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1 Einleitung

1.1  Definition und Inzidenz des Krankheitshildes Sasis

Im landlaufigen Verstandnis der Erkrankung ist $epse ,aul3er Kontrolle geratene”, dissemi-
nierte bakterielle Infektion, welche im Regelfalhem lokalen Fokus entspringt. Kennzeichnend
ist, dass das Immunsystem des Patienten die ugdpii@ Infektion nicht mehr lokal einzudam-
men vermag. Zu den unspezifischen Symptomen geHdysregulation der Korpertemperatur
(sowohl Hypo- als auch Hyperthermie), Leukozytoseie Leukopenie, Tachykardie und Tachy-
pnoe.

Fur die Diagnose und Therapie der Sepsis ist esdalgs von Noten, sowohl eine genauere und
differenziertere Definition als auch ein genauessténdnis der Pathologie zu haben.

Schon in der Antike war das Krankheitsbild der $epts generalisierte Infektion bekannt, der
Begriff der Sepsis wurde bereits durch Hippokrdies 460-370 v. Chr.) gepréagt (griechisch
onne: "faul machen") (Kreymann, 1996). Der persischetAmd Gelehrte Abu Ali ibn Sina be-
schrieb Sepsis als Krankheitsbild, in dem die Réules Blutes mit Fieber einherginge, dennoch
blieb die Medizin bis zum 19. Jahrhundert eine &mukhg Gber die Genese der Sepsis schuldig.
Erst Ignaz Semmelweises (1818-1865) stellte Untbrsugen tber die Ursache von Infektionen
im Wochenbett in der Geburtshilflichen Klinik deigemeinen Krankenhauses in Wien an. Die-
se mundeten in seiner Theorie, dass ,Leichenteifcte Verursacher des Puerperalfiebers sei-
en. Leichenteilchen wurden ihm zufolge von Meditzidenten bei Obduktionen von den Leichen
aufgenommen und durch die Untersuchung an den Védicimen ,in das Blutgefal3system* ver-
bracht (Semmelweis, 1861). Semmelweis selbst wuotievielen seiner Kollegen aufgrund sei-
ner Theorien und der Schuldzuweisung an unhygiBnisbeitende Arzte massiv angefeindet
(Gortvay, 1977). Erst die Entdeckung des Bakteriwdusch Louis Pasteur 1857 legten den
Grundstein fir ein Verstandnis der tatsachlichethdfahysiologie von Infektionskrankheiten
(Debré und Forster, 1998).

So gab die Definition der Sepsis durch Hugo Schigtenauf dem Kongress der deutschen Ge-
sellschaft fur Innere Medizin 1914 bereits verethiend unser heutiges Bild der Sepsis wieder:
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.Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhaéis &orpers ein Herd gebildet hat, von dem
kontinuierlich oder periodisch pathogene Bakterierden Kreislauf gelangen und zwar derart,
dass durch diese Invasion subjektive und objelktnaamkheitserscheinungen ausgeldst werden.”
(Schottmiiller, 1914)

Auch wenn das Verstandnis der Krankheitsgeneseéasiderte, war vor der Entdeckung der An-
tibiotika kaum eine Mdglichkeit der kausalen Theeagegeben. Neben einer lediglich sympto-
matischen Behandlung entschied letztlich die Imnonmpetenz des Patienten Uber Genesung
oder letalen Ausgang.

Heute besitzen wir die Mittel, den Erreger mit @méntibiogramm zu typisieren und gezielt
antibiotisch zu behandeln. Die moderne Intensivaiadérmdéglicht uns ein hohes Mal3 der sym-
ptomatischen Therapie, welche den Patienten stadséin kann, bis die kausale Therapie greift.
All das bedeutet, dass ein weitaus differenziestéterangehen an die lebensbedrohliche Erkran-
kung notwendig ist, um die Therapieoptionen angsemesauszuschépfen. Um jedoch diese
Werkzeuge der modernen Medizin auch tatsachlicketjednsetzen zu kénnen, muss der unspe-
zifische Begriff der Sepsis mit unspezifischen Stongen der Temperaturdysregulation, der Ak-
tivierung der Immunantwort sowie der Herz- und Klaufdysfunktion differenzierter betrachtet
werden. Die Diagnose ,Sepsis” alleine reicht niatghr aus, es missen Kategorien geschaffen
werden, welche aussagekraftig fir Prognose undeldese sind.

Die heute noch weitgehend gultige Klassifikation S8epsis wurde wahrend der Konsensus-Kon-
ferenz der ACCP (American College of Chest Physgjaind der SCCM (Society of Critical
Care Medicine) 1992 entwickelt (ACCP/SCCM, 1992).

Dort wurde der Begriff des SIRS eingefuhrt und 8ehweregrad der Erkrankung eingeteilt in
SIRS/Sepsis, schweres SIRS/schweres Sepsis, $EpiBIRRS-Schock und MODS (Multiorgan-
versagen). Das SIRS (systemic inflamatory respsgedrom) bezeichnet die generalisierte ent-
zundliche Abwehrreaktion des Korpers auf immundaolge, chemische oder traumatische (Ope-
rationen, grof3flachige Verbrennungen etc.) Einftisder schwere, generalisierte Erkrankungen,
in der mindestens zwei der oben genannten klinls@wmptome einer Sepsis erfullt sind. Es

fehlt jedoch der positive Erregernachweis.
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Diagnosekriterien fur SIRS, Sepsis und schwere Sapgmodifiziert nach der
ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz)

Nachweis der Infektion: Differenzierung zwischen Sepsis und SIRS

Systemisches inflamatorisches Response-Syndrom (SR
Mindestens zwei der folgenden Kriterien erfullt.

Hyper- (> 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)

Tachykardie: Herzfrequenz >90/min

Tachypnoe: Atemfrequenz >20 oder Hyperventila{lpaCQ <4.3 kPa bzw. 33 mmHg)

Leukozytose (>12.000 Leukozyten/ul) oder Leukopegridé000/ul) oder >10 % unreife

neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild

Schwere Sepsis / SIRS
Zusatzlich zu den oben genannten mindestens eiarkim erfillt.

Akute Organdysfunktion: kardiovaskular (Hypoperéusi Hypotension), renal (Oligo- bis
Anurie), respiratorisch (Hypoxie), hamatologisckku@@ Thrombozytopenie, DD: Vef-
lustkoagulopathie bei Blutungen), metabolisch (Azig)

IV | Septischer Schock / SIRS-Schock
Sepsis/ SIRS mit kardiovaskularer Dysfunktion (Udher Dauer mehr als einer Stunde einen
systolischen RR < 90 mmHg oder einen MAD < 70 mmikgz adaquater Volumen-
und/oder Katecholamintherapie

V | MODS (multiple organ dysfunction syndrome)
Dermal3en ausgepragte Organschadigung/-dysfunidgmodass die Homdostase ohne Inter-

vention nicht mehr aufrechterhalten werden kann.

Tabelle 1: Kategorien der Diagnosestellung in der Sepsis, fimeit nach der ACCP/SCCM

Konsensus-Konferenz

Wird als Ursache eines SIRS eine Infektion nachgsen, sind die Kriterien der Sepsis erfullt

(siehe Tabelle 1). Der Erregernachweis kann zuns@ai mit Hilfe eines Abstriches aus einer
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purulenten Wunde, als Nachweis von Leukozyten merenormalerweise sterilen Korperflissig-
keit oder mit Hilfe von Blutkulturen direkt bei Bagiamie erfolgen.

Die schwere Sepsis und der septische Schock sotwl der modernen Intensivmedizin immer
noch die haufigste Todesursache auf nichtkardistdgen Intensivstationen. In einer Studie Uber
die Pravalenz und Mortalitat von Patienten auf risiestationen in Deutschland von SepNet
(dem Deutschen Kompetenznetzwerk flr Sepsis) wuBden7 Patienten auf den Intensivstatio-
nen von 310 Krankenh&usern miteinander vergliciabei wurde tber den Zeitraum von 24
Stunden (von 6:00 Uhr morgens bis 6:00 Uhr des dtafges) das Vorliegen von Infektionen,
Sepsis, SIRS und Multiorganversagen dokumentieandoh betragt die Pravalenz der Sepsis
12,4 % und 10,7 % flr das Vorliegen einer schw&epsis. Von 415 Patienten mit einer schwe-
ren Sepsis verstarben 55,2 %, davon 48,4 % aufrdensivstationen, 6,8 % auf Normalstation.
Dieselbe Studie geht von ungefahr 79.000 Neuerknagdn pro Jahr fur die Sepsis und 75.000
fur die schwere Sepsis aus, das heil3t 116 bezistugige 110 Neuerkrankungen auf 100.000
Einwohner pro Jahr (Engel und Brunkhorst, 2007).

Im Vergleich dazu liegt die Inzidenz der Herzingiéinz bei 240, die des Brustkrebses bei 110
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Brunkh@8@4). Schon jetzt ist also die Inzidenz
schwerer Verlaufe von septischen Erkrankungen g@tgbar der so genannter Volkskrankheiten.
Mit der Vergreisung unserer Gesellschaft nimmtAlnzahl &lterer, multimorbider Patienten im
Krankenhaus und auch auf Intensivstationen zu. &kfert muss man davon ausgehen, dass die
Dauer und das Ausmald der Intensivtherapien durchndedizinischen Fortschritt zunehmen
werden. Beides tragt dazu bei, dass die InzidemzSéesis in den kommenden Jahren weiter

steigen wird.

1.2  Hypothetische Pathogenese der kardialen Kontraditatsminderung in der Sepsis

Limitierend im Verlauf der Erkrankung ist haufigedBeteiligung des Herzens, da die meisten
anderen Organfunktionen wie die der Lunge und derdd zumindest passager durch technische
Maflinahmen ersetzt werden kdnnen. Laut Parrilld. estaim Todesfall in 50% das Multiorgan-
versagen, in 40% die nicht beherrschbare Vasotdatanit konsekutivem hamodynamischen
Schock und in 10% die akute septische Kardiomyapattsachlich (Parrillo et al., 1990).
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Dabei reduzieren nicht nur Senkung von Vor- undhi&st durch die generalisierte Vasodilata-
tion die kardiale Pumpleistung, sondern der Herkaluwird direkt durch bakterielle Einflisse
geschadigt. Die unzureichende myokardiale Leistiiingt zu einer weiteren Zentralisation und
Minderperfusion der bereits unterversorgten Orgame damit zu weiterer Organschadigung bis
hin zum Multiorganversagen und Tod.

Trotz des Fortschrittes der antibiotischen Theramid der Mdglichkeiten der symptomatisch-
unterstitzenden Therapie (wie z.B. Katecholamirdésdigkeitssubstitution etc.), hat sich die
Prognose kaum verbessern lassen, es ist also ddregérderlich, die genaue Pathophysiologie
der septischen Kardiomyopathie zu erforschen, uséfae einer effektiven kausalen Therapie zu
finden.

Spezies Ubergreifend zeichnen sich Mikroorganisdeeturch aus, gewisse Merkmale innezuha-
ben, welche sie von eukaryoten Zellen unterscheiBesse Merkmale werden als ,Pathogen-
assozierte molekulare Muster (englispathogen associated molecular patterR&MPs) be-
zeichnet. Dies sind zum Beispiel charakteristisgloenponenten der Zellwand von Bakterien
(Lipopolysaccharide), Peptide oder Zuckermolekdle,in dieser Form nicht im eukaryoten Or-
ganismus vorkommen. Daher ist unser angeborenesimsyatem bereits ohne Sensibilisierung
durch einen vorhergegangenen Kontakt mit dem pyaitean Antigen in der Lage, pathogene
Agenzien zu erkennen und zu bekdmpfen. In der Ragedldiese PAMPs hoch konserviert, dass
heil3t, sie unterliegen keinen Mutationen, die iBteiktur so verandern kénnten, dass sie durch
die angeborene Immunabwehr nicht mehr erfasst werde

Erkannt werden PAMPs durch so genannte PRRiSern recognition receptorsyelche bei Zel-
len des Immunsystems weit verbreitet sind. Diesenkd in die Zelloberflache eingebaut, aber
auch als Bestandteil intrazellularer Kompartimeswevie als sezernierte Form vorliegen. Eine
wichtige Untergruppe der PRRs wurde in der Mitte 890 Jahre eher zufallig Drosophila
melanogasteron der Forschungsgruppe um die Nobelpreistragehinstiane Nusslein-Volhard
entdeckt. Es stellte sich heraus, dass Toll-likiezgte Fruchtfliegen viel anfalliger gegen Pilz-
infektionen waren als Wildtyp-Tiere. Seitdem sirad #en verschiedensten Spezies analoge Toll-
like-Rezeptoren entdeckt worden, sowohl in allemt&@raten als auch in primitiveren Organis-
men wie der Fruchtfliege, ja sogar in Pflanzen (Yiohtsartikel: Siegmund-Schultze, 2007).

Bis heute sind beim Menschen 10 verschiedene Wpntfestgestellt worden, welche unter-
schiedliche PAMPs erkennen (Lakhani und Bogue, 200&khopadhyay et al., 2004; Pallson-

McDermont und O’ Neill, 2004). Allen ist ein vergibarer Aufbau gemein: eine extrazellulare,
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leuzinreiche Rezeptor-Region sowie eine intrazétkilDoméane. Durch den transmembranéren
Verlauf werden Reize ins Zytoplasma vermittelt veerdkopp und Medzhitov, 1999).
Vorhergegangene Arbeiten unserer Arbeitsgruppeteagigdass durch Lipopolysaccharid-Be-
standteile von Bakterienmembranen TLR4- und CD3&fmuttelt in Kardiomyozyten die Bildung
von TNF, IL-1p, ebenso wie Stickstoffmonoxid induziert wird. Daesihren zu einer Vermin-
derung der linksventrikularen Pumpfunktion (Bauntgaret al., 2001; Knuefermann et al.
2002b) und zu einer Verringerung der Einzelzellkakiilitdt (Baumgarten et al., 2006).
Sparwasser et al. (1997) zeigten, dass BakterieA-PDpG-Motive) durch Bindung an TLR9
Uber das angeborene Immunsystem zu Beeintrachegumgrschiedener Organsysteme fihrt.
Der genaue Signalweg einer TLR9-vermittelten Kdstligatsminderung durch bakterielle DNA
ist bis dato unbekannt. Der bisher erarbeitete Wbmypothetische Signalweg ist in Abbildung 1
dargestellt und wird im Folgenden erlautert.

Angenommen wird, dass TLR9 in der Zellmembran udefaler Membran lysosomaler Vesikel
der Kardiomyozyten sitzt und dort direkt CpG-Olig&teotide bindet. Daraufhin interagiert
TLR9 mit dem Myeloid-Differenzierungsprotein 88 (M88) (Kopp und Medzhitov, 1999). Die-
ses besitzt eine so genannte death domain (DD)DDievurde zuerst bei Proteinen beschrieben,
die an der Regulation der Apoptose beteiligt warad gelangte so zu ihrem Namen (Lakhani
und Bogue, 2003). Nicht nur in der Apoptose, somdeB. auch bei der Vermittlung von Zyto-
toxizitdt oder der Aktivierung von Transkriptionsgéngen unterstitzen DDs die Protein-Pro-
tein-Interaktion (ebenfalls Kopp und Medzhitov, 299

Aktiviert von TLR9 bindet MyD88 an einen Rezeptamolex aus IL-1-Rezeptor-assozierten
Kinasen (IRAKSSs). Diese werden durch Phosphorytigraktiviert und interagieren nach Disso-
ziation von dem MyD88-TLR-Komplex mit dem TNF-Remmpassozierten Faktor 6 (TRAF6)
(Akira, 2003; Lakhani und Bogue, 2003; Rensing,300RAF6 aktiviert wiederum die MAP-
Kinase-Kaskade (MAP: engl. mitogen activated kijaSehlussendlich fuhrt der Signalweg Uber
eine Aktivierung von NkB und anderen Transkriptionsfaktoren zu einer eddf ranskription
NF«B abhangiger Zielgene (Vollmer, 2006).

