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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Sepsis

1.1.1. Definition und Diagnosekriterien

Sepsis ist definiert als eine systemische Reaktion des Korpers auf eine
mikrobielle Infektion von normalerweise sterilen Teilen des Koérpers?.

Der Begriff der Sepsis hat sich jedoch im zeitlichen Verlauf gewandelt. Zum
ersten Mal wurde das Wort Sepsis von Hippokrates ca. 400 v. Chr. gepragt und
leitet sich vom griechischen Wort onmmw (,faul machen®) ab. Hippokrates
beschrieb eine Erkrankung, die 7 Tage nach der Verwundung als Fieber
beginnt, ,...das verursacht wird durch eine Materie, die fault und haufig mit
dem Tode endet.

Eine erste, heute noch weitgehend aktuelle infektiologisch-klinische Definition
verfasste Schottmiller 1914, fir den eine Sepsis dann vorlag, ,...wenn sich
innerhalb des Kdrpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch
pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar derart, dass durch
diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelost
werden“?,

1989 pragten Bone et al. den Begriff des septischen Syndroms anhand
klinischer Symptome bei Nachweis eines bakteriellen Infektionsherdes®. Es
zeigte sich jedoch, dass diese, dem septischen Syndrom zugrundeliegenden
klinischen Symptome auch bei Patienten ohne nachweisbaren Infektionsherd
vorkommen, so zum Beispiel bei akuter Pankreatitis, Trauma oder
Verbrennung®.

Um diese Licke zu schlieBen und standardisierte Diagnostik, Behandlung und
Forschung betreiben zu kénnen, wurde im August 1991 auf der gemeinsamen
Consensus Conference von ACCP (American College of Chest Physicians) und
SCCM (Society of Critical Care Medicine) eine einheitliche Nomenklatur
eingefuihrt*. Definiert wurden: Infektion, Bakteriamie, Systemic Inflammatory
Response Syndrom (SIRS), Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock
(siehe Tabelle 1.1).

Im Dezember 2001 wurde die International Sepsis Definition Conference

einberufen, um vor dem Hintergrund neuer diagnostischer Verfahren und
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1. Einleitung

Marker die bestehenden Definitionen zu Uberarbeiten. Es wurden jedoch keine
ausreichenden Evidenzen gefunden, die dies rechtfertig hétten, jedoch das
PIRO Staging System eingefiihrt®. Dies ermdglicht, in Analogie zum etablierten
TNM  System bei Tumoren, die Patienten nach Pradisposition
(Grunderkrankung), Infektion, Response (Immunantwort) und Organdysfunktion
zu Klassifizieren um den Schweregrad der Erkrankung und das Outcome zu
bestimmen.

Die Schwierigkeit einer klaren Diagnosestellung liegt im kontinuierlichen
Ubergang der Stadien, sowie in der hohen Heterogenitat des Krankheitsbildes
und der Symptome begriindet. Diese werden beeinflusst von diversen Faktoren
einschliel3lich der Art, Virulenz und Gesamtzahl des Pathogens, dessen

Eintrittspforte sowie dem (brigen Zustand des Patienten®.

PANKREATITIS

BAKTERIAMIE

PARASITAMIE

VERBRENNUNG

Abbildung 1.1: Der Zusammenhang zwischen SIRS, Sepsis und Infektion (modifiziert nach
Bone R.C.%)
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Tabelle 1.1: Diagnosekriterien fur Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock (hach

Reinhart K.6)

| Nachweis der Infektion
Diagnose einer Infektion Gber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien
Il Severe inflammatory host response (SIRS) (mind. 2 Kriterien)

e Fieber (> 38°C) oder Hypothermie (> 36°C) bestatigt durch eine rektale oder
intravasale oder -vesikale Messung

e Tachykardie: Herzfrequenz > 90 /min

e Tachypnoe (Frequenz > 20/min) o. Hyperventilation (PaCO, < 4.3 kPa/ < 33 mmHg)

e Leukozytose (> 12000/mm?) oder Leukopenie (< 4000/mm?®) oder > 10% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

[l Akute Organdysfunktion (mind. 1 Kriterium)

e Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium.

¢ Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als
30% innerhalb von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl < 100.000/mm?®. Eine
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muss
ausgeschlossen sein.

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

¢ Renale Dysfunktion: Eine Diurese von < 0.5 ml/kg/h fir wenigstens 2 Stunden trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2x
oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

e Metabolische Azidose: Base Excess < 5 mmol/l oder eine Laktatkonzentration > 1,5x
oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

Sepsis: Kriterien | und I,

Schwere Sepsis: Kriterien I, 11 und 11l

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

Als geeigneter Biomarker fur eine Sepsis hat sich, neben den allgemeinen
Entzindungsparametern Leukozytenanzahl und CRP, das Procalcitonin (PCT)
bewahrt. Es hat die groRere Spezifitat und Sensitivitat und hilft so zwischen
Sepsis induzierter systemischer Entziindung und nicht infektioser Entziindung
zu unterscheiden. Es spiegelt die Effektivitdt einer Therapie zeitnah wieder und

zudem hat es einen pradiktiven Wert fiir das Outcome der Patienten”?.
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1.1.2. Epidemiologie

Sepsis stellt eine der grol3ten Herausforderungen fir die moderne Medizin dar.
Die Mortalitatsrate ist sehr hoch, die Inzidenz steigt weltweit an und die Kosten
fur das Gesundheitswesen sind immens.

Martin et al. untersuchten die Epidemiologie der Sepsis in den USA von 1979-
2000. Aufgedeckt wurde ein alarmierender Anstieg der Inzidenz um
durchschnittlich 8,7% jahrlich von 82,7/100.000 auf 240,4/100.000 Félle. Trotz
einer Senkung der jahrlichen Mortalitatsrate um 2,9% auf zuletzt 17,9% stieg
die Gesamtzahl der Todesfélle von 21,9 auf 43,9/100.000 an®.

Nach einer aktuellen Studie des deutschen Kompetenznetzwerkes Sepsis
(SeptNet) liegt die Inzidenz fur Sepsis bei 116/100.000 erwachsenen
Einwohnern der Bundesrepublik und fir schwere Sepsis bei 110/100.000, was
einer deutschlandweiten Pravalenz von 12,4 respektive 11% aller auf
Intensivstation behandelten Patienten entspricht. Die
Krankenhaussterblichkeitsrate bei schwer Sepsis inklusive septischem Schock
liegt trotz fortschreitender medizinischer Entwicklung immer noch bei 55,2%*™.
Mit ca. 60.000 Todesfallen rangieren septische Erkrankungen damit auf Platz
drei der haufigsten Todesursache in Deutschland, nach KHK und akutem
Myokardinfarkt, jedoch noch vor der Herzinsuffizienz**.

Bei einer durchschnittlichen Liegezeit von 16,6 Tagen entstehen pro Patient
direkte Kosten in Hohe von 23.297 Euro'?. Damit belaufen sich die
Gesamtaufwendungen fur die intensivmedizinische Behandlung septische
Patienten auf 1,77 Milliarden Euro — 30% des Budgets der Intensivmedizin®',
Erganzt man die indirekten Kosten z.B. durch Krankeitsausfall werden die
jahrlich durch Sepsis entstehenden Kosten fir die Gesellschaft sogar auf 3,6
bis 7,8 Milliarden Euro geschatzt™.

Die demographische Entwicklung, die zunehmende Anzahl invasiver
Mafllnahmen, der vermehrte Gebrauch potenterer Immunsuppressiva und
Chemotherapeutika, steigende Transplantationszahlen und der Anstieg
resistenter mikrobieller Erreger lassen einen Rickgang der Inzidenz septischer

Krankheitsbilder nicht erwarten®.
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Abbildung 1.2: Inzidenz der Sepsisfalle in den USA von 1979-2000 in Abhé&ngigkeit vom
Geschlecht (modifiziert nach Martin G.S.°%)

1.1.3. Pathogenese und Pathophysiologie

Pathogenese und Pathophysiologie der Sepsis liegen sehr komplexe
Mechanismen zugrunde, die bis heute nicht vollstandig geklart sind.

Eine Sepsis entwickelt sich dann, wenn eine initial notwendige Abwehrreaktion
des Korpers auf eine Infektion tUberschiel3end ausfallt und letztlich unkontrolliert
ablauft*.

Dabei kommt es in der Regel im Zuge eines biphasischen Verlaufes zu einer
Hyperinflammation mit anschlieBender Suppression des Immunsystems. Beide
Phasen sind schadlich fur den Organismus und verantwortlich flr multiple
Organschaden, die bis zum Tod filhren kénnen™.

Beteiligt an dieser Immunreaktion sind diverse humorale Systeme wie Zytokine,
das Komplement- und Gerinnungssystem, sowie zellulare Komponenten z.B.

Monzyten / Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten und Endothelzellen.
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1.1.3.1 Erregerspektrum

Die Hauptursache fir eine Sepsis sind bakterielle Erreger, gefolgt von
Pilzinfektionen und Viren.

Gram-positive Bakterien waren in den USA im Jahr 2000 fur 52,1% der
Infektionen verantwortlich, wahrend Gram-negative Erreger fir 37,6% der
Infektionen verantwortlich waren. Mischinfektionen machten 4,7%, Pilze 4,6%
der Falle aus, bei stark zunehmender Inzidenz® (siehe Abb. 1.3). Dieser
Zunahme liegt ein vermehrter Gebrauch von Breitspektrumantibiotika und
Immunsuppressiva zugrunde'®. Aktuelle Daten deutscher Intensivstationen von
2003 zeigen eine ausgeglichene Verteilung Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien (55,7 respektive 54,1%)"°.

Die haufigste Infektionsquelle stellt der Respirationstrakt (68%) dar, gefolgt von
Abdomen (22%), Blut (20%) und Urogenitaltrakt (14%). Positive Kulturen lassen
sich jedoch nur bei 60% der Patienten mit dem klinischen Bild einer Sepsis

nachweisen'’.

225,000
=e= Gram-positive Bakterien
=== Gram-negative Bakterien
2 150,000 Pilze
*o
@
@
@
& 75,0001
S 25,000- T I
= 1 T*'l l
E 15,000~ ) I IT J %
10,000 I r 1 A el 1
T -rl-r T P I Ny
5000441 Ny L
O 1 . | I | : 1 I 1 y 1 ¢ | : I g | ’ | . 1 . 1
1979 1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001

Abbildung 1.3: Erregerspektrum der Sepsis in den USA (modifiziert nach Martin G.S.g)
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1.1.3.2. Entzdndungsreaktion

Je nach Erreger und auslésendem Agens gibt es verschiedene Wege, die
Entziindungskaskade zu initiieren. Diese endet jedoch stets in der Expression
pro-inflammatorischer Mediatoren mit nachfolgender Aktivierung der humoralen
und zellularen Abwehr.

Das angeborene Immunsystem stellt den ersten Abwehrmechanismus auf eine
Infektion dar und muss mit seinen leukozytdren Zellen eindringende
Mikroorganismen sowie deren Bestandteile erkennen und eliminieren'®. Die
Erkennung fremder Mikroorganismen geschieht Uber sogenannte ,Pattern
Recognition Receptors (PRR) an die konservierte Strukturen mikrobieller
Pathogene (,Pathogen Associated Molecular Patterns = PAMP) binden
konnen'*'%1°  PAMPs kénnen z.B. Lipopolysaccharide (Endotoxin),
Peptidoglycane, Lipopetide, Lipoteichonsauren, Flagellin, Curli, Mannan und
unmethylierte CpG-Sequenzen bakterieller DNA sein'**8,

Entscheidend zur Aufklarung der Mechanismen, die hinter Erkennung fremder
Mikroorganismen und Induktion der entzindlichen Signalkaskaden stehen, hat
die Entdeckung der Toll-like Rezeptoren (TLR) beigetragen. Von den bisher
zehn beim Menschen beschriebenen Rezeptoren sind sieben an der Erkennung
von mikrobiellen Motiven beteiligt. TLR2 z.B. erkennt PAMPs auf der Zellwand

Gram-positiver Bakterien, TLR4 auf der von Gram-negativen®.

Gram-negative Sepsis:

Lipopolysaccharide (LPS) sind ein wichtiger Bestandteil der &uf3eren
Zellmembran Gram-negativer Bakterien und spielen eine entscheidende Rolle
in der Entstehung Gram-negativer Sepsis®.

Eine Ubersicht Uber diese Mechanismen zur Auslosung einer Gram-negativen
Sepsis gibt Abbildung 1.4.
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LPS

Zytokine und Effektormolekile

Abbildung 1.4: Zelloberflachenerkennung von Lipopolysacchariden (LPS)

LPS geht einen Komplex mit LBP (LPS-binding protein) ein. Dieser bindet an CD14, welches
mit einem TLR4-MD2 Komplex assoziiert ist. Den intrazellularen Signalweg vermittelt die TLR4
Domane TIR (Toll/IL-1 receptor homology domain) Uber Bindung von MyD 88 und IRAK oder
MyD88 unabhangig tUber TIRAP mit PKR und IRF3. Intrazellulare Rezeptoren fir LPS sind
NOD1 und NOD2. Letztlich kommt es Uber NF-kB und MAPK zu einer vermehrten Expression
von pro-inflammatorischen Zytokinen und Effektormolekdlen.

Auch MSR (macrophage scavenger receptor), CD11b/CD18 und lonenkanéale koénnen LPS

identifizieren (modifiziert nach Cohen J. und Park J.H.***%)

Gram-positive Sepsis:

Gram-positive Erreger konnen Uber zwei verschiedene Mechanismen eine
Sepsis ausldsen.

Zum einen, in Analogie zu Gram-negativen Bakterien, durch Stimulation von
Immunzellen durch Zellwandbestandteile (z.B. Lipoteichonsauren,
Peptidoglycane und Lipopeptide), zum anderen durch Produktion von

Exotoxinen, die als Superantigen fungieren®®.



1. Einleitung

Die Immunantwort auf Zellwandbestandteile wird hauptsachlich Uber TLR2
vermittelt und resultiert ebenfalls in einer vermehrten NF-kB- und
Mediatorexpression®.

Superantigene sind in der Lage an MHCIlI Molekile antigenprasentierender
Zellen und die VB Kette des T-Zell Rezeptors zu binden. Auf diese Weise
aktivieren sie eine sehr grof3e Anzahl von T-Zellen, die massive Mengen pro-

inflammatorischer Zytokine freisetzen®,

Biphasischer Verlauf der Entziindung :

Der Induktion einer generalisierten Entziindungsreaktion steht die gleichzeitige
physiologische Aktivierung anti-entziundlicher Mechanismen gegeniber, um
eine balancierte Immunantwort zu ermadglichen.

Im Verlauf einer septischen Erkrankung kommt es jedoch zu Uberhéhter
Auspragung beider Komponenten. Im Anschluss an die initiale
hyperinflammatorische Phase dominiert eine Immunsuppression, bis hin zur
Immunparalyse. Die richtige Balance zwischen Inflammation und
Immunsuppression wirkt sich jedoch entscheidend auf die Mortalitat bei Sepsis
au315,25.

Die durch externe Stimuli ausgeléste systemische Entzindungsreaktion wird
getragen von Zytokinen (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, HMGB-1 und MIF) sowie von
nicht-zytokinen Mediatoren (NO, PAF, Eicosanoide und Komplementfaktoren).
Dem gegeniuber stehen endogene antiinflammatorische Substanzen (IL-10,
STNF-R, IL-1-Ra, Prostaglandin 12, Hitzeschock-Proteine, Phosphatasen und
Kortisol)?®. Des Weiteren tragen eine vermehrte Apoptose von B- und CD, T-
Lymphozyten und dendritischen Zellen sowie eine Anergie der T-Lymphozyten

zur Schwachung der Immunabwehr bei®®?’.
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Tabelle 1.2: Liste der Pro- und Anti-inflammatorischen Mediatoren und ihrer Wirkung

(modifiziert nach Jean-Baptiste E.

Mediator

23)

Effekt

Pro-Inflammatorisch
TNFa

IL-1

IL-6

IL-8
HMGB-1
MIF

NO

PAF

C3a-Cb5a

PGE2, PGI2

TXA2

LTC4, LTD4, LTE4

Fieber, Hypotension, Schock, Aktivierung von PMN und
Endothelzellen

Fieber, Hypotension, Mdudigkeit, T-Zell und Makrophagen
Aktivierung

Akut-Phase-Proteine, T- und B-Zell Proliferation

Chemotaxis fir Neutrophile und T-Zellen

Sepsis ahnliches Syndrom, Hypotension, Schock

Verstarkte TNFa und TLR4 Expression

Relaxation glatter Muskulatur, Zytotoxisch

Histaminliberation aus Thrombozyten, Aktivierung von
Endothelzellen und Thrombozyten

Histaminliberation, Erhéhte Kapillarpermeabilitat, Vasodilatation
Vasodilatation

Erhdhter pulmonaler Widerstand

Erhdhte pulmonale Kapillarpermeabilitat, Bronchospasmus

Anti-Inflammatorisch
IL-10
PGI2
STNF-R
IL-1-Ra
Hitzeschock-
Proteine

Phosphatasen

Cortisol

Suppression von INF, IL-1 und Makrophagen
Downregulation von TNFa

Blockade TNFa Rezeptor

Kompetitive Hemmung der IL-1 Wirkung

Vermehrte Expression von IK-B, Inhibition von TNFa und IL-1

Dephosphorylierung zytoplasmatischer Substrate, Reduktion
NF-kB abhangiger TNFa Produktion, Deaktivierung von
Leukozyten und Endothelzellen

Inhibition von NF-kB, Reduktion der Produktion von TNFa, IL-1,
IL-6, Eicosanoiden und NO, Freisetzen von Hitzeschock-
Proteinen

TNF = Tumor-Nekrose-Faktor; PMN = neutrophile Granulozyten; IL = Interleukin; HMGB-1 = high-

mobility group box-1 protein; MIF = macrophage migratory inhibitory factor; TLR = Toll-like

Rezeptor; NO = Stickstoffmonoxid; PAF = Plattchenaktivierender Faktor; INF = Interferon; PGI =
Prostacyklin; TXA = Thromboxan; LTC, LTD, LTE = Leukotrien C,D,E; IK-B = Inhibitor von kB

-10 -
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1.1.3.3. Dysbalance der Hamostase

Eine der wichtigsten pathogenetischen Faktoren der Sepsis und mal3geblich am
Outcome beteiligt ist die Dysbalance der Hamostase. Diese umfasst die
vermehrte Aktivierung der Koagulation mit gleichzeitiger Herunterregulation des
antikoagulatorischen und fibrinolytischen Systems?®. Dies fiihrt in 30 bis 50%
der septischen Patienten zu der Komplikation einer disseminierten intravasalen
Gerinnung, die Mikrozirkulationsstorungen bis hin  zum  multiplen
Organversagen hervorrufen kann®*°.

Diese Dysbalance wird durch pro-inflammatorische Zytokine ausgel6st,
hauptséachlich durch IL-1 und IL-6.

Eine zentrale Rolle spielt hierbei die vermehrte Expression von
Gewebethromboplastin (Tissue factor = TF) auf Monozyten und Endothelzellen,
ausgelost durch LPS und die meisten inflammatorischen Zytokine. TF aktiviert
eine Serie proteolytischer Kaskaden in deren Zuge es letztendlich zur Bildung
von Fibrin kommt. Dazu steigt die Konzentration von Plasminogen-activator
inhibitor type-1 (PAI-1) an, der die Spaltung von Plasminogen in das
fibrinolytisch wirksame Plasmin verhindert®.

Parallel dazu sinken die Plasmalevel der natirlichen Gerinnungshemmer
Antithrombin Ill, Protein C und des Tissue factor pathway inhibitors (TFPI). Die
Folge ist eine verminderte Hemmung von PAI-1, Thrombin sowie den Faktoren
Vllla, Va und Xa (Siehe Abbildung 1.5).

Weiterhin fuhrt die Entzindung zu einer Aktivierung von Thrombozyten, deren

nun negativ geladene Zelloberflache ebenfalls prokoagulatorisch wirkt?®,

-11 -
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Abbildung 1.5: Dysbalance des Grinnungssystems

Nicht dargestellt ist die Hemmung der Umwandlung von Faktor X in Xa durch TFPI
und die Hemmung von Thrombin sowie den Faktoren Vlla und Xa durch Antithrombin
Il (modifiziert nach Cohen J.%)

1.1.3.4. Organdysfunktionen

Das Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) ist der hé&ufigste Grund fur
sepsisbedingte Mortalitat®2.

Das aktuelle Verstandnis der Pathophysiologie des Sepsis-assoziierten MODS
zeigt, dass an diesem komplexen Geschehen multiple Zellpopulationen,
Mediatoren und Signalwege beteiligt sind. Zudem ist die Palette der potentiell
betroffenen Organe sehr grof3. Die genauen Mechanismen, durch welche eine
Sepsis multiple Organdysfunktionen auslost, bleiben weiterhin unklar®.

So kommt es durch die oben beschriebenen Dysregulationen der Immunantwort
und des Gerinnungssystems Uber diverse Mediatoren zu Stérungen der

kardialen und vaskularen Funktion mit Mikro- und Makrozirkulationsstérungen,
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1. Einleitung

zu metabolischen Veradnderungen wie Hyperglykdmie, mitochondrialer
Dysfunktion mit zellularer Hypoxie und epithelialer Dysfunktion mit Verlust der

8233 Hinzu kommt die direkte Toxizitat der

zellularen Barrierefunktion
bakteriellen Toxine auf die parenchymatdsen Organe®® und eine Dysregulation
der Apoptose mit vermehrtem Zelltod in wichtigen Organen®. Betroffen sind
neben anderen Organen z.B. die Lunge (bis hin zum ARDS), Nieren
(Nierenversagen), Gehirn (Enzephalopathie) oder die Leber (Ischamische
Hepatitis).

