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1. Einleitung

1.1 Pravalenz der Sepsis und 6konomische Folgen

In der Bundesrepublik Deutschland versterben etdlag Jahr mindestens 60.000 Menschen am
Krankheitsbild der Sepsis. Somit ist diese Erkrawngkudie dritthaufigste Todesursache in
Deutschland, nur tbertroffen von der Koronaren Kenzkheit und dem akuten Myokardinfarkt
(Brunkhorst, 2006; Parrillo et al., 1990). JedehrJarkranken 79.000 Einwohner (116 aus
100.000) in der BRD an einer Sepsis, 75.000 (1E0180.000) sogar an einer schweren Sepsis
oder einem septischen Schock (Moerer und Quint@9R Nicht nur in der Bundesrepublik,
sondern auch in anderen hoch entwickelten Landermwestlichen Hemisphare stellt die Sepsis
eine der haufigsten Todesursachen dar. So erkrgekles Jahr alleine in den USA geschatzte
750.000 Menschen an ihr (Martin et al., 2003).

Haufig entwickeln Patienten erst im Laufe ihres rd@nhausaufenthaltes dieses Leiden, ins-
besondere Patienten auf Intensivstationen sindregmohten Risiko ausgesetzt. So betragt die
Pravalenz fur Intensivpatienten an einer Sepsierkuanken 12,4 %; fur eine schwere Sepsis,
inklusive septischen Schock, noch 11 % (Sand$,e1@07). Es ist davon auszugehen, dass die
Inzidenz in den kommenden Jahren trotz neuer B#hagsstrategien aufgrund der Zunahme
immunsupprimierter Patienten, einer erhdhten Fregueesistenter Erreger sowie der weit
verbreiteten Verwendung von Fremdmaterialien zuplémtation weiter ansteigen wird (Opal
und Cohen, 1999). Die Mortalitat ist trotz modeensinedizinischer Therapiekonzepte und
professioneller Betreuung der Patienten auf Intestgiionen mit bis zu 50 % ausgesprochen
hoch (Wheeler und Bernard, 1999).

Dies bedeutet neben einer hohen Mortalitatsrath aume immense wirtschaftliche Belastung der
jeweiligen Gesundheitssysteme. So werden zwisclleandl mehr als 60 Prozent der Budgets
von Intensivstationen fur die Bekampfung diesesnKineitsbildes eingesetzt (Angus et al., 2001;
Chalfin et al., 1993). Das resultiert zum einen das relativ langen Verweildauer septischer
Patienten auf Intensivstationen, zum anderen aums kibstspieligen Therapiestrategien, die
erforderlich sind, um die Vitalparameter der Pagenzu tberwachen und aufrecht zu erhalten.
So betragt die durchschnittliche Verweildauer eiRegienten mit einer Sepsis 16,6 Tage. Es
entstehen durchschnittliche Behandlungskosten ineHan rund 23.000 Euro, alleine fur die
Intensivbehandlung. Die Kombination von hohen Belhamgskosten und einer sehr hohen In-
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zidenz, fuhren zu enormen Gesamtkosten, die jealesvwbn den Gesundheitssystemen zu be-
waéltigen sind.

Mit dem Verlassen der Intensivstation ist der Paitadlerdings noch keineswegs wieder genesen.
Noch Uber Jahre hinweg ist das Mortalitatsrisikbhangig von Alter, Nebenerkrankungen,
Krankheitsschwere und der Lokalisation der zugrufidgenden Infektion, erhéht und die
Lebensqualitat vermindert (Heyland et al., 2000nt&fis et al., 2010). Dementsprechend sind die
Behandlungs- und Betreuungskosten Uber Jahre iglé/ein zur Normalbevdlkerung erhéht.

1.2 Definition der Sepsis

Die Begriffsbestimmung der Sepsis geht auf Schdtemiaus dem Jahr 1914 zurlck: ,Eine

Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des &@rein Herd gebildet hat, von dem konstant
oder periodisch pathogene Bakterien in den Bluskaef gelangen, und zwar derart, dass durch
diese Invasion subjektive und objektive Krankhegskeinungen ausgelost werden®. In dieser
Abhandlung beschaftigte sich Schottmdiller als ersieé dem Einfluss bakterieller Toxine auf die

Erkrankung.

Bis heute ist der Kern dieser Definition unveramdexdiglich eine leichte Anpassung an den
heutigen Stand der Wissenschaft ist nétig: ,Seigie Gesamtheit der lebensbedrohlichen
klinischen Krankheitserscheinungen und pathophggisthen Veranderungen als Reaktion auf
die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, alis einem Infektionsherd in den Blutstrom

eindringen, die grof3en biologischen Kaskadensysiemlespezielle Zellsysteme aktivieren und

die Bildung und Freisetzung humoraler und zelluldediatoren auslésen.”.

Im Jahr 1991 trafen sich Vertreter des Americanlégel of Chest Physicians (ACCP) und der
Society of Critical Care Medicine (SCCM), um allgangultige Definitionen der Sepsis und
assoziierter Erkrankungen anzufertigen. Insbesensigiten die Begriffe Infektion, Bakteriamie,

SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer Sge&tkt werden (Bone et al., 1992).

Bei einer Infektion handelt es sich demnach um emziindliche Gewebereaktion oder um eine
Invasion von Mikroorganismen in normalerweise ste@ewebe.

Befinden sich vitale Bakterien im Blut, spricht mam einer Bakteriamie.



12

SIRS ist die Abkirzung fur ,systemic inflammatogsponse syndrom*, also eine systemische
Entztndungsreaktion. Sie ist durch mindestens #deefolgenden Symptome gekennzeichnet:
1) Die Korpertemperatur liegt Gber 38° C oder unter G6
2) Eine Tachykardie mit einer Herzfrequenz von me&8l Schlagen pro Minute,
3) Die Atemfrequenz betrdgt mehr als 20 Atemzige prmuké oder der arterielle
Partialdruck des Kohlendioxids liegt unter 32 mmHg,
4) Die Leukozyten konnen sowohl erhdht (> 12.000Anmals auch erniedrigt
(< 4.000/mni) sein oder der Anteil an unreifen (stabférmigerukozyten ist groRer als
10 %.
Wenn mindestens zwei der 0. g. Parameter bei elPatenten diagnostiziert werden und diese
als eine systemische Reaktion auf eine Infektidarpretiert werden kdénnen, dann spricht man
von einer Sepsis (Bone et al., 1992) (Abb. 1).
Kommt es im Verlauf der Sepsis zu Organdysfunktiprigurchblutungsstérungen und Hypo-
tonie aus denen ggf. eine Azidose, Oligurie oderegize Verschlechterung der Bewusstseinslage
resultieren, spricht man von einer schweren Sepsis.
Der septische Schock stellt den Endpunkt diesegrgdeenten Geschehens mit einer gleichzeitig
sprunghaft erhéhten Mortalitdt dar (Abb. 2). Erasteicht, wenn sich die genannten Symptome
trotz Volumensubstitution und der Therapie mit pesinotropen oder vasokonstriktiven Sub-
stanzen refraktar verhalten.
Eine sepsisinduzierte Hypotonie besteht, wenn ytoksche Blutdruck unter 90 mmHg gefallen
ist oder eine Reduktion des Ausgangswertes um 4®gnbeim gleichzeitigen Fehlen anderer

Ursachen festzustellen ist.
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schwere septische

SIRS  Sepsis  gepsis  Schock

Klinische Reaktion auf einen SIRS blus Sepsis mit Thergplere-
Reiz, welche > 2 Symptome P Organ- fraktare
aufweist: angenommene  qysfunktion Hypotension
, , oder nachge-
= Temp > 38°C or < 36°C wiesene
= HF > 90 Schlage/min Infektion

= Atemfrequenz > 20/min

= Leukozyten >12.000/mm?
oder <4.000/mm? oder
>10% unreife Neutrophile

SIRS = systemicinflammatory
response syndrome

Abb. 1. GemaR der international gultigen Definition handét es sict
bei einer Sepsis um eirsystemic inflammatory response syndrome,
welchem eine Infektion zu Grundeliegt. Je nach Organfunktior
und kardiozirkulatorischer Situation unterscheidet man die Sepsi
von einer schweren Sepsis und dem septischen Sch (Bone et al.
1992)

Letalitat (%)
80 -

60 -
46

40 -
20

20 - 10 16
0

SIRS Sepsis schwere  Sept.
Sepsis  Schock

Abb. 2: Neben der hohen Pravalenz der Sepsis istedletalitatsrate
dieses Krankheitshildes ausgesprochen hoch. So strbt fast jeder
funfte Patient, der an einer Sepsis bzw. schwerenefisis leidet.
Geraten die Patienten in einen septischen Schoclegit die Letalitat
sprunghatft auf bis zu 46 % an (Wheeler und Bernard1999)

Im Jahre 2001 modifizierte die International Sefsfinition Conference das Modell des SIRS
und entwickelte ein erweitertes Konzept zur Einstgf der Sepsis anhand von vier unter-

schiedlichen Charakteristika, welche mit dem BédtIiRO bezeichnet werden : Hier steht das P
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fur die Pradisposition, was bedeutet, dass eine dfbiditat das Uberleben einer Sepsis sig-
nifikant verschlechtern kann. | kiirzt den Begriffdktion ab und reflektiert das Wissen uber die
unterschiedliche Pathogenitat einzelner Erregeribretr Produkte, weshalb R die Antwort des
Organismus auf eine Infektion bedeutet. Der leBatiehstabe O steht flir Organversagen oder
auch das Versagen eines physiologisch relevantstei®@g wie z. B. des Gerinnungssystems
(Levy et al., 2001).

1.3 Pathophysiologie der Sepsis

1.3.1 Immunreaktion

Eine Sepsis geht von einem Infektionsherd innerklak Organismus aus, von dem die patho-
genen Keime oder deren Toxine sich weiter aushrditannen. Grundséatzlich kommt fur einen
solchen Infektionsherd jedes Gewebe in Frage, Je##6anen Verletzungen, Funktionsstérungen
oder Fremdkdrper seine Entstehung begunstigenlidektionsherd kann durch ein breites Er-
regerspektrum von gram-positiven und gram-negatBakierien sowie Pilzen gebildet werden.
Eine polymikrobielle Mischinfektion ist ebenfallsaglich.

Einer akuten Infektion begegnet der menschlichea@ggnus mit einer Vielzahl an Ab-
wehrfunktionen, um die Infektion zundchst zu begeenund schlie3lich zu eliminieren. Ver-
sagen diese Abwehrprozesse, kommt es, abhangigdeominzahl, der Pathogenitdt und der
Virulenz der Erreger, zum Eintritt vitaler Bakteriand ihrer Toxine in den Blutstrom.

Die Pathophysiologie der Sepsis ist insbesondeieginn je nach Art des Erregers verschieden,
da gram-negative Bakterien wie z. Bscherichia coli, Enterobacter und Klebsieladers vom
Immunsystem erkannt werden als gram-positive Keiwie z. B. Staphylokokken und
Streptokokken.

Zur Erkennung von Pathogenen verfligt der Mensch @imeangeborenes und ein erworbenes
Immunsystem, welche sich gegenseitig unterstitzehanganzen. Beide Systeme bestehen aus
I6slichen und zellularen Substanzen. Das zellUByrgtem der angeborenen Immunitat wird von
Phagozyten und natirlichen Killerzellen gebildegbei die Phagozyten in Makrophagen und
Granulozyten unterteilt werden kénnen. Beide benitzochspezialisierte Oberflachenrezeptoren,
die in der Lage sind sog. PAMPs (pathogen-assatratdecular pattern) der Keime zu erkennen
und zu identifizieren, um sie letztlich zu vernehtBianchi, 2007).

Beim erworbenen Immunsystem, welches sich durchakéo Proliferation und eine Gedacht-

nisfunktion auszeichnet, sind die l6slichen Fakiotke Antikorper, die zellularen Faktoren
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werden von B- und T-Zellen gebildet. B- und T-Zellerkennen ebenfalls mit Hilfe von Ober-
flachenrezeptoren, die durch genetische Rearrangemesnorm vielfaltige Spezifitaten auf-
weisen, Fremdantigene. B-Zellen und T-Helferzelieleiten eng zusammen. Damit sie unter-
einander kommunizieren kdnnen, verwenden sie lisli€aktoren, sog. Zytokine, die ebenfalls
von den Zellen des angeborenen Immunsystems segen@rden und somit zur Steuerung und
Aktivierung der adaptiven Immunantwort entscheiddrgtragen (Janeway und Medzhitov,
2002).

Physiologischerweise werden beim Auftreten eindeklition zunachst pro-inflammatorische
Zytokine wie TNF, IL-1p und IL-6 freigesetzt, um dann durch negatives Baekl von anti-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-10, TGFund IL-13 ersetzt zu werden (Remick, 2003).

Die pro-inflammatorischen Mediatoren dienen der I8sisng und Unterhaltung der Ent-
zundungsreaktion und konnen, wenn es zu ihrer dhefSenden, systemischen Produktion
kommt, eine Sepsis unterhalten und vorantreibersdfgedene Fakten stiitzen diese Aussage: So
haben septische Patienten mit erhéhten Zytokinwerten TNFe. ein erhdhtes Mortalitatsrisiko
(Hack et al., 1997). Gleichzeitig ist bekannt, ddss Injektion von TNk- Molekilen in Ver-
suchstiere zu systemischen EntzindungsreaktiongrGenwebeschadigungen fuhrt. Umgekehrt
fuhrt eine Injektion von Endotoxin in Versuchstiene erhéhten Zytokinwerten im Serum und in
den Organen. Letztlich konnte eine VerbesserungUteriebenskinetik bei den Tieren fest-
gestellt werden, bei denen durch exogene Faktatendurch Gendefizienz eine Inhibierung der
Zytokinproduktion des Organismus erreicht werdenrite (LaDuca und Gaspari, 2001).

1.3.2 Zytokine

Wie bereits beschrieben spielen Zytokine eine @eidende Rolle fur die inflammatorischen
Prozesse im Rahmen von Infektionen und daribeukidar Sepsis. Zytokine lassen sich
grundsatzlich aufgrund ihrer Funktion in drei vérisden Klassen unterteilen:

1) Zytokine der natlrlichen Immunabwehr und der Entliingsreaktion; hierzu zahlen
TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 unda- undp-Interferon

2) Eine weitere Klasse bilden die immunregulatoriscEgtokine, welche Wachstum und
Differenzierung von Lymphozyten kontrollieren ungt dmmunantwort steuern; hierzu
zahlen IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14IL-15, y-Interferon und TGH
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3) Schlie3lich Zytokine, die hauptsachlich Wachstund uifferenzierung von hamato-
poetischen Vorlauferzellen beeinflussen wie IL-B;7] IL-9, IL-11, SCF (stem cell
factor), GM-CSF, G-CSF und M-CSF

Wahrend einer Sepsis spielen insbesondere die idgdiNFo, IL-1B, IL-6 und IL-10 eine be-
deutende Rolle bei der Entstehung spezifischer &ymmg.

1.3.2.1 TNk

TNFa hat vielfaltigste Wirkungen auf verschieden Zgddp. So werden Monozyten/ Makro-
phagen dazu angeregt bakterizide Substanzen in&ldsis sog. ,respiratory burst* sowie sekun-
dare Zytokine freizusetzen. Ahnlich wirkt es aufiiephile Granulozyten (Parameswaran und
Patial, 2010). Durch eine verstarkte Adharenz wgititer Granulozyten an Endothelzellen,
hervorgerufen durch eine verstarkte Expression ®@berflachenmolekilen Gberwiegend in den
postkapillaren Venolen kommt TNFeine wichtige chemotaktische Bedeutung zu (Linalet
1998). Desweiteren werden eosinophile Granulozyfebhymphozyten und NK-Zellen aktiviert,

wéhrend die Hamatopoese gehemmt wird.