Angenommen wurde fir diese Arbeit, dass auf diedége in einer von CpG-Oligonukleotiden
stimulierten Zelle in erhohtem Malie induzierbarnekStoffmonoxidsynthetase (iNOS) gebildet

wird.
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Abbildung 1: Hypothetischer Signaltransduktionsweg ausgehendNdR 9, nahere Erlaute-

rung im Text
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1.3  Fragestellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll die Signalkaskade des TLR®an Kardiomyozyte untersucht werden. Im
Gegensatz zur Wirbeltier-DNA liegt in bakterielBNA das Dinucleotid aus Cytosin und Gua-
nosin unmethyliert vor (CpG = Cytosin-phosphati®danosin), DNA-Sequenzen mit unmethy-
liertem CpG-Motiv dienen also als PAMPs.

Hypothetisch stimulieren sie den TLR9 in der Myakaglle, woraufhin eine Signalkaskade die
Expression von Genen auslost, welche wiederum N@ttelt die Kontraktilitat der Kardiomy-
ozyten herabsetzen (siehe Abbildung 1).

Verwendet wurde wahrend dieser Versuchsreihe d&3-Qlgonukleotid mit der Sequenz 5'-
TCC-ATG-ACG-TTC-CTG-ATG-CT-3’ zur Stimulation der TLR9-Rezepto.

Angenommen wird eine Induktion der induzierbareitkStoffmonoxidsynthetase (iNOS). Das
von der INOS synthetisierte Stickstoffmonoxid fubat einer Minderung der kardialen Kontrak-
tilitat. Dieser Schritt soll mit Hilfe des selekéim INOS-Inhibitors S-Methylisothioharnstoff
(SMT) nachgewiesen werden.

Trifft der oben beschriebene hypothetische Signglawe dann fiihrt eine Inkubation von Kardio-
myozyten mit CpG-Oligonukleotiden zu einer Senkdeg Kontraktilitat. Die Zugabe von SMT
jedoch sollte den CpG-Effekt aufheben und eine Erwp des kardiodepressive Einflusses zur

Folge haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Mause des Stammes C57Beiwendet, die dem Wildtyp entspre-
chen und keine genetische Veranderung beziglidr ihntR-Rezeptoren aufweisen. Die Tiere
stammten aus institutseigener Zucht, die Stammmetter Zuchtlinie aus den Charles River Labo-
ratories (deutsche Niederlassung in Sulzfeld). &slklte sich ausschlief3lich um weibliche Tiere,
um einen moglichen Einfluss des Geschlechts auklkeBen. Das Alter der Tiere lag zwischen
12 und 20 Wochen. Werden altere Tiere zur Gewinnworg Kardiomyozyten genutzt, ist die
Ausbeute vitaler Zellen deutlich geringer.

Die Haltung erfolgte unter Berilicksichtigung geltendierschutzrechtlicher und hygienischer
Gesichtspunkte. Die transparenten Polycarbonkdfefanden sich unter kontrollierten Umwelt-
bedingungen in einem beliifteten Regalsystem (b&d2C, 50% Luftfeuchtigkeit sowie ein 12-
stiindiger Tag-Nacht-Rhythmus). Futter und Wassedaden Tieren unbegrenzt zur Verfigung
gestellt. Die Geschlechtertrennung der Jungtiefelgte im Alter von 28 Tagen vor der Ge-
schlechtsreife der M&nnchen. Bei Enthahme der \¢estiere vor Praparationsbeginn wurde das
Geschlecht der Mause noch einmal Uberpriift.

Nach der Gewinnung der Kardiomyozyten wurden dibeAeeines Tieres in drei Gruppen un-
terteilt. Untersucht wurden die Kardiomyozyten uttelibar nach der Isolation als unbelastete
Kontrollgruppe vitaler Kardiomyozyten, gelagertNresstyrode, nach 5 stiindiger Inkubation im
Kulturmedium versetzt mit bakterieller CpG-Oligotettidlosung und nach 5 stiindiger Inkuba-
tion im Kulturmedium mit CpG- und SMT-Zusatz (siehabelle 2).
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Gruppenbezeichnung

Messung unmittelbar nach der Isolation, Zellen geiain
Gruppe Kon-0h
Messtyrode

Messung nach 4 bis max. 6 h in Zellkultur mit CpGsdtz Gruppe CpG-5h

Messung nach 4 bis max. 6 h in Zellkultur mit CR@&d

Gruppe SMT -5 h
SMT-Zusatz

Tabelle 2: Gruppenbezeichnung

Die Altersverteilung und Anzahl der Tiere den einee Gruppen zugeordnet zeigt Tabelle 3.

S Anzahl der Tiere | Mittelwert des Altes Standardabweichung
pro Gruppe (in Tagen) (in Tagen)

Kon—-0h 8 103 23

CpG-5h 18 117 18

SMT-5h 8 102 >3

Tabelle 3: Altersverteilung der Versuchstiere in den einzel@enppen

In einer zuvor angelegten Zeitreihe mit 30 Tieramde festgestellt, ab wie viel Stunden Inkuba-
tionszeit im Kulturmedium mit CpG mit einer Vermerding der Kontraktilitaét zu rechnen ist.
Dabei wurde zum Zeitpunkt 0, nach 1, 2, 3, 4, 5 @idinkubationszeit gemessen. Es zeigte sich,
dass der Effekt erstmalig nach 3 h Inkubation @ufind nach ca. 5 h Inkubationszeit maximal
wird. In die Gruppe CpG — 5 h gingen zusétzlichden eigentlichen Messung auch Daten aus
oben genannter Zeitreihe ein, daher die deutlidmeh® Anzahl der Tiere in der Gruppe (siehe
Kapitel 2.5.2.3).

2.2  Praparation vitaler Kardiomyozyten

Fur die Kontraktilitatsmessung sind enzymatisch @ders Zellverband geldste, vitale Myozyten

notwendig, welche mit Hilfe der retrograden Pedashach Langendorff aus Mauseherzen ge-

wonnen werden.
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Die Versuchstiere werden nach einer ca. 30 sekéndighernarkose durch Genickbruch getotet.
Mit Schere und chirurgischer Pinzette werden diauddélaparotomiert, der Thorax transdiaph-
ragmal erdffnet. Die Lungen werden vorsichtig an Hiii abgetrennt und entfernt, um das Herz
im Perikardbeutel darzustellen. Es erfolgt die Dtnennung des GefalRblindels, wobei ein mog-
lichst langer Stamm der Aorta ascendens am Hereksden werden soll, méglichst viel umge-
bendes Fett- und Bindegewebe allerdings abprapaeeden muss. Das Herz wird schonend in
EGTA-Tyrode uberfuhrt (siehe Tabelle 4), darin Efaunter der Vergrol3erung einer Stereo-
Lupe eine weitere Befreiung von Lungen-, Perikangd Bindegewebsresten. Es darf dabei keine
Herzhohle eréffnet werden, da sonst bei der retidgn Perfusion nicht ausreichend Druck auf-
gebracht werden kann, um die Koronarien zu perfnedi

Unter mikroskopischer Kontrolle wird eine mit EGTB#ode geflllte Langendorff-Kanule
durch die Aorta in den linken Ventrikel geschobbfit einem Seidenfaden wird die Aorta auf
dem Schaft der Kanule dicht fixiert und die Kaniikeer einen weichen Gummischlauch flexibel

aber dicht mit dem Perfusionssystem verbundendsidibildung 2 und Abbildung 3).

Langendorff-Kantile

Seidenfaden

| —— blutleere Koronarien

Abbildung 2: Aufgezogenes Herz wahrend der Perfusion mit EGTAdEy Die Koronarien

sind blutleer und erscheinen transparent.
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Zwischen Totung der Maus und Uberfiihrung des Harzendas Perfusionssystem diirfen nicht
mehr als maximal 8-10 Minuten vergehen, sonst ishgpoxischen Absterben des Gewebes und
somit mit einer verminderten Ausbeute vitaler Zelke rechnen.

Die im Perfusionssystem verwendeten Losungen wevderktinleitung in das Herz oxygeniert
und auf 36°C erwarmt. Die Langendorff-Perfusionagal besteht aus einem Einfllltrichter, in
dem mit Hilfe einer Begasungsfrite die jeweiligesudg mit Sauerstoff angereichert wird. Durch
die Oxygenierung kann eine Verbesserung der Ausbeueicht werden. Uber einen Druckbe-
halter wird der Perfusionsdruck optimiert, dab&dsiWWerte um maximal 500 mmWs tolerabel.
Hohere Driicke zerstéren das Gewebe, niedrige Drigikben haufig nicht fur eine suffiziente
Perfusion aus. Uber ein Schlauchsystem, verbundeeinem Warmebad, wird die perfundie-
rende Losung angewarmt. AulRerdem koénnen bei Beshat Schreibtischlampen auf das Herz
gerichtet werden, um eine Temperatur von 34° bi€36ufrecht zu erhalten.

Einfulltrichter
mit Begasung

Druckbehélter

\

Druckminderer

Zulauf des
Wasserbads

Langendorff-Kanule

Abbildung 3: Modifizierte Langendorff-Perfusionsanlage
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Zur Entfernung des verbleibenden Blutes in Koraramnd Herzkammern wird zu Beginn mit
einem relativ hohen Druck perfundiert, nach deneer§Sekunden wird dieser zur Schonung des
Organs und zur Gewahrleistung einer ausreichenagewaildauer der Losungen im Herzen ge-
senkt. Als Mal3 fir den Fluss wird regelmafig diepfgeschwindigkeit der vom Herzen abtrop-
fenden Losung kontrolliert. Ebenso wird in regelig@afl Abstanden die Temperatur Gberprift
und durch die Entfernung der Lampen zum Herzennflasst. Bei einer hohen Durchflussge-
schwindigkeit sinkt wegen der kurzen Zeit der Lagun Warmeaustauscher die Temperatur des
Herzens, genauso wie sie bei langsamem oder sistiem Durchfluss steigt.
Spontankontraktionen des Herzens sind vor der Slerfumdglich und sprechen fur die Vitalitat
des Organs und eine kurze Uberfiihrungszeit. Zusaseteung, Reihenfolge und Dauer der
einzelnen Losungen beruhen auf dem von Achenbaah €1985) entwickelten und von Meyer
(1989) angepassten Schemas. Zusammensetzungerdsiergen finden sich in Tabelle 4 und
Tabelle 5 sowie im Tabellenanhang (Kapitel 6).

Initial wird finf Minuten mit EGTA-Tyrode zur Senkg des Gesamt-Kalziums (Chelator-Wir-
kung von EGTA) der Kardiomyozyten auf weniger &6 (Meyer, 1989) und zur Spiilung des
Herzens und der Koronarien perfundiert. Nach Ablderf finf Minuten und ordnungsgemaler
Kanulierung sowie Fixierung des Herzens sind Harrkarn und Koronarien blutleer. Letztere
erscheinen mit wasserklarer Lésung geflllt trarspardas Herz blaht sich prallelastisch. Et-
waige Thromben in den Herzkammern zeigen sichat&ld Schatten und l6sen sich meist wah-
rend der ersten Perfusionsschritte auf. Ein kleipersistierender Thrombus hat keine nennens-
werte Auswirkung auf die Ausbeute der Praparation.

Zum Wechsel der Losungen wird das Druckgefald entlasd die verbleibende erste Lésung
abgelassen. Dann wird die neue Losung nach ein@0csekindigen Begasung mit Sauerstoff im
Einfalltrichter in den Druckbehalter gelassen.

Als zweite Losung wird Uber funf Minuten eine Hokkhlium-L6sung perfundiert, die Kalium-
konzentration entspricht der intrazellularen Korizstion. Uber eine Erhohung des extrazellula-
ren Kaliums und eine Erh6hung def-Keitfahigkeit fuhrt diese zu einer Verminderungs dRu-
hepotentials. Durch diese Depolarisation werden zdie Muskelaktivitat bendétigten schnellen
Na'- und Ca-Kanale inaktiviert, wodurch es zu einer SchonuagMyozyten kommt. Durch das
Ausbleiben der Verkirzungen und daher durch eirartlidh herabgesetzten Stoffwechsel der
Myozyten sinkt der Sauerstoffbedarf der Zellen vealkrder Kardioplegie auf ein Erhaltungsni-

veau.
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Die Hoch-Kalium-L6ésung wird in den folgenden Sdeit als Wasch-Lésung zwischen den en-

zymatischen Losungen verwendet. Diese werden auBdsis der Hoch-Kalium-Ldsung unter

Enzym-Zusatz hergestellt (siehe Tabelle 5).

Substanz EGTA-Tyrode Messtyrode
KCI (Merck) 4 mM 4 mM

NaCl (Merck) 135 mM 135 mM
CaCb (Merck) - 1,8 mM
MgCl, (Merck) 1mM 1 mM
HEPES (Merck) 2 mM 2 mM

BSA (Sigma) - 1 mg/mi
Trypsinhibitor (Sigma) - 0,017 mg/ml
Glucose (Merck) - 9 mM
EGTA (Serva) 2,6 mM -

pH — Wert (NaOH-titriert) | 7,4 7,4

Tabelle 4: Zusammensetzung der Préparations- und Perfusiomsth&GTA-Tyrode sowie der

Messtyrode

Nun folgt die Isolierung der einzelnen Zellen agsndZellverband durch enzymatische Losun-
gen. Zunachst wird zehn Minuten mit Trypsin-Losiibgsung 2 in Tabelle 5) perfundiert. Dabei
handelt es sich um die Hoch-Kalium-Lésung mit einéasatz von 0,4 mg/ml Trypsin (Roche,
Mannheim) mit der Aktivitat von 25 BAEE-Units/fnl

Trypsin ist eine Endopeptidase und spaltet regebsi®l Proteinverbindungen nach den basischen
Aminosauren Lysin, Arginin und auch nach modifimen Cystein. Bei der Zellgewinnung flr
Zellkulturen wird aus Rinderpankreas gewonnenegdinyverwendet, um adharente Zellen aus
deren Verband zu l6sen. Behandelt man die Zellehtrau lange mit Trypsin, werden nur die
extrazellularen Proteine geldst, die Zellen satiostt beschadigt.

Der Erfolg der Lyse durch die Trypsin- und die fatgle Kollagenase-LOsung lasst sich abschét-
zen, wenn wéahrend der Perfusion die vom Herzeropt@inde Losung zunehmende Viskositéat

! Eine BAEE-Unit (S&T-Unit) katalysiert eine Andergiin der photometrischen Absorption von 0,001/néndiner
Wellenldange von 253nm, unter 25°C und pH 7,6, ileeReaktionsausgabe von 3,2 ml. Ca. 270 BAEE-\émits
sprechen einer Internationalen Unit.
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entwickelt. Dabei bildet das lysierte Material eméchige, viskdse, schleimig anmutende Sub-
stanz, die sich in kurze Faden ziehen lasst. Daange Préparat zeigt eine aufgeweichte und
aufgequollene Konsistenz. Es dauert 5-10 min l@ddschriebenen Effekte eintreten.

Nach Anwendung der Trypsin-Losung wird diese duzeB minitige Perfusion mit der Hoch-
Kalium-L6sung wieder ausgewaschen.

Der funfte Schritt besteht in der Anwendung einetl&genase-Ldsung (Losung 3 in Tabelle 5)
fur 10-15 min. Das aus Clostridium histolyticum ggwmene Enzym (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Typ L) spaltet spezifisch Proteinverbindungen denidosdurensequenz GLY-PRO-X-GLY-
PRO, wobei X fur eine beliebige Aminosaure steht.

Wahrend der Perfusion mit der Kollagenase-Lésue@tstlie Tropfgeschwindigkeit zum Ende

durch den aufgelosten Zellverband stark an undtweiauf eine gelingende Préparation hin.

