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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Problemstellung

Im Jahr 2014 starben in der Bundesrepublik Deutschland nach offiziellen Angaben des
Statistischen Bundesamtes 8426 Menschen in Folge von septischen Erkrankungen [1].

Das vom Bundesministerium fur Bildung und Forschung geférderte Kompetenznetzwerk
Sepsis (SepNet) zeigte in einer prospektiven Querschnittsstudie, dass die offiziellen Zahlen
um den Faktor 4-10 unterschatzt wurden [2]. Die Krankenhaussterblichkeit betrug bei
Patienten mit schwerer Sepsis 47,3 % und bei Patienten mit septischem Schock 62,4 % [3].
Auf die Bundesrepublik hochgerechnet, zeigte sich die Sepsis somit als dritthaufigste
Todesursache mit ca. 60.000 Todesfallen [2]. Die durchschnittlichen Behandlungskosten
eines Sepsispatienten auf einer deutschen Intensivstation betragen ca. 1500 EUR je Tag und
Patient [4]. Jahrlich fallen so ca. 1,77 Milliarden EUR an direkten sowie geschatzte 4,5
Milliarden EUR an indirekten Kosten flr die Behandlung der schweren Sepsis an [2, 5].
Obwohl bislang 200 potenzielle therapeutische Angriffspunkte zur Verfugung stehen, existiert
bisher keine spezifische Therapie, die das Outcome der Patienten signifikant verbessert [6,
7]. Der Erfolg der Sepsistherapie ist somit weiterhin von der Bekdmpfung der
zugrundeliegenden Infektion bzw. der unkontrollierten Immunantwort [8], der
Aufrechterhaltung der Hamodynamik [9] und der Verhinderung einer dysfunktionellen
Mikrozirkulation abhangig [10-14]. Insbesondere die alterierte Mikrozirkulation ist in
klinischen Zustanden schwerer Sepsis und des septischen Schocks fur die Entstehung
multipler Organschaden und die daraus folgende hohe Letalitat verantwortlich [11, 15]. Eine
Erhaltung oder Wiederherstellung der alterierten Mikrozirkulation kénnte das Potenzial
bieten, die schweren Folgen und die hohe Letalitat einer Sepsis zu lindern.

Vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die Modulation
von Rezeptor-Tyrosinkinasen und Tyrosin- Phosphatasen mittels Agonisten und Antagonisten
eine wichtige Rolle in der Regulation der Mikrozirkulation in septischen Zustanden einnehmen
kann [16, 17].

Der in dieser Arbeit untersuchte Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist ein Agonist der
tyrosine receptor kinase B (TrkB) und, wie in dieser Arbeit erlautert, ein vielversprechender,
potentieller Modulator inflammatorischer und hamodynamischer Regelkreise in Zustanden

experimenteller Sepsis.



Einleitung

1.2 Definition der Sepsis-Begriffe

Im allgemeinen Sprachgebrauch als ,Blutvergiftung® bekannt, leitet sich der Begriff ,Sepsis“
vom altgriechischen ,oqyig“, ,s€psis” ab und wurde als Synonym fur ,Verwesung*, ,Faulnis®
und ,Zerfall“ verwandt.

Im Fruhjahr 2016 wurden auf dem Jahreskongress der Society of Critical Care Medicine in
Orlando die Sepsis-Begriffe neu definiert und im amerikanischen Arzteblatt verdffentlicht [18].
Die neuen Definitionen werden voraussichtlich in die, sich derzeit in Uberarbeitung
befindende, deutsche Sepsis-Leitlinie eingearbeitet. In dieser Arbeit werden jedoch die
Begrifflichkeiten der letzten verdffentlichten S-2k Leitlinie der Deutschen Sepsis-Gesellschaft
(DSG) und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI)
aus dem Jahr 2010 verwendet. In Anlehnung an die revidierten und modifizierten Ergebnisse
der internationalen Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der
Society of Critical Care Medicine aus dem Jahr 2001 [19] definieren DSG und DIVI folgende
Krankheitsentitaten [20]:

1.2.1 ,Systemic Inflammatory Response Syndrome* (SIRS)

Der 1991 von der ACCP/SCCM-Konsensuskonferenz eingefuhrte Begriff ,Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS)” beschreibt eine systemische
Entziindungsreaktion, die sowohl infektidser als auch nicht-infektidser Atiologie, wie z.B.
Trauma, Verbrennung, oder Pankreatitis, sein kann [21]. Fur die Diagnose ,SIRS“ mulssen

mindestens 2 der folgenden Kriterien erfullt sein [21, 20]:

- Korperkerntemperatur > 38 ° Coder < 36° C

- Herzfrequenz > 90 Herzschlage/min

- Atemfrequenz > 20 Atemzuge/min oder Hyperventilation mit PaCO2 < 32 mmHg

- Veranderung der Leukozytenzahl mit > 12.000 /ul bzw. < 4000 /ul oder 210% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild.

1.2.2 ,Sepsis”

Die Krankheitsentitat ,Sepsis“ wird als SIRS definiert, welchem eine nachgewiesene Infektion

oder, aufgrund klinischer Kriterien, der Verdacht einer Infektion zugrunde liegt [19, 20].
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1.2.3 ,Schwere Sepsis”

Eine ,Schwere Sepsis” ist laut deutscher Sepsis-Gesellschaft als Sepsis definiert, die mit einer
Organdysfunktion einhergeht und bei der daher mindestens eines der folgenden Kriterien

vorliegt [20]:

- Eine akute Enzephalopathie mit eingeschrankter Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe,
Delirium.

- Eine relative oder absolute Thrombozytopenie mit Thrombozytenabfall > 30 %
innerhalb von 24 Stunden oder einer Thrombozytenzahl < 100.000 /ul. Eine
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muissen
jedoch ausgeschlossen sein.

- Arterielle Hypoxéamie mit Pa02 < 10 kPa (£ 75 mmHg) unter Raumluft oder ein Pa02
/ FiO2-Verhaltnis von < 33 kPa (£ 250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine
ursachliche Herz- oder Lungenerkrankung muss ausgeschlossen sein.

- Renale Dysfunktion mit einer Diurese von < 0.5 ml/kg/h Gber mindestens 2 Stunden
bei ausreichender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins >
2x oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

- Metabolische Azidose mit einem Base Excess <5 mmol/l oder einer

Laktatkonzentration > 1,5x% oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

1.2.4 ,Septischer Schock*”

Besteht bei einer Sepsis fur wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller Blutdruck < 90
mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg oder die Notwendigkeit eines
Vasopressoreinsatzes, um den systolischen arteriellen Blutdruck = 90 mmHg oder den
arteriellen Mitteldruck = 65mmHg zu halten, so liegt ein septischer Schock vor [20].
Voraussetzung hierflr ist, dass die Hypertonie trotz adaquater Volumengabe besteht und

nicht durch andere Ursachen erklart werden kann [20].
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1.3 Pathophysiologie der Sepsis

Zu Beginn einer Sepsis steht ein infektidser Insult. Damit ein Fremdorganismus in einen Wirt
eindringen kann, massen erst physikalische Barrieren wie Haut [22, 23], Mucosa von Magen-
Darm-Trakt [24], Atemwegen [25] und Urogenital-Trakt [26] sowie der jeweils produzierte
Mucus Uberwunden werden [27]. Dies wird beispielsweise durch eine aufgehobene Integritat
der Barrieren durch Traumata, chirurgische Eingriffe oder vorbestehende Erkrankungen

ermdglicht [28].

Das angeborene Immunsystem stellt dann mit seinen zellularen (z.B. Granulozyten,
Monozyten / Makrophagen) und humoralen Anteilen (z.B. Kallikrein-, Komplement- und
Gerinnungssystem) die rasche Erstantwort auf eingedrungene Pathogene mittels
Phagozytose, Bildung antimikrobieller Enzyme und Radikalmolektle sowie der Verhinderung
der Erregerausbreitung durch DNA-Netze, den sogenannten Neutrophil Extracellular Traps
(NETs), dar [28]. Fur die Identifikation von Pathogenen besitzen Granulozyten, dendritische
Zellen und Monozyten / Makrophagen evolutiv konservierte ,,Pattern Recognition Receptors®
(PRRs) [29]. Sie kdnnen sowohl exogene als auch endogene Molekulmuster erkennen und
fihren nach Aktivierung der Zellen zu einer Ausschuttung diverser Zyto- und Chemokine [29-
31]. Die ,Pathogen-Associated Molecular Patterns“ (PAMPs) sind exogene Molekulmuster
mikrobiellen Ursprungs und bestehen aus Kohlenhydraten und Fettsauren [27, 29, 32].
Hierzu zahlt auch das durch Toll-like-Receptor 4 erkannte Lipopolysaccharid (LPS) auf der
Membran gram-negativer Bakterien [29]. Gehen kdOrpereigene Zellen unkontrolliert, also
durch Nekrose, zugrunde, werden die endogenen, intrazellularen ,Damage-Associated
Molecular Patterns“ (DAMPs) freigesetzt [32, 33]. PAMPs und DAMPs ldsen eine initial

identische Immunreaktion aus [32, 33].

Das angeborene Immunsystem ist Aktivator und Kontrollinstanz des adaptiven
Immunsystems [34]. In Abhangigkeit des von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
ausgeschutteten Zytokinmusters werden Reifung und Proliferation der Zellen des adaptiven
Immunsystems gesteuert [27]. Die Stimulation des adaptiven Immunsystems zieht eine
kaskadenartige Aktivierung und Freisetzung eines breiten Spektrums an Zytokinen,
Chemokinen, Gerinnungsfaktoren und Stresshormonen zur Aufrechterhaltung und Kontrolle

der Entzindungsreaktion nach sich [27].
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Geraten die physiologisch ablaufenden Immunreaktionen aus dem streng kontrollierten bzw.
ausbalancierten Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Einflissen, so kann
ein lokal entzindlicher Prozess nicht mehr kontrolliert werden und er breitet sich systemisch
aus [27]. Es entsteht eine systemische inflammatorische Reaktion (SIRS) aufgrund einer

Infektion, per definitionem also eine ,Sepsis”.

Als Folge der sich systemisch ausbreitenden Entzindungsreaktion entsteht eine
Beeintrachtigung der Hdmodynamik, die haufig zum klinischen Bild des septischen Schocks
fuhrt. Eine wichtige Ursache hierfur findet sich in einer Zytokin-vermittelten Aktivierung der
Endothelzellen. Dies fuhrt zu gesteigerter Aktivitdt der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS) und der Freisetzung von Stickstoffmonoxids (NO). Zusammen mit einer
mitochondrialen Dysfunktion und einem ATP-Mangel in hypoxischem Gewebe fuhrt dies zur
kaliumkanalvermittelten, peripheren Vasodilatation [35-37]. Nach Endothelaktivierung |6sen
sich zusatzlich die zellularen Verbindungen, die ,Tight Junctions“ [38], und es entsteht ein
Kapillarleck, mit der Folge einer groRen Volumenverschiebung von intra- nach extravasal in
das umliegende Gewebe [28].

Eine weitere wichtige Ursache findet sich in der direkten Auswirkung von Mediatorsubstanzen
wie TNF-a, C5a und LPS auf die Kontraktilitat und somit die Auswurfleistung des Herzens [39,
40].

Im Rahmen eines SIRS oder einer Sepsis kann es zu einer kapillaren Dys- oder
Minderperfusion kommen bzw. zu einem vollstandigen Sistieren der Perfusion. Folgende
Aspekte kOénnen dies erklaren: Erstens erfolgt eine heterotope Aktivierung des
Gerinnungssystems durch die Expression des ,Tissue Factors“ auf Monozyten und
Endothelzellen sowie die Ausbildung von NETs [41]. Zweitens findet eine Aggregation von
Erythrozyten statt, bei gleichzeitig verminderter Deformierbarkeit, die sogenannte
Pseudoagglutination [42]. Erganzt durch die aufgehobene Autoregulation der Kapillaren und
die verstarkte Leukozyten- und Thrombozytenadhasion durch abgebaute Endothel-Glykokalyx,
ergibt sich eine ausgepragte Beeintrachtigung der Mikrozirkulation [43, 44]. Der durch die
gestorte Makro- und Mikrozirkulation bedingten Hypoxie in Endstromgebieten wird auch heute
noch zusammen mit einer mitochondriellen Dysfunktion eine zentrale Rolle in der Entwicklung

eines Multi-Organ-Versagens (MOV) zugeschrieben [45, 46].

Bereits der russische Zoologe, Immunologe und Nobelpreistrager Elias Metchnikoff (1845 -

1916) bezeichnete die Schadigung von Blutgefaffen als zentralen Faktor aller

12
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inflammatorischen Zustande [47]. Noch heute wird ein geschadigtes Gefaflendothel von
vielen Autoren als Hauptursache einer gestorten Mikrozirkulation angesehen [48-52].

Als Zeichen der gestorten Mikrozirkulation finden sich in Zustanden schwerer Sepsis und des
septischen Schocks eine Abnahme der funktionellen und ein Anstieg der nicht-perfundierten
bzw. dysfunktionellen Kapillardichte [53]. Diese Veranderungen flihren zu Entstehung von

multiplen Organschaden mit Todesfolge [11, 15].

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Bestimmung der Dichte der funktionellen, dysfunktionellen
und nicht-funktionellen Kapillardichte dient somit der Objektivierung der Mikrozirkulation und

tragt der herausragenden Bedeutung in der Pathogenese der Sepsis Rechnung.

1.4 Die Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Infiltration eines Entzindungsgebietes durch aktivierte Leukozyten, die sog.
Leukozytenmigration, stellt die Grundsaule einer effektiven Immunreaktion dar und bedarf
der mehrdimensionalen Interaktion zwischen Leukozyten und Gefafdiendothelien.

Der Prozess der Leukozyten-Transmigration bzw. die Leukozyten-Endothel-Interaktion
umfasst dabei folgende Schritte [54, 55]:

Schritt 1: ,Tethering*

Im arteriellen Blut zirkulierende Leukozyten bewegen sich passiv im Zentrum des laminaren
Blutstroms [54]. In den postkapillaren Venolen von Entziindungsgebieten ist der Blutstrom
verlangsamt, wodurch die Leukozyten den Zentralstrom verlassen und im Randbereich
flieen. Um die Leukozyten aus dem Blutstrom ,einzufangen®, exprimieren Leukozyten und
aktivierte Endothelzellen spezielle Adhdsionsmoleklle auf der Membranoberflache, die
Selektine [56]. Selektine sind Glykoproteine mit lektindhnlicher N-terminaler Doméne. Es
werden das konstitutiv auf Leukozyten exprimierte L-Selektin, die einige Stunden nach
Aktivierung auf Endothelzellen exprimierten E-Selektine und die rasch aus Weibel-Palade-
Korperchen an die Oberflache translozierten P-Selektine unterschieden [57-59]. Mittels der
N-terminalen Domane binden Selektine ihre glykosylierten Liganden auf der
gegenuberliegenden Oberflache. Die grofite Bedeutung haben die Liganden P-selectin-
glycoprotein-ligand-1 (PSGL-1), CD44 sowie E-selectin-ligand-1 [60-62].
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Schritt 2: ,Rolling*“

Uber das schnell wechselnde Lésen und Kniipfen der Selektin-Liganden-Bindungen zwischen
Leukozyten und Endothel wird der nachste Schritt der Leukozyten-Transmigrationskaskade
eingeleitet, das ,Rolling” [63]. Durch temporare Leukozytenadharenz werden hierbei die

Leukozyten abgebremst und erscheinen als Uber das Endothel rollend.

Schritt 3: Aktivierung

Die verringerte Geschwindigkeit ermdglicht die Aktivierung der Leukozyten uber auf dem
Endothel prasentierte Chemokine (z.B. TNF-q, IL-1, IL-8) [61]. Die Chemokine I6sen G-Protein
vermittelte intrazelluldre Signalkaskaden aus, die im Zusammenspiel mit den Selektin-
Ligandenbindungen zu einer Aktivierung von Integrinen und damit zu einer Festigung der
Endothel-Leukozyten-Bindung fUhren [55, 61, 64-67].

Schritt 4: ,Sticking*“

Integrine sind heterodimere, transmembrandse Glykoproteine, die nach Aktivierung durch
Chemokine, PSGL-1 oder Toll-Like-Rezeptoren eine Konformitatsanderung durchlaufen und
dann eine stark gesteigerte Affinitat gegenuber ihren Liganden aufweisen [68-71]. Sie sind
sowohl Adhasionsmolekile als auch Rezeptoren und vermitteln somit die Bindung und
Interaktion von Zellen untereinander sowie mit Proteinen der Extrazellularmatrix. Die grofite
Bedeutung fur die Ausbildung der festen Leukozytenadhasion kommt den a4-Integrinen VLA-
4 und o4B7 sowie den B2-Integrinen LFA-1 und Mac-1 zu [72, 73]. lhre wichtigsten
Bindungspartner sind Adhasionsmolekile der Immunglobulinfamilie wie ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1 und MAdCAM-1 sowie Autotaxin [66, 72, 74-76]. Kommt es zu einer Integrin-
Liganden-Bindung, wird Uber das Auslésen einer Signalkaskade (,outside-in“-Prinzip) ein
langsames Rollen (,slow rolling“), gefolgt von einer Formveranderung der Leukozyten,
induziert [55, 77]. Durch Abflachen und Ausbreiten der Leukozyten wird die Kontaktflache

zum Endothel vergréflert und ein maximales Anhaften (,Sticking”) ermoglicht.

Schritt 5: Lokomotion

Die Lokomotion oder auch ,Crawling” genannt, bezeichnet die kriechende Fortbewegung der
Leukozyten auf dem Endothel zum optimalen Ort der Durchwanderung der Gefafwand. Dieser
Prozess wird durch die Interaktion des B2-Integrin Mac-1 mit ICAM-1 vermittelt [78, 79]. Auch
wenn man die Navigation der Leukozyten im Rahmen der Lokomotion bislang nicht vollstandig
versteht, wird die Wanderung entlang der Chemokingradienten (Chemotaxis) und ein Einfluss
der Endothelsteifigkeit (Durotaxis) vermutet [80].
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Schritt 6: Transmigration

Im letzten Schritt durchwandern die Leukozyten die Endothelbarriere, die Basalmembran und
anschlieffend die Extrazellularmatrix in das entzundliche Gewebe. Die Durchwanderung des
Endothels erfolgt Uberwiegend parazellular durch geloste interendotheliale Verbindungen und
seltener transzellular [81-83]. An diesem Schritt sind eine Vielzahl endothelialer Moleklle
beteiligt. Von besonderer Bedeutung ist die Interaktion von LFA-1 und Mac-1 mit ICAM und
JAM-Proteinen [82, 84-92].

Im Rahmen einer Sepsis kann die unkontrollierte Leukozyten-Endothel-Interaktion zur
ubermagigen Leukozytenaktivierung und Stérung der Mikrozirkulation multipler Organe sowie
konsekutiver Ausbildung schwerer Organdysfunktionen und -schaden fuhren. Als klinisches
Korrelat kann sich ein Multi-Organ-Versagen prasentieren [93]. Die zentrale Bedeutung in der
Pathogenese der Sepsis wird durch die Korrelation zwischen Leukozytenaktivierung/-
adhasion und Organdysfunktion bzw. Sepsisschweregrad unterstrichen [93, 94]. In dieser
Arbeit wurden daher die Anzahl der temporar adharenten (,Roller?) und festadharenten
Leukozyten (,Sticker) als Maf der Leukozytenaktivierung und somit des Schweregrades der

inflammatorischen Reaktion bestimmt.

1.5 Zyto- & Chemokine - IFN-y, IL-1a&, MCP-1 & TNF-o

Zytokine sind eine Gruppe von Proteinen, die als Botenstoffe des angeborenen und des
adaptiven Immunsystems bzw. zwischen anderen korpereigenen Zellen und dem
Immunsystem fungieren [95]. Uber die Bindung an Rezeptoren ihrer Zielzellen regulieren sie
deren Differenzierung und Proliferation und koordinieren so die Teilkomponenten der
Immunantwort. Anhand ihrer Uberwiegenden Eigenschaften werden sie in pro- und anti-
inflammatorische Zytokine kategorisiert. Chemokine sind eine Untergruppe von
chemotaktischen Zytokinen, deren Hauptaufgabe die Aktivierung und Anlockung von
Leukozyten und Lymphozyten ist [96]. Sie sind weiterhin an Prozessen der Wundheilung,

Angiogenese, Hdmatopoese, Metastasierung und des Tumorwachstums beteiligt [96, 97].

1.5.1 Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-)

Im Jahr 1975 beschrieben Carswell et al. erstmals ein ,Endotoxin-induziertes Glykoprotein®,
welches eine hamorrhagische Nekrose in Sarkomen ausloste [98]. Heute ist dieses
Glykoprotein als Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) bekannt und die Vielzahl an gewonnenen

Erkenntnissen unterstreicht seitdem die herausragende pro-inflammatorische Bedeutung von
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TNF-ac im Rahmen einer Sepsis. TNF-a erreicht im Rahmen einer Sepsis als erstes Zytokin
einen maximalen Plasmaspiegel [99]. Der im Gesunden nicht nachweisbare TNF-a-Serum-
Spiegel ist, korrelierend mit dem Ausmaf einer Entzindung und dem Ausmaf vorliegender
Organschaden, erhoht [99-104]. Die Applikation grofler TNF-a-Dosen fuhrte im Tierversuch
zu typischen Sepsissymptomen, Neutropenie oder Hyoptonie [105]. Eine Therapie mit Anti-
TNF-Antikoérper flUhrt zumindest experimentell und in anderen inflammatorischen
Erkrankungen zu einer signifikanten Verbesserung des klinischen Verlaufs [105, 106].

