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1. Einleitung

1.1 Sepsis, Definition und Epidemiologie

Unser Verstandnis flur das hochkomplexe Krankheitsbild der Sepsis ist auch heute noch
einem standigen Wandel unterzogen. So zeigte sich, dass die Definition des Systemic
inflammatory response syndrom (SIRS) zu unspezifisch fur die Anwendung war, da
beispielsweise auf einer Intensivstation zu viele Patienten auch mit nichtinfektidosen
Erkrankungen dieser Definition entsprachen (Vincent et al., 2013). Alleine die Probleme
eine klinisch brauchbare Definition zu finden, wie man im Rahmen der dritten Sepsis-
Neudefinition durch die Surviving Sepsis Campaign im Jahre 2016 wahrnehmen konnte,
veranschaulichen uns die Komplexitdt des Krankheitsbildes beziehungsweise des

immunologischen Syndroms der Sepsis (Brunkhorst et al., 2020).

Wahrend des septischen Krankheitsverlaufes kommt es zu einer Dysbalance zwischen
dem komplizierten  Gleichgewicht verschiedenster proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Prozesse. Sowohl die initial auftretende Hyperinflammation als
auch die kompensatorischen, antiinflammatorischen Prozesse (compensatory
antiinflammatory response syndrom, CARS) und katabole Syndrome (persistent
inflammation-immunsupression and catabolism syndrome, PICS) konnen den Patienten

hierbei schwer schadigen (Patricio et al., 2019).

Zahlreichen neuen Erkenntnissen aus der Grundlagenforschung ist es zu verdanken,
dass das Wissen Uber die zugrundeliegenden Mechanismen dieser zum Teil todlich
verlaufenden Inflammationsablaufe zugenommen hat. In der Konsensuskonferenz der
Sepsis Campaign 2016 kam es zu einer Anderung der Sichtweise der Sepsis von einer
Infektion mit Immunreaktion hin zu einem grélReren Fokus auf die fehlregulierte
Immunantwort des Patienten als Kern der Erkrankung, die zu einer lebensbedrohlichen
Organdysfunktion fuhrt (Rhodes et al., 2017; Singer et al., 2016, Kumar, 2018). Auch
jungst nach der vierten und aktuellsten Konsensuskonferenz Ende 2021 hat sich an dieser
neuen Sichtweise wenig geandert und auch die TherapiemalRnahmen und
Detektionssysteme wurden - bis auf das Zuricknehmen des quick Sequential Organ
Failure Assessment Score (QSOFA) und den Stellenwert der Rekapillarisierungszeit

gerade auch fur die Flussigkeitstherapie - nur in Nuancen geandert (Schmoch et al.,
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2022). Neue revolutionierende Erkenntnisse oder deutlich mortalitatssenkende
Therapieansatze sind auch in den neuen Sepsis Leitlinien nicht gegeben. Trotz
gewonnener Erkenntnisse uber die wichtige Rolle verschiedener
Entzindungsmediatoren, wie z. B. Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin-1B (IL-
18) und IL-6 und vieler beteiligter Rezeptoren konnte hierdurch bisher noch kein
bahnbrechendes, therapeutisches Konzept etabliert werden. Ein vielversprechender
Therapieansatz Uber eine einseitige Blockade eines der verschiedenen zentralen
Signalkaskade-Wegen, zum Beispiel Uber TLR-4, hatte leider auch keinen klinischen
Durchbruch in der Sepsistherapie gebracht wie die ACCESS-Studie von Opal SM et al.
(2013) mit Eritoran, einem TLR-4 Antagonisten gezeigt hat.

Die Sepsis spielt daher auch weiterhin im klinischen Alltag eine grofl3e Rolle. Alleine in
Deutschland erkranken jedes Jahr rund 280.000 Menschen an einer Sepsis, weltweit
betrachtet sogar bis zu 30 Millionen Menschen jahrlich. Die Sepsis ist nach dem
Herzinfarkt und den Tumorerkrankungen nach wie vor mit ca. 60.000 Todesfallen pro Jahr
an dritter Stelle der haufigsten Todesursachen in Deutschland (Adamzik und Rahmel,
2019; Brunkhorst et al., 2006). Gerade im Hinblick auf eine alternde Gesellschaft mit
entsprechend alteren, multimorbiden Patienten und deren Einschrankungen des
Immunsystems und einem daraus resultierenden schlechten Outcome, zeigt sich die
Bedeutung der Sepsis auch fur die Zukunft (Carbajal-Guerrero et al., 2014). Nicht zuletzt
ist ebenso die steigende Zahl antibiotikaresistenter Keime und der im Vergleich hierzu nur
schleichende Anstieg neuer uns zur Verfiigung stehender Antibiotika ein kritischer Punkt,
der der Sepsis in Zukunft noch mehr Gewicht verleihen wird (Angus et al., 2001; Opal und
Cohen, 1999). Dies zeigen auch Zahlen der deutschen Diagnosis Related Groups (DRG)-
Statistik, welche einen Anstieg der Sepsisfalle in Deutschland im Zeitraum von 2007 bis
2013 von 200.535 auf 279.530 Falle pro Jahr und damit einen jahrlichen Anstieg um ca.
5,7 % zeigen (Fleischmann et al., 2016). Auch Daten aus den USA im Zeitraum von 2003
bis 2007 zeigen einen Anstieg der Inzidenz der Falle mit einer schweren Sepsis um ca.

50 % (Lagu et al., 2012). Dombrovskiy et al. (2007) konnten eine Verdopplung der
Hospitalisierungsrate im Falle einer schweren Sepsis zeigen. Durch eine kontinuierliche
Steigerung der Therapiekosten bei immer aufwendigeren, therapeutischen MalRnahmen
und einer langen Aufenthaltsdauer septisch erkrankter Patienten auf der Intensivstation
bei gleichzeitig steigendender Inzidenz entfallt auf die Therapie der Sepsis in Deutschland
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etwa 30 % des intensivmedizinischen Jahresbudges von ca. 1,77 Milliarden Euro (Graf et
al., 2007). Auch nach der intensivmedizinischen Behandlung zeigen Studien, dass das
Mortalitatsrisiko der betroffenen Patienten abhangig von der Krankheitsschwere, der
Lokalisation des Sepsisfokus, dem Alter, den Nebenerkrankungen und anderen Faktoren
bei gleichzeitig verminderter Lebensqualitat noch fur Jahre erhoht ist (Heyland et al., 2000;
Winters et al., 2010).

1.2 Angeborene Immunitat und Pathophysiologie der Sepsis

Die angeborene Immunabwehr besteht aus mehreren Komponenten. Kdorperepithelien
stellen eine erste Barriere dar und besitzen eine Vielzahl von Zellen und Molekulen, die
eingedrungene  Krankheitserreger =~ markieren, eindammen  oder  zerstoren.
Eingedrungenen Pathogene werden Uber bestimmte konservierte mikrobielle Strukturen,
den sogenannten Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) wie beispielsweise
Lipopolysaccharid (LPS), von Mustererkennungsrezeptoren den Pattern Recognition
Receptors (PRRs) und Inflammasomen erkannt (Janeway und Medzhitov, 2002; Janeway
et al., 2002). Zu den PRRs gehodren verschiedene Familien von Rezeptoren. Es sind
Transmembranproteine wie C-type lectin receptors (CLRs) und die Toll-like receptors
(TLRs), aber auch zytoplasmatische Proteine wie die Retinoic acid-inducible gene (RIG)-
I-like receptors (RLRs) und Nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors
(NLRs) (Patricio et al., 2019). Diese Rezeptoren befinden sich nicht nur auf Zellen der
angeborenen Immunabwehr wie z.B. Makrophagen, naturlichen Killerzellen (NK-Zellen)
oder dendritischen Zellen (DC), sondern auch auf Epithel- und Endothelzellen sowie
Fibroblasten und anderen nichtprofessionellen Immunzellen. Sie vermitteln Uber
intrazellulare Signalkaskaden beispielsweise Uber den myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88) Signalweg mit Aktivierung des Nuclear Factor-kB (NF-kB ) die
vermehrte Transkription, und damit die Expression von proinflammatorischen Zytokinen.
Weitere Zyto- und Chemokine werden gebildet, Immunzellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems angelockt und aktiviert, das Komplementsystems wird
aktiviert und Akute-Phase Proteine gebildet, ebenso wird die Gerinnungskaskade in Gang
gesetzt und das Endothel aktiviert (Agier et al., 2018; Takeda et al., 2003). Der
menschliche Koérper reagiert so initial unspezifisch mit einer Entzindung im betroffenen

Gebiet. Hierbei kommt es zur Vasodilatation, einer erhdhten Gefallpermeabilitat und zur
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Bildung verschiedener Adhasionsmolekule. Dies ermdglicht den Austritt verschiedener
Proteine in das umliegende Gewebe und die Diapedese (Extravasation) der
Entzindungszellen (neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, spater auch
eosinophiler Granulozyten und Lymphozyten) durch die GefaRwande in das betroffene
Gewebe (Janeway et al., 2002). Das angeborene Immunsystem kann jedoch nicht
spezifisch auf Pathogene reagieren und stellt nur einen unspezifischen Schutz dar. Auch
kann mit Hilfe des angeborenen Immunsystems kein immunologisches Gedachtnis

ausgebildet werden.