Abbildung 1.6 gibt eine Ubersicht uber die Mechanismen, welche zur

Organdysfunktion im Zuge einer Sepsis fuhren kénnen.
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Abbildung 1.6: Systemische Signalwege, welche zur Organdysfunktion bei Sepsis fuhren

kdnnen (modifiziert nach Abraham E. und Singer M.33)

ROS=Reaktive-Sauerstoff-Spezies

Ein zentraler Mechanismus und Gegenstand dieser Arbeit ist die Beeinflussung
der kardiovaskuldren Funktion, auf welche im folgenden Kapitel naher

eingegangen wird.
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1. Einleitung

1.2. Stickstoffmonoxid (NO) und die septische Hamodynamik

1.2.1. Synthese und Stoffwechsel von NO

Bereits im Jahr 1980 stellte Robert F. Furchgott fest, dass Acetylcholin nur dann
relaxierend auf das isolierte Praparat einer Hasenaorta wirkt, wenn dieses eine
intakte Endothelschicht aufweist®®. So kam die Vermutung auf, dass das
Endothel, durch Acetylcholin induziert einen vasorelaxierenden Faktor freisetzt,
der zunachst als EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor) bezeichnet
wurde.

Spater wurde durch Ferid Murad gezeigt, dass EDRF die gleiche cGMP
abhangige Signalkaskade initiiert wie NO und letztendlich von Robert F.
Furchgott und Luis J. Ignarro nachgewiesen, dass EDRF tatsachlich dem
Stickstoffmonoxid (NO) entspricht**°. Fur ihre Arbeiten tber die Rolle von
Stickstoffmonoxid als Botenstoff im Herz-Kreislaufsystem® wurden diese drei
Wissenschaftler 1998 mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet. Alfred
Nobel selbst wurde jedoch bereits weit friiher, kurz vor seinem Tode 1896, mit

dem NO-Donor Glyceroltrinitrat gegen seine Angina Pectoris behandelt.

Die Bildung von NO wird durch unterschiedliche Isoformen der NO-Synthasen
(NOS) katalysiert, welche L-Arginin zu L-Citrulin und NO umwandeln.
Kofaktoren fur die NO-Synthese sind Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
(NADPH), Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenosin-Dinukleotid, Flavin-
Mononukleotid und molekularer Sauerstoff (0,)*°. Die NO-Synthasen sind
Dimere, welche eine Oxygenase- und eine Reduktase-Domane besitzen.
NADPH bindet an die Reduktase-Doméane und gibt ein Elektron ab. Dieses
wiederum wird mittels der Redox-Carrier Flavin-Adenosin-Dinukleotid und
Flavin-Mononukleotid in Richtung der Oxygenase-Doméane transportiert und
gelangt nach Interaktion mit BH4 und Ham zur aktiven Seite des Enzyms. An
der Oxygenase-Domane lauft dann die Reaktion von L-Arginin und Sauerstoff
zu L-Citrullin und NO ab*..

Die Isoformen werden in konstitutive (cNOS) und induzierbare (iINOS oder
NOS-2) NO-Synthasen unterteilt. Die cNOS sind membranstandig, wahrend die
iINOS im Zytosol lokalisiert ist. Die cNOS sind Ca?*/Calmodulin abhangig, die
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1. Einleitung

iNOS arbeitet Ca?*/Calmodulin unabhéangig und deren Expression kann im
Rahmen inflammatorischer Prozesse akut gesteigert werden***3.

Bei den cNOS wird unterschieden in eine neuronale NOS (nNOS oder NOS-1),
die vorwiegend durch Neurone exprimiert wird und eine endotheliale NOS
(eNOS oder NOS-3), die sich hauptséachlich in Endothelzellen wiederfindet und
maRgeblich fiir die physiologische Hamodynamik verantwortlich ist**. eNOS und
NNOS werden jedoch auch beide, in unterschiedlicher zellularer Lokalisation, in
Kardiomyozyten exprimiert.

Kirzlich wurden zudem eine Variante der nNOS in Form der mitochondrialen
NOS (mtNOS)* und eine der eNOS in Form der erythrozytaren NOS (RBC-
NOS) entdeckt*. Die Induktion der mtNOS, welche eine Rolle in der Regulation
von ATP-Synthese und O,-Verbrauch spielt, kdnnte zur mitochondrialen
Dysfunktion im Zuge einer Sepsis beitragen®’.

NO ist ein farbloses Gas, das wasserloslich ist und frei Uber Zellmembranen
diffundieren kann. Auf Grund seines ungepaarten Elektrons ist es ein Radikal
mit hoher Reaktivitat und geringer Stabilitat. In Wasser, Ultrafiltrat und Plasma
wird NO vor allem zu Nitrit (NO;") oxidiert, welches fir mehrere Stunden stabil
ist. In Vollblut, d.h. in Anwesenheit von oxygeniertem Hamoglobin (oxyHb) hat
NO eine extrem kurze Halbwertszeit von weniger als einer Sekunde. Es reagiert
mit oxyHb zu Methamoglobin (metHb) und Nitrat (NO3’) und auch Nitrit (HWZ:
110s) wird zugig zu Nitrat umgewandelt. Nitrat stellt somit mit einer HWZ von 8
Stunden ein stabiles Endprodukt des NO-Metabolismus in vivo dar und weif3t
mit ca. 30-60puM im Vollblut eine etwa 100 bis 200-mal héhere Konzentration
auf als Nitrit*®,

Nitrit und Nitrat sind also Stoffwechselprodukte um NO in Blut und Gewebe zu
stabilisieren und kénnen als Marker fur die zirkulierende NO Menge dienen.

Sie konnen jedoch Uber diverse enzymatische und nicht enzymatische
Reaktionen auch wieder zu NO reduziert werden. Da dies im Gegensatz zum L-
Arginin-NOS-Weg Sauerstoff unabhangig funktioniert, kann der Nitrat-Nitrit-NO-
Weg als Backup-System zur NO Produktion unter sauerstoffarmen
Bedingungen angesehen werden®.

NO kann des Weiteren mit Sauerstoff zu Stickstoffdioxid (NO;) und

Stickstofftrioxid (N.O3) reagieren, welche wiederum zu Nitrit und Nitrat
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1. Einleitung

hydrolysieren oder mit Thiolen (RSH) zu Nitrosothiolen (RSNO) und mit Aminen
(RNH) zu Nitrosaminen (RNNO) reagieren kénnen°.

Bei hohem oxidativem Stress gewinnt auch die Reaktion von NO mit
Superoxidanionen (O2) zum stark zytotoxischen Peroxynitrit (ONOO’) an

Bedeutung®'.

1.2.2. Beeinflussung der septischen Hamodynamik durch NO

Die septische Hamodynamik ist gekennzeichnet durch zwei unterschiedliche
Phasen.

Zunachst kommt es zu einer hyperdynamen Kreislaufsituation, welche durch
Tachykardie, erhdhten Cardiac Index (Cl) und erniedrigten peripheren
Gefalwiderstand (SVR) gekennzeichnet ist. Es kommt zu einer Hypotonie,
welche fur endo- und exogene Katecholamine weitgehend refraktar ist.

Im weiteren Verlauf der Sepsis nimmt das Initial hohe Herzzeitvolumen bei
unverandert niedrigem SVR ab, und es resultiert der hamodynamische Schock.
Die septische Hamodynamik wird also dominiert von einer generalisierten
Vasodilatation zum einen und der septischen Kardiomyopathie zum anderen. In

beiden Fallen spielt Stickstoffmonoxid eine entscheidende Rolle®?.

Vasodilatation:

Fur die katecholaminrefraktare Hypotension bei generalisierter Vasodilatation
spielt NO eine prominente Rolle. Vermittelt wird dies im Wesentlichen Uber eine
Induktion der l6slichen Guanylatcyclase (sGC) einerseits und eine Aktivierung
von vaskularen Kaliumkanalen andererseits.

Unter physiologischen Bedingungen diffundiert das von Endothelzellen
gebildete NO in die benachbarten glatten Muskelzellen und aktiviert dort die
sGC. Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) wird gebildet, welches Uber
eine Aktivierung der Proteinkinase-G zu einer Reduktion der zytosolischen
Ca’*-Konzentration und somit zu einer Relaxation der glatten GefaBmuskulatur
fihrt>,

Kaliumkanéle regulieren das Membranpotential glatter GefalRmuskelzellen.
Durch Aktivierung kommt es zu einem Kaliumausstrom mit Hyperpolarisation.

Dies wiederum fiihrt zum SchlieRen von spannungsabhangigen Ca®* Kanalen,
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1. Einleitung

was eine Reduktion des Ca®" Einstroms mit konsekutiver Vasodilatation nach
sich zieht>*.

Kaliumkanéale kdnnen im Zuge einer Sepsis entweder uber cGMP oder direkt
uber NO aktiviert werden. Hauptsachlich verantwortlich fir die septische
Vasoplegie sind die kalziumaktivierten Kaliumkanale®.

Im Rahmen der Sepsis kann durch Endotoxin und die pro-infammatorischen
Zytokine IL-1, IL-2, IL-6 und TNF-a sowie durch IFN-y die NO-Synthase Aktivitat
massiv gesteigert werden, was nachfolgend zu einer Generierung grof3er
Mengen von NO und ausgepragter Vasodilatation fiihrt**.

Das verminderte Ansprechen der Adrenorezeptoren auf endo- und exogene

Katecholamine tragt weiter zur Abnahme des SVR im septischen Schock bei.

Kardiomyopathie:

Die septische Kardiomyopathie ist gekennzeichnet durch eine biventrikulare
Abnahme der systolischen und diastolischen Funktion. Es kommt als Zeichen
der reduzierten Kontraktilitat zur Abnahme des Schlagvolumens und im Zuge
einer verminderten Compliance zu einer Zunahme des enddiastolischen
Volumens. Es resultiert eine starke Abnahme der Ejektionsfraktion bis hin zum
kardiogenen Schock®.

Diese Kardiomyopathie ist eng assoziiert mit einer erhohten Mortalitatsrate. So
steigt diese bei septischen Patienten auf 70-90% an, sofern eine
kardiovaskulare Dysfunktion vorliegt, im Gegensatz zu 20% wenn diese nicht

auftritt®’.
Obwohl fir eine groRe Anzahl von Mediatoren und Signalwegen die Assoziation

mit der septischen Kardiomyopathie belegt werden konnte, (eine Ubersicht gibt

Abbildung 1.7.) ist der exakte Mechanismus bis heute unklar.
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Abbildung 1.7: Mdogliche zugrunde liegende Mechanismen der septischen
Kardiomyopathie (modifiziert nach Merx M.W.>®)

MDS=myocardial depressant substance

Stickstoffmonoxid spielt hier eine entscheidende Rolle und gilt als einer der
Hauptmediatoren fur das kardiozirkulatorische Versagen im Rahmen der
Sepsis®?.

Bemerkenswerterweise hat NO unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen kontraren Einfluss auf die kardiale Funktion.

So sind niedrige Dosen NO in der Lage bei gesunden Probanden die LV-
Funktion zu steigern, wohingegen eine Infusion mit dem globalen NOS-Hemmer
N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) zu einer Reduktion des CI fiihrt>®. Kelm et
al. konnten zudem zeigen, dass hohe Dosen NO in der Lage sind, die
kontraktile Funktion der Herzens zu verschlechtern®®.

Die Mechanismen, welche der Beeinflussung der myokardialen Funktion durch

NO zugrunde liegen sind zahlreich.

Als negative NO Wirkung tragen zur Myokarddepression folgende Faktoren bei:

e Vermehrte cGMP-Bildung in Kardiomyozyten, dadurch reduzierter (-

adrenerg vermittelter Anstieg der Ca*'-Konzentration und reduzierte
Affinitat der Myofilamente gegeniiber Kalzium®.
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e Absinken der intrazellularen Ca**-Konzentration durch vermehrten cAMP
Abbau mittels Induktion der Phosphodiesterase® sowie direkter
Beeinflussung der Proteinkinase-G und des L-Typ Kalzium Kanals®.

e Hemmung der mitochondrialen Funktion und damit der ATP Produktion,
(zudem strenge Assoziation zur Schwere des septischen Schocks) *%%3.

e Zellularer Schaden durch hohe Dosen NO, welches mit reaktiven
Sauerstoffspezies zum toxischen Radikal Peroxynitrit reagiert®.

e Durch Peroxynitrit kommt es zudem zu einer sogenannten Entkopplung
der endothelialen NO-Synthase, sodass diese selbst zytotoxische
Superoxid-Anionen produziert®™-®,

e Bei hoher NO Konzentration Triggerung von Apoptose myokardialer

Zellen und somit Funktionsverlust des Arbeitsmyokards®’°®,

Demgegenuber stehen jedoch die kardioprotektiven Eigenschaften des NOs:

o Direkte Aktivierung der Adenylatcyclase mit konsekutivem Anstieg von
cAMP und dadurch vermehrtem Ca?* Einstrom in die Kardiomyozyten®®.

e Die vasodilatatorischen Effekte von NO fihren in septischen Patienten
zu einem normalen oder sogar erhéhten Koronarfluss’ und wirken den
vasokonstriktorischen Effekten anderer Substanzen wie Endothelin
entgegen, welche im Rahmen der Entziindungsreaktion ebenfalls
ausgeschiittet werden™,

e Stickstoffmonoxid weist ein antiarrhythmisches Potential auf?.

e NO ist in der Lage, die Expression der Adhasionsmolekile P- und E-
Selektin, VCAM-1 sowie ICAM-1 nach unten zu regulieren und so die
Adhasion und Migration von Entzindungszellen ins Herzmuskelgewebe
zu hemmen’’™.  Der friihzeitigen Aktivierung und Infiltration
inflammatorischer Zellen in das Herzmuskelgewebe wird jedoch ein
bedeutender Anteil an der kardialen Dysfunktion wéahrend der Sepsis

zugesprochen”.

Eine Ubersicht uUber die cGMP-abhangigen und unabhangigen zellularen
Wirkmechanismen von NO auf die kardiale Funktion gibt Abbildung 1.8.
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Abbildung 1.8: Modulation der kardialen Funktion durch Stickstoffmonoxid (modifiziert
nach Price S.”®)

NO=Stickstoffmonoxid; ONOO =Peroxynitrit; GC=ldsliche Guanylatzyklase;
PDE=Phosphodiesterase; ROS=Reaktive-Sauerstoff-Spezies; cAMP=zyklisches AMP; cGMP=
zyklisches GMP

Durch zahlreiche Studien ist belegt, dass die NO Konzentration wahrend
klinischer und experimenteller Sepsis stark ansteigt’”"8.

Welche Isoform der NO-Synthasen und in welchem Mal3e diese jeweils flr den
Anstieg der NO-Konzentration und die kardiovaskulare Dysfunktion
verantwortlich zeichnet, ist bisher jedoch nicht eindeutig geklart und wird
kontrovers diskutiert.

Die Induktion von Expression und Aktivitat der INOS mit nachfolgendem Anstieg
der NO-Spiegel und Beeintrachtigung der myokardialen Funktion ist in
zahlreichen Studien bereits belegt**’°.

Die Rolle der eNOS hingegen ist, aufgrund von teils diametralen Ergebnissen

verschiedener Arbeitsgruppen, weniger eindeutig.
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So sprechen neuere Arbeiten von Connelly et al. sowie Pa et al. der eNOS eine
entscheidende pro-inflammatorische Rolle in der Frilhphase der Sepsis zu. Sie
wiesen zudem in Versuchen mit eNOS™-Mausen eine eNOS vermittelte
Induktion der INOS Aktivitat nach®"®.

Im Gegensatz dazu konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass eine eNOS
Uberexpression in der Lage ist, septische Mause vor myokardialer Dysfunktion
zu schiitzten und deren Mortalitatsrate zu senken®*®,

Ebenso bleiben besonders Untersuchungen, welche die Bedeutung der nNOS
fur die septische Hamodynamik betreffen in der Literatur bisher
unterreprasentiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen zudem eine
unterschatzte Wirkung der nNOS fur die kardiale Funktion im Rahmen der

Sepsis nach.
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1.3. Therapie der Sepsis

Trotz zunehmendem Erkenntnisgewinn tber die Pathophysiologie der Sepsis ist
deren Therapie schwierig und ungeachtet aller modernen Maflihahmen sind
Morbiditat und Mortalitat weiterhin sehr hoch (siehe 1.1.2).

Voraussetzung fir eine erfolgreiche Therapie ist, ahnlich wie bei akutem
Myokardinfarkt oder Schlaganfall die Zeit bis zur Diagnosestellung und Beginn
einer adaquaten intensivmedizinischen Therapie®.

Die Therapie der Sepsis lasst sich allgemein unterteilen in eine kausale-, eine

supportive- und in die adjunktive Therapie.

Die kausale Therapie beinhaltet die vollstindige Fokussanierung, als
Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Therapie durch chirurgische
Malnahmen und/oder eine rasche Antibiotikagabe.

Die frihzeitige, intravendse, kalkulierte Antibiotikatherapie reduziert die Letalitat

septischer Patienten signifikant®%°

. Die kalkulierte antibiotische Therapie sollte
so fruih wie moglich von einer spezifischen Therapie nach Antibiogramm

abgel6st werden.

Die supportive Therapie umfasst die Unterstitzung gestorter Organfunktionen
mit dem primaren Ziel der hdAmodynamische Stabilisierung zum Erreichen eines
adaquaten zellularen O,-Angebotes.

Die erste MalRnahme stellt hier die aggressive Volumensubstitution dar, um
einen suffizienten ventdsen Rickstrom, kardiale Vorlast und ein adaquates
Herzzeitvolumen zu erzielen®®,

Besteht trotz Volumentherapie ein eingeschranktes Herzzeitvolumen, so ist
Dobutamin als positiv inotropes Katecholamin Medikament der ersten Wabhl.
Hypotensive Patienten sollten zusatzlich Noradrenalin als Vasopressor
erhalten, um den reduzierten systemischen GefaRwiderstand zu erhdhen.

Die Indikation zu weiterer supportiver Therapie wie Intubation und Beatmung
oder Nierenersatzverfahren bei akutem Nierenversagen sollte grof3zigig

gestellt werden®.

Unter den adjunktiven Therapien versteht man die Behandlung gemeinsam mit

und zusatzlich zur Standarttherapie.
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Im Zuge des besseren Verstandnisses der Pathophysiologie sind zahlreiche
Studien zur Therapie durch Beeinflussung diverser Mediatoren durchgefihrt
worden. Dazu gehéren zum Beispiel HMGB-1. MIF, C5a und Caspasen®’. Im
Folgenden soll nur auf die Therapiemoglichkeiten eingegangen werden, die
Einzug in die aktuellen Leitlinien und den klinischen Alltag gehalten haben.
Annane et al. konnten in einer 2002 veroffentlichen Studie einen signifikanten
Uberlebensvorteil fiir Patienten im septischen Schock zeigen, wenn diese 7
Tage lang mit Hydrokortison (50mg i.v., viermal taglich) oder Fludrokortison
(50mg i.v., einmal taglich) behandelt wurden®®. Daher empfehlen die aktuellen
Leitlinien eine Gabe von 200-300mg/Tag Hydrokortison Uber 24 Stunden, wenn
Patienten im septischen Schock trotz ausreichender Volumentherapie
Vasopressoren erhalten, um einen adaquaten Blutdruck aufrecht zu erhalten®.
Des Weiteren ist rekombinantes aktiviertes Protein C (rhAPC) bei Patienten mit
hohem Mortalitatsrisiko indiziert. Es hat antithrombotische, antiinflammatorische
und profibrinolytische Wirkung und Bernard et al. konnten 2001 in einer
randomisierten Placebo-kontrollierten, doppelblinden Multicenterstudie eine
Reduktion des absoluten Mortalitatsrisikos um 6,1% fur Patienten mit schwerer
Sepsis belegen. Das Blutungsrisiko stieg jedoch von 2% auf 3,5% an®® und
somit ist die Indikation zur Gabe von rhAPC auf Patienten mit schwerer Sepsis
und Versagen von mindestens 2 Organen bzw. einem APACHE-II-Score von >
25 beschrankt®.

Wie bereits unter 1.2.2. beschrieben wird NO als ein Hauptmediator der
septischen Hamodynamik angesehen. Daher scheint die NOS-Inhibition als
adjunktive Therapie vielversprechend zu sein.

Tatsachlich gibt es zahlreiche praklinische und einige klinische Studien Uber
den Einfluss von selektiven und unselektiven NOS-Inhibitoren auf die septische
Kreislauferkrankung mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen.

So konnte gezeigt werden, dass die reduzierte Kontraktilitdt von isolierten
Kardiomyozyten, welche mit Serum von septischen Patienten inkubiert wurden
durch den unselektiven NOS-Blocker N®-Methyl-L-Argininhydrochlorid (L-
NMMA) aufgehoben werden konnte®.