TNF-a wird Uberwiegend von Monozyten / Makrophagen, im Rahmen einer Entzindung
jedoch auch von Mastzellen, T-Lymphozyten, Neutrophilen, Natlrlichen Killer-,
Endothel-, glattmuskularen und Herzmuskelzellen ausgeschuttet [106]. TNF-o st
membrangebunden und geldst aktiv [107]. Es vermittelt seine Wirkung Uberwiegend Uber die
Modulation des Transkriptionsfaktors NF-kB nach vorheriger Bindung an die Rezeptoren
TNFR1 und TNFR2 [108, 109]. Wahrend die Bindung an TNFR1 insbesondere die pro-
inflammatorische Wirkung auf Leukozyten und Endothelzellen vermittelt, ist TNFR2 u.a. in
Gewebsreparatur und Angiogenese involviert [106, 110-112]. TNF-a fuhrt Uber die
endotheliale Expression von Adhasionsmolekilen (E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1) zur
verstarkten Leukozytenanhaftung (s.u.). TNF-a stimulierte Endothelzellen locken Leukozyten
Uber die Freisetzung diverser Chemokine an [113] und exprimieren pro-koagulatorische
Faktoren (z.B. Tissue factor), die zur Ausbildung von Thrombosen fiihren kénnen [114]. Uber
die Induktion der Prostaglandin 12-Synthese und der aufgrund Vasodilatation verstarkten
Durchblutung verursacht TNF-a die typischen Entziindungszeichen ,Rubor®, ,Calor“[115] und
Uber verstarkte vaskuldare Permeabilitdt ,Tumor“ [106]. Uber die Modulation des

Hypothalamus wirkt TNF-a auRerdem pyrogen [116, 117].

1.5.2 Interleukin 1o (IL-1cx)

Interleukin 1« ist eines von 11 Mitgliedern der IL-1-Familie und ein wenig erforschtes pro-
inflammatorisches Zytokin [118], beteiligt an der Regulation von Entzindungs- und
Immunreaktionen [119]. Nach DAMPs-Bindung an PRRs kommt es Uberwiegend in
Makrophagen / Monozyten zur Expression von IL-1a [120]. Es ist ein frGher Mediator der
sterilen Entzindung [120] und fahrt Gber eine Modulation von NF-kB, p38 und Janus-Kinase
zur Genexpression [121, 122], zu einer Aktivierung und Migration von Leukozyten sowie der
Expression von Adhéasionsmoleklle auf Endothelzellen [123, 124]. Die Bedeutung in der
Sepsis zeigt sich in erhdhten IL-1 Spiegeln nach experimenteller Endotoxin-Infusion und der

moglichen Beteiligung von niedrigen IL-1-Spiegeln in der SIRS-Entstehung [125, 126].
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1.5.3 Interferony (IFN-y)

Das homodimere Glykoprotein Interferon y (syn.: ,Typ-ll-Interferon“) ist ein pro-
inflammatorisches Zytokin und wird GUberwiegend von ,Large Granula Lymphozyten“ (LGL) und
T-Zellen vom regulatorischen, zytotoxischen oder Helfer1-Typ gebildet [127-129]. IFN-y ist an
der Steuerung von Wachstum, Reifung und Differenzierung verschiedenster Zellen sowie der
Leukozytenmigration beteiligt [130, 131]. Es verstarkt die Aktivitat natdrlicher Killerzellen
(NK-Zellen) und reguliert die Bildung und den Klassenwechsel von Immunglobulinen in B-
Zellen [132-134]. Durch IFN-y stimulierte Makrophagen zeigen vermehrte antimikrobielle

und antitumordse Aktivitat sowie Antigen-prozession und -prasentation [135].

1.5.4 Monozyten chemotaktisches Protein 1 (MCP-1)

Das Monozyten Chemotaktische Protein 1 (MCP-1) ist ein, u.a. von Monozyten /
Makrophagen, T- und dendritischen Zellen freigesetztes, Chemokin. Es dient dem Anlocken
von Makrophagen [136] und T-Lymphozyten [137]. Es konnte gezeigt werden, dass MCP-1 zu
Histaminausschittung aus angelockten basophilen Granulozyten und Mastzellen fUhrt [138-
140]. Die besondere Bedeutung fur das Management einer Sepsis ergibt sich aus der engen
Korrelation von MCP-1-Plasmaspiegeln und der 28-Tage-Mortalitat, die eine Einschatzung der

Prognose ermoglicht [141].

1.6 Bedeutung des Intestinums

In den 1980er Jahren ruckte der Darm in den Fokus der Erforschung der
pathophysiologischen Grundlagen der Sepsis und des Multiorganversagens. Neben
physiologischen Funktionen wie Nahrungsresorption, Produktion von Hormonen, Zytokinen
und antimikrobieller Peptide, der Kommunikation mit lymphatischem Gewebe bzw.
intraluminalen Bakterien und der Barriere gegenuber intraluminalen Pathogenen, wird dem
Darm seitdem eine zentrale Bedeutung in der Entstehung schwerer systemischer
Entzindungen mit Organversagen zugeschrieben [142, 143]. Zu Beginn dieser Entwicklung
postulierte die Arbeitsgruppe um Edwin Deitch im Jahr 1985 erstmals das Konzept der
bakteriellen Translokation und mit der Bezeichnung des Darms als ,Motor des
Multiorganversagens* bzw. der Sepsis fanden Carrico et al. die Uberschrift fiir eine Vielzahl
an folgenden Forschungsbemuhungen der letzten Jahrzehnte [144, 145].

Das Konzept der bakteriellen Translokation basiert auf einer intestinalen Hyperpermeabilitat,

in deren Folge Bakterien aus dem Lumen die mucosale Darmbarriere Uberschreiten und eine
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systemische Entzindungsreaktion ausléosen kdonnen [143, 145, 146]. Es konnte gezeigt
werden, dass es im Rahmen eines SIRS zur Proliferation pathogener Darmbakterien und einer
gesteigerten intestinalen Permeabilitat kommt [147-149]. Letzteres ist u.a. auf eine
Modulation der Expression von Zonula occludens 1, Claudinen, Occludinen und JAMs
zurUckfUhrbar [147, 150-152]. Der ursprunglichen Translokations-Theorie nach erfolgt eine
hamatogene Aussaat der eingedrungen Erreger Uber die mesenterialen und portalen Venen
[146, 153, 154]. Diese Theorie konnte zwar mehrfach tierexperimentell, aber bislang nicht
humanklinisch sicher bestatigt werden [142]. So war es auch Moore et al. nur in 2% der
untersuchten Patienten mit Abdominaltrauma mdoglich, Bakterien mittels Katheter im
portalvendsen Blut nachzuweisen, obwohl bei 30% ein Multiorganversagen vorlag [155]. Die
eindeutig zentrale Bedeutung des Darmes in der Pathogenese der Sepsis wird jedoch durch

weitere Beobachtungen unterstrichen [142]:

Vielfach konnte die Bedeutung des mesenterialen Lymphabfluss gezeigt werden und es
besteht der Verdacht, dass intestinale Bakterien und Toxine Uber die Lymphe systemische
Schaden verursachen [146, 154]. Eine Ligation des mesenterialen Lymphabflusses
verhindert u.a. endotoxinamiebedingte Neutrophilen-Aktivierung und Lungenschaden im
Rattenmodell, verhindert den Abfall des Herzzeitvolumens und verlangert das Uberleben in

diversen Tiermodellen kritischer Erkrankungen [143, 156-160].

Die dysregulierte Apoptose und der Integritatsverlust des Darmepithels ist ein weiterer
wichtiger Faktor. Im Rahmen einer Sepsis erfolgt die CD4-Lymphozyten vermittelten
Steigerung der Apoptose der der Krypten und der Zotten des Darmepithels [161]. Zusatzlich
ist die Proliferation des Kryptenepithels und die Migration von intestinalen Stammzellen aus
den Lieberkuhn-Krypten in apikale Epithelschichten verlangsamt [162, 163]. In der Folge
uberwiegt die Apoptose die Epithelregeneration, die Villus-Lange nimmt ab und die Integritat

des Darmepithels ist aufgehoben [164].

Von zunehmendem Interesse sind auch der Einfluss und die Modulation des Mikrobioms in
Zustanden kritischer Erkrankungen. Fox et al. fanden bei Mausen ohne bakterielle
Darmbesiedlung unter induzierter Pseudomonaden-Pneumonie ein verandertes
Apoptoseverhalten des Darmepithels und eine signifikant hdéhere Mortalitat [165]. Im
hamorrhagischen Schock hingegen zeigten Mause ohne Darmbesiedlung eine signifikant
niedrigere Mortalitatsrate und im Ischdmie-Reperfusions-Modell konnte eine Uberlebensrate
von 100 % bei 100%iger Letalitat der Kontrollgruppe beobachtet werden [166, 167].
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Der letzte wichtige Teilhaber ist der von drusigem Darmepithel produzierte Mucus. Diese
Schleimschicht kleidet das Darmepithel aus. Sie stellt die Hauptbarriere gegentber Mikroflora
und eindringenden Enzymen dar, verhindert Epithelschaden und dient somit der Erhaltung
der Darmintegritat [142].

Septische Zustande fuhren zu Veranderung der Mucus-Schicht mit Abnahme der
ausgekleideten Epithelflache, Abnahme der Schichtstarke, der Mucusadharenz und in deren
Folge zu einer gestorten Barrierefunktion [150, 168]. Auch im Ischamie-Reperfusions-Modell
zeigte sich ein Verlust der Schichtstarke und Hydrophobizitdt des Mucus und fuhrte zu einer

erhdhten Darmpermeabilitat [169].

Aufgrund seiner nicht-privilegierten Stellung im Herz-Kreislauf-System als peripheres,
Endstromgebiet und der GefaRversorgung der Zotten im Gegenstromdiffusionsprinzip,
unterliegt der Darm bereits bei geringgradiger Sympathikusaktivierung oder Abnahme des
Herzzeitvolumens einer Hypoxiegefahr [170]. So kann bereits in frihen Sepsis-Stadien eine
Hypoperfusion des Darmepithels mit Stérung der Balance zwischen Apoptose und
Epithelproliferation einerseits und eine Alteration der Mucus-Schicht andererseits auftreten.
Die im folgenden erhohte Darmpermeabilitat kann eine bakterielle Translokation mit
anschlieRender hamato- oder lymphogener Aussaat und Aggravierung des septischen
Krankheitsbildes fuhren [147-149, 169].

In der Zusammenschau betonen diese Aspekte die weiterhin bestehende Aktualitat und

Importanz der Bedeutung des Darms als ,Motor der Sepsis®.

1.7 Endotoxindmie als Sepsismodell

Endotoxin oder synonym ,Lipopolysaccharid“ (LPS) genannt, ist ein Membranbestandteil
gramnegativer Bakterien und besteht aus einem variablen Polysaccharidanteil sowie einem
konstanten Lipidanteil, dem Lipid A. Endotoxin fungiert als ,Pathogen associated molecular
Pattern“ und aktiviert Gber den Toll-Like-Rezeptor 4 Granulozyten, dendritische Zellen und
Monozyten bzw. Makrophagen [29]. Die Endotoxin-Rezeptor-Affinitat wird durch die, im
Rahmen einer Sepsis vermehrt exprimierten, Akut-Phase-Proteine ,Lipopolysaccharide
Binding Protein“ (LBP) und dem multifunktionalem Protein ,high mobility group box 1“
(HMGB1) stark erhoht [171]. Endotoxin lasst sich bei einer Vielzahl Patienten mit schwerer
Sepsis oder septischem Schock nachweisen und gilt als wichtiger Mediator im Rahmen einer
Sepsis [172]. Im Jahr 1991 untersuchten Danner et al. auf Intensivstationen ein Kollektiv von

110 Patienten. Von 100 Patienten mit septischem Schock wurde bei 43 eine Endotoxinamie
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nachgewiesen, wahrend von 10 Patienten mit nicht-septischen Schock lediglich einer eine
Endotoxinamie aufwies [173]. In einer 1988 verodffentlichten Untersuchung beschreiben
Revhaug und Michie die Auswirkungen der Gabe von 4 ng/kg KG LPS auf 14 freiwillige
Probanden. Dabei zeigten sich ein erhdhtes Herzzeitvolumen mit Tachykardie,
Blutdruckabfall, Fieber, Leukozytose und Lymphozytopenie, wie sie auch in der hyperdynamen
Phase der Sepsis auftreten [174].

Weiterhin konnte eine direkte Korrelation von LPS-Dosis und Immunantwort einerseits und
Leukozyten-Endotheladhasion bzw. funktioneller Kapillardichte andererseits bestatigt werden
[175, 176].

Die Erforschung pathophysiologischer Mechanismen und moglicher Therapieansatze des
septischen Geschehens machen praklinische Tiermodelle der Sepsis weiterhin unentbehrlich.
Sie ermdglichen die Untersuchung typischer pathophysiologischer Aspekte unter
reproduzierbaren und kontrollierten Laborbedingungen an einem Gesamtorganismus [177 -
179]. Sie stellen somit das Bindeglied zwischen molekular- bzw. zellbiologischen
Untersuchungen und Klinischen Studien dar [170]. Ein optimales Tiermodell sollte
reproduzierbar und verlasslich sein sowie die Tiere nicht vermehrtem Stress aussetzen [180].
Es sollte weiterhin der Klinik entsprechende pathophysiologische Ablaufe aufweisen, die
Infektion sollte sich von einem lokalen Herd aus systemisch ausbreiten und zu einem
Multiorganversagen fihren [181]. Ein solches optimales Tier-Modell zur Evaluation der Sepsis
existiert bislang nicht [180-182].

Die heute gangigen Modelle lassen sich im Wesentlichen in 3 Gruppen einteilen: Tiermodelle
mit Applikation exogener bakterieller Toxine (Toxin-Modelle), mit Applikation lebender
Bakterien (Infektionsmodelle) oder die Schadigung endogener Barrieren des Wirtstieres
[182].

Infektionsmodelle werden Uber die Applikation von lebenden Bakterien oder
Bakteriengemischen (z.B. E. coli oder Pneumokokken) realisiert. Es werden hauptsachlich die
intraperitoneale, die inhalative und die intravenose Applikation unterschieden. Letztere kann
kontinuierlich oder im Bolus erfolgen [177-179]. Vorteile der Applikation lebender Erreger
sind ebenfalls die gute Reproduzierbarkeit bei genauer Dosierung sowie die Tatsache, dass
der gesamte Erreger appliziert wird. Diese Vorteile stehen jedoch zum einen den sehr hohen
Erreger-Dosen gegenuber, die aufgrund der raschen Elimination durch das Immunsystem
bendtigt werden [177, 178]. Zum anderen korrelieren diese Modelle nicht mit der Klinik, da
sie primar systemisch sind und nicht von einem lokalen Herd ausgehen, also sekundar
systemisch sind [177, 178].
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Die Aufhebung naturlicher Barrieren, wie beispielsweise der Darmbarriere, mit
anschlieBendem Ubertritt von Erregern in die eigentlich sterile Umgebung stellt die zweite
Gruppe der Sepsis-Modelle dar. Das von Wichtermann et al. beschriebene Zékum-Ligations-
Punktions-Modell (CLP) stellt wohl das am haufigsten eingesetzte Modell dieser Untergruppe
dar und wird von vielen Autoren als Goldstandard der praklinischen Sepsismodelle angesehen
[177, 183-185]. Hierbei wird nach medianer Laparotomie das Zékum freiprapariert und im
Anschluss an die Ligation, welche eine Ischamie des Zdkums bewirkt, eine Punktion
durchgefuhrt. Infolge tritt Faeces in den freien Bauchraum aus und induziert eine Peritonitis.
Eine modifizierte Variante ist das von Scheiermann et al. 2009 eingeflhrte Z6kum-Ligations-
Inzisions-Modell (CLI) [186]. Das dritte Modell mit Schadigung naturlicher Barrieren ist die
»Colon Ascendens Stent Peritonitis“ (CASP). Die Darmbarriere wird durch die Einlage eines
Stents im Colon ascendens aufgehoben [187]. CLP, CLI und CASP haben den Vorteil, eine
Mischinfektion mit lokalem Fokus auszulésen. Bedacht werden sollten jedoch die fehlende
Quantifizierbarkeit der austretenden Erreger-Dosis, der grofRe operative Aufwand und die
damit einhergehende Untersucher-Abhangigkeit mit eingeschrankter Reproduzierbarkeit.

Toxindmie-Modelle basieren auf der Applikation chemischer Agenzien wie Endotoxin,
Peptidoglykane, Lipoteichonsaure, CpG DNA, Zymosan und synthetischen Lipopeptiden [182].
Toxindmie-Modelle erméglichen Untersuchungen mit hoher Reproduzierbarkeit bei guter
Standardisierung, da die Agenzien hinsichtlich Dosis und Applikationsdauer genau
quantifiziert und in Korrelation zu den Beobachtungen gesetzt werden kénnen [182]. Sie sind
einfach in der Handhabung, schnell zu erlernen und sind nicht auf eine chirurgische
Intervention angewiesen. Ein weiterer Vorteil ist das schnelle Eintreten pathologischer
Veranderung nach Applikation des Toxins. [182, 188]. So kdnnen bereits 30-45 Minuten nach
LPS-Applikation die ersten pathophysiologischen Veranderungen beobachtet werden [189].
Der Nachteil der Toxinamie-Modelle besteht im Gegensatz zum CLP-Modell im Einsatz von
Erreger-Bestandteilen und nicht der ganzen Bakterien. Somit besteht nur eine eingeschrankte

Ubertragbarkeit auf human-klinische Sepsis-Syndrome [190].

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der oben genannten Vorteile (hohe
Standardisierung, hohe Reproduzierbarkeit, schnelle Anschlagszeit) das Endotoxinamie-
Modell gewahlt. Wir verwendeten ausschlieflilich den Serotyp E. coli 026:B6, da
unterschiedliche Serotypen zu signifikanten Ergebnisunterschieden fuhren kdonnen [191].
Aufgrund der Erkenntnis, dass verschiedene Aufarbeitungstechniken Auswirkungen auf die
LPS-Aktivitat haben konnen, wurde ausschliefllich Endotoxin aus einheitlicher Charge
verwendet [175].
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1.8 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Die Arbeitsgruppe von Barde et al. beschrieben im Jahre 1982 die Identifikation und Isolation
eines neurotrophen Wachstumsfaktors aus Schweinehirnen, welcher heute als ,Brain-derived
neurotrophic factor“ (BDNF) bezeichnet wird [192].

BDNF bildet zusammen mit dem Nerve Growth Factor (NGF), NT-3, NT-4/5 sowie NT-6 die
Familie der Neurotrophine und stimmt mit diesen in 50% seiner Aminosauresequenz uberein
[193]. Neurotrophine fungieren als Nervenwachstumsfaktoren und finden sich insbesondere

im zentralen und peripheren Nervensystem.

1.8.1 Struktur, Transport und Sekretion

BDNF ist ein basisches, homodimeres Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 13 kDa,
bestehend aus 2 Monomeren mit circa 240 Aminosauren [194]. Die Dimere sind parallel
ausgerichtet und nicht-kovalent verbunden [194]. Die einzelnen Monomere umfassen 7 [3-
Strange, welche mit drei Haarnadelschleifen und einer langeren Schleife verbunden sind
sowie Uber drei Disulfidbricken zwischen Cystein-Aminosauren verfligen [194, 195].

Die BDNF-Synthese beginnt mit dem 32-35 kDa schweren und 382 Aminosauren grofden
Propeptid ,proBDNF“ im endoplasmatischen Retikulum, welches anschliefend mittels
Carboxypeptidase und Huntingtin in Vesikel sortiert, zum Bedarfsort transportiert und dort
aktivitdtsabhangig ausgeschuttet wird [193, 196]. Die Pro-Region des proBDNF wird von
einigen Autoren verdachtigt, eine fur die Allokation wichtige Differenzierungsfrequenz zu
enthalten [195]. Im synaptischen Spalt wird proBDNF von Proteasen wie beispielsweise
Plasmin in das reife BDNF (,mBDNF“ = ,mature BDNF*) gespalten [197-200]. Das durch den
Gewebs-Plasminogen-Aktivator (tPA) vom Plasminogen abgespaltete Plasmin stellt somit eine
zentrale Einflussgrofle der BDNF-Regelkreise dar. Im Rahmen inflammatorischer Zustande
zeigt sich die Plasminaktivitat reduziert und korreliert im Rahmen einer schweren Sepsis mit
einer schlechten Prognose [201, 202]. In einer Sepsis kann daher eine verringerte mBDNF-

und ein Uberwiegen der proBDNF-Aktivitat vermutet werden.

1.8.2 Vorkommen und Quellen von BDNF

Anfanglich wurde eine BDNF-Expression ausschliefilich im ZNS vermutet [203]. Mit
zunehmenden Forschungsbemuhungen wurde eine Vielzahl weiterer Synthese-Lokalisationen
identifiziert. So konnte neben zentralem und peripherem Nervensystem auch eine Expression

in Lunge, Herz, Milz, GI-Trakt und Leber gefunden werden [193]. Interessanterweise finden
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sich die grofRten BDNF-Spiegel in Harnblase, Colon und Lunge und nicht, wie erwartet, im
Gehirn oder in der Haut [204]. Auf zellularer Ebene wurden neben Neuronen auch
Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Thrombozyten, Monozyten, Lymphozyten und Schilddrisen-
Stroma-Zellen als BDNF-Quellen identifiziert [205, 206]. Die Expression der BDNF-mRNA zeigt
sich zumindest im ZNS abhangig von Alter, Entwicklungsstadium und Geschlecht eines
Individuums. So finden sich wahrend der fetalen Entwicklung niedrige Spiegel, die postpartal
steigen und in der Adoleszenz mit zunehmendem Alter wieder sinken [207-209]. Frauen

weisen im Vergleich zu Mannern generell hbhere BDNF-Spiegel auf [210].

1.8.3 BDNF-Rezeptoren und Signalkaskaden

ProBDNF, mBDNF sowie die restlichen Mitglieder der Neurotrophin-Familie entfalten ihre
Wirkung Uber die Bindung extrazellularer Domanen von Rezeptor-Tyrosinkinasen, die Uber

eine Autophosphorylierung zu komplexen intrazellularen Signalkaskaden fuhren [211].

BDNF

TK+ / \ T

Tyrosinkinase '. RhoGDI1

Zell-Morphologie

.. Kalzium-Einstrom
Zell-Uberleben

Zell-Differenzierung
Synaptische Plastizitat

Abb. 1 TrkB-Signalweg; TK+ = Isoform vollstandiger Lange, T1 = gekurzte Isoform.
Autor: Blend~commonswiki [212]
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Wahrend das Propeptid proBDNF eine niedrig-affine Bindung mit dem Rezeptor ,p75
Neurotrophin® (p75NT) eingeht, wird die Wirkung des reifen mBDNF Uber die hoch-affine
Bindung mit dem Tyrosinkinase-Rezeptor B (TrkB) realisiert [200].

