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Vorwort

1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von August 2000 bis September 2002 am Zentrum
fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik und Poliklinik IT (Leiter: Prof. Dr. Werner Seeger)
der Justus-Liebig-Universitit GieBen im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. Dr. Friedrich
Grimminger in der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Ulf Sibelius unter Betreuung durch Herrn
Dr. Ulrich Grandel. Die Arbeit befasst sich mit der Pathogenese der septischen Kardiomyo-
pathie, welche eine gravierende Komplikation septischer Krankheitsbilder darstellt. In diesem
Zusammenhang wurde die pathogene Wirkung von Lipoteichonsdure, ein Zellwandbestandteil
des grampositiven Bakteriums Staphylococcus aureus auf das Herz untersucht. Am isolierten
und zellfrei perfundierten Rattenherz sollte durch pharmakologische Interventionen nihere
Erkenntnisse zur Entstehung der septischen Kardiomyopathie durch grampositive Pathogeni-

tatsfaktoren gewonnen werden.
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2. Einleitung

2.1 Sepsis und septischer Schock

Die Reaktion des Korpers auf eine generalisierte Infektion mit dem Nachweis von Mikroor-
ganismen oder dem hochgradigen Verdacht auf das Vorhandensein von Mikroorganismen
wird als Sepsis bezeichnet. Das Krankheitsbild der Sepsis entsteht, indem eine eigentlich
sinnvolle Abwehrreaktion des Korpers auBBer Kontrolle der physiologischen Regulation gerit,
und damit in iiberschiessender, generalisierter Form nicht mehr nur die auslosenden Pathoge-
ne bekdmpft, sondern auch eine Schidigung korpereigener Zellen und sogar Organe verur-
sacht.'

Die wachsende Bedeutung der Sepsis in der Medizin begriindet sich auf deren Fortschritt.
Durch neue, bessere Behandlungsmethoden wéchst die Zahl chronisch kranker, geschwichter
oder immunsupprimierter Patienten. Gerade diese Patienten haben jedoch das hochste Risiko,
an einer Infektion zu erkranken.” Durch hiufige, ungezielte Antibiotikagabe bilden sich resis-
tente Keime. Die Vermehrung resistenter Erreger und auch der vermehrte Einsatz invasiver
Verfahren, wie intravasale Katheter, Intubation oder Blasenkatheter, haben zu einer Steige-
rung nosokomialer Infektionen gefiihrt, und gefdhrden auch Patienten ohne primére Infekti-
onserkrankung. Damit wird verstdndlich, warum die Inzidenz der Sepsis in den vergangenen
Jahrzehnten deutlich angestiegen ist.’ Sepsis steht mittlerweile an dritter Stelle der durch
Infektionen verursachten Todesfédlle und der septische Schock ist die Haupttodesursache auf
nicht-kardiologischen Intensivstationen.* Die Letalitit des septischen Schocks mit Multior-
ganversagen schwankt von 30 bis 80 %, abhingig von der Schidigung der Organsysteme.’
Klinische Symptome der Sepsis sind Tachykardie, Tachypnoe, Fieber oder Hypothermie,
Leukozytose oder sogar Leukopenie. Diese Symptomatik kann auch durch nicht-infektiose
Ursachen, wie Polytrauma, Pankreatitis oder Verbrennungen hervorgerufen werden. Man
spricht in jenen Fillen allerdings nicht von Sepsis, sondern von SIRS (systemic inflammatory
response syndrome). Ist der Blutdruck deutlich vermindert und fiihrt so zu einer Minderperfu-
sion der Organe, wird dieser Zustand als septischer Schock bezeichnet. Sind im Verlauf der
Erkrankung schwere Schiden an Organsystemen wie etwa Lunge, Herz oder Niere entstan-
den, wird dieses Stadium MODS (multiple organ dysfunction syndrome) genannt.® Pathophy-

siologisch findet man als Ursache einer Sepsis meist eine lokale Infektion. Bakterien oder

5
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Abb.1 Pathogenese von Sepsis und septischem Schock

Von einem Infektionsherd ausgehend gelangen Erreger oder ihre Toxine in den Blutkreislauf.
Unter Freisetzung endogener Mediatoren kommt es zu Beeintrdchtigungen verschiedener

Organsysteme, welche zum septischen Schock und letztendlich zum Tod fiihren konnen.
Modifiziert nach’
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Pilze konnen von diesem lokalen Geschehen aus direkt in den Blutkreislauf gelangen. Die
Mikroorganismen kénnen aber auch auf den Ort der Infektion begrenzt bleiben und von dort
aus Toxine an das Blut abgeben. Solche Substanzen konnen Bakterienbestandteile wie Lipo-
polysaccharide oder Lipoteichonséuren sowie sezernierte Exotoxine wie a-Toxin sein. Diese
Stoffe konnen nun zu einer iiberschiessenden Aktivierung des Immunsystems fiihren. Sowohl
humorale Komponenten wie Gerinnungs-, Komplementsystem und Antikorper, als auch
zelluldre Effektoren des Immunsystems werden aktiviert. Diese zelluliren Effektoren sind
unter anderem Makrophagen, Monozyten, Granulozyten und Endothelzellen, welche wieder-
um eine Vielzahl von Zytokinen mit unterschiedlichen Wirkungen ausschiitten. Diese Zytoki-
ne haben eine starke physiologische Wirkung auf verschiedene Organsysteme und kdnnen
durch Stérungen der Makro- und Mikrozirkulation schwere Organschdden bewirken, die

tddlichen Ausgang haben kénnen.’

2.2 Das kardiovaskuliire System in der Sepsis und im septischen Schock

Der Schéidigung des Herzens im septischen Krankheitsverlauf wurde oftmals nur eine geringe
Bedeutung zugemessen, da die Pumpfunktionswerte des erkrankten Herzens im Vergleich
zum gesunden dhnlich oder sogar leicht erh6ht waren. Der Blutdruck ist wéhrend der Sepsis
nicht selten stark erniedrigt, was auf eine GefdB3schidigung mit folgender Vasodilatation von
Arterien und Venen zuriickzufiihren ist, so dass der systemische GefdBwiderstand auf bis zu
30 % der Norm abfallen kann. Durch einen Verlust an Plasmafliissigkeit kommt es zusétzlich
zu einer Hypovoldmie.

Um eine weiterhin ausreichende Durchblutung der Gewebe sicherzustellen, ist eine Erhdhung
des Blutdrucks erforderlich. Da die GefdBregulation in der Sepsis gestort ist, kann die Blut-
druckerhdhung nur durch eine Steigerung des Herzzeitvolumens (HZV) erreicht werden. Das
HZV muss um so hoher ansteigen, je tiefer der GefaBwiderstand abfillt. In einem bestimmten
Bereich ist das zundchst moglich. Das HZV und andere Herzfunktionsparameter liegen dabei
hoher als bei Patienten mit normalem systemischen Gefdwiderstand. Um jedoch bei einem
stark erniedrigten systemischen GefdBwiderstand, wie er in der Sepsis moglich ist, eine aus-
reichende periphere Durchblutung zu ermoglichen, miisste dazu das HZV auf das drei- bis
vierfache gesteigert werden. Dies ist beim Gesunden mit einer vergleichbaren Erniedrigung
des GefaBwiderstandes durchaus mdoglich, in der Sepsis kann dies jedoch nicht immer erreicht

werden.
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Die Pumpfunktionsparameter des septischen Herzens sind auf den ersten Blick denen gesun-
der Patienten dhnlich, daher wurde eine mdgliche Pumpfunktionsstorung im Verlauf des
septischen Schocks friiher fiir unwahrscheinlich gehalten. Beriicksichtigt man jedoch, dass bei
einem stark erniedrigten systemischen GefdBBwiderstand die Herzfunktionswerte deutlich
erhoht sein miissten, so wird deutlich, dass das von der Sepsis beeintrichtigte Herz die erfor-
derliche Funktion nicht mehr erbringen kann.”® Diese Herz-Funktionsstérung im Rahmen der
Sepsis wird im deutschen Sprachgebrauch auch als “akute septische Kardiomyopathie” be-

zeichnet.’

257 Septischer Schock
| |
I 1
Erforderliches
20— Sepsis Herzzeitvolumen
= I I
£
£ 15+
S
>
S
S 10—
N Herzzeitvolumen
o) in der Sepsis
T
5_
O_
[ | T | T | T | 1
1000 800 600 400
Systemischer GefaRwiderstand (dyn x cm™ x s)

Abb. 2 Funktionsstorung des Herzens in der Sepsis

In der Sepsis kommt es zu einem zunehmenden Abfall des Gefdfswiderstandes. Um dabei einen
addquaten arteriellen Mitteldruck aufrecht erhalten zu konnen, wire eine deutliche Steige-
rung des Herzzeitvolumen erforderlich (-e-), welche von einem gesunden Herz auch erbracht
werden kann. Das Herz von Patienten mit septischer Erkrankung (-m-) kann dies jedoch

héufig ohne supportive Therapie nicht erbringen. Modifiziert nach ®
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2.3 Akute septische Kardiomyopathie

2.3.1 Klinisches Erscheinungsbild

Die akute septische Kardiomyopathie und ein daraus resultierendes Pumpversagen sind fiir
etwa 10 % aller Todesfille in der Sepsis verantwortlich.'® Klinisch zeigt sich eine im Verhalt-
nis zum verminderten systemischen Gefdwiderstand nur inaddquate Erhéhung der Pump-
funktion, welche durch erniedrigte links- und rechtsventrikulédre Auswurffraktionen (ejection
fraction, EF) charakterisiert wird. Die Ventrikel haben eine erhdhte Compliance und sind
hiufig dilatiert.'' Es zeigen sich sowohl Stérungen bei der Kontraktion als auch bei der Rela-
xation, diese konnen sowohl global als auch nur regional zu finden sein.'? Die KoronargefiBie
sind weit gestellt und spiegeln damit die bei Sepsis vorherrschenden Verhiltnisse des gesam-

ten GefiBbettes wider.'>'

Die Durchblutung des Herzens erscheint also zumindest auf Ebene
der Makrozirkulation normal. Ein hypoxischer Schaden durch Minderperfusion bei schwerem
Schock kann allerdings die Herzfunktion zusitzlich verschlechtern.® Eine septische Herzschi-
digung scheint nicht vermehrt zu Arrhythmien zu fiihren, eher ist die Variabilitit der Herzfre-
quenz eingeschrinkt."> Histologisch lassen sich nur selten pathomorphologische Korrelate der
klinisch festgestellten akuten septischen Kardiomyopathie feststellen, meist sind die Verdnde-
rungen auf makroskopischer, histologischer und ultrastrukureller Ebene unspezifisch.'®

Eine akute septische Kardiomyopathie beginnt meist in den ersten Tagen nach Beginn der
Sepsis. Wird die Erkrankung iiberlebt, so heilt sie innerhalb von sieben bis zwolf Tagen fol-
genlos ab, hierin unterscheidet sie sich von anderen Formen der Herzinsuffizienz.'"'® Die
Therapie der akuten septischen Kardiomyopathie dhnelt jener bei der Sepsis und besteht in
erster Linie aus der Behandlung der Grunderkrankung. Die erforderliche Behandlung besteht
aus der Sanierung eines vorhandenen Infektionsherdes und der antibiotischen Bekdmpfung
der Erreger. Dariiber hinaus muss versucht werden, den bedrohlichen Blutdruckabfall durch
eine ausreichende Gabe von Volumen und positiv inotroper und vasoaktiver Substanzen
aufrecht zu erhalten.

Neben dieser iiberwiegend symptomatischen Behandlung werden auch vermehrt kausale
Therapieansétze erprobt, welche frith in das Entziindungsgeschehen einzugreifen versuchen.
Die Ergebnisse unter Verwendung von beispielsweise TNF-a-Antikorpern'® oder Ibuprofen®’
sind jedoch nicht iiberzeugend, was vermutlich daran liegt, dass die komplexen pathophysio-

logischen Vorginge noch nicht ausreichend aufgeklart sind.*’
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2.3.2 Pathogenese der akuten septischen Kardiomyopathie

Die pathophysiologischen Mechanismen bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz im septi-
schen Schock sind bis heute nicht vollstindig aufgeklirt. Verschiedene Ansitze werden zur
Erklarung herangezogen. Eine Stérung der myokardialen Durchblutung auf Ebene der Mikro-
zirkulation wird ebenso vermutet, wie das Vorhandensein von negativ inotrop wirkenden
Substanzen, im Englischen als ‘myocardial depressant substances” (MDS) bezeichnet. Andere
Mechanismen wie die Schidigung des Herzens durch aktivierte Monozyten® oder durch

224 oder Peroxynitrit”> konnten ebenfalls zur Entstehung der septischen

Sauerstoftradikale
Kardiomyopathie beitragen. Es ist wahrscheinlich, dass nicht nur ein Mechanismus allein,
sondern mehrere gemeinsam fiir die Schwéachung des Herzens in der Sepsis verantwortlich
sind. Im folgenden soll auf die "'myocardial depressant substances” sowie auf die Stérungen

der myokardialen Perfusion niher eingegangen werden.

2.3.3 TNF-a als Pathogenititsfaktor der septischen Kardiomyopathie

Die Vermutung, dass im Blut von Patienten mit hdmorrhagischem Schock Substanzen vor-
handen sind, welche die Pumpfunktion des Herzens beeintrachtigen, wurde erstmals 1947 von
Wiggers formuliert.”® Im Jahre 1966 wurde durch Brand und Lefer die Existenz einer solchen
Substanz aus dem Blut von Katzen im hdmorrhagischen Schock nachgewiesen.”’ In mehreren
Studien wurde aufgezeigt, dass durch die Gabe von Serum septischer Patienten an Ganztier-
modellen oder an isolierten Kardiomyozyten eine myokardiale Schwichung ausgelost werden
konnte.”®***” Obwohl im septischen Schock eine Vielzahl von Zytokinen im Blut nachzuwei-
sen sind, welche zu einer Beeintriachtigung des Herzens fiihren konnen, konnten Parrillo et al.
TNF-o und IL-1f als Hauptausloser der septischen Kardiomyopathie identifizieren.”!

Das proinflammatorische Zytokin TNF-a ist in zahlreichen Entziindungsvorgingen beteiligt
und spielt auch bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen wie beispielsweise Herzinfarkt,*

33,34

chronischer Herzinsuffizienz, Myokarditis® oder eben septischer Herzinsuffizienz’' eine

wichtige Rolle.”® Auf einen zirkulierenden pathogenen Reiz, wie beispielsweise durch Endo-

toxin, lassen sich erhohte Serumspiegel von TNF-a und auch IL-1B in Mensch und Tier

37,38

nachweisen. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass TNF- a nicht nur systemisch,

sondern auch vom Myokard selbst gebildet werden kann.***
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Ein Nachweis der kardiodepressiven Potenz von TNF-a zeigt sich auch darin, dass bei Appli-

1*4? als auch beim Menschen® ein der septischen

kation von TNF-a sowohl im Tiermodel
Kardiomyopathie dhnliches Krankheitsbild ausgelost werden kann. Die durch TNF-a verur-
sachte Kardiodepression wird dabei iiber TNF-a-Rezeptoren vermittelt, welche unter anderem
auch im Herzen nachgewiesen werden konnten. Zeitlich gesehen zeigt die durch TNF-a
vermittelte kardiodepressive Wirkung am Herzen einen biphasischen Verlauf. So ist bei einer
nach wenigen Minuten einsetzenden Kontraktilititsabnahme sowie einer Stérung der Pump-
funktion, welche sich nach mehreren Stunden manifestiert, von zwei unterschiedlichen patho-
genetischen Mechanismen auszugehen.**

Dabei scheint die durch TNF-a verursachte frithe Kontraktilitdtsstorung, durch Sphingosin
vermittelt zu sein, welches bereits nach wenigen Minuten in grolen Mengen in TNF-a-
stimulierten Kardiomyozyten produziert wird und iiber weitere Reaktionen zu einer Verringe-
rung der Calciumfreisetzung in der Zelle fiihrt. Eine Storung des intrazelluliren Calcium-
haushaltes fiihrt letztendlich zu einer Stérung der myokardialen Kontraktilitdt, da der Calci-
um-Haushalt im Kardiomyozyten fiir den physiologischen Kontraktions-Relaxations-Zyklus
eine entscheidende Rolle spielt.*’ Dabei bewirkt TNF-a iiber eine Aktivititssteigerung der
Sphingomyelinase eine gesteigerte Umwandlung von Sphingomyelin zu Ceramid, welches
wiederum zu Sphingosin verstoffwechselt wird und direkt die intrazelluldre Calciumfreiset-
zung hemmt. Eine solche durch Sphingosin vermittelte frithe Kardiodepression durch TNF-a
konnte sowohl am Kardiomyozyten® als auch am isoliert perfundierten Rattenherzen*” nach-
gewiesen werden. Durch eine Hemmung der Umwandlung von Ceramid zu Sphingosin mit
einem spezifischen Inhibitor der Ceramidase konnten die durch TNF-a ausgeldosten negativ
inotropen Effekte auf das Herz fast komplett aufgehoben werden.***®

Neben der Sphingosin-vermittelten frithen Storung der Calciumhomdostase fiihrt TNF-a
durch eine vermehrte Produktion von NO zu einer Storung der myokardialen Kontraktilitét.

