Bereich
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der Nephrologie (Nachweis einer Niereninsuffizienz) und der Gynakologie (Detektion vagina-

ler Infektionen) konnten ebenfalls vielversprechende Resultate erzielt werden [90], [112].

Medikamente und deren Abbauprodukte kdnnen ebenfalls durch die IMS-Atemluftanalyse
nachgewiesen und quantifiziert werden. So lassen sich wahrend einer Allgemeinanasthesie
in der Ausatemluft Signale finden, die mit den eingesetzten Arzneistoffen korrelierbar sind.
Beispielsweise kann neben den volatilen Andsthetika auch Propofol, ein intravendses Hypno-
tikum, in der Ausatemluft nachgewiesen werden [114]. Das Propofol Signal ist quantifizier-
bar, so dass eine direkte Korrelation zwischen der Konzentration in der Atemluft und im Blut
moglich ist. Das anasthesiologische IMS-Forschungsgebiet beschaftigt sich v.a. mit dem
Uberwachen der Narkosetiefe im Rahmen einer total intravendsen Anésthesie (TIVA), sowie

verschiedenen intensivmedizinischen Fragestellungen [43], [68], [79], [114].

Ubersicht Verodffentlichungen (n = 37)

M Pneu M Intensiv m Neph m Gyn m Pad m Ana m Versch

Abbildung 4: Verteilung der Publikationen zum Thema IMS in der medizinischen Forschung. Pneu: Pneumolo-
gie, Intensiv: Intensivmedizin, Neph: Nephrologie, Gyn: Gynakologie, Pad: Padiatrie, Ana: Anasthesie, Versch:

Verschiedene. Entnommen und modifiziert nach [34].

Auch im Kleintiermodell gibt es erste vielversprechende Untersuchungen die zeigen, dass

der Nachweis einer Inflammation tber eine Atemluftanalyse moglich ist. In einer Arbeit von
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Guaman et al., konnten mittels IMS Aceton und 14 weitere Analyten in der Atemluft von
Ratten identifiziert werden, die sich 24 Stunden nach intraperitonealer Injektion von Lipopo-
lysaccharid (LPS) im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant unterschieden [44]. In einer wei-
teren experimentellen Studie wurden Ratten beatmet, eine Pneumonie induziert und die
Ausatemluft gesammelt und kondensiert. In dem gewonnenen Atemluftkondensat konnten
Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) nachgewiesen werden. Die gefunde-
nen Zytokinkonzentrationen korrelierten dabei gut mit den Konzentrationen, die aus der
bronchialen Lavage gewonnen wurden [48]. Auch Bos et al. zeigten Veranderungen der ab-
geatmeten VOCs nach intravendser oder intratrachealer Applikation von LPS im Vergleich zu
unbehandelten Tieren sowie in Abhangigkeit des Applikationsweges [12]. In eigenen Vorar-
beiten war es unserer Arbeitsgruppe erstmalig moglich, eine kontinuierliche Atemluftanalyse
im Kleintiermodell durchzufihren, um somit Verdanderungen in der Ausatemluft Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden zuverladssig zu erfassen [2]. In einer weiteren Untersuchung wurde
bei mannlichen Sprague-Dawley Ratten eine polymikrobielle Sepsis mittels Zékum Ligatur
und Inzision (CLI) induziert und mit scheinoperierten Tieren verglichen. Insgesamt wurden
hierbei wahrend eines Untersuchungszeitraums von 10 Stunden Uber 100 verschiedene
VOCs gefunden, von denen 1-Propanol, 2-Hexanon, 3-Pentanon und Aceton als mogliche
Kandidaten zu einer Unterscheidung zwischen septischen und scheinoperierten Ratten die-
nen kénnten [37]. Welchen Einfluss die Verabreichung eines Antibiotikums auf die Zusam-

mensetzung der Ausatemluft hat, wurde bisher noch nicht untersucht.
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2.3 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die in der Einleitung geschilderte Datenlage zeigt, dass die Diagnose und Therapie der Sepsis
flir Mediziner weiterhin eine grolRe Herausforderung darstellt. Neben 6konomischen Aspek-
ten stehen vor allem eine Vielzahl von Komplikationen bei ,,nicht erkennen” des Krankheits-
bildes im Fokus. Die Atemluftanalyse mittels lonenmobilitatsspektrometrie konnte eine ge-
eignete nicht-invasive Analysemethode darstellen, um frihzeitig, kostenglinstig und patien-
tennah eine Sepsis zu diagnostizieren und die nachfolgende antiinfektive Therapie zu steu-

ern.

Anknlipfend an erste vielversprechende Untersuchungen, die charakteristische Veranderun-
gen im Exhalom von septischen Ratten nachweisen konnten, war es daher Ziel der vorlie-
genden Arbeit, den Einfluss des Antibiotikums Meropenem auf die Ausatemluft von septi-
schen und scheinoperierten Ratten zu untersuchen. Hierbei sollten folgende Fragen erdrtert

werden:
e Fiihrt die Gabe des Antibiotikums Meropenem zu charakteristischen Veranderungen der

abgeatmeten Atemluftsignale in der Ratte.

e Kann nach der Gabe des Antibiotikums Meropenem anhand des Exhaloms zwischen

scheinoperierten und septischen Tieren unterschieden werden.
e Konnen die gefundenen Verdnderungen in Zusammenhang mit der bakteriziden Wirkung

bzw. dem Abbau von Meropenem sowie einer veranderten Stoffwechsellage wahrend

einer Sepsis gebracht werden.
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3 Material und Methodik

3.1 Methodik

3.1.1 Versuchstiere

Alle Versuche wurden durch die lokale Tierschutzbehorde genehmigt (Landesamt fiir Sozia-
les, Gesundheit und Verbraucherschutz, Saarbriicken, Genehmigungsnummer: 56/2011) und
unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten
mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht zwischen 300-400g (Charles River
WIGA GmbH, Germany). Zum Zeitpunkt des Versuchs waren die Tiere 8-10 Wochen alt. Die
Tiere verblieben bis zum Versuchsbeginn im Tierstall des Instituts fiir Klinisch Experimentelle
Chirurgie der Universitatsklinik des Saarlandes und wurden unter kontrollierten Bedingun-
gen (Temperatur 20°C +/- 2°C, Luftfeuchtigkeit 50 + 5%, Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12
Stunden) gehalten. Die Fiutterung erfolgte bis zwolf Stunden vor Versuchsbeginn mit einem

Standardlaborfutter. Zugang zu Wasser ad libitum wurde immer gewahrleistet.

3.1.2 Medikamente und Chemikalien

Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos, Germany) und Atracurium (Hexal, Holzkirchen, Germa-
ny) standen als gebrauchsfertige Losungen zur Verfliigung. Das Antibiotikum Meropenem
(Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) wurde in NaCl 0,9% (B.Braun, Melsungen, Germa-

ny) gelost.

3.2 Material

3.2.1 Versuchsgruppen

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einfluss des Antibiotikums Meropenem
ohne und mit experimentell induzierter CLI-Sepsis auf die Zusammensetzung der abgeatme-

ten fliichtigen organischen Verbindungen bei der Ratte zu untersuchen. Hierflir wurden die
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Tiere in zwei Gruppen mit einer GruppengrélRe von n = 10 randomisiert. Tabelle 5 gibt einen

detaillierten Uberblick tiber Einteilung, Nomenklatur und Intervention.

Intervention bzw. Behandlung Bezeichnung und Symbol Anzahl der Tiere
Coecum Ligatur und Inzision + CLI-M —— n=10
Meropenem

Scheinoperation + Meropenem Sham-M —— n=10
Gesamtanzahl n=20

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen.

3.2.2 Versuchsprotokoll

Direkt nach der Sepsis-Induktion erhielten die Versuchstiere 40 mg/kg/KG Meropenem (M)
als einmaligen Bolus intravends. Die Versuchsdauer wurde auf 10 h begrenzt. Es erfolgten
regelmalige Blutentnahmen zur Blutgasanalyse (ty, ca. 0,1 - 0,2 ml Blut pro Zeiteinheit) und
zur Untersuchung der Zytokine TNFa, IL-10 und IL-6 (tx.;, ca. 0,5 ml Blut pro Zeitpunkt). Zu-
satzlich wurden alle hamodynamischen Parameter Uber den gesamten Versuchszeitraum
erfasst. Die Totung der Tiere erfolgte am Versuchsende durch eine Uberdosis Pentobarbital

in tiefer Narkose.