Viele Neurone besitzen sowohl p75NT- als auch TrkB-Rezeptoren. Aktivierte p75NT kdnnen
die Bindung von Liganden an TrkB einerseits erleichtern, die intrazellulare Signalkaskade
aber auch unabhangig von einer TrkB-Aktivierung initiieren [213]. Wie in Abb. 1 angedeutet,
besitzt TrkB, neben einer extrazellularen Domane, ein Transmembransegment sowie eine
intrazellulare Domane mit Kinaseaktivitat [193]. Eine Bindung von mBDNF an TrkB fuhrt initial
zu einer Dimerisierung des Rezeptors mit anschlieBender Phosphorylierung von
Tyrosinresten. Uber drei verschiedene Signalwege werden anschlieBend die
Transkriptionsfaktoren CREB bzw. CREB-binding Protein (CBP) moduliert, welche die
Expression diverser Effektorproteine steuern sowie die Freisetzung CaZ2*-lonen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) auslésen [214, 215]. Folgende drei Signalwege kdnnen
nach TrkB-Aktivierung unterschieden werden [193, 216, 217]:

1. RAS/MAPK/ERK-Signalweg: Die phosphorylierten Tyrosinreste ermoglichen ein
Andocken des Shc-Adapterproteins. Der Shc-Rezeptorkomplex bindet das
Adapterprotein Grb2 und fuhrt so zu einer Aktivierung des Ras/MAPK-ERK-
Sighalweges [216, 217].

2. IRS-1/PI3-K/AKT-Signalweg: Uber den Komplex aus TrkB-Rezeptor, Shc-
Adapterprotein und Insulin-Rezeptor-Substrat-1/2 (IRS-1/2) erfolgt die konsekutive
Aktivierung von Phosphadityl-Inositol-3-Kinase (PI3K) und Proteinkinase B.

3. PLC/DAG/IP3-Signalweg: Der Phosphorylierung der Tyrosinreste folgt eine Aktivierung
der Phospholipase C (PLC) und anschlieffend Diacylglycerol mit der Proteinkinase C
bzw. Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3). Beide Wege fluhren zu einem Ca2*-Freisetzung

aus dem ER.
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1.8.4 Effekte von BDNF mit hamodynamischer und inflammatorischer Relevanz

Als Teil der Neurotrophin-Familie wurde BDNF zu anfangs Uberwiegend unter dem Aspekt der
Regulation von Wachstum, Differenzierung und Uberleben bestimmter
Neuronenpopulationen betrachtet [195]. So reguliert BDNF Uber den Ras/MAPK/ERK-
Signalweg die Neurogenese und den Zell-Lebenszyklus Uber die Expression
lebensverlangernder sowie der Hemmung pro-apoptotischer Gene [216, 218]. Vaillant et al.
zeigten dies 1999 durch die Hemmung des RAS-PI3k-PKB-Signalweges, der das Uberleben
sympathischer Neuronen reduzierte [219]. Die erklarende Beobachtung gelang Brunet et al.
als sie zeigten, dass die Proteinkinase B pro-apoptotische Proteine weg von ihren
Transkriptionszielen sequestriert [217]. Die Wirkung auf Neuronendifferenzierung triggert
BDNF insbesondere Uber den PLC/DAG/IP3-Signalweg [215, 220].

Erst im Laufe der letzten Jahre kristallisierte sich heraus, dass BDNF und Neurotrophine eine
Vielzahl weiterer, bedeutungsvoller Aufgaben erfullen. So reguliert BDNF die synaptische
Plastizitat und dient als maglicher Marker bei Schizophreniepatienten [221-223]. Auch fur
die Rolle der Neurotrophine in Zustdnden schwerer Erkrankungen, wie der Sepsis, ergaben
sich interessante Erkenntnisse. Neurotrophine unterhalten die Angiogenese und verbessern
das Uberleben von Endothel, GefaBmuskel- und Herzmuskelzellen [193, 224-227].
Interessanterweise fanden Wang et al. Unterschiede in der Wirkung von proBDNF und
mBDNF. Wahrend mBDNF Uber TrkB eine therapeutische Neovaskularisation ermaglicht,
fuhrt proBDNF Uber den p75NT-Rezeptor zur Apoptose von Endothel und glatter Muskulatur
der GefaRle sowie zu einer Hemmung der Angiogenese [193, 228]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass BDNF Uber die Aktivierung der Proteinkinase B und der Stimulation der
Endothel-NO-Synthase zu einer konsekutiven Vasodilatation fuhrt, die insbesondere bei
gestorter Himodynamik organoprotektiv wirken kénnte [226, 228, 229]. Allerdings kdnnte
BDNF auf diesem Wege im Rahmen eines septischen Geschehens auch eine Verstarkung der
endotoxininduzierten vaskularen Hyporeaktivitat bewirken. Hierbei ist jedoch zu erwéahnen,
dass BDNF-Plasma-Spiegel positiv mit dem diastolischen Blutdruck korrelieren, auch wenn
die Kausalitat bislang nicht geklart ist [230]. Eventuell ist hier eine BDNF-vermittelte

Hemmung des Baroreflex von Bedeutung [231].

Das in den letzten Jahren verstarkte Interesse fur die Bedeutung BDNFs im Immunsystem
fuhrte zu der Erkenntnis, dass es von B-Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen, Mastzellen,

Makrophagen sowie wahrscheinlich von aktivierten CD4-Zellen ausgeschuttet wird und im
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Rahmen einer Neuroinflammation ein potenzielles therapeutisches Ziel darstellt [232-234].
Unter Einwirkung von TNF-a fuhrt BDNF Uber einen verstarkten Calcium-Einstrom zur

glattmuskularen Kontraktion bzw. Bronchokonstriktion [235].

Auch in inflammatorischen Zustédnden des Darms zeigen Neurotrophine eine protektive
Wirkung. Die Arbeitsgruppe von Reinshagen et al. zeigten nach Neurotrophin-Blockade eine
3fach verstarkte Gewebsschadigung im Colitis-Modell der Ratte. Dies wird auf die Reduktion
mucosaler ,Calcitonin gene-related Peptide“ (CGRP) zurlckgefuhrt [236]. Im Rahmen einer
Darmentzindung wirkt BDNF weiterhin anti-apoptotisch auf Zellen der Darm-Glia und
vermindert moglicherweise die Stérung der Darm-Barriere mit nachfolgender bakterieller
Translokation [237]. Im Jahre 2012 verdffentlichten Ritter et al. eine statistische Auswertung
der BDNF-Spiegel von 76 Intensivpatienten an Universitatskliniken im Vergleich mit 40
gesunden Probanden. Dabei zeigte sich zwar keine Korrelation zwischen Zytokin- bzw.
Thrombozyten- und BDNF-Plasma-Spiegel, jedoch korrelierten erniedrigte BDNF-Plasma-
Spiegel signifikant mit einer erhdhten Mortalitat [238]. Dies ist insbesondere vor dem
Hintergrund der Erkenntnis interessant, dass sich im Rattenmodell nach durchgemachter

Sepsis ebenfalls erniedrigte BDNF-Spiegel im Hippocampus feststellen lassen [239].
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2 Zielsetzung & Hypothese

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung von BDNF auf die Mikrozirkulation des
Darmes und die Leukozyten-Endothel-Interaktion unter experimenteller Endotoxindmie im
Rattenmodell zu untersuchen. Die Beeintrachtigung dieser Faktoren spielt eine zentrale Rolle
in der Entwicklung eines Multiorganversagens und kann mithilfe des von uns gewahlten
Modells intravitalmikroskopisch erfasst werden. Hierflr stellten wir folgende zu

untersuchende Arbeitshypothese auf:

,Die LPS-induzierte Endotoxinamie beeinflusst die intravitalmikroskopisch evaluierbare
intestinale Mikrozirkulation des Rattendarms, wobei der TrkB-Agonist BDNF positive Effekte

auf diese alterierte Mikrozirkulation hat.“

Mit unserer tierexperimentellen Untersuchung wollten wir weiterhin folgende Fragen

beantworten:

1. Welchen Einfluss hat BDNF auf die Leukozyten-Adharenz in submukdsen Venolen der

Darmwand unter experimenteller Endotoxinamie?

2. Welchen Einfluss hat die BDNF-Applikation auf die Zytokinfreisetzung unter

experimenteller Endotoxinamie?

3. Welche Auswirkungen hat BDNF auf die Regulation von Herzfrequenz und mittleren

arteriellen Blutdruck unter experimenteller Endotoxinamie?

Zur weiteren Beurteilung des klinischen Zustandes der Versuchstiere wurden weiterhin

Korpertemperatur, Blutgase und Laktat-Konzentration im Versuchsverlauf registriert.

Dabei definierten wir die funktionellen Kapillardichten der Laminae musculares longitudinalis
et circularis sowie der Tunica mucosa als primadre Endpunkte der Untersuchung. Die
temporare bzw. konstante Leukozytenadharenz der Darmvenolen ersten und dritten Grades,
der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz, Kérpertemperatur, Blutgase, Laktat-
Plasmakonzentration sowie die Konzentrationen von TNF-«, IL-1 «, IFN-y und MCP-1 im

Plasma stellten die sekundaren Endpunkte unserer Messungen dar.
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3 Material & Methoden
3.1 Versuchstiere
3.1.1 Tiermaterial

Es wurden insgesamt 40 mannliche Lewis-1A Ratten (Gewicht 268,5 + 56,5 g, Alter 6-9
Wochen) der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die
Tierversuche wurden gemafl den Richtlinien der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat fir
Tierversuche entsprechend und den MafRgaben der geltenden Tierschutzgesetzgebung
folgend mit groflter Sorgfalt durchgefihrt. Die Versuche wurden in Anordnung und Ablauf
durch das Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern (Aktenzeichen 7221.3-1.1-035/12) am 24. August 2012 genehmigt. Die
Durchfuhrung der Tierversuche erfolgte im Zeitraum 06.09.2012 bis 28.11.2012 in den
Laborraumen der Forschungsabteilung der Klinik und Poliklinik fir Andsthesiologie und
Intensivmedizin der Universitatsmedizin Greifswald. Die Versuchstierhaltung erfolgte in der
zentralen  Service- und Forschungseinrichtung flr Versuchstiere (ZSFV) der
Universitatsmedizin Greifswald. Vollklimatisierte Haltungsraume gewahrleisteten eine
konstante Raumtemperatur von 22 °C und eine konstante Luftfeuchtigkeit von 55 %. Die
Versuchstiere unterlagen einem 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus (Licht von 06:00 Uhr bis
18:00 Uhr) bei durchgangig freiem Zugang zu Wasser und Ratten-Zucht-Futter (V1326-003,
Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland).

3.1.2 Gruppeneinteilung

=  Gruppe 1 (n=10):  Kontrollgruppe = NaCl + NaCl

= Gruppe 2 (n=10): BDNF-Kontrolle = NaCl + BDNF

=  Gruppe 3 (n=10):  LPS-Gruppe = LPS + NaCl

=  Gruppe 4 (n=10): LPS/BDNF-Gruppe = LPS + BDNF

Die Gruppenzuteilung der Versuchstiere erfolgte nach zweifacher Randomisierung. Hierfur
wurden zuerst 40 Versuchstiere mittels Zufallsgenerator (Pseudo Random Number
Calculator, Statistical Solutions LLC, Cottage Grove WI, USA) in 4 Gruppen aufgeteilt.
AnschlieBend wurde durch erneuten Einsatz des Zufallsgenerators die jeweilige
Behandlungsstrategie den einzelnen Versuchstiergruppen zugewiesen.

Die Versuchstiere aller Gruppen wurden narkotisiert, prapariert und nach

Substanzapplikation mikroskopiert. Um eine hamodynamische Modulation durch die
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Volumenapplikation zu nivellieren, wurden in allen Gruppen identische Flussigkeitsvolumina
appliziert. So erfolgte in der Kontrollgruppe (1) unmittelbar nach der ersten Blutentnahme
bzw. 15 Minuten spater die i.v. Applikation von je 1 ml isotonische Natriumchlorid-Losung
(isotonische Natriumchlorid-Loésung 0,9 %, DeltaSelect, AlleMan Pharma GmbH, Rimbach,
Deutschland). In der BDNF-Gruppe (2) wurden 15 Minuten nach simulierter LPS-Gabe, 2
ug/Kg Korpergewicht BDNF (human Brain-derived neurotrophic factor, recombinant,
expressed in E. coli, Sigma-Aldrich, St. Lous, USA; geldst in Aqua ad injectabilia, AlleMan
Pharma GmbH, Rimbach, Deutschland) in NaCl-Lésung als Gesamtvolumen von 1 ml i.v.
appliziert. Die Versuchstiere der LPS-Gruppe (3) wurden zum Zeitpunkt t=0 mit 5 mg/Kg
Korpergewicht i.v. Lipopolysaccharid (Lipopolysaccharides from E. coli, 026:B6, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) geldst in 1 ml isotonische Natriumchlorid-Losung
und nach 15 Minuten mit 1 ml isotonische Natriumchlorid-Lésung i.v. behandelt. In der
LPS/BDNF-Gruppe wurden 5 mg/kg KG Lipopolysaccharid und nach 15 Minuten 2 pg/Kg
Korpergewicht BDNF, mit isotonischer Natriumchlorid-Losung auf 1 ml aufgezogen, i.v.

appliziert.

3.2 Versuchsmodell

Der allgemeine Versuchsablauf ist in Abb. 2 dargestellt und wurde in den vier Gruppen
identisch umgesetzt.

Nach erfolgter Narkose begann die maximal 45 Minuten dauernde Praparation. Die
Praparation umfasste die Tracheotomie mit anschlieBender endotrachealer Intubation, das
Einlegen eines vendsen und eines arteriellen Katheters sowie die Installation des
Monitorings. Nach Abschluss der Praparation wurde die erste arterielle Blutentnahme (BE)
und Blutgasanalyse durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt t=0 erfolgte die Induktion der
Endotoxindmie durch die intravendse Gabe von Lipopolysaccharid (LPS- und BDNF/LPS-
Gruppe) bzw. 1 ml NaCl-Lésung (Kontroll- und BDNF-Gruppe). Den mit BDNF zu

behandelnden Gruppen wurde dieses zum Zeitpunkt t=15 intravends appliziert, wahrend die

Narkose

Schnitt Laparotomie

Ruhephase Intravitalmikroskopie

90 105 120 135 150 165 180

Rhodamin / FITC

Abb. 2 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs (BE = Blutenthahme; BDNF = Brain-
derived neurotrophic factor; FITC = Fluoresceinisothiocyanat; LPS = Lipopolysaccharid)
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LPS- und die Kontrollgruppe erneut mit 1 ml NaCl-Lésung behandelt wurden. Nach Einhaltung
einer 75-mindtigen Ruhephase wurde die mediane Laparotomie durchgefuhrt. Funf Minuten
vor Beginn der Intravitalmikroskopie erfolgte die Applikation der Farbstoffe zur Markierung
der Leukozyten und Kontrastierung des Blutplasmas. Die Intravitalmikroskopie wurde zwei
Stunden nach LPS-Gabe begonnen und dauerte maximal 60 Minuten. Nach Abschluss der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen und der Durchfihrung der zweiten arteriellen

Blutentnahme (BE) sowie der Blutgasanalyse wurden die Versuchstiere euthanasiert.

3.3 Anasthesie und Monitoring

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Hilfe einer intraperitonealen Applikation von 60 mg/kg KG
Pentobarbital (Pentobarbital Natrium®, Synopharm, Barsbuttel, Deutschland,), da
Pentobarbital die Leukozyten-Endothel-Interaktion nicht beeinflusst [240]. Die
Aufrechterhaltung der Narkose wurde durch die Bolusgabe von 20 mg/kg KG Pentobarbital
i.v. alle 30 Minuten gewéhrleistet. Es fand eine regelméaRige Uberpriifung der Narkosetiefe
anhand des Ohr- und Schwanzreflexes sowie der kontinuierlich gemessenen Vitalparameter
statt. Das narkotisierte Versuchstier wurde in Rickenlage auf einem Warmekissen fixiert. Das
Warmekissen ermdglichte in Kombination mit einer rektal eingefuhrten Temperatursonde die
Konstanthaltung der Korperkerntemperatur (37 °C + 0,5). 15 Minuten nach
Narkoseeinleitung konnte die Operation durchgefihrt werden. Zur Sicherung der oberen
Atemwege und zur endotrachealen Absaugung, wurden alle Tiere nach erfolgter Tracheotomie
endotracheal intubiert. Als Tubus diente eine auf 2 cm gekurzte Venenverweilkanule (16 GA,
1,7 x 45 mm, Vialom™, Clinacally Superior®, Spanien). Regelmafig atmeten die
Versuchstiere spontan Raumluft. Bei Bedarf waren Sauerstoffapplikation und maschinelle
Beatmung (BP 2001 Infant Ventilator, Bear Medical Systems Inc., Riverside Ca., USA) méglich.
Je ein Polyethylenkatheter wurde in die Vena jugularis interna (Innendurchmesser: 0,75 mm,
AuBendurchmesser: 1,22 mm, SIMS Portex®, UK) und in die Arteria carotis communis
(Innendurchmesser: 0,58 mm, Auflendurchmesser: 0,96 mm, SIMS Portex®, UK)
eingebracht. Uber den zentralen Venenkatheter und eine angeschlossene Spritzenpumpe
(Injectomat cp-PS, Fresenius Hemocare, Bad Homburg, Deutschland) wurden zwei Drittel der
Gesamtvolumenzufuhr von 16 ml/kg KG/h isotonische NaCl-Losung (isotonische
Natriumchlorid-Losung 0,9 %, DeltaSelect, AlleMan Pharma GmbH, Rimbach, Deutschland)
sowie die jeweilige Versuchsmedikation appliziert. Uber eine, an den zentral-arteriellen
Katheter angeschlossene, Spritzenpumpe (Perfusor® fm, Braun AG, Meisungen,

Deutschland) wurde ein Drittel des Gesamtvolumens appliziert. Uber einen an den zentral-
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arteriellen Katheter angeschlossenen Druckwandler (1DT-XX-1 Safedraw®, Becton Dickinson,
Singapur) erfolgte die kontinuierliche Messung von Herzfrequenz und mittlerem arteriellen
Blutdruck (MAP). Herzfrequenz, mittlerer arterieller Blutdruck und Kdrperkerntemperatur
wurden mittels Intensivmonitoring-System (Model66S, Hewlett-Packard, Boblingen,

Deutschland) kontinuierlich dargestellt und alle 15 Minuten protokolliert.

3.4 Operative Technik

Nach Rasur und Desinfektion des Halses erfolgte die mediane Inzision Uber eine Schnittlange
von 2 cm von kranial nach Kaudal zur Er6ffnung des vorderen Halsdreiecks. Anschlieend
wurde die Cutis stumpf von der Faszie getrennt und die Trachea, unter Schonung des Nervus
laryngeus recurrens, freiprapariert. Vorbereitend erfolgte eine Umschlingung der Trachea mit
je einem Faden distal und proximal der Inizisionsstelle. Die freigelegte Trachea wurde quer
zum Verlauf mit einem Skalpell (Feather Disposable Scalpel No. 11, Feather Safety Razor Co.
LTD., Osaka, Japan) inzidiert und mit einer, auf 2 cm gekurzten, Venenverweilkanule (16 GA,
1,7 x 45 mm, Vialom™, Clinacally Superior®, Spanien) intubiert. Mit Hilfe der vorbereiteten
Umschlingungen wurde die Venenverweilkanule in der Trachea fixiert und die Trachea distal
der Inzisionsstelle ligiert. Die zentralvendse Kathetereinlage erfolgte im Anschluss an die
Intubation in Venae sectio-Technik. Hierbei wurde die Vena jugularis interna dextra stumpf
freigelegt, distal mit einem Faden ligiert, mit einer Mikroschere (Castroviejo-Vannas gerade,
Carl Teufel, Liptingen, Deutschland) quer zum Verlauf inzidiert und anschliefend
katheterisiert (Polyethylenkatheter, Innendurchmesser: 0,75 mm, Auflendurchmesser: 1,22
mm, SIMS Portex®, UK). Die Fixierung des zentral-ventsen Katheters erfolgte durch
Haltefaden und Annaht an die Cutis der rechten Halsseite. Die nachfolgende Einlage eines
Polyethylenkatheters (Innendurchmesser: 0,58 mm, AuRendurchmesser: 0,96 mm, SIMS
Portex®, UK) in die Arteria carotis communis sinistra erfolgte analog zur zentral-vendsen
Katheterisierung. Zusatzlich wurde die Arteria carotis communis proximal mit einem Mikroclip
(Schwartz Clip, Medicon Intrumente, Tuttlingen, Deutschland) abgeklemmt, welcher nach
Einlage und Fixierung des Katheters wieder entfernt wurde. Nach abgeschlossener Intubation
und Kathetereinlage wurde der Wundbereich mit einer Kompresse (Multipurpose Cloth
Premium, Tork®, Goteborg, Schweden) abgedeckt und durch Befeuchtung der Kompresse
mit isotonischer NaCl-Losung kontinuierlich vor Austrocknung geschutzt. Es folgten die
Induktion der experimentellen Endotoxindmie mit Lipopolysaccharid, die Applikation der

Testsubstanzen und eine 75-minutige Ruhephase.
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Im Anschluss an die Ruhephase, 90 Minuten nach Induktion der experimentellen
Endotoxinamie, erfolgte nach vorangegangener Rasur und Desinfektion die mediane
Laparotomie vom Processus Xiphoideus zur Symphyse. Hierbei wurde zuerst eine Hautinzision
durchgefuhrt und anschlieffend die Cutis stumpf von der darunterliegenden Faszie getrennt.
Die Bauchhohle wurde dann durch Kauterisieren mit einem Elektrokauter (Servoprax®
Batteriekauter, Servoprax® GmbH, Wesel, Deutschland) eréffnet und anschliefend mit einer
Kompresse abgedeckt und durch Befeuchtung der Kompresse mit isotonischer NaCl-Losung
kontinuierlich vor Austrocknung geschutzt. Allen Versuchstieren wurde nun 15 Minuten
Erholungszeit gewahrt.