Sind die Pathogene rasch zu beseitigen klingt die Entziindungsreaktion schnell wieder ab.
Bei einer anhaltenden Infektion oder bei einer besonders fulminanten Infektion mit einer
Flut von Pathogenen kann es zu einer uberschiefenden Immunantwort mit einem
sogenannten ,Zytokinsturm® mit nachfolgender Organdysfunktion kommen. Es konnte
gezeigt werden, dass 17 Zytokine in Patienten mit septischem Schock erhdht waren.
Hierzu gehoéren unter anderem Interleukin-13, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16,
Interferon-y, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und Tumor-Nekrose-Faktor-a.
Spezifische Zytokinmuster und Proteine mit zum Teil noch unbekannten
Wirkmechanismen sind flr die Sepsis und im Verlauf fur ein Multiorganversagen (multi
organ dysfunction syndrome/MODS) verantwortlich. (Kumar, 2018; Landesberg et al.,
2015; Patricio et al., 2019; Takeuchi und Akira, 2010). Auch nicht-infektiose Prozesse
konnen das angeborene Immunsystem aktivieren, beispielsweise durch korpereigene
Damage-assosiated molecular Patterns (DAMPs), auch als Alarmine bezeichnet. Dies
sind unter anderem Fragmente korpereigener, geschadigter Zellen wie z.B. Histone,
HMGB-1 oder I6sliche Heparansulfate (HS), die von Zelloberflachen abgespalten werden
und ebenfalls in der Lage sind PRRs zu aktivieren und das Immunsystem ihrerseits
anzuregen und zur Zytokinproduktion zu stimulieren (Chan et al., 2012; Hagiwara et al.,
2008; Martin et al., 2017).

1.3 Septische Kardiomyopathie

Die Herzfunktion kann im Rahmen einer Sepsis eingeschrankt sein und wird in diesem
Zusammenhang unter dem Oberbegriff der ,,septischen Kardiomyopathie“ oder auch der
Sepsis-induced cardiomyopathy (SIC) als eine reversible Organdysfunktion
zusammengefasst (Mirtschink und Stehr, 2017; Zaky et al., 2014).
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Auf Kardiomyozyten selbst konnten Toll-like Rezeptoren und Oberflachenmolekule wie
CD-14 nachgewiesen werden. Auch fur kardiale Fibroblasten konnte eine entscheidende
immunologische Rolle und die Sekretion verschiedener inflammatorischer Zytokine belegt
und ihre Beteiligung bei der septischen Kardiomyopathie gezeigt werden. Insbesondere
Toll-like Rezeptor-2, TLR-4 und TLR-9 wurden auf Kardiomyozyten nachgewiesen und
untersucht. Es konnte ihre zentrale Bedeutung fur die septische Kardiomyopathie in vivo
und in vitro bewiesen werden (Baumgarten et al., 2006; Boyd et al., 2006b; Knifermann
et al., 2002; Knlifermann et al., 2004; Lohner et al., 2013; Martin et al., 2017; Tomita et
al., 2015; Zaky et al.,, 2014). Die TLRs auf Kardiomyozyten kénnen im Rahmen der
generalisierten Zytokinaktivitat aktiviert werden und die Herzmuskelzellen ihrerseits
Zytokine und andere Stoffe wie beispielsweise Stickoxid (NO) in das Blut abgeben.
Herzgewebe kann so selbst eine septische Kardiomyopathie induzieren und unterhalten
(Kumar a et al., 1999; Martin et al., 2017; Walley, 2018).

Die septische Kardiomyopathie ist charakterisiert durch eine Verminderung der
systolischen Kontraktilitat des Herzens mit abnehmendem Schlagvolumen. Eine
Abnahme der kardialen Nachlast durch die GefaRdilatation und der Vorlast durch
Hypovolamie bei erhdhter GefalRpermeabilitat mit Austreten intravasaler Flussigkeit fuhrt
zu einer geringeren Ventrikel Fullung und damit im Weiteren zu einer erniedrigten
Herzleistung. Eine diastolische Dysfunktion im Rahmen der septischen Kardiomyopathie
mit erniedrigter Ventrikelcompliance verscharft die reduzierte Ventrikelfullung weiter.
Auswirkungen der Sepsis auf die Herzfunktion konnten sowohl flr den linken Ventrikel
(LV), als auch fur den rechten Ventrikel (RV) gezeigt werden (Clancy et al., 2017; Ebelt et
al., 2011; Pulido et al., 2012; Walley, 2018). Eine abgeschwachte adrenerge Antwort der
Kardiomyozyten scheint ein globaler Mechanismus der septischen Kardiomyopathie zu
sein. Ursachlich ist eine Abnahme von (1-Rezeptoren und eine Abnahme der
stimulierenden G-Proteine bei gleichzeitiger Zunahme hemmender G-Proteine in den
Herzmuskelzellen (Martin et al., 2017) sowie ein gestorter Kalziumhaushalt (Hobai et al.,
2015). Auch konnte in zahlreichen Arbeiten bereits belegt werden, dass Zytokine wie TNF-
a, IL-1B und IL-6 die Kontraktionskraft von Herzmuskelzellen vermindern (Kumar et al.,
1996; Kumar et al., 1999; Martin et al., 2017; Natanson et al., 1989), aber auch DAMPs
wie HMGB-1 eine wichtige Rolle bei der septischen Kardiomyopathie spielen (Hagiwara
et al., 2008; Zhang et al., 2014). In Myokardbiopsien von Patienten mit septischer
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Kardiomyopathie zeigte sich, dass die Inflammation zu einer verminderten Expression von
Genen fur mitochondriale und sarkomerische Proteine fuhrt und es im Rahmen der Sepsis

zu Schaden an den Mitochondrien kommt (Cimolai et al., 2015; Matkovich et al., 2017).
1.4 Toll-like Rezeptoren und TLR-9

Toll-like Rezeptoren sind hochkonservierte Mustererkennungsrezeptoren der
angeborenen Immunitat, die von einer Vielzahl mehrzelliger Organismen exprimiert
werden. TLRs sind Transmembranrezeptoren und kommen beim Menschen in der
aulleren Zellmembran (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6) und in intrazellularen
Membranen (TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9) z.B. von Hepatozyten, Kardiomyozyten,
Monozyten/Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, epithelialen und endothelialen Zellen,
Neutrophilen Zellen, Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Dendritischen Zellen (DCs)
vor (Agier et al., 2018; Boyd et al., 2006a; Janeway et al., 2002; Patricio et al., 2019).
Nukleinsaure erkennende TLRs liegen im Inneren der Zelle. Bei allen TLRs liegt die N-
terminale Domane der Rezeptoren extrazellular bzw. dem Lumen des Endosoms
zugewandt, welche die Ligandenbindungsstelle darstellt und aus leucinreichen
Wiederholungen besteht (Leucin rich repeats, LRR) (Lim und Staudt, 2013). Die
intrazellular gelegenen C-terminale Domane weist Ahnlichkeiten zum IL-1-Rezeptor auf
und wurde deshalb Toll/IL-1 Rezeptor ahnliche Domane (TIR Domane) genannt. Sie ist
verantwortlich fur die Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskaden (Kumar et al.,
2009).

PAMP-Liganden der TLR sind unter anderem Lipoteichonsaure (LTA),
Lipopolysaccharide (LPS), Mannose auf der Bakterienzellwand, doppelstrangige RNA
oder bakterielle DNA (Akira, 2001; Agier et al., 2018; Patricio et al., 2019). Aber auch
DAMPs wie HMGB-1 kdnnen Liganden der Rezeptoren sein (Hagiwara et al., 2008).
Aktuell sind 13 verschiedene Toll-like-Rezeptoren beschrieben, hiervon lassen sich 10 im
humanen und 12 im Genom von Mausen finden (Patricio et al., 2019). TLR-2 bildet
Heterodimere mit TLR-1 und TLR-3.TLR-4 bildet Komplexe mit CD14 und MD-2 (Celes et
al., 2013).

Alle TLRs, mit der Ausnahme von TLR-3, vermitteln die Aktivierung von NF-kB uber

MyD88. Die Aktivierung weiterer Signalwege in unterschiedlicher Auspragung, je nach
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Rezeptor und Ligand, ist moglich. Zum Beispiel kann via TLR-3, TLR-4 und TLR-9 auch
ein interferon regulatory factor (IRF)-3 oder IRF-7 abhangiger Signalweg aktiviert werden,
wodurch Typ-I Interferone gebildet werden. TLR-1, TLR -2, TLR -4 und TLR -6 verwenden
das Adaptermolekil TIRAP um MyD88 zu aktivieren, TLR-4 zusatzlich noch TRAM und
sowohl TLR-3 als auch TLR-4 gehen weiter Uber TRIF fur die Signaltransduktion. (Agier
et al., 2018; Beutler et al., 2005; Boyd et al., 2006a; Iwasaki und Medzhitov, 2004;
Medzhitov et al., 1998; Tabeta et al., 2004; Takeda et al., 2003; Takeuchi und Akira, 2010).

Nach Aktivierung der TLR werden unter anderem Zytokine wie z.B. IL-18, IL-6 und TNF-
a, Chemokine und Interferone zur Einddmmung und Elimination der Pathogene
synthetisiert, aber auch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10. Haufig sind diese Stoffe
in der Lage hierfur sowohl das angeborene wie auch das erworbene Immunsystem zu

stimulieren (Patricio et al., 2019).

TLR-3, TLR-7, TLR-8 und TLR-9 binden Nucleinsauren von Bakterien und Viren wie auch
endogene Nucleinsduren (Akira et al., 2006). Der TLR-9 ist in der Membran des
ER/Endolysosomen-komplexes lokalisiert. Typische Liganden von TLR-9 sind Cytosin-
Guanin-Dinukleotidpaaren (CpG)-reiche, unmethylierte bakterielle und virale DNA-
Abschnitte die in Saugetier DNA deutlich seltener (ca. 20 %) vorkommen. Nach
Ligandenbindung im Endoplasmatischen Retikulum (ER) transloziert der TLR-9 aus dem
ER UNC93B1-vermittelt (Clathrin-vermittelte Endozytose) in die Membran des
Endolysosoms. Ein Komplex aus MyD88, IRAK-4, TRAF6, TRAF3, IRAK-1, IKK-a, und
IRF7 wird nun durch den aktivierten TLR-9 rekrutiert. NF-kB wird aktiviert und wandert in
den Nucleus aber auch IRF-7 wird phosphoryliert und wandert seinerseits in den Zellkern,

wo es die Hochregulation von Typ-I IFN bewirkt (Takeuchi und Akira, 2010).
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des TLR Signalwegs uber die Aktivierung intracellularer
Rezeptoren, hier am Beispiel des beschriebenen TLR-9 oder membranstandiger TLR mit
extracellularer Bindungsdomane. Signaltransduktion Uber MyD88 bis hin zum
Transkriptionsfaktor NF-kB und der Transkripton inflammatorischer Zytokine und
Interferone.