4 _ . 1,52
930 als auch die induzierbare’'>? NO-

TNF-o kann am Herzen sowohl die konstitutionelle
Synthase (cNOS und iNOS) stimulieren. Das entstehende NO fiihrt neben einer Einwirkung
auf die koronaren Gefdlle am Kardiomyozyten zu einer Stimulation der Guanylatcyclase. Die
Erhohung von cyclischem Guanosinmonophosphat (¢cGMP) fiihrt dabei durch eine Desensibi-
lisierung der Myofilamente gegeniiber Calcium ebenso wie Sphingosin zu einer Stérung der
intrazelluldren Calciumhomdoostase. Die durch NO vermittelten intrazelluldren Stérungen des
Calcium-Haushaltes scheinen dabei erst nach einer ldngeren Einwirkung von TNF-a auf das

Herz zu Stérungen der Kontraktilitit zu fiihren, da fiir die Expression der iNOS mit der darauf

folgenden Produktion von NO mehrere Stunden benétigt werden.*® Da jedoch auch bereits
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Abb. 3 Mechanismen der negativ inotropen Wirkung von TNF-a auf das Herz

TNF-a bewirkt am Herzen iiber eine Beeinflussung der Calciumhomoostase eine Storung der
Kontraktilitat. Eine nach Minuten beginnende Beeintrdchtigung des Herzens wird durch
verstirkte Aktivitdt der Sphingomyelinase oder der konstitutionellen NO-Synthase ausgelost.
Eine gesteigerte Produktion von NO durch die induzierbare NO-Synthase ist fiir eine mit
Latenzzeit von Stunden ausgeloste Kontraktilititsstorung durch TNF-o. verantwortlich. Die
durch NO vermittelte kardiodepressive Wirkung kann durch verschiedene Mechanismen wie
beispielsweise durch verstdrkte Bildung von cGMP oder Peroxynitrit hervorgerufen werden.
In der Abbildung ist die negativ inotrope Wirkung von NO exemplarisch durch eine gesteiger-
te Produktion von cGMP dargestellt.
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nach wenigen Minuten eine durch gesteigerte NO-Produktion verursachte Kontraktilitatssto-
rung beobachtet werden kann, scheint auch eine frithe, cNOS-induzierte Kardiodepression bei
der Entstehung der akuten septischen Kardiomyopathie eine Rolle zu spielen.**°

Sowohl durch NO-abhingige als auch NO-unabhdngige Beeinflussung der Kardiomyozyten
wird die Kontraktilititsstorung des Herzens durch TNF-a in der Sepsis ausgelost. Durch die

5334 am isolierten Herzen* oder in

Applikation von TNF-o und IL-1B in Ganztiermodellen,
Kardiomyozyten®” konnte eine kontraktile Storung, wie sie im septischen Schock zu beo-
bachten ist, provoziert werden. Dabei wirken beide Zytokine auch allein, bei gemeinsamer
Verabreichung verstirkt sich der negativ inotrope Effekt im Sinne eines Synergismus.’®>’
Durch die Gabe eines monoklonalen Antikorpers gegen TNF-a oder IL-1B kann die Herz-
schwiche vermindert oder gar aufgehoben werden. *'*

In klinischen Studien mit monoklonalen Antikérpern konnten diese positiven Effekte jedoch
nicht zufriedenstellend erreicht werden, was vermutlich daran liegt, dass TNF-o und IL-1f bei

weitem nicht die einzigen Faktoren sind, welche in der Sepsis das Herz beeintrachtigen.

2.3.4 Storungen der myokardialen Zirkulation

Neben Substanzen, welche in der Sepsis direkt die Funktion des Herzens beeinflussen, scheint
auch eine veridnderte Durchblutung des Herzens zu einer Beeintrichtigung der Pumpleistung
zu fiihren.

Beim gesunden Menschen ist das Verhiltnis von Sauerstoffbedarf und -angebot im Gleich-
gewicht. Bei vermehrtem Bedarf kann durch Gefaerweiterung der Blutfluss gesteigert, oder
direkt vom Gewebe die Sauerstoffausschopfung des Blutes erhoht werden. Beim septischen
Patienten sind diese Mechanismen beeintrichtigt.””* Auch wenn die Makrozirkulation noch
normal ist, kdnnen bereits Storungen auf der Ebene der Mikrozirkulation, also in Arteriolen,
Kapillaren und Venolen, vorhanden sein und zu einer Schiadigung des Gewebes fiihren.

Die Ursache dieser Mikrozirkulationsstérungen liegt in einer in der Sepsis vermehrten syste-
mischen und auch lokalen Ausschiittung vasoaktiver Mediatoren, einer Aktivierung von
Blutzellen, wie Leukozyten oder Thrombozyten und einer Verdnderung des Gefdllendothels.
Das GefédBendothel ist in der Sepsis angeschwollen und verringert den GefaBdurchmesser.
Durch ein Ungleichgewicht von Vasokonstriktion (durch Thromboxan A,, Leukotriene, En-
dotheline, u.a.) und Vasodilatation (durch Prostacyclin, NO, u.a.) entsteht eine Storung der

vaskuldren Autoregulation, so dass beispielsweise nicht addquat auf einen regionalen Sauer-
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stoffmangel reagiert werden kann.®>®? Dies fiihrt zu einer Stérung der Sauerstoffversorgung
des Gewebes. Diese ist jedoch nicht im gesamten Gewebe vorhanden. Neben minderdurchbl u-
teten, vasokonstriktorischen Arealen finden sich auch Gebiete, in denen durch eine Vasodila-
tation ein erhdhter Blutfluss vorhanden ist. Dies fuhrt zu Inhomogenitdten der Perfusion und
des Sauerstoffangebotes.

Neben einer Verminderung des Gefal3widerstandes kommt es in der Sepsisin vielen Organen
zu einer Shuntperfusion. Das Blut flief3t dabei direkt von der Arteriole in die Venole, ohne
dabei die Kapillarstrombahn zu passieren und das Gewebe zu oxygenieren. So kann auch bel
erhdhtem regionalen Blutfluss eine Stérung der Sauerstoffversorgung auf Ebene der Mikro-
zirkulation vorliegen. Solche Gefal3-Kurzschllisse sind beispielsweise in der Sepsis am Ske-
lettmuskel und der Lunge beschrieben worden.®® Dabei wird auch durch Erhéhung des Sauer-
stoffangebotes keine gesteigerte Sauerstoffverwertung in der Peripherie beobachtet.®* Dies
deutet darauf hin, dass dem lokalen Sauerstoffmangel neben einem zelluldren Defekt in der
Sauerstoffverwertung eine Fehlverteilung der regionalen Durchblutung zugrunde liegen
kann.®

Am Herzen wurde zunéachst vermutet, dass eine globale Stérung der Durchblutung die Ursa-
che der septischen Kardiomyopathie ist.®*®"® Diese Vermutung wurde durch die Messung
des koronaren Blutflusses bel Patienten im akuten septischen Schock widerlegt. Anhand der
Thermodilutionsmethode konnten am Sinus coronarius normale oder sogar erhéhte Flussraten
gemessen werden, auch bei Patienten mit bereits beeintrachtigter Pumpfunktion.’*** Eine
globale Verminderung der Herzdurchblutung konnte somit als Ursache der septischen Herzin-
suffizienz ausgeschlossen werden. Diese Beobachtung konnte von Lee et al. an endotoxinami-
schen Schweinen nachvollzogen werden. So wurde eine Pumpfunktionsstérung des Herzens
nicht durch einen verminderten koronaren Blutfluss verursacht, das Myokard war sogar eher
uberperfundiert.® In Untersuchungen an Patienten im septischen Schock wurde die Sauer-
stoffextraktion des Herzens gemessen. Es zeigte sich, dass der koronare Blutfluss zwar erhoht,
der Gefal3widerstand und die Sauerstoffausschopfung des Gewebes jedoch erniedrigt waren.
Eine globale Minderperfusion des Herzens konnte somit ausgeschlossen werden, es fanden
sich damit aber solche Durchblutungsverhditnisse, die fir Storungen der Mikrozirkulation
typisch sind. 3%

Beeintrachtigungen verschiedener Organe in der Sepsis wurden auf Mikrozirkulationsstorun-

37475 oder in der

gen zuriickgefiihrt. So wurde unter anderem in der Lunge,”®"*"? dem Darm,
Leber’®’" eine Stérung der Durchblutung mit begleitender Funktionsstérung in der Sepsis

nachgewiesen.
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In tierexperimentellen Untersuchungen des Herzens zeigen sich dhnliche Verhiltnisse. Groe-
neveld et al. untersuchten an Hunden im Endotoxin-Schock mittels radioaktiv markierter
Mikrosphéren die Durchblutung des Herzens. Neben einer Storung der Pumpfunktion wurde
ein unveridnderter myokardialer Blutfluss bei heterogener Verteilung in den Gefélen beobach-
tet, es zeigte sich ein Nebeneinander von liberperfundierten und minderperfundierten Berei-
chen. Diese Fehlverteilung des Blutflusses wurde durch eine Stérung der GefaBregulation
erklirt und fiihrte in den minderversorgten Arealen zu einer fokalen Ischidmie, die als Ursache
der beobachteten Pumpschwiche vermutet wurde.”

Bei der Perfusion isolierter Rattenherzen beobachteten Avontuur et al. eine Erhdhung des
koronaren Blutflusses und des myokardialen Sauerstoffverbrauchs. Wurde der koronare Blut-
fluss durch Hemmung der NO-Bildung oder durch die Applikation von Vasokonstriktoren
reduziert, so fithrte dies nur an mit Endotoxin perfundierten Herzen, nicht jedoch an Kontroll-
herzen zu fokalen Myokardischdmien. Die Kontrollherzen konnten ausreichend die artifizielle
Vasokonstriktion kompensieren, die mit Endotoxin behandelten nicht, da bei ihnen vermutlich
eine gestorte Vasomotion vorlag.” Dass eine Beeintrichtigung der myokardialen Perfusion zu
einer Funktionsstdrung des Herzens in der Sepsis fiihren kann, zeigten auch Grandel et al. Am
isolierten Rattenherz wurde beobachtet, dass eine durch NO-vermittelte Vasodilatation einer
durch Staphylococcus aureus o-Toxin hervorgerufenen Vasokonstriktion mit begleitender
Kontraktilitétsstorung des Herzens entgegenwirken kann.*® Dariiber hinaus scheint auch die
Sauerstoffverwertung in der Sepsis gestort zu sein. Fox et al. zeigten, dass septische Schaf-
herzen nur unzureichend auf ein vermindertes Sauerstoffangebot reagieren konnen. Im Ge-
gensatz zu gesunden Schafen konnten die septischen auf eine kiinstlich erzeugte Anédmie nicht
mit einer notwendigen Erhohung der Sauerstoffextraktion aus dem Blut reagieren.®' Bloos et
al. konnten - ebenfalls an Schafen - dhnliche Beobachtungen machen. Die gesunden Schafe
konnten bei kiinstlich erzeugter Hypoxie ihre koronare Durchblutung um das dreifache stei-
gern und somit das myokardiale Sauerstoffangebot erhdhen. Die septischen Schafe jedoch
zeigten keine Erhohung des Blutflusses und der Sauerstoffextraktion und konnten somit nicht
adiquat auf die Hypoxie reagieren.™

Histologische Befunde bei einer eingetretenen Organstérung in der Sepsis scheinen die expe-
rimentell erzeugten Beobachtungen zu bestdtigen. Das durch Sepsis geschidigte Myokard
zeigte ein interstitielles und auch intrazellulidres Odem. Dariiber hinaus fand sich eine Zersto-
rung der Mitochondrien sowie lappchenweise Zellnekrosen. Fibrinthromben, die sonst in der

Sepsis haufig gefunden werden, konnten nicht entdeckt werden.® Das vorhandene histologi-
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sche Bild konnte durch eine Mikrozirkulationsstorung des Herzens und daraus resultierender
fokaler Ischdmie einzelner Bereiche erklért werden.

Die genannten Studien zeigen einen offensichtlichen Zusammenhang zwischen einer Funkti-
onsbeeintridchtigung und einer Stérung der Mikrozirkulation des Herzens. Da zahlreiche
Mediatoren die Blutzirkulation in der Sepsis beeinflussen konnen, wird auf diese im folgen-

den ndher eingegangen.

Abb. 4 Schematische Darstellung von Mikrozirkulationsstorungen in der Sepsis

Mikrozirkulationsstorungen kénnen in der Sepsis zu einer Storung von Organfunktionen
fiihren. Dabei kann es trotz normaler globaler Perfusion durch ein Nebeneinander von iiber-

und unterperfundierten Arealen zu Organfunktionsstorungen kommen.

2.4 Vasoaktive Substanzen in der Sepsis

2.4.1 Plittchen-aktivierender-Faktor (PAF)

Der Pléttchen-aktivierende-Faktor (PAF) ist ein Phospholipid, welches als inter- und intrazel-
luldres Signalmolekiil an spezifische PAF-Rezeptoren bindet. PAF ist ein wichtiger Mediator
in der Sepsis und fiihrt unter anderem zu Thrombozytenaggregation, Degranulation von Gra-
nulozyten oder Bildung von Sauerstoffradikalen. Im septischen Schock wird PAF neben
anderen Metaboliten als Verursacher von Organkomplikationen vermutet.**%>%

Da das Herz PAF produzieren kann, und auch PAF-Rezeptoren besitzt, kann PAF auch das

kardiovaskuldre System beeinflussen. So bewirkt eine Applikation von PAF auf das isolierte
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Rattenherz in hoher Dosierung eine KoronargefiBverengung,®”**

in niedrigen Dosierungen
iiberwiegen cher koronardilatative Effekte.*” In einigen Studien hatte PAF am isolierten Rat-
tenherzen eine negativ inotrope Wirkung.® Die Pumpfunktionsstorung des Herzens in der
Sepsis wird dabei durch PAF direkt auf die Kardiomyozyten oder durch eine Beeinflussung
der Koronardurchblutung verursacht. Durch Gabe von spezifischen Antikorpern gegen PAF
lasst sich die Herzfunktion bei Endotoxinidmie verbessern.”””' Die vasoaktiven Effekte von
PAF scheinen durch Produkte der Lipoxygenase, partiell auch der Cyclooxygenase und Endo-

thelin-1, bewirkt zu werden.”**

2.4.2 Endothelin

Das vorwiegend von Endothelzellen gebildete Peptid Endothelin-1 (ET-1) hat auf die glatte
GefialBmuskulatur eine duferst starke vasokonstriktorische Wirkung. In seiner Wirkung auf
das Herz wurden sowohl positive als auch negativ inotrope Effekte beschrieben.”*****"” Wird
ET-1 zum isolierten Herzen zugegeben, so zeigt sich eine koronare Vasokonstriktion, die sich
durch eine inhomogene Verteilung auszeichnet.”® Durch eine derartige Stérung der koronaren
Mikrozirkulation trigt Endothelin moglicherweise zu einer Kontraktilitdtsstorung am septi-
schen Herzen bei. Eventuell fordert auch Thromboxan A, die gefaBBverengende Wirkung von
ET-1. Gleichfalls fithrt ET-1, vermutlich als vasodilatative Gegenregulation, in den Koronar-

99,100

gefdllen zur Ausschiittung von Prostacyclin. Der ET-1-Spiegel ist in der Sepsis héufig

erhoht und ein Missverhiltnis der beiden vasoaktiven Metaboliten ET-1 und NO scheint zu

11 Wurden Endothelinre-

einer Beeintrachtigung des kardiovaskuldren Systems beizutragen.
zeptoren im septischen Schock durch Antagonisten blockiert, so konnte eine Besserung der

Herzfunktion beobachtet werden.'%?

2.4.3 Eicosanoide

Als Eicosanoide werden die oxygenierten Derivate der ungeséttigten Fettsdure Arachidonsiu-
re (AA) bezeichnet. Arachidonsdure wird enzymatisch aus Phospholipiden der Zellmembran
freigesetzt. Nach dem Enzym, welches den ersten Schritt der Oxygenierung ausfiihrt, unter-

scheidet man Produkte der Lipoxygenase oder der Cyclooxygenase.
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2.4.3.1 Lipoxygenase-Produkte

Durch die Einwirkung von verschiedenen Unterformen der Lipoxygenase entstehen die Leu-
kotriene (LT) LTA4 und LTB4 sowie die Cysteinyl-Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE,4. Die
Leukotriene spielen bei entziindlichen Reaktionen und in der Sepsis eine wichtige Rolle. Sie

bewirken unter anderem Chemotaxis, Vasokonstriktion, Bronchokonstriktion oder eine Erho-

103,104

hung der endothelialen Permeabilitit. Leukotriene werden unter anderem im Herzen von

Leukozyten oder in Zellen der GefiBmuskulatur'®

106

gebildet und fiihren in der koronaren
Strombahn zu einer Vasokonstriktion. > Vermutlich bewirken die Leukotriene durch diese
Beeinflussung der koronaren Durchblutung am Herzen eine Beeintrachtigung der Kontraktili-

tat.'1%1% Eine durch Leukotriene verursachte Funktionsstrung des Herzens wurde auch im

septischen Schock beobachtet.' "

2.4.3.2 Cyclooxygenase-Produkte

Wird die Arachidonsdure durch die Cyclooxygenase oxygeniert, so entstehen Prostanoide.
Dies sind unter anderem Prostaglandin I, (PGI,, Prostacyclin) und Thromboxan A; (TxA)).
Prostacyclin wird hauptsdchlich von Endothelzellen freigesetzt und bewirkt an den Gefden
eine Verminderung der endothelialen Permeabilitit sowie eine Vasodilatation. Thromboxan
A, ist eher gegensitzlich wirksam und fiihrt zu einer Férderung der Thrombozytenaggregati-
on, Bronchokonstriktion sowie an Gefd3en, auch an denen des Herzens, zu einer Erhohung
der endothelialen Permeabilitit und zu Vasokonstriktion.''"''?