1.3.2.21IL-B

Hierbei handelt es sich um ein pro-inflammtorisclg#okin, welches tGberwiegend von Mono-
zyten/Makrophagen, jedoch auch von Parenchymzailgvildet wird (Copray et al., 2001;
Watkins et al., 1995). Bei letzteren steht jedoidintndie Sekretion dieses Mediators in die Blut-
bahn im Vordergrund, vielmehr bildet sich ein imglularer Zytokinpool, dessen Bedeutung bis-
lang nicht abschlie3end geklart werden konnte.\Wikkungen von IL-B sind denen von TNE
sehr ahnlich, hinzu kommt jedoch eine ausgepragrkung auf T-Helferzellen durch die In-
duktion von IL-2 und IL-2-Rezeptoren, sowie diei§éeung der klonalen Proliferation von B-

Zellen.
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1.3.2.3 IL-6

Die Synthese und Sekretion dieses sowohl pro-ath amti-inflammatorischen Zytokins wird
durch verschiedene Stimuli wie Endotoxin, IL-1 uRdFo stimuliert (Prinsen et al., 2008). Auf
der einen Seite ist IL-6 ein wichtiger Mediator d&kutphasereaktion, was sich in der Stim-
ulation der Synthese und Freisetzung von Typ-2-plkaseproteinen zeigt, auf der anderen Seite
ist IL-6 in der Lage, pro-inflammatorische Prozedsech die Hemmung der TNFund IL-1-
Produktion einzudammen. Dartber hinaus wird digliig von ACTH und somit von Gluko-
kortikoiden stimuliert, was ebenfalls eine antimimatorische Komponente dieses Zytokins

widerspiegelt.

1.3.2.4IL-10

Dieses anti-inflammtorische und immunsuppressiveoldg wird von TH-2-Lymphozyten se-
zerniert. Fur seine Bedeutung wahrend einer Séipgisn sehr heterogene Erkenntnisse vor: So
konnte exogen appliziertes IL-10 auf der eineneSdie inflammatorische Reaktion begrenzen
und die daraus resultierenden Schadigungen beVdesuchstieren verhindern, auf der anderen
Seite zeigte sich in anderen Versuchsprotokollenhddie starke Immunsuppression eine erhdhte

Letalitat, da eine effektive Erregerabwehr nichbimerfolgen konnte (Ashare et al., 2005).

1.3.3 Stickstoffmonoxid (NO)

NO wird enzymatisch von NO-Synthasen aus Arginibilget. Es gibt drei verschiedene Iso-

formen dieses Enzyms, 2 konstitutiv exprimierte @3, die durch Anhebung des intrazellularen
Kalziumspiegels aktiviert werden, sowie eine inéuzare Isoform (iNOS), deren Aktivierung

kalziumunabhangig erfolgt. INOS wird durch versdeiee Triggerreize wahrend einer Sepsis in
verschiedenen Zellen und Geweben induziert undastin der Lage, innerhalb von kurzer Zeit
grol3e Mengen von NO zu synthetisieren.

NO selbst gilt als wichtiger Sepsismediator. Sodwdie Hyporeaktivitat der peripheren Wider-

standsgefalRe gegenuber Vasokonstriktoren Uberwdeggsem Metaboliten zugeschrieben.
Ebenso konnte bereits gezeigt werden, dass diehddugabe von LPS induzierte Kon-

traktilitatsverminderung von Kardiomyozyten naclgZbe eines iNOS-Inhibitors fast vollstandig
reversibel war (Baumgarten et al., 2006). Jedothlies Rolle von NO fir die Entstehung der

septischen Kardiomyopathie bislang nicht abschhdftgeklart.
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1.3.4 HMGB1

Das high mobility group box 1 (HMGB1) Protein wurdespriinglich als Nucleosomen-
stabilisierendes Protein beschrieben, das wahrendTchnskription eine Rolle spielt. Jedoch
konnte inzwischen festgestellt werden, dass HMGB@& ¥onozyten und Makrophagen nach
Stimulation mit LPS auch extrazellular freigeseterden kann (Wang et al., 1999). Dieses extra-
zellulare HMGBL ist selber in der Lage, inflamm&ohe Prozesse zu unterstitzen und inter-
agiert wiederum mit anderen Rezeptoren der angeborémmunitat, insbesondere mit TLR2
und TLR4 (Park et al.,, 2004; Yang et al., 2004)wi&fern HMGB1 von Kardiomyozyten
wahrend einer Sepsis gebildet wird, ist bislandnnimtersucht worden. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass vitro HMGB1 einen negativ inotropen Effekt auf Kardiomyten ausubt (Yang

et al., 2004).

1.3.5 TREM1

Der ,triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM1) ist ein Rezeptor der
Immunglobulin-Superfamilie und wird auf MonozyterMakrophagen und neutrophilen
Granulozyten exprimiert . Diese Expression wirdR@hmen von Infektionen mit gram-positiven
und gram-negativen Erregern signifikant gesteigartdass dieser Rezeptor auch als Marker der
Infektion angesehen wird (Bouchon et. al., 2001jo@wa und Facchetti, 2003). Bei nicht-
infektiosen inflammatorischen Krankheitsbildern vaewva Colitis ulcerosa oder der Psoriasis
findet sich hingegen keine Induktion dieses Rezsptariiber hinaus steigert TREM1 in An-
wesenheit von Liganden fur TLR2 und TLR4 die Prddukpro-inflammatorischer Zytokine wie
TNFa und IL-13 und hemmt gleichzeitig die Bildung von IL-10 (Baékki et al., 2003). Gleich-
zeitig fuhrt die Aktivierung dieser TLR zu einer firessionssteigerung von TREM1, so dass das
Zusammenspiel dieser Rezeptoren in der Lage stinflammatorische Immunantwort wechsel-
seitig zu verstarken (Knapp et al., 2004).

Im Rahmen einer polymikrobiellen Sepsis ist bekadass die TREM1 Expression auf den o. g.
Zelltypen massiv gesteigert wird (Gibot et al., 2D0Jedoch ist bislang nicht bekannt, ob
TREM1 ggf. auch in Organen wie etwa dem Herzenigx¥prt wird und ob eine organstandige

Expression in der Lage ist, die kardiale Inflammatzu begunstigen.
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1.4 Pathogenese der Organschaden wéhrend der Sepsis

Die 0. g. Mediatorsubstanzen fuhren Uber eine Regngechiedener Mechanismen zu einer Schéa-
digung von Organzellen. Eine entscheidende Rolleltsfpierbei das verminderte Sauer-
stoffangebot an die Organe, was durch eine Perfasiorung der entsprechenden Organe zu be-
grunden ist. Dies wiederum ist auf die ausgeprageedio-zirkulatorischen Stérungen wahrend

einer Sepsis zurtckzufihren.

1.4.1 Stérung der Makrozirkulation

Mediatoren wie NO, welche im Rahmen einer Sepsimghrt gebildet und freigesetzt werden,
fuhren zu einer Vasodilation und somit zu einergapsagten Herabsetzung des peripheren
Gefal3widerstandes. Daraus resultiert ein AbfallBlesdruckes, was eine verminderte Perfusion
der Endorgane nach sich zieht. Um dies zu verhmdermmt zu einer kompensatorischen Stei-
gerung des Herzminutenvolumens. Dies wird auchhgserdyname Kreislaufumstellung bei
septischen Patienten bezeichnet. Haufig ist digg&teng des HZV jedoch nicht stark genug, um
den peripheren Widerstandsverlust zu kompensiereshalb es zum Sauerstoffmangel mit kon-
sekutiven Zellschadigungen in den Endorganen kommt.

1.5 Septische Kardiomyopathie

Wie bereits beschrieben spielt fir die Aufrechtéicimey der Perfusion wéahrend der Sepsis das
HZV eine entscheidende Rolle. Eine massive Stemgerist aufgrund des ausgepragten
peripheren Widerstandsverlustes zwingend erfocterlium eine ausreichende Gewebe-
oxygenierung sicherzustellen. Oftmals ist das Heqtischer Patienten jedoch nicht in der Lage,
eine adaquate Pumpfunktion im Verhaltnis zum totaberipheren Widerstandsverlust auf-
rechtzuerhalten. Die hierfiir aktuell diskutierteredianismen sollen hier im Folgenden vor-

gestellt werden (Flynn et al., 2010).

1.5.1 Physiologie des kontraktilen Apparates ind{@amyozyten

Die kleinste kontraktile Einheit des Kardiomyozyishdas Sarkomer. Es besteht aus dicken und
dunnen Filamenten, wobei die dicken Filamente ayedih gebildet werden. Die dinnen Fila-
mente bestehen aus Monomeren von Aktin, welche Aktnfilament polymerisieren. Die

Aktinfilamente sind an der Z-Scheibe verankert.
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Nach Depolarisation der Kardiomyozyten 6ffnen sichyp Kalzium-Kanéle und sorgen fur
einen langsamen Kalziumeinstrom in die Zelle (Satevat al., 2001). Dieser geringe Kalzium-
einstrom geniigt, um tiber die Offnung Ryanodinrezept fiir eine massive Kalziumfreisetzung
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum zu sorgen (KanFinkel, 2003). Durch die Bindung
von Kalzium an Troponin C wird die Bindungsstelle flen Myosinkopf an Aktin, welche vorher
durch Tropomyosin blockiert wurde, freigelegt uret Hontraktions- vorgang kann beginnen.

Die Kontraktion wird durch die Entfernung von Kalm aus dem Cytosol terminiert. Hierzu
dient hauptsachlich die Kalzium-ATPase, welche uktgergieverbrauch Kalzium zurtick in das
sarkoplasmatische Retikulum transportiert. Sie wlindch Phospholamban reguliert. Ausserdem
werden kleinere Mengen Kalziums mittels eines NatrKalzium-Austauschers aus dem Zytosol

in den Extrazellularraum gepumpt.

1.5.2 Schadigung von Kardiomyozyten wahrend desiSep

Eine inadaquate Pumpfunktion lasst zunachst an®thédigung des kontraktilen Apparates der
Kardiomyozyten wahrend einer Sepsis denken. Digsedacht wurde durch Studien erhartet,
die eine Steigerung der Plasmakonzentrationen vmpohin in septischen Patienten de-
monstrieren konnten (Wu, 2001). Es konnten jedaghekkardialen Nekrosen bei Patienten, die
an einem septischen Schock verstarben nachgewreselen (Lanone et al., 2000; Rabuel und
Mebazaa, 2006). Dies lasst vermuten, dass die €fzeisg von Troponin auf transiente
Membraninsuffizienzen der Kardiomyozyten zurtickiwéin ist. Ausserdem scheint die Kon-
traktilitatsreduktion nicht in einem direkten Zealtergang begriindet zu liegen, vielmehr scheinen
subzellulare Mechanismen hierfir verantwortlich ®ein. So scheint insbesondere die
intrakardiale Freisetzung von NO eine entscheidd®aolée fur eine Kontraktilitatsreduktion des

Kardiomyozyten wéhrend einer Sepsis zu spielenrfBguten et al., 2006).

1.5.3 Zirkulierende kardiodepressive Faktoren

Neben der Hypothese, dass eine direkte Zellschadidir die Stérung der Kontraktilitét ver-
antwortlich sei, wurde die potenzielle Rolle vondiadepressiven Substanzen, welche im Blut-
kreislauf septischer Patienten zirkulieren solltertersucht (Glenn et al., 1971). So konnte ge-
zeigt werden, dass eine Inkubation von Kardiomyezydier Ratte mit dem Serum septischer
Patienten zu einem signifikanten Kontraktilitatdust in diesen murinen Zellen fuhrte (Parrillo

et al.,, 1985). Spezifischer noch konnite vitro das kardiodepressive Potenzial der Ent-



21

zindungsmediatoren TNF IL-1p sowie des Komplementfaktors C5a nachgewiesen werde
(Finkel et al., 1992; Kumar et al., 1996; Niedehtbéc et al., 2006). Diese sind jedoch nicht nur
im Serum septischer Patienten erhdht, sondern &argbzyten sind in diesem Zusammenhang
selbst in der Lage diese zu bilden (Maass et @22Carlson et al., 2005). Daher scheinen nicht
nur zirkulierende Faktoren eine wichtige Rolle fden Kontraktilitdtsverlust von Kardio-

myozyten wahrend einer Sepsis zu spielen, sondardignyozyten kdnnten selbst einen ent-

scheidenden Beitrag hierzu leisten.

1.5.4 Kalziumhaushalt und Myofilamente

Wahrend einer Sepsis verandert sich die Kalziumlusta$e auf zwei verschiedene Weisen.
Zum einen konnten verénderte myokardiale Kalziuss#isowohl in endotoxdmischen Meer-
schweinchen als auch Rattenkardiomyozyten, welchdlalp in vitro inkubiert wurden, ge-
funden werden (Liu und Schreur, 1995). Dies koeredi mit einer Herabregulation von kardialen
L-Typ Kalziumkanalen und einer nachgeschaltetenriigerung der Kaziumfreisetzung durch
den Ryanodinrezeptor (Patel et al., 2000). Hierddumionmt die Kontraktilitat direkt ab.

Zum anderen kann einmal in das Zytosol freigeset®tdzium nur noch verzdgert wieder in das
sarkoplasmatische Retikulum aufgenommen werdendidaFunktion der Kalzium-ATPase

wahrend einer Sepsis deutlich reduziert zu seiristfDong et al., 2001; Wu, 2001).

1.6 Angeborene Immunitat und Toll-like Rezeptoren

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Vagteidslinie des Organismus gegen krank-
heitsauslosende Pathogene dar. Es besteht audiedewen zellularen und humoralen Ele-
menten, die Pathogene bereits wenige Minuten nacbndEindringen in den Organismus ef-
fektiv attackieren konnen.

Zur zellularen Komponente der angeborenen Immunitétden z. B. Makrophagen und
neutrophile Granulozyten gezahlt, zur humoralen onente z. B. das Komplementsystem.
Beiden Komponenten ist gemeinsam, dass sie speriffdrukturen, sog. ,pattern associated
molecular patterns (PAMP)* auf Pathogenen erkerkd@men und hierdurch eine Immunantwort
ausgelost wird. Die Spezifitat zur Erkennung de®s wird keimbahncodiert vererbt, weshalb
als PAMPs ausschlief3lich Strukturen in Frage komrdenbei einer Vielzahl von Pathogenen in
gleicher Weise vorgefunden werden und dartber Bingiissen diese Strukturen konstant und in-
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variabel von diesen exprimiert werden. Die Erkermmpuileser Muster durch Zellen des an-
geborenen Immunsystems erfolgt dann (ber Mustenatkeysrezeptoren, sog. ,pattern
recognition receptors (PRR)* (Nathan, 2006). Diegiessen zuverlassig zwischen kdrpereigenen
und korperfremden Strukturen unterscheiden kénaeneine schéadliche Autoimmunreaktion zu
verhindern.

Prinzipiell kbnnen nach Erkennung eines Pathogemshdeinen PRR verschiedene Reaktionen
ausgelost werden. Hierzu zahlen Opsonierung, Addivig der Komplement- und Gerin-
nungskaskade, die Induktion der Apoptose, die Regulg co-stimulatorischer Molektle sowie
letztlich die Aktivierung der adaptiven ImmunantivQfaneway und Medzhitov, 2002). Die an-
geborene Immunitéat verfugt Gber eine breite Divatsion PRR, wobei unterschiedliche PRR in

der Lage sind, verschiedenartige Immunantworteawddsen.

