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1  Einleitung

1.1 Die Sepsis

1.1.1 Definition

Das klinische Bild der Sepsis (griechisch: oijyig — ,,Faulnis®) ist seit Hippokrates (um
360—-470 v. Chr.) bekannt. Im Jahr 1914 beschrieb Hugo Schottmiller eine erste
moderne Definition: ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Kdrpers ein
Herd gebildet hat, von dem kontinuierlich oder periodisch pathogene Bakterien in den
Kreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden* (Schottmiller 1914). Diese Definition
wurde im Laufe der Zeit an das wachsende Verstdndnis der komplexen
Zusammenhange in der Sepsis angepasst. Nach heutiger Definition ist die Sepsis eine
Uberschielende Reaktion des angeborenen Immunsystems, hervorgerufen durch eine
Infektion mit Bakterien (bakteriell), deren Toxinen (Endo- und Exotoxinen), Pilzen
(fungal) oder Viren (viral). Dem Wirt ist es dabei nicht moglich die inflammatorische
Reaktion lokal einzuschranken. Daher geht die Sepsis mit einer Vielzahl von
Funktionsstorungen im Organ-, Immun- und Gerinnungssystem einher. Hinter der
koronaren Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt stellt die Sepsis die dritthdufigste

Todesursache dar.

Erst im Jahr 1992 wurde eine einheitliche und bis heute gebrauchliche Definition der
Sepsis vom ,,American College of Chest Physicians® und der ,,Society of Critical Care
Medicine” (Bone et al. 1992; Levy et al. 2003) formuliert. Dabei stellt das
»oystemische inflammatorische  Response-Syndrom® (SIRS,engl.:  Systemic
Inflammatory Response Syndrome) ein Kriterium innerhalb dieser Festlegung dar und
bezeichnet eine systemische inflammatorische Reaktion des Immunsystems auf ein
auslosendes Ereignis (Trauma, Schock etc.; Abb. 1). Dazu muissen mindestens zwei der

folgenden vier Kriterien erfullt sein:

e Korpertemperatur: > 38 °C (Hyperthermie) oder <36 °C (Hypothermie)

e Tachykardie mit einer Herzfrequenz > 90 /min
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e Tachypnoe von mehr als 20 /min bzw. p,CO; <32 mmHg (< 4,3 kPa)
e Leukozytose von mehr als 12.000 Zellen/ul oder Leukozytopenie von weniger
als 4000 Zellen/ul oder > 10 % unreife Neutrophile im Differenzialblutbild

Die Sepsis ist definiert als SIRS auf dem Boden einer nachgewiesenen oder klinisch
sehr wahrscheinlichen Infektion (kurz: Sepsis = Infektion + SIRS, Abb. 1).

Trauma

Anaphylaxie

Schock

DIG

Reaktion auf
Medikamente

Massivtrans-
fusion

Pankreatitis

Abb. 1: Schematische Darstellung des Zusammenhangs von Infektion, SIRS und Sepsis.
Die Sepsis wird definiert als eine Infektion, ausgelost durch Bakterien, Pilze etc. und das
Auftreten eines SIRS (systemische inflammatorische Response-Syndrom). Ein SIRS kann auch
durch verschiedene nicht-infektitse Ereignisse wie Trauma, Anaphylaxie, DIG (disseminierte
intravasale Gerinnung) usw. hervorgerufen werden (modifiziert nach Bone et al. 1992).

Um eine schwere Sepsis handelt es sich, wenn zusétzlich zur Sepsis eine
Organdysfunktion vorhanden ist (kurz: schwere Sepsis = Infektion
+ SIRS + Organdysfunktion). Zu den Organdysfunktionen zéhlen u.a. die akute
Enzephalopathie sowie das Versagen von Nieren, Lunge, Leber und der Gerinnung,
zudem eine metabolische Dekompensation mit Laktatazidose.

Ein septischer Schock liegt vor, wenn es zu einem Kreislaufversagen aufgrund der
Sepsis kommt, welcher trotz addquater Flissigkeitstherapie mit einer arteriellen
Hypotension (systolischer arterieller Blutdruck <90 mmHg) bestehen bleibt und die
Gabe von Vasopressoren notwendig macht (Levy et al. 2003).
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1.1.2 Bedeutung und Inzidenz

In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 226 Personen pro 100.000 Einwohner
(£ 154.000 Fallen) an einer Sepsis, davon um die 110 Patienten an der schweren Sepsis
und dem septischem Schock, was einer Fallzahl von ca. 75.000 entspricht (Brunkhorst
2006; Abb.?2). In den westlichen Industrienationen zusammengenommen liegt die
Inzidenz der schweren Sepsis zwischen 50 — 120 Fallen pro 100.000 Einwohner (Moerer
und Quintel 2009). Trotz intensiver Forschung und neuer Therapieoptionen sind die
schwere Sepsis und der septische Schock mit einer Letalitdt von 20-50%
vergesellschaftet und stellen in der westlichen Welt die Haupttodesursache auf den
meisten nichtkardiologischen Intensivstationen dar (Engel et al. 2007; Angus und van
der Poll 2013). Der Tod tritt dabei durch das kontinuierte Versagen verschiedener
Organe ein (Multiorganversagen, MOV). Im Allgemeinen beeinflussen auch das Alter
sowie das Geschlecht die Inzidenz der schweren Sepsis. Demnach sind Kinder und
altere Menschen sowie Manner haufiger betroffen als Personen anderer Altersklassen
und Frauen (Angus et al. 2001). Daneben spielen aber auch die genetische
Préadisposition und der allgemeine Gesundheitsstatus des Patienten eine wichtige Rolle
(Angus und Wax 2001).

160.000

140.000

120,000 +———]

100.000

80.000 -

Todesfélle

m Uberlebende

Félle pro Jahr

60.000 -

40.000 |

20.000 -

0

Sepsis-Erkrankungen Anteil Sepsis Anteil schwere Sepsis+
insgesamt septischer Schock

Abb. 2: Graphische Darstellung der Sepsis-Neuerkrankungen in Deutschland fir das
Jahr 2003. Im Auftrag der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.VV. und der Deutschen Inter-
disziplindren Vereinigung fur Intensivmedizin und Notfallmedizin (DIVI) mit Unterstltzung
des Kompetenznetzes Sepsis wurde im Zeitraum vom 15.01.2003 bis 14.01.2004 eine
Beobachtungsstudie (SepNet-Studie) durchgefiihrt. Die ermittelten Fallzahlen basieren auf
reprasentativen Stichproben (Brunkhorst 2006); Graphik verandert nach: Fachklinikum Brandis
GmbH & Co. KG, Brandis.
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In Deutschland liegt die Sterblichkeit insgesamt (Sepsis, schwere Sepsis und septischer
Schock) bei etwa 36 %, wobei die Letalitdt mit dem Schweregrad der Sepsis zunimmt
(Alberti et al. 2003). Demnach fiuhrt bei Uber der Hilfte der Patienten (54 %) die
schwere Sepsis bzw. der septische Schock zum Tod (Brunkhorst 2006; Abb. 2).

1.1.3 Molekulare Mechanismen in der Pathogenese

In den meisten Fallen wird die Sepsis durch bakterielle Erreger hervorgerufen, dabei
wurden 62 % der aus Intensivpatienten isolierten Bakterien als Gram-negativ und 47 %
als Gram-positiv identifiziert, wohingegen Pilzinfektionen mit 19 % eine nachgeordnete
Rolle als Verursacher der Sepsis einnehmen (Vincent et al. 2009). Untersuchungen auf
deutschen Intensivstationen ergaben eine ausgewogene Verteilung der isolierten
Bakterien (Gram-negativ: 54,1 % und Gram-positiv: 55,7 %; Engel et al. 2007). Nicht
immer kann eine Infektion nachgewiesen werden, obwohl das klinische Bild des
Patienten einer Sepsis entspricht. In einer internationalen Studie von 2007 konnte nur
bei 51 % der Patienten Erreger isoliert werden (Vincent et al. 2009). Der héufigste
primare Infektionsort ist, in Ubereinstimmung mit epidemiologischen Studien aus den
USA und Europa, die Lunge (28 —68 %), gefolgt von dem Abdomen mit 15—-47 %
(Brunkhorst 2006; Moerer und Quintel 2009).

Durch die Invasion pathogener Mikroorganismen kommt es zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems, welches die erste Abwehrlinie des Organismus darstellt.
Die Immunantwort wird vorwiegend durch neutrophile Granulozyten sowie
Monozyten/Makrophagen vermittelt. Dabei spielen die sogenannten ,,Pathogen-
associated molecular patterns“ (PAMPs) eine wichtige Rolle. Bei ihnen handelt es sich
um bestimmte fir Mikroorganismen charakteristische Molekile oder zellulare
Bestandteile, wie z.B. das Lipopolysaccharid (LPS; Abb.3B) Gram-negativer
Bakterien, die Lipoteichonsduren Gram-positiver Bakterien oder auch einzel- bzw.
doppelstrangige RNA oder DNA (viralen Ursprungs), die von den als ,Pattern-
Recognition Receptors” (PRRs) bezeichneten Rezeptoren gebunden werden. Die PRRS,
zu denen unter anderem auch die Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehoren, liegen sowohl
intrazelluldr als auch in membranstandiger Form an der Zelloberflache der Wirts- und
Immunzellen (z. B. Makrophagen) vor (Takeuchi und Akira 2010). Nach dem Erkennen

der PAMPs durch die PRRs wird die Transkription der Gene, die an einer inflam-
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matorischen Reaktion beteiligt sind (z. B. proinflammatorische Zytokine), durch die
Aktivierung einer Signalkaskade erhoht. Einer der bestbeschriebenen Vertreter der
PPRs ist der TLR4, der zusammen mit MD 2 (myeloid differentiation factor 2) LPS
erkennt. Das LPS muss zuvor einen Komplex mit dem LPS-binding Protein (LBP)
bilden. Dieser Komplex wird dann von dem TLR4 assoziierten Corezeptor CD 14
(Cluster of Differentiation 14) erkannt. Die Signalkaskade wird aber erst durch die
Homodimerisierung des TLR4/MD 2/LPS-Komplexes in Gang gesetzt (Park et al.
2009). Abhéangig von den nachgeordneten Adapterproteinen kénnen zwei Signalwege
(Abb.3 A) aktiviert werden, wobei der MyD88-abhéngige (myeloid differentiation
factor 88) als ,,friih und der MyD88-unabhangige Weg als ,,spit* bezeichnet wird.

A B
- e
N‘“'D«“
LPS
/_\ O-Antigen
Endosom
2
&
2
TIRAP
MyD88 p——
P dulere
NF-kB ‘
IRF3 Kernregion
Zyokine AL U
Typ | INFs
Nucleys
Lipid A

Abb. 3: Der Signalweg von TLR4 ausgelést durch seinen Liganden LPS. Die TLR4
Signalkaskade wird durch die Bindung des Liganden LPS ausgelost. Die weitere
Signaliibertragung kann dann uber zwei Pfade erfolgen, dem MyD88-abhéngigen (A, links) und
MyD88-unabhangigem Weg (A, rechts) tber TRIF. Am Ende beider Kaskaden kommt es zu
einer Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach Takeuchi und Akira
2010). Die schematische Struktur von LPS (B): Der Lipid-A-Teil ist in der dulReren Membran
Gram-negativer Bakterien verankert und besteht aus einem biphosphorylierten Disaccharid aus
Glucosamin (GIcN) und Fettséuren. Dieser Teil wirkt als Endotoxin. An ihn gebunden ist der
Polysaccharidanteil, aufgebaut in der inneren Kernregion aus den Zuckern 2-Keto-3-desoxy-
octonat (Kdo) und Heptose (Hep) sowie Phosphatgruppen (P). Die duRere Kernregion besteht
aus Hexosen. Das O-Antigen ist je nach Bakterienart verschieden und kann bis zu 50 (n) sich
wiederholende Oligosaccharide enthalten (modifiziert nach Alexander und Rietschel 2001).


http://flexikon.doccheck.com/de/Cluster_of_Differentiation
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=2-Keto-3-desoxy-octonat&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=2-Keto-3-desoxy-octonat&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/KDO
http://de.wikipedia.org/wiki/Heptosen
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Ersterer induziert eine friihe Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), was zu einer Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine fuhrt. Dagegen erfolgt die Signalweiterleitung des MyD88-
unabhéngigen Signalwegs nach Translokation in das Endosom tber TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-£), wodurch es zu einer spaten Aktivierung von
NF-kB kommt. Dies fiihrt zu einer Synthese von Interferon 3 (INF-B) und INF-
induzierten Genen (Salomao et al. 2012; Akira und Takeda 2004) und dariiber hinaus
auch zu der Produktion des antiinflammatorischen Zytokins Interleukin 10 (Chang et
al. 2007; Aksoy et al. 2012). Somit besteht durchaus ein Gleichgewicht zwischen der
LPS-induzierten TLR4 vermittelten Expression pro- und antiinflammatorischer

Mediatoren.

Neben den oben beschriebenen PAMPs konnen auch sogenannte ,,Damage-associated
molecular patterns“ (DAMPs) von den Rezeptoren erkannt werden. DAMPSs sind
endogene Molekiile wie z.B. extrazellulire RNA, DNA, Histone oder das ,high-
mobility group protein 1¢“ (HMBG1), die von beschédigten oder nekrotischen Zellen
aktiv und passiv freigesetzt werden kénnen. Sie sind ebenso wie die PAMPs in der Lage
das Immunsystem zu aktivieren und koénnen die Immunantwort, bei Infektion mit
zusétzlicher Gewebeverletzung, weiter verstarken. Auch durch die bereits freigesetzten
proinflammatorischen Zytokine, wie Interleukin1 (IL-1) oder Tumornekrosefaktor a
(TNF-a), kann die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB erfolgen. Dies fuhrt zu
einer weiteren Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und somit zu einer
potenzierten inflammatorischen Reaktion (Abraham 2003). Die groRen in den Kreislauf
gelangten Mengen an IL-1 und TNF-a induzieren so eine systemische Entzlindungs-
reaktion, das SIRS (Weigand et al. 2004; Dinarello 1997). Bei der Sepsis kommt es also
zu einer Uberstimulation der Immunzellen mit einer daraus resultierenden Entgleisung
des Immunsystems. Dabei fiihrt die eigentlich nitzliche Zytokinantwort, gedacht zur
Vernichtung der eingefallenen Bakterien bzw. Inaktivierung ihrer Toxine, zu einer
unangemessenen und schadlichen Entziindungsreaktion (,,Zytokinsturm*, Chong und
Sriskandan 2011).

Erhohte proinflammatorische Zytokinspiegel sind vor allem in der frihen Phase der
Sepsis zu beobachten, danach folgt eine antiinflammatorische Gegenreaktion, das
CARS (,,compensatory anti-inflammatory response syndrome*; Abb.4). Zu diesem

Zeitpunkt werden vermehrt antiinflammatorische Mediatoren (z. B. IL-4, IL-10) frei-
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gesetzt. Dies kann bei dem Patienten zu einer Immunsuppression fiihren und macht ihn
anfalliger fir Sekundarinfektionen (Weigand et al. 2003; Hotchkiss et al. 2013).

N
Hyperinflammation

frihes MOV

pro-
inflammatorisch

SIRS

v

CARS

anti-
inflammatorisch

spates MOV

v Immunsuppression

Abb. 4: Die Immunantwort wahrend der Sepsis. Auf ein auslésendes Ereignis (z. B. Trauma,
Infektion) folgt eine systemische proinflammatorische Reaktion des Immunsystems (SIRS).
Schon wéhrend dieser Phase kann ein frihes Multiorganversagen (MOV) auftreten. Zumeist
aber mundet das SIRS in einer kompensatorischen antiinflammatorischen Reaktion (CARS). In
dieser Phase sind die Patienten immunsupprimiert, so dass Sekundarinfektionen leichter
auftreten und zu einem spéaten MOV fuhren kdnnen (modifiziert nach Mannick et al. 2001).

Diese Situation wird auch durch eine reduzierte Expression des ,.human leucocyte
antigen-DR* (HLA-DR) auf myeloiden Zellen widergespiegelt (Boomer 2011). In einer
prospektiven Studie konnte auBerdem gezeigt werden, dass bei Lymphozyten aus akut
septischen Patienten die Expression von Rezeptoren, die in Verbindung mit dem
Phanomen der ,,T-cell exhaustion (Wherry 2011) stehen, hochreguliert sind (Boomer et
al. 2012). Dies tragt vermutlich ebenso wie der Verlust der Fahigkeit zur Zytokin-

sekretion zu dem immunsupprimierten Status bei.

Auch die Endothelzellen der Blut- und LymphgefaRe besitzen immunologische Eigen-
schaften und konnen nach Stimulation durch die PAMPs eine proinflammatorische
Signalkaskade auslosen. Dies flihrt zu einer Freisetzung von Zytokinen und
Adhéasionsmolekdlen, wie dem ,,Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM 1) und dem
,vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM 1), an die weitere Immunzellen binden
konnen. Angeschlossen an diese Immunreaktion ist auch die Aktivierung des
Gerinnungssystems, die durch das von den Endothel- und Immunzellen exprimierte
prokoagulatorische Protein ,,tissue factor (TF) ausgel6st wird. Im Falle einer Sepsis ist
die prokoagulatorische Antwort um ein Vielfaches verstéarkt und fuhrt zu einer Stérung

des Gerinnungssystems (Schouten et al. 2008). Dadurch und durch eine weitere


http://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule
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Aktivierung und Freisetzung auch nicht-zytokiner Mediatoren (z. B. Stickstoffmonoxid
(NO) und der Plattchen aktivierender Faktor (PAF)) kommt es zu einer Beein-
trachtigung der Mikro- und Makrozirkulation bis hin zur Perfusionsstérung der Organe
(Lunge, Nieren, Darm, Leber und Herz). Die mangelnde Versorgung mit Sauerstoff und
Substraten fuhrt zu einer Gewebeschadigung und daruber hinaus zu einer
Beeintrachtigung der Funktion dieser Organe (Abraham und Singer 2007; Nduka und
Parrillo 2011). Bei einem Versagen von mehr als zwei Organsystemen spricht man von
einem Multiorganversagen, das mit einer hohen Letalitdt verbunden ist (Hotchkiss und
Karl 2003; Singh und Evans 2006).

1.2 Die septische Kardiomyopathie

1.2.1 Hamodynamik in der Sepsis

Im Zuge des multiplen Organversagens kommt es auch zu einer Stérung der
Herzfunktion. Diesem Umstand wurde lange Zeit keine grofRere Beachtung geschenkt,
da die Herzfunktion eines septischen Patienten zumeist ein normales oder nur leicht
erhohtes Herzzeitvolumen (Cardiac Output) aufweist (Muller-Werdan et al. 2007).
Wird jedoch die scheinbar gesunde Pumpfunktion in Beziehung zu dem massiv
verminderten systemischen GefaBwiderstand im septischen Schock gesetzt, ist das
Ausmald der Herzschadigung erkennbar (Abb.5). Der reduzierte systemische GefaR-
widerstand ist auf die reaktive Gefalschadigung von Arterien und Venen mit
nachfolgender Vasodilatation zuriickzufiihren, so ist auch der meist stark erniedrigte

Blutdruck der Sepsis-Patienten zu erklaren.

Ein gesundes Herz kann die Nachlastsenkung durch eine deutliche Steigerung des
Herzzeitvolumens (auf das Drei- bis Vierfache) anfangs kompensieren, dies wird jedoch
nur bei 40 % der Patienten mit septischem Schock beobachtet (Ebelt et al. 2011). Die
gestorte Herzfunktion wahrend der Sepsis wurde erst in den 1980iger Jahren
nachgewiesen (Parrillo 1989) und 1989 der Begriff ,,akute septische Kardiomyopathie*
von Schuster gepragt (Werdan 1989). In der offiziellen ,Klassifikation der
Kardiomyopathien* (Elliott et al. 2008) ist die septische Kardiomyopathie jedoch nicht
aufgefuhrt. Charakterisiert ist die septische Kardiomyopathie durch eine reduzierte

Ejektionsfraktion, die mit einer Dilatation des linken Ventrikels verbunden
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ist (Parrillo 1989). Im Falle des Uberlebens normalisiert sich dieser Zustand innerhalb
von etwa sieben bis zehn Tagen wieder weitestgehend und kann folglich als reversibel

angesehen werden.

Schwere Sepsis
Septischer Schock

Herzzeitvolumen
Zunahme
\
N\,

-
-
-
——————
o

e Abnahme _—

Systemischer GefaBwiderstand

Abb. 5: Die Kardiodepression bei der schweren Sepsis und im septischen Schock. Um den
normalen Blutdruck (um 90 mmHg) aufrechtzuerhalten, musste das Herzzeitvolumen bei
erniedrigtem systemischem Gefalwiderstand um das Drei- bis Vierfache gesteigert sein
(gestrichelte Linie). Bei den meisten Patienten liegen die tatsdchlichen Werte (durchgezogene
Linie) jedoch deutlich niedriger (modifiziert nach Muller-Werdan et al. 2007).

Man bezeichnet die Sepsis-assoziierte Myokarddepression auch als ,,Hibernation®
(Winterschlaf; Levy et al. 2005), bei der der Energiehaushalt der Herzmuskelzellen
stark herabgesenkt wird und damit einhergehend die Ausfiihrung ihrer zellspezifischen
Funktionen reduziert wird. Somit tragt dieser Mechanismus zum Schutz der Kardio-
myozyten bei, die aufgrund ihres enorm gesteigerten Energiebedarfs, bei verminderter
Energieversorgung, stark Zelltod gefahrdet sind (Rudiger 2010). Studien zufolge
korreliert dieser Mechanismus mit einem positiven Outcome der Patienten bei einem
septischen Schock, da im Gegensatz dazu bei an der Sepsis versterbenden Patienten
diese ,,Fehlfunktion* nicht festgestellt wurde (Parker et al. 1984; Bouhemad et al.
2009).

1.2.2 Pathophysiologie der septischen Kardiomyopathie

Die septische Kardiomyopathie entwickelt sich aufgrund kardiodepressiver Faktoren

(Abb. 6). Dabei handelt es sich u.a. um Toxine der eingedrungenen Mikroorganismen,
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die systemischen Entzindungsmediatoren (z.B. TNF-a und IL-1P), aber auch um
funktionelle Veranderungen wie eine schockbedingt, eingeschréankte Koronarperfusion.
Zusammen bewirkt dies ein kardiodepressives Milieu, in dem das Herz in seiner
Funktion beeintrachtigt wird (Hosenpud et al. 1989; Meldrum 1998; Maass et al. 2002).

kardiodepressive
Faktoren
(TNFa, IL-1B...)

\

Endotoxin (LPS),

bakterielle gestorte Ca?*-
Komponenten s ’ Homoostase

Stickstoffmonoxid kardiale Perfusions-

(NO) T storungen

Abb.6: Ubersicht der pathophysiologischen Mechanismen bei der septischen
Kardiomyopathie. Verschiedene Faktoren und Prozesse tragen zum Krankheitsbild der
septischen Kardiomyopathie bei (modifiziert nach Olivo et al. 2006 und Hochstadt et al. 2011).