Die Cyclooxygenase existiert in zwei Isoformen: Zum einen gibt es die konstitutionelle Cyc-
looxygenase (COX-1), welche in den meisten Geweben in konstanter Anzahl vorhanden ist
und auf physiologische Reize reagiert. Daneben existiert noch die erst vor kurzem entdeckte
induzierbare Cyclooxygenase (COX-2). Sie wird durch verschiedene Reize wie Ischimie,
Entziindung oder bei Sepsis induziert und in einer sehr hohen Anzahl produziert.'”’ Die COX-
2 wurde bereits in verschiedenen Geweben nachgewiesen, auch im Herzen.!'*'"® In der Sepsis
konnen Prostanoide vermehrt im Plasma nachgewiesen werden. Dabei korreliert die Hohe des
TxA,-Spiegels mit Schwere und Mortalitit der Erkrankung, wihrend Prostacyclin eine eher
protektive Funktion zugesprochen wird.''®

Eine durch Endotoxindmie ausgeldste Funktionsstorung des Herzens konnte bei Schafen

117

durch Thromboxan-Synthese-Hemmung gemindert werden.~ Am isolierten septischen Rat-
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tenherzen werden sowohl TxA, als auch Prostacyclin ausgeschiittet, wobei die gefdllveren-
genden Wirkungen des TxA, die vasodilatativen Effekte des Prostacyclin auf die Koronarge-
faBe tibertreffen. So kann TxA,, vermutlich tiber vasokonstriktive Effekte auf die Koronarge-
fiBe, am isolierten septischen Rattenherz eine Abnahme der Kontraktilitit bewirken.'™
Daneben scheint TxA; auch eine Wirkung auf die Produktion von TNF-a haben. So bewirkt
eine bakterielle Stimulation des Herzens durch Induktion der COX-2 eine verstarkte Synthese
von TxA,, welches vermutlich durch parakrine Férderung der TNF-a-Freisetzung zu einer

myokardialen Kontraktilititsstorung fithrt.'"”

Membranphospholipide
WWW\WW‘%
ANERRTRLIN
Phospholipase A,
Arachidonsdure
Cyclooxygenase I Lipoxygenase
Cytochrom-P 450-
Epoxygenase
PGH, 5-HPETE
Epoxyelcosanmde l
(EET) LTA,
PGI, TxA, PGD,, PGE,, PGF, LTB4 LTC4, LTDy4, LTE,4

Abb.5 Synthese der Eicosanoide aus Arachidonsdiure

Arachidonsdure wird enzymatisch aus Lipiden biologischer Membranen freigesetzt. Ist am
ersten Oxidationsschritt die Cyclooxygenase beteiligt, so entstehen Thromboxane und
Prostaglandine. Bei Oxidation durch die Lipoxygenase entstehen die verschiedenen Leu-
kotriene. Epoxyeicosanoide entstehen, wenn die Arachidonsdure durch die Cytochrom-P450-

Epoxygenase verstoffwechselt wird. Modifiziert nach '*’
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2.4.4 Stickstoffmonoxid (NO)

Dem starken Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO) kommt bei der Pathogenese der septi-
schen Kardiomyopathie besondere Bedeutung zu, da es nicht nur die Koronargefifle und
somit die Durchblutung des Herzens beeinflusst, sondern weil es auch an der durch Zytokine
verursachten Kontraktilitdtsstorung des Herzens direkt beteiligt ist.

NO wird durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin gebildet. Es existieren zwei Isoformen
der NO-Synthase, die konstitutionelle NO-Synthase (cNOS, NOS III) und die induzierbare
NO-Synthase (iNOS, NOS II). Die cNOS befindet sich hauptsdchlich in Endothelzellen und
sorgt Calcium-abhingig fiir eine relativ konstante NO-Produktion. NO bewirkt im Gefdfmus-
kel intrazelluldr einen Anstieg von cGMP, was zu einer Relaxation der Muskelzelle und in der

Folge zur Vasodilatation fiihrt.'*'

Die auch im Kardiomyozyten vorkommende iNOS wird
durch proinflammatorische Stimuli wie Zytokine oder LPS verstérkt synthetisiert und fiihrt zu
einer massiven Bildung von NO: Durch die in der Sepsis hdufig beobachtete starke NO-
Produktion kommt es zu einer Stérung der Gefélregulation bis hin zum septischen Schock.

In zahlreichen Studien wurde von NO im Rahmen der Sepsis neben einer Beeinflussung der
koronaren Durchblutung auch ein negativ inotroper Effekt von NO auf das Herz beschrie-

52,122
ben.””

Die Funktionsstorung des Herzens in der Sepsis, welche durch die Zytokine TNF-a
und IL-1 mitverursacht ist, wird dabei entweder liber die Einwirkung der Sphingomyelinase
oder aber direkt durch eine verstirkte Hochregulation der iNOS mit folgender verstarkter
Ausschiittung von NO vermittelt.”!

NO scheint auf das Herz jedoch nicht nur negative Effekte zu haben. Avontuur et al. beobach-
teten, dass eine Hemmung der NOS in endotoxindmischen Ratten zu fokalen Minderperfusio-
nen und Kontraktilititsstorungen des Herzens fiihrte.”” Grandel et al. zeigten, dass eine durch
Staphylococcus aureus o-Toxin verursachte Vasokonstriktion und Funktionsstérung des
Herzens durch NO antagonisiert wird.*

Obwohl durch Hemmung der NO-Synthese auch Verbesserungen der Herzfunktion beobach-
tet werden konnten, wird deutlich, dass NO nicht nur fiir eine Beeintrachtigung der Herzfunk-

tion in der Sepsis verantwortlich gemacht werden kann.
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2.5 Bakterielle Pathogenitiitsfaktoren in der Sepsis

Eine Sepsis kann als Folge einer Infektion von zahlreichen Mikroorganismen entstehen. Zwar
werden die meisten Fille durch gramnegative oder grampositive Bakterien verursacht, doch
sind auch andere Erreger wie Anaerobier, Pilze, Einzeller, Viren oder Mykobakterien in der
Lage, dieses Krankheitsbild auszulésen. Dabei scheinen die Mikroorganismen nicht zu erre-
gerspezifischen Krankheitsbildern zu fiihren, es zeigt sich vielmehr, dass der Organismus auf
unterschiedliche Erreger mit gleichartigen Krankheitssymptomen reagiert.'>'*

Um ein septisches Krankheitsbild auszuldsen, miissen die Bakterien jedoch nicht intakt sein,
sondern auch durch von Bakterien sezernierte Toxine oder gar durch Bestandteile der Bakte-
rienwand kann eine Sepsis mit folgender Organfunktionsstdrung ausgelost werden. Je nach
Aufbau der Bakterienzellwand kann in grampositive und gramnegative Bakterien unterschie-
den werden. Dabei wird neuerdings vermutet, dass grampositive und gramnegative Erreger zu
unterschiedlichen Krankheitsauspragungen fiihren, was vermutlich durch voneinander ver-

schiedene Pathogenitétsfaktoren verursacht wird, welche jedoch noch nicht ausreichend er-

griindet wurden.'”

2.5.1 Bakterielle Exotoxine

Zahlreiche Bakterien, grampositive und gramnegative, sind in der Lage, fiir den Menschen
pathogene Toxine zu bilden und abzugeben. Beispiele dafiir sind das Listeriolysin von Liste-
ria monozytogenes, das Himolysin von Escherichia coli, das Exotoxin A von Pseudomonas
aeruginosa oder das a-Toxin von Staphylococcus aureus. Auf Zellen des Immunsystems iiben
sie einen intensiven Reiz aus und bewirken an ihnen eine starke Aktivierung mit einer Aus-
schiittung von proinflammatorischen Stimuli. Thre Wirkung auf unterschiedliche Organsyste-
me entfalten sie, indem sie direkt in die Zellen eindringen und dort zu einer Stérung des Zell-
stoffwechsels fiihren, oder indem sie von au3erhalb auf die Zellmembran einwirken und diese
schidigen.'?® Die sezernierten Exotoxine sind also auch in Abwesenheit von intakten Bakteri-
en in der Lage, zu einer Sepsis oder gar einem septischen Schock mit begleitender Organsto-
rung zu fiithren.

Fiir die einzelnen genannten Exotoxine Listeriolysin, Hdmolysin, Exotoxin A und a-Toxin

sind dariiber hinaus auf Kardiomyozyten oder am isolierten Herzen ausgeprigte kardiodepres-
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sive Effekte beschrieben worden.'”!''®!*"1*® Dije genauen pathogenetischen Vorginge sind
noch Gegenstand der aktuellen Forschung, und obwohl bereits verschiedene Erklarungsansét-
ze vorliegen, ist die Pathogenese der septischen Kontraktilititsstorung durch bakterielle Exo-

toxine bis heute noch nicht abschlieBend aufgeklért.

2.5.2 Bakterielles Endotoxin

Neben intakten Bakterien oder bakteriellen Exotoxinen konnen auch einzelne Bestandteile der
Bakterienzellwand septische Krankheitsbilder auslosen. In grampositiven Bakterien besteht
die Wand unter anderem aus Peptidoglykanen (PepG) und Lipoteichonsduren (LTA), bei
gramnegativen Bakterien aus Lipopolysacchariden (LPS), welche auch als Endotoxin be-
zeichnet werden.

Paradoxerweise kommt es in der Sepsis mitunter bei Einleitung der Antibiotikatherapie zu
einer zusétzlichen Gefdhrdung des Patienten durch pathogene Zellwandbestandteile, die von
zerfallenden Bakterien freigesetzt werden und schwere immunologische Reaktionen hervorru-

129 Aber auch durch die physiologischen zelluldren und humoralen Abwehrme-

fen konnen.
chanismen kann bei Zerstorung der pathogenen Mikroorganismen eine starke Freisetzung von
Endotoxin oder anderer Zellwandbestandteile wie LTA auftreten.'

Das Endotoxin gramnegativer Bakterien ist ein thermolabiles, in der Zellwand verankertes
Antigen, welches der bekannteste und am besten untersuchte Ausldser von septischen Reakti-
onen im Gesamtorganismus, an isolierten Organen oder an Zellen ist. Patienten mit gramne-
gativer Sepsis zeigen haufig eine Erhohung des Plasma-Endotoxinspiegels. Die im Blut ge-
messenen Endotoxinspiegel korrelieren dabei allerdings nicht mit der Schwere des Krank-
heitsbildes. Es miissen also neben dem Endotoxin noch andere Pathogenitétsfaktoren vorhan-
den sein, welche den Krankheitsverlauf zusitzlich negativ beeinflussen."'

Durch die Applikation von Endotoxin an Hunde oder gesunde Menschen konnten die in der
Sepsis zu beobachtenden kardiovaskuldren Verdnderungen wie Hypotension oder myokardia-
le Kontraktilititsstorung provoziert werden."”*!**> Auch an Kardiomyozyten und an isolierten
Herzen sind die durch Endotoxin ausgeldsten Storungen der Kontraktilitdt gut belegt, was
vermuten ldsst, dass Endotoxin ein wichtiges Pathogen im Rahmen der septischen Kardio-
myopathie ist.""*"** Seine Wirkungen an Zellen vermittelt LPS unter anderem, indem es an
den spezifischen Oberfldchenrezeptor CD14 auf den Zelloberfldchen bindet. Auf diese Weise

werden die immunkompetenten Zellen wie Monozyten, Makrophagen oder Granulozyten
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aktiviert und reagieren mit einer Ausschiittung zahlreicher Zytokine. Diese CD14-Rezeptoren
sind auch auf der Oberfliche von Kardiomyozyten vorhanden und scheinen die negativ
inotrope Wirkung von LPS auf das Herz zu vermitteln, vermutlich durch eine verstérkte
Produktion von TNF-a.'”> Allerdings wird von einigen Autoren auch eine CD14-Rezeptor-
unabhingige Vermittlung der negativ inotropen Wirkung von Endotoxin auf das Herz vermu-
tet.'*°

Wichtige Rezeptoren bei der Vermittlung von Infektionen sind auch die Toll-like Rezeptoren
(TLR)."7 Besonders TLR2 und TLR4 scheinen dabei fiir Effekte von LPS oder anderen
pathogenen Bestandteilen von Bakterien auf den Organismus verantwortlich zu sein.**"** Fiir
Endotoxin ist auch eine TLR-4-vermittelte negativ inotrope Wirkung auf das Herz beschrie-

ben.'*

2.5.3 Lipoteichonsiure (LTA) von Staphylococcus aureus

Im Vergleich zu gramnegativen Bakterien sind die Virulenzfaktoren grampositiver Bakterien
weit weniger erforscht. Dies steht im Missverhéltnis zur klinischen Relevanz der grampositi-
ven Organismen. So zeigt sich bei der erregerspezifischen Untersuchung von septischen
Patienten die zunehmende Bedeutung grampositiver Infektionen.'*"'** Die wachsende Anzahl
nosokomialer Infektionen und die durch iiberméBigen Einsatz von Antibiotika hervorgerufe-
nen Resistenzen (Methicillin- und Vancomycin-Resistenz) machen vor allem das grampositi-
ve Stdbchenbakterium Staphylococcus aureus, neben E. coli ohnehin der hiufigste Ausloser
von Infektionen beim Menschen, zu einem besonders pathogenen Erreger. Die Virulenz von
Staphylococcus aureus wird unter anderem durch zahlreiche Toxine wie Exfoliatine, Entero-
toxine, a-Toxin, Peptidoglykane und Lipoteichonsduren bedingt. Auf LTA soll im weiteren
besonders eingegangen werden.

Analog zum Endotoxin bei gramnegativen Bakterien befinden sich in der Zellwand von
Staphylococcus aureus neben Peptidoglykan (PepG) auch Lipoteichonsdure (LTA). LTA ist
wie LPS ein amphiphiles, negativ geladenes Glykolipid. Fiir die biologische Wirksamkeit von
LTA scheint ein Lipidanker entscheidend zu sein, der in dhnlicher Form als Lipid A in LPS

'3 Die Bedeutung der Zellwandbestandteile bei

hauptverantwortlich fiir deren Pathogenitit ist.
grampositiver Sepsis zeigt sich darin, dass im Blut von Erkrankten Antikorper gegen PepG
und LTA nachzuweisen sind. Die beiden Zellwandbestandteile werden also wéhrend der

. . . . . . . 144
Infektion freigesetzt und losen im Organismus eine Immunreaktion aus.
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Zellwand-assoziierte Proteine

? 3 Lipoteichonsdure
(z.B. Protein M, Protein A)

Teichonséure,
Teichuronsdure

Peptidoglykan
(~20 nm)

Glykanstrang
mit Peptid-
Quervemetzung

o
1) —OH Hydroxy
CAGS
HO O
OH \
(e}
o
HO O (@]
OH
O C1sHz1 (ca.)
O

O/J\C15H31 (ca))

Abb.6 Der Zellwandbestandteil Lipoteichonsdiiure grampositiver Bakterien

a Schematische Darstellung der Zellwand grampositiver Bakterien mit den Bestandteilen
Lipoteichonsduren, Teichon- und Teichuronsduren sowie Peptidoglykanen. Die einzelnen
Bestandteile sind durch Peptidquervernetzung verbunden. Modifiziert nach '

b Chemische Struktur der Lipoteichonsdure von Staphylococcus aureus. Reste: D-N-

acetylglucosamin (GN), D-Alanin (D-Ala) oder Hydroxylgruppe (OH). Modifiziert nach '*°
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In verschiedenen Studien wurden die Wirkung von LTA auf einzelne Zellen oder komplette
Organismen untersucht. Fiir LTA und auch PepG konnten dabei an immunkompetenten Zel-
len unterschiedliche Ergebnisse beschrieben werden. So stimuliert LTA die Zytokinsynthese
von Monozyten und Makrophagen. Die biologische Wirksamkeit der LTA ist dabei nicht bei
allen Bakterienspezies gleich hoch. So wurde der LTA von Staphylococcus aureus eine deut-
lich stirkere pathogene Wirkung als der von Bacillus subtilis nachgesagt, obwohl deren