1.6.1 Toll-like Rezeptoren

Der Name dieser Rezeptorfamilie leitet sich von deémtein ,Toll“, welches erstmals bei
Drosophila melanogastdoeschrieben wurde, ab. In dieser Spezies wurdeimichst als Gen-
produkt charakterisiert, welches fir die Anlage derso-ventralen Achse der Embryos eine ent-
scheidende Rolle spielt, sowie eine Resistenz g&ikn und gram-positive Infektionen ver-
mittelt (Akira et al., 2006). Inzwischen sind aum#i S&ugetieren eine Reihe verschiedener Toll-
like Rezeptoren nachgewiesen worden (lwasaki undziigov, 2004).

Biochemisch handelt es sich bei TLR um Glykoprateuie entweder auf der Zelloberflache, in
endozytotischen Vesikeln oder intrazellularen Oedjen exprimiert werden. Sie bestehen aus
einer Ektodomane aus LRR, die direkt oder mit Hifen Adaptermolekilen fir die Li-
gandenbindung verantwortlich ist, gefolgt von eimdrazellularen TIR-Domane, die die intra-
zellulare Signaltransduktion durch die KopplungTdR-Domanen enthaltende Adaptermolekiile
vermittelt (Kawai und Akira, 2006; Meylan und Tsgipe 2006). Alle TLR, mit der Ausnahme
von TLR3, vermitteln nach der Bindung ihres Ligamagne NkB-abhangige Zytokininduktion
Uber das gemeinsame Adaptermolekil MyD88. TLR3 eanet fur diese Zytokininduktion das
Adaptermolekul TRIF. Die Aktivierung dieser Sigmahsduktionskaskaden erfolgt durch ligan-
denspezifische Aktivierung einzelner TLR. Hierbeirdvein breites Spektrum konservierter
Muster von Partikeln erkannt, die eine Infektiort Pathogenen signalisieren. So erkennen die
TLR1, -2, -4, -5 und -6 Bestandteile bakterielleretibranen wie z. B. Lipoproteine,
Peptidoglykan, Lipoteichonsaure, Lipopolysacchaoder Flagellin sowie Bestandteile ver-
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schiedener Fungi (Alexopoulou et al., 2002; Cooklgt2004; Gewirtz et al., 2001; Hawn et al.,
2003; Ozinsky et al., 2000; Poltorak et al., 1988keuchi et al., 2001; Takeuchi et al., 2002).
Die TLR3, -7, -8 und -9 erkennen Nukleinsduresegeernverschiedener Pathogene. Da hierfur
zunachst die umgebenden Zellstrukturen der Patleogerstort werden missen, sind diese Re-
zeptoren in der Zellmembran des Endosoms lokatigitgil et al., 2003; Latz et al., 2004; Lee et
al., 2003, Matsumoto et al., 2003). Die verschietefLR und ihre Liganden sind in Tabelle 1

aufgelistet.

Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden
TLR1 Lipopeptide Bakterien
TLR2 Lipoproteine Verschiedene Pathogene
Peptidoglykan Gram-positive Bakterien
Zymosan Pilze
Pam3Cys Synthetisch
TLR3 dsRNA Viren
polylC Pilze
TLR4 LPS Gram-negative Bakterien
TLR5 Flagellin Bakterien
TLR6 Zymosan Pilze
TLR7 SSRNA Viren
9.2 s RNA Synthetisch
Imidazochinolin Synthetisch
TLR8 SSRNA Viren
Imidazochinolin Synthetisch
TLR9 DNA Bakterien, Viren
CpG DNA Synthetisch

Tab. 1: Hier sind die TLR 1-9 mit ihren wichtigsten Liganden dargestellt. Atiologisch
finden sich fir die einzelnen TLR hochkonservierteLigandenstrukturen von Bakterien,

Viren und Pilzen. Inzwischen gibt es jedoch eine ¥lzahl von synthetisch generierten TLR-
Liganden, von denen einige exemplarisch in dieserabelle aufgefuhrt sind
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1.6.2 Signaltransduktion nach TLR-Aktivierung

Die intrazellulare Signalweiterleitung erfolgt naBmdung des Liganden an den TLR bei alle
Rezeptoren aul’er TLR3 durch die Rekrutierung despsimolekils MyD88, welches an den
zytoplasmatischen Anteil des aktivierten TLR bind&akeda et al., 2003). Daruber hinaus
kénnen auch noch andere Adaptermolekile wie TIRA® @RAM zusammen mit MyD88 an
den aktivierten Rezeptor binden (Bell et al., 20@ay et al., 2006). Uber verschiedene
Zwischenmolekdle, in erster Linie Kinasen, erfdigfiztlich die Aktivierung von NkB. Dieser
Tanskriptionsfaktor transloziert nach seiner Algnang in den Nukleus und induziert dort die
Expression verschiedener pro-inflammatorischer g und Chemokine, die fir die Regulation
der Immunantwort essentiell sind (Moynagh, 2005ylde et al., 2006). Der Signalweg der TLR
ist in Abbildung 3 dargestellt.



25

. CpG-DNA o@D LPS/LBP

TLR4 D MD-2

Zellmembran U 2 TRAM TIRAP
\

MyDS88 TRIF
N O/

. I ] IRAK
Endosom >
MyD88 C >) TRAF6
TLRY 1
@@ NFkB
Kernmembran 1

—— Zytokininduktion

Abb 3: Dargestellt ist exemplarisch die Signaltranduktion des TLR4 und TLR9. So muss
LPS zur Erkennung durch den Rezeptorkomplex TLR4, M-14 und MD-2 an LBP ge-
bunden sein. AnschlieBend wird Uber verschiedene tiazellulare Signaltransduk-
tionsproteine das Molekul MyD88 aktiviert, das diegemeinsame Endstrecke aller TLR
aulBer TLR3 darstellt. Dieses fihrt zu einer Aktivieung von NFxB, einem Trans-
kriptionsfaktor, der letztlich fiir die Zytokininduk tion verantwortlich ist. Im Gegensatz zur
TLR4, der auf der Zelloberflache exprimiert wird, ist der TLR9 endosomal lokalisiert. Die
genauen Mechanismen, wie die polare bakterielle DNAber die Zellmembran internalisiert
wird, sind aktuell noch nicht vollstandig verstande. Diskutiert wird die Beteiligung von
Chemokinrezeptoren. Jedoch unterscheiden sich dieaoh Bindung des Liganden an seinen
Rezeptor ablaufenden Signaltransduktionsprozesse ctit wesentlich von denen membran-

standiger TLR

1.6.3 Toll-like Rezeptoren und septische Kardiorattup

Wie bereits dargestellt erkennen Zellen des angeleor Immunsystems pathogene Keime mit

Hilfe von TLR und initiieren eine Immunantwort. tten letzten Jahren zeigte sich jedoch, dass

nicht nur immunkompetente Zellen TLR exprimiereandern auch ortstandige, kardiale Ge-

webezellen mit TLR ausgestattet sind und in dereLsigd Immunreaktionen auszulésen (Frantz

et al., 1999; Frantz et al., 2001; Frantz et &07).
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Fur die Entwicklung einer kardialen Dysfunktion weéihd einer Sepsis scheinen diese TLR eine
wichtige Rolle zu spielen. So konnte gezeigt werddass Mause, welche fir den LPS- Ko-
rezeptor CD-14 defizient sind, keine kardiale Inffaation und Dysfunktion nach intra-peri-
tonealer LPS-Administration entwickeln (Knuefermaginal., 2002). Dies spiegelte sich zum
einen in signifikant reduzierten kardialen Inflanmtrnasparametern wie TNFund IL-13 wider,
zum anderen in verbesserten funktionellen Parameies linken Ventrikels. Jedoch konnte nicht
nur far den Pathogenitatsfaktor LPS eine wichtiggl®&itung des angeborenen Immunsystems
bei der Entwicklung einer septischen Kardiomyopatichgewiesen werden. Ahnliche Befunde
zeigten sich bei der Untersuchung des kardiodepms$otenzials von bakterieller DNA. So
fuhrte die Applikation von CpG-Motiven in WT-Méausem einer kardialen Inflammation und
konsekutiv zu einer reduzierten Kontraktilitat deardiomyozyten. TLR9-D Tiere hingegen
waren vor diesen negativen Auswirkungen gesch#étzti¢fermann et al., 2008). Diese Arbeiten
stitzen somit die These, dass nicht nur die von unkompetenten Zellen gebildeten
zirkulierenden Zytokine zu einer Kardiodepressio@hvend einer Sepsis filhren, sondern der
Kardiomyozyt selbst in der Lage ist, bakteriellagimente zu erkennen und mit der Bildung pro-
inflammatorischer Mediatoren zu antworten. Dartfieaus scheinen herzstadndige TLR an der

Entstehung des septischen Herzversagens unmittedbaitigt zu sein.

1.7 Tiermodelle

Um das Krankheitsbild der Sepsis besser verstebheibrnen, werden bereits seit Jahrzehnten
verschiedene Tiermodelle verwendet, die je nacenihDesign bestimmte Aspekte der Patho-
mechanismen dieses Krankheitsbildes darstelleersalur Ermittlung der Bedeutung einzelner
TLR fur die Entstehung und den Verlauf der Sepdsisden bereits viele verschiedene Studien
mit TLR-Liganden (LPS, LTA, CpG-Oligonukleotide gctlurchgefiihrt, welche den Tieren i.v.
oder i. p. appliziert wurden. Diese Untersuchungemten den Einfluss und die Bedeutung ein-
zelner bakterieller Komponenten fir das septischenkheitsbild belegen und zeigen, dass das
angeborene Immunsystem und seine PRR eine wicRiidje hierbei zu spielen scheinen. Ins-
besondere die Applikation von LPS wird aktuell neait verbreitet zur Sespsisinduktionvivo
verwendet. Jedoch konnten fir dieses Verfahrenitbegmige Schwachen bezuglich seiner Kli-
nischen Relevanz gezeigt werden: So stellte sichulse dass das durch LPS-Injektion hervor-
gerufene Zytokinprofil in den Versuchstieren nichtf den septischen Patienten in einer ICU

Ubertragbar ist. Bei septischen Patienten zeigtdndeutlich spatere Zytokinmaxima von TiNF
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IL-6 und CXC Chemokinen als in den mit LPS behatssteVersuchstieren (Remick et al., 2000;
Cavalillon et al., 2003). Diese Ergebnisse sindl@ggsache geschuldet, dass die LPS-Ap-plikation
zwar ein realistisches Bild der Endotoxinamie zeethjedoch reale Patienten im Rahmen einer
Infektion nicht nur mit einem spezifischen Zellwaedtandteil als Pathogen, sondern mit vitalen
Bakterien zu kampfen haben. Diese bestehen awnwelrschiedenen Pathogentéatsfaktoren und
oftmals findet sich nicht nur ein einzelner Keiropdern eine poly-mikrobielle Mischinfektion
bei den Patienten.

Andere Modelle verwenden zu Sepsisinduktion viidé&terien. Diese kdnnen ebenfalls i.v. oder
i.p. appliziert werden und sind gut steuerbar, ida genau definierte Anzahl von CFU appliziert
werden kann. Leider wiesen die meisten dieser Medkdutlich von der Realtitdt abweichende
Mortalitatsraten von teils nur 20 % auf (Ghiselliad, 2004). Die Ursache hierflr liegt in einer
haufigen Abszessbildung bei i.p. Applikation mitnkekutivem Ausbleiben einer diffusen Peri-
tonitis. Werden die Bakterien hingegen i. v. applizspiegelt dies insbesondere die Frihphase
der Sepsis in menschlichen Patienten nur mangeihdér, da sich hier oftmals nur sehr geringe
Menge vitaler Bakterien im Blut im Sinne einer Bakimie nachweisen lassen.

Um dieser Problematik zu begegnen gilt aktuell @id°>-Methode als Goldstandard zur Sepsis-
induktion im Tiermodell. Hierbei wird das Caecumr d¥ersuchstiere abgebunden und
anschlieBend perforiert, was den Austritt von Faegealie Bauchhdhle nach sich ziehen soll. In
der Folge entsteht eine Peritonitis durch ein pdtyabielles Erregerspektrum. Jedoch konnten
aktuelle Studien belegen, dass dieses Modell ellestark zu einer intraabdominellen Abszess-
formierung neigt und eine diffuse Peritonitis oftenaicht erreicht wird (Maier et al., 2004). Es
konnte jedoch bereits hinreichend gezeigt werdass dlie Ausbreitungsweite vitaler Bakterien
in der Peritonealhdhle einen entscheidenden prdigoben Faktor flir das Outcome der Sepsis
darstellt. Deshalb wurde das CASP-Modell als eioemeielle Verbesserung des CLP-Modells
zur realistischen Simulation einer diffusen Peitisrentwickelt (Traeger et al., 2010). Hierbei
stellt ein in den aufsteigenden Teil des Kolons lanperter Stent eine kontinuierliche Ver-
bindung zwischen Darmlumen und Peritonealhthle Daxs wiederum soll eine zeitabhangige,
gleichmafige Verteilung vitaler Bakterien intraatvdioell gewéhrleisten. Es konnte gezeigt
werden, dass im CASP-Modell operierte Versuchstiene Vergleich zu CLP-Tieren zum
gleichen Zeitpunkt post-OP eine signifikant hohargraperitoneale Bakterienlast aufwiesen.

Daher ist davon auszugehen, dass das CASP-Modsll sd#izientere Verfahren zur re-
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alitdtsnahen Abbildung einer Sepsis ist. Aus digseimden wurde in der vorliegenden Arbeit

das CASP-Modell zur Induktion einer polymikrobigll8epsis eingesetzt.

1.8 Forschungsziele der Arbeit

1)

2)

3)

4)

Zunachst wurde untersucht, ob das CASP-Modell emtbend bisherigen Hinweisen in
der Literatur durch die Ausbildung einer diffuseeriBonitis als suffizientes Sepsismodell
anzusehen ist. Hierzu sollte durch Peritoneallavagealuiert werden, ob eine im Zeit-
verlauf kontinuierlich ansteigende Bakterienzahl dar Peritonealhéhle nach Stent-
implantation festgestellt werden konnte.

DarUber hinaus wurde untersucht, ob sich durch @olgmikrobielle Infektion der
Bauchhohle eine kardiale Inflammation in den Vehstieren auslésen lie3 und sich ggf.
ein spezifisches, zeitabhangiges Zytokinprofil @bete lie3. Hierzu erfolgte die
Bestimmung die kardialen Zytokinspiegel mittels gRCR und ELISA zu den
Zeitpunkten 6, 18, 24 und 36 h nach CASP-OP. Adssersollte untersucht werden, ob
auch eine Regulation von Rezeptoren des angebotameonsystems zu den genannten
Zeitpunkten erfolgte.

Es wurde evaluiert, ob sich durch CASP-Operatiome ehdmodynamisch relevante
septische Kardiomyopathie induzieren liel3. Hierzuden 18 h nach Sepsisinduktion mit
einem Druck-Volumen-Katheter linksventrikulare Pduomktionsparameter
aufgezeichnet.