Die Toxine und Mediatoren induzieren eine Beeintrachtigung positiv inotroper und eine
Stimulation negativ inotroper Signalkaskaden mit einer daraus resultierenden Pump-
storung des Herzens (Ebelt et al. 2011). Desweiteren tragen auf zellularer Ebene eine
veranderte Calciumhomoostase (Celes et al. 2013), die Synthese von Stickstoff-
monoxid (Massion et al. 2003) und eine mitochondriale Dysfunktion zu einer
reduzierten Kontraktilitdt der Kardiomyozyten bei. Durch einen gesteigerten Sauerstoff-
verbrauch werden die Herzmuskelzellen in ein metabolisches Ungleichgewicht gebracht
und der Herzmuskel weiter in die Pumpschwache mandvriert (Rudiger und
Singer 2007).

Die Kardiomyozyten bilden die kleinste funktionelle Einheit des kardialen Gewebes.
Eine Beeintrachtigung in der Funktion dieser Zellen kann zu einer Schadigung des

gesamten Organs fuhren. Die Kardiomyozyten besitzen eine einzigartige Kombination
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von Eigenschaften und weisen, neben ihrer Funktion als Muskelzellen, auch immunzell-
typische Charakteristika auf. Dementsprechend sind sie in der Lage, verschiedene
zirkulierende pathogene Mediatoren (PAMPs) Uber ihre TLRs zu erkennen (Nemoto et
al. 2002; Boyd et al. 2006) und selbst proinflammatorische Entziindungsmediatoren zu
produzieren (Kapadia et al. 1995; Grandel et al. 2000; Garner et al. 2003). Dieser
Prozess fihrt zu einem weiteren Aufrechterhalten der systemischen Sepsiskaskade und
hat eine gravierende Auswirkung auf die Herzmuskelfunktion. Die Schadigung der
Herzmuskelzellen kann durch erhéhte Plasmatroponinspiegel in 30 — 80 % der Patienten
nachgewiesen werden (Elst et al. 2000; Ebelt et al. 2011).

1.2.3 Beeintrachtigung der autonomen Herzregulation

Ein weiterer wichtiger Punkt im Krankheitsbild der septischen Kardiomyopathie ist die
Storung der autonomen Regulation der Herzfrequenz mit einer daraus resultierenden
verminderten Herzfrequenzvariabilitst (HRV - heart rate variability; Werdan et al.
2009). Der Verlust der HRV ist mit einer erhohten Letalitat von Patienten in der Sepsis
assoziiert. Eine Anpassung der Herzfrequenz ist oftmals nicht mehr moglich, und auch
die Kontraktilitdt kann nicht durch vermehrte Fillung der Herzkammern und Erh6hung
des peripheren Gefalwiderstandes (Nachlasterhéhung) gesteigert werden (Schmidt et al.
2005a). Die Patienten versterben jedoch &uferst selten an malignen ventrikuldaren
Rhythmusstérungen, wie dies bei Patienten mit akutem Herzinfarkt oder Herz-
insuffizienz vorkommt (Schmidt et al. 2005b). Warum allerdings die reduzierte HRV
eine ungunstige Prognose wahrend der Sepsis induziert und die kardiale Regulation
durch das autonome Nervensystem in der Sepsis gestort ist, ist noch weitgehend
ungeklart. Vermutet wird jedoch, dass eine enge Verknlpfung zwischen Immunsystem
und autonomem Nervensystem wéhrend der Inflammation besteht, welche durch den
Begriff des ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflexes* beschrieben wird (Tracey
2007; siehe auch Kapitel 1.3.3). Vor allem dem Endotoxin wird eine groRe Bedeutung
beim Auftreten der Herzfrequenzstarre bei septischen Patienten zugeordnet (Godin et
al. 1996). So inhibiert es einerseits den Schrittmacherstrom an den Schrittmacherzellen
des Sinusknotens und sensibilisiert andererseits diesen Schrittmacherstrom fir den
Sympathikus (Zorn-Pauly et al. 2007; Schmidt et al. 2007). Somit besteht eine
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komplexe Interaktion, die zu einer Steigerung der Herzfrequenz fuhrt, bei bestehender
Herzfrequenzstarre aber keine Modulation bzw. Anpassung zul&sst.

1.3 Der Einfluss des Nervensystems auf die Inflammations-

reaktion

1.3.1 Die Entdeckung des Acetylcholins

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts veroffentlichte Otto Loewi seine Studien Uber
den sogenannten ,,Vagusstoff (Loewi 1924), der spater von Henry Dale als
Acetylcholin bezeichnet wurde (Tansey 1991). In seinem Versuch experimen-tierte
Loewi mit einem isolierten Froschherz, dessen Vagusnerv er elektrisch stimulierte
(Abb. 7).

[ N N )
/\ Acetylcholin

(— Nervus vagus-Stimulation von Herz A 9

Abb. 7: Schematische Darstellung des Froschherzexperiments von Otto Loewi. Zwei
isolierte Froschherzen wurden jeweils in einen mit Ringer-Losung gefillten Behalter gelegt.
Der Vagusnerv von Herz A wurde stimuliert, die Herzfrequenz nahm ab. AnschlieRend wurde
die Ringer-L6sung aus Behalter A, die jetzt den Transmitter Acetylcholin enthielt, zu Herz B
gegeben. Herz B schlug nun auch langsamer (modifiziert nach Dani und Balfour 2011).

Mit der von diesem Herzen sezernierten Substanz schaffte er es anschlieBend, die
Herzfrequenz eines weiteren unstimulierten Herzens zu erniedrigen. Damit konnte er
beweisen, dass fir die Weiterleitung der Nervenimpulse das Acetylcholin (C;H1sNO5)
verantwortlich ist. Im Jahr 2000 gelangte das Acetylcholin erneut in den Fokus einiger
Forscher, die ihm nun eine wichtige Rolle innerhalb der Immunreaktion zusprachen
(Borovikova et al. 2000b).
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1.3.2 Das cholinerge System in nicht-neuronalen Zellen

Phylogenetisch betrachtet existierte die Substanz Acetylcholin schon vor der
Entwicklung jeglicher Nervensysteme in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten.
Trotzdem wurden die meisten Erkenntnisse Uber die Acetylcholinsynthese aus der
Erforschung des Nervensystems gewonnen. Es konnten jedoch auch bei einer Vielzahl
von nicht-neuronalen mammalischen Zellen (Keratinozyten, Krebszellen, Immunzellen
etc.) cholinerge Komponenten (Abb. 8), die an der Synthese, dem Transport und dem
Abbau von Acetylcholin beteiligt sind sowie muskarinerge und nikotinerge
Acetylcholinrezeptoren (m- und nAChR) fur die Signalweiterleitung gefunden werden
(Kawashima und Fujii 2008).

AcetylCoA
Cholin

ChAT &«
CarAT

CHT1

Nucleus

°

Cholin

Ach  A(BIChE ,_<
/.-_.\ Acetat

Abb. 8: Synthese, Abgabe und Abbau von Acetylcholin in nicht-neuronalen Zellen. Das
Cholin wird mit Hilfe des Cholintransporters (CHT1) in die Zelle transportiert. Dort findet der
Zusammenbau von Cholin und dem mitochondrialen AcetylCoA durch die Cholin-
acetyltranserase (ChAT) oder Carnitinacetyltransferase (CarAT) zu Acetylcholin (ACh) statt.
Das ACh wird nun durch den vesikuldren Acetylcholintransporter (VACHhT) in Vesikel
eingeschlossen oder die Abgabe erfolgt durch organische Kationentransporter (OCTs). Das ACh
bindet dann an die muskarinergen (M) oder nikotinergen (N) Acetylcholinrezeptoren der
Zielzelle und wird anschlieRend durch Acetylcholinersterasen (AChE) bzw. Butyrylcholin-
esterasen (BChE) abgebaut (modifiziert nach Kummer et al. 2008).

Auch in Kardiomyozyten von Ratten wurde der Nachweis fir die Expression
Acetylcholin-produzierender Enzyme (Rana et al. 2010; Rocha-Resende et al. 2012)
und nikotinerger Acetylcholinrezeptoren (Dvorakova et al. 2005) erbracht. Fur die
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Bildung von Acetylcholin aus Cholin, das zuvor von dem Cholintransporter (CHT1) aus
dem Extrazellularraum in die Zelle eingebracht wurde, und dem Acetyl Coenzym A
(AcCoA) ist hauptséchlich das Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT) verantwortlich,
wobei die Funktion auch durch die Carnitinacetyltransferase (CarAT) bernommen
werden kann (Tucek 1982). Mit Hilfe des vesikuldren Acetylcholintransporters
(VAChT) wird das Acetylcholin in Vesikel befordert und dort bis zur Freisetzung
gelagert (Lips et al. 2007). Eine andere Mdglichkeit der Acetylcholinabgabe besteht in
der direkten Ausschittung, ohne Zwischenlagerung, durch organische Kationen-
transporter (OCTs; Wessler et al. 2001). Das in den synaptischen Spalt abgegebene
Acetylcholin kann nun an seine spezifischen Rezeptoren der Zielzelle binden und dann
durch Acetylcholineresterasen (AChE) wieder in seine zwei Bestandteile gespalten
werden (Darvesh et al. 2003). Das wieder freigewordene Cholin kann nun erneut durch

CHT 1 in den ,,Acetylcholinkreislauf eingebracht werden.

1.3.3 Der cholinerge antiinflammatorische Reflex — Die Bedeutung des

efferenten Nervus vagus

Die Arbeitsgruppe um Kevin Tracey zeigte, dass der Nervus vagus bzw. sein
hauptsachlicher Transmitter Acetylcholin an der Modulation der proinflammatorischen
Zytokinexpression in vitro (bei Makrophagen) und in vivo (an Ratten mit septischem
Schock) beteiligt ist (Borovikova et al. 2000b). Dazu erhielten bilateral vagotomierte
Ratten in dieser Studie eine intravendse Dosis Endotoxin (LPS) mit gleichzeitiger
elektrischer Stimulation des efferenten Teils des Vagusnervs. Im Serum dieser Tiere
wurden anschlieBend wesentlich niedrigere  TNF-a-Spiegel gemessen als in den
Kontrollratten ohne Stimulation. Diese Beobachtung stellte die Verbindung zwischen
Immunsystem und autonomem Nervensystem heraus, und der Begriff des ,,cholinergen
antiinflammatorischen Reflexes® wurde postuliert (Tracey 2002). Die Aktivierung der
cholinergen parasympathischen Nervenfasern fuhrt zu einer verminderten Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren aus den immunmodulierenden Zellen. Im Falle der
Sepsis ist das autonome System gestort und die Signalweiterleitung Uber die
cholinergen parasympathischen Nervenfasern abgeschwécht, es kommt zu einer

gesteigerten bzw. UberschieRenden Entzlindungsreaktion (Tracey 2007).
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Der Nervus vagus ist der X. Hirnnerv und stellt einen wichtigen Bestandteil des
autonomen Nervensystems (ANS) dar. Uber die IL-1-Rezeptoren auf den sensorischen
Nervenzellen seines afferenten Teiles werden die vom Immunsystem gesammelten
Informationen Uber die inflammatorischen VVorgange in den peripheren Organen an das
Gehirn weitergegeben (Maier et al. 1998; Blalock 2005). Im Nucleus solitarius
angekommen, wird die Information zum Ncl. dorsalis n. vagi und Ncl. ambiguus
geleitet. Diese enthalten den Ursprung der praganglionaren Neuronen, deren Axone den
efferenten Teil des N. vagus bilden. Nur 20 % der Fasern des zervicalen N. vagus sind
efferent, dementsprechend bilden die afferenten Faser mit 80 % den grélieren Anteil
(Agostoni et al. 1957). Zuerst wurde vermutet, dass die Milz fur den regulatorischen
Inflammationseffekt benétigt wird, stellt sie doch den Hauptproduktionsort von
systemischem TNF-o wihrend der Endotoxindmie dar (Huston et al. 2006). Da der
N. vagus jedoch die Milz nicht direkt innerviert (Bellinger et al. 1993), wurde auf eine
indirekte Verbindung geschlossen (Abb. 9).

Hirnstamm Ganglion
Kerne Coeliacum Milz
—_— | 1
r ] \

Stimulus - —’. Immunantwort
(Inflammation, m=p mp (reduzierte
Zytokine (z.B. IL-1B)) > _... Zytokinspiegel)

L : JL : J\ Y JL Y J 1 J
sensorisches Interneuron Nervus Nervus ACh Makro-
Neuron vagus splenicus phagen
ChAT*
T-Zellen

Abb.9: Die Signalweiterleitung beim antiinflammatorischen Reflex. Sensorische
Nervenzellen erfassen einen Entziindungsstimulus. Das Signal wird tber Interneurone bis zum
Nucleus dorsalis des Vagusnervs weitergegeben. Danach erfolgt die efferente Weiterleitung
tber den Nervus vagus zum Ganglion Coeliacum, wo die Verschaltung auf den Nervus
splenicus erfolgt. Diese Verknlpfung ist jedoch fraglich (?). In den T-Zellen der Milz wird
durch ankommende Aktionspotentiale die Ausschittung von Acetylcholin (ACh) veranlasst,
welches dann an dem a7nAChR der Makrophagen bindet und die proinflammatorische Zytokin-
freisetzung inhibieren soll (modifiziert nach Andersson und Tracey 2012).

Die vagalen praganglionaren Neuronen wirden dabei auf den die Milz durchziehenden
N.splenicus verschaltet, dessen Fasern katecholaminergen, postgangliondren
sympathischen Ursprungs sind (Rosas-Ballina et al. 2008). In der Milz sind in der N&he
der adrenergen Nervenendigungen Acetylcholin  produzierende CD*" T-Zellen
lokalisiert, die B-adrenerge Rezeptoren exprimieren (Rosas-Ballina et al. 2011). An den
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postgangliondren sympathischen Nervenfasern ankommende Aktionspotentiale flihren
bei diesen T-Zellen zu einer Sekretion von Acetylcholin, dessen antiinflammatorische
Wirkung dann Uber die a7-Untereinheit nikotinerger Acetylcholinrezeptoren
(a7nAChR) der Makrophagen vermittelt wird. Kirzlich wurde jedoch von Bratton et al.
eine Studie verOffentlicht, die zeigte, dass die vagalen praganglionaren
Nervenendigungen nicht mit den sympathischen Neuronen, die in die Milz ziehen,
verschaltet sind (Bratton et al. 2012). Daher wird (ber eine Beteiligung der Milz am

antiinflammatorischen Reflex weiterhin kontrovers diskutiert.

Neben der Aktivierung des cholinergen antiinflammatorischen Reflexes durch eine
direkte Stimulation des N. vagus kann eine Anregung auch Uber eine pharmakologische
Cholinesteraseinhibition (z. B. mit Physostigmin und Neostigmin; Hofer et al. 2008)
oder auch mit Hilfe cholinerger Agonisten (z.B. Nikotin), die spezifisch an den
a/nAChR der Makrophagen binden, erfolgen (Fodale und Santamaria 2008). In Studien
mit dem o7nAChR-Antagonisten o-Bungarotoxin konnte in vitro an Makrophagen
gezeigt werden, dass durch die Blockade dieses Rezeptors die antiinflammatorische
Wirkung von Nikotin und Acetylcholin nicht mehr besteht (Wang et al. 2003). Ebenso
verhielt es sich in vivo bei Knockout-Mdusen, deren Gen fur den a7nAChR (CHRNA?7)
deaktiviert war (Wang et al. 2003). Die Herabsetzung der proinflammatorischen
Zytokinsynthese in den Makrophagen erfolgt nach der Bindung des Liganden an den
a7nAChR und dem Ausldsen des Signalweges durch die Inhibition des Transkriptions-
faktors NF-xB (Wang et al. 2004). Der a7nAChR ist demnach, zusammen mit dem
efferenten Anteil des N. vagus und dem Transmitter Acetylcholin, ein essenzieller

Bestandteil des ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflexes®.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Sepsis gehort derzeit, trotz intensiver Forschung und aller medizinischen Fort-
schritte, immer noch zu den Haupttodesursachen in der modernen Intensivmedizin. An
der hohen Sterblichkeit bei der schweren Sepsis und dem septischen Schock ist die
septische Kardiomyopathie erheblich beteiligt. Durch eine cholinerge Stimulation

(direkt am N. vagus oder pharmakologisch) konnte die Hamodynamik wahrend der
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septischen Kardiomyopathie durch die immundampfende Wirkung des freigewordenen
Acetylcholins verbessert werden.

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es, das Millar-Katheter-System fir die
longitudinale Messung ha&modynamischer Parameter im Herzen der anasthesierten
Ratten sowie das Endotoxindmie-Modell als septisches Tiermodell zu etablieren. Dies
beinhaltete u.a. das Austesten verschiedener LPS-Konzentrationen, um eine aus-
reichende Dosis Endotoxin fir die Ausbildung einer septischen Kardiomyopathie

herauszufiltern.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Wirkung einer cholinergen Stimulation beziiglich
der Hamodynamik, aber auch hinsichtlich der Expression von Entziindungsparametern

im Plasma und im kardialen Gewebe der endotoxdamischen Ratten, untersucht.
In dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen Uberpriift werden:

e Verbessert sich die beeintrachtigte Herzfunktion der Ratten unter
endotoxdmischen Bedingungen durch eine kurz- bzw. langzeitige direkte oder
pharmakologische cholinerge Stimulation?

e Wird die proinflammatorische Zytokinexpression im Plasma und im Kkardialen

Gewebe durch die Stimulation beeinflusst?
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2 Material

2.1 Gerate
Datenerfassungssystem; Powerlab 8/30
Feinwaage

Gewebemiihle

Heizmatte (Small Homeothermic Blanket)

Intubationsbrett (Sonderanfertigung, 75° Schrége)

Kalibrierungskivette

Laryngoskop (modifizierter Mclntosh-

Laryngoskopspatel fur Kinder Grofie 0)

Magnetrihrer

Mahlkugeln (Durchmesser: 5 mm)

Mikroplatten-Wascher; EIX50

Mikro-Tip Katheter; SPR-1000 (1 F)

Mikro-Tip P/V-Katheter; SPR-838 (2 F)

Narkosegas-Verdunster; Vapor 19.1

PCR-Cycler; Mastercycler gradient
StepOne Plus™

PCR-UV-Workstation

Perfusor

Perfusor; "11" Plus

pH-Meter

ADInstruments, USA
Mettler Toledo, Schweiz
Retsch, Haan

Hugo Sachs Elektronik/ Harvard
Apparatus  GmbH,  March-
Hugstetten

Schreinerei Both, Oberursel
Millar, USA

WARAmMed Medizintechnik,
Starnberg

Labor Brand, GieRRen
Retsch, Haan

BioTek, Bad Friedrichshall
Millar, USA

Millar, USA

Dragerwerk, Lubeck
Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, USA
PeglLab, Erlangen

Braun, Melsungen

Harvard Apparatus, USA

Mettler Toledo, Schweiz
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Photometer

Préparationsbesteck (Scheren, Pinzetten etc.)
Respirator; Inspira asv
Sauerstoff-Messgerat

Sauerstoff-Sensor

Schttler (Mikroplatten)
Signalaufbereitungssystem; MPVS Ultra™
Spektralphotometer; Epoch

Stimulator (Vagusnerv)

Temperatursonde (Flexible Probe, rektal)
Thermomixer

Tierschermaschine

Uhrmacherpinzette

Ultra-Mikromesszelle (Kuvette)
Ultraschallbad

Vortexer

Waagen

Warmelampe (Infrarot)
Zentrifugen; Biofuge pico
Kihlzentrifuge, Mikro 200R

Minifuge RF

2.2 Verbrauchsmaterialen

12-Kanal Pipette Research (30 pul —300 pl)

Eppendorf, Hamburg
FST, Heidelberg

Harvard Apparatus, USA
Dragerwerk, Lubeck
EnviteC-W. GmbH, Wismar
Heidolph, Schwabach
Millar, USA

BioTek, Bad Friedrichshall
DeMeTec, Langgdns
Havard Apparatus, USA
Eppendorf, Hamburg
Aesculap® AG, Tuttlingen
Hogetu, Gosheim

Hellma, Mdllheim
Bandelin, Berlin

IKA, Staufen

Mettler Toledo, Schweiz
Satorius, Gottingen
Physitemp, USA

Heraeus, Hanau

Hettich, Tuttlingen

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
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Einfriergefaf3e (1,6 ml)

Einwegspritze (1 ml-20 ml)

Kanilen (18 G, 26 G)

Kanule (Intubation); Vasocan Brauniile (16 G)
Knopfkanile (Durchmesser: 1,5 mm)

Katheter (Jugularv.); PE-Katheter (3 F; 33,5 cm)
Katheter (Schwanzv.); BD Insyte-W™ (24 G)
Kompressen (10 cm x 10 cm)

Labortticher

Mikrotiterplatte (96-well)

Nahtmaterial

Nitrilhandschuhe

PCR-Folie; Micro-Amp™ Optical Adhesive Film

PCR-Reaktionsgefal? (0,2 ml)

PCR-Reaktionsplatte; Micro-Amp® 96-well (0,1 ml)

Perfusor-Leitung (150 cm)
Perfusor-Spritze (50 ml)

Pflaster

Pipetten Reference (10 ul, 100 pul, 1000 pl)
Pipettierhilfe

ReaktionsgefaRe (0,5ml, 1,5 ml, 2 ml)
Safe-Seal-Tips (10 pul, 100 pl, 1000 pl)
Skalpellklingen

Spitzen, ep T.L.P.S. Reloads (0,1 pl- 10 pl)
ep T.L.P.S. Standard (20 pl - 300 ul)

Spritzenfilter, Millex®GP (0,22 pm)

Sarstedt, Numbrecht
Braun, Melsungen

BD, Heidelberg

Braun, Melsungen

Hero, Berlin
Dispomedica, Hamburg
BD, Heidelberg
Fuhrmann, Much
Kimberly-Clark, UK
Falcon, BD, USA
Johnson-Johnson Intl., USA
Ansell, UK

Applied Biosystems, USA
Nerbe Plus, Winsen
Applied Biosystems, USA
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
Durapore, Neuss
Eppendorf, Hamburg

IBS, Schweiz

Sarstedt, Numbrecht
Biozym, Hess. Oldendorf
Swann-Morton®, UK
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Millipore, Irland



2 Material

21

Unterlage, MoliNea® plus
Verbindungsleitung mit 3-Wege Hahn

Wattestabchen

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

2.3 Medikamente und Arzneimittel
Anticholium®

Bepanthen Augensalbe

Fentanyl

Kodan® Hautantiseptikum

Heparin

Isofluran

Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %
Natriumchloridkonzentrat 10 %
Ringer-Losung

Sauerstoff (med.)

Stickstoff

2.4 Chemikalien und Losungen
BSA Set Pre-Diluted Protein Assay
Chloroform

EDTA

Enzymldsung Terg-A-Zym

Ethanol; absolut

Hartmann, Heidenheim

IMF GmbH, Ludenscheid
Beese, Bersbiittel

Noba Verbandmittel, Wetter

Greiner, Frickenhausen

Kohler Chemie, Bensheim
Bayer, Leverkusen
Ratiopharm, Ulm
Schiilke, Norderstedt
Ratiopharm, Ulm

Baxter, Unterschleiheim
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Linde, Unterschleil3heim

Linde, UnterschleiRheim

Thermo-Scientific, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Alconoc, Inc., USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Ethanol; vergallt

HEPES

Instrumentenreiniger

LPS-EB Ultrapure (E.coli 0111:B4)
Paraffindl

Protease Inhibitor; Complete Mini
TRIzol Reagent

Wasser dest.