Dagegen zeigten andere Studien an Hunden und Schweinen, dass die

Applikation unselektiver Blocker wie L-NMMA und L-N-w-Amino-Arginin (L-
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NAA) zwar zu einer Verbesserung des systemischen GefalRwiderstandes und
des arteriellen Mitteldruckes fuhrt, aber gleichzeitig eine Senkung der
Herzfrequenz, des Herzzeitvolumens und des femoroarteriellen Blutflusses
verursacht. Zudem kommt es zu keiner Verbesserung der systemischen
Sauerstoffaufnahme und einer insgesamt erhéhten Mortalitatsrate®® %3,

Eine groRe randomisierte, Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie Uber die L-
NMMA Wirkung bei Menschen im septischen Schock zeigte eine Reduktion der
Schocksymptomatik und einen erhdhten systemischen Widerstand, jedoch
ebenfalls eine Reduktion des Herzzeitindex und der Sauerstoffversorgung.
Dazu trat gehauft eine pulmonalarterielle Hypertonie auf®®. Die Phase Il Studie
wurde wegen einer 10% hoheren Mortalitatsrate in der Verum-Gruppe mit einer
Haufung kardiovaskulérer Todesfalle abgebrochen®.

Die unbefriedigenden Ergebnisse der unselektiven NOS-Hemmung fihren zu
der Idee einer hoch selektiven Blockade einzelner NOS-Isotypen.

So existieren Hinweise, dass die selektive Hemmung der iNOS uberzeugendere
Ergebnisse liefern konnte. Matejovic et al. konnten an septischen Schweinen
demonstrieren, dass N-(3-(Aminomethyl)Benzyl)Azetamidin (1400W) und L-
N6(1-Iminoethyl)-Lysin (L-NIL) sich auch positiv auf die Hypotension und den
GefalBwiderstand auswirkten, jedoch ohne eine myokardiale Depression zu
verursachen®?’,

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen indes eine positive Wirkung der
selektiven iNOS Blockade durch 1400W auf die kardiale Funktion und das

Uberleben septischer Mause.

Insgesamt sind die Ergebnisse, die Behandlung der septischen
Kreislauferkrankung mittels NOS-Inhibiton betreffend, noch sehr variabel und
speziell im klinischen Setting sehr erniichternd.

Da der Einfluss der jeweiligen NO-Synthasen auf die septische Hamodynamik
und die Mortalitat jedoch bisher nicht eindeutig geklart werden konnte (siehe
1.2.2.) fehlt hier eine verlassliche Grundlage, auf der eine Therapie mittels
selektiver NOS Hemmung basieren kénnte.

Zudem weisen die einzelnen Studien eine groRe Variabilitat auf, was die Art der
Versuchstiere, des eingesetzten Sepsismodells, des Blockers sowie dessen

Dosierung und die sonstige Therapie betrifft.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Sepsis ist eine medizinisch und volkswirtschaftlich &ufRerst relevante
Erkrankung mit steigender Inzidenz. Trotz aller Fortschritte der modernen
Intensivmedizin und neuer Therapieansatze bleibt die Mortalitatsrate der Sepsis
und des septischen Schocks auffallend hoch.

Einen groBen Anteil daran hat die kardiovaskulare Dysfunktion, welche auf
einer  katecholaminresistenten  Vasodilatation und der  septischen
Kardiomyopathie basiert.

Fur eben diese Dysfunktion spielt Sickstoffmonoxid, welches im Rahmen einer
Sepsis vermehrt gebildet wird, Gber diverse Mechanismen eine zentrale Rolle.
Welche NO-Synthase, in welchem MaRe fur die gesteigerten NO-Spiegel
verantwortlich ist, bleibt bis heute unklar.

Aus diesem Grund fehlte bisher auch eine solide Basis, um die NO-Synthasen
als Therapieziel einzubeziehen, was zu den desillusionierenden Resultaten

préklinischer und klinischer Studien fuhrte.

Daher liegen der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen zugrunde:

e Wie wirkt sich in einem murinen Modell die Sepsis auf NO-Spiegel,
kardiozirkulatorische Funktion, Inflammation, INOS Expression und
Uberleben aus?

e Welche NO-Synthase ist fir den NO-Anstieg wahrend einer Sepsis
verantwortlich?

e Welche Bedeutung haben die einzelnen NO-Synthasen fur die
kardiozirkulatorische Funktion, die Entzindungsreaktion sowie die

Uberlebensrate septischer Mause?
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2. Material und Methoden

2.2. Versuchstiere

Verwendet wurden mannliche C57-Black6é Wildtyp-Mause sowie eNOS
Doppelknockout-Mause (eNOS™)? mit einem Korpergewicht von 25-35 Gramm
und einem Mindestalter von sechs Wochen. Unterbringung und Pflege sowie
R&aumlichkeiten und Personal stellte das Institut fir Versuchstierkunde der
RWTH-Aachen zur Verfigung.

Fur die medizinische Versorgung war der Versuchsleiter mit Unterstitzung von
Veterindrmedizinern des Institutes fur Versuchstierkunde verantwortlich.

Die Tiere wurden in Kafigen der Grof3e 3 in Gruppen auf Holzgranulat gehalten.
Die Raumtemperatur betrug 19-21°C bei angestrebter Luftfeuchtigkeit von 50-
60%. Es bestand ein 12-Stunden-Tag/Nacht-Zyklus und die Versuche wurden
zur Vermeidung zirkadianer Schwankungen zur gleichen Tageszeit
durchgefuhrt.

Die Tiere erhielten Altromin Ratte/Maus Zuchtfutter und Wasser ad libitum.
Somit lagen nach 82 des Tierschutzgesetzes artgerechte Haltungsbedingungen

Vvor.

2.3. Ubersicht des Versuchsablaufes

Baseline — 12h postop

* Blutprobe » Applikation des * invasive
selektiven iNOS- Hamodynamik
Inhibitors (1400W) /

nNOS-Inhibitors L
(L-VNIO) * Herzentnahme
» Sepsisinduktion (CLP) <+ NOx- Level Plasma/
Gewebe

* Immunhistologie

* RT-PCR (iNOS-
Expression)

Abbildung 2.1: Ubersicht tiber den gesamten Versuchsablauf
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Zunachst erfolgte eine Baseline-Blutentnahme. AnschlieBend wurden die
selektiven NOS-Blocker 1400W (iNOS) oder Vinyl-L-NIO (nNOS) appliziert und
eine Sepsis durch Coecum-Ligatur-und-Punktion (CLP) induziert.

12 Stunden nach der Operation erfolgten die invasive Messung der
hamodynamischen Parameter sowie die Entnahme einer weiteren Blutprobe
und des Herzens. In Gewebe und Plasma wurden die NOy-Level gemessen und
das Gewebe der Immunhistologie sowie der INOS-Expressionsanalyse
zugefuhrt.

2.3. Blutentnahmen und Applikation der NO-Synthase Inhibitoren

Die Blutentnahmen fir die Baselinewerte und die Gabe der NOS-Inhibitoren
erfolgte praoperativ an tief narkotisierten Tieren (siehe 2.4.).

Zur Gewinnung der basalen Blutproben flhrten wir zunachst eine
transthorakale Punktion des Herzens mit einer 1ml Tuberkulinspritze
(Tuberculin Syringe, BD, Franklin Lakes, USA) durch und entnahmen ohne
starken Sog auszuiben 200ul Vollblut. Dieses wurde dann fur die weitere
Analyse aufbereitet (siehe 2.9.).

Die Verabreichung des selektiven iNOS-Inhibitors 1400W (13,2 mg/kg KG -
Alexis Biochemicals, Buttler Pike, USA) erfolgte durch praoperative Injektion
eines subkutanen Depots (6,6 mg/kg KG gelost in 0,9% NaCl) und eine
postoperative intraperitoneale Injektion gleicher Dosis zur sofortigen Wirkung.
Der nNOS-Inhibitor L-VNIO (Alexis Biochemicals) wurde (ber osmotische
Minipumpen mit einem Gesamtvolumen von 100ul (Alzet Micro-Osmotic Pump,
Model 1003D, Durect Corporation, Cupertino, USA) appliziert. Diese wurden in
Folge der Sepsisinduktion in den Retroperitonealraum eingebracht und
verblieben dort bis zum Versuchsende. Die Pumpen gaben stindlich 1ul der
L6ésung ab. Damit wurde den Tieren uber den gesamten Versuchsablauf 0,5
mg/kg KG/Tag des selektiven nNOS-Inhibitors verabreicht.

Die abschlieBende Blutentnahme erfolgt vor Entnahme der Herzen am offenen
Thorax abermals durch eine kardiale Punktion mit anschlieRender

Probenaufbereitung.

-27-



2. Material und Methoden

2.4. Sepsisinduktion durch Coecum Ligatur und Punktion (CLP) sowie

Sham-Operation

Zur Erzeugung eines klinisch relevanten Sepsismodells erfolgte die Induktion
einer diffusen, kotigen Peritonitis mittels einer Coecum Ligatur und Punktion
(CLP).

Hierzu wurden die Tiere zunachst andsthesiert. Dies erfolgte durch eine
intraperitoneale Gabe von S-Ketaminhydrochlorid (60ug/g Korpergewicht -
Ketanest S®, Parke-Davis/Pfizer Pharma, Berlin) und Xylazinhydrochlorid
(10pg/g Korpergewicht - Xylazin 2%, Bernburg AG, Bernburg). Eine
ausreichende Narkosetiefe wurde mittles ,tail pinch®, d.h. dem Setzten eines
Schmerzreizes an der Schwanzwurzel tGberpruft.

War dies gegeben, wurde das Fell im Abdominalbereich mit einem
Kleintierrasiergerat (Favorita II, Aesculap AG, Tuttlingen) entfernt und die
Méause auf dem 37°C warmen Operationstisch in Rickenlage an Schwanz und
Extremitaten fixiert.

Die Haut im Operationsgebiet wurde nun groR3flachig mit Povidon-lod Lésung
(Betaisodona® Losung, Mundipharm GmbH, Limburg) desinfiziert.
Anschliel3end erfolgte eine mediane Unterbauchlaparotomie. Hierzu wurde die
Haut mit einer anatomischen Pinzette etwas angehoben und mit Hilfe einer
gebogenen chirurgischen Schere (FST 14075-11, Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg) auf einer Strecke von 10-15mm inzidiert.

Zur Eroffnung der Bauchhohle wurden mit einer feinen, geraden Schere (FST
14088-10) die Linea alba und das Peritoneum ebenfalls auf einer Lange von ca.
10mm in medianer Schnittfihrung eréffnet.

Anschlieend wurde unter Zuhilfenahme zweier, mit isotonischer
Kochsalzlosung (NaCl) getrankter Wattestdbchen vorsichtig, unter Schonung
der umliegenden Strukturen das Coecum mobilisiert, auf der gesamten Lange
dargestellt und auf einer sterilen mit NaCl befeuchteten Kompresse platziert.
Nun erfolgte die Ligatur des Coecums unmittelbar distal der lleozoekalklappe
mit einem 5-0 PH-Seidenfaden (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt) wobei streng drauf geachtet wurde, das Lumen von lleum und
Colon nicht einzuengen, um einen postoperativen mechanischen Illeus zu

vermeiden.
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Anschlielend wurde das Coecum mit einer 20G Kanule nach der ,durch und
durch“ Methode von der antimesenterialen Seite her so punktiert, dass die
Kanudle im Lumen bis zum erneuten Austritt weiter distal vorgeschoben wurde.
Um einen sofortigen Verschluss der Punktionsstellen zu vermeiden wurde nun
aus den zwei resultierenden Punktionsstellen durch manuelle Kompression ein
wenig Stuhl herausgedriickt, so dass beide Offnungen diskret mit Stuhl
versehen waren. Mittels der feuchten Wattestabchen wurde das Coecum nun
wieder vorsichtig zurlick in die Abdominalh6hle reponiert.

Peritoneum, Muskulatur und Haut wurden adaptiert und mit 4-0 PH-Seide
(Ethicon) in Einzelknopftechnik verschlossen. Abschlieend wurde die Wunde

erneut mit der Povidon-lod LOsung desinfiziert.

Die Kontroll-Operation, im folgenden Sham-Operation genannt, erfolgte exakt in
gleicher Weise. Hierbei wurde jedoch sowohl auf die Ligatur der Coecums, als
auch auf dessen Punktion verzichtet und der unversehrte Darm zurick in die
Abdominalhdhle reponiert. So ist davon auszugehen, dass bei den Sham-

operierten Tieren keine Sepsisinduktion erfolgte.

Unmittelbar postoperativ wurden alle Tiere mit einer Volumensubstitution durch
subkutane Injektion von 0,9% isotonischer NaCl Ldsung (0,05 ml/g
Kdrpergewicht) versorgt und bis zum Ende der Narkose unter einer 37°C
warmen Warmelampe platziert. Im postoperativen Verlauf wurde zur
ausreichenden Analagesie alle sechs Stunden (x1h) Tramadol® (20ug/kg
Korpergewicht — Grunenthal GmbH, Aachen) subkutan appliziert, sowie
weiteres Volumen verabreicht.

Wasser und Futter standen den Mausen ad libitum bereit.
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Abbildung 2.2: Rasur und Desinfektion Abbildung 2.3: Er6ffnung des

des OP-Gebietes, Fixierung auf dem OP- Abdomens
Tisch

i
N g
Punktionsstell k I

S, Vol

Abbildung 2.4: Mobilisation und Ligatur Abbildung 2.5: Punktion des Coecums
des Coecums

Abbildung 2.6: Verschluss des Abbildung 2.7: Volumensubstitution
Abdomens
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2.5. Uberlebenszeit septischer und nicht-septischer Versuchstiere
Zunachst wurde in einer ersten Versuchsreihe an einer separaten
Mausepopulation die Uberlebenszeit der verschiedenen Versuchstiergruppen
ermittelt.

Dazu wurden sowohl Wildtypmause als auch eNOS”-Mause der CLP-
Operation unterzogen.

Zudem erfolgte jeweils eine préoperative Applikation des selektiven INOS
Inhibitors 1400W bzw. die Gabe des nNOS Inhibitors L-VNIO oder eines
Placebos. Diese 6 Gruppen wurden postoperativ unter stindlicher Kontrolle
engmaschig tUber den Zeitraum von mindestens 118 Stunden Uberwacht und

der Todeszeitpunkt festgehalten.

2.6. Invasive Druck-Volumen Messung mittels Miniaturkatheter

Die invasive Druck-Volumen Messung in der Aorta ascendens und im linken
Ventrikel wurde 12 + 2 Stunden postoperativ nach CLP- bzw. Sham-OP
durchgeftihrt. Dabei wurden in allen Versuchstiergruppen Baselinewerte und die

Werte nach intraperitonealer Applikation von Noradrenalin aufgezeichnet.

2.6.1. Versuchsaufbau und Praparation

Die Mause wurden mit Urethan (1 molar, 1,5g/kg Korpergewicht — ICN
Biomedicals GmbH, Frankfurt a.M.) anasthesiert und die Narkosetiefe durch
Ltail pinch® Uberprift.

Die ausreichend narkotisierten Tiere wurden in Rickenlage an Schwanz und
Extremitaten auf einem 37°C warmen Operationstisch fixiert.

Als Erstes wurde die Haut auf der rechten Seite des Halses mittels einer
gebogenen chirurgischen Schere (FST 14075-11) in Hohe des Kehlkopfes auf
einer Strecke von ca. 2cm in kraniokaudalem Verlauf inzidiert. Die erdffnete
Haut wurde mit gebogenen Mikropinzetten (BD333R, Aesculap AG) retrahiert.
Die weitere Praparation erfolgte nun zur besseren Darstellung der
anatomischen Strukturen mit Hilfe eines Lichtmikroskops (MZ9.5, Leica
Microsystems, Wetzlar).

Zunachst wurden die unter der Haut gelegenen Speicheldrisen mit den
gebogenen Mikropinzetten mobilisiert und seitlich aus dem OP-Gebiet

geschwenkt. Die nun sichtbaren subkutanen Faszien der geraden
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Halsmuskulatur wurden vorsichtig auseinandergezogen und eroffnet. Nach
anschlielBender Lateralisierung der geraden Halsmuskulatur kam die Trachea
zur Darstellung. In der Tiefe imponierte nun die etwa 2 mm neben der Trachea
liegende Vagina carotica mit der Arteria carotis communis, der Vena jugularis
und dem Nervus vagus. Nach Eroffnen der Gefalnervenscheide erfolgte die
behutsame Mobilisierung der A. carotis communis mit Hilfe der gebogenen
Mikropinzetten. Sie wurde auf einer Lange von ca. 1,5 cm unter umsichtiger
Schonung der benachbarten Strukturen, insbesondere des Nervus vagus, bis
zur Bifurkation dargestellt.

Nun erfolgte die proximale Ligatur der Arterie direkt kaudal der Bifurkation
mittels eines 5-0 PH-Seiden Fadens, der zur besseren Darstellung des
Arterienverlaufes mit leichter Spannung mittels Klebeband am OP-Tisch fixiert
wurde. Etwa 1-2cm kaudal der Gefaldligatur wurde die Arterie mit einem
Gefaliclip (FST 18055-04) abgeklemmt, so dass ein vom Blutfluss
ausgeschalteter Gefal3abschnitt entstand.

AnschlieRend wurde das Gefald in diesem Abschnitt mittels einer geraden
Sprungschere (FST 15003-08) in horizontaler Richtung ertffnet. Dies erfolgte
gerade soweit, dass der im AufRendurchmesser 1,4 French messende Druck-
Volumen-Miniaturkatheter (SPR 839, Millar Instruments, Houston, USA)
eingefuhrt werden konnte. Nach Vorschieben des Katheters uber einige
Millimeter in das Gefal3lumen hinein, wurde dieser mittels 5-0 PH-Seide locker
im Gefal3 fixiert. AnschlieRend wurde die GefalRklemme gelést, um unter
Kontrolle der Druck-Volumen Werte ein weiteres Vorschieben uber die A.
carotis communis, den Truncus brachiocephalicus und die aszendierende Aorta
bis in den linken Ventrikel zu erméglichen. Der Katheter wurde vor jedem

Versuch mit 0 und 180 mmHg als Unter- bzw. Obergrenze neu kalibriert.
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Abbildung 2.8: Praparierte A. carotis Abbildung 2.9: A. carotis communis
communis mit Ligaturen und Gefalclip

Abbildung 2.10: Er6ffnung des Abbildung 2.11: Er6ffnetes Lumen
GefaBBlumens der A. carotis communis

Abbildung 2.12: Millar Katheter in der
A. carotis communis
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2.6.2. Versuchsdurchfuhrung

2.6.2.1. Messwerte
Der Miniaturkatheter wurde per Interfacebox (PO—Box Analog Interface — 16,
emka Technologies s.a., Paris, Frankreich) mit einem PC verbunden und

folgende Messwerte konnten wahrend des Versuchsablaufes in Echtzeit mittels

der Software IOX (emka Technologies s.a.) erhoben werden:

Tabelle 2.1: Aufgezeichnete Messwerte des Druck-Volumen-Katheters

Messwert Einheit Erlauterung
LVDP mmHg Linksventrikular entwickelter Druck
Differenz aus maximalem und minimalem
DP mmHg
Druck
Maximale Druckanstiegsrate wahrend der
dP/dtax mmHg/s .
Kontraktion
Maximale Druckabnahmerate wahrend der
dP/dty, mmHg/s _
Relaxation
LVESP mmHg Linksventrikular endsystolischer Druck
LVEDP mmHg Linksventrikular enddiastolischer Druck
Relative Volumen
EDV o Enddiastolisches Volumen
Einheit [RVU]
ESV RVU Endsystolisches Volumen
SV RvU Schlagvolumen
(6{0) RvU Herzzeitvolumen (SVXHR)
HR Schlage/min Herzfrequenz

Um die kontraktile Funktion des Herzens zu bestimmen wurde der LVDP sowie

der dP/dtyax untersucht.

Der Left-Ventricular-Developed-Pressure
endsystolischen Druck (LVESP) abzuglich des enddiastolischen Druckes

(LVEDP) und spiegelt somit den vom linken Ventrikel aufgebrachten

Druckunterschied wider.

Der dP/dtnax-Wert entspricht der maximalen Druckanstiegsrate wahrend der

Kontraktionsphase.

(LVDP)
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Beide Werte bilden also die kontraktile Funktion des Herzens zuverlassig ab
und eignen sich somit fur die Untersuchung der myokardialen Depression
wahrend der septischen Kreislauferkrankung.

Das Ausmal} der bereits beschriebenen Katecholaminresistenz wurde anhand
der Reaktion auf die Gabe des sympathomimetisch wirksamen Noradrenalins

verifiziert.

2.6.2.2. Protokoll der Versuchsdurchfiihrung
Das Protokoll zum Versuchsablauf der Katheteruntersuchung wurde in der
Software 10X geschrieben und gespeichert. So konnte es zu jedem Versuch
standardisiert abgearbeitet und die Daten akquiriert werden.
Das Protokoll umfasste 3 Phasen:

1) Baseline Aorta

2) Baseline linker Ventrikel

3) Noradrenalingabe

In den einzelnen Abschnitten wurden die Daten automatisch kontinuierlich
erfasst und gespeichert, sodass sie zu jeder Zeit dem jeweiligen Abschnitt des

Versuches zuzuordnen waren.

Unmittelbar nach dem Offnen des GefafRclips konnten auf dem Monitor die
Druckkurve sowie eine Druck-Volumen-Schleife in Echtzeit beobachtet werden.
Mittels dieser Kontrolle wurde der Katheter vorsichtig tUber die A. carotis
communis in die Aorta ascendens vorgeschoben. Hier wurden nun eine Minute
lang die unter 2.6.2.1 aufgelisteten Druck-Volumen Daten erhoben und
gespeichert.