Es wurde analysiert, ob die durch eine polymikridieSepsis ausgeldste kardiale
Inflammation und Dysfunktion TLR-abhangig vermittelird. Hierzu wurden TLR-D
Tiere ebenfalls einer CASP-Operation unterzogen diadkardiale Inflammation mittels
gRT-PCR und ELISA bzw. die kardiale Funktion m#teDruck-Volumen Katheter

bestimmit.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Es wurden Wildtyp- (WT,; C57BL/6, Charles River lomhtories) und TLR-defiziente (TLR2-D,
TLR4-D und TLR9-D) Mause verwendet, wobei die TLR-Diere als Brutpaare
freundlicherweise von Professor Shizuo Akira (Osdkaversity, Japan) zur Verfigung gestellt
wurden. Das Alter der Versuchstiere betrug 10-1ZNéo mit einem Kdrpergewicht zwischen
23-25g.

Die Erzeugung der transgenen Mauslinien erfolgtecldihomologe Rekombination an em-
bryonalen Stammzellen von C57BL/6 Mausen. Den TeRzienten Tieren fehlte das jeweilige
Gen sowohl in den Gewebezellen, als auch in deknochenmark stetig neu gebildeten und im
Blut zirkulierenden, immunkompetenten Zellen. Defidienznachweis wurde mit einer Geno-
typisierung gefihrt.

Die Versuchstiere wurden in dafur speziell ausgestaRaumlichkeiten des Hauses fir
Experimentelle Therapie des UniversitatsklinikumenB sowohl pré- als auch postoperativ
untergebracht. Diese waren vollklimatisiert undathliefen einen 12 Stunden Tag-Nacht Rhy-
thmus. Futter und Wasser standen ad libitum zufidgeng.

Alle in dieser Arbeit durchgeflihrten Tierversuchedsbehdrdlicherseits geprift und genehmigt
worden (LANUV).

2.2 Genotypisierung von transgenen Mausen

In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich homozygoRTdefiziente Tiere verwendet. Die Geno-
typisierung erfolgte aus genomischer DNA, die aes &pitzen der Mausschwénze isoliert
wurde, mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PdRe Isolation der genomischen DNA
erfolgte strikt nach Anleitung des DNeasy TissuasK(iQiagen, Hilden Deutschland). Zum
Screening wurden die folgenden Primer nach Anlgituon Professor Shizuo Akira verwendet:
Primer 1: ,wild-type" oder ,neo1500"

Primer 2: “extra”
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Fur die Genotypisierungen wurden folgende PCR-Amesdhgesetzt (Tabelle 2):

PCR-Ansatz Volumen [ul] pro Ansatz
10 x PCR buffer 3
50 mM MgClI2 2,5
Betaine (5 M) 10
Primer 1 0,5
Primer 2 0,5
Aqua dest. 5,9
2,5 mM dNTP-Mix 2,4
Tag-Polymerase 0,2
DNA aus Isolation 5
Gesamtvolumen pro Ansatz 30

Tab. 2: Dargestellt ist die exakte Zusammensetzundes Mastermixes, der zur Genotypi-
sierung der transgenen Versuchsmause verwendet wugd

Fur die Genotypisierung der TLR9-D Tiere wurdemgéride Primersequenzen verwendet:

1. ,wild type*: 5'-GAA GGT TCT GGG CTC AAT GGT CATGTG-3’

- spezifisch fur das unveranderte TLR9-Gen
2. ,ne0l500“ 5-ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GACA®-3

- spezifisch fur eine Neomycin-Resistenz-Kassiet verédnderten TLR9-Gen
3. ,extra“: 5'-ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG:
- Bereich aul3erhalb des verdnderten Bereichestgegengesetzter Richtung zu “wild-type” und
Lextra’
Die mutierten Allele wurden durch die Primerkomhioa ,neo1500“ und ,extra“ detektiert, die
WT-Allele durch die Kombination der Primer ,wilgge“ und ,extra“. Die Amplifikation des zu
untersuchenden Genprodukts erfolgte mit einem Tbeyoler Whatman Biometra T-Gradient

96 (Biometra, Gottingen, Deutschland).
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In 35 Zyklen wurde folgendes Programm durchgefuhrt:

1.+94°Cfur30s

2.+67°Cfur60s

3.+74°Cfur60s

Beim letzten Zyklus wurde die Proben fur 10 Minutesi + 74 °C inkubiert, bevor sie zur

Aufbewahrung bei + 4 °C gekihlt wurden. Nach Zugdes Ladepuffers wurden die ampli-

fizierten Genprodukte, die eine Lange von etwa 1@®@ufwiesen, in einem 1 %igem Agarose-
Gel bei 100 V flur 45 min aufgetrennt.

Fur die Genotypisierung der TLR2-D Tiere wurdergéride Primersequenzen verwendet:

1. ,=a“ 15 -GTT TAG TGC CTG TAT CCA GTC AGT GCG-3’

- spezifisch fur das unveranderte TLR2 Gen

2. .0“:5- TTG GAT AAG TCT GAT AGC CTT GCC TCC-3
- Bereich au3erhalb des verdnderten Bereichesgegengesetzter Richtung zu “a” und ,b*

3. ,C*:5- ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-3’

- spezifisch fur eine Neomycin-Resistenz-Kassatteeranderten TLR2-Gen

Der PCR-Ansatz sowie das Amplifikationprotokoll erschieden sich bis auf die Primer nicht
von dem o. g. Verfahren fur die TLR9-D Versuch&tiddie amplifizierten Genprodukte wiesen
hierbei eine Lange von 900 bp auf und wurden eltlsniia einem 1%igem Agarosegel auf-

getrennt.

Fur die Genotypisierung der TLR4-D Tiere wurdergéride Primersequenzen verwendet:

4, . 15 -CGT GTA AAC CAG CCA GGT TTT GAA GGC -3
- spezifisch fur das unveranderte TLR4-Gen

5. ,0“:5°-TGT TGC CTT TCA GTC ACA GAG ACT CTG -3

- Bereich au3erhalb des veranderten Bereichesgegengesetzter Richtung zu “a” und ,b*
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6. ,C*5-TGT TGG GTC GTT TGT TCG GAT CCG TCG -3

- spezifisch fir eine Neomycin-Resistenz-Kassatteeranderten TLR4-Gen

Die amplifizierten Genprodukte wiesen hierbei didage von 1100 bp auf und wurden ebenfalls

in einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt.

2.3 CASP-Operation

Jedes Versuchstier wurde unmittelbar vor der Omerajewogen, um sicherzustellen, dass alle
Tiere in einer Gewichtsklasse von 23-25 g lagerschiie3end erfolgte die Narkoseeinleitung in
einer Plexiglaskammer durch den Einstrom des \Vefatinhalationsnarkotikums Isofluran
(Forene, Abbott, Wiesbaden). Nach der Narkose¢imgiwurde die Maus aus der Kammer ent-
nommen und auf einer auf 37° Celsius vorgeheizténnvéplatte in Rickenlage fixiert. Zur Auf-
rechterhaltung der Narkose wahrend der OP wurde derauchstier bei erhaltener Spontan-
atmung Uber einen vor die Nase vorgelegten Plastikach 2,5 | Sauerstoff/min und 2 Vol %
Isofluran appliziert. Die Feststellung einer ausnenden Narkosetiefe erfolgte durch das gezielte
Setzen eines Schmerzreizes (tail-pinch) und denblaien einer schmerzbedingten Reaktion.
Es folgte die Vorbereitung des Operationsfeldesli@ine schonende Entfernung der Bauch-
behaarung mit handelsublicher EnthaarungscremeWatlestdbchen. Auf eine Rasur wurde
bewusst verzichtet, um ein zusatzliches Traumagcivesl zu einer Zytokininduktion fihren
kénnte, zu vermeiden. Im Anschluss erfolgte einel3gilgige Hautdesinfektion mit Beta-
isadonna-L6sung (Mundipharma GmbH, Limburg) im @gensbereich.

Durch eine ca. 1,5 cm lange mediale Inzision deutHaurde nun der M. rectus abdominis
freigelegt und die Linea alba dargestellt. Entldreser erfolgte auf einer Ladnge von ca. 1 cm die
Eroffnung der Bauchhdhle. Mit zwei sterilen Wattgern wurde nun das Caecum aufgesucht
und zusammen mit dem terminalen lleum und dem eigistden Teil des Colons herausluxiert
und auf der sterilisierten Bauchflache des Tieedaggrt. 1 cm oberhalb des lleoz6kalpols wurde
das Colon ascendens antimesenterial mit einem memo¥/0 Faden (Ethicon, Prolene,
Norderstedt) durchstochen und ein Knoten wurdeggielen 18 G Venenverweilkatheter (Braun,
Vasofix, Melsungen) diente zur Punktion des Colanmittelbar oral der gelegten Naht. Nach
der sicheren intraluminalen Lage des Venenverwiittars wurde der Stahlmandrin vorsichtig

zuruckgezogen und der Plastikschlauch wurde zueiirg mit 7/0 Faden an der Darmwand
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vernaht. AnschlieRend wurde er mit einer Scherg@jrider der Serosa abgeschnitten und durch
vorsichtige taktile Manipulation des Colons mit Ea® geflllt. Danach erfolgte die Reposition
der ausgeschwenkten Darmabschnitte in die Baucbhihlzwei sterilen Wattetupfern. Mit 5/0
Faden wurden sowohl der Muskel als auch die Hailiesaverschlossen. Zur Analgesie erhielten
die Tiere am Ende des Eingriffs noch ein subkutajektion von 0,1 mg/ kg KG Buprenorphin
(Temgesic®, Essex Pharma, Grinenthal) zusammen 2@it ml’/kg KG NaCl zwecks

Volumensubstitution.

2.4 Bakterienkulturen

Fur die Erfolgskontrolle der Sepsisinduktion wurdeBakterienkulturen aus einer
Peritoneallavage angelegt. Hierzu wurden die Twaeebeschrieben zu den Zeitpunkten 0, 6, 18,
24 und 36 h nach CASP-OP narkotisiert und die Bladicle Uber die OP-Naht ertffnet. In eine
5 ml Spritze wurde auf Korpertemperatur vorgewasnsatoklaviertes PBS gefillt und auf den
Konus der Spritze ein Venenverweilkatheter ohnél8tandrin aufgesetzt. Dies geschah, um bei
der fraktionierten Injektion des PBS keine Verletgen der Darmschlingen zu verursachen.

Mit einer zweiten 5 ml Spritze, ebenfalls mit defagbikschlauch des Venenverweilkatheters be-
stuickt, wurde das kurz im Bauchraum geschwenkte &p8iert.

Es wurde sorgféltig auf die Sterilitat aller verwleten Materialien und Oberflachen geachtet.
Das so gewonnene bakterienhaltige PBS wurde irl®iml Reaktionsgefal3 tberfuhrt und mit
einem Vortex schonend durchmischt. AnschlieRendde/ut ml in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt und eine Verdlinnungsreihe mit den FaktatelO, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000
angelegt. Mit je 50 pl dieser Verdinnungen wurdam rMacCONKEY und Columbia-
Agarplatten mit Colistin Sulfat und Nalidixin SAUENA) beimpft und im Anschluss daran fur
48 h bei 37,5° C bebritet. Dabei galt MaCONKEY-Ag#s selektiv fur gram-negative Erreger
und Columbia-Agar durch den Zusatz von CNA alsldlélr gram-positive Bakterien.

Danach konnten die CFUs ausgezahlt und der Erimgdpsisindunktion dokumentiert werden.
Nach der Probenentnahme fir die Bakterienkulturerctd die Peritoneallavage wurden den

Versuchstieren die Herzen fiir die nachfolgenderekdérbiologischen Analysen entnommen.
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2.5 RNA Isolation

Da RNA sehr instabil ist, wurden alle im Folgendeschriebenen Schritte auf Eis durchgefuhrt
und alle hinzugefiigten Reagenzien hatten Temperazwischen -20° C und +4° C.

In 15 ml Falcontubes wurden 3 ml TRIzol (Invitrogétaisley, Scotland, UK) pipettiert und die
auf flissigen Stickstoff gelagerten Organprobendsarhinzu gegeben. Die Organe wurden in
der Losung mit einem Gewebehomogenisator (UltraabuTP 18-10 Janke & Kunkel KG,
Stauffen im Breisgau, Deutschland) homogenisiern Eine Kontamination der Proben mit
Gewebsresten oder RNAsen zu vermeiden, erfolgte Reinigung des Homogenisators mit 4 M
GIT und 0,1 % DEPC-Wasser vor und nach jedem Gehra@nschlieRend wurden 600 ul
Chloroform in die Probenrdhrchen pipettiert und eiitem Vortex Genie (Bender & Hobein AG,
Zurich, Schweiz) schonend durchmischt. Es schlm$sesne 10 min. Inkubationsphase an, nach
welcher die Proben in einer auf -9° C vortempegierZentrifuge (Zentrifuge CPKR, Beckman
Instruments GmbH, Minchen, Deutschland) fir 30 hb@.4000 U/min zentrifugiert wurden. Es
bildeten sich drei Gbereinander geschichtete Phasen

In der obersten, wassrig- klaren Phase befandds&cRNA, die nach vorsichtigem Abpipettieren
in ein neues 15 ml Reaktionsgefal Uberfihrt wuktier erfolgte nun die Zugabe von 2 ml
Isopropanol zur Ausféllung der RNA. Nach dem Durdduhen der Lésung wurde diese fiur 10
min. inkubiert und anschlieBend 20 min bei 4000 id/eentrifugiert. Es bildete sich ein Pellet
am Boden des Reaktionsgefal3es, welches nach ugsithdekantieren des Isopropanols mit 6
ml 75 % Ethanol (Merck) gewaschen wurde. Nach daarelmkubation schloss sich eine letzte
Zentrifugation fir 20 min bei 4000 U/min an.

Das nun am Boden des ReaktiongefaRes haftendet Reltde, nachdem der Uberstand aus
Ethanol abpipetiert war, luftgetrocknet und danach0 pl 0,1 %-DEPC Wasser resuspendiert
und in RNAse freie 1,5 ml Reaktionsgefalle (Eppenddesseling, Deutschland) tGberfihrt. Bis
zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80° (agert.

2.6 Reverse Transkription

Die aus den Organproben gewonnene RNA wurde ztergpaAnalyse in komplementare DNA

(cDNA) durch Reverse Transkription umgeschriebea.eihe quantitative Analyse mittels Real-
Time PCR geplant war, musste zunéchst eine Korat@misbestimmung der RNA-Proben

erfolgen, um zu gewéhrleisten, dass jedem Transhmigansatz die exakt gleiche Menge an RNA

hinzugefligt wurde. Diese Bestimmung wurde mit Hdfees BioPhotometers 6131 (Eppendorf)
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durchgefuhrt, indem die Extinktion bei 260 nm ur@D 2xm bestimmt wurde. Aus der Ratio von
260/280 nm konnte ausserdem die Integritat der RNgeschatzt werden.

Fur die Synthese der cDNA wurde jedem Ansatz 1 A Rinzugefiigt. Die Durchfliihrung
erfolgte nach Anleitung eines Omniscript RT-PCR K@iagen, Hilden, Deutschland). Ein

Master-Mix aus folgenden Komponenten wurde angeg&sibelle 3):

Komponente Master-Mix einfach [ul]

10 x RT-PCR Buffer 2

dNTP-Mix (5 nmol jeweils) 2

Oligo-dT-Primer 2

Omniscript reverse Transkriptase 1

MRNA variabel, mit RNase-free ;B auf 13 ul
aufgefillt

Tab. 3: Zusammensetzung des Mastermix-Ansatzes figie Synthese der cDNA

Die Reverse Transkription wurde in einem ThermoaydBiometra, Gottingen, Whatman
Biometra T-Gradient 96) durch Inkubation der Proliem +37° C fir 60 min durchgefihrt.
Danach wurden die Proben noch im Thermocycler d8fG-gekihlt und nach der Entnahme bis

zur weiteren Verarbeitung bei -20° C tiefgefroren.