Wasser; Nuklease frei

2.5 Komplettsysteme

BCA™ Protein Assay Kit

Quantikine® Immunoassay (TNF-o, IL-1p)

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

RNeasy® Plus Mini Kit

TagMan® Gene Expression Master Mix

2.6 TagMan® Gene Expression Assays

ChAT (Cholinacetyltransferase)
ChAT (Cholinacetyltransferase)
CarAT (Carnitinacetyltransferase)
TNF-a (Tumornekrosefaktor o)

B-Actin (Beta-Actin)

Rn01453446_m1l
Rn01453442_m1l
Rn01758585_m1
Rn01525859 g1

Rn00667869_m1

Fischar GmbH, Saarbrticken
Roth, Karlsruhe

Merz, Frankfurt

Invivogen, USA

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Life Technologies, USA
Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, USA
R&D Systems, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA
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2.7 Software

Gen5™ BioTek, Bad Friedrichshall
Graphpad Prism Graphpad Software, USA
LabChart Pro ADInstruments, USA
MPCU2PV DeMeTec, Langgons
PVAN Ultra® Millar, USA

StepOne™ Software Applied Biosystems, USA

2.8 \Versuchstiere

Die Versuche wurden mit méannlichen Ratten des Inzuchtstammes Lewis (Charles
River, Sulzfeld) durchgefiihrt. Das Gewicht der Versuchstiere betrug zum Zeitpunkt der
Lieferung 275 ¢g-300g. Die Unterbringung der Ratten erfolgte im klimatisierten
Tierstall Klinik Seltersberg, Haus C, GieRRen mit 12 Stunden Tag- und Nachtzyklus. Den
Ratten wurde freier Zugang zu Wasser und Futter in Pelletform (Altromin, Lage)
gewahrt. Nach mindestens 5-tagiger Eingewohnungszeit wurden die Tiere fur die

Experimente aus dem Tierstall entnommen und ins Labor gebracht.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Tierversuche erfolgten gemal3 § 8 Abs. 1
des Tierschutzgesetzes (TierSchG) nach Erteilung der Genehmigung zur Durchfihrung
von Versuchen an Wirbeltieren fir das Versuchsvorhaben Nr. 108-2010 (Kurztitel:
Acetylcholin und septische Kardiomyopathie), die am 03.05.2011 vom Regierungs-

prasidium GieRen erteilt wurde.
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3 Methoden

3.1 Studiendesign und Versuchsablauf

Um den kardioprotektiven Effekt einer Nervus vagus-Stimulation im Rahmen einer
septischen Kardiomyopathie zu untersuchen, wurden in endotoxdmischen Lewis-Ratten
hamodynamische Messungen durchgefuhrt. Im ersten Teil der Arbeit erfolgten die
Etablierung des Millar-Katheter-Hamodynamiksystems und die Charakterisierung des

Modells. Spater wurden folgende Gruppen untersucht (Tab. 1 und Abb. 10):

Tab. 1: Einteilung der verschiedenen Versuchsgruppen.

Gruone LPS _ Anzahl der
pp Beschreibung Versuchstiere

(1 mg/kg KG) ns=

Kontrollgruppe 1: Tiere aus Etablierungsphase
1 - wurden als gesunde Referenzgruppe in die 6
Auswertung einbezogen

2 + Kontrollgruppe 2: mit LPS 6

3 + Anticholium® (Physostigmin) i.v. (80 pg/kg KG) 5

4 + Kontrollgruppe 3: Vagotomie, ohne N. vagus- 5
Stimulation, nur Anbringen der Elektrode

5 + Vagotomie und N. vagus-Stimulation fiir 2 min 6

6 + Vagotomie und N. vagus-Stimulation fir 20 min 6

Ratten in der Gruppe 1 wurden nur katheterisiert. Versuchstiere aus der Gruppe 2
erhielten einen LPS-Bolus (1 mg/kg KG) i.v., Ratten aus Gruppe 3 wurde vor LPS-Gabe
einen Anticholium®-Bolus (80 pg/kg KG) i.v. verabreicht. Nach der LPS-Injektion
wurde der Cholinesteraseinhibitor stetig infundiert (12,5 pg/kg/h). In den Gruppen 4 -6
erfolgte neben der zervikalen Vagotomie am rechten N. vagus die Anbringung einer
Elektrode zu Stimulationszwecken mit unterschiedlicher Stimulationsdauer. Die Daten-

erfassung erfolgte Uber einen Zeitraum von maximal 6 Stunden. Danach wurden die
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Tiere durch eine Vertiefung der Narkose und Entbluten getotet. Zur weiteren Analyse

wurden Blutproben gesammelt und das Herz entnommen.

Die entsprechenden MalRnahmen fiir die Katheterisierung erfolgten in einem Zeitfenster
von 30 —60 Minuten. Im Anschluss an eine 30-mindtige Stabilisierungsphase wurde den
Tieren ein NaCl- bzw. LPS-Bolus (1 mg/kg KG i.v.) injiziert und die fur die Versuchs-
gruppe vorgesehene Behandlung durchgefuhrt (Abb. 10).

Messbeginn 1h post 2hpost 5h post 6 h post
t t t; ts tg
NaCl-Bolus
| I —— B n=5
- - - - f————————————
Kontrolle I
LPS-Bolus <
(1mg/kg KG) n=6
2. - - - - - = -------------- s B
Kontrolle (mit LPS) -
Physostigmini.v. (80 ug/kg) .
3 N . Physostigminssiv. (12,5 pg/kg/h) n=5
: I - - - - —
Physostigmin ol <
nur Anbringung o
a i_';'_i Elektrode, kein Reiz n=51 =
- - - fT——————————————————————
Kontrolle Sham [ "y
5V, 2ms, 1Hz o
5 |:| 1min + 1 min n=6
: IS - - - - J————————— -
Stimulation 2 min Iﬂ S
5V, 2 ms, 1Hz a
20 min n=6
. 5.  eeee——- - - - [ fT—m—— — Ao
Stimulation 20 min
| Y A \ Y
Operation Stabilisierung Messzeitraum
30-60min 30min 6h
* Narkose * Blutentnahme
« Katheterisierung + Organ- hzw. Gewebeentnahme  |&
* (Vagotomie + Anbringen Elektrode) (Herz)

Abb. 10: Schematische Darstellung der verschiedenen Versuchsablaufe. Die Versuche
wurden in 6 verschiedene Gruppen unterteilt. Ab Zeitpunkt t0 erfolgte die Aufnahme der
Messungen. Das Versuchsende wurde mit dem Tod der Ratte bzw. maximal nach 6 Stunden
Messdauer erreicht (nach Florian Uhle).

Der allgemeine Versuchsablauf war fir alle Versuchsgruppen gleich. Die gesamte
Praparation beinhaltete die Intubation, die Kandlierung der linken Kollateralvene im
mittleren hinteren Bereich des Schwanzes, das Einlegen des Druck/VVolumen-Katheters
in den linken Ventrikel sowie des Tip-Katheters in die Schwanzarterie und das
Katheterisieren der Vena jugularis mit einem PE-Katheter. Bei den Gruppen 4 - 6 wurde
zusatzlich der rechte N. vagus freiprapariert, durchtrennt und eine bipolare

Stimulationselektrode an das distale Ende angelegt.
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3.2 Induktion der septischen Kardiomyopathie

Nach der 30-mindtigen Stabilisierungsphase, in der sich die Ratten von den operativen
Eingriffen erholten, folgte die Induktion der Endotoxindmie durch die i.v.-Applikation
von 1 ml LPS-Lésung (1 mg/kg KG in 0,9 % NaCl) tber 20 Minuten in die Schwanz-
vene durch einen speziellen, fur kleine Volumna geeigneten, Perfusor. Ratten aus der
Kontrollgruppe erhielten einen gleich groRen NaCl-Bolus. Das mit der Phenol-TEA-
DOC-Methode aufgereinigte LPS (E.coli, 0111:B4) wurde vor Beginn der Versuche in
steriler 0,9 %iger isotoner Kochsalzldsung geltst (Stock-Losung: 5 mg/ml), aliquotiert
und bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurde die dem Gewicht der Ratte ent-
sprechende Verdunnung mit steriler Kochsalzlésung (0,9 %) hergestellt. Da sich das
LPS aufgrund seines amphiphilen Charakters in wassriger Lésung zu Aggregaten in
Form von Mizellen zusammenlagert, wurde die LPS-Ldsung fiir 30 Minuten bei 37 °C
im Ultraschallbad sonifiziert.

3.3 Hamodynamik-Messungen mit dem Millar-Konduktanz-
Katheter

Die h&modynamischen Messungen erfolgten mit Hilfe eines Druck/Volumen-
Konduktanz-Katheters (Millar SPR-838, 2F). Damit konnten in vivo Druck- und
Volumenkurven des linken Ventrikels in Echtzeit aufgezeichnet werden und durch eine
anschlieBende Analyse die Ventrikelfunktion bewertet werden. Seit Mitte der 1990iger
Jahre kann diese Technik, welche schon in den 1980iger Jahren bei Menschen und
Grolitieren genutzt wurde (Baan et al. 1984), auch im Kleintiermodell angewendet

werden (Georgakopoulos et al. 1998).

An der Spitze des Katheters ist ein Drucksensor lokalisiert, welcher paarweise von vier
Elektroden, die zum Messen des Ventrikelvolumens dienen, umgeben ist. Das Prinzip
dieser Messung beruht auf der Erfassung der Leitfahigkeit (Konduktanz) des Blutes,
welche dann in relative Volumeneinheiten umgerechnet wird. Durch die duf3eren
Elektroden (E4 und E1, Abb. 11) flieBt ein konstanter Strom, der so ein elektrisches
Feld zwischen diesen beiden Elektroden im linken Ventrikel generiert. Die inneren
Elektroden (E3 und E2) messen einen wechselnden Potentialunterschied, der durch die

Volumenanderung und damit einer unterschiedlichen Leitfahigkeit des Blutes im linken



3 Methoden 27

Ventrikel wahrend eines Herzzyklus zustande kommt. Da mit dieser Technik nicht nur
die Leitfahigkeit des Blutes im linken Ventrikel, sondern auch die der umgebenden
Gewebe (Myokard, Lunge etc.) gemessen wird, muss diese sogenannte Parallel-
Konduktanz von der gesamten Konduktanz abgezogen werden. Erst dann erhalt man
das exakte Volumen des linken Ventrikels. Durch das kurzzeitige Andern der
Leitfahigkeit des Blutes kann die Parallel-Konduktanz bestimmt werden. Dies geschieht
meist durch die Injektion einer geringen Menge hypertoner (10 %iger) Kochsalzlésung

uber die Vena jugularis in den Kreislauf (Baan et al. 1984 und Steendijk et al. 2001).

Aorta

Pulmonalarterie

Mitralklappe

linker Ventrikel

Aortenklappe

- E4 E3 Drucksensor E2 E1
rechter ﬁ
Ventrikel - ﬁ HD

Millar PV-Katheter (SPR-838)

Abb. 11: Schematische Darstellung der Lage des Druck/Volumen-Katheters im linken
Ventrikel. Uber die Aorta wird der Katheter in den linken Ventrikel eingebracht. An der
Katheterspitze befinden sich 4 Elektroden (E1 - E4) sowie ein Drucksensor (modifiziert nach
Pacher et al. 2008).

Mit Hilfe der folgenden Formel lasst sich das genaue Volumen des linken Ventrikels

bestimmen:

V—1 126G -G
—E(p )(G — Gp)

wobei V=das Volumen im Ventrikel, a=-ein Volumenkalibrationsfaktor, p = der

elektrische Widerstand des Blutes und L =der Abstand zwischen den Elektroden ist.
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G wird als Gesamt-Konduktanz bezeichnet, wéhrend G, die Parallel-Konduktanz des

umgebenden Gewebes darstellt (Pacher et al. 2008).

Aus den von dem Konduktanz-Katheter aufgenommenen Daten, lassen sich in Echtzeit
Druck/Volumen-Kurven ableiten (Abb.12), an denen die verschiedenen Phasen des

Herzzyklus zu erkennen sind.

[+] 150
100 - 7 5
£
£ 50 - 8 4
3
-
1 3
0 -
2
ﬂ 50 -
I J T T T T T
100 150 200 25
(=] Volume 1 (RVU) [~

Abb.12:  Linksventrikulare Druck/Volumen-Kurven einer Lewis-Ratte unter
Normalbedingungen. Die Druck/Volumen-Kurven (unkalibriert) wurden durch die Ver-
wendung eines Millar P/V-Katheters generiert. Die Zahlen bezeichnen die verschiedenen
Phasen innerhalb eines Herzzyklus (siehe Text). Die X-Achse gibt die relativen Volumen-
einheiten (RVU) an, die Y-Achse den Druck im linken Ventrikel (LVP in mmHg). Die fur die
Abbildung ausgewahlten Kurven stellen ein représentatives Beispiel dar.

Durch die Offnung der Mitralklappen (1) kommt es zur diastolischen Fiillung des linken
Ventrikels (2) bis zum SchlieBen der Klappen (3). Auf die isovolumetrische Kontrak-
tion (4) folgt die Offnung der Aortenklappen (5), durch die der Beginn der Auswurf-
phase (6) gekennzeichnet ist. Mit dem SchlieBen der Aortenklappen (7) wird die iso-

volumetrische Relaxationsphase (8) erreicht.
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3.4 Durchfuhrung der Katheterversuche

Vor jedem Versuch wurde der Arbeitsplatz mit dem entsprechenden OP-Besteck
ausgestattet. Zudem wurde tber die Warmematte eine saugféhige Unterlage gelegt um
grolRere Verunreinigungen mit Blut und anderen Flussigkeiten zu vermeiden. AuRerdem
wurden Pflaster fiir die Fixierung des Tieres vorbereitet. Desweiteren wurde die
Funktionsfahigkeit der Gerédte (Laryngoskop, Respirator, Warmematte und Perfusor)
Uberprift. Der Tubus fur die Intubation wurde gefettet und auf den Fihrungsstab
gefadelt. Die Katheter wurden vor Gebrauch (mindestens fur 30 Minuten) in 37 °C
warme NaCl-Ldsung (0,9 %) gelegt. AnschlieRend wurde die Kalibrierung des Druckes
durchgefuhrt. Zum Schluss der Vorbereitungen wurde das Gewicht der Ratte bestimmt
und damit das Tidalvolumen (Vt) und die Atemfrequenz (AF) am Respirator
entsprechend der Formel (Vt, ml) = 6.2 x M und (AF, 1/min) =53.5 x M®% bezogen
auf das individuelle Gewicht der Ratte berechnet und eingestellt. Diese Daten wurden
auflerdem in ein daftr vorgesehenes Protokoll handschriftlich eingetragen, in dem auch
alle 15 Minuten die Vitalparameter (arterieller Blutdruck, Herzfrequenz, rektale
Temperatur, Sauerstoffkonzentration der Atemluft (FiO2) und Isoflurankonzentration)
und der zeitliche Fortschritt der Praparation vermerkt wurden. Die Messungen begannen
mit dem Zeitpunkt tO kurz vor Injektion des LPS-Bolus. Danach wurde alle 30 Minuten
ein Marker gesetzt und entsprechend mit t0.5, t1, t1.5 etc. bezeichnet. Mit Hilfe dieser
Marker konnten spater offline die Druck/VVolumen-Kurven fur die Auswertung

ausgewahlt werden.

Nach Versuchsende wurde die Narkose durch eine Erhéhung der Isoflurankonzen-
tration auf 5 %, vertieft. Anschlielend wurde die Ratte durch Entbluten get6tet. Das
Herz wurde entnommen und mit einer Knopfkanile mit NaCl-Lésung perfundiert.
Danach wurden die Atrien von den Ventrikeln getrennt, die beiden Herzkammern
separiert und jeweils in kleine Sticke geschnitten. AnschlieBend wurden die
Gewebestuckchen fir wenige Minuten in flussigen Stickstoff gegeben, dann in
Einfriergefalle 0berfihrt und bei -80°C aufbewahrt. Das Blut wurde in ein
heparinisiertes Zentrifugenréhrchen gegeben und bei 3000 rpm fur 10 Minuten
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das erhaltene Plasma aliquotiert und bei -80 °C fur

weitere Analysen gelagert.

Die Volumenkalibration des Konduktanz-Katheters wurde mit heparinisiertem Blut von
2 Ratten durchgefihrt. Dafur wurde eine Kalibrierungs-Kuvette mit exakt bekannten
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Volumina (254,47 ul, 452,39 ul und 855,30 pl) verwendet. Spéater konnten in der
Auswertung so die relativen Volumeneinheiten mit Hilfe der erhaltenen Kalibrations-

werte in ,,echte® Volumina umgerechnet werden.

3.4.1 Narkoseeinleitung und Intubation

Die Einleitung der Narkose erfolgte nach stressfreiem Verbringen der Tiere in eine
Ganzkorperkammer (Abb.13 A) mit einer Voranflutung von 5% Isofluran unter
100 % O,. Nach Abklingen der Exzitationsphase und Erldschen des Stellreflexes wurde
die Ratte endotracheal intubiert. Das Tier wurde dazu mit den oberen Schneidezahnen
in eine Schlinge eingehdngt (Abb. 13 B), die oben an der Intubationsflache befestigt
war. Unter Sicht, mit Zuhilfenahme eines Laryngoskops, wurde die Ratte nun intubiert.
Als Tubus diente eine groBlumige Venenverweilkanile (16 G), die Uber einen
Fuhrungsdraht (zentraler Venenkatheter (ZVK)) in die Trachea geschoben wurde. Nach
Intubation erfolgte die schnelle Ubernahme an die maschinelle Beatmung. Dazu wurde
die Ratte in Rickenlage auf die Warmematte gelegt und an das Beatmungsgeréat Uber
den Tubus konnektiert (Abb. 13 C).

Abb. 13: Einleitung der Narkose und Intubation der Ratte. Die Narkosegaskammer wurde
mit Isofluran vorgeflutet und die Ratte in die Kammer (A) gesetzt. Nach Erléschen der Reflexe
erfolgte die Intubation am Schréagbrett mit Hilfe eines Laryngoskops (B) und danach das
AnschlieRen an das Beatmungsgerét (C).

Die korrekte Lage des Tubus wurde nun durch die ,,Spiegelprobe® iiberpriift. Dazu
wurde der Beatmungsschlauch kurzzeitig entfernt und ein kleiner Spiegel vor die
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Offnung des Tubus gehalten, beschlug dieser war die Intubation erfolgreich
durchgefihrt worden.

3.4.2 Beatmung

Nach der Intubation wurde die Ratte fiir weitere 5 Minuten mit 100 % Sauerstoff
beatmet, danach erfolgte die Absenkung der Konzentration auf 40 % Sauerstoff mit
60 % Stickstoff. Die tatsdchliche Sauerstoffkonzentration des Atemgases wurde am
inspiratorischen Schenkel zwischen Beatmungsgerat und Verbindungsstiick gemessen
und der Gasfluss mit einem Durchflussmesser reguliert. Die Isoflurankonzentration
wurde nach der Intubation auf 3 % reduziert, um eine ausreichende Tiefe der Narkose
wahrend der Préparation zu gewahrleisten. Nach der Préparation wurde die Isofluran-

konzentration weiter auf 2 % abgesenkt.

3.4.3 Monitoring

Unmittelbar nach der Intubation wurde die Ratte in Riickenlage auf einer Wéarmematte
fixiert und der Hals- und Brustbereich mit einer elektrischen Schermaschine entfellt.
Die Korpertemperatur wurde mittels einer Rektalsonde (iber die gesamte VVersuchsdauer
gemessen und sollte dabei mit Hilfe einer Infrarot-Warmelampe konstant auf 37 °C
gehalten werden. Unter Verwendung eines EKGs wurde kontinuierlich die elektrische
Herzaktivitdt abgeleitet und aufgezeichnet (Abb. 15, rosa Kurve). Dazu wurden drei
Stichelektroden in die Haut eingebracht: Eine in die Leistenregion der oberen rechten
Extremitat und jeweils eine in die Leistengegend der beiden unteren Extremitaten.

Nun erfolgte die Punktion der Kollateralvene am basalen Schwanzende mit einer
Venenverweilkaniile (24 G). Zur Erweiterung des GefélRes wurde der Schwanz zuvor
ein paar Minuten in warmes Wasser getaucht. Zur Kontrolle der richtigen Lage wurden
0,5 ml Ringerlésung nach vorherigem Fluten des Konnektors injiziert. Uber diesen
Zugang wurden im gesamten Verlauf des Versuchs die Infusion von Fentanyl
(10 pg/kg KG/h) und Ringerlosung (10 ml/kg KG/h) zur intraoperativen Analgesie und

Flissigkeitstherapie verabreicht.
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3.4.4 Katheterisierung

Fur die Uberwachung des arteriellen Blutdruckes wurde ein Mikro-Tip Katheter
(Druckmesskatheter; 1F) in die Schwanzarterie eingelegt. Dazu wurde ein ca. 1cm
langer Schnitt mit dem Skalpell median des Schwanzes durchgefihrt und bis zur Fazie
stumpf prapariert. Diese wurde mit dem Skalpell nun vorsichtig inzisiert und dem
Verlauf der Arterie nach weiter eroffnet. Das die Arterie umgebende Gewebe wurde
entfernt und das Gefal mittels einer gebogenen Uhrmacherpinzette vorgelagert
(Abb. 14 A). AnschlieRend wurde die Arterie mit einer distalen und proximalen Ligatur
versehen, die mit Hilfe von Nadelhaltern auf Zug gehalten wurden. Zuséatzlich wurde
zwischen diesen Ligaturen eine weitere Ligatur angebracht. Das Gefal? wurde mit der
distalen Ligatur abgebunden, die mittlere Ligatur wurde mit einem lockeren
chirurgischen Knoten vorbereitet. Mit einer gebogenen Kantle (90 °, Schliff nach oben
zeigend) erfolgte die Punktion der Arterie. Durch das entstandene Loch wurde der Tip-
Katheter nun vorsichtig ca. 5cm in das Gefal} geschoben. Nachdem die Katheterspitze
die mittlere Ligatur passiert hatte, wurde diese zugezogen, um den Katheter im Gefal
zu fixieren (Abb. 14 B).

proximale Ligatur

Schwanzarterie

distale Ligatur

Katheter

Abb. 14: Katheterisierung der Schwanzarterie bei der Ratte. Die Schwanzarterie wurde
nach dem Freipraparieren mit einer Uhrmacherpinzette vorgelagert und die entsprechenden
Ligaturen gesetzt (A). Danach wurde das GefaR punktiert und der Katheter in die Arterie
eingelegt (B).
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Die Nadelhalter an den Ligaturen und die Uhrmacherpinzette wurden entfernt und der
Katheter in seiner Lage so korrigiert, dass eine Druckkurve aufgezeichnet werden
konnte (Abb. 15, blaue Kurve). Die freigelegte Arterie wurde zum Schutz vor Aus-

trocknung mit einer feuchten Kompresse bedeckt.
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Abb. 15: Gesamtibersicht der aufgezeichneten Parameter mit der Software LabChart.
Die Kurven stellen den Druck im linken Ventrikel (LV, rot) und der Schwanzarterie (blau)
sowie das VVolumen im linken Ventrikel (griin) dar. Die unterste Zeile zeigt die EKG-Ableitung
(rosa) mit entsprechender Herzfrequenz in [bpm]. Die fur die Abbildung ausgewahlten Kurven
stellen ein reprasentatives Beispiel dar.