47" An anisthesierten Ratten konnten durch Gabe von LTA die in

Struktur fast identisch ist.
der Sepsis beobachteten Verdnderungen wie Hypotension und Verringerung des peripheren
Widerstandes reproduziert werden, vermutlich ausgelost durch vermehrte Induktion der
iNOS-mRNA."" An der glatten Muskulatur menschlicher Arterien bewirkt die Applikation
von LTA, ebenfalls durch eine Induktion der iNOS mit gesteigerter Produktion von NO, eine
Kontraktilititsabnahme.'**

Die Effekte von PepG und LTA alleine waren jedoch im Vergleich zu denen von Endotoxin
insgesamt schwicher ausgeprigt. Werden PepG und LTA gemeinsam verabreicht, bewirken
diese im Sinne eines Synergismus eine deutlich stirkere Reaktion. So konnen durch eine
gemeinsame Verabreichung der beiden Substanzen vielfach hohere Zytokinspiegel gemessen
werden, und im gesamten Organismus kann sich eine Sepsis bis hin zu begleitender Schédi-
gung der Organe entwickeln, wie es auch bei Gabe von Endotoxin beobachtet werden
kann, 1 47:149:150
Auf einem dhnlichen Weg wie Endotoxin scheint auch LTA auf Zellen einzuwirken. So ist in
verschiedenen Studien die Aktivierung von immunkompetenten Zellen mit darauffolgender
Produktion von Zytokinen durch den Oberflichenrezeptor CD14 beschrieben.'”""**'>* Durch
Blockade des CD14-Rezeptors konnen die durch LTA verursachten Wirkungen abgeschwécht
oder ganz antagonisiert werden.">* Allerdings werden auch CDI14-unabhingige Wege zur
Zellaktivierung durch LTA diskutiert.'>>"*

Die im Zusammenhang mit der Untersuchung von LTA auf ihre pathogenetische Potenz
relativ uneinheitlichen Ergebnisse konnen dabei verschiedene Ursachen haben. Die in einigen
Studien beobachtete schwache oder nicht vorhandene Wirksamkeit'*”'*® liegt moglicherweise
an einer ungeeigneten Isolationsmethode der LTA. Wird zur Aufreinigung eine Standardtech-
nik angewendet, wie sie beispielsweise bei der Gewinnung von Endotoxin {iblich ist, so kann
die dadurch gewonnene LTA durch eine Verdnderung der Struktur ihre pathogenetische
Wirksamkeit ganz oder zu einem groflen Teil verlieren. Wird die LTA jedoch addquat aufge-

reinigt, so scheint sie eine dhnlich hohe pathogene Potenz wie Endotoxin zu besitzen.'*® Ne-

ben der der LTA falschlich zugesprochenen geringen Wirksamkeit ist es aber auch mdoglich,
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dass der LTA Wirkungen zugesprochen werden, fiir die sie iberhaupt nicht oder nur zu einem
geringen Teil verantwortlich ist. So ist die in verschiedenen Studien beschriebene Wirksam-
keit der LTA, welche mit kommerziell erwerblichen LTA-Priparationen gewonnen wurden,
auf eine Verunreinigung der LTA mit Lipopolysacchariden, Proteinen oder Nukleinsduren

. . . . . . .. 142,147,159,1
und deren eigene biologische Wirksamkeit zuriickzufithren,'*>'*71%19
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2.6 Fragestellung

Die Entstehung einer Kontraktilitdtsstorung am Herzen konnte in zahlreichen Studien durch
verschiedene Exotoxine oder den Wandbestandteil LPS gramnegativer Bakterien reproduziert
werden. Im Vergleich zu gramnegativen Erregern sind die Pathomechanismen grampositiver
Erreger weit weniger erforscht. Dies steht jedoch im Missverhiltnis zur klinischen Relevanz.
So ist auch iiber die Wirkungen des Zellwandbestandteils LTA grampositiver Bakterien ver-
gleichsweise wenig bekannt. Daher sollten durch zellfreie Perfusion von isolierten Rattenher-
zen mit LTA Erkenntnisse iiber die Wirkung grampositiver Pathogenititsfaktoren auf das

Herz gewonnen werden. Die Fragestellungen waren im Einzelnen:

1. Bewirkt die Lipoteichonsiure von Staphylococcus aureus am Herz eine Anderung der

Kontraktilitit und/oder der myokardialen Perfusion?

2. Sind sekundir freigesetzte Zytokine und/oder vasoaktive Mediatoren an der Entstehung der

durch LTA vermittelten Kardiodepression und gestérten Vasomotion beteiligt?

3. Ist eine Storung der Gefdlregulation an der von LTA hervorgerufenen Schwéchung des

Herzens beteiligt?

4. Kann die negativ inotrope Wirkung der LTA auf das Herz durch pharmakologische Inter-

ventionen beeinflusst werden?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Losungen und Pharmaka fiir die Herzperfusion

Aqua ad iniectabila, Baxter S.A., Lessines, Belgien

Carbogen (95% 02, 5% CO,), Messer Griesheim GmbH, Frankfurt, Deutschland

Coulter Clone® MY4 CD-14-Ak , Coulter, Miami, USA

Daltroban, Boehringer, Mannheim, Deutschland

Elektrolytlosung 1/3, Zusammensetzung: Calciumchlorid-Dihydrat 2,4 mmol, Magnesi-
umchlorid-Hexahydrat 1,3 mmol, Kaliumchlorid 4,3 mmol, Kaliumhydrogenphosphat 1,1
mmol, Natriumchlorid 125 mmol, Glucose 13,32 mmol; Serag-Wiessner KG, Naila,
Deutschland

Heparin-Natrium  (Liquemin® N25000), Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

Indometacin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Isofluran (Forene®™), Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Isotone Kochsalzlosung zum Spiilen und Befeuchten, Baxter S.A., Lessines, Belgien
Monoclonal Anti-rat TNF-alpha-antibody (Purified Mouse Monoclonal IgGl), R&D
Systems, Minneapolis, USA

Natriumhydrogenkarbonat 8,4% pfrimmer, Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland
NS-398, Calbiochem®-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA

Pentobarbital-Natrium (Narcoren™), Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

3.1.2 Gerite und Materialien fiir die Herzperfusion

Aortenkaniile aus Edelstahl, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland
Briickenverstiarker, Schwarzer DME 48 S, Picker, Miinchen, Deutschland
Differenzierer, Schwarzer DER 48, Picker, Miinchen, Deutschland
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Druckaufnehmer COMBITRANS, B.Braun, Melsungen, Deutschland

Intrafix® Air P Perfusatfilter (15pum), B.Braun, Melsungen, Deutschland

Latexballon Grof3e 5, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland
Mehrkanalschreiber, Schwarzer CU 12-N, Picker, Miinchen, Deutschland
Organkammer aus doppelwandigem Glas (70 ml), Hohlglas, Lich, Deutschland
Oxygenator/Perfusatreservoir aus doppelwandigem Glas (250 ml), Hohlglas, Lich,
Deutschland

Pumpenschliuche Tygon® (Innendurchmesser 3,18 mm), Ismatec, Glattbrugg, Schweiz
Schlauchpumpe, MS-4 Reglo 8-100, Ismatec, Glattbrugg, Schweiz

Silikonschlduche (Innendurchmesser 3 mm), Kalensee, Gie3en, Deutschland
Stimulator P Typ 201, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland
Wirmebad Typ 1092, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland

Wairmepumpe Thermomix BU, B.Braun, Melsungen, Deutschland

3.1.3 Versuchstiere

Es wurden ménnliche Wistar Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland) mit einem

Gewicht von etwa 200-300 g verwendet.

3.1.4 Lipoteichonsiure von Staphylococcus aureus

Die Lipoteichonsédure (LTA) von Staphylococcus aureus wurde freundlicherweise von Herrn

PD Dr. Thomas Hartung, Institut fiir Biochemische Pharmakologie der Universitidt Konstanz

zur Verfligung gestellt. Durch eine neue Isolationsmethode war es mdglich, eine zu iiber 99 %

reine, biologisch aktive LTA aufzureinigen. Anhand von Magnet-Resonanz- und Massen-

Spektroskopie konnte die Struktur der LTA analysiert werden. Im Vergleich zu LTA, welche

durch herkdmmliche Standardtechniken aufgereinigt wurde, konnte eine deutliche Steigerung

der biologischen Wirksamkeit aufgezeigt werden.'*® Die LTA wurde in lyophilisierter Form

geliefert, in Aqua dest. gelost und in Aliquots zu 100ug/10ul bei —20°C gelagert. Unter Ver-

wendung des Limulus Amebocyte Lysate Test konnte eine Kontamination der Aliquots mit

LPS allenfalls in Spuren nachgewiesen werden.
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3.1.5 ELISA-Test-Kits zum Nachweis von Thromboxan A,, Prostacyclin und TNF-a

e Thromboxan B, EIA kit, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA
e 6-keto Prostaglandin F;, EIA kit, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA

e Rat TNF-o Immunoassay kit, BioSource International Inc., Camarillo, California, USA

3.1.6 Materialien und Gerite zur Messung von NO

e Chemilumineszenzdetektor UPK 3100, UPM, Langgons, Deutschland
¢ Infusionsrollerpumpe ISMATEC IP 12 SA 8031, Ismatec, Glattbrugg, Schweiz
e Jacketkiihler 400 mm, Kalensee, Gieflen, Deutschland

e Membran-Vakuumpumpe S/N 103473, UPM, Langgons, Deutschland
e Natriumnitrat pro analysi, Merck, Darmstadt, Deutschland

o Reaktionskammer, Kalensee, Gieflen, Deutschland

e Salzsdure 37 % pro analysi, Merck, Darmstadt, Deutschland

o Sauerstoff 4.5, Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland

e Stickstoff 5.0, Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland

e Stickstoffmonoxid 109 ppb, Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland
e Thermopumpe Thermomix® ME, B.Braun, Melsungen, Deutschland

e Tygon®“-Pumpenschliuche, Ismatec, Glattbrugg, Schweiz

e Vanadium(III)-Chlorid, Merck, Darmstadt, Deutschland

o Zweihalskolben 100 ml, Kalensee, Gie3en, Deutschland

3.1.7 Real-time-PCR

e ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

e dNTP, Eurobio, Raunheim, Deutschland

e Dynabeads mRNA direct kit, Dynal, Oslo, Norwegen

e H,0 dest., DEPC-behandelt
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e MgCl,, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

e MULYV Reverse Transkriptase, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland
e 10*PCR-Puffer II, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

e RNase-Inhibitor, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

e Stichproben-Hexamere, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

e TaqMan PCR Reagent Kit, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

3.2 Methoden
3.2.1 Modell der isolierten Herzperfusion

Die durchgefiihrte retrograde Perfusion des Rattenherzens beruht auf dem erstmals 1895 von
Langendorff beschriebenen Prinzip der isolierten Herzperfusion.'®' Hierbei werden freipréipa-
rierte und isolierte Sdugetierherzen retrograd durch den Aortenstumpf perfundiert. An der
intakten Aortenklappe vorbei flieBt das Perfusat durch die Koronarostien in die Koronargefa-
Be. Dies fiihrt zu einem perfundierten Myokard mit rhythmischen Kontraktionen des Herzens
bei anndhernd leeren Herzkammern. Die Isolation des Herzens bedeutet eine Abtrennung von
zentralnervosen, humoralen und metabolischen Einfliissen des Gesamtorganismus auf das
Herz, so dass man unabhéngig von korpereigenen Reizen eine spezifische Reaktion auf defi-

nierte Stimuli beobachten kann.

3.2.2 Priparation und Perfusion des Rattenherzens

Die ménnlichen Wistar Ratten mit einem Gewicht von 200-300 g wurden zundchst mit
1000 pl des Inhalationsnarkotikums Isofluran (Forene®™) und durch eine intraperitoneale Injek-
tion von Pentobarbital-Natrium (Narcoren®) in der Dosierung 60 mg/kg Korpergewicht be-
tdubt. Zur Vermeidung einer intrakoronaren Thrombenbildung wurde mit 2000 1.E. Heparin
(Liquemin®) antikoaguliert. Nach der Testung auf Reflex- und Schmerzlosigkeit wurde die
Ratte auf dem Operationstisch fixiert. Zundchst wurde die Peritonealhdhle erdffnet, um von
dort eine bilaterale Thorakotomie durchzufiihren. Die mobilisierte vordere Brustwand wurde
nach oben gezogen und das Perikard eréffnet. Das Herz wurde, unter Belassung eines ausrei-

chend langen Aortenstumpfes zur spéteren Befestigung an der Perfusionskaniile, ziigig von
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den GefaBen abgetrennt. In einer eisgekiihlten kardioplegen Perfusatlosung erfolgte die weite-
re Priparation, bei der Gefdllreste und Bindegewebe entfernt, sowie der linke Vorhof fiir den
spéter einzulegenden Latexballon erdffnet wurden. AnschlieBend wurde das priparierte Herz
am Aortenstumpf an der Aortenkaniile mit Faden befestigt und mit 36-37 C warmen Perfusat

durchspiilt, worauthin es sofort zu schlagen begann.

3.2.3 Versuchsaufbau

Das Herz wurde in einem geschlossenen, rezirkulierenden System mit einem Volumen von
50 ml Perfusat perfundiert. Dies hat gegeniiber einem offenem System den Vorteil, dass eine
vergleichsweise geringere Menge an Agenzien und Pharmaka benotigt wird und sich aufer-
dem im Perfusat Metabolite anreichern, welche im offenen System unter die Nachweisgrenze
fallen konnten. Als Perfusat wurde ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer verwendet in der
Zusammensetzung (in mM): NaCl (125), KCI (4,4), KH,PO,4 (1,1), MgCl-6H,O (1,3),
CaCl,2H,0 (2,4), Glucose (13,32), NaHCOs; (25). Durch eine Begasung mit Carbogen (95 %
0,, 5 % CO,) wurde ein pO; von 520 +/- 50 mmHg und pCO, von 33 +/- 2 mmHg sowie ein
pH von 7,37 +/- 0,03 erreicht. Durch eine Thermopumpe, welche erwéarmte Fliissigkeit durch
den doppelwandigen Reservoirbehilter und die Organkammer spiilte, konnte die Perfusat-
temperatur auf 37° C reguliert werden. Es wurde eine flusskonstante, retrograde Perfusion
durchgefiihrt mit einem Fluss von 10 ml/min/g Herzgewicht.

Uber die Aortenkaniile gelangte das Perfusat oberhalb der passiv geschlossenen Aortenklappe
in die Koronararterien, um von dort weiter in die Koronarvenen und die gekappten Lungen-
venen in die mit Parafilm verschlossene und temperierte Organkammer abzuflieBen. Unter-
halb der Organkammer befand sich ein Drei-Wege-Hahn, aus dem bei Bedarf Perfusatproben
entnommen werden konnten. Bei geschlossenem Drei-Wege-Hahn wurde das Perfusat mittels
Rollerpumpe durch einen Filter mit einer Porengréf3e von 15 um zuriick in das Perfusatreser-

voir befordert. Dort wurde es erneut mit Carbogen begast und Richtung Herz gepumpt.

32



Material und Methoden
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Abb. 7 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Aus dem Oxygenator fliefsit das erwdrmte und mit Carbogen aufgesdttigte Perfusat in das an
der Aorta aufgehdngte Rattenherz. Eine Rollerpumpe sorgt fiir eine flusskonstante Perfusion
des Herzens. Das vom Herzen abtropfende Perfusat durchfliefit einen Filter und wird iiber
eine Rollerpumpe zuriick in den Oxygenator gepumpt. Die Entnahme der Perfusatproben
erfolgt unterhalb des Herzens iiber einen Dreiwegehahn. Durch einen im linken Ventrikel
liegenden Latexballon wird die Kontraktilitit des Herzens bestimmt. Der Perfusionsdruck
kann oberhalb der Aortenkaniile iiber Druckaufnehmer ermittelt werden. Um frequenzabhdn-

gige Kontraktilititsinderungen auszuschliessen wird die Herzfrequenz durch einen Stimula-

tor konstant gehalten.

33



Material und Methoden

3.2.4 Messung physiologischer Parameter

Der Widerstand innerhalb der koronaren Strombahn wurde durch die Messung des koronaren
Perfusionsdruckes (CPP) bei flusskonstanter Perfusion erfasst. Der CPP wurde durch ein
oberhalb der Aortenkaniile abzweigendes DruckmeBsystem bestimmt, welches mit einem
Druckaufnehmer verbunden war. Um die Kontraktilitit des Herzens beurteilen zu kénnen,
wurde ein mit einem Druckaufnehmer verbundener und mit Fliissigkeit gefiillter Latexballon
iiber die gekappten Lungenvenen in den linken Ventrikel eingelegt und auf einen enddiastoli-
schen Druck von etwa 10 mmHg eingestellt. Dadurch konnten die isovolumetrischen Kon-
traktionen des Herzens dargestellt und der linksventrikuldre Druck (LVDP, left ventricular
developed pressure) bestimmt werden. Zusétzlich wurde das Messsignal des linksventrikula-
ren Druckes differenziert und die maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dt,.,) als weiterer Kontraktilititsparameter gemessen. Die Messsignale der Druckaufneh-
mer wurden mit Messbriicken verstirkt und alle 5 Minuten von einem Mehrkanalschreiber
aufgezeichnet. Um eine frequenzabhingige Schwankung der Kontraktilitdt auszuschlieBen,
wurde das Herz durch ein Stimulationsgerdt mit einer Frequenz von 320-360 Schldgen pro

Minute gepaced.