2.7 Quantitative Real-Time PolymerasekettenreaktiofgRT-PCR)

Die aus der reversen Transkription erhaltenen cRiAde mit Hilfe der gqRT-PCR analysiert.
Dieses Verfahren erlaubte es, eine grof3e AnzahlRroben gleichzeitig und somit im direkten
Vergleich zu analysieren.

Die gRT-PCR erfolgte mit dem TagMan 7900 (Applietbstems, Kalifornien, USA) unter
Verwendung von 384 Well Platten. Es wurden folgekdemerziell erhaltliche Primersonden

eingesetzt (Tabelle 4):
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Primer-Sonde

Produkt-Nummer

mouse GAPDH (endogene Kontrolle)

Mm99999915 g1

mouse IL-B Mm99999061 g1
mouse IL-6 MmO01210732_g1
mouse TNFa MmO00443258 m1l
mouse TLR2 Mm01213945 g1
mouse TLR4 MmO00445273 _m1l
mouse TLR9 MmO00446193_m1l
mouse CD14 MmO00438094 g1

mouse TREM1

MmO01278455_m1

mouse HMGB1

MmO00849805_gH

mouse CCR4 Mm99p99052_s1
mouse iNOS MmO00440491 g1
mouse IL-10 MmO00439616_m1

Tab. 4: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwenaten gRT-PCR Primer zur Detektion
der aufgefuhrten Zielgene

Die Analyse fur jede Probe erfolgte in einer Drelfifaestimmung (Triplett) fir jedes einzelne

Zielgen. Auf einer Platte wurden 16 Proben pro gBel gemessen, so dass ein Ansatz fur 48

Wells (16 * 3) vorbereitet wurde. Dieser bestand fmlgendem Mastermix (Tabelle 5):

Komponente

Master-Mix einfach [ul]

Master-Mix preeksuch [ul]

PCR Master-Mix (2 x)

5,0

280

RNase-free kD

3,5

196

Primer Sonde

0,5

28

Tab. 5: Mastermix-Zusammensetzung fir die gqRT-PCR

Die folgenden Pipettierschritte wurden alle auf &ischgefuhrt: Zunachst wurden die 48 Wells
mit einer 8 Well Multiwellpipette mit je 9 pl Mastaix beladen. Diese wurden im Anschluss mit
je 1 ul cDNA der zu untersuchenden Proben auf esa@tvolumen von 10 pl aufgefullt. Dies

bedeutete eine eingesetzte Analysemenge von 5DNé.c
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Die gRT-PCR wurde als relativeACr— Studie durchgefuhrt. Dazu wurden insgesamt 40efyk
durchlaufen (Zyklus: 15 s. bei 95° C, 1 min. bei &)).

Als endogene Kontrolle wurde das mausspezifischestitutiv exprimierte Haushaltsgen (house-
keeping gene) Glycerinaldehypphosphat-Dehydrogetfasrise GAPDH) verwendet

Die mRNA-Probe einer unstimulierten WT-Maus diertis Kontrolle zur Bestimmung des
Relativen Quotienten (RQ).

Die Daten der gRT-PCR wurden mit der Software S2JRpplied Biosystems) analysiert.

2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Zytokine TNE, IL-1p und IL-6 wurde neben der mRNA ebenfalls die
Proteinkonzentration (ng Zytokin pro mg Protein)stmmt. Dies geschah, um madgliche
Unterschiede zwischen der Transkription der Gertedan Proteinexpression zu detektieren.

Die Messung erfolgte in einer Zellsuspension, lfestd aus dem homogenisierten Gewebe und
dem ELISA-Puffer, der aus folgenden Bestandteilggeaetzt wurde (Tabelle 6):

Losung Volumen [ml]
PBS (autoklaviert) 9,60
Protease-Inhibitor ~ (Roche, MannheinQ,40
Deutschland)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 0,01

250 mM PMSF in Isopropanol gelost 0,01

Tab. 6: Komponenten des zur Proteindetektion verwetheten ELISA-Puffers

Die gefrorenen Herzen wurden in 1 ml Puffer miteemnGewebehomogenisator (Ultra-Turrax
TP 18-10 Janke & Kunkel KG, Stauffen im BreisgBeutschland) mazeriert. Es folgte eine 15
min Inkubation auf Eis. Im Anschluss wurden dielZéinmer bei 13.000 U/min fur 15 Minuten
in einer auf 4° C gekiihlten Zentrifuge abzentri@gi Der Uberstand wurde abgenommen und
aliquotiert. Die aufbereiteten Proben wurden bisMassung bei — 80° C gelagert.

Fur die Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen varrdolgende Quantikine® ELISA-Kits
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der Firma R&D Systems GmbH (Wiesbaden, Deutschlarejvendet (Tabelle 7):

Zytokin Katalog-Nummer
mouse IL-B M6000B

mouse IL-6 MLBOOB

mouse TNFa MTAQO

Tab. 7: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwedeten ELISA-Kits

Die Herstellung der Standards und die Einhaltungmaibationszeiten erfolgten nach Anleitung
der Herstellerfirma. Die Waschritte der 96-Well#a wurde in 5 Zyklen mit einem Atlantis

Microplate Washer V1.3 (Asys Hitech, Eugendorf, édstich) durchgefiihrt. Nach Zugabe der
»Stop solution” (Stopp-L6sung) wurde die Reaktiarden Wells beendet.

Parallel zur ELISA-Messung wurde die Proteinkoneaian in den zu untersuchenden Proben
bestimmt, um die zu erwartenden Messergebniseiasé #Veise zu normalisieren. Dabei wurde
das PIERCE BCA-Kit (PIERCE, Rockford, USA) verwehdéur Herstellung des BCA-Reagenz
wurden die Reagenzien A und B in einem Verhaltma %0:1 vermischt. 2 ul Zellsuspension
wurden mit 998 pl BCA-Reagenz (Probenverdinnund@):Sur 30 Minuten bei + 37° C
inkubiert. Anschlieend wurde die Extinktion beiinex Wellenldnge von 562 nm mit dem
BioPhotometer 6131 (Eppendorf) gemessen. Unter dgsréhtigung des Verdinnungsfaktors
wurde die Proteinkonzentration der Proben [mg/re§thmmt.

Mit dem ELISA-Reader Asys EXPERT 96 (Asys Hitechyirden die optischen Dichten der
Proben photometrisch bei einer Wellenlange vonrsQund einer Kontrollwellenlange von 540
nm gemessen. Mit Hilfe der dazugehorigen SoftwareAuswertung MIKROWIN 2000 V 1.0
(Asys Hitech) wurde eine Standardkurve in eineudi®-Auftragung erstellt. Die Sensivitat des
ELISA wurde vom Hersteller Uberprift. Die minimadtedktierbare Konzentration betrug 1,6 pg
pro Milliliter. Signifikante Kreuzreaktionen mit deren Proteinen konnten vom Hersteller
ausgeschlossen werden. Aus den gemessenen, optBaigen der Proben im Zusammenhang
mit ihren Proteinkonzentrationen wurde automatisieh Zytokin-Konzentration [ng pro mg

Protein] bestimmt.
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2.9 Druck-Volumen Katheter

18 h nach der CASP-OP wurden die hAmodynamischeam@ger der Tiere bestimmt, um die
Auswirkungen der induzierten polymikrobiellen Sepsauf das Herz-Kreislaufsystem zu
untersuchen. Dazu wurde ein in den linken Ventrigielgebrachter Druck-Volumen Katheter
(Millar Instruments Inc., Houston, Texas, USA) venaet. Hierbei handelte es sich um einen 1,4
French Katheter aus Polyimid (SPR-839), ausgestatie einem Micromanometer und 4
Elektroden, welche der Leitfahigkeitsmessung dientie hatten einen Abstand von 4,5 mm,
was der Distanz zwischen Apex und Aortenklappeuaise entsprach.

Folgendes Setup wurde gewahlt: Der Katheter wurtber Gje eine Druck- und einen
Volumenanschluss mit dem MPVS-300 System (Millastimments) verbunden, wo eine
Konditionierung der Signale stattfand, um eine Datpiisition durchfiihren zu kénnen. Hierzu
wurden die Signale Gber analoge Inputs an einereR@kb (ADInstruments GmbH, Spechbach,
Deutschland) tbertragen, der mit einem Computdsureten war, auf dem die Daten mit Hilfe
des Programms Chart 5.5.5 (Millar Instruments) alisiert werden konnten.

Ca. 30 min vor Operationsbeginn wurde der Katheteine auf Korpertemperatur vorgewarmte,
sterile, 0,9 %ige Kochsalzlésung eingelegt, umesaipétere Messumgebung zu simulieren. Die
Narkoseeinleitung der Versuchstiere erfolgte witeu.3 beschrieben. Um eine Auskihlung der
Tiere und eine daraus resultierende BeeinflusswmgHdimodynamik zu verhindern, wurde der
Eingriff auf einer auf 37° C warmen Heizplatte chgefiihrt. Die Narkose wurde bei einem Flow
von 2 | @ pro Minute und 2 Vol % Isofluran aufrechterhaltésofluran wurde gewahlt, weil es
die geringsten kardiodepressiven Eigenschaften esfwund somit die hamodynamischen
Parameter am wenigsten beeinflusste.

Die Mause wurden auf dem Ricken liegend fixiert dredHaut wurde vom Unterkiefer bis zum
Sternum inzidiert. Die Glandula parotis lag nun fraed konnte zu beiden Seite ausgeschwenkt
werden. Unter dem Mikroskop erfolgte dann die Prgipen der A. carotis. Diese wurde kranial
abgebunden und nach kaudal vorsichtig mit einemFal@en umlegt, so dass durch Zug am
kaudalen Faden eine reversible Abklemmung des @sféffolgen konnte. Es wurde strikt darauf
geachtet, eine Kompression oder Verletzung des Bguy zu vermeiden, um eine
parasympathische Verfalschung der Messergebnisserhindern. Danach wurde die A. carotis
mit einer Mikroschere inzisiert. Durch das entstra Loch konnte nun der Druck-Volumen

Katheter in das Gefal3 eingebracht werden und nach ldbsen des kaudalen Fadens wurde
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dieser entlang des Gefal3es in den linken Ventvkegeschoben. Als Kriterium fUr eine sichere
intraventrikulare Lage galt ein Abfall des enddudisthen Blutdrucks auf annahrend 0 mmHg.

Nun wurde die Narkose auf 1 Vol % Isofluran reduzimd die Aufzeichnung der Daten begann.

Die Druckdaten konnten mit dem Programm Chart 56fbrt auf dem PC ausgelesen werden.
Die Volumendaten wurden jedoch nicht in einem alieol Volumen (z. B. pl) angezeigt,
sondern als relative Volumeneinheiten (RVU) ausbege Dies lag darin begriindet, dass tber
die Elektroden des Katheters nur eine Gesamtleg@it ermittelt werden konnte. Um das

absolute Volumen zu bestimmen, musste noch einenvehkalibrierung erfolgen.

Das Prinzip des Leitfahigkeitskatheters beruhtdmuifGleichung:

V=(L%06)*G

Hierbei ist V das absolute Volumen, L der Abstandgszhen den Elektroden, die Leitfahigkeit
des Blutes und G die gemessene Gesamtleitfahigkeit.

L ist als Grofze mit 4,5 mm durch die Konstruktias Katheters vorgegeben.

Um o zu bestimmen, wurden den Versuchstieren im Ansshlan die Messung mit einer
heparinisierten Spritze Blut aus dem linken Vemdrientnommen. Dieses wurde in einen auf
Korpertemperatur vorgewarmten Plastikblock (Millémstruments, P/N 910-1049) mit 6
zylindrischen Bohrungen Uberfiihrt. Die Lécher hatexakt definierte Durchmesser, so dass

folgende Formel fir die Bestimmung des absoluteluvens zum Einsatz kommen konnte:

V=m*r2* L

Das Volumen war proportional zur Leitfahigkeit, waie lineare Beziehung zueinander
bedeutete, so dass es mdglich war, mit der Kiutdmation eine Volumen-Kalibrations-

Gerade zu konstruieren. Hierbei wurde das kalkgliezylindrische Volumen gegen die
gemessene Leitfahigkeit aufgetragen. Die Steigumd)der y-Intercept konnten nun verwendet
werden, um die RVUs in ein absolutes Volumen inmkurechnen.

Sowohl die Konstruktion der Geraden als auch dierdaéhmung der RVUs erfolgten mit der

Analysesoftware PVAN 3.6 (Millar Instruments).
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In den Rohdaten war jedoch nicht nur die Leitfabigkles Blutes im linken Ventrikel enthalten,
sondern auch die Leitfahigkeit der umgebenden Gewklerz, Lunge ect.). Um diese Storgrol3e
zu eliminieren, wurde den Versuchstieren im Verldef Messung eine hypertone, 10 %ige
Kochsalzlésung als Bolus in die linke V. jugulangiziert. Dies fuhrte beim Einwaschen in den
linken Ventrikel zu einem massiven Anstieg der adiigkeit.

Aus diesem Anstieg konnte nun ein paralleles Volimerechnet werden, welches dem Einfluss
des umgebenden Gewebes entsprach und somit vorm&esamen abzuziehen war.

Dadurch war das tatséchliche, absolute Volumen imkeh Ventrikel bestimmt und eine

Verwendung der Volumendaten konnte erfolgen.

2.10 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der in den einzelneteldnchungen gemessenen Parameter erfolgte
ebenso wie die graphische Darstellung der Ergebmssdem Programm Prism 5.00 (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA). Die numerisciaten wurden entweder mittels unpaired
t-Test oder bei Analysen, die mehr als nur zweippam implizierten, mittels 1 Way ANOVA
und Newman-Keuls post-test Verfahren ausgewertalVelRe < 0.05 wurden als statistisch
signifikant angesehen und sind in den Graphiken emem * markiert. Die einzelnen zu

untersuchenden Gruppen wiesen jewelils eine StiblemigroRe von r 8 Versuchstieren auf.
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3. Ergebnisse

3.1 Darmflora von WT- und TLR-D Tieren

Um die Suffizienz polymikrobieller Sepsismodelle zelegen, sind mikrobiologische Analysen
zwingend erforderlich. Da in diesem Projekt eingpss&®nduktion durch die kontinuierliche
Freisetzung von Darmbakterien erfolgte, wurde zhs@&berprift, ob WT- und TLR-D Mé&use
sich grundsatzlich in der bakteriellen Zusammensgjzihrer jeweiligen Darmflora unter-
schieden oder die Gruppen untereinander vergleichiaaen. Hierzu wurden Stuhlproben aus
verschiedenen Darmkompartimenten (lleum, Zakum Kakbn) entnommen und anschliel3end
zum Nachweis gram-positiver und gram-negativer Keiauf Columbia- und MacCONKEY-
Agar fur 48 h bei 37° C bebritet. Es zeigte sicgsdsich WT-, TLR2-D und TLR9-D Mause
bezuglich ihrer Darmflora nicht voneinander untbreden und sowohl mit gram-positiven als
auch gram-negativen Darmkeimen besiedelt wareKdp. 3.5 Abb. 9). TLR4-D Tiere zeigten
jedoch eine komplette Abwesenheit von gram-negativeimen in allen untersuchten
Darmkompartimenten. Da gram-negative Keime einsati@idende Rolle in der Pathogenese der
Sepsis spielen, wurden TLR4-D Tiere von der weitel@ASP-Untersuchungsreihe aus-
geschlossen, weil hier eine Vergleichbarkeit mit daderen Untersuchungsgruppen nicht mehr

gegeben schien.