Zur Untersuchung der linksventrikuldren Funktion wurde aufgrund ihres geringeren
invasiven und stabileren Charakters die OP-Methode mit ,,geschlossenem Brustkorb*
(,,closed-chest approach®; Pacher et al. 2008) angewendet, bei der der Messkatheter
Uber die Arteria carotis in den linken Ventrikel eingebracht wird. Dafur wurde ein
umgekehrter T-Schnitt im Halsbereich durchgefiihrt. Der darunterliegende Muskel
wurde vorsichtig stumpf aufprépariert und zum Erhalt einer besseren Sicht mit einem
Faden weggespannt. Die rechte Arteria carotis communis wurde vom Nervus vagus
getrennt und dargestellt (Abb. 16 B). Das Anbringen der Ligaturen erfolgte wie bei der
Praparation der Schwanzarterie mit einer distalen und proximalen Ligatur sowie einer

Sicherungsligatur in der Mitte.

Nach der Punktion des GefélBes mit einer gebogenen Kanile wurde der Druck/

Volumen-Katheter sehr vorsichtig und ohne Kraftaufwand bis zum Anschlag durch die
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Aurterie geschoben (Abb. 16 A) und mit der mittleren Ligatur fixiert. Ein leichtes Zittern

des Katheters liel? dann auf eine Lage vor den Aortenklappen schlielRen.

Katheter eingelegt
in die A. carotis

distale proximale Nervus vagus
Ligatur Ligatur

Arteria carotis

Abb. 16: Darstellung der Arteria carotis communis dextra und des Nervus vagus. Nach der
Punktion des GeféaRes wurde der Druck/Volumen-Katheter in die Arterie eingebracht (A). Zuvor
wurde der Vagusnerv von der Carotis Arterie getrennt (B).

Der Katheter wurde an dieser Stelle nun immer wieder leicht zuriick und dann nach
vorne bewegt, bis er die Aortenklappen passiert und die richtige Lage im Ventrikel
eingenommen hatte. Die korrekte Position konnte anhand der aufgezeichneten Druck-

kurve am Monitor bestimmt werden (Abb. 15, rote und griine Kurve sowie Abb. 17).
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Abb. 17: Druckkurve in der Aorta und im linken Ventrikel. Die Lage des Katheters konnte
durch die Aufzeichnungen auf dem Monitor bestimmt werden. In der Aorta (A) liegend zeigt
die Druckkurve einen typischen arteriellen Verlauf. Im linken Ventrikel (B) positioniert kommt
es zum Abfall des diastolischen Drucks. Die fiir die Abbildung ausgewéhlte Druckkurve stellt
ein reprasentatives Beispiel dar.
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Das Operationsfeld wurde nach erfolgreicher Katheterisierung zum Schutz vor Aus-
trocknung mit einer feuchten Kompresse abgedeckt.

3.4.5 Kalibrierung der Parallel-Konduktanz

Zur Bestimmung der Parallel-Konduktanz wurde die rechte Vena jugularis stumpf
freiprapariert und dargestellt. Nach dem Setzen der entsprechenden Ligaturen (siehe
Kapitel 3.4.4) und Punktion der Vene wurde ein PE-Katheter (3F) in das Gefal}
eingeschoben (Abb.20). Fur die Kalibrierung wurde die Beatmung fir ein paar
Sekunden abgeschaltet und gleichzeitig 20 ul NaCI-Losung (10 %) Uber den Katheter in
den Kreislauf injiziert. Durch den Einstrom der hypertonen NaCl-Lésung kam es zu
einer Verschiebung der Druck/Volumen-Kurven nach rechts (Veranderung der Kon-
duktanz), wahend der Druck unveranderert blieb (Abb. 18).
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Abb. 18: Veranderung des Konduktanz-Signals im linken Ventrikel wahrend der
Injektion hypertoner NaCl-Losung. Nach Verabreichung der NaCl-Losung (griner Pfeil)
kommt es zum Anstieg der Konduktanz (RVU, relative volume units; griine Kurve) und damit
zu einer Verschiebung der Druck/Volumen-Kurven nach rechts (linke Darstellung, schwarzer
Pfeil). Der Druck (mmHg) bleibt dabei unverandert (rote Kurve). Das gestrichelte Rechteck gibt
die ausgewdhlten Kurven an, die in der Druck/Volumen-Ansicht zu sehen sind. Die fir die
Abbildung ausgewahlten Kurven stellen ein représentatives Beispiel dar.

Die Leitfahigkeit des Blutes im Ventrikel wurde durch die Injektion kurzzeitig ver-
andert. So konnte ein verénderter Leitwert und damit ein veréndertes VVolumen in der
Enddiastole (Vep) bzw. Endsystole (Ves) gemessen werden. Fiir die Berechnung des
parallelen Volumens (Vp) wurden in der Auswertung die Werte von Vgp und Ves jedes
Herzschlages wéhrend der Signalverédnderung gegeneinander aufgetragen und eine

lineare Regressionsgerade gezogen. Eine weitere Linie gab die Werte an, bei denen
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Vep = Vgs ist, d.h. dass die Herzkammer blutleer ist. Der Schnittpunkt dieser beiden
Linien ergibt den Korrekturwert (Vp; Abb.19), welcher vom Gesamtvolumen

abgezogen werden muss.

¢ .Saline Calibration
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Abb. 19: Graphische Darstellung der Parallel-Konduktanz Berechnung mit PVAN. Der
Schnittpunkt der beiden Geraden ergibt das Parallel-Volumen (Vp), das vom gesamten
Volumen abgezogen werden muss, um das ,.echte* Blutvolumen im linken Ventrikel zu
erhalten. Reprisentatives Beispiel einer ,,saline calibration®.

3.4.6 Intravendse Injektion von Physostigmin und Stimulation des

Nervus vagus

Fiir die Versuche mit dem Acetylcholinesteraseinhibitor Physostigmin (Anticholium®;
Gruppe 3) wurde 5 Minuten vor LPS-Gabe ein Bolus (80 ug/kg KG Physostigmin;
400 pg/ml Stock-Losung) i.v. tiber 1 min appliziert. Nach der LPS-Injektion erfolgte
eine stetige Infusion (12,5 pg/kg/h KG).

Fur die Stimulationsversuche wurde der VVagusnerv vorsichtig freiprépariert und in die
Stimulationselektrode eingeklemmt (Abb. 20 A und B). Zum Schutz vor Austrocknung
wurde der Nerv mit Paraffinél bedeckt und danach distal mit einer Ligatur versehen, die
mit einem Nadelhalter auf Zug gehalten wurde. Oberhalb dieser Ligatur wurde der Nerv

durchtrennt, um eine riickwartige Stimulation des Gehirns auszuschlieRen.
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Jugularvene mit
eingelegtem Katheter

Abb. 20: Anbringen der Stimulationselektrode an den Nervus vagus. Fir die Stimulations-
versuche wurde der Vagusnerv einer intubierten und vollkatheterisierten Ratte (A) in eine
Stimulationselektrode eingeklemmt (B).

Die Stimulation wurde mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: 5V mit 2 ms Puls-
ldnge und einer Frequenz von 1 Hz tGber 2 Minuten (Gruppe 5) jeweils 1 Minute vor und
nach LPS-Bolus oder 20 Minuten (Gruppe 6), beginnend 5 Minuten vor dem LPS-
Bolus. Die Stimulationseinstellungen wurden so gewéhlt, dass das freigesetzte Acetyl-
cholin seine immunsuppremierende Wirkung austiben konnte, jedoch nicht die Herz-

frequenz beeinflusste.

3.4.7 Auswertung

Die Auswertung der Druck/Volumen-Kurven erfolgte offline mit der PVAN Ultra®

Analyse Software (Version 1.1). Dazu wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten (tO,
t0.5, t1 etc.) ca. 8 Schleifen in LabChart markiert, exportiert und mit einem weiteren
Programm (MPUCUZ2PV, Version 1.6a) in PVAN-kompatible Daten konvertiert. Aus

den exportierten Daten konnten nun verschiedene Parameter ermittelt werden:

e Herzfrequenz (HF): Anzahl der Herzschlage pro Minute [1/min] oder [bpm]

e Cardiac Output (CO, Herzzeitvolumen): Berechnet sich durch die Multipli-
kation der Herzfrequenz mit dem Schlagvolumen (HF x SV =CO) und gibt das
gesamte Blutvolumen an, das vom linken Ventrikel pro Minute ausgeworfen
wird [ml/min].

e Ejektionfraktion (EF): Anteil des vom Herzen ausgeworfenen Blutes im

Verhaltnis zum Gesamtvolumen des Blutes des Ventrikels [%]
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3.5 Arbeiten mit RNA

Vor dem Arbeiten mit RNA wurden der Arbeitsplatz sowie die Pipetten und andere
verwendete Materialen mit 70 %igem Ethanol gereinigt. Fur die Pipettierarbeiten

wurden ausschliel3lich Filterspitzen verwendet.

3.5.1 Isolation RNA

Die RNA-Isolation aus dem Herzgewebe erfolgte aus ecinem 50 mg- 100 mg tief-
gefrorenen Ventrikelstick. Das Gewebestiick wurde in ein 2 ml Eppendorfgefal’ tber-
fuhrt und mit 1 ml TRIzol-Lésung versetzt. Mit Hilfe einer Mahlkugel wurde das
Gewebe fur 2 mal 3 Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz in der Schwingmihle
homogenisiert. Nach 5-minutiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte eine
Zentrifugation fur 3 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit, um die Zelltrimmer zu
entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR tiberfiinrt und mit
200 pl Chloroform versetzt. Das Gemisch wurde fir 15 Sekunden gevortext und nach
einer weiteren Inkubationszeit von 3 Minuten bei Raumtemperatur fir 15 Minuten mit
10.000x g bei 4°C zentrifugiert. Dadurch kam es zu einer 3-Phasen-Bildung. Die
untere rotliche Phase enthielt die DNA-Fraktion, die mittlere tribe Interphase die
Proteine. Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues
Eppendorfgefal? tberflihrt. Die beiden anderen Phasen wurden verworfen und in dem
entsprechenden Abfall entsorgt. Um die RNA auszuféllen, wurde langsam 1VT
70 %iger Ethanol hinzupipettiert und gemischt.

Auf eine RNeasy®-Saule wurden dann 700 ul der Probe geladen und fiir 30 Sekunden
bei 8000 x g zentrifugiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte nun nach Angaben des
Handbuches fir das Qiagen RNeasy® Mini Kit plus mit den im Kit enthaltenen
Losungen und Puffern, dessen Prinzip auf der selektiven Bindung von RNA an eine
Silikon Gel Membran beruht. Zum Schluss wurde die RNA mit 40 ul RNase-freiem
Wasser eluiert. Die Konzentration der gewonnen RNA wurde mit Hilfe eines Photo-
meters und einer Ultra-Mikromesszelle bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt.
Zusatzlich wurde durch das Verhéltnis von E260/E280 die Reinheit der RNA ermittelt.
Fir reine RNA lag die Ratio um 2,0. Kleinere Werte wiesen auf Kontaminationen mit

Proteinen und Phenol hin.
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Alle Arbeiten wurden unter dem Abzug durchgefuhrt. Die isolierte RNA wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.5.2 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe bestimmter Enzyme, sog. Reverser Transkriptasen, kann aus RNA einzel-
strangige, komplementdre DNA (cDNA) synthetisiert werden. Reverse Transkriptasen
sind RNA-abhangige DNA-Polymerasen. Die cDNA kann nun als Template in einer
PCR-Reaktion fungieren und es konnen Ruckschlisse auf die Expression bestimmter
Gene geschlossen werden. Jeweils 0,5ug der isolierten RNA wurde mit dem
QuantiTect® Reverse Transcription Kit in cDNA im PCR-Cycler umgeschrieben. Die
Durchfiihrung entsprach den Angaben des Herstellers im Handbuch. Im ersten Schritt
wurden eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA (gDNA) beseitigt.

AnschlielRend erfolgte die Reverse Transkription.

Die Reverse Transkriptase-PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Komponenten Menge
- A
gDNA Wipeout Puffer (7x) 2l
Template RNA 0,5 ug
> Elimination der gDNA
RNase-freies Wasser ad 14 pl
— Inkubation: 2 Minuten, 42 °C .
) A
Reverse Transkriptase (RT) 1l
RT-Puffer (5x) 4 ul
> Reverse Transkription
RT Primer Mix 1l

— Inkubation: 15 Minuten, 42 °C

J
— Inkubation: 3 Minuten, 95 °C } Inaktivierung der RT
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Von der cDNA wurde im AnschluR entweder ein 1 pl in die gRT-PCR eingesetzt oder
die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifikation definierter DNA-
Abschnitte. Sie besteht aus drei Reaktionsschritten, die sich mehrfach zyklisch
wiederholen: Denaturierung, Primeranlagerung und DNA-Synthese. Die einzelnen
Reaktionsschritte sind an bestimmte Temperaturbereiche gekoppelt. Die Bestandteile
eines PCR-Ansatzes sind: Eine DNA-Matrize, zwei Primer, die komplementér zu den
flankierenden Regionen der zu vervielféltigen Sequenz sind, und eine hitzestabile DNA-

abhangige DNA-Polymerase.

Im ersten Schritt (Denaturierung) erfolgt die Trennung der zu amplifizierenden
doppelstrangigen DNA durch Erhitzen auf 94 °C in Einzelstrange. Im zweiten Schritt
lagern sich die Primer an die DNA an (Annealing). Dieser Schritt erfolgt bei einer fur
die Primer spezifischen Temperatur (um 60 °C). Die DNA-Polymerase kann nun im
dritten Schritt, ausgehend vom 3°‘-OH-Ende der Primer, komplementére Strange
synthetisieren. Die Elongation erfolgt bei 72 °C, was dem Temperaturoptimum der
Polymerase entspricht. Die Dauer eines PCR-Zyklus ist abhangig von der Lénge des zu

amplifizierenden DNA-Fragmentes.

3.6.1 TagMan® Real-Time PCR

Die TagMan® Real-Time PCR (Abb. 21) ist eine Methode (Holland et al. 1991) mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonden zur direkten Detektion und Quantifizierung
von PCR-Produkten in Echtzeit (real-time).

Wiéhrend jedes PCR-Zyklus werden Fluoreszenzmessungen erfasst, wobei das Signal
der angeregten Fluoreszenzfarbstoffe proportional mit der Menge an PCR-Produkt
zunimmt. TagMan®-Sonden sind DNA sequenzspezifische Oligonukleotide, die an
ihrem 5°-Ende mit einem fluoreszierendem Reporterfarbstoff (FAM) gekoppelt sind und
am 3°-Ende einen Quencher (TAMRA) besitzen. Durch die rdumliche Nahe zum

Quencher wird bei einer intakten Sonde die Fluoreszenz des Reporters unterdrickt
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(FRET; Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer). Lagert sich die Sonde an die Ziel-
sequenz an, so wird sie aufgrund der 5°- 3°-Exonukleaseaktivitat der Polymerase hydro-
lysiert und es kann eine steigende Emission der Reporter-Fluoreszenz detektiert und

graphisch dargestellt werden.

Denaturierung Annealing Elongation

%hv . ’%,th \\Tv‘
' \_’ %th . .y

Primer Sonde

5 DNA 3 5 DNA 3 5 DNA 3

Reporterfluoreszenz unterdriickt Reporterfluoreszenz unterdriickt Reporterfluoreszenz detektierbar

Abb. 21: Das Prinzip der TagMan®-Sonden PCR. Nach Anlagerung der Sonde wird diese
durch die Exonukleaseaktivitat der Polymerase (P) abgebaut. Dadurch entfernt sich der Reporter
(R) vom Quencher (Q). Die Fluoreszenzemission des Reporters, die vorher durch die rdumliche
Né&he zum Quencher unterdriickt wurde, kann nun erfasst werden (modifiziert nach Koch 2004).

Die in dieser Arbeit verwendeten TagMan®-Sonden (Assays) sind im Kapitel 2.6 auf-

gefuhrt. Folgende Komponenten wurden fur einen Einzelansatz zusammenpipettiert:

Komponenten Volumen
TagMan® Universal PCR Master Mix 10 pl
Assay (Primer-/Sondengemisch) 1l
DNA (cDNA aus RT-Ansatz) 1l
DEPC-Wasser 8 ul

20 pL

Alle Proben wurden als Dreifachbestimmung auf eine 96iger PCR-Reaktionsplatte
pipettiert. Die Platte wurde anschlieBend mit einer optischen Folie versehen und kurz
abzentrifugiert.
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Das Standardprotokoll der TagMan® Real-Time PCR wurde mit dem StepOnePlus™
Thermocycler wie folgt durchgefuhrt:

Schritt Temperatur (°C) Zeit (sec) Zyklen
Initiale Denaturierung 50 120

I x

95 60

Amplifikation
Denaturierung 95 15

40 x
Annealing und Elongation 60 60

Die Auswertung erfolgte mit der AACt-Methode, mit der eine relative quantitative
Aussage Uber den mRNA Gehalt in den verschiedenen Proben beziiglich des Zielgens
gemacht werden konnte. Dazu wurden die Differenzen der Ct-Werte des jeweiligen
Referenzgens mit den Differenzen der Ct-Werte des jeweiligen Zielgens dieser Proben
verrechnet. Folgende Formel wurde angewandt: 24*“'=U, wobei U den relativen
Unterschied der verglichenen Proben darstellt. Um die Streuung der Werte innerhalb
der Kontrollgruppe in Bezug auf die anderen Gruppen zu beriicksichtigen, wurde die
Statistik iber die ACt-Werte (2°°“") erstellt.

3.7 Arbeiten mit Proteinen

Alle Arbeiten mit Proteinen wurden bei 4 °C bzw. auf Eis durchgefihrt. Es wurden

weiterhin sterile Losungen und Gerate benutzt.

3.7.1 Proteinisolation aus Herzgewebe

Um Proteine aus dem Ventrikelgewebe zu isolieren und fur ELISA-Analysen zu

verwenden, wurde ein HEPES-Puffer angesetzt. In ein 2 ml Eppendorfgefal wurde ein
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ca. 50 mg - 100 mg gefrorenes Gewebestiick eingewogen und dazu 1 ml HEPES-Puffer
gegeben. Danach wurde das Gewebe mit Hilfe einer Mahlkugel in der Schwingmihle
fir 2 mal 3 Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz homogenisiert. AnschlieRend wurde
die Proteinsuspension bei 4500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand enthielt

die isolierten Proteine.

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA™ Protein Assay
Kits (Thermo Scientific) bestimmt. Das Prinzip des Assays basiert auf der Reduktion
von zweiwertigen zu einwertigen Kupferionen durch Bicinchoninsdure (BCA; Smith et
al. 1985), die durch Proteine im alkalischen Milieu (Biuret-Reaktion) hervorgerufen
wird. Die Durchfiihrung der Proteinbestimmung fur das Messen in Mikrotiterplatten
erfolgte nach den Angaben des Herstellers im Handbuch. Die Proteinproben wurden
zuvor 1:10 mit HEPES-Puffer verdiinnt. Die Standardreihe wurde mit vorverdiinnten
Albumin-Standards (BSA Set Pre-Diluted Protein Assay Standards, Thermo Scientific)
in einem Bereich von 125 pg/ml bis 2000 pg/ml erstellt. Proben und Standards wurden
jeweils in Doppelbestimmungen aufgetragen. Die Extinktionen wurden anschlieRend
bei einer Wellenldnge von 562 nm im Spektralphotometer gemessen und die Protein-
konzentrationen unter Bericksichtigung des Verdunnungsfaktors berechnet. Das
isolierte Protein wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

HEPES-Puffer

HEPES 20 mM
EDTA 1,5 mM
pH 7,4

Die Lagerung des steril filtrierten Puffers erfolgte bei 4 °C. Vor Gebrauch wurde zu je
10 ml Puffer eine Protease-Inhibitor Tablette (Complete Mini, Roche) gegeben und
darin gelost.
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3.7.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die quantitative Proteinbestimmung von IL-1p (RLB00) und TNF-a (RTAO00) im
Plasma und Ventrikelgewebe erfolgte durch die VVerwendung von Quantikine®-ELISA
Kits (R&D Systems GmbH) fir Ratte. Das Prinzip des Verfahrens beruht auf der
Bindungsfahigkeit eines bestimmten Antigens an spezifische Antikdérper (Antigen-
Antikorper-Reaktion). Der in dieser Arbeit verwendete Sandwich-Immunoassay diente
zur direkten quantitativen Bestimmung von IL-1p und TNF-a. Ein fUr das jeweilige
Zielprotein-spezifischer, monoklonaler Antikdrper wurde auf einer 96-Well Polystyrol-
Mikrotiterplatte fixiert (erfolgte durch den Hersteller). Standards, Leerwert, Proben und
Positivkontrolle (im Kit enthalten) wurden jeweils als Doppelbestimmung auf die Platte
pipettiert. Proben fir die IL-1f Bestimmung wurden zuvor 1: 2, Proben fir die TNF-a
Bestimmung 1 : 2 mit der im Kit enthaltenen Kalibrier-Lésung verdinnt. Wahrend einer
2-stlindigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Bindung des Proteins an die
immobilisierten Antikorper. Mit dem anschlielenden Waschen (5 Zyklen) im
Mikroplatten-Wascher wurden die restlichen, nicht gebundenen Proteine entfernt. Im
nachsten Schritt erfolgte die Zugabe der Konjugationslésung, die einen fir das Zytokin-
spezifischen, polyklonalen-peroxidasegekoppelten Antikorper enthielt. Nach einer
weiteren 2-stindigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte wiederum 5-maliges
Waschen, um ungebundene Antikorper zu beseitigen. AnschlieRend wurde die Substrat-
I6sung auf die Platte gegeben. In einer 30-min(tigen Inkubation erfolgte der Abbau des
Substrates, welcher zu einer Blaufarbung der Proben fuhrte. Im Anschluss wurde die
enzymatische Reaktion durch Zugabe einer Stopplosung beendet. Die Proben férbten
sich gelb mit der Farbintensitat proportional zu dem im ersten Schritt gebundenen Ziel-
protein. Zum Schluss wurde die optische Dichte mit einem Spektralphotometer bei einer
Wellenldnge von 450 nm und einer Kontrollwellenldnge von 540 nm gemessen. Anhand
der Standardkurve wurde die Konzentration von IL-13 und TNF-a mittels Software
(Gen5™) errechnet.

Die Durchfihrung des ELISAs entsprach den Herstellerangaben im Handbuch. Bei der
Proteinbestimmung aus Geweben wurde das gemessene Protein gegen das Gesamt-

protein normalisiert.
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3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistik-Software Graphpad Prism
(Version 5.0f fur Mac). Als statistischer Test fir die Varianzanalyse wurde das
ANOVA-Verfahren (,,analysis of variance ) angewendet. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Kruskal-Wallis Test mit anschlieBender Anwendung des Dunn’s Test

berechnet.

Die Uberlebensraten wurden nach Kaplan-Meier beschrieben und durch den ,,Log-

rank®“-Test verglichen.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) + Standardfehler (standard error of the
mean, SEM) angegeben. p-Werte unter (p <) 0,05 wurden als signifikant (*) bezeichnet,
p<0,01 (**) und p < 0,001(***) als hochsignifikant.
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4  Ergebnisse

Ausgehend von der Beobachtung, dass Acetylcholin proinflammatorische Zytokinlevel
unter Endotoxin-induzierten Bedingungen in vivo und in vitro (Borovikova et al. 2000b)
vermindern kann, wurden in der vorliegenden Arbeit experimentelle Untersuchungen
zum Einfluss cholinerger Stimulation auf die Herzfunktion in der Endotoxindmie

durchgefihrt.