Auf die Intravitalmikroskopie vorbereitend wurden die Versuchstiere auf einem speziellen
Mikroskopiertisch in Seitenlage verbracht, ein ca. 5 cm langes Segment des terminalen
lleums, proximal der lleocaecalklappe, aufgesucht und dieses auf die Haltervorrichtung des
Mikroskopiertisches ausgelagert. Hierbei wurde besonders auf eine kontaktarme
Handhabung und die spannungsfreie sowie atraumatische Lagerung des Darmes geachtet,
um eine, durch exogene Beeinflussung hervorgerufene, Leukozytenaktivierung und
Veranderung der funktionellen Kapillardichte zu vermeiden. Fir die Untersuchung der Tunica
mucosa wurde das zu untersuchende lleum-Segment antimesenterial mittels Elektrokauter
erdffnet. Hierbei wurde die exakte Fihrung des Elektrokauters besonders beachtet, so dass
Hitzealterationen der mesenterial gelegenen Illeum-Wand verhindert wurden. Bei
vorhandenem Darminhalt wurde dieser mittels kdrperwarmer, isotonischer NaCl-Losung
herausgespult. Wahrend der gesamten intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden
freiliegende, aber nicht zu untersuchende Darmabschnitte sowie die er6ffnete Bauchhohle
mit einer zugeschnittenen Kompresse abgedeckt. Die Kompresse wurde mit den Enden in

die, mit auf 37 °C temperierter isotonischer NaCl-Losung gefillte, Organwanne des
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Abb. 3 Modifizierte Darstellung der abgeschlossenen Praparation
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Mikroskopiertisches getaucht, so dass eine kontinuierliche Befeuchtung gewahrleistet wurde.
Eine Exposition der Organe gegenuber Raumluft und eine mégliche Austrocknung konnte so
verhindert werden. Zu Versuchsende erfolgte eine schnelle Euthanasie durch die intravendse
Applikation von 0,3 g Kaliumchlorid (Potassium chloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland, geldst in 2 ml isotonischer NaCl-Losung).

3.5 Der Mikroskopiertisch

Der eingesetzte Mikroskopiertisch wurde von D. Pavlovic (Klinik und Poliklinik far
Anasthesiologie und Intensivmedizin, Universitdtsmedizin Greifswald) nach Pavlovic et al.
[241] eigens flUr diese Versuchsart entworfen und aus Plexiglas gefertigt. Der
Mikroskopiertisch ist in Abb. 4 dargestellt und umfasst eine Tierauflageflache sowie eine
Organwanne mit darin enthaltener Organhalterung. Der Tierauflageflache liegt ein
elektrisches Warmekissen auf, auf welches das Versuchstier in Seitenlage gelagert wird. In
Kombination mit der rektal eingefuhrten Temperatursonde ermaglicht dies die Erhaltung
einer konstanten Koérperkerntemperatur von 37 °C (+ 0,5).

Die Wande der Organwanne werden durch einen kontinuierlichen Warmwasserkreislauf
erwarmt. Die in der Organwanne befindliche Organhalterung ist Uber eine Stellschraube
héhenverstellbar und halt den ausgelagerten Darmabschnitt ca. 2 mm Uber einem Spiegel
isotonischer, 37 °C warmer Natriumchlorid-Losung. Die Organwanne wurde durch ein
transparentes Deckglas mit abgerundeten Kanten (Microscope Slides, VWR® International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) abgedeckt. Zwischen Deckglas und dem auf der
Organhalterung liegenden lleum-Segment wird Uber einen Infusionswarmer (Hotline®, SIMS
Levell Inc, Rockland, USA) isotonische, 37 °C warme Natriumchlorid-Losung kontinuierlich
eingetropft (Flussrate: 2-3 ml/Minute). Dies fuhrt zu einer Tropfenbildung unterhalb des
Deckglases, dem so genannten ,Hanging Drop‘ [241]. Dieser hangende Tropfen verhindert
eine direkte Beruhrung von Deckglas und zu untersuchendem lleum-Segment, so dass eine
Irritation des Darmabschnitts und eine eventuell daraus resultierende Leukozytenaktivierung
oder Veranderung der Kapillardichte verhindert werden. Weiterhin verhindert der ,Hanging
Drop* die Austrocknung des Darms und speist den Spiegel der NaCl-Lésung der Organwanne.
Uber eine, an der Organhalterung befestigte und an das HP Intensivmonitoring-System
angeschlossene, Temperatursonde erfolgte eine kontinuierliche Uberwachung der
Temperatur des ausgelagerten lleum-Segmentes. Abweichungen von der Zieltemperatur (37

°C) wurden durch Modulation der Flussrate der eingetropften NaCl-Losung korrigiert.
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Abb. 4 Schematische Darstellung der Intravitalmikroskopie-Vorrichtung in seitlicher Ubersicht

(a) und Detaildarstellung (b) modifiziert nach Pavlovic et al [241]. Mit freundlicher
Genehmigung durch D. Pavlovic
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3.6

3.6.1

Intravitalmikroskopie

Technische Ausstattung

Der Versuchsaufbau ist in Abb. 5 schematisch dargestellt. Folgende technische Ausristung

wurde fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungen eingesetzt:

3.6.2

Epifluoreszenzmikroskop: Axiotech Vario®, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Lichtquelle: HBO 50, Carl Zeiss Jena, Deutschland
Okulare: 10x, Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Objektiv: Achroplan 20x/0,5, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Filtersatze: Nr. 10, Carl Zeiss, Jena, Deutschland (Anregung: BP 450 - 490 nm;
Frequenzteiler: 510; Emission: BP 515 - 565 nm) flr Beobachtungen mit FITC-Dextran;
Nr. 20, Carl Zeiss, Jena, Deutschland (Anregung: BP 546/12 nm; Frequenzteiler: 560;
Emission: BP 575 - 640 nm) fur Beobachtungen mit Rhodamine 6G

Kamera: AVT-BC 12, AVT-Horn®, Aalen, Deutschland
Videorecorder: NV-SV120, Panasonic, Hamburg, Deutschland
Monitor: PM-159, Ikegami Electronics, Neuss, Deutschland

Technisches Verfahren

[_rioow B
[Vosorocorior B

{L167:=
. ; A - 7
Monitor (X Intensivmonitor ® &

~ Lichtquelle

A

Epifluoreszensmikroskop

Spritzenpumpe - Venods 4—] i
NaClmi/h . g
Spritzenpumpe - Arteriell E
Ln o g ©
L :EI | Warmepumpe
NaCl ml /h
Abb. 5 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
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115 Minuten nach Induktion der experimentellen Endotoxindmie mit LPS erfolgten die
Markierung der Leukozyten mittels einer intravendsen Bolus-Applikation von 1,5 ml/kg KG
Rhodamin 6G (Rhodamin 6G 0,05%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
und die Kontrastierung des Blutplasmas mittels intravendser Bolus-Applikation von 1 ml/kg
KG FITC-Dextran (Albumin, Bovine-Fluorescein Isothiocyanate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland).

120 Minuten nach LPS-Applikation wurde die intravitalmikroskopische Untersuchung
durchgefuhrt. HierfUr wurde zuerst ein Tropfen destilliertes Wasser (Destilliertes Wasser,
Universitatsapotheke Greifswald, Deutschland) als Immersionsflussigkeit zwischen Objektiv
und Deckglas gegeben. Dies ermdglichte eine mikroskopierte Darmoberflache von ca. 1 cm?2.
Fir die Auszahlung der Leukozyten wurde das Mikroskop auf die Tela submucosa des
ausgelagerten lleum-Segments fokussiert. Es wurden 6 Gesichtsfelder mit Venolen ersten
Grades (V1) und 6 Gesichtsfelder mit Venolen dritten Grades (V3) (Abb. 6) aufgesucht und fur
jeweils 30 Sekunden per Videorecorder aufgezeichnet. Die Auswahl der aufgezeichneten
Gesichtsfelder erfolgte zuféllig, jedoch mussten die aufzuzeichnenden Venolen Uber eine
Lange von mindestens 300 uym ohne Verzweigung verlaufen. Der Zeitaufwand dieses
Abschnitts der Mikroskopie betrug ca. 20-25 Minuten.

Far die Aufnahme des Kapillarstrombettes wurde das Mikroskop mittels Fokussierung zuerst
auf die Lamina muscularis longitudinalis mucosae eingestellt. Die mittels der
Plasmakontrastierung durch FITC-Dextran nun sichtbar perfundierten Kapillaren wurden in 6
Gesichtsfelder zu je 30 Sekunden aufgezeichnet. Fir die Evaluierung des Kapillarstrombetts
der Lamina muscularis circularis mucosae wurde analog verfahren. Der Zeitaufwand fur
diesen Abschnitt der Mikroskopie betrug ca. 15 Minuten.

Nach Bohlen et al. [242] wurde das ausgelagerte lleum-Segment fur die
intravitalmikroskopische Untersuchung der Tunica mucosa Uber eine Lange von 1,5 cm
mittels Elektrokauter antimesenteriell eroffnet. Hierbei wurde besonders auf eine exakte
Fihrung des Elektrokauters geachtet, so dass Hitzealterationen benachbarter Darmareale
verhindert werden konnten. Eventuell vorhandener Darminhalt wurde mit kbérperwarmer,
isotonischer Natriumchlorid-Losung gespult, das aufgeklappte lleum-Segment wieder auf der
Haltevorrichtung gelagert und der ,hnangende Tropfen‘ zwischen Deckglas und Mucosa wieder
etabliert. Fur die darauffolgende Mikroskopie wurden Gesichtsfelder in direkter
Nachbarschaft der mesenterialen Gefaflarkaden gewahlt. Dies stellte den grofitmaoglichen
Abstand des zu mikroskopierenden Gesichtsfeldes zu den, durch die Kauterisierung
bedingten, Schnittrander und Hitzealterationen der antimesenterialen Seite sicher. Auch hier

wurden 6 Gesichtsfelder mit dem vollstandig dargestellten Kapillarbett, je einer Zotte der
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Tunica mucosa fur je 30 Sekunden aufgezeichnet. Der Zeitaufwand fur diesen Abschnitt der
Mikroskopie betrug ca. 8-15 Minuten. Die Gesamtdauer der intravitalmikroskopischen
Untersuchung betrug somit ca. 45-60 Minuten. Die computergestutzte Auswertung erfolgte
nachtraglich mit Hilfe der Spezialsoftware ,Cap Image“ (Cap-lmage 8.3, Dr. Zeintl

Ingenieurburo, Heidelberg, Deutschland).

3.6.3 Auswertung der Leukozyten-Endothel-Interaktion

Fur die Auswertung der Leukozyten-Endothel-Interaktion wurden regelmafig jeweils 6, unter
erschwerten Bedingungen jedoch mindestens 5 Venolen des ersten Grades (V1) und des
dritten Grades (V3) analysiert (Abb. 6). Die Venolen ersten Grades (V1) stellten sich mit einem
Durchmesser von 117,3 + 14,47 ym (MW £ SD), die Venolen dritten Grades (V3) mit einem
Durchmesser von 42,20 + 6,271 um (MW % SD) dar.

Abb. 6 Schema des Darmwandaufbaus: A1-A5 = Aufzweigungen der Arteriolen,
V1-V4 = Aufzweigungen der Venolen, CC = Kapillaren des Stratum muscularis
circularis, LC = Kapillaren des Stratum muscularis longitudinalis, MA = zentrale
Villusarteriole, DA = Verteilungsarteriolen, PC = prakapillare Sphinkteren, MC =
Mucosakapillaren, 2VM = mucosale Venolen 2. Ordnung, CV =
Villussammelvenole. [243]
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3.6.3.1 Temporar adharente Leukozyten (Roller-Flow)

Definition: Anzahl der aktivierten Leukozyten, welche einen definierten Gefaflabschnitt in
einem Zeitraum von 30 Sekunden, auf dem Gefafendothel rollend (sog. ,Roller”), passieren
[170]. Die durchschnittliche Geschwindigkeit rollender Leukozyten betragt ca. 50 um./s
[244]. Der Roller-Flow wird in allen aufgezeichneten Gefaflabschnitten bestimmt und der
Mittelwert errechnet.

[Roller-Flow] = Leukozyten / min

3.6.3.2 Konstant adhéarente Leukozyten (Sticker)

Definition: Anzahl der aktivierten Leukozyten, welche in einem definierten GefaRabschnitt
uber einen Zeitraum von mindestens 30 Sekunden unbeweglich am Endothel haften [170].

[Sticker] = Leukozyten / mm?2

Fur die Berechnung der Endotheloberflache wird eine Zylinderform der GefaRe angenommen
[170]:

F = Zylinderflache =1x U

U = Zylinderumfang =m x d

d = Gefafldurchmesser

| = Gefafdlange

Die Anzahl konstant adharenter Leukozyten (Abb. 7) wird in allen aufgezeichneten
Gefaflabschnitten bestimmt und der Mittelwert errechnet. Die Auszahlung der temporar
adharenten und konstant adharenten Leukozyten sowie die mafistabsgetreue Gréfen- und
Langenbestimmung erfolgten softwaregestutzt nach vorangegangener Justierung mit einem

Eichraster.

3.6.4 Auswertung der funktionellen Kapillardichte

Definition: Die funktionelle Kapillardichte (FCD) definiert sich durch die Gesamtlange der
sichtbar erythrozytar perfundierten Kapillaren (Erythrozyten imponieren Dunkel auf, FITC-

Dextran-markiertem, hellen Plasma) im Verhaltnis zu einer umschriebenen Flache [170].
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Fur eine detaillierte Auswertung wurden die Perfusionsmuster wie folgend eingeteilt:

1. Funktionelle Kapillaren: Kapillaren mit sichtbarer, unidirektionaler
Erythrozytenperfusion Uber die gesamte Strecke in der umschriebenen Flache Uber

einen Betrachtungszeitraum von 30 s.

2. Dysfunktionelle Kapillaren: Kapillaren mit vorhandener Erythrozytenperfusion. Die
Erythrozyten weisen jedoch eine Pendelbewegung (bidirektionale Perfusion) auf oder

passieren die umschriebene Kapillarstrecke in 30 s nicht vollstandig.

3. Nicht-funktionelle Kapillaren: Kapillaren mit sichtbar stehenden Erythrozyten oder

fehlender Erythrozytenperfusion innerhalb der Beobachtungszeit von 30 s.

Zur Auswertung gelangten Kapillaren der Schichten Lamina muscularis longjitudinalis (Abb.
8), Lamina muscularis circularis (Abb. 9) und der Tunica mucosa (Abb. 10).

Die Auswertung erfolgte computergestutzt in Anlehnung an die manuelle Methode nach
Schmid-Schoenbein et al. [245]. Hierfir wurde zuerst eine Referenzflache (A) festgelegt.
Anschliefend erfolgte die Markierung der zu messenden Kapillarstrecke (S) durch das
Nachzeichnen mittels Computermaus. Die Bestimmung der Kapillarstrecke erfolgte jeweils
fur funktionelle, dysfunktionelle und nicht-funktionelle Kapillaren. Zur Ermittlung der
funktionellen Kapillardichte (FCD), der dysfunktionellen Kapillardichte (DCD) und der nicht-
funktionellen Kapillardichte (NCD) berechnete die PC-Software Cap-Image anschlieend das

Verhaltnis aus markierter Strecke und umschriebener Referenzflache:

A = Referenzflache
S = Kapillarstrecke

Kapillardichte = S/A = cm/cm?2 = cm-?

In den Laminae muscularis longitudinalis und muscularis circularis wurden jeweils 6
Gesichtsfelder ausgewertet, wobei die Referenzflache (A) den dargestellten Gesichtsfeldern
in toto entsprach. Zur Auswertung der mucosalen Kapillaren gelangte je ein zufallig gewahlter
Villus aus den 6 Gesichtsfeldern, wobei die Referenzflache (A) der Flache des gesamten,

dargestellten Villus entsprach.
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Abb. 7 Intravitalmikroskopische Aufnahme einer Venole (V1) des terminalen lleums
einer Ratte. Die mit Rhodamin 6G markierten und am Endothel haftenden
Leukozyten (,Sticker”) imponieren als helle Punkte im Lumen der Venole.

Abb. 8 Intravitalmikroskopische Aufnahme der Lamina muscularis longitudinalis des
terminalen lleums einer Ratte. Die hier dunkel dargestellte Gefazeichnung
entspricht der vollstandig funktionellen Erythrozytenperfusion, welche das, mit
FITC-Dextran markierte, sonst hell imponierende Blutplasma Uberdeckt.

40



Material & Methoden

Abb. 9 Intravitalmikroskopische Aufnahme des Kapillarbetts am Ubergang Laminae
muscularis longitudinalis (GefaBverlauf im Hintergrund = Diagonal von links
oben nach rechts unten) und circularis (Gefafverlauf = Diagonal von rechts
oben nach links unten) des terminalen lleums einer Ratte.

052184 mm?

Abb. 10 Intravitalmikroskopische Aufnahme der Tunica mucosa des terminalen lleums
einer Ratte. Der Villus und die zur Berechnung der FCD erforderlichen
Referenzflache sind hier weifs umrandet dargestellt.
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3.7 Blutgasanalyse

Fiar die laborchemische Untersuchung wurde jedem Versuchstier nach Abschluss der
Praparation und nach Abschluss der intravitalmikroskopischen Untersuchung (vgl. Abb. 2)
jeweils ca. 1 ml arterielles Blut, Uber den in der Arteria carotis communis liegenden
Polyethylenkatheter, in ein HeparinrGhrchen entnommen.

Hiervon wurden 500 pl zur Bestimmung von pH-Wert, Sauerstoffsattigung (Sa0a2),
Sauerstoffpartialdruck (pO2), Kohlendioxidpartialdruck (pCO2), Hydrogencarbonat (HCO3),
Basenabweichung (cBase), Laktatkonzentration (cLac), Glukosekonzentration (cGluc) der

maschinellen Blutgasanalyse zugefuhrt (ABL 90, Radiometer GmbH, Willich, Deutschland).

3.8 Zytokinbestimmung mittels ,Fluorescent Bead Immunoassay*

Zur Bestimmung von IFN-y, IL-1a, MCP-1 und TNF-a wurden weitere 500 ul bei 3000 U/min
fir 10 Minuten zentrifugiert, das Plasma in 3 Fraktionen zu je 70 ul in Eppendorfgefaie
abpipettiert und anschliefend bei -70 C° zur spateren Aufarbeitung eingefroren. Die
Konzentrationsermittlung erfolgte unter Verwendung des standardisierten,
rattenspezifischen Fluoreszenz Immunoassays ,Rat Cytokine 5plex Kit“ und ,FlowCytomix*“
(BMS826FF, Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich). Die Zytokinbestimmung erfolgte
durch Roswitha Dressler aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Raila Busch im Zentrum fur

Innere Medizin, Klinik und Poliklinik fUr Innere Medizin B, Universitatsmedizin Greifswald.

Das “Rat Cytokine 5plex Kit” ist ein kommerziell erhaltliches und rattenspezifisches Analysekit
zur Zytokinbestimmung und enthalt einen ,Fluorescent Bead Immunoassay“. Dieser
funktioniert nach dem Prinzip eines auf fluoreszierenden Mikroperlen basierenden Sandwich-
Assays. Hierbei ist jede Mikroperle mit, fur einen Analyt spezifischen, Primarantikdrpern
ummantelt. Diese ummantelten Mikroperlen werden gemeinsam mit dem zu untersuchenden
Analyt oder einem Standardgemisch inkubiert. Der Analyt bindet dabei an die mit Mikroperlen
gekoppelten Primarantikorper.

In einem zweiten Arbeitsschritt werden dem Gemisch biotinkonjugierte Antikorper
hinzugeflgt. Diese sogenannten Sekundarantikdérper binden wiederum an die vom
Primarantikrper gebundenen Analyte. Nach Zugabe von Streptavidin-Phycoerythin bindet
dieses die Biotin-Konjugate und nach Anregung mittels Argon- oder He-Ne-Laser entsteht ein
spezifisches Fluoreszenzmuster, welches mit einer Wellenlange von 690 nm emittiert und
zusammen mit der spezifischen Grofle der Mikroperlen charakteristisch fur jeden Analyt ist

und erlaubt so den Nachweis und die Differenzierung mittels Durchflusszytometrie [246].
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3.9 Statistik

Die statistische Analyse und die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit Hilfe der
Statistik-Software GraphPad Prism® (GraphPad Prism® v6.02, GraphPad Software Inc., La
Jolla, USA). Im ersten Schritt wurde die deskriptive Statistik (Mittelwert, Varianz,
Standardabweichung, Standardfehler) erstellt. AnschlieBend wurden die Werte mittels
Student’s T-test und Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet.

Bei vorliegender Normalverteilung wurden einfaktorielle Mittelwertvergleiche (Mehrere
Gruppen, ein Zeitpunkt) unabhangiger Stichproben unter Einsatz einer 1way-ANOVA (Analysis
Of Variance, 1 Variable) mit dem Newman-Keuls-Posttest durgefihrt. Bei fehlender
Normalverteilung erfolgte eine nichtparametrische Varianzanalyse mittels Kruskal-Wallis-Test
und dem Dunns-Posttest. Multifaktorielle Mittelwertvergleiche (Mehrere Gruppen, Mehrere
Zeitpunkte) wurden bei vorliegender Normalverteilung per 2way-ANOVA durchgefuhrt und

ermittelte Signifikanzen mit dem Bonferroni-Posttest verifiziert.

Das statistische Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert.
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4  Ergebnisse

4.1 Intravitalmikroskopie

4.1.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

4.1.1.1 Temporar adharente Leukozyten (Roller-Flow)

Die Analyse der temporaren Leukozytenadharenz der Venolen ersten Grades (V1) ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen der unbehandelten (LPS, 2,047 + 0,5940) und der mit
BDNF behandelten Endotoxinamie-Gruppe (LPS/BDNF, 2,507 + 1,178). Auch die
Gegenuberstellung der Endotoxin-freien Kontroll- (2,693 + 0,5175) und BDNF-Gruppe (3,156
+ 0,7210) mit den Endotoxindmie-Gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede, wobei
eine tendenzielle Abnahme der Leukozytenadharenz unter Endotoxindmie erkennbar war. Die
BDNF-Applikation fuhrte gegenuber den BDNF-freien Gruppen zu einer tendeziellen Zunahme
der Leukozytenadharenz (n/min, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, auRer BDNF: n = 9).