Vorarbeiten von Baumgarten und Kndfermann konnten zeigen, dass die Zytokinlevel nach
Stimulation mit Sepsis induzierenden Liganden bei TLR-2, TLR-4 und TLR-9 knockout
Tieren signifikant niedriger sind, die Herzfunktion weniger beeintrachtigt und die Mortalitat
gegenuber rezeptorkompetenten Tieren gesunken ist. Dies konnte auch explizit fur TLR-
9 auf Kardiomyozyten nach Stimulation unter anderem mit bakterieller DNA gezeigt
werden (Baumgarten et al., 2006b; Boehm et al., 2013; Knifermann et al., 2002b;

Knlfermann et al., 2004a; Knudfermann, et al., 2004b; Knifermann et al., 2008).



19

1.5 Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Tumornekrosefaktor-a ist ein multifunktionales Zytokin, das an fast allen
Entzindungsreaktionen beteiligt ist. Es wird z.B. von aktivierten Makrophagen gebildet
und ist ein starker Aktivator von Endothelzellen. TNF-a bewirkt eine Degranulation von
Weibel-Palade-Korperchen, eine Gefalidilatation, eine erhdohte Permeabilitat des
Endothels und die vermehrte Expression von Selektinen und Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1). Selektin sowie ICAM-1 sind fur die Anheftung und Diapedese der
Leukozyten durch die Gefallwand essentiell. Zusatzlich kann TNF-a die Gerinnung

aktivieren.

In Leukozyten bewirkt TNF-a eine Konformationsanderung von Integrinen, beispielsweise
von LFA-1 auf Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten, wodurch ICAM-1 auf den
Endothelzellen als Ligand erkannt werden kann und eine feste Adhasion als

Voraussetzung fur die Extravasation der Leukozyten ermoglicht wird.

TNF-a veranlasst Neutrophile zur Sezernierung ihrer Granula und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Stickoxiden. TNF-a bewirkt auRerdem seinerseits die

Freisetzung von weiteren Zytokinen durch Zellen der angeborenen Immunabwehr.

TNF-aist, wie auch IL-1 und IL-6, ein endogenes Pyrogen, welches Fieber auslésen kann
und zur Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion mit Bildung von C-reaktiven Protein (CRP)
oder dem Mannose-bindende Lektin (MBL), welche ihrerseits das Komplementsystem
aktivieren konnen, beitragt.

TNF-a hat zudem eine Briuckenfunktion zum adaptiven Immunsystem, denn es bewirkt
auch eine Wanderung der DC in peripheren Geweben zu den Lymphknoten und hier
deren Differenzierung zu costimulierenden, antigenprasentierenden Zellen (Janeway et
al., 2002; Tracey, 2002).

1.6 Interleukin-1B (IL-1B)

Interleukin-1p ist Teil der IL-1-Familie, welche nach bisherigem Kenntnisstand 11

Mitglieder umfasst. IL-1B wird zunachst als biologisch inaktive Vorstufe Pro-IL-13
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exprimiert. Pro-IL-10 wird durch die Caspase-1 zu dem eigentlichen proinflammatorischen
Zytokin IL-1B gespalten, nachdem Caspase-1 uber einen Inflammasomenkomplex
aktiviert wurde (Bent et al., 2018; Takeuchi und Akira, 2010).

IL-1B unterstiitzt das Uberleben der T-Zellen, induziert die Hochregulation von IL-2
Rezeptoren auf Lymphozyten, steigert die Antikorperproduktion von B-Zellen und ist an
der Differenzierung von CD4 positiven T-Zellen zu TH1 und TH17-Zellen beteiligt (Bent et
al., 2018; Lamkanfi et al., 2011). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es auch die
Kontraktilitdt von Kardiomyozyten hemmt und so neben anderen Zytokinen an der
Entstehung der septischen Kardiomyopathie beteiligt ist (Kumar et al., 1996). Umgekehrt
konnte auch gezeigt werden, dass verschiedene PAMPs und Zytokine durch Bindung an
TLRs zur kardialen Expression von IL-1B fuhren (Baumgarten et al., 2002; Bent et al.,
2018; Knufermann et al., 2008; Muller-Werdan et al., 1998). IL-1p ist ebenfalls ein potenter
Aktivator der Akute-Phase-Reaktion und spielt bei der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen und Tumoren eine entscheidende Rolle.
1.7 Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 wird wie TNF-a oder IL-1[3 von aktivierten Makrophagen sezerniert und kann
ebenfalls eine starke Akute-Phase-Reaktion auslosen. Des Weiteren wird es von B-Zellen
und T-Zellen sezerniert und wurde zunachst als B-Zell stimulierender Faktor-2 (BSF-2)
beschrieben. Es wurde daher initial dem erworbenen Immunsystem zugesprochen, da
anfangs nur die B-Zell aktivierende Komponente entdeckt wurde, die eine Steigerung der
Antikorperproduktion auslost. Aulderdem fordert es die Ausdifferenzierung von CD4
positiven T-Zellen unter anderem auch zu zytotoxischen T-Zellen (Janeway et al., 2002;
Tanaka et al., 2018; Morad et al., 2020; Zobel et al., 2012). Heutzutage ist die Rolle von
IL-6 im Rahmen der angeborenen Immunitat gut untersucht. IL-6 wird neben
Makrophagen auch von endothelialen und mesenchymalen Zellen bereits in einem frihen
Stadium der Inflammationsreaktion freigesetzt. IL-6 Plasmaspiegel steigen wahrend einer
akuten Infektion stark an, weswegen |IL-6 als Frihmarker generalisierter
Entzindungsreaktionen genutzt werden kann. Der Anstieg von IL-6 auf einen
inflammatorischen Reiz, ausgelost durch Viren, bakterielle Bestandteile wie LPS oder
Gewebetraumata, erfolgt bereits bis zu 24 Stunden vor dem Auftreten erster klinischer

Symptome wie zum Beispiel Fieber. Die Plasmahalbwertszeit betragt etwa 20 — 60 min.
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Auch nichtinfektiose Ursachen wie schwere Traumata, Verbrennungen oder
Transfusionsreaktionen konnen zu einer IL-6 Erhohung fuhren. IL-6 ist eines der fruhesten
inflammatorischen Zytokine und hat aufgrund des potentiellen Zeitgewinns in der
Sepsisdiagnostik und Therapieeinleitung weiterhin seinen Stellenwert (Holtkamp und
Rahmel; 2021).

IL-6 bewirkt rezeptorvermittelt unter anderem die Zunahme von Adhasionsmolekulen wie
ICAM-1 oder den Komplement 5a-Rezeptor auf Endothelzellen. Der IL-6-Rezeptor konnte
sowohl membranstandig als auch als I6slicher Rezeptor nachgewiesen werden, wodurch
Zellen, welche keinen IL-6-Rezeptor besitzen, mit Hilfe des I6slichen IL-6-Rezeptors in
Anwesenheit von IL-6 trotzdem aktiviert werden kdnnen und so das Spektrum der IL-6
Zielzellen deutlich erweitert werden kann (Rose-John, 2018). An isolierten
Papillarmuskelzellen konnte durch IL-6 eine Kontraktionsabnahme nachgewiesen
werden, womit eine Rolle bei der Sepsis bedingten Einschrankung der Herzfunktion
wahrscheinlich ist (Pathan et al., 2004).

1.8 Interleukin-10 (IL-10)

Bei Interleukin-10 handelt es sich um ein antiinflammatorisches Zytokin, das eine
entscheidende Komponente in der Immunreaktion darstellt. Die Funktion
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 besteht in der generellen Eindammung der
Immunreaktion. Auch bei lokalen Infektionen, welche durch verschiedene Botenstoffe und
Zellen in den gesamten Korper getragen werden konnen, wirde ohne eine hemmende
Regulation immer eine generalisierte Sepsis mit Uberreaktion des Immunsystems und
entsprechend negativen Folgen drohen. Antiinflammatorische Zytokine dienen der
Herunterregulation des Immunsystems und der Wiederherstellung einer

immunologischen Homoostase.

In der spaten Phase einer Sepsis beobachtet man oft eine gravierende
Immunsuppression durch verschiedene antiinflammatorische Prozesse (compensatory
antiinflammatory response syndrom, CARS), welche ebenfalls in einer fehlregulierten
Immunreaktion begriindet sind. Hieran ist unter anderem die Uberexpression und erhéhte
Spiegel von IL-10 wahrend des spaten septischen Geschehens entscheidend beteiligt.
Dies begunstigt das Auftreten von Folgeinfektionen auf Grund einer Immunparalyse
(Patricio et al., 2019).
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Spezielle regulatorische B-Zellen und T-Zellen spielen eine wichtige Rolle fur die
Homodostase des Immunsystems. Als erste IL-10 sezernierende Zellen wurden TH2-
Zellen entdeckt und IL-10 zunachst als cytokine synthesis inhibitory factor (CSIF)
beschrieben. B-Zellen und T-Zellen handeln synergistisch und haben immunsuppressive
Fahigkeiten, wobei IL-10 hierbei der wichtigste regulatorische Faktor ist, der von ihnen
exprimiert und sezerniert wird. Weitere Beispiele dieser regulatorischen Zellen sind TH1,
TH2, TH17, T-regulatorische Zellen und CD8 positive T-Zellen. Im Bereich des
angeborenen Immunsystem kdnnen verschiedene Zellen wie Makrophagen, Mastzellen,
naturliche Killerzellen, Granulozyten und dendritische Zellen IL-10 sezernieren. IL-10
hemmt die Synthese proinflammatorischer Zytokine und unterdruckt die
Antigenprasentation. Seine Plasmahalbwertszeit betragt wenige Stunden. Ein
Funktionsverlust vor allem der regulatorischen Zellen des erworbenen Immunsystems ist
immer auch vergesellschaftet mit einer Exazerbation der Immunreaktion bzw. dem
Auftreten einer chronischen Entzindungsreaktion, bei der eine adaquate
Immunregulation fehlgeschlagen ist (Fiorentino et al., 1989; Patricio et al., 2019; Saraiva
und O‘Garra, 2010; Zobel et al., 2012).