4.1 Etablierung des Tiermodells

Die Préparationstechnik sowie das Einlegen der Katheter wurden an 30 Ratten etabliert.
Dabei wurde nach den Beschreibungen des Katheter-Modells von Pacher mit der

,,closed-chest “ Methode (Pacher et al. 2008) vorgegangen.

Fur die Anésthesie wurde eine Inhalationsnarkose mit Isofluran gewahlt, da es im
Vergleich mit Injektionsnarkosen zu einer geringeren Beeinflussung der Herzfunktion
kommt. Isofluran ermdoglichte zusatzlich eine Anésthesie mit chirurgischer Toleranz
von mehreren Stunden unter guter Steuerbarkeit. Die Inhalationsnarkose bot weiter die
Madglichkeit, die Tiere an die maschinelle Beatmung anzuschlielen. Daflir war eine
endotracheale Intubation notig, deren Durchfuhrung fur eine ungetbte Person zunéchst
schwierig, aber fur die lange Dauer des Experimentes unerlésslich war. Als Tubus
diente zu Beginn der Experimente eine Venenverweilkanille mit der Grofle 14 G. Diese
erwies sich jedoch als zu grof3, so dass auf eine kleinere Kanile mit der GroBe 16 G
gewechselt wurde. Zur Analgesie wurde der Opiatagonist Fentanyl i.v. verabreicht.
Dieser zeigt einen raschen Wirkeintritt, besitzt jedoch in der Ratte nur eine kurze
Wirksamkeit. Aus diesem Grund erfolgte tiber die gesamte Dauer des Experiments eine
stetige Infusion von 10 pg/kg/h Fentanyl. Diese Konzentration war fir die analgetische
Wirksamkeit ausreichend. Zusatzlich wurde zur Aufrechterhaltung des Flussigkeits-
haushaltes Ringerldsung i.v. verabreicht (10 ml/kg KG/h).

In der folgenden Tabelle (Tab. 2) sind die hdmodynamischen Messungen und die rektale
Temperatur der 6 Kontrolltiere als Mittelwerte tber die Gesamtdauer des Experimentes

aufgefiihrt.
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Tab. 2: Hamodynamik- und Temperaturmessungen der Kontrolltiere unter Isofluran-
narkose Uber einen Versuchszeitraum von 6 h. Angegeben sind die Mittelwerte = SD; n=6.

to t1 t2 t3 t4 t5 t6
HF 361 +£10 | 355+25 | 346+24 | 338+30 | 332+31 | 324+26 | 317 £22
[1/min]
art. Druck
77 £7 69+ 14 63+9 60+8 57+8 54 +10 49 +11
[mmHg]
co
96 + 25 99 + 33 95+ 29 93+23 94+20 | 100+23 | 104 +21
[ml/min]
EF
58 £10 57 +13 53+12 49 + 11 50+16 48 +13 48 +12
[%]
Temperatur 37,2 37,1+ 37,1+ 37,1+ 37,3 % 37,3 % 37,2+
[°C] 0,3 0,2 0,3 0,1 0,1 0,3 0,2

Die aufgelisteten Daten zeigen, dass sowohl die Herzfrequenz als auch der arterielle
Blutdruck Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg absinken. Dabei bleibt die
Herzfrequenz jedoch innerhalb der physiologischen Grenze von 250 — 500 /min (Erhardt
et al. 2002). Der Cardiac Output bleibt bis Zeitpunkt t4 stabil und steigt danach leicht
an. Die Ejektionsfraktion nimmt ab Zeitpunkt t3 leicht ab, liegt aber innerhalb bzw.
leicht unter (bei t5 und t6) den Normwerten von 49 -89 % (Pacher et al. 2008). Die
rektale Temperatur konnte mit Hilfe der Heizmatte und der Warmelampe konstant
gehalten werden und lag im Bereich der normalen Korpertemperatur von 35,9 — 37,5 °C
(Sharp und Regina 1998). Aufgrund der im Verlauf der Etablierungsversuche auch
zeitlich verbesserten Préparationstechnik konnten 3 Tiere aus der Etablierungsphase mit

in die Auswertung der Kontrolltiere ibernommen werden.

Die Etablierungsversuche dienten, neben dem Erlernen der Préparationstechnik, auch
dem Austesten verschiedener LPS-Konzentrationen. In den ersten VVersuchen wurde ein
15 mg/kg LPS-Bolus i.v. injiziert. Da die Tiere mit Erhalt dieser Dosis jedoch friihzeitig
verstarben, wurde die Konzentration langsam herabgesetzt. Erst Ratten, die mit der
niedrigen Konzentration (1 mg/kg LPS) behandelt wurden, zeigten eine hamo-
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dynamische Beeintrachtigung, jedoch mit einer fur die Versuche sinnvollen

Uberlebensdauer.

Durch die Etablierungsversuche konnte gezeigt werden, dass eine stabile Narkose der
Ratten Uber mehrere Stunden mdglich ist. Fir die Induktion der septischen Kardio-
myopathie musste eine niedrige LPS-Konzentration gewahlt werden, um ein zu friihes

Versterben der VVersuchstiere zu vermeiden.

4.2 Uberleben und Mortalitat

Durch die Injektion von bakteriellem Endotoxin (LPS) wurde ein systemischer
Schockzustand ausgeldst, der das Krankheitsbild einer ,,septischen Kardiomyopathie*

wiedergeben sollte.
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Abb. 22: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Kontrolltiere und der mit LPS-behandelten

Ratten. Nach 6 stiindiger Versuchsdauer betrug die Uberlebensrate der Kontrolltiere (n=6)
100 %, die Uberlebensrate der mit LPS (1 mg/kg) behandelten Tiere (n = 6) 16,7 %.

Die unbehandelten Kontrollratten (Gruppe 1) wiesen eine Uberlebensrate von 100 %
uber den gesamten Versuchszeitraum von 6 Stunden (=360 min) auf. Tiere, die eine
LPS-Injektion erhielten (Gruppe 2), verstarben bis auf eine Ratte vor Ende des
Experimentes (Uberlebensrate 16,7 %). Von den 6 Tieren Gberlebten alle den Zeitpunkt
t4 (=240 min), 4 Ratten starben vor dem Zeitpunkt t5 (=300 min) und eine weitere
Ratte verstarb nach 324 min (Abb. 22).
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Der Vergleich der beiden Kurven zeigt, dass das injizierte LPS einen Einfluss auf das
Uberleben der Versuchstiere hatte.

Um den Einfluss cholinerger Stimulation in endotoxamischen Ratten zu untersuchen,
wurde in den ndchsten Experimenten der Nervus vagus der Versuchstiere elektrisch
stimuliert. Dazu wurde der Nerv in die Stimulationselektrode eingeklemmt und danach
oberhalb der Elektrode durchtrennt (vagotomiert; VGX), um eine rickwaértige
Stimulation des Gehirns zu verhindern. Bei der Kontrollgruppe (VGX) erfolgte danach

keine Stimulation.
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Abb. 23: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der endotoxamischen, vagotomierten sowie der
kurz- und langzeitig vagal stimulierten Ratten. Die Sterblichkeit der endotoxamischen,
vagotomierten (VGX) Ratten (n=5) und auch die der Tiere mit Vagusstimulation fir 2 min
(n=6) und 20 min (n = 6) betrug 100 %.

Alle 5 vagotomierten Ratten ohne Stimulation (Gruppe 4) starben fruhzeitig vor
Zeitpunkt t3 (= 180 min) zwischen 68 min und 153 min. Die Uberlebenszeit verlangerte
sich mit Stimulation des Vagusnervs, dabei starben die Versuchstiere mit einer
Stimulation von 20 Minuten (Gruppe 6) zwischen Zeitpunkt t2 (=120 min) und t4
(=240 min). Bei einer 2 miniltigen Stimulation (Gruppe 5) verstarben die Tiere
zwischen den Zeitpunkten t3 (= 180 min) und t5 (= 300 min) (Abb. 23).

Die Uberlebenszeit von vagotomierten Ratten mit LPS-Injektion war im Vergleich zu
endotoxdmischen Ratten mit intaktem Vagusnerv deutlich reduziert (Tab.3). Die
elektrische Stimulation des N. vagus ermdglichte im Vergleich zu den unstimulierten
Ratten ein langeres Uberleben der Versuchstiere, wobei die kurzzeitige Stimulation von
2 Minuten den groRten Effekt erzielte (Abb. 23). Die Stimulation bewirkte jedoch nicht,
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dass das ,,Uberlebens-Niveau“ der nicht vagotomierten LPS-Ratten wieder erreicht

wurde.

Tab. 3: Vergleich der Uberlebenszeiten von nicht vagotomierten und vagotomierten LPS-
behandelten Ratten. Angegeben sind die Uberlebenszeiten ab Injektion des LPS-Bolus in

Minuten. LPS: (n=6) und LPS + VGX: (n=5).

Ratte 1 Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 Ratte 5 Ratte 6
Uberleben | Uberleben | Uberleben | Uberleben | Uberleben | Uberleben
[min] [min] [min] [min] [min] [min]
LPS 241 274 275 295 324 360
LPS + VGX 68 95 142 148 153

In weiteren Versuchen erfolgte die i.v.-Applikation eines Acetylcholinesteraseinhibitors
in endotoxamische Ratten (Gruppe 3), um den Einfluss einer erhthten endogenen
Acetylcholinkonzentration zu untersuchen. Zum Einsatz kam ein als Medikament
zugelassener Acetylcholinesteraseinhibitor (Anticholium®, Wirkstoff: Physostigmin),
der in der klinischen Routine zur Antagonisierung der anticholinergen Wirkung anderer
Pharmaka (z.B. Antideppressiva, Narkotika) angewendet wird. In den Versuchen mit
dem Acetylcholinesteraseinhibitor (n =5) waren 60 % der Ratten, die Anticholium® i.v.
(80 ug’/kg KG Bolus und 12,5 pg/kg/h KG

verstorben. Nach der Injektion des Bolus kam es bei manchen Tieren zu einem

Infusion) erhielten, nach ca. 95 min

erkennbaren Abflachen der Narkose mit spontaner Gegenatmung. In diesen Fallen
wurde die Isoflurankonzentration flr kurze Zeit erhoht, bis eine ausreichende Narkose-
tiefe wieder erreicht wurde. Da die Behandlung der Ratten mit Physostigmin zu einem
sehr frihen Versterben fiihrte, wurden weitere Versuche mit dem Acetylcholin-
esteraseinhibitor eingestellt. Es erfolgte ebenfalls keine Auswertung auf hamo-

dynamischer sowie molekularbiologischer Ebene.

4.3 Hamodynamik des Herzens

Die hdmodynamische Charakterisierung der Herzfunktion erfolgte durch die mit dem

Millar-Katheter erhaltenen Druck/VVolumen-Kurven. Daftir wurden ab dem Zeitpunkt tO
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alle 30 Minuten Messzeitpunkte festgelegt, mit denen im Anschluss des Versuches
offline die Auswertung erfolgte.

4.3.1 Hamodynamische Funktion der Ratte unter endotoxamischen

Bedingungen

Zum Zeitpunkt tO hatten alle Versuchstiere die gleiche Préparationsprozedur mit Saline-
Kalibration durchlaufen und die entsprechenden Interventionen zur Aufrechterhaltung
der Narkose, der Analgesie und des Flissigkeithaushaltes erhalten. Der septische
Schock wurde in den daftir vorgesehenen Gruppen durch die i.v.-Applikation von LPS
ausgeldst. Mit der Injektion wurde kurz nach dem ersten Messpunkt (t0) begonnen.

In der folgenden Tabelle (Tab. 4) ist die Anzahl der Kontrolltiere (Gruppe 1) und die
der LPS behandelten Ratten (Gruppe 2) aufgefiihrt, die zu einem bestimmten
Messpunkt (t) noch lebten und in die Auswertung mit einbezogen wurden (siehe auch
Kapitel 4.2, Abb. 22).

Tab. 4: Animals-at-risk. Die Tabelle gibt an, wie viele Tiere zu einem Zeitpunkt (t in h) noch
lebten und in die Auswertung mit eingeschlossen wurden.

t0 |t05 | t1 |t1,5| t2 (t25 | t3 |t3,5| t4 |t45| t5 | t55 | t6

K°":r_°"e6666666666666
I;‘P_56666666665211

In den folgenden Abbildungen sind die hdmodynamischen Parameter (Herzfrequenz,
Blutdruck, Cardiac Output und Ejektionsfraktion) der Kontrolltiere und der mit LPS
behandelten Tiere dargestellt.
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Abb.24: Die Herzfrequenz der LPS-behandelten Ratten im Vergleich mit den
Kontrolltieren. Die Herzfrequenz (HF) zeigte einen Abfall der Werte (ber die gesamte
Versuchsdauer sowohl bei den Kontrollratten als auch bei den endotoxamischen Tieren.
Angegeben sind die Mittelwerte = SEM. Kontrolle: n=6, LPS: n=6.

Die Herzfrequenz der Kontrolltiere fiel im Verlauf des Versuches leicht ab (tO:
361 /min+10/min, t6: 322 /min+ 17 /min; Abb. 24 und Tab. 2). Bei den mit LPS be-
handelten Ratten war die Herzfrequenz 1,5 h nach Injektion des Bolus im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrolltieren leicht erhéht (LPS: 369 /min + 14 /min vs. Kontrolle:
353 /min+ 26 /min). Ab dem Zeitpunkt t3,5 sank die Frequenz wieder auf das Niveau
der Kontrollratten ab (LPS: 336 /min + 18 /min vs. Kontrolle: 335 /min =+ 31 /min). Nach
Zeitpunkt t5 waren 5 der 6 LPS-Ratten verstorben. Bei den letzten Messpunkten t5,5
und t6 wies die verbliebene LPS-Ratte eine hohere Herzfrequenz (349 /min bzw.
335 /min) auf als die Ratten der Kontrollgruppe (317 /min <22 /min).
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Abb. 25: Der arterielle Blutdruck der LPS-behandelten Ratten im Vergleich mit den
Kontrolltieren. Der arterielle Blutdruck, gemessen in der Schwanzarterie, zeigte eine Erniedri-
gung der Werte ber die gesamte Versuchsdauer sowohl in den Kontrollratten als auch in den
endotoxamischen Tieren. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Kontrolle: n= 35, LPS: n=6.
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Der arterielle Blutdruck der Kontrolltiere lag zu Beginn der Messungen im Mittel bei
77mmHg+7mmHg (t0) und sank im Verlauf der Experimente auf 49 mmHg
+ 11 mmHg (t6) ab (Abb.25 und Tab.2). Der Druckabfall war bei den mit LPS
behandelten Ratten starker ausgepréagt. Die endotoxamischen Ratten zeigten bis zum
Zeitpunkt t2,5 einen dhnlichen Verlauf des Druckabfalls wie die Kontrolltiere. Ab dem
Zeitpunkt t3 konnte eine deutliche Erniedrigung des Druckes im Vergleich zu den
Kontrollen (LPS: 50 mmHg + 9 mmHg vs. Kontrolle: 60 mmHg + 8 mmHg) beobachtet
werden. Der Druck fiel im folgenden Verlauf der Versuche weiter stark ab und lag ab
Zeitpunkt t4 durchschnittlich bei 35 mmHg (vgl. Kontrolle: 57 mmHg +9 mmHg). Bei
der nach Zeitpunkt t5 letzten Uberlebenden LPS-Ratte konnte wéhrend der beiden
letzten Messungen lediglich noch ein Blutdruck von 28 mmHg (t5,5) bzw. 25 mmHg
(t6) festgestellt werden.

Aufgrund eines Defekts im Tip-Katheter fiir die Druckmessung in der Schwanzarterie
konnten nur 5 der eigentlich 6 Kontrolltiere in die Auswertung des arteriellen Blut-

drucks einbezogen werden.

Mit Hilfe der PVAN Analyse Software konnten weitere hamodynamische Parameter
bestimmt werden (Abb. 26 und Abb. 27).
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Abb.26: Cardiac Output der LPS-behandelten Ratten im Vergleich mit den
Kontrolltieren. Der Cardiac Output (CO; Herzzeitvolumen) zeigte eine Beeintrachtigung

durch die Verabreichung von LPS im Vergleich zu dem der unbehandelten Tieren. Angegeben
sind die Mittelwerte £ SEM. Kontrolle: n=6, LPS: n=6.

Der Cardiac Output (Abb. 26) der Kontrollratten war Gber die gesamte Versuchsdauer

hinweg stabil bzw. stieg nach dem Zeitpunkt t4 leicht an (siehe Tab. 2,
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t0: 96 ml/min + 25 ml/min, t6: 104 ml/min + 21 ml/min). Im Gegensatz dazu wiesen die
LPS-Tiere einen deutlich anderen Verlauf auf. Der Basiswert bei tO lag im Vergleich zu
den Kontrollen bereits hoher (LPS: 123 ml/min+43 ml/min vs. Kontrolle:
96 ml/min + 25 ml/min). AulRerdem stieg das Herzzeitvolumen eine Stunde nach LPS-
Bolus an (von t0: 123 ml/min £ 43 ml/min auf t1: 138 ml/min + 47 ml/min) und erreichte
bei Zeitpunkt t1,5 den hochsten Wert mit 155 ml/min + 48 ml/min. Auf diesem Niveau
verblieb das Herzzeitvolumen bis zum Zeitpunkt t2,5. Danach kam es zu einem
deutlichen Absinken der Werte (t3: 144 ml/min+43 ml/min, t4,5: 58 ml/min
+20 ml/min). Auch das Herzzeitvolumen der einzigen bis zum Versuchsende
uberlebenden LPS-Ratte war bei den letzten beiden Messpunkten niedriger (t5,5:
56 ml/min bzw. t6: 58 ml/min) als bei den Kontrolltieren (t5: 102 ml/min £ 20 ml/min,
t6: 104 ml/min + 21 ml/min).
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Abb. 27: Die Ejektionsfraktion der LPS-behandelten Ratten im Vergleich mit den
Kontrolltieren. Die Ejektionsfraktion (EF) zeigte durch die Verabreichung von LPS eine
Beeintrachtigung im Vergleich zu der der unbehandelten Tiere. Angegeben sind die Mittel-
werte + SEM. Kontrolle: n=6, LPS: n=6.

Die Ejektionsfraktion (Abb. 27) der Kontrolltiere sank im Verlauf der Versuche leicht
ab (t0: 58% +10%, t6: 48 %+ 12 %; siehe Tab.?2). Bei den mit LPS-behandelten
Ratten war die Auswurffraktion 30 Minuten nach Beginn der LPS-Injektion leicht
reduziert (t0: 56 %+ 16 %, t0,5: 53 %+ 11 %), stieg danach aber (ber den Basiswert
von t0 bis auf 63 %+ 15% (t1,5) an. Bis zum Zeitpunkt t2,5 (60 % + 15 %) sank die
Ejektionsfraktion erneut leicht ab. Danach kam es zu einem starken Abfall (t3:
55%+11% bis t4,5. 22%+7%) mit einer deutlichen Reduzierung der

Auswurffraktion. Die Ejektionsfraktion der die komplette Versuchsdauer iberlebenden
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LPS-Ratte war im Vergleich mit den Kontrollen deutlich erniedrigt (t5,5: 18 % vs.
48 %+ 12 % und t6: 19 % vs. 48 % + 12 %).

Die vorhergehenden Ergebnisse zeigten, dass die Ratten durch das injizierte LPS eine
Beeintrachtigung in der H&modynamik erfahren. Der arterielle Blutdruck, der Cardiac
Output und die Ejektionsfraktion wiesen beim Vergleich mit den Kontrolltieren deutlich
veranderte Werte auf.

4.3.2 Hamodynamische Funktion endotoxamischer, vagotomierter Ratten

unter elektrischer Stimulation des Nervus vagus

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob eine Stimulation des Nervus vagus
einen positiven Einfluss auf die Hamodynamik in endotoxdmischen Ratten hat. Daflr
wurde in diesen Versuchsgruppen der rechte Vagusnerv durchtrennt (VGX; Gruppe 4)
und in eine Stimulationselektrode eingeklemmt. Bei der Kurzzeitstimulation
(VGX +2 min; Gruppe 5) wurde jeweils eine Minute vor und nach der LPS-Injektion
stimuliert. Bei der langzeitigen Stimulation (VGX + 20 min; Gruppe 6) wurde damit 5

Minuten vor der Applikation des LPS begonnen (siehe auch Kapitel 3.4.6).

In der folgenden Tabelle (Tab. 5) ist die Anzahl der Versuchstiere aufgefiihrt, die bis zu
einem bestimmten Messpunkt noch lebten und in die Auswertung mit einbezogen
wurden (siehe auch Kapitel 4.2, Abb. 23).

Tab. 5: Animals-at-risk. Die Tabelle gibt an, wie viele Tiere zu einem Zeitpunkt (t in h) noch
lebten und in die Auswertung mit eingeschlossen wurden.

t0 | t0,5 t1 t1,5 t2 | t2,5 t3 t3,5 t4 | t4,5 t5

vex s | s | s | a | 3| - | - | - |-|-1-
n=
VGX:f ™ s | 6 | 6| 6|6 | 6|6 | 4| al 2] -
VGX + 20 min

n=




4 Ergebnisse 56

In den folgenden Abbildungen (Abb. 28 bis Abb. 31) sind die hdmodynamischen Para-
meter (Herzfrequenz, Blutdruck, Cardiac Output und Ejektionsfraktion) der endo-

tox&dmischen, vagotomierten und zusétzlich stimulierten Ratten dargestellt.
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Abb. 28: Die Herzfrequenz von kurz- und langzeitig stimulierten Ratten im Vergleich mit
den unstimulierten Kontrolltieren. Die Herzfrequenz (HF) der nur vagotomierten (VGX)
Ratten stieg leicht an, die HF der stimulierten Tiere (VGX+2min und VGX+ 20 min)
schwankte im Verlauf des Versuches. Angegeben sind die Mittelwerte+ SEM. VGX: n=5,
VGX +2 min: n=6 und VGX + 20 min: n= 6.

Die Herzfrequenz (Abb. 28) der vagotomierten Ratten (VGX) stieg 30 Minuten nach
Beginn der LPS-Injektion leicht an (t0: 345 /min+ 18 /min, t0,5: 357 /min = 19 /min)
und fiel zum Zeitpunkt t2 (351 /min =36 /min) wieder ab. Nach 2 Stunden waren alle

Ratten aus dieser Gruppe verstorben.