Anschlieend erfolgte unter grofRer Vorsicht, um die Aortenklappe nicht zu
beschadigen, das Vorschieben der Katheterspitze in den linken Ventrikel.
Hierbei war darauf zu achten, dass die Spitze des Katheters nicht an der
Herzinnenseite anlag und regelrechte Druck-Volumen-Kurven zur Darstellung
kamen. Auch hier erfolgte die einminttige Datenerfassung.

Nun wurde Arterenol® (40ug/kg/min - Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt a.M.)
Uber eine Spritzenpumpe (Precidor, Infors AG, Basel, Schweiz) kontinuierlich

intraperitoneal appliziert und anhand der Echtzeitdarstellung unserer
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Messdaten der Wirkungseintritt bis zu einer Plateauphase beobachtet. Hier
wurden nun abermals fur eine Minute die Daten aufgezeichnet.

Nach Beendigung des Versuches wurde das Gefal3 zugig mittels der kaudalen
Ligatur nach vorsichtiger Entfernung des Katheters wieder verschlossen.

2.7. Verwendete Medikamente

2.7.1. Urethan

Urethan gehdrt chemisch zur Gruppe der Carbamate.

Es ist ein Anasthetikum, welches vielfach in Tierversuchen verwendet wird, da
es kaum Einfluss auf das Autonome- und Herz-Kreislauf-System hat. Es bewirkt
eine langanhaltende, gleichbleibende  Narkosetiefe  mit  erheblicher
Erholungszeit, was in der langsamen hepatischen Metabolisierung begrindet
liegt und es fur den Einsatz bei langeren chirurgischen MalRnahmen
pradestiniert.

Es kann zudem Uber verschiedene parenterale Zugange appliziert werden. Da
es sowohl hepatotoxisch als auch kanzerogen ist, wird es nur zur Narkose von
Versuchstieren verwendet, welche anschlieRend euthanasiert werden®.
Urethan wirkt sowohl inhibitorisch als auch exzitatorisch an verschiedenen
lonenkandlen des ZNS. Es potenziert die Stimulation des neuronalen
nikotinischen  Acetylcholin-Rezeptors, des y-Aminobuttersaure(GABA)a-
Rezeptors und des Glyzin-Rezeptors. Aul3erdem erfolgt eine moderate
Hemmung der glutaminergen Transmitterrezeptoren N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) und a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure (AMPA).

Da mit Urethan narkotisierte Tiere ein sehr ahnliches physiologisches und
pharmakologisches Verhalten aufweisen wie nicht narkotisierte Tiere, eignet
sich diese Substanz hervorragend zur Untersuchung hamodynamischer
Parameter wie der invasiven Druck-Volumen-Messung'®.

Urethan wurde ausschlie3lich zur finalen Narkose verwandt und in einer 1-

molaren Konzentration intraperitoneal appliziert.
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2.7.2. Ketamin und Xylazin

Die Anasthesie vor CLP- bzw- Sham-Operation erfolgte gewichtsadaptiert als
intraperitoneale Injektion mittels S-Ketaminhydrochlorid (60ug/g Korpergewicht)
und Xylazinhydrochlorid (10ug/g Korpergewicht). Durch diese Kombination und
Dosierung wird eine zuverlassige Sedation, Relaxation und Analgesie
erreicht®*,

S-Ketaminhydrochlorid weist einen komplexen Wirkmechanismus an
verschiedenen Rezeptoren auf. Es ist ein nicht-kompetitiver Antagnonist am
exzitatorischen NMDA-Rezeptor und senkt dadurch die nozizeptive
Neurotransmission im ZNS. Es wirkt agonistisch an Opiatrezeptoren und hat
Einfluss auf die zentrale und periphere monoaminerge und cholinerge
Ubertragung. Des Weiteren hemmt es die periphere Wiederaufnahme von
Katecholaminen. Insgesamt fuhrt dies zu einer ,dissoziativen Anasthesie®,
einem Kkataleptischen Zustand mit Bewusstseinsverlust, Analgesie und
Amnesie®®.

Xylazinhydrochlorid gehort in die Gruppe der a-Agonisten und wirkt an
zentralen und peripheren a-Adrenorezeptoren. Es wirkt sedativ, analgetisch und
muskelrelaxierend. Durch Senkung des zentralen Sympathikotonus kommt es
zu einer Kardiodepression mit negativ inotropen und chronotropen Effekten und
einem Blutdruckabfall®®.

Im Gegensatz zu den kardiovaskularen Effekten kommt es bei der
Ketamin/Xylazin Narkose nur 2zu einer geringen Beeinflussung der

101

Atemtatigkeit™ ", was eine Intubation und Beatmung der Versuchstiere nicht

erforderlich machte.

2.7.3. 1400W

1400W (N-(3-(Aminomethyl)Benzyl)Azetamidin) ist der bisher selektivste aller
beschriebenen iNOS Blocker*. Er ist bei in vitro Versuchen 5000-fach
selektiver fir humane INOS gegentiber eNOS und 200-fach selektiver
gegeniber nNOS. In Experimenten mit Rattenaorta konnte eine 1000-fach
hohere Selektivitat fur INOS gegenuber eNOS gezeigt werden. Die Hemmung
der INOS scheint nahezu irreversibel zu sein und ist von NADPH als Kofaktor

abhangig.
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1400W ist zell- und gewebegangig und weiterhin besteht im Gegensatz zu
anderen INOS Blockern eine geringe Toxizitat. Eine kontinuierliche Infusion von
120mg/Tag uber sieben Tage wird von Ratten toleriert. Erst eine intravendse
Bolusinjektion von 50mg/kg Korpergewicht ist bei Ratten und Mausen letal'®.
Es besteht also eine grol3e therapeutische Breite, um eine adaquate, selektive

Hemmung der iNOS zu erreichen.

2.7.4. Vinyl-L-NIO (L-VNIO)

Vinyl-L-NIO  (N°-(1-imino-3-butenyl)-L-ornithin) ist der, fir murine Zwecke
selektivste, kommerziell erhaltliche nNOS-Inhibitor. Es weist fur Ratten nNOS
eine Inhibitionskonstante von Ki=0,1um auf, fiur murine iNOS K;=60pum und fur
bovine eNOS Ki=12um auf. Fur humane NOS Formen ist dieser Blocker jedoch
nur relativ gering selektivi®®. Es liegen bisher keine rein murinen
Selektivitatsanalysen fir alle NOS Formen vor. Die Hemmung der nNOS st

kompetitiv zu L-Arginin und auch hier von NADPH als Kofaktor abhéngig*®>.

2.7.5. Noradrenalin

Noradrenalin ist ein Katecholamin und Botenstoff des sympathischen
Nervensystems. Es wirkt als Agonist an a - und geringer auch an f31-
Rezeptoren.

Eine Bindung an a;-Rezeptoren fuhrt zu einer G-Protein-vermittelte Aktivierung
der Phospholipase C. Diese spaltet Phosphatidylinositol in Inositol-1,4,5-
Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP3; setzt intrazellular Calcium-
lonen frei und fihrt so zu einer Tonuserhéhung der glatten Gefaldmuskulatur.
Es kommt zur Vasokonstriktion mit Nachlaststeigerung.

Die Stimulation der B1-Rezeptoren fuhrt, ebenfalls G-Protein gekoppelt, zu einer
Erhdhung des intrazellularen cAMP-Levels, welches die Proteinkinase A
aktiviert. Diese phosphoryliert Calcium-Kanéle in den Kardiomyocyten, deren
Offnungsneigung erhoht wird, und so kommt es uber Erhoéhung des
intarzellularen Calciumspiegels zur positiv inotropen Wirkung am Herzen®,

Im septischen Schock gilt Noradrenalin als das Mittel der Wahl und ist somit gut
geeignet, die im septischen Schock vorherrschende Vasoplegie mit
Katecholaminresistenz (siehe 1.2.2) im vorliegenden Modell zu Uberprifen.
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2.8. Bestimmung der NOx-Spiegel im Plasma und im Gewebe

Zur Bestimmung von Nitrit und Nitrat als Oxidationsprodukte des
Stickstoffmonoxids im  Plasma wurde die reduktive Gasphasen-
Chemilumineszenzdetektion (CLD), sowie die Hochleistungs-Flissig-
Chromatographie (HPLC = High Performance Liquid Chromatography)

verwendet.

2.8.1. Reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz

Zur Detektion des Nitritgehaltes im Plasma wurde die Methode der Reduktiven
Gasphasen-Chemilumineszenz (CLD) verwendet. Es ist eine Methode mit
hoher Sensitivitat und Spezifitdt, um NO in flissigen oder gasformigen Proben
zu messen®’,

Die Methode beruht auf der Messung von Lichtquanten, die stéchiometrisch bei
der Reaktion von NO mit Ozon freigesetzt werden.

Die Messungen wurden an einem NO-Analysator der Firma Eco Physics (CLD
88, Eco Physics, Durnten, Schweiz) durchgefiihrt, welchem eine Apparatur
vorgeschaltet war, die die Freisetzung von NO aus der Probe und die Zuleitung
des gasformigen Molekils ermdglichte (Siehe Abbildung 2.13).

Zur Messung des NO Gehaltes wurden jeweils 100ul der flissigen Proben
dreifach mit einer gasdichten Spritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton AG, Bonaduz,
Schweiz) durch eine Kunststoffmembran in die Reaktionskammer injiziert.

Im ReaktionsgefalR befand sich ein reduktive, iodhaltige Reaktionsldsung aus
1,62g Kaliumiodid und 0,57g lod, gelést in 15mlI HPLC-Wasser und 202,5ml
Essigsaure. Diese LOsung wurde durch ein 60°C warmes Wasserbad erhitzt
und setzt aus dem, in der Probe enthaltenem Nitrit Nitrosoniumionen (NO®) frei,

welche mit dem lodid (I) weiter zu NO reagierten.

NO, +2H" = NO™ + H,O
NO™ + I > ONI

2 ONI > 2NO*® + 1,

Helium als inertes Gas wurde mit konstantem Fluss Uber eine Glasfritte durch

diese Reaktionslosung geleitet und transportierte so das, auf diese Weise

-39 -



2. Material und Methoden

aguimolar aus Nitrit gebildete, gasférmige NO Uber ein Kuhlsystem und zum
Abfangen hoherer Stickoxide durch einen mit 1M Natriumhydroxid (NaOH)
gefullten und via Eis gekuhlten Glasbehélter in den Analysator. Das Kihlsystem
dient der Verhinderung einer Verunreinigung des Analysators sowie der
Vermeidung von Stoérsignalen.

In der Reaktionskammer des Analysators wurde die Konzentration des
zugeleiteten NO nun mittels einer Photoreaktion bestimmt. Hierzu wurde der
Kammer aus Sauerstoff generiertes Ozon unter konstantem Fluss zugefuhrt,
welches mit NO zu Stickstoffdioxid (NO,) reagiert. Diese Reaktion lauft sehr
schnell ab (107 Pmol™*s™ bei Raumtemperatur), so dass auch sehr schnelle
Anderungen der NO Konzentration detektiert werden kénnen'®. Ein Teil des
gebildeten NO, befindet sich nach der Reaktion in einem angeregten Zustand
(NO,). Diese Uberschiissige Energie des angeregten Zustandes wird dann in

Form von Lichtquanten (hv) emittiert.

NO, = NO, + hv

Das emittierte Licht befindet sich im Rot- und Infrarotbereich mit Wellenlangen
von ca. 640-3000nm und ist fur einen grof3en Konzentrationsbereich linear
proportional zum NO-Gehalt der Probe'®.

Die schwache Rotlichtemission wurde durch einen Photoverstarker erfasst, der
von der Reaktionskammer durch einen Rotlichtfilter getrennt war. Die
Temperatur des Photoverstarkers wurde konstant gehalten, da die
Lichtemission der Chemilumineszenzreaktion von Ozon und NO
temperaturabhéngig ist. Ebenso musste der Fluss der einstromenden Gase
Helium und Ozon konstant gehalten werden®®.

Die Grol3e des Signals wurde als Flache unter der Kurve bestimmt. Vor jeder
Analyse wurde ein wassriger Nitritstandard zur Eichung der Anlage
aufgegeben.

Zur Aufnahme und Auswertung der Daten diente ein PC mit der Software
Euchrom (Knauer GmbH, Berlin, Deutschland) der uber eine Interfacebox

(Knauer GmbH) mit der CLD-Anlage verbunden war.
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Abbildung 2.13: Aufbau der CLD-Anlage

2.8.2. Hochleistungs-Flissig-Chromatographie (HPLC)

Die Messung von Nitrat im Plasma erfolgte mit dem automatischen NOy-
Analysator ENO-20 (Eicom, Kyoto, Japan). Die Plasmaproben wurden in den
vorgeschalteten Autoinjektor 719AL (Eicom) gegeben.

Die Messung in diesem Gerat basiert auf einer Kombination aus
Umkehrphasen-Chromatographie und einer Azokopplung.

Nitrit und Nitrat wurden dabei zunéchst durch eine Umkehrphase-
Separationsséaule getrennt, welche mit Polystyrol-Polymeren (NO-PAK
4,5x50mm, Eicom) gepackt war.

Weiterhin  wurde in einer, mit Kupfer-Kadmiumgranulat geftliten
Reduktionssaule (NO-RED, Eicom) Nitrat zu Nitrit reduziert.

Das primare, sowie das aus Nitrat reduzierte Nitrit wurden in einer
Reaktionsschleife mit  Griess-Reagenz (Sulfanilamid und N-(1-

naphthyl)ethylendiamin) versetzt und ein rotlicher Diazofarbstoff entstand.
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N-(1-naphthyl)ethylendiamin Diazoprodukt

Abbildung 2.14: Azokupplungsreaktion (modifiziert nach Bryan N.S.'°)

Die Absorption des Diazofarbstoffes wurde bei 540nm Wellenlange von einem
Durchflussspektrophotometer (NOD-10, Eicom) gemessen und ist proportional
zur  Nitritkonzentration. Der Nitritpeak erschien 4,5 Minuten nach
Probeninjektion, der von Nitrat nach 8 Minuten.

Separations- und Reduktionssaule, sowie die Reaktionsschleife waren von
einem konstant 35°C warmen Gehause umgeben.

Die mobile Phase, bestehend aus 10% Methanol mit 0,15M NaCIl/NH4CI und
0,5 g/l EDTA-4Na wurde per Pumpe mit konstantem Fluss von 0,33ml/min ins
System geleitet. Das Griess-Reagenz, bestehend aus 1,25% HCI mit 5g/I
Sulfanilamid und 0,25 g/l N-(1-naphthyl)ethylendiamin wurde mit konstanten
0,1ml/min in die Reaktionsschleife gepumpt***2,

Das System ist in der Lage Nitrit bis zu einem Schwellenwert von 1nmol/l zu

detektieren*?,
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Abbildung 2.15: Aufbau des ENO-20 NO-Analysators (modifiziert nach Bryan N.S.llo)

2.9. Probenaufbereitung zur Bestimmung von Nitrit mittels CLD und
Nitrat mittels HPLC

Die gewonnenen Vollblutproben wurden mit Heparin (Heparin-Natrium, B.Braun
AG, Melsungen) als Antikoagulanz versehen (1 1U/ml) und fur 1 Minute bei 4°C
und 5000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der plasmatische Uberstand
abgenommen und bei - 80°C eingefroren. Vor der Messung wurden die Proben
aufgetaut, im Verhaltnis 1:1 mit Methanol vermischt und bei 4°C fir 10 Minuten
bei 10.000 x g zentrifugiert um Proteine auszufallen. Nun konnten die

Plasmaproben der Analyse zugefiihrt werden*.

Die Mauseherzen wurden unmittelbar nach der Enthahme aus dem Thorax
kanuliert und mit einer NEM/EDTA L6sung blutfrei gespult. Die Losung enthielt
100mM NEM (N-Ethylmaleimid) und 2,5mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat) in
0,9% NaCl Loésung.
EDTA ist ein Chelator, der zweiwertige Metallkationen bindet und dadurch den
Kupferionen vermittelten RxNO-Abbau verhindert. NEM verhindert durch
Alkylierung von Thiolgruppen die artifizielle Entstehung von Nitrosothiolen**°.
Die Herzen wurden nun in flissigem Stickstoff eingefroren und mittels eines
Glas-auf-Glas Homogenistators (Homogen™S, Schiitt-Biotec GmbH, Géttingen)
in eiskaltem NEM/EDTA Puffer homogenisiert und die Proben der Analyse
zugefuhrt.
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2.10. INOS Expressionsbestimmung mittels quantitativer RT-PCR

Um die Expression von iNOS im Herzgewebe 12 Stunden nach Sepsisinduktion
zu bestimmen wurde zunachst die RNA aus dem Gewebe isoliert, in cDNA
umgeschrieben und deren Menge dann mittels quantitativer Real-Time-PCR
(QRT-PCR) bestimmt.

2.10.1. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des ,RNeasy® Fibrous Tissue Kit* (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland) nach Gebrauchsanweisung.

Hierbei wurden die Zellen zunéchst lysiert um die RNA freizusetzen. Dies
geschah durch einen stark denaturierenden, Guanidinisothiocyanat (GITC)
enthaltenden Puffer, durch den RNasen sofort effizient inaktiviert werden,
sodass die Isolierung einer intakten RNA gewéahrleistet wurde. Dann wurden die
Proben  mechanisch  homogenisiert, (Glas-auf-Glas = Homogenistator

Homogen®""s

) um hochmolekulare genomische DNA und Zellbestandteile zu
spalten und die Viskositat des Lysates zu reduzieren.

Anschliel3end wurde durch Hinzugabe von Proteinase K Losung und Inkubation
(55°C — 10min) ein Proteinverdau von Strukturproteinen initiiert.

Diese Losung wurde dann zentrifugiert (3min — 10.000 x g) und der Uberstand
in einem neuen Reaktionsgefald mit Ethanol (96-100%) vermischt, um optimale
Bindungsbedingungen einzustellen. AnschlieRend wurde diese Losung auf die
RNeasy Minisdule aufgetragen, in der an einer Silicagel-Membran die Gesamt-
RNA haften bleibt. Um eine Verunreinigung mit DNA zu vermeiden wurde
zudem eine DNAse Losung auf die Saule gegeben. Durch mehrmaliges
Zugeben von verschiedenen Puffern und anschlieendem Zentrifugieren
wurden die Ubrigen Substanzen effektiv ausgewaschen.

Zuletzt wurde die Saule in ein neues Collection-Tube gegeben, RNAase-freies
Wasser direkt auf die Silicagel-Membran pipettiert und fir eine Minute bei 2=
8000 x g zentrifugiert. So erhielt man ein Eluat mit aufgereinigter RNA.

Mit der RNeasy Methode werden RNA-Moleklle mit einer Ladnge von utber 200
Nukleotiden isoliert. Da die meisten RNA-Spezies mit < 200 Nukleotiden Lange
(z. B. 5,8SrRNA, 5S-rRNA und tRNAs, die zusammen 15-20 % der Gesamt-
RNA ausmachen) durch das Verfahren selektiv abgetrennt wurden, kam es zu

einer Anreicherung der mRNA.
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2.10.2. Reverse-Transkription der RNA in cDNA

Die so gewonnene RNA wurde mit Hilfe des ,QuantiTect Reverse Transcription
Kit“ (Qiagen GmbH) in cDNA umgeschrieben.

Hierzu wurde 1pg RNA zusammen mit 12yl RNAse-freiem Wasser und 2ul
gDNA Wipeout Buffer fir 2 Minuten bei 42°C inkubiert und anschlieRend auf Eis
gelagert. Dies diente der Elimination von kontaminierender Genom-DNA.

Nun wurden die Komponenten des Reverse-Transkriptase Master Mix auf Eis
vorgelegt: 1pl Quantiscript Reverse Transcriptase (enthéllt zusatzlich einen
RNAse-Inhibitor), 4pl Quantiscript RT-Buffer (enthallt Mg®* und die dNTPs) und
1pl RT Primer Mix (Optimierte Mischung von Oligo-dT- und Zufallsprimern,
welche einen hohen cDNA Ertrag von allen Regionen des RNA Transskriptes
versprechen).

6ul des Master Mix wurden nun mit 14ul des RNA Templates mittels Vortex
gemischt und bei 42°C fur 15 Minuten inkubiert, um die Transkription in cDNA
zu ermoglichen. Ein anschlieRendes Erwéarmen der Proben auf 95°C fur 3
Minuten stoppte die Aktivitat der Reverse-Transkriptase.

Die so gewonnene cDNA wurde nun der quantitativen RT-PCR zugefihrt.

2.10.3. qRT-PCR

Fir die Quantifizierung der cDNA verwendeten wir ein TagMan®-Assay der
Firma Applied Biosystems, Carlsbad, USA.

Dies beruht auf dem Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET).

Eine fur die Zielsequenz spezifische, einstrdngige TagMan®-Sonde besteht aus
Oligonukleotiden, welche komplementér zu einem Stuck der cDNA sind, das
sich zwischen den beiden PCR-Primern befindet. Diese Sonde enthélt zwei
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe. Am 5' Ende einen Reporter und am 3
Ende einen sogenannten Quencher, der einen Teil der Energie des Reporters
durch strahlungsfreie Energietbertragung (FRET) aufnimmt, sofern er sich in
raumlicher Nahe zu ihm befindet. In der intakten und hybridisierten Sonde
nimmt so der Quencher die Energie des Reporters auf und unterdrickt dessen
Fluoreszenz.