1.9 High mobility group box-1 (HMGB-1)

High mobility group box-1, ebenfalls bekannt als Amphoterin oder HMG1, wurde zunachst
nur als nuklearer Faktor und DNA-bindendes Protein wahrgenommen. Es geht eine
lockere Bindung an Chromatin ein, wirkt ahnlich wie Histone DNA-stabilisierend und
reguliert ahnlich einem Transkriptionsfaktor die Genexpression. Es gehort einer grof3eren
Proteinfamilie an, welche wichtig bei der Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen
und neuronaler Zellen ist. HMGB-1 ist ca. 30 kDa grof® und konnte in fast allen Zellen

nachgewiesen werden.

HMGB-1 wird von aktivierten Makrophagen, DCs und NKs als Antwort auf Verletzungen
oder Infektionen und andere inflammatorische Stimuli sezerniert. Es gehort zu den
DAMPs und zeigt Gewebeverletzungen durch Freisetzung aus dem Nukleus von
beschadigten Zellen an. Es initiiert die Immunreaktion, aktiviert endotheliale Zellen und
Leukozyten, stimuliert die Angiogenese und die Aktivitat hamatopoetischer Zellen. HMGB-
1 wird als spater Mediator beschrieben, da seine maximalen Serumkonzentrationen bei

einer Infektion deutlich spater als die von klassischen, friihen
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Zytokinen wie TNF-a oder IL-18 messbar sind. In einem standardisierten LPS-
Mausmodell stiegen die Serumkonzentrationen hier 12 — 18 Stunden nach Injektion an,
die von TNF-a bereits nach 2 Stunden und die von IL-1 4 — 6 Stunden nach Stimulus.
Auch konnte gezeigt werden, dass die Gabe von neutralisierenden Antikdrper gegen
HMGB-1 oder anderer selektiver HMGB-1 Antagonisten zu geringeren Organschaden und
geringerer Letalitat der Sepsis in verschiedenen Modellen fuhrten (Guo et al., 2021; Lotze
und Tracey, 2005; Park et al., 2004; Takeuchi und Akira, 2010; Yang und Tracey, 2010).

Der erste identifizierte Rezeptor fir HMGB-1 war der Receptor for advanced glycation end
products (RAGE), der Gene fur verschiedene Komplementfaktoren, Tumornekrose
Faktoren, Lymphotoxin und Heat-shock Proteine (HSP) reguliert. RAGE fungiert sowohl
als Transmembranrezeptor, wobei die Signaltransduktion dann Uber NF-kB und ERK lauft,
als auch als I6slicher Rezeptor, wobei RAGE-Liganden wie HMGB-1 gebunden und so
neutralisiert werden. Andere immunologische Rezeptoren fir die HMGB-1 als Ligand
fungiert und die bisher identifiziert werden konnten sind z.B. TLR-2, TLR-4 und TLR-9.
Eine Bindung von HMGB-1 an diese Rezeptoren fuhrt u.a. zur Expression
proinflammatorischer Zytokine (Park et al., 2004; Tian et al., 2007; Yang und Tracey,
2010; Yang et al., 2010).

1.10 Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)

Intercellular Adhesion Molecule-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen
Endothel und Immunzellen wahrend der Diapedese. Nach Induktion durch
inflammatorische Zytokine findet sich ICAM-1 auf aktiviertem Endothel und dient als
Ligand fur Integrine z.B. LFA-1 auf Leukozyten. Es geht mit LFA-1 eine feste Adhasion
ein, nachdem es =zuvor durch Aktivierung z.B. durch Chemokine zu einer

Konformitatsanderung gekommen ist (Janeway et al., 2002).
1.11 Induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase (iNOS)

Verschiedene Isoformen der Stickstoffmonoxid Synthasen werden in verschiedenen
Zellen teils konstitutiv exprimiert. Man unterscheidet zwischen konstitutiv exprimierten und
NO-freisetzenden Synthasen, wie z.B. der mitochondrialen (mtNOS), der neuronalen
(nNOS/ NOS-1) oder der endothelialen (eNOS/NOS-3) NOS, und auf der anderen Seite
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den induzierbaren NO-Synthasen (iNOS). Letztere werden durch verschiedene
inflammatorische Stimuli hochreguliert und kdonnen grofe Mengen an NO freisetzen
(Alderton et al., 2001; Kawaguchi und Okada; 2021). iINOS wird von verschiedenen Zellen
des Korpers exprimiert (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen,
verschiedene parenchymatose Zellen aber auch Endokard- und Myokardzellen) sowie
von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und neutrophilen

Granulozyten.

Stickstoffmonoxid (NO) wird im Rahmen einer generalisierten Entziindungsreaktion, wie
einer Sepsis, nach Stimulation des angeborenen Immunsystems durch ein vermehrtes
Exprimieren der INOS produziert. Auch aktiviertes, koronares Endothel und
Kardiomyozyten konnen die iINOS im Rahmen eines Entzindungsgeschehens
hochregulieren, wodurch das Herzgewebe selbst auch eine septische Kardiomyopathie
induzieren und unterhalten kann. In Kardiomyozyten kann NO die Signaltransduktion, das
Calcium-cycling der Muskelzellen, und die mitochondriale Atmungskette beeinflussen.
Aulerdem werden endotheliale und pulmonale Dysfunktion in septischen Patienten
teilweise einer erhéhten Produktion von NO zugeschrieben (Kawaguchi und Okada, 2021;
Khan et al., 2003; Kirkebgen und Strand, 1999).

Die iINOS kann durch Stimulation mit LPS oder mittels verschiedener Zytokine, wie TNF-
a, IL-1 oder IFN-y, induziert werden. Nach Aktivierung der Zellen flhrt die weitere
Signaltransduktion uber den Transkriptionsfaktors NF-kB zu einer vermehrten Expression
der iNOS (Feinl et al., 2001). Unter Verwendung von L-Arginin katalysiert die INOS die
Reaktion zu L-Citrullin und NO, welches dann freigesetzt wird. Physiologisch ist NO an
der Regulation des Blutdrucks und des Blutflusses beteiligt. Die pathologische
Uberproduktion von NO im Rahmen der Sepsis wird unter anderem fiir die Hypotension,
die septische Kardiomyopathie oder das schlechte vaskulare Reaktionsvermogen im

septischen Schock mitverantwortlich gemacht (Kirkebgen und Strand, 1999).

Abhangig von der subzellularen Lokalisation erzielen NO-Synthasen durch die
Sezernierung von NO teils kontrare Effekte. So fuhrt die NOS-1, welche im
sarkoplasmatischen Retikulum von Herzmuskelzellen lokalisiert ist, dort nach f-
adrenergen Stimulation zu einer Verbesserung der Kontraktilitat durch eine Erhéhung der

Kalziumfreisetzung und der Wiederaufnahme aus dem SR, wodurch die cardiac force-
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frequency response (FFR) potenziert wird. Die NOS-3 hingegen, welche im Sarkolemm
lokalisiert ist, inhibiert B-adrenerge, inotrope Antworten Uber eine Beeinflussung von L-
Typ-Kalziumkanalen (Barouch et al., 2002; Khan et al., 2003).

1.12 Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP)

Um die komplexen Zell-Zell-Interaktionen in der Sepsis abbilden zu kdnnen, muss die
Forschung haufig auf in vivo-Modelle zurlickgreifen, da einfache in vitro Ansatze diese
Abhangigkeiten nur unzureichend und unvollstandig darstellen konnen. Auch Modelle mit
Injektion isolierter PAMPS, wie beispielsweise LPS, kdnnen oft die multiplen Aktivatoren
des Immunsystems nur einzeln und singuldr abbilden. Fir einen generellen Uberblick
naher an der Realitat helfen Modelle, die die verschiedenen bakteriellen Erreger mit all
ihren Bestandteilen verwenden, wie das CLP (Colon Ligature and Puncture) Modell oder
das CASP (Colon ascendens stent peritonitis) Modell. Beide Modelle induzieren eine
Peritonitis und nachfolgend eine polymikrobielle Sepsis.

Die Besonderheit der Peritonitis mit Induktion einer polymikrobiellen Sepsis ist das
Verursachen einer vielseitigen Wirt-Immunantwort durch die gleichzeitige Stimulation
verschiedener Signaltransduktionswege des angeborenen Immunsystems (Luzzaro et al.,
2011).

Die CASP-Operation wurde von Niko Zantl 1998 erstmals publiziert. Es handelt sich dabei
um ein murines Tiermodell flir die postoperative, abdominelle Sepsis in dem die
immunologischen Prozesse wahrend einer Sepsis charakterisiert werden koénnen.
Entsprechend einer Anastomosen Insuffizienz, wie sie bei abdominal-chirurgischen
Eingriffen auftreten kann, tritt auch nach einer CASP Operation Darminhalt kontinuierlich
nach intraperitoneal aus. Die Menge des austretenden Stuhles Iasst sich hierbei Uber die
Grole des gewahlten Stents grob steuern und damit in Grenzen auch der Verlauf und die
Schwere der Sepsis. Es kommt postoperativ analog einer viszeralchirurgischen
Komplikation Uber den ausgetretenen Stuhl zu einer polymikrobiellen Sepsis mit
systemischer Immunantwort (Zantl et al., 1998; Traeger et al., 2010). Maier et al. (2004)
fanden nach CASP-Operation in einem Zeitraum von 6 h bis Uber 24 h hinaus eine stetig
steigende Bakterienzahl in der Peritoneallavage, in der Leber, in der Lunge und im Serum.
Im Gegensatz dazu kam es beispielsweise in dem Modell des Colon Ligature and

Puncture (CLP) nur zu einer kurzzeitigen und geringer ausgepragten Freisetzung von
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Darminhalt, da die Perforation haufig von adhasiven Darmschlingen verlegt und
abgedichtet wurde, weshalb es daher eher als ein Abszess Modell eingestuft wird (Maier
et al.,, 2004; Wichterman et al., 1980). Aufgrund dieser vorliegenden Beobachtungen
scheint das CASP-Modell dem klinischen Verlauf einer Sepsis, gefolgt von einer friihen
und anhaltenden systemischen Inflammation mit all ihren Komponenten, am ehesten zu

entsprechen.
1.13 Ziele und klinische Relevanz

Eine fruhe Diagnose der Sepsis mit Abgrenzung einer bakteriellen zu einer viralen
Infektion und zu nicht-infektidsen Inflammationssyndromen, z.B. nach Herz-Lungen-
Maschine, Verbrennungen, grolden Operationen und Traumata, ist von groer Wichtigkeit
fur ein frihes Einleiten zielfUhrender, therapeutischer Schritte um eine Sepsis oder deren
fulminanten Verlauf verhindern zu konnen. Die grof’e Hoffnung ist daher zukunftig
Biomarker zu entdecken, die unter anderem zeigen, ob ein Patient eine Infektion oder
nicht-infektidse Inflammation hat, wie die Prognose des Patienten ist, ob eine eingeleitete

antiinfektiose Therapie wirksam ist und wann sie beendet werden kann (Riek et al., 2019).