In der Gruppe mit einer 2-minitigen Stimulation (VGX+ 2 min) schwankte die
Herzfrequenz tber die gesamte Versuchsdauer. Eine halbe Stunde nach Erhalt des LPS-
Bolus fiel die Frequenz leicht ab (t0: 349 /min+29 /min, t0,5: 341 /min £ 27 /min), stieg
dann kontinuierlich bis zum Zeitpunkt t3 (361 /min+30/min) an. Danach sank die
Herzfrequenz der verbliebenen Tiere bis Zeitpunkt t3,5 (352 /min+ 16 /min) ab, war
jedoch zum Zeitpunkt t4 noch einmal leicht erhoht (357 /min+18/min) und fiel
wiederum ab (t4,5: 352/min+13/min). Alle Tiere dieser Gruppe waren nach

4.5 Stunden verstorben.

Die Herzfrequenz bei den langzeitig stimulierten Tieren (VGX + 20 min) war zu Beginn
der Versuche im Vergleich zu den anderen Gruppen erhoht (t0: 387 /min +22 /min), fiel

bis zum Zeitpunkt t1,5 (376 /min+26/min) leicht, danach jedoch starker unter die
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Herzfrequenz der kurzzeitig stimulierten Ratten ab (t2: 359/min+29/min vs.
371 /min+25/min). Zum Zeitpunkt t3 stieg die Frequenz in etwa auf das Niveau der
kurz stimulierten Tiere (367 /min=+ 23 /min vs. 361 /min+ 30 /min) an und fiel danach
wieder ab (t3: 349 /min+30/min). Das letzte verbliebene Tier dieser Gruppe wies zum

letzten Zeitpunkt eine Frequenz von 366 /min (t4) auf.
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Abb.29: Der arterielle Blutdruck von Kurz- und Langzeit stimulierten Ratten im
Vergleich mit den nur vagotomierten Kontrolltieren. Der arterielle Blutdruck der
Versuchstiere sank tber die gesamte Versuchsdauer in allen Gruppen ab. Der starkste Abfall
war in den vagotomierten Ratten (VGX) zu beobachten. Gleich stark fiel der Druck in den
stimulierten Tieren (VGX + 2 min, VGX + 20 min) ab. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
VGX:n=5, VGX+2min: n=6 und VGX + 20 min: n=6.

Der arterielle Blutdruck der unstimulierten Kontrolltiere lag zu Beginn der Messungen
um 64 mmHg+13mmHg (t0) und sank im Verlauf der Experimente drastisch auf
22 mmHg+ 11 mmHg (t2) ab (Abb. 29).

Der Verlauf des Druckabfalles in den Stimulationsgruppen war abgeschwéchter im
Vergleich zu den nur vagotomierten Ratten. Bei den Tieren mit der 2-min(tigen
Stimulation des Vagusnervs lag der arterielle Druck zu Beginn der Versuche um
81 mmHg=+ 11 mmHg und sank nach Erhalt des LPS-Bolus und der Stimulation
kontinuierlich ab. Dabei fiel der Druck bis zum Zeitpunkt t2,5 (60 mmHg + 14 mmHg)
langsam, danach starker ab (t3: 49 mmHg + 17 mmHg, t6: 25 mmHg + 6 mmHg).

Der Blutdruck innerhalb der langzeitig stimulierten Tiere sank bis zum Zeitpunkt t1,5
kontinuierlich ab (t0: 72 mmHg+ 11 mmHg, t1,5: 50 mmHg+ 15 mmHg). Danach
schwankte der Druckverlauf, stieg zum Zeitpunkt t3 wieder auf 57 mmHg+ 15 mmHg
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an und fiel anschlielend jedoch wieder ab (t3,5: 41 mmHg+ 16 mmHg). Die bis zum

Zeitpunkt t4 noch lebende Ratte wies noch einen Druck von 45 mmHg auf.

Zusétzlich wurden mit der PVAN Analyse Software weitere hdmodynamische
Parameter bestimmt (Abb. 30 und Abb. 31).
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Abb. 30: Cardiac Output der stimulierten Ratten im Vergleich mit den ausschlieBlich
vagotomierten Kontrolltieren. Der Cardiac Output (CO; Herzzeitvolumen) nimmt bei den
vagotomierten Tieren (VGX) schnell ab. Bei den stimulierten Ratten kam es erst zu einem
spateren Zeitpunkt zum Abfall der Werte (VGX +2 min und VGX + 20 min). Angegeben sind
die Mittelwerte = SEM. VGX: n=5, VGX + 2 min: n=6 und VGX + 20 min: n=6.

Der Cardiac Output (Abb. 30) der vagotomierten Ratten stieg nach dem LPS-Bolus zum
Zeitpunkt t0,5 hin an (t0: 140 ml/min+ 53 ml/min, t0,5: 176 ml/min+ 63 ml/min).

Danach fiel das Herzzeitvolumen jedoch stark ab (t2: 67 ml/min + 46 ml/min).

Bei den Versuchstieren, die eine kurze Stimulation erhielten, stiegen die Werte langsam
bis zum Zeitpunkt t2,5 an (t0: 150 ml/min =+ 21 ml/min, t2,5: 182 ml/min = 20 ml/min),
stagnierten dann kurzzeitig und fielen anschliefend ab (t3: 182 ml/min =25 ml/min,
t4,5: 74 ml/min + 40 ml/min).

In der Gruppe der Ratten mit langer Stimulation stieg das Herzzeitvolumen bis zum
Zeitpunkt t1 leicht an (t0: 151 ml/min £ 39 ml/min, t1: 171 ml/min £ 42 ml/min) und fiel
bis zum Zeitpunkt t2,5 (153 ml/min + 74 ml/min) ab. Danach kam es wieder zu einem
Anstieg des Cardiac Outputs (t3: 170 ml/min+ 18 ml/min), der nach t3 jedoch stark
abfiel (t3,5: 113 ml/min=48 ml/min). Bei der zuletzt verstorbenen Ratte lag das

Herzzeitvolumen am Ende der Messung bei 86 ml/min (t4).
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Ejektionsfraktion
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Abb.31: Die Ejektionsfraktion der stimulierten Ratten im Vergleich mit den
ausschlieBlich vagotomierten Kontrolltieren. Die Ejektionsfraktion (EF) nimmt bei den
vagotomierten Tieren (VGX) schnell ab. Bei den stimulierten Ratten (VGX+2min und
VGX+20min) kam es erst zu einem spateren Zeitpunkt zu einem Rickgang der
Auswurffraktion. Angegeben sind die Mittelwerte £+ SEM. VGX: n=5, VGX +2 min: n=6 und
VGX +20 min: n=6.

Die Ejektionsfraktion (Abb. 31) der vagotomierten Kontrollratten stieg nach der Gabe
des LPS-Bolus leicht an (t0: 55 % + 8 %, t0,5: 59 % + 9 %). Danach kam es zu einer
deutlichen Reduzierung der Auswurffraktion bis zum Zeitpunkt t2 (22 % + 3 %).

Bei den kurz stimulierten Tieren blieb die Ejektionsfraktion bis zum Zeitpunkt t1 stabil
(t0: 55 % +3 %, t0,5: 56 % +3 % und tl: 57 % + 4 %), stieg danach leicht an und lag
dann konstant bei etwa 62 % (t1,5: 62 % =4 %, t2: 63 %+ 6 % und t2,5: 61 %+ 7 %).
Hiernach war die Auswurfsfraktion herabgesetzt (t3: 51 % + 13 %) und sank weiter bis
auf 26 % + 7 % (t4,5).

Die Ejektionsfraktion innerhalb der langzeitig stimulierten Ratte war tiber 3 Zeitpunkte
hinweg stabil (t0: 57 % +6 %, t0,5 und tl: 60 % +4 %). Danach kam es bis zum
Zeitpunkt 2,5 (48 %+21 %) zu einem leichten Abfall (t1,5: 55%+18% und t2:
56 %+ 11 %). Kurzzeitig stieg die Auswurfsfraktion wieder an (t3: 53 % + 8 %), war
aber kurz darauf deutlich reduziert (t3,5: 34 % = 17 %). Die Ejektionsfraktion der zuletzt
lebenden Ratte lag bei 27 % (t4).

Die vorhergehenden Ergebnisse zeigen, dass die Ratten unter endotox&mischen
Bedingungen durch die VVagotomie und dem damit einhergehenden Verlust des vagalen
Tonus eine deutliche Beeintrachtigung in ihrer Hamodynamik erleiden. Durch die
Stimulation des Vagusnervs treten diese Effekte verzogert auf. Dabei scheint eine

kurzeitige Stimulation eine gréRere Wirksamkeit zu erzielen.
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4.4 Molekularbiologische Ergebnisse

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurden den Versuchstieren nach dem
Experiment das gesamte Blutvolumen und das komplette Herz entnommen. Das Blut
wurde nach der Abnahme zentrifugiert und das gewonnene Plasma anschlieRend
eingefroren. Das Herz wurde in rechten und linken Ventrikel separiert und die Ventrikel
weiter in 4—5 kleine Stuckchen zerteilt. Diese wurden im sofortigen Anschluss in

fltissigem Stickstoff eingefroren.

4.4.1 Proteinspiegel proinflammatorischer Zytokine im Plasma und

kardialem Gewebe

Mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) wurden die TNF-a und IL-1pB-
Konzentrationen im Plasma (Abb. 32) und aus dem Gewebe des rechten und linken
Ventrikels (Abb.33 und Abb. 34) bestimmt. Diese proinflammatorischen Zytokine
wurden aufgrund ihrer bedeutsamen Rolle in der Vermittlung pathophysiologischer

Veranderungen in der Sepsis ausgewahit.
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Abb. 32: Die Proteinkonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-
1p im Plasma der Ratten. Erhohte TNF-a- (A) und IL-1B- (B) Zytokinspiegel wurden in den
vagotomierten Ratten (VGX) im Vergleich zu den Kontrollen (Kontrolle und LPS +) gemessen.
Die Stimulation des Vagusnervs (VNS) bewirkte eine Reduzierung der beiden Zytokine.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-
Wallis-Test und anschlieBendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test. (p <0,05*,
p<0,01 ** und p<0,001 ***; n>5).
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Die Konzentration von TNF-o im Plasma (Abb. 32 A) lag bei den Kontrolltieren bei ca.
80 pg/ml. Durch die Injektion von LPS stieg der TNF-o-Spiegel auf 347 pg/ml
+ 85 pg/ml (LPS +). Bei den vagotomierten, endotoxdmischen Ratten (LPS + VGX) war
der TNF-a-Gehalt im Plasma signifikant erhoht (16867 pg/ml+24336pg/ml) im
Vergleich zu der Kontroll- (p<0,001) und LPS-Gruppe (p<0,01). Durch die
Stimulation des Vagusnervs wurden die TNF-a-Level reduziert (LPS + VGX + VNS 2"
1491 pg/ml + 1868 pg/ml  und  LPS+VGX+VNS20: 1371 pg/ml+ 1235 pg/ml,

p <0,05), lagen aber immer noch ber den Werten der LPS-Ratten.

Ein dahnliches Muster lieR sich auch fir die IL-1B-Konzentration im Plasma (Abb. 32 B)
feststellen. Der IL-1B-Gehalt im Plasma der Kontrolltiere lag bei 115 pg/ml+91 pg/ml.
Durch den LPS-Bolus erhohte sich der Spiegel leicht auf 163 pg/ml + 93 pg/ml (LPS +).
Bei den Ratten, bei denen zusétzlich zur LPS-Injektion noch eine Vagotomie
(LPS+VGX) durchgefiihrt wurde, war die IL-1pB-Konzentration um das 8-fache
(1380 pg/ml £ 1668 pg/ml) im Vergleich zur LPS-Gruppe erhéht. In den Stimulations-
gruppen konnten, wie bei den TNF-a-Messungen, verringerte IL-1p-Werte festgestellt
werden (LPS+VGX+ VNS 2 304 pg/ml+130pg/ml und LPS+VGX+ VNS 20"
375 pg/ml £ 161 pg/ml), die jedoch Gber denen der Kontrolltiere lagen.

Es zeigte sich, dass durch die VVagotomie die Zytokinlevel im Plasma endotoxamischer
Ratten betréchtlich erhéht waren. Die Stimulation bewirkte eine Reduzierung der
Zytokinkonzentration mit dem niedrigsten Wert bei Tieren mit einer kurzen
Stimulationsdauer. Diese lag jedoch immer noch deutlich Uber den Werten der
Kontrolltiere.

Neben der Zytokinbestimmung im Plasma der Ratten wurde der TNF-a- und IL-1B-
Gehalt im ventrikuldren Gewebe (Abb. 33 und Abb. 34) gemessen. Dazu wurden aus
den Gewebestlickchen das Gesamtprotein isoliert und mit Hilfe des BCA-Protein
Assays bestimmt. Die im ELISA gemessene Proteinmenge wurde fur die Auswertung
gegen das Gesamtprotein normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem

Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test.

Im linken Ventrikel (Abb.33 A) der Kontrolltiere konnte nahezu kein TNF-a
nachgewiesen werden (0,37 +0,56). Mit der Injektion von LPS stieg der TNF-a-Anteil
leicht an (0,88+0,88; LPS+). Die hochsten TNF-a-Werte wurden in den endo-
toxdmischen Ratten mit Vagotomie (LPS + VGX) gemessen (39 £53). Diese konnten
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durch die Stimulation des Vagusnervs wieder reduziert werden (LPS + VGX + VNS 2"
6+ 10 und LPS + VGX + VNS 20": 19 +32). Das Niveau der Kontrolltiere konnte durch
die Stimulation jedoch nicht erreicht werden. Die kurze Stimulation erzielte die starkste

Erniedrigung der TNF-a-Werte.
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Abb. 33: Der Proteinanteil des proinflammatorischen Zytokins TNF-e im ventrikuldren
Gewebe der Ratten. Die TNF-a-Level waren sowohl im linken Ventrikel (LV; A) als auch im
rechten Ventrikel (RV; B) der vagotomierten (VGX) Ratten erhéht. Durch die Stimulation des
Vagusnervs (VNS) wurde der Gehalt an TNF-a im kardialen Gewebe reduziert. Das gemessene
Protein wurde gegen das Gesamtprotein normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM, n>5.

Auch im rechten Ventrikel (Abb.33B) konnte TNF-a in den Kontrollratten nur in
einem sehr geringen Anteil am Gesamtproteingehalt (0,74 =1,08) festgestellt werden.
Ratten aus der LPS-Gruppe wiesen einen geringfiigig hoheren Wert (1,7+0,8) auf.
Ebenso wie im linken Ventrikel war der Anteil an TNF-a in den vagotomierten Ratten
(LPS+VGX) stark erhoht (76+111). Dieser konnte durch die Stimulation des
Vagusnervs  wieder reduziert werden (LPS+VGX+VNS2: 8+8 und
LPS + VGX + VNS 20": 21 + 38), auch hier mit einer deutlicheren Abnahme des TNF-a

in der Gruppe der kurzzeitig stimulierten Versuchstiere.

Im linken Ventrikel (Abb.34 A) der Kontrolltiere konnte kein IL-1 nachgewiesen
werden. Durch die Applikation von LPS wurde die Expression von IL-1p induziert
(20+19; LPS +). In der Gruppe der vagotomierten Tiere (LPS +VGX) konnte nur ein
geringer Anteil an IL-1B (4+7) gemessen werden. Im Gegensatz zu den TNF-a
Bestimmungen stieg der Anteil an IL-1B in den Gruppen der stimulierten Ratten bis auf
das Drei- bzw. Zweifache (LPS +VGX + VNS 2": 63+ 13 und LPS + VGX + VNS 20"
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40+ 20) im Vergleich zu dem der LPS-Ratten an. Der groRte Wert wurde in der Gruppe
mit kurzer VVagusstimulation gemessen. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe war dieser
signifikant (p <0,01) erhoht.
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Abb. 34: Der Proteinanteil des proinflammatorischen Zytokins IL-1§ im ventrikuldren
Gewebe der Ratten. Durch die Injektion von LPS konnten erhohte IL-1B-Level im linken (LV;
A) und rechten (RV; B) Ventrikel gemessen werden. Ratten mit Stimulation des Vagusnervs
(VNS) zeigten die hochsten IL-1p-Level. Das gemessene Protein wurde gegen das
Gesamtprotein normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test
und anschlieBendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM. (p < 0,05 *, p<0,01 ** und p<0,001 ***; LV: n>3, RV: n>5).

Ebenso wie im linken wurde auch im rechten Ventrikel (Abb. 34 B) keine Expression
von IL-1B in der Kontrollgruppe festgestellt. Bei den Tieren der LPS-Gruppe konnten
erhohte IL-1p-Werte (22 = 15; LPS +) nachgewiesen werden. Bei Ratten, die zusétzlich
noch vagotomiert (LPS-+VGX) wurden, stieg der Wert (28 +35) geringfligig an.
Signifikant (p <0,01 bzw. p <0,05) erhoht, im Vergleich mit den Kontrollen, waren die
IL-1B-Werte der Stimulationsgruppen. Dabei wiesen Tiere mit einer kurzen Stimulation
eine beinahe 2,5-fache Steigerung, Ratten mit der l&ngeren Stimulation eine Verdopp-
lung des IL-1B-Gehalts im Vergleich mit der LPS-Gruppe auf (LPS + VGX + VNS 2"
53+ 15 und LPS + VGX + VNS 20": 44 + 19).

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Ergebnissen schien die elektrische Stimulation
des Vagusnervs fir die IL-1B Expression im kardialen Gewebe keine reduzierende

Wirkung zu besitzen.



4 Ergebnisse 64

4.4.2 Expression von TNF-a auf mRNA-Ebene

Fur die folgenden qRT-PCR Versuche wurde aus dem linken und rechten Ventrikel
RNA isoliert und jeweils 0,5 ug dieser RNA in die anschlieBende cDNA Synthese
eingesetzt. In der nachfolgenden gRT-PCR wurde dann 1 pl der erhaltenen cDNA und
die im Kapitel 2.6 aufgelisteten ,,TagMan® Gene Expression Assays“ verwendet. Alle
Primerpaare, die in den hier verwendeten Tag-Man Assays enthalten waren,
Uberspannten laut Herstellerangaben mindestens ein Intron. So konnte eine
Kontamination der cDNA mit genomischer DNA ausgeschlossen werden. Das Prinzip
der TagMan-Sonden PCR ist im Kapitel 3.6.1 aufgefiihrt. Um eine relative Quanti-
fizierung der PCR zu ermdglichen, wurde als Referenz die Expression des B-Actin Gens

gemessen. Alle erhaltenen Werte wurden nach der PCR gegen B-Actin normalisiert.

Um die TNF-o Ergebnisse auf Proteinebene zu bestitigen, wurden mittels gRT-PCR
Untersuchungen im Hinblick auf die TNF-a Genexpression (Abb. 35) durchgefiihrt.
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Abb. 35: Die mRNA-Expression von TNF-a im linken und rechten Ventrikel der Ratten.
Eine hochregulierte mRNA-Expression von TNF-o konnte bei den vagotomierten (VGX) Ratten
sowohl im linken (LV; A) als auch im rechten (RV; B) Ventrikel nachgewiesen werden. Als
Referenzgen wurde B-Actin verwendet; gegen dieses erfolgte die Normalisierung der
Expression. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und
anschlieendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM. (p <0,05 *, p< 0,01 ** und p <0,001***; n>5).

Eine Hochregulation des TNF-a-Gens im linken Ventrikel (Abb. 35 A) im Vergleich zu
den Kontrolltieren konnte nur in den endotoxadmischen und zusétzlich vagotomierten
(LPS +VGX) Ratten beobachtet werden. Durch die Vagotomie stieg die mRNA-
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Expression von TNF-a im Vergleich mit der LPS-Gruppe um das 10-fache an. Eine
Zunahme der TNF-a mRNA-Expression in den anderen Gruppen war nicht erkennbar.

Im rechten Ventrikel (Abb. 35 B) war die mMRNA-Expression von TNF-a in der Gruppe
der vagotomierten Ratten (LPS + VGX) im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant
erhoht (p <0,001). Die Expression war verglichen mit der LPS-Gruppe um das 13-fache
gesteigert. ~ Auch  die  mRNA-Expression in  den  Stimulationsgruppen
(LPS+VGX+VNS2" und LPS+VGX+VNS20) war im Vergleich zu den
Kontrollratten signifikant (p <0,05 und p <0,01) erhoht, lag jedoch um das Vier- bzw.
Zweifache unter der Gruppe mit den nur vagotomierten Ratten.

Das Genexpressionsmuster entsprach somit der TNF-a-Bestimmung auf Proteinebene

im rechten Ventrikel.

4.4.3 Acetylcholinsynthese im ventrikularen Gewebe (ChAT vs. CarAT)

Ausgehend von der Untersuchung, dass adulte Kardiomyozyten die Fahigkeit besitzen
Acetylcholin zu produzieren (Rana et al. 2010), sollte mittels qRT-PCR die Expression
von Acetylcholin-synthetisierenden Enzymen untersucht werden. Daher wurde in den
darauffolgenden Experimenten die Genexpression der Cholinacetyltransferase (ChAT)
untersucht. Dieses Enzym ist fiir Bildung von Acetylcholin aus Acetyl-CoA und Cholin

in den Zellen verantwortlich.

Fur die gqRT-PCR Ansatze gegen das ChAT-Gen (TagMan Assay: Rn01453446 m1)
wurde sowohl die synthetisierte cDNA des linken als auch des rechten Ventrikels
verwendet. Es konnte jedoch in keiner Probe der verschiedenen Versuchsgruppen eine
Expression von ChAT detektiert werden. Daraufhin wurden die Versuche mit einem
weiterem Assay (Rn01453442 _ml, positiv getestet in (Rana et al. 2010)) wiederholt.
Allerdings konnte auch mit diesem Assay keine Expression von ChAT festgestellt
werden. Dieses Ergebnis lasst darauf schlielen, dass eine mdgliche Synthese von
Acetylcholin in den Ventrikeln nicht durch die Cholinacetyltransferase erfolgt. In einer
friheren Studie konnten Slavikova und Tucek (1982) nachweisen, dass die ChAT-
Aktivitat in den Ventrikeln von Rattenherzen sehr gering ist. lhren Untersuchungen
nach wird das in den Ventrikeln nachweisbare Acetylcholin durch das Enzym

Carnetinacetyltransferase (CarAT) gebildet. CarAT kann aus Acetylcarnitin frei-
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gesetztes Acetyl-CoA zu Acetylcholin verarbeiten (Ayala 1995). Aufgrund der in dieser
Studie gemachten Beobachtungen wurden die Versuche erneut wiederholt, diesmal
jedoch im Hinblick auf die CarAT-Genexpression (Abb. 36).

Die mRNA-Expression von CarAT im linken Ventrikel (Abb.36 A) war durch die
Verabreichung von LPS (LPS+) im Vergleich zu der Kontrollgruppe leicht
hochreguliert. Bei den zusétzlich vagotomierten Ratten war die Expression von CarAT

im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigt.
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Abb. 36: Die mMRNA-Expression von CarAT im linken und rechten Ventrikel der Ratten.
Die Expression von CarAT wurde durch die Injektion von LPS im linken Ventrikel (LV; A)
heraufreguliert. Im rechten Ventrikel (RV; B) war die CarAT-Expression in den
endotox&mischen Ratten erniedrigt. Als Referenzgen wurde B-Actin verwendet, gegen dieses
erfolgte die Normalisierung der Expression. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Gruppenvergleich mit dem Dunn’s-Post-Test.
Angegeben sind die Mittelwerte = SEM. (p < 0,05 *, p<0,01** und p <0,001 ***; n>5).

Im rechten Ventrikel (Abb. 36 B) hingegen war die CarAT-Expression der Ratten mit
LPS-Injektion (LPS +) im Vergleich zu der der Kontrolltieren halbiert. Die Expression
in den vagotomierten LPS-Versuchstieren (LPS+VGX) war signifikant (p<0,01)
erniedrigt. Eine hoch signifikant herunter regulierte Expression, im Vergleich mit der
Kontrollgruppe, konnte in den  Stimulationsgruppen beobachtet werden
(LPS + VGX + VNS 2" p < 0,05 und LPS + VGX + VNS 20" p <0,01).

