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1. Einleitung

1.1 Pathophysiologie der Sepsis

Erste Erwahnung findet die Sepsis schon bei Hippokrates 400 vor Christus als ein
Fieber, das durch faulende Materie verursacht wird. Nachdem Robert Koch ab 1876
Bakterien als Verursacher von verschiedenen Infektionen identifiziert hatte und
Schottmuller 1914 die Wirkung von Toxinen der Bakterien auf den Organismus
beschrieb [1], wurde die Sepsis als Reaktion des Koérpers auf einen Bakterienbefall
definiert. In vielen Patienten konnten aber weder im Blut noch an anderer Stelle im
Korper ein Infektionsherd gefunden werden, der fur die Auslosung der Sepsis
verantwortlich war. Eine erste einheitliche Definition, die bis heute gebrauchlich ist,
wurde fur die Sepsis erst 1992 auf einer Konferenz des American College of Chest
Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine eingefuhrt. Die Sepsis
ist demnach eine systemische Entzindungsreaktion mit einer zusatzlichen Infektion.
Die Sepsis stellt die Reaktion des eigenen Korpers auf das Vorhandensein von
Bakterien dar und flhrt zu einer Gberschieenden Immunreaktion des Koérpers bis hin
zum Tod. Pathophysiologisch ist die Sepsis ein Zusammenspiel aus
proinflammatorischen, antiinflammatorischen, prokoagulativen und antikoagulativen
Prozessen, um eingedrungene und in der Blutbahn verbreitete Erreger aus dem
Korper zu eliminieren.

Ausgeldst wird eine Sepsis hauptsachlich durch bakterielle Erreger, gefolgt von
Pilzen und Viren. Daten von 2003 zeigten eine ausgeglichene Verteilung der gram-
positven (55,7%) wie —negativen Bakterien (54,1%) als Ursache der Sepsis auf
Deutschen Intensivstationen [2]. Das Eindringen der Erreger erfolgt in 68% der Falle
uber den Respirationstrakt, Uber das Abdomen (22%), das Blut (20%) und den
Urogenitaltrakt (14%). Patienten, die dem klinischen Bild einer Sepsis entsprechen,
wiesen nur in 60% der Falle eine fur Bakterien positive Blutkultur auf [3]. Die gram-
negativen wie positiven Bakterien, Viren, Parasiten und Pilze besitzen eine
begrenzte Anzahl an einzigartigen zellularen Bestandteilen, die Vertebraten nicht
aufweisen. Diese werden als sogenannten ,Pathogen Associated Molecular
Patterns® (PAMP) bezeichnet und spielen in der Entstehung einer Sepsis eine
entscheidende Rolle [4]. Sie werden von den ,Pathogen Recognition Receptors®
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(PRR) gebunden welche an den Zelloberflachen der Wirtszellen und Immunzellen
exprimiert werden, z.B. ,Toll Like Receptors” (TLR). Im Zytoplasma der Wirtszellen
existieren ebenfalls PRRs, die zur Aufsplrung invasiver intrazellularer Pathogene
dienen [5]. Die Immunzellen besitzen eine ganze Reihe dieser Rezeptoren, wobei
den TLRs besondere Aufmerksamkeit geschenkt wird. In experimentellen Sepsis
Modellen wie auch in septischen Patienten konnte eine Erhohung der TLR
Expression nachgewiesen werden [6-8]. Durch die Bindung der PAMPs, z. B.
Lipopolysacharide (LPS) bei gramnegativen Bakterien, kommt es wahrend der
Sepsis zur Aktivierung von Signalkaskaden in der Wirtszelle. Bei den TLRs erfolgt
die Signalubertragung hauptsachlich uUber Adaptor Proteine: das ,Myeloid
Differentation primary-response protein 88“ (MyD88) und drei nicht-MyD88 Proteine.
Die Signalwege fuhren unter anderem zur Aktivierung von NfkB (siehe Abb. 1). NfkB
ist involviert in der transkriptionalen Regulation von tber 150 Genen, von denen der
grofdte Anteil proinflammatorische Eigenschaften aufweist [9].

TLR2/TLR1 TLR2/TLR6 TLR5 TLR4

MAL MyD88

\1/\

H+

H+ TLR3 TLR7 TLR8 TLR9

Endosome

Interferon Pathway <«— IRF3/7 « MyD88

./

Inflammatorische Zytokine NF-xB

Abbildung 1: Signaliibertragung der TLR’s (modifiziert nach Vallejo [10])

Die Hochregulierung dieser proinflammatorischen Gene fuhrt zur Ausschuttung von
Zytokinen und Chemokinen (als Mediatoren), die in der Zelle verbleiben oder in das
Kreislaufsystem entlassen werden. Eine Konsequenz der Signalkaskade in den
Immunzellen und den Wirtszellen in der Sepsis ist somit die Synthese und das
Entlassen einer steigenden Menge von Mediatoren. In Tabelle 1 sind einige wichtige

pro- und antiinflammatorische Mediatoren zusammengestellt.
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Tabelle 1: Pro- und antiinflammatorische Mediatoren in der Sepsis und ihre Auswirkungen auf den
Organismus (modifiziert nach Jean-Baptiste 2007 [11])

Auswirkungen

Proinflammatorischer Mediator

TNFa Fieber, Hypotension, Schock &hnliches Syndrom, Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Endothel Zellen

IL-1 Fieber, Hypotension, Anorexie, Schlaf, T-Zellen und Makrophagen Aktivierung

IL-6 Akut-Phase Protein Produktion, T-Zellen und B-Zellen Prolieferation

IL-8 Chemotaxis fiir neutrophile Granulozyten und T-Zellen

HMGB-1 Sepsis ahnliches Syndrom, Hypotension, Schock

MIF Erhéhung der TNFa und TLR4 Expression

NO Relaxation der glatten GefaBmuskulatur, Zytotoxisch

PAF Histamin Freisetzung von Thrombozyten, Aktivierung von Endothel Zellen und Thrombozyten

C3a-C5a Histamin Freisetzung, erhdhte Kapillarpermeabilitat, Vasodilatation

PGE2 Vasodilatation

TXA2 erhdhter pulmonaler Widerstand

LTC4, LTD4, LTE4 erhéhte pulmonale Kapillarpermeabilitat, Bronchospasmus

Anti-inflammatorische Mediatoren

IL-10 Unterdriickung von INF, IL-1 und Makrophagen-Funktionen

PGI2 Runterregulierung von TNFa

Soluble TNFa Rezeptoren Blockade des TNFa Rezeptors

IL-1 Rezeptor Antagonisten Kompetitive Bindung an den IL-1 Rezeptor, Blockierung der IL-1 Aktivitaten

Hitzeschock-Proteine Erhdhte Expression von IK-B, negative Riickkopplung auf die NF-kB Aktivierung, Inhibition von TNFa und IL-1

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

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

TNF= Tumor Nekrose Faktor; IL= Interleukin; HMGB-1= high-mobility group box-1 Protein; MIF= macrophage migratory inhibitory factor; TLR= Toll-like
Rezeptor; NO= Stickstoffmonoxid; PAF= Plattchenaktivierender Faktor; INF= Interferon; PGl= Prostazyklin; TXA= Thromboxa; LTC, LTD, LTE=
Leukotrien C,D,E; Ik-B= Inhibitor von kB

Das angeborene Immunsystem reagiert zu erst auf die eingedrungen Erreger durch
Aktivierung der Immunzellen (Makrophagen, Monozyten und neutrophile
Granulozyten) durch die von den Wirtszellen synthetisierten Mediatoren. Die
Immunzellen dienen der Erkennung und Eliminierung der Mikroorganismen und ihrer
Bestandteile [12]. Die Einwanderung von Leukozyten in der Frihphase der Sepsis
verlauft wie folgt: Die Leukozyten ,verlagern® ihren Standort im Blutstrom vom
Zentrum in die Peripherie. Nun konnen die Leukozyten mit den Endothelzellen auf
molekularer Ebene interagieren. Die Ausschuttung von Zytokinen und/oder
Chemokinen im Wirtsgewebe fihrt zu einem Chemoattraktanz Gradienten an der
extrazellularen Matrix und induziert die Aktivierung der Endothelzellen. P- und E-
Selektin werden an den Endothelzellen exprimiert und das auf den Leukozyten
kontinuierlich exprimierte L-Selektin verbindet sich mit den Kohlenhydrat Liganden
und verursacht somit die initiale Berihrung und das Rollen der Leukozyten an der
GefalRwand [13]. Chemokine, gebunden an der luminalen Oberflache des Endothels,
fuhren zur Aktivierung von 7 ,G Protein-Coupled Receptors® auf den Leukozyten.

Dies fuhrt zu einer Integrin-Aktivierung und somit zu einer starkeren Adhasion der

3
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rollenden Leukozyten am Endothel [14]. Auf die Adhasion der Leukozyten folgt die
Extravasation durch das Endothel in das darunter liegende Gewebe [15]. Im Gewebe
erfolgt nun die Initiation der Infektionskontrolle und dadurch eine Gewebe-
.Reparatur.

Im Blutkreislauf zirkulierende Monozyten gehoren zu den ersten Immunzellen, die auf
das Eindringen von Pathogenen in das Gewebe reagieren [16]. Sie wandeln sich im
Gewebe zu Makrophagen um und phagozystisieren die eingedrungenen Erreger.
Dabei entlassen sie eine Vielzahl an Zyto- und Chemokine um weitere Immunzellen

des angeborenen Immunsystems zum Ort der Infektion zu fuhren [17].

Durch diese Ausschittung an Zyto- und Chemokinen werden die neutrophilen
Granulozyten zur bakteriellen Infektion gefuhrt und durch die PAMPs der Pathogene
aktiviert. Am Ort der Infektion beseitigen sie die Pathogene durch Phagozytose und
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies [18]. Die reaktiven Sauerstoffspezies und
Stickstoffmonoxid (NO) sind in diesem Zusammenhang nicht nur an der Abtétung
von Bakterien beteiligt [19], sondern spielen auch bei der Gewebeschadigung,
gesteigerter vaskularer Permeabilitat und Organverletzung eine Rolle [20, 21]. In der
spateren Phase der Sepsis verhindert der Anstieg an PRRs und Chemokine/Zytokine
im Blutkreislauf, das weitere Immunzellen in das betroffene Gewebe eindringen
kénnen, da der nétige chemotaktische Gradient fehlt [22] [23]. Die in das Gewebe
eingedrungen Pathogene konnen nicht mehr erfolgreich bekampft werden, die
Patienten entwickeln eine ausgepragte Immunsupression.

In diesem Zusammenhang konnte in septischen Patienten ein Rickgang der
zirkulierenden Lymphozyten festgestellt werden, der vor allen Dingen durch die
Apoptose der Immunzellen hervorgerufen wird [24]. Die dadurch hervorgerufene
Immunsupression begunstigt bei betroffenen Patienten Zweitinfektionen [25] vor
allem in der spateren Phase der Sepsis. In Studien mit T-Zellen defizienten Mausen
konnte eine Abnahme der Mortalitat in einem akut letalen CLP-Modell [26] oder bei
der Sepsis-Induktion durch die Injektion von Escherichia coli [27] festgestellt werden.
Die gleichen Autoren wiesen aullerdem nach, dass es zu einer Abnahme von

proinflammatorischen Zytokinen in den T-Zellen defizienten Mausen kommt.
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1.1.1 Hamodynamische Auswirkungen der Sepsis

Neben der Einwanderung der Leukozyten in betroffenes Gewebe kommt es zu einem
massiven Anstieg an proinflammatorischen Zytokinen, z. B. Tumor Nekrose Faktor
(TNF) und Interleukin-6 (IL-6). Es konnte nachgewiesen werden, das die erhdhte
Menge an Zytokinen, die wahrend des Inflammationsprozesses von den Wirtszellen
und den Immunzellen freigesetzt werden, in in vitro Versuchen direkt zu einer
Erniedrigung der myokardialen Kontraktilitat fuhren [28]. Von Kardiomyozyten ist
aber ebenfalls bekannt, das sie in der Lage sind selbst diese Zytokine wahrend der
Sepsis zu bilden [29] um eigenstandig auf die eingedrungenen Pathogene reagieren
zu konnen. Eine Reihe an Studien konnte im Herz die Expression von TLR's
nachweisen unter ihnen auch das TLR4 [30, 31]. TLR4 Knockout Mause sind vor
einer kardialen Dysfunktion geschutzt, die durch LPS induziert wurde [32]. Die
Abbildung 2 zeigt die mannigfaltigen Mechamismen, die einer septischen

Kardiomyopathie zu Grunde liegen konnen.

Adhasion und Infiltration
von Monozyten

Zytokin Ausschuttung @I Aktivierung des Gerinnungssystems
Hohe NO ,

. Unzureichende
Konzentrationen o Sauerstoffversorgung

MDS  +— & <+—> Regionale Ischamien

@ Monozyten Aktivierung | __
' t N

Prostanoide  ynzureichende Endothelin upregulation
(Mikro)zirkulation

Endothel Aktivierung

Abbildung 2: Mégliche zu Grunde liegende Mechamismen der septischen Kardiomyopathie (modifiziert
nach Merx 2007 [33]), MDS= Myocardial depressant substance

In gesunden Herzen fuhrt die Gabe von Katecholaminen zu einer gesteigerten
Kontraktilitdt und einer Erhéhung der Herzfrequenz Uber die Interaktion mit den R-
Adrenorezeptoren im Myokard. Werden diese Rezeptoren exzessiv Uber einen

langeren Zeitraum stimuliert, kommt es zur Schadigung des Herzens Uber eine

5
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Kalzium Uberladung und einer Nekrose in den Zellen [34]. In septischen Patienten
und im Tiermodell konnten erhohte Konzentrationen an Katecholaminen festgestellt
werden [35, 36]. In einem murinen Sepsis Modell wurde eine verringerte Dichte an -
Adrenorezeptoren im Herzgewebe nachgewiesen [37], die Herzen reagierten nicht
mehr auf die Gabe von Katecholaminen. Andere Arbeiten fuhren die kontraktile
Dysfunktion auf eine Zytokin-Stimulation zurtuck, wenn die R-Adrenorezeptoren
Dichte auf dem Myokard normal vorlag [38]. In der Sepsis kommt es dartber hinaus
zu einer Schadigung der Mitochondrien im Allgemeinen wie auch im Herzengewebe.
Die myokardialen Mitochondrien zeigen im Tiermodell und im Menschen wahrend
der Sepsis ultrastrukturelle Schaden [39-41]. Die vermehrte Produktion der
Mitochondrien an Superoxid und NO [42] flUhrt in Kombination mit dem Fehlen von
intramitochondrialen Antioxidantien zur Inhibition der oxidativen Phospohorylierung
und ATP Generierung [43]. Dies hindert die Zellen an der Nutzung des molekularen
Sauerstoffs fur die ATP Produktion und verursacht Sepsis induzierte Organ
Dysfunktion [44]. In der Ausbildung der septischen Kardiomyopathie ist die Apoptose
der Kardiomyozyten beteiligt [45, 46]. Die Aktivierung von verschiedenen Caspasen
konnte in Kardiomyozyten nachgewiesen werden, die mit septischem menschlichem
Serum behandelt wurden [47]. Dies fuhrte in den Kardiomyozyten zu einer erhdhten
Anzahl an apoptotischen Zellen. Ebenso ist die Aktivierung der Caspase 3 durch
Endotoxin assoziiert mit einer verringerten Calcium-Myofilament-Antwort,

Aufspaltung der kontraktilen Proteine und eine Auflosung der Sakomere [48].

Die Sepsis stellt eine der haufigsten Todesursachen von Patienten auf
Intensivstationen dar [49] und gehort mit einer Mortalitatsrate von Uber 35- 70% [50,
51] zu den fuhrenden Todesursachen der Industrielander. Das Vorliegen einer
kardiovaskularen Dysfunktion bei septischen Patienten ist assoziiert mit einer
signifikanten Erhohung der Mortalitat auf 70-90% [33, 49]. Neuere Erkenntnisse uber
die komplexen Zusammenhange des zellularen und humoralen Immunsystems
wahrend Krankheitszustanden wie Schock, Inflammation, Organversagen und
resultierende Veranderungen im Cytokinnetzwerk haben zumindest zu einer
verbesserten Charakterisierung dieser Patienten gefuhrt [52]. Trotzdem fehlen noch
Einsichten in die genauen Regulationsprozesse, mit deren Hilfe auch erfolgreiche
therapeutische Interventionen denkbar waren. Der Einsatz globaler NOS-Inhibitoren

war in klinischen Studien sogar mit einer erhohten Mortalitat im Vergleich zu Placebo
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[53] vergesellschaftet. Die Aufklarung der Rolle der einzelnen NOS Isoformen in der
Sepsis konnte so richtungweisend fur spezifische Therapieoptionen sein.

1.2 Stickstoffmonoxid (NO’)

NO ist ein farbloses Gas mit einer Wasserloslichkeit von 1-3 mmol/l bei 20°C und 1
atm [54]. Es besitzt eine hohe Lipophilie und ist ungeladen. Es gehort zu den
kleinsten stabilen Molekulen der Natur und kann in biologischem Material in alle
Richtungen diffundieren, ohne das Membranen Hindernisse darstellen [55]. Die
Reichweite von NO in Geweben wird mit 200-600um angegeben und wird begrenzt
durch die hohe Reaktivitat des Molekuls [56]. Die Halbwertszeit von NO wurde von
Gryglewski et al. [57] mit einer Bioassay Kaskade auf <7s bestimmt. Spatere
Versuche zeigten eine Halbwertszeit von <6s [58] unter physiologischen
Bedingungen. NO weist mit dem Sauerstoff Superoxidanion eine Reaktionsrate von
6,7+- 0,9x10 9 M-1xs-1 auf [59] und reagiert somit 6mal schneller als das Superoxid
mit der Superoxid Dismutase. Seit Uber 100 Jahren ist bereits bekannt, das NO eine
stabile Bindung mit Hamoglobin eingeht, welche schneller ablauft als die Bindung mit
Kohlenmonoxid oder Sauerstoff.

Der Entdeckung, das NO im Saugetierorganismus gebildet wird und physiologische
Funktionen Ubernimmt, ging voraus, dass NO die Guanylate Zyklase aktivieren kann
[60] und eine erhdhte Produktion von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
durch die Guanylate Zyklase im vaskularen glatten Muskel zur Relaxation des
Gefales fuhrt und somit einen erhdhten Blutfluss erlaubt [61].

1980 konnten Furchgott und Zawadzki feststellen, dass vom Endothel von Gefallen
ein Stoff ausgeschieden werden muss, der zur Relaxtion der GefaBmuskulatur fahrt
[62]. Da Furchgott diesen ,Stoff* nicht genauer benennen konnte, gab er der
Substanz den Namen ,Endothelium derived relaxing factor* (EDRF). In diesem
Zusammenhang konnte Furchgott 1984 [63] zeigen, dass die Superoxid Dismutase,
welche das Superoxid entfernt, den EDRF vor Inaktivierung schitzt und das
Oxyhamoglobin den EDREF inhibiert. AuRerdem konnte in Kaninchen Aorten, deren
Endothel zerstért wurde, nachgewiesen werden, dass die Aorten dilatierten, wenn
,saures” anorganisches Nitrit zum Organbad gegeben wurde. Er kam somit zu der
Schlussfolgerung dass es sich bei EDRF wahrscheinlich um Stickstoffmonoxid
handelt und postulierte diese Annahme auf einen Symposium 1987, fast zeitgleich

mit Ignarro [64], der unabhangig von Furchgott zur gleichen Schlussfolgerung kam.
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Vor dieser Entdeckung war unbekannt, das NO in Sdugetieren gebildet wird und an
physiologische Funktionen beteiligt ist.

1.3 NO-Synthasen und ihre Bedeutung in physiologischen
Prozessen

Im Jahre 1981 gelang es Green et al. im Menschen wie auch in der Ratte
festzustellen, dass beide Organismen mehr Nitrat aufwiesen, als sie Uber die
Nahrung aufnahmen [65, 66]. Durch die Untersuchung keimfreier Ratten konnten sie
aullerdem ausschlieRen, dass die Synthetisierung des Nitrats Uber Bakterien des
Gastrointestinaltraktes erfolgte. Somit musste das Nitrat im Korper selbst Uber eine
Biosynthese hergestellt werden [66].

Vier Jahre spater verodffentlichten Stuehr und Maletta eine Studie, in der sie zeigten,
dass die Gabe von LPS auf Makrophagen in Zellkultur zu einem signifikanten Anstieg
der Konzentration von Nitrit und Nitrat fuhrte [67]. Die Makrophagen waren somit
unter Inflammationsbedingungen in der Lage selbst Nitrit und Nitrat zu synthetisieren.
Dieser Anstieg war abhangig von der Verflugbarkeit von L-Arginin, was als Substrat
der Reaktion zu dienen schien [68]. Neben Nitrit und Nitrat kam es ebenfalls zur
Bildung von L-Citrullin als Ko-Produkt der Synthese [69]. Als initiales Produkt der
Biosynthese von Nitrit und Nitrat konnte NO identifiziert werden [69]. Der zu Grunde
liegende Pathway der NO-Synthese wurde von Palmer und Moncada aufgedeckt und
als L-Arginin-NO-Pathway betitelt (siehe Abb. 3). Es konnte von ihnen einwandfrei
nachgewiesen werden, dass aus L-Arginin und den Kofaktoren BHs und NADPH
Stickstoffmonoxid und Citrullin gebildet wird [70].
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Abbildung 3: Aufbau der Stickstoffmonoxid-Synthase mit L-Arginin-NO-Pathway und
Elektronentransport von der Reduktasen- zur Oxygenasen-Domiine. (Modifiziert nach Alderton et al.
2001 [71])

Die Nomenklatur der unterschiedlichen NO-Synthasen beruht auf der zeitlichen
Abfolge des erfolgreichen Klonens der cDNA (NOS1, NOS2 und NOS3). Die
Benennung der Synthasen nach dem Zelltyp aus dem sie erstmals geklont wurden
ist zwar weit verbreitet, aber nicht eindeutig, da monotypische Zellpopulationen eine,
zwei oder sogar alle 3 Isoformen der NO-Synthasen aufweisen kdnnen. Die
neuronale NO-Synthase (NNOS; NOS1) wurde als erstes NO synthetisierendes
Enzym im Gehirn von Ratten nachgewiesen [72] und ihre Struktur beschrieben [73].
Die NOS1 wird den konstitutiv exprimierenden NO-Synthasen zugerechnet, welche
kontinuierlich nanomolare Mengen an NO synthetisieren und calciumabhangig sind.
Schon Jahre vor der Beschreibung der neuronalen Form der NO-Synthase konnte
nachgewiesen werden, dass im Gehirn NO (EDRF) auf ahnlicher Weise gebildet wird
wie in den Endothelzellen [74] und als wichtiger Neurotransmitter im Gehirn fungiert.
Die NOS1 ist aber nicht auf das Gehirn beschrankt, dieses Enzym konnte in vielen
anderen Geweben ebenfalls nachgewiesen werden [75-77]. Unter anderem wurde
die NOS1 auch in Kardiomyozyten von Mausen nachgewiesen [78], in denen das
gebildete NO wahrscheinlich eine Funktion bei der Kontraktilitdt des Herzens

einnimmt.

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS; NOS2) wurde fast zeitgleich von drei
unterschiedlichen Autoren unabhangig von einander aus Maus Makrophagen kloniert

und exprimiert [79-81]. Im Unterschied zu den beiden konstitutiv exprimierten NO-
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Synthasen (NOS1 und NOS3) ist die NOS2 calcium-unabhangig und die Synthese
von NO kann in vielen Geweben durch proinflammatorische Zytokine induziert
werden. Das Calmodulin ist fest an das NOS2 Protein gebunden [82, 83]. Dieser
Zustand erklart die Unabhangigkeit des Proteins von physiologischen Anderungen
der Calciumkonzentration. Da die NOS2 durch proinflammatorische Stimulation stark
induziert werden kann, wird die NOS2 als ,high-output” Quelle fur NO angesehen.
Das Enzym produziert jedoch im Vergleich zu der NOS1 und NOS3 nicht groRere
Mengen an NO, vielmehr ist es so, dass sehr viel mehr des Proteins gleichzeitig
induziert und exprimiert werden kann [84, 85] und somit hdhere Konzentrationen von
NO produziert werden konnen. Nach der Induktion produziert die Synthese Uber
Stunden groRe Mengen NO [86]. Die NOS2 wird vorrangig in den aktivierten Zellen
des angeborenen Immunsystems, wie z. B. Makrophagen [87], hoch reguliert. Aber
auch in vielen anderen Zelltypen konnte eine Expression des Enzymes unter
Inflammationsbedingungen festgestellt werden [88-90]. Das von der NOS2 gebildete
NO wird unter anderem zur antibakteriellen Immunabwehr genutzt. Makrophagen
und neutrophile Granulozyten verflgen Uber die induzierbare NOS (NOS2) und
produzieren NO und Superoxid zur gleichen Zeit. Aus diesen beiden Komponenten
entsteht Peroxynitrit, das zur Abtétung oder Verletzung von Bakterien genutzt

werden kann [91].