3.2.5 Experimentelles Protokoll

Zundchst wurde das an der Aortenkaniile befestigte Herz mit 150 ml Perfusat durchspiilt, um
Blut oder freie Zellen aus dem Herz und dem System zu entfernen. Dieses Perfusat wurde
verworfen. Im Anschluss wurde das Herz fiir die restliche Zeit mit 50 ml rezirkulierend per-
fundiert. Um keine frequenzabhidngigen Schwankungen der gemessenen physiologischen
Parameter zu erhalten, wurde auf dem Vorhof eine Elektrode, welche an das Stimulationsge-
rat angeschlossen war, platziert. Die oben beschriebenen Messwerte wurden von Beginn an
registriert. Sie waren zu Beginn eines Versuches gelegentlich noch schwankend, nach 15
Minuten jedoch waren die Werte meistens stabil. (,,steady-state®)

Versuche, bei denen die Messwerte zu diesem Zeitpunkt noch instabil waren, wurden ab-
gebrochen und nicht in die Versuchsauswertung aufgenommen. Nach weiteren 10 Minuten
wurde zum Zeitpunkt t 0" Lipoteichonsdure in einer Konzentration von 2 ug/ml zugesetzt. Ab

diesem Zeitpunkt liefen die Versuche dann genau 180 Minuten, alle 5 Minuten wurden die
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physiologischen Parameter CPP, LVDP und dP/dt,,, registriert. Pharmaka wurden 10 Minuten
vor der Lipoteichonsdure-Gabe hinzugefiigt, um eine ausreichende Einwirkzeit zu garantieren.
Perfusatproben zur spéteren analytischen Untersuchung wurden zweimal vor der LTA-Gabe
entnommen, sowie nach 30, 60, 90, 120, 150 und 180 Minuten.

Folgende Versuche wurden in mindestens vierfacher Ausfiihrung durchgefiihrt:

e Kontrolle

e LTA2 pg/ml

e LTA 2 pg/ml + CD-14-Ak, Konzentration 2,5 pg/ml (CD-14-Antikorper)

e LTA 2 pg/ml + TNF-a-Ak, Konzentration 10 pg/ml (TNF-a-Antikorper)

e LTA 2 pg/ml + Indometacin 250 uM (Cyclooxygenase-Inhibitor)

e LTA 2 pg/ml+ NS-398 50 uM (selektiver Cyclooxygenase-2-Inhibitor)

e LTA 2 pg/ml + Daltroban 10 uM (Thromboxan-A,-Rezeptorantagonist)

3.2.6 Nachweis von Thromboxan A, und Prostacyclin

Da die vasoaktiven Arachidonsduremetabolite Thromboxan A, und Prostacyclin nur eine sehr
kurze Halbwertszeit haben, mussten deren stabile, nicht-enzymatischen Hydrolyseprodukte
Thromboxan B, (TxB,) und 6-keto Prostaglandin F;, (6-keto PGF,) mit kommerziellen
ELISA-Test-Kits bestimmt werden.

Diese ELISA-Systeme arbeiten nach folgendem Prinzip: Der nachzuweisende Analyt
(TxB,/6-keto PGF,) der zu untersuchenden Probe konkurriert mit einer konstanten Menge
Tracer (mit TxB,/6-keto PGF;, gekoppelte Acetylcholin-Esterase) um eine limitierte Anzahl
von Bindungsstellen von TxB,/6-keto PGF,-spezifischem Kaninchen-Antiserum. Da die
Konzentration von Tracer konstant ist, die Konzentration von TxB,/6-keto PGF,, aus den zu
untersuchenden Proben aber variiert, ist die Menge von gebundenem Tracer umgekehrt pro-
portional zur TxB,/6-keto PGF,, -Konzentration in der Probe. Die aus dem Analyt oder dem
Tracer, sowie den Antikorpern bestehenden Immunkomplexe wurden durch monoklonale
Anti-Kaninchen-Antikorper, welche auf der Mikrotiterplatte fixiert sind, gebunden. Nach
einer bestimmten Inkubationszeit wurde die Platte mehrmals gewaschen, um nicht gebundene
Reagenzien zu entfernen. Nun wurde ein chromogenes Substrat (Acetylthiocholin und 5,5-
dithio-bis-(2-Nitrobenzoesiure)) zugegeben, und durch das Enzym Acetylcholinesterase des
gebundenen Tracers in 5-thio-2-Nitrobenzoesdure umgewandelt. Die Intensitdt der entstehen-

den gelben Farbe, welche photometrisch bei 412 nm bestimmt wurde, war proportional zur
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Menge des gebundenen Tracers. Dieser wiederum war umgekehrt proportional zur Menge des
Analyts in der Probe. Bis zur Untersuchung der Perfusatproben wurden diese bei —20° C

gelagert.

3.2.7 Nachweis von TNF-a

Der quantitative Nachweis von TNF-a wurde mit kommerziellen Test-Kits durchgefiihrt, bei
denen spezifische Antikorper gegen Ratten- TNF-a auf Mikrotiter-Platten fixiert sind. Die zu
untersuchenden Perfusatproben wurden in die einzelnen Kammern auf der Mikrotiter-Platte
pipettiert, gefolgt von der Zugabe eines biotinylierten, zweiten Antikorpers. Wahrend der nun
folgenden ersten Inkubation bindet das TNF-a-Antigen mit einer Seite an den fixierten Anti-
korper, wihrend es mit einer anderen Seite an den biotinylierten, zweiten Antikorper bindet.
Nach der Entfernung von tiberschiissigem freiem biotinylierten Antikdrper wurde das Enzym
Streptavidin-Peroxidase hinzugegeben, welches an den mit TNF-a fixierten biotinylierten
Antikorper bindet. Nach einer zweiten Inkubation wurde die Platte mehrmals gewaschen, um
ungebundenes Enzym zu entfernen. Nun wurde eine Substratlosung (Tetramethylbenzidin)
hinzugefiigt, welche von dem gebundenen Enzym in eine farbige Losung umgewandelt wur-
de. Die Intensitdt dieses Farbprodukts wurde bei 450 nm photometrisch bestimmt und war der
Konzentration von TNF-a aus der Probe direkt proportional. Da TNF-a thermolabil ist, wur-
den die Perfusatproben direkt nach der Abnahme in fliissigen Stickstoff gegeben und an-

schlieBend bei —80° C gelagert.

3.2.8 NO-Messung

Die Messung des in den Perfusatproben angereicherten NO wurde mit einem Chemilumines-
zenzdetektor durchgefiihrt. Die MeBmethode beruht auf dem Prinzip, dass bei der Reaktion
von NO mit Ozon Licht freigesetzt wird. Dieses freigesetzte Licht wird durch einen Photo-
multiplier gefiltert, verstirkt und in ein elektrisches Stromsignal umgewandelt. Aus der
Starke des Stromsignals kann nun auf den NO-Gehalt geschlossen werden. Durch Kalibrie-
rung mit definierten Gasen wird dann die NO-Konzentration in der Probe berechnet. NO
wird in sauerstofthaltiger Umgebung innerhalb kiirzester Zeit zu den stabilen Oxidations-

produkten Nitrat, Nitrit und Peroxynitrit, zusammen als NOx bezeichnet, umgewandelt.
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Daher mussten in der Perfusatprobe zunichst die Oxidationsprodukte zu gasformigem NO
reduziert werden. Hierzu wurde die zu messende Perfusatlosung durch eine Schlauchpumpe
in ein mit Vanadiumchlorid (0,1 M) und Salzsdure (2 M) gefiilltes, beheiztes Reaktionsgefal3
transportiert. Bei einer Temperatur von 90°C wurde das in der Perfusatlosung vorhandene
Nitrat, Nitrit und Peroxynitrit vollstindig zu NO reduziert. Zusammen mit dem als Trigergas
eingesetzten Stickstoff, der das Reaktionsgefdll mit konstantem Fluss durchstromte, wurde
das entstandene NO nun zum Chemilumineszenzdetektor transportiert und gemessen. Jede

Probe wurde doppelt gemessen und die gemessenen Werte anschlieBend gemittelt.

3.2.9 Uberpriifung auf Kontamination durch Endotoxin

Zur Untersuchung der Pharmaka und der LTA auf eine mogliche Verunreinigung durch
Endotoxin, welche die Ergebnisse beeinflussen konnte, wurde der kommerziell erhiltliche

Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test durchgefiihrt:

e Limulus Amebocyte Lysate Test Qcl-1000, BIO Whittaker, Walkersville, Maryland, USA

Die Amdbozyten aus der Hamolymphe des Pfeilschwanzkrebses (Limulus polyphemus)
koagulieren, wenn sie mit Endotoxin in Kontakt kommen. Der Koagulationsprozess der
Amobozyten folgt einer dhnlichen Kaskade wie die Koagulation von Sédugetier-Blut. Im LAL
ist ein Proenzym aus Amdbozyten enthalten. Das LAL wurde zu der auf Endotoxin zu unter-
suchenden Probe zugegeben. Das in der Probe enthaltene Endotoxin katalysierte nun die
Umwandlung des Proenzyms in ein aktives Enzym. Die Menge an entstehendem Enzym war
proportional zum Gehalt an Endotoxin in der Probe. Um die entstandene Menge an Enzym
zu quantifizieren, wurde ein farbloses Substrat (Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-p-Nitroanilin) hinzuge-
fiigt, von welchem das Enzym das farbige p-Nitroanilin abspaltete. Das entstandene p-
Nitroanilin wurde photometrisch bei 405-410 nm bestimmt und korrelierte mit dem in der
Probe vorhandenem Endotoxin. Durch Messung gegen Standards konnte der Gehalt an Endo-

toxin quantifiziert werden.
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3.2.10 Quantifizierung von mRNA mit Real-time-PCR

Mit Hilfe der real-time-PCR war es mdglich, die mRNA von TNF-a oder der COX-2 im
Ventrikelmyokard quantitativ zu bestimmen. Dies wird moglich durch eine Kalibrierung der
mRNA von TNF-a oder COX-2 mit der mRNA des ubiquitdr vorkommenden PBGD-Gen:s.
Dafiir wurden vom Myokard des linken Ventrikels Gefrierschnitte von 10 um Stédrke angefer-
tigt und in 300ul Lyse-Puffer des Dynabeads mRNA direct kit aufgelost. Nun wurden zur
Kopplung der mRNA 100 pg supermagnetischer Glaspartikel, an die oligo-dT-Fragmente
kovalent gebunden waren, hinzugegeben. Nach mehreren Waschvorgéngen konnte die isolier-
te mRNA in 20 ul DEPC-behandeltem H,O geldst werden. Fiir die Synthese der cDNA wur-
den die Proben fiir zehn Minuten auf 70°C erhitzt und anschlieBend fiir fiinf Minuten auf Eis
gekiihlt. Zu 10 pl von diesen Proben wurden 4 ul MgCl, (25mM), 2 pl 10"PCR-Puffer II, 1 pl
randomisierte Hexamere (50uM), 0,5 pl RNase-Inhibitor (10 U), 1 ul MULV reverse
Transkriptase (10mM) und 1 pl ANTP (10mM) hinzugefiigt, so dass sich ein Gesamtvolumen
von 19,5 pl ergab. Diese Proben wurden fiir zehn Minuten bei 20°C und fiir eine Stunde bei
43°C inkubiert. AnschlieBend wurde die ausgeldoste Reaktion durch flinfminiitiges Erhitzen
auf 99°C gestoppt. Mit den dadurch gewonnenen Proben konnte schlielich die quantitative
PCR mit dem Sequence Detection System 7700 durchgefiihrt werden. Dazu wurden unter
Verwendung des TagMan PCR Reagent Kits 2 pl der gewonnenen cDNA mit dem Oligo-
nukleotidprimer (300 nM) und den Hybridisierungssonden (200 nM) zu einem Volumen von
50 pl vermischt. Nun wurde fiir zehn Minuten auf 95°C erhitzt, anschlieBend folgten 40 Zyk-
len von 15 Sekunden bei 95°C und 60 Sekunden bei 61°C. Die gewonnenen mRNA-Kopien
konnten nun quantifiziert werden. Fiir die interne Kalibrierung dient die mRNA eines ubiqui-
tar vorkommenden Standard-Gens, der Porphobilinogen-Deaminase (PBGD). Zur relativen
quantitativen Bestimmung wurde die Ziel-Gen-mRNA (TNF-a oder COX-2) mit einer inter-
nen Standard-Gen-mRNA (PBGD) nach folgender Formel berechnet:
To/Rg=K-(1+E)CTRCTD

Ty bezeichnet die initiale Anzahl an Ziel-Gen-mRNA-Kopien, Ry: Initiale Anzahl an Stan-
dard-Gen-mRNA-Kopien, E: Effizienz der Amplifikation, CT,R: Schwellenzyklus des Stan-

dardgens, CT,T: Schwellenzyklus des Zielgens, K: Konstante.'*
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Primer Sequenz Exon

PBGD-Amplicon-GroBe: 135 bp

PBGD-forward 5"CAAGGTTTTCAGCATCGCTACCA3® e4

PBGD-reverse 5"ATGTCCGGTAACGGCGGC3® el

PBGD-hybridization-probe 5"CCAGCTGACTCTTCCGGGTGCCCAC3® e4-e3
TNF-a-Amplicon-Grofe: 173 bp

TNF-a-forward 5"GGTGATCGGTCCCAACAAGGA3® el

TNF-o-reverse 5'CACGCTGGCTCAGCCACTC3® e4

TNF-a-hybridization-probe 5"TGGCCCAGACCCTCACACTCAGATCA3" e2-e3

COX-2-Amplicon-Grofie: 149 bp

COX-2-forward 5"CCATCCTGGAAAAGTCGAAGTTTAT3" €6
COX-2-reverse S'TTTGCCCAGCACTTCACTCATC3® e5
COX-2-hybridization-probe S"ATGATTTAAGTCCACTCCATGGCCCAGTCC3® e6-e5

Tab.1 Sequenzen, Amplicon-Griofien und Exon-Lokalisationen der Primer und Sonden

Durch Auswahl geeigneter Intron-erfassender Primer und Sonden waren die erhaltene cDNA
viel kiirzer als die genomische DNA. Fiir die verwendeten Sequenzen konnte nachgewiesen

werden, dass keine Pseudogene existieren.

3.2.11 Statistische Auswertung der Daten

Die Anderungen der Kontraktilitdt (LVDP und dP/dty.x) sind als prozentuale Abweichungen
vom Ausgangswert angegeben. Die Erhohung des Perfusionsdrucks sowie die Akkumulation
von Metaboliten wie TxB, oder TNF-a werden als Differenz (A) von den Ausgangswerten
nach Beendigung der Aquilibrierungsphase dargestellt. Simtliche wiedergegebene Daten sind
die Mittelwerte mit den Standardfehlern des Mittelwerts (SEM) aus mindestens vier Experi-
menten. Die gewonnenen Daten wurden mit einer Varianzanalyse und anschlieBendem 7u-
key's Honestly Significant Difference Test als post-hoc-Test oder mit einem t-test auf statisti-
sche Signifikanz untersucht. Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen sind in den einzelnen Dia-

grammen graphisch wiedergegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Um die Wirkung der Lipoteichonsdure auf das isoliert perfundierte Rattenherz zu untersu-
chen, wurden die Herzen fiir drei Stunden mit LTA perfundiert. Dabei wurde der Einfluss der
Lipoteichonsdure auf die physiologischen Parameter des Herzens wie Kontraktilitdt (LVDP
und dP/dtn.x) sowie die koronare Durchblutung (CPP) beobachtet. Aus den gewonnenen
Perfusatproben konnten verschiedene Mediatoren mit potentiell das Herz beeinflussender
Wirkung quantitativ analysiert werden. Um weitere Erkenntnisse in der Pathophysiologie der
akuten septischen Kardiomyopathie zu gewinnen, wurden die Herzen mit LTA sowie ver-
schiedenen Pharmaka und Antikorpern perfundiert und deren Auswirkung auf die Herztétig-

keit beobachtet.

4.2 Einfluss der LTA auf physiologische Parameter des Herzens

LTA wurde in der Konzentration von 2 pg/ml dem Perfusat zugefiigt und die Herzen tiber
einen Zeitraum von drei Stunden beobachtet. Dabei wurden alle fiinf Minuten die physiologi-
schen Parameter LVDP und dP/dt,,x als MaB3 der myokardialen Kontraktilitdt sowie CPP fiir
die koronare Durchblutung gemessen und deren Anderungen von den Ausgangswerten be-
rechnet. Der LVDP beschreibt den systolisch entwickelten linksventrikuldren Druck, indem
die Differenz zwischen endsystolischem und enddiastolischem Wert berechnet wird. In den
Kontrollversuchen war die myokardiale Kontraktilitdt verhdltnisméBig konstant. Der relative
linksventrikuldre Druck als Maf3 der myokardialen Kontraktilitét stieg zunédchst leicht an und
war nach 180 Minuten mit 105+/-3 % gering {iber dem Startniveau. Bei Zusatz von LTA in
einer Konzentration von 2 pg/ml war nach drei Stunden eine Minderung der myokardialen
Kontraktilitdt festzustellen. So war der LVDP nach 180 Minuten auf 85+/-7 % des Aus-
gangswertes gefallen. Dabei war eine zeitabhidngige Schwichung des Herzens festzustellen.
Befanden sich die Kontraktilititswerte der Toxinversuche nach 105 Minuten noch auf dhnli-
chem Niveau wie die Kontrollversuche, so zeigte sich bei den Toxinversuchen im weiteren

Verlauf eine deutliche Verschlechterung der Kontraktilitdt (Diag. la).