3.2 Intraperitoneale Bakterienfreisetzung und Mortditat nach CASP

Zur Validierung der CASP-Operation wurden Peritdlawagen zu den Zeitpunkten 0, 6, 18, 24
und 36 Stunden nach Sepsisinduktion von WT-Mausegefartigt und anschlieRend auf
MacCONKEY-Agar und Columbia-Agar mit CNA-Zusatz 8 h bei 37° C inkubiert. Danach

wurden die CFUs /ml ausgezahlt, um die intrapeeiéde Bakterienfreisetzung im Zeitverlauf zu
eruieren. Es zeigte sich ein kontinuierlicher Aegtider intraperitonealen Bakterienzahl im
Zeitraum von 0-36 h (Abb. 4).

Zusatzlich wurden die Versuchstiere beziiglich itwberlebenskinetik analysiert. Es zeigte sich
eine konstante, zeitabhéngig ansteigende Morisiéte nach CASP-Intervention. Kein WT-Tier

Uberlebte langer als vier Tage nach Sepsisindukfibb. 5).
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intraperitoneale Bakterenbesiedlung in WT-Tierenzu

verschiedenen Zeitpunkten nach CASP-OP (n= 8). A i den Verlauf der Freisetzung
gram-negativer Bakterien gemessen als CFU/ml nacheBritung der Peritoneallavage auf

MaCONKEY-Agar,

B zeigt die Freisetzungskinetik fur gram-positive Keime nach

Inkubation auf Columbia-Agar mit CNA-Zusatz. Es lasst sich sowohl fur gram-negative als
auch gram-positive Bakterien ein kontinuierlicher Anstieg der CFU/ml nach CASP-OP

beobachten
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Abb. 5: Nach CASP-OP konnte bei WT-Mausen eine komuierlich ansteigende Mortalitét
im Zeitverlauf beobachtet werden. 4 Tage nach Sesnduktion lag die Mortalitat bei
100 % (n= 10)

3.3 Kardiales Inflammationsprofil in WT-Tieren

Zu den Zeitpunkten 6, 18, 24 und 36 h nach Sepmhikion erfolgte eine molekularbiologische
Analyse der kardialen Inflammationsparameter vid-¢fCR aus den Herzen der WT-Tiere. Es
konnte eine Induktion von pro-inflammatorischen dkphen direkt im Herzgewebe nach-
gewiesen werden. So zeigten IBR-lund IL-6 bereits 18 h nach CASP-Operation einen
signifikanten Anstieg ihrer mRNA-Expression im Vkigh zu der Kontrollgruppe (Abb. 6 A,
B). Wahrend sich das Zytokinniveau von IL-6 nachh2wieder auf Kontrollniveau reduzierte,
stieg die Expression von ILBlin den Herzen der septischen Tiere weiter an glcefst nach
36 h signifikant ab. Fur TNFkonnte ein &hnliches Expressionsmuster wie futfldetektiert
werden, denn auch hier zeigte sich nach 24 h eiagirivhlexpression des Zytokins, welche
gegenuber allen anderen Zeitpunkten signifikanblerivar (Abb. 6 C).

Fur die mRNA-Expression des anti-inflammatorisch&ytokins IL-10 konnte ein konti-
nuierlicher Anstieg im beobachteten Zeitraum festiget werden. Die héchste Expression, die
alle anderen Zeitpunkte signifikant Gbertraf, fanch nach 36 h (Abb. 6 D). Es war demnach ein
Wechsel von einer pro-inflammatorischen zu eindi-iaflammatorischen Immunreaktion im

kardialen Gewebe septischer WT-Mause im Verlaufpadéymikrobiellen Sepsis feststellbar.
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Abb. 6: Dargestellt sind die Ergebnisse der gRT-PCRbezuglich der kardialen Zyto-
kinexpression im Zeitverlauf von 6-36 h nach CASP-®© (n= 8). So zeigte sich fur IL-B
ebenso wie fur IL-6 bereits 18 h nach Sepsisinduktn ein signifikanter Anstieg dieser pro-
inflammatorischen Mediatoren im kardialen Gewebe. Er TNF o wurde eine etwas spatere
Regulation zum Zeitpunkt 24 h nach CASP-OP beobacht. Es lie3 sich jedoch bei allen
pro-inflammatorischen Zytokinen ein Abfall der kardialen Regulation spatestens 36 h nach
CASP-Intervention feststellen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fiur das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 ein kontinuierlicher Anstieg der kardialen Expression
Uber die gesamten 36 h
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Neben diesen klassischen Zytokinen wurden nocheveeitnflammationsmarker analysiert. Es
konnte jedoch weder fur HMGB1 noch fur INOS eingg®eation der Expression in den Herzen

septischer Tiere detektiert werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Im Rahmen der qRT-PCR Analyse konnte wedefir HMGB1 noch fir iINOS eine
Regulation im kardialen Gewebe im Zeitverlauf zu da untersuchten Zeitpunkten
detektiert werden

3.4 Kardiales Expressionsprofil von Rezeptoren deangeborenen Immunitat in septischen
WT-Mausen

Wie bereits erwéahnt ist die Expression und Reguhatvon Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems, insbesondere von TLRs, auf immunkéenpen Zellen im Rahmen einer In-
flammation hinlanglich bekannt. Im folgenden Taigser Arbeit ging es jedoch darum, ein kar-
diales Expressionsprofil dieser Rezeptoren im sgatErten Zeitraum zu entwerfen. So konnten
mittels gRT-PCR unterschiedliche Expressionsmustenrschiedener Rezeptoren beobachtet
werden: TLR2, verantwortlich fir die Erkennung grpositiver Bakterienbestandteile und CD-
14, ein Co-Rezeptor von TLR4 und TLR9 waren beideeits 18 h nach Sepsisinduktion
maximal exprimiert. TLR4, als Rezeptor fur die Hrkang gram-negativer Bakterien via LPS
verantwortlich, wies zu allen untersuchten Zeitgenkeine signifikante Induktion im Vergleich
zur Kontrollgruppe auf, wohingegen TLR9, welchekteaielle DNA detektiert, erst nach 36 h
signifikant reguliert wurde.

Erstmalig gelang es, im Rahmen dieser Arbeit TREMih Rezeptor der bislang nur auf
myeloiden Zellen nachgewiesen werden konnte, inzéterzu detektieren und eine Regulation

im Rahmen einer Sepsis nachzuweisen. So zeigteesidkontinuierlicher Anstieg der kardialen
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TREMZ1-Expression wéhrend einer CASP-induziertenseip WT-Mausen (Abb. 8). Hingegen

konnte fur CCR4 keinerlei Regulation im Herzen nipeshiesen werden.
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Abb. 8: Ergebnisse der kardialen Rezeptorexpressiogemessen mittels gRT-PCR in WT-
Herzen nach CASP-Intervention. TLR2 und TLR4 zeigte eine frihe Induktion der

kardialen Expression bereits 18 h nach Sepsisindukin. Gleiches galt fir den TLR4-TLR9-

Corezeptor CD-14. TLR9 hingegen zeigte erst 36 h na CASP-OP eine signifikante
Expressionssteigerung im kardialen Gewebe. Fur de@hemokinrezeptor CCR4 liel3 sich zu
keinem der genannten Zeitpunkte eine Regulation féstellen. Hingegen zeigte sich fir
TREM1 eine kontinuierliche Expressionssteigerung uér den gesamten in dieser Arbeit
analysierten Zeitraum
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3.5 Hamodynamik in septischen WT-M&ausen

Ein besonderes Augenmerk wurde in dieser Arbeitdeaihamodynamische Situation septischer
Tiere in vivo gelegt. Hierzu erfolgten Untersuchungen mittelsegi Druck-Volumen-Katheters
18 h nach CASP. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlthiga bereits eine signifikante kardiale In-
flammation nachgewiesen werden konnte, die Modétatier Tiere bis zu diesem Zeitpunkt mit
ca. 25 % jedoch noch moderat war.

18 h nach CASP befanden sich WT-Mause trotz Volwguabstitution in einem hypodynamischen
septischen Schock. Dies zeigte sich in signifikaduzierten Parametern der Herzfrequenz, des
Schlag- und Herzzeitvolumens, des endsystolischenckes im linken Ventrikel, sowie

reduzierter Kontraktilitat und verminderter Schldugt. Tab. 8 zeigt dies im Einzelnen.

Sham 18 h CASP 18 h
Herzfrequenz/min 587.2 + 25.86 472.4 +26.14 *
Schlagvolumen (pl) 14.38 + 0.8153 7.868 + 0.8536 *
Herzzeitvolumen (ul/min) 8417 +500.4 3579 £ 546.8
Endsystolischer Druck 88.10 +1.852 68.00 + 3.532 *
(mmHg)
dP/dt max (mmHg/sec) 11270 £ 1190 6144 £ 1022 *
dP/dt min (mmHg/sec) -10020 £ 935.1 -5683 £ 1145 *
Schlagarbeit (mmHg/ul) 1161 £ 65.34 432.2 £ 78.92

Tab. 8: Gezeigt sind die Ergebnisse der invasiverdmodynamischen Messungen mit einem
Druck-Volumen Katheter. Verglichen wurden Sham-opererte Tiere und Tiere, die einer
CASP-OP unterzogen worden waren zum Zeitpunkt 18 post OP. *P < 0.05
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3.6 Intraperitoneale Bakterienlast nach CASP in TLRD Mausen

Um die Bedeutung einzelner TLRs fir die kardialigainmation nach CASP im Mausmodell zu
analysieren wurden genetisch veranderte Mause ssatrde welche entweder fir TLR2 oder
TLR9 defizient waren. Aufgrund der moderaten Maot&albei bereits bestehender kardialer In-
flammation und Dysfunktion in WT-Mausen 18 h nacASP-OP wurde fir die Untersuchung
der TLR-D Tiere wurde ebenfalls dieser Zeitpunldgawahlt.

Zunachst wurden die intraperitonealen CFUs/ml irRZID und TLR9-D M&ausen 18 h nach
CASP bestimmt und mit den WT-Daten verglichen (A®b.Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in den drei Versuchsgruppen bezogediaintraperitoneale Bakterienlast. TLR9-

D Mause wiesen etwas geringen Bakterienzahleneddch war dies ohne statistische Relevanz.
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Abb. 9: Dargestellt ist der Vergleich der intraperitonealen Bakterienzahl gemessen als
CFUs/ml zum Zeit-punkt 18 h nach Sepsisinduktion zigchen den WT-, TLR2- und TLR9-
Versuchtieren. Wie die Ab-bildung zeigt lasst sichweder fur gram-postive (A) noch fir
gram-negative Bakterien (B) ein signifikanter Unteschied zwischen den einzelnen Ver-
suchsgruppen beobachten
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3.7 Kardiale Expression von Zytokinen in TLR-D Tieren

Neben der mikrobiologischen Analyse erfolgte ebéhfaine Analyse der Inflammations-
parameter aus den Herzen dieser Tiere zum Zeitdihktnach CASP mittels gRT-PCR.

Der Anstieg derr TN&Expression bei den TLR-D Gruppen erreichte nichs &ignifikanz-
niveau gegeniber unbehandelten WT-Gruppen. Interessveise fuhrte die CASP-OP auch bei
den beiden anderen untersuchten pro-inflammataisaytokinen IL-B und IL-6 in den TLR9-

D Tieren nicht zu einem signifikanten Anstieg gagesr unbehandelten WT-Tieren (Abb. 10 A,
B). In den TLR2-D Tieren dagegen bewirkte die CASP-einen Anstieg der ILRLExpression
ungefahr auf das Niveau der entsprechenden WT-TiEeelL-6 Expression der TLR2-D Tiere
stieg unter diesen Bedingungen auf ein VielfachesWT-Tiere. Die mRNA-Expression des
anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 war in den H2-D und den WT-Tieren signifikant
gegenuber der Kontrolle erhdht, noch héher undifignt gegeniber den anderen Gruppen war
die Expression in den TLR2-D Tieren (Abb. 10 D)
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Abb. 10: Gezeigt ist der Vergleich der kardialen Zyokinexpression zwischen WT-, TLR2-
D- und TLR9-D-Versuchstieren 18 h nach Sepsisindukin sowie Sham-operierten WT-
Tieren als Kontrollgruppe. Es zeigt eine signifikate Heraufregulation der kardialen Zyto-

kinexpression in WT- und TLR2-D Tieren. Bei TLR2-D Tieren war die Expression von IL-

6 und IL-10 im kardialen Gewebe sogar signifikant kher als in allen anderen Versuchs-
tiergruppen. In den TLR9-D Tieren ergab sich hingegn keine Veranderung pro-
inflammatorischer Zytokine im Herzen, jedoch war die Expression des anti-
inflammatorischen Mediators IL-10 im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant induziert
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Da diese Daten die mRNA-Level in den Herzen selptisdiere widerspiegeln, jedoch keinen
Ruckschluss auf die tatséchlichen Proteinkonzeatran erlauben, wurden mittels ELISA die
Proteinkonzentrationen der pro-inflammatorischeriokipe TNFo, IL1B und IL-6 bestimmt.
Diesen wird eine besondere kardiodepressive Eipaftstm Rahmen der septischen Kardio-
myopathie zugeschrieben.

Es zeigte sich, dass TMEurch ELISA auf Proteinebene 18 h nach CASP indweder Gruppen
detektierbar war. IL-A und IL-6 hingegen waren messbar und zeigten egmefigant geringere
Konzentration in der TLR9-D Gruppe als in der WhdurLR2-D Gruppe (Abb. 11).
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Abb. 11: ELISA-Untersuchung zur Analyse der Proteirexpression pro-inflammatorischer
Zytokine in den Herzen septischer Versuchstiere 1B nach CASP-OP. Untersucht wurden
die Herzen von WT-, TLR2-D- und TLR9-D-Tieren. Es =zigte sich korrelierend zu den
Ergebnissen der gRT-PCR Untersuchungen eine sigrifante Expressionssteigerung fur die
Zytokine IL-1 g und IL-6 im kardialen Gewebe von WT- und TLR2-D-Vesuchstieren 18 h
nach CASP-OP. Im Gegensatz hierzu zeigte sich einggnifikant geringere Protein-
konzentration dieser pro-inflammatorischen Mediatoren in den Herzen von TLR9-D-
Méausen ebenfalls 18 h nach CASP-Intervention

3.8 Immunrezeptorregulation in TLR-D Tieren 18 h nach CASP

Neben dem Zytokinprofil wurde ebenfalls die Regolatvon Immunrezeptoren durch gRT-PCR
in den Herzen von TLR2- und TLR9-D Mausen 18 h naepsisinduktion analysiert und mit den
Sham-operierten WT-Mausen verglichen. Es zeigtd, sitass die Defizienz eines TLR die
Regulation anderer TLRs wahrend der kardialen mmffeation signifikant beeinflusst. So zeigten
TLR9-D Tiere eine signifikant geringere InduktioarvTLR2, TLR4 und CD-14 als WT-Mause
18 h nach CASP. In der TLR2-D Gruppe fand sich imrgieich zu der WT-Gruppe eine
geringere Induktion von TLR4 und TLR9, jedoch nigbh CD-14. TREM1 hingegen wurde in
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den Herzen TLR2-D Tiere signifikant héher regulield in den Herzen von WT- und TLR9-D
Mausen (Abb. 12).
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Abb. 12: mRNA-Expression von Rezeptoren des angelbmmen Immunsystems 18 h nach
CASP-OP im Vergleich zwischen WT-, TLR2-D- und TLR9D-Versuchstierenund einer
Kontrollgruppe. Es liel3 sich eine Hochregulation dr Immunrezeptoren TLR2 (A), TLR4
(B), CD-14 (D) und TREM1 (E) in den Herzen septisadtr WT-Tiere beobachten. Diese
Regulation ist gegeniber TLR9-D-Tieren signifikant starker ausgepragt. Ein ahnliches
Expressionsprofil lie sich fur die Rezeptoren voTLR2-DVersuchtieren feststellen. Auch
diese zeigten eine signifikante Induktion der Rezépren CD-14 und TREM1 gegenuber
TLR9-D-Tieren und den Kontrollen. TLR9 wurde hingegen in keiner Versuchsgruppe zu
dem genannten Zeitpunkt reguliert. Die signifikantgeringere Expression dieses Rezeptors
in den Herzen von TLR2.D-Tieren ist am ehesten alstatistisches Phanomen bei RQ-
Werten nahe 1 zu werten
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3.9 Hamodynamik der TLR-D Tiere 18 h nach CASP