Obwohl die endotheliale NO-Synthase (eNOS; NOS3) als erste Quelle von NO
bekannt war, wurde sie als letztes kloniert und exprimiert [92-94]. Die NOS3 gehort,
wie die NOS1 zu den konstitutiv exprimierten NO-Synthasen, welche fortwahrend
nanomolare Mengen an NO produzieren. Die NOS3 ist vor allen Dingen im Endothel
des Gefaldsystems lokalisiert und das von ihr gebildete NO spielt eine wesentliche
Rolle bei der Aufrechterhaltung des Vasotonus (siehe Abb. 4) in den Gefalzen der
Saugetiere [62, 70]. An den Plasmamembranen ist die NOS3 gebunden und
assoziert mit Caveolin [95]. Sie wird reguliert durch Phosphorylierung und aktiviert
durch den Einstrom von Calcium durch Membranen gebundene Rezeptoren [96]. Die
Phosphorylierung der NOS3 hat Auswirkungen auf ihre Aktivitat und wird
hervorgerufen durch einen flussmedierten erhdhten Scherrstress [97, 98]. Das Serine
1179 wird Uber die Protein Kinase AKT phosphorylisiert [99, 100]. Dies flhrt zu einer

Zunahme des Elektronenflusses durch die Reduktase Domane und steigert die NO-
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Produktion [101]. Andererseits wird die endotheliale NO-Synthese durch

transkriptionale Prozesse gesteuert [102, 103].

Bradykinin
Acetylcholin ] Ca 2+
é l l Sherstress

B
Endothel

- MUQ

Abbildung 4: Die NOS3 unter physiologischen Bedingungen.
(modifiziert nach Moncada 1993 [104])

Zyklisches GMP

{

Relaxation

Sobald NO im Gefallsystem vorhanden ist wird Uber die Guanylate Zyklase im
glatten GefaBmuskel cGMP gebildet. Das zyklische GMP fuhrt zur Relaxation der
Muskulatur und zur Vasodilatation der GefaRe. Fur den Organismus ist es
unabdingbar das NO fortwahrend aus dem Gefallsystem zu entfernen oder die
Guanylate Zyklase bleibt voll aktiv und fuhrt zu einer andauerenden Relaxation der
Gefalle und schliel3lich zum Zusammenbruch des Vasotonus. Eine Mdglichkeit des
Systems ist es, NO in andere Produkte umzuwandeln. Zu diesen Produkten gehort
das Nitrit, welches als relativ stabiles Zwischenprodukt der NO Synthese angesehen
wird [105]. Im Plasma wird das NO durch die Multi-Kupfer-Oxidase und NO-Oxidase
Ceruloplasmin schnell zu Nitrit oxidiert [106]. Die Auto-Oxidation des NO's mit
Sauerstoff und Wasser lauft dagegen relativ langsam im Gewebe ab. Nitrit liegt unter
physiologischen Bedingungen in einer Konzentration im nanomolaren Bereich vor
[107]. In NOS Knockout Mausen sind die Level an Nitrit im Plasma um bis zu 70%
reduziert (NOS3 KO Mause) und spiegeln die Aktivitat der konstitutiven NO-Synthese
wider [107]. Dem Saugetier Organismus stehen verschiedene Moglichkeiten zur
Verfligung das gebildete Nitrit wieder zu NO zu reduzieren. Dies geschieht z.B. unter
Mitwirkung von Deoxyhamoglobin [108, 109] und Myoglobin [110-112]. Diese Ablaufe
der Nitrit Reduzierung finden besonders unter sauren und hypoxischen Bedingungen

statt, wie sie in der Sepsis vorliegen.
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Nitrat wird als stabiles Endprodukt der NO-Synthese angesehen und ist neben Nitrit
als Marker fur die NO-Produktion etabliert. Aus der Reaktion von NO mit
Oxyhamoglobin entsteht Nitrat und Methamoglobin. Da Oxyhamoglobin in den
Erythrozyten in hohen Konzentrationen vorliegt, ist Nitrat das Hauptprodukt des NO
Stoffwechsels. Es liegt im Gegensatz zum Nitrit in yM Konzentrationen vor. Lange
Zeit wurde angenommen, dass es im Saugetierorganismus keine Moglichkeit gibt
das Nitrat wieder zu reduzieren. Lundberg et al. konnte eine Mdglichkeit nachweisen,
wie der Korper Nitrat zu Nitrit und somit weiter zu NO reduzieren kann. Durch die
Aufnahme einer grollen Menge an Nitrat Uber die Nahrung, wird dieses von den
Speicheldrisen aktiv aus dem Blut aufgenommen und liegt im Speichel konzentriert
vor [113]. In der Mundhdhle wird das Nitrat durch fakultativ anaerobe Bakterien durch
ihre Nitratreduktase zu Nitrit reduziert [113, 114] und somit steht das Nitrit dem
Organismus durch die Aufnahme in das Blut Uber die oben genannten Moglichkeiten
der Nitritreduktion als NO Quelle zur Verfugung. Erste Hinweise auf eine funktionelle
Nitratreduktase aulRerhalb der Mundhdhle konnte in den Geweben und Plasma von
Mausen, Ratten und Menschen gefunden werden. In den Mausen wurde das Nitrat
intraperitoneal appliziert und fuhrte zu einem Anstieg der Nitrat und Nitrit
Konzentration im Plasma und den Organen. Die Applikation zeigte in keimfreien
Mausen den gleichen Effekt, eine Beteiligung von Bakterien an der Reduktion des
Nitrates konnte somit ausgeschlossen werden [115]. Der grofte Anteil an

produziertem Nitrat im Organismus wird Uber den Urin ausgeschieden [113].

1.4 NO unter pathophysiologischen Bedingungen (Sepsis)

Die massive Freisetzung des biologischen Molekuls Stickstoffmonoxid (NO), welche
in experimentell induzierter und klinischer Sepsis nachgewiesen werden konnte
[116], spielt eine zentrale pathophysiologische Rolle in der Sepsis. Folge der
erhohten NO-Produktion ist eine systemische Vasodilatation mit Abnahme des
systemischen Widerstandes, eine Herabregulation der Adrenorezeptoren an den
Zellmembranen glatter Muskelzellen [117] und Unterdrickung der biologischen
Aktivitat von Katecholaminen [118-120]. Hohe NO-Dosen fuhren zudem zu einer
direkten Beeintrachtigung der kardialen Funktion mit Abnahme der Kontraktilitat [121]
und sind mitverantwortlich fur die Ausbildung der so genannten septischen

Kardiomyopathie [33].
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Es wird kontrovers diskutiert, welche NO-Synthase in welchem Stadium der Sepsis
die Funktion des Hauptproduzenten von NO inne hat. Die NOS2 wird von vielen
Autoren als Hauptproduzent des NO im septischen Geschehen angesehen.

Die Rolle der beiden konstitutiv exprimierten NO-Synthesen (NOS1 und NOS3) ist
Schwerpunkt von Untersuchungen weltweit. Der NOS3 kommt in diesem
Zusammenhang eine besondere Stellung zu, da sie im septischen Geschehen
entkoppelt wird. Eine Entkopplung bedeutet, es liegt eine Diskrepanz zwischen NOS
Protein und NO-Produktion vor. Die NOS3 bildet unter diesen Umstanden weniger
NO, sondern es wird vermehrt Superoxid produziert [122]. Hauptursachlich kommt es
zur entkoppelten NOS, wenn der Kofaktor Tetrabiopterin (BH4) reduziert vor liegt.
Die enzymatische Reduktion des molekularen Sauerstoffs ist nicht langer an das L-
Arginin gekoppelt und somit kommt es zur Produktion von Superoxidionen und nicht
zur Bildung von NO [123]. Das von der entkoppelten NOS3 gebildete Superoxid
reagiert schneller mit NO als es von der Superoxid Dismutase (SOD) abgefangen
und in H,O, umgewandelt werden kann [124]. Aus dieser Reaktion geht das
ebenfalls reaktive Peroxynitrit hervor.

Im Sepsisverlauf weist Peroxynitrit die Fahigkeit auf die Muskelkontraktilitat Uber die
Denaturierung von Proteinen, den Calcium Fluss und die mitochondrialen Atmung zu
storen [83, 125]. Die Neutralisation von Peroxynitrit fuhrt hingegen zu einer
verbesserten kardialen Funktion im septischen Tiermodell [126]. Ein Teil des
Peroxynitrits wird in Nitrotyrosin umgewandelt und kann als Marker einer vermehrten
Peroxynitrit- Produktion angesehen werden.

In der frihen Phase der Sepsis steigert NO die Phagozytose der neutrophilen
Granulozyten [127]. Im Gegensatz dazu nimmt die Adhasion, das Rollen, die
Migration, die oxidativen und mikrobizidalen Aktivitaten in der spaten Phase der
Sepsis durch NO ab [128, 129]. Die verringerte Migration der neutrophilen
Granulozyten kann zum Teil durch die Herabregulation von CXCR2 durch NO erklart
werden [130].

Die erhohten NO Konzentrationen in der Sepsis fuhren zu einer Zunahme der
reaktiven Sauerstoffspezies in der Mikrozirkulation und zu einer Storung der
Weiterleitung von Signalen und/oder der Kommunikation entlang der Blutgefalle. Die
mikrovaskulare Homeostasis nimmt ab [131, 132]. Dies wird als ein fihrender Grund
fur die heterogene Gewebsperfusion wahrend der Sepsis im Tiermodell und in der

menschlichen Sepsis angesehen [133-135] und fuhrt zu hypoxischem Gewebe durch
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die Unterversorgung mit Sauerstoff [136] welches schliel3lich zum Organversagen
fuhrt. Die exzessive Produktion von NO fuhrt zu Hypotension und Katecholamin-
Resistenz im septischen Schock [137].

Die kardiodepressive Wirkung der proinflammatorischen Zytokine ist allem Anschein
nach durch NO vermittelt. Werden Kardiomyozyten von Ratten septischem Serum
ausgesetzt verringert sich die Kontraktilitat der Zellen, die Inhibition der NOS mit
unselektiven Inhibitoren hebt diesen Effekt wieder auf [138]. Die Gabe des NO
Donors Sodium Nitroprusside (SNP) fuhrt in Patienten zu einer Abnahme des
systolisch entwickelten Druckes trotz einer Zunahme der diastolischen Relaxation
und Dehnbarkeit [139]. Erhdhte Konzentrationen an NO, wie sie in der Sepsis

vorliegen, haben somit einen direkten Einfluss auf die Hdmodynamik.

1.5 Inhibition der NO-Synthasen

In der Sepsis wird die UbermaRige Produktion von NO als einer der Hauptgrinde fir
das Multiorganversagen im septischen Schock und dem spateren Versterben der
Patienten angesehen. Dem Korper ist es durch die Dilatation der Gefalle nicht
mdglich, die Organe ausreichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen.
Letztendlich Versagen die Organe und der Patient stirbt. Um diesen Problem
entgegen zu wirken wurden Studien in septischen Tiermodellen durchgefuhrt, denen
verschiedene NOS-Inhibitoren verabreicht wurden. Fur die Inhibition der NOS liegen
eine Reihe verschiedener Substanzen vor. Eine groRe Anzahl an Inhibitoren stellen
die L-Arginin Analoga dar, diese binden an der L-Arginin Bindungsstelle am NOS-
Protein. Es kommt zu einer kompetetiven Inhibition der NO-Synthese. Fur alle drei
NOS Isoformen liegen Inhibitoren vor, wobei die ausnahmslose Inhibition der NOS3
wegen mangelnder Spezifitdt zurzeit nicht maoglich ist. Unter den verschiedenen
Isoformen der NO-Synthasen (NOS) wird in der Sepsis insbesondere die NOS2 als
leistungsstarkes NO-produzierendes Enzym diskutiert [140]. Unter anderem Entero-
und Endotoxine sowie proinflammatorische Zytokine fordern die Expression der
NOS2 in Endothelzellen, glatten GefalBmuskelzellen, Zellen des Endokards und
Makrophagen [141]. Als innovativer Therapieansatz fuhrte jedoch die Inhibition der
NOS2 in experimentellen Sepsismodellen zu widerspruchlichen Ergebnissen [142-
145]. In NOS2" Mausen oder pharmakologischer Inhibition der NOS2 konnte nach
Induktion der Sepsis via CLP eine Zunahme der Norepinephrin Antwort mit

verbesserter systolischer Funktion nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde aber
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eine verringerte linksventrikulare Relaxation festgestellt [146]. Die Rolle der
konstitutiven NOS in der Sepsis, NOS3 und NOS1, welche insbesondere fur die
physiologische NO-Produktion verantwortlich sind, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Einerseits hatten NOS3- Uberexprimierende transgene Mause eine
verbesserte linksventrikulére Funktion und eine bessere Uberlebensprognose [147].
Andererseits wiesen NOS3” Mause nach LPS-Gabe ein stabileres
hamodynamisches Profil auf mit dem Resultat einer verbesserten Prognose der
Versuchstiere [148]. Die pharmakologische Inhibition der NOS1 flhrte zu einer
verbesserten Reaktion der Arteriolen auf Acetylcholin im Muskel septischer Ratten
[149]. In einem Entzundungsmodell der Lunge bei Schafen hatte die Inhibition der
NOS1 eine Verbesserung des pulmonalen Gasaustausches und vermindertem
Anstieg der Plasma-NO,-Spiegel zur Folge [150]. Sears et al. zeigte, dass die
Inhibition der NOS1 assoziiert war mit einer Zunahme des intrazellullaren Calciums
in Kardiomyozyten und demzufolge mit einem positiv inotropen Effekt [151]. Welchen
Einfluss die Inhibition der NOS1 und NOS3 auf den Verlauf der Sepsis und
insbesondere die Auspragung der septischen Kardiomyopathie in einem klinisch

relevanten Sepsismodell hat, ist bislang nicht untersucht worden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Sepsis gehort trotz aller Fortschritte der modernen Intensivmedizin zu einer
Erkrankung mit hoher Sterblichkeitsrate. Basierend auf der septischen
Kardiomyopahtie und einer katecholaminresistenten Vasodilatation, hat die
kardiovaskulare Dysfunktion daran einen grof3en Anteil. Das Stickstoffmonoxid spielt
in diesem Zusammenhang eine gro3e Rolle, da es direkt und indirekt an der kardiale
Dysfunktion mitwirkt.
Im Hinblick darauf soll diese Arbeit klaren:
- welche NOS den Hauptanteil an NO in der Fruhphase des septischen
Geschehens produziert
- ob die pharmakologische Inhibition bzw. genetische Depletion der
verschiedenen NOS zu einem verlangertem Uberleben fiihrt
- welche Auswirkungen die Inhibition der NOS auf die Einwanderung von
Entzindungszellen ins Herzgewebe hat
- ob die Inhibitionen/Deletion zu einer Milderung der septischen
Kardiomyopathie fuhren
Im Laufe der Versuchsserien kristallisierte sich eine besondere Bedeutung der NOS3
in der Fruhphase der Sepsis heraus. Die weiteren Fragestellungen wurden somit in
WT und NOS3™” Mausen durchgefiihrt, um einen besseren Einblick in die Rolle der
NOSS3 in der sich entwickelnden Sepsis zu erhalten:
- Verursacht die NOS3 eine kardiale und/oder eine vaskulare Dysfunktion in der
sich entwickelnden Sepsis?
- Ist die Genexpression von Proinflammatorischen Mediatoren durch die NOS3
in der Frihphase der Sepsis beeinflusst?
- Ist das NO der NOS3 an einer vermehrten Peroxynitrit Produktion in der

frihen Phase der Sepsis beteiligt?

16



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden mannliche C57/Black6 Mause und NOS3 Knockout Mause
mit C57/BL6 Hintergrund verwendet. Dieser Knockout Stamm wurde von Herrn Prof.
Dr. rer. nat. Axel Goédecke erstellt und phanotypisiert [152]. Das Koérpergewicht lag
bei allen Mausen zwischen 25-35g und das Alter betrug 12-16 Wochen. Die
Unterbringung und Pflege sowie Raumlichkeiten und Personal wurden von der
Tierversuchsanstalt des Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfigung gestellt. Die
Tiere wurden in Kafigen vorgeschriebener Grolle (Typ 2 oder 3) in Gruppen auf
Holzgranulat bei einer Raumtemperatur von 19-21°C und einer angestrebten
Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten. Es bestand ein 12-Stunden-Tag/ Nacht-
Zyklus. Die Tiere erhielten Sniff Ratte/ Maus- Haltungsfutter und ein spezielles
keimarmes Trankewasser ad libitum. Die Tierversuche dieser Arbeit wurden nach der
Genehmigung des Tierversuchsantrages durch das LANUV NRW in den
Raumlichkeiten des Kardiologischen Labors an der Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf durchgefuhrt.

2.2 Versuchsiibersicht

In der allgemeinen Versuchsubersicht (Abb. 5) ist zu erkennen, dass direkt nach der
Coecum) Ligatur und Punktion (CLP) bzw. sham Operation die Applikation (subkutan/
intraperitoneal) bzw. das Einsetzen der Osmosepumpe mit den NOS1 bzw. NOS2
Inhibitor oder Placebo erfolgte. 6 bzw. 12 Stunden nach der Sepsis Induktion erfolgte

die Erhebung aller Messwerte dieser Studie.
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Abbildung 5: Versuchsiibersicht
2.2. Verwendete Medikamente

2.2.1. Ketamin und Xylazin

Die Anasthesie vor CLP- bzw- Sham-Operation erfolgte gewichtsadaptiert als
intraperitoneale Injektion mittels S-Ketaminhydrochlorid (60ug/g Kérpergewicht) und
Xylazinhydrochlorid (10ug/g Koérpergewicht). Durch diese Kombination und
Dosierung wird eine zuverlassige Sedation, Relaxation und Analgesie erreicht [153].
S-Ketaminhydrochlorid weist einen komplexen Wirkmechanismus an verschiedenen
Rezeptoren auf. Es ist ein nicht-kompetitiver Antagnonist am exzitatorischen NMDA-
Rezeptor und senkt dadurch die nozizeptive Neurotransmission im ZNS. Es wirkt
agonistisch an Opiatrezeptoren und hat Einfluss auf die zentrale und periphere
monoaminerge und cholinerge Ubertragung. Des Weiteren hemmt es die periphere
Wiederaufnahme von Katecholaminen. Insgesamt fihrt dies zu einer ,dissoziativen
Anasthesie“, einem kataleptischen Zustand mit Bewusstseinsverlust, Analgesie und
Amnesie.

Xylazinhydrochlorid gehort in die Gruppe der a-Agonisten und wirkt an zentralen und
peripheren a-Adrenorezeptoren. Es wirkt sedativ, analgetisch und muskelrelaxierend.
Durch Senkung des zentralen Sympathikotonus kommt es zu einer Kardiodepression
mit negativ inotropen und chronotropen Effekten und einem Blutdruckabfall [154].

Im Gegensatz zu den kardiovaskularen Effekten kommt es bei der Ketamin/Xylazin
Narkose nur zu einer geringen Beeinflussung der Atemtatigkeit [153], was eine

Intubation und Beatmung der Versuchstiere nicht erforderlich machte.
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2.2.2. Urethan

Urethan ist ein Anasthetikum, das haufig in Tierversuchen Verwendung findet, da es
nachweislich einen sehr geringen Einfluss auf das Herz-Kreislaufsystem hat und
somit fur hamodynamische Untersuchungen pradestiniert ist. Die Narkosetiefe ist
langanhaltend und gleichbleibend und mit einer erheblichen Erholungszeit
verbunden. Dies ist durch die lange Halbwertszeit des Urethans im Organismus zu
erklaren, was mit einer langsamen hepatischen Metabolisierung einhergeht. Urethan
ist somit fur den Einsatz bei langeren chirugischen Eingriffen gut geeignet, besonders
wenn es sich um terminale Versuche wie in dieser Arbeit handelt [154].

Mit Urethan narkotisierte Tiere weisen ein sehr ahnliches physiologisches und
pharmakologisches Verhalten auf wie nicht narkotisierte Tiere. Somit eignet sich
diese Substanz hervorragend zur Untersuchung hamodynamischer Parameter, wie
bei der invasiven Druck-Volumen-Messung [155].

Urethan wurde ausschlief3lich zur finalen Narkose verwandt und in einer 1-molaren

Konzentration intraperitoneal injiziert.

2.2.3. 1400W

1400W (N-(3-(Aminomethyl(Benzyl)Azetamidin) ist der bisher selektivste aller
beschriebenen NOS2 Blocker [71]. Er ist bei in vitro Versuchen 5000-fach selektiver
fur humane NOS2 gegenuber eNOS und 200-fach selektiver gegenuber NOS1. In
Experimenten mit Rattenaorten konnte eine 1000-fach hohere Selektivitat fur NOS2
gegenuber NOS3 gezeigt werden. Die Hemmung der NOS2 scheint nahezu
irreversibel zu sein und ist von NADPH als Kofaktor abhangig.

1400W ist zell- und gewebegangig und weiterhin besteht im Gegensatz zu anderen
NOS2 Blockern eine geringe Toxizitat. Eine kontinuierliche Infusion von 120mg/Tag
uber sieben Tage wird von Ratten toleriert. Erst eine intravendse Bolusinjektion von
50mg/kg Korpergewicht ist bei Ratten und Mausen letal [156]. Es besteht also eine
grol3e therapeutische Breite, um eine adaquate, selektive Hemmung der NOS2 zu

erreichen.

2.2.4. Vinyl-L-NIO (V-LNIO)
Vinyl-L-NIO (N5-(1-imino-3-butenyl)-L-ornithin) ist der, fir murine Zwecke selektivste,
kommerziell erhaltliche NOS1-Inhibitor. In Ratten weist es eine Inhibitionskonstante
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von Ki=0,1um fur die NOS1, fir die murine NOS2 Ki=60um und fur die bovine NOS3
Ki=12um auf. Fir humane NOS Formen ist dieser Blocker jedoch nur relativ gering
selektiv [157]. Es liegen bisher keine rein murinen Selektivitatsanalysen fur alle NOS
Formen vor. Die Hemmung der NOS1 ist kompetitiv zu L-Arginin und auch hier von
NADPH als Kofaktor abhangig [158].

2.2.5. Noradrenalin

Noradrenalin ist ein Katecholamin und Botenstoff des sympathischen
Nervensystems. Es wirkt als Agonist an a - und geringer auch an 31-Rezeptoren.
Eine Bindung an a1-Rezeptoren fuhrt zu einer G-Protein-vermittelten Aktivierung der
Phospholipase C. Diese spaltet Phosphatidylinositol in Inositol-1,4,5-Trisphosphat
(IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP3 setzt intrazellular Calcium-lonen frei und fuhrt so
zu einer Tonuserhdhung der glatten GefalBmuskulatur. Es kommt zur
Vasokonstriktion mit Nachlaststeigerung.

Die Stimulation der B1-Rezeptoren flhrt, ebenfalls G-Protein gekoppelt, zu einer
Erhdéhung des intrazellularen cAMP-Levels, welches die Proteinkinase A aktiviert.
Diese  phosphoryliert Calcium-Kanale in den Kardiomyocyten, deren
Offnungsneigung erhdht wird, und so kommt es Uber Erhéhung des intarzellularen
Calciumspiegels zur positiv inotropen Wirkung am Herzen.

Im septischen Schock gilt Noradrenalin als das Mittel der Wahl und ist somit gut
geeignet, die im septischen Schock vorherrschende Vasoplegie mit

Katecholaminresistenz im vorliegenden Modell zu Gberprifen.

2.3. Sepsisinduktion durch Coecum Ligatur und Punktion (CLP)

bzw. Sham- Operation

Die Caecum-Ligatur und Punktion fuhrt in den Tieren zur Entstehung einer
Ubergangsstelle der Bakterien aus dem Darm-Lumen in den Peritonealraum der
Maus. Durch den Eintritt in den Peritonealraum kommt es meist zu einer
ausgepragten Bauchfellentzindung.