40



Ergebnisse

110
m
0]
= -
(0]
2
%)
> 100
)
c
< -
]
3
o
a |
>
|
80—
*
70—
60— b
S 90—
£
£ 40—
o 30
O
< 20—
10—
0~
[ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' |
0 30 60 90 120 150 180
t (min)

control

LTA

LTA

control

Diag.1 Einfluss der LTA auf die physiologischen Parameter des Herzens

Die Zugabe von LTA in der Konzentration 2 ug/ml (-o-) bewirkt eine zeitabhdngige Schwi-
chung des Kontraktilitdtsparameter LVDP verglichen mit der Kontrollgruppe (-e-) (Diag.1a).
Der koronare Perfusionsdruck ACPP erhéht sich bei Perfusion mit LTA leicht (Diag.1b).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus jeweils mindestens acht

Versuchen. Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von den Kontrollwerten

(p<0,05).
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Bei dem Kontraktilititsparameter dP/dt.,x waren &hnliche Beobachtungen zu machen. Die
Kontrollversuche liefen relativ konstant und waren nach 180 Minuten exakt auf dem Aus-
gangswert von 100+/-3 %. Zugabe von LTA in einer Konzentration von 2 pg/ml fiihrte zu
einem Abfall der maximalen linksventrikuldren Druckanstiegsgeschwindigkeit bis auf
84+/-8 % nach 180 Minuten (graphisch nicht dargestellt).

Der CPP als MaB fiir den koronaren GefdBwiderstand stieg bei den Kontrollversuchen relativ
konstant auf 38+/-8 mmHg nach 180 Minuten an. Analog zu den Kontraktilititsparametern
war auch hier eine zeitabhingige Wirkung der LTA zu beobachten. Bei einer Zugabe von
LTA war eine Zunahme des CPP zu beobachten, welche jedoch im Vergleich zu den Kon-
trollversuchen nicht sehr ausgepriagt war. Zugabe von LTA in der Konzentration von 2 pg/ml

fiihrte zu einem Anstieg des ACPP auf 61+/-12 mmHg nach 180 Minuten (Diag. 1b).

4.3 Freisetzung von TNF-a

Vom rezirkulierenden Perfusat wurden in regelméfligen Abstinden Proben genommen und
mittels ELISA auf TNF-a untersucht. Der Ausgangswert wurde von den folgenden abgezogen
und die Differenz als Zunahme von TNF-a registriert. Bei den Kontrollversuchen war die
Konzentration zundchst relativ konstant, erst ab der 120. Minute war ein leichter Anstieg zu
beobachten. Nach 180 Minuten betrug die Zunahme der TNF-a-Konzentration 57+/-24 pg/ml.
Die durch Perfusion mit LTA gewonnenen Proben wurden mit einer LTA-Konzentration von
2 png/ml durchgefiihrt. Auch hier war bis zur 90. Minute nur ein geringer Zuwachs an TNF-a
zu verzeichnen, ab der 120. Minute jedoch war eine deutliche Erh6hung zu verzeichnen,
welche sich bis zur 180. Minute auf Werte von 215+/-42 pg TNF-a/ml Perfusat steigerte
(Diag.2a).

Mittels real-time-PCR wurde die TNF-a-mRNA-Expression im linken Ventrikel quantifiziert.
Nach 180 Minuten war in den Kontrollherzen eine relative Konzentration von
0,2654+/-0,0968 TNF-0-mRNA nachzuweisen. In den Herzen, welche mit 2 pg/ml LTA
perfundiert wurden, fand sich dagegen mit einer relativen Konzentration von 0,8139+/-0,2505
eine etwa um das dreifache erhohte Expression von TNF-a-mRNA im Ventrikelmyokard

(Diag.2b).
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Diag.2 Myokardiale Freisetzung von TNF-a bei koronarer Perfusion von LTA

a. Die TNF-a-Akkumulation in den gewonnenen Perfusatproben wurde immunologisch durch
ELISA analysiert. b. Die Expression von TNF-a-mRNA im Ventrikelmyokard nach dreistiindi-
ger Perfusion wurde mittels real-time-PCR quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens acht (Diag.2a) bzw. mindestens sechs (Diag.2b)
Versuchen. Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von den Werten der Kon-

trollgruppe (p<0,05).

43



Ergebnisse

4.4 Beeinflussung der TNF-a-Wirkung

Um die potentielle kardiodepressive Wirkung des TNF-a zu untersuchen, wurde in das Perfu-
sat mit einer LTA-Konzentration von 2 pg/ml ein monoklonaler Antikorper gegen Ratten-
TNF-a in einer Konzentration von 10 pg/ml hinzugefiigt. Dabei zeigte sich, dass durch Ver-
wendung des TNF-a-Antikérper der LTA-induzierte Abfall der Kontraktilitdt verhindert
werden konnte. Der LVDP der Versuche mit TNF-a-Antikorper und LTA war von Beginn an
hoher als bei den Versuchen ohne, nach 180 Minuten war der LVDP bei 118+/-3 % des Aus-
gangswertes, verglichen mit 85+/-7 % bei den Versuchen, welche nur mit LTA perfundiert
wurden (Diag.3).

Der Abfall der maximalen linksventrikuldren Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dt,,x konnte
durch Zusatz von TNF-a-Antikorper ebenfalls verhindert werden. Nach drei Stunden betrug
der dP/dty.x bei gleichzeitiger Perfusion von TNF-a-Antikorper und LTA 122+/-5 % vom
Ausgangswert, bei alleiniger Perfusion von LTA 84+/-8 %. Auch der koronare Perfusi-
onsdruck wurde durch die Verwendung des TNF-a-Antikdrpers beeinflusst. Betrug der An-
stieg des CPP bei Perfusion mit LTA 61+/-12 mmHg nach drei Stunden, so fiihrte die zusatz-
liche Verwendung des TNF-a-Antikorpers lediglich zu einem Zuwachs des CPP von 28+/-5
mmHg nach drei Stunden (graphisch nicht dargestellt).

4.5 Blockade des CD14-Rezeptors

4.5.1 Auswirkung auf die Produktion von TNF-a

Um genauere pathophysiologische Erkenntnisse der Beeinflussung des Herzens durch LTA zu
bekommen, wurde zum Perfusat ein monoklonaler Anti-Ratten-CD14-Antikorper in der
Konzentration 2,5 pg/ml hinzugegeben. Von den mit CD14-Antikorper und LTA perfundier-
ten Herzen wurden in regelméfBigen Abstinden Perfusatproben entnommen und mittels ELI-
SA auf TNF-a untersucht und mit den LTA-Versuchen und den Kontroll-Versuchen vergli-
chen. Verwendung des CD14-Antikorpers fiihrte zu einer verminderten Ausschiittung von
TNF-a durch LTA. Dabei lagen die sowohl mit CD14-Antikorper als auch LTA perfundierten
Proben mit 128+/-20 pg/ml Perfusat nach drei Stunden etwa relativ genau zwischen den Per-
fusatproben der allein mit LTA perfundierten Herzen mit 215+/-42 pg/ml und den Kontroll-
Versuchen mit 57+/-24 pg/ml Perfusat (Diag.4a).
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Diag.3 Auswirkung eines Anti-TNF-a-Ak auf die Kontraktilitit LTA perfundierter Herzen

Die Verwendung von Anti-Ratten-TNF-a-Antikorper bei koronarer Perfusion von LTA konnte
den toxinabhdngigen Riickgang des Kontraktilitdtsparameter LVDP verhindern. Wiedergege-
ben sind die Verdnderungen des LVDP nach 180 Minuten. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens vier Versuchen. Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von den

LTA-Versuchen (p<0,05).

Neben der Ausschiittung von TNF-o in das Perfusat wurde auch die TNF-o-mRNA im
Ventrikelmyokard mittels real-time-PCR quantifiziert. Wie die Ausschiittung von TNF-a
wurde auch die Expression der TNF-a-mRNA von der Verwendung des CD14-Antikorpers
bei der Perfusion der Herzen mit LTA beeinflusst. Es zeigte sich bei den mit CDI14-
Antikorper und LTA perfundierten Herzen eine Abnahme der TNF-a-mRNA-Kopien im
Myokard (0,4737+/-0,0985), verglichen mit den LTA perfundierten Herzen (0,8139+/-
0,2505) und den Kontrollherzen (0,2654+/-0,0968) (Diag.4b).
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Diag.4 Auswirkung von Anti-CD14-Ak auf die kardiale Synthese von TNF-a durch LTA

Zugabe eines CDI14-Antikorpers zur Herzperfusion mit LTA fiihrt zu einer geringeren Aus-
schiittung von TNF-o. ins Perfusat, verglichen mit der Perfusion nur mit LTA. Dargestellt
sind auch die Werte der Kontrollen nach 180 Minuten (Diag.4a). Die Expression der TNF-o-
mRNA nach dreistiindiger Perfusion wurde durch die Verwendung des CD14-Antikérpers bei
der LTA-Perfusion im Vergleich zur reinen LTA-Perfusion vermindert (Diag.4b). Die Ergeb-
nisse stammen aus mindestens acht (Diag.4a) bzw. mindestens sechs (Diag.4b) Versuchen.

Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von den Kontrollen (p<0,05).
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4.5.2 Auswirkung auf physiologische Parameter

Durch die zeitgleiche Perfusion des CD14-Antikorpers zeigte sich eine Authebung der nega-
tiv inotropen Wirkung der LTA. Bei Perfusion mit LTA zeigten sich LVDP-Werte von
85+/-7 % nach drei Stunden, unter Verwendung des CD14-Antikorpers stiegen die LVDP-
Werte auf 106+/-3 % bei Ende der Perfusion (Diag.5). Auch die koronare Perfusion wurde
durch die Verwendung des CD14-Antikdrpers beeinflusst. Bei Perfusion nur mit LTA stieg
der koronare Perfusionsdruck auf 61mmHg, bei Zugabe von CD14-Antikorper zeigte sich
dagegen nur ein sehr geringer Anstieg des CPP auf Werte von 8mmHg nach 180 Minuten
(graphisch nicht dargestellt).
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Diag.5 Auswirkungen der Blockade des CD14-Rezeptor auf physiologische Parameter

Zugabe eines CD14-Antikérpers zur LTA-Perfusion fiihrt zu einer Verbesserung des Kontrak-
tilitdtsparameter LVDP verglichen mit der Perfusion nur mit LTA. Die dargestellten Ergeb-
nisse sind Mittelwerte samt Standardabweichungen und stammen aus mindestens jeweils acht
Versuchen. Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von den LTA-Versuchen

(p<0,05).
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4.6 Untersuchung der Perfusatproben auf NO

Mittels Chemilumineszenzdetektion wurde aus den entnommenen Perfusatproben der Gehalt
an NO bestimmt. Es zeigte sich eine kontinuierliche Steigerung der NO-Ausschiittung im
Zeitverlauf. Nach 180 Minuten betrugen die Werte der unter LTA-Perfusion gewonnenen
Proben 2,1+/-0,8 uM. Die Werte der Kontrollen lagen mit 2,8+/-1,4 uM bei einem &hnlichen

Niveau. Signifikante Unterschiede waren nicht festzustellen (graphisch nicht dargestellt).

4.7 Vasoaktive Substanzen und koronare Perfusion

Um den durch LTA verursachten Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes genauer zu unter-
suchen, wurde das Perfusat auf das vasokonstriktorische Cyclooxygenaseprodukt Thrombo-
xan (Tx) A, untersucht. TxA, konnte durch den Nachweis dessen stabilen Metaboliten TxB;
mit einem ELISA quantitativ im Perfusat bestimmt werden. Um genauere Einblicke in die
Regulation der koronaren Perfusion zu erhalten, wurde durch pharmakologische Interventio-
nen direkt in den Cyclooxygenase-Stoffwechsel eingegriffen. Bei den Kontrollversuchen war
mit 77+/-12 pg/ml nach drei Stunden ein leichter Anstieg der TxB,-Konzentration festzustel-
len. Die Perfusion mit LTA fiihrte dagegen mit 187+/-14 pg/ml zu einer deutlichen Ausschiit-
tung von TxB; in das Perfusat. Unter Verwendung des Thromboxan A,-Rezeptorantagonisten
Daltroban (10 uM) war die Ausschiittung von TxB, durch LTA mit 172+/-35 pg/ml nahezu
unverdndert. Die Hemmung der Cyclooxygenase fiihrte dagegen zu einer deutlichen Vermin-
derung der TxB,-Konzentration im Perfusat. Durch die alleinige Hemmung der COX-2 mit
dem selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 (50 uM) zeigte sich eine TxB,-Konzentration von
25+/-8 pg/ml. Bei unselektiver Hemmung der Cyclooxygenase, also der COX-1 und der
COX-2, zeigte sich eine noch deutlichere Verminderung der TxB,-Konzentration. So konnte
durch den unselektiven COX-Inhibitor Indometacin (250 pm) die Ausschiittung von TxB; ins
Perfusat auf 9+/-3 pg/ml vermindert werden (Diag.6a).

Ahnliche Ergebnisse ergab die Untersuchung der Perfusatproben auf das Cyclooxygenasepro-
dukt Prostacyclin, das anhand dessen stabilen Hydrolyseproduktes 6-keto Prostaglandin Fi,
(6-keto PGF},) bestimmt wurde. Durch Perfusion der Herzen mit LTA konnte nach 180
Minuten eine 6-keto PGF,,-Konzentration von 11741+/-3242 pg/ml festgestellt werden,
verglichen mit einem Wert von 7560+/-2415 pg/ml bei den Kontrollversuchen. Durch
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Hemmung der COX-2 mit NS-398 konnte die Ausschiittung von 6-keto PGF;, auf 1959+/-
391 pg/ml vermindert werden. Die zusitzliche Inhibierung der COX-1 durch Indometacin
verminderte die 6-keto PGF,,-Konzentration bis auf Werte von 421+/-113 pg/ml (graphisch
nicht dargestellt).

Neben der Ausschiittung der Cyclooxygenaseprodukte TxB, und 6-keto PGF,, wurde auch
die Expression der COX-2-mRNA im Ventrikelmyokard mittels real-time-PCR gemessen.
Die Perfusion der Herzen mit LTA zeigte bei einer relativen Konzentration von 0,6976+/-
0,1664 eine erhohte Expression der COX-2-mRNA im Vergleich zu den Kontrollversuchen
mit 0,3117+/-0,0820 (Diag.6b).

Auch die Auswirkungen der Cyclooxygenaseprodukte auf den koronaren Perfusionsdruck,
welcher ein Mal} fiir den koronaren GefafBwiderstand ist, wurden untersucht. Perfusion der
Herzen mit LTA fiihrte mit 61+/-12 mmHg nach drei Stunden zu einer stirkeren Zunahme des
CPP als bei den Kontrollversuchen (38+/-8 mmHg). Verwendung des Thromboxan A,-
Rezeptorantagonisten Daltroban zur Perfusion mit LTA fiihrte bei Werten von 39+/-5 mmHg
nach dreistliindiger Perfusion zu einer Abschwichung der LTA-vermittelten Vasomotion.
Unselektive Hemmung der COX-1 und 2 durch Indometacin fiihrte mit 14+/-2 mmHg auch zu
einem geringeren Anstieg des Perfusionsdruckes als eine alleinige Hemmung der COX-2 dies

mit 30+/-3 mmHg durch den selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 bewirkte (Diag.7).
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Diag.6 Auswirkungen der LTA auf Produkte und Induktion der Cyclooxygenase

a. Die Freisetzung des Cyclooxygenaseproduktes TxA, im Zeitverlauf wurde anhand des
stabilen Hydrolyseproduktes TxB; mittels ELISA im Perfusat bestimmt. b. Nach dreistiindiger
Perfusion wurde im Ventrikelmyokard durch real-time-PCR die COX-2-mRNA bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens fiinf (Diag.6a)
bzw. sechs (Diag.6b) Experimenten. Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von

den Kontrollen (p<0,05).
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Diag.7 Veriinderungen des koronaren Perfusionsdruckes bei Beeinflussung der Cyclo-

oxygenase

Verwendung des Thromboxan Aj-Rezeptorantagonisten Daltroban und unselektive Hemmung
der COX-1 und 2 (Indometacin) bzw. selektive Hemmung der COX-2 (NS-398) fiihren zu
einer Anderung des koronaren Perfusionsdruckes nach dreistiindiger Perfusion mit LTA.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus jeweils mindestens fiinf Ver-

suchen.