Sepsis: CLI-M oder Sham-M

\

Untersuchungszeitraum (10 h)

v v v

gz 25 54z tr 5 tigez

-_—em e mm mm  m e wm ===

IMS Sampling alle 20 min

Abbildung 5: Versuchsprotokoll. t: Zeit, t«: Blutgasanalyse, t., : Zytokinanalyse, CLI-M: Coecum Ligatur und

Inzision + 40 mg/kg/KG Meropenem, Sham-M: Scheinoperierte Versuchstiere + 40 mg/kg/KG Meropenem
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3.2.2.1 Chirurgische Praparation

Die Versuchstiere wurden zu Beginn mittels einer inhalativen Kurznarkose (Sevofluran Bax-
ter, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, Germany) in einen Zustand der Bewusst-
losigkeit versetzt, gewogen und auf einer Warmeplatte in Riickenlage fixiert. Anschliefend
erfolgte, zur Aufrechterhaltung der Narkose, die intraperitoneale Injektion des Narkotikums
Pentobarbital in einer Dosierung von 60 mg/kg/KG. Nach Erreichen einer ausreichenden

Narkosetiefe wurde mit der chirurgischen Praparation begonnen.

Nach medianem Hautschnitt zwischen Mandibula und Manubrium sterni wurden die beiden
Glandulae submandibulares und die pratracheale Muskulatur nach lateral mobilisiert und die
Trachea auf einer Lange von 1 cm distal des Cartilago thyroidea freigelegt. Anschliefend er-
folgte durch Querinzision eines Lig. anulare die Platzierung der Trachealkaniile, dabei wurde
auf eine beidseitige Thoraxexkursion geachtet. Nachfolgend wurde die rechte V. jugularis
interna kanduliert. Orientierend an der pratrachealen Muskulatur wurde die V. jugularis in-
terna mobilisiert und katheterisiert (Fine Bone Polythene Tubing, 0,58 mm ID/0,96 mm OD,
15cm Lange, Smiths Medical International Ltd., Kent, United Kingdom). Nach Sicherung des
zentralen Venenkatheters (ZVK) mit vorgelegten Nadhten erhielten die Versuchstiere Uber
diesen Zugang eine Vollelektrolytlésung (Sterofundin® ISO, B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Germany) mit 10ml/kg/h via Perfusor (Fresenius Kabi, Injectomat®, TIVA Agilia, Bad

Homburg, Germany) zur Deckung des Grundbedarfs an Fllssigkeit.

Zur kontinuierlichen invasiven Erfassung der Herzfrequenz, des mittleren arteriellen Blut-
drucks (MAP) (PowerLab 8/35, LabChar V7, ADInstruments, Oxford, Great Britain) und zur
wiederholten Entnahme von Blutgasanalysen (Radiometer ABL 800 Basic, Willich, Germany)
erfolgte im nachsten Schritt die Kanilierung der A. carotis communis sinistra. Am bereits
freigelegten Halsabschnitt wurde die medial gelegene Vagina carotica sinistra dargestellt
und der N. vagus von der Arterie gelost. Nach Inzision wurde der Katheter (Fine Bone Poly-
thene Tubing, 0,58 mm 1D/0,96 mm OD, 15cm Lange, Smiths Medical International Ltd.,

Kent, United Kingdom) ca. 2,5 cm intravasal vorgeschoben.

Im nachsten Schritt erfolgte die unter 3.2.2.2. geschilderte Sepsis-Induktion.
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Nach Abschluss der chirurgischen Praparation wurden die Versuchstiere an den Kleintierven-
tilator (KTR5, Hugo-Sachs, March-Hugstetten, Germany) angeschlossen. Zur Muskelrelaxati-
on wurde Atracurium intravends verabreicht. Die Ausgangsparameter des Beatmungsgerats

wurden wie folgt eingestellt:

e Atemfrequenz 60-80/min
e Atemzugvolumen 2-3ml, entspricht 8 ml/kg/KG
e PEEP2cmH,0

e Inspirations-Ratio 45%

Die Beatmungsparameter wurden anhand regelmafiger Blutgasanalysen angepasst. Nach
Anschluss der Versuchstiere an das Beatmungsgerat folgte eine 30-minitige Adaptations-
phase, nach der die Ausgangswerte erhoben, die erste Atemluftanalyse entnommen und die

Tiere der randomisierten Behandlungsgruppe unterzogen wurden.

3.2.2.2 Sepsis-Induktion mittels Coecum Ligatur und Inzision (CLI)

Die Induktion der polymikrobiellen Sepsis wurde nach einem modifizierten Modell der
Coecum Ligatur und Inzision, wie von Scheiermann et al. veroffentlicht, durchgefiihrt [104].
Hierfir erfolgte eine mediane Laparotomie entlang der Linea alba. Nach Eréffnen des Ab-
domens wurde das Coecum aufgesucht, mobilisiert und anschlieRend die mesenterialen Ge-
faRe oberhalb der lleocoecalklappe ligiert, wodurch weiterhin eine Darmpassage gewahrleis-
tet wurde. Die Inzision erfolgte auf der antimesenterialen Seite des Coecums, welches an-
schlieBend an seinen urspriinglichen Platz im Abdomen zuriickverlagert und die Bauchdecke

mittels Einzelknopfndhten verschlossen wurde.
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Abbildung 6: Mobilisiertes Coecum beim Versuchstier. Das Abdomen wurde in der Linea alba eroffnet, hierzu
wurden Fell (6) und Peritoneum (7) durchtrennt. Das Coecum (1) wurde aufgesucht und mobilisiert. Die Ligatur
erfolgte entlang der eingezeichneten Geraden (4), die 1,5 cm lange Inzision entlang der Geraden (2). Erkennbar

sind hier auch terminales Ileum (5) und Colon ascendens (3). Entnommen aus [63].

3.2.2.3 Versuchsaufbau zur Atemluftanalyse

Der vorliegende Versuchsaufbau wurde in vorausgegangenen Studien von unserer Arbeits-
gruppe etabliert und validiert [130]. Hierdurch konnte eine maximal standardisierte Ent-

nahme der Atemluftprobe ermdoglicht werden.

Die Versuchstiere waren wahrend des gesamten Versuchszeitraums narkotisiert und
relaxiert. Das verwendete Beatmungsgerat wurde eine Stunde vor und wahrend des gesam-
ten Versuchszeitraums mit synthetischer Luft (O, 20,5 Vol-%, N, 79,5 %, CO, < 100 ppbv, CO
< 100 ppbv, Kohlenwasserstoffe < 50 ppbv, Stickoxide < 10 ppbv, SO, < 5 ppbv, H,S < 5 ppbyv,
H,0 < 2 ppmyv; Air Liquide, Ludwigshafen, Germany) hoéchster Reinheit betrieben. Hierdurch
konnten Stérsignale aus der Raumluft auf ein Minimum reduziert werden. Uber den Exspira-
tionsschenkel des Beatmungsgerats, welcher End-zu-Seit mit dem Multikapillarsaulen-

lonenmobilitatsspektrometer (MCC-IMS) verbunden war, erfolgte die Probenentnahme. Alle
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zum Einsatz kommenden Proben- und Beatmungsschlauche bestanden aus Polytetrafluo-
rethylen (Teflon®), die dazugehdrigen Konnektoren aus Edelstahl. Dies minimierte ebenfalls
Storsignale ausgehend von den verbauten Materialien. Alle 20 Minuten erfolgte die automa-
tisierte Atemluftanalyse. Hierfliir wurde 20 Sekunden lang eine Atemluftprobe von 10 ml
Uber den exspiratorischen Schenkel entnommen. Diese Prozedur fiihrte zu keiner hamody-
namischen oder pulmonalen Beeintrachtigung der Versuchstiere. Abbildung 7 zeigt eine ver-
einfachte schematische Darstellung des Versuchsaufbaus, Abbildung 8 einen Arbeitsplatz mit

Versuchstier und MCC-IMS.

Respirator

Synthetische Luft

Abbildung 7: Experimenteller MCC-IMS Arbeitsplatz. Entnommen und modifiziert nach [130].
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Perfusor

Monitor

Versuchstier
Beatmungsschlauche
<«—— Probenschlauch MCC-IMS

Beatmungsgerat

MCC-IMS

Power Lab Transducer
Abbildung 8: Experimenteller MCC-IMS Arbeitsplatz.

3.2.3 Aufbau und Funktion eines lonenmobilitdtsspektrometers

Ein lonenmobilitatsspektrometer besteht im Wesentlichen aus drei Funktionskomponenten:

Dem lonisationsraum, der Driftrohre und der Faraday-Platte.