Temporar adhdrente Leukozyten Venole (V1)

temporar adhdrente Leukozyten (n/min)

<< X
QN
S

Abb. 11 Temporar adharente Leukozyten in der Venole ersten Grades in n/min, Mittelwert
+ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Die temporare Leukozytenadharenz in den Venolen der dritten Generation zeigte im Vergleich
der BDNF-behandelten (LPS/BDNF-Gruppe: 0,6733 + 0,1557) und der unbehandelten (LPS-
Gruppe: 0,7667 + 0,2857) Endotoxinamie-Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Unter
Endotoxinamie zeigte sich gegenuber der endotoxinfreien Kontroll- (2,644 + 1,092) und
BDNF-Gruppe (1,533 + 0,6222) erneut eine tendenzielle Reduktion der temporaren
Leukozytenadharenz um ca. 71 % bzw. 49,99 %. Gegenuber der Kontroll-Gruppe konnten wir
eine statistisch nicht signifikante Abnahme der Leukozytenadharenz nach BDNF-Applikation
um ca. 42 % feststellen (n/min, MW + SEM; Kontrollgruppe: n = 9, BDNF-Gruppe: n = 8; LPS-
Gruppe: n = 10; LPS/BDNF-Gruppe: n = 10).

Temporar adhdrente Leukozyten Venole (V3)

Ri..

Abb. 12 Temporar adharente Leukozyten in der Venole dritten Grades in n/min, Mittelwert
+ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe

temporar adhdrente Leukozyten (n/min)
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4.1.1.2 Konstant adharente Leukozyten (Sticker)

In der Auswertung der groRen Venolen (V1) fuhrte die BDNF-Applikation unter Endotoxinamie
(LPS/BDNF, 85,41 + 18,31) zu einer tendenziellen Zunahme der konstant adharenten
Leukozyten gegenuber der unbehandelten Endotoxinamie-Gruppe (LPS, 64,23 + 7,786). Das

Signifikanzniveau wurde hierbei nicht erreicht.

Die Lipopolysaccharid-Gabe flhrte in der LPS-Gruppe zu einer, im Vergleich zur LPS-freien
Kontrollgruppe (Kontrolle, 27,3 + 3,661), signifikanten (p < 0,05) Zunahme der Sticker um
235 %. Die mit BDNF behandelten, endotoxinamischen Versuchstiere (LPS/BDNF) zeigten
gleichfalls eine signifikante (p < 0,01) Steigerung der konstanten Leukozytenadhéarenz
gegenuber der Kontroll- und der BDNF-Gruppe (BDNF, 36,10 + 4,783). Die alleinige BDNF-
Applikation in der BDNF-Gruppe ergab gegenuber der Kontrollgruppe keine signifikante
Veranderung in der Anzahl der am Endothel konstant haftenden Leukozyten (n/mm2, MW +
SEM; alle Gruppen n = 10, aufler BDNF: n = 9).

Konstant adharente Leukozyten Venole (V1)

1501
p<0,01

p<0,01

100+

adhérente Leukozyten (n/mm?)

Abb. 13 Konstant adharente Leukozyten in der Venole ersten Grades in n/mm?2, Mittelwert
+ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Die Auswertung der kleinen Venolen (V3) ergab unter BDNF-behandelter Endotoxinamie
(LPS/BDNF, 291,9 + 33,8) eine signifikante Zunahme der konstant adharenten Leukozyten
gegenuber der unbehandelten Endotoxinamie-Gruppe (LPS, 211,7 + 22,15) (LPS/BDNF vs.
LPS = p < 0,05). Der Zuwachs in der BDNF-behandelten LPS-Gruppe gegenuber der
unbehandelten LPS-Gruppe entsprach dem Faktor 1,378. Nach induzierter Endotoxinamie
zeigte die unbehandelte LPS Gruppe gegenuber der Kontroll- (Kontrolle, 98,31 + 18,99) und
der reinen BDNF-Gruppe (BDNF, 113,4 + 27,48) eine signifikant (p < 0,05) erhéhte konstante
Leukozytenadharenz. Die Zunahme der Leukozytenadharenz entsprach dem Faktor 2,15 (vs.
Kontrollgruppe) bzw. 1,86 (vs. BDNF-Gruppe).

Im Vergleich der Endotoxin-freien Gruppen fuhrte die reine BDNF-Applikation gegenuber der
Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Veranderung der Sticker-Anzahl in den kleinen Venolen
(V3). Die Behandlung der Endotoxindmie mit BDNF fuhrte auch gegenuber den Endotoxin-
freien Gruppen zu einem hochsignifikanten Anstieg der konstanten Leukozytenadhéarenz
(LPS/BDNF vs. Kontrolle = p < 0,0001; LPS/BDNF vs. BDNF = p < 0,001;). (n/mm?2, MW +
SEM; Kontroll-Gruppe: n = 9; BDNF-Gruppe: n = 9; LPS-Gruppe: h = 10; LPS/BDNF-Gruppe: n
=10).

Konstant adharente Leukozyten Venole (V3)

500
p < 0,0001

p < 0,001

4001 f 1
p < 0,05

300
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1004

adhirente Leukozyten (n/mm?)

Abb. 14 Konstant adharente Leukozyten in der Venole dritten Grades in n/mm?2, Mittelwert
+ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.1.2 Funktionelle Kapillardichte
4.1.2.1 Lamina muscularis longitudinalis

Die durchschnittliche Gesamtheit der funktionellen Kapillaren zeigte sich unter BDNF-
behandelter Endotoxinamie (LPS/BDNF, 114,0 + 5,047) gegenuber der unbehandelten
Endotoxinamie (LPS, 127,2 + 8,508) zwar tendenziell erniedrigt, erreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau.

Im Vergleich mit der endotoxin-freien Kontrollgruppe (147,3 + 6,397 cm/cm?2) zeigte die
unbehandelte LPS-Gruppe eine tendenzielle Abnahme der durchschnittlichen Gesamtheit
funktioneller Kapillaren. In den endotoxin-freien Gruppen liefen sich keine Unterschiede
feststellen (Kontrollgruppe, 147,3 + 6,397 vs. BDNF, 143,1 + 8,748). Die Behandlung der
Endotoxinamie mit BDNF (LPS/BDNF, 114,0 + 5,047) fihrte, verglichen mit der Kontroll- und
BDNF-Gruppe, zu einer signifikant (p < 0,05) reduzierten Kapillarperfusion. Die funktionelle
Kapillardichte in der LPS/BDNF-Gruppe war somit um 22,61 % geringer als in der
Kontrollgruppe (cm/cm?2, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufler BDNF-Gruppe: n = 9).

Funktionelle Kapillardichte

Lamina muscularis longitudinalis

2007 p<0,05

p <0,05

150

1007

501

funktionelle Kapillardichte (cm/cm?)

Abb. 15 Funktionelle Kapillardichte (FCD) der Lamina muscularis longitudinalis in cm/cm2,
Mittelwert £+ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-
Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Die Analyse der dysfunktionellen Kapillardichte ergab fur die LPS/BDNF-Gruppe mit 1,680 +
1,098 cm/cm? eine, gegenuber der unbehandelten LPS-Gruppe, tendenziell erniedrigte
dysfunktionelle Kapillardichte LPS, 2,605 + 1,593. Das Signifikanzniveau (p < 0,05) wurde
dabei jedoch nicht erreicht.

Wahrend wir keine dysfunktionellen Kapillaren in der Kontrollgruppe (Kontrolle, 0,0 + O)
feststellen konnten, fanden wir unter unbehandelter Endotoxindmie einen signifikanten
Anstieg der dysfunktionellen Kapillardichte (Kontrolle, 0,0 + O vs. LPS, 2,605 + 1,593; p <
0,05). Bei fehlender Endotoxinamie zeigte die alleinige BDNF-Applikation eine dysfunktionelle
Kapillardichte von 0,364 + 0,2508 cm/cmZ2. Gegenuber den weiteren Gruppen waren diese
Werte jedoch nicht signifikant (cm/cm2, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufer BDNF-Gruppe:
n=9).
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Abb. 16 Dysfunktionelle Kapillardichte (DCD) der Lamina muscularis longitudinalis in
cm/cm?2, Mittelwert £ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS
= LPS-Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Unter Endotoxinamie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede durch die Behandlung mit
BDNF (LPS, 10,09 + 5,224 vs. LPS/BDNF, 11,27 + 1,804). Gegenuber der Kontrollgruppe
verzeichneten wir einen sehr signifikanten Anstieg der kapillaren Minderperfusion unter
unbehandelter Endotoxindmie (Kontrolle, 0,4943 + 0,4321 vs. LPS, 10,09 + 5,224; p< 0,01).
Im Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigte die LPS-Gruppe somit eine, um den Faktor 20,413
erhohte, Dichte nicht-funktioneller perfundierter Kapillaren. In Endotoxin-freien Zustanden
fuhrte die alleinige BDNF-Applikation zu einer nicht-signifikanten Zunahme der nicht-
funktionellen Kapillardichte (Kontrolle, 0,4943 + 0,4321 vs. BDNF, 3,267 + 1,021).

Unter mit BDNF behandelter Endotoxinamie fanden wir gegenuber der Kontrollgruppe
hdchstsignifikante (LPS/BDNF, 11,27 + 1,804 vs. Kontrolle 0,4943 + 0,4321; p < 0,0001)
und gegenlUber der endotoxin-freien BDNF-Gruppe signifikante Anstiege der kapillaren
Minderperfusion (LPS/BDNF, 11,27 + 1,804 vs. BDNF, 3,267 + 1,021; p < 0,05). Die
BDNF/LPS-Gruppe wies somit eine, um den Faktor 22,799 erhdhte, Dichte der nicht-
funktionell perfundierten Kapillaren auf (cm/cm2, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufRer
BDNF-Gruppe: n = 9).

Nicht-funktionelle Kapillardichte
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Abb. 17 Nicht-funktionelle Kapillardichte (NCD) der Lamina muscularis longitudinalis in
cm/cm?, Mittelwert + SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS
= LPS-Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.1.2.2 Lamina muscularis circularis

Die funktionelle Kapillardichte der Lamina muscularis circularis stellte sich unter
Endotoxinamie nach BDNF-Behandlung tendenziell reduziert dar (LPS/BDNF, 80,61 + 9,683
vs. LPS, 103,3 + 14,31). Die funktionelle Kapillardichte der Versuchstiere zeigte sich unter
unbehandelter Endotoxindmie auch gegenuber der Kontrollgruppe tendenziell weniger
ausgepragt (LPS, 103,3 + 14,31 vs. Kontrolle, 113,5 + 7,674).

Die Analyse der Versuchstiere, die eine BDNF-Applikation (BDNF, 83,42 + 7,639; LPS/BDNF,
80,61 + 9,683) erhielten, ergab im Vergleich zu BDNF-freien Tieren eine tendenziell
reduzierte funktionelle Kapillardichte auf ahnlichem Niveau (LPS, 103,3 + 14,31; Kontrolle,
113,5+ 7,674).

Im Ausgangszustand stellte sich die funktionelle Kapillardichte der Lamina muscularis
circularis geringer ausgepragt dar als in der der Lamina muscularis longitudinalis, wie der
Vergleich der Kontrollgruppen zeigte (113,5 + 7,674 vs. 147,3 + 6,397; p = 0.0033).
(cm/cm2, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufler BDNF-Gruppe: n = 9).

Funktionelle Kapillardichte

Lamina muscularis circularis
150+

funktionelle Kapillardichte (cm/cm?)

%oééo & "

Abb. 18 Funktionelle Kapillardichte (FCD) der Lamina muscularis circularis in cm/cm?2,
Mittelwert £ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-
Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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In der Lamina muscularis circularis wurden in allen Gruppen dysfunktionelle Kapillaren
gefunden. In den Gruppen mit induzierter Endotoxindmie wurde ein identisches Niveau
erreicht (LPS-Gruppe: 3,643 + 1,958; LPS/BDNF-Gruppe: 3,735 + 1,808). Es zeigte sich zwar
eine tendenzielle Erhdhung gegenlber der Kontroll- (0,5257 + 0,2964) und BDNF-Gruppe
(0,4526 + 0,4526), statistisch signifikante Gruppen-Unterschiede liefien sich jedoch nicht

ermitteln.

Dysfunktionelle Kapillardichte
Lamina muscularis circularis

dysfunktionelle Kapillardichte (cm/cm?)

Abb. 19 Dysfunktionelle Kapillardichte (DCD) der Lamina muscularis circularis in cm/cm?2,
Mittelwert £ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-
Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Die nicht-funktionell perfundierten Kapillaren lieRen sich unter unbehandelter Endotoxinamie
mit Dichtewerten von 24,13 + 5,786 cm/cm? nachweisen. Die Behandlung der
Endotoxinamie mit Brain-derived neurotrophic factor fuhrte zu einer zusatzlichen
Verminderung der Perfusion und somit zu einer Zunahme der nicht-funktionellen
Kapillardichte (LPS/BDNF, 37,48 + 6,650), die sich jedoch statistisch gegenuber der reinen
LPS-Gruppe nicht signifikant zeigte.

Die Mikrozirkulation bei unbehandelter Endotoxindmie zeigte sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe zwar tendenziell, jedoch nicht signifikant erhoht (LPS, 24,13 + 5,786 vs.
Kontrolle, 7,033 + 2,844).

Durch die zusatzliche Zunahme der nicht-funktionell perfundierten Kapillaren unter BDNF-
behandelter Endotoxindmie erreichten die Ergebnisse in dieser Gruppe gegenuber den
Endotoxin-freien Gruppen ein sehr signifikantes Niveau (LPS/BDNF, 37,48 + 6,650 vs.
Kontrolle, 7,033 + 2,844; bzw. vs. BDNF, 7,492 + 5,042 jeweils p <0,01). (cm/cm2, MW =+
SEM; alle Gruppen n = 10, aufler BDNF-Gruppe: n = 9).

Nicht-funktionelle Kapillardichte
Lamina muscularis circularis
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Abb. 20 Nicht-funktionelle Kapillardichte (NCD) der Lamina muscularis circularis in cm/cm2,
Mittelwert £ SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-
Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.1.2.3 Tunica mucosa

Die Untersuchung der Tunica mucosa zeigte keine signifikanten Unterschiede der
funktionellen, dysfunktionellen und nicht-funktionellen Kapillardichte. Insbesondere der
Vergleich der Gruppen unter Endotoxindmie war ohne signifikanten Unterschied. Die
Kontrollgruppe (407,8 + 18,76) und die BDNF-Gruppe (392,1 + 24,15) zeigten gegenuber
den Endotoxinamie-Gruppen eine geringflugig starkere funktionelle Kapillarperfusion (LPS-
Gruppe: 345,7 + 20,28; LPS/BDNF-Gruppe: 362,6 + 25,37). Wahrend in der Tunica mucosa
keine dysfunktionellen Kapillaren nachgewiesen werden konnten, zeigten sich nicht-
funktionelle Kapillaren lediglich in den Endotoxinamie Gruppen (LPS-Gruppe: 1,992 + 1,992;
LPS/BDNF-Gruppe: 2,315 + 1,402) (cm/cm?2, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufier BDNF-
Gruppe: n =9).

Funktionelle Kapillardichte
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Abb. 21 Funktionelle Kapillardichte (FCD) der Tunica mucosa in cm/cm2, Mittelwert + SEM;
Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe, BDNF+LPS
= LPS/BDNF-Gruppe
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Abb. 23

Dysfunktionelle Kapillardichte

& Tunica mucosa
€ 1.0
SN
€
=
() 0.8
e
=
°
E 0.6
%-
N
w 0.4
o
5
'.._3 0.2
S
= - = — —3
% 0.0 nl 10 n. n .10 n .10
2 & ) ')
N 53 S N
s © &
L
<§)

Ergebnisse

Dysfunktionelle Kapillardichte (DCD) der Tunica mucosa in cm/cm2, Mittelwert +
SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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Nicht-funktionelle Kapillardichte (NCD) der Tunica mucosa in cm/cm?, Mittelwert +
SEM; Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.2 Klinische Parameter
4.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Die invasive Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks ergab Ausgangswerte (t=0) auf
ahnlichem Niveau (Kontrolle: 127,3 + 4,206; BDNF: 123,2 + 4,229; LPS: 129,2 + 3,272;
LPS/BDNF: 123,1 + 3,209). In den Lipopolysaccharid-behandelten Gruppen konnte bereits
15 Minuten (LPS/BDNF-Gruppe: 97,5 + 3,701; p < 0,0001) bzw. 30 Minuten (LPS-Gruppe:
100,1 + 4,741; p < 0,001) nach induzierter Endotoxindmie ein, gegentber dem eigenen
Ausgangswert, hoch signifikanter MAP-Abfall festgestellt werden, wahrend innerhalb der
Kontroll- und BDNF-Gruppe keine signifikanten Unterschiede gegenuber dem
Ausgangszustand im zeitlichen Verlauf verzeichnet wurden. Das signifikant abgesenkte
Niveau wurde in beiden Endotoxinamie-Gruppen bis 120 Minuten nach Messbeginn

nachgewiesen.

Der Vergleich der einzelnen Gruppen ergab keine Unterschiede zwischen Kontroll- und BDNF-
sowie zwischen LPS- und LPS/BDNF-Gruppe.

Wie in Tabelle 1 und Abb. 24 dargestellt, liegt das Blutdruckniveau unter Endotoxinamie im
Zeitraum von t=15 bis t=90 Minuten nach induzierter Endotoxinamie statistisch signifikant
unterhalb des Blutdruckniveaus der LPS-freien Versuchstiergruppen. In allen Gruppen
stabilisierte sich das Blutdruckniveau zum Zeitpunkt t=120 wieder, so dass am Ende der
Messung lediglich die LPS/BDNF-Gruppe (t=165; 108,7 + 4,949) einen, gegenuber dem
Ausgangswert (t=0; vs. 123,1 + 3,209; p < 0,05) signifikant niedrigerem Wert aufzeigte,
welcher sich gegenuber der Kontrollgruppe (t=165; vs. 128,9 + 3,078; p < 0,01) als sehr
signifikant abgesenkt darstellte (mmHg, MW + SEM; alle Gruppen n = 10, aufer BDNF-
Gruppe: n =9).
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Tabelle 1  Darstellung der signifikanten Gruppenunterschiede im Zeitraum t=15 bis t=90 der
Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP). Gruppen n=10, auf3er BDNF n=9

t [min] Gruppen MW + SEM [mmHg] p-Wert
15 LPS/BDNF vs. Kontrolle 97,543,701 vs. 119,3 £5,810 <0,01
LPS/BDNF vs. BDNF 97,5+ 3,701 vs. 116,1 + 4,309 <0,05
30 LPS/BDNF vs. Kontrolle 98,7 £ 2,963 vs. 116,1 £ 5,862 < 0,05
45 LPS/BDNF vs. Kontrolle 96,8 + 3,356 vs. 118,2 £ 4,812 <0,01
LPS vs. Kontrolle 100,1 +4,329vs. 118,2 + 4,812 < 0,05
75 LPS/BDNF vs. Kontrolle 94,60 + 2,423 vs. 115,0 £ 6,486 <0,01
LPS/BDNF vs. BDNF 94,60 2,423 vs. 112,0 £ 5,637 <0,05
LPS vs. Kontrolle 94,30 + 3,287 vs. 115,0 £ 6,486 <0,01
LPS vs. BDNF 94,30 + 3,287 vs. 112,0+ 5,637 <0,05
90 LPS/BDNF vs. BDNF 93,10+ 2,541 vs. 110,6 £4,919 <0,05

Mittlerer arterieller Druck

# = signifikant vs. t=0
§ = signifikant vs. Kontrolle
* = signifikant vs. LPS

A = signifikant vs. B

Abb. 24 Mittlerer arterieller Blutdruck in mmHg, Mittelwert £ SEM; p < 0,05; Gruppen n=10,
aufier BDNF n=9. Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-
Gruppe, BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.2.2 Herzfrequenz

Bei sonst stabilen Werten konnte nach 105 Minuten in den Lipopolysaccharid-freien Gruppen
eine, gegenlber dem jeweiligen Ausgangspunkt, signifikante Abnahme der Herzfrequenz
verzeichnet werden (Kontroll-Gruppe: 441,6 + 5,439 vs. 376,0 + 11,50; p < 0,0001; BDNF-
Gruppe: 423,1 + 11,03 vs. 382,2 + 11,14; p < 0,05). Nach 120 Minuten wurde zusatzlich
eine signifikant verminderte Herzfrequenz in der LPS-Gruppe festgestellt (444,8 + 5,744 vs.
409,6 £ 6,4; p < 0,05). Wahrend in der LPS- und der BDNF-Gruppe im weiteren Verlauf keine
signifikanten Unterschiede zum Ausgangswert (t=0) bestanden, erreichte die Kontrollgruppe
nach 135 Minuten und zum Ende der Messung erneut das Signifikanzniveau gegenluber dem
eigenen Ausgangswert (t=135: vs. 390,4 + 9,892; p < 0,01; t=165: 393,6 + 6,4; p < 0,01).
Zwar ergaben sich beim Vergleich keine Unterschiede zwischen LPS- und LPS/BDNF-Gruppe
sowie zwischen Kontroll- und BDNF-Gruppe, die BDNF-Gruppe zeigte jedoch nach 150
Minuten gegenuber der LPS/BDNF-Gruppe (384,0 + 10,67 vs. 428,8 + 6,220; p < 0,05) und
zum Ende der Messung gegenuber der LPS-Gruppe (385,8 + 9,407 vs. 435,2 + 7,075; p <
0,01) eine signifikant niedrigere Herzfrequenz (Schlage pro Minute, MW + SEM; alle Gruppen
n = 10, aufler BDNF-Gruppe: n = 9).
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Abb. 25 Herzfrequenz in Schlagen pro Minute, Mittelwert + SEM; p < 0,05; Je n=10, aufler
BDNF n=9. Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe

58



Ergebnisse

4.2.3 Korperkerntemperatur

Die Temperaturkurven der Versuchstiere aller vier Gruppen lagen im Versuchsverlauf im
physiologischen Referenzbereich und zeigten ihren Tiefpunkt im Zeitraum zwischen 105 und
120 Minuten. Hier erreichte jedoch lediglich die LPS-Gruppe eine, gegenuber dem
Ausgangswert, signifikant niedrigere Temperatur (37,35 + 0,1186 vs. 36,72 + 0,1705; p <
0,05). Anschliefend konnte in allen vier Gruppen ein Temperaturanstieg verzeichnet werden,
welcher zum Ende der Messung ein, im Vergleich zum jeweiligen Ausgangswert, nicht
signifikant erhohtes Niveau erreichte.