Substanz Hochkalium-Lésung | Trypsinlésung Kollagenasel6sung
KCI (Merck) 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl (Merck) 4 mM 4 mM 4 mM

CaCb (Merck) 0,02 mM 0,02 mM 0,02 mM
MgCl, (Merck) 1 mM 1 mM 1 mM
HEPES (Merck) 4 mM 4 mM 4 mM
Glucose (Merck) 9mM 9mM 9mM
Kalium-Glutamat 130 mM 130 mM 130 mM
(Fluka)

Trypsin (Roche) - 0,4 mg/ml -
Kollagenase Typ L - - 0,375 mg/ml
(Sigma)

pH — Wert 7,4 7,4 7,4
(KOH-titriert)

Tabelle 5: Zusammensetzung der Hochkaliumlésung, der Trypsith-der Kollagenaselosung
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Nach Abschluss der enzymatischen Verdauung wirdH#ag von der Langendorff-Kanlle ge-
I6st, in temperierte Praparationstyrode (entspritdt Messtyrode, Losung 2 in Tabelle 4) Gber-
fuhrt und mit einer kleinen Schere zerschnitten. dlam Losen der Myozyten zu erleichtern, wer-
den die Herzsticke wenige Minuten vorsichtig miteei Glaspipette umgerihrt. Eine zuneh-
mende Tribung der Losung zeigt den Erfolg der Refijom, dass heildt die Herauslésung der
Zellen aus ihrem Verband an. Um die vitalen Myomy¥®r den aus den abgestorbenen Zellen
frei werdenden Enzymen zu schitzen, ist der Préipastyrode Rinder-Serumalbumin (BSA)
und Trypsininhibitor (beide Sigma-Aldrich) beigedet

Die entstandene triibe Losung wird durch Nylongaze Maschenweite 125 um gefiltert, ein-
zelne Myozyten passieren die Gaze, grof3ere Gewvieligshicht. Die Suspension wird in zwel
Portionen in zwei Reagenzglaser aufgeteilt und kaizniedriger Drehzahl zentrifugiert. Dabei
sinken die intakten, langlichen Zellen zu Boden bitden einen Bodensatz von braunlicher Far-
bung, die abgestorbenen, runden Zellen bleibenesaigrt und konnen so im Uberstand abpi-
pettiert werden.

Der Bodensatz wird nun in Kulturmedium resuspenidied zu einer weiteren Aufreinigung vi-
taler Zellen zehn Minuten zur Sedimentation in eil¢armschrank bei 37°C gestellt. Nach der
Sedimentation wird erneut der Uberstand abpipéttied verworfen, das Sediment hat nun idea-
ler Weise eine hellere, gelbliche Farbung. Eindi®oder erhaltenen Zellen wird zur Inkubation
in Kulturmedium verbracht, die zweite Portion zafastigen Messung des Zeitpunktes 0 h in
Messtyrode suspendiert. Diese werden bei Zimmereatyr in einem Erlenmeyer-Kolben auf-
bewahrt und zur Verbesserung der UberlebenszeiZdien vor Verschluss des Kolbens mit

reinem Sauerstoff begast.

2.3. Inkubation

Da die Wirkung von CpG auf die Myozyten im Verlaldfer mehrere Stunden gemessen werden
soll, ist es notwendig, die gewonnenen Zellen i@xeen langeren Zeitraum in einem guten Zu-
stand zu erhalten. Bei Aufbewahrung in Messtyraistl die Vitalitat der Zellen schnell nach,
bereits eine Stunde nach Praparation empfiehltchs Zellen zur Messung zu verwenden, wel-
che in Kulturmedium bei 37°{tn Warmeschrank aufbewahrt wurden. Bei schwindehtatitat

zeigen die Myozyten eine erhdohte Spontanaktivabgestorbene Zellen verlieren ihre langliche
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Form und gleichmafige Streifung und verformen gigtKugeln. Um die Zellen in einem phy-
siologischerem Medium zu erhalten, wird eine Kuitkzdtur verwendet (Zusammensetzung sie-
he Tabelle 6).

Zum Erstellen der Zeitreihe werden die gewonnenaled auf zwei Ansétze verteilt, einer Half-
te wird CpG in einer Konzentration von 1 uM zugetetlie andere Halfte wird im Kultur-
medium ohne Zusatz inkubiert. Beide Ansatze weliddRetrischalen im Brutschrank bei 31°C
und G/ CO,-Begasung (95% £und 5% CQ) gelagert.

Substanz Herkunft Anteil

Fetales Kalberserum Gibco, Grand Island, NY, USA 10 %

Minimal essential medium Gibco, Grand Island, NY, USA 5%

Gentamicin Gibco, Grand Island, NY, USA 50 pg/ml

Dulbecco’s mean eagle me-|
. Gibco, Grand Island, NY, USA ad 100 %
ium

Tabelle 6: Zusammensetzung des Kurzzeit-Kulturmediums

2.4. Messstand und Messmethoden

2.4.1 Versuchsstand

Am Versuchsstand muissen die isolierten Myozytehtmar unter kontrollierten, reproduzierba-
ren Bedingungen zu Verkirzungen einer bestimmtequenz angeregt werden, sondern es muss
auch maglich sein, diese Verkirzungen aufzuzeichumehauszuwerten. Des Weiteren muss eine
geeignete Umgebung fur die Zellen geschaffen werdiass heil3t eine konstante Temperatur von
36°C und stetig frische Perfusion mit der nahrsta¢hen Messtyrode. Die einzelnen Kompo-

nenten der benutzten Apparatur werden im Folgemdémen funktionellen Einheiten erlautert.
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Abbildung 4: Versuchsstandi Mikroskop Axiovert 135 T\2 lonOptix Myo Camg3 Perfusi-
onssystem4 Julabo F10 Warmebad, HyoFlo Absaugpump®, lonOptix HyperSwitch7 Trans-
formator fur die Xenonlampe§ lonOptix Fluorescence System Interfa®elonOptix Kame-
rasteuerung,10 Verstarker,11 Kontrollmonitor Datenerfassund,2 Grass SD 9 Reizgerat3
Kontrollmonitor fur Reizsteuerung

2.4.1.1 Inverses Mikroskop

Als Mikroskop dient das Axiovert 135 TV der FirmaiCZeiss, Oberkochen. Auf dem Objekt-
tisch tragt es die Versuchskammer (siehe 2.4.1d? Abbbildungen 4 und 5), eine spezielle Ka-
mera ist zur Aufzeichnung der Kontraktionen und tdtitlung der Bilddaten an den auswer-
tenden Computer angeschlossen. Installiert istisoskop auf einem schwingungsgedampften
Tisch, welcher aus einem Metallgestell mit einerchamisch entkoppelten, quarzsandgefillten
Edelstahlwanne und einer darauf liegenden Gratiigpksesteht. Dieser wurde von der Werkstatt
des physiologischen Instituts angefertigt.
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2.4.1.2 Versuchskammer

Bei der Versuchskammer handelt es sich um einefalserigens von der Werkstatt des physio-
logischen Institutes hergestellte runde Acryl-Kamnaeren Boden ein aufgeklebtes Deckglas
der Starke Null bildet. Nach oben ist die Kammédeiof Der Au3endurchmesser betragt 50 mm.
Die Versuchskammer wird auf dem Gleittisch des iskops federnd eingeklemmt und kann
vor dem Objektiv verschoben werden.

Knapp Uber dem Kammerboden befindet sich ein Zulsdr eine gebogene Glaskapillare an der
Oberseite wird die Perfusionslésung kontinuierlaigesaugt. So ist eine gleich bleibende, stets
frische Durchspilung der Versuchskammer gewaheteistmlaufend in der Wand der Acryl-
kammer ist ein von der Perfusion getrennter Wasskauf zum Beheizen der Versuchskammer
eingelassen. Ein elektronischer Temperaturfiihtanider Kammer eingebaut und mit der Steue-
rung eines externen Warmebades (Julabo F10; JutebpoAllentown, PA, USA) verbunden.
Dieses Wasserbad temperiert und pumpt den Wasstakife Beides gewahrleistet die gleich
bleibende Temperatur von 36°C + 0,5°C und einenstamen, stromungsarmen Flussigkeits-
spiegel. Fur die Wasserzuleitung des Perfusionssystvurden Perfusorenspritzen (Fa. Braun
Medical AG, Melsungen) verwendet, welche zur Erzeggeines konstanten hydrostatischen
Druckes in einer Lochleiste, 30 cm hoher als diesMehskammer, angebracht werden. Uber ei-
nen Tropfenzéahler (Exadrop, ebenfalls Fa. Brau) Drei-Wege-H&ahne ist die Durchflussrate
regulierbar.

Durch eine Unterdruckpumpe unter Zwischenschalteimgr Saugflasche wird Gber die oben
erwahnte Glaskapillare eine stete Absaugung eirdiib Kapillare ist schrag angeschliffen, ragt
senkrecht von oben in die Versuchskammer und einofigein Abreil3en des Flussigkeitsfilms
ohne Verwirbelung. Durch den tiefen Zulauf auf Haler abgesenkten Reizelektroden (siehe
Kapitel 2.4.1.3 und Abbildung 5) soll eine vollstiige und gleichméaRige Perfusion erreicht wer-
den.

Bei einem Kammerinhalt von ca. 0,4 bis 0,6 ml figirt konstanter Fluss von 70 ml/h zu einem

mehrfachen Austausch der gesamten Kammerflussigi@ivlinute.
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1 Reizelektroden

2 Absaugkaniile

3 Zulauf des Heizkreis-
laufs

4 Ablauf des Heizkreis-
laufs

5 Perfusionszulauf

6 Temperaturfihler

7 Kammerlumen

Abbildung 5: Versuchskammer mit Reizelektroden

2.4.1.3 Perfusion

Die Perfusion der Versuchskammer muss mehrere Bedgen erflillen. Lauft sie zu schnell,
dann werden die Zellen fortgeschwemmt. AuRerdenn legine Temperatur von 36°C nicht er-
halten werden. Geschieht die Perfusion zu langskmn erhitzt sich das Lumen der Versuchs-
kammer zu stark und die Zellen werden nicht ausezid mit N&hrstoffen und Sauerstoff ver-
sorgt. So muss die Perfusion gleichmafig und migglichne Wirbel erfolgen.

Der Kolben einer 50 ml fassenden Perfusorspritzd wirca 30 cm Uber der Versuchskammer in
einer Lochleiste befestigt. Dieser Hohenunterschgmaéhrleistet den hydrostatischen Druck, der
ausreicht, um den nétigen Perfusionsdruck aufzgknn Mit Hilfe eines Tropfenzahler (Exa-
drop®, Fa. Braun) kann die Tropfgeschwindigkeit vesildl der Messung konstant auf 70 Tropfen
pro Minute, zum Spulen auf tber 250 Tropfen pro Wkneingestellt werden. Die Leitung zwi-
schen Perfusorspritze und Versuchskammer wird @been Warmeaustauscher, versorgt von
demselben Warmebad wie die Kammer, auf 36 °C ertvarm

Die Absaugkapillare ist Uber einen Schlauch mieeiAbsaugpumpe (HyoFlo, Herts, UK) und
einer Auffangflasche verbunden. Durch den erzeugtaterdruck gelingt eine gleichmaldige Ab-



30

saugung. Die knapp Uber der Flussigkeitsoberflaigebrachte Glaskapillare erlaubt eine Ab-

saugung weitgehend ohne Turbulenzen.

24.1.4 Externe Stimulation

Durch eine externe Reizung, die zu einem Aktionsmkal fihrt, kann bei vorgegebener Fre-
guenz eine Verkirzung der Kardiomyozyten ausgel@éstien. Erregt wurden die Zellen mit Hil-
fe des Reizgerates SD 9 der Firma Grass (Quincy, M®&A) mit biphasischen Rechtecksim-
pulsen. Es wurden die Frequenzen 0,5, 1, 2, 4, @810 Hz angewendet, jeweils mit einer
Reizdauer von 0,4 ms pro Einzelreiz und einer Spagrvon 30 Volt. Diese Reize geniigen, um
ein Aktionspotential auszulésen.

Die in der Versuchskammer befindliche Reizelektrbgsteht aus zwei parallel angeordneten,
0,8 mm starken Golddrahten, welche mittels eindsrdmanipulators prazise tber der zu stimu-
lierenden Zelle positioniert werden kénnen.

Der Stimulator wird von einem PC unter Zwischen#icing eines Interfaces (Digidata 1200 von
Axon Instruments, Union City, CA, USA) und einesr&térkers (Werkstatt des Physiologischen
Instituts) angesteuert (siehe Abbildung 4). Mitfelides Programms Pclamp (ebenfalls Axon
Instruments) entwickelte Reizroutinen laufen auttissh ab, womit eine gleich bleibende Sti-
mulation und Reproduzierbarkeit jedes Messganggstm ist.

Bei jeder Stimulationsfrequenz durchlaufen die efelkzwanzig Verkirzungen, die Reizserien
werden in der Abfolge 0,5, 10, 1, 8, 2, 6 und 4dpliziert. Die Abwechslung zwischen hohen
und niedrigen Frequenzen wird gewahlt, um eineffli&a durch Gewdhnung der Zellen an eine
langsam steigende bzw. fallende Frequenzreihe acisiref3en. Zwischen dem letzten Reiz der
vorangegangenen Frequenzfolge und der nachstem Ifgt eine Stimulationspause von 30 Se-

kunden.

2.4.2 Quantifizierung der Sarkomerverkirzung

Die Sarkomerverkirzung wird als Mal3 der Kontratdiligemessen. Dabei wird sich der Quer-

streifung der Herzmuskelzelle bedient: wie in deel8ttmuskulatur sind die Myofilamente Myo-
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sin und Aktin regelmaRig angeordnet. Dadurch ergibh die lichtmikroskopisch darstellbare
charakteristische Querstreifung, wobei der Abstawtschen zwei dunklen Streifen der Lange

eines Sarkomers entspricht (Abbildung 6).

Abbildung 6: Vitale Kardiomyozyte

Mit Hilfe eines speziellen ,video imaging* SysterflenOptix, Milton, MA, USA) wird die iso-
lierte Herzmuskelzelle mit einer Bildfrequenz vof02Hz dargestellt. Dazu ist eine Kamera am
zweiten Strahlengang des Mikroskops installiertcdudas Verschieben des Gleittisches kann die
Zelle im Bildausschnitt optimal positioniert werdetas heil3t moglichst parallel zur LAngsachse
des Messfensters. Dabei werden Zellen ausgewéablthe eine mdglichst gleichmalige Quer-
streifung aufweisen und die regelmafiigsten Areakgner Ebene werden orthogonal zum Mess-
fenster eingestellt. Bereiche, in denen anderecdalie zu messende Uberlappen oder berthren
sind ungeeignet. Allein durch die Nahe einer ineeianderen Richtung kontrahierenden Zelle
wird eine flimmerfreie Nulllinie in der Aufzeichngrgestort.

Durch die oben genannte Querstreifung der Kardiayignm lassen sich regelméafiige Helligkeits-
unterschiede darstellen. Diese Hell-Dunkel-Kongagérden von der Aufzeichnungssoftware als
Graustufen wahrgenommen und auf dem Bildschirm (il

Im Idealfall kann von der Software eine sinusoidaddwingungskurve berechnet werden, wobei
eine Periode der Lange eines Sarkomers entspbehtlie lebenden Zellen aber nicht dem Ideal-
fall entsprechen, sondern biologischen Schwankungeerliegen, weist die extrapolierte Kurve
mehr oder weniger Streuungen auf. Minimiert werdase durch die Auswahl einer wirklich
ebenmanRigen Zelle und der oben erwahnten paral®sitionierung. Dartiber hinaus errechnet
die Software durch eine Fast-Fourier-Transformagon,Powerspektrum®. Dieses Powerspekt-
rum gibt fir jede Sarkomerlange die Haufigkeit ineddausschnitt an, die Lage des Maximums
ist stellvertretend fur die absolute Sarkomerlangé die Form des Maximums Hinweis gebend
auf die EbenmaéaRigkeit der erfassten Sarkomerechlaaer das Maximum, desto isoformer die
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erfassten Sarkomere. Die Analyse wird in Echtzeifggnommen, dargestellt und aufgezeichnet.