Die verwendete DNA-Polymerase besitzt eine 5'-3'-Exonukleaseaktivitat und
spaltet so wahrend der Amplifikation des Gegenstranges zuerst den Reporter

von der hybridisierten Sonde ab. Der Quencher ist nun nicht mehr in der Lage
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die Energie des Reporters aufzunehmen, welcher daraufhin Licht spezifischer
Wellenlange emittiert. Die Intensitat dieser Fluoreszenz nimmt mit jedem PCR-
Zyklus zu und korreliert so mit der Menge an urspringlich in der Probe

vorhandenen cDNA Kopien und somit der Expression des Zielgens™*®.

1. Bindung von komplementarer TagMan®-Sonde und PCR-Primer

P = DNA-Polymerase

R = Reporter
Primer @ - TagMan®-Sonde Q = Quencher
N/

3 5

2. Primer Elongation und Spaltung der TagMan®-Sonde

g
O 3
Primer @ _ = —

3. Vollstandige Synthese des komplementéren Stranges und Trennung der Farbstoffe

203 L

I
(@

Primer

Abbildung 2.16: Prinzip des TagMan® Assays

Durchfthrung:
Zunachst wurde eine 1:5 verdiinnte cDNA Ldsung aus 20ul cDNA und 80ul
RNAse/DNAse freiem Wasser hergestellt (1ul = 10ng cDNA).
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Anschlieliend wurde der PCR-Reaktionsmix aus folgenden Komponenten auf

Eis angesetzt und anschlieRend zentrifugiert:

10pl TagMan® Gene Expression Master Mix

1pl TagMan® Gene Expression Assay (INOS oder GAPDH)
1pl cDNA Losung (10ng cDNA)

8l RNAse/DNAse freies Wasser

Der verwendete TagMan® Gene Expression Master Mix enthalt die DNA-
Polymerase (AmpliTag Gold® DNA Polymerase) eine Uracil-DNA-Glycosylase
zur Elimination von Restprodukten der cDNA Reverse-Transkription, dNTPs mit
dUTP, eine passive Fluoreszenz-Referenz (ROX™) sowie einen optimierten
Puffer.

Die TagMan® Gene Expression Assays enthalten jeweils die Primer und
TagMan®-Sonde fur die murine INOS oder die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). GAPDH ist ein Housekeeping-Gen, d.h. es wird
unabhangig von Zelltyp, Zellstadium und &aufReren Einflissen exprimiert und
nicht reguliert. Somit diente es als Referenzgen fur die Expression des Zielgens
iNOS.

20pl dieses Reaktionsmixes wurden nun in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte
(Micro Amp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems) pipettiert,
diese mit einer Folie (Micro Amp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems)
abgedeckt und zentrifugiert.
Abschlieiend wurde die Expression mit Hilfe des ABI 7300 Real-time PCR
System (Applied Biosystems) mit den folgenden Schritten gemessen.

1. Enzymaktivierung: 95°C fur 10 Minuten

2. Denaturierung: 95°C fur 15 Sekunden

3. Annealing und Elongation: 60°C fur 1 Minute

- Schritt 2 und 3 wurden 40-mal wiederholt

Gemessen wurde hier der sogenannte Cycle-Threshold (Ct-Wert). Dieser Wert
beschreibt den Zyklus, an dem der Fluoreszenzwert des Reporters erstmals die

Hintergrundfluoreszenz lberschreitet. Dies geschieht umso eher, je héher der
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Ausgangswert an cDNA Kopien war. Ermittelt wurde nun das ACt, d.h. die
Differenz zwischen Ziel- und Referenzgen. Um einen Vergleich zwischen
verschiedenen Gruppen ziehen zu konnen, wurde der AACt-Wert als Differenz
der ACt-Werte zwischen den jeweiligen Gruppen berechnet. Nach der

Gleichung n=2"*“"konnte dann die n-fache Expression angegeben werden.

2.11.Histologie

Um die Infiltration von Entzindungszellen in das Herzgewebe der septischen
Tiere darstellen zu kdnnen, verwendeten wir verschiedene histologische und
immunhistochemische Verfahren.

Hierzu wurden die Herzen zunachst dber Nacht in 4% Formalin-Phosphat-
Puffer fixiert. AnschlieRend erfolgte die Dehydrierung des Gewebes durch
Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholreihne und zuletzt Xylol. Das
dehydrierte Gewebe wurde dann in Paraffin eingebettet.

Aus den Paraffinblécken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotomes drei
Serien aus 5um dicken Schnitten, jeweils in 400um Abstand voneinander
angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen.

Bevor das Gewebe der spezifischen Farbung zugefiuhrt werden konnte, wurde
es mittels Xylol, absteigender Alkoholreihe und PBS-Puffer entparaffiniert und
rehydiert.

Darstellung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten:

Um die Granulozyten und Monozyten im Herzgewebe anzuféarben wurde ein
histochemisches Verfahren unter Ausnutzung der spezifischen Esterasen der
jeweiligen Zellen verwendet.

Granulozyten sind in der Lage, Naphthol-AS-D-Chloracetat zu spalten,
Monozyten spalten a-Naphtyl-Acetat. Die Hydrolyse der Esterbindungen setzt
Naphthol frei, welches mit einem hinzugegebenen Diazoniumsalz zu einem
Azofarbstoff reagiert.

Zur Anwendung kamen hier kommerzielle Kits der Firma Sigma-Aldrich, St.
Luis, USA. (Naphthol-AS-D-Chloroacetate-Esterase, 91C sowie a-Naphtyl-
Acetate-Esterase, 91A)
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Versuchsprotokoll:

1. 160 ml deionisiertes Wasser auf 37 °C erwarmen.
2. 4 ml Natriumnitrit-LOosung + 4 ml Farbe-L6sung fir 2 Minuten inkubieren
und anschlielend dem deionisierten Wasser hinzugeben.
e Fast Red Violet LB Lésung - Granulozyten
e Fast Blue BB Losung — Monozyten
3. 20 ml TRIZMAL™ Pufferkonzentrat hinzufiigen
e TRIZMAL™ 6,3 — Granulozyten
e TRIZMAL™ 7,6 — Monozyten
4. 4 ml Substrat-Lésung hinzufligen
¢ Naphthol-AS-D-Chloracetat — Granulozyten
e a-Naphtyl-Acetat — Monozyten

5. Praparate fur 25 Minuten bei 37°C in dieser Losung inkubieren

6. Grundlich mit deionisiertem Wasser abspulen

7. Praparate fur 2 Minuten mit Hamatoxylin-Lésung als Gegenfarbung
inkubieren

8. 5 Minuten mit Leitungswasser spulen

9. Mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame,
USA, H-1000) eindecken

Darstellung von Lymphozyten:

Um die lymphozytare Infiltration zu messen, wurde eine indirekte
immunhistochemische Methode angewandt. Hierbei wurde ein Primarantikorper
gegen das CD3 Oberflachenantigen von T-Lymphozyten verwendet. Gegen
diesen wurde ein biotinylierter Sekundarantikdrper gerichtet, an welchen
wiederum ein FITC-tragender Streptavidin-Komplex zur Farbung gebunden

wurde.

=49 -



2. Material und Methoden
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Abbildung 2.17: Prinzip der immunhistochemischen Lymphozyten
Farbung

Versuchsprotokoll:

Zunachst wurden die Objekttrager in einer Citratlosung im Mikrowellengerat
gekocht, um die Oberflachenantigene zu demaskieren und unspezifische
Antikdrperbindung zu verhindern. Hierzu wurden verwendet:

e 630 ml deionisiertes Wasser

e 12,6 mlL6sung A (2,101g Citronensaure auf 100ml H,0)

e 57,7 ml Lésung B (14,7g Natriumcitrat auf 500ml H,O)

e 350ul Polysorbat 20 (Tween® 20 - Sigma-Aldrich, St. Luis, USA)

Nach 20-minutiger Abkuhlung wurden die Objekttrdger dann 5 Minuten mit
PBS-Puffer gespdilt.
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Um weitere unspezifische Protein- und Avidinbindungsstellen zu blockieren
wurden die Schnitte fir 10 Minuten bei 37°C in einer Blockierldsung inkubiert,

bestehend aus:

e 6 ml 1% Bovines Serumalbumin (BSA, SP-5050, Vector Laboratories,
Burlingame, USA)

e 3 Tropfen Blockier-Serum (Normal Horse Serum, S2000, Vector
Laboratories)

e 24 Tropfen Avidin D (aus Avidin-Biotin Blocking Kit — Vector
Laboratories)

Nach erneutem 5-minitigem Spulen mit PBS konnte der Priméarantikorper (Anti-
CD3, MCA-1477, Serotec AG, Martinsried/Planegg) fur 24 Stunden bei 4°C
inkubiert werden. Dieser wurde 1:200 verdunnt, in einer Lésung, bestehend
aus:

e 6mlPBS

e 90 pul Blockierlésung (siehe oben)

e 24 Tropfen Biotin (aus Avidin-Biotin Blocking Kit — Vector Laboratories)

Anschliel3end wurde, nach Spulen mit PBS, der biotinylierte Sekundarantikérper
(BA-1300, Vector Laboratories) fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert:

e 6 Tropfen Sekundarantikdrper

e 6 mlPBS

e 12 Tropfen normal Horse Serum

Im Anschluss an 5-minitiges Spulen mit PBS wurde nun der Komplex aus FITC
und Streptavidin (SA-5001, Vector Laboratories) im Verhéltnis 1:33 mit PBS
verdinnt und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert.

Das Streptavidin bindet mit hoher Affinitat an das Biotin des
Sekundarantikdrpers, welcher dann durch das FITC sichtbar wird.

Abschliel3end erfolgte eine letzte Spulung mit PBS und das Eindecken der
Objekttrager mit Vectashield Mounting Medium mit DAPI (H-1200, Vector
Laboratories). Dies diente dem Erhalt der Fluoreszenz und dem Anfarben der

Zellkerne.
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Alle Schnitte wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (DM RX, Leica
Microsystems, Wetzlar), welches mit einem Rasterokular versehen war
betrachtet. In 6 verschiedenen Feldern pro Serie wurden die jeweiligen Zellen
ausgezahlt und deren Anzahl in Zellen/mm? angegeben.

2.12. Statistische Auswertung der Messergebnisse

Aus den Einzeldaten wurden  zunachst die  Mittelwerte  und
Standartabweichungen berechnet. Fur den Vergleich der Mittelwerte aus den
unterschiedlichen Versuchstiergruppen wurde unter der Voraussetzung
normalverteilter Messwerte der ,Student’s t-Test” flir unabhangige Stichproben
angewandt. Ein p-Wert von < 0,05 galt als signifikant.

Unterschiede in wiederholten Messungen wurden mit dem ,ANOVA®

Signifikanztest und nachfolgendem ,Bonferroni post hoc test“ analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis einer Bakteridamie durch Anlage von Blutkulturen
Um den mikrobiologischen Nachweis einer Bakteridamie nach der CLP-
Operation zu fuhren, wurden einmalig von allen Versuchstiergruppen 12
Stunden nach Sepsisinduktion Blutkulturen angelegt.
In der Verum-Gruppe mit und ohne Applikation der NOS-Inhibitoren lieRen sich
folgende pathogene Keime im Blut nachweisen:

e Enterococcus cloacae

e E.coli

e Proteus mirabilis

e Alcaligenes faecalis

Die Sham-operierten Tiere wiesen keine nachweisbare Bakteriamie auf.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass sowohl die CLP- als auch die

Sham-Operationen erfolgreich durchgefiihrt werden konnten.

3.2. Uberlebenszeit nach Sepsisinduktion

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Uberlebenszeit der septischen Tiere
beobachtet und die Mortalitat von Wildtypen (WT) und eNOS™-Méausen, jeweils
mit und ohne praoperative Applikation von 1400W oder L-VNIO
gegenubergestellt.

Hieraus ergaben sich insgesamt sechs Versuchstiergruppen.

Die beste Uberlebensrate zeigten die eNOS™-Mausen ohne Blocker, mit einer
mittleren Uberlebenszeit von 69,5h. Die letzte Maus starb nach 118 Stunden.
Die groRte Mortalitat wiesen WT-Mause ohne Blocker, sowie eNOS”-Tiere mit
Blockade der iNOS bzw. nNOS auf. Die mittleren Uberlebenszeiten sank hier
auf 29h; 26,75h bzw. 29,25h, ohne dass ein statistisch signifikanter Unterschied
erzielt wurde.

Die WT-M&use mit iNOS-Blockade wiesen signifikant bessere Uberlebensraten
auf, als die WT-Tiere ohne Blockade (62h; p=0,022).

Die WT-Tiere mit nNOS-Blockade hatten ebenfalls ein signifikant héheres
Uberleben (38h; p=0,0031), welches jedoch geringer war, als das der iNOS
inhibierten Mause (p=0,092)
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Abbildung 3.1 zeigt den prozentualen Anteil der Uberlebenden CLP-Tiere im
zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 3.1: Postoperative Uberlebensrate in Prozent der septischen WT und eNOS™-
Tiere mit und ohne Blockade der NO-Synthase im zeitlichen Verlauf

Zusammenfassung:

Die WT-Gruppe profitierte signifikant von der Inhibition der NO-Synthasen
(iNOS>nNOS), die besten Uberlebensraten jedoch wiesen die eNOS” Mause
auf.

Hemmte man bei diesen Tieren jedoch zuséatzlich noch eine weitere NOS durch
die Gabe von 1400W oder L-VNIO, sank die Uberlebensrate in etwa auf das
Niveau der septischen Wildtypen ab.
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3.3. NOy-Spiegel

Um die Menge an Stickstoffmonoxid, welches von der Summe der NO-
Synthasen gebildet wurde zu bestimmen, wurden die Plasmaspiegel der
Reaktionsprodukte Nitrit und Nitrat aller Versuchstiergruppen bestimmt. Hieraus
konnen Rickschlisse auf die Beteiligung der jeweiligen NO-Synthasen an der
septischen Hamodynamik gezogen werden. Analysiert wurden die NOy-Spiegel
im Blutplasma vor und nach Sepsisinduktion, sowie im Herzgewebe septischer
Tiere.

Die wesentlich gré3ere Bedeutung wird hierbei den Nitrat-Werten beigemessen,
da diese im Vollblut eine etwa 100 bis 200-fach hohere Konzentration
aufweisen als Nitrit und Nitrat mit einer Halbwertzeit von acht Stunden das
stabile Endprodukt des NO-Stoffwechsels darstellt. (siehe 1.2.1).

3.3.1. Nitrat und Nitrit Werte im Plasma

Nitrat:

Zunachst imponierten die deutlich geringeren Nitrat-Werte der eNOS™-Gruppe.
Sowohl die Baselin-Werte (4,24 + 2,9 uM), als auch die Werte der septischen
Tiere (12,63 £ 4,07 uM) lagen hier deutlich unter denen der WT-Gruppe (BL:
25,07 = 3,66 pM; p<0,001 und CLP: 41,8 £ 7,07 uM; p=<0,001).

Ebenso zeigen obige Werte, dass die Induktion einer Sepsis zu massiv
gesteigerten Nitrat-Werten im Plasma fihrte. Die Wildtypen stiegen hier um
66,73% an (p<0,001), die eNOS™ Mause sogar um 197,88% (p=0,0078).

Die Applikation der NOS-Inhibitoren verhinderte in der WT-Gruppe diesen
Anstieg und fuhrte sogar zu reduzierten Plasma-Nitrat-Werten gegenuber den
nicht septischen Tieren.

Die Nitrat-Spiegel der mit 1400W behandelten WT-Mause lagen im Mittel bei
22,06 + 2,62 uM, einem Minus von 47,22% gegenuber den septischen Tieren
ohne NOS-Blockade (p=0,0026).

Die mit L-VNIO behandelten WT-Tiere fielen hier noch starker ab und zwar auf
einen mittleren Nitrat-Spiegel von 14,53 + 3,28 uM (- 65,24%, p<0,001).
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Abbildung 3.2: Plasma-Nitrat Werte nicht-septischer und septischer Tiere, WT mit iNOS-
und nNOS-Blockade; WT vs. eNOS™

Nitrit:
Auch bei den Nitrit-Werten fiel auf, dass die Tiere der eNOS™-Gruppe
signifikant niedrigere Nitrit-Level aufwiesen, als die WT Tiere:
e WT Baseline vs. eNOS” Baseline: 397 + 65 nM vs. 100 + 95 nM;
- 74,81%, p<0,001
e WT CLP vs. eNOS™ CLP: 351 + 87 nM vs. 140 + 73 nM; - 79,20%,
p<0,001

Die eNOS™-Tiere stiegen nach Sepsisinduktion mit den Nitrit-Werten analog zu
den Nitrat-Werten an und zwar um 40% gegentber den Baseline-Werten (n.s.
aufgrund der hohen Standardabweichung).

Die WT-Méause zeigten hingegen keinen Anstieg der Nitrit-Spiegel, sondern
sanken um 11,59% (n.s.) ab.
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Die NOS-Blockaden zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend durch
Blockade der iNOS die Nitrit-Werte der WT-Mause das Niveau der Baseline-
Werte hielten (394 + 130 nM), sanken die Werte durch nNOS-Blockade
gegenuber den Mausen ohne Blockade um 31,9% auf 239 + 127 nM.
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Abbildung 3.3: Plasma-Nitrit Werte nicht-septischer und septischer Tiere, WT mit iNOS-
und nNOS-Blockade; WT vs. eNOS™

Zusammenfassung:

Die Plasma NO,-Werte zeigen, dass die eNOS”-Tiere basal, sowie in der
septischen Hamodynamik eine deutlich niedrigere Gesamtaktivitdt der NO-
Synthasen aufwiesen als Wildtypen.

Gleichzeitig zeigen die Ergebnisse auch, dass die Sepsis zur einer deutlichen
Steigerung der Synthese von Stickstoffmonoxid, mit massiv erhéhten NOy-
Werten im Plasma fuhrte.

Dies konnte durch die selektive iINOS-Blockade mittels 1400W kompensiert
werden. Deutlicher noch ist der Effekt durch die nNOS-Blockade mittels
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L-VNIO, welche in der Lage war, die Plasma NOy-Levels noch unter den Wert
der nichtseptischen Tiere zu senken.

Die Nitrit-Werte sollten hier in den Hintergrund gestellt werden. Zum einen auf
Grund ihrer geringen Konzentration gegenuber den Nitrat-Werten und zum
anderen, da Nitrit im Vollblut nicht stabil ist und rasch in Nitrat umgewandelt
wird. Somit unterliegt es einem standigen Fluss und die Werte zeigen lediglich

eine Momentaufnahme.

3.3.2. Nitrat und Nitrit Werte im Herzgewebe

Nitrat:

Bei den Gewebenitrat-Spiegeln wiesen septische WT- und eNOS™-Mause unter
Baseline-Bedingungen, im Gegensatz zum Plasma, sehr ahnliche Werte auf.
Die Wildtypen lagen hier bei 12,78 £ 3,59 uM und die eNOS defizienten Tiere
bei 13,07 £ 4,69 uM.

Weiterhin stieg, auch hier im Gegensatz zu den Ergebnissen der
Plasmauntersuchung, das Nitrat im Herzgewebe bei Blockade der NO-
Synthasen an. Den grof3ten Effekt zeigte hier 1400W. Das Gewebe dieser Tiere
wies mit 52,55 = 16,9 uM eine um 311,2% hohere Nitrat-Konzentration auf, als
das der Tiere ohne NOS-Blockade (p<0,001). Die Applikation von L-VNIO
fuhrte zu einer Gewebekonzentration von 21,67 + 4,24 uM, einem Anstieg von
69,56% (p=0,007).

Auch in der eNOS™-Gruppe fiihrte die Gabe von 1400W zu einer Erhdhung der
Nitrat-Konzentration im Gewebe. Hier kam es zu einem Anstieg auf 32,11 +
8,54 uM (+ 145,68%, p=0,002).
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Abbildung 3.4: Nitrat Werte im Herzgewebe septischer Tiere, WT mit iNOS- und nNOS-
Blockade; WT vs. eNOS™

Nitrit:

Insgesamt lag die Konzentration von Nitrit im Gewebe deutlich héher als im
Plasma. Der Mittelwert der untersuchten Gruppen, welche sich hier
Uberschneiden, lag im Gewebe bei 993 nM, wahrend der Mittelwert der
entsprechenden Plasma-Gruppen bei 281 nM lag.

Auch hier zeigte der Vergleich der Werte septischer eNOS™-Tiere (549 + 132
nM) mit denen der Wildtypen (889 + 186 nM) im Mittel ein signifikant niedrigeres
Gewebenitrit-Level fur eNOS defiziente Mause (- 38,25%, p<0,001).

Ebenfalls fuhrte die NOS-Blockade in beiden Gruppen zu einem
Konzentrationsanstieg. Das Herzgewebe der INOS inhibierten WT-Mause wies
mit 1463 + 284 nM eine um 64,57% hohere Nitrit-Konzentration auf, als das der
nicht inhibierten Wildtypen (p<0,001). Die Applikation von L-VNIO fuhrt zu
20,36% hoheren Nitrit-Werten im Gewebe (1070 + 149 nM), welche jedoch
statistisch nicht signifikant waren.