Durch intraperitoneale Injektion von S-ketaminhydrochlorid (Ketanest S, Parke-Davis,
Pfizer; 60mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (Xylazin 2% Bernburg,

medistar; 10mg/kg Kopergewicht) erfolgte die Anasthesie der Mause. Der

20



2. Material und Methoden

Zwischenzehenreflex diente als Kontrolle der ausreichenden Narkosetiefe. Unter
Narkose wurde der Operationsbereich, das Abdomen, rasiert und das Versuchstier
auf einem auf 37°C vorgewarmten Operationstisch auf dem Ricken liegend fixiert.
Die Hautdesinfektion des Operationsbereiches erfolgte mit Povidon-lod (Betaisodona
L6sung, Mundipharma). Zu Operationsbeginn folgte eine Hautinzision von 10-15 mm
mit einer gebogenen chirurgischen Schere (FST 14075-11) entlang der Linea alba.
Zur Eréffnung der Bauchhdhle wurde mit einer geraden feinen Schere (FST 14088-
10) das Peritoneum ebenfalls in einer Lange von ca. 10 mm in medianer
Schnittfuhrung durchtrennt. Die Mobilisierung des Caecums aus der Bauchhohle
geschah mit Hilfe zweier mit Kochsalzlésung (NaCl) befeuchteter Wattestabchen,
ohne umliegende Strukturen zu schadigen. Die Darstellung des Caecums erfolgte
wahrend des gesamten Operationsverlaufs auf einer mit NaCl getrankten sterilen 2 x
2 cm groRen Kompresse. Das Coecum wurde anschlieRend unmittelbar distal der
lleocoecalklappe mit einem Seidenfaden ligiert. Mit einer 20G Kanule wurde das
Coecum mittels Punktionsmethode ,durch und durch® punktiert, wobei die Kandule
innerhalb des Coecum-Lumens vorgeschoben und weiter distal wieder hinausgefuhrt
wurde, so entstanden zwei Punktionsstellen. Nach Entfernung der Kanule wurde aus
den beiden Punktionsstellen eine kleine Stuhlmenge herausgedruckt. Das
Reponieren des Coecums in die Bauchhdhle erfolgte mit Hilfe der mit NaCl
befeuchteten Wattestabchen. Peritoneum und Muskelschicht wurden adaptiert und
mit 4-0 Seide in Einzelknopfnahttechnik verschlossen. Ebenso erfolgte die
Adaptation und Naht der Haut. AbschlieRend wurde die Hautnaht mit Betaisodona
Lésung desinfiziert. Die Sepsisinduktion mittels CLP wurde in WT C57/BL6 Mausen
wie in NOS3 KO Mausen durchgeflhrt. Als Kontrolle der CLP-Induktion dienten
sham operierte Tiere. Die Sham-Operation wurde durchgefihrt wie die CLP-
Induktion mit Ausnahme der Ligatur und Punktion des Coecums. Zur
Volumensubstitution erhielten alle Mause unmittelbar postoperativ und im Weiteren
Versuchsablauf alle 6-8 Stunden 0,9% NaCl (0,05 ml/g Kérpergewicht) subkutan, zur
Schmerzmedikation erhielten die Tiere im gleichen Zeitraum Temgesic (0,05-
0,1mg/kg subkutan). Bis zum Versuchende wurden die Tiere unter eine Warmelampe
bei etwa 37°C platziert. Wasser und Futter wurden ad libitum bereitgestellt.
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2.4 Verabreichung des NOS1 Inhibitors uber eine Osmosepumpe

Zur Inhibition der NOS1 wurde V-LNIO genutzt, welches mittels einer osmotischen
Minipumpe (Alzet) kontinuierlich Uber den gesamten Versuchsablauf verabreicht
(0,5mg/kg/Tag) wurde. Die Pumpe wurde 4 Stunden vor dem Einsetzen in die Maus
in 37°C NaCl equilibriert, so dass die Pumpen sofort nach dem Einsetzen mit der
Freisetzung begannen. Vor dem Verschlielen des Peritoneums bei der CLP
Operation wurden die Mini-Pumpen in den Bauchraum verbracht und verblieben dort

bis zum Ende des Versuches.

2.5 Applikation des NOS2 Inhibitors

Der Versuchstiergruppe mit NOS2 Inhibition wurde direkt vor der Operation subkutan
6,66mg/kg 1400W injiziert und im Anschluss an die Operation die gleiche Menge
intraperitoneal verabreicht. Dies sollte die sofortige Wirkung des Inhibitors nach der

Operation sicherstellen.

2.6 Blutentnahme durch Herzpunktion

FUr die Untersuchung der Glutathion (GSH) Konzentrationen im Vollblut, der
Bestimmung der Nitrit und Nitrat Konzentrationen sowie flir die Bestimmung der
erythrozytaren Verformbarkeit war es noétig den Tieren terminal Blut zu entnehmen.
Dies erfolgte durch die Herzpunktion durch den geschlossenen Thorax der Maus.
Andere Moglichkeiten der Blutentnahme wiesen Limitierungen in der Menge des
gewonnenen Blutes (Herzpunktion bei gedffneten Thorax) oder Kontaminationen mit

Nitrit und Nitrat (retrobulbar) auf, so dass diese Methoden nicht in Frage kamen.

2.7. Bakteriennachweis in Lavage und Blutkultur

Zur Feststellung der bakteriellen Situation der Mause nach CLP wurden aus Vollblut
der Tiere Blutkulturen angelegt und eine Lavage des Peritonealraumes durchgefuhrt.
Vor der Blutentnahme und peritonealer Flussigkeitsgewinnung wurden die Tiere mit
Esketaminhydrochlorid (Ketanest S, Parke-Davis, Pfizer; 100mg/kg Kdrpergewicht)
und Xylazinhydrochlorid (Xylazin 2% Bernburg, medistar; 10mg/kg Kopergewicht)
narkotisiert. Die Blutproben wurden per Herzpunktion den Tieren entnommen und in
EDTA-Ro6hrchen Uberfuhrt. Zur Gewinnung von Flussigkeit aus dem peritoneal Raum

wurden den Mausen 12 Stunden nach Sepsis-Induktion 2ml NaCl in den Bauraum
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gespritzt und durch die geschlossene Bauchdecke mit den Finger einmassiert. Die
Bauchdecke wurde erdffnet und die Flussigkeit mit einer 1 ml Spritze aufgenommen
und in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die peritoneale Flissigkeit und die Blutproben
wurden an das Mikrobiologische Labor der TVA Ubergeben (Leiterin: Frau Dr. vet.
med. Peter) und dort wurden Kulturen angefertigt und auf spezifischen Platten die
Bakterien angezogen. Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden dem Verfasser

zur Verfugung gestellt.

2.8. Uberlebenszeiten nach Sepsisinduktion bzw. Sham-
Behandlung

In einem ersten experimentellen Versuchsansatz wurden die Uberlebenszeiten der
acht Versuchstiergruppen gegenubergestellt. Bei 4 Gruppen (C57/BL6 + Placebo vs.
C57/BL6 + 1400W vs. C57/B6 + V-LNIO vs. NOS3 KO + Placebo, jeweils n=12)
wurde eine Sepsis mittels CLP induziert, bei den anderen 4 Gruppen (C57/BL6 +
Placebo vs. C57/B6 + 1400W vs. C57/BL6 + V-LNIO vs. NOS3 KO + Placebo jeweils
n=12) erfolgte eine Sham-Behandlung. Alle acht Gruppen wurden postoperativ in 2-
stundlichen Kontrollen engmaschig uber einen Zeitraum von mindestens 72 Stunden
Uberwacht und die jeweilige Uberlebenszeit des einzelnen Versuchstiers
festgehalten. Die Tiere erhielten als Analgesie alle 6-8 Stunden 0,05-0,1mg/kg

Temgesic subkutan und hatten Zugang zu Wasser und Futter ad libitum.

2.9. Invasive Druckmessung mittels Miniaturkatheter

Methodik

Die invasive Druckmessung in der rechten A. carotis communis und im linken
Ventrikel des Herzens wurde zu den Zeitpunkten 6 und 12 Stunden postoperativ
nach Sepsisinduktion mittels CLP bzw. Sham-Behandlung in C57/BL6 wie auch in
NOS3” Mausen durchgefuhrt. Die 6 unterschiedlichen Versuchstiergruppen wurden
hinsichtlich der arteriellen Blutdruckwerte und Druckwerte im Herzen miteinander
verglichen, dabei wurden sowohl Werte der Baseline als auch nach Applikation von
Arterenol aufgezeichnet. Bei dem verwendeten Katheter handelt es sich um einen
Druck-Volumen Katheter von der Firma Millar mit einem Durchmesser von 1,2 F
(entspricht ca. 0,4 mm). Die Drucksensoren des Katheters befinden sich zwischen

den zwei Volumen Sensoren.
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Versuchsdurchfuhrung

Die Anasthesie der Mause erfolgte mit Urethan (1 molar) kérpergewichtsadaptiert
(1,5g/kg  Korpergewicht). Die  ausreichende  Narkosetiefe  wurde  per
<Zwischenzehenreflex Uberpruft. Die Fixation des Versuchstieres erfolgte wie in 2.3
bereits beschrieben. Zu Operationsbeginn wurde mit einer gebogenen chirurgischen
Schere (FST 14075-11) auf der rechten Seite des Halses in Hohe des Kehlkopfes
eine circa 2cm lange von kranial nach kaudal laufender Hautschnitt gesetzt und die
Haut vorsichtig mit gebogenen Mikropinzetten (Aesculap BD333R) auseinander
gezogen. Die weiteren Praparationsschritte erfolgten zur besseren Darstellung der
anatomischen Strukturen unter Zuhilfenahme eines Lichtmikroskops (Leica MZ9-5).
Die unter der Haut liegende Faszien der geraden Halsmuskulatur wurden vorsichtig
mit den gebogenen Mikropinzetten auseinander gezogen und die Speicheldrise zur
Seite gelegt, ohne dabei umliegende Strukturen zu schadigen. Nach Mobilisation der
geraden Halsmuskulatur lag die Trachea frei. Lateral der Trachea wurde die etwa 2
mm entfernt liegende Gefalinervenscheide mit der Arteria carotis communis, der
Vena jugularis interna und des Nervus vagus sichtbar. Die Gefalinervenscheide
wurde eroffnet und mit einer gebogenen Mikropinzette die Aorta carotis communis
mobilisiert. Die Darstellung der Aorta carotis communis erfolgte auf einer Lange von
etwa 2 cm bis zur Bifurcatio carotis. Durch Ligatur der Aorta carotis communis
unmittelbar kaudal der Bifurkation und Setzen eines Gefaliclips 1-2cm kaudal der
Ligatur konnte eine von der Blutzirkulation ausgesparte Gefalistelle erreicht werden.
Mit einer geraden Sprungschere (FST 15003-8) wurde in die Gefallwand dieses
undurchbluteten GefalRabschnittes vorsichtig ein kleines Loch geschnitten. Die
Einfihrung des Katheters erfolgte tber diese Offnung unter zu Hilfenahme eines
Katheterhalters (S&T 00608). Nach 6ffnen der kaudal positionierten GefalRklemme
wurde der Katheter bis in die Aorta vorgeschoben und dort die Blutdruckdaten
aufgezeichnet. Nach zwei minutiger Aufnahme wurde der Katheter Uber die
Aortenklappe in den linken Ventrikel vorgeschoben und dort die Druckdaten des
Herzens Baseline fur zwei Minuten und wahrend 12 Minuten Arterenolgabe erhoben.
Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit der IOX Software und die Auswertung

erfolgte offline.
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2.10. Hamodynamische Eigenschaften des isolierten Herzens im
Langendorff-Modell

Methodik

FUr die Experimente am isolierten Herzen der Maus wurde das Langendorff-Modell
(Hugo Sachs Elektronik/ Harvard Apparatus) genutzt. Uber die Aorta erfolgte die
retrograde Perfusion des Herzens mit einer Perfusionslosung (Krebs-Henseleit-
Lésung). Die Perfusion der Koronararterien wurde durch platzieren der Kanile
oberhalb der Aortenklappe sicher gestellt und mit einer Fadenligatur fixiert. Durch die
retrograde Perfusion kommt es zum Schluss der Aortenklappe und das Perfusat
muss durch die Koronarien flielen bevor es Uber den Sinus coronarius und die
Koronarvenen das Herz verlasst. Die Oxygenierung des Perfusats erfolgte durch
Begasung mit Carbogen (95% 02 und 5% CO2) uber eine Glasfritte. Der
Perfusionsdruck der Langendorff-Apparatur wurde konstant bei 100mmHg gehalten,
der sich aus dem hydrostatischen Druck der Perfusat- Sdule und dem Druck des
Gases zusammensetzte. Ein Durchflussmesser (PLUGSYS Modul FLOW
MEASUREMENT, FM Typ 662) nahm den resultierenden koronaren Fluss auf.
Zusatzlich zum Perfusionsdruck und dem resultierenden koronaren Fluss wurde die
mechanische Aktion des Herzens als isovolumetrische Kontraktionen des linken
Ventrikels durch einen flissigkeitsgeflllten Ballon aus Polyvinylchlorid gemessen.
Dieser wurde im Labor selbst hergestellt. Der Ballon wurde vor Beginn der
Messungen uber den linken Vorhof in den linken Ventrikel eingefuhrt und wurde Uber
eine spezielle Spritze (Rekordspritze Fortuna Optima) mit Flissigkeit gefullt, um die
Vorlast des Herzens zu simulieren. Der Ballon war mit einem Druckwandler
(ISOTEC) verbunden.

Versuchsdurchfuhrung

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde das Versuchstier zur Herz-
und Aortenentnahme auf einer auf 37°C vorgewarmten Warmeplatte auf den Ricken
liegend fixiert. Zur Brustkorber6ffnung wurde unterhalb des Xiphoids mit einer
gebogenen chirurgischen Schere (FST 14075-11) ein circa 1 cm langer vertikale
Hautschnitt gesetzt, der die Eroffnung der thorakalen Faszie mit einschloss. Zur
weiteren Erdéffnung des Thorax erfolgten bilaterale Schnitte in kranialer Richtung

unter Durchtrennung der Rippen. Der mobilisierte Teil des Thorax wurde am
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Schlisselbein vom Korper getrennt und zur Seite gelegt, um Herz und Lunge
darstellen zu kénnen. Zur Entnahme des Herzen wurde die Aorta am Aortenbogen
mit einer feinen Pinzette ergriffen und durchtrennt. Das Herz konnte enthommen
werden und in einer vorgekuhlten, mit praoxygenierten und heparinisierten Puffer
gefullten Praparationsschale vom Thymus und anderen Geweben befreit werden.
Alle weiteren Praparationschritte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Lichtmikroskops
(Leica MZ9- 5). Die Aorta wurde in einer Lange von circa 1cm dargestellt und mittels
Mikropinzetten (Aesculap BD 331 R) und einer feinen geraden Schere frei prapariert.
Unmittelbar proximal des Abgangs des Truncus brachiocephalicus wurde die Aorta
durchtrennt. Uber die Durchtrennung der Venae pulmonales wurde ein Zugang zum
linken Vorhof geschaffen, um durch diesen einen Ballon in den linken Ventrikel
vorbringen zu kénnen. Die Aorta wurde mit zwei feinen geraden Pinzetten gefasst
und Uber die mit Perfusat geflllte Aortenkanule gezogen. Mittels Seide wurde die
Aorta unter mikroskopischer Kontrolle auf der Kandlle ligiert. Um spater eine
ungehinderte Perfusion im koronaren Gefalisystem zu gewahrleisten, erfolgte zum
Schluss ein Einschnitt der Arteria pulmonalis, welche sich unmittelbar in der Nahe zur
Aorta befindet. Das isolierte Herz wurde schlieBlich Uber die Aortenkanule an die
Langendorff- Apparatur angeschlossen. Um Luftembolien im Herzen zu vermeiden
wurde die Kanule im schiefen Winkel mit der Apparatur verbunden aus der bereits
Perfusat tropfte. In den linken Ventrikel wurde ein Ballon zur Druckaufnahme
eingefihrt und ein Herzschrittmacher an die Aullenwand angelegt, um eine

Herzfrequenz von circa 600 Schlagen pro Minute zu erreichen.

Versuchsprotokoll:

1. 20 Minuten Einschlagphase

2. 1 Minute Baseline Messung vor globaler Ischamie
3. 20 Sekunden Globale Ischamie
4

. Aufnahme Fluss- und Druckpeaks und 5 Minuten Reperfusion

2.11 Aortenringversuche im Organbad

Die Praparation der Aorta wurde in den gleichen Tieren durchgefuhrt, denen schon
das Herz flr die ex vivo Untersuchung im Langendorff-Model entnommen wurde. Zu

Beginn wurden die verbliebenen Lungenfligel entfernt, um freie Sicht auf die Aorta
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zu erhalten. Mit einer Mikroschere wurde die Scheide, welche die Aorta und Vene
umschliel3t, an einer Seite eroffnet. Die Aorta wurde am kranialen Ende vom
Aortenbogen getrennt und angehoben um noch anhaftendes Gewebe beim
Herauspraparieren zu entfernen. Die Aorta wurde nun moglichst weit caudal
durchtrennt, um ein mdglichst langes Stuck der Aorta zu erhalten. Die frei praparierte
Aorta wurde in kalten Krebs-Henseleit Puffer verbracht und dort von etwaigen
vorhandenen Gewebeanhaftungen befreit. Die Aorta wurde in drei gleich lange
Sticke mit einer Lange von 1-2 mm geteilt und vorsichtig auf Gewebehaken
gezogen. Der Aortenring wurde Uuber einen zweiten stationaren Gegenhaken
gezogen und auf eine Vorspannung von 10mN (~1g) im Organbad gebracht. Im
Organbad wurde der Krebs-Henseleit-Puffer auf einer Temperatur von 37°C gehalten
und Uber den gesamten Versuchsablauf mit Carbogen begast. Die Aortenringe
wurden 90 Minuten im 2 ml Organbad equillibriert, die Vorspannung wurde alle 15
Minuten wiederhergestellt und der Puffer gewechselt. Nach Ablauf der 90 Minuten

konnte mit dem Experiment begonnen werden.

Versuchsablauf:

1. 90 Minuten Equillibrierung

2. Gabe von 40 pl 4M Kaliumchloridlosung (Konzentration Organbad: 80mM)

3. Waschphase

4. Gabe von 20ul 10uM Phenylephrin Lésung (Konzentration Organbad: 0,1uM)
5. Aufsteigende Gabe von Acetylcholin (Konzentration Organbad: 1nm-10uM)
6. Waschphase

7. Aufsteigende Gabe von Phenylephrine (Konzentration Organbad: 1nm-10uM)
8. Waschphase

9. Gabe von 20ul 100pM Phenylephrine (Konzentration Organbad: 1uM)
10. Aufsteigende Gabe von SNP (Konzentration Organbad: 0,1nm-10uM)
11.Ende des Versuches

In den Waschphasen wurde der Puffer mehrfach gewechselt, um sicher zu stellen,
dass alle Ruckstande der Wirkstoffe beseitigt sind. Die aufsteigenden Gaben von
den einzelnen Wirkstoffen erfolgten kumulativ. Gemessen wurden die
Kraftentwicklungen in mN bei isometrischer Kontraktion und der Kraftabbau bei der

Relaxation der Aortenringe. Alle Messungen wurden grundsatzlich als
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Mehrfachbestimmung durchgefuhrt, pro Versuchsansatz wurden mindestens 2
Aortenringe  eines Tieres parallel gemessen. Die Aufzeichnung der

Versuchsergebnisse geschah online mit der Software Chart 2.0.

2.12 Total GSH aus Vollblutproben
Methodik

Die Konzentration von Glutathion ist in animalen Zellen und im Blut mit 5SmM bzw.
1mM hoch und wird allgemein als eines der Hauptantioxidantien im humanen
Gewebe beschrieben. Die Hauptfunktion des Glutathions im Vollblut ist der Schutz
der Erythrozyten vor Oxidationsschaden. Die Glutathion Peroxidase katalysiert die
Reduktion von Wasserstoffperoxid und lipiden Hydroperoxide zu Wasser und
zugehorenden Alkoholen. Wahrend dieses Prozesses wird GSH zu Glutathion-
Disulfid (GSSG) oxidiert. Uber die Glutathion Reduktase und NADPH wird das GSSG
wieder zu GSH reduziert. Die Reduktion des GSSG wurde in diesem Versuchsansatz
nicht unterbunden, die Messung der Proben ergaben somit den Gesamt GSH Gehalt
(GSHt).

Der eingesetzte Assay zur Bestimmung des GSHt verwendet die von Tietze [159]
eingefuhrte enzymatische Methode zur quantitativen Bestimmung von reduziertem
Glutathion. Das Eliman’s Reagenz(5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid; DNTB) bildet
bei der Reaktion mit GSH ein bei 412nm spektrophotometrisch detektierbares
Produkt.

Versuchsdurchfuhrung

Es wurden unbehandelte, 6h post CLP und 12h post CLP Tiere untersucht. Direkt
nach Abnahme des Blutes mittels Herzpunktion wurde das Blut in ein
lichtundurchlassiges Reaktionsgefaly uberfuhrt, in dem Heparin vorgelegt war, und in
flussigem Stickstoff Schock gefroren. Bis zur Messung der Proben wurden diese in
einem -80°C Gefrierschrank gelagert. Die Messung des GSHt Gehaltes erfolgte nach

Herstellerangaben.

Die Berechnung der GSHt Konzentrationen erfolgte in drei Schritten:

1. Bestimmung der Reaktionsrate
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2. Erstellung der Kalibrationskurven
3. Berechnung der Konzentration der Analyte

Die Ermittlung der Reaktionsrate wurde als Absorptionsanderung bei 412nm als
lineare Funktion aufgetragen und entsprach der GSH Konzentration im
Reaktionsansatz. Dabei wurde die folgende Gleichung zur Berechnung verwendet:

AbSOrbtion ammmn = Steigung der Geraden * 3 min + Schnittpunkt mit der y-Achse

3 min
Die Nettorate der Absorptionsanderungsiznmmin  Wurde durch Abzug der
Absorptionsanderung des Kontrollgefaldes ohne Probe von denen der Kalibration und
Proben erreicht. Anschlielfend wurde eine Regressionsgerade fur die Kalibratoren
erstellt, bei der die Nettorate Uber die Konzentration aufgetragen wurde. Fur GSHt
wurde eine Drei-Punkt- Regressionsgerade mit den Konzentrationen 0, 1,5 und 3uM
erstellt. Die Berechnung der GSHt Konzentrationen in den gemessenen Proben
erfolgte anhand der ermittelten Regressionsgleichung, die mit dieser Gleichung

beschrieben werden kann:

GSHt (M) = Nettorate prope — Schnittpunkt mit der y-Achse Verdiinnungsfaktor (488)

Ste'g u ng Kalibrator

2.13 Bestimmung der Verformbarkeit der Erythrozyten mittels
Laser-assisted-optical rotational cell Analysator (LORCA) in vitro
Methodik

Zur Bestimmung des hamorheologischen Parameters der Verformbarkeit von
Erythrozyten kam die Methode des Laser-assisted-optical rotational cell analysators
zum Einsatz. Die wesentlichen Bestandteile des LORCA Messsystems ist ein 4mW
Helium-Neon Laser, ein thermoreguliertes Zylinder-System, einem Stufenmotor und
eine an einem Computer angeschlossenen Videokamera. Zur Messung der Probe
wird diese in den auleren rotierenden Glas-Zylinder (Cup) pipettiert. In der Mitte des

Cups befindet sich ein statischer Metallzylinder, auch Bob genannt.

29



2. Material und Methoden

Der Helium-Neon Laser ist auf einen Spiegel gerichtet, wird von dort reflektiert und
durchquert die Erythrozyten in der Probe. Durch die Durchquerung der Erythrozyten
kommt es zur Veranderung der Beugung des Lichtes und das resultierende
Diffraktionsmuster wird auf eine Membran projiziert. Bei ruhenden Erythrozyten stellt
sich dieses Muster rund dar, bei wirkenden Scherkraften wird es elliptisch und eine
Formveranderung tritt auf [160]. Die Projektionsmembran ist mit einer Millimeter-
Kalibrationsleiste versehen, die eine Vermessung der beiden Zell-Radi a und b
ermoglicht. Als Maly der Verformbarkeit wird von insgesamt 50 Aufnahmen aus den
beiden Radi der Elongationsindex und der dazugehdrigen Standardabweichung

berechnet.