Gasauslass

A

H Drlftfeld

Probeneinlass Driftgas Einlass
+ ——
Tragergas . . ]
= $ 0 .
oo

lonen

Faraday-Platte
Strahlenquelle Schaltgmer antrlnge

lonisationsregion Driftregion Detektions-
region

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines lonenmobilitatsspektrometers. Modifiziert nach [19], [20].
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Im vorgeschalteten lonisationsraum erfolgt die Erzeugung der lonen aus dem Luftgemisch.
Daflir gelangen die Analyten mithilfe eines Tragergases, meist Stickstoff oder Luft, durch ein
Probenzufuhrsystem in den lonisationsraum. Eine dort vorhandene radioaktive Strahlenquel-
le flihrt zu einer lonisation der enthaltenen Molekiile. Im vorliegenden Versuch wurde hier-
far das Nuklid ®3Ni verwendet, welches R-Teilchen der Starke 67 keV emittiert. Zundchst wird
das Tragergas und im Anschluss daran das Analytengemisch ionisiert. Verschiedene Mecha-
nismen, wie Elektronen- oder Protonentransfer, ionisieren hierbei die Analyten. Man spricht
von einem indirekten lonisationsprozess. Im IMS-Spektrogramm sind neben den Peaks eben-
falls diese Reaktionsionen-Peaks (RIP) zu erkennen. Durch ein sich periodisch 6ffnendes
Schaltgitter gelangen die lonen in die nachgeschaltete Driftregion. Das aus zwei Drdahten be-
stehende Schaltgitter ist geschlossen, wenn zwischen diesen Drahten ein senkrecht zum
elektrischen Feld der Driftregion angelegtes elektrisches Feld vorliegt, das sogenannte Quer-
feld. Bricht dieses Querfeld in seiner Spannung zusammen und gleicht dem Langsfeld in der
Driftregion, 6ffnet sich das Schaltgitter. Die lonen wandern entlang des elektrischen Feldes
von 200-500 V/cm in Richtung Faraday-Platte, welche als Detektor fungiert. Die Driftregion
ist aus einzelnen Driftringen, bestehend entweder aus Glas, Keramik oder Teflon, aufgebaut.
Der Abstand der einzelnen Driftringe und deren Radius sind fiir die Homogenitat des elektri-
schen Feldes in der Driftregion von maligeblicher Bedeutung. Wahrend der Transitzeit der
lonen durch das elektrische Feld stromt diesen ein Gas entgegen. Kollisionen mit neutralen
Molekiilen aus diesem Gas bedingen die charakteristische Driftgeschwindigkeit. An der Fara-
day-Platte am Ende der Detektionsregion erzeugen die auftreffenden lonen ein elektrisches
Signal, welches von einem Strom- und Spannungswandler verstarkt wird und dadurch das
Messsignal generiert. Tragt man abschlieRend die ermittelte Intensitdt gegen die Driftzeit

auf, erhalt man das typische IMS-Spektrum wie in Abbildung 10 dargestellt.

36



0,8

05

Intensitat [V]

04 |

| ’
WA
0,2 wl Wi““wmw

1 L

0 10 20 30 40
Driftzeit [ms]

Abbildung 10: Beispiel eines IMS-Einzelspektrums einer Ausatemluftmessung.

Die im vorliegenden Versuch eingestellten Betriebsparameter des Bioscout 2011 MCC-IMS

sind in Tabelle 4 dargestellt.

Betriebsparameter Bioscout 2011 MCC-IMS

lonisationsquelle R-Strahler (53Ni, 550 MBq)
Elektrische Feldstarke 300V em™
Driftstrecke 12 cm
Driftdurchmesser 15 mm
Offnungszeit des Schaltgitters 300 us
Driftgasfluss 100 ml min~*
Tragergasfluss 150 ml min™
Betriebstemperatur 40 °C

Druck Umgebungsdruck
Volumen der Probenschleife 10 ml
Probenfluss 75 ml min™

Tabelle 6: Betriebsparameter des lonenmobilitdtsspektrometers (Bioscout 2011, B&S Analytik, Dortmund,

Germany).
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3.2.3.1 Mobilitat von lonen im elektrischen Feld

Die Mobilitit K der lonen ldsst sich physikalisch wie folgt beschreiben:
Die Driftgeschwindigkeit (vd) ist abhangig von der Driftstrecke (|d) und der dafiir bendtigten
Driftzeit (td):

Daruber hinaus ist die Driftgeschwindigkeit (vd) das Produkt der angelegten Feldstarke (E)

mal dem Faktor K:

Vg =K+ E

Die Driftgeschwindigkeit (vd) ist somit proportional zur Feldstarke (E). Der Faktor K ist ein
stoffspezifischer Mobilitatskoeffizient. Die Feldstarke E setzt sich aus der Driftspannung (Ud)

zur Driftstrecke (|d) zusammen:

Zusammengefasst und vereinfacht ergibt sich folgende Gleichung:

U 2
tq la Ug * tg

Die Mobilitdt K eines Stoffes steht unter dem Einfluss von Temperatur und Druck. Erhéhte
Temperaturen flihren zu einer verstarkten Mobilitdt, wohingegen ein erhoéhter Druck zu ei-

ner reduzierten Mobilitat fihrt. Bei der Beschreibung der Mobilitdt eines lons einigt man
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sich deshalb auf standardisierte Temperatur- (T) und Druckverhaltnisse (p) (Standardtempe-

ratur (T0O) 273,15 °K und einem Standarddruck (p0) 1013,25 hPa), Ko genannt:

To p
Ky =K*—x%—
0 *T*po

Die Einheit von Ko ist cm?/Vs. Somit ldsst sich jeder Analyt anhand seiner spezifischen lo-

nenmobilitat beschreiben.

3.2.3.2 Der Einfluss von Feuchtigkeit

Analysegemische mit hohen Wasserdampfkonzentrationen, wie z.B. der menschliche Atem,
beeinflussen die Analytik der IMS. Die in einer Probe enthaltenen Wassermolekiile erfahren
in dem lonisationsraum ebenfalls eine lonisierung. Dadurch dndert sich das komplette loni-
sationsverhalten des Analysegemischs und die IMS-Messsignale werden verdandert [26].
Dieses Problem lasst sich umgehen. Durch eine Erhéhung der Betriebstemperatur, im vorlie-
genden Versuch auf 40 °C, wird die Stabilitdt der lon-Wasser-Verbindungen beeintrachtigt
und der Hydratationsgrad des Analysegemischs reduziert. Koppelt man zusatzlich das IMS
mit Systemen zur Vortrennung der zu untersuchenden Probe, so kann die Wasserdampfkon-
zentration deutlich reduziert werden. Dadurch steigt die Empfindlichkeit des IMS weiter an.
Geeignete Systeme hierfiir sind unter anderem die Gaschromatographie, die Flissigkeits-

chromatographie oder eine Multikapillarsaule.

3.2.3.3 Die Multikapillarsaule

Die Multikapillarsdule erlaubt eine Vortrennung komplexer Gasgemische und eignet sich
zusatzlich zur Separation von Proben mit einer hohen Wasserdampfkonzentration. Diese ist
notwendig, um die Uberlagerung der Messsignale durch ionisierte Wassermolekiile zu redu-
zieren. Dadurch wird eine qualitativ hochwertige Identifizierung der Analyten erreicht. Die

Multikapillarsaule ist aus bis zu 1000 parallel angeordneten Einzelkapillaren aufgebaut und
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in Form eines Blindels angeordnet. Der Durchmesser einer Kapillare liegt zwischen 50-250
um bei einer Lange der Saule von 50-300 mm. Durch diese Anordnung wird, im Vergleich zu
herkdmmlichen Kapillarsaulen, ein vergroBerter Gesamtdurchmesser erreicht. Dies bietet
den Vorteil, dass die Multikapillarsdule mit hoheren Gasflussraten (bis zu 300 ml/min) be-
trieben werden kann. Dadurch ist dieses System kaum anfallig flir Schwankungen durch das
verwendete Tragergas. Abhangig von der jeweiligen Molekiilstruktur erfolgt die Vortren-
nung. Die dabei bendtigte Passagezeit des Analyten durch die einzelne Kapillare wird Re-
tentionszeit genannt. Mithilfe der Retentionszeit erfolgt eine weitere spezifische Charakteri-
sierung des Analyten.

In der vorliegenden Versuchsdurchfihrung wurde zur Vortrennung die Multikapillarsaule
MCC-OV5 der Firma Multichrom (Moskau und Novosibirsk, Russia) verwendet. Tabelle 5

zeigt die Betriebsparameter der verwendeten Multikapillarsaule.

Betriebsparameter der Multikapillarsaule MCC-OV5

Temperaturbereich max. 250 °C
Tragergasfluss 5-300 ml/min
Saulenlange bis 100 cm
Bodenzahl / m 5000

Anzahl der geblindelten Kapillaren 900 - 1200
Innendurchmesser der Kapillaren 43 um
Saulendurchmesser 3mm

Polaritat unpolar / polar
Filmdicke 200 nm

Tabelle 7: Betriebsparameter der Multikapillarsaule.
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Abbildung 11: Querschnitt einer Multikapillarsdule (Quelle: ISAS)

3.2.4 Signalauswertung

Die gemessenen Signale wurden mithilfe der Software Visual Now, Version 3.1 (B&S Analytik,
Dortmund, Germany) quantifiziert und identifiziert. Alle gefundenen Signale zwischen einer
Starke von 1 mV und 5 V wurden als Peak definiert. Diese wurden anhand ihrer Retentions-
zeit (RT) und ihrer Driftzeit (1/Ko-Value) lokalisiert. Hierbei ist die obere Detektionsgrenze
von 5 V durch die maximal mogliche lonisation der verwendeten Strahlenquelle bedingt. Die
untere Grenze von 1 mV liegt immer noch fiinffach héher als das Hintergrundrauschen der

IMS-Signale.