Die Nitrit-Konzentration der eNOS™-Tiere lag nach 1400W-Gabe 58,65% hoher,
als die der Tiere ohne Blocker und stieg somit auf 871 £ 49 nM (p=0,011) an.
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Abbildung 3.5: Nitrit Werte im Herzgewebe septischer Tiere, WT mit iNOS- und nNOS-
Blockade; WT vs. eNOS™

Zusammenfassung:

Insgesamt lagen die NO,-Level der eNOS™-Tiere etwas unter dem Niveau der
Wildtypen. Auffallend waren die erhéhten Gewebe-NOy-Spiegel bei septischen
Tieren, deren NO-Synthasen zusatzlich durch 1400W oder L-VNIO inhibiert
wurden. Dies stand auch im Kontrast zu den NOy-Konzentrationen im Plasma.
Tats&chlich ist in der Literatur jedoch ein Anstieg der Gewebe NOy-Spiegel
nach Applikation von NO-Synthase Inhibitoren beschrieben (siehe 4.2).
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3.4. Invasive Druck-Volumen Messung mittels Miniaturkatheter
3.4.1. Druckwerte des linken Ventrikels

LVDP:

Bei den LVDP-Werten fiel zunachst auf, dass die CLP-operierten WT-Tiere eine
signifikante Reduktion des LVDP gegenliber den Sham-operierten Tieren von
8,66% aufwiesen (93,06 + 3,74 mmHg vs. 101,88 £ 4,71 mmHg; p=0,004).
Ebenso augenscheinlich waren die deutlich hoheren Druckwerte der eNOS™-
Tiere gegenuber den WT-Méausen, sowohl in der CLP- (125,47 £ 11,83 mmHg;
p< 0,001), als auch in der Sham-Gruppe (132,19 £ 12,27 mmHg; p<0,001).

Der durch die Sepsis ausgeléste Druckabfall innerhalb der eNOS™-Gruppe
(132,19 + 12,27 mmHg vs. 125,47 + 11,83 mmHg) war jedoch mit 5,08%
geringer und nicht mehr signifikant.

In beiden Versuchstiergruppen profitierten die septischen Tiere von der Gabe
des selektiven INOS-Blockers 1400W. Die WT-Tiere stiegen im Mittel um 8,16%
auf 101,33 + 5,21 mmHg (p=0,011), die eNOS™-Tiere mit 5,08% etwas weniger
stark auf 140,01 mmHg (p=0,04).

Die Gabe des nNOS-Blockers L-VNIO hingegen fuhrte in beiden Gruppen zu
einem Absinken der Druckwerte. Die WT-Tiere sanken nicht signifikant auf
91,83 + 8,18 mmHg, die eNOS defizienten Méause jedoch deutlich um 13,52%
auf 108,51 + 7,02 mmHg (p<0,001).

-61 -



3. Ergebnisse

[_1Sham
CIcLP
Kk % [ CLP + 1400W
1
. ‘ ! B CLP + V-L-NIO
150 ek
.|, |
120 l
‘ *% *% J-
S I
[®)]
.
% 90 T
£
o
2 604
—
30 -
0 (0=7) | [ (0=6) | (0=6) | | (0=7)|
WT eNOS™

Abbildung 3.6: LVDP nicht-septischer und septischer Tiere mit und ohne NOS-Blockade;
WT vs. eNOS™

dP/dtmax:

Die Daten der maximalen Druckanstiegsrate dP/dtmax zeigten eine gleiche
Tendenz wie die LVDP-Werte.

Auch hier waren die Werte in der WT-Gruppe bei den CLP-Tieren signifikant
niedriger als bei den Sham-Tieren (11280,77 + 1254,33 mmHg/s vs. 13408,13 +
826,64 mmHg/s; p=0,005). Die septischen eNOS”-Tiere wiesen ebenso eine
signifikant bessere Kontraktilitat im Vergleich zu den septischen Wildtypen auf
(11280,77 £ 1254,33 mmHg/s vs. 14704,95 + 1602,37 mmHg/s; p=0,001). Bei
den Sham-Tieren bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen WT
und eNOS™.

Auffallig war weiterhin, dass die septischen eNOS”-Mause sogar um rund 558
mmHg/s hohere dP/dtmax Werte aufwiesen, als die nicht septischen Tiere
(n.s.).

Die Werte nach iNOS-Blockade durch 1400W in der WT-Gruppe (13316,51 *
1119,16 mmHg/s) lagen um 18,05% hdoher, als bei den Tieren ohne NOS-
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Blockade (p=0,017). Die nNOS-Blockade steigerte hingegen auch hier die
Druckanstiegswerte nicht, sondern verminderte sie sogar um 325 mmHg/s (n.s.)
In der eNOS”-Gruppe kam es sowohl nach der Applikation von 1400W, als
auch von L-VNIO zu einem Abfall der dP/dtma-Werte. 1400W fuhrte zu einer
Reduktion um 3,97% (n.s.). Deutlich negativer wirkte sich die Gabe von L-VNIO

mit einem Minus von 36,5% auf die Kontraktilitét aus (p<0,001).
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Abbildung 3.7: dP/dt.,. nicht-septischer und septischer Tiere mit und ohne NOS-
Blockade; WT vs. eNOS™

3.4.2. Druckwerte nach Applikation von Noradrenalin

LVDP:

Nach der intraperitonealen Gabe des Katecholamins Noradrenalin liel3 sich in
der WT-Gruppe bei den Sham Tieren eine signifikante Steigerung des LVDPs
um 20,61% (p<0,001) beobachten.

Die CLP-Tiere stiegen nur noch im Bereich von einstelligen Prozentpunkten,
welche statistisch nicht signifikant waren. Dies anderte bei den WT-Mausen
auch nicht die Applikation der beiden NOS-Inhibitoren (siehe Abbildung 3.8).
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In der eNOS™-Gruppe bewirkte die Gabe von Noradrenalin bei den Sham
Tieren eine knapp nicht signifikante Steigerung des LVDP um 12,34%
(p=0,0508). Die septischen Tiere hingegen reagierten starker auf das
Katecholamin und stiegen um 19,74% auf 150,24 + 4,41mmHg an (p=0,005).
Die iINOS- und nNOS-Blockade &nderte auch hier wenig. Die mit 1400W
behandelten Tiere stiegen um 22% auf 164,39 + 19,86 mmHg an (p=0,028), die
mit L-VNIO behandelten um 25,05% auf 135,69 + 17,09 mmHg (p=0,025).
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Abbildung 3.8: Reaktion der LVDP Werte nicht-septischer und septischer Tiere mit und
ohne NOS-Blockade auf die Applikation von Noradrenalin; WT vs. eNOS™

dP/dtmax

Die Werte der Druckanstiegsrate verhielten sich insgesamt sehr analog zu den
LVDP Werten.

Die WT-Sham Tiere stiegen um 13,24% auf 15183,88 + 487,64 mmHg/s
(p=0,038) an.

Die CLP-Tiere ohne Blockade stiegen lediglich um 0,7%. Die Werte der
septischen Tiere nach Applikation von 1400W sanken um 2,57%, die der Tiere
nach L-VNIO Gabe stiegen um 6,26%. Die Auswirkung des Noradrenalins auf
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samtliche Versuchstiergruppen der septischen WT-Mause war somit statistisch

nicht signifikant.

In der eNOS™-Gruppe fiihrte die Noradrenalin-Gabe bei den Sham-operierten
Tieren zu einem Anstieg um 7,78% auf 15247,88 + 2400,62 mmHg/s (n.s.).

Der dP/dtnax der CLP-Tiere stiegen um 7,3% an (n.s.). Die Mause nach iINOS
Blockade wiesen um 18,09% erhéhte Werte auf (16675,39 + 2196,7 mmHg/s).
Auf Grund der relativ hohen Standartabweichung der basalen und stimulierten
Werte war dieser Anstieg jedoch ebenso statistisch nicht signifikant.

Signifikant war hingegen der Anstieg der basal sehr niedrigen
Druckanstiegsgeschwindigkeit der septischen eNOS™-Tiere nach Applikation
von L-VNIO. Diese konnte durch die Gabe von Noradrenalin um 48,35%

gesteigert werden (p=0,016).
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Abbildung 3.9: Reaktion der dP/dt..x Werte nicht-septischer und septischer Tiere mit und
ohne NOS-Blockade auf die Applikation von Noradrenalin; WT vs. eNOS™
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Zusammenfassung:

Die eNOS defizienten Tiere weisen deutlich hohere Druckwerte auf, als die
Wildtyp-Mause.

Die Induktion der Sepsis fuhrte in beiden Gruppen durchweg zu niedrigeren
Druckwerten (Ausnahme stellten hier die dP/dtya-Werte der eNOS™-Tiere dar).
Diese waren durch die hoch selektive iINOS-Blockade mittels 1400W reversibel,
die Blockade der nNOS mit L-VNIO hingegen verschlechterte sowohl die LVDP-
als auch dP/dtm.-Werte, in der eNOS™-Gruppe sogar hoch signifikant.

Die septischen Wildtyp Mause wiesen eine deutliche Resistenz gegenuber
Katecholaminen auf. Wahrend es bei den Sham-operierten Tieren durch
Noradrenalin Gabe zu einem signifikanten Anstieg von LVDP und dP/dtyax kam,
war dies bei den septischen Tieren mit und ohne NOS-Blockade nicht der Fall.
Die eNOS defizienten Tiere wiesen diese Katecholaminresistenz nicht auf. Die
septischen Tiere waren sogar in der Lage, von niedrigeren Basalwerten auf
nahezu gleiche End-Werte wie die Sham-operierten Tiere zu gelangen. Die
zusatzliche Gabe von 1400W veranderte das Ansprechen auf Noradrenalin
nicht signifikant, wohl jedoch die nNOS-Inhibition durch L-VNIO. So fuhrte
diese, von den niedrigsten Basalwerten ausgehend, zu einem Anstieg des
dP/dtmax um fast 50%.
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3.5. Histologie des Herzgewebes

Infiltration und Aktivierung von Zellen des Immunsystems im Herzgewebe
spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Gewebeschadens, sowie
der myokardialen Depression septischer Patienten und sind eng mit deren
Schweregrad assoziiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Infiltrationsanalysen fur neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten

dargestellt.

Neutrophile Granulozyten:

Die Sepsis, ausgelost durch Coecum-Ligatur und Punktion (CLP), fuhrte sowohl
bei den Wildtypen, als auch in der eNOS™-Gruppe zu signifikant erhohter
Infiltration neutrophiler Granulozyten in das Herzmuskelgewebe.

Bei den WT-Tieren stiegen die Werte von 365 = 188 auf 1560 + 91 Zellen pro
mm? (+ 327,4%; p=0,002). Bei den eNOS"-Mausen kam es zu einem deutlich
schwécheren Anstieg um 103,9% von 509 + 37,88 auf 1038 + 47,9 Zellen/mm?
(p=0,001).

Die Blockade der iNOS mittels 1400W fihrte in beiden Gruppen zu einer
Reduktion der neutrophilen Granulozyten im Herzgewebe. Die WT-Tiere
sanken auf 897 + 72,83 Zellen/mm? (- 42,5%, p<0,001), die eNOS™-Tiere auf
699 + 60,8 Zellen/mm? (- 32,66%, p=0,0016).

Insgesamt lag die Infiltrationsrate bei den septischen eNOS™-Tieren signifikant
niedriger als in der entsprechenden WT-Gruppe. (CLP: p<0,001; CLP+1400W:
p=0,022).
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Abbildung 3.10: Neutrophile Granulozyten im Herzgewebe nicht-septischer und
septischer Tiere mit und ohne nNOS-Blockade; WT vs. eNOS™

Monozyten:

Die Werte der Monozyteninfiltration verhielten sich tendenziell analog zu denen
der neutrophilen Granulozyten.

Die septischen Tiere stiegen auch hier mit den Werten an:

WT: 1016 + 75,75 Zellen'mm? vs. 1438 + 129,60 Zellen/mm? + 41,54%,
p=0,027

eNOS™: 670 + 16,13 Zellen/mm? vs. 1036 + 22,43 Zellen/mm?, + 54,63%,
p<0,001

Die INOS-Blockade mittels 1400W fuhrte ebenso zu einer signifikant
niedrigeren Infiltrationsrate der Monozyten ins Herzgewebe.

Die iNOS inhibierten Wildtypen sanken auf 1121 + 69,40 Zellen/mm? (- 22,05%,
p=0,02), die eNOS defizienten Tiere auf 844 + 61,31 Zellen/mm? (- 18,53%,
p=0,007).
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Abbildung 3.11: Monozyten im Herzgewebe nicht-septischer und septischer Tiere mit und
ohne nNOS-Blockade; WT vs. eNOS™

Lymphozyten:
Auch die Lymphozyten betreffend fuhrte die Sepsis zu einer vermehrten
Infiltration in das Herzgewebe septischer Tiere.
Entgegen der Ergebnisse der anderen Zelllinien, kommt es jedoch hier bei den
eNOS™-Mausen zu einem deutlich starkeren Ansteigen der Infiltrationswerte mit
einer letztendlich auch absolut hoheren Zellzahl.
Lagen die Werte der nicht-septischen Tiere noch etwa auf einem Level (WT:
642 + 78,71 Zellen/mm? — eNOS™: 690 + 91,37 Zellen/mm?), stiegen die eNOS
defizienten Tiere nach CLP-Operation auf 1461 + 22,05 Zellen/mm? an (+
111,74%, p<0,001). Die WT-Mause wiesen mit 994 + 29,63 Zellen/mm? einen
geringeren Anstieg (+ 54,83%, p=0,016) auf und lagen 467 Zellen pro mm?
unter dem Schnitt der eNOS™ Gruppe (p<0,001).
Weiterhin fiel die Lymphozytenzahl nach 1400W-Applikation auf. Entgegen der
anderen Zellarten stieg bei den WT-Tieren die Zellzahl pro mm? sogar leicht auf
1026 + 65,80 (n.s.) an. Die eNOS™-Tiere wiesen jedoch bei iNOS Blockade
wieder signifikant niedrigere Werte auf (898 + 43,4 Zellen/mm?, - 38,54%,
p<0,001).
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Abbildung 3.12: Lymphozyten im Herzgewebe nicht-septischer und septischer Tiere mit
und ohne nNOS-Blockade; WT vs. eNOS™

Abbildung 3.13: Neutrophile Abbildung 3.14: Monozyten im
Granulozyten im Herzgewebe Herzgewebe
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Abbildung 3.15: Lymphozyten im
Herzgewebe

Zusammenfassung:

Insgesamt zeigte sich, dass es bei allen untersuchten Entziindungszellen durch
das Ausldsen einer Sepsis zu vermehrter Infiltration in das Herzgewebe kam.
Verminderte NO-Level durch selektive iINOS-Blockade mittels 1400W und/oder
genetische eNOS  Defizienz  fuhrten zu  signifikant  niedrigeren
Entziindungszellzahlen im Gewebe. Eine Ausnahme stellten hier die hoheren

Lymphozytenzahlen septischer eNOS™-Tiere gegentiber den Wildtypen dar.

-71 -



3. Ergebnisse

3.6. Relative INOS Genexpressionsraten

Angegeben sind hier die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR als relative
INOS Expressionsrate im Bezug auf die Wildtyp Sham-Tiere (siehe 2.10.3.). Die
WT-Sham Probe erhielt definitionsgemal den Wert 1,0.

Die septischen WT-Tiere lagen mit einem Wert von 1,16 + 0,06 16% Uber dem
Niveau der Sham operierten Tiere.

In der Gruppe der eNOS”-Mause hingegen wiesen septische und nicht-
septische Tiere in etwa die gleichen INOS Expressionsraten auf (Sham: 1,03 +
0,29 vs. CLP: 1,02 + 0,25), welche sich kaum von dem Wert der Referenzprobe

unterschieden.

Zusammenfassung:
Bei Wildtypen fuhrt die Induktion der Sepsis zu einer vermehrten INOS
Genexpressionsrate, bei eNOS™-Tieren kommt es hingegen zu keiner

Veranderung.

[ 1Sham
1,5 - [ ICLP

1,0 -

0,5

Relative iINOS Expressionsrate

0,0 1 (n=3) (n=3) | | (n=3)

WT eNOS™

Abbildung 3.16: Relative iINOS Expressionsraten im Herzgewebe nicht-septischer und
septischer Versuchstiere jeweils gegen GAPDH normiert und auf WT-Sham Tiere
bezogen; WT vs. eNOS™
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4.1. Sepsisinduktion durch CLP: Ein klinisch relevantes Modell

Viele klinische Studien zu neuen Therapieansatzen der Sepsis scheiterten,
obschon sie in praklinischen Tierversuchsstudien vielversprechend waren.
Hierzu z&hlen zum Beispiel die Gabe von Antikorpern gegen Endotoxin®'’, TNF-
a'® oder IL-1'*° sowie PAF-Rezeptor Antagonisten'®. Obwohl die Griinde fiir
dieses Scheitern komplex sind, konnten unter anderem Sepsismodelle, welche
die humane Pathophysiologie und Klinik nicht adaquat widergeben,
entscheidend dazu beigetragen haben.

Es existieren diverse Modelle fir die Untersuchung der Sepsis bei
Versuchstieren. Auf der einen Seite das viel verwendete LPS-Modell, bei dem
das Endotoxin Gram-negativer Bakterien systemisch verabreicht wird und zum
anderen verschiedene Ansatze zum Auslosen einer generalisierten Infektion
mittels lebender Organismen'?*,

Das Endotoxin-Modell zeichnet sich durch zahlreiche Nachteile fiir die klinische
Relevanz aus. So ist LPS lediglich Bestandteil Gram-negativer Bakterien,
welche nur fiir rund 50% der humanen Infektionen verantwortlich sind®.
Dariiber hinaus treten, mit der AuBnahme der Meningokokkamie'??, in
septischen Patienten mit Gram-negativen Infektionen lediglich niedrige oder
nicht messbare LPS Level auf'*®. Nager sind im Vergleich zum Menschen
relativ. Endotoxin resistent und die hamodynamsiche Antwort variiert
dosisabhangig sehr stark*?!. Zudem sind Pathogenese und Immunreaktion der
Sepsis sehr komplex. Sie sind von diversen Stimuli abh&ngig und nicht nur von
einem einzelnen Toxin. Ebenso divergiert die Zytokinantwort zwischen der
klinischen Sepsis und dem LPS-Modell deutlich!?*1%,

Unter den verschiedenen Methoden der Sepsisinduktion durch lebende
Organismen, gilt die von Wichterman et al. entwickelte und von uns verwendete
CLP-Methode als Goldstandard'®®. Es ahmt die Pathophysiologie und den

h'?t124  Es st ein

Krankheitsverlauf der humanen Sepsis am besten nac
polymikrobielles Modell und beinhaltet die Infektion durch Gram-positive und —
negative Bakterien, Aerobier sowie Anaerobier. Dies konnte durch den

Nachweis positiver Blutkulturen von uns bestatigt werden.
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Durch die Kombination aus diffuser Peritonitis mit nekrotischem Gewebe
spiegelt es zum Beispiel den Krankheitsverlauf einer perforierten Appendizitis
oder Divertikulitis mit einem persistierenden septischen Fokus wider'?’. Auch
die Zytokinantwort gleicht der einer humanen Sepsis weit mehr als im LPS-
Modell*?*. Die Methode ist zudem einfach durchzufiihren und liefert durch die
Standardisierung bekannter Einflussfaktoren (Nadeldicke, Anzahl der

Punktionen, Alter und Geschlecht der Tiere, Diat'?®

, sowie der L&nge des
abgebundenen Coecums'?® eine hohe Reproduzierbarkeit.

Auch aus hamodynamischer Sicht imitiert das CLP-Modell die Verhéaltnisse der
humanen Sepsis am besten. So lasst sich hier —im Gegensatz zum LPS-Modell
oder der intravendsen Bolusinjektion lebender Bakterien- ein biphasischer
Verlauf mit einer initial hyperdynamen Phase, gefolgt von einer
kompromittierten myokardialen Funktion und konsekutiv hypodynamer Phase
beobachten®?. In einem CLP-Modell mit Ratten konnte, &hnlich zu der Situation
bei septischen Patienten, nach 2-10 Stunden zunachst eine Steigerung des
Herzzeitvolumens mit gleichzeitig reduziertem systemischen Widerstand
nachweisen werden. Nach etwa 20 Stunden sank dann das Herzzeitvolumen
wieder signifikant ab**°. Merx et al. beobachteten im murinen CLP-Model einen
Anstieg des Cardiac Output 6 Stunden nach Sepsisinduktion. Im Verlauf nahm
der CO wieder ab und 20 Stunden postoperativ wiesen die Mause schliel3lich
subnormale Werte auf**.

Insgesamt darf das von uns verwendete CLP-Sepsimodell als etabliert und
auch speziell die Hamodymik betreffend als klinisch sehr relevant eingestuft

werden.
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4.2. Neben iNOS und eNOS spielt auch die neuronale NO-Synthase eine
bedeutende Rolle fur die NO4-Spiegel wahrend der Sepsis

Die Konzentration von Stickstoffmonoxid (NO) ist in Gewebe und Blutproben
sehr schwer zu messen. Dies liegt zum einen an den sehr niedrigen
Konzentrationen (10nM - 1uM) und zum anderen an der extrem kurzen
Halbwertzeit von weniger als einer Sekunde in der Blutzirkulation. Daher
werden die Plasmalevel der stabileren Stoffwechselprodukte Nitrit und Nitrat
weithin als Surrogatparameter genutzt, um indirekt die NOS-Aktivitdt und

Plasma NO-Level zu bestimmen®132,

Durch zahlreiche Studien ist belegt, dass die gesteigerte NO Produktion in der
Sepsis fur eine massive Vasodilatation sowie myokardiale Dysfunktion
verantwortlich ist, welche bis hin zum Multiorganversagen fithren kann®33134,
Welche der NOS Isoformen und in welchem Mal3e diese jeweils fur diesen NO-
Anstieg verantwortlich sind, ist bisher jedoch unklar und Gegenstand
kontroverser Diskussion.