Dadurch lasst sich die Qualitat der Messung sdfeutrteilen.

Kardi omvozvt
Region of int erest

Schwingung skurve
—(schwarz)

Powerspektrum (rot)

Abbildung 7: lonOptix-Darstellung eines Myozyten mit berechmeRowerspektrum

Die Kardiomyozyte wird also parallel zur Achse diésssfensters eingestellt, ein gleichféormiger
Bereich der Zelle ausgewahlt (gelbe Markierunghei@bbildung 7), daraufhin wird automatisch
und in Echtzeit die Schwingungskurve und das Pqvedtsum berechnet.

Die Verkirzung der Zelle wird als Veranderung desaduten Sarkomerldnge nach unten darge-
stellt, erkenntlich durch eine Verschiebung des éspektrums nach links. Aus der Regelmé&-
Rigkeit und Auslenkung der Kontraktion lassen diehneits Schliisse auf die Vitalitat der Zelle
ziehen. Abbildung 7 zeigt eine Zelle, die zur Megsweingestellt wurde. Lichtmikroskopisch
bestimmbare Eigenschaften der Zelle wie aufgequell@bgerundete oder ausgefranste Zell-
enden, unscharfe Querstreifung und atypische Medogen lassen sich erkennen und so ge-
schadigte Zellen ausschlieRen. Auch Zellen, die e@mkroskopisch regelhafte Physis bieten,
zeigen unter Umstanden spontane Kontraktionen @iderverbreiterte Zacke im Powerspektrum.
Diese Zellen erweisen sich oft wahrend der Messrall unbrauchbar, zum Beispiel durch lange

Phasen der Spontanaktivitat oder Hyperkontraktiom@&mend der Messreihe.
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2.5  Durchfiihrung der Messung

2.5.1 Fixierung der Zellen in der Messkammer

Sowohl das Einsetzen der Perfusion als auch dier Btachfluss der Versuchskammer sowie die
Verkirzung der Zellen selbst kdnnen Lageverandeminomd damit Verdnderungen des orthogo-
nal eingestellten Messbereichs verursachen. AH diacht eine Fixation des Myozyten wéhrend
des Messvorgangs notwendig. Die Zellen selbst geriiinicht Uber Bindungstellen in den
Membranen, welche an dem Glasboden der Versuchskaamheften wirden.

Verwendet wird Laminin (Sigma-Aldrich, Steinheimygelches sich aus drei Polypeptidketten
zusammensetzt (A, Bund B), wobei die Aminoséureabfolge Tyr-lle-Gly-Ser-Ang der B-
Kette eine hohe Affinitat zum 67kDa-Rezeptor auf Myozytenoberflache besitzt (Lesot et al.,
1983; Von der Mark und Kuhl, 1985). Der RezeptadrTisil eines Transmembranproteins, das
intrazellular mit dem Zytoskelett und Aktin in Vénblung steht (Kleinmann et al., 1987).

Das Laminin wurde in Messtyrode gel6st, von diegiesung in einer Konzentration von 8 pg/ml
drei Tropfen in die Kammer eingebracht und tibehsédinuten inkubiert. Danach wird der U-
berstand mit Hilfe der Perfusion ausgewaschen uenige Tropfen Zellsuspension in die Mess-
kammer eingebracht. Diese kénnen in den folgenéehssMinuten ohne Perfusion zu Boden
sinken und sich mit Hilfe des Laminins an den Gtakn anheften. Wahrend der Anhef-
tungsphase muss die Perfusion des Umlaufes bzwWdamebad ausgeschaltet werden, da sonst
bei mangelndem Durchfluss von frischer, kalter M@ssle die Temperatur in der Kammer auf
ein schadigendes Niveau ansteigen wirde.

Bei einsetzender Perfusion geschieht eine weitetek&erung, nur vitale Zellen heften sich an
und erhalten ihre typische, langliche Form, beraiitgestorbene Zellen sinken langsamer ab und
behalten eine rundliche Gestalt. Sie werden mit Bemchstrom fortgespult.
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2.5.2 Messprotokolle

2.5.2.1 Zeitreihe mit CpG-ODN

Um ein genaues Protokoll fur die eigentliche Fréglksg, die Inkubation mit CpG und nachfol-
gende Gabe des iNOS-Inhibitor SMT zum NachweisSignalkette zu erstellen, war es notwen-
dig, den Zeitpunkt des CpG-Effekts festzustellen,die optimale Inkubationsdauer zu ermitteln.
Auf die gleiche Weise wie die eigentlichen Messumgeirde eine Zeitreihe erstellt, wahrend der
die praparierten Kardiomyozyten Uber die gesamtgeDaon sechs Stunden mit Kulturmedium
und CpG in einer Konzentration von 1 uM inkubiedrden. Zum Zeitpunkt Null und jede fol-
gende Stunde wurden Zellen dem Nahrmedium entnonumeéuf die oben beschriebene Weise
stimuliert. Die Kontraktilitat wurde bestimmt unchiVerhaltnis zur Inkubationsdauer aufgetra-
gen.

Eine signifikante Herabsetzung der Kontraktilii@€l sich zwischen der 0 h-Kontrollgruppe und
den Gruppen 4 h und 5 h Inkubationszeit beobaclstemass diese fur die folgende Messreihe
mit dem iINOS-Inhibitor als Inkubationsdauer verwenaurden.

2.5.2.2 Kontrollgruppe

Vorversuche unserer Arbeitsgruppe zeigten, dassdgerung in Kulturmedium ohne Zusatze
die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten auch nach tiBeStunden nicht erniedrigt war (Baumgar-
ten et al., 2006; Knuefermann et al., im Druck)s®egen erfolgte fur diese Arbeit keine weitere
Messung ohne jegliche Zusatze Uber 6 Stunden. Alsirlle fur den CpG-Effekt wurden die

Messungen frisch praparierter Kardiomyozyten béi (hkubation verwendet (Gruppe Kon —
0 h).

2.5.2.3 Messung der Kontraktilitat unter CpG-Inkubation mit iINOS-Inhibitor SMT

Wie oben erwahnt zeigte sich die maximale Minderdeg Kontraktilitat unter Inkubation mit

CpG nach vierstundiger Inkubationsdauer. Dementbered wurde bei dem Vergleich von mit
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CpG inkubierten Kulturen (CpG — 5 h) und mit CpGlwem iNOS-Inhibitor S-Methylisothio-

harnstoff (SMT) inkubierten Kulturen (SMT — 5 h)rvdeginn der vierten bis zum Ende der
funften Stunde nach Lagerung im Kulturmedium béiGB¥m Warmeschrank gemessen. Daraus
ergibt sich ein Mittel der Inkubationsdauer vonff@unden. SMT wurde 30 min vor Ende der
jeweiligen Inkubationszeit in einer Konzentratiaomvi00 nm/ml dem Kulturmedium zugegeben.
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigtess deese Konzentration ausreichte, um die

INOS in den Kardiomyozyten ausreichend zu hemmen.

Sowohl in Gruppe Kon — 0 h als auch in Gruppe Cp&h-wurden die Messungen der entspre-
chenden Inkubationsdauer aus den Messungen fiiZatieeihe mit aufgenommen und flr die

Auswertung verwendet.

2.6 Stimulantien

2.6.1 Cytosin-phosphatidyl-Guanosin-Oligonukleotid (CpG-ODN)

Um das Modell einer bakteriellen Sepsis zu simahemwurden die isolierten Kardiomyozyten
wie bereits mehrfach erwahnt, mit 1 uM CpG-Oligoieokid 1668 inkubiert.

Dabei ist das Oligonukleotid der Sequenz 5-TCC AAGG TTC CTG ATG CT-3’ charakte-
ristisch fir Bakterien-DNA im Gegensatz zu DNA Vdfirbeltieren. Bei Wirbeltieren liegt ein
hoher Prozentsatz der CG-Nukleotide methyliert @@mentsprechend wirkt das unmethylierte
CG-Motiv als PAMP (siehe Einleitung). Bereits Spasser et al. beschrieben 1997, dass bakteri-
elle DNA eine Antwort des angeborenen Immunsystaostésen kann, welche zum septischen
Schock fuhrt. Latz et al. (2004) untersuchten diedBng von CpG an den TLR9 im endoplas-
matischen Retikulum.

CpG stellte also ein adaquates Agens dar, um veitnion TLR9 ein septisches Geschehen zu
simulieren. Sowohl Hemmi et al. (2000), als auchi@aet al. (2001) arbeiteten mit synthetischen
CpG-Sequenzen und zeigten, dass diese genausocatiidiane DNA das angeborene Immun-

system stimulieren.
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Das verwendete CpG wurde von dem SyntheselaborVITBIOL, Berlin in einer Konzentra-
tion von 500 nmol/ml bezogen. Es wurde in eineM:Bsung in Aqua dest. angesetzt und tief

gefroren bis zum Beifigen zum Kulturmedium gelagert

2.6.2 S-Methylisothioharnstoff

Der hypothetisch angenommene und durch die Verseitles zu beweisende Transdukti-
onsschritt vom CpG-bindenden TLR9 zur sinkendeunlikéen Leistung fuhrt Gber die induzierte
Stickstoffmonoxidsynthase. iINOS-induzierende Gemeden durch den vorangegangenen Sig-
nalweg vermehrt transkribiert und induzieren dianBlation der iINOS. iINOS bildet Stickstoff-
monoxid, der zur Kontraktilititsminderung der Hetmkelzelle fihrt.

S-Methylisothioharnstoff (Sigma-Aldrich, Taufkirameist ein potenter, spezifischer Inhibitor der
INOS an der L-Arginin-Bindungsstelle des Enzyms unldckiert dosisabhangig die Aktivitéat
(Southan et al., 1995). Der Inhibitor wurde in #@nzentration von 100 uM dem Kulturmedium

30 min vor Ende der Inkubation zugegeben.

2.7 Auswertung

Die Kontraktionen werden mit Hilfe des ProgrammsWbzard sarcomere length and PMT ac-

quisition (lonOptix, Milton, MA, USA) aufgezeichnend weiterverarbeitet.

2.7.1 Auswertung der Sarkomerverkurzungen

Vorversuche anderer Mitarbeiter der Arbeitsgrupperfann et al., 2003, Baumgarten et al.,
2006; Schumacher, 2006; Vervélgyi, 2007) ergabassdlie ersten Stimulationen einer Serie zu
einer starkeren Auslenkung, d.h. zu einer gro3&tenkirzung der Sarkomere flihren und erst
nach durchschnittlich zehn Verkirzungen das Niveiaer gleichmaRigen Verkirzung erreicht
wird. Daher wurden fur die Bestimmung der Verkimzum Gleichgewicht die jeweils letzten

funf Verklrzungen einer Serie, also Reizantwortbi$ 20 jeder Frequenz verwendet. Mithilfe
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der im lonOptix-Programm enthaltenen Auswertungssok ist es moglich, einzelne Verkir-
zungen zur Auswertung zu selektieren bzw. auszigftdn. Bei jedem der von der Reizroutine
des Steuerungs-PCs an das Reizgerat gesendetelsdrzpu Stimulation wird auch ein Trigger
an das lonOptix-System abgegeben. Anhand dieseslSigrerden nur die der Reizroutine ent-
sprechenden Kontraktionen von der Auswertungssoétveds solche erkannt und kdnnen nun
angewahlt werden. Die letzten funf Verkirzungereeierie konnen so gemittelt und an diese
gemittelte Kontraktion kann mithilfe der Auswert@gsgftware eine Funktion angelegt werden,
die verschiedene Parameter berechnet.
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Abbildung 8: Auswertung der Kontraktlonen mit IonW|zard (genBeechrelbung im Text)

Im oberen Teil des Bildschirms (Abbildung 8) ise driginalregistrierung der Veranderung der
Sarkomerlange dargestellt. Das durchgehende Niberaoa. 1,6 bis 1,8 um entspricht der basa-
len Sarkomerlange (baseline) der gemessenen Samoniie Auslenkungen nach unten ent-
sprechen den Verkirzungen bei Stimulation. Die dilaGtriche auf der Linie unter den Kon-

traktionen entsprechen dem Triggersignal, gegeberdem Steuerungs-PC, die Balken Uber den

Kontraktionen indizieren die Auswahlbarkeit der glgen einzelnen Verkirzungen.
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Im mittleren Abschnitt der Auswertung ist die Mitteg der oben ausgewahlten Einzelkontrakti-
onen angezeigt. Anhand dieser Kurve errechnet ditwv8re die unten naher erlauterten Para-
meter, die die gemittelte Verkirzung charakteresieund in numerische Werte tberflihrt werden

koénnen.

1.8+

16+

i

[ ' |
0.0 0.1

Abbildung 9: Gemittelte Sarkomerverkirzung aus den letzten &iWMaungen einer Serie. (Auf

der x-Achse ist die Zeit in Sekunden, auf der ysAahe Sarkomerlange in Mikrometer aufgetra-
gen.)

Die verwendeten Parameter sind:
. peak height (peak h): Die Differenz der Sarkomeay&im Ruhe zur Sarkomerlange
zum Zeitpunkt der maximalen Verkirzung (= Verkirgsamplitude)
. Verkirzungsgeschwindigkeit (dep v): Die Verkurzuygschwindigkeit wird von
lonOptix als die grofRte Steigung des absteigenddrerkels der Verkiirzungszacke er-
rechnet (mit negativen Werten, da die Auftragung\Merkirzung nach unten erfolgt)
. Relaxationsgeschwindigkeit (ret v): Analog zur olgEmannten Verkirzung des
Sarkomers die maximale Geschwindigkeit der Entspagrdes Sarkomers wahrend der
Relaxation (bei Auftragung der Relaxation von urtanh oben als positiver Wert)
. time to baseline 90% (t to bl 90.0%): Dauer derk¥iezung bis zur Wiederherstel-
lung der Sarkomerlange entsprechend 90% der Rujeelan

. baseline (bl): Die Sarkomerlange in Ruhe.

Die Werte einer jeweiligen Serie werden als *.bdt& exportiert. Mittels einer Igor-Routine
(WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR, USA) und debdkenkalkulation MS Excel 2003

(Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA) werdete ahuswertungen einer Frequenz aus
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einer Messgruppe zusammengefihrt und in einer Etmdle eingetragen. Die Werte eines Pa-
rameters unter den gleichen Rahmenbedingungenu&meg Inkubationsdauer, Gruppe) werden
gemittelt und mit Hilfe von Prism 3.0 (GraphPad t&@afre, San Diego, USA) graphisch darge-

stellt.

2.7.2 Baseline-Korrektur

Beginnend bei 6 Hz zeigt sich folgendes Phanomersteeender Reizfrequenz: Wahrend der
zwanzig Kontraktionen tritt eine Senkung der Grimdlauf, da der zeitliche Abstand zwischen
zwei Reizen bei den hohen Frequenzen zu kleinifig eollstandige Relaxation der Zelle wird.

Die Sarkomerlange kann in den Erholungsphasen mehtr den Ruhewert erreichen.

Mﬂ#ﬁ fddrddddandidda
: | L\ ‘J H H TV

|

2 Hz

Abbildung 10: Gegenuberstellung 10 Hz und 2 Hz: Deutliche Absegkler Baseline bei 10 Hz
ab der zweiten Kontraktion (auf der x-Achse did #eBSekunden, auf der y-Achse die Lange der
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Verkirzung in Mikrometern). Die Skalierung der xage ist in beiden Teilbildern unterschied-

lich. Bei 10 Hz entspricht ein Teilstrich 100 mej » Hz entspricht ein Teilstrich 500 ms.