Der Gruppenvergleich zeigte zum Zeitpunkt t=150 eine, gegenuber der Kontrollgruppe
signifikant niedrigere, Temperatur der LPS-Gruppe (37,73 + 0,1938 vs. 37,20 + 0,2186; p <
0,05). Weitere Unterschiede konnten nicht gezeigt werden (°C, MW + SEM; alle Gruppen n =
10, auRer BDNF-Gruppe: n = 8).
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Abb. 26 Korperkerntemperatur in °C, Mittelwert + SEM; p < 0,05; Je n=10, aufier BDNF
n=9. Kontrolle = Kontroll-Gruppe, BDNF = BDNF-Gruppe, LPS = LPS-Gruppe,
BDNF+LPS = LPS/BDNF-Gruppe
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4.3 Laborchemische Parameter

4.3.1 Blutgasanalyse

Sauerstoffsattigung (Sa0-, Tabelle 2):

In den vier Versuchsgruppen zeigte sich zu Versuchsende ein Anstieg der Sauerstoffsattigung
im Vergleich zur Initialmessung. Die gesteigerte Sauerstoffsattigung erreichte in der Kontroll-
und in der BDNF-Gruppe ein hohes Signifikanzniveau. In den LPS-Gruppen wurde dieses

jedoch nicht erreicht. Der Gruppenvergleich ergab keine signifikanten Unterschiede zu den

einzelnen Messzeitpunkten.

Tabelle 2  Sauerstoffsattigung (Sa02 [%]); Mittelwert + SD

Sa0; [%] Versuchsanfang (BE 1) Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=8) 81,26 £ 5,396 93,00 + 3,362 0,001

BDNF (n=5) 79,48 £ 4,683 91,42 + 1,354 0,0072
LPS (n=9) 85,18 £ 6,104 89,82 + 4,359 0,0502
BDNF+LPS (n=9) 82,68 £ 8,136 89,96 + 2,684 0,0890

Sauerstoffpartialdruck (pO2 [mmHg], Tabelle 3):

In allen Gruppen fanden sich zu Versuchsende, gegenlUber der Initialmessung, erhdhte
Sauerstoffpartialdricke der

Gruppenvergleich ergab keine signifikanten Unterschiede zu den Messzeitpunkten.

tracheotomierten

Tabelle 3  Sauerstoffpartialdruck (pO2 [mmHg]); Mittelwert £ SD

und spontan

atmenden Tiere.

pOz [mmHg] Versuchsanfang (BE 1)  Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=9) 65,27 £ 8,675 84,69 £ 7,958 0,0006
BDNF (n=8) 64,18 + 7,964 84,71 £ 7,659 0,0005
LPS (n=10) 66,21 + 6,467 91,26 + 49,59 0,0039
BDNF+LPS (n=9) 64,54 + 8,364 75,42 £5,972 0,0214
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Kohlendioxidpartialdruck (pCO2 [mmHg], Tabelle 4):

Bei der Messung des Kohlendioxidpartialdrucks fanden wir in allen Gruppen eine mindestens
hochsignifikante Abnahme des pCO2 gegenuber der Initialmessung zu Versuchsende.

Die mit LPS behandelten Versuchstiergruppen zeigten in der zweiten Messung gegenuber den
LPS-freien Gruppen signifikant niedrigere Kohlendioxidpartialdricke (LPS vs. Kontrolle, p <
0,05; BDNF+LPS vs. Kontrolle, p < 0,01; LPS vs. BDNF, p < 0,01; BDNF+LPS vs. BDNF, p <
0,001). Signifikante Unterschiede der Kontroll- gegenuber der BDNF-Gruppe und der LPS-
Gruppe gegenuber der BDNF+LPS-Gruppe wurden nicht gefunden.

Tabelle 4  Kohlendioxidpartialdruck (pCO2 [mmHg]); Mittelwert + SD

pCO; [mmHg] Versuchsanfang (BE 1)  Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=9) 49,22 + 3,772 39,60 * 2,640 < 0,0001
BDNF (n=7) 48,97 + 3,712 40,93 + 5,806 0,007
LPS (n=10) 48,28 + 3,365 32,61 + 6,002 <0,0001
BDNF+LPS (n=9) 46,58 £ 5,718 31,00 £ 4,883 0,0005

pH-Wert (pH, Tabelle 5):

Die Messung des Blut-pH-Wertes zu Versuchsende ergab lediglich in der Kontrollgruppe eine,
gegenuber der Initialmessung signifikante, Verschiebung in den alkalischen Bereich.
Innerhalb der restlichen Gruppen und im Gruppenvergleich zu den einzelnen

Messzeitpunkten fanden wir keine weiteren Unterschiede.

Tabelle 5 pH-Wert [pH]; Mittelwert £ SD

pH Versuchsanfang (BE 1)  Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=9) 7,394 + 0,03444 7,424 +£0,0203 0,0448
BDNF (n=8) 7,407 £0,2310 7,407 £0,01634 0,9814
LPS (n=10) 7,409 £ 0,01607 7,435 +0,05829 0,2144
BDNF+LPS (n=9) 7,417 £ 0,03749 7,419 £0,04714 0,9046
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Hydrogencarbonat (HCOs [mmol/L], Tabelle 6):

In allen vier Gruppen zeigten sich zur zweiten Messung hoch bzw. hdchst signifikant niedrigere
Hydrogencarbonat-Werte.

Der Gruppenvergleich zum zweiten Messzeitpunkt ergab eine signifikante Absenkung der
Hydrogencarbonatspiegel der mit LPS-behandelten Gruppen gegenuber den LPS-freien (LPS
vs. Kontrolle, p < 0,0001; BDNF+LPS vs. Kontrolle, p < 0,0001; LPS vs. BDNF, p < 0,01;
BDNF+LPS vs. BDNF; p < 0,0001).

Tabelle 6 Hydrogencarbonat (HCOs [mmol/L]); Mittelwert + SD

HCO3 [mmol/L] Versuchsanfang (BE 1)  Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=9) 27,56 £ 2,035 25,53 +1,186 0,0084
BDNF (n=7) 28,81 +1,359 24,69+ 1,737 0,0037
LPS (n=10) 28,70+ 1,278 22,04 £ 1,089 <0,0001
BDNF+LPS (n=9) 28,17 +1,078 20,89 + 1,096 <0,0001

Basenabweichung (cBase [mmol/L], Tabelle 7)

Die Messungen der Basenabweichung ergaben zu Versuchsende signifikante
Verschiebungen der Werte in negativer Richtung. Wahrend die Werte der LPS-behandelten
Gruppen negative Werte erreichten, blieben die LPS-freien Gruppen jedoch im positiven
Wertebereich.

Der Gruppenvergleich zum zweiten Messzeitpunkt zeigte nicht nur hdéchst signifikant
niedrigere Werte der mit LPS behandelten Tiere gegenuber den LPS-freien Gruppen (LPS vs.
Kontrolle, p < 0,0001; BDNF+LPS vs. Kontrolle, p < 0,0001; LPS vs. BDNF, p < 0,0001;
BDNF+LPS vs. BDNF, p < 0,0001), auch die Basenabweichung der BDNF/LPS-Gruppe
gegenuber der LPS-Gruppe fanden wir mit p < 0,05 signifikant reduziert.

Tabelle 7 Basenabweichung (Base Ex. [mmol/L]); Mittelwert + SD

Base Ex. [mmol/L] Versuchsanfang (BE 1) Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=8) 4,813 +0,7791 1,338 +1,473 0,0006
BDNF (n=4) 5,150 £ 1,041 1,475+1,162 0,0124
LPS (n=9) 5,233 +1,374 -2,289 10,7944 < 0,0001
BDNF+LPS (n=9) 4,611+1,182 -4,100 + 1,1419 <0,0001
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4.3.2 Laktatkonzentration

Wahrend wir in der Kontroll- und der BDNF-Gruppe eine hoch signifikante Reduktion der zum
Versuchsende gemessenen Werte im Vergleich zur Initialmessung fanden, zeigten sich die
Laktatwerte der LPS- und der BDNF+LPS-Gruppe zu Versuchsende hoch signifikant erhdht
(Tabelle 8). Der Gruppenvergleich ergab innerhalb der LPS-freien (Kontrolle vs. BDNF) und der
Endotoxinamie-Gruppen (LPS vs. BDNF+LPS) keine signifikanten Unterschiede.

Die Gegenuberstellung der LPS-freien und der LPS-behandelten Gruppen zeigte jedoch eine
hdchst signifikante Zunahme des Laktatwertes in den Endotoxinamiegruppen zum zweiten
Messzeitpunkt (LPS vs. Kontrolle, p < 0,0001; BDNF+LPS vs. Kontrolle, p < 0,0001; LPS vs.
BDNF, p < 0,0001; BDNF+LPS vs. BDNF, p < 0,0001).

Tabelle 8 Laktatkonzentration (Laktat [mmol/L]); Mittelwert + SD

Laktat [mmol/L] Versuchsanfang (BE 1)  Versuchsende (BE 2) P value
Kontrolle (n=9) 1,244 +0,5223 0,7111+0,1616 0,009
BDNF (n=8) 1,000 + 0,2928 0,7000 + 0,2000 0,0185
LPS (n=9) 1,056 + 0,2555 1,678 +0,3420 0,0022
BDNF+LPS (n=9) 1,133+ 0,3428 2,033 +£0,3240 < 00,0001
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4.4 Zytokinanalysen

Die Gegenuberstellung der Zytokinplasmakonzentrationen vor Beginn (BE 1) und am Ende
der Interventionen (BE 2) (siehe Tabelle 9) ergab innerhalb der Kontroll- und der BDNF-Gruppe
signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen von MCP-1 (Kontrollgruppe: p = 0,002; BDNF-
Gruppe: p = 0,0182) und TNF-a (Kontrollgruppe: p = 0,0019; BDNF-Gruppe: p = 0,0039).
Innerhalb der Gruppen ,LPS“ und ,LPS+BDNF* zeigten sich die Plasmakonzentrationen von
IL-1ax (LPS: p=0,002; LPS+BDNF: p = 0,002), IFN-y (LPS: p < 0,0001; LPS+BDNF p < 0,0001),
TNF-o« (LPS: p = 0,0012; LPS+BDNF: p = 0,002) signifikant erhéht und die MCP-1-
Plasmakonzentration (LPS: p = 0,0003; LPS+BDNF: p = 0,0004) signifikant niedriger.

Im Gruppenvergleich der pra-interventionellen Blutproben (BE 1) zeigten sich keine
Konzentrationsunterschiede zwischen Kontroll-, BDNF-, LPS-, und BDNF+LPS-Gruppe.

Post-interventionell (BE 2) konnten, wie in Tabelle 9 dargestellt, in den Gruppen ,LPS*“ und
,LPS+BDNF“
Plasmakonzentrationen fur IL-1a (p < 0,0001) und IFN-y (p < 0,0001) sowie eine signifikante

im Vergleich zur Kontroll- und BDNF-Gruppe signifikant erhohte
Abnahme der MCP-1-Konzentration (p < 0,0001) nachgewiesen werden. Hinsichtlich der TNF-
a-Konzentration zeigten die BDNF- (p < 0,05), LPS- (p < 0,05) und LPS+BDNF- (p < 0,01)

gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erniedrigte Werte.

Tabelle 9 Plasmakonzentrationen der Zytokine [pg/ml]; Mittelwert + SEM. Gruppen n=10, aufler
BDNF n=9. # = vs. Kontrolle, p < 0,05; § = vs. LPS, p < 0,05; $ = vs. BDNF, p < 0,05; ~ =
vs. LPS+BDNF, p < 0,05
[pg/ml] Kontrolle BDNF LPS LPS+BDNF
5 BE1 | 30,63 + 15,58 124,9 £ 79,58 24,05 + 9,883 39,27+ 16,44
3 BE2 | 33,01+11,748~ 130,8 +95,308~  4026+479,0#$ 4298 + 504,5 #$
> BE1 0z0 0z0 0z0 0£0
= BE2 0+0 §~ 0+0 8~ 601,0+27,29#% 600,01+ 34,16#$
- BE1 | 186,7 + 16,10 190,4 + 46,34 175,4 + 7,853 198,0 + 13,62
g BE2 | 481,3+32,558~ 369,3+ 64,688~ 129,1+4,844#$ 116,0 +13,36 #$
cls BE1 | 16,46 + 3,393 21,35+ 13,24 11,69 £ 3,682 9,096 + 3,346
"E" BE2 | 650,3+145,88%~  3259+83,79# 357,4+ 73,78 # 305,9+ 71,17 #
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5 Diskussion

Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass die intravendse Applikation von BDNF
unter Endotoxindmie zu einer signifikant erhdhten konstanten Leukozytenadharenz in den
Venolen dritten Grades und zu einer tendenziellen Zunahme in den Venolen ersten Grades
fuhrte. Die funktionelle Kapillardichte zeigte sich nach Behandlung der Endotoxindmie mit
BDNF in den Laminae musculares longitudinalis und circularis tendenziell reduziert und die
Dichte nicht-funktioneller Kapillaren war konkordant tendenziell erhéht. Die Behandlung mit
BDNF fuhrte zu keiner Beeintrachtigung der Hdmodynamik, jedoch zu einer signifikanten
Basenabweichung unter Endotoxinamie. Eine Veranderung der Zytokinspiegel wurde nach

BDNF-Applikation nicht verzeichnet.

5.1 Intravitalmikroskopie

Die in dieser Arbeit angewandte intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist ein etabliertes und
reproduzierbares Verfahren zur systematischen Analyse der Mikrozirkulation am Tiermodell
[170, 247]. Die maximale Mikroskopiedauer und die eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe

lassen keinen Einfluss auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion erwarten [248].

5.1.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Wie eingangs erwahnt, stellt die Leukozyten-Endothel-Interaktion ein Basiselement der
Leukozyten-Aktivierung sowie -Transmigration und somit auch einer adaquaten
Immunantwort dar [54, 55]. Die Anzahl der temporar und fest-adharenten Leukozyten sind
ein Maf} fir die Leukozytenaktivierung und Voraussetzung fur die Transmigration [55, 80,
170]. Abraham et al. konnten in ihren Untersuchungen eine vermehrte Einwanderung von

Leukozyten in Organe in septischen Zustdnden nachweisen [249, 250].

5.1.1.1 Temporar adharente Leukozyten

In unserer Untersuchung konnten wir nach 120 Minuten sowohl in den LPS- wie auch in den
LPS-freien Gruppen und in beiden untersuchten Gefafiklassen temporar adharente, also am
Endothel der Intestinalvenolen entlang rollende Leukozyten, nachweisen. Diese Beobachtung
deckt sich mit der Erkenntnis, dass temporar adharente Leukozyten auch in physiologisch
intakten Geweben nachgewiesen werden konnen [251, 252]. Jansen et al. interpretierten die
Leukozytenadharenz in gesunder Haut in ihrer Arbeit aus dem Jahr 1994 als Bereitschaft der

Leukozyten auf eine ggf. stattfindende Aktivierung des Immunsystems [253].
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Fiebig und Ley zeigten, dass das operative Trauma zu einer erhdhten Anzahl temporar
adharenter Leukozyten fuhrt. Sie fanden bereits 5 Minuten nach Auslagerung eines
Kaninchendarms adhéarente Leukozyten, deren Anzahl nach 30 Minuten zugenommen hatte
[254]. Es ist daher anzunehmen, dass die Praparation, Freilegung und anschlieflende
Lagerung des Darms auf dem Haltearm unseres Mikroskopiertisches trotz
gewebsschonender MafSnahmen, wie der Lagerung des Darmes in 37 °C warmer
Kochsalzlésung, moglichst kurzer Untersuchungsdauer und Vermeidung direkter
Manipulationen des jeweiligen Darmabschnittes, dennoch zu Gewebstraumatisierung und
Freisetzung von DAMPs mit einer vermehrten Leukozytenaktivierung fihren konnte.

Es ist bekannt, dass die Auspragung der Leukozytenaktivierung auch von den wirkenden
Scherkréaften und dem GefafRdurchmesser beeinflusst wird. Erhdhte Scherkrafte fuhren
hierbei Uber die Retraktion der Leukozyten-Pseudopodien zu einer verminderten Endothel-
Leukozyten-Interaktion und somit zur verminderten Adhasion am Endothel [255]. Die
wirkenden Scherkrafte wurden in unserer Versuchsreihe nicht registriert und evtl. Einflisse
auf unsere Messergebnisse daher nicht erfasst. Fiebig et al. zeigten, dass eine Reduktion des
Gefafldurchmessers um 5 uym zu einer Verdopplung der Anzahl der rollenden Leukozyten fihrt
[254]. In der von uns durchgefihrten Untersuchungsreihe gelangten Gefafle mit einem
Durchmesser von 117,3 + 14,47 ym (MW £ SD, Grad V1) bzw. 42,20 + 6,27 ym (MW + SD,
Grad V3) in die Auswertung. Eine Verteilung auf die Gruppen wurde jedoch nicht untersucht
und mogliche Einflisse wurden daher nicht erfasst.

LPS fuhrt zu einer verstarkten Leukozytenaktivierung und zu einer vermehrten temporaren
Leukozytenadharenz [175, 256]. Interessanterweise konnten wir in den Versuchsgruppen mit
Endotoxinamie eine tendenziell verringerte anstatt erhdhte Anzahl temporar adharenter
Leukozyten nachweisen. Diesen Widerspruch konnte auch Heinfried Schmidt in seinen
intravitalmikroskopischen Untersuchungen aus dem Jahr 1997 feststellen und diese durch
eine Uberfiihrung der temporér- in iberwiegend fest-adhédrente Leukozyten erklaren [257].
Die Versuchsgruppen mit BDNF-Applikation zeigten in den Venolen der Klasse V3 eine
tendenziell verminderte Anzahl rollender Leukozyten und korrelierten mit der Zunahme der
Anzahl fest-adharenter Leukozyten in V1 und V3.

5.1.1.2 Konstant adharente Leukozyten

Im Gegensatz zu den temporar adharenten treten unter physiologischen Bedingungen wie
Stressfreiheit, Wachheit und Abwesenheit von Pathogenen keine fest-adharenten Leukozyten

(,Sticker“) auf [258]. In unseren Untersuchungen fanden wir nach LPS-Applikation gegenuber
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den Gruppen ohne LPS signifikant erhdhte fest-adharente Leukozyten an den Endothelien der
Venolen der Klassen V1 und V3. Dies entspricht den vielfach publizierten Beobachtungen,
dass die LPS-induzierte Endotoxinamie mit einer erhéhten Leukozytenaktivierung einhergeht.
Baatz et al. zeigten beispielsweise festadharente Leukozyten an Gefafendothelien der
Ratten-Uvea zwei Stunden nach LPS-Applikation [259]. Interessanterweise fuhrte in der
vorliegenden Arbeit die Applikation von BDNF unter Endotoxindmie zu einer verstarkten
Aktivierung von Leukozyten und Zunahme der fest-adhdrenten Leukozyten. Es gibt hierbei
verschiedene Aspekte, die diese Beobachtung stutzen:

Eine mogliche Ursache der verstarkten Leukozytenadharenz findet sich in der Interaktion mit
aktivierten Thrombozyten. Diese verstarken die Bindung von Leukozyten an der
Endotheloberflache, indem sie Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate binden [260]. Eventuell
wird BDNF nicht nur von Thrombozyten gespeichert, sondern interagiert mit ihnnen [261]. Eine
Beeinflussung der Leukozytenadharenz auf diesem Wege ware dann vorstellbar. Weiterhin ist
bekannt, dass BDNF Uber die Tyrosinkinase-Rezeptor B eine Aktivierung oder zumindest das
Uberleben von eosinophilen Granulozyten férdert; jedoch wurde dies bislang ausschlieflich
in Eosinophilen der Lunge beobachtet [262-264]. BDNF vermittelt GUber das Neurotrophin-
Transportprotein ,Sortilin“ eine anitapoptotische Wirkung auf B-Zellen und es gibt Hinweise,
dass BDNF nicht nur die Aktivitat von B-Zellen, sondern auch von CD4+ und CD8+ T-Zellen
fordert [265, 266]. Fauchais und Boumediene zeigten in ihrer Untersuchung an Patienten mit
primarem Sjogren-Syndrom, dass die BDNF-Plasma-Spiegel mit der B- und T-Zell- sowie der
Entzindungsaktivitat korrelieren [267].

Von besonderer Bedeutung fur die Einordnung unserer Ergebnisse in den Kontext septischer
Erkrankungszustande sehen wir die Arbeit von Kasselman et al. [268]:
Sie entdeckten eine lokale Vasokonstriktion nach simultaner Infusion von BDNF und TrkA-Fc.
Da TrkA-Fc ein Antagonist von NGF ist, welcher wiederum sympathikotroph wirkt, vermuteten
Kasselman et al., dass die Vasokonstriktion auf eine abnormale Sympathikusaktivierung
zurtckzufihren ist. Weiterhin zeigte sich nach BDNF-Infusion eine perivaskulare
Entziindungsreaktion mit Odembildung und Leukozyten-Extravasation. In der Folge fiihrten
sie eine Sympathektomie durch, welche nach 12 Tagen zur Reduktion der sympathischen
Nervenendigungen und der perivaskularen Entzindungsreaktion fuhrte. Die gleichzeitige
Infusion von BDNF und Noradrenalin fihrte zu erneuten Ausbildung der perivaskularen
Entzindungsreaktion, wahrend fur Noradrenalin oder BDNF alleine keine solche Reaktion
nachweisbar war.

Insbesondere in  frthen Phasen inflammatorischer Erkrankungen st eine

Sympathikusaktivierung anzunehmen [269, 270]. Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse von

67



Diskussion

Kasselman et al. lasst sich unsere Beobachtung nachvollziehen, dass BDNF erst unter
Endotoxinamie zu einer, gegenuber den BDNF-freien Tieren, signifikanten
Leukozytenaktivierung fuhrte.

Steinkamp et al. beschrieben eine protektive Wirkung von BDNF auf die Darmglia und somit
die Darmintegritat wahrend inflammatorischer Zustande des Darms [237]. Yang et al.
beobachteten, dass Mause mit BDNF-Mangel unter induzierter Darminflammation keine
verstarkten mucosale Schaden im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen [271]. Auch wenn
die Bedeutung der aufgefluhrten Ergebnisse durch die Beobachtungen von Steinkamp und
Yang aus pathophysiologischer Sicht relativiert wird, so bestatigen die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung dennoch die bisherigen Erkenntnisse unserer Abteilung, dass die
Inhibition der Tyrosinphosphatase zu einer gesteigerten Leukozytenaktivierung fuhren kann
[16, 272]. Betrachtet man BDNF in seiner Rolle als Agonisten der Tyrosinkinase, so bestatigt
die leukozytenaktivierende Wirkung von BDNF unsere bisherige Annahme, dass die
Tyrosinphosphorylierung ein maglicher therapeutischer Angriffspunkt fir die Behandlung von
inflammatorischen Zustanden sein kdonnte. Ein mdéglicher pro-inflammatorischer Synergismus
von BDNF unter Noradrenalin kdnnte insbesondere im Rahmen einer Katecholamintherapie
eines septischen Schocks von besonderer Bedeutung fur die pathophysiologischen Prozesse
sein.