Im Folgenden wurde untersucht, ob die signifikartirggere kardiale Inflammation in den
Herzen von TLR9-D Tieren 18 h nach Induktion eipelymikrobiellen Sepsis im Vergleich zu
WT- und TLR2-D Mausen einen Einfluss auf die hammayische Situatiom vivo hat. Hierzu
wurden wieder Untersuchungen mit einem in den linkéentrikel eingebrachten Druck-
Volumen-Katheter durchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass TLR2-D Mause 18 h nach Segsisiion genau wie WT-Mause an einem
hypodynamen septischen Schock litten. So wiesenolsloWT- als auch TLR2-D Mause
signifikant reduzierte Werte fur das Schlagvolumeéas Herzzeitvolumen, den endsystolischen
Druck im linken Ventrikel sowie die Schlagarbeif,aterglichen mit TLR9-D Tieren (Abb. 13).
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Abb. 13: Hamodynamische Untersuchungen mit einem inden linken Ventrikel ein-
gebrachten Druck-Volumen-Katheter bei WT-, TLR2-D- und TLR9-D-Versuchstieren 18 h
nach CASP-OP und einer Kontrollgruppe. Es zeigte sh fur WT- und TLR2-D-Tiere eine
gleichermalRen ausgepragte Reduktion der kardialen dmnpfunktion mit signifikanter

Einschrankung des SV (B), HZV (C), ESP (D), dP/dt mx (E), dP/dt min (F) und SW (G) im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Im Gegensatzhierzu zeigte die TLR9-D-
Versuchsgruppe 18 h nach CASP-OP eine vollstandighaltene kardiale Funktion, wie in
der gesunden Kontrollgruppe
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4. Diskussion

4.1 Einfluss von TLR auf die bakterielle Homoostasder Darmflora

Das CASP-Modell greift zur Induktion einer polynokiellen Sepsis auf die natirlich
vorhandenen Bakterien der Darmflora zurlck, indsndwch die Implantation eines Stents den
Ubertritt dieser Bakterien in die Peritonealhthlem@glicht. Somit spielt die bakterielle
Zusammensetzung des Faeces der Versuchstiere ahgge Rolle fur die Auslésung einer
Immunantwort. Aus diesem Grund wurde zuerst miteHslelektiver Nahrmedien die bakterielle
Zusammensetzung des Faeces in WT-, TLR2-D, TLR4AD TLR9-D M&usen untersucht.
Hierbei zeigte sich eine Besiedlung verschiedenarnikompartimente sowohl mit gram-
positiven als auch mit gram-negativen Bakterierallen Versuchsgruppen mit Ausnahme von
TLR4-D Mausen. In dieser Gruppe konnten keinerkaingnegative Bakterien im Darmlumen
detektiert werden. Dieses uberraschende Phanonmemdglicherweise mit den intestinalen
epithelialen Zellen (IEC) in Verbindung zu setzewmgelche fur die Interaktion des
Wirtsorganismus mit den Darmbakterien verantwditlicsind. Diese IEC exprimieren
verschiedene TLR darunter auch TLR2, TLR4 und TI(Rfrio et al., 2002; Ortega-Cava et al.,
2003; Pedersen et al., 2005), welche in der Lage Isakterielle Bestandteile der Darmflora zu
erkennen. Es wird jedoch durch diese Erkennung kensaler Bakterienbestandteile keine
inflammatorische Antwort ausgeldst, wie sie eigehtkzu erwarten wéare. Hierflr existieren zwei
Erklarungsmodelle: Zum einen scheinen diese niatitggenen Bakterien die Ubiquitinierung
von kB zu verhindern, zum anderen sind sie wohl in degd, den aktiven Transport von dB-
aus dem Zellkern via PPARzu induzieren (neish et al., 2000; Kelly et a02). Sobald jedoch
diese Epithelschicht von den Bakterien Uberwundeind,wkommt es zu einer starken
inflammatorischen Immunreaktion des Organismus. idfemn jedoch die Prasenz bzw.
Abwesenheit von TLR und anderen ImmunrezeptorenE@rdirekt die Zusammensetzung der
intestinalen Flora beeinflusst, ist nur wenig usweht. Es ist jedoch bekannt, dass Mause, die
defizient fir den Rezeptor Nod2 sind, einen zytsplatischen PRR, der Muramyl Dipeptid
(MDP) von einem breiten bakteriellen Spektrum eriterine signifikant hohere Besiedlung des
terminalen lleums miBacteroidesaufweisen als WT-Mause (Petnicki-Ocwieja et aD0D).
Darluber hinaus konnte gezeigt werden, dass eiktdir&influss genetischer Komponenten auf
die Darmflora auch beim Menschen besteht. So zeif&tienten, die an einer Mutation des

MEFV-Genes litten, welches direkt mit dem familinmediterranen Fieber assoziiert ist, eine
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deutliche Depletion kommensaler Bakterien im Intesh im Vergleich zu gesunden Individuen
aufweisen (Khachatryan et al., 2008).

Die hier beobachtete verdnderte Zusammensetzungntkstinalen Bakterienflora bei TLR4-
Defizienz, kdnnte also ursachlich mit dem Fehles @eR4 zusammenhangen. Als Konsequenz
der unterschiedlichen Darmbakterienzusammensetzwsgte die TLR4-D Versuchsgruppe von
weiteren Experimenten ausgeschlossen werden, da ¥ergleichbarkeit der Ergebnisse

zwischen den einzelnen Gruppen unter diesen Bedgegunicht mehr gegeben war.

4.2 Validitat des CASP-Modells

In dieser Arbeit konnte die Suffizienz des CASP-Mixl zur Induktion einer polymikrobiellen
Sepsis im Mausmodell belegt werden. Es zeigte €itle kontinuierliche, zeitabhéangige
Freisetzung vitaler Darmbakterien aus dem intelmaumen in die Peritonealhthle. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit bisherigen Besitlungen anderer CASP-Studien (Traeger
et al., 2010). Die Mortalitdit nach CASP-Interventimit einem 18 G Stent lag nach 72 h bei
100 %. Dies belegt, dass durch die Operation einechd den WT-Organismus nicht
beherrschbare Infektion geschaffen wurde, die uaheédlt zum Tode fuhrt. Im Gegensatz hierzu
lasst sich im CLP-Modell, welches allgemein als dstdndard zur Sepsisinduktion im
Tiermodell angesehen wird, eine deutlich gerindéoetalitét bei den Versuchstieren beobachten
(Maier et al., 2004). Ebenfalls wurde eine deuthiehningere Bakterienzahl in der Peritonealhdhle
bei diesem Modell verglichen mit CASP-operiertear&€n gefunden. Dies lasst vermuten, dass es
sich bei der CASP-Methode um ein sehr zuverlassitygsdell zur Induktion einer
polymikrobiellen Sepsis handelt, das auch bezligbeiner Reproduzierbarkeit bisherigen

Sepsismodellen Uberlegen sein kdnnte.

4.3 Kardiales Zytokinprofil im Zeitverlauf in WT-M& usen

Im Rahmen dieser Studie wurde das kardiale Exmmessiuster der pro-inflammtorischen
Zytokine TNFe, IL-1p und IL-6, sowie des anti-inflammtorischen Zytokihs10 nach CASP-
Intervention untersucht. Es konnte zum ersten Malegt werden, dass eine Sepsis, ausgelost
durch ein polymikrobielles Erregerspektrum, einglizb-dynamische Zytokinantwort im Herzen
hervorruft. So zeigte die kardiale mRNA-Expressimm TNFa einen kontinuierlichen Anstieg
mit einem Maximum 24 h nach Sepsisinduktion, umhr2@ h wieder annahernd Kontrollniveau

zu erreichen. Dies galt in ahnlicher Weise firldiediale Expressionskinetik von IL31
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Darin unterschieden sich die herzspezifischen Z4gtekktionen dieser beiden pro-
inflammtorischen Mediatoren deutlich von bislangkdmanten Zytokinprofilen im Serum
septischer Mause. Im Gegensatz zur kardialen Esjoresdynamik von TNéund IL-1B zeigten
sich im Serum sehr frih nach Sepsisinduktion (inaker der ersten 1-5 h) signifikant héhere
Zytokinkonzentrationen als im Serum der korrespeneshden Kontrollgruppen (Hedge et al.,
2010). Dies wird zum einen durch die Tatsache drkdiéss die Infektion ausgeldst durch CASP-
OP und die mit ihr einhergehende Inflammation zbs&auf die Abdominalhthle begrenzt ist
und erst im weiteren Verlauf Uber eine Bakteriao@s Herz erreicht, zum anderen scheint es
sich hierbei jedoch um ein CASP-Modell spezifiscl®sginomen zu handeln, da in friiheren
Studien nach hochdosierter i. p. Administration vAR-Agonisten ebenfalls sehr friih eine
kardiale Induktion von TNé und IL-13 zu beobachten war (Nemoto et al., 2002; Knueferman
et al., 2008). Somit scheint die kontinuierlicheeietzung von Pathogenen, wie sie fur das
CASP-Modell charakteristisch ist, eine entscheigeRdlle fur die kardiale Inflammationskinetik
zu spielen.

IL-6 zeigte im Vergleich zu TNéund IL-13 ein etwas friheres Maximum zum Zeitpunkt 18 h
nach Sepsisinduktion. Zu allen anderen untersuch&tpunkten unterschied sich die kardiale
Expression von IL-6 nicht von der Kontrollgruppeudh fir dieses Zytokin gilt, dass es im
Serum im Rahmen einer polymikrobiellen Sepsis dgufiriher detektiert werden kann als im
Herzen septischer Tiere nach CASP-Intervention (&jkd et al., 1998).

Es liel3 sich jedoch bei allen drei untersuchten ikteden beobachten, dass die kardiale pro-
inflammatorische Aktivitat auf einen Zeitraum voAd B nach Sepsisinduktion begrenzt war.
Danach fanden sich fur TNEFII-1p und IL-6 jeweils Zytokinlevel im Herzen, die siofit denen
der Kontrollgruppe vergleichen lie3en. IL-10 hingegeigte einen kontinuierlichen Anstieg der
kardialen mRNA-Expression tUber den kompletten Zaitn von 36 h. Demnach scheint das Herz
im Rahmen der kardialen Inflammation wahrend epaymikrobiellen Sepsis zwei getrennte
Phasen zu durchlaufen und einen Wechsel von enteinffammatorischen Phase hin zu einer
anti-inflammatorischen Phase zu vollziehen. Diegsegiphasige Verlauf konnte auch im Serum
septischer Mause nach CLP beobachtet werden (Astaaé, 2005). Die kontinuierliche Ex-
pressionssteigerung von IL-10 resultiert in einemehmenden Immunsuppression und wird unter
anderem fur die im Zeitverlauf rasch ansteigendetditéat, die sich auch beim CASP-Modell

wiederfindet, verantwortlich gemacht (Reddy et2001).



60

4.4 Myokardiale Immunrezeptor-Expression in WT-Mausen nach CASP

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die kardiale résgion von TLR zu verschiedenen
Zeitpunkten nach CASP-Operation untersucht. Esteegh das TLR4, der fur die Erkennung
von LPS gram-negativer Bakterien verantwortlich is¢reits 6 h nach Sepsisinduktion eine
signifikante Erh6éhung der mRNA-Expression aufwiex wieses Gen lber den kompletten
Untersuchungszeitraum von 36 h induziert wurde. &#én TLR4-TLR9-Corezeptor CD-14
konnte ebenfalls ein friher Anstieg der kardialeqpriéssion beobachtet werden, jedoch zeigte
sich hier ein signifikanter Abfall der mRNA-Konzeation 24 h nach CASP-Operation. Somit
konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal belegt werd#ass eine TLR4-Regulation im Herzen
wahrend einer kardialen Inflammation im Rahmen reipelymikrobiellen Sepsis stattfindet.
Bisher war lediglich bekannt, dass die intrapeetda Applikation von LPS die kardiale CD-14
Expression induziert, jedoch konnte kein Einflusg die TLR4-Expression nachgewiesen
werden (Knuefermann et al., 2002). Diese Ergebnisgerstitzen die Hypothese, dass der
myokardial exprimierte TLR4 in der Lage ist, eiregdiale Inflammation zu vermitteln und somit
die septische Kardiomyopathie in ihrer Entstehumdpegiinstigen. Im Gegensatz hierzu steht die
Beobachtung einer leukozytenabhangig vermitteltardiklen Inflammation (Tavener et al.,
2004). So zeigte sich im chimaren Mausmodell, wedcliir myokardiale TLR4 Expression
defizient war, diesen Rezeptor jedoch auf seinarkaeyten exprimierte, nach LPS-Applikation
eine reduzierte myokardiale Kontraktilitdt. Hierbveurde jedoch nicht der Einfluss im Serum
zirkulierender kardiodepressiver Zytokine auf di@r#iomyozyten ausgeschlossen. So sind diese
trotz Abwesenheit pathogener Keime in der LageKdistraktilitdit massiv zu reduzieren (Joulin
et al., 2007). Ausserdem konnte in friheren Arleitgezeigt werden, dass die Inkubation
isolierter Kardiomyozyten zusammen mit LPS zu eiReduktion der Kontraktilitdt fihrt und
dieser Effekt TLR4-vermittelt ist (Baumgarten et 2006).

Der TLR2 zeigte 18 h nach Induktion einer polymtkedlen Sepsis durch CASP-OP ebenfalls
einen signifikanten Anstieg der kardialen mRNA-Eegsion. Diese Beobachtung ist weniger
Uberraschend, da bereits in einer friheren Studammgewiesen werden konnte, dass die i. p.
Applikation des gram-positiven Bakteriunss aureuszu einer Erhéhung der kardialen TLR2-
Expression fuhrt (Knuefermann et al., 2004).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Rezeptorsndigs fir den TLR9 erst eine deutlich
spatere kardiale Regulation im Rahmen einer polyobikellen Sepsis erkennen. So zeigte sich

fur diesen Rezeptor erste eine signifikante Expoassteigerung 36 h nach CASP-OP. Da
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bakterielle DNA, welche den TLR9 stimuliert, im Gegatz zu TLR2- und TLR4-Liganden
intrazellular lokalisiert ist, muss diese, um emawerden zu kdnnen, erst aus den Bakterien
freigesetzt werden. Hieraus konnte sich die zaitherzogerte kardiale Induktion von TLR9
erklaren lassen, da die direkte i. p. Applikatioonvbakterieller DNA zu deutlich friheren
kardialen Expressionsteigerung fuhrt (Knuefermarad.e2008).