4.8 Uberpriifung der LTA auf Kontamination mit Endotoxin

Um die beobachteten Verdnderungen ausschlieBlich der Wirkung der LTA zuschreiben zu
konnen und nicht einer eventuellen Kontamination mit Endotoxin, wurden die verwendeten
100 pg-LTA-Aliquots mit dem Limulus Amebocyte Lysate Test auf eine eventuelle Verun-
reinigung mit LPS untersucht. Es zeigte sich, dass bei einem LPS-Gehalt von 5 pg pro 10ul-
Aliquot, was einer Verunreinigung von 0,5 pg LPS pro mg LTA entspricht, allenfalls eine
duflert geringgradige Endotoxin-Konzentration nachgewiesen werden konnte. Der LPS-Gehalt

der Perfusatproben lag unter der Nachweisgrenze des Essays.
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5. Diskussion

5.1 Septische Kardiomyopathie

Mit der steigenden Inzidenz der Sepsis, wie sie seit langer Zeit zu beobachten ist, wéichst auch
die Bedeutung einer Funktionsbeeintrichtigung des Herzens bei septischen Erkrankungen.
Der als "akute septische Kardiomyopathie® bezeichneten Pumpschwiche des Herzens in der
Sepsis wurde lange Zeit wegen scheinbar normaler Funktionsparameter eine geringe Bedeu-
tung zugemessen. Zwar ist in der Sepsis ein gesteigertes Herzzeitvolumen zu beobachten, dies
ist jedoch in Relation zum stark erniedrigten systemischen GefdaBwiderstandes nur inaddquat
erhoht. Die erforderliche Steigerung der Pumpfunktion, wie sie zur Aufrechterhaltung der
Perfusion erforderlich wére, kann das septisch geschiddigte Herz jedoch hédufig nicht erbrin-
gen. Damit trigt die septische Kardiomyopathie zur Letalitdt der Sepsis bei. Wird die Sepsis
jedoch iiberlebt, so kann die septische Kardiomyopathie innerhalb kurzer Zeit folgenlos aus-
heilen, 2378101718
An der Pathogenese der septischen Kardiomyopathie scheinen unterschiedliche Mechanismen
beteiligt zu sein. Zum einen kommt es in der Sepsis zur exzessiven Produktion von Zytoki-
nen, von denen einige potentiell kardiodepressive Eigenschaften aufweisen und durch direkte
Einwirkung auf das Herz dessen Pumpleistung vermindern.’'*'*** Daneben scheint auch
eine Durchblutungsstorung des Herzens eine Funktionsverminderung zu verursachen. Dabei

131469 v/ielmehr fiihrt eine

ist die globale Durchblutung des Herzens jedoch unverindert.
unphysiologische Verteilung der Durchblutung mit einem Nebeneinander von iiber- und
unterversorgten Arealen zu einer Schwichung des Herzens.”” Ahnliche Mikrozirkulations-
storungen mit der Entwicklung von funktionellen Shunts sind in der Sepsis als Ausloser von
Stérungen anderer Organsysteme bereits bekannt.”"”’

Eine Sepsis kann prinzipiell als Folge einer Infektion der unterschiedlichsten Mikroorganis-
men wie Viren, Pilze oder Protozoen entstehen. Haufigste Erreger einer Sepsis sind jedoch
Bakterien. Dabei miissen die Bakterien allerdings nicht intakt sein. Sowohl von Bakterien
sezernierte Exotoxine als auch Bestandteile der Bakterienwand sind allein in der Lage, ein
septisches Erkrankungsbild zu verursachen. Dabei ist besonders fiir Lipopolysaccharid, ein
Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien, anhand zahlreicher Untersuchungen eine deut-

liche kardiodepressive Wirkung nachgewiesen worden."***!** Weit weniger gut erforscht
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sind dagegen die pathophysiologischen Mechanismen grampositiver Bakterien auf die Entste-
hung der septischen Kardiomyopathie, obwohl gerade grampositive Bakterien in zunehmen-
dem MaBe fiir die Entstehung septischer Erkrankungen verantwortlich sind."*' Ziel der vorlie-
genden Arbeit war daher, ndhere Erkenntnisse iiber die Auswirkung des Zellwandbestandteils
Lipoteichonsdure des grampositiven Stidbchenbakteriums Staphylococcus aureus auf das

isoliert perfundierte Rattenherz zu erhalten.

5.2 LTA bewirkt am Herzen eine Minderung der Kontraktilitit

Eine Schwichung des Herzens durch verschiedene bakterielle Pathogene bei septischen Er-
krankungen konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden. So fiihrte eine experimentell
erzeugte Endotoxindmie in Ganztiermodellen oder beim gesunden Menschen zu den kardio-
vaskuldren Verinderungen, wie sie auch in der Sepsis beobachtet werden konnen.”>®!*?
Auch an zellfrei perfundierten Rattenherzen wurden fiir einzelne bakterielle Pathogenitatstak-
toren kardiodepressive Effekte reproduziert. So konnten bei einer Perfusion der Herzen mit
den Exotoxinen E.coli-Hamolysin oder Staphylococcus aureus-a-Toxin sowie mit LPS , dem
Endotoxin gramnegativer Bakterien, ausgeprigte Storungen der Kontraktilitit beobachtet
werden, 47:80.109.119.164
Obwohl dem Zellwandbestandteil LTA grampositiver Bakterien im Rahmen septischer Er-
krankungen bereits in verschiedenen Studien pathogene Wirksamkeit nachgesagt wur-
de, 14719130 ot fiber dessen Beteiligung an der septischen Kardiomyopathie noch wenig
bekannt.

In der vorliegenden Arbeit fiihrte eine Perfusion des Herzens mit LTA im Vergleich mit der
Kontrollgruppe zeitabhidngig zu Verdnderungen der beobachteten physiologischen Parameter.
So zeigte sich eine Schwichung der Kontraktilititsparameter LVDP und dP/dty.x , welche
nach etwa 90 miniitiger Perfusion der Herzen mit LTA begann und sich im Verlauf noch
verstirkte. Nach dreistiindiger Perfusion der Herzen war eine durch LTA verursachte deutli-
che Schwichung der Kontraktilitit zu beobachten. Auch der CPP als Mal} der Durchblutung
des Herzens wurde durch die Perfusion mit LTA beeinflusst. Unter Verwendung von LTA
zeigte sich ein Anstieg des CPP verglichen mit der Kontrollgruppe, welcher jedoch nicht sehr
ausgeprigt war. Diese Beobachtungen scheinen fiir eine kardiodepressive Wirkung des gram-
positiven Zellwandbestandteil LTA zu sprechen, wie dies fiir die in gramnegativen Bakterien

119,132-134

vorhandene LPS bereits seit langem bekannt ist. Eine dosisabhéngige Wirkung der
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LTA wurde dabei nicht festgestellt. Hohere Konzentrationen von LTA erbrachten &hnliche
Ergebnisse, niedrigere Konzentrationen blieben wirkungslos. LTA wurde daher in der Kon-
zentration von 2 pg/ml Perfusat eingesetzt, was mit der Konzentration an Endotoxin in ande-
ren Arbeiten mit isoliert perfundierten Herzen vergleichbar ist.'"

Um die beobachteten physiologischen Verdnderungen nur der LTA zuschreiben zu konnen,
musste eine eventuelle Verunreinigung mit LPS, was besonders bei Verwendung kommerziell
erwerblicher LTA-Préparationen zur félschlich der LTA zugesprochenen Wirkung gefiihrt

143,147,159,160
hatte,'**147:15%

ausgeschlossen werden. Daher wurden fiir die Versuche ausschlieBlich
gereinigte und sterilisierte Glasgefale und Schlduche verwendet. Eine Verunreinigung der
lyophilisierten LTA durch Endotoxin konnte unter Verwendung des Limulus-Tests ausge-

schlossen werden.

5.3 Freisetzung von TNF-a bei Perfusion des Herzens mit LTA

In der Sepsis kommt es zur massiven Ausschiittung zahlreicher Zytokine. So ldsst sich unter
anderem ein erhohter Spiegel von TNF-a im Blut septischer oder endotoxindmischer Patien-
ten nachweisen.”'® Bei verschiedenen Erkrankungen des Herzens, wie chronischer Herzin-
suffizienz, akuter Herzinfarkt oder Myokarditis spielt TNF-o eine wichtige Rolle.*® Auch bei
der Entstehung der in der Sepsis zu beobachtenden Funktionsstorung des Herzens scheint
TNF-o unmittelbar beteiligt zu sein. Applikation von TNF-a fithrte im Ganztiermodell an

42,53

41,54
Hunden S

und Ratten™ " zu einer konzentrationsabhingigen Schwéchung der Kontraktilitét.
Dabei applizierten Natanson et al. Hunden in der einen Gruppe LPS, in der anderen TNF-a.
Eine fast identische Schwéchung des Herzens, wie sie durch Applikation von TNF-a zu beo-
bachten war, konnte dabei auch durch alleinige Gabe von LPS ausgelost werden. Dies spricht
fiir eine durch TNF-a vermittelte Wirkung von LPS auf das Herz.”> Auch an isoliert perfun-
dierten Rattenherzen konnte in verschiedenen Studien unter Verwendung von LPS eine ver-
mehrte Produktion von TNF-a registriert werden, gefolgt von einer zunehmenden Einschrin-
kung der Pumpfunktion.*’-!!%1%4

Die Perfusion der isolierten Rattenherzen mit LTA fiihrte zu einer deutlichen Ausschiittung
von TNF-a ins Perfusat verglichen mit den Kontrollversuchen. Es konnte eine dosisabhdngige
Beeinflussung des Herzens durch TNF-o beobachtet werden. Vom zeitlichen Verlauf lasst

sich die steigende Konzentration von TNF-a gut mit der beobachteten zunehmenden Schwi-

chung der Kontraktilitdt vereinbaren. Dass die beobachtete Kontraktilitatsstorung durch
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TNF-a verursacht wurde, zeigte sich auch durch Verwendung eines Antikorpers gegen TNF-
a. Wurde das produzierte TNF-a neutralisiert, so war eine Minderung der Pumpfunktion der
Herzen nicht mehr festzustellen. Der Produktion von TNF-a bei der Perfusion mit LTA ging
dabei eine gesteigerte TNF-o-mRNA-Expression im Myokard des linken Ventrikels voraus.
Der Produktionsort des TNF-a kann in der vorliegenden Untersuchung nicht eindeutig be-
stimmt werden. In bisherigen Studien konnten Endothel- und glatte Muskelzellen sowie auch
Kardiomyozyten selbst als Orte der TNF-a-Produktion ausgemacht werden.***

Das produzierte TNF-a kann am Herzen iiber verschiedene Mechanismen zu einer Minderung
der Kontraktilitdt fihren.** Durch eine Aktivititssteigerung der Sphingomyelinase kommt es
zur vermehrten Produktion von Sphingosin. Dieses bewirkt durch eine intrazelluldre Verrin-
gerung der Calciumfreisetzung eine frithe Stérung der Kontraktilitit, welche Calcium-

48 Dieser Pathomechanismus ist mit dem Zeitverlauf der LTA-abhingigen

abhingig ist.
Kardiodepression, wie sie im vorliegenden Modell beobachtet wurde, durchaus vereinbar.
Daneben kann auch durch eine Stimulation der konstitutionellen und der induzierbaren NO-
Synthase durch TNF-a eine Stérung der Calciumhomoostase bewirkt werden, was in der
Folge zu einer frithen oder auch spiten Storung der Kontraktilitit des Herzens fithrt. =2

Eine deutliche Ausschiittung von NO in das Perfusat wire dabei zu erwarten gewesen. Bei der
vorliegenden Arbeit war jedoch sowohl bei den Versuchen mit LTA als auch bei den Kontrol-
len eine kontinuierliche Ansammlung der Stoffwechselprodukte NOy festzustellen. Der Un-
terschied zwischen beiden Gruppen war dabei sehr gering. Somit ist eine durch cNOS vermit-
telte Wirkung von LTA eher auszuschliessen. Eine Aussage iiber eine TNF-a-vermittelte
Kontraktilititsstorung durch Induktion der iNOS kann mit den vorliegenden Ergebnissen
nicht gemacht werden. Dies liegt daran, dass fiir eine signifikante Induktion der iNOS mehre-
re Stunden bendtigt werden, die isoliert perfundierten Herzen jedoch nur in einem Zeitfenster
von drei Stunden beobachtet wurden.’® Eine vermehrte Produktion von NO hitte daher even-
tuell bei einer Verldngerung der Perfusionszeit iiber drei Stunden hinaus beobachtet werden
konnen. Dies ist jedoch wegen des Versuchsaufbaus und der limitierten Uberlebenszeit der
isolierten Herzen nicht moglich. Die kontinuierliche Steigerung von NOy im Perfusat bei
beiden Gruppen kommt vermutlich durch die basale Aktivitidt der konstitutionellen NOS
zustande, die iiber die Produktion von NO fiir die Vasoregulation im koronaren Gefaf3bett
sorgt.

Es ist bekannt, dass zahlreiche Wirkungen von LPS auf Zielzellen durch den CD14-

Oberflidchenrezeptor vermittelt werden. Auch auf Kardiomyozyten konnte dieser Rezeptor

nachgewiesen werden. Eine durch LPS verursachte verstirkte Bildung von TNF-a durch
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Kardiomyozyten wurde zumindest partiell durch CD14-Rezeptoren vermittelt."”>'® Dass
auch LTA iiber den CD14-Rezeptor wirkt, konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen wer-
den. So wurden Wirkungen der LTA auf immunkompetente Zellen wie Monozyten oder
T-Zellen, unter anderem mit verstirkter Produktion von TNF-q, itiber einen CD14-abhingigen
Weg aufgezeigt.'>!>+16¢

In der vorliegenden Arbeit konnte bei der Blockade des CD14-Rezeptors eine Abschwéchung
der durch LTA hervorgerufenen Verdnderungen am Herzen bewirkt werden. Die durch LTA
verursachte TNF-a-Ausschiittung des Herzens konnte deutlich reduziert werden, die negativ
inotrope Wirkung wurde komplett aufgehoben. Eine Reduktion der TNF-a-Freisetzung durch
eine Blockade des CD14-Rezeptors deutet auf eine zumindest partielle Regulation der durch
LTA hervorgerufenen TNF-a-Produktion iiber den CD14-Oberflichenrezeptor hin. Da die
Kontraktilitit des Herzens trotz geringerer aber immer noch vorhandenen TNF-a-Produktion
in gleichem Niveau wie die Kontrollen sind, deutet darauf hin, dass auch andere negativ
inotrope Effekte als TNF-a tiber den CD14-Rezeptor moduliert werden. Allerdings miissen
die kardiodepressiven Einfliisse nicht nur durch CD-14-vermittelt sein, denn andererseits
wurden fiir die durch LPS ausgeldste negativ inotrope Wirkung auf das Herz auch CD14-
unabhingige Mechanismen vermutet.'*® Auch bei Untersuchungen von durch LTA verursach-
ten Auswirkungen auf verschiedene Zellen wurden CDI14-unabhingige Wege beschrie-

155,156
ben.””>

5.4 Mikrozirkulationsstorungen als Ausloser der septischen Kardiomyopathie

Eine Minderung der Kontraktilitit des Herzens in der Sepsis ist nicht immer allein auf die
direkte Einwirkung negativ inotroper Substanzen zurlickzufiihren. Auch eine Storung der
Myokarddurchblutung kann zu einer Einschrinkung der Pumpfunktion fithren. Dabei scheint
das Herz in der Sepsis nicht global vermindert durchblutet zu sein, was durch normale oder

13,14,69 17 -
»7"” Eine Storung

sogar erhohte Durchblutung der Koronargefifle gezeigt werden konnte.
der Mikrozirkulation bei normalem globalem Blutfluss konnte als Ursache von Organfunkti-
onsstorungen verschiedener Organe wie Lunge, Darm oder Leber in der Sepsis ausgemacht
werden.”””” Ahnliche Beobachtungen mit einem Nebeneinander von iiber- und unterperfun-
dierten Arealen als Ausldser einer Organstorung lielen sich bei experimenteller Endotoxin-

dmie auch am Herz nachweisen. Sowohl am Ganztiermodell als auch am isoliert perfundierten

Rattenherz konnte unter Verwendung von LPS, Staphylococcus aureus-o-Toxin oder E. coli-
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Hamolysin eine durch Mikrozirkulationsstorungen verursachte Kardiodepression beobachtet
werden, 7880:109.118
Auch wenn die Minderung der Kontraktilitdt in der vorliegenden Arbeit nicht unmittelbar auf
den Einfluss von Mikrozirkulationsstorungen zuriickzufithren war, so konnten die beobachte-
ten vasomotorischen Phidnomene durchaus jenseits des Beobachtungszeitraums von drei
Stunden zum Tragen kommen. Thromboxan A; und Prostaglandin I, werden nicht nur von der
konstitutionellen COX-1 sondern auch von der induzierbaren COX-2 bei verschiedenen Er-
krankungen produziert.'”® Die COX-2 ist vor allem unter pathologischen Bedingungen auch
am Herzen nachzuweisen und wird mit verschiedenen Erkrankungen des Herzens in Verbin-
dung gebracht. So konnte beispielsweise im Myokard septischer Patienten eine verstdrkte
Expression der COX-2 gefunden werden.''*'"” Das von der COX produzierte TxA, wirkt
vasokonstriktiv, PGI, vasodilatativ. In der Sepsis konnen beide Prostanoide vermehrt im
Plasma nachgewiesen werden, wobei die Hohe des TxA,-Spiegels mit Schwere und Mortalitit
der Erkrankung korreliert.''® Vermutlich kénnen beide Prostanoide iiber eine Stérung der
Mikrozirkulation zur schlechten Prognose des Krankheitsbildes beitragen.'®