Versuchsdurchflhrung

Fir die Verformbarkeitsuntersuchung der Erythrozyten wurde ein Volumen von 25yl
antigoaguliertem Blut (Heparin) verwendet. Das Blut wurde bis zur Messung, nicht
langer als 2h, auf Eis gelagert. 25ul jeder Probe wurde in je 5ml einer auf 37°C
vorgewarmten 0,14mM Polyvinylpyrrolidon (PVP) Losung gegeben. Dieses viskdse
Medium mit einer Osmolaritat von 31mPa*sec diente der Erhéhung der auf die Probe
austbbaren Scherkraft. Die Blutprobe verhalt sich dadurch wahrend der
computerkontrollierten Messung annahernd wie eine Newtonschen Flussigkeit. Fur
die eigentliche Messung wurde ein Volumen von 1ml der hergestellten Blut-PVP-
Suspension zwischen Bob und Cup pipettiert und mittels Rotation des letzteren
definierten Scherraten ausgesetzt. Insgesamt wurde der Elongationsindex von neun
Scherraten berechnet. Aus den Elongationsindices konnte eine Lineweaver-Burk
Analyse (siehe Abb. 6) durchgeflhrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Scherrate fur die halbmaximale Elongation (Kg) der verschiedenen Gruppen

miteinander verglichen.
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Abbildung 6: Lineweaver-Burk Analyse. (modifiziert nach Condon 2003 [161])
El= Zell Elongationsindex, El,,,x= maximale Elongation, K= Sherrate welche halb-
maximale Elongation verursacht

2.14 Bestimmung der Nitrit und Nitrat Konzentrationen im Plasma

und Herzgewebe

Die Bestimmung der Konzentration von Nitrit und Nitrat aus den Plasma- und
Herzgewebeproben erfolgte in einer simultanen Messung mit dem ENO-20 (siehe
Abb. 7).
Methodik
Das Messprinzip beruht auf einer Kombination aus Umkehrphasen-Chromatographie
und einer Azokopplung. Bevor die Proben in das System gelangen ist eine
sogenannte Vorsaule vorgeschaltet, die in der Probe enthaltene Proteine
herausfiltert. Diese Saule wurde vor jeder Messserie neu erstellt. Nach Durchlauf
durch die Vorsaule gelangte die Probe in die Umkehrphase-Separationssaule, in der
Nitrit und Nitrat zeitlich voneinander getrennt wurden. In der Kupfer-
Kadmiumgranulat gefullten Reduktionssaule wurde das Nitrat zu Nitrit reduziert und
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in einer Reaktionsschleife wurde das Nitrit mit Griess-Reagenz (Sulfanilamid und N-
(1naphtyl)ethylendiamin) versetzt und ein Diazofarbstoff entstand. Dessen
Absorption wurde bei der Wellenlange 540nm von einem
Durchflussspektrophotometer gemessen und entspricht proportional der
Nitritkonzentration. Durch die zeitliche Auftrennung des Nitrits der Probe und des aus
Nitrat reduzierten Nitrits ist es moglich, das beide Messwerte in einem Lauf bestimmt
werden konnten. Der Nitrit-Peak erscheint dabei nach einer Retentionszeit von ca.
4,5 Minuten und der Nitrat-Peak bei ca. 8 Minuten. Im Gehause, der ,Saulen Ofen®,
des ENO-20 lag eine konstante Temperatur von 35°C vor. Die mobile Phase, der
sogenannte Carrier, wurde per Pumpe mit einem konstanten Fluss von 0,33ml/min in
das System geleitet. In der Reaktionsschleife wurde das Gries-Reagenz, der

Reaktor, mit einem Fluss von 0,1ml/min hinzugefugt.

Saulenofen Separations
Detek -saule
etektor
{1 [ Proben Injektor
Reduktions Vor-
-saule saule
Reaktor ! Carrier
Pumpe Pumpe

Abbildung 7: Aufbau des ENO-20 (modifiziert nach Bryan 2007 [162] )

Versuchsdurchfuhrung

Die bei -80°C gelagerten Plasma Proben wurden auf Eis aufgetaut und 1:1 mit
Methanol gefallt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm, 4°C und 10
Minuten. Der Uberstand wurde in HPLC-ReaktionsgefaRe (Eppendorf
Reaktionsgefal® 3810) uberfuhrt und in den vorgekuhlten Autosampler gestellt.

Zur Bestimmung der Nitrit/Nitrat Konzentrationen aus den Geweben, wurden diese
bis zur Aufbereitung bei -80°C gelagert. Die gefrorenen Gewebeproben wurden mit

einem Glas-Glas Homogenisierung System von Schatt in NaCl in einem Verhaltnis
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1:5 homogenisiert. Das Homogenat wurde sofort im Anschluss 1:1 mit Methanol
gefallt und wie bei den Plasma Proben beschrieben weiter verarbeitet.

Das Probevolumen sollte ein Gesamtvolumen von mindestens 70ul aufweisen, damit
der Autosampler die Probe aufnehmen konnte. Vor dem Start einer Messserie
musste eine Kalibrationslosung hergestellt werden, in der Nitrit und Nitrat in einer
Konzentration von 10uM vorlag. Diese wurde vor der ersten Messung zweifach
eingemessen. Auf Grundlage der Kalibration wurden die Konzentrationen der Proben

mittels Area under curve bestimmt.

2.15 Elektronen-Spin-Resonanz Spektroskopie (ESR)

Methodik
Die Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine physikalische
MelRmethode, die Zugang zu Aspekten der Struktur, Molekdl- und Gitterdynamik
sowie Reaktionsdynamik von stofflichen Systemen bietet. Die ESR basiert auf der
Absorption von Mikrowellenstrahlung durch ungepaarte Elektronen, die sich in einem
von aulden angelegten Magnetfeld befinden. Ungepaarte Elektronen haben aufgrund
ihres Eigendrehimpulses, der auch als ,Spin“ bezeichnet wird, ein magnetisches
Moment. In einem aufl’eren Magnetfeld bestehen fir ungepaarte Elektronen zwei
Maoglichkeiten der Spin- bzw. Magnetfeldorientierung. Der Grundzustand entspricht
der Anziehung im aul3eren Magnetfeld und wird als ,parallel”, der angeregte Zustand
ist durch Abstoflung im aufleren Magnetfeld gekennzeichnet und wird als
»-antiparallel“ bezeichnet (Zeemann-Aufspaltung). Man unterscheidet diamagnetische
und paramagnetische Substanzen. Eine Substanz ist paramagnetisch, wenn sich die
Elektronenspins nicht durch Spinpaarung gegenseitig aufheben. Nur in diesem Fall
ist auch ein ESR-Signal zu beobachten. Die ESR-Spektroskopie hat eine
Nachweisgrenze von etwa 10°mol/l (bezogen auf paramagnetische Zentren), und die
Zeitauflosung liegt typischerweise im Bereich von 10-100ns. Bei einer Reihe von
Prozessen treten intermediare Spezies (meist Radikale wie NO+) mit sehr kurzer
Lebensdauer auf. Obwohl die hochauflésende ESR eine der zuverlassigsten
Methoden flur die direkte Messung von NO- in biologischen Prozessen reprasentiert
[163, 164] ist sie fur diese Untersuchungen jedoch zu langsam. In diesem Fall kann
man sich einer Variante der Sondentechniken bedienen, bei der eine sogenannte
Spinfalle (engl. spin trap) in das System eingebracht wird, die die kurzlebigen
Radikale abfangt. Zu den NO-- Spinfallen gehéren das hydrophile Eisen-N-methyl-D-
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glucamin-Dithiocarbamate; (Fe(MGD)2) und das hydrophobe Eisen-
Diethyldithiocarbamat (Fe(DETC)2) [165]. Diese Fallen werden fur die selektive
Detektion und Quantifizierung von geringen NO--Mengen in Losungen, Zellen oder
tierischen sowie pflanzlichen Geweben eingesetzt [166-168], wobei ein
paramagnetischer Mononitrosyl-Eisen2+- Dithiocarbamat-(MNIC)-Komplex entsteht.
Dieser weist im ESR Spektrum eine charakteristische Tripletthyperfeinaufspaltung
auf (Abb. 8). Diese beiden Agenzien bilden zusammen einen hydrophoben Fe-
(DETC)2 Komplex, der als Spinfalle fungiert und der Detektion von NO+ in Geweben
dient [165, 169].
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Abbildung 8: ESR Spektrum eines septischen NOS3” und WT Herzens im Vergleich.

Versuchsdurchfihrung

Den Versuchstieren wurden beide Reagenzien zum gleichen Zeitpunkt an
unterschiedlichen Korperstellen injiziert (Nacken subkutan und intraperitoneal). Nach
Injektion wurden die Tiere 30 Minuten in den Kafig zurickgesetzt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Tiere narkotisiert und durch verbluten getotet. Das Herz
wurde entnommen und zur Untersuchung in Flussigstickstoff Schock gefroren und
bis zur Messung gelagert. Die ESR-Messapparatur bestand aus einem ESP300

Spektrometer (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Deutschland), welches mit einer
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Mikrowellenfrequenz von etwa 9,53 GHz arbeitet und mit einem hochsensitiven
Probenkopf (V2.0) ausgestattet ist. Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur
von 77°K. Die ESR-Spektren wurden im Durchschnitt mit 30 Scans und einer Sweep
time von 83s, einer Zeitkonstante von 82ms, einer Modulationsamplitude von 0,5mT,
einer Modulationsfrequenz von 100KHz und 20mW Mikrowellenenergie bei einer
Frequenz von 9,53 GHz aufgenommen. Die Proben wurden in Dusseldorf erstellt und

von Herrn Dr. rer. nat Ernst van Faassen in Utrecht gemessen.

2.16 Histologie

Die Abwanderung von Entzindungszellen aus dem Blutkreislauf in das Herzgewebe
nach Sepsis-Induktion wurde Uber verschiedene histologische und immun-
histochemische Verfahren dargestellt.

Als vorbereitende Mallnahme wurden die Organe bei 4°C Uber Nacht in 4%igem
phosphatgepufferten Formalin fixiert. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe wurde das
Gewebe entwassert und in Xylol als Intermedium eingelegt. Dieses verdrangte den
Alkohol und machte das Gewebe zuganglicher fur das Paraffin. Das Einbetten der
Organe erfolgte Uuber 2x2 Stunden bei 60°C in flissigem Parafin. Die Organe wurden
in Blécke ausgegossen und auf einer Kalteplatte ausgehartet. Das Schneiden der
Blocke fand an einem Rotationsmikrotom statt, von der ersten schneidbaren
Schnittflache wurden 10 jeweils 5uM dicke Schnitte fur die verschiedenen Farbungen
erstellt und auf Objekttrager aufgezogen. Zum Entparafinieren kam Xylol zum
Einsatz, die Rehydrierung der Schnitte wurde mit absteigender Alkoholreihe und PBS

Puffer erreicht.

Darstellung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten

Methodik

Um die Granulozyten und Monozyten im Herzgewebe anzufarben wurde ein
histochemisches Verfahren unter Ausnutzung der spezifischen Esterasen der
jeweiligen Zellen verwendet. Granulozyten sind in der Lage, Naphthol-AS-D-
Chloracetat zu spalten, Monozyten spalten a-Naphtyl-Acetat. Die Hydrolyse der
Esterbindungen setzt Naphthol frei, welches mit einem hinzugegebenen

Diazoniumsalz zu einem Azofarbstoff reagiert. Zum Einsatz kamen hier kommerzielle
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Kits der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim. (Naphthol-AS-D-
Chloroacetate-Esterase, 91C sowie a-Naphtyl-Acetate Esterase, 91A)

Versuchsdurchflhrung

Die Farbungen wurden nach den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt

Darstellung von Lymphozyten

Methodik

Um die lymphozytare Infiltration darstellen zu kénnen wurde ein histochemisches
Verfahren unter Ausnutzung der spezifischen Esterasen der Lymphozyten genutzt.
Die Lymphozyten sind in der Lage a-Naphtyl-Buyrat. Wie bei den Monozyten und
neutrophilen Granulozyten bereits erwahnt, setzt die Hydrolyse der Esterbindungen
Naphtol frei und reagiert mit einem zugegebenen Diazoniumsalz zu einem
Azofarbstoff. Das verwendete Kit stammt von der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim (a-Naphtyl-Buyrat-Esterase, 181-B).

Versuchsdurchflihrung

Die Farbungen wurden nach den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt.

Alle Schnitte wurden unter dem Mikroskop (DML, Leica Microsystems, Wetzlar),
welches mit einem Rasterokular versehen war betrachtet. In 6 verschiedenen
Feldern pro Serie wurden die jeweiligen Zellen ausgezahlt und deren Anzahl in

Zellen/mm? angegeben.

Proteinnachweis von Nitrotyrosin

Methodik:

Die Darstellung des Nitrotyrosin erfolgte durch die Bindung des gegen das 3-
Nitrotyrosin gerichteten Primarantikorper (Rabbit Anti-Maus, Biomol) an den der
Sekundarantikorper (Goat Anti-Rabbit, Rockland) binden kann. Dieser ist mit DyLight
488 konjugiert, welches bei 488nm anregbar ist und so unter dem Fluoresenz

Mikroskop dargestellt werden kann.

Versuchdurchfuhrung:
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Die Paraffinscnitte wurden mit Xylol entparafiniert und bewassert mit absteigender
Alkoholreihe. Damit die verwendeten Antikorper an das Protein binden konnen,
mussten die Schnitte erst demaskiert werden. Die Schnitte wurden zu diesem Zweck
in Citrat-Puffer gelegt und fir 20 Minuten in der Mikrowelle gekocht. Nach der
Demaskierung wurden die Schnitte in 1%igem BSA und 3% Horse Serum geblockt.
Der Primarantikdrper wurde uber Nacht bei 4°C auf den Schnitten inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fur 5 Minuten mit PBS wurde der Sekundarantikérper auf die
Schnitte gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer

Waschschritt. Zum Abschluss wurden die Schnitte mit Vectashield eingedeckt.

2.17. Expressionsbestimmung mittels quantitativer RT-PCR

Um die Expression von NOS1, NOS2, NOS3, IL-6 und TNF im Herzgewebe
Baseline, 6 und 12 Stunden nach Sepsisinduktion zu bestimmen wurde zunachst die
RNA aus dem Gewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und deren Menge dann
mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) bestimmt.

2.17.1. RNA-Isolation

Methodik und Versuchsdurchfihrung

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des ,RNeasy® Fibrous Tissue Kit* (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) nach Gebrauchsanweisung. Nach Homogenisierung und Lyse
des Gewebes in einem Guanidinisothiocyanat (GITC) enthaltenden Puffer wurde das
Homogenat fur 3 Minuten bei Raumtemperatur und 10000x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde 1:1 mit Ethanol (96-100%) gemischt und auf die RNeasy
Minisaulen aufgetragen. Durch einen 15 s Zentrifugationschritt (Raumtemperatur
>10000xg) wurde der Uberstand durch die Silicagel-Membran gedriickt, an der die
Gesamt RNA gebunden wurde. Durch mehrmaliges Waschen mit RPE- und RW1-
Puffer wurde die RNA auf der Saule aufgereinigt und im letzten Schritt durch
Aufgabe von RNAse freiem Wasser eluiert und in einem Collection-Tube

aufgefangen.
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2.17.2. Reverse-Transkription der RNA in cDNA
Methodik

Die im ,QuantiTect Reverse Transcription Kit“ enthaltene Reverse Transkriptase
schreibt die isolierte RNA in cDNA um. Ein groRes Problem bei der Erstellung der
cDNA und der spateren Verwendung in einer Realtime PCR stellt die genomische
DNA dar. Das hier verwendete Kit tragt diesem Problem Rechnung, in dem ein
zusatzlicher Inkubationsschritt mit einem Wipeout Puffer eingeflugt ist. Dieser
Wipeout Puffer entfernt alle vorliegende genomische DNA aus der RNA Probe, so

dass in der Probe nur die vorhandene RNA zu cDNA umgeschrieben wird.

Versuchsdurchfuhrung

Das Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte mittels ,QuantiTect Reverse
Transcription Kit* (Qiagen GmbH). 1ug RNA wurde mit 12ul RNAse-freiem Wasser
und 2yl gDNA Wipeout Puffer fur 2 Minuten bei 42°C inkubiert um mogliche
Kontaminationen mit genomischer DNA zu eliminieren. Aus den weiteren
Bestandteilen des Kits wurde ein Mastermix nach Hersteller Angaben erstellt. 6ul des
Master Mix wurden nun mit 14ul des RNA Templates mittels Vortex kurz gemischt
und bei 42°C fur 15 Minuten inkubiert, um die Transkription in cDNA zu ermdglichen.
Zum Stoppen der Reaktionen wurden die Proben im Anschluss fur 3 Minuten bei
95°C denaturiert

2.17.3. qRT-PCR

Methodik

FUr die Quantifizierung der cDNA wurde ein TagMan®-Assay der Firma Applied
Biosystems, Carlsbad, USA, genutzt. Dies beruht auf dem Fluorescence Resonance
Energy Transfer (FRET). Eine fur die Zielsequenz spezifische, einstrangige
TagMan®-Sonde besteht aus Oligonukleotiden, welche komplementar zu einem
Stuck der cDNA sind, das sich zwischen den beiden PCR-Primern befindet. Diese
Sonde enthalt zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe. Am 5° Ende einen Reporter
und am 3° Ende einen sogenannten Quencher, der einen Teil der Energie des
Reporters durch strahlungsfreie Energieubertragung (FRET) aufnimmt, sofern er sich
in raumlicher Nahe zu ihm befindet. In der intakten und hybridisierten Sonde nimmt

so der Quencher die Energie des Reporters auf und unterdriickt dessen Fluoreszenz.
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Die verwendete DNA-Polymerase besitzt eine 5°-3‘-Exonukleaseaktivitat und spaltet
so wahrend der Amplifikation des Gegenstranges zuerst den Reporter von der
hybridisierten Sonde ab. Der Quencher ist nun nicht mehr in der Lage die Energie
des Reporters aufzunehmen, welcher daraufhin Licht spezifischer Wellenlange
emittiert. Die Intensitat dieser Fluoreszenz nimmt mit jedem PCR Zyklus zu und
korreliert so mit der Menge an ursprunglich in der Probe vorhandenen cDNA Kopien

und somit der Expression des Zielgens.

Versuchdurchfuhrung

Zunachst wurde eine 1:5 verdinnte cDNA Losung aus 20ul cDNA und 80ul
RNAse/DNAse freiem Wasser hergestellt (1ul = 10ng cDNA). AnschlieRend wurde
der PCR-Reaktionsmix aus folgenden Komponenten auf Eis angesetzt und
anschlieend zentrifugiert:

- 10ul TagMan® Gene Expression Master Mix
- 1yl TagMan® Gene Expression Assay

- 1ul cDNA L6sung (10ng cDNA)

- 8ul RNAse/DNAse freies Wasser

Der verwendete TagMan® Gene Expression Master Mix enthalt die DNA-Polymerase
(AmpliTag Gold® DNA Polymerase) eine Uracil-DNA-Glycosylase zur Elimination
von Restprodukten der cDNA Reverse-Transkription, dNTPs mit dUTP, eine passive
Fluoreszenz-Referenz (ROX™) sowie einen optimierten Puffer. Die TagMan® Gene
Expression Assays enthalten jeweils die Primer und TagMan®-Sonde fur die murine
NOS2, NOS1 und NOS3 sowie fur TNF und IL-6 oder die Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). GAPDH diente in diesem Versuchsansatz als
sogenanntes Houskeeping-Gen. 20ul dieses Reaktionsmixes wurden nun in die
Kavitaten einer Mikrotiterplatte (Micro Amp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems) pipettiert, diese mit einer Folie (Micro Amp® Optical Adhesive Film,
Applied Biosystems) abgedeckt und zentrifugiert. AbschlieRend wurde die
Expression mit Hilfe des ABI 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems) mit
den folgenden Schritten gemessen.

1. Enzymaktivierung: 95°C fur 10 Minuten
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2. Denaturierung: 95°C fur 15 Sekunden
3. Tempern und Elongation: 60°C fur 1 Minute
4. 40 Wiederholungen der Schritte 2 und 3

Gemessen wurde hier der sogenannte Cycle-Threshold (Ct-Wert). Dieser Wert
beschreibt den Zyklus, an dem der Fluoreszenzwert des Reporters erstmals die
Hintergrundfluoreszenz Uberschreitet. Dies geschieht friher, je hoher der
Ausgangswert an cDNA Kopien war. Ermittelt wurde nun das ACt, d.h. die Differenz
zwischen Ziel- und Referenzgen. Um einen Vergleich zwischen verschiedenen
Gruppen ziehen zu konnen, wurde der AACt-Wert als Differenz der ACt-Werte
zwischen den jeweiligen Gruppen berechnet. Nach der Gleichung n=2"4% konnte

dann die n-fache Expression angegeben werden.

2.18 Statistik

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Software Graph Pad Prism 5.0 verwendet.
Die statistischen Signifkanzen der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse wurden mit
einem Log-rank Test (Mantel-Cox) ermittelt. Als statistische Tests wurden One-Way-
Anova mit Bonferroni Posthoc bzw. Dunns Test durchgefuhrt. Ein Niveau von p<0,05
wurde als signifikant definiert. Die Genexpressionsanalysen wurden mit der Software
REST 2009 von Quiagen durchgefuhrt. Zur Erhebung der Signifikanzen in den
Aortenversuchen wurden die ermittelten Kurven auf ihren unterschiedlichen LOG-
EC50 Wert mit einander verglichen und dem F-Test unterzogen. Soweit nicht anders

angegeben sind alle Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Bakteriennachweis in peritonealer Lavage und Blutkultur

Um eine Bakteriamie in WT und in NOS3” Mausen festzustellen wurden nach 12
Stunden CLP Induktion aus den Tieren Blutkulturen und Kulturen aus der gewonnen
peritoneal Flussigkeit erstellt (n=3). In der peritoneal Flussigkeit wurden in beiden
Mausstammen nach Sepsis-Induktion die gleichen Bakterien vorgefunden (siehe
Tabelle 2). Die Blutkulturen erbrachten nur in den Wildtyp-Mausen einen Nachweis

von E. coli.

Tabelle 2: Bakteriennachweis aus Blutkultur und Peritoneal Fliissigkeit

Blutkultur Peritoneal Flussigkeit
WT Diplococcus, E.
c57/B6 coli E. coli, Diplococcus, Staph. xylosus
NOS3™ Diplococcus E. coli, Diplococcus, Staph. xylosus

3.2 Uberlebensanalysen

Ein erster experimenteller Ansatz, um die Bedeutung der verschiedenen NO-
Synthasen im Verlauf der Sepsis darzustellen, war die Erstellung einer
Uberlebensanalyse der septischen Mause. Es wurden insgesamt 4
Versuchstiergruppen untersucht: unbehandelte C57/B6 Wildtyp Mause, praoperativ
mit NOS1 (V-LNIO; NOS1 Inhibition) oder NOS2 (1400W; NOS2 Inhibition) Inhibitor
behandelte Mause und Mause mit genetischer Depletion der NOS3 (NOS3™). In
Abbildung 9 ist die Uberlebenskurve der Tiere als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.
Die pharmakologische Inhibition der NOS2 bzw. der NOS1 flhrten zu einer
signifikanten Zunahme der medianen Uberlebenszeit im Vergleich zu den
unbehandelten Mausen (62 Stunden bzw. 36 Stunden vs. 29 Stunden; p<0,01). Die
genetische Depletion der NOS3 filhrte zum groRten Uberlebensvorteil, die NOS3™
Mause wiesen eine mediane Uberlebenszeit von 69 Stunden auf (p<0,01). Alle drei
Isoformen der NO-Synthasen sind fur die Mortalitat nach Sepsis Induktion mittels
CLP von Bedeutung. Sham operierte Tiere (nicht dargestellt) zeigten in keiner

Versuchsgruppe eine Mortalitat.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse nach Sepsis-Induktion mittels CLP. (**p<0,01 vs.
Kontrolle CLP, Log-rank Test)

3.3 Nitrit/Nitrat Konzentrationen im Plasma

Zur Uberprifung, welche Auswirkungen die Inhibitionen der verschiedenen NO-
Synthasen auf die Produkte der NO-Synthese (Nitrit und Nitrat) haben, wurden die
Konzentrationen im Plasma bestimmt. Die Zeitpunkte basal (Kontrolle), 6 Stunden
und 12 Stunden nach Sepsisinduktion mittels Coecum-Ligatur und Punktion (CLP)
wurden fur die Untersuchungen ausgewahlt um die FrUhphase der Sepsis betrachten

zu konnen.