Eine deutliche Verbesserung in der Sepsistherapie ware die Moglichkeit, Patienten
anhand verschiedener Parameter, wie z.B. den Zytokinen und deren Serumspiegeln,

stratifizieren zu kdnnen und so den Verlauf einer Sepsis besser vorhersagen zu kdnnen.

Ein weiteres wichtiges Ziel der Sepsisforschung ist mit Hilfe neuer Therapieansatze die
hohe Mortalitat und Morbiditat der Sepsis senken zu kdnnen. Hierbei ware ein vorstellbarer
Therapieansatz das Blockieren verschiedener Signaltransduktionswege, von Zytokinen

oder deren Rezeptoren, um eine UberschieRende Immunreaktion zu verhindern.

Teilerfolge auf diesem Gebiet konnten schon erzielt werden. So kdénnen bei der
Verlaufsbeurteilung verschiedene Biomarker zu Rate gezogen werden, die unter
Berucksichtigung des klinischen Zustandes die Therapieentscheidungen unterstutzen.
Sie helfen beispielsweise die Entscheidung Uber das Beenden einer Antibiotikatherapie
zu objektivieren (Holtkamp und Rahmel; 2021).
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Ziel muss daher sein eine Sepsis zu verhindern, daneben aber auch eine beginnende
Sepsis schnellstmdglich zu erkennen und zu therapieren, da ein fulminanter Verlauf keine

Seltenheit darstellt und neben hohen Kosten rasch zum Tode fihren kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Faktoren charakterisiert werden, die die Entstehung einer
septischen Kardiomyopathie begunstigen. Die Untersuchungen werden an einem murinen
Modell der polymikrobiellen Sepsis durchgefuhrt. Nach klinischer und mikrobiologischer
Charakterisierung des Sepsis Modells soll der zeitlich-dynamische Verlauf der
myokardialen Inflammation anhand der Expression der Zytokine TNF-a, IL- 13, IL-6 und
IL-10 im Herzgewebe untersucht werden. AnschlieRend soll die Regulation des
endogenen DAMP HMGB-1 sowie die Expression von Faktoren, die im Rahmen der
Verstarkung der Immunantwort durch Adhasion von Immunzellen am Endothel (ICAM-1)
oder durch direkte Veranderungen in den Kardiomyozyten (iNOS) Einfluss auf die kardiale

Funktion nehmen, charakterisiert werden.

2. Material und Methoden

2.1 In-vivo Versuchsteil
2.1.1 Genehmigung der Tierversuche

Alle Tierversuche fanden im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz in der Fassung
der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 unter Beratung durch den damaligen
Tierschutzbeauftragten des Universitatsklinikums Bonn, Herrn Dr. med. vet. Eichelkraut,
nach Genehmigung durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) Nordrhein-Westfalen statt (Aktenzeichen: 8.87-51.0420.09.392).

2.1.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Fur die Experimente wurden 12 bis 15 Wochen alte, mannliche C57BL/6N Mause des
Versuchstierzichters ,Charles River® und ,Janvier mit einem Gewicht von 25 bis 30 g
verwendet. Die Tiere wurden im versuchstierkundlichen Haupthaus (HET 1, Haus flr

experimentelle Therapien) des Universitatsklinikums Bonn (Venusberg-Campus 1, 53127
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Bonn), eingestallt. Gehalten wurden die Tiere zu maximal 6 Individuen in Raumluft
belUfteten Filtertop-Kafigen, artgerecht mit Einstreu und Wasser ad libitum. Ernahrt
wurden die Tiere ebenfalls ad libitum mit speziellen Pressfutter Pellets. Die Kafige wurden
durch das dortige Fachpersonal regelmafig kontrolliert, gereinigt und autoklaviert.
Ebenso wurde das Einstreu, das Wasser und die Futterpellets vor der Verwendung
autoklaviert. Die Beleuchtung erfolgte in den Tierhaltungsraumen standardisiert mit
Hell/Dunkelphasen von 7:00 — 19:00 Uhr (Hell) und 19:00 — 07:00 Uhr (Dunkel) in
Annaherung an den Tag-Nacht-Rhythmus bei 200 Lux auf 1 Meter Hohe. Die relative
Luftfeuchtigkeit betrug etwa 50%, die Luftwechselrate betrug 15-mal pro Stunde und die
Raumtemperatur wurde bei ca. 22°C (+/- 2°C) konstant gehalten.

2.1.3 TLR-9 Knockout Tiere

Die homozygot TLR-9 defizienten Tiere waren unserer Arbeitsgruppe ursprunglich von
Prof. Shisuo Akira, Osaka Universitat, Osaka, Japan, freundlicherweise zur Verfugung
gestellt worden. Die Tiere sind Uber 15 Generationen auf einen C57BL/6 Hintergrund

zurlckgekreuzt.

Die Knockout-Linien unserer Arbeitsgruppe wurden im HET in der Barriere ,Grlin Intern®
vom angestellten Fachpersonal des HET versorgt und von speziell eingeteilten und
geschulten medizinisch-technischen Assistenten unserer Laborgruppe gezuchtet. Hierfur
wurden reine homozygote TLR-9 defiziente Geschwistertiere miteinander inzucht-
verpaart um so erneut homozygote KO Tiere als Nachwuchs zu erhalten. Zur Uberpriifung
des homozygoten Knockout-Genotyps wurde den Tieren ein kleines Stlick Schwanzspitze
oder Ohrmuschel entfernt und mittels PCR und anschlieliender Gelelektrophorese das
Fehlen des Exons 1 des TLR-9-Gens kontrolliert. Fur das Screening wurden die folgenden

Primer von Invitrogen verwendet:
Primer A: TLR-9 A forward primer 5 -GAA GGT TCT GGG CTC AAT GGT CAT GTG-3°
Primer B: TLR-9 B reverse primer 5'-GCA ATG GAA AGG ACT GTC CACTTT GTG-3°

Primer C: TLR-9 KO C forward primer 5 -ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-
3
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Die veranderten Gensequenzen der Knockout-Tiere wurden durch die Primer ,.B“ und ,,C*
detektiert, die WT-Allele durch die Kombination der Primer ,A“ und ,B“. Nach Durchlaufen
der PCR erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese
und durch Anfarben mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) unter UV-Licht (Wellenlange 260 nm)
wurden die Genprodukte sichtbar gemacht. Die Banden fur die TLR-9 KO-Tiere liegen bei
1200 bp, die WT-Tiere zeigen hier keine Bande (siehe Abb. 10 S. 38).

2.1.4 Genotypisierung der KO-Tiere

Mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese konnen zuvor mittels PCR amplifizierte DNA-
Fragmente von 0,1-25 kb Lange voneinander getrennt und identifiziert werden. Dieses
Verfahren verwenden wir, um die mit spezifischen Primern mittels PCR angefertigten
Genkopien aus genomischer DNA von Schwanzspitze bzw. Ohrmuschel der TLR-9 KO-

Mause zu verifizieren.
2.1.5 Versuchsaufbau der Tierversuche

Ziel dieser Arbeit war, eine bessere Vorstellung des zeitlich-dynamischen Verlaufs der
Zytokinexpression im Herzmuskel wahrend einer polymikrobiellen Sepsis zu erhalten. Im
Detail sollte die Rolle des TLR-9 in der Entstehung der septischen Kardiomyopathie
untersucht werden. AulRerdem war mein Ziel Erkenntnisse daruber zu erhalten, welche
Rezeptoren einen Einfluss auf die Signalkaskade wahrend einer Sepsis haben kdnnten.
In der vorliegenden Arbeit versuchte ich die Rolle des TLR-9-Rezeptors anhand von
speziell gezichteten homozygoten KO-Tieren genauer zu untersuchen. Bei dem
Versuchsaufbau wurde mit Hilfe der CASP-Operation eine polymikrobielle Sepsis
hervorgerufen und die operierten Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit
scheinoperierten Sham-Tieren sowie einer ganzlich unbehandelten Kontrollgruppe

verglichen.

Bei den operierten Tieren wurden zu den definierten Zeitpunkten 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und
36 h nach erfolgter OP in tiefer Narkose eine Peritoneallavage durchgefuhrt und final Blut
und das Herz entnommen. Die Lavage wurde verdinnt und auf MacConkey Agar
ausplattiert und fur 48 h in einen Brutschrank bei 37 °C bebrutet. Die explantierten Herzen
wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und zwecks spaterer molekularbiologischer

Untersuchungen bei -80 °C gelagert.
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Tab. 1: notwendige zu operierende Tiere

n=90 2h 6h 18 h 24 h 36 h
gesamt
Sham 6 6 6 5 5
WT CASP 6 6 6 6 5
TLR-9 6 6 6 5 5
CASP
CASP WT Organelntnahme

Polymikrobielle Sepsis

1 | | ]

5 h 6] h 18 h 24 h 3
Polymikrobielle Sepsis

(25 "
>

T

CASP TLR-9 Organentnahme

Abb. 2: Darstellung des Zeitverlaufes von WT und TLR-9 KO-Tieren nach OP bis zur
Organentnahme am Beispiel des 18 h Zeitpunktes zur Organentnahme und
Peritoneallavage post operationem. Untersuchte Zeitpunkte sind 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und
36 h.