Die Identifikation der einzelnen Peaks gelang mit Hilfe der MIMA-Software (KIST Europe,
Saarbriicken, Germany) in Kombination mit der MCC/IMS Database Version 1209 (B&S Ana-
lytik, Dortmund, Germany) [80]. Grundlage dieser Software bildet die aus gaschromatogra-
phischen Messungen mit Reinsubstanzen erhaltenen Daten. Konnte keine Ubereinstimmung
eines Peaks mit Messungen dieser Datenbank gefunden werden, wurde diese Substanz als

“unknown” klassifiziert.
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Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung eines 3D-Spektrogramms mit den Dimensionen Driftzeit (IMS) und
Retentionszeit (MCC) zur Peaklokalisation. Die Intensitdt gibt die konzentrationsabhingige Signalstarke des

jeweiligen Analyten an.
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Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung eines Spektrogramms und des Einzelpeaks fiir den Analyten Aceton.
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3.2.5 Zytokinbestimmung mittels ELISA

Die Bestimmung der Zytokine TNFa, IL-10 und IL-6 erfolgte aus der arteriell gewonnen Blut-
probe unter Verwendung kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits (Firma BD Biosciences, San
Diego, USA). Die vom Hersteller geforderten Verfahrensablaufe wurden eingehalten. Grund-

legende Idee der ELISA-Messung ist das Sandwich-Prinzip.

Auf einer Mikrotitierplatte angebrachte spezifische monoklonale Antikérper werden mit der
zu untersuchenden Probe inkubiert. Hierbei geht der befestigte Antikorper eine Verbindung
mit dem passenden Epitop des zu messenden Zytokins ein. Nicht gebundene Proteine wer-
den in einem folgenden Waschgang entfernt. Darauf folgend wird ein zweiter, enzymgekop-
pelter Peroxidase-Antikorper auf die Mikrotitierplatte aufgetragen. Dieser Antikorper bindet
ebenfalls an ein weiteres Epitop des zu untersuchenden Zytokins. Erneut folgt ein Wasch-
gang nach abgeschlossener Inkubationszeit, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen.
Im folgenden Schritt wird durch Zugabe einer Peroxidase-abhangigen Substratldsung eine
Farbreaktion erzeugt. Diese ist proportional zur Menge des gebundenen Antikdrpers am
Zytokin. Nach einer Inkubationszeit von 15-30 Minuten bei Dunkelheit wird ein Fortschreiten
der Farbreaktion durch Hinzufligen von 1 molarer Schwefelsdure beendet. Photometrisch
wird mithilfe eines ELISA-Readers (ELx800™ Absorbance Microplate Reader, BioTEK® Instru-
ments GmbH Bad Friedrichshall, Germany) die stattgefundene Farbreaktion bestimmt und
unter Zuhilfenahme der entsprechenden Software (BioTEK Gen5™) analysiert. Die zugrunde
liegende Standardkurve wird anhand zweier Verdiinnungsreihen, welche mit rekombinanten
Zytokinen behaftet sind, bestimmt. Die minimale messbare Konzentration liegt laut Herstel-

ler bei 2pg/ml fiir TNFa, bei 5pg/ml fiir IL-10 und 1 pg/ml fir IL-6.

Q O Q Peroxidase

AntikGrper 2

@ <> <> i:ci):;rr‘per 1
o W W

Abbildung 14: Schematische Darstellung der ELISA-Technik
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3.2.6 Statistische Auswertung

Die Studienplanung und die statistische Auswertung der vorliegenden Arbeit erfolgte mit
Hilfe der Software SigmaPlot (Version 12.5; Systat Software Erkrath, Germany). Die zugrunde
liegende Fallzahlanalyse bezieht sich auf die Voruntersuchungen zur Etablierung der IMS-
Messungen an beatmeten Sprague-Dawley Ratten, sowie bereits veréffentlichten Daten fiir
die geplanten Untersuchungsmodelle [33], [130]. Aufgrund sehr feiner Unterschiede musste
biomathematisch daher von einer GruppengréRe n = 10 mit einer Power von 0,8 und einem

a-Fehler von 0,05 ausgegangen werden.

Von allen erhaltenen Messwerten wurde eine Deskriptivstatistik erstellt. Nach Prifung der
Normalverteilung (Kolmogorow-Smirnow Test) wurde zum statistischen Vergleich zwischen
den Gruppen eine Varianzanalyse (one way ANOVA), gefolgt von einem post-hoc-Test (Holm-
Sidak Methode) durchgefiihrt. Der Vergleich innerhalb der Gruppen erfolgte mittels Vari-
anzanalyse fiir verbundene Stichproben (repeated measure ANOVA), ebenfalls gefolgt vom
Holm-Sidak Test zur Korrektur fir multiple Vergleiche. Wurden die Voraussetzungen zur
Durchflihrung eines parametrischen Testverfahrens nicht erfiillt, so wurden die entspre-
chenden nicht-parametrischen Testverfahren angewendet. P-Werte < 0,05 wurden als statis-

tisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberlebenszeit wihrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem
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Abbildung 15: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier wihrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem. CLI-M:
Coecum Ligatur und Inzision + 40 mg/kg/KG Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + 40 mg/kg/KG Merope-

nem.

Alle scheinoperierten Tiere (iberlebten den Untersuchungszeitraum von 10 Stunden. Nach
Induktion der CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem verstarb ein Tier wahrend des Untersu-
chungszeitraums. Die mittlere Uberlebenszeit innerhalb der CLI-M-Gruppe lag bei 9,8 + 0,2 h

(C1 95 % 9,4 — 10,0 h).
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4.2 Mittlerer arterieller Blutdruck wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Mero-
penem
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Abbildung 16: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) wihrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem. # p<0,05
Sham-M vs. CLI-M, CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + 40 mg/kg/KG Meropenem, Sham-M: Scheinoperation

+ 40 mg/kg/KG Meropenem. Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.

Zu Beginn des Versuchs zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den zwei
Beobachtungsgruppen bezlglich des mittleren arteriellen Blutdrucks. Alle scheinoperierten
Versuchstiere waren iber den gesamten Versuchszeitraum hamodynamisch stabil. Nach
Induktion der Sepsis und Therapie mit Meropenem zeigte sich eine allmahliche hamodyna-
mische Dekompensation mit Abfall des MAP, welcher sich im Verlauf signifikant von den

scheinoperierten Tieren unterschied (p<0,05 fiir Sham-M vs. CLI-M nach 7 h).
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4.3 Blutgasanalyse wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem

Oh 25h 5h 75h 10h
Uberlebensrate
Sham-M 10 10 10 10 10
CLI-M 10 10 10 10 9
pH
Sham-M 7,38 + 0,04 7,37 £ 0,06 7,35* + 0,02 7,35 + 0,02 7,39* + 0,04
CLI-M 7,39 + 0,02 7,31 + 0,03 7,32 + 0,05 7,30# + 0,05 7,31# + 0,06
BE
Sham-M 29 = 27 57 £ 16 -59* + 27 -58* + 24 -49* £ 23
CLI-M 31 + 09 70 % 19 88" + 16 97% + 29 -103%+ 35
Laktat [mmol/l]
Sham-M 09 = 0,2 06 % 0,2 0,5 + 01 05* + 01 05* % 0,1
CLI-M 09 % 01 07 £ 02 13 % 05 18 % 05 1,8% + 08
pO,[mmHg]
Sham-M 738 + 3,0 739 £ 79 73,2 + 36 67,5 + 33 783 £ 3,0
CLI-M 61,3 + 3.2 59,4 + 40 70,9 + 32 65,4 + 44 68,0 + 55
pCO, [mmHg]
Sham-M 34,7 + 52 31,7 £ 48 32,5 + 6,7 31,4 + 89 285 + 125
CLI-M 353 + 38 36,9 + 42 32,2 + 52 32,8 + 6,7 30,8 + 83
Oxygenierungsindex
Sham-M 351 + 143 352 + 37,6 349 + 171 321 + 157 373 + 14,3
CLI-M 292 + 15,2 283 + 19,0 338 + 1572 311 + 21,0 324 + 26,2

Tabelle 8: Blutgasanalyse wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem. # p<0,05 vs. 0 h. BE: Baseniiber-
schuss, pO,: Sauerstoffpartialdruck, pCO,: Kohlenstoffdioxidpartialdruck, CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision +
40 mg/kg/KG Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + 40 mg/kg/KG Meropenem, Darstellung: Mittelwert +

95% Konfidenzintervall des Mittelwerts.