3.3.1 Nitrit Konzentrationen im Plasma 6 und 12h nach Sepsis
Induktion

Nitrit wird als umwandlungsfahiges Produkt der NO-Synthese angesehen, da es
wieder zu NO reduziert werden kann. Somit konnte Nitrit eine Transport- und
Zwischenspeicherfunktion von NO zukommen. Ein Anstieg der Nitrit-Konzentrationen
im Plasma ware nach Sepsis-Induktion anzunehmen, da ein Anstieg von NO zu
erwarten ist. Die Inhibition der NOS2 und NOS1, sowie die genetische Depletion
sollten in diesem Zusammenhang zu einer Verringerung der Nitrit-Konzentration
fuhren. Basal wiesen die Plasma-Proben eine Nitrit-Konzentration von 0,402+0,119
MM auf, 6 (siehe Abb.10 A) und 12 Stunden (B) nach CLP Induktion waren die Nitrit-
Konzentrationen in den unbehandelten WT vergleichbar hoch (6 Stunden:
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0,395+0,146uM, 12 Stunden: 0,394+0,140uM; p>0,05). Die Nitrit Konzentrationen in
den NOS2 inhibierten Tieren sanken nach 6 Stunden CLP Induktion ab
(0,280+0,120uM; p<0,05), stiegen zum Zeitpunkt 12 Stunden auf das Niveau der
Basaltiere (0,468+0,075uM). Die NOS1 Inhibition fuhrte weder zum Zeitpunkt 6
Stunden (0,351+£0,099uM) noch zum Zeitpunkt 12 Stunden (0,456+0,048uM) zu
einem signifikanten Unterschied zu den Basaltieren. Die NOS3” Tiere zeigten
ebenfalls keine Unterschiede in den Nitrit-Konzentrationen im Plasma (6 Stunden:
0,347+0,109uM; 12 Stunden: 0,359+0,145uM) gegenuber den Basalwerten. Nur die
pharmakologische Inhibition der NOS2 zeigte eine signifikante Abnahme der Nitrit-
Konzentration zum Zeitpunkt 6 Stunden. Die Sepsis-Induktion fuhrte zu keinem

Zeitpunkt zu einer Erhéhung der Nitrit-Konzentrationen in den untersuchten Tieren.
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Abbildung 10: Nitrit Konzentrationen im Plasma zum Zeitpunkt 6 Stunden (A) und 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion (B) ((Mittelwert + SD, *p<0,05 einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.3.2 Nitrat Konzentrationen im Plasma 6 und 12 Stunden nach
Sepsis Induktion

Im Gegensatz zum Nitrit wird das Nitrat als stabiles Endprodukt der NO-Synthese
angesehen. Ein Anstieg der Nitrat-Konzentrationen nach Sepsis-Induktion war somit
zu erwarten. In diesem Zusammenhang sollte die Inhibition der NOS2 und NOS1
sowie die genetische Depletion der NOS3 einen Einfluss auf die Nitrat-
Konzentrationen haben. In den unbehandelten septischen Tieren erhdhte sich die
Nitrat-Konzentrationen im Plasma signifikant gegenuber den Basaltieren nach 6
Stunden (siehe Abb. 11 A) Sepsis Induktion (67.94+17,19uM vs. 33,72+14,68uM;
p<0,001). Die signifikante Erhdhung blieb zum Zeitpunkt 12 Stunden (siehe Abb. 11
B) bestehen (53,43+12,37uM vs. basal; p<0,01), war aber weniger stark ausgepragt.
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Die Inhibition der NOS2 verhinderte einen Anstieg der Nitrat-Konzentrationen 6
Stunden (35,86%£12,47uM vs. basal; p>0,05) und 12 Stunden (27,5+8,00uM vs.
Basal; p>0,05) nach Sepsis Induktion. Die Nitrat-Konzentration war zum Zeitpunkt 6
Stunden (35,86+12,47uM; p<0,001) und 12 Stunden (27,5+8,00pM; p<0,001)
signifikant geringer als in den unbehandelten CLP-Tieren. Die Inhibition der NOS1
hatte keinen Einfluss auf den Anstieg der Nitrat-Konzentrationen im Plasma 6
Stunden nach Sepsis-Induktion (62,72+21,45uM vs. basal; p<0,05). 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der
NOS1 Inhibition und den Basalwerten festgestellt werden (44,48+4,33uM; p>0,05).
Das Plasma der NOS3™ Tiere zeigte keine signifikanten Unterschiede zum Zeitpunkt
6 Stunden (32,44+16,48uM; p>0,05) und 12 Stunden (29,8+10,58uM; p>0,05)
Sepsis-Induktion gegenuber den Basaltieren. Im Vergleich zu den unbehandelten
CLP-Tieren erreichten die Nitrat-Konzentrationen der NOS3” Mause zum Zeitpunkt
6 Stunden (32,44%£16,48uM vs. 67,94+17,19uM; p<0,001) und 12 Stunden
(29,8+10,58um vs. 53,43+12,37uM; p<0,001) signifikant niedrigere Werte. Die
Inhibition der NOS2 wie auch die genetische Depletion der NOS3 verhinderten zu
beiden untersuchten Zeitpunkten nach Sepsis Induktion einen Anstieg der Nitrat
Konzentrationen. Der Hauptanteil des Nitrates im Plasma stammte von der NOS3
und NOS2 produziertem NO. Der NOS1 kam in diesem Zusammenhang eine

geringere Bedeutung zu.
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Abbildung 11: Nitrat Konzentrationen im Plasma zum Zeitpunkt 6 Stunden (A) und 12 Stunden (B) nach
Sepsis Induktion (Mittelwert = SD, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; ###p<0,001 vs. Unbehandelte
CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).
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3.4 GSH Konzentrationen im Vollblut 6 und 12 Stunden nach Sepsis
Induktion

In diesen Experimenten wurde als Marker fUr den oxidativen Stress das gesamt
Glutathion im Vollblut gemessen. Ein hoher Anteil an oxidativen Stress fuhrt im
Vollblut zu einer Abnahme des gesamt Glutathion. 6h nach Sepsis Induktion kam es
zu keinen signifikanten Anderungen der gesamt GSH Konzentrationen im Vollblut
(Abb. 12 A). Die Konzentrationen im Vollblut der unbehandelten septischen Tiere
(1058+150,6uM), NOS1 Inhibition (1104+116,6uM), NOS2 Inhibition (1090+152,1uM)
und NOS3” (1103+118,7uM) Tiere unterschieden sich nicht signifikant von den
Basaltieren (1119+114,1; p>0,05 fur alle Gruppen).

Eine signifikante Abnahme der Konzentration war in den unbehandelten CLP-Tieren
nach 12 Stunden (Abb. 12 B) nachzuweisen (780,31169,1uM vs. 1119£114,1uM;
p<0,001). Die Inhibition der NOS1 (1104+116,6uM vs. basal; p>0,05) fuhrten zu
keiner signifikanten Anderung der Konzentration 12 Stunden nach Sepsis-Induktion.
Die gesamt GSH Konzentration im Vollblut der NOS2 inhibierten (920,7+124uM vs.
basal; p<0,01) wie auch NOS3" Tiere zu diesem Zeitpunkt signifikant erniedrigt
(839,6+212,4uM vs. basal; p<0,05). Die Inhibition der NOS1 verhinderte eine auf
oxidativen Stress zurlckzufuhrende Abnahme der gesamt GSH-Konzentration im
Vollblut. In den Wildtyp wie auch in den NOS2 inhibierten und NOS3” Mausen

fuhrte die Sepsis-Induktion nach 12 Stunden zu einer Depletion von GSH.
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Abbildung 12: GSH Konzentrationen im Vollblut 6 bzw. 12 Stunden nach Sepsis Induktion. (Mittelwert +
SD, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; #p<0,05 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und
Dunns Post Hoc Test)

45



3. Ergebnisse
3.5 Erythrozytare Verformbarkeit nach Sepsis Induktion

Oxidativer Stress ist eine Ursache fur eine verminderte Verformbarkeit von
Erythrozyten. In welchem Male die verminderte GSH Konzentration im Vollblut die
Verformbarkeit der Erythrozyten beeinflusst, wurde in diesem Versuchsansatz
evaluiert. Eine Darstellungsart der Verformbarkeit ist der K(EI) Wert. Er stellt den
Scherstress dar, der notig ist um einen Erythrozyten 2 maximal zu verformen. Je
hoher dieser Wert ist, desto grof3er ist der notige Scherstress um das Blutkorperchen
zu verformen. In Abbildung 13 ist der K(El) Wert fur den Zeitpunkt 6 (A) und 12
Stunden (B) nach Sepsis Induktion in allen Untersuchungsgruppen dargestellt. 6
Stunden nach Sepsis-Induktion kam es zu signifikanten Erhohungen des K(El)-
Wertes in den Gruppen NOS1 Inhibition (2,95+0,65; p<0,01) NOS2 Inhibition
(2,73+0,97; p<0,01), und NOS3" (2,74+0,65; p<0,05) gegeniiber den Basaltieren.
Der Anstieg des K(EI)-Wertes in der Kontrolle CLP Gruppe war nicht signifikant
(2,36+0,62; p>0,05) unterschiedlich zu den Basalwert.

Nach 12h Stunden war dieser Effekt nicht mehr nachzuweisen, alle untersuchten
Proben waren, mit Ausnahme der Proben aus den Tieren mit NOS2 Inhibition
(3,447+1,04 vs. basal; p<0,001), auf Basalwerte gesunken (unbehandelt CLP:
2,01+0,46; NOS1 Inhibition: 1,78+1,00; NOS3™: 1,660,49 vs. basal; p>0,05). Die
Werte der NOS2 inhibierten Tiere zeigten eine signifikante Erhdhung gegenuber den
unbehandelten CLP Tieren auf (3,447+1,04 vs. unbehandelt CLP; p<0,01). Es konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition von NO-Synthasen zu einer Abnahme der
Verformbarkeit zum Zeitpunkt 6 Stunden fuhrte. Die NOS2 verhindert zum Zeitpunkt
12 Stunden nach Sepsis Induktion eine Abnahme der Verformbarkeit in den

Blutkorperchen.
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Abbildung 13: Notiger Scherstress (SS) fiir /2 maximale Elongation der Erythrozyten 6 (A) und 12
Stunden (B) nach Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; ##p<0,01
vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.6 Einwanderung von Entziindungszellen ins Herzgewebe

Die Einwanderung von den verschiedenen Entzindungszellen in das Herzgewebe
spielt fur die Funktionalitdt des Herzens eine groRe Rolle. Es wurde die
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
untersucht, um Unterschiede in der Anzahl der eingewanderten Immunzellen

zwischen den verschiedenen Versuchstiergruppen aufzudecken.

3.6.1 Neutrophile Granulozyten

6h nach Sepsis Induktion (siehe Abb. 14 A) war die Anzahl eingewanderter
neutrophiler Granulozyten in das Herzgewebe in allen Untersuchungsgruppen
signifikant erhoht (Unbehandelt CLP: 1778+90,4; NOS1 Inhibition: 1546+275,9;
NOS2 Inhibition: 1559+237,6; NOS3" : 1648+319,1 vs. basal: 755+134; p<0,001).

Zum Zeitpunkt 12 Stunden (siehe Abb. 14 B) stieg die Anzahl der eingewanderten
Zellen in der unbehandelt CLP (2362+178,1 vs. basal; p<0,001) und in der NOS2
Inhibition Gruppe (2408+353,2 vs. basal; p<0,001) weiter an. Das Fehlen von NOS1
(1506+161,8 vs. basal; p<0,001) und NOS3 (1620+205,8 vs. basal; p<0,001)
verhinderte zu diesem Zeitpunkt eine weitere Erhéhung der Anzahl an

eingewanderten neutrophilen Granulozyten.
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Abbildung 14: Anzahl eingewanderter Neutophiler Granulozyten in das Herzgewebe 6 (A) bzw. 12 (B)
Stunden nach Sepsis Induktion. (Mittelwert + SD, **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; ##p<0,01; ###p<0,001
vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test)

3.6.2 Monozyten

Als Vorlauferzellen der Makrophagen ist die Anzahl der in das Gewebe
eingewanderten Monozyten ein Hinweis auf laufende Entzindungsprozesse. Die
Anzahl eingewanderter Monozyten in das Herzgewebe war 6 Stunden nach Sepsis-
Induktion (siehe Abb. 15 A) in der unbehandelte CLP- (2297+323,9; p<0,001) und in
der NOS2 Inhibitionsgruppe (2324+407,5; p<0,001) signifikant erhdht gegenluber den
Basalherzen (896+86,81). Die NOS1-Inhibition verhinderte einen signifikanten
Anstieg der eingewanderten Zellen nicht (17691129 vs. basal; p<0,001), es wurden
signifikant weniger Zellen nachgewiesen im Vergleich zur unbehandelten CLP
(17691129 vs. 2297+323,9; p<0,05). Die Anzahl an eingewanderten Monozyten war
in den septischen NOS3” Herzen signifikant unterschiedlich gegeniiber den
Basalherzen (1538+264,6; p<0,01) und der unbehandelten CLP (1538+264,6;
p<0,001) unterschiedlich.

12 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 15 B) war die Anzahl der
eingewanderten Zellen in der unbehandelten CLP (2238+229,1 vs. basal; p<0,001)
und NOS2 Inhibition (2270+431,1 vs. basal; p<0,001) im gleichen Male signifikant
erhoht wie zum Zeitpunkt 6 Stunden, die Zellzahl war zu beiden Zeitpunkten in
diesen Untersuchungsgruppen vergleichbar hoch. In den NOS1 inhibierten
Herzgeweben blieb die signifikante Erhéhung der Zellzahl im Vergleich zu den
Basalherzen bestehen (1906+578,7; p<0,01). Die NOS3”" Herzen wiesen 12
Stunden nach Sepsis-Induktion eine signifikante Erhohung der Anzahl an

eingewanderten Monozyten gegenuber den Basalherzen auf (1668+297,1 vs.
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896+86,81; p<0,001). Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl an Zellen bestand
weiterhin zwischen den NOS3™ und den unbehandelten CLP Gewebe (1668+297,1
vs. 22384229,1; p<0,05). In den Herzgeweben der NOS3” Tiere kam es zu einer

Modulation der Einwanderung von monozytaren Zellen.
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Abbildung 15: Anzahl eingewanderter Monozyten in das Herzgewebe 6 (A) bzw. 12 (B) Stunden nach
Sepsis-Induktion. (Mittelwert £ SD, **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; #p<0,05; ###p<0,001 vs.
Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test)

3.6.3 Lymphozyten

Lymphozyten gehdren zum adaptiven Immunsystem und spielen bei der Erkennung
von Viren und Bakterien eine Rolle. In der unbehandelten CLP konnte zum Zeitpunkt
6 Stunden nach Sepsis Induktion (siehe Abb. 16 A) ein signifikanter Anstieg der
Anzahl an eingewanderten Lymphozyten in das Herzgewebe im Vergleich zu den
Basalherzen festgestellt werden (1375+£247,3 vs. 439+64,1; p<0,001). Durch die
Inhibition der NOS2 wurde ein weniger starker Anstieg der Zellzahl gegenuber der
Kontrolle beobachtet (1090+196,9 vs. 439+64,1; p<0,01). Die genetische Depletion
der NOS3 hatte keinen Einfluss auf die Anzahl eingewanderter Zellen, der Anstieg
erreichte Signifikanz gegenuber den Basalherzen (1272++378,5 vs. 439+64,1;
p<0,001). Die Herzen der NOS1 inhibierten Tiere zeigten keinen signifikanten
Anstieg der eingewanderten Zellen (868,3+176,3; p>0,05) gegenuber den
Basalherzen. 12 Stunden nach Induktion der Sepsis (siehe Abb. 16 B) stieg die
Anzahl der eingewanderten Lymphozyten in den unbehandelten CLP Tieren
(1574+410,5; p<0,001) und NOS2 Inhibition (1681+£220,8; p<0,001) weiter an. Die
Herzen der NOS3” Tiere erreichten zum Zeitpunkt 12 Stunden eine vergleichbare
Anzahl Zellen wie zum Zeitpunkt 6 Stunden (1325+232,7 vs. 1272+378,5; p>0,05)
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und unterschieden sich signifikant im Vergleich zu den Basalherzen (1325+232,7;
p<0,001). Das Herzgewebe der NOS1 inhibierten Tiere zeigte signifikant geringere
Zellzahlen gegenuber den unbehandelten CLP-Herzen (879+165,7 vs. 1574+410,5;
p<0,05).
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Abbildung 16: Anzahl eingewanderter Lymphozyten in das Herzgewebe 6 (A) bzw. 12 (B) Stunden nach
Sepsis Induktion. (Mittelwert + SD, **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; #p<0,05 vs. Unbehandelte CLP;
einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test)

3.7 Hamodynamik nach Sepsis Induktion mittels Miniatur-Katheter

Im Folgenden werden die hamodynamischen Parameter der untersuchten Mause
zum Zeitpunkt basal, als Kontrolle, und zu den Zeitpunkten 6 und 12 Stunden nach
Sepsis Induktion dargestellt. Es sollten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Inhibitionen/Depletion und unbehandelten Tieren aufgezeigt werden.

3.7.1 Mittlerer Arterieller Druck

Zu Beginn jeder Untersuchung wurde von jedem Tier Druckdaten aus der Aorta
aufgezeichnet und daraus der mittlere arterielle Druck bestimmt. 6 Stunden nach
Sepsis-Induktion (Abb. 17 A) wiesen die unbehandelten CLP Tiere eine signifikante
Abnahme des mittleren arteriellen Blutdruckes auf (61,55+4,53mmHg vs. 75,57+8,01;
p<0,05). Die Inhibition der NOS2 konnte eine Verringerung des mittleren arteriellen
Druckes 6 Stunden nach Sepsis-Induktion nicht verhindern (62,33+11,27 vs.
75,57+8,01mmHg; p<0,05). Der mittlere arterielle Druck der NOS1 inhibierten Tiere
zeigte zum Zeitpunkt 6 Stunden keinen signifikanten Unterschied gegenutber der
Kontrolle auf (72,2+17,98 vs. 75,57+8,01mmHg; p>0,05). Die Kontrolle NOS3™
Gruppe zeigte signifikant erhohte Werte gegenuber der WT Kontrolle auf
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(89,05+£11,21 vs. 75,57+8,01mmHg; p<0,05). Auch 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
war ein signifikant erhohter mittlerer arterieller Druck in den NOS3" Tieren
gegenuber den unbehandelten CLP Tieren nachzuweisen (91,15£14,65 vs.
61,55+11,27mmHg; p<0,01).

Wahrend die septischen unbehandelten WT (60,5448,045 vs. 75,57+8,01mmHg;
p<0,01) wie auch die NOS2 (56,12+£16,78 vs. 75,57+8,01mmHg; p<0,01) und NOS1
inhibierten Tiere (44,1£12,17 vs. 75,5748,01mmHg; p<0,01) 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion (Abb. 17 B) einen signifikant niedrigeren Blutdruck aufwiesen als
die Tiere der Kontrolle, fuhrte das Fehlen der endothelialen NO-Synthase zu
signifikant erhohten Blutdruck-Werten gegenuber den unbehandelten WT CLP Tieren
(94,29+18,38 vs. 60,5418,045mmHg; p<0,001).
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Abbildung 17: Mittlerer Arterieller Druck 6 (A) bzw. 12 (B) Stunden nach Sepsis-Induktion. (Mittelwert
+ SD, **p<0,01 vs. basal; ##p<0,01; ###p<0,001 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns
Post Hoc Test).

3.7.2 Linksventrikularer entwickelter Druck und Katecholamin
Antwort

Die Pumpfunktion des Herzens wird mittels des entwickelten Druckes des linken
Ventrikels dargestellt. In den unbehandelten WT CLP Tieren war der LVDP 6
Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 18 A) signifikant verringert gegenuber
der Kontrolle (91,444,7 vs. 110,9421,2mmHg; p<0,01). In der NOS2 inhibierten
Untersuchungsgruppe flhrte die Sepsis-Induktion nach 6 Stunden ebenfalls zu
einem signifikanten Abfall des LVDP (90,349,7 vs. 110,9£21,2mmHg; p<0,05). Die
Inhibition der NOS1 verhinderte einen signifikanten Abfall des Druckes (96,0+11,0
vs. 110,9+21,2mmHg; p>0,05). Die Kontrolle NOS3” wiesen einen signifikant
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erhohten LVDP gegenuber der WT Kontrolle auf (144,9+36,4 vs. 110,9+21,2mmHg;
p<0,05). Die Induktion der Sepsis fuhrte in den NOS3™ Tieren zu keiner signifikanten
Abnahme des LVDP gegeniiber der Kontrolle NOS3™ (122,3+13,2 vs. 144,9+36,4;
p>0,05). Der LVDP der septischen NOS3" Tiere war zum Zeitpunkt 6 Stunden
signifikant erhoht gegeniber den unbehandelten septischen WT Mausen
(122,31£13,2 vs. 91,414, 7mmHg; p<0,001).

12 Stunden nach Sepsis-Induktion (Abb. 18 B) sank der LVDP in den unbehandelten
CLP Tieren (90,2+7,7 vs. 110,9+21,2mmHg; p<0,001) und in der NOS2 Inhibition
Versuchstiergruppe signifikant gegenuber der Kontrolle weiter ab (88,5+14,9 vs.
110,9+21,2mmHg; p<0,01). Die NOS1 inhibierten Tiere zeigten 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion  einen  signifikant  erniedrigten  LVDP  (92,7t7,3  vs.
110,9+21,2mmHg; p<0,05). Die Funktion der Herzen der NOS3™" Tiere 12 Stunden
nach Sepsis-Induktion entspricht im Wesentlichen der Funktion zum Zeitpunkt 6
Stunden nach Sepsis-Induktion (122,3+13,2 vs. 144,6+39,0mmHg; p>0,05) und
erreichten gegenuber der den unbehandelten WT CLP Tieren Signifikanz

(122,3+18,63 vs. 90,2+7,7mmHg; p<0,001).
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Abbildung 18: Linksventrikulirer entwickelter Druck 6 (A) bzw. 12 (B) Stunden nach Sepsis Induktion.
(Mittelwert + SD, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; ##p<0,01; ###p<0,001 vs. Unbehandelte CLP;

einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

In Abbildung 19 A+B ist der prozentuale Anstieg des LVDP nach Gabe von Arterenol
gegenuber der Basalwerte der Herzen angegeben. 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
zeigten die unbehandelte CLP (16,9+7,0%), NOS2 Inhibition (22,1+4,1%) und NOS1
Inhibition (16,7+4,8%) keine signifikanten Unterschiede gegenuber der Kontrolle
(15,4+6,6%). Die NOS3™ Tiere reagierten zu diesem Zeitpunkt signifikant starker auf
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Arterenol als die baslen NOS3” (28,645,7 vs. 20,3+10,3%; p<0,05) und die
unbehandelten CLP Tiere (28,615,7 vs. 16,9+7,0%;p<0,01).

Zum Zeitpunkt 12 Stunden war die Reaktion der septischen unbehandelten Tiere
(3,3£5,1%; p<0,05), sowie der NOS2 Inhibition (4,3t4,5%;p<0,05) und NOS1
Inhibition (4,2+4,0%;p<0,05) signifikant verringert gegenuber der Kontrolle
(15,4+6,6%). Die NOS3™ Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen
der Kontrolle NOS3™ und den septischen NOS3” (20,3+10,3 vs. 20,4+4,9%;
p>0,05) Tieren. Es lag ein signifikanter Unterschied zwischen den unbehandelten
CLP und den NOS3™ Tieren vor (3,3+5,1 vs. 20,4+4,9%; p<0,01).
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Abbildung 19: Anstieg des linksventrikuliren entwickelten Druckes nach Katecholamin-Gabe in Prozent
gegeniiber den Basalwerten 6 (A) und 12 (B) Stunden nach Sepsis Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05
vs. Basal; ##p<0,01 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test)

Einzig die genetische Depletion der NOS3 verhindert eine Beeintrachtigung des
LVDP durch die Sepsis-Induktion. Die Abnahme der Reaktion auf Arterenol in den

WT Mausen ist auf eine zunehmende endotheliale Dysfunktion in den Gefalien
zurtckzufuhren.

3.7.3 dP/dtnax

Der dP/dtmax entspricht der maximalen Rate des Druckanstieges wahrend der
Kontraktion und spiegelt die kontraktile Funktion des Herzens wider. 6 Stunden nach
Auslésung der Sepsis (siehe Abb. 20 A) war die kontraktile Funktion in den Kontrolle
CLP (1089511003 vs. 14142+3010mmHg/s; p<0,05) und NOS2 inhibierten Tieren
(9920+£2474 vs. 14142+3010mmHg/s; p<0,01) signifikant eingeschrankt. Die
Unterschiede in der septischen NOS1 inhibierten (11361+1966mmHg/s; p>0,05) und
NOS3" Gruppe (11965+2907mmHg/s; p>0,05) erreichten gegeniiber den WT
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Kontrolltieren keine Signifikanz. 12 Stunden nach Sepsis-Induktion (Abb. 20 B)
konnten in den unbehandelten CLP Tieren(10560+2360mmHg/s; p<0,01), in der
NOS2 Inhibition (9186+3862mmHg/s; p<0,01) und in der NOS1 Inhibition
(10706+1396mmHg/s; p<0,01) signifikante Unterschiede im dP/dt,.x gegeniber den
WT Kontrolltieren festgestellt werden. Die Depletion der NOS3 fuhrte zu diesem
Zeitpunkt zu keiner Abnahme der kontraktilen Funktion des Herzens
(13692+2212mmHg/s; p>0,05) im Vergleich zur Kontrolle NOS3™". Die NOS3™ Tiere
wiesen eine signifikant erhdhte kontraktile Funktion gegenliber den unbehandelten
CLP Tieren auf (13692+2212 vs. 10560£2360mmHg/s; p<0,01). Die Depletion der
NOS3 fuhrte zu keinerlei Einschrankung der kontraktilen Funktion in den

untersuchten Zeitpunkten nach Sepsis Induktion.
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Abbildung 20: dP/dT ,,,, in mmHg/s nach 6 (A) und 12 (B) Stunden Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD,
*p<0,05; **p<0,01vs. basal; ##p<0,01 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc
Test).

Die Gabe des Katecholamins Arterenol zeigte 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
(siehe Abb. 21 A) keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrolle
(37,4+20,4%), den unbehandelten CLP Tieren (40,0+11,0%), der NOS2 Inhibition
(40,0+5,0%) und der NOS1 Inhibition (28,3+20,9%) im prozentualen Anstieg des
dP/dtnax auf. Allein die NOS3” Tiere reagierten zu diesem Zeitpunkt signifikant
starker auf die Arterenol-Gabe im Vergleich zur Kontrolle NOS3™ (21,845,2 vs.
68,4114,5%; p<0,01).