Als Kontrollgruppe wurden einmalig sechs nicht operierte Tiere verwendet, denen ohne
vorherige Operation das Herz und Blut entnommen wurde, nachdem sie durch zervikale
Dislokation getotet wurden. Die Organentnahme erfolgte nach dem gleichen Schema wie

bei den operierten Tieren, eine Peritoneallavage erfolgte nicht.

Tab. 2: nicht operierte Kontrolltiere

WT Kontrolle 6
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2.1.6 Das murine CASP Modell und die Sham Operation

In dieser Arbeit wurde das Modell der Colon ascendens stent Peritonitis (CASP) zur
Induktion einer polymikrobiellen Sepsis verwendet. Bei diesem Modell wird in das Colon
ascendens ein kleiner Stent (Spitze einer 18 G Venenverweilkanule) implantiert und so
eine standige Verbindung zwischen Colon und Bauchhohle geschaffen. Durch diesen
Stent wird ein kontinuierlicher Ubertritt von Stuhl in die Bauchhéhle erreicht und so eine

peritoneale Inflammation konstant aufrechterhalten.

Zur Kontrolle dienen neben nicht operierten Kontrolltieren scheinoperierte ,Sham-Tiere®.
Diese Tiere erhalten sowohl eine Narkose als auch die Eréffnung der Bauchhdhle, aber
keine Stent-Implantation. Der Vergleich mit der Sham-Kontrolle soll ausschliellich

operationsbedingte Einflussfaktoren auf die Zytokinlevel identifizieren.
2.1.7 OP Vorbereitung

Vor Beginn der Operation wurde der OP-Platz desinfiziert und vorbereitet. Hierfir wurden
die sterilisierten Instrumente (Pinzetten, Schere, Materialschere, Nadelhalter) der
Aufbewahrungsbox entnommen und auf dem OP-Tisch bereitgelegt. Der OP-Tisch wurde
gereinigt, desinfiziert und auf 37 Grad Celsius vorgeheizt. Wattestabchen,
Enthaarungscreme, Zellstofftlicher, Pflaster und ein schwarzer Permanentmarker wurden
ebenfalls bereitgelegt. Der ausfuhrende Gasschlauch der Anasthesiebox wurde nun auf
dem OP Tisch mit einem breiten Pflasterstreifen festgeklebt. Buprenorphin-Losung wurde
in einer Verdinnung von 3ug/ml hergestellt und in einer 2 ml Spritze mit einer 26 G s.c.
Nadel vorbereitet. Die 18 G Venenverweilkanile wurde steril bereitgelegt. Zusatzlich
wurde ein ,Aufwach-Kafig“ mit einer Rotlicht-Warmelampe vorbereitet, in den nach der

Operation immer nur das frisch operierte Tier gesetzt wurde.
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Abb. 3 links: Vorbereiteter OP-Platz mit Anasthesiebox, OP-Tisch und Instrumenten;
Abb. 4 rechts: Vapor und Volumeter

2.1.8 Anasthesie und Analgesie

Vor Beginn der OP wurde den Mausen zur Analgesie 1 ml Buprenorphin-Lésung (=3 ug
Buprenorphin; entspricht ca. 0,1 mg/kg) mit Hilfe einer 26 G Kantile s.c. im Nackenbereich

verabreicht.

Die Narkose war bei der Sham-Operation und der CASP-Operation identisch. Das zu
operierende Tier wurde dem Kafig entnommen und in eine spezielle Anasthesiebox aus
Plexiglas gelegt. Die Box ist speziell fur die Einleitung einer Inhalationsanasthesie bei
Mausen konzipiert, hat ein Volumen von etwa 300 ml, eine Zuleitung Uber die das
Anasthesiegas eingeleitet wird und eine weitere Leitung, aus der das Atemluft-Gas-
Gemisch ausgeleitet wird. Als Inhalationsanasthetikum wurde Isofluran verwendet und
mit ca 4 Vol.-% in Sauerstoff bei 1,5 I/min Flow Uber einen Standardvapor zur
Narkoseinduktion verabreicht. Zur Beurteilung einer ausreichenden Narkosetiefe wurde
die Atmung beobachtet und darauf gewartet, dass die Atemfrequenz deutlich langsamer,
die Atemzuge aber tiefer wurden. Vor Beginn der OP wurde die narkotisierte Maus
gewogen und anschlielfend so auf dem beheizten Kleintier OP-Tisch gelagert, dass die
Maus spontan atmend mit der Schnauze unmittelbar vor dem Anasthesiegasschlauch lag.
Fur die Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde die Isoflurankonzentration auf ca. 1,5
Vol.-% abgesenkt. Anschliefend wurden die Extremitaten und der Schwanz mit einigen

kurzen Pflasterstreifen auf dem OP Tisch fixiert, so dass die Maus in Rickenlage mit der
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Schnauze zum Operateur hin zum Liegen kam. Eine Temperatursonde zur Uberwachung
der Koérpertemperatur von 36 — 37 °C wurde rektal eingeflhrt. Der Schlauch fir das
Anasthesiegas wurde fixiert und die Schnauze selbst unmittelbar vor dem
anasthesiegasfiihrendem Schlauchende mit einem Faden um die Schneidezahne
gehalten. Vor Beginn der Operation wurde ein kurzer Schmerzreiz (Zwischenzehenreflex)
gesetzt um durch Ausbleiben einer Abwehrreaktion die ausreichende Narkosetiefe

sicherzustellen.

2.1.9 CASP Operation

Abb. 5: Fir die CASP-/Sham-OP fixierte Maus; die Temperatursonde muss noch
eingelegt, das Fell im Operationsbereich entfernt und die Haut desinfiziert werden.

Nach Fellentfernung mittels Enthaarungscreme und Wattestabchen sowie anschlieRender
Hautdesinfektion mit Betaisodona-Ldsung erfolgte nun eine mediane Langslaparotomie
von ca. 1,5 cm. Hierfur wurde zunachst die Haut mit einer Pinzette angehoben und mit
einer Schere erdffnet. AnschlieBend wurde auf ahnliche Weise mit der zuvor stumpf
abpraparierten Bauchmuskulatur im Bereich der Linea alba verfahren ohne
darunterliegende Strukturen zu verletzen. Die Bauchdecke wurde nun mit Hilfe einer
Pinzette angehoben und nach Identifikation des lleozdkalpols wurden das Zékum und das
Colon ascendens vorsichtig aus der Bauchhohle luxiert. Die Manipulation der Darmanteile
sollte sich insgesamt auf ein Minimum beschranken. Circa 1 cm aboral der Mindung des
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lleums in das Coecum wurde das Colon ascendens antimesenterial mit einem Ethilon 7/0
Faden mit Nadel tangential durchstochen. Der Faden wurde nun doppelt geknotet, aber
noch nicht abgeschnitten. Im Bereich des Fadens wurde das Colon ascendens mit einer
18 G Venenverweilkanlle punktiert. Nach Punktion des Colons wurde der Metallmandrain
aus der Venenverweilkanule entfernt. Der verbliebene Plastikanteil der
Venenverweilkanule wurde nun etwa 3 — 4 mm in den Dickdarm vorgeschoben und auf
eine Gesamtlange von 7 — 8 mm gekurzt (Abb. 8, S. 33). Auf diese Weise wurde ein ca.
7 — 8 mm langer 18 G Stent in das Colon eingelegt, welcher anschlieRend mit dem in den
Darm vorgelegten 7/0 Faden durchstochen und fixiert wurde. Durch vorsichtigen Druck
auf das Zokum wurde der Stent mit Dickdarmstuhl gefillt, ehe samtliche

ausgeschwenkten Darmanteile wieder in die Bauchhdhle reponiert wurden. Dann erfolgt

der mehrschichtige Bauchwandverschluss mit Ethilon 5/0 Faden mittels
Einzelknopfnahten (Abb. 9, S. 33).

Abb. 6 und 7: CASP OP-Schritte: links mediane Langslaparotomie, rechts
Stentplazierung ca. 1,5 cm aboral der Mindung des lleums
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Abb. 8 und 9: CASP OP-Schritte: links dargestellt der eingebrachte und fixierte
Colonstent, rechts mehrschichtiger Bauchdeckenverschluss mit Einzelknopfnahten

Nach Wundverschluss wurde das Isofluran ausgestellt. Die Narkose wurde beendet und
die Maus in den vorgewarmten Aufwach-Kafig unter die eingeschaltete Rotlicht-
Warmelampe gelegt. Nach ca. 30 Minuten konnte das frisch operierte, wache Tier in den

Haltungskafig zurlickgesetzt werden.
2.1.10 Sham Operation

Bei den Sham-operierten Tieren wurde der Bauchraum analog zu den CASP operierten
Tieren eroffnet und der Darm in gleicher Weise mobilisiert. Es erfolgte ebenfalls das
Einbringen eines 7/0 Ethilon-Fadens antimesenterial im Colon ascendens ca. 1,5 cm
aboral des Coecum, hier allerdings ohne einen Stent fur eine kontinuierlich unterhaltene
Peritonitis einzulegen. Auch die Narkose sowie die Analgesie erfolgten aquivalent zu den

CASP-operierten Tieren.
2.1.11 Krankheitsscoring

Zunachst erfolgt die klinische Bewertung der Krankheitsschwere der septischen Tiere. Flr
eine Objektivierung des Krankheitszustandes der operierten Mause entwickelten wir einen
klinischen Krankheits-Score in Anlehnung an Morton und Griffiths (1985). Der Punktewert
geht von ,1° = nicht erkennbar krank bis ,6“ = unter Sepsis gestorben.
Beurteilungskriterien waren a) die Korperhaltung: haben die Mause ein aufgezogenes

Abdomen oder einen krummen Rucken; b) die Korperpflege: ist das Fell struppig oder
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stumpf, sind die Augen tribe oder verklebt; c) Bewegungen und Verhalten: wie und wieviel
bewegt sich das Tier, interagiert es mit Artgenossen. Je mehr das untersuchte Tier von
seinem normalen Verhalten abweicht, desto hdher liegt der Punktwert des

Krankheitsgrades. Die Skala reichte von 1 bis maximal 6 Punkte.