Unsere Ergebnisse zeigen in septischen Wildtypen eine deutliche Reduktion
der Plasma-Nitrat Konzentration durch die selektive INOS Blockade mittels
1400W. Dieses Ergebnis findet sich auch zahlreich in der Literatur wieder: In
einem LPS-Sepsismodel mit Ratten konnte nach 1400W Applikation eine
signifikante Reduktion der Plasma-Nitrat Konzentration festgestellt werden™*.
Auch in einem CLP-Modell mit Ratten traten signifikant reduzierte Plasma NOy-
Level nach Applikation des selektiven iNOS Inhibitors ONO-1714 auf'®.
Ebenso konnte fur die genetische INOS-Defizienz ein fehlender Anstieg der
Plasma-NOy Level in LPS behandelten Mausen nachgewiesen werden®’.

All diese Studien weisen eine gesteigerte NO-Produktion durch Induktion der
INOS Aktivitat nach. Unsere eigenen Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass die

INOS an den erhdhten NOy-Spiegeln septischer Tiere mitbeteiligt ist.
Die eNOS”-Tiere wiesen in unseren Versuchen basal und nach

Sepsisinduktion hoch signifikant niedrigere Plasma-NO, Spiegel auf, als die
WT-Tiere.
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Die basal niedrigeren NO,-Werte unterstreichen die Bedeutung der eNOS als
Hauptregulator der physiologischen NO Produktion®3®.

Aber auch die niedrigeren NO,-Level septischer eNOS™-Tiere wurden bereits in
der Literatur beschrieben:

Vo et al. beobachteten in eNOS”-Méausen eine um 50% geringere Plasma NOx-
Konzentration nach LPS Applikation als in WT-Mausen. Gleichzeitig kam es zu
einer NF-kB vermittelten Steigerung der iNOS-Expression®’. Connelly et al.
konnten ebenfalls in LPS behandelten eNOS™-Mausen einen signifikant
geringeren NOy-Spiegel nachweisen als in der entsprechenden WT-Gruppe.
Auch hier war die septische Induktion der INOS Expression deutlich starker in
der WT- als in der eNOS™-Gruppe ausgepragt™.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen um Vo und Connelly, im Einklang mit den
eigenen Daten, deuten auf eine entscheidende pro-inflammatorische Rolle der
eNOS in der Frihphase der Sepsis hin. Das zunéchst von der eNOS gebildete
NO scheint zum einen selbst und zum anderen indirekt, durch Steigerung der
INOS-Expression und Aktivitdt fur die massiv erhohten Stickstoffmonoxid

Konzentrationen beizutragen.

Die Rolle der nNOS in der Sepsis ist bisher wenig untersucht und weitgehend
unklar.

Unsere Ergebnisse zeigen eine deutliche Reduktion der NOy-Level nach
Applikation des nNOS Inhibitors L-VNIO bei den septischen Versuchstieren.
Ebenfalls reduzierte Plasma NOy-Werte konnten Enkhbaatar et al. in einer
Versuchsreihe mit septischen Schafen nachweisen, nachdem diesen der nNOS
Inhibitor ZK 234238 appliziert wurde®*®. Zudem konnte in Skelettmuskulatur
septischer Ratten (CLP-Modell) ein signifikanter Anstieg der nNOS-, nicht
jedoch der eNOS-Proteinexpression, bei gleichzeitig erhdhter cNOS Aktivitat
festgestellt werden'®®. Eine andere Studie zeigte in Skelettmuskulatur
septischer WT-Mause nach CLP-Operation eine signifikant erhdhte cNOS
Aktivitat. Diese fiel jedoch in nNOS”-Tieren deutlich niedriger aus und lasst
somit den Schluss einer dominanten NnNOS Aktivitat in der Skelettmuskulatur
septischer Mause zu'*. Eine weitere Arbeit wies in Studien an
Skelettmuskulatur gesunder Probanden eine hohere eNOS- als nNOS

Expression nach. In septischen Patienten jedoch wurde die Expression der
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eNOS herunter- und die der nNOS herauf reguliert, so dass sich dieses
Verhaltnis umkehrte*,

Des Weiteren haben einige Arbeiten gezeigt, dass sich die neuronale NO-
Synthase nicht nur in Neuronen, sondern auch in der Zellmembran und im
sarkoplasmatischen Retikulum von Kardiomyozyten wiederfindet**.

Die vorliegenden Ergebnisse zur Nitrat/Nitrit Konzentration im Plasma
septischer Tiere nach nNOS-Inhibition im Zusammenhang mit den erwahnten
Expressionsstudien deuten auf eine unterschéatzte Relevanz der neuronalen

NO-Synthase flr die septische Hamodynamik hin.

Gewebenitrit reflektiert den extravaskularen Pool von Stickstoffmonoxid***. Die
signifikant niedrigere Nitritkonzentration im Herzgewebe septischer eNOS™'-
Mause weist daher auf eine Beteiligung der eNOS an der endogenen NO
Produktion hin.

Die Gewebekonzentration von Nitrit und deutlicher noch von Nitrat im Herzen
stieg in unseren Versuchen nach iINOS- und nNOS-Blockade an, ein
Phanomen, welches in diversen Gewebetypen nach akuter NOS-Inhibition
bereits beobachtet wurde. Dies scheint in einer, bei niedrigeren NO-Spiegeln
vermehrt auftretenden Reaktion des NO mit Superoxidanionen (Oz) zu
Peroxynitrit (ONOQO’) begrindet zu liegen. Peroxynitrit seinerseits zerfallt
hauptsachlich weiter zu Nitrat oder aber auch Stickstoffdioxid (NO;), welches

dann zu Nitrit oder Nitrat aufoxidiert wird***.
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4.3. Beeinflussung der kardialen Funktion durch NO: Dosis sola facit

venenum

In der Literatur werden viele Mechanismen fur die Beeinflussung der kardialen
Funktion durch NO beschrieben. Sowohl in vitro als auch in vivo sind positive,
als auch negative Effekte beschrieben (siehe 1.2.2.). Insgesamt scheinen diese
Effekte  jedoch  dosisabhangig zu sein. Wahrend physiologische
Konzentrationen von NO einen positiven Effekt auf die kardiale Funktion

58,145

haben , wirken sich hohe, pathologische Dosen von Stickstoffmonoxid

negativ auf die Herzfunktion aus®®4¢47,

Unsere Ergebnisse zeigen fir eNOS™-Mause, im Gegensatz zu WT-Mé&usen
eine bessere systolische LV-Funktion mit héheren LVDP- und dP/dtynax Werten
ohne einen Unterschied zu den Sham operierten Tieren.

Die Bedeutung der endothelialen NO-Synthase fir die kardiale Funktion in der
septischen Kreislauferkrankung ist noch unklar, und in der Literatur finden sich
dazu gegensatzliche Ergebnisse.

Connelly et al. beschreiben nicht nur erniedrigte NOy-Level flr septische
eNOS™-Mause, sondern auch eine bessere kardiale Funktion mit geringerem
Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes als Folge der fehlenden iNOS
Induktion®. Eine andere Arbeit wies in transgenen Mé&usen mit eNOS
Uberexpression eine reduzierte basale Kontraktilitat nach, die auf die NO
induzierte Abnahme der Ca**-Sensitivitat von Myofilamenten zuriickzufiihren
war'®,

Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse von Ichinose et al. Hier wurden der
eNOS-Uberexpression protektive Eigenschaften im Bezug auf eine LPS
induzierte Endotoxamie zugesprochen. Diese Tiere waren vor der myokardialen
Dysfunktion sowie erhthter Mortalitaét geschutzt. Dies wurde mit einer NO
vermittelten Reduktion der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und einer
besseren Ca®" Utilisation und Sensitivitat begriindet®.

In unseren eigenen Versuchen zeigten die eNOS”-Tiere zudem nach 12
Stunden ein besseres inotropes Ansprechen auf das Katecholamin
Noradrenalin als die Wildtypen. Ahnliche Ergebnisse, allerdings ohne
septischen Hintergrund, erzielten andere Arbeiten, die in eNOS”-Mausen eine

bessere Kontraktilitdit und Relaxation nach Gabe des B-Sympathomimetikums
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Isoproterenol zeigten'*® bzw. in eNOS uberexprimierenden Kardiomyozyten
eine geringere inotrope Reaktion nachweisen konnten™*°.

Eigene Vorversuche und die aktuell vorliegenden Daten zeigen bei septischen
eNOS™-Méausen eine bessere kardiale Funktion, sowie besseres Ansprechen
auf Katecholamine bei geringeren NOy-Spiegeln und unterstreichen die
Hypothese des schadlichen Einflusses groRer Mengen von Stickstoffmonoxid.
Die Inhibition der INOS mittels 1400W fuhrte in unseren Versuchen, dhnlich wie
die genetische eNOS Defizienz ebenfalls zu einem Schutz vor sepsisbedingter
myokardialer Dysfunktion. Dies ist in Studien mit endotoxamischem
Sepsismodell sowohl fiir die genetische iINOS Defizienz’®, als auch fiir eine

selektive medikamentdse iINOS-Inhibition**>*°0152

ebenso gezeigt worden.

Ein verbessertes Ansprechen auf Katecholamine konnte jedoch in unserem Fall
im Gegensatz zu den eNOS™-Tieren, trotz deutlicher Reduktion der NO
Produktion nicht festgestellt werden. Dies kénnte in der Tatsache begrindet
liegen, dass in Kardiomyozyten vornehmlich die endotheliale NO-Synthase
exprimiert wird und der parakrine Effekt von NO (iberwiegt®®**®. Zudem konnte
bereits gezeigt werden, dass durch LPS Injektion in Schweinen die INOS

Aktivitat im Herzen, im Gegensatz zu anderen Organen nicht gesteigert wird 3,

Diametral zu den dbrigen Ergebnissen erscheint die Rolle der nNOS im Bezug
auf die kardiale Funktion:

Unsere Ergebnisse zeigen fir die Inhibition der nNOS, im Gegensatz zur iINOS
Blockade keine Verbesserung, sondern sogar eine schlechtere LV-Funktion.
Diese kardiale Dysfunktion pragt sich bei den eNOS™-Tieren noch deutlicher
aus.

Die Literatur bezlglich der Bedeutung der neuronalen NO-Synthase fur die
kardiale Kontraktilitat ist gepragt von sehr variablen Methoden und
Ergebnissen. In vivo Daten uber den Einfluss der nNOS auf die myokardiale
Dysfunktion im Rahmen einer Sepsis sind zudem aul3erst sparlich.

Einige Studien zeigten eine basal bessere LV-Funktion fir nANOS™-Mause®***%°,
Ebenso gibt es Arbeiten, die keine Anderung der basalen Kontraktilitat fur

nNOS™”-Mause nachweisen konnten*®.
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Neben den niedrigeren NOy-Werten wiesen Enkhbaatar et al. in septischen
Schafen nach nNOS-Inhibition eine Steigerung der LV-Funktion und des
arteriellen Mitteldruckes nach®°.

In vivo scheinen nNOS™-, im Gegensatz zu eNOS™-Mausen zudem ein
schlechteres Ansprechen auf -adrenerge Stimulation aufzuweisen, als WT-
Mause®™®. Acht Stunden nach Myokardinfarkt sinkt die Kontraktilitat durch
Dobutamin-Stimulation sogar ab™°.

Die unterschiedliche Wirkung der beiden konstitutiven NO-Synthasen am
Kardiomyozyten konnte in deren zellularen Lokalisation begrindet liegen. NO
inhibiert einerseits L-Typ Ca®* Kanale, stimuliert jedoch in vitro tber den
Ryanodin-Rezeptor die Freisetzung von Ca®* aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum. Die endotheliale NO-Synthase liegt in Caveolae, wo sie gerade mit
B-Rezeptoren und L-Typ Ca®** Kanalen kompartimentiert und so die B-
adrenerge Inotropie inhibieren kann. Die neuronale NO-Synthase hingegen liegt
vornehmlich im sarkoplasmatischen Retikulum und dort gebildetes NO fuhrt bei
in vitro Versuchen zu einem Ca?" Ausstrom ins Zytosol und somit zu einer
vermehrten Kontraktion™®.

Die verminderte oder sogar gegenteilige Wirkung von [(-adrenergen
Substanzen bei nNOS™”-Mé&usen interpretieren die Autoren als eine geringere

myokardiale Kontraktionsreserve.

Dies stellt auch einen mdglichen Erklarungsansatz fur die von uns festgestellte
schlechtere LV-Funktion nach nNOS-Inhibition septischer Tiere dar. Im Rahmen
der Sepsis kommt es zu einer generalisierten Vasodilatation mit Abnahme des
systemischen GefalBwiederstandes. Um hier eine adaquate Gewebeperfusion
zu gewabhrleisten, besteht initial eine hyperdyname Kreislaufsituation unter
Ausschopfung der kardialen Reserven. Sind diese durch fehlende nNOS-
Wirkung vermindert, fihrt dies zu einer deutlicheren Auspragung der
myokardialen Dysfunktion.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ergibt sich aus den Plasma NO,-Werten der
septischen Tiere. Diese sind nach nNOS-Inhibition signifikant niedriger als nach
INOS-Inhibition mit 1400W und auch deutlich niedriger als die physiologischen

Werte in den Sham operierten Mausen.

-80 -



4. Diskussion

Wie bereits erlautert, hat Stickstoffmonoxid in physiologische Konzentrationen
positive Auswirkungen auf die kardiozirkulatorische Funktion. Kommt es nun
durch die nNOS-Inhibition mit L-VNIO zu einem zu starken Absinken der NO-
Spiegel, fehlen die positiven Eigenschaften des NO, und es resultiert eine
verschlechterte LV-Funktion. Dies begriindet auch, warum der Effekt bei den
eNOS™-Tieren deutlicher ausfallt, denn hier sind durch den Ausfall der

gesamten cNOS noch niedrigere NO-Spiegel zu erwarten.
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4.4. NO als potenter Modulator der inflammatorischen Antwort

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Sepsisinduktion in einer vermehrten
Infiltration von neutrophilen Granulozyten (PMN), Monozyten und Lymphozyten
resultiert. Diese Infiltration wird generell durch die medikamenttse INOS-
Blockade abgemildert. Sie ist fur die PMN und Monozyten in WT-Mausen
starker ausgepragt, als in den eNOS™-Tieren, die Lymphozyteninfiltration ist

jedoch bemerkenswerter Weise in den eNOS defizienten Tieren hoher.

Durch frihzeitige Aktivitdt von Entzindungszellen im Herzmuskelgewebe
kommt es im Rahmen der Sepsis zu einer kardialen Dysfunktion”. So filhrt die
unkontrollierte Aktivierung und Infiltration von Leukozyten zu einer vermehrten
Freisetzung zytotoxischer Mediatoren wie Proteasen und reaktiver
Sauerstoffspezies’’. Der direkte Zellschaden, sowie eine vermehrte
Zytokinfreisetzung, wie zum Beispiel von TNF-a, resultieren in
Gewebeschaden, myokardialer Depression und letztendlich multiplem
Organversagen™ .

Die inflammatorische Reaktion wéhrend einer Sepsis muss jedoch insgesamt
als zweischneidiges Schwert bezeichnet werden. Den negativen Auswirkungen
einer Uberschiel3enden Entziindungsreaktion steht die Eradikation pathogener
Keime gegenuber. So existieren Studien, die belegen, dass eine Therapie mit
dem Granulozyten stimulierenden Zytokin G-CSF die Anzahl und Funktion von
neutrophilen Granulozyten steigert, die Bakterien- und Endotoxinlast senkt und
somit zu einer gesteigerten Uberlebensrate fiihrt™>***°, Ebenso konnte gezeigt
werden, dass bei Patienten mit schwerer Sepsis eine gestbrte Migration
neutrophiler Granulozyten auftritt und diese direkt mit einer hdheren
Bakteriamie und schlechterem Outcome assoziiert ist’.

Neben den granulozytéren- ist auch die lymphozytare Funktion essentiell fur
Immunabwehr im Rahmen der Sepsis. Hotchkiss et al. konnten an Hand eines
murinen CLP-Sepsismodells zeigen, dass die Inhibition der Apoptose von
Lymphozyten, wie sie wahrend einer Sepsis vermehrt auftritt, zu einem klaren

Uberlebensvorteil fuhrt'%162,

Stickstoffmonoxid stellt auch fur die Inflammation wahrend der Sepsis ein

entscheidendes Molekil dar.
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Es wird in vielen Zellen des Immunsystems produziert, so auch in den von uns
untersuchten Zelllinien. Zudem reguliert es ebenso deren Funktion®®?.

Weiterhin bildet NO aus Entzindungszellen reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffintermediate, die in der Lage sind, pathogene Zellen zu
zerstoren®3164,

Ebenso ist bekannt, dass NO die Proliferation von B- und T-Lymphozyten
hemmen kann!®?!¢>1% pies geschieht tiber die Regulation von Caspasen®®’

und eine IFNy-induzierte Apoptose™®®,

Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid fir die Infiltrationsrate von
Entziindungszellen ins Gewebe als Teil der inflammatorischen Reaktion ist
bisher nicht abschlieRend geklart. Auf der einen Seite fuhrt die Hemmung der
Expression von Adhasionsmolekilen wie P- und E-Selektin, VCAM-1 sowie
ICAM-1 durch NO zu verminderter Adhasion und Migration von
Entziindungszellen". So beobachteten Benjamin et al. bei CLP-operierten
Mausen eine gestorte Migration neutrophiler Granulozyten mit konsekutiv hoher
Letalitat, INOS™-Mause wiesen dieses Migrationsdefizit jedoch nicht auf

Auf der anderen Seite allerdings, ist die reduzierte inflammatorische Reaktion
bei fehlender INOS-Aktivitat -und damit niedrigeren NO-Spiegeln- wie in
unseren Ergebnissen dargestellt, in der Literatur sowohl fir die medikamentdse
iNOS Inhibition*®®, als auch fiir die genetische iNOS Defizienz*"®*"? belegt und
zum Teil durch eine reduzierte E- und P-Selektin Expression erklart!’?,

Jedoch liegen auch hier Evidenzen vor, dass sich eine INOS Defizienz negativ
auf die Eradikation von Pathogenen auswirken kann. So sind iINOS”-Mause
nach LPS-Injektion zwar vor einem septischen Schock geschutzt, nicht jedoch
in der Lage, die Replikation von Listeria monocytogenes zu hemmen®’®. In der
Studie von Benjamin et al. war die Mortalitat der INOS’-Mause trotz
reduziertem Migrationsdefizit sehr hoch, was auf eine verminderte bakterizide
Funktion der neutrophilen Granulozyten bei fehlender NO-Produktion
zurtckgefuhrt wurde. Unterstitzt wurde diese These durch die Feststellung
einer hoch signifikant erhdhten Anzahl lebender Bakterien in der
Peritonealhdhle der INOS™-Méause™.

Die Ergebnisse der eNOS™-Mause zeigen, dass es hier, im Gegensatz zu der

WT-Gruppe, zu einer verminderten Infiltration von neutrophilen Granulozyten
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und Monozyten kommt. Dies korreliert mit den Ergebnissen der erwéahnten
iINOS™ Studien, steht aber im Kontrast zu anderen Studien, welche dem eNOS
generierten NO eine anti-inflammatorische Wirkung zusprechen”>*"",

Die hohere Lymphozytenzahl im Gewebe der septischen eNOS™-Mause
gegenuber den Wildtypen, konnte in der bereits erwahnten Hemmung der
Lymphzytenproliferation durch NO begrindet liegen. Die eNOS defizienten
Tiere weisen dauerhaft eine verminderte NO Produktion auf, was zu einer
starkeren Lymphozytenproliferation und letztendlich Infiltration in das
Herzgewebe fuhrt. Bei der akuten Senkung der NO Produktion durch die
medikamentése iNOS-Inhibition wéare hingegen ein Uberwiegen der
kurzfristigen Effekte gegeniiber dem Langzeiteffekt der Proliferationssteigerung
denkbar.

Weiterhin koénnte die Entkopplung der endothelialen NO-Synthase durch
Aktivierung des Immunsystems mit konsekutiver Generation von zytotoxischen
Superoxid-Anionen eine Rolle spielen®>®.

Insgesamt liegen die Vorteile der eNOS™-Mé&use hier also in einem geringeren
Zellschaden durch reaktive Sauerstoffspezies aus aktivierten Leukozyten und
eNOS eigener Generation, sowie verbesserter Pathogeneradikation bei

gesteigerter Lymphozytenfunktion.

Die Bedeutung der neuronalen NO Synthase fir die Entzindungsreaktion in der
Sepsis ist bisher weitgehend ungeklart.

Daten von Sanz et al. zeigen, dass in einem nicht entziindlichen Setting die
eNOS eine dominante Rolle fur das Roling und die Adhasion von Leukozyten
spielt, die nNOS jedoch in der Lage ist, diese Rolle in eNOS”-Mausen
weitgehend zu Ubernehmen. Dies unterstreicht auch die gesteigerte nNOS-
Expression in Gehirn und Skelettmuskulatur von eNOS™-Tieren'®.