Die Blutgasanalysen erfolgten zu den Zeitpunkten O h, 2,5 h, 5 h, 7,5 h und 10 h nach Sepsis-
Induktion bzw. Scheinoperation und Therapie mit Meropenem. Der Zeitpunkt O h ist als Ba-
seline zu betrachten. In der Blutgasanalyse wurden der pH-Wert, der Base-Excess (BE), der
Laktat-Wert, sowie der Sauerstoff- (pO,) und Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) erhoben.

Zusatzlich wurde der Oxygenierungsindex nach Horowitz

. . Arterieller Sauerstof fpartialdruck in mmHg
(Oxygenierungsindex = , : —~) berechnet.
Inspiratorische Sauerstof fkonzentration

Zu Versuchsbeginn waren alle erhobenen Parameter in den Gruppen vergleichbar. Innerhalb
der CLI-M-Gruppe fiel der pH-Wert und BE Uber die Versuchsdauer im Vergleich zu den Aus-
gangswerten signifikant ab (p<0,05 fir pH vs. 0 h ab 7,5 h; fiir BE vs. 0 h ab 5 h). Zusatzlich
konnte bei den septischen Versuchstieren mit Meropenem Therapie ein signifikanter Anstieg
des Laktats beobachtet werden (p<0,05 fiir Laktat vs. 0 h ab 10 h). Innerhalb der scheinope-
rierten Gruppe kam es zu keinen signifikanten Veranderungen des pH- und Laktat-Werts,

sowie des Basenliberschusses. Die erhobenen respiratorischen Parameter pO,, pCO, und der

47



errechnete Oxygenierungsindex zeigten Uber die gesamte Versuchsdauer keine signifikanten

Unterschiede.

4.4 Zytokinplasmakonzentration wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Merope-
nem

Oh 5h

TNFa [pg/ml]

Sham-M 00 =+ 02 0,0 + 00

CLI-M 00 =+ 00 2,4 + 38
IL-10 [pg/ml]

Sham-M 03 * 07 3,3 + 69

CLI-M 00 <+ 00 451 * £ 217
IL-6 [pg/ml]

Sham-M 406 = 147 381 + 155

CLI-M 535 + 148 4452 + 2953

Tabelle 9: Zytokinplasmakonzentration wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem. * p<0,05 vs. 0 h (Ba-
seline), TNFa: Tumornekrosefaktor-a, IL-10: Interleukin-10, IL-6: Interleukin-6, CLI-M: Coecum Ligatur und
Inzision + 40 mg/kg/KG Meropenem, Sham + M: Scheinoperation + 40 mg/kg/KG Meropenem. Darstellung:

Mittelwert + 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts.

Zum Versuchsbeginn (Zeitpunkt 0 h, entspricht der Baseline) unterschieden sich die proin-
flammatorischen Zytokine TNFa, IL-10 und IL-6 in ihren Plasmakonzentrationen nicht. Nach
flinf Stunden Versuchsdauer kam es in der Versuchsgruppe mit den behandelten septischen
Tieren (CLI-M) fur die Zytokine TNFa, IL-10 und IL-6 zu einem Anstieg der Plasmakonzentra-
tionen gegeniber der Baseline. Dieser Anstieg war lediglich fiir IL-10 signifikant (p<0,05 fur
IL-10 0 h vs. 5 h). Das Zytokin IL-6 sank Uber die Versuchsdauer in der scheinoperierten

Gruppe ab ohne dabei das Signifikanzniveau zu iberschreiten.
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4.5 Atemluftanalyse wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem

oh 2h 4h 6h 8h 10h
Uberlebensrate
Sham-M 10 10 10 10 10 10
CLI-M 10 10 10 10 10 9
1-Propanol
Sham-M 26,9 +7,3 326 +97 300 +10,7 320 12,0 37,9+ +103 36,3* 9,60
CLI-M 27,2 10,2 253 +55 239 +6,1 203 £55 165 +438 129 3,80
3-Pentanon
Sham-M 484 +70,7 454 +33,2 470 £427 441 +354 463*  +40,2 460%  +47,1
CLI-M 577 +61,6 463  +99,9 419 £319 365" +533 306" +724 223" +826
Aceton
Sham-M 121 250 148 +439 174 +63,4 225%  +887 247" +856 249%  +873
CLI-M 117 +257 159 +357 171 +47,0 143 +47,3 99 +37,6 75 +252
Butanal
Sham-M 11,2 +15 14,9* +1,4 164" +23 175 +1.9 18,6 +15 18,7 %1,
CLI-M 114 +1,1 155" +£1,0 16,9" +17 16,1 +22 139 +19 11,7 +18
Acetophenon
Sham-M 41 +08 56 +12 74  £26 89" +34 10,7% +4.4 11,9% 45,
CLI-M 48 +18 65 +12 78" +24 67 +1,6 42 £1,2 37 +1,0

Cyclohexanon

Sham-M 85,4 +24,2 90,1 *19,0 86,8 +27,2 116 +28,9 125 +27.4 128  £22.2
CLI-M 90,6 +30,1 90,8 +12,8 92,7 +148 84,1 +222 680 +19,9 700 +234
1,2 Butandiol

Sham-M 28 #05 35 £06 43 15 50 +20 61"  +22 65" £2,
CLI-M 35 +12 38 +08 45 +15 39 08 3,0 +0,6 24 +0,7

Tabelle 10: Atemluftsignale wahrend CLI-Sepsis und Gabe von Meropenem. * p<0,05 vs. CLI-M, # p<0,05 vs. 0
h (Baseline), CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperiert + Meropenem, mV:

Millivolt. Darstellung: Mittelwert + 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts.

Zu Beginn des Versuchs zeigten die gemessenen VOCs in beide Gruppen anndhernd gleiche
Signalintensitaten. Nach Gabe von Meropenem unterschieden sich zwischen beiden Unter-
suchungsgruppen sieben detektierte VOCs signifikant voneinander.

Die Signalintensitdten der VOCs Aceton, Butanal, Acetophenon und 1,2-Butandiol stiegen
signifikant (iber den gesamten Versuchszeitraum in der Sham-M-Gruppe an. 1-Propanol zeig-
te in der Sham-M-Gruppe nur einen maRigen Anstieg der Signalintensitdt, ohne dabei das
Signifikanzniveau zu iberschreiten.

In der CLI-M-Gruppe kam es wahrend des Beobachtungszeitraums zu einem kontinuierlichen
Abfall der Signalintensitaten fiir die Ketone Aceton und 3-Pentanon. Der Abfall der Signalin-
tensitdt von 3-Pentanon und Aceton unterschied sich hierbei jeweils nach 6 h signifikant von
den Ausgangswerten (p<0,05 fiir 3-Pentanon/CLI-M und Aceton/CLI-M vs. 0 h ab 6 h). Nach
Sepsisinduktion stieg die Signalintensitat des Analyten Butanal dagegen zunachst signifikant

an (p<0,05 fiir Butanal/CLI-M vs. 0 h fiir von 2 h bis 6 h), um anschlieRend wieder abzufallen.
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Die gemessenen VOCs von 1,2-Butandiol, Acetophenon, 1-Propanol und Cyclohexanon zeig-
ten innerhalb der CLI-M-Gruppe Uber den gesamten Versuchszeitraum ebenfalls eine Reduk-
tion ihrer Signalintensitat, ohne dabei das Signifikanzniveau zu iberschreiten.

Einen Unterschied zwischen den beiden Untersuchungsgruppen Sham-M und CLI-M zeigte
sich wahrend des Versuchs flr insgesamt sieben VOCs. Hierbei unterschieden sich die Signal-
intensitaten der VOCs von 1-Propanol, 3-Pentanon, Aceton, Butanal, Acetophenon, Cyclohe-
xanon und 1,2-Butandiol signifikant (p<0,05 fiir Sham-M vs. CLI-M jeweils ab 8 h bei allen
VOCs).

In den folgenden Abbildungen sind die zeitlichen Verldufe der einzelnen VOCs dargestellt.
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Abbildung 17: Signalintensitdt von Aceton. * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, # p<0,05 Sham-M vs. 0 h (Baseline),
CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + Meropenem, mV: Millivolt.

Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 18: Signalintensitdt von 3-Pentanon * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, ## p<0,05 CLI-M vs. 0 h (Baseline),

CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + Meropenem, mV: Millivolt.

Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 19: Signalintensitdt von Acetophenon. * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, # p<0,05 Sham-M vs. 0 h (Base-
line), CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + Meropenem, mV: Milli-

volt. Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 20: Signalintensitdt von Butanal. * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, # p<0,05 Sham-M vs. 0 h (Baseline),

## p<0,05 CLI-M vs. 0 h (Baseline), CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperati-

on + Meropenem, mV: Millivolt. Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 21: Signalintensitat von 1,2-Butandiol. * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, # p<0,05 Sham-M vs. 0 h (Base-

line), CLI-M: Coecum Ligatur und Inzision + Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + Meropenem, mV: Milli-

volt. Darstellung: Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 22: Signalintensitdt von 1-Propanol. * p<0,05 CLI-M vs. Sham-M, CLI-M: Coecum Ligatur und Inzisi-
on + Meropenem, Sham-M: Scheinoperation + Meropenem, mV: Millivolt. Darstellung: Mittelwert + Standard-

fehler des Mittelwerts.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Antibiotikums Meropenem auf Veran-
derungen von flichtigen organischen Verbindungen in der Ausatemluft von septischen und
scheinoperierten Ratten zu untersuchen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Gabe
von Meropenem zu einer signifikanten Veranderung des Exhaloms bei der Ratte flihrt. Die
Atemluftsignale von 1-Propanol, 3-Pentanon, Aceton, Butanal, Acetophenon, Cyclohexanon
und 1,2-Butandiol ermoglichen hierbei die Unterscheidung zwischen septischen und

,gesunden” Tieren.

Ob die gefundenen fliichtigen organischen Verbindungen in Zusammenhang mit der bakteri-
ziden Wirkung von Meropenem stehen und welchen Stellenwert sie im Metabolismus ein-
nehmen, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht endgiiltig beantwortet werden und

bleibt zum aktuellen Zeitpunkt noch ungewiss.

5.1 Wertung der Methodik

5.1.1 Tiermodell

Im Bereich der Grundlagenforschung existieren verschiedene Modelle eine Sepsis zu induzie-
ren. Ein jedes Sepsis-Modell bietet hierbei unterschiedliche Vor- und Nachteile, vor allem
hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf pathophysiologische Verdnderungen einer humanen
Sepsis. Die mit am weitesten verbreitete Methode zur Induktion einer polymikrobiellen Sep-
sis ist die Coecale Ligatur und Punktion (CLP) [127]. Hierbei erfolgt nach Punktion des
Coecums der Stuhlaustritt in das bis dato sterile Abdomen. Die Dynamik des septischen Ver-
laufs ist allerdings von der GrofRe der Punktionsnadel und Anzahl der Punktionen abhangig.
Zusatzlich kann bereits ausgetretener Stuhl die Punktionsstelle verlegen und das septische
Geschehen einddammen bzw. den Verlauf abmildern [4], [22]. Ein weiteres experimentelles
Sepsis-Modell ist die Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP). Die Drainage des Stuhls in die
Abdominalhéhle erfolgt in diesem Modell lGber einen in das Colon ascendens eingelegten
Stent. Das Bild der daraus resultierenden Peritonitis dhnelt stark dem einer fulminanten Sep-

sis, wobei die Dynamik des septischen Geschehens vor allem von der GrofRe des Stents ab-
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hangig ist [75]. Bei einem Endotoxin-basierten Modell, z.B. durch die Gabe von Lipopolysac-
charid (LPS), erfolgt die massive proinflammatorische Mediatorfreisetzung hingegen unmit-
telbar nach der Applikation. Die hieraus entstehende Endotoxindmie muss nach Definition
der European Society of Intesive Care Medicine von der humanen Pathophysiologie einer
Sepsis getrennt betrachtet werden, was eine kliniknahe Interpretation der Ergebnisse ein-
schrankt, jedoch in der Vergangenheit wesentlich zum Verstandnis der humanen Sepsis bei-
getragen hat [6], [103]. In der hier vorliegenden Untersuchung wurde das Modell der
Coecum Ligatur und Inzision (CLI) verwendet [104]. Die Induktion der Sepsis erfolgt hier tiber
einen ca. 1,5 cm langen Einschnitt des Coecums mit Austritt von Darminhalt in das Peritone-
um und nachfolgender 4-Quadranten-Peritonitis, sowie einer konsekutiven Bakteriamie. Die
Art und der zeitliche Verlauf der inflammatorischen Mediatorenfreisetzung, sowie die ha-
modynamischen Veranderungen dhneln deutlich dem Bild einer humanen Sepsis [103]. Hier-
bei lassen sich die erhobenen Daten und Ergebnisse gut auf die ,,humane Sepsis-Forschung”
Ubertragen. Vorhergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten die Praktikabi-
litat dieses fulminanten Sepsis-Modells mit seiner hohen Mortalitdt, sowie kardio-

pulmonalen und metabolischen Veranderungen aufzeigen [35], [36].

Bei der Wahl des praxisnahen CLI-Sepsis-Modells liegt der Infektfokus im Abdomen. Daher
scheint es naheliegend auch die gewdhlte Therapie an der klinisch gebrauchlichen S2k-
Leitlinie zur Therapie schwerer intraabdomineller Infektionen auszurichten. Entsprechend
der Leitlinie wird hier unter anderem das Carbapenem Antibiotikum Meropenem vorge-
schlagen [12]. Die im vorliegenden Versuch verwendete Dosierung von 40 mg/kg/KG orien-
tiert sich an der Maximaldosis laut Herstellerangaben [29]. Trotzdem kann bei kritisch kran-
ken Patienten ein Therapieversagen wahrend der Anwendung von Meropenem auftreten,
aus dem eine erhohte Morbiditdt und Mortalitat resultiert [9], [31]. Eine gut nachgewiesene
Dosis-Konzentrations-Wirkungskorrelation fiir Meropenem rechtfertig deshalb ein therapeu-
tisches Drug-Monitoring [13], [25]. Hierflir kdnnten Veranderungen in der Ausatemluft wah-
rend einer Meropenem-Therapie eine mogliche Option der Therapiesteuerung darstellen

[34].
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5.1.2 Atemluftanalyse

Atemluftanalysen, z.B. mittels IMS, sind analytische Methoden, bei denen es sich um nicht-
invasive Verfahren handelt, welche in relativ kurzer Zeit valide Ergebnisse liefern kdnnen.
Nachteilig ist allerdings, dass die zu analysierenden Proben anfillig fir Temperaturschwan-
kungen und aufgrund der hohen Luftfeuchtigkeit schwieriger zu analysieren sind [53]. Dem-
zufolge erscheint es sinnvoll, zwei unterschiedliche Analyseverfahren miteinander zu kop-

peln, um eine hohere analytische Trennscharfe und Spezifitdt zu erreichen [34].

Zur Verfahrenskopplung stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfiigung, wie z.B. Massen-
spektrometer, Selected-lon-Flow-Tubs, Flammenionisations- und Photoionisationsdetekto-
ren [49], [54]. Der Nachteil all dieser Verfahren liegt jedoch in der GroBe der Gerate. Die da-
raus resultierende fehlende Mobilitat flihrt zu einer ausschlieBlichen Anwendung dieser Me-
thoden im Forschungslabor. Zusatzlich sind die Verfahren kosten- und zeitintensiv, da sie
eine besondere Logistik fiir den Probentransport erforderlich machen. Die Proben missen
schnellstmoglich ohne grofRere Temperaturschwankungen in das fiir die Analyse zustandige

Labor transportiert und analysiert werden [128], [129].

Um bei der Untersuchung von Ausatemluft, z.B. mittels IMS, eine valide Analyse zu ermdgli-
chen, muss die hohe Luftfeuchtigkeit im Probengemisch reduziert werden, da Wassermole-
kiile die Bildung der Reaktions- und Produktionen nachteilig beeinflussen und dadurch sogar
die Messung verfadlschen kdnnen. Zur Vortrennung des Probengemisches eignet sich unter
anderem die Gaschromatographie. Hierbei erfolgt die Trennung unter Verwendung eines
Vakuums. Der Vorteil der Gaschromatographie liegt in dem groBen Volumen eines zu analy-
sierenden Gemisches, der hohen Spezifitdt und der schnellen Analysezeit. Nachteil ist die

fehlende klinische Anwendbarkeit aufgrund der GroRe der Gerate [60].

Im vorliegenden Versuch wurde das IMS mit einer Multikapillarsdule (MCC) gekoppelt. Die
MCC kann mit einem hohen Luftdurchfluss betrieben werden und ist deswegen unempfindli-
cher gegeniber Flussschwankungen des Tragergases. Weitere Vorteile bestehen darin, dass
es moglich ist, das MCC-IMS unter Raumtemperatur zu betreiben und eine kontinuierliche
Messung durchzufiihren [56]. Aufgrund der GroRe des MCC-IMS ist eine bettseitige Mes-

sung, wie z.B. auf einer Intensivstation, gut realisierbar und somit ein Probentransport hin-
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fallig. Hierbei kann im Sinne einer , point-of-care” Diagnostik unter Echtzeitbedingungen eine

Analyse der Ausatemluft erfolgen.