Tab. 3: Krankheitsscoring der operierten Mause

Krankheits 1 2 3 4 5 6
-grad
Definition | Keine Geringe MaRige Tier ist Tier ist Tier ist an
erkenn- Krankheits | Krankheits | deutlich sehr stark | der Sepsis
baren -zeichen -zeichen erkrankt erkrankt verstorben
Krankheits
zeichen

Tiere, die vor Erreichen des definierten Zeitpunktes an der Sepsis verstorbenen sind

(Krankheitsgrad 6) wurden nicht weiter molekularbiologisch untersucht.
2.1.12 Peritoneallavage und Organentnahme

Im Anschluss an die Erhebung des Krankheits-Scores wurde der Operationsplatz fur die
Peritoneallavage und Organentnahme vorbereitet. Fur die Lavage wurde sterile PBS
Losung sowie fur die Konservierung der entnommenen Herzen flussiger Stickstoff
bereitgestellt, zusatzlich beschriftete 10 ml Falcontubes, beschriftete 1,5 ml Eppendorf
ReaktionsgefaRe, 2 und 5 ml Spritzen, rosa und graue Venenverweilkanilen ohne
Stahlmandrain (20 G und 16 G), rosa 20 G Punktionskanule, sterile Pipetten 100 ul,1000
gl und 10 ml sowie zwei zuvor vorbereitete McConkey Agarplatten pro Versuchstier
bereitgelegt.

Zunachst wurden fur das spatere Beimpfen der Agarplatten die Falcontubes mit je 9 ml
PBS zur Verdunnung der Lavageflissigkeit vorbereitet und der Abzug flr ein steriles
Beimpfen der Agarplatten desinfiziert und vorbereitet. Die 2 ml Spritze mit der rosa
Punktionskanule wurde mit Heparin benetzt, damit das Mauseblut nach der Entnahme
nicht sofort in der Kanule gerinnt.
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Nach Ablauf der vordefinierten Zeitpunkte wurden die entsprechenden Tiere wie in Kapitel
2.1.8 beschrieben narkotisiert und auf dem OP Tisch gelagert. Die Laparotomienaht der
vorausgegangenen CASP-OP wurde wiedereroffnet. Nach Entfernung der Pflasterstreifen
von Hinterlaufen und Schwanz wurden 5 ml warme PBS-Lésung in einer Spritze mit
aufgesteckter 20 G Venenverweilkanile in das eroffnete Abdomen gespult. Der Situs
wurde vorsichtig geschuttelt und anschliel3end so viel Peritoneallavage wie moglich, meist
ca. 3 bis 4 ml, aspiriert, in ein steriles 10 ml Falcontube gefillt und im Kihlschrank bei 4
°C kurzzeitig zwischengelagert. Die mikrobiologische Weiterbearbeitung erfolgte etwa 20
Minuten spater direkt am Ende der Praparation. Anschlielfend wurde die Laparotomienaht
bis zum Sternum und zur Symphyse erweitert und der Sitz des Stents kontrolliert.

Nach Eréffnung des Thorax wurde mit Hilfe einer der heparinisierten Punktionskanule und
einer heparinisierten 2 ml Spritze via apikaler Punktion des linken Ventrikel Vollblut zur
Weiterverarbeitung entnommen. Das entnommene Blut wurde in ein vorbereitetes 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefaly uberfuhrt und zur Gewinnung des Blutplasmas zentrifugiert
(10 min, 4000 rpm, 4 °C.) Das gewonnene Plasma wurde in einem Eppendorf
Reaktionsgefal® in Flussigstickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -

80 °C gelagert.

Das Herz wurde chirurgisch aus dem Thorax entnommen und in gekuhlte, kaliumhaltige
Kardioplegieldsung gelegt. Nach diesem letzten Schritt wurde das Tier entsprechend den
Hygienerichtlinien des HET entsorgt. Nach Sistieren der physiologischen
Pumpbewegungen wurde das Herz mit einer Schere entlang der Langsachse in zwei etwa
gleichgroRe Halften geteilt, in einem 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

Nach Ende der OP wurde die nach dem entsprechenden OP-Zeitpunkt festgelegte
Verdinnung der Peritoneallavage angefertigt und umgehend der bereitgestellte Agar
beimpft (siehe Kapitel 2.2.1).
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2.2 ex-vivo Versuchsteil

2.2.1 Herstellung des MacConkey Agar

Die MacConkey-Agarplatten wurden im Labor der Anasthesie selbst hergestellt. Hierfur
wurden 25 g MacConkey-Agar unter Ruhren in 500 ml aqua bidest gel6st und
anschlieRend autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde der noch flussige Agar mit
einem Magnetrihrer erneut gut durchmischt und unter der Sterilbank in Petrischalen
(Durchmesser 10 cm) gegossen. Nach dem Ausharten des Agars wurden die Petrischalen

unter sterilen Bedingungen bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.
2.2.2 Bakterienlast der Peritoneallavage

Neben dem Krankheitsgrad wurden fur die Erfolgskontrolle der Sepsisinduktion aus der
gewonnenen Peritoneallavage Bakterienkulturen auf MacConkey Agar, einen
Selektionsagar fur gramnegative Bakterien, angelegt. Hierfur wurde je nach Dauer der
induzierten septischen Periode aufgrund der erwarteten unterschiedlichen Bakterienlast
verschiedene Verduinnungen der Peritoneallavage mit autoklaviertem PBS hergestellt, um
eine bessere Quantifizierung der gewachsenen Bakterienkulturen zu ermdglichen. Es
wurden zur Fehlerkorrektur pro Versuchstier zwei Agarplatten mit verschiedenen
Verdlinnungen benutzt. Konnten beide Platten ausgezahlt werden, so wurde der
Mittelwert der gezahlten Kolonien gebildet. Fur jedes Tier wurde die Anzahl der colony-
forming-units (CFU) auf einen Milliliter Lavageflussigkeit berechnet. Dies wurde bei Sham-
Tieren, CASP-WT und CASP-TLR-9 KO-Tieren analog durchgeflhrt.
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Tab. 4: Die Peritoneallavage von 2 h Tieren wurde unverdinnt und 1:10 verdunnt
ausplattiert, die von 6 h Tieren 1:10 und 1:100 verdinnt ausplattiert, die von 18 h- und 24
h Tieren wurde als 1:1.000 und 1:10.000 verdlnnt ausplattiert und die von 36 h Tieren als
1:10.000 und 1:100.000 verdinnt ausplattiert.

Verdunnung 1 Verdinnung 2
2 h Tiere unverdunnt 1:10
6 h Tiere 1:10 1:100
18 h Tiere 1:1.000 1:10.000
24 h Tiere 1:1.000 1:10.000
36 h Tiere 1:10.000 1:100.000

Unter dem sterilen Abzug wurden die McConkey Agarplatten mit 50 pl der jeweiligen
Verdinnung beimpft und im Anschluss daran flir 48 h bei 37 ° C im Brutschrank bebrutet.
Nach Ablauf der 48 h wurden die CFU der gewachsenen gramnegativen, aeroben

Bakterien ausgezahlt.
2.2.3 PCR Kontrolle der KO-Mause

Die Genotypisierung der TLR-9 defizienten Mause erfolgte aus genomischer DNA, die aus
den Schwanzspitzen oder Ohrmuschelbiopsien der Mause isoliert wurde. Hierflr wurde
zunachst die genomische DNA aus dem Gewebe extrahiert.

Fur die Extraktion der DNA wurden die Ohr- oder Schwanzspitzenbiopsien in 500 pl Tail
Lysis Puffer (100 mM Tris HCL, 0,5 mM EDTA, 0,2 bitte Uberall ein Leerzeichen zwischen
% und Text% SDS, 200 mM NaCl) mit 10 pl Proteinase K gegeben und uber Nacht bei
55°C, 600 rpm in einem Thermoschuttler inkubiert. Anschlieend wurden nicht geldste
Gewebefragmente abzentrifugiert (12.000 rpm,10 min) und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefall Uberfiihrt. Zu diesem Uberstand wurden 500 pl Isopropanol zur DNA-
Fallung gegeben. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (12.000 rpm, 4°C, 35 min)
wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen,
nochmals kurz zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das DNA-Pellet getrocknet und final
in 20 pl aqua dest. resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei 4°C

gelagert.
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Die Genotypisierung der TLR-9 knockout Mause wurde mittels qualitativer PCR nach dem
vorgegebenen Protokoll aus dem Labor von Prof. Akira durchgefuhrt. Fur das Screening

wurden die folgenden Primer von Invitrogen mit den aufgelisteten Sequenzen verwendet:
Primer A: TLR-9 A forward primer 5’-GAA GGT TCT GGG CTC AAT GGT CAT GTG-3°
Primer B: TLR-9 B reverse primer 5'-GCA ATG GAAAGG ACT GTC CACTTT GTG-3

Primer C: TLR-9 KO C forward primer 5 -ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-
3

Die veranderten Gensequenzen der Knockout-Tiere wurden durch die Primer ,B“ und ,,C*
detektiert, die WT-Allele durch die Kombination der Primer ,A* und ,B*. Pro
Genotypisierungsansatz wurden 14,25 pl aqua dest., 2,5 pl 10x Puffer, 1 yl MgCI [50 mM],
2,5ul dNTP [2,5 mM], je 1,25 y forward Primer [A oder C] und 1,25 pl reverse Primer [B]

angesetzt.