Unsere Ergebnisse der NO,-Spiegel belegen zudem die bedeutende Rolle der
NNOS fir die Produktion von NO in septischen Tieren (siehe 4.2.). Da NO, wie
bereits erlautert, regulierend auf die Proliferation und Funktion
inflammatorischer Zellen wirkt und an der Bildung von Pathogen abtttenden
Intermediaten beteiligt ist, ist von einer bedeutenden Rolle der nNOS fir die

Entziindungsreaktion in der Sepsis auszugehen.
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4.5. Sepsis fuhrt in eNOS Knockout Méausen nicht zu einer vermehrten

INOS Expression

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die iNOS Expressionsrate in der WT-Gruppe
durch Sepsisinduktion um 16% anstieg, wahrend es bei eNOS”-Mausen zu
keiner signifikanten Veranderung kam.

Diese Erkenntnisse sind kongruent zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppen um
Connelly und Vo. Connelly et al. konnten zunachst eine reduzierte INOS
Proteinexpression in LPS stimulierten Makrophagen von eNOS defizienten
Mausen nachweisen'’®. Spater gelang auch der in vivo Nachweis einer
geringeren iNOS Expression in Geweben von LPS behandelten eNOS™-
Mausen®. Vo et al. wiesen den Einfluss von endothelialem NO auf die
Regulation der INOS-Expression nach LPS Stimulation in isolierten Aorta-
Ringen von Ratten mit und ohne endothelialem Uberzug nach®.

Diese Arbeiten gehen von einer NF-kB mediierten Genregulation aus und
sprechen dem endothelialen NO eine pro-inflammatorische Bedeutung im Sinne
einer Induktion der INOS Expression zu.

Weitere Studien belegen grundsatzlich die gesteigerte INOS Expression
wahrend Endotoxinschock oder Sepsis*?43180.181,

Im Gegensatz dazu konnten Grandel et al. in, mit Staphylococcus aureus Toxin
perfundierten Rattenherzen keine Anstieg der iINOS mRNA feststellen’.

Andere Arbeiten konnten nach LPS Gabe in Schweinen einen Anstieg der iINOS
Expression in der Leber, jedoch nicht im Herzgewebe nachweisen>*182.

Die vorliegende Arbeit zeigt die eNOS-abhangige Induktion der iINOS
Expression im Herzgewebe nun zum ersten Mal in vivo fir ein polymikrobielles
Sepsismodell und tragt dazu bei, die Licke in der Literatur diesbeztglich zu

schliefRen.
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4.6. NOS-Inhibition: Ein geeigneter Ansatz zur Senkung der Mortalitat

septischer Patienten?

Unsere Ergebnisse zusammenfassend sei noch einmal erwéhnt, dass die
eNOS defizienten Tiere eine signifikant hohere Uberlebensrate als WT-Tiere
zeigten. Letztere profitierten von der Gabe der selektiven iINOS- und nNOS-
Inhibitoren, eNOS™-Tiere verschlechterten sich unter deren Applikation jedoch
deutlich bis auf das Niveau der Wildtypen.

Fur das besserere mittlere Uberleben der eNOS defizienten Tiere kommen
mehrere Ursachen in Frage:

Zunachst haben die Hamodynamikdaten gezeigt, dass die eNOS™-Mause von
der myokardialen Dysfunktion durch die Sepsis deutlich weniger betroffen
waren, als die Wildtypen. Dies fuihrt zu geringerem Blutdruckabfall in der
hypodynamen Phase, verbesserter Makro- sowie Mikrozirkulation und
konsekutiv geringerem Organversagen®,

Die geringeren NO,-Werte im Plasma septischer eNOS™-Tiere lassen auf eine
Vielzahl positiver Mechanismen schlieRen. Denkbar sind eine geringere

Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion®%®, geringere

Apoptoseraten®”®

sowie geringerer oxidativer Stress durch verminderte
Peroxynitrit Bildung und Entkopplung der eNOS®>'®3  Hinzu kommt die
geringere Infiltration von Leukozyten in das Herzgewebe, welche ebenfalls
einen akuten Zellschaden verursachen konnen'>®* sowie die vermehrte
Infiltration von Lymphozyten, deren Funktion essentiell wichtig fur das
Uberleben septischer Tiere ist'®%¢*.

Der Absenkung der pathologisch hohen NO-Konzentration mit den genannten
negativen Folgen kann auch die bessere Uberlebensrate der septischen
Wildtypmé&use nach iNOS- und nNOS-Inhibition zugeschrieben werden.

Das Stickstoffmonoxid jedoch nicht nur negative Auswirkungen hat und in
physiologischen Konzentrationen essentiell flir die Hombostase des
Organismus ist, zeigen die erhohten Sterberaten von eNOS™-Tieren durch die
zusatzliche medikamentdse NOS-Inhibition. Durch den tUberwiegenden Ausfall
der NO-Synthasen in diesen Tieren ist eine subphysiologische NO-

Konzentration zu erwarten. Stickstoffmonoxid wirkt sich jedoch in
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58,145

physiologischen Dosen positiv auf die myokardiale Kontraktion und die

Apoptosehemmung®’ aus.

Da Stickstoffmonoxid, wie bereits dargelegt, ein potenter Regulator der
Hamodynamik und Immunantwort, sowie in hohen Dosen zytotoxisch ist und
zudem im Rahmen der Sepsis vermehrt gebildet wird, liegt es auf der Hand, die
NO-Synthasen als therapeutisches Ziel zu betrachten.

Die Effekte auf die Gesamtmortalitat in préklinischen Studien sind jedoch sehr
unterschiedlich und eher enttduschend. Kilbourn et al. haben in einem
systematischen Review die positiven und negativen Effekte von 46
Tierversuchsstudien zusammengestellt. In acht Studien konnte die
Gesamtmortalitéat durch NOS-Inhibition verbessert werden. Zwei Studien wiesen
keine Veranderung der Mortalitétsrate auf und funf Studien zeigten sogar eine
vermehrte Sterblichkeit. Der Grol3teil der Studien verwendete Nagetiere und
das LPS-Modell zusammen mit einer unselektiven NOS-Blockade™®’.

Studien zur Mortalitat septischer Tiere unter selektiver nNOS-Inhibiton

existierten bisher nicht.

Die einzige klinische randomisierte Placebo-kontrollierte Phase Il
Doppelblindstudie zur NO-Synthase Hemmung septischer Patienten mittels des
unselektiven NOS-Inhibitors L-N®-Methyl-Arginin-Hydrochlorid (L-NMMA) wurde
auf Grund einer erhdhten Mortalitatsrate abgebrochen. An dieser Studie waren
weltweit 124 Intensivstationen beteiligt und es wurden 797 Patienten mit
septischem Schock eingeschlossen. Nach 28 Tagen zeigte sich jedoch eine
Mortalitatsrate von 59% in der Verum-Gruppe gegenuber 49% in der Placebo-
Gruppe (p<0,001). Zwar sank die Anzahl der Todesfalle durch multiples
Organversagen, aber ausgerechnet uUberproportional viele kardiovaskular
bedingte Todesfalle fiihrten zu der insgesamt erhéhten Sterblichkeit™.

Die mdoglichen Ursachen flir die divergierenden Ergebnisse innerhalb der
Studien sind zahlreich. Einen Einfluss konnte die Auswahl der verwendeten
Spezies und des Sepsismodells haben (siehe 4.1.), zudem die Selektivitat,
Applikationszeitpunkt, Applikationsform und Dosis des NOS-Inhibitors, sowie

die Tatsache, dass es kaum Tierversuchsstudien mit begleitenden
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TherapiemalRnahmen (Herdsanierung, Antibiotika, Volumensubstitution,
Vasopressoren, etc.) gibt, wie sie im klinischen Setting verwendet werden.

So zeigt die NOS-Inhibition zwar teilweise vielversprechende Ergebnisse in
préklinischen Studien, kann zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht als echte
Therapieoption fur Patienten mit einer Sepsis angesehen werden. Vor allem die

nicht selektive NOS-Inhibition muss als klinisch gescheitert betrachtet werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Stickstoffmonoxid vermittelten
Auswirkungen auf die septische Hamodynamik in einem murinen CLP-Modell
zu untersuchen und aufzuklaren, welche Bedeutung den jeweiligen NO-
Synthasen in diesem Zusammenhang beizumessen ist.

Hierzu fihrten wir an Wildtyp- und eNOS”-M&usen mit und ohne selektive
Blockade der induzierbaren und neuronalen NO-Synthase folgende Versuche
durch:

Um die Bildung von Stickstoffmonoxid zu quantifizieren erfolgten basal und
nach Sepsisinduktion eine Messung der Nitrit- und Nitratspiegel im Plasma und
Herzgewebe. Die kardiovaskulare Funktion wurde mittels invasiver Druck-
Volumen Messung uber einen Miniaturkatheter vor und nach Applikation von
Noradrenalin untersucht. Um die Auswirkung von Stickstoffmonoxid auf die
myokardiale Entzindungsreaktion zu messen, erfolgte eine histologische
Infiltrationsanalyse von leukozytéaren Zellen in das Herzmuskelgewebe. Ebenso
wurde mittels quantitativer RT-PCR die sepsismodulierte Expressionsrate der
iINOS gemessen und an einer separaten Population die mittlere Uberlebenszeit
der einzelnen Versuchstiergruppen ermittelt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es in septischen Tieren zu einer starken
Erhdhung der Plasma NOy-Spiegel sowie der inflammatorischen Reaktion des
Herzmuskels kam. Dies fihrte im Folgenden zu einer ausgepragten
kardiovaskuléaren Dysfunktion mit Katecholaminresistenz, welche letztendlich fur
eine Mortalitatsrate von 100% und eine mittlere Uberlebenszeit von nur 29
Stunden verantwortlich war. Die Expressionsrate der induzierbaren NO-
Synthase stieg durch Sepsisinduktion an.

Die hochselektive iINOS-Blockade bewirkte eine Reduktion der Plasma-NOy-
Spiegel und auch der inflammatorischen Zellinfiltration in den Herzmuskel.
Hierunter blieb die kardiale Funktion weitgehend erhalten und auch die mittlere
Uberlebenszeit der Wildtypen wurde in etwa verdoppelt. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die iINOS einen entscheidenden Anteil an der NO-Produktion und
kardiovaskularen Dysfunktion im Zuge einer Sepsis hat.

Die Hemmung der nNOS fihrte sogar zu einer noch gréferen Reduktion der

NOy-Werte, jedoch lberraschenderweise nicht zu einer verbesserten sondern
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reduzierten LV-Funktion. Dies pragte sich besonders bei den eNOS”-Mé&usen
aus. Auch die mittlere Uberlebenszeit der inhibierten WT-Tiere stieg nur auf 38
Stunden an und lag damit deutlich unter der von den INOS inhibierten Tieren.
Dies zeigt, dass die nNOS zum einen eine bisher unerwartete Bedeutung fur
die NO-Synthese in der Sepsis und des Weiteren eine kardioprotektive Wirkung
hat. Diese beruht am ehesten auf der kardiomyozytaren Lokalisation der nNOS
im sarkoplasmatischen Retikulum und kdnnte zu den erniichternden Resultaten
der unselektiven NOS-Inhibition als Therapieansatz bei septischem Schock
beigetragen haben.

Die besten Ergebnisse erzielten in allen Versuchsreihen die eNOS™-Tiere.
Diese wiesen im Vergleich zu den medikamentds blockierten Tieren die
niedrigsten NO4-Werte sowie die geringste inflammatorische Beeintrachtigung
auf und waren daher vor myokardialer Depression und Katecholaminresistenz
geschutzt. Dies spiegelte sich auch in der langsten Uberlebensdauer mit einem
mittleren Uberleben von 69,5 Stunden wider. Die fehlende Steigerung der iNOS
Expressionsrate in  septischen eNOS”-Tieren ist mit einer pro-
inflammatorischen, regulativen Funktion der endothelialen NO-Synthase die
INOS betreffend vereinbar. Die Hemmung sowohl der induzierbaren, als auch
der neuronalen NO-Synthase in eNOS”-Mausen fiihrte in den
Uberlebensversuchen zu keiner weiteren Zunahme der mittleren
Uberlebenszeit. Dies zeigt, dass eine ibermaRige Inhibition der NO-Synthasen
mit konsekutiv subphysiologischen NO-Werten negative Auswirkung auf die
Uberlebensdauer haben kann. Der Hintergrund kénnte hierbei im Fehlen der
ebenso vorhandenen positiven Wirkungen des Stickstoffmonoxids auf die
kardiale Funktion sowie in verminderten NO mediierten bakteriziden Effekten

liegen.

Insgesamt zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass eine NOS Inhibition
als Therapie fur den septischen Schock nur dann erfolgversprechend sein kann,
wenn sie hochselektiv ist und die positiven Effekte von Stickstoffmonoxid nicht
supprimiert. Im klinischen Einsatz ist zusatzlich der Zeitpunkt der
Therapieinitiierung in Relation zur pathophysiologischen Phase der Sepsis von

entscheidender Bedeutung.
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Der Nachweis der zentralen Rolle der endothelialen NO-Synthase in unseren
Versuchen legt eine selektive eNOS-Inhibition, zumindest in friihen Sepsis

Phasen, als Therapieversuch nahe. Hierzu bedarf es im Vorfeld allerdings

weiterer praklinischer Studien.
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1400W

AMPA

ARDS
ATP

BH4
BL
BSA

CacCl
CAMP
CD
cDNA
cGMP
Cl
CLP
cNOS
CO
CRP

DAG
DAPI
DNA
dNTP
DP
dUTP

EDRF
EDTA
EDV

N-(3-(Aminomethyl)Benzyl)Azetamidin

a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-
Propionsaure
Acute Respiratory Distress Syndrome

Adenosintriphosphat

Tetrahydrobiopterin
Baseline

Bovines-Serum-Albumin

Calciumchlorid

Cyclisches Adenosinmonophosphat
Cluster of Differentiation
Complementary DNA

Cyclisches Guanosinmonophosphat
Cardiac Index
Coecum-Ligatur-und-Punktion
constitutive NO-Synthase

Cardiac Output

C-Reaktives-Protein

Diacylglycerin
4',6-Diamidino-2-phenylindol
Desoxyribonukleinséure
Nukleosidtriphosphat
Developed-Pressure

Desoxyuridintriphosphat

Endothelium-Derived-Relaxing-Factor
Ethylendiamintetraacetat

End-Diastolisches-Volumen
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eNOS
ESV
FRET

GABA
GAPDH
G-CSF
GITC

HCI
HMGB
HPLC
HR
HWZ

ICAM
IFN

IL1-Ra
INOS

KG
KHK

L-NAA
L-NIL
L-NMMA
LPS
LT-C,D,E
LVDP
LVEDP
LVESP
L-VNIO

endotheliale NO-Synthase
End-Systolisches-Volumen

Fluorescence Resonance Energy Transfer

y-Aminobuttersaure
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Guanidinisothiocyanat

Chlorwasserstoff

High-Mobility-Group B
High-Performance-Liquid-Chromatography
Heart-Rate

Halbwertszeit

Intercellular Adhesion Molecules
Interferon

Interleukin
Interleukin-1-Rezeptorantagonist
induzierbare NO-Synthase

Inositol-1,4,5-Trisphosphat

Kdrpergewicht
Koronare Herz Krankheit

L-N-w-Amino-Arginin
L-N6(1-Iminoethyl)-Lysin
N®-Monomethyl-L-Arginin
Lipopolysaccharid

Leukotrien C,D,E
Left-Ventrikular-Developed-Pressure
Left-Ventrikular-End-Diastolic-Pressure
Left-Ventrikular-End-Systolic-Pressure

N°-(1-imino-3-butenyl)-L-ornithin
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MDS Myocardial Depressing Substance
MEG Mercaptoethylguanidin

metHb Methamoglobin

MHCII Major Histocompatibility Complex II
MIF Macrophage-Migration-Inhibitory-Factor
MODS Multi-Organ Dysfunktionssyndrom
MtNOS mitochondriale NO-Synthase

N2O3 Stickstofftrioxid

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NaOH Natriumhydroxid

NEM N-Ethylmaleimid

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

nNOS neuronale NO-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NO; Nitrit

NO, Stickstoffdioxid

NO3 Nitrat

NOS NO-Synthase

NOx Summe aus Nitrit und Nitrat

Oy Superoxidanion

ONNO’ Peroxynitrit

OP Operation

oxyHb oxygeniertes Hamoglobin

PAF Plattchen-Aktivierender-Faktor
PAI-1 Plasminogen-Activator-Inhibitor
PAMP Pathogen-Associated-Molecular-Pattern
PBS Phosphate-Buffered-Saline

PCR Polymerase-Chain-Reaction

PCT Procalcitonin

PDE Phosphodiesterase
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7. Abkirzungsverzeichnis

PGE2 Prostaglandin-E,

PGI2 Prostacyclin

PIRO-Klassifikation Pradisposition-Infektion-Response-Organdysfunktion
PMN Polymorphonuclear Neutrophils

PRR Pattern-Recognition-Receptor

gRT-PCR Quantitative Real-Time-PCR

RBC-NOS Red Blood Cell NO-Synthase

rhAPC rekombinant hergestelltes Aktiviertes-Protein-C
RNA Ribonukleinsaure

RNH Amine

RNNO Nitrosamine

ROS Reactive Oxygen Species

RSH Thiole

RSNO Nitrosothiole

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrom
STNF-R |6slicher TNF-Rezeptor

SV Schlagvolumen

SVR Systemic Vascular Resistance

TF Tissue Factor

TFPI Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor

TLR Toll-Like-Receptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNM-Klassifikation Tumor-Nodus-Metastase

TXA2 Thromboxan A,

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule

WT Wildtyp

ZNS Zentrales Nevensystem
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8. Materialienliste

8. Materialienliste

Medikamente:

e 1400W Alexis Biochemicals, Buttler Pike, USA
e L-VNIO Alexis Biochemicals, Buttler Pike, USA
e Ketanest S® Parke-Davis/Pfizer Pharma, Berlin

e Xylazin 2% Bernburg AG, Bernburg

e Urethan ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt a.M.

e Betaisodona® LOosung Mundipharm GmbH, Limburg

e Tramadol® Grunenthal GmbH, Aachen
e Arterenol® Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt a.M.
e Heparin Heparin-Natrium, B.Braun AG, Melsungen

Osmotische Medikamentenpumpe:
e Alzet Micro-Osmotic Pump, Model 1003D Durect Corporation,
Cupertino, USA

Spritzenpumpe:

e Precidor Infors AG, Basel, Schweiz

Chemikalie:
Soweit nicht anders angegeben, bezogen von Merck KGaA, Darmstadt
e Kaliumiodid
e Jlod
e Essigsaure
e HPLC-Wasser
e 1M Natriumhydroxid
e N-Ethylmaleimid (NEM)
e Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
e Ethanol (96-100%)
e Citronensaure
e Natriumcitrat
e Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Luis, USA
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8. Materialienliste

Instrumente:
Soweit nicht anders aufgefiihrt bezogen von: Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

e gebogene chirurgische Schere FST 14075-11

e gerade chirurgische Schere FST 14088-10

e Gefaliclip FST 18055-04

e gerade Sprungschere FST 15003-08

e gebogene Mikropinzette BD333R Aesculap AG, Tuttlingen

Kleintierrasiergerat:

e Favorita ll Aesculap AG, Tuttlingen

Nahtmaterial:
Bezogen von: Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt
e 5-0 PH-Seidenfaden, schwarz, geflochten

e 4-0 PH-Seidenfaden, schwarz, geflochten

Tuberkulinspritzen:

e Tuberculin Syringe BD, Franklin Lakes, USA
Mikroskope:

e Lichtmikroskop MZ9.5 Leica Microsystems, Wetzlar

e Fluoreszenzmikroskop DM RX Leica Microsystems, Wetzlar

Druck-Volumen-Katheter:
e SPR 839 Millar Instruments, Houston, USA

Computer Hard- und Software:

e |OX emka Technologies s.a., Paris, Frankreich
e Analog Interface 16 emka Technologies s.a., Paris, Frankreich
e Euchrom Knauer GmbH, Berlin, Deutschland
e Interfacebox Knauer GmbH, Berlin, Deutschland
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8. Materialienliste

Glas-auf-Glas Homogenisator:

e Homogen™"s Schiitt-Biotec GmbH, Géttingen

NO-Analysator:

e CLD88 Eco Physics, Dirnten, Schweiz

Gasdichte Spritze:

e Typ 1710/50 RN Hamilton AG, Bonaduz, Schweiz

HPLC — NOy-Analysator:

e ENO-20 Eicom, Kyoto, Japan
e Autoinjektor 719AL Eicom, Kyoto, Japan
gRT-PCR-Kits:

¢ RNeasy® Fibrous Tissue Kit
e QuantiTect Reverse Transcription Kit

e TagMan® Gene Expression Master Mix

e TagMan® Gene Expression Assays

Mikrotiterplatte und Abdeckfolie:
e Micro Amp® Optical 96-Well Reaction Plate
e Micro Amp® Optical Adhesive Film

Real-Time PCR System:
e ABI 7300

Histologie-Material:

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Applied Biosystems,
Carlsbad, USA
Applied Biosystems

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Applied Biosystems

e Leukozyten-Kits Sigma-Aldrich, St. Luis, USA

o a-Naphtyl-Acetate-Esterase, 91A

o Naphthol-AS-D-Chloroacetate-Esterase, 91C

e Blockierlésungen

o BSA, SP-5050 Vector Laboratories

o Normal Horse Serum, S2000 Vector Laboratories
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8. Materialienliste

o Avidin-Biotin Blocking Kit Vector Laboratories
e Antikorper
o Anti-CD3, MCA-1477 Serotec AG, Martinsried/Planegg
o Sekundarantikdrper, BA-1300  Vector Laboratories
e Streptavidin-FITC Komplex
o VC-SA-5001 Vector Laboratories
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