Die Ergebnisse zeigten, dass eine mogliche Acetylcholinsynthese in den Ventrikeln von
CarAT durchgefuhrt werden kénnte und dass das Enzym nach Verabreichung von LPS

im rechten Ventrikel herunter reguliert wird.
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5 Diskussion

Die septische Kardiomyopathie ist gekennzeichnet durch eine erhebliche Beeintrachti-
gung der Herzfunktion in der Sepsis. Auch im septischen Rattenmodell, welches in
dieser Arbeit verwendet wurde, ist die in der Literatur beschriebene gestérte Hamo-
dynamik klar erkennbar und fiihrte dartber hinaus zu einem verfriihten Versterben der

Versuchstiere wéahrend der Experimente.

Mit Hilfe eines Druck/Volumen-Katheters kdnnen linksventrikulédre Druck/Volumen-
Kurven in Echtzeit aufgezeichnet werden und somit die hdmodynamische Funktion
innerhalb des Versuches bestimmt und bewertet werden. Durch die Entwicklung dieser
Katheter im Miniaturformat ist es heutzutage mdglich, diese Technik auch im
Kleintiermodell anzuwenden. Der Katheter wird dabei direkt tber die A. carotis in den
linken Ventrikel der Ratte eingefiihrt und kann dort gleichzeitig den Druck und das
Volumen von Herzschlag zu Herzschlag messen. Mit Anwendung dieses Systems
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Herzfunktion der Ratten
durch eine i.v.-Verabreichung von LPS beeintrachtigt wird. Das Ausmal} dieser
Funktionsstorung wird durch eine rechtsseitige zervikale Vagotomie bei den Ratten
weiter verstarkt. Mittels ELISA wurden erhdhte proinflammatorische Zytokinspiegel im
Plasma und im ventrikularen Gewebe der endotoxamischen Ratten, mit hdchster
Konzentration in der Vagotomie-Kontrollgruppe, gemessen. Mittels qRT-PCR
Experimenten aus dem Herzgewebe konnten diese Ergebnisse durch eine gesteigerte
Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-o auch auf mRNA-Level bestétigt
werden. Durch eine Stimulation des Vagusnervs wird der negativ wirkende Effekt der
Funktionsstorung in der Hamodynamik bei Ratten mit Vagotomie verzogert.
Dementsprechend ist auch eine niedrigere proinflammatorischen Zytokinexpression auf
Protein- und mRNA-Ebene zu verzeichnen. Wéhrend ChAT mittels gRT-PCR im
ventrikuldren Gewebe nicht nachgewiesen werden konnte, wurde eine durch LPS
herabgesetzte Expression von CarAT, das ebenfalls fur die Synthese von Acetylcholin

verantwortlich sein kann, ermittelt.
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5.1 Die erfolgreiche Etablierung eines LPS induzierten
septischen Kardiomyopathiemodells unter Anwendung

des Millar-Konduktanzkatheters in narkotisierten Ratten

In der vorliegenden Arbeit sollten kardiale Funktionsparameter im septischen Schock
mit gleichzeitiger Stimulation des Vagusnervs im Kleintiermodell an der Ratte
charakterisiert werden. Dazu musste ein geeignetes septisches Tiermodell ausgewahlt

und an unsere Versuchszwecke angepasst werden.

Tiermodell

Derzeit existieren diverse standardisierte und in der Literatur beschriebene Tiermodelle,
die das klinische Bild der Sepsis widerspiegeln sollen (Belikoff und Buras 2008). Die
verschiedenen Modelle kodnnen in drei verschiedene Kategorien eingeteilt werden:
(1) Die Verabreichung von Toxinen (z. B. LPS, Zymosan etc.), (2) die Verabreichung
lebensfahiger Mikroorganismen (z. B. Bakterien) oder (3) die Perforation endogener

Schutzbarrieren (z. B. die Darmperforation) (Buras et al. 2005).

Als Goldstandard wird dabei die ,,cecal ligation and puncture*“-Methode (CLP), 1980
von Wichterman et al. entwickelt, angesehen (Wichterman et al. 1980). Sie gilt
mittlerweile als das gebrauchlichste und weitverbreitetste Sepsismodell bei Nagetieren.
Dabei wird die Bauchhohle der Versuchstiere erdffnet, das Caecum mobilisiert und
anschlieBend ligiert. Danach erfolgt eine Punktion, durch die der Stuhl aus dem
Darmlumen in die Bauchhdhle austritt und somit eine polymikrobielle Sepsis auslost.
Der Vorteil dieses Modells besteht in seiner realistischen Art, eine Sepsis zu induzieren
(Rittirsch et al. 2008) und hat somit eine hohe klinische Relevanz (Poli-de-Figueiredo et
al. 2008). Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch die schlechte Quantifizierbarkeit und
somit die nicht einwandfreie Reproduzierbarkeit, denn die Dosis der Sepsis-
verursachenden Erreger kann nicht genau bestimmt werden und es ist Uberdies
schwierig, das Ausmal? der Sepsis zu kontrollieren (Poli-de-Figueiredo et al. 2008). Die
Analyse der Herzfunktion wéhrend des septischen Schocks erfolgte hier mit Hilfe eines
operativ in narkotisierte Ratten eingebrachten Druck/VVolumen-Katheters. Bei der CLP-
Methode l&sst sich der Beginn einer veradnderten Herzfunktion der Ratten kaum exakt
bestimmen und kann laut Literatur zwischen zwei und zehn Stunden nach dem Eingriff

liegen (Zhou et al. 1998). Damit wéren das Narkotisieren der Tiere und das Einbringen
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des Katheters zum richtigen Zeitpunkt kaum moglich gewesen. Zudem waére ein
negativer Einfluss der Narkose bei den durch die CLP gesundheitlich geschwachten

Ratten denkbar gewesen.

Ein weiteres weit verbreitetes Modell in der Sepsisforschung ist das Endotoxin-Modell.
Dieses Modell zeigt in Bezug auf die gestorte Herzfunktion eine ,beschleunigte*
Verlaufsform, da ein typischer Anstieg des Cardiac Outputs wahrend der hyper-
dynamen Phase bereits 30 bis 60 Minuten nach Injektion beobachtet werden kann
(Abb. 26). Durch die Infusion von LPS werden lediglich einige Eigenschaften eines
septischen Krankheitsverlaufes hervorgerufen, ein infektioser Fokus besteht dabei nicht
(Poli-de-Figueiredo et al. 2008). LPS induziert tGber den TLR4 eine Aktivierung des
angeborenen Immunsystems (siehe auch Kapitel 1.1.3). Das Modell kann nicht
vollstandig die komplexen Strukturen im septischen Geschehen widerspiegeln, bietet
jedoch vor allem durch seine einfache Durchfiihrung sowie der guten Steuer- und
Reproduzierbarkeit einige Vorteile. Es wird somit eher als eine Art Schockmodell
angesehen, dabei wird der Schockzustand durch die schnelle Induktion von Zytokinen
und dem Abfall der kardiovaskuldaren Funktionen hervorgerufen (Krukemeyer 2005).
Durch niedrige LPS-Dosen kann in Ratten eine verédnderte Hamodynamik induziert
werden (Johnston et al. 1989), die auch in der humanen Sepsis zu beobachten ist.
Obwohl auch die CLP-Methode, abgesehen von dem zeitlich betrachtlicheren Aufwand,
aus hamodynamischer Sicht ein fur uns angemessenes Modell darstellte, fiel die
Entscheidung zugunsten des fir unsere Versuchszwecke besser geeigneteren LPS-
Modells.

LPS-Dosierung

Die ersten Versuche, beziglich einer fur die Experimente geeigneten LPS-Dosis
richteten sich nach den Studien von Borovikova et al., die bei der Durchfuhrung ihrer
Versuche eine letale Dosis von 15 mg/kg KG wahlte, wobei die Ratten aber nur bis zu
einer Stunde nach Injektion tberleben mussten (Borovikova et al. 2000b). Es zeigte sich
wahrend unserer Etablierungsphase, dass solch hohe LPS-Dosen bei narkotisierten
Ratten zu ausgepréagten septischen Symptomen fiihrten. Dabei kam es zuerst zu der
erwarteten hyperdynamen Kreislaufsituation mit erhohter Auswurfleistung und einer
anschliefenden hamodynamischen Destabilisierung, die jedoch sehr schnell in einem

todlichen Kreislaufversagen (nach 2 h bis 3 h) endete. In nicht narkotisierten Tieren
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fihren i.v.-Injektionen mit hohen LPS-Konzentrationen nicht zum Versterben (z. B. Liu
et al. 2007). Ein mangelnder Muskeltonus bzw. fehlende Bewegung in tiefer Narkose
tragen vermutlich zu einer Destabilisierung des Kreislaufs durch LPS induzierte
Schocksymptome bei und fiihren zu einem verfrihten Tod der Ratten. Die zu
injizierende LPS-Dosis sollte fur die Versuche so beschaffen sein, dass eine moderate
septische Reaktion mit Beeintrachtigung der Herzfunktion klar erkennbar war, jedoch
nicht bzw. lediglich ,,spit* zum Versterben (nach 4,5 h) fuhrte. Dieses Ziel wurde erst
nach einer schrittweisen Herabsetzung der LPS-Dosis mit einer niedrigen Injektion von
1 mg/kg i.v. erreicht (Tab. 4). In der Literatur werden daruber hinaus auch mittlere LPS-
Mengen (um 5 mg/kg) als nicht letale Dosierungen in Verbindung mit einer langeren
Anadsthesie bei Ratten beschrieben (Mihaylova et al. 2012). Neben der bereits erwédhnten
Beanspruchung der Tiere durch die Narkose entstent am Herz eine zuséatzliche
Belastung durch die Verwendung des Druck/Volumen-Katheters. Dies konnte ein
weiterer Grund fiir die verminderte Uberlebenszeit unter Narkose in Verbindung mit
mittleren und hoheren LPS-Konzentrationen sein. Kontrolltiere, die keinen LPS-Bolus
erhielten, Uberlebten die geplante Versuchsdauer von 6h ohne eine wesentliche
Beeinflussung ihrer Hdmodynamik (Tab. 2 und Abb. 22).

Millar-Katheter

Die Nachteile in der Anwendung des Druck/Volumen-Katheters (siehe auch Kapitel
3.3, 3.4.4 und 3.4.5) bestehen vor allem in den hohen Anschaffungskosten und seiner
Fragilitat, die ihn besonders anfallig fur Beschadigungen und Defekte macht. Dariiber
hinaus kann es in seltenen Féllen bei der Einlage des Katheters zur Perforation des
GeféRes sowie zu Verletzungen der Aortenklappe und des Myokards kommen. Auch ist
der Einsatz des Katheters ausschlielflich im anésthesierten Tier mdglich, was wiederum
Einfluss auf die zu untersuchenden kardialen Funktionsparameter hat. Dessen unge-
achtet wird die Verwendung dieser Kathetertechnik jedoch als Goldstandard bei hamo-

dynamischen Untersuchungen im Kleintier angesehen (Georgakopoulos et al. 1998).

Narkose

Ein weiterer nicht zu vernachlassigender Aspekt ist die Wahl der Narkoseform. Fir die
geplanten Versuche musste die Anésthesie so durchgeflihrt werden, dass sie eine lange
Versuchsdauer ermdglichte, eine langanhaltende chirurgische Toleranz bot und keine
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relevanten kardiodepressiven Eigenschaften besal. Heute werden groRtenteils
Injektionsnarkosen mit langwirksamen Narkotika (z. B. Ketamin, Xylazin) verwendet,
bei denen aber keine exakte Narkosesteuerung maoglich ist. Dies sollte aber gerade bei
einer Anasthesie Uber ldngeren Zeitraum gewahrleistet sein. Narkosen mit dem relativ
kurzwirksamen Propofol sind ebenfalls in Langzeitversuchen einsetzbar. Sie haben
jedoch eine deutliche Reduzierung des Herzzeitvolumen zur Folge (Larsen 2012).
Daher wurde in den durchgefuhrten Experimenten eine Isofluran-Inhalationsnarkose mit
maschineller Beatmung an endotracheal intubierten Ratten angewandt. Als positiv ist
dabei vor allem die einfache Anwendung zu vermerken. Isofluran induziert eine fir die
Tiere stressfreie und schnelle Anasthesie, die ohne Probleme im Laufe des Versuches an
verschiedene Bedingungen angepasst werden kann. Allerdings wird diesem Inhalations-
anasthetikum ebenfalls ein negativ inotroper Effekt auf das Myokard zugesprochen, der
jedoch als relativ schwach eingestuft wird (Eger 1981; Vivien et al. 1997). Auf das
Herzzeitvolumen hat das Isofluran keinen oder nur geringen Einfluss, es bleibt
unabhéngig von der Gaskonzentration stabil (Stevens et al. 1971; Larsen 2012). Unter
Anwendung dieses Narkosemittels kommt es desweiteren oft zu einem Blutdruckabfall,
da der periphere GefalRwiderstand vermindert wird (Eger 1981). Dies konnte auch bei
unseren Versuchen in den Kontrolltieren beobachtet werden (Abb. 25). Ebenso wird
dem Isofluran eine antiinflammatorische Wirkung zugesprochen (Boost et al. 2009;
Flondor et al. 2008). VVon Picq et al. wurde kdrzlich der Einfluss von Isofluran auf die
Immunantwort in Ratten mit Vagusnervstimulation getestet. Dabei konnte ebenfalls
eine reduzierte proinflammatorische Reaktion im Vergleich mit einem anderen
Injektionsanasthetikum (Pentobarbital) beobachtet werden (Picq et al. 2013). Dieser
antiinflammatorische Effekt ist flr die von uns durchgefuhrten Versuche durchaus
kritisch zu betrachten und wird durch den Vergleich der Versuchsgruppen, die eine
identische Narkose bekamen, einbezogen. Da das Isofluran keinerlei analgetische
Wirkung besitzt, musste wéhrend der Versuche zusatzlich noch ein Schmerzmittel
verabreicht werden, um eine absolute Schmerzausschaltung zu gewaéhrleisten. Dabei
wurde auf Fentanyl, ein hochpotentes Opioid, zuriickgegriffen, welches aufgrund seiner
kurzen Wirksamkeit als stetige Infusion i.v. verabreicht wurde. Auch dieses besitzt
antiinflammatorische Eigenschaften (Bencsics et al. 1997), verfligt jedoch bei der Ratte
uber keine kardiovaskuldaren Nebenwirkungen (Baechtold et al. 2001). Zusatzlich wurde
wéhrend der Narkose darauf geachtet, dass es nicht zu einem Auskuhlen der Ratten

kam. Dies ist besonders bei kleinen Versuchstieren lebens-bedrohlich (Ausschuss flr
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Andsthesiologie - GV SOLAS 2001). Dafir wurde mit einer Rektalsonde die
Kdorpertemperatur  durchgehend gemessen und mit Hilfe einer regulierbaren

Warmematte und Rotlichtlampe bei ca. 37 °C gehalten.

Die unbehandelten Kontrolltiere Uberlebten die gesamte Versuchsdauer, wobei der
Blutdruck durch den oben beschriebenen Effekt des Isoflurans langsam absank, die
kardialen Funktionsparameter hingegen kaum beeintrachtigt wurden (Tab. 2). So konnte
durch die Kontrollversuche nachgewiesen werden, dass eine mehrstiindige, stabile

Narkose unter den vorgegebenen Bedingungen moglich ist.

Fazit

Insgesamt kann die Charakterisierung des Endotoxin-Tiermodells und seine Etablierung
fir unsere Versuchszwecke als erfolgreich angesehen werden. Insbesondere die
Erweiterung des linken Ventrikels (Zunahme des Volumens und Absinken des Drucks),
die damit verbundene reduzierte Auswurfleistung und der Verlust der Kompensations-
mdoglichkeit tber eine Erhohung der Herzfrequenz entsprechen dem klinischen Bild
einer septischen Kardiomyopathie. Die vorhandenen bzw. entstandenen ,,Neben-
wirkungen® (z. B. die antiinflammatorische Eigenschaft des Isoflurans und Fentanyls)
mussten dabei in Kauf genommen und im Zusammenhang mit den Ergebnissen beurteilt

werden.

5.2 Der Einfluss des Nervus vagus auf die Hamodynamik und

die Immunreaktion

Das autonome Nervensystem (ANS) besteht aus einem sympathischen und para-
sympathischen Anteil. Der N. vagus ist der gréte Hirnnerv und vermittelt ma3geblich
uber die Innervation verschiedener innerer Organe (z.B. Herz, Lunge, Teile des
Verdauungstraktes u. a.) vom Halsbereich abwarts bis hin in das Abdomen die Funktion
des parasympathischen Nervensystems. Der rechte und linke VVagusnerv verlassen Gber
die Medulla oblongata das Gehirn durch das Foramen jugulare, durchlaufen das
Ganglion nodosum, ziehen, zervikal zum Osophagus, entlang durch den Thorax und
treten durch das Zwerchfell ins Abdomen ein (Bonaz et al. 2013). Ein wichtiger Aspekt
im Krankheitsgeschehen der Sepsis und dem septischen Schock ist die autonome
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Dysfunktion (Ebelt und Werdan 2010), die u.a. zu einer reduzierten Herzfrequenz-
variabilitdt mit fixierter relativer Tachykardie fuhrt (Schmidt et al. 2005b). Eine
cholinerge Stimulation kénnte daher mdglicherweise die fehlende parasympathische
Innervation wiederherstellen und zu einer Besserung der Hdmodynamik im septischen

Geschehen beitragen.

5.2.1 Der Verlust des vagalen Tonus fuhrt zu einer massiven Stérung der
Hamodynamik und gesteigerten Zytokinspiegel im septischen
Schock

In den durchgefuhrten Versuchen wurde der rechte Vagusnerv in HOhe des
Halsbereiches durchtrennt (zervikale Vagotomie). Dieser Eingriff fiihrte bei den
endotoxdmischen Ratten zu einer starken Beeintrédchtigung der kardialen Funktions-
parameter (Abb. 29 bis Abb. 31) mit einer damit verbundenen verkirzten Lebensdauer
(Vergleich Abb.22 mit Abb.23 und Tab.3) und stellte somit einen klaren
Uberlebensnachteil dar. Es ist anzunehmen, dass eine Vagotomie durchaus zu bedingten
Veranderungen in den parasympathisch innervierten Organen im gesamten Organismus
fuhrt. So nimmt eine Vagotomie z. B. Einfluss auf die Herzfrequenz und den Baroreflex
(Lund et al. 1992). Um diese Veranderungen so gering wie maoglich zu halten, erfolgte
in den Versuchen nur eine einseitige Transsektion des rechten Vagusnervs. Bei
Versuchstieren mit intaktem Vagusnerv, die lediglich LPS erhielten, kam es ca. eine
Stunde nach der Injektion zu einer erwarteten hyperdynamen H&modynamik. Dabei
wurde die Verminderung des peripheren GefaRwiderstands durch eine gesteigerte
Herzfrequenz und erhdhtem Cardiac Output sowie einer damit verbundenen
vergroRerten Ejektionsfraktion ausgeglichen (Abb.24, Abb.26 und Abb.27), der
Blutdruck fiel wahrenddessen ab (Abb. 25). In dieser Phase verblieben diese Tiere etwa
zwei Stunden. Im weiteren Verlauf des Versuchs kam es zum Verlust der Kompen-
sationsfahigkeit und einer abnehmenden, verminderten Herzfunktion (hypodyname
Phase). Dieser Kompensationseffekt war bei den Ratten mit Vagotomie nur
andeutungsweise vorhanden. Das Versagen des kardiovaskuldren Systems hatte ein
frihes Versterben zur Folge. Ob eine Vagotomie auch in gesunden bzw. nicht
endotoxamischen Ratten eine Auswirkung auf das Uberleben besitzt, wurde in dieser

Arbeit nicht untersucht. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass eine VVagotomie
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allein keinen negativen Einfluss auf den Zustand gesunder Tiere hat (Kessler et al.
2012; Mihaylova et al. 2012). Daruiber hinaus konnte in einer Studie gezeigt werden,
dass eine subdiaphragmatische Vagotomie die durch Stress bzw. intraperitoneale
Injektion von IL-1B ausgeloste Hyperthermie verhindert, da das Entziindungssignal iiber
die afferenten VVagusfasern nicht mehr zum Gehirn weitergeleitet werden kann (Watkins
et al. 1995).

Durch die Verabreichung von LPS kommt es zu der in der Einleitung beschriebenen
(Kapitel 1.2.2) Aktivierung des angeborenen Immunsystems Uber den TLR4. Das
Ergebnis dieser Aktivierung ist die Synthese und Ubermé&Rige Ausschittung
proinflammatorischer Mediatoren, die fur die Schéadigung der GefaRe und dem damit
verbundenen massiv reduzierten Gefalwiderstand verantwortlich sind. In der vor-
liegenden Arbeit konnte im Plasma und dem ventrikularen Gewebe der mit LPS-
behandelten Ratten geringfligig bis mé&Rig erhohte Spiegel von TNF-a und IL-1B
(Abb.32 bis Abb.34) gemessen werden. Diese Zytokine sind fur die kardiale
Depression in der Sepsis mitverantwortlich (Kumar et al. 1996; Cain et al. 1999; Maass
et al. 2002). Anhand isolierter Kardiomyozyten aus der Ratte konnte gezeigt werden,
dass TNF-o und IL-1p den transienten Calciumausstrom aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum steigern und somit fur den Verlust der Zellkontraktilitdt verantwortlich sind
(Duncan et al. 2010).

Alle in dieser Arbeit gemessenen Zytokinlevel stellen jedoch nur Zeitpunktbeobach-
tungen dar. Demzufolge waren stark erhohte TNF-a-Spiegel, wie sie bei Borovikova et
al. eine Stunde nach LPS-Gabe in den Ratten zu finden sind (Borovikova et al. 2000b),
zu einem ebenso friihen Messzeitpunkt durchaus denkbar gewesen. Aufgrund des
geringen Blutvolumens der Ratten wurde in dieser Arbeit auf eine regelmaRige
Entnahme von Blutproben verzichtet. In der friihen Phase des Krankheitsverlaufs ist die
Expression der proinflammatorische Mediatoren gesteigert. Im Gegensatz dazu kénnen
in einer spateren Phase die Konzentrationen dieser Mediatoren nur noch in geringen
Mengen vorliegen oder bereits unter die Nachweisgrenze gefallen sein. In einem
Sepsismodell an Primaten konnte vier bis sechs Stunden nach Sepsisinduktion kein TNF
mehr nachgewiesen werden (Tracey et al. 1987). In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen liegt die Genexpression von TNF-a in den Ventrikeln der Versuchstiere zu
diesem Zeitpunkt bereits auf dem Niveau der unbehandelten Kontrollen (Abb. 35). Die

Genexpression von TNF-a nach VVagotomie ist im Gegensatz dazu stark hochreguliert.
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Dies zeigte sich im Herzgewebe, aber auch im Plasma der Ratten durch deutlich erhohte
TNF-Level. Eine tendenziell starkere Expression von TNF-a auf Protein- und RNA-
Ebene war im rechten Ventrikel zu verzeichnen. Bereits in einer friheren Studie konnte
diese Beobachtung an endotoxdmischen Rattenherzen festgestellt werden (Markel et al.
2007). Neben der TNF-a-Expression wurde dort zusétzlich auch die Funktion der
beiden Ventrikel untersucht. Es zeigte sich wider Erwarten, dass trotz des hoheren TNF-
a-Spiegels im rechten Ventrikel dessen Funktion, im Vergleich zum linken Ventrikel,
weniger beeintrachtigt war. Die Autoren sprachen daher von einer rechtsventrikuldren
TNF-Toleranz, die eventuell durch die Abstammung der rechten und linken Kardio-
myozyten aus verschiedenen Progenitorzellen zu erkléaren ist (Markel et al. 2007).
Denkbar waren daher andersartige intrazellulare Signalwege in den rechten
Kardiomyozyten, die zu einer besseren Aufrechterhaltung der Zellfunktion trotz An-
wesenheit von Endotoxin und proinflammatorischen Zytokinen beitragen (Markel et al.
2007).