Bei der automatischen Berechnung der Kurvenpararkaten die Auswertungssoftware diesem
Umstand keine Rechnung tragen. Da die Verkirzungkiaae zu klein bestimmt wirde, muss
die Baseline, mit der gerechnet wird, nachtragkolrigiert werden. Dazu werden die Verkdr-
zungsamplituden auf die RuhesarkomerlangreBeginn der Reizserie bezogen. Um die Baseline
zu korrigieren, wird die Differenz zwischen der Rearkomerlange vor der Stimulation und der
maximalen Sarkomerlange wéahrend der Serie (welebeAdswertungssoftware ausgibt) be-

stimmt. Diese wird zur Verkirzungsamplitude addiert

2.8. Statistische Auswertung

Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) werdeier Auswertung durch das Microsoft-
Programm Excel ermittelt, dann mit dem Programmp@Rad Prism 3.0. statistisch ausgewertet
und graphisch aufgetragen. Die in Prism erstel@eaphen stellen die Amplitude der Sarkomer-
verkldrzung in Abhéangigkeit zur Frequenz dar. Figlej&ruppe wird ein Graph erstellt. Diese
werden mittels einer einfaktoriellen Varianzanaly®me-way-Anova) analysiert. Dabei werden
folgende Signifikanzschranken festgelegt:

. p > 0,05 nicht signifikant

. p<0,05 signifikant
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Kontrakitiihessung dargestellt. Insgesamt wurden
39 Versuchstiere eingesetzt, davon wurden 30 zstelirng der Zeitreihe verwendet und 9 aus-
schlie3lich zur Erstellung der Vergleichsmessung irikubation mit CpG und CpG mit SMT.
Wie bereits erwahnt (Kapitel 2.5.2.3) wurden auchsbBungen aus der CpG-Zeitreihe in die
SMT-Versuchsreihe mit einbezogen. Insgesamt wuldénZellen bei jeweils 7 Frequenzen ge-
testet.

Die graphischen Darstellungen in Prism zeigen jmsagie arithmetischen Mittelwerte mit Stan-
dardfehler. Die Absolutwerte aller dargestelltera@ren finden sich in Tabellenform im Anhang
dieser Arbeit (Kapitel 6).

3.1 Wirkung von CpG auf das Verkirzungsverhalten va Kardiomyozyten

Zur Feststellung des Transduktionsweges der Cp@itteiten Kontraktilitdtsminderung wurden
Herzmuskelzellen Gber den Zeitraum von sechs Stuimdulturmedium mit CpG inkubiert. Als
Kontrolle dazu dienten frisch isolierte Zellen. Bwar ausreichend, da in Vorversuchen unserer
Arbeitsgruppe mehrfach gezeigt wurde, dass die Metngsamplitude sich wahrend der sechs-
stiindigen Kurzzeitkultur nicht verandert (Baumgamé al., 2006; Knuefermann et al., im Druck;
siehe Kapitel 2.5.2.2).

Dabei gehen Daten von 30 Tieren im Alter von 1228i3Vochen in die Auswertung ein.

Die isolierten Kardiomyozyten werden zum Zeitpuidtll nach der Praparation direkt in
Messtyrode und dann nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 hblatkon aus dem Kulturmedium in die Messty-
rode Uberfihrt und ihr Kontraktilitdtsverhalten hater oben genannten Methode aufgezeichnet.
Verglichen wird die Kontraktilitat im Gleichgewicht

Bereits an Hand der Originalregistrierungen wahreéedAufzeichnung liel3 sich erkennen, dass
die Ruhesarkomerlange der mit CpG-inkubierten Zeflach drei Stunden Inkubation deutlich

unter der Kontrollgruppe lag.
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3.1.1 Verkirzungsverhalten im Gleichgewicht

Im Folgenden wird das Verkirzungsverhalten der My@z im Gleichgewicht beschrieben. Als

graphisches Beispiel dient jeweils der Verlauf identroligruppe direkt nach Praparation (Grup-
pe Kon — 0 h).

3.1.1.1 Verkirzungsamplitude

Verklurzungsamplitude
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Abbildung 11: Frequenzabhangige Darstellung der Sarkomerverkiggamplitude isolierter

Kardiomyozyten von Wildtyp-Mausen aus der Kontrajige O Stunden nach Praparation, An-
gaben: MW + SEM

Die Verkirzungsamplitude wird aus den jeweils ktizb Verkirzungen einer Reizserie berech-

net. Samtliche Ergebnisse sind graphisch dargestadlabsoluten Zahlen finden sich im Anhang
dieser Arbeit.
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Abbildung 11 zeigt das typische Verhalten der Vezkiagsamplituden anhand der Kontraktionen
aus der Zeitreihe bei 0 Stunden Inkubation, audgetn in Abh&ngigkeit von der Stimulationsfre-
guenz. Die Kurven aller Gruppen zeigen ein verglegres Verhalten: ein biphasischer Verlauf
mit einem lokalen Minimum bei 2 Hz und lokalen Mapa bei jeweils 0,5 Hz und 8 Hz.

3.1.1.2 Verkiirzungsgeschwindigkeit

Ein weiterer wichtiger Parameter, der das kontlaktierhalten einer Kardiomyozyte beschreibt,

ist die Verkirzungsgeschwindigkeit.

Verkirzungsgeschwindigkeit
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Abbildung 12: Frequenzabhangige Darstellung der Verkirzungsgeschgkeit isolierter
Kardiomyozyten von Wildtyp-Mausen aus der Kontrafige O Stunden nach Praparation, An-
gaben: MW + SEM

Aufgrund der Darstellung der Verklirzung als negatikusschlag aus der Ruhesarkomerlange ist

die Verkirzungsgeschwindigkeit auch als negativertvdngegeben.
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Rechnerisch entspricht die Verkirzungsgeschwindligiex maximalen Steigung des abfallenden
Schenkels der Verkirzungsamplitude.

Aus Griunden der Vergleichbarkeit wird in Abbildudg trotz des negativen Vorzeichens die
Verkiirzungsgeschwindigkeit auf der x-Achse nachnotiargestellt. Ahnlich der Verkiirzungs-

amplitude zeigt sich ein biphasischer Verlauf. Bmahme der Verkirzungsgeschwindigkeit bei
den hohen Frequenzen erklart den oben genanntekt E#r unvollstdndigen Relaxation bei Fre-
guenzen gréfRer 6 Hz. In der Gruppe Kon — 0 h istdert bei 2 Hz untypisch erhéht, d.h. die
Verklrzungsgeschwindigkeit ist abweichend von demnden Ubrigen Gruppen gezeigten bipha-

sischen Verlauf untypisch hoch.

3.1.1.3 Relaxationsgeschwindigkeit
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Abbildung 13: Frequenzabhéangige Darstellung der Relaxationsgesuthigkeit isolierter Kar-
diomyozyten von Wildtyp-Mausen aus der der Komgjroppe 0 Stunden nach Praparation, An-
gaben: MW + SEM
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Analog zur Verkirzungsgeschwindigkeit kann aus meximalen Steigung des aufsteigenden
Schenkels der Reizantwort die Relaxationsgeschgkedi errechnet werden. Auch hier ist ein
biphasischer Verlauf mit einem Minimum bei Stimidasfrequenzen um 2 Hz und einem Ma-
ximum bei 8 Hz zu beobachten (Abbildung 13.)

3.1.1.4 Ruhesarkomerlange

Die Ruhesarkomerlange wird von lonOptix in Ruhe Beginn der jeweiligen Reizfolge nach
den 30 seklindigen Pausen bestimmt. In allen be#t@chGruppen liel sich keine Frequenzab-
hangigkeit der Ruhesarkomerlange erkennen, dag¢ hach der jeweils 30 sekiindigen Pause
hat die stimulierte Zelle unabhéngig von der vogegangenen Stimulationen wieder ihren Aus-
gangszustand erreicht (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Frequenzabhé&ngige Darstellung der Ruhesarkomerlasgigeerter Kardiomyo-
zyten von Wildtyp-Mausen der der Kontrollgruppetin8en nach Préaparation, Angaben: MW +
SEM



46

Diese Tatsache gewahrleistet die Vergleichbarkeitainzelnen Stimulationsreihen, da sie be-

zeugt, dass vor jeder Stimulation die gleichen Anggvoraussetzungen gegeben sind.

3.1.1.5 Verkirzungsdauer

Die Dauer der Verklrzung ist definiert als die Zpanne zwischen Beginn der Verkirzung, also
der Stimulation und der Ruckkehr zu 90% der Rulkesaerlange und beschreibt damit ungefahr
die Zeitspanne, die die Zelle fur eine komplettentfaktion bendtigt. Abbildung 15 zeigt die
Verkirzungsdauer in Abhangigkeit von der Stimulagioequenz exemplarisch an der 0 h-Kon-
trollgruppe, also Zellen ohne den Einfluss des Wuftediums oder von CpG- oder SMT-Zusatz.
Es zeigt sich, dass die Verkirzungsdauer von dsiirigen zu den hohen Frequenzen abféllt. Das
Maximum liegt bei 0,139 s bei 0,5 Hz und das Minmmiei 0,087 s bei 10 Hz.

Verkldrzungsdauer
0
:E
~
——kon-0h
0.11
0.0 25 5.0 7.5 10.0
Frequenz [Hz]

Abbildung 15: Frequenzabhangige Darstellung der Verkirzungsdamrerter Kardiomyozy-

ten von Wildtyp-Méausen der der Kontrollgruppe Ongen nach Praparation, Angaben: MW +
SEM
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3.1.2 Zeitreihe der CpG-Inkubation

Wie bereits in Kapitel 2.5.2.1 erwahnt, wurde ztueng Hilfe einer Zeitreihe untersucht, wann
der kardiodepressive Effekt der Bakterienbestaledtan starksten ausgepragt war. Dabei wur-
den Zellen von 30 Tieren verwendet und Uber diemmes Dauer von sechs Stunden in Kultur-
medium mit einem Zusatz von CpG in einer Konzemnatvon 1 uM inkubiert. Die Messung
zum Zeitpunkt O erfolgte als Kontrollgruppe ohnenikakt der Zellen mit CpG sondern lediglich
nach Aufbewahrung in Messtyrode. Bei den weiteresdzeitpunkten von 1, 2, 3, 4, 5und 6 h

werden die Zellen dem Nahrmedium entnommen unddeufn Kapitel 2 beschriebene Weise
stimuliert.

Verkilrzungsamplitude

0.100 4

0.075 1

Amplitude [am]

0.050 1

0.025 1

T T
2.5 5.0 75 10.0
Frequenz [Hz]

Abbildung 16: Darstellung der kompletten CpG — Zeitlinie. Rotgizstellt die Kontrollgruppe
bei Aufbewahrung in Messtyrode und Messung soémt Praparation.
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Die Ergebnisse sind anhand der Verkirzungsamplitude oben beschrieben als Funktion in
Abhangigkeit der Stimulationsfrequenz dargestsitl{e Abbildung 16).

Zur besseren Verdeutlichung ist in Abbildung 17 \derlauf der Verkirzungsamplitude als Sau-
lendiagramm anhand der Verkirzungen bei 6 Hz daeliles

Verkurzungsamplitude bei 6Hz

0.100+ o7
+ + + -D h
T 1 h
5 00754 — R
§ 3 h
= 0.0504 G
= -G
< 0.0251 G
0.000-

Oh 1h 2h 2h 4h &h E&h
Inkubationsdauer

Abbildung 17: Darstellung der Verkirzungsamplitude bei einer Reguenz von 6 Hz in Ab-
hangigkeit zur Inkubationsdauer. Ab einer Inkubasidauer von 3 h (griin) ist ein Effekt des hin-
zugefugten CpG auf die Kontraktilitat zu erkenneeicher bei 4 und 5 h Inkubation maximal ist.
Signifikanter Unterschied zu 1 h gekennzeichnettpBignifikanz zwischen 0 h und 5 h gekenn-
zeichnet mit *.

Der Verlauf der in Rot dargestellten Kurve bei Qristen Inkubation zeigt eine geringere Verkur-
zungsamplitude als bei 1 h und 2 h Inkubation, iedcam wahrscheinlichsten durch die feh-
lende Selektion der Kardiomyozyten zu Beginn desdfeihe gegeben ist. Der Unterschied zwi-

schen den Werten fiir 0 h Inkubation und 1 h bztwlrZkubation ist jedoch nicht signifikant.
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Wahrend der Verlauf der Kurven bei 1 h und 2 h bdtion noch nahezu identisch sind und kei-
ne Verminderung der Verkirzungsamplitude zu bedeactst, ist diese bei 3 h Inkubation zu-
mindest in den niedrigen Frequenzen von 0,5 H2ZW#z signifikant verringert. Die maximale
Minderung der Myozytenkontraktilitat zeigt sich eimer Inkubation der Zellen mit CpG von 4 h
bis 5 h. Aufgrund dessen wird fur die folgende Vetsreihe nach funf Stunden Inkubationszeit
die Kontraktilitat der Kardiomyozyten bestimmt uddr CpG-Effekt nach vier bis funf Stunden
Inkubation als maximal angenommen.

Im Vergleich zur 0 h-Kontrollgruppe ist die Verkurmgsamplitude nach 4 h und 5 h Inkubation
signifikant verringert (siehe Abbildung 18).

Verklrzungsamplitude

‘T 0.104
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Abbildung 18: Vergleich 0 h-Kontrollgruppe (rot) mit 4 h (blauynd 5 h (rosa) Inkubation.
Signifikanter Unterschied zwischen 0 h und 4 h gekeichnet mit +, Signifikanz zwischen 0 h

und 5 h gekennzeichnet mit *.
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3.2 Aufhebung des CpG-Effekts auf die Kontraktilitdé der Herzmuskelzellen durch
Inkubation mit dem iNOS-Inhibitors S-Methylisothio harnstoff

Im Folgenden werden die Ergebnisse der InkubatidnOpG und Zugabe des iNOS-Inhibitors
SMT aufgefuhrt. Die préaparierten Kardiomyozyten aer in drei Gruppen unterteilt:

. Gruppe Kon — 0 h wird sofort nach Praparation in Messtyrode gelager
Die Zellen werden innerhalb der ersten Stunde rR@tparation stimuliert. Sie
dienen als Kontrollgruppe ohne jeglichen Zusate.Kbntraktilitatsverhalten ent-
spricht somit dem einer vitalen Herzmuskelzelle.

. Gruppe CpG - 5 henthalt jene Kardiomyozyten, die mit CpG-Zusatz im
Mittel funf Stunden lang inkubiert wurden. Ihre Koaktilitéat ist gegentiber den
unbeeinflussten, vitalen Kardiomyozyten signifikaatringert.

. Gruppe SMT — 5 h enthalt die Kardiomyozyten, welche wie Gruppe
CpG — 5 h mit CpG inkubiert werden. 30 Minuten essbeginn wird dem Kul-
turmedium S-Methylisothioharnstoff (SMT) hinzugefiig

Der Gruppe Kon — 0 h sowie der Gruppe CpG — 5 demuidie gewonnenen Daten aus der CpG-
Zeitreihe der entsprechenden Inkubationsdauer befégt, so dass eine hohe Anzahl gemesse-
ner Zellen in diesen Gruppen ausgewertet werdentkon

Folgend werden oben beschriebene Parameter unteEd#luss der einzelnen Gruppen disku-

tiert.

3.2.1 Verkirzungsamplitude

Abbildung 19 zeigt den frequenzabhangigen Verlarf\derkirzungsamplituden aller drei oben
beschriebenen Gruppen. Die drei Gruppen zeigeneailéokales Minimum bei 2 Hz Stimula-
tionsfrequenz und ein Maximum im Bereich der hoReeguenzen. Dieses liegt bei der Gruppe
Kon — 0 h bei 8 Hz, bei den Gruppen CpG — 5 h udd S 5 h bleibt die Verkirzungsamplitude
zwischen 6 Hz und 10 Hz nahezu konstant. Allerdisggas Niveau mit 0,46 um bei CpG -5 h
und 0,93 um bei SMT — 5 h signifikant verschieden.
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Verkdrzungsamplitude
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Abbildung 19: Frequenzabhangige Darstellung der Sarkomerverkiggamplitude stimulierter
Kardiomyozyten unter Kontrollbedingungen (rot), ma& stundiger Inkubation mit CpG
(schwarz), nach 5 stuindiger Inkubation mit CpG batbstiindiger SMT-Einwirkung (blau).