Die kontinuierliche Atemluftanalyse im Kleintiermodell ist ein relativ neues und innovatives
Forschungsfeld. Dementsprechend liegen bisher nur wenige Daten und Publikationen vor.
Aufgrund der sehr geringen Nachweisbarkeit einzelner Substanzen im unteren Spurenbe-
reich (zwischen ppb, bis ppt,) ist daher ein hoher Standardisierungsgrad notwendig [130]. So
muss z.B. bei der Tierhaltung auf eine gleichbleibende Fiitterung, die Verwendung eines Ge-
schlechts und das Einhalten einer zirkadianen Rhythmik geachtet werden, da bereits kleinste
Abweichungen zu einer Veranderung der Zusammensetzung des Exhaloms fithren kénnen
[33], [84], [130]. Wie unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen konnte, verandert sich das Exha-
lom bereits signifikant bei zusatzlicher Verwendung glucosehaltiger Infusionslésungen [31].
Um bei der Atemluftanalyse Storsignale zu vermeiden, wurden fiir alle verwendeten Materi-
alien Teflon oder Edelstahl verwendet und die Analysegerate sowie die Beatmungseinheit

mit synthetischer Luft hdchster Reinheit betrieben [2].

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt konnten im vorliegenden Versuch 103 fliichtige organische Verbindungen (VOCs)
in der Ausatemluft nachgewiesen werden, die zu Versuchsbeginn keine Unterschiede zwi-
schen den Untersuchungsgruppen aufwiesen. Sieben VOCs zeigten wahrend des Untersu-
chungszeitraums signifikante Unterschiede der Signalintensitdt zwischen den beiden Unter-
suchungsgruppen. Alle gemessenen VOCs konnten mit Hilfe einer GC-Reinsubstanz Daten-

bank identifiziert werden.

Die hier vorliegende Untersuchung ist die erste kontinuierliche Ausatemluftanalyse wahrend
einer polymikrobiellen Sepsis und zusatzlicher antiinfektiver Therapie bei der Ratte. Die Her-
kunft und der Stellenwert der gefundenen VOCs sind zum aktuellen Zeitpunkt noch weitge-
hend unklar. In vorausgegangenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass es
anhand des Exhaloms modglich ist, scheinoperierte Tiere von septischen Tieren zu unter-

scheiden [37]. Bei den potentiellen ,Sepsis-VOCs“ handelt es sich um 1-Propanol, 2-

57



Hexanon, 3-Pentanon und Aceton, die alle eine Signalreduktion wahrend einer Sepsis auf-

wiesen.

Im vorliegenden Versuch zeigten diese moglichen ,,Sepsis-VOCs” ebenfalls eine Reduktion
ihrer Signalintensitat nach einer antiinfektiven Therapie mit Meropenem auf. Ferner kommt
es nach einmaliger intravendser Gabe von Meropenem zu signifikanten Veranderungen der
VOCs 1,2-Butandiol, Acetophenon, Butanal und Cyclohexanon, die bei einer polymikrobiellen

Sepsis ohne eine antiinfektive Therapie keinerlei Veranderungen aufweisen [37].

Bei den VOCs Aceton und 3-Pentanon handelt es sich um Molekiile aus der Familie der Keto-
ne. Beide nehmen im Verlauf einer polymikrobiellen Sepsis mit und ohne Therapie mit
Meropenem an Signalintensitdt ab [37]. Vergleicht man die Signalreduktion von Aceton und
3-Pentanon mit unbehandelten septischen Tieren, fillt ein zeitlich verzogerter Abfall der
Signalintensitaten auf [37]. Diese ,Rechtsverschiebung” kénnte auf eine spatere Manifesta-
tion des septischen Geschehens hinweisen und somit als Effekt der antiinfektiven Therapie
gedeutet werden. Eine mogliche Ursache fiir die Signalreduktion von Aceton kdnnte eine
reduzierte hepatische Ketogenese wahrend der polymikrobiellen Sepsis darstellen [57].
Wahrend einer Sepsis kommt es zu einer reduzierten ketogentischen Kapazitdt der Leber
und zu einem erhohten Verbrauch an Ketonkorper im Gewebe, zusatzlich kdnnen hohe TNF-
a und IL-6 Konzentrationen die Ketogenese der Hepatozyten inhibieren [91]. In vorausge-
gangenen Untersuchungen konnten signifikant héhere TNF-a und IL-6 Plasmakonzentratio-
nen bei septischen Ratten ohne eine antibiotische Therapie gemessen werden. [37]. Im vor-
liegenden Versuch kam es ebenfalls zum Anstieg der IL-6 und TNF-a Plasmakonzentrationen
in septischen Ratten, die Meropenem erhielten, verglichen mit den Kontrolltieren. Hierbei
Uberschritt allerdings nur der Anstieg der IL-6-Konzentration das Signifikanzniveau, was auch
eine mogliche Erklarung fir den spateren und geringeren Abfall der Signalintensitat von Ace-

ton darstellen konnte.

Zusatzlich zu einer geringeren hepatischen Produktion kommt es, wahrend einer Sepsis, im
Gewebe zu einem erhohten Verbrauch an Ketonkorpern [72], [89]. So steigert z.B. das Myo-
kard seine Ketonverstoffwechselung um das Dreifache [83] und das zentrale Nervensystem
ist unter diesen Bedingungen ebenfalls auf Ketonkdrper zur Energiegewinnung angewiesen
[81]. Als indirektes Zeichen einer metabolischen Beeintrachtigung steigt zusatzlich die

Laktatkonzentration im Blutplasma an. Ein Anstieg des Serumlaktats war in der vorliegenden
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Untersuchung ebenfalls nachzuweisen. Des Weiteren zeigen sich auch eine erhéhte Konzent-
ration von Aceton in der Ausatemluft sowie ein erhohtes Serumlaktat bei einer entgleisten
Stoffwechsellage des Diabetes mellitus. Im Rahmen des Coma diabeticum nimmt man den
Duft des abgeatmeten, sifllich-fruchtig anmutenden Acetons sogar mit der menschlichen
Nase wahr. Es ist daher nicht verwunderlich, dass Aceton ein vielversprechender volatiler
Biomarker im Rahmen der Diagnostik und Therapie bei verschiedenen Stoffwechselverande-
rungen darstellen kénnte [23], [42], [73]. Jedoch scheint eine Korrelation zwischen dem vola-
tilen Aceton und den gemessenen Konzentrationen von Ketonkérpern bzw. der Glucose im
Blut nur bedingt moglich zu sein [33], da eine Vielzahl von beeinflussenden Faktoren, wie
z.B. das Atemmuster, die Totraumventilation, das Herzzeitvolumen, eine Nahrungskarenz
oder eine Insulintherapie die Acetonkonzentration in der Ausatemluft beeinflussen kénnen

[38], [41], [123].

Weiter liegt die Vermutung nahe, dass der zunehmende Abfall des MAPs und die damit ver-
bundene hamodynamische Dekompensation mit der reduzierten Aceton Signalintensitat in
Zusammenhang stehen kdnnte. Unsere Arbeitsgruppe konnte jedoch zeigen, dass zwischen
einer Signalreduktion von Aceton und einer hamodynamischen Dekompensation wahrend
einer Sepsis kein Zusammenhang besteht [37]. Auch wahrend eines experimentell induzier-
ten hamorrhagischen Schockmodells bei der Ratte zeigte sich keine Signalreduktion des ab-
geatmeten Acetons. Die Vergleichbarkeit der einzelnen Ergebnisse ist jedoch unter Beach-
tung des gewahlten Studiendesigns nicht uneingeschrankt moglich, da es sich bei der Patho-
physiologie des septischen und hamorrhagischen Schocks um verschiedene Entitdten han-
delt [3], [30]. Im Gegensatz zu den aufgefiihrten Ergebnissen ist wahrend einer septischen
Kardiomyopathie eine Erhéhung der Aceton Signalintensitat beschrieben worden [76]. Diese
Signalerh6hung korreliert dabei gut mit den gemessen BNP-Spiegeln im Rahmen einer Herz-
insuffizienz. Demzufolge erscheint ein Zusammenhang der hier gemessenen Reduktion der
Aceton Signalintensitat und einer kardialen Dekompensation unwahrscheinlich. Einschran-
kend muss jedoch festgestellt werden, dass im vorliegenden Versuch keine Herzzeitvolu-

menmessung durchgefiihrt wurde.