Neben den nach Vagotomie gesteigerten TNF-a-Spiegeln wurden auch hohe Werte an
IL-1B im Plasma und rechten Ventrikel gemessen. Lediglich im linken Ventrikel war
die Expression vermindert. Dies kdnnte jedoch an der kleineren GruppengroRe liegen,
die in diesem Fall aus nur drei Versuchstieren bestand. Die dargestellten Ergebnisse
beziiglich einer gesteigerten Inflammation im Plasma und kardialen Gewebe bei
Vagotomie stimmen mit den bisher in der Literatur veréffentlichten Ergebnissen uber-
ein (Borovikova et al. 2000b). Fir eine negative Regulation der TNF-Synthese sind u. a.
Corticosteroide verantwortlich, die (ber die hypothalam-hypophysér-adrenale Achse
sezerniert werden. Im Falle der VVagotomie ist die Signalweiterleitung zum Gehirn hin
nicht méglich und die Aktivierung daher vermindert. Dies wiederum trégt anscheinend
zu den erhéhten proinflammatorischen Zytokinspiegeln bei (Borovikova et al. 2000b).
Somit besitzt offensichtlich auch der afferente Anteil des N. vagus antiinflammatorische
Eigenschaften (Bonaz et al. 2013). Das verstarkte VVorhandensein von TNF-o und IL-1f
ist aufgrund ihres kardiodepressiven Charakters fiir das sehr schlechte hdmodynamische
Outcome in der Vagotomie-Gruppe mitverantwortlich. Demzufolge wird die protektive
und immunmodulatorische Eigenschaft des N. vagus (Czura und Tracey 2005) im Falle
eines immunologischen Ungleichgewichts dringend bendtigt, um die Balance, auch in
Bezug auf die in der Sepsis gestorte Herzfunktion, aufrechtzuerhalten oder vielmehr

wiederherzustellen bzw. sie zumindest zu verbessern.
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5.2.2 Eine elektrische cholinerge Stimulation kann die Beeintrachtigung
der Hamodynamik durch den Vagotomie-Effekt nur teilweise

kompensieren

Bereits zur jetztigen Zeit findet eine therapeutische, meist elektrische Vagusstimulation,
Anwendung bei Patienten mit Depressionen oder Epilepsie (Beekwilder und Beems
2010). Ziel dieser Stimulationen sind dabei die afferenten Fasern des Nervs, die hoch-
frequent (20-30Hz) stimuliert zu einem verbesserten Befinden innerhalb des
Symptomkomplexes dieser Erkrankungen fihren und mit wenigen Nebenwirkungen
verbunden sind. In Bezug auf die immunmodulatorischen Eigenschaften des N. vagus
haben aber vor allem seine efferenten Fasern eine groRRe Bedeutung. Eine Stimulation,
die die Aktivierung des ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflexes bewirkt, kann
hierbei sowohl elektrisch mit einer niedrigen Frequenz (1-10Hz) als auch pharma-
kologisch durch z.B. Cholinesteraseinhibitoren erfolgen. In der vorliegenden Arbeit
wurde durch die Verabreichung von Physostigmin (Anticholium®), einem in der
klinischen Routine eingesetztem Cholinesterasehemmer, versucht, die h&modynamische
Beeintrachtigung im endotoxédmischen Schock durch die Steigerung der endogenen
Acetylcholinkonzentration zu verbessern. In einem CLP-induzierten septischen
Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass die medikamentdse Inhibition der
Cholinesterase mit Physostigmin einen positiven Effekt auf das Uberleben der Méause
hat (Hofer et al. 2008). In unseren Versuchen jedoch flihrte die Verabreichung des
Cholinesteraseinhibitors zu einer Verkiirzung der Uberlebenszeit der endotoxamischen
Ratten. Dass das Physostigmin keinen protektiven Effekt aufweist, konnte vor allem an
dem doch sehr unterschiedlich gestalteten Versuchsdesign liegen. Mause, die an der
durch eine CLP ausgeldsten Sepsis erkrankten, erhielten in dieser Studie Uber drei Tage
eine dreimalige Physostigmin-Dosis (80 pug/kg KG) intraperitoneal (i.p.). Dagegen er-
hielten die vagotomierten Ratten in unserem Modell einen einmaligen i.v.-Bolus
(80 ng/kg KG) mit einer sich anschlieBenden weiteren geringen Infusion des Inhibitors
(12,5 pg/kg/h KG). Durch die i.v.-Applikation konnte das Physostigmin seine Wirkung
direkt und schnell ,,entfalten, so dass kurz nach Verabreichung des Medikamentes ein
Abflachen der Narkose mit steigender Herzfrequenz beobachtet werden konnte. Das
Physostigminmetabolit Eserolin bewirkt (iber eine zentrale Beeinflussung der
peripheren Adrenalinfreisetzung aus der Nebenniere eine Herz- und Kreislauf-
stimulierende Wirkung (Kohler Chemie GmbH 2011). Da die Ratten sich nicht mehr in
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einem ausreichend tiefen Narkosestadium befanden, kdnnte eine gesteigerte Stress-
reaktion in Verbindung mit dem septischem Schock Grund fur ein verfriihtes Versterben
der Tiere gewesen sein. Demzufolge hétte die Dosis geringer gewéhlt werden missen,
um den protektiven Effekt des Medikamentes ausnutzen konnen und eine ,,Uber-
dosierung™ zu vermeiden. Somit wurden die Versuche mit dem eigentlich viel-
versprechenden Cholinesterasehemmer Physostigmin eingestellt. Fir zukinftige
Experimente miissen zusatzliche Uberlegungen hinsichtlich der Dosierung und dem

Erstellen von Kontrollgruppen getatigt werden.

Neben einer pharmakologischen Stimulation wurden in dieser Arbeit auch Experimente
mit einer elektrischen Stimulation des Vagusnervs durchgefuhrt. Diese Methode wird
bereits seit einigen Jahren erfolgreich in septischen Tiermodellen fir eine Modulation
der inflammatorischen Reaktion eingesetzt und spielt mittlerweile unter dem Begriff des
»cholinergen antiinflammatorischen Reflexes” innerhalb der Erforschung anti-
inflammatorisch wirkender Mechanismen eine beachtliche Rolle. Die Einstellungen fir
die Stimulation des rechten Vagus wurden so gewahlt, dass keine Beeinflussung der
Herzfrequenz stattfand. Durch die Stimulation der vagotomierten, endotoxamischen
Ratten konnte die Uberlebenszeit gegeniiber den unstimulierten Ratten mit Vagotomie
(Abb. 23) deutlich gesteigert werden. Die Tiere verstarben jedoch zeitlich friher als die
LPS-Ratten mit intaktem Nerv. Auch die Hamodynamik wurde durch die Stimulation
positiv beeinflusst. Ein Kompensationseffekt, wie er bei den Ratten ohne Vagotomie
aufgetreten ist, konnte aber nicht beobachtet werden. Dennoch blieben der Cardiac
Output und die Ejektionsfraktion (Abb.30 und Abb.31) Uber drei Stunden
verhaltnismaRig konstant und fielen erst danach erheblich ab. Die einmalige Stimulation
bewirkte daher lediglich ein verzogertes Auftreten des durch die Vagotomie hervor-
gerufenen negativen Effekts. Mdglicherweise hatte eine kontinuierliche Stimulation den
fehlenden Tonus ersetzen und zu einer effektiveren Verbesserung der Herzfunktion im
septischen Schock fuhren kdnnen. Dementsprechend verhielt es sich auch mit der
Zytokinexpression von TNF-o im Plasma und den Ventrikeln. Die Spiegel lagen
deutlich unterhalb denen der unstimulierten Tiere, was auch auf mMRNA-Ebene bestatigt
werden konnte. Diese Ergebnisse stimmen mit dem in der Literatur beschrieben anti-
inflammatorischen Effekt der Vagusstimulation Uberein (Borovikova et al. 2000b).
Bernik et al. zeigte Uberdies in einer Studie, dass die Stimulation des intakten Nervs

einen protektiven Effekt hat und die Entwicklung eines endotox&mischen Schocks in
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anésthesierten Ratten mit LPS-Injektion verhindert. Dabei konnte kein Unterschied
zwischen rechts- und linksseitiger Vagusstimulation festgestellt werden (Bernik et al.
2002). Die Expression von IL-1p zeigte in unseren Versuchen im Plasma ein dem TNF-
a dhnliches Muster (Abb. 32), wonach die Produktion des Zytokins bei Stimulation
erniedrigt ist. In den Ventrikeln stimulierter Ratten war diese jedoch deutlich erhéht und
lag sogar Uber denen der Versuchstiere, die nur vagotomiert waren. Durch die
elektrische Stimulation wird also die proinflammatorische Zytokinexpression zumeist
gesenkt und die kurzere Stimulationsdauer zeigt dabei eine tendenziell, aber nicht
signifikant bessere Wirksamkeit. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die
Expression antiiflammatorisch wirkender Zytokine (z.B. IL-10) durch eine Vagus-
stimulation nicht beeinflusst wird (Borovikova et al. 2000b). Antiinflammatorische
Zytokine werden im Rahmen einer normalen Immunantwort synthetisiert und hemmen
die Freisetzung proinflammtorischer Mediatoren (Czura und Tracey 2005). Desweiteren
existieren auch humorale Mechanismen (z. B. mit Glucocorticoiden), die zu einer anti-
inflammatorischen Reaktion beitragen. Diese wirken jedoch im Gegensatz zum
inflammatorischen Reflex nur langsam und in Abhangigkeit eines Konzentrations-

gradienten (Tracey 2002).

Neben den bereits hier erwéhnten Methoden der Vagusstimulation existieren weitere
Madglichkeiten, den ,.cholinergen Reflex“ zu aktivieren. Eine Aktivierung kann auch
durch eine pharmakologische Stimulation der peripheren muskarinergen Rezeptoren
oder der a7 Untereinheit des nikotinergen Acetylcholinrezeptors (a7AChR) erfolgen.
CNI-1493 wirkt Uber eine Interaktion mit muskarinergen Rezeptoren und verhindert die
proinflammatorische  Zytokinfreisetzung von Monozyten und Makrophagen
(Borovikova et al. 2000a; Pavlov et al. 2006). Nikotin ist ein relativ unspezifischer
a7AChR-Agonist, der die Produktion proinflammatorischer Zytokine in humanen
Makrophagen inhibiert (Czura und Tracey 2005; Wang et al. 2004). GTS-21 ist
ebenfalls ein a7AChR-Agonist, der eine immunddmpfende Wirkung besitzt und die

Uberlebenschancen in septischen Mausen verbessert (Pavlov et al. 2007).

Somit ergeben sich, den ,,cholinergen Reflex* betreffend, zahlreiche weitere Mdoglich-
keiten zur Entwicklung neuer Therapieformen im inflammatorischen Geschehen

verschiedener Krankheiten.
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5.3 Das Herz als mogliches Bindeglied zwischen Immun- und
Nervensystem - Hypothese zum cholinergen anti-

inflammatorischen Reflex

Es wurde postuliert, dass die Milz eine zentrale Stellung innerhalb des ,,cholinergen
Reflexes* einnimmt (Huston et al. 2006). Ausgehend von einer derzeitig stattfindenden
Diskussion um eine parasympathische Innervation der Milz und der Annahme, dass ihre
Beteiligung am ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflex* nicht vorhanden ist
(Matteoli et al. 2014), stellt sich weiter die Frage nach der Verbindungsstelle zwischen
Immun- und Nervensystem. In Anlehnung an die friihen Experimente von Otto Loewie,
mit denen er zeigte, dass das Herz nach Stimulation des Vagusnervs Acetylcholin
freisetzt (siehe auch Kapitel 1.3.1), konnte dieses Organ die zentrale Stellung in dieser
Fragestellung einnehmen. Im Gegensatz zur Milz weist das Herz eine direkte para-
sympathische Innervierung durch den N. vagus auf. Das Ausmal} dieser Innervation in
den Atrien und Ventrikeln ist zwar gering, aber grundsétzlich vorhanden (Vaseghi und
Shivkumar 2008). Im Gegensatz dazu sind der Atrioventrikularknoten, der die
Erregungsleitung vom Vorhof zur Kammer steuert und die Kontraktion des Herz-
muskels beeinflusst, durch den linken Vagusnerv und der Sinuatrial-Knoten, der die
Herzfrequenz reguliert, durch den rechten Vagusnerv stark innerviert. Dies konnte die
Quelle des kardial freigesetzten Acetylcholins sein, das so seine immunmodulatorische
Funktion auf die Kardiomyozyten und in den Blutkreislauf gelangend, auf andere
Immunzellen ausiibt. Daneben kdnnen die Kardiomyozyten auch selbst Produktionsort
nicht-neuronalen Acetylcholins sein (Kakinuma et al. 2009). In murinen Herzzellen war
es moglich, alle Acetylcholin-produzierenden Enzyme nachzuweisen (Kakinuma et al.
2009; Rana et al. 2010; Rocha-Resende et al. 2012). Erst kirzlich wurde eine Studie
verOffentlicht, in der die Autoren postulierten, dass das von den Kardiomyozyten
freigesetzte Acetylcholin fur die Aufrechterhaltung der Homoostase im Herzen bendtigt
wird (Roy et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte eine mMRNA-EXxpression der
Cholinacetyltransferase in den Ventrikeln nicht festgestellt werden. Lediglich eine
Expression der Carnitinacetyltransferase (Abb.36) wurde im linken und rechten
Ventrikel gefunden. In Ubereinstimmung damit kann jedoch eine Studie von Slavikova
und Tucek angesehen werden. Dort zeigten die Autoren, dass die Cholinacetyltrans-
ferase hauptsachlich in den Atrien exprimiert wird, wohingegen das meiste Acetylcholin

in den Ventrikeln mit Hilfe der Carnitinacetyltransferase synthetisiert wird (Slavikova
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und Tucek 1982). Die hoéchste Aktivitat der Cholinacetyltransferase nach Vagotomie
konnte im rechten Atrium (RA), die niedrigste im linken Ventrikel (LV) gemessen
werden (ChAT-Aktivitdat: RA>LA >RV >LV; Lund et al. 1979). Die Expression der
Carnitinacetyltransferase im linken Ventrikel zeigte keine signifikante Veranderung, im
Gegensatz dazu war sie im rechten Ventrikel deutlich hoher und in den Gruppen mit
Vagotomie signifikant herunterreguliert (Abb. 36). Die fehlende parasympathische In-
nervation hatte somit einen negativen Einfluss auf die Expression des Acetylcholin-
produzierenden Enzyms im rechten Ventrikel. Neben Acetylcholin-produzierenden
Enzymen exprimiert das Herz auch eine Vielzahl verschiedener Subeinheiten der
Acetylcholinrezeptoren (Dvorakova et al. 2005), darunter auch die a7 Untereinheit,
welche flr eine Inhibition der proinflammatorischen Zytokinbildung verantwortlich ist.
Nicht auszuschlieRen ist daher, dass Herzmuskelzellen sowohl Produktions-, als auch
Bestimmungsort des Acetylcholins sind und seine Synthese durch eine para- bzw.
autokrine Art und Weise gefdrdert wird. Dass der cholinerge Reflex eine spezifische
Wirkung auf das Herz hat, konnte durch die erniedrigten Zytokinlevel im kardialen

Gewebe nach Stimulation nachgewiesen werden (Bernik et al. 2002).

postganglionarer
N. vagus

zirkulierende
inflammatorische
Mediatoren

(o 7\ — . N

(n1p) \

il \
<

,hegativer”
Kreislauf

proinflammat.
Genexpression

N. vagus

»positiver”
Kreislauf

N

- @~ Kardiomyozyt \ N. vagus

Abb. 37: Hypothese zum cholinergen inflammatorischen Reflex am Herzen. Durch zirkulie-
rende inflammatorische Mediatoren (wie z. B. IL-1p, IL-6, TNF-o)) wird ein hoch kardiodepres-
sives Milieu erzeugt, das durch eine von den Kardiomyozyten selbst gesteigerte Genexpression
proinflammatorischer Mediatoren weiter verstarkt wird (,,negativer” Kreislauf). Das nach Sti-
mulation von den terminalen Enden des N. vagus freigesetzte bzw. von den Kardiomyozyten
selbst produzierte Acteylcholin (ACh) dampft die proinflammatorische Immunantwort (,,positi-
ver* Kreislauf) der Herzmuskelzellen ab, das depressive Milieu wird aufgehoben und die Herz-
funktion verbessert sich (nach Florian Uhle).
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Um die Hypothese zum cholinergen inflammatorischen Reflex mit einer Beteiligung
des Herzens zu bestétigen (Abb. 37), mlssen aber zusétzliche Studien, auch in Bezug

auf die Sekretion des Acetylcholins aus dem Herzgewebe, getatigt werden.

5.4 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen den schon in friheren Studien
beobachteten positiven Effekt einer Vagusstimulation, diesmal jedoch nicht nur im
Hinblick auf die antiinflammatorischen Qualitaten, sondern auch auf die h&mo-
dynamische Beeinflussung. So kann ein positiver Einfluss auf die kardiale Inflammation
und Herzfunktion unter endotoxdmischen Bedingungen durch die Stimulation des
N. vagus beschrieben werden. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Carnitin-
acteyltransferase, welche auch fir die Synthese von Acetylcholin verantwortlich sein
kann, im ventrikuldren Herzgewebe exprimiert wird und einer ventrikelspezifischen
Regulation unter experimentellen Bedingungen unterliegt. In Anbetracht dieser
Resultate kénnte das Herz eine hervortretende Rolle als Bindeglied zwischen Immun-

und Nervensystem einnehmen.

Der ,,cholinerge antiinflammatorische Reflex* scheint einen therapeutisch einsetzbaren
Ansatz zu bieten. Im Hinblick auf die vorliegende Arbeit wére es daher sinnvoll,
Experimente bei Tieren mit intaktem N. vagus durchzufiihren, um auch Stimulations-
effekte in Bezug auf die afferente Signalweiterleitung zu Uberprifen. So kann die
Differenz zwischen Tiermodell und dem realen klinischen Geschehen ein Stick weit

verringert werden.
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6 Zusammenfassung

Die Sepsis und der septische Schock stellen trotz intensiver Forschung und neuer The-
rapiemdglichkeiten die Haupttodesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen
der westlichen Welt dar. Wahrend des septischen Krankheitsverlaufs kommt es meist zu
einer kardialen Depression mit charakteristisch beeintréachtigter Hamodynamik. Neben
der ausgeltsten Entziindungsreaktion ist der Verlust der parasympathischen Innervati-
on ein wichtiger Aspekt im Krankheitsbild der septischen Kardiomyopathie. Das Ace-
tylcholin ist der hauptséchliche Transmitter des efferenten Teils des parasympathischen
N. vagus und spielt eine zentrale Rolle im Organismus sowie auch bei der Signaliiber-
tragung innerhalb des Immunsystems. In der Annahme, dass ein potentieller Zu-
sammenhang zwischen der Stérung im vagalen System und der beeintrachtigten Hamo-
dynamik wahrend der Sepsis besteht, sollte in dieser Arbeit der Einfluss einer Vagus-
stimulation auf die myokardiale Entziindung und die Herzfunktion in einem LPS-
induzierten septischen Schockmodell in Ratten beurteilt werden. Trotz der geringen In-
nervation des Herzgewebes durch den Vagusnerv konnte dariiber vermittelt im Herzen
ein antiinflammatorischer Effekt wirken, der die proinflammatorische Genexpression in

den Kardiomyozyten inhibiert und zu einer Verbesserung der Herzfunktion beitragt.

In den durchgefihrten Versuchen wurde der distale Teil des rechten zervikalen N. vagus
in vagotomierten, endotox&dmischen Lewis-Ratten stimuliert. Die hamodynamischen
Parameter wurden mittels eines linksventrikuldar in die Ratten eingebrachten
Druck/Volumen-Katheters gemessen und aufgezeichnet. Im Anschluss an die Ex-
perimente wurden Herz und Blutplasma entnommen und die Expression proinflam-
matorischer Zytokine mittels quantitativer RT-PCR und ELISA bestimmt.

Die Entzlindungsreaktion war durch die Vagotomie deutlich gesteigert. Dies konnte
durch den Nachweis erhohter Zytokinspiegel im Plasma und Herzgewebe gezeigt
werden. In Ubereinstimmung damit zeigten diese Tiere wahrend des septischen Schocks
eine beeintréchtigte Herzfunktion. Um den h&modynamischen und immunologischen
Effekt des verminderten vagalen Tonus zu kompensieren, geniigte eine kurze Stimula-
tion wahrend der LPS-Infusion. Der N. vagus spielt somit eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der H&modynamik und der kardialen Immunhomoostase im

septischen Geschehen.
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/7 Summary

Sepsis and septic shock are, despite intensive research and new therapeutic options, the
major cause of death on non-cardiac intensive care units in western civilization. During
the course of sepsis myocardial depression develops with significant hemodynamic
impairment. Beside the triggered inflammatory processes, one important aspect of this
septic cardiomyopathy is the failure of parasympathetic innervation, leading to
autonomic dysfunction. Acetylcholine, the main transmitter of the efferent
parasympathetic Nervus vagus, has been shown to be of importance for transmission of
signals within the immune system, but also for a variety of other functions throughout
the organism. Hypothesizing a potential correlation between the dysfunction of the
vagal system and hemodynamic impairment during sepsis, we wanted to assess the
impact of vagal stimulation on myocardial inflammation and function in a murine
model of lipopolysaccharide (LPS)-induced septic shock. Since the myocardial tissue
recieves (sparsely) innervation by the vagal nerve, there might be an anti-inflammatory
effect in the heart, inhibiting pro-inflammatory gene expression in cardiomyocytes and

improving cardiac function.

In this study electrical stimulation on the distal part of the right cervical branch of the
N. vagus in vagotomized, endotoxemic Lewis rats were performed. Hemodynamic
parameters were measured during the recording periods using a left ventricular
pressure-volume catheter. After the experiments, hearts and blood plasma were
collected and expression of pro-inflammatory cytokines was measured using
quantitative RT-PCR and ELISA.

Following vagotomy, the inflammatory response was aggravated, represented by
elevated plasma cytokine levels in plasma and ventricular tissue. In concordance,
impairment of cardiac function during septic shock was pronounced in these animals.
To reverse both, hemodynamic and immunological effects of diminished vagal tone,
even a brief stimulation of the N. vagus was enough during initial LPS infusion.
Overall, the N. vagus might play a major role in maintaining hemodynamic stability and

cardiac immune homeostasis during septic shock.
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