Der statistische Vergleich zwischen den einzelneup@n wurde mittels einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (one-way ANOVA) und einem Newmaltsk@st hoc Test durchgefihrt. Kon —

0 hvs. CpG -5 h: p< 0,001 (mit + markiert); SMB h vs. CpG —5 h: p < 0,001 (mit * mar-
kiert).

Der statistische Vergleich zwischen den drei Grapparde mit Hilfe einer einfaktoriellen Vari-

anzanalyse (One-way-Anova) und Newman-Keuls postTtest durchgeflhrt.

Dabei unterscheiden sich die Gruppe Kon — 0 h getierGruppe CpG — 5 h signifikant mit
p<0.001. Im Vergleich zur Gruppe CpG — 5 h liegt Hurve der Gruppe SMT — 5 h wieder im
Bereich der Kontrollgruppe. Der Unterschied zwistl@pG — 5 h und SMT - 5 h ist ebenfalls
mit p<0.001 signifikant, SMT — 5 h und Kon — 0 htenscheiden sich nicht signifikant.
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3.2.2 Verkirzungsgeschwindigkeit

In Abbildung 20 sind die Verlaufe der Kurven derrk@&zungsgeschwindigkeit aller drei ver-

glichenen Gruppen dargestellt. Aufgrund der obawritseegenannten geringeren Qualitat der Zel-
len und damit verbundenen hdéheren Schwankung dgezeichneten Werte weil3t die Kurve der
0 h-Kontrollgruppe gro3ere Standardabweichungerasuflie Kurven der beiden anderen Grup-

pen.

Verkiarzungsgeschwindigkeit
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Abbildung 20: Frequenzabh&ngige Darstellung der Verkirzungsgesachgkeit stimulierter
Kardiomyozyten unter Kontrollbedingungen (rot), ma& stundiger Inkubation mit CpG

(schwarz), nach 5 stuindiger Inkubation mit CpG batbstiindiger SMT-Einwirkung (blau).

Der statistische Vergleich zwischen den einzelneup@n wurde mittels einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (one-way ANOVA) und einem Newmaltsk@st hoc Test durchgefihrt. Kon —
O hvs. CpG -5 h: p<0,001 (mit + markiert); SMB hvs. CpG -5 h: p <0,001 (mit * mar-
kiert.
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Ebenso ist — wie in Abbildung 19 schon beobachtéérVerlauf der Kurven nach finf Stunden

Inkubation deutlich flacher, das lokale Maximumden hohen Frequenzen ist deutlich weniger
ausgepragt.

Auch bei der Verkiurzungsgeschwindigkeit ist derddsthied zwischen Gruppe Kon — 0 h und
Gruppe CpG - 5 h signifikant, die durchschnittlidbigferenz betréagt fir beide Vergleiche ca.

1,6 um/s.

Die Werte der Gruppe SMT — 5 h sind dementsprecieéader der Gruppe Kon — 0 h angena-

hert und weisen zu dieser keinen signifikanten t$etded auf.

3.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Die Kurven der Relaxationsgeschwindigkeit weisea dgieiche Verhalten auf wie bei der Ver-
kirzungsgeschwindigkeit (siehe Abbildung 21).

Die Anwendung von CpG-Oligonukleotiden fuhrt zu ezirsignifikanten Reduktion der durch-

schnittlichen Relaxationsgeschwindigkeit um 1,291 Vergleich zu Kon — 0 h. Die Anwen-

dung von SMT hebt den Einfluss der CpG-Behandluregier auf. Durchschnittlich ist die Rela-

xationsgeschwindigkeit der Gruppe CpG — 5h um 1y43/s geringer als die Relaxations-
geschwindigkeit der Gruppe SMT — 5 h. Der Untemdrawischen der Gruppe SMT — 5 h und
der Kontrollgruppe Kon — 0 h ist nicht signifikant.



54

Relaxationsgeschwindigkeit
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Abbildung 21: Frequenzabhangige Darstellung der Relaxationsgesuhgkeit stimulierter
Kardiomyozyten unter Kontrollbedingungen (rot), maé& stundiger Inkubation mit CpG

(schwarz), nach 5 stuindiger Inkubation mit CpG batbstiindiger SMT-Einwirkung (blau).

Der statistische Vergleich zwischen den einzelneup@n wurde mittels einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (one-way ANOVA) und einem NewmaisK@st hoc Test durchgefihrt. Kon —
O hvs. CpG -5 h: p< 0,001 (mit + markiert); SMB h vs. CpG —5 h: p < 0,001 (mit * mar-
kiert).

3.2.4 Ruhesarkomerlange

Abbildung 22 zeigt frequenzabhangig die Ruhesarktimge aller drei Gruppen. Eine deutliche
Frequenzabhangigkeit lasst sich bei keiner der @rappen erkennen. Die Ruhesarkomerlange
beider Gruppen, in denen die praparierten Kardiaytgm im Mittel funf Stunden inkubiert
wurden — CpG — 5 h und SMT -5 h — liegt unterRehesarkomerlange der sofort gemessenen

Herzmuskelzellen aus Gruppe Kon — 0 h.
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Ein signifikanter Unterschied lasst sich nur in eegdrigen Frequenzen bis 4 Hz beobachten und

zwar die oben erwahnte Verringerung der Ruhesarkéange nach finf Stunden Inkubation.

Ruhesarkomerlange
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Abbildung 22: Frequenzabhéngige Darstellung der Ruhesarkomerléstgaulierter Kardio-
myozyten unter Kontrollbedingungen (rot), nachismdtger Inkubation mit CpG (schwarz), nach

5 stundiger Inkubation mit CpG und halbstindigerTSEinwirkung (blau).

Der statistische Vergleich zwischen den einzelneup@n wurde mittels einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (one-way ANOVA) und einem NewmaisK@st hoc Test durchgefiihrt. Kon —
0 hvs. CpG -5 h: p< 0,001 (mit + markiert); SMB h vs. CpG —5 h: p < 0,001 (mit * mar-
kiert).

3.2.5 Verkirzungsdauer

Wie oben bereits beschrieben, wird mit der Verkiigadauer jene Zeitspanne berechnet, die die

Herzmuskelzelle benotigt, um, bestimmt ab dem Satrmansreiz, wieder 90% ihrer Ruhesarko-
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merlange zu erreichen. Bei allen drei Gruppen Igis$t beobachten, dass die Verkirzungsdauer
zu den hohen Frequenzen hin konstant abféllt (Alobid 23).
Sowohl der gesamte Kurvenverlauf als auch in deretmen Frequenzen betrachtet sind die drei

Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Die @ifénz zueinander ist im Mittel deutlich unter
0,01s.

Verkldrzungsdauer
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Abbildung 23: Frequenzabhéngige Darstellung der Verkirzungsdatienulierter Kardiomyo-

zyten unter Kontrollbedingungen (rot), nach 5 sifed Inkubation mit CpG (schwarz), nach 5
stiindiger Inkubation mit CpG und halbstindiger SElfiwirkung (blau).

Der statistische Vergleich zwischen den einzelneup@n wurde mittels einer einfaktoriellen

Varianzanalyse (one-way ANOVA) und einem NewmartsKmst hoc Test durchgefihrt. Bei
keiner Frequenz tritt ein signifikanter Unterschigaf.
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4 Diskussion

Trotz der mannigfaltigen Moéglichkeiten der Intemaedizin stellt die septische Kardiomyopathie

eine schwerwiegende Komplikation der Sepsis uneé é&iensbedrohliche Diagnose dar. Bei
beinahe der Halfte aller Sepsis-Patienten (bei dé¥dPatienten: Charpentier et al., 2004; Schus-
ter und Muller-Werdan, 2000) kann eine akute sepéisKkardiomyopathie beobachtet werden,
sowie damit verbundener ein Anstieg der Letalitatauf 70%.

Die Pathogenese der kardialen Depression in desiSegt bis heute noch nicht vollstandig ge-

klart. Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe des ahR9-Rezeptor bindenden CPG-Oligonukleotid

und des iINOS-Inhibitors SMT einen Teil der hypoitetien zu belegen. Dazu wurde die Wir-

kung von CpG-Oligonukleotiden auf die Kontraktilii&olierter Kardiomyozyten der Maus ge-

testet.

4.1 Validitat der Methoden

Ein aussagekréftiges und reproduzierbares ErgeteridMessung erfordert sowohl eine gleich
bleibend gute Qualitat der isolierten Kardiomyonytend eine Vergleichbarkeit der Zellen zwi-
schen den einzelnen Messtagen und gemessenen Gralgpauch die Validitat und Reliabilitat
der Messmethode.

Die hier verwendete Technik der Isolation der Kanayozyten mit Hilfe der Langendorff-Perfu-
sionsanlage kam bereits in vielen Arbeiten zuewst groReren Nagern (Kaninchen, Meer-
schweinchen und Ratten) (Meyer, 1989; Linz und Me2800) und zuletzt auch bei der Maus
(Tiemann et al., 2003; Kempelmann, 2005; Baumgagteal., 2006) erfolgreich zum Einsatz.
Durch die erprobte Methode und Uberarbeitete Zusamseizung der verwendeten Lésungen
wurde eine hohe Quantitat an vitalen Herzmuskedmedirzielt (bis zu 70% Ausbeute vitaler Zel-
len). Zusatzlich besal3en die Kardiomyozyten eint gualitat, erkennbar an der langlichen
Form, an intakten, nicht abgerundeten Zellendegiclginalliger Sarkomer-Felderung, gleichfor-
miger Ruhesarkomerlange). AuRerdem ist unsere &dreippe bisher weltweit die einzige, die
Mauskardiomyozyten bis zu einer Frequenz von 1G@tiauliert.

Um die gleich bleibende Qualitat der isolierten ddlamyozyten zu gewadhrleisten, missen die

gewonnenen Zellen in einem geeigneten Medium awdhewwerden. In Vorversuchen unserer
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Arbeitsgruppe erhielt zwar auch die Lagerung derdikenyozyten in Messtyrode (siehe Tabelle
4) die Zellen bis zu sechs Stunden vital genug,repnoduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Je-
doch zeigte die Lagerung in einem Kulturmedium eleatlich h6here qualitative und quantita-
tive Ausbeute. Die Zusammensetzung des Kulturmesiworde in unserer Arbeitsgruppe bereits
erprobt(Schuhmacher, 2006; Vervolgyi, 2007) und orientsgeh an in der Literatur vorgeschla-
genen Rezepten fur Langzeitkulturen (Clark et1l#®198; He et al., 1996

Das hier verwendete Reizmuster fur die Sarkomeiwetkhg aus sieben Stimulationsfrequenzen
bis zu 10 Hz wurde bereits von Tiemann et al. (2Q0®@l in anderen Voruntersuchungen unserer
Arbeitsgruppe verwendet (Schuhmacher, 2006; VegwpRP07). Die 30-sekiindige Pause zwi-
schen den einzelnen Frequenzen soll der untersuZletee Zeit zur Erholung geben, so dass jede
Frequenz registriert werden kann, als sei es dite &timulation der ruhenden Zelle. Des Weite-
ren soll die Abfolge 0,5 Hz, 10 Hz, 1 Hz, 6 Hz, 2, Hz verhindern, dass es zu einer Gewoth-
nung der Zelle an eine in der Frequenz stetig zmeelde oder abfallende Reizserie kommt. So
kann gewahrleistet werden, dass weder die Abfolgehrdie Frequenz einen Einfluss auf die
jeweilige Kontraktionsserie ausubt.

Die verwendete maximale Stimulationsfrequenz vordt@ntspricht der ebenfalls von Tiemann
unter Kontrollbedingungen gemessenen physiologis¢terzfrequenz einer adulten Maus von
580 = 11 Schlagen pro Minute (Frequenz ca. 9,5 Gbyohl die maximale hier in vitro verwen-
dete Frequenz also der physiologischen Herzfrequemnzvo entspricht, ist wahrend der Ver-
suchsreihe besonders bei den hohen Frequenzeawiebmende Anfélligkeit der Zellen zu be-
obachten gewesen. Die Zellen kbnnen haufig dernrrexteReizen bei 10 Hz nicht folgen oder
zeigen unkoordinierte Zwischenkontraktionen. Inlerebisher veroffentlichten Studien ist mit
einer deutlich geringeren Frequenz stimuliert waorakass heil3t es muss zwischen der Leistungs-
fahigkeit in vivo und in vitro unterschieden werd@&uass hier eine Stimulation bis zu 10 Hz er-
folgreich gut reproduzierbare Messwerte erbradtdgan wie schon erwahnt als Indiz fir die gute
Qualitat der isolierten Kardiomyozyten angeseherdem

Als Methode zur Bestimmung der Kontraktion kann idieler Literatur haufig erwahnte ,Edge-
detection“-Messung verwendet werden, bei der dieséfeebung der Zellrdnder nach innen bei
der Kontraktion als Mal3 verwendet wird (z.B. Mey®989; Linz und Meyer, 2000). Die Zell-
gréfRe von Mauskardiomyozyten ist altersabhangigr(tad Nair, 2001), dass heildt es muss bei
jeder Messung mit Hilfe der ,Edge-detection“-Metkodie Verkirzung auf die Ruhezelllange

normiert werden.
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Bei der hier verwendeten Methode wird mit Hilfe adarakteristischen Querstreifung der Sar-
komere unabhangig von der Zellgrél3e jeder gemességle das Sarkomer-Raster ausgewertet.
Durch dieses Verfahren ist keine Normierung notvig:nd

Die verwendeten Konzentrationen von CpG-Oligonutideand dem iNOS- Inhibitor SMT ent-
sprechen in Vorversuchen der Arbeitsgruppe erproBtandards. SMT wurde erst 30 Minuten
vor Beendigung der Inkubation zur Zellkultur hingegeben, um so die Reversibilitdt des CpG-
Effekts zu zeigen. Auf diese Weise konnte gezeigtden, dass auch nach der Induktion der i-
NOS und nach dem Eintreten des kardiodepressiviektBfvon CpG dieser durch nachtragliche
Applikation von SMT ruckgéngig gemacht werden kennt

Das gewahlte Zeitfenster der Kontraktilitdtsmesswogde mithilfe der oben beschriebenen Zeit-
reihe (Kapitel 2.5.2.1 und 3.1.2) validiert. Esgteisich, dass die Verkirzungsamplitude bei O h
Inkubation, also direkt nach der Praparation geningt als bei 1 h und 2 h Inkubationsdauer.
Dieser Unterschied ist zwar nicht signifikant, aleutlich. Es ist anzunehmen, dass dieser Um-
stand an der fehlenden Selektion der Kardiomyozyteam Zeitpunkt Null liegt. Wahrend der
Inkubation sterben die Zellen mit verminderter Yfigd ab, die gemessenen Kardiomyozyten sind
also trotz des CpG-Effekts tatsachlich vitale Zellen Gegensatz dazu beinhaltet die Portion, die
sofort nach Praparation gewonnen und in Messtyioddie Versuchskammer tberfuhrt wird,
auch jene Zellen, die von schlechterer Qualitad sind unter Umstanden wahrend eines Mess-
durchlaufes absterben. Nach 6 h Inkubation schadreiellen sich wieder zu erholen, wie oben
bereits erwahnt lasst diese Beobachtung entwedesirael Degradation des hinzugefugten CpGs
schlieBen oder auf eine Selektion hinsichtlich etelldie bereits von Beginn an weniger unter
dem CpG-Effekt gelitten haben (siehe Abbildung b @7).

Der maximale Effekt von CpG trat bei einer Inkubatvon 4 bis 5 Stunden auf.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass die Methetaerodiegenden Arbeit dem heutigen Stand
der Forschung einwandfrei entsprechen und die Alefoingen der Fragestellung erfillen.

4.2 Hypothetischer Signalweg von TLR9 zur kardiala Depression

Die Minderung der kardialen Kontraktilitat ist eieenste und haufige Komplikation der schwe-

ren Sepsis, der genaue Pathomechanismus ist alierhive noch nicht detailliert aufgeschlis-

selt. Unklar ist, ob bakterielle Endotoxine mit@ikiber die Stimulation immunkompetenter Zel-
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len und von deren Zytokine die kardiale FunktioribBussen oder direkt an der Kardiomyozyte
selbst wirken.