12 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 21 B) reagierten die unbehandelten
CLP (-3,8+7,5%; p<0,01), NOS2 Inhibition (-3,848,0%; p<0,01) und NOS1 Inhibition
(2,946,7%; p<0,01) Mause signifikant verringert auf die Arterenol-Gabe im Vergleich
zur Kontrolle. Die NOS3” Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den
NOS3” Kontrolltieren (21,7+6,8 vs. 21,8452%; p>0,05), wiesen aber einen
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signifikant erhohten Anstieg des dP/dtynax gegenuber den unbehandelten CLP Tieren
auf (21,7+6,8 vs. -3,8+7,5%; p<0,01).
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Abbildung 21: Anstieg des dP/dt,,, nach Katecholamin-Gabe in Prozent zum Zeitpunkt 6 (A) und 12 (B)
Stunden nach Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05, ***p<0,001 vs. basal; ##p<0,01 vs.
Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.7.4 dP/dT min

Der dP/dtnn ist die maximale Erschlaffungsrate wahrend der Diastole und spiegelt,
wie auch der dP/dtn.x die kontraktile Funktion des Herzens wider. In den
untersuchten Mausen kam es 6 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 22 A) in
den unbehandelten Tieren zu einer signifikanten Abnahme des dP/dtyn (-6633+1011
vs. -8515+1976mmHg/s; p<0,05) gegenuber der Kontrolle. Tendenziell sanken die
Werte in der NOS2 Inhibition Gruppe ab, erreichten aber keine Signifikanz im
Vergleich zur Kontrolle (-6857+1186mmHg/s; p>0,05). Der dP/dtni, der NOS1
Inhibition  (-7994+1803mmHg/s; p>0,05) und NOS3” (-7931+2602 vs. -
8919+1782mmHg/s; p>0,05) blieb weitestgehend unbeeinflusst.

12 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 22 B) zeigten die unbehandelten (-
6554+1320 vs. -8515£1976mmHg/s; p<0,01) und die NOS2 Inhibition (-5856+2145
vs. -8515+1976mmHg/s; p<0,05) Tiere signifikante Einschrankungen in der
diastolischen Funktion. Die septischen NOS3™ zeigten keine signifikante Abnahme
des dP/dtmin zum Zeitpunkt 12 Stunden (-7955%£1295 vs. -8919+1782mmHg/s;
p>0,05) und signifikant hohere Werte im Vergleich zu den unbehandelten CLP (-
7955+1295 vs. -6554+1320; p<0,05) Tieren.
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Abbildung 22: dP/dt,,;, nach 6 (A) und 12 (B) Stunden Sepsis Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05;
**p<0,01vs. basal; #p<0,05 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

Die Gabe des Katecholamins Arterenol fihrte 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
(sieche Abb. 23 A) in den unbehandelten Tieren (18,3+16,5%; p>0,05), NOS2
Inhibition (22,1+7,2%; p>0,05) und NOS1 Inhibition (28,3+20,9%; p>0,05) zu einer
tendenziell geringeren Reaktion gegenuber der Kontrolle (44,4+17,1%). Die Induktion
der Sepsis steigerte die Reaktion der NOS3” Tiere auf Arterenol signifikant
gegeniiber der Kontrolle NOS3™ (47,4+20,5 vs. 23,4+22,0%; p<0,05). Die NOS3™
Tiere zeigten einen signifikant hoheren Anstieg des dP/dtyi, im Vergleich zu den
unbehandelten CLP Tieren (47,4+20,5 vs. 18,3+16,5%; p<0,05).

12 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb. 23 B) reagierten die unbehandelten
Tiere signifikant geringer auf das Arterenol gegenuber der Kontrolle (-2,6£7,2 vs.
44,4+17,1%; p<0,001). Auch in den Gruppen der NOS2 Inhibition (7,8+10,0 vs.
44,4+17,1%; p<0,05) und NOS1 Inhibition (1,9+10,1 vs. 44,41£17,1%; p<0,01) war
eine signifikant verringerter Anstieg des dP/dtn, im Vergleich zu Kontrolle
nachzuweisen. Die septischen NOS3™ Tiere reagierten mit einem signifikant hdheren
Anstieg des dP/dtmn, auf die Katecholamin-Gabe gegenuber den unbehandelten CLP
Tieren (11,943,3 vs. -2,617,2%; p<0,05).
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Abbildung 23: Anstieg des dP/dt,;, nach Katecholamin-Gabe in Prozent 6 (A) und 12 (B) Stunden nach
Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05 **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; #p<0,05 vs. Unbehandelte
CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test)

3.7.5 Herzfrequenz

Im typischen Verlauf einer Sepsis kommt es in der Frihphase zu einer sogenannten
hyperdynamen Phase. Diese ist vor allen Dingen durch einen Anstieg der
Herzfrequenz gekennzeichnet. 6 Stunden nach Sepsis Induktion (siehe Abb. 24 A)
war eine Erhohung der Herzfrequenz in den unbehandelten CLP Mausen gegenuber
der Kontrolle zu beobachten (602+22 vs. 540+51bpm; p<0,05). In den Gruppen der
NOS2 Inhibition (551+88bpm; p>0,05) und NOS1 Inhibition (594+36bpm; p>0,05)
konnten keine signifikante Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden. Zwischen
der Kontrolle NOS3” und den septischen NOS3™ lag kein signifikanter Unterschied
vor (510449 vs. 502+49bpm; p>0,05). Die NOS3™ Tiere zeigten eine signifikant
verringerte Herzfrequenz gegenuber den unbehandelten CLP Mausen auf (5602149
vs. 602+22bpm; p<0,01).

12 Stunden nach Sepsis Induktion (siehe Abb. 24 B) konnten keine signifikanten
Unterschiede in den verschiedenen Versuchstiergruppen festgestellt werden
(p>0,05).
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Abbildung 24: Herzfrequenz 6 (A) bzw. 12 (B) Stunden nach Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD, *p<0,05
vs. basal; ###p<0,001 vs. Unbehandelte CLP; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.8 Untersuchungen WT versus NOS3™” Miuse

Der grote Uberlebensvorteil nach Sepsis Induktion konnte in den NOS3 depletierten
Tieren beobachten werden. Dies scheint mit verschiedenen Faktoren
zusammenzuhangen: 1. verringerte Nitrat Konzentrationen im Plasma, 2. modifizierte
Einwanderung von Entzindungszellen in das Herzgewebe und 3. verbesserte
Herzfunktion. Die pharmakologische Inhibition der NOS2 und NOS1 flhrte zwar
ebenso zu einem Uberlebensvorteil gegenliber unbehandelten M3usen, wiesen aber
in der Hamodynamik keinen Vorteil gegenuber den WT auf. Die weiteren
Untersuchungen wurden nun in den beiden Versuchstiergruppen WT und NOS3™
Mause durchgeflihrt um darstellen zu kdnnen, ob ein kardiales oder vaskulares
Problem vorliegt und ob sich die Mausstdmme nach Sepsis Induktion in der

Genexpression, Gewebe Nitrit/Nitrat und bioaktives NO unterscheiden.

3.8.1 Langendorff

Die Langendorff-Apparatur wurde in diesem Versuchsaufbau dazu genutzt, um das
Herz als isoliertes Organ betrachten zu kénnen. Dadurch war es maglich den
Linksventrikularen entwickelten Druck, dP/dtmax, dP/dtmin ohne Einfluss von Blut und
Gefallsystem zu betrachten. Alle bestimmten Parameter sind auf das Herzgewicht

der einzelnen Versuchstiere bezogen (pro Gramm Herzgewicht).
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3.8.1.1 Linksventrikularer entwickelter Druck

Die invasive Bestimmung der Herzfunktion mittels Katheter in vivo zeigten eine
Fehlfunktion des LVDP bereits nach 6 Stunden Sepsis-Induktion. Die ex vivo
Versuche sollten aufzeigen, welcher Anteil der linksventrikularen Fehlfunktion vom
Herzen selbst verursacht wurde. Die Versuche zeigten in den Wildtyp-Mausen eine
Fehlfunktion der linken Herzkammer bereits 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
(510,2+124 vs. 627,8+34,35mmHg/g; p>0,05), welche zu diesem Zeitpunkt keine
Signifikanz erreichte (Abb. 25). 12 Stunden nach Sepsis-Induktion konnte eine
signifikante Abnahme des linksventrikularen Druckes gegenitber der Kontrolle
festgestellt werden (358,8+63,65 vs. 627,8+34,35mmHg/g; p<0,01). Die NOS3"
Mause zeigten weder 6 noch 12 Stunden nach Sepsis Induktion (579,5+ bzw.
5841+194,9 vs. 678,2+133,1'mmHg/g; p>0,05) eine linksventrikulare Fehlfunktion. In
den WT-Mausen liegt 12 Stunden nach Sepsis-Induktion eine ausgepragte
Fehlfunktion des linken Ventrikels vor, der in den NOS3” Tieren nicht nachgewiesen
werden konnte. Die linksventrikulare Fehlfunktion zum Zeitpunkt 12 Stunden in den
WT-Mausen ist nicht auf eine schlechtere Gefaldfunktion zuriickzuflhren, es liegt ein

kardiales Problem vor.
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Abbildung 25: Linksventrikulirer entwickelter Druck pro g Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion. (Mittelwert + SD, **p<0,01 vs. Kontrolle; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc
Test).

3.8.1.2 dP/dtpax

Als weiterer Parameter der Herzfunktion wurde, wie auch in vivo, der dP/dtynax am
isolierten Herzen betrachtet (siehe Abb. 26). 6 Stunden nach Sepsis-Induktion kam
es zu einer tendenziellen Abnahme des dP/dt,.x Wertes in den Herzen der WT-
Mausen (22613+6039 vs. 27238+1606mmHg/s/g; p>0,05), welcher 12 Stunden nach
Induktion Signifikanz erreichte (15687+3128 vs. 27238+1606mmHg/s/g; p<0,05). Die
NOS3" Tiere wiesen 6 und 12 Stunden nach CLP Induktion (258648841 bzw.
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25663+8398 vs. 29760+6575mmHg/s/g; p>0,05) keinerlei signifikante Unterschiede
zur Kontrollgruppe auf. Die Ergebnisse des dP/dtnax sprechen fur eine Abnahme des
Kontraktionsvermdgens der Herzen in den ersten 12 Stunden einer Sepsis, und sind

somit homolog zu den in vivo erhobenen Daten.
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Abbildung 26: Anderungen des dP/dt,,,, pro g Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis
Induktion. (Mittelwert £ SD, *p<0,05 vs. basal; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.8.1.3 dP/dtpn

Der dP/dtmin spiegelt die Relaxtionsfahigkeit des linken Ventrikels wider. Die in vivo
Messungen ergaben eine signifikante Abnahme dieses Wertes bereits 6 Stunden
nach Sepsis-Induktion. Ex vivo konnte in WT Mausen zum Zeitpunkt 6 Stunden nach
Induktion eine tendenzielle Abnahme (Abb. 27) gemessen werden (-16094+5268 vs.
-21647+1808mmHg/s/g; p>0,05). 12 Stunden nach Sepsis-Induktion zeigten die
Herzen der WT Mause eine ausgepragte Fehlfunktion in der Relaxtion (-10183+2079
vs. -21647+1808mmHg/s/g). Die NOS3™ Tiere zeigten zu keinem Untersuchungs-
zeitpunkt signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe (-19677+7811 bzw. -
19220+8218 vs. -24397+6543; p>0,05).
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Abbildung 27: Anderungen des dP/dt,,;, pro g Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-
Induktion. (Mittelwert + SD, **p<0,01 vs. basal; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).
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3.8.2 Aortenringanlage

Zur Uberpriifung, ob es zu einer endothelialen Dysfunktion im Hauptleitungssystem
der Mause nach Sepsis-Induktion kommt, wurden die Aorten der Versuchstiere
Basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion untersucht. Die Fahigkeit der Aorten
auf einen endothelabhangigen Dilatator (Acetylcholin), einen endothelabhangigen
Kontraktor (Phenylephrin) und auf einen NO-Donor (SNP) zu reagieren, wurde

Uberpraft.

3.8.2.1 Vitalitatspriufung durch KCI

Alle untersuchten Aorten wurden zu Beginn des Experimentes auf ihre Vitalitat
uberpruft. Zu diesem Zweck wurde KCI in einer Konzentration von 80mM in das
Organbad der Aorten gegeben und die folgende Kontraktion gemessen. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Reaktion auf KCI in den verschiedenen
Versuchsgruppen festgestellt werden (Abb. 28). Alle untersuchten Aorten waren
somit vital und konnten in die Auswertung eingeschlossen werden. Die geringfugigen
Unterschiede in der Auspragung der Kontraktion konnte von einer unterschiedlichen

Lange der Aortenstlicke hervorgerufen wurden sein.
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Abbildung 28: Kontraktion der Aorten nach KCIl-Gabe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis Induktion.
(Mittelwert + SD,p>0,05; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).
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3.8.2.2 Dosis-Wirkung Acetylcholin

Zur Untersuchung der endothelabhangigen Dilatation wurde den Aorten nach
Vorkontraktion mit Phenylephrin (0,1uM) kumulativ Acetylcholin verabreicht. Die
entstandene Dosis-Wirkung-Kurve ist in Abbildung 29 fir die Wildtypen dargestellt. 6
Stunden nach Sepsis-Induktion lag kein signifikanter Unterschied im EC50 zu den
Basal Tieren vor (5,35x10'8 VS. 2,83x10'8M; p>0,05). Zum Zeitpunkt 12 Stunden nach
Sepsis-Induktion konnte ein signifikanter Unterschied in der Konzentration fur die
halbmaximale Dilatation (EC50) nachgewiesen werden (5,86x10° vs. 2,83x10®M;
p<0,05). Die NOS3™ Aorten reagierten nicht auf die Gabe von Acethylcholin und
wurden nicht dargestellit.
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Abbildung 29: Acetylcholin induzierte Dilatation der Aortenringe von Wildtyp Miiusen basal, 6 und 12
Stunden nach Sepsis-Induktion in Prozent fiir den Konzentrationsbereich Inm -10pM (Mittelwert + SD,
*p<0,05; F-Test).

3.8.2.3 Dosis-Wirkungs-Kurve Phenylephrin

Phenylephrin  wurde im zweiten Versuchsansatz eingesetzt um eine
endothelabhangige Kontraktion der Aorten zu erreichen. Wie schon im Versuchsteil
mit Acetylcholin wurde das Phenylephrin kumulativ bis zu einer Konzentration von
10uM auf die Aorten gegeben. Die resultierenden Dosis-Wirkungskurven sind in
Abbildung 30 dargestellt. In Teilabbildung A sind die Reaktionen der WT Aorten
dargestellt. Der EC50 der Aorten der Basal Tiere unterschied sich nicht signifikant zu
den EC50 Werten der 6 Stunden Sepsis Tiere (7,54x10® vs. 7,86x10°M). 12
Stunden nach  Sepsis-Induktion zeigten die Aorten eine signifikante
Rechtsverschiebung der Kurve, welches fur einen erhdohten EC50 Wert steht
(7,54x10% vs. 1,12x10"M; p<0,001).
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In den NOS3™ Aorten war ein dhnliches Bild zu erkennen (Abb. 30 B). 6 Stunden
nach Sepsis-Induktion war kein Unterschied gegenuber den basalen Aorten
festzustellen (6,97x10® vs. 7,60x10°M; p>0,05). Zum Zeitpunkt 12 Stunden nach
Induktion konnte in den NOS3” Aorten eine signifikante Erhéhung des EC50 fir
Phenylephrin im Vergleich zu den Aorten der Basal Tiere festgestellt werden
(1,08x107 vs. 7,60x10°M; p<0,001). 12 Stunden nach Sepsis Induktion konnte in
beiden Mausgruppen eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve

festgestellt werden, was flr eine endotheliale Dysfunktion im Hauptleitungsgefaf

spricht.
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Abbildung 30: Phenylephrin induzierte Kontraktion der Aortenringe von Wildtyp (A) und NOS3™ (B)
Mausen basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion in Prozent fiir den Konzentrationsbereich 1nm -
10puM (Mittelwert £ SD,***p<0,001; F-Test)

3.8.2.4 Dosis-Wirkung SNP

Die Dilatation der GefaRe unabhangig vom Endothel wurde mit Hilfe des NO Donors
SNP gemessen. Die Aorten wurden fur diesen Versuchsaufbau mit Phenylephrin
(1uM) vorkontrahiert. Das SNP wurden kumulativ in einer Konzentrationsspanne von
0,1'nm-10uM auf die Aorten gegeben. 6 Stunden nach Sepsis-Induktion (siehe Abb.
31 A) konnte kein signifikanter Unterschied zu den Aorten der basalen Wildtypen
festgestellt werden (4,88x10° vs. 4,53x10°M; p>0,05). Die Induktion der Sepsis
filhrte nach 12 Stunden zu einer signifikanten Zunahme des EC50 (1,21x10% vs.
4,53x10°M; p<0,001).

In den Aorten der NOS3” Tieren (siche Abb. 31 B) kam es weder nach 6 (1,59x10"
®M; p>0,05) noch nach 12 Stunden (1,67x10°M; p>0,05) Sepsis-Induktion zu einem
signifikanten Unterschied in der Reaktion auf SNP gegenuber den Aorten der
Basaltiere (1,90x10°M).
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Abbildung 31: SNP induzierte Dilatation in den Aortenringen der Wildtypen- (A) und NOS3" (B) -
Miusen basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion in Prozent fiir den Konzentrationsbereich 0,1nm-
10pM (Mittelwert + SD,***p<0,001; F-Test).

Werden die Dosis-Wirkungs-Kurven der Aorten der Basal Wildtypen und der NOS3™
Tiere gegeniiber gestellt (Abb. 32), reagieren die NOS3” Aorten signifikant friiher auf
SNP, auch unabhangig von der Sepsis-Induktion. Die NOS3"-Tiere wiesen einen
geringeren EC50-Wert auf im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (1,90x10° vs.
4,53x10°M; p<0,001). Wurde der Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsis-Induktion in den
Wildtyp Aorten und NOS3” Aorten betrachtet, bleibt die Signifikanz bestehen
(4,88x107 vs. 1,59x10°M; p<0,001). Gleiches zeigte sich bei der Betrachtung der 12
Stunden Daten (1,21x107% vs. 1,67x10°M; p<0,001). Der Zeitpunkt 6 und 12 Stunden
nach Sepsis Induktion wurde nicht bildlich dargestellt.
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Abbildung 32: SNP induzierte Dilatation in den Aortenringen der Wildtypen und NOS3” Miusen zum
Zeitpunkt Basal (Mittelwert+ SD ,***p<0,001; F-Test).

3.8.4 Nitrit/Nitrat Konzentrationen im Herz Gewebe

Der Nachweis der Nitrit/Nitrat Konzentrationen im Herzgewebe sollte Aufschluss Uber

deren Anreicherung im Herzgewebe nach Sepsis Induktion liefern.
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3.8.4.1 Nitrit Konzentrationen

Die Nitrit Konzentrationen im Herzgewebe wurden zu den Zeitpunkten basal, 6
Stunden und 12 Stunden nach Sepsis Induktion in WT und NOS3” Mausen
erhoben. Die Nitrit Konzentrationen im Herzgewebe (Abb. 33) zeigten in keiner der
untersuchten septischen Gruppe einen signifikanten Unterschied. Tendenziell
stiegen die Nitrit Konzentrationen von basal zum 12 Stunden Zeitpunkt in den NOS3"
" Mausen an (0,781+0,387 vs. 1,201+0,682uM; p>0,05). Es gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den WT Kontrolltieren und den NOS3™ Kontrolltieren. Die
Daten aus dem Herzgewebe spiegeln die Nitrit Konzentration im Plasma wider, da im
Plasma die Sepsis-Induktion ebenfalls keine Auswirkungen auf die Nitrit

Konzentrationen zeigte.
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Abbildung 33: Nitrit Konzentrationen im Herzgewebe 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion in
Wildtyp und NOS3™ Herzen. (Mittelwert + SD, p>0,05; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.8.5.2 Nitrat Konzentrationen

Der schon beobachtet Anstieg der Nitratkonzentration 6 Stunden nach Sepsis
Induktion im Plasma der Wildtypen, konnte auch im Herzgewebe nachgewiesen
werden (27,01+17,46 vs. 7,32+3,06uM; p<0,01; sieche Abb. 34). Zum Zeitpunkt 12
Stunden nach Sepsis-Induktion erreichte die Nitrat Konzentration in den Wildtypen
keine Signifikanz (20,54+8,41 vs. 7,32+3,06; p>0,05). Die NOS3” Tiere zeigten
einen tendenziellen Anstieg der Nitrat Konzentration nach 6 und 12 Stunden
(19,54+8,8 bzw. 20,83+9,37 vs. 9,07+3,39uM; p>0,05) Sepsis Induktion. Die
Ergebnisse der Nitrat Konzentrationen im Plasma finden sich zum Teil im Gewebe

wieder.
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Abbildung 34: Nitrat Konzentrationen im Herzgewebe 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion in
Wildtyp und NOS3™ Herzen. (Mittelwert = SD, **p<0,01 vs. basal; einfaktorielle ANOVA und Dunns Post
Hoc Test).

3.8.6 Bioaktives NO im Herzgewebe

Da die Nitrat Konzentrationen im Plasma und im Gewebe in den Wildtyp Mausen 6
Stunden nach Sepsis Induktion anstiegen, wurde im nachsten Schritt Gberpruft, ob
die erhohten Nitrat Konzentrationen mit einer Zunahme des bioverfugbaren NO
gleichzusetzen ist. Das bioverfigbare NO in den Wildtyp Tieren war 6 und 12
Stunden nach Sepsis Induktion signifikant erhoht (siehe Abb. 35) gegenlber der
Kontrolle (0,895+0,137 bzw. 0,628+0,053 vs. 0,310+0,037; p<0,001). Die
Konzentration an NO war zum Zeitpunkt 6 Stunden ebenfalls signifikant erhoht
gegenuber dem Zeitpunkt 12 Stunden (0,895+0,137 vs. 0,628+0,053; p<0,001). Zum
Zeitpunkt 6 Stunden wiesen die NOS3” Tiere signifikant erhdhte NO
Konzentrationen gegenuber der Kontrolle auf (0,475+0,033 vs. 0,253+0,046; p<0,01)
und stiegen zum Zeitpunkt 12 Stunden weiter an (0,533+0,042 vs. 0,253+0,046;
p<0,001). 6 Stunden nach Sepsis-Induktion wiesen die Herzen der NOS3" Tiere
signifikant geringere NO Konzentrationen auf als die entsprechenden Wildtyp Herzen
(0,895+0,137 vs. 0,475+0,033; p<0,001).
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Abbildung 35: Bioaktives NO im Herzgewebe nach 6 und 12 Stunden Sepsis Induktion in den WT Miusen
und NOS3™ (Mittelwert + SD, **p<0,01; ***p<0,001 vs. basal; ###p<0,001 vs. WT CLP 6h; einfaktorielle
ANOVA und Dunns Post Hoc Test).

3.8.7 Genexpression im Herzgewebe

Der Anstieg der Nitrat Konzentration und des bioaktiven NO im Herzgewebe legt die
Annahme nah, das dieses NO bzw. Nitrat auch in diesem Gewebe produziert wurde.
Zur Untersuchung dieser Annahme wurde die Genexpression, als erster Schritt zur
Erhdhung der Produktion, der verschiedenen NO-Synthasen (NOS1, NOS2 und
NOS3) im Herzgewebe der verschiedenen Untersuchungsgruppen untereinander

verglichen.

3.8.7.1 Gen-Expression der NOS3 (endotheliale NO-Synthase) im
Herzgewebe

Da die NOS3” Mause kein funktionsfahiges NOS3 Protein besitzen wurde die
Genexpression der endothelialen NO-Synthase nur in den Herzen der Wildtyp-
Mause untersucht. Die Expressionsunterschiede (siehe Abb. 36) zu den

verschiedenen Untersuchungszeitpunkten erreichten keine Signifikanz (Kontrolle:
1,0+£02; CLP 6h: 0,8+0,5; CLP 12h: 1,1£0,2; p>0,05).
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Abbildung 36: Genexpression der NOS3 im Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis Induktion.