Da die Ubermafiige Leukozytenaktivierung zu einer Beeintrachtigung der Mikrozirkulation mit
Ausbildung von Organdysfunktionen fihrt und mit dem Schweregrad einer Sepsis korreliert,
gilt es zu prufen, ob die Inhibition der BDNF-vermittelten Effekte eine therapeutische Option
darstellen kann [43, 94].

5.1.2 Funktionelle Kapillardichte

Eine funktionierende Hamodynamik ist Voraussetzung fur die erfolgreiche Allokation von
Sauerstoff und Nahrstoffen an die verbrauchenden Zellen. Die hamodynamischen
Veranderungen in septischen Zustanden betreffen neben der klinisch relativ einfach zu
objektivierenden Makrozirkulation weiterhin die klinisch noch schlecht zu erfassende
Mikrozirkulation. Wie eingangs beschrieben, stellt eine gestorte Mikrozirkulation auch nach
aktuellen Erkenntnissen eine zentrale Saule in der Entwicklung des Multi-Organ-Versagens
dar [43, 44, 46]. Die Alteration der Mikrozirkulation in septischen Zustanden geht mit einer
Abnahme der funktionellen Kapillardichte und einer Zunahme der nicht- bzw. dysfunktionell
perfundierten Kapillaren einher [53]. Im Endotoxinmodell wurde die veranderte

Mikrozirkulation bereits durch eine Vielzahl an Publikationen nachgewiesen [175].
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Die intravitalmikroskopische Bestimmung der Dichte an funktionellen, dysfunktionellen und
nicht-funktionellen Kapillaren stellt ein validiertes und gebrauchliches Verfahren zur
Objektivierung der intestinalen Mikrozirkulation dar [273, 274].

In unserem Versuchsaufbau war eine Bestimmung der kapillaren Perfusion der untersuchten
Schichten jeweils 120 Minuten nach Applikation des Lipopolysaccharides bzw. der NaCl-
Placebo-Dosis mdglich. Da die einzelnen Schichten jeweils nur zu einem Zeitpunkt untersucht
wurden, kdnnen wir keine Aussagen zum zeitlichen Verlauf der kapillaren Perfusion treffen.

Ein méglicher Einfluss des Faktors Zeit wurde somit in der vorliegenden Arbeit nicht erfasst.

Die intravitalmikroskopische Untersuchung der funktionellen Kapillardichte bei Tieren der
Kontrollgruppe ergab als Baseline Dichtewerte zwischen 113,5 + 7,674 in der Lamina
muscularis circularis und 407,8 + 18,76 cm/cm2, MW + SEM in der Mucosa. Diese Werte
sind vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Autoren [275, 276].

In unseren Untersuchungen konnten wir 120 Minuten nach Lipopolysaccharid-Applikation (5
mg / kg KG) eine Dichtezunahme der dysfunktionell und nicht-funktionell perfundierten
Kapillaren der Lamina muscularis longitudinalis nachweisen. Die funktionelle Kapillardichte
zeigte sich jedoch unter Endotoxindmie in keiner der untersuchten Darmwandschichten
signifikant reduziert. Diese widersprichlich erscheinenden Beobachtungen finden sich auch

in der Literatur wieder.

Theuer et al. beschrieben 1993 eine Konstriktion intestinaler Arteriolen unter normotensiver
Bakteriamie, die zu einer Reduktion der mucosalen Perfusion auf ca. 60% der Baseline fuhrte
[277]. Schmidt et al. stellten 120 Minuten nach der Applikation von 15 mg/kg LPS
intravitalmikroskopisch eine um 12,6 % reduzierte Perfusion der intestinalen Villi fest [278].
Im Gegensatz zu Theuer und Schmidt registrierten VanderMeer et al. zwar eine mucosale
Azidose, sahen jedoch im Schweinemodell keine Veranderungen der mucosalen Perfusion
unter Endotoxinamie [279]. Nachdem Nevieré et al. ebenfalls keine Reduktion der
funktionellen Kapillardichte der Mucosa im Pseudomonas-Sepsis-Modell feststellen konnten,
postulierten sie, dass eine verminderte Kapillardichte keine notwendige Bedingung fur die
Entstehung von Organschaden unter septischen Bedingungen sei [280].

Interessanterweise stellte Christian Lehmann in seinen tierexperimentellen Untersuchungen
zur intestinalen Mikrozirkulation aus dem Jahr 2000 fest: Korrespondierend zu unseren
Ergebnissen gebe es eine fehlende Abnahme der FCD in den Laminae musculares circularis

et longitudinalis sowie in der Mucosa nach Gabe von 5 mg / kg KG Lipopolysaccharid.
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Erst eine Lipopolysaccharid-Dosierung von 20 mg/kg KG habe zu einer signifikant reduzierten
FCD in der longitudinalen und zirkuldren Muscularis gefuhrt, wobei in der Mucosa weiterhin
keine Unterschiede hatten festgestellt werden kobnnen [170]. Wir vermuten, dass mittels einer
héheren LPS-Dosierung evtl. auch in der vorliegenden Arbeit weitere signifikante Ergebnisse

hatten extrapoliert werden konnen.

Eine Behandlung der endotoxinamischen Tiere mit Brain-derived neurotrophic factor liefd uns
in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Veranderungen der funktionellen Kapillardichte
erkennen. Auffallig ist jedoch, dass nach erfolgter Behandlung der Endotoxinamie mit BDNF
gegenuber den endotoxinfreien Tieren (Kontroll- bzw. BDNF-Gruppe) Verschlechterungen der
Mikrozirkulation zu beobachten waren, die dann das Signifikanzniveau erreichten. Dieser
Effekt stellte sich in der Auswertung der funktionellen und nicht-funktionellen Kapillardichte
in der Lamina muscularis longitudinalis sowie der nicht-funktionellen Kapillardichte in der
Lamina muscularis circularis dar. Wir sehen dies als Indiz, dass BDNF zumindest in
endotoxindmischen Zustanden die intestinale Mikrozirkulation negativ beeinflussen konnte.
Eventuell kdnnte die bereits erwahnte hdohere LPS-Dosierung den Einfluss von BDNF auf die
funktionelle Kapillardichte unter Endotoxinamie verdeutlichen und signifikante Unterschiede

zwischen behandelten und unbehandelten Tieren extrapolieren.

Arbeiten, die die Auswirkungen von BDNF auf die Kapillarperfusion in Endstromgebieten oder
die Auswirkungen unter Endotoxindmie untersuchen, lassen sich derzeit in der Literatur nicht
finden. Es gibt jedoch eine Reihe moglicher Mechanismen, die negative Einflusse von BDNF
auf die intestinale Mikrozirkulation erklaren konnten.

Einerseits kann BDNF Uber die Aktivierung der Proteinkinase B zu einer Induktion der
Endothel-NO-Synthase fuhren [229)]. Die Stickstoffmonoxid-vermittelte Vasodilatation kdnnte
so die endotoxininduzierte vaskulare Hyporeaktivitat steigern und Uber eine Reduktion des
peripheren Widerstands sowie der Vorlast zu einer Minderperfusion intestinaler Kapillaren
fuhren [44].

Prakash et al. zeigten, dass BDNF in inflammatorischen Zustanden unter Einwirkung von TNF-
o zu einem verstarkten Calcium-Einstrom fUhren und in der Folge zu einer glattmuskularen
Kontraktion fihren kann [235]. Eine Konstriktion peripherer Arteriolen konnte auf diesem
Wege zur Minderperfusion in Endstromgebieten und zum Abfall der funktionell perfundierten
Kapillaren fihren.

Die Ergebnisse von Kasselman et al. zeigen eine indirekte Mdglichkeit des negativen

Einflusses von BDNF auf die intestinale Kapillarperfusion.
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Die postulierte proinflammatorische Wirkung BDNFs in Anwesenheit von Noradrenalin kbnnte
die Zunahme der dys- und nicht-funktionell perfundierten Kapillaren erklaren [268]. Durch
konsekutiv entstehende, inflammatorisch bedingte, Endothelschaden kénnten so auch die
von Steppan et al. beschriebene Leukozyten- und Thrombozytenadhasion die kapillare

Perfusion entscheidend beeintrachtigen [43].

Im Widerspruch zu den beschriebenen Annahmen erscheinen die Beobachtungen von
Reinshagen et al. unter experimenteller Colitis. Nach Neurotrophinblockade mittels
spezifischer Antikérper beschrieben sie eine Zunahme der registrierten Gewebsschaden auf
ca. 300 % [281]. Da in diesem Versuchsaufbau lediglich NGF und NT-3 blockiert wurden, lasst
dies keinen Ruckschluss auf die Wirkung der Ubrigen Neurotrophine zu.

Die von Ritter et al. beschriebene Korrelation von erniedrigten BDNF-Plasma-Spiegeln mit
einer erhdhten Mortalitatsrate bei 76 Intensivpatienten erdffnet im Hinblick auf unsere
Ergebnisse Raum fir weitere Untersuchungen [238]. Einerseits kdnnten wichtige BDNF-
vermittelte Effekte, die die pro-inflammatorischen Effekte Uberwiegen, bei kritisch erkrankten
Patienten aufgehoben werden. Andererseits kdnnten niedrige BDNF-Spiegel eine langfristige
Folge inflammatorischer Zustdnde und Gewebsschadigungen sein. Letztere Annahme wird
durch die Beobachtungen von Comim et al. gestltzt, dass Ratten nach durchgemachter

Sepsis ein hippocampale BDNF-Reduktion aufweisen [239].

Der gestorten Mikrozirkulation wird eine zentrale Rolle in der Entstehung des Multi-Organ-
Versagens zugeschrieben und das Intestinum gilt weiterhin als entscheidend zur Aggravierung
septischer Zustande beitragend [46, 142].

Unsere Beobachtungen lassen im Kontext der Ergebnisse von Kasselman et al. vermuten,
dass eine Blockade BDNF-vermittelter Auswirkungen auf die intestinale Mikrozirkulation,
insbesondere  im Rahmen einer  Katecholamintherapie  oder  dysregulierten

Sympathikusaktivitat, septische Krankheitsverlaufe positiv beeinflussen kdnnte.
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5.2 Klinische Parameter
5.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck & Herzfrequenz

Eine Untersuchung und Interpretation endotoxinspezifischer Effekte auf die Mikrozirkulation
eines Organismus bedarf der Bestimmung und klaren Abgrenzung von makrozirkulatorischen
bzw. hamodynamischen Einflissen [259, 282]. Diesem Aspekt entsprechend, wurde in der
vorliegenden Arbeit die kontinuierliche Ableitung und regelmafiige Registrierung des mittleren
arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz in den Versuchsaufbau integriert. Die Erfassung
der hamodynamischen Parameter MAD und HF dient nach Xu et al. weiterhin als Indikator fur
die Auspragung einer Endotoxinamie [189]. Der mittlere arterielle Blutdruck beeinflusst in
erheblichem Mafe die Blutflussgeschwindigkeit und somit auch die am Endothel wirkenden
Scherkrafte. Wie in vorhergehenden Kapiteln erwahnt, hat dies eine Modulation der
Leukozytenadharenz zur Folge [255, 283].

Eine mit E. coli-Lipopolysaccharid induzierte Endotoxindmie flUhrt abhangig von Dosis,
Applikationsweise und Versuchstierspezies zu unterschiedlichen hamodynamischen
Veranderungen im Versuchsorganismus. Die ersten pathophysiologischen und
biochemischen Verdnderungen kdnnen hierbei 30-45 Minuten nach LPS-Applikation
registriert werden [189]. In niedriger Dosierung (z.B. 5 mg/kg KG) fuhrt die LPS-Applikation
als Kurzinfusion oder intravenoser Bolus zur Ausbildung einer hyperdynamen Herz-
Kreislaufsituation [170, 189, 284]. Revhaug et al. bestéatigten die Ubertragbarkeit dieser
Beobachtungen auf den Menschen durch die Gabe von 4 ng/kg KG LPS bei freiwilligen
Probanden [174]. Diese hyperdynamen Phasen ahneln der Hdmodynamik in der Frihphase
der humanen Sepsis mit erhdhtem Herzzeitvolumen bei reduziertem peripherem Widerstand
und kompensatorisch erhdhter Herzfrequenz [285]. Die Applikation hoherer Endotoxin-Dosen

fihren jedoch eher zur Ausbildung hypodynamer Kreislaufsituationen [284].

In unserer Versuchsreihe zeigten endotoxinfreie Versuchstiere keine, gegenuber dem
Ausgangswert (to), signifikanten Veranderungen des mittleren arteriellen Blutdrucks. Der
mittlere arterielle Blutdruck unterschritt wahrend des Beobachtungszeitraums nicht die
Grenze von 100 mmHg. Unter mit BDNF behandelter Endotoxindmie hingegen registrierten
wir 15 Minuten nach LPS-Applikation (ti5) einen, gegenuber to signifikanten Abfall des
mittleren arteriellen Blutdrucks auf Werte kleiner als 100 mmHg. Interessanterweise setzte
der Blutdruckabfall in der unbehandelten Endotoxin-Gruppe verzogert ein. Der Blutdruckabfall

erreichte hier erst bei tzo einen, gegenuber dem Ausgangswert, signifikant reduzierten MAP-
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Wert, welcher dann jedoch ein, mit der BDNF/LPS-Gruppe konstant vergleichbares, Niveau
aufwies. Da ti5 in unserem Versuchsaufbau den Zeitpunkt der BDNF-Applikation darstellte,
kdnnte eine unmittelbare negative Wirkung von BDNF auf den mittleren arteriellen Blutdruck
unter Endotoxinamie vorliegen, welche jedoch das MAP-Niveau nicht nachhaltig beeinflusste.
In beiden endotoxinamischen Gruppen stabilisierte sich der mittlere arterielle Druck nach ca.
120 bis 135 Minuten auf Werte, die sich nicht mehr signifikant von den Ausgangswerten
unterschieden und in der reinen LPS-Gruppe stabil blieben. Am Versuchsende (ties)
registrierten wir jedoch in der mit BDNF behandelten Endotoxinamiegruppe gegenuber to
erneut signifikant niedrigere MAP-Werte. Die endotoxinfreien Versuchsgruppen wiesen uber
die gesamte Versuchsdauer keine signifikanten Blutdruckabfélle auf. Zum Zeitpunkt der
intravitalmikroskopischen Untersuchung (ti20) bestanden keine signifikanten MAP-

Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen.

Die Herzfrequenz der Versuchstiere aller Versuchsgruppen zeigte sich bis zum Zeitpunkt der
Laparotomie nach 90 Minuten Versuchsdauer stabil, ohne signifikante Unterschiede im
Gruppenvergleich. Nach 105 Minuten registrierten wir bei endotoxinfreien Tieren einen,
gegenuber dem Ausgangswert signifikanten, Frequenzabfall auf unter 400 bpm, wahrend die
endotoxinbelasteten Tiere diese Grenze nicht unterschritten.

Das Phanomen der Blutdruckstabilisierung unter Endotoxinamie wurde bereits in Arbeiten mit
ahnlichem Versuchsaufbau beschrieben [170]. Wir fuhren dies, entsprechend der
hyperdynamen Sepsisphase, auf ein gesteigertes Herzzeitvolumen bei kompensatorisch

erhdhter Herzfrequenz und stabilem mittleren arteriellen Blutdruck zurick [189].

In der Literatur finden sich zum Teil widersprichliche Angaben zu madglichen Effekten von
BDNF auf Vasotonus und Blutdruck. Neuere Forschungsbemuhungen und deren Ergebnisse
extrapolieren zunehmend die kardiovaskulare und hamodynamische Relevanz von BDNF. Es
wird dabei eine Vielzahl maglicher Mechanismen beschrieben. Vereinfacht kdnnen diese
anhand der zugrundeliegenden Signalwege in langsame, beispielsweise die
Proteinbiosynthese regulierende, und schnelle, Uber Plasmembranrezeptoren, lonenkanéle
und weitere Mechanismen vermittelte Effekte differenziert werden.

Xu et al. untersuchten im Tierexperiment die langfristigen Auswirkungen von intraperitoneal
applizierten TrkB-Agonisten-Antikdrper auf adipdose Mause. Die Arbeitsgruppe fand heraus,
dass die Gabe von 1 mg/kg KG TrkB-Agonisten-AK zweimal pro Woche eine signifikante
Steigerung des Blutdrucks zur Folge hatte [286]. Erganzend beschrieben Erdos et al., dass

BDNF-Injektionen in den paraventrikuldren Nucleus des Rattenhypothalamus zu langfristigen,
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signifikanten Blutdruck-, Herzfrequenz- und Sympathikotonus-Steigerungen fuhren kénnen
und diese mit einer Angiotensin-Rezeptor-1-Upregulation einhergehen [287]. Choe et al.
verknupften BDNF erstmals mit den Auswirkungen von erhéhtem Salzkonsum auf den
Blutdruck. Es gelang ihnen im Rattenmodell zu zeigen, dass Salzkonsum zu einer BDNF-
vermittelten Abschwachung der Barorezeptor-Inhibition vassopressin-ausschuttender
Neuronen und somit zur peripheren Vasokonstriktion mit Ausbildung einer arteriellen
Hypertonie fuhrt [231].

Evtl. widersprlchlich erscheinen dabei die Ergebnisse von Becker et al. aus dem Jahr 2016.
Sie postulierten eine sympatho-inhibitorische Wirkung von BDNF am dorso-medialen Nucleus
Tractus Solitarius, der als Ziel barorezeptorischer Afferenzen im ZNS gilt [288].

Neue Hinweise, dass BDNF auch an der Regulation myokardialer Kontraktilitat beteiligt ist,
entdeckten Feng et al.. Sie zeigten, dass BDNF die myokardiale Kontraktilitat und Relaxation
Uber Modulation der Ca2/Calmodulin-abhangigen Kinase 2 signifikant verbessert und eine
funktionierende TrkB-Kaskade flr eine normale Kontraktilitdt bendtigt wird [289].

Der von uns zum Zeitpunkt t15 registrierte MAP-Abfall kann aufgrund der schnell eintretenden
Wirkung anhand der vorher genannten Erkenntnisse nicht ausreichend verstanden werden.
Eine mogliche Erklarung bieten die bereits erwahnten Beobachtungen von Meuchel et al., die
eine Vasodilatation zwei Minuten nach Applikation von 10 nM BDNF an Gewebe einer
porzinen Pulmonalarterie verzeichneten [229]. Diese rasche Reaktion wurde auf die TrkB- &
p75NR- vermittelte Phosphorylierung der Proteinkinase B (akt) und eNOS mit NO-Freisetzung
zuruckgefuhrt und bildete sich nach 8 Minuten wieder zurick [229]. Interessant sind in
diesem Zusammenhang auch die Beobachtungen von Xu et al. aus dem Jahre 2008 [290].
Sie beschrieben, eine bei p75NTR-KnockOut-Mausen gesteigerte, Kalzium-vermittelte
Vasokonstriktion von Pulmonalarterien. Dies lasst, wie die Beobachtungen von Meuchel et al.
eine p7bNR-vermittelte, vasodilatatorische Wirkung von BDNF, zumindest in
Pulmonalarterien vermuten.

Dem BDNF werden jedoch auch schnelle und kurzfristige konstriktorische Effekte
zugeschrieben. Prakash et al. zeigten erstmals durch Neurotrophine ausgeldste
glattmuskulare Kontraktionen an menschlicher Bronchialmuskulatur [291]. Auf die
Ergebnisse von Erdos et al. aufbauend, untersuchten Schaich et al., ob BDNF bei Applikation
in den paraventrikularen Kernen des Hypothalamus auch akute Veranderungen an Blutdruck
und Herzfrequenz bewirkt [292]. Sie verzeichneten unmittelbar nach BDNF-Applikation
signifikant steigende MAP- und Herzfrequenzwerte auf 27 £ 1 mmHg und 106 + 17 bpm Uber

der Baseline.
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Die Werterhdhungen waren nach 15 Minuten rucklaufig und konnten durch die Gabe von
Angiotensin-ll-Antagonisten verhindert werden. Dies starkt auch die Hypothese von Becker et
al., die aufgrund der gemeinsamen Beeinflussung des spannungsabhangigen, schnell
schlieBenden K+-Kanal-Stroms (la) durch BDNF und Angiotensin Il eine gemeinsame Rolle in

der Sympathikotonus-Regulation vermuten [293].

Auch wenn in der aktuellen Literatur die Berichte Uber eine Verbindung bzw. Korrelation von
BDNF-Spiegeln/-Gaben und Blutdrucksteigerungen Uberwiegen, vermuten wir aufgrund
unserer Beobachtungen dennoch kurzfristige negative Effekte der BDNF-Applikation auf den

mittleren arteriellen Blutdruck.

5.2.2 Korperkerntemperatur

Die Hyperthermie stellt ein charakteristisches Merkmal von Organismen mit systemisch
inflammatorischen Zustanden wie beispielsweise der Sepsis dar und ist auf die Freisetzung
pyrogener Zytokine zurlckzufihren [294]. Die besondere Bedeutung veranderter
Korperkerntemperaturen (KKT) spiegelt sich auch in der Verwendung als SIRS-Kriterium
wieder, wonach Temperaturen < 36 °C bzw. > 38 °C eines von 5 Kriterien darstellen [19].

In der vorliegenden Untersuchung wiesen alle Versuchstiere Uber die gesamte Versuchsdauer
physiologische KKT-Werte im Bereich zwischen 36,5 und 38,0 °C auf. Alle Versuchsgruppen
zeigten einen ahnlichen zeitlichen Verlauf mit sinkender KKT zum Zeitpunkt der Laparotomie
nach 90 min Versuchsdauer auf Werte zwischen 36,5 und 37,0 °C. Der Tiefpunkt wurde nach
105 und 120 Minuten Versuchsdauer erreicht. Ihm folgte eine anschlieBende Stabilisierung
der KKT aller Versuchstiere auf > 37,0 ° C. Im Gruppenvergleich zeigten sich in der
unbehandelten LPS-Gruppe nach 120 Minuten gegenuber den restlichen Versuchsgruppen
leicht niedrigere Werte, die sich nach 150 Minuten gegenuber der Kontrollgruppe einmalig

signifikant reduziert zeigten.