Neben Aceton stellt 3-Pentanon ein weiterer interessanter VOC dar. Im Verlauf des septi-
schen Geschehens kommt es bei 3-Pentanon, wie bei Aceton, zu einer Signalreduktion. Er-

hohte Konzentrationen von 3-Pentanon findet man bei den autosomal-rezessiv vererbten
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Organazidopathien Methylmalonazidurie und Propionazidamie im Urin. Hierbei entsteht 3-
Pentanon im menschlichen Organismus vermutlich durch Decarboxylierung von 3-Methyl-2-
oxovaleriansdaure oder Kondensation von Propionyl-CoA und Methylmalonyl-CoA [117]. Die-
se Stoffwechselprozesse stehen in Verbindung mit der Biosynthese der verzweigten Amino-
sauren Leucin, Isoleucin und Valin [51]. 3-Pentanon scheint in diesen biochemischen Prozess
mit eingebunden zu sein. Vorausgegangene Untersuchungen zeigen ansteigende 3-Pentanon
Signalintensitaten in der Ausatemluft von Ratten nach Gabe von LPS, was durch eine exzessi-
ve Konzentrationserhohung von Popionyl-CoA wahrend einer Inflammation und Hemmung
des Alpha-Ketonsdure-Dehydrogenase-Komplex, einem Enzymkomplex des Zitratzyklusses,
erklart werden kénnte [65]. Eine moégliche Hypothese fiir den Abfall der Signalintensitat von
3-Pentanon im Rahmen einer polymikrobiellen Sepsis kénnte daher sein, dass durch die er-
hohte Energiebereitstellung vermehrt glukoplastische Aminosauren (u.a. Isoleucin und Valin)
proteolysiert werden [33]. Diese Proteolyse kdnnte zu einer Hemmung der o.g. Stoffwech-
selwege flihren und somit zu einem Abfall von 3-Pentanon beitragen. Welche Bedeutung die
beiden Ketone Aceton und 3-Pentanone wahrend einer polymikrobiellen Sepsis und einer

antiinfektiven Therapie mit Meropenem einnehmen, bleibt zum aktuellen Zeitpunkt unklar.

Die Signalintensitaten flir Acetophenon, Butanal und 1,2-Butandiol steigen in scheinoperier-
ten und septischen Versuchstieren gleichmaRig in den ersten vier Stunden des Untersu-
chungszeitraums an. Nach vier Stunden bleibt jedoch ein weiterer Anstieg in der septischen
Versuchsgruppe aus und es kommt zu einem Abfall der Signalintensitaten. Zur gleichen Zeit
zeigt sich eine metabolische und hamodynamische Destabilisierung der Tiere: Blutdruck, pH-
Wert und Baseniiberschuss fallen signifikant ab, wahrend das Serumlaktat ansteigt. Dahin-
gegen zeigt sich bei den scheinoperierten Tieren bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
eine kontinuierlich zunehmende Signalintensitat von Acetophenon, Butanal und 1,2-
Butandiol. Eine mogliche Erkldarung hierfir kdnnte eine veranderte Metabolisierung des
Carbapenems Meropenem unter septischen Bedingungen sein. Eine pathologisch einge-
schrankte renale und hepatische Funktion sowie ein erhdhtes Verteilungsvolumen, aufgrund
einer gestorten Permeabilitdtsbarriere, konnten hierbei die pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften von Meropenem beeinflussen. Daten aus eigenen Ver-
gleichsuntersuchungen zeigten, dass die VOCs Acetophenon, Butanal und 1,2-Butandiol in
den septischen Tieren ohne eine antiinfektive Therapie keine relevanten Veranderungen

ihrer Signalintensitaten zeigen [37].
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Das Carbapenem Antibiotikum Meropenem eignet sich vor allem zur Therapie schwerer In-
fektionen. Der wesentliche Vorteil dieses Antibiotikums hinsichtlich seiner Anwendung ist
v.a. sein breites Wirkspektrum gegen gramnegative, grampositive, aerobe, sowie anaerobe
Erreger [86], [94], [126]. Als Monotherapeutikum kann es gut fir eine empirische Therapie
bis zur endgultigen Erregeridentifizierung und Deeskalation verwendet werden. Aufgrund
seiner guten Gewebspenetration kann so eine erste wirksame Erregereradikation stattfin-
den. Diese Effizienz ist jedoch an einen ausreichend hohen Plasmaspiegel gekoppelt. Unter-
suchungen hierzu belegten eine Dosis-Wirkungs-Korrelation bei Patienten mit milden Infek-
tionen [13], [25]. Schwerstkranke Patienten kdnnen unter Meropenem-Therapie paradoxer-
weise eine erhohte Morbiditat und Mortalitat aufweisen [9], [31]. Griinde des Therapiever-
sagens kénnen in einer veranderten Pharmakokinetik im Rahmen einer schweren Erkran-
kung liegen. Eine veranderte Volumenverteilung, ein reduziertes Herzzeitvolumen, einher-
gehend mit einer verminderten Gewebeperfusion und einer beeintrachtigten renalen
Clearance beeinflussen die Metabolisierung von Meropenem. Somit drohen sowohl Unter-
als auch Uberdosierungen [32]. Fiir eine suffiziente antiinfektive Therapie ist vor allem das
Vermeiden einer Unterdosierung mit einem damit verbundenem Wirkverlust von Bedeu-
tung. Ein effektives Drugmonitoring kann hilfreich sein, die Plasmaspiegel zu bestimmen und
aufrecht zu erhalten. So kénnen Meropenem-Plasmaspiegel z.B. mittels Ultra performance
liquid Chromatographie (UPLC-MS) gemessen werden [17], [116], was allerdings zeit- und
kostenintensiv ist. Dariliber hinaus bleiben die Messungen nur speziellen Laboreinrichtungen
vorbehalten und sind somit nicht flachendeckend in der alltaglichen klinischen Praxis an-
wendbar. Hierdurch entsteht eine Divergenz zwischen schneller Therapieentscheidung und
dem Erhalt der Laborergebnisse. Einschrankend bleibt zu erwahnen, dass in der vorliegen-
den Untersuchung keine Plasmaspiegel von Meropenem bestimmt wurden, die womoglich
wesentlich zum Verstandnis der gefunden Veranderungen beitragen konnten. Auch ist die
Substanz Meropenem selbst nicht in der Ausatemluft nachweisbar. Die gefundenen VOCs
stellen jedoch einen ersten wichtigen Baustein fiir eine mogliche nicht-invasive Diagnose

und Therapiesteuerung bei septischen Patienten dar.
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5.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass sich das Exhalom der beat-
meten Ratten nach Induktion einer polymikrobiellen Sepsis und der nachfolgenden Bolusap-
plikation von 40 mg/kg/KG Meropenem von scheinoperierten Versuchstieren mit der glei-

chen Meropenembehandlung signifikant unterscheidet.

In vorausgegangenen Untersuchungen wurden bereits die fllichtigen organischen Verbin-
dungen 1-Propanol, 2-Hexanon, 3-Pentanon und Aceton als moégliche Kandidaten fir eine
Unterscheidung zwischen Sepsis und scheinoperierten Ratten identifiziert. In der vorliegen-
den Arbeit fanden sich neben den vier oben aufgefiihrten VOCs noch Acetophenon, Butanal,
Cyclohexanon und 1,2-Butandiol als weitere mogliche Marker, die eine Unterscheidung zwi-
schen septischen und ,,gesunden” Tieren nach Gabe des Antibiotikums Meropenem ermogli-

chen konnten.

Ob die hier gefundenen und abgeatmeten fliichtigen organischen Verbindungen mit dem
Metabolismus oder der bakteriziden Wirkung von Meropenem in Verbindung gebracht wer-
den kénnen und ob eine Korrelation mit im Blut gemessenen Plasmaspiegeln moglich ist,

bleibt aktuell noch ungewiss und ist Bestandteil weiterer Forschungsbemiihungen.

In Zeiten steigender Resistenzen von Bakterien und einer abnehmenden Anzahl neu entwi-
ckelter Antibiotika kdnnte es in Zukunft mit Hilfe der IMS-Atemluftanalyse gelingen, die Di-
agnose der Sepsis um ein nicht-invasives, bettseitiges Analyseverfahren zu erweitern und die

erhaltenen Erkenntnisse fiir eine antibiotische Therapiesteuerung einzusetzen.
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torvater und einer meiner direkten Ansprechpartner beziiglich der Korrektur der Doktorar-

beit spielte er eine zentrale Rolle beim Gelingen dieser Arbeit. Vielen Dank, Tobias!

Namentlich sind dariber hinaus mein Betreuer Herr Dr. med. Frederic W. Albrecht und Herr
Dr. rer. nat. Felix Maurer zu erwahnen. Ihr habt bei mir das Interesse der tierexperimentel-
len Forschung weiter entfachen konnen. Vielen Dank fir die kollegiale-freundschaftliche
Zusammenarbeit und die amiisante Zeit im Labor! Immer gerne bin ich zu jeder Tages- und
Nachtzeit zu euch ins Labor gekommen. Dir, lieber Frederic, danke ich darlber hinaus sehr,
dass du in der Endphase ebenfalls zur Kontrolle und Korrektur der Arbeit zur Verfligung ge-

standen hast. Vielen Dank!

Ohne die Unterstiitzung von Frau Beate Wolf ware die Doktorarbeit nicht zustande gekom-
men. Sie flihrte mich in die ersten molekularbiologischen Arbeiten ein und war bei weiteren

Fragen immer offen. Vielen Dank, Beate!
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Meinen Mitdoktorranden Kristina Schnauber und Dietmar Philipp danke ich fiir die problem-
lose Abstimmung der Arbeitszeiten. Zusammen haben wir die anstrengenden Projekte gut

meistern kdnnen.

Meiner Familie und meinen Freunden danke ich fiir die gesamte Unterstiitzung wahrend

meines Studiums und vor allem wahrend der Zeit im Labor.
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