(p>0,05, REST Software 2009)

3.8.7.2 Gen-Expression der NOS2 (induzierbaren NO-Synthase) im

Herzgewebe

Die NOS2 gilt als ein Haupt-Produzent von NO wahrend Inflammationsprozessen.
Die Expression der NOS2 im Herzgewebe (Abb. 37) sank in den WT Herzen 6

Stunden nach Sepsis-Induktion tendenziell ab (0,4+0,9 vs. 1,0+0,3; p>0,05) und

zeigte nach 12 Stunden Sepsis Induktion die gleiche Tendenz (0,4+0,3; p>0,05). Die

NOS3” Herzen wiesen basal eine erhdhte Expression an NOS2 gegeniiber den WT
Herzen auf, dieser Unterschied war signifikant (1,7+0,8 vs. 1,0+0,3; p<0,01). 6

Stunden nach Sepsis Induktion zeigten die NOS3” Herzen eine signifikante

Erniedrigung der NOS2 Expression (0,7+0,4 vs. 1,710,8; p<0,05) gegenuber der

Kontrolle NOS3”. Zum Zeitpunkt 12 Stunden nach Induktion zeigte die NOS2
Expression der NOS3™ Herzen keine signifikanten Unterschiede (1,0+0,03; p>0,05)

auf. Auch die NOS2 ist nicht fir den Anstieg des bioaktiven NO’s und der Nitrat

Konzentration im Herzen verantwortlich.
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Abbildung 37: Genexpression der NOS2 im Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis Induktion.
(Mittelwert + SD, **p<0,01 vs. WT basal;*p<0,05 vs. Basal; REST Software 2009).
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3.8.7.3 Gen-Expression der NOS1 (neuronalen NO-Synthase) im

Herzgewebe

Die letzte zu untersuchende NO-Synthase ist die NOS1. Sie gehdrt wie die NOS3 zu
den konstitutiven NO-Synthasen. Die Expressionsanalyse (Abb. 38) erbrachte einen
signifikanten Anstieg der NOS1 Expression im Herzgewebe der WT Mause 6
Stunden nach Sepsis Induktion (2,4+1,9 vs. 1,0£0,3; p<0,05). 12 Stunden nach
Sepsis Induktion sank die Expression der NOS1 unter die Basalwerte der Kontrolle
ab (0,5+0,2; p>0,05). Die NOS3" Herzen reagierten auf die Sepsis Induktion mit
keinem signifikanten Unterschied nach 6 (1,3%0,3; p>0,05) bzw. 12 Stunden
(0,4+0,3; p>0,05) in der NOS1 Expression.
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Abbildung 38: Genexpression der NOS1 im Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis Induktion.
(Mittelwert + SD, *p<0,05 vs. WT basal; REST Software 2009).

3.8.7.4 Gen-Expression von Interleukin 6 (IL-6) im Herzgewebe

IL-6 gilt als Proinflammationsmarker in Inflammationsprozessen. Die Genexpression
von IL-6 wurde in den Herzgeweben aus Wildtyp und NOS3” Mausen basal, 6 und
12 Stunden nach Sepsis-Induktion untersucht (siehe Abb. 39). Beide untersuchten
Maustamme reagierten mit einem signifikanten Anstieg der Genexpression von |L-6
im Herzgewebe auf die Sepsis-Induktion nach 6 Stunden (WT: 81,0+£99,7; p<0,001;
NOS3-/-: 79,1£48,5; p<0,001). In den Wildtyp-Herzen blieb die Genexpression 12
Stunden nach Sepsis-Induktion signifikant erhoht (16,7+35,9; p<0,001), in den
NOS3™" Tieren war zu diesem Zeitpunkt keine Signifikanz gegeniiber der Kontrolle
vorhanden (6,7+2,8; p>0,05). Es zeigte sich ein HOhepunkt der IL-6 Expression zum
Zeitpunkt 6 Stunden in beiden untersuchten Mausstammen.
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Abbildung 39: Genexpression von IL-6 im Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion.
(Mittelwert + SD, ***p<0,001 vs. basal; REST Software 2009).

3.8.7.5 Gen-Expression von Tumor Nekrose Faktor (TNF) im

Herzgewebe

TNF spielt in Inflammationsprozessen eine grole Rolle. Zur Feststellung von
Unterschieden in der Genexpression wurden die Herzgewebe von WT und NOS3-/-
Mausen basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion untersucht (siehe Abb. 40).
6 Stunden nach Sepsis-Induktion stiegen die Expressionslevel in der Wildtyp- wie
auch in der NOS3” Gruppe signifikant an. Eine Erhdhung der Expression war nach
12 Stunden in den Wildtypen nicht mehr nachweisbar, wihrend die NOS3" Tiere
eine weitere Steigerung der Expression aufwiesen. Dieser Unterschied zum
Zeitpunkt 12 Stunden war signifikant erhoht gegentber den Wildtyp-Mausen. Die
Inflammationsprozesse in den NOS3” und den Wildtyp Tieren verlauft

unterschiedlich.
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Abbildung 40: Genexpression von TNF im Herzgewebe basal, 6 und 12 Stunden nach Sepsis-Induktion.
(Mittelwert + SD, ***p<0,001 vs. basal, ###p<0,001 vs. CLP 12h; REST Software 2009).

3.8.8 Nitrotyrosin

Der Nachweis von Nitrotyrosin wurde uber die Histochemie erstellt. Es konnte nur
semiquantitativ ausgewertet werden. In den Herzgeweben der Basaltiere konnte kein
Nitrotyrosin nachgewiesen werden (siehe Abb. 41). 6 Stunden nach Sepsis-Induktion
konnte in den Herzgeweben der WT-Mause starke Fluoresenzsignale nachgewiesen
werden, die Herzen der NOS3™ Méause zeigten dieses nicht. In den NOS3™ kam es
zum Zeitpunkt 12 Stunden zu einer Anreicherung von Nitrotyrosin, in den WT Herzen
sank der Anteil an Nitrotyrosin wieder ab. Die WT Herzen zeigten somit einen
Hohepunkt an Nitrotyrosin zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsis-Induktion, die
Herzen der NOS3” Tiere zeigten zum Zeitpunkt 12 Stunden die hochsten
Fluoresenz.
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Abbildung 41: Fluoresenznachweis von Nitrotyrosin im Herzgewebe
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4. Diskussion

Die Hauptaussage der vorliegenden Arbeit ist, dass die NOS3 eine Schlusselrolle in
der Entwicklung der Sepsis spielt. Durch Inhibition der NOS1 und NOS2 wird die
Uberlebenszeit der Mause nach Sepsis Induktion verlangert, der Abfall des mittleren
arteriellen Blutdruckes und die verschlechterte linksventrikulare Funktion der Herzen
aber nicht verhindert. Die NOS3 fuhrt in den WT Mausen zu einem Abfall des
mittleren arteriellen Druckes und einer hyperdynamen Phase mit zeitgleich
eingeschrankter linksventrikularer Funktion, die zu einer verkiirzten Uberlebenszeit
beitragen. Im Gegensatz dazu weisen die NOS3” Mause einen stabilen mittleren
arteriellen Blutdruck und eine stabile linksventrikulare Funktion, sowie eine um mehr
als das zweifache verlangerten Uberlebenszeit auf. Mdgliche zu Grunde liegende
Mechanismus stellen hierbei die erniedrigten endogenen NO,-Spiegel und die
verringerte myokardiale Inflammationsantwort in der fruhen Phase der

polymikrobiellen Sepsis dar.

4.1 Sepsisinduktion mittels Coecum-Ligatur und Punktion

FUr Untersuchungen der Sepsis bei Versuchtieren existieren verschiedenste
Modelle. Das am haufigsten verwendete stellt die Gabe von LPS dar, bei dem den
Tieren das Endotoxin Gram-negativer Bakterien verabreicht wird. Weitere Ansatze
nutzen zum Ausldsen einer generalisierten Infektion lebende Organismen [170]. Das
Endotoxin-Modell spiegelt nicht den Sepsisverlauf wider, wie er in Patienten
anzutreffen ist. So ist LPS lediglich Bestandteil Gram-negativer Bakterien, welche nur
fur rund 50% der humanen Infektionen verantwortlich sind [2]. Mit Ausnahme der
Meningokokkamie [171] treten in septischen Patienten mit Gram-negativen
Infektionen lediglich niedrige oder nicht messbare LPS Level auf [172]. Es ist
ebenfalls bekannt, das Nager im Vergleich zum Menschen eine hohere Resistenz
gegen Endotoxin aufweisen und somit die hamodynamische Antwort dosisabhangig
stark varriert [170] Die komplexe Pathogenese und Immunreaktion der Sepsis sind
von diversen Stimuli anhangig und nicht von einem einzelnen Toxin. Zudem liegt im
LPS Model eine stark unterschiedliche Zytokinantwort im Vergleich zur klinischen
Sepsis vor [173, 174].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der Sepsis Induktion mit

lebenden Organismen nach Wichterman et al. gilt als Goldstandard der
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experimentellen Sepsis [175]. Dieses Modell ahmt die Pathophysiologie und den
Krankheitsverlauf der humanen Sepsis am ahnlichsten nach [170, 173]. Es ist ein
polymikrobielles Modell und beinhaltet die Infektion durch Gram-positive und —
negative Bakterien, Aerobier sowie Anaerobier. Dies wird durch den Nachweis
positiver Kulturen aus Blut und Lavageflussigkeit in dieser Arbeit bestatigt. Durch die
Kombination aus diffuser Peritonitis mit nekrotischem Gewebe spiegelt es zum
Beispiel den Krankheitsverlauf einer perforierten Appendizitis oder Divertikulitis mit
einem persistierenden septischen Fokus wider [176]. Auch die Zytokinantwort gleicht
der einer humanen Sepsis weit mehr als im LPS-Modell [173]. Die Methode ist
zudem einfach durchzufihren und liefert durch die Standardisierung bekannter
Einflussfaktoren (Nadeldicke, Anzahl der Punktionen, Alter und Geschlecht der Tiere,
Diat [175], sowie der Lange des abgebundenen Coecums [177]) eine hohe
Reproduzierbarkeit.

Auch aus hamodynamischer Sicht spiegelt das CLP-Modell die Verhaltnisse der
humanen Sepsis am besten wider. In einem CLP-Modell mit Ratten konnte, ahnlich
zu der Situation bei septischen Patienten, nach 2-10 Stunden zunachst eine
Steigerung des Herzzeitvolumens mit gleichzeitig reduziertem systemischem
Widerstand nachgewiesen werden. Nach etwa 20 Stunden sank das
Herzzeitvolumen wieder signifikant ab [178]. Merx et al. beobachteten im murinen
CLP-Model einen Anstieg des Cardiac Output 6 Stunden nach Sepsisinduktion. Im
Verlauf nahm der CO wieder ab und 20 Stunden postoperativ wiesen die Mause
schliel3lich subnormale Werte auf [33].

Insgesamt ist das in dieser Arbeit verwendete CLP-Sepsismodell etabliert und auch

speziell die Hdamodynamik betreffend klinisch sehr relevant.

4.2 Auswirkungen der Inhibition der NO-Synthasen auf die NO,
Konzentrationen

Die Konzentrationen an Nitrit und Nitrat im Plasma liegen schon lange im Fokus der
Sepsis Forschung. Studien mit Nutzung des CLP Modells ist gemein, das auf eine
Differenzierung von Nitrit und Nitrat Konzentrationen als Einzelwert verzichtet wird.
Vielmehr werden die Nitrit und Nitrat Konzentrationen als Gesamtwert, die
sogenannten NOy Konzentrationen, dargestellt [179-181]. In diesen Studien konnte

nach CLP Induktion zu verschiedenen Zeitpunkten ein Anstieg der NO, Konzentration
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im Plasma nachgewiesen werden. Der Anstieg ist auf eine Erhéhung der Nitrat
Konzentration zuruckzufuhren, da es im Gegensatz zu Nitrit, welches in nanomolaren
Konzentrationen im Plasma vorliegt [107], in mikromolaren Konzentrationen
vorkommt. Der Anteil des Nitrits an den NO, Konzentrationen ist somit
verschwindend gering. Vor diesem Hintergrund ist es nicht verwunderlich, dass in
der vorliegenden Studie die Nitrit Konzentrationen im Plasma nach Sepsis Induktion
keine Erhdhung aufweisen. Die Nitrat Konzentrationen im Plasma zeigen in den
unbehandelten septischen WT Mausen in der vorliegenden Studie einen
signifikanten Anstieg. Dies entspricht dem Anstieg der NO, Konzentration im Plasma
der alteren Studien [179-181]. Die Gabe von LPS in WT Mausen fuhrte zu einer
starken Zunahme der Plasma NOx Konzentration. Diese Antwort auf LPS war um das
zweifache erhdht gegeniiber den gleich behandelten NOS3™” Mausen [182, 183]. Die
Inhibition der NOS2 mit dem selektiven Inhibitor 1400W fuhrte in LPS behandelten
Mausen zu einer Abnahme der NOx Spiegel vergleichbar mit der globalen Hemmung
der NO-Synthasen [184]. Durch die erniedrigten Nitrat Konzentrationen im Plasma
der NOS?2 inhibierten und NOS3™ Mause 6 Stunden nach Sepsis Induktion stellt die
vorliegende Studie in Ubereinstimmung zu oben genannten Studien fest, dass das
von der NOS2 und NOS3 gebildete NO in der sich entwickelnden Sepsis zur
endogenen NO Produktion beitragt. Da sich die Konzentrationen in den NOS2
inhibierten und NOS3” Mausen auf dem gleichen Niveau bewegen, kann
geschlussfolgert werden, dass die NOS3 zur Induktion der NOS2 beitragen konnte.
Von Patienten, die einen septischen Schock entwickeln und nicht Uberleben, ist
bekannt, das sie hohere NO, Konzentrationen im Plasma aufweisen als die
Uberlebenden [185]. Skelett Biopsien von kritisch kranken Sepsis-Patienten wiesen
eine Verbindung zwischen Stickstoffmonoxid Uberproduktion, mitochondrialer
Dysfunktion und verringerte ATP Konzentration auf, was mit dem Organversagen
zusammenhangt [186]. In der Uberlebenskurve (siehe Abb. 9) wird deutlich, dass die
Tiere ohne Inhibition oder genetischer Depletion die kiirzeste Uberlebenszeit

aufweisen.

4.3 GSH Depletion

Wahrend der Sepsis kommt es durch die Zunahme an oxidativen Stress zu einer

Senkung der GSH Konzentrationen im Gewebe [187]. Es wird angenommen, das
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eine Steigerung der NO Produktion zu einer Verringerung der Leber GSH
Konzentrationen wahrend Endotoxamie fuhren, ausgeldst durch die Inhibition der
Glutamatcysteinligasen Aktivitat und Expression [188, 189]. Diese inhibierende
Wirkung des Stickstoffmonoxids kommt in der vorliegenden Arbeit 12 Stunden nach
Sepsis Induktion zum Tragen. Die GSH Konzentration im Vollblut weist in den
unbehandelten WT Mausen den geringsten Wert auf und ist korreliert mit den
héchsten Nitrat Konzentrationen im Plasma. Eine Verringerung der GSH
Konzentration im Lebergewebe konnte als Ursache fir eine verringerte
Einwanderung von Leukozyten in betroffenes Gewebe nach Sepsis Induktion und
einer damit verbundenen Verschlechterung der Sepsis zuruckgefuhrt werden [190].
Die Inhibition der NOS1 fiuhrte im Gehirngewebe von Ratten zu einem der
Kontrolltiere entsprechenden GSH Wert nach Sepsis Induktion mittels CLP [191].
Ubereinstimmend kann die NOS1 Inhibition in der vorliegenden Arbeit ein Absinken
der GSH Konzentration im Vollblut verhindern. Der NOS1 kommt somit eine oxidative

Aktivitat in der FrUhphase der Sepsis zu.

4.4 Verformbarkeit der Erythrozyten

Mikrovaskulare Schaden spielen eine entscheidende Rolle bei der Auspragung der
Unterversorgung der Gewebe, was zum Multiorganversagen und Tod fuhren kann
[192]. Zu den Mikrozirkulationsstorungen wahrend der Sepsis zahlt unter anderem
der Rickgang der Verformbarkeit der Erythrozyten [193]. 24 Stunden nach der
Sepsis Induktion konnten Condon et al. eine Zunahme des nétigen Scherstresses fur
die halbmaximale Verformbarkeit bei Erythrozyten feststellen und argumentierten mit
Veranderungen des Zytoskeletts oder der Membranbestandteile der Erythrozyten
[161]. Eine Abnahme der Anzahl an zirkulierenden Leukozyten flhrte ebenfalls zu
einer Abnahme der Verformbarkeit der Erythrozyten und die Gabe eines NO-Donors
hob diesen Effekt wieder auf [194]. Stickstoffmonoxid ist somit essentiell fur die
Verformbarkeit der Erythrozyten. In der vorliegenden Arbeit zeigen die Inhibition der
NOS1, NOS2 und die Defizienz der NOS3 eine Abnahme der Verformbarkeit 6
Stunden nach Sepsis Induktion im Vergleich zu den septischen WT. Das durch die
Inhibitionen bzw. Defizienz fehlende NO beeintrachtigt die Verformbarkeit der
Erythrozyten. Nach 12 Stunden Sepsis Induktion liegt ausschlief3lich in der NOS2
Inhibierten Versuchstiergruppe eine verminderte Verformbarkeit vor. Die Inhibition

der NOS2 der Leukozyten flhrt in diesem Zusammenhang zu einer Abnahme des fur
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die Verformbarkeit ndtigen NO’s. Die Anderungen der Verformbarkeit sind somit nur
auf NO zurickzufuhren, zu Schadigungen des Zytoskelett und/oder der Membran der

Erythrozyten kommt es zu den untersuchten Zeitpunkten nicht.

4.5 Myokardiale Immunantwort

Als intrazellularer Botenstoff gehort NO zu den vielseitigsten Stoffen im
Immunsystem [195]. Die Aktivierung und Rekrutierung der inflammatorischen Zellen
in das Herzgewebe ist ein frhes Ereignis in der Entwicklung einer kardialen
Dysfunktion verursacht durch die Sepsis [195]. Unkontrollierte Leukozyten
Aktivierung, Adhasion und Sekretion fuhrt zur Entlassung von toxischen Produkten
wie Elastase und Superoxide [196]. Die exzessive Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies von aktivierten neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen
wurde im Zusammenhang mit der direkten Zytotoxizitdt und veranderten
Zellsignalwegen untersucht und fuhrt zu Gewebsschadigung und schlussendlich zum
Organversagen in der Sepsis [197]. Das Auslosen einer sublethalen Sepsis in
NOS2” Mause fiihrte zur Migration der gleichen Anzahl an neutrophilen
Granulozyten in das Peritoneum im Vergleich zur Kontrollgruppe [198]. Vor diesem
Hintergrund ist die Anzahl eingewanderter Leukozyten im Herzgewebe in allen
untersuchten Mausen nach Sepsis Induktion erhdht. Wahrend in den unbehandelten
und NOS2 inhibierten Tieren die Anzahl an neutrophilen Granulozyten zum Zeitpunkt
12 Stunden weiter zunimmt, kommt es in den NOS3” und NOS1 inhibierten Tieren
zu einer Stagnation im Vergleich zum Zeitpunkt 6 Stunden.

Studien belegen, das NO inhibierend auf die Migration von Monozyten wirkt. Die
Gabe von exogenen NO-Donoren inhibierte die fMLP induzierte Monozyten
Migration, erhdhte die cGMP Konzentration [199] und die Inhibition der Zell
Proliferation und Zytokin Ausschuttung [129]. Das von den zirkulierenden Leukozyten
uber die NOS2 freigesetzte NO spielt eine wichtige Rolle bei der Migration in das
Gewebe [198]. In der spateren Phase der Sepsis kommt es zu einer, auch durch das
NO medierte, Abnahme der Migration [130]. Wie die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, ist die NOS1 und die NOS3 an der Migration der Monozyten nach Sepsis
Induktion beteiligt. In der fruhen Phase der Sepsis wandern weniger Monozyten in
das Herzgewebe dieser Tiere ein, wobei die Inhibition der NOS2 keine Auswirkungen
auf diese Immunantwort hat. Die Inhibition der NOS1 bzw. die NOS3 Defizienz fuhrte
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zu einer abgeschwachten Einwanderung von Monozyten zum Zeitpunkt 6 Stunden
nach Sepsis Induktion. In diesen beiden Tierversuchsgruppen liegt die NOS2
ungehemmt in den zirkulierenden Leukozyten vor. Somit ist die verringerte
Einwanderung an neutrophilen Granulozyten und Monozyten in das Herzgewebe der
NOS1 inhibierten und NOS3” Mause durch das NOS2 gebildete NO in den
Leukozyten erklarbar.

In der Literatur gibt es bis zum heutigen Stand keine Erkenntnisse Uber die Effekte
von NO auf die Lymphozyten Funktion. Wahrend der Sepsis ist eine hohe Apoptose
dieser Immunzellen [24] und einer daraus resultierenden Immunsupression
nachgewiesen [25]. In der vorliegenden Arbeit ist eine Erhohung der Anzahl an
eingewanderten Lymphozyten in das Herzgewebe septischer Mause nach 6 und 12
Stunden nachweisbar. Die NOS1 Inhibition fuhrt zum Zeitpunkt 6 und 12 Stunden
nach Sepsis zu keinem Anstieg der Migration. Eine Beteiligung des von der NOS3
gebildeten Stickstoffmonoxids an der Migration der Lymphozyten liegt nicht vor.

4.6 Himodynamische Auswirkungen der NO-Synthase Inhibition in
vivo

Die beobachteten hamodynamischen Veranderungen dieser Studie in den WT
Mausen sind typisch fur den Verlauf einer Sepsis in Patienten, eine hyperdyname
Phase mit erhdhter Herzfrequenz wird gefolgt von einer hypodynamen Phase. In
diesem Kontext ist der reduzierte vaskulare Tonus und Vasodilatation in der sich
entwickelnden Sepsis ein ausschlaggebender Befund. Ubereinstimmend ist in der
vorliegenden Arbeit ein Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes in den WT
Mausen 6 Stunden nach Sepsis Induktion nachweisbar. Die NOS2 wird im
Allgemeinen als Ursache flur die Hypotension und Verlust des vaskularen Tonus in
der sich entwickelnden Sepsis angesehen. WT Mause wiesen nach der Gabe von
LPS einen Abfall des Blutdruckes auf, wohingegen in NOS2” Mause kein Abfall
festzustellen war [200]. Die Gabe von selektiven NOS2 Inhibitoren fuhrte zu einer
Zunahme des mittleren arteriellen Druckes [201] und aufgehobenen LPS induzierten
Verlust des vaskularen Tonus [202]. Die NOS2 ist fur die Entwicklung der
Hypotension in der LPS induzierten Sepsis essentiell. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen mit einem selektiven NOS2 Inhibitor einen Abfall des mittleren arteriellen
Druckes, gleich den unbehandelten septischen WT Mausen. Die Ausbildung der

septischen Kardiomyopathie ist im CLP Sepsis Modell nicht mit der NOS2 assoziert.
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In diesem Zusammenhang stellt der stabile mittlere arterielle Blutdruck in den
septischen NOS3™ im Vergleich zu den WT Mé&usen eine zuvor in dem verwendeten
Sepsis Modell nicht beobachtete Erkenntnis dar. Das von der NOS3 gebildete NO
spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des vaskularen Tonus und Blutflusses
und die konstante, niedrige NO Produktionsrate der konstitutiven NO-Synthasen
kann fur eine kurze Zeit erhoht werden als ein Teil der akuten Inflammationsantwort
[183]. Die Aktivitat der NOS3 ist erforderlich fur die Induktion der NOS2: es konnte
ein zeitlich begrenzter Abfall der NOS2 expression in NOS3” Mausen nach LPS
Gabe nachgewiesen werden [183]. Wie in der vorliegenden Studie gezeigt, konnte
ein stabiles Blutdruck-Profil in NOS3” Mausen wihrend Endotoxamie nachgewiesen
werden [183]. Ubereinstimmend mit dem stabilen Blutdruck weisen die NOS3™”
Mause eine erhaltenen LVDP, +dP/dtn.x und -dP/dtmi, auf, wahrend die
Herzfunktionen in den septischen WT Mausen mit und ohne NOS2 Inhibition bereits
6 Stunden nach Sepsis Induktion beeintrachtigt sind. Dieser Zeitpunkt trifft mit dem
Beginn der hyperdynamen Phase in WT Mausen nach Sepsis Induktion mit CLP
zusammen [203]. Der damit verbundene Anstieg der Herzauswurfrate in den
septischen WT Mausen ist hauptsachlich auf den Rickgang des systemischen
vaskularen Widerstandes durch die Sepsis induzierte Vasodilatation zurickzufihren
und verschleiert die myokardiale Dysfunktion [33], welche spater offensichtlich wird.
Die Komplex 1 Aktivitat in den Mitochondrien des Myokards wiesen eine inverse
Korrelation mit Norepinephrine Bedarf und Nitrit/Nitrat Konzentrationen auf [186].
Dies entspricht dem Ergebnis der vorliegenden Studie, in der die NOS3™ Tiere eine
gesteigerte Antwort auf Norepinephrin aufweisen und dies zum Teil auf die reduzierte
endogene NO Produktion zurtickzuflhren ist. NO weist einen gut beschriebenen anti-
adrenergic Effekt im Herzen [204, 205] auf und ist somit im Einklang mit den
vorliegenden Ergebnissen.