Es ist bekannt, dass BDNF an der hypothalamischen Regulation des Energiehaushaltes sowie
der Korpertemperatur beteiligt ist und Uber den Melanocortin-4-Rezeptor zu deren Steigerung
fuhren kann [295, 296]. Zum Ausschluss einer Beeinflussung der Leukozyten-Endothel-
Interaktion und der Mikrozirkulation durch Hyper- oder Hypothermie beinhaltete unser
Versuchsaufbau den Erhalt der Normothermie mittels isolierender Abdeckung, Heizmatte und
beheiztem Organbad. Aufgrund dieser kontrollierten und evtl. weiterer unkontrollierter

exogener Einfliusse auf die Temperatur (wie Raumklima, Lichtquellen, Mikroskop etc.)
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erlauben die gemessenen KKT-Werte keine Ruckschlisse auf die inflammatorische Qualitat

bzw. das Ausmaf der Endotoxinamie sowie mogliche BDNF-Effekte.

5.3 Laborchemische Parameter
5.3.1 Blutgasanalysen

Die Aufnahme pathologisch veranderter Blutgaswerte und Laktatspiegel in die
Sepsisdefinitionen der ACCP/SCCM-Konsensuskonferenz unterstreicht deren Bedeutung in
der Pathophysiologie der Sepsis. Demnach kommt es unter endotoxinamischen bzw.
septischen Zustanden zu einer Erhdhung der Atemfrequenz (Atemzige > 20 / min) und
konsekutiver Hyperventilation mit Ausbildung einer Hypokapnie (PaCO2 < 32 mmHg) [20].
Auch wir fanden in unseren Untersuchungen bei allen Versuchstiergruppen signifikant
erniedrigte PaCO2>-Werte in der Verlaufskontrolle, wobei sich die Hypokapnie unter
Endotoxinamie signifikant ausgepragter zeigte. LPS fuhrt hierbei Uber proinflammatorische
Zytokine wie TNF-oa und IL-1 zur Tachypnoe, Hypokapnie und respiratorischer Alkalose [297].
Eine Behandlung mit BDNF blieb in unseren Versuchen ohne nachweisbare Auswirkungen.
Die registrierte Hypokapnie in endotoxinfreien Tieren fUhren wir auf eine Hyperventilation im
Rahmen operativen Stresses zurlick. Da die Narkosetiefe mittels kontinuierlich gemessener
Vitalparameter sowie Ohr- und Schwanzreflexen bestimmt wurde, ist eine mdgliche
Beeinflussung der Atemfrequenz durch eine zu flache Narkose nicht auszuschliefien.

Eine arterielle Hypoxamie mit PaO>-Werten < 10 kPa (£ 75 mmHg) unter Raumluft oder ein
Pa0> / FiO2-Verhaltnis von < 33 kPa (£ 250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation stellen
Kriterien einer schweren Sepsis dar [20]. Die Verlaufsanalyse der Oxygenierung ergab in allen
Gruppen einen signifikant gestiegenen PaO>-Wert ohne Gruppenunterschiede, wahrend die
0o-Sattigung lediglich in LPS-freien Gruppen signifikant anstieg. Oxygenierungsstorungen bzw.
die Notwendigkeit zur maschinellen Beatmung traten Uber den gesamten Versuchsverlauf

nicht auf.

Die oben beschriebene Hyperventilation fuhrte in endotoxinfreien Tieren zur Ausbildung einer
signifikanten Alkalose, welche unter Endotoxindmie nicht festgestellt werden konnte.
Signifikante Gruppenunterschiede bestanden hierbei nicht. In allen Gruppen fanden wir zu BE
2 signifikant reduzierte Hydrogencarbonatwerte, die sich in den LPS-Gruppen nochmals

signifikant niedriger zeigten.
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Auch die Basenabweichung zeigte sich zu BE 2 in allen Gruppen signifikant reduziert.
Interessant ist hierbei, dass die Behandlung der Endotoxinamie mit BDNF zu einer
intensiveren Auspragung der Basenabweichung fuhrte.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Ausbildung einer metabolischen Azidose unter Endotoxinamie
Uber den relativ kurzen Versuchszeitraum noch respiratorisch kompensiert werden konnte.

Dies deckt sich mit Erfahrungen aus Arbeiten mit ahnlichem Versuchsaufbau [170, 298].

5.3.2 Laktat-Bestimmung

Der Laktat-Spiegel stellt in der intensivmedizinischen Routine einen zentralen
laborchemischen Parameter zur Diagnostik und Verlaufsbeobachtung schwerer
Krankheitsbilder wie der Sepsis dar. Laktat entsteht unter anaeroben Bedingungen aus
Pyruvat, welches im Rahmen der Glykolyse gebildet wird. Im septischen Geschehen fuhren
die mitochondriale sowie die hepatische Dysfunktion zu mangelndem Pyruvatabbau und
somit zu einem Laktatanstieg [299]. Der messbare Plasma-Laktatspiegel stellt dabei ein Maf
zur Beurteilung einer Organdysfunktion bzw. -minderperfusion dar [27]. In ihren
Untersuchungen gelang es Wacharasint et al. und Mikkelsen et al. beispielhaft abzubilden,
dass erhdhte Laktatspiegel auch mit einer erhdhten Sepsismortalitat korrelieren [300, 301].
Nguyen et al. stellten fest, dass ein schneller Abbau von Laktatspiegeln zu einer verbesserten
Prognose bei schwerer Sepsis und septischem Schock fuhren [302]. Diese Erkenntnisse
spiegeln sich in der Aufnahme der Laktatamie (Laktatkonzentration > 1,5.-fache des lokalen

Referenzwertes) als Zeichen einer schweren Sepsis in den Sepsisleitlinien wider [20].

Unsere Analyse der Blut-Laktatspiegel ergab drei Stunden nach LPS- bzw. Placebo-Applikation
einen hochst signifikanten Anstieg der Laktatwerte unter Endotoxinamie. Die Behandlung
mittels BDNF fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden. Wir verzeichneten in der
unbehandelten LPS-Gruppe einen Anstieg um ca. 58,9 % und in der mit BDNF behandelten
Gruppe einen Anstieg um ca. 79,4 % auf Mittelwerte von 1,678 bzw. 2,033 mmol/L. Gemaf}
der deutschen S2k-Sepsisleitlinie liegt somit eine relevante Hyperlaktatdmie und ein
Kriterium der schweren Sepsis vor [20].

Im Vergleich mit C. Lehmanns tierexperimentellen Untersuchungen zur intestinalen
Mikrozirkulation bei Endotoxindmie zeigte sich eine tendenzielle Ubereinstimmung. Lehmann
erreichte mit einer Gabe von 5 mg/kg KG LPS nach zwei Stunden Laktatwerte von ca. 2

mmol/L und nach vier Stunden Laktatspiegel von ca. 4 mmol/L [170].
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Lehmann fuhrte jedoch keine Laktatbestimmung 180 min nach LPS-Applikation durch, so
dass kein eindeutiger Vergleich durchgefihrt werden kann.

Fur den Einfluss von BDNF auf die H6he des Blut- oder Plasmalaktatspiegels finden sich in
der wissenschaftlichen Literatur bislang keine Hinweise. Schiffer et al. postulieren jedoch
einen Einfluss von Laktat auf den humanen BDNF-Haushalt [303]. Sie verabreichten 8
Sportstudenten 4,2 mmol Laktat per infusionem und fanden im vendsen Blut signifikant
erhohte BDNF-Spiegel, die sich zu Versuchsende wieder normalisierten. Eine Beeinflussung
der endogenen BDNF-Ausschuttung durch unter Endotoxindmie entstandenem Laktat ware

demnach denkbar.

5.4 Zytokinanalysen
5.4.1 TNF-x

Wie eingangs beschrieben, kommt dem 1975 von Carswell entdeckten Glykoprotein TNF-a
eine herausragende proinflammatorische Bedeutung im Rahmen der Sepsis zu [98]. Im
Rahmen einer Sepsis erreicht TNF-a als erstes Zytokin einen maximalen Plasmaspiegel und
korreliert sowohl mit dem Ausmaf der Inflammation sowie mit dem Ausmaf vorliegender
Organschaden [99, 102, 104].

In unserer Untersuchung wies die LPS-freie Kontrollgruppe mit durchschnittlich 650,3 pg/ml
die héchsten Werte auf und zeigte sich gegentber den Gbrigen Gruppen (durchschnittlich
305,9 bis 357,4 pg/ml) unabhangig vom Vorliegen einer Endotoxinamie signifikant erhdht.
Eine Behandlung mit BDNF zeigte unter Endotoxindmie keine signifikanten Unterschiede.
Diese Gruppenverteilung der TNF-a-Plasmaspiegel widerspricht den bisherigen Erkenntnissen
unserer und anderer Arbeitsgruppen sowie dem pathophysiologischen Verstandnis der
Sepsis.

Lehmann beispielsweise fand zwei Stunden nach Applikation von 5 mg/kg KG LPS TNF-o-
Plasmaspiegel auf einem Niveau ~4000 pg/ml und nach vier Stunden ein Niveau um 1000
pg/ml, wahrend in der Kontrollgruppe keine TNF-a-Freisetzung festgestellt wurde [170]. Auch
Wagner beschrieb 3 Stunden nach Applikation von 5 mg/kg KG LPS unter unbehandelter
Endotoxinamie TNF- a-Plasmaspiegel im Bereich von 429 pg/ml bei fehlender TNF- o-
Freisetzung in LPS-freien Tieren [298]. Wir mussen fur unsere TNF- a-Ergebnisse daher von
einer fehlerhaften Messung bzw. Auswertung ausgehen. Moégliche Erklarungsansatze kdnnten
vertauschte oder verunreinigte Proben sowie fehlerhafte Fluoreszenz Immunoassay-Kits

darstellen. Trotz intensiver BemUhungen konnten wir keine Fehlerquelle identifizieren.
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54.2 IFNy

Das homodimere Glykoprotein Interferon y gehort der Gruppe der proinflammatorischen
Zytokine an und ist entscheidend an der Steuerung der Leukozytenmigration beteiligt [130].
Die Analysen der IFN-y-Plasmaspiegel zeigten einen signifikanten Anstieg 180 Minuten nach
erfolgter LPS-Applikation. Dabei wurde eine Plasmakonzentration von ca. 600 pg/ml unter
Endotoxinamie erreicht. Die Behandlung mit BDNF fuhrte zu keinen Unterschieden. In LPS-
freien Tieren konnte im Versuchsverlauf kein IFN-y nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen von Wagner, welcher ebenfalls 3 Stunden nach der Applikation von 5 mg/kg
KG einen Anstieg des IFN-y lediglich unter Endotoxinamie verzeichnete [298]. Allerdings
wurden hier mit 2500 pg/ml hohere Konzentrationen im Plasma erreicht.

In der aktuellen Literatur finden sich lediglich wenige Hinweise auf eine gegenseitige
Beeinflussung bzw. Korrelation von BDNF und IFN-y. Shin et al. untersuchten die Korrelation
von Plasma-BDNF- und IFN-y-Spiegel an 60 Hamodialysepatienten [304]. Sie fanden dabei eine
positive Korrelation des logarithmierten BDNF- mit dem IFN-y-Plasma-Spiegel. Wahrend bislang
kein Einfluss von BDNF auf IFN-y-Spiegel beschrieben wurde, gibt es umgekehrt widerspriichliche
Beobachtungen. So fanden Caruso et al. keine Beeinflussung der BDNF-Expression in Ratten-
Astrozyten durch IFN-y und LPS [305]. Kemi et al. hingegen beobachteten eine, durch IFN-y
ausgeloste, Reduktion der BDNF-Expression in glatten Muskelzellen humaner Bronchien [306].
Im Zusammenspiel mit TNF-a identifizierten Steinkamp et al. BDNF und IFN-y zumindest partiell
als Gegenspieler [237]. IFN-y zeigte hier gemeinsam mit TNF-a eine proapoptotische und somit

der von BDNF entgegen gerichteten Wirkung auf Darmgliazellen.

5.4.3 MCP-1

Das unter anderem von Monozyten / Makrophagen, dendritischen und T-Zellen freigesetzte
Chemokin MCP-1 dient der Chemotaxis von Makrophagen und T-Lymphozyten [136, 137].

In unseren Analysen der MCP-1-Plasma-Spiegel fanden wir bereits zu Versuchsbeginn
durchschnittliche Plasmakonzentrationen von 175,4 bis 198,0 pg/ml als Baseline in allen
Gruppen. Die erneute Messung nach 3 Stunden ergab einen MCP-1-Anstieg in LPS-freien
Tieren und eine Reduktion unter Endotoxindmie, so dass LPS-freie Tiere signifikant héhere
MCP-1-Spiegel aufwiesen, als Versuchstiere unter Endotoxinéamie. Die Behandlung mit BDNF
fuhrte zu keinen signifikanten Veranderungen.

Diese Beobachtungen decken sich mit denen von Zhou et al. [307]. Diese Arbeitsgruppe

beobachtete 135 Minuten nach Applikation von 5 mg/kg LPS einen signifikanten Abfall der
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MCP-1-Plasma-Spiegel. Eine mogliche Erklarung kdnnte die, von Sonnier et al. beschriebene,

unter Endotoxinamie verstarkte, Sekretion von MCP-1 ins Darmlumen sein [308].

5.4.4 IL-1ax

Die Bestimmung des proinflammatorischen und in Kapitel 1.5.2 beschriebenen Zytokins
Interleukin-1a bestétigte die inflammatorische Situation. 180 Minuten nach der Applikation
von 5 mg/kg KG LPS stellten wir einen Anstieg um den Faktor 167 (LPS-Gruppe) bzw. um den
Faktor 109 (BDNF/LPS-Gruppe) gegenuber der Baseline fest. Dabei fUhrte die BDNF-
Behandlung zu keinen signifikanten Veranderungen. Endotoxinfreie Tiere zeigten im
Versuchsverlauf keine Abweichung von der Baseline.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen ahnlicher Versuchsreihen Gberein [298, 307].

Die in der aktuellen Literatur beschriebenen Einflisse und Korrelationen zwischen Interleukin
1 und BDNF betreffen Uberwiegend IL 13 und ermdglichen daher keine Einordnung der

vorliegenden Arbeit in den Kontext bereits publizierter Beobachtungen.

5.5 Fazit & Perspektive

Mit der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit konnten wir zeigen, dass die intravendse
Applikation von BDNF unter Endotoxindmie zu einer gesteigerten Leukozytenadharenz und
tendenziell zu einer Abnahme der funktionellen intestinalen Mikrozirkulation im Rattenmodell
fihrte. Auch wenn dies ein Hinweis darauf ist, dass die Blockade endogener BDNF-Signalwege
ein moglicher Ansatz zu Verbesserung der intestinalen Mikrozirkulation unter Endotoxinamie
sein kdnnte, so sind einige Aspekte bei der Interpretation unserer Ergebnisse kritisch zu
beachten:

Tierexperimentelle Modelle wie die Endotoxindmie unterliegen diversen Limitationen und sind
daher nicht vorbehaltslos auf den Menschen Ubertragbar.

Einerseits unterscheiden sich Mensch und Versuchstier nicht nur anatomisch, sondern auch
in der immunologischen und hamodynamischen Antwort des Organismus unter
Endotoxinamie [309, 310]. Andererseits untersuchten wir junge, mannliche Versuchstiere
ohne Komorbiditaten, so dass die Komplexitat humaner Sepsis-Patienten und -Syndrome im
Tiermodell nicht abgebildet werden kann [182]. Auch der zeitliche Verlauf bzw. der von uns
gewahlte Beobachtungszeitraum entspricht nicht den pathophysiologischen Gegebenheiten
humaner Sepsis-Syndrome. Wahrend unsere Untersuchung nur wenige Stunden abdeckte,
entwickelt sich eine humane Sepsis Uber mehrere Stunden bis Tage und unterliegt daher

anderen pathophysiologischen Bedingungen [310].
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Wie in Kapitel 1.7 bereits ausfuhrlich erlautert, zeichnet sich das Endotoxinamie-Modell durch
eine gute Reproduzierbarkeit und Quantifizierung aus und eignet sich daher fur frihe Phasen
der Grundlagenforschung. Es stellt jedoch ein SIRS- und kein Sepsismodell dar. Hinsichtlich
der Ubertragbarkeit auf human-klinische Sepsis-Syndrome ist es den CASP-, CLI- und CLP-
Modellen unterlegen [190], auch weil nicht alle Patienten mit Sepsis eine Endotoxindmie
aufweisen [173]. Untersuchungen zu antiinflammatorischen Interventionen sollten daher
unbedingt mit mikrobiellen Quellen wiederholt und verifiziert werden [182].

Trotz Randomisierung und vielfaltiger BemUhungen zur Standardisierung ist weiterhin ein
moglicher Einfluss durch Subjektivitdt oder Manipulation generell nicht vollstandig

ausschlieflbar.

In der vorliegenden Untersuchung wurde humanes BDNF eingesetzt. Dieses ahnelt dem von
Mausen und Ratten zwar stark, ist jedoch nicht mit diesem identisch [207, 208]. Auch
speziesspezifische Effekte der BDNF-Arten sind bislang zwar nicht untersucht, jedoch
vorstellbar. Der von uns gewahlte Versuchsaufbau ermdglichte keine Aussagen zu einer
Dosis-Wirkungsbeziehung der applizierten Substanzen und auch keine Analyse
unterschiedlicher Applikationsweisen. Da die intravendse Bolusgabe nicht der
physiologischen BDNF-Liberation entspricht, sind Ruckschllsse auf die Effekte endogenen
BDNFs nur eingeschrankt moglich. Aufgrund der solitaren intravitalmikroskopischen
Untersuchung kdnnen keine Aussagen zum moglichen Effekten im zeitlichen Verlauf getatigt
werden. Da BDNF einer kurzen Plasma-Halbwertszeit unterliegt, werden hier eventuell frihe
Effekte nicht registriert. Untersuchungen, die mehrere Untersuchungszeitpunkte oder TrkB-
Agonisten mit langerer Halbwertszeit verwenden, kdnnten hier weitere Erkenntnisse ergeben
[311].

Um die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu verifizieren und auf ihr therapeutisches
Potenzial zu Uberprifen, empfehlen wir weitere tierexperimentelle Untersuchungen der
Mikrozirkulation mit selektiver Blockade der BDNF-Rezeptoren TrkB und p75 sowie in-vitro
Untersuchungen zur Auswirkung einer TrkB- bzw. p75-Blockade auf die Leukozyten- und
Endothelaktivierung. Da Kasselmann et al. den Zusammenhang von Sympathikusaktivierung
und vasokonstriktorischer bzw. proinflammatorischer Wirkung von BDNF bewiesen haben
und dieser mit unseren Ergebnissen vereinbar ist (vgl. Kapitel 5.1), halten wir weiterfuhrende
Untersuchungen unter operativer oder medikamentodser Sympathikolyse fur notwendig [268].
Bei positiven Untersuchungsergebnissen sollten diese mit Sepsismodellen besserer
Ubertragbarkeit (z.B. CLP, CASP) und im Anschluss mit tierexperimentellen Uberlebensstudien

wiederholt und erganzt werden.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Unabhangig vom medizinischen Fortschritt stellt die Sepsis auch im 21. Jahrhundert ein
Krankheitsbild mit hoher Mortalitatsrate, progredienter Inzidenz und zunehmender
volkswirtschaftlicher Bedeutung dar. Ein zentraler therapeutischer Faktor ist der Erhalt mikro-
und makrozirkulatorischer Hamodynamik. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die Modulation von Tyrosinkinasen und Tyrosin-Phosphatasen die

Mikrozirkulation in septischen Zustanden positiv beeinflussen kann.

Wir untersuchten die Auswirkungen des Tyrosine receptor kinase B -Agonisten Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) auf die intestinale Mikrozirkulation und Leukozyten-Endothel-
Interaktion unter experimenteller Endotoxinamie mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie.
Hierzu wurden die funktionelle, dysfunktionelle und nicht-funktionelle Kapillardichte der
Lamina muscularis longitudinalis, circularis und des Stratums mucosae sowie die
Leukozytenadhéarenz der Venolen der submukdsen Darmwand bestimmt. Erganzend erfolgte
eine Messung der hamodynamischen Parameter Herzfrequenz und mittlerer arterieller
Blutdruck, sowie von Korpertemperatur, Blutgasen und Laktatkonzentration. Eine

Bestimmung von Zyto- bzw. Chemokinen erfolgte mittels Fluorescent Bead Immunoassay.

Die intravendse Applikation von BDNF fuhrte unter Endotoxindmie zu einer signifikant
erhohten konstanten Leukozytenadharenz in den Venolen dritten Grades der Darmwand und
zu einer tendenziellen Zunahme um ca. 33 % in den Venolen ersten Grades. Die funktionelle
Kapillardichte zeigte sich hingegen nach Behandlung der Endotoxindmie in den Laminae
musculares longitudinalis und circularis tendenziell reduziert. Die Dichte nicht-funktioneller
Kapillaren verhielt sich konkordant nach Behandlung mit BDNF tendenziell erhoht. Die
Behandlung mit BDNF fuhrte zu keiner Beeintrachtigung der Hamodynamik, jedoch zu einer
signifikanten Basenabweichung unter Endotoxinamie. Eine Veranderung der Zytokinspiegel

wurde nach BDNF-Applikation nicht verzeichnet.

Die Hinweise auf eine Verschlechterung der intestinalen Kapillarperfusion und der Nachweis
einer verstarkten Leukozytenaktivierung nach BDNF-Applikation in systemischer
Inflammation identifizieren die Blockade der durch endogenem BDNF vermittelten Kaskaden
als mogliches therapeutisches Ziel. Es scheint daher sinnvoll, in weiterfUhrenden
tierexperimentellen und ggf. klinischen Studien den Nutzen von BDNF-Antagonisten in der

Therapie systemisch-inflammatorischer Zustadnde wie der Sepsis zu evaluieren.
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Erlauternder Anhang
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