Die Erkenntnisse der letzten Jahre fuhrten zu dWearbewertung des angeborenen Immunsys-
tems und damit auch der Rolle der Toll-like-Rezegoin der Pathogenese der Sepsis und der
septischen Kardiomyopathie. Es zeigte sich, dadst mur die von Monozyten gebildeten Ent-
zindungsmediatoren wie IL 1-B und TNFdie Herzfunktion beeintrachtigen (Pagani et al.,
1992; Sugishita et al., 1999), sondern Kardiomyaz\gelbst nach Stimulation mit Endotoxinen
TNF-a bilden (Giroir et al., 1992).

Vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgrupfaessien sich mit der Wirkung von Lipo-
polysacchariden (LPS) auf den membranstandigen IR&zeptor von Kardiomyozyten. LPS ist
ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakteriear,\abn TLR4 erkannt wird. Baumgarten et al.
(2006) und Vervdlgyi (2007) zeigten, dass TLR4-wett Uber eine Beeinflussung der intra-
zellularen Kalziumkonzentration die Kontraktilitder Kardiomyozyten gemindert wurde. Be-
standteil des Signalweges war ebenfalls die indbare Stickstoffmonoxidsynthetase iNOS,
welche eine Erh6hung der intrazellularen NO-Konedidn bewirkt. Ullrich et al. (2000) zeig-
ten, dass iINOS-defiziente Mause nach Stimulatianbatditeriellen Endotoxinen keine myokardi-
ale Dysfunktion entwickelten.

Das CpG-Motiv der bakteriellen DNA entspricht wieder Einleitung bereits erlautert aufgrund
der fehlenden Methylierung einem PAMP. Dieses hookkrvative Motiv wird vom angebore-
nen Immunsystem erkannt. Es ist bekannt, dass Cp8-@ne Immunantwort im Sinne eines
septischen Schockes Uber eine Aktivierung des TaBRf0sen kann (Sparwasser et al., 1997).
Der genaue Signalweg — soweit bisher erforscht i ider Einleitung beschrieben (siehe Kapitel
1.2 und Abbildung 1). Angenommen wurde fir diesbelt; dass auf diesem Wege in einer von
CpG-Oligonukleotiden stimulierten Zelle in erhoht&falRe INOS gebildet wird.

4.3 Auswirkungen von CpG-Oligonukleotiden auf die &rkomerverklirzung isolierter

Kardiomyozyten in Abhangigkeit von TLR 9

Bisher war das Vorliegen des TLR9-Signalweges ardidenyozyten wenig untersucht. Neue
Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten jedoass thei der Entwicklung einer Sepsis TLR9-

abhangige Reaktionen auch im Herzen eine Rolléesp{&nuefermann et al., im Druck).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Kontraktilitgn Wildtyp-Kardiomyozyten an Hand der
Sarkomerverkirzung nach Stimulation mit Frequenagischen 0,5 und 10 Hz bestimmt. Die
Zellen wurden uber den Verlauf von 6 Stunden miGQGp einer Konzentration von 1 uM inku-
biert. Durch die Messung des Kontraktilitatsveriiadt zu jeder Stunde wéahrend der Inkubation
konnte ein genauer Verlauf des CpG-Effektes aufkdediomyozyten beobachtet werden. Es
zeigte sich, dass nach 3 Stunden Inkubation didrikiilitat der Myozyten abnahm und sich ab
4 Stunden Inkubation signifikant von der unbeeisgben Kontrollgruppe unterschied (siehe Ab-
bildung 17.).

Malf3 fur die Kontraktilitdt war dabei die Amplituder Sarkomerverkirzung, welche in Abhan-
gigkeit der Stimulationsfrequenz aufgetragen wuBk.allen Frequenzen aul3er bei 4 Hz war die
Verringerung der Verkurzungsamplitude bei 4 bezmgsweise 5 h Inkubation mit CpG-ODN im
Vergleich zur 0 h- Kontrolle signifikant (siehe Altlung 18).

Da es sich um reine Kardiomyozytenkulturen hangeitess davon ausgegangen werden, dass
der Effekt von CpG tatsachlich unmittelbar direlktder Kardiomyozyte ausgeldst und nicht von
immunkompetenten Zellen vermittelt wird. Die anaddntersuchung von Mitgliedern unserer
Arbeitsgruppe an TLR9-defizienten Tieren zeigt,sddeeser unmittelbare Effekt Uber von den
Kardiomyzyten exprimierten Toll-like-Rezeptorenréoigt:

Bei in vivo-Experimenten unserer Arbeitsgruppe veururch intraperitoneale Injektion von
CpG-ODN(1 nmol/g Korpergewicht) sowohl in Wildtyp- als auchTLR9-defiziente Mause ein
kinstlicher septischer Schock hervorgerufen. Qr&unden nach der Injektion entwickelten die
Wildtypméause klinische Symptome wie Lethargie unidrihéen, die denen eines septischen
Schocks entsprachen. Die TLR9-defizienten Tiergteai keine derartigen Symptome, ebenso
wenig Tiere aus einer Kontrollgruppe, welche mitcKsalzlosungen oder mit Oligonukleotiden
ohne CPG- Motiv behandelt worden waren. Die VerSaoh wurden nach unterschiedlichen
Zeitintervallen getotet und es wurden Plasmapradmme Gewebeproben des Herzens entnom-
men und weiteren Untersuchungen zugefuhrt.

Nach der Applikation von CpG in vivo kam es nach B-zu einem Anstieg der kardialen TLR9-
Expression. Dies passt gut zu dem hier beobachi#wverlauf der CpG-Wirkung auf die Kon-
traktilitat isolierter Kardiomyozyten.

Des Weiteren zeigte sich, dass 1 bis 2 Stunden imhcperitonealer Injektion von CpG-ODN
die Transkription von TNFe-, IL-13- und IL-6-mRNA stark erhéht war. Ebenfadihoht waren

die Plasmaspiegel der drei Mediatoren, welchesemé induzierte inflammatorische Reaktion
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des Gesamtorganismus hindeutet. Auch dieser Hifekbei den TLR9-defizienten Tieren nicht
ein, ebenso wenig bei den Wildtyp-Kontrollen, de@igonukleotide ohne CpG-Motiv injiziert
worden waren.

Durch ELISAs wurde zusatzlich noch die ZunahmeHi@ression der Genprodukte TNE4L1-

3 und IL-6 in den Wildtyp-Tieren nachgewiesen, ¢aks ohne Korrelat bei der Gruppe der
TLR9-defizienten Tiere (Knuefermann et al., im Dkuc

Hiermit ist gezeigt, dass eine systemische Entziigsheaktion im Sinne einer Sepsis durch
CpG-Oligonukleotide ausgelost wird. Die Gegenlle#igtg von Wildtyp-Tieren und TLR9-
defizienten Tieren bzw. Kontrollgruppen von Wildtigsen, welche mit Oligonukleotiden ohne
CpG- Motiv bzw. mit Kochsalzlésung behandelt wurdegigt, dass diese Entziindungsreaktion
tatsachlich von DNA mit dem CpG-Motiv Uber TLR9 gakjst wird.

In einer Studie von Boyd et al. (2007) wurden TLR2ind 5 in HL-1-Zellen untersucht. Es zeig-
te sich, dass eine Stimulation mit CpG-ODN ubeh24i keiner erhéhten Bildung von Zytokinen
(IL-6) fuhrte. Dieser Unterschied zu den bei Knuefenn et al. vorliegenden Ergebnissen kann
zum einen durch die unterschiedlichen Zellliniegeaj®en sein, zum anderen wurden die Zellen
von Boyd et al. erst nach 24 h untersucht. Da digelnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass
die maximale Zytokinproduktion bereits innerhalbnv® h nach Stimulation mit CpG eintrat,
haben Boyd et al. mdglicherweise den richtigenpaikt lange tUberschritten. Dafir spricht, dass
in den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe die Tereits zwei Stunden nach der CpG-Injektion
erste klinische Symptome entwickeln (Knuefermanmlgtim Druck). Die Mediatoren, die als
am bedeutendsten in der Pathogenese der Sep&n,gaiimlich TNFe und IL-13 (Cain et al.,
1999) wurden von Boyd et al. nicht untersucht.

Unklar ist immer noch, ob es durch die Vermittluwan immunkompetenten Zellen und Entzin-
dungsmediatoren zur Sepsis und zur Minderung deliddan Funktion kommt oder ob CpG di-
rekt am Herzmuskelgewebe wirkt. Daflr ist eine Battung des isolierten Gewebes notwendig.
Die Reaktion von Kardiomyozyten auf CpG in vitronde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
an Wildtyp-Mausen und von anderen Mitgliedern uese&rbeitsgruppe an TLR9-defizienten
Tieren untersucht. Kardiomyozyten von Wildtypmaugeigten eine signifikante Reduktion der
Kontraktilitat, wahrend die isolierten Zellen vo.R9-defizienten Tieren nicht durch CpG be-
einflusst wurden. Des Weiteren wurde die Aufnahme €pG in frisch isolierte Herzmuskelzel-
len untersucht. Dazu wurden die Kardiomyozyten3arMinuten mit Fluoreszenz-markiertem
CpG (1668-ODN-Cy5, Firma TIB MIBIOL) inkubiert undnter einem Fluoreszenzmikroskop
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betrachtet. CpG-ODN konnte so sowohl in den Zefikarals auch im Zellplasma beobachtet
werden. Wie schon erwahnt sind alle Ergebnisseblen genannten Experimente zusammenfas-

send publiziert in Knuefermann et al. (im Druck).

4.4  Die Rolle von iINOS in der Vermittlung des karétbdepressiven Effektes von CpG

Durch die in Kapitel 4.3 genannten Experimente kerein unmittelbarer Zusammenhang zwi-
schen der Stimulation durch CpG und der erh6htdéduBg von Mediatoren wie TNE; IL-113
und IL-6 gezeigt werden. Ebenso konnte die Veromtildurch TLR9 nachgewiesen werden.
Neben der Beteiligung der oben genannten Mediatemehder im Verlauf der septischen kardi-
alen Dysfunktion beschriebenen erhohten Konzentration NO-Radikalen eine Rolle in der
Pathogenese zugewiesen (Khadour et al., 2002cbl&i al., 2000). Daher wurde die Rolle der
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthetase im zweileil der vorliegenden Arbeit weiter unter-
sucht.

Eine halbe Stunde vor der Messung wurden den n@ @gubierten Kardiomyozyten der selek-
tive INOS-Inhibitor S-Methylisothioharnstoff (SMTinzugefugt. Dies machte den CpG-Effekt
auf die isolierten Kardiomyozyten komplett rickgéndoie Verkirzungsamplitude und die Ge-
schwindigkeit der Verklrzung als auch der Entspagnentsprachen wieder trotz vorhergegan-
gener Inkubation mit CpG Uber 4 beziehungsweis@érhParametern in der Kontrollgruppe.
Dies legt nahe, dass der Signalweg des CpG-Eftakder Herzmuskelzelle tber TLR9 Uber die
induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase und daiinér einen erhéhten NO-Spiegel fuhrt.

Eine Studie von Paladugu et al. (2004) zeigte, takserielle DNA (von Staphylococcus areus
und E.coli) konzentrationsabhéngig die Kontrakdtlider Kardiomyozyten von neugeborenen
Ratten bis zu 60% minderte. Nach Vorbehandlung DiNtase blieb die beobachtete Kardio-
depression aus. Dadurch konnte gezeigt werden,diasseobachtete Minderung der Kontrakti-
litat tatséchlich durch die DNA selbst und nichtatumdgliche mit eingeschleppte Proteine er-
folgte. Einerseits zeigt diese Studie analog zu Adreiten unserer Arbeitsgruppe, dass bakteri-
elle DNA direkt eine Funktionsminderung des Myolsaabgwirken kann. Allerdings ist von Pala-
dugu et al. nicht untersucht worden, ob dieserkEffieirch einen spezifischen Rezeptor vermittelt

wurde. Des Weiteren ist fraglich, ob speziell TLBS neugeborenen Kardiomyozyten in glei-



64

cher Menge exprimiert werden wie in adulten Zellewl in wie weit Experiment an neonatalen
Zellen mit denen wie hier vorliegend an adultenetelzerglichen werden kénnen.

Baumgarten et al. (2006) untersuchten die Rolle oR4 in der von bakteriellen Lipopolysac-
chariden ausgeltsten Kardiodepression an Mausekaydzyten. Es zeigte sich mit Hilfe von
MRNA-Isolation und PCR-Amplifikation, dass iINOS halmkubation mit LPS stark vermehrt
von Wildtyp-Kardiomyozyten gebildet wurde. Dieseffdkt trat bei TLR4-defizienten Tieren

signifikant vermindert ein. Ebenso wurde die Koktitaat der einzelnen Herzmuskelzellen nach
LPS-Inkubation untersucht. Die Kontraktilitat wagrafikant verringert bei Wildtypzellen, nicht

jedoch bei TLR4-defizienten Zellen. Durch SMT ligidh der LPS-Effekt umkehren. Dies zeigt,
dass iINOS von Kardiomyozyten nach Stimulation erpit werden kann und eine kardio-
depressive Funktion besitzt.

In bereits zitierten anderen Untersuchungen unsé&rieeitsgruppe wurde die Expression von
INOS in Wildtyp- und TLR9-defizienten Tieren nachin®ulation mit CpG-ODN untersucht.

Auch hier zeigte sich ein ausgepragter AnstiegiMidS-mRNA in stimulierten Kardiomyozyten

des Wildtyps. Dieser trat in den TLR9-defizientaar&én nicht ein.

4.5 Ausblick

Ein Bestandteil der Pathogenese der Sepsis ifadrollverlust des Immunsystems. Unter ge-
wohnlichen Umstanden herrscht bei einer Infektion @leichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Vorgangen. In der Sepsis jedammrkt es zu einem Verlust dieser Regula-
tion (,host defense failure®). Die Stimulation desmunsystems fiihrt zu einer Uberproduktion
von Entzindungsmediatoren und damit zu den charstisehen Verdnderungen der Homo-
ostase wie Verdnderungen der Hamodynamik, der @angpund der Temperaturregulation. Die-
se fuhren statt zur sinnvollen Vernichtung des pgéimen Keimes zur Schadigung des Korpers
und letztlich zum Multiorganversagen und zum Todahénd Antibiotika eine suffiziente Be-
k&dmpfung des zugrunde liegenden Erregers ermoglichéssen neue Wege gesucht werden, um
diese uberschie3ende Reaktion des Organismusen feiminanten Sepsis zu dampfen. Nur so
wird einer kausalen Therapie genug Zeit gegebererioigreich zu greifen.

Durch die vorliegende Arbeit wird nahe gelegt, dabsr den TLR9-Rezeptor direkt ohne die
Vermittlung von immunkompetenten Zellen eine Verdarung der Kontraktilitat des Herzens in
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der Sepsis ausgelost wird. Des Weiteren konnteHilfié des selektiven iNOS-Inhibitors SMT
die Umkehrung dieses Effektes und damit der Sigeghiber die induzierbare Stickstoffmon-
oxidsynthetase gezeigt werden. Die weitere Sigisatkae nach einer erhdhten Bildung von NO
durch iINOS wurde mit den durchgefuhrten Experimemtieht gezeigt. Hier gibt es Ansatze fur
weitere Arbeiten.