Neben den TLR wurden auch noch weitere Rezeptoesnlmimunsystems auf ihre kardiale
Expression wahrend einer polymikrobiellen Sepsisensucht. So konnte erstmalig gezeigt
werden, dass TREM1 im Herzen septischer Versuchsgme im Zeitverlauf kontinuierlich
ansteigende Expression erfahrt. Obwohl TREM1 keiBedeutung fur die frihzeitige
Diagnosesicherung einer Sepsis zu haben scheimint&kodieser Rezeptor in Zukunft
maoglicherweise als ein Marker fur die Starke undi®aeiner myokardialen Inflammation eine
Rolle spielen (Sarafidis et al., 2010). Im Gegengaéerzu konnte in dieser Arbeit weder fur
CCR4 noch fur HMGB1 eine Regulation der kardialemprigssion im Rahmen einer

polymikrobiellen Sepsis beobachtet werden.

4.5 Hamodynamik septischer WT-Mause 18 h nach CASP

Da wie bereits beschrieben 18 h nach Sepsisinduldioe signifikante kardiale Inflammation
detektiert werden konnte, erfolgte aufgrund dedmsem Zeitpunkt noch moderaten Mortaltitat
die invasive Evaluation der Herz-Kreislauf-Funktiomttels eines Druck-Volumen Katheters.
Dieser zeichnete linksventrikulare hamodynamiscr@ameter der septischen Tiere auf. Es zeigte
sich eine signifikante Reduktion der kardialen Riorkmit deutlich eingeschrankter systolischer
Pumpfunktion im Rahmen einer septischer Kardiomtfipal8 h nach CASP-OP in WT-
Mausen. Die Kkardiale Kontraktilitit gemessen als/ddPmax war im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant vermindert, was einergrsfikanten Einbruch des HZV und des
linksventrikularen endsystolischen Druckes nachh sikng. Insgesamt korrelierten diese
Beobachtungen mit dem Bild des hypodynamen semisdireislaufschocks. Diese Daten
decken sich mit den echokardiographischen Beobagbtu septischer Patienten auf
Intensivstationen, die eine verschlechterte sytbésund diastolische Pumpfunktion wahrend
einer Sepsis entwickelten (Jafri et al., 1990; Metral., 1998; Poelaert et al., 1997).
Verschiedene experimentelle Faktoren haben einenitigtbaren Einfluss auf die kardiale
Performance im septischen Tierversuchsmodell. $#itgtie Art der gewahlten Anasthesie fir

die invasive Messung der Hamodynamik eine entseheiel Rolle fur die Beurteilung der
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gemessenen Parameter. Es konnte gezeigt werdes, ldafiuran, welches als volatiles
Inhalationsnarkotikum auch in dem vorliegendeniSgtverwendet wurde, als Goldstandard fir
die invasive Evaluation der Herz-Kreislauf-Funktianzusehen ist (Janssen et al., 2004). Dies
liegt in dem verglichen mit anderen Narkotika regeringen kardiodepressiven Effekt und
erlaubt somit eine deutlich bessere Beurteilbarlleit durch die Sepsis selbst hervorgerufenen
hamodynamischen Alterationen.

Dartber hinaus wirkt sich die post-operative Volaageplikation unmittelbar auf die
Hamodynamik wéahrend einer Sepsis aus. So wurde iA-Mgodell demonstriert, dass eine
aggressive Flussigkeitssubstitution von 100 mi/kg Krotz einer wie in dieser Arbeit
beobachteten Reduktion der kardialen Kontraktitit@teinem erhéhten HZV verglichen mit der
Kontrollgruppe fuhren kann (Tao et al., 2004). Jddspiegelt eine solch massive Volumengabe
nicht die aktuellen Empfehlungen der SSC (Surviviiegpsis Campaign) fir septische Patienten
auf Intensivstationen wider, die im Falle einer Higmsion initial zur Applikation von 20 ml/kg
KG kristalloider Infusionen raten (Rivers et alQ02). Zwar wird in dieser Empfehlung kein
direktes Limit for die Volumensubstitution genanntdoch sollte die weitere
Flassigkeitsapplikation nach Parametern wie ZVDrddktat gesteuert erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden somit diese exage EinflussgroRen auf die kardiale
Funktion moglichst minimiert bzw. der Realitat dotensivstationen angeglichen.

Daraus ergab sich die Frage, welche Mechanisms#ctatch fir die Entstehung einer septischen
Kardiomyopathie wéahrend einer polymikrobiellen Sep&rantwortlich sind. Mehrere Arbeiten
zu diesem Thema fokusierten ihr Interesse auf eé@eBtung von NO, welches durch die INOS
im Rahmen einer Sepsis gebildet werden kann. SarkteMO durch die Bildung von cGMP im
Herzen eine Verminderung d¢isadrenerg vermittelten langsamen Kalziumeinstromsien
Kardiomyozyten und eine Desensibilisierung der NMgaiente fir Kalzium (Shah et al., 1994).
DarUber hinaus sind sehr hohe Konzentrationen v@nddgar in der Lage die Apoptose in
Kardiomyozyten zu induzieren (Kawaguchi et al., 29%uf der anderen Seite wurde berichtet,
dass NO die diastolische Funktion trotz Ventrikeli@ition wahrend einer Sepsis aufrechterhalten
kann und die myokardiale Perfusion durch eine Viatadion der Koronargefal3e verbessern
kann (Belcher et al., 2002; Cotton et al., 2002).

Das fur die NO-Produktion wahrend eines inflammatdren Stimulus in erster Linie
verantwortliche Enzym iNOS wird im Myokard von Ratien mit Herzinsuffizienz exprimiert,

wobei die Atiologie der Herzinsuffizienz und dieaBte ihrer Auspragung letztlich fir das
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Regulationsniveau nicht maf3geblich ist (de Beldealge 1993; Drexler et al., 1998; Fukuchi et
al., 1998; Haywood et al., 1996). Diese Beobachtungdgen die Tatsache erklaren, dass in der
vorliegenden Arbeit zwar eine grundsatzliche Exgias von iNOS in den Herzen septischer
Versuchstiere detektiert werden konnte, jedochesignifikante Induktion im Zeitverlauf Gber
36 h nach CASP-OP. Es muss jedoch angemerkt werdass hierdurch kein direkter
Ruckschluss auf die tatsachliche kardiale NO-Kotragion méglich ist. Womaoglich spielt die
absolute Konzentration von N@ vivo fur die septische Kardiomyopathie auch nur eine
untergeordnete Rolle, da beim Auftreten von oxiwdati Stress, wie es bei einer Sepsis der Fall
ist, NO durch das anfallende,Qu Peroxynitrit (ONOQ umgewandelt wird, das seinerseits
toxisch wirkt und kardiale Kontraktilitdt reduzier&ann (Harrison et al., 1997).

Letztlich gilt festzustellen, dass NO-Inhibitionsapotenzielle therapeutische Intervention in
klinischen Studien keine Verbesserung des Uberkelseptischer Patienten zeigen konnte. Im
Gegenteil zeichnete sich eher ein negativer Tréndlds beobachtete Patientenkollektiv ab, was
zum Abbruch der Studie fuhrte (Bailey et al., 2007)

Somit muss zu Erklarung der in dieser Arbeit bebbeten Kardiodepression das Augenmerk auf
andere Sepsismediatoren gerichtet werden. So dégllbeobachtete Anstieg der kardialen GNF
Expression innerhalb der ersten 24 h nach Sepsidioth einen potenziellen
Erklarungsmechanismus dar. Ahnliches scheint fargte-inflammatorischen Mediator 1L31zu
gelten, da gezeigt werden konnte, dass die Inkahatbn Kardiomyozyten mit dem Serum von
Sepsispatienten, welches hohe Konzentrationen b&gekine enthielt, die Kontraktilitat der
Kardiomyozytenin vitro signifikant reduzierte (Kumar et al., 1996; Kuneail., 2007). TNE ist

in der Lage, die Bildung von Sphingosine zu indiesie was eine Hemmung des
Kalziumeinstromes durch den Ryanodin-Rezeptor imdibanyozyten und somit eine Abnahme
der Kontraktilitat zur Folge hat (Oral et al., 19%dmunds et al., 1999). Die angefihrten
Arbeiten konnten diese Effekte fir im Serum zirktdinden TNE belegen, in dieser Arbeit wird
jedoch erstmalig gezeigt, dass dieses Zytokin imnzéte selbst induziert wird, was die den
kardiodepressiven Effekt vermutlich deutlich stéifkeeinflussen drfte.

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eingndikante Regulation von IL-6 18 h nach
CASP-OP sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebenéléerzen detektiert werden. Auch fur
dieses pro-inflammatorische Zytokin ist ein negaiivotoper Effekt in der Literatur
vorbeschrieben (Zhang et al., 2007). Dartber hin@is bekannt, dass die Hohe der
Serumkonzentrationen von IL-6 direkt mit der zu @&henden Mortalitat von Sepsispatienten auf
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Intensivstationen korrelieren und es sich bei direddediator gleichzeitig um einen sehr
frihzeitig bestimmbaren Marker handelt, der noclutlddh vor Serumelevationen von C-
reaktivem Protein messbar ist (Hack et al., 198fiffer et al., 1999). Bezogen auf die
Expressionsdaten im Herzen und die KorrelationHamodynamik in der vorliegenden Arbeit
lasst sich feststellen, dass dieser hohe préadikfitext vermutlich in dem frihen kardialen
Expressionspeak von IL-6 im Rahmen einer polymilgitdn Sepsis begrindet liegt. Der
anschlielende in diesem Modell beobachtete RlckgiasgExpressionsniveaus zieht jedoch
keine Verbesserung der Mortalitatsrate nach sichdern deutet vielmehr darauf hin, dass die
Frihphase der Sepsis, in der die pro-inflammatoes®Reaktion besonders intensiv ist,
entscheidend fur die Hamodynamik und letztlich dilxs Outcome der Versuchstiere zu sein

scheint.

4.6 TLR-Abhangigkeit der kardialen Inflammation und Dysfunktion

Wie bereits beschrieben ist das angeborene Immigmsygia TLR in der Lage, eine kardiale
Inflammation nach Stimulation durch entsprechendeR-Liganden zu vermitteln und zu
unterhalten. Die vorliegende Arbeit beleuchtet gdaum ersten Mal die Rolle einzelner TLR
fur die kardiale Inflammation und Funktion wahreeither polymikrobiellen Sepsis. So zeigte
sich zum Zeitpunkt 18 h nach CASP-OP eine sigmifikgeringer ausgepragte kardiale
Inflammation in TLR9-D Versuchstieren als in den Wiind TLR-2D Versuchsgruppen.
Gleichzeitig war die kardiale Funktion bei TLR9-Deflen zu diesem Zeitpunkt verglichen mit
der gesunden Vergleichspopulation nicht beeintrgchTLR2-D Tiere zeigten hingegen das
gleiche Bild eines hypodynamen septischen Kreistzhdcks wie WT-Méause nach CASP-OP.
Aktuelle Arbeiten anderer Arbeitsgruppen zeigten @P-Modell einen Uberlebensvorteil
sowohl fur TLR9- als auch fur TLR2-Defizienz wéahdereiner polymikrobiellen Sepsis,
einhergehend mit signifikant reduzierten Inflammasparametern im Serum dieser Tiere
(Alves-Filho et al., 2009; Plitas et al., 2008).deiden Studien wurde diese Beobachtung durch
eine signifikant geringere intraperitoneale Baldelast in den TLR-defizienten Tieren
verglichen mit den septischen WT-Tieren erklartdém vorliegenden Arbeit konnte jedoch durch
die Verwendung des CASP-Modells gezeigt werdens des keinen Unterschied in der
intraperitonealen Bakterienzahl 18 h nach Sepsikitioh zwischen WT- und TLR-D Tieren gab
und somit die geringere kardiale Inflammation inr d&R9-D Gruppe nicht durch diesen

Mechanismus alleine erklart werden kann. Der im GAdtell gesehene, protektive Effekt der
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TLR2-defizienz wahrend einer polymikrobiellen Sepkonnte in dieser Arbeit demnach nicht
bestétigt werden. Gleichzeitig kann sogar nochdimteraktion einzelner TLR untereinander die
Immunantwort gegen gram-negative Erreger auch bh&Zfdefizienz reduziert sein (Wiersinga
et al., 2007). Da wir zeigen konnten, dass im Rahde durch CASP-induzierten Sepsis ein im
Zeitverlauf kontinuierlicher Anstieg von gram-pos#n und gram-negativen Bakterien
intraperitoneal zu beobachten war, ist die Ubeeftdnde kardiale Inflammation und daraus
resultierende septische Kardiomyopathie moglichersvauf eine verstarkte Pathogenitat gram-
negativer Erreger zurtckzufihren.

Die septische Kardiomyopathie scheint im vorliegagndodell maf3geblich durch den TLR9
vermittelt zu sein, obwohl dieser Rezeptor erstr sgfiit eine Regulation auf mRNA-Ebene
wéhrend einer polymikrobiellen Sepsis erfahrt. Irmkéhrschluss konnte dies bedeuten, dass
bakterielle DNA ein besonders starker Trigger fiie &ardiale Inflammation ist und die
nachfolgende Organdysfunktion beglnstigt. Untezsiidg erfahrt diese Hypothese durch aktuelle
Beobachtungen beziglich des akuten Nierenversag@m®nd einer polymikrobiellen Sepsis. So
gelang es durch die Applikation von Chloroquin,e@mPharmakon, welches die endosomale
Azidifizierung hemmt und somit auch den TLR9 blaekj das akute Nierenversagen in einem

polymikrobiellen Sepsismodell zu verhindern (Yasetal., 2008).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdes sich beim CASP-Modell um ein
suffizientes Modell zur Induktion einer polymikrellen Sepsis handelt. Es lie3 sich nach
Implantation eines Dickdarmstents eine kontinutbei Freisetzung von Darmbakterien
beobachten, wie sie auch im Rahmen von Anastomusdfizienzen nach
abdominalchirurgischen Eingriffen oder bei Durchdamngsperitonitis beobachtet werden
kann.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eineoRgist ausgeldst durch ein polymikrobielles
Erregerspektrum eine kardiale Inflammation induziBrese zeigte einen zweiphasigen Verlauf,
in dem initial wahrend der ersten 24 h die proanfinatorischen Zytokine dominierten, um dann
durch eine anti-inflammatorische Immunantwort abgekzu werden.Gleichzeitig lief3 sich eine
Regulation kardialer Immunrezeptoren beobachterzefgien die TLR2, -4 und -9 sowie CD-14
und TREM1 ein fir jeden Rezeptor individuelles Eegsionsprofil mit spezifischen
Regulationspeaks.

Darlber hinaus entwickelten Méause bereits 18 h r@alsP-OP korrelierend zur kardialen
Inflammation das Bild eines hypodynamen septischkeeislaufschocks. Dies lag an einer
deutlich reduzierten kardialen Kontraktilitat mit der Folge stark eingeschranktem HZV und
Abfall des linksventrikularen end-systolischen [kes.

Die in dieser Arbeit beobachtete kardiale Inflampratund die daraus folgende septische
Kardiomyopathie im Rahmen einer polymikrobiellen pSe scheint Uberwiegend TLR9
vermittelt zu sein. So zeigten Mause, die fir dieBezeptor defizient waren eine signifikant
geringer ausgepragte kardiale Inflammation. Gleadigz war die kardiale Funktion im Vergleich
zur gesunden Vergleichspopulation nicht beeintigthTLR2-Defizienz scheint hingegen im
Gegensatz zu friheren Beobachtungen keinen Einugsdie kardiale Inflammation und

Funktion wéhrend einer polymikrobiellen Sepsis sich zu bringen.
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