Die Perfusion der isolierten Herzen mit LTA fiihrte zu einer deutlichen Ausschiittung von
TxA; ins Perfusat. Dies war jedoch nur von einem geringen Anstieg des Perfusionsdruckes
begleitet. Moglicherweise lag dies an einer vermehrten Produktion des vasodilatativ wirksa-
men PGI,, welcher durch LTA ebenfalls vermehrt gebildet wird. Dass die Steigerung des
koronaren GefaBwiderstandes durch TxA, verursacht wird, zeigte sich bei Verwendung eines
spezifischen Tx-Antikdrpers und Inhibition der Cyclooxygenase. Wurde die Wirkung des
durch LTA vermehrt produzierten TxA, durch Antagonisierung (Daltroban) oder verminderte
Bildung (Indometacin, NS398) beeinflusst, so normalisierte sich der zuvor beobachtete An-
stieg des Perfusionsdruckes. Die in der PCR beobachtete Hochregulation der COX-2-mRNA
und die Versuche mit NS398 deuten darauf hin, dass die vermehrte Produktion der Prostanoi-
de durch eine gesteigerte Induktion der COX-2 im Myokard verursacht zu sein scheint. Eine
verstirkte Aktivitdt der COX-2 durch Einwirkung von LTA konnte bisher bereits an mensch-
lichen pulmonalen Epithelzellen beobachtet werden. '’

Die durch LTA bewirkte Anderung der koronaren Perfusion ist in der vorliegenden Arbeit
eher weniger fiir die beobachtete Minderung der Kontraktilitdt verantwortlich. Dies bedeutet
jedoch nicht, dass durch LTA ausgeldste Funktionsstorungen am Herzen nicht auch durch
Storungen der Mikrozirkulation mitverursacht sein konnen. Die Induktion der COX-2 war
nach drei Stunden Perfusion mit LTA bereits verstirkt, bei lingerer Beobachtung wird sie

vermutlich noch stirker zunehmen. Daher ist davon auszugehen, dass die Produktion der
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Prostanoide und die durch sie verursachten Storungen der Durchblutung mit zunehmendem
Zeitverlauf eher noch zunehmen werden. Bei der vorliegenden Untersuchungstechnik mit
Langendorff-perfundierten Herzen ist eine fiir diese Fragestellung erforderliche Ausweitung
des Beobachtungszeitraums jedoch nicht mdglich, so dass die vermutete Beteiligung von
Durchblutungsstérungen an der durch LTA ausgelosten Beeintrachtigung des Herzens nicht

ausreichend erklart werden kann.

5.5 Klinische Bedeutung

Nach wie vor ist die Sepsis eine gefiirchtete Komplikation zahlreicher Erkrankungen. Ob-
gleich sowohl in der medikamentdsen Behandlung als auch der supportiven Intensivtherapie

deutliche Fortschritte gemacht wurden, nimmt die Todesrate der Sepsis weiter zu.>*'** B

e-
sonders gefiirchtet ist dabei das Auftreten von verschiedenen Organfunktionsstérungen im
Verlauf der Erkrankung. Auch das Herz kann von einer solchen Stérung betroffen sein. Dabei
ist es dem Herzen unmdglich, das aufgrund generalisierter Vasodilatation geforderte hohe
Blutvolumen in entsprechendem Malle auszuwerfen. Dieses Krankheitsbild wird dann als
“septische Kardiomyopathie” bezeichnet.

Zur Pathogenese der septischen Kardiomyopathie tragen vermutlich zwei verschiedene Me-
chanismen bei. Zum einen werden im Verlauf einer septischen Erkrankung vom Korper zahl-
reiche Zytokine gebildet, von denen einige eine direkte negativ inotrope Wirkung auf das
Herz haben. Zum anderen tragen Storungen der Myokarddurchblutung auf der Ebene der
Mikrozirkulation zur Schwichung des Herzens in der Sepsis bei.

Als wichtige Pathogene bekannt sind Exotoxine wie das E. coli-Hamolysin oder Staphylococ-
cus aureus-o-Toxin und vor allem Endotoxine von gramnegativen Bakterien. Vergleichsweise
wenig bekannt ist dagegen iiber die moglichen Pathomechanismen grampositiver Zellwandbe-
standteile wie LTA, obwohl grampositive Erreger bei steigender Tendenz bereits zu 50%
Verursacher septischer Erkrankungen sind.'*""'**

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass der Zellwandbestandteil LTA des
grampositiven Bakteriums Staphylococcus aureus ein wichtiges Pathogen im Rahmen der
septischen Kardiomyopathie ist. Dabei wird die negativ inotrope Wirkung der LTA vermut-
lich vor allem durch eine gesteigerte Synthese von TNF-a vermittelt, die wiederum partiell

CD14-Rezeptor-abhéngig ist. Dariiber hinaus war eine von LTA verursachte leichte Veridnde-

rung der Myokarddurchblutung festzustellen. Obwohl sie im beobachteten Zeitfenster vermut-
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lich eher weniger zur durch LTA verursachten Kardiodepression beitrug, so kann theoretisch
dadurch auch eine spéter einsetzende Storung der Kontraktilitdt verursacht werden.

Man muss jedoch beachten, dass die Ergebnisse am isoliert perfundierten Herzen gewonnen
wurden. Daher kann man nicht unbedingt voraussagen, wie die Ergebnisse auf den gesamten
Organismus zu iibertragen sind. Im vorliegenden Modell wurde unter Abwesenheit zirkulie-
render Zellen gearbeitet, welche die pathogene Wirkung der LTA durchaus aggravieren kénn-
ten. Aufgrund der Methode konnten die Herzen nur fiir wenige Stunden beobachtet werden,
iiber etwaige Langzeitwirkungen kann man daher nur spekulieren. Auch tiber die im Blut-
plasma vorhandenen Konzentrationen an pathogenen Bakterienbestandteilen liegen keine
eindeutigen Ergebnisse vor. Bisher durchgefiihrte Studien wurden aber mit dhnlichen Kon-
zentrationen an LTA durchgefiihrt.'** In entsprechenden Versuchen mit LPS wurden zur
vorliegenden Untersuchung vergleichbare Konzentrationen an LPS eingesetzt.'"” AuBerdem
ist noch zu beachten, dass die vorliegenden Ergebnisse an Herzen der Ratte erhoben wurden.
Inwieweit diese Ergebnisse auf den Menschen {ibertragen werden konnen ist unklar. Doch
konnen hierdurch wichtige Erkenntnisse zur Pathogenitdt von Bakterien erworben werden,
welche wiederum auch auf den menschlicheren Organismus einwirken konnten.

Daher konnte in der vorliegenden Arbeit der LTA neben den bisher bekannten Auswirkungen
auf verschiedene Organsysteme auch eine Beteiligung an der Pathogenese der septischen
Kardiomyopathie zugesprochen werden. Besonders interessant sind diese Erkenntnisse wegen
einer deutlichen Zunahme von septischen Erkrankungen, welche durch grampositive Bakteri-
en ausgelost werden, darunter vor allem Staphylococcus aureus als besonders virulenter
Keim. Durch Einsatz von Antibiotika oder immunologische Reize kann es zum Zerfall der
Bakterien mit der Folge einer hohen Konzentration von Zellwandbestandteilen wie LTA im
Blut kommen. Die direkte Konfrontation des Organismus mit einzelnen Zellwandbestandtei-
len macht es notwendig, néhere Erkenntnisse in der Pathophysiologie dieser Mechanismen zu

gewinnen.
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6. Zusammenfassung

Trotz vieler verbesserter Behandlungsmoglichkeiten ist die Todesrate bei Sepsis in den ver-
gangenen Jahren deutlich angestiegen. Darum gewinnt dieses Krankheitsbild in der modernen
Medizin zunehmend an Bedeutung. Eine besonders schlechte Prognose geht mit dem Auftre-
ten von verschiedenen Organfunktionsstorungen einher. Von einer solchen Storung kann in
der Sepsis auch das Herz betroffen sein. Dabei ist es dem Herz nur bedingt moglich, addquat
mit einer Erhéhung des Herzminutenvolumen der in der Sepsis vorliegenden Erniedrigung
des Blutdrucks entgegenzuwirken. Klinische Befunde dieser wegen erhohtem Herzminuten-
volumen auch als hyperzirkulatorisch bezeichneten Herzinsuffizienz sind eine Dilatation
beider Ventrikel mit einer Verminderung der Ejektionsfraktion sowie Wandbewegungssto-
rungen des Myokards.

Die septische Kardiomyopathie kann von zwei verschiedenen Pathomechanismen verursacht
werden. Zum einen wirken zahlreiche kardiodepressive Zytokine wie TNF-a direkt auf das
Herz ein und zum anderen tragen Mikrozirkulationsstérungen des Myokardgewebes zu einer
Schwichung des Herzens bei. Ausloser einer Sepsis und in der Folge auch einer septischen
Kardiomyopathie konnen die verschiedensten Mikroorganismen sein. Dabei miissen diese
nicht unbedingt intakt sein. Septische Krankheitsbilder konnen auch durch von Bakterien
sezernierte Exotoxine oder durch Zellwandbestandteile ausgelost werden. Besonders der
Zellwandbestandteil LPS gramnegativer Bakterien ist dabei sehr gut untersucht. Weit weniger
bekannt sind dagegen die Pathomechanismen grampositiver Bakterien, ganz im Gegensatz zu
ihrer immer weiter zunehmenden klinischen Bedeutung.

Fiir den Zellwandbestandteil LTA grampositiver Bakterien wurden bisher pathogene Wirkun-
gen auf verschiedene Zellsysteme beschrieben. Ziel der vorliegenden Arbeit war, am isoliert
perfundierten Rattenherz die mogliche Beeinflussung der Herzfunktion durch den Zellwand-
bestandteil LTA des grampositiven Bakteriums Staphylococcus aureus zu untersuchen. Dar-
iiber hinaus sollten Erkenntnisse {iber die Pathogenese der durch LTA ausgelosten Verdnde-
rungen gewonnen werden.

Die Perfusion des isolierten Rattenherzens fiihrte zu einer zeitabhingigen Schwichung des
Herzens. Die Minderung der Kontraktilitit war dabei von einer leichten Steigerung des koro-
naren Perfusionsdruckes begleitet. Mit der Schwichung des Herzens war gleichzeitig eine

verstirkte Freisetzung von TNF-a ins Perfusat festzustellen. Antagonisierung der TNF-a-
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Wirkung durch Verwendung eines Antikorpers verhinderte die durch LTA hervorgerufene
Kontraktilitatsstorung. Die Blockade des CD14-Rezeptors fiihrte zu einer deutlichen Vermin-
derung der TNF-a-Produktion und wendete die Herzfunktionsstorung durch LTA ebenfalls
ab. Eine gesteigerte Freisetzung von NO bei Perfusion der Herzen mit LTA war nicht festzu-
stellen. Zur Steigerung des Perfusionsdrucks durch LTA war eine vermehrte Synthese der
vasoaktiven Cyclooxygenaseprodukte Thromboxan A, und Prostacyclin zu verzeichnen. Eine
Hemmung der Cyclooxygenase verhinderte den unter LTA-Perfusion zu beobachtenden
Anstieg des Perfusionsdruckes.

Die gewonnenen Ergebnisse legen nahe, dass die durch Perfusion mit LTA ausgeldste Kon-
traktilitdtsstorung des isoliert perfundierten Rattenherzens durch eine partiell CDI14-
abhédngige Freisetzung von TNF-a verursacht wird. Die durch vermehrte Produktion der
Cyclooxygenaseprodukte Thromboxan A, und Prostacyclin verursachte Anderung der koro-
naren Zirkulation kénnte zu der durch LTA verursachten Herzfunktionsstorung beitragen. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen dariiber hinaus, dass der Zellwandbestandteil LTA von
Staphylococcus aureus ein wichtiger pathogener Bestandteil grampositiver Organismen bei

der Verursachung septischer Krankheitsbilder ist.
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7. Summary

Despite improved therapeutic management, mortality rate of sepsis clearly has increased in
the last years. For that reason, the syndrome of sepsis gets more and more important in mod-
ern medicine. Prognosis of sepsis syndrome becomes poor when it is associated with organ
dysfunction. Dysfunction of the heart is part of the multiple organ dysfunction syndrome in
sepsis. The heart of septic patients is frequently unable to increase cardiac output adequately
to compensate the systemic fall in blood pressure due to an extensive vasodilatation in sepsis.
Clinical findings of septic cardiomyopathy are dilatation of both ventricles, reduced ejection
fractions and global as well as regional contractile dysfunction of myocardium.

Septic cardiomyopathy can be caused by two different pathogenetic mechanisms. On one
hand, myocardial depression results from the direct or indirect negative inotropic effects of
various circulating cytokines like TNF-a. On the other hand, microcirculatory dysfunction
and heterogeneous myocardial blood flow can contribute to cardiac dysfunction. Sepsis can be
initiated by various microorganisms. It is not necessary, that these microorganisms are fully
intact. Sepsis syndrome can also be induced by exotoxins which are actively secreted by
bacteria or by parts of the bacterial cell wall. Especially Lipopolysaccharide from the cell wall
of gram-negative bacteria has been well investigated. Despite of growing importance of gram-
positive bacteria, little is known about their pathogenic mechanisms.

For lipoteichoic acid, a component of the cell wall of gram-positive bacteria, pathogenetic
effects on various cell types have been described. The aim of the present study was to investi-
gate cardiac alterations caused by the cell wall component lipoteichoic acid from the gram-
positive bacterium Staphylococcus aureus on isolated perfused rat heart. In addition, pathoge-
netic mechanisms of alterations induced by lipoteichoic acid should be elucidated.

Perfusion of the isolated rat hearts lead to a time-dependant cardiac depression, paralleled by
a moderate increase in coronary perfusion pressure. Impairment of contractility was accom-
panied by accumulation of TNF-a in the recirculating perfusate. TNF-a antibodies completely
abolished the loss of contractility caused by lipoteichoic acid. Antagonism of CD14-receptor
lead to distinct decline of TNF-a-production and prevented the myocardial depression in-
duced by lipoteichoic acid. Perfusion of the hearts with lipoteichoic acid did not affect the

release of NO. The increase of coronary perfusion pressure caused by LTA was accompanied
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by liberation of the vasoactive eicosanoids thromboxane A, and prostacyclin. Inhibition of
myocardial cyclooxygenase abolished the increase of coronary perfusion pressure by LTA.

In conclusion, cell-free perfusion of isolated rat hearts with LTA results in cardiac dysfunc-
tion by a partially CD14-dependant release of TNF-a. Myocardial depression in LTA-
perfused hearts may be further enhanced by the occurrence of regional perfusion abnormali-
ties as indicated by the release of cyclooxygenase products thromboxane A, and prostacyclin.
These findings further show that the cell wall component lipoteichoic acid of Staphylococcus

aureus is an important pathogenic stimulus in induction of sepsis by gram-positive organism.
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8. Auflistung der verwendeten Abkiirzungen

AA

o-Toxin

CD
cGMP
cNOS
COX
CPpPP

dP/dtmax.

E. coli
EET
EF
ELISA

ET
HZV

IL
iNOS
LAL
LPS
LT
LTA
LVDP

MDS
MODS
mRNA
MW
NO

Arachidonséure (arachidonic acid)

Staphylococcus aureus-alpha-Toxin

Basenpaare

Oberflachenmolekiil (cluster of differentiation)

cyclisches Guanosinmonophosphat

konstitutionelle NO-Synthase (NOS III)

Cyclooxygenase

koronarer Perfusionsdruck (coronary perfusion pressure)
maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit
Escherichia coli

Epoxyeicosanoide (epoxyeicosatrienoic acid)
Auswurffraktion (ejection fraction)

Enzym-gekoppelter Immunosorbenstest (enzyme linked immunosorbent
assay)

Endothelin

Herzzeitvolumen

Immunglobulin

Interleukin

induzierbare NO-Synthase (NOS II)

Limulus Amdbozyt Lysat

Lipopolysaccharid

Leukotrien

Lipoteichonsdure (lipoteichoic acid)

Linksventrikuldrer Druck (left ventricular developed pressure)
mol/l

myocardial depressant substances

multiple organ dysfunction syndrome
messenger-Ribonukleinsdure

Mittelwert

Stickstoffmonoxid
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NO«
NOS
PAF
PBGD
PCR
PepG
PGI,
S. aureus
SEM
SIRS
TLR
TNF-a
Tx

Nitrat und Nitrit als Abbauprodukte von Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase

Pléttchen-aktivierender Faktor
Porphobilinogen-Deaminase
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
Peptidoglykan

Prostacyclin

Staphylococcus aureus

Standardabweichung (standard error of the mean)
systemic inflammatory response syndrome

Toll-like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor-alpha

Thromboxan
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