DarlUber er6ffnet sich die Moglichkeit, sowohl amR'B direkt mithilfe eines Antagonisten als
auch tber einen iINOS-Inhibitor ein Medikament ztweckeln, welches die durch CpG vermit-
telte kardiale Dysfunktion beheben kann. Medikamgedie spezifisch die INOS im Herzen inhi-
bieren, gibt es bisher nicht. Der Einsatz unspsaier iNOS-Inhibitoren birgt jedoch das Risiko
erheblicher Nebenwirkungen, da die INOS im Immuteyseine wichtige und komplexe Rolle
spielt. Von der sich langsam abzeichnenden KenmteisAblaufe wahrend der Sepsis bis zur
Entwicklung einer kausalen Therapie ist noch eirtev&Veg zurtickzulegen.
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) Zusammenfassung

Die Sepsis ist eine schwere und trotz der Mdglidekeder modernen Intensivmedizin lebensbe-
drohliche Komplikation einer bakteriellen InfektioNach wie vor tritt sie sehr haufig auf und ist
mit einer hohen Mortalitat und — zunehmend wichktigiit einem hohen Kostenaufwand in der
Therapie verbunden.
Die durch eine Infektion in der Sepsis hervorgemafémbalance in der Homoostase des Korpers
kann durch Storung der Makro- wie Mirkozirkulatian Organschadigung und in der schlimms-
ten Auspragung zum Multiorganversagen und zum Texd Ratienten fihren. Mal3geblich ist an
diesem Prozess die kardiale Dysfunktion beteiligt.ist bekannt, dass Entziindungsmediatoren
wie TNF-o und IL-1R an der Pathogenese der kardialen Furdtticnderung beteiligt sind, sowie
dass bakterielle DNA als Pathogen die kardiale Bgpon verursachen kann. Unklar ist jedoch,
ob dieser Effekt durch die Mediation von immunkonepéen Zellen vermittelt wird oder direkt
Uber Rezeptoren der Toll-like-Familie am Kardiomyten selbst ausgelost wird. Des Weiteren
sind zwar einzelne Schritte der Signalkaskade dé¥Tbekannt, jedoch nicht der gesamte Sig-
nalweg.
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob zeimen bakterielle DNA mit CpG-Motiv
(CpG-ODN) an frisch isolierten Kardiomyozyten deal$ eine Beeinflussung der Kontraktilitat
verursacht und zum anderen ob der postulierte Buggatber die induzierbare Stickstoffmo-
noxidsynthetase (iINOS) und somit eine Erh6hungsdiekstoffmonoxidkonzentration fuhrt.
Isolierte Kardiomyozyten adulter weiblicher Mausarden tber 6 h mit CpG-Oligonukleotiden
inkubiert. Zu jeder Stunde wurde die Kontraktilitir Kardiomyozyten mittels optischer Sakro-
merlangenmessung bestimmt. Im zweiten Teil der Mdrs wurde isolierten Kardiomyozyten
nach vier Stunden Inkubation in CpG-ODN S-Methytligoharnstoff hinzugefiigt. Nach weiteren
30 min Inkubation erfolgte dann die Verkirzungsmesgs
Hierbei zeigte sich zum ersten, dass CpG auch wesbnheit von immunkompetenten einen
kardiodepressiven Effekt auf Herzmuskelzellen Haser also durch Rezeptoren auf der Herz-
muskelzelle selbst vermittelt werden muss. Zum eerdeeigte sich, dass eben jener kardio-
depressive Effekt umgekehrt durch die Zugabe edM@sS-Inhibitors werden konnte.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten désauf hin, dass:

a) der Effekt von CpG auf Kardiomyozyten durch dendikaen TLR9 und nicht

durch zusatzliche Vermittlung immunkompetenter elkerfolgt und
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b) INOS und ihr Syntheseprodukt NO eine essentielléeRio der Signalkaskade der
septischen kardialen Dysfunktion spielen, da diedgdkommen behoben werden kann,

wenn iNOS suffizient inhibiert wird.

Diese Erkenntnisse bieten zum einen mdgliche Aspaitkte fir weitere Untersuchungen der
Signalkaskade, zum anderen kdnnten sie auch thdisge von Nutzen sein, wenn medikamen-

tos eine Unterbrechung des Signalweges maoglich ist.
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6  Anhang

6.1  Zusammensetzung der L6sungen und Medien

Tabelle 7: Zusammensetzung des Zellkulturmediums

10 % Fetales Kalberserum
5% Minimal essential medium
50 pg/ml Gentamicin

Ad 100 % Dulbecco’s mean eagle medium
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Tabelle 8: Zusammensetzung der verwendeten Lésungen

Substanz

EGTA-
Tyrode

Messtyrode

Hochkalium-

LOsung

Trypsinl6-

sung

Kollage-

naselésung

KCI
(Merck)

4 mM

4 mM

10 mM

10 mM

10 mM

NacCl
(Merck)

135 mM

135 mM

4 mM

4 mM

4 mM

CaCb
(Merck)

1,8 mM

0,02 mM

0,02 mM

0,02 mM

MgC|2
(Merck)

1 mM

1 mM

1mM

1 mM

1 mM

HEPES
(Merck)

2 mM

2 mM

4 mM

4 mM

4 mM

BSA
(Sigma)

1 mg/ml

Trypsinhibitor
(Sigma)

0,017 mg/ml

Glucose
(Merck)

9 mM

9mM

9mM

9mM

EGTA

(Serva)

2,6 mM

Kalium-Gluta-
mat (Fluka)

130 mM

130 mM

130 mM

Trypsin
(Roche)

0,4 mg/ml

Kollagenase Typ

L
(Sigma)

0,375 mg/ml

Alle Lésungen wurden mit NaOH auf pH 7,40 + O,Qdidit.
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6.2  Tabellarische Aufstellung der Me3werte

Im Folgenden bedeuten: Mittelwert MW
Standardabweichung SD
Anzahl der Zellen n

Tabelle 9 zu Abbildung 11:Frequenzabhéngige Darstellung der Sarkomerverkigzampli-

tude bei 0 Stunden

Frequenz [Hz] MW SD n
0,5 0,058800 0,0396085 25
1 0,04513636 0,04236721 22
2 0,043400 0,03450631 15
4 0,04007143 0,02045432 14
6 0,06371429 0,02780716 7
8 0,09046154 0,05298052 13
10 0,086000 0,04969708 11

Diese Werte waren ebenfalls Grundlage des GraplerOth Inkubation in der Abbildung 16
sowie in der Abbildung 18.

Tabelle 10 zu Abbildung 12:: Frequenzabhangige Darstellung der Verkirzungsgeschgy

keit bei 0 Stunden

Frequenz [Hz] MW SD n
0,5 -3,326000 2,014768 26
1 -2,413956 1,978866 23
2 -3,030313 3,119092 16
4 -2,016000 0,9454222 14
6 -3,445714 2,084535 7
8 -4,066333 1,896704 15
10 -3,166900 1,700436 10




Tabelle 11 zu Abbildung 13:: Frequenzabhéangige Darstellung der Relaxationsgesuthigkeit

bei 0 Stunden

71

Frequenz [Hz] MW SD n
0,5 1,986462 1,854255 26
1 1,499391 1,551714 23
2 1,485438 1,461920 16
4 1,245786 0,6668323 14
6 2,406714 1,710746 7
8 2,552400 1,489974 15
10 2,195900 1,359254 10

Tabelle 12 zu Abbildung 14:: Frequenzabhangige Darstellung der Ruhesarkomerldeged

Stunden
Frequenz [Hz] MW SD n
0,5 1,7900 0,07629384 25
1 1,803421 0,06978484 19
2 1,803667 0,06566437 15
4 1,767857 0,06114027 14
6 1,7870 0,05329478 7
8 1,758923 0,07529106 13
10 1,7412 0,1006422 10
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Tabelle 13 zu Abbildung 15:: Frequenzabhangige Darstellung der VerkirzungsdédesrO

Stunden
Frequenz [Hz] MW SD n
0,5 0,1388462 0,063911 26
1 0,1254348 0,04410713 23
2 0,1336875 0,04436172 16
4 0,1140714 0,02142416 14
6 0,09785714 0,03547501 7
8 0,09828571 0,01768715 14
10 0,086500 0,01753251 10

Tabelle 14 zu Abbildung 16:Darstellung der kompletten CpG-Zeitlinie — Stundebis 3. Die
Werte bei O h Inkubation sind in Tabelle 9 darghtste

E 1h 2h 3h

N

[

g

= MW SD n MW SD n MW SD n

i

0,5 | 0,06989474 0,04226753 19| 0,0701 | 0,03691655 20| 0,03784211 0,02707041 19
0,06038889 0,03851377 18| 0,06121429 0,03768734 14| 0,025650 | 0,01788053 20

2 0,0506 |0,03033339 15| 0,053 |0,03591425 13| 0,022200 | 0,0163803| 15

4 | 0,05616667 0,03393116 18| 0,05175 | 0,03681681 12| 0,061125 | 0,0428925| 24

6 | 0,08182609 0,04972255 23| 0,0854375| 0,0494179| 16| 0,059600 | 0,02683899 22

8 | 0,08628571 0,04262976 14| 0,080625 | 0,04460774 16| 0,065675 | 0,05436683 24

10 | 0,07033333 0,03306834 12 | 0,06657895 0,03714135 19| 0,077350 | 0,04499038 20
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Tabelle 15 zu Abbildung 16:Darstellung der kompletten CpG- Zeitlinie — Stundelis 6. Die

Werte von 4 h und 5 h bilden die Grundlage der Geapder entsprechenden Inkubationszeiten
in der Abbildung 18.

E 4h 5h 6 h

N

[

g

=) MW SD n MW SD MW SD n

C

0,5 | 0,03464286 0,0212031| 28| 0,02717647 0,0180805 0,03886364 0,02345268 22
0,02166667 0,02017259 21 | 0,02366667 0,01068843 0,02785714 0,01918929 21

2 10,02347619 0,0256683| 21 | 0,02126667 0,01338158 0,02642857 0,02082204 21

4 | 0,03017647 0,0224812| 17 | 0,02427273 0,01523871 0,032875 | 0,01928341 16

6 | 0,03942105 0,02263801 19 | 0,04208333 0,02547533 0,050600 | 0,02716112 20

8 | 0,044000 | 0,02922774 24| 0,042375 | 0,0274539 0,058200 | 0,03014549 25

10 | 0,036750 | 0,02715041 20 | 0,03607143 0,02223118 0,05540741 0,03027599 27

Tabelle 16 zu Abbildung 17:Darstellung der Verkirzungsamplitude bei einer Reguenz von

6 Hz in Abhé&ngikeit der Inkubationsdauer

Inkubationsdauer

MW SD N
[h]
0 0,06371429 0,02780716 7
1 0,08182608 0,04972255 23
2 0,0854375 0,0494179 16
3 0,059600 0,02683899 22
4 0,03942105 0,02263801 19
S 0,04208333 0,02547533 12
6 0,050600 0,02716112 20




74

Tabelle 17 zu Abbildung 19 und 20Darstellung der Sarkomerverkirzungsamplitude bzaw. d
Verkirzungsgeschwindigkeit der Gruppen Kon — OdG € 5 h, SMT -5 h.

E Kon—0h CpG-5h SMT-5h

N

[

g

o MW SD n MW SD n MW SD n

C

0,5 | 0,07116216 0,04500525 37 | 0,03664706 0,0250534| 51| 0,082000 | 0,05622633 20
0,05316667 0,04263366 36 | 0,02513514 0,02022534 37 | 0,07263158 0,04730893 19

2 | 0,05273333 0,04721479 30| 0,023675 | 0,02134261 40| 0,07006667 0,042321 | 15

4 |1 0,06006667 0,0496574| 30| 0,03383871 0,03157435 31 | 0,07986667 0,04531929 15

6 0,08265 | 0,04066975 20 | 0,04374286 0,03040157 35| 0,09561111 0,0485691| 18

8 0,09975 | 0,05434371 24| 0,04671111 0,03434029 45| 0,09152631 0,04886304 19

10 | 0,09326087 0,05048241 23| 0,046350 | 0,03940099 40 | 0,09011765 0,04566301 17

E Kon—0h CpG-5h SMT-5h

N

C

g

o MW SD n MW SD n MW SD n

C

0,5 | -3,414256| 2,159333 | 43| -2,140723| 1,115687 | 47| -3,958524 | 2,741263 | 21
-2,842053 | 2,268587 | 38| -1,731571| 1,175378 | 35| -3,188579| 1,780258 | 19

2 | .3187788| 2,747385 | 33| -1,646000| 1,243294 | 37| -3,409250| 1,875959 | 16

4 | _3447515| 3,382937 | 33| -1,944167 | 1,428448 | 30| -3,605200| 1,821595 |15

6 | -4,164957| 2,834599 | 23| -1,907371| 1,338439 | 35| -3,552944 | 1,736593 | 18

8 | -4,320207| 2,422618 | 29| -1,892255| 1,364312 | 47| -3,368684 | 2,259490 | 19

10 | 2622792 | 3,376734 | 24| -1,574537 | 2,202958 | 41| -2,975471| 2,593065 | 17
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Tabelle 18 zu Abbildung 21 und 22Darstellung der Relaxationsgeschwindigkeit und Har

hesarkomerlange der Gruppen Kon —0 h , CpG —SMil — 5 h.

E Kon—0h CpG-5h SMT-5h

N

c

S

=) MW SD n MW SD n MW SD n

i

05 | 2165791 | 2,089479 | 43| 1,131646 | 0,8174171| 48| 2,725273 | 1,958233 | 22
2,123579 | 2,873897 | 38| 0,9023143| 0,7630735| 35| 2,342053 | 1,582106 | 19

2 | 2012424 | 2,963098 | 33| 1,094579 | 1,346327 | 38| 2,63075 | 2,120684 | 16

4 | 2386091 | 2,591087 | 33| 1,375483 | 1,419384 | 29| 2,691933 | 1,826077 |15

6 | 2,845217 | 2,321438 | 23| 1,338471 | 1,304234 | 34| 3,097445 | 1,842739 | 18

8 | 3,036862 | 2,271497 | 29| 1,478938 | 1,621599 | 48| 2,423947 | 1,539687 | 19

10 | 3,098579 | 2,381285 | 19| 1,300744 | 1,135274 | 39| 2,758333 | 1,801915 | 15

E Kon—0h CpG-5h SMT-5h

N

c

S

=) MW SD n MW SD n MW SD n

(L

05 | 1,776476 | 0,08356602 42| 1,73046 |0,07486024 51| 1,752773 | 0,05890665 22
1,791324 | 0,06556255 37 | 1,741108 | 0,05745519 37| 1,729789 | 0,05467742 19

2 | 1,784656 | 0,07853729 32| 1,741925 | 0,0695931| 40| 1,713667 | 0,06509089 18

4 | 1,763061 | 0,07544159 33| 1,724552 | 0,06999111 29| 1,712944 | 0,05456725 18

6 | 1,726457 | 0,07774027 35| 1,726457 | 0,07774027 35| 1,713556 | 0,06222655 18

8 | 1,741148 | 0,0869552| 27| 1,726844 | 0,06390901 45| 1,702211 | 0,06420157 19

10 | 1,724583 | 0,1042205| 24| 1,725025 | 0,06546539 40| 1,696059 | 0,07974371 17
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Tabelle 19 Werte zu Abbildung 21:Darstellung der Relaxationsgeschwindigkeit derppan
Kon-0h,CpG—-5h, SMT -5h.

E Kon—0h CpG-5h SMT-5h

N

c

S

=) MW SD n MW SD n MW SD n

i

0,5 | 0,148375 | 0,09375902 40| 0,1711064| 0,1426557| 47 | 0,1475909| 0,06891241 22
0,1282368| 0,04699479 38| 0,1673429| 0,1130156| 35| 0,148000 | 0,0646898§ 19

2 | 0,1359394| 0,06361993 33| 0,1333421| 0,0895835| 38| 0,137375 | 0,04835959 16

4 | 0,1123939| 0,03190213 33| 0,1086333| 0,05289057 30| 0,1161333| 0,03336779 15

6 | 0,1003913| 0,02862253 23| 0,09965714 0,02738821 35| 0,1041667| 0,02122499 18

8 | 0,09553571 0,01809539 28 | 0,08970213 0,01837166 47| 0,097000 | 0,01450287 19

10 | 0,08252174 0,02301357 23 | 0,08189744 0,01619583 39| 0,092625 | 0,01727764 16
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