Die Inhibition der NOS2 fuhrte zu keinem Zeitpunkt zu einer verbesserten kardialen
Funktion und spielt in der Frihphase der Sepsis keine Rolle bei der Entwicklung
einer septischen myokardialen Dysfunktion. Wahrend der ersten 6 Stunden kann
eine Beteiligung der NOS1 an der Entwicklung einer kardialen Dysfunktion nach den
Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht ausgeschlossen werden. Der protektive
Effekt der Inhibition ist 12 Stunden nach Sepsis Induktion aufgehoben, somit
beschrankt sich die Beteiligung der NOS1 an der Auspragung der septischen

Kardiomyopathie auf die sehr frihe Phase der Sepsis. Aufgrund der vorliegenden
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Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, das in der sich entwickelnden Sepsis die
NOS3 eine Schlusselrolle einnimmt, da die Inhibitionen der NOS1 und NOS2
spatestens 12 Stunden nach Sepsis Induktion keine protektiven Effekte auf die
Herzfunktion aufweisen. Die Untersuchungen weiterer Parameter wurde aus diesem
Grund auf die NOS3” Mause im Vergleich zu unbehandelten septischen WT Mausen

beschrankt.

4.7 Hamodynamische Auswirkungen der NOS3 Depletion ex vivo

Im gesunden Herzen stellt die NOS3 die Hauptisoform der NO-Synthasen dar und
wird im vaskularen Endothel und Kardiomyozyten exprimiert [206]. Es wird vermutet,
das NO ein wichtiger Modulator der Kontraktiliat des Herzens ist und fuhrt in hohen
Konzentrationen zur kardialen Depression [207, 208]. Erhdhte NOS3 Expression im
Myokard herzinsuffizienter Patienten flhrt moglicherweise zu einer kontraktilen
Dysfunktion [209]. Mausherzen mit einer Myozyten-spezifischen Uberexpression an
NOS3 besitzen eine reduzierte basale Kontraktilitat, welche durch die Gabe von
NOS-Inhibitoren partiell wieder hergestellt werden kann [210]. Die Infusion von LPS
fuhrte in Schweinen nach 30 Minuten zu einer starken Erhéhung der myokardialen
NOS3 Aktivitat und dies wiederum zu einem Abfall des Blutdruckes [211]. Die
Funktion der isolierten Herzen von septischen WT Mausen in der Langendorff
Apparatur tritt 12 Stunden nach Sepsis Induktion mit verschlechterten LVDP,
+dP/dtmax und -dP/dtmin auf. Zu diesem Zeitpunkt der Sepsis Ausbildung kommt es in
vivo zu einer Abnahme der Reaktion auf Katecholamin Stimulation. Die septischen
NOS3” Mause zeigen keine Verschlechterung der Herzfunktionen und reagieren
ohne Einschrankungen auf die Gabe von Katecholamin in vivo. Die NOS3 fuhrt somit
wahrscheinlich zu einer Verschlechterung der myokardialen Funktion speziell in der

Frihphase der Sepsis.

4.8 Bioaktives NO der NOS3

Die Messung des bioaktiven NO’s im Herzen zeigt einen signifikanten Anstieg der
myokardialen MINC Ausbeute in WT Mausen, wahrend die NOS3™ Herzen geringere
Ausbeuten aufweisen. Somit steuert die NOS3 einen signifikanten Anteil des in der
entwickelten Sepsis produzierten NO’s im Myokard bei. Unter hypoxischen und
sauren Bedingungen, wie sie in der spateren Phase des septischen Schocks
vorliegen, fungiert das desoxygenierte Myoglobin als Nitritreduktase und fuhrt zu
einer Erhohung der NO-Ham Konzentration [110]. Das von der NOS2 gebildete NO
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fuhrt in der spateren Phase der Sepsis zu einer negativen Ruckkopplung und
inhibiert die Expression der NOS3, wobei die Expression der NOS 15 Stunden nach
LPS Gabe in WT Mausen reduziert ist, in NOS2” Mausen aber nicht diesen
Ruckgang aufweist [212]. Der Abfall der NOy Konzentration im Plasma/Gewebe und
des bioaktiven NO’s im Gewebe 12 Stunden nach der Sepsis Induktion kann durch
diese Ergebnisse erklart werden.

4.9 Beteiligung der NOS3 an der vaskularen Dysfunktion

Eine Reduzierung der Relaxation als Antwort auf einen NO-Donor konnte in
Aortenringen von LPS behandelten WT nachgewiesen werden, wobei die
Aortenringe von NOS3” Mausen keine Einschrankungen aufwiesen [182]. Die
Abnahme der Relaxation wurde in diesem Modell auf einen Rickgang der Guanylate
Zyklase Aktivitat als Antwort auf das von der NOS2 gebildete NO zurickgefihrt
[212]. Es ist des weiteren bekannt, das Aorten von NOS3” Mausen auf den NO-
Donor SNP sensitiver reagieren und somit eine hohere Konzentration an cGMP
gebildet wird [213]. Als eine Konsequenz der signifikant erhdhten endogenen NO
Produktion ist in der vorliegenden Arbeit in den Aortenringen von septischen WT
Mausen eine reduzierte Sensitivitat auf den NO Donor SNP nachweisbar.

Als vom Endothel gebildeter Vasodilatator mediert NO die Relaxation als Antwort auf
die Acetylcholin-Gabe in der Aorta [214]. In vorhergehenden Studien konnte ein
Ruckgang der Protein Expression und der NOS3 Aktivitat in Aorten von Ratten nach
CLP Induktion nachgewiesen werden [215]. Dieser Rickgang an Aktivitat und
Protein Expression wird im Allgemeinen als endotheliale Dysfunktion interpretiert.
Wie in der vorliegenden Studie gezeigt, geht die Inhibition der ACH induzierten
Relaxation in den WT Aorten mit einer verringerten endothelialen NO Produktion
einher. Die Gabe des Endotoxins LPS und CLP Induktion fuhrte in Ratten nach 18
Stunden zu einer ebensolcher Abnahme der Reaktionsfahigkeit auf Acethylcholin
[216, 217], aber auch auf die Gabe von Phenylephrin [216]. Eine Erhdohung des
EC50 Wertes fur Phenylephrin ist in vorliegender Arbeit 12 Stunden nach Sepsis
Induktion in WT wie auch in NOS3™ Aorten gegeben. Die verringerte NO Freisetzung
in den NOS3” Mausen beeinflusst die vasokonstriktiven Fahigkeiten der Aorten

somit nicht.
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4.10 NOS3 induziert die Genexpression von proinflammatorischen

Mediatoren

Der Tumor Nekrose Faktor (TNF) spielt eine wichtige proinflammatorische Rolle in
der Sepsis. In einer vorangegangenen Studie in Ratten konnte ein Hohepunkt der
TNF Plasma Konzentration bereits zwei Stunden nach CLP Induktion und nach 20
Stunden einen Rickgang auf Basalwerte nachgewiesen werden [218]. In einer
weiteren Studie konnte der direkte Nachweis erbracht werden, dass das von der
NOS3 gebildete NO positive Auswirkungen auf die TNF Expression in
Kardiomyozyten hat und eine Stimulation von NOS3”" Kardiomyozyten mit einem NO
Donor die Expression auf WT Niveau erhoht [219]. Die Untersuchungen der
Genexpression von TNF im Herzgewebe dieser Studie zeigt in den NOS3” Herzen
einen spateren Anstieg in Folge der Sepsis Induktion. Wahrend die septischen WT
bereits nach 12 Stunden das Niveau der basalen Messung aufweisen, erhoht sich
die TNF Expression in den NOS3™ Herzen weiter. Somit konnte der Hohepunkt der
Expression in den WT Mausen bereits vor dem 6 Stunden Untersuchungszeitpunkt
liegen. Das von der NOS gebildete NO fuhrt zu einem fruhen Ansteigen, aber auch
Abfallen der TNF Expression im Herzgewebe.

Ein Maximum der IL-6 Konzentration im Plasma konnte nach 9 Stunden CLP
Induktion nachgewiesen werden [218]. In der vorliegenden Arbeit ist ein Anstieg der
IL-6 Genexpression 6 und 12 Stunden nach Sepsis Induktion in den WT Herzen mit
einem Peak zum Zeitpunkt 6 Stunden nachgewiesen. Die NOS3 fuhrt zu einer
Erhéhung der IL-6 Genexpression Uber den Zeitpunkt 6 Stunden hinaus.

Von der NOS1 gebildetes NO konnte eine Funktion in der TNF
Expressionsregulation im LPS Model nachgewiesen werden. So wurde in NOS1™
Kardiomyozyten und in vivo eine erhOhte Expression von TNF nach LPS Gabe
festgestellt [220]. Die Genexpression der NOS1 zeigt in der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich in den septischen WT 6 Stunden nach Induktion einen Anstieg. Die
gesteigerte Genexpression der NOS1 im Herzgewebe der septischen WT Mause
konnte somit zu einer vermehrten NO-Produktion der NOS1 fuhren und dieses NO
die TNF Expression nach dem 6 Stunden Zeitpunkt inhibieren.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Erhéhung der NOS3 mRNA im Herzgewebe
von WT Mausen in der sich entwickelnden Sepsis vorliegt, wurde ein Anstieg der
NOS3 Aktivitat in der initialen Phase der Sepsis von anderen Autoren nachgewiesen
[221, 222], gefolgt von der Induzierung der NOS2 in der spateren Phase der Sepsis
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[223]. Eine weitere Studie wies ein Maximum an NOS2 Protein 24 Stunden nach der
Sepsis Induktion mittels CLP auf [224]. In einem Schaf Sepsis Modell konnte ein
Anstieg der Gesamtaktivitat der NO-Synthasen 12 und 24 Stunden nach Induktion
der Sepsis festgestellt werden, wobei die NOS2 Aktivitat sich nicht signifikant
veranderte. Dies wurde begleitet von einem fruhen Anstieg an 3-Nitrotyrosin, ein
Marker der Protein Nitrifikation [222], und Iasst den Schluss zu, dass die konstitutiven
NO-Synthasen den Hauptanteil an den erhdhten NO Konzentrationen in diesem

Modell produzieren.

4.11 NOS3 produziertes NO fuhrt zu vermehrter Nitrotyrosin
Formation

Es ist bekannt, dass eine erhohte Nitrotyrosin Formation wahrend der Sepsis zur
Entkopplung der NOS3 fuhren kann und einem Anstieg des oxidativen Stresses zur
Folge hat [225]. Das von der NADPH Oxidase produzierte Superoxid kann mit NO
reagieren und es entsteht Peroxynitrit. Peroxynitrit induziert zeitversetzt und
irreversible Schaden am Herzen [226]. Die NOS3 kann selbst Superoxid produzieren
und verursacht eine endotheliale Dysfunktion [227]. Es wurde gezeigt, dass das von
der NOS3 produzierte NO in der Fruhphase der Sepsis proinflammatorische
Charakteristika aufweist, was die Produktion von schadlichen reaktiven Sauerstoff
Spezies anbetrifft [228]. In Bezug auf die von Connelly et al. [148] postulierte
Proinflammatorische Rolle der NOS3, passen die deutlich vermehrte Infiltration von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten in das Herzgewebe von
septischen WT Mausen 12 Stunden nach Sepsis Induktion im Vergleich zu den
NOS3" Mausen. In Ubereinstimmung mit oben genannten Ergebnissen ist in der
vorliegenden Arbeit nachweislich mehr 3-Nitrotyrosin in septischen WT Herzen 6
Stunden nach Sepsis Induktion im Vergleich zu den Herzen der NOS3" Mause

enthalten.
Zusammenfassend unterstitzen die Ergebnisse der vorliegenden Studie die

Annahme, dass die NOS3 eine Hauptquelle von endogenen NO in der sich

entwickelnden Sepsis darstellt und zur myokardialen Dysfunktion fuhrt.
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5. Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) spielt in der Pathogenese der septischen Kardiomyopathie eine
zentrale Rolle. Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (NOS2) wird in diesem
Zusammenhang als Hauptquelle des NO angesehen, ihre Inhibition fihrte jedoch zu
widerspruchlichen experimentellen Ergebnissen: die globale NOS-Inhibition ging in einer
klinischen Studie mit einer Ubersterblichkeit in der verum Gruppe einher. Ziel der
vorliegenden Studie ist es den Einfluss der NOS1, NOS2 und vor allem NOS3 auf die
Herzfunktion, die Nitrit/Nitrat Konzentration (NO,), das Uberleben und die
Inflammationsantwort in der Frihphase der Sepsis in einem klinisch relevanten,
polymikrobiellen Sepsis Model zu kldren. In C57/B6 Wildtyp und NOS3” Mausen erfolgte
die Sepsisinduktion mittels Coecum-Ligatur und Punktion (CLP). Die Inhibition der NOS1 und
NOS2 wurde pharmakologisch direkt nach der CLP-Induktion erreicht. Die NO,-
Konzentrationen und die endogene NO Produktion (Plasma/Herzgewebe) wurden
gemessen. Zur Feststellung der Inflammation kam quantitative Immunochemie zum Einsatz.
Aus dem Vollblut erfolgte die Bestimmung der Gesamt- Gluthation (GSH) Konzentration und
die Erythrozyten Verformbarkeitsanalyse. 6 und 12 Stunden nach Sepsisinduktion wurden
die hamodynamischen Eigenschaften der Herzen mittels Druckkatheter in vivo und ex vivo in
einer Langendorff-Apparatur bestimmt. Die Genexpression der proinflammatorischen
Mediatoren TNF-o und IL-6 sowie der NOS1, NOS2 und NOS3 wurde mittels Realtime RT-
PCR analysiert und die Nitrotyrosin Formierung mittels Immunhistochemie im Herzgewebe
qualitativ nachgewiesen.

Eine pharmakologische Inhibition der NOS1 und NOS2 sowie eine genetische Defizienz fir
die NOS3 war im Vergleich zu Wildtypen mit einem Uberlebensvorteil nach Sepsisinduktion
assoziiert, wobei der Effekt bei NOS3”" Mausen am starksten ausgepragt war. Der
Uberlebensvorteil war in den NOS2 inhibierten und NOS3" Tieren mit einem Ausbleiben des
Ansteigens der Nitrat Konzentrationen im Plasma verbunden. Im Unterschied zu Wildtypen
wiesen NOS3” Mause bereits in der sehr frilhen Phase der Sepsis keine Beeintrichtigung
der kardialen Funktion sowie eine Erhaltung des mittleren arteriellen Drucks auf. NOS1 und
NOS2-inhibierte Mause entwickelten im Vergleich zu Wildtypen eine septische
Kardiomyopathie gleicher Auspragung, Neben verminderten endogenen NO-Spiegeln
zeigten NOS3” Mause eine verminderte myokardiale Infiltration von Entziindungszellen.
Dieser Effekt war auch bei NOS1-inhibierten Tieren zu beobachten. Eine verminderte NO-
Verfugbarkeit durch Inhibition bzw. Defizienz der NO-Synthasen flhrte bereits in der sehr
frihen Phase der Sepsis zu einer beeintrachtigten Erythrozytenverformbarkeit. Im
Unterschied zur pharmakologischen Inhibition der NOS1 und NOS2 entwickelten NOS3™
Mause keine Anzeichen einer septischen Kardiomyopathie. Die Durchfiihrung von ex vivo
Experimenten konnten diese Ergebnisse bestatigen und zeigten zudem, dass die NO-
Synthese der NOS3 zusatzlich an der Funktionsstorung der glatten Gefalmuskulatur
beteiligt ist und zu einer endothelialen Dysfunktion flhrt. Die reduzierten Nitrat Konzentration
und reduzierten bioaktiven NO Spiegel im Herzgewebe sowie der geringere Gehalt an
Nitrotyrosin bei den NOS3™ Mausen im Vergleich zu Wildtypen verdeutlichte, das die NOS3
in der Frihphase der Sepsis entscheidend zum endogenen NO-Pool beitragt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die NOS3 in der Frihphase der Sepsis eine wichtige Rolle
spielt in der Ausbildung der septischen Kardiomyopathie einschlieBlich einer
Katecholaminresistenz sowie in der Ausbildung einer Sepsis typischen Vasoplegie.
Zugrundeliegende Mechanismen hierfur kénnten eine NO-Freisetzung durch die NOS3 und
eine modifizierte Entzlindungsantwort in der sich entwickelnden Sepsis sein. Die Entwicklung
von Madoglichkeiten zur selektiven NOS3 Modulation kénnte einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz in der Friihphase der Sepsis darstellen.
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5. Zusammenfassung

5. Abstract

Nitric oxide (NO) plays a central role in the pathogenesis of septic cardiomyopathy. The
inducible nitric oxide synthase (NOS2) is generally believed to be the high-capacity NO-
producing enzyme in sepsis. However, its inhibition led to contradictory experimental
results. In a clinical trial global NOS inhibition increased mortality in patients with septic
shock. The aim of this study is to determine the role of NOS1, NOS2 and especially NOS3
on cardiac function, the nitrite / nitrate production (NO,), inflammatory response and finally
survival in the early phase of sepsis in a clinically relevant polymicrobial sepsis model. In
C57/B6 wild-type and NOS3" mice, sepsis was induced by cecum ligation and puncture
(CLP). The inhibition of NOS1 and NOS2 was achieved pharmacologically immediately after
CLP induction. 6 and 12 h after sepsis induction, cardiac function was analyzed by in vivo
pressure and isolated heart measurements. NO, levels and endogenous NO production
(plasma / heart tissue) were measured. The inflammatory response in heart tissue was
determined via quantitative immunochemistry. Total glutathione (GSH) concentration and
erythrocyte deformability were quantified in whole blood. The gene expression of
proinflammatory mediators TNF-a and IL-6 and NOS1, NOS2 and NOS3 was analyzed by
real time RT-PCR and nitrotyrosine formation was detected in cardiac tissue by
immunhistochemical staining.

Pharmacological inhibition of NOS1 and NOS2 and genetic deficiency of NOS3 were
associated with a survival benefit compared to septic wildtype mice, while NOS3™ mice
survived longest,. The survival benefit was associated with decreased nitrate
concentrations in plasma after pharmacological NOS-inhibition and in NOS3-/- mice. In
contrast to wildtype mice, NOS3" mice showed no impairment of cardiac function as well as
a preservation of mean arterial blood pressure already at the very early phase of sepsis.
NOS1 and NOSZ2-inhibited mice developed signs of septic cardiomyopathy similar to
uninhibited septic wildtype mice. In addition to decreased endogenous NO levels NOS3"
mice exhibied an abrogated inflammatory response with descreased myocardial infiltration of
inflammatory cells. This effect was also observed in NOS1-inhibited animals. A reduced NO
availability due to inhibition or deficiency of NO synthase resulted in an impaired erythrocyte
deformability already in the very early phase of sepsis. This effect seemed not to be
detrimental regarding the survival especially of NOS3”" mice. In contrast to the
pharmacological inhibition of NOS1 and NOS2 NOS3" mice developed no signs of septic
cardiomyopathy. Ex vivo experiments confirmed these findings and also showed that NO
synthesis of NOS3 is involved in the impairment of the vascular smooth musculature leading
to endothelial dysfunction. Decreased nitrate concentration in plasma and heart tissue,
reduced bioactive NO levels in the heart tissue as well as lower levels of nitrotyrosine in the
heart tissue of NOS3" mice yields to our conclusion that NOS3 decisively contributes to the
endogenous NO pool in the early phase of sepsis.

Our results indicate that NOS3 plays an important role in the development of septic
cardiomyopathy with catecholamines resistance and accompanying vasoplegia in the early
phase of sepsis. As possible contributing mechanisms we demonstrate inreased
endogenous NO,-levels and a modified myocardial inflammatory response in the
early stage of polymicrobial sepsis. Thus, eNOS inhibition might be a promising
therapeutic target for early sepsis therapy.
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ATP

BSA
BL

C57/BL6
cDNA
cGMP
CLP
CXCR2

DNA
dP/dtmax

dP/dtmm

EDRF
EDTA

ESR
FAD
Fe(DETC),
Fe(MGD),
GAPDH
GSH
GSSG
H202

IL-6

Kei

100

Adenosintriphosphat

Bovines-Serum-Albumin

basal

Wildtypstamm der Mause
complementary DNA

zyklisches Guanosinmonophosphat
Coecum-Ligatur und Punktion
Chemokine (C-X-C motif) receptor 2

Desoxyribonukleinsaure
maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

maximale Erschlaffungsgeschwindigkeit

Endothelium derived relaxing factor

Ethylendiamintetraacetat

Elektronenspinresonanz

Flavinadenindinukleotid

Eisen-Diethyldithiocarbamat

Eisen-N-methyl-D-glucamin-Dithiocardamate

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Glutathion
Glutathion-Disulfid

Wasserstoffperoxid

Interleukin 6

Scherrate, die halbmaximale Elongation bewirkt



7. Abkiirzungsverzeichnis

LORCA Laser-assisted-optical rotational cell analysator
LPS Lipopolysaccharide

LVDP Left-Ventricular-Developed-Pressure

mMRNA messenger RNA

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NfkB Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthase

NOS1 neuronale Stickstoffmonoxidsynthase

NOS2 induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
NOS3 endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

NOy Gesamtheit der Nitrit und Nitrat Konzentration
OP Operation

PBS Phosphat-Buffered-Saline

PCR Polymerase-Chain-Reaction

RNA Ribonukleinsaure

SNP Sodium Nitroprusside

TLR Toll Like Receptors

TNF Tumor Nekrose Factor

WT Wildtyp

PAMP Pathogen Associated Molecular Patterns
PRR Pathogen Recognition Receptors
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8. Materialienliste

Medikamente
1400W
V-LNIO
Ketanest S®
Xylazin 2%
Urethan

Betaisodona® Losung

Arterenol®

Heparin Heparin-Natrium

Acethylcholin
Phenylephrin
SNP

8. Materialienliste

Alexis Biochemicals, Buttler Pike, USA
Alexis Biochemicals, Buttler Pike, USA
Parke-Davis/Pfizer Pharma, Berlin
Bernburg AG, Bernburg

ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt a.M.
Mundipharm GmbH, Limburg
Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt a.M.

B. Braun AG Melsungen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Osmotische Medikamentenpumpe

Alzet Micro-Osmotic Pump, Model 1003D Durect Corporation Cupertino, USA

Spritzenpumpe

Precidor Infors AG, Basel, Schweiz

Chemikalien
NaCl

KCI

MgSO4
NaHCO;
KH2PO4
Glucose
Pyruvat

CaCly

PBS

Ethanol (96-100%)
Citronensaure
Natriumcitrat
Tween®20

Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGa A, Darmstadt

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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8. Materialienliste

HPLC-Wasser Merck KGaA, Darmstadt

Instrumente:
Soweit nicht anders angegeben bezogen von: Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
- gebogene chirurgische Schere FST 14075-11
- gerade chirurgische Schere FST 14088-10
- Gefallclip FST 18055-04
- Gerade Sprungschere FST 15003-08
- gebogene Mikropinzette BD333R Aesculap AG, Tuttlingen

Kleintierrasiergerat:

- Favorita Il Aesculap AG, Tuttlingen

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

- 4-0 PH-Seidenfaden, schwarz, geflochten

Tuberkulinspritzen:
- Tuberculin Syringe BD, Franklin Lakes, USA

Mikroskope:
- Lichtmikroskop MZ 9.5 Leica Microsystems, Wetzlar

- Fluoreszenz-/Lichtmikroskop DML Leica Micosystems, Wetzlar

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

Computer Hard- und Software:
- IOX emka Technologies s.a., Paris, Frankreich
- Analog Interface 16 emka Technologies s.a., Paris, Frankreich
- Euchrom Knauer GmbH, Berlin, Deutschland
- Interfacebox Knauer GmbH, Berlin, Deutschland
- Transducer Amplifier Modul TAM A (Analoge, universelle
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8. Materialienliste

Gleichspannungsmelbriicke + ohmscher MelRwertaufnehmer)

Glas-auf-Glas Homogenisator:

- HomogenPlus Schutt-Biotec GmbH, Gottingen

HPLC - NO4-Analysator:
- ENO-20 Eicom, Kyoto, Japan
- Autoinjektor 719AL Eicom, Kyoto, Japan

gRT-PCR-Kits:
- RNeasy® Fibrous Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden
- Quanti Tect Reverse Transcription Kit Qiagen GmbH, Hilden
- TagMan® Gene Expression Master Mix Applied Biosystems Carlsbad, USA
- TagMan® Gene Expression Assays Applied Biosystems

Mikrotiterplatte und Abdeckfolie:
- Micro Amp® Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems
- Micro Amp® Optical Adhesice Film Applied Biosystems

Real-Time PCR System:
- ABI 7500 Applied Biosystems

Rheologie
- LORCA, Mechatronic, Niederlande

tGSH Kit
- GSH/GSSG Ratio Assay Kit, Calbiochem/Merck, Darmstadt

Histologie-Material:

Leukozyten-Kits Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
- o-Naphtyl-Acetate-Esterase, 91A
- Naphthol-AS-D-Chloracetate-Esterase, 91C
- a-Naphtyl-Butyrat-Esterase, 181-B
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8. Materialienliste

3-Nitrotyrosin-Nachweis
- Primarantikorper: Rabbit Anti-Nitrotyrosine (nTyr), Biomol GmbH Hamburg
- Sekundarantikorper: DyLight™ 488 conjugated Affinity Purified Anti-Rabbit
IgG (sheep), Rockland Gilbertsville, USA

Blockierlosungen
-BSA, SP-5050 Vector Laboratories

- Normal Horse Serum, S2000 Vector Laboratories
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