Nach Durchlaufen der PCR erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-
Gelelektrophorese und durch Anfarben mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) (Wellenlange 260
nm) wurden die Genprodukte unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Banden fur die TLR-
9 KO-Tiere liegen bei 1200 bp. Die WT-Tiere zeigten bei der Verwendung von Primer B
und C keine Bande.
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* Standardbasenleiter # Kontrolle

124349408 %.8.9.10 #

WT
Allele

1.2, 345

:

6738 910 #

OO D O

TLR-9 k.o.
Allele

Abb.10: Agarose Gelelektrophorese von WT und homozygoten TLR-9 defizienten
Mausen. Mit * sind die Taschen der Standardbasenleiter gekennzeichnet, mit # die
Taschen der Kontrollen. Die Zahlen 1 bis 10 an den restlichen Taschen enthalten Proben
von verschiedenen Mausen. Bei WT entsteht keine Bande bei 1200bp.Bei TLR-9 KO-
Tieren ist dort eine Bande.

2.2.4 Genexpressionsanalyse des Herzgewebes

Aus den explantierten Herzen wurde zunachst die Gesamt-RNA extrahiert. Nach
Umschreibung der mRNA in cDNA wurde die Genexpression der Zytokine TNF-a, IL-1(3,
IL-6, IL-10, INOS, HMGB-1 und iCAM-1 im Herzmuskelgewebe von WT-Mause und von
TLR-9 defizienten Mause zu verschiedenen Zeitpunkten nach CASP gemessen und mit

der Expression in den Sham-Tieren verglichen.
2.2.5 RNA Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Isolation der RNA aus Herzgewebe der Mause wurde mit dem RNAeasy mini Kit der
Firma Qiagen entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Zum Schutz der zu
extrahierenden RNA wurden fur alle Schritte RNAse-freien Loésungen und
Reaktionsgefalien verwendet.
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30 mg Herzgewebe wurden in 600 uyl RLT-Puffer und 6 yl Mercaptoethanol in einem 2 ml
Eppendorf Reaktionsgefal® im Ultra-Turrax homogenisiert. AnschlieRend wurde das
Gewebehomogenat mit 590 ul DEPC-Wasser und 10 ul Proteinase K gemischt und fur
10 Minuten bei 55 °C unter leichtem Schuitteln inkubiert. Um nicht homogenisierte
Gewebestlcke zu eliminieren, wurden die Proben 3 Minuten bei 10.000 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefal
uberfuhrt, 450 pl 96-100 % Ethanol hinzugegeben und durchmischt. Unter einem Abzug
wurden 700 ul des Gemisches auf die Silika Saule aus dem RNAeasy Mini Kit gegeben,
die Saule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} platziert und anschlieend fur 30 Sekunden
bei 8000 g (10.000 rpm) zentrifugiert. Der Durchfluss im Reaktionsgefald wurde verworfen.
Fir einen ersten Waschschritt wurden 350 ul RW1 Puffer auf die Saule gegeben und die
Proben kurz flir 30 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen. Nach Zugabe von 70 yl RDD Puffer, versetzt mit 10 yl Proteinase K, wurde die
Saule 15 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden erneut 350 ul RW1 Puffer auf
die Saule gegeben, die Saule wurde wieder fur 30 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Zur Prazipitation der RNA wurden 500 ul RPE Puffer auf die
Saule gegeben, die Saule wie oben beschrieben zentrifugiert und der Durchfluss erneut
verworfen. Nach erneuter Zugabe von 500 uyl RPE Puffer wurde die Saule fur 2 Minuten
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Danach wurde die Saule in ein neues 1,5 ml
RNAse-freies Reaktionsgefal’ Gberfuhrt, 40 ul Rnase freies Wasser zur Elution der RNA
direkt auf die Saule geben und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
letzten Zentrifugationsschritt (1,5 Min. bei 8000 g) wurde dem Eluat 0,5 pl RNase Inhibitor
zugesetzt. Das Eluat mit der aufgereinigten RNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -
80 °C gelagert.

Nach der Extraktion wurden die Konzentration und die Reinheit der gewonnenen RNA
photometrisch bei 260 nm und 280 nm Wellenlange mit dem NanoDrop Mikrovolumen
Spektralphotometer bestimmt. Fiur die Messung wurden 2 pl der RNA-LAsung gegen 2 ul
einer Losungsflussigkeit, in unserem Fall DEPC-Wasser, gemessen. Reine

Nukleinsauren haben typischerweise eine 260/280 nm Ratio von 1,8 bis ~2,0 zu Proteinen.
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2.2.6 cDNA-Synthese

Alle Arbeiten fur die cDNA-Synthese wurden zur Stabilisierung der RNA auf Eis oder auf
gekuhlten Platten durchgefuhrt. In 200 yL Reaktionsgefallen wurde von jeder Probe
jeweils 2000 ng RNA mit DEPC Wasser auf ein Gesamtvolumen von 14,2 pyL verdunnt.
Die Berechnung der Verdinnung wurde mittels Excel vorgenommen. Anschliel3end wurde
zu jeder Probe 5,8 pL eines Mastermix bestehend aus Startermolekilen (10x random
Primers), Desoxyribonucleosidtriphosphate (25x dNTPs, 100 nM Konzentration), Reverse
Transkriptase Puffer (10x) und MultiScribe Reverse Transkriptase (Konzentration 50
U/uL) pipettiert.

AbschlieRend wurden die Reaktionsgefalle gevortext und in einer Tischzentrifuge kurz
abzentrifugiert. Die cDNA wurde bei folgendem Temperaturprofil in einem Thermocycler
synthetisiert: 25 °C fur 10 min, 37 °C fur zwei Stunden und abschliefend 85 °C fur funf
Sekunden. Bei 25 C° lagerten sich die Random Hexamer Primer an der RNA an. In den
folgenden zwei Stunden bei 37 °C erfolgt die Elongation durch die Reverse Transkriptase.
Beendet wurde die Reaktion durch eine funf Sekunden dauernde 85 °C Phase. Bis zur

Entnahme der Proben wurde der Thermocycler auf 4 °C herunter gekuhlt.
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Abb.11: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte von der Gewebehomogenisierung
der extrahierten Herzen bis zur cDNA Synthese der Zielgene.

2.2.7 Quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
(Realtime qRT-PCR)

Die Realtime PCR (qRT-PCR) erlaubt die direkte Quantifizierung der Expression

bestimmter Zielgene anhand der Intensitat eines Fluoreszenzsignals.
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Abb.12: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte der RT-PCR.

In dieser Arbeit wurde die Expression von TNF-a, IL-183, IL-6, IL-10, iINOS, HMGB-1 und
ICAM-1 im Herzmuskelgewebe von WT-Mause und von TLR-9 defizienten Mausen
quantifiziert, woflir das Real-time-PCR System ViiA7™ der Firma Applied Biosystems by

Thermo Fisher Scientifics genutzt wurde.

In einem ersten Schritt wurde die durch reverse Transkription gewonnene cDNA 1:5 mit
DEPC-Wasser verdunnt und je 6,65 pl dieser Verdinnung wurden mit 27 pul eines
Mastermixes, bestehend aus Pufferlésung (2x Tag-Man™ universal Master Mix Buffer,
TM uMM Buffer, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific), Tag-Man™ Assay
(Appplied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) sowie Nuklease freiem Wasser
gemischt. Die mit dem Mastermix gemischten Proben wurden in Tripletts auf 384-Well-
PCR Platten pipettiert und anschlief’end mit Hilfe des ViiA7™ Real-Time PCR Systems

analysiert.
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Die im Mastermix enthaltenden Tag-Man™ Assays enthalten fur die gewulnschte
Zielsequenz spezifische Primer sowie eine ebenfalls spezifische, Fluoreszenz markierte

Sonde.

Tab.5: Liste der verwendeten gRT-PCR Primer zur Detektion der jeweiligen Zielgene

Primer Sonde Produktnummer

mouse 18S (endogene Kontrolle) Mm02601777_g1
mouse TNF-a MmO00443258 m1
mouse IL-13 MmO01336189_m1
mouse IL-6 MmO00446190_m1
mouse IL-10 MmO00439616_m1
mouse iINOS MmO00440485 m1
Mouse HMGB-1 Mm04205650_gH
iICAM-1 Mm00516023_m1

In der initialen Denaturierungsphase wird die doppelstrangige cDNA in zwei Einzelstrange
aufgespalten.

In der folgenden Annealingphase binden zum einen die spezifischen Primer zum anderen
die Sonden an die gewulnschten Zielsequenzen. Die Tag-Man-Sonde besteht aus einem
Reporter am 5°-OH-Ende und einem Quencher am 3°-OH-Ende. Solange beide
verbunden sind verhindert der Quencher, dass ein Signal gemessen werden kann, da er
die Fluoreszenzemission des Reporters blockiert. Das ebenfalls im Assay enthaltende
Enzym Taqg-DNA-Polymerase katalysiert den Vorgang der Zweitstrang Synthese und
trennt gleichzeitig durch hydrolytische Spaltung Reporter und Quencher voneinander. Die
nun vom Reporter ausgehende Fluoreszenzintesitat kann gemessen werden. Je mehr
Ausgangs-DNA in der Probe enthalten ist, desto mehr DNA-Strange werden neu
synthetisiert und desto hoher ist die Fluoreszenzintensitat. Es liegt also ein proportionales
Verhaltnis von Fluoreszenzintensitat zur Menge der Ausgangs-DNA vor. Die qRT-PCR
durchlief 40 Zyklen und die Daten wurden anschlieend mit der

Software ViiaTM 7 Version 1.2 analysiert.
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Der Grenzwert Crossing-Threshold (Ct) stellt die Anzahl an PCR-Zyklen dar, die fir das
Erreichen eines definierten Fluoreszenzniveaus beno6tigt wurden. Je mehr Ausgangs DNA

vorhanden war, desto niedriger der Ct (Pfaffl, 2001).

Um Varianzen im cDNA Gehalt, bedingt durch eventuelle Fehler in der vorangegangenen
Aufarbeitung oder durch Schwankungen in der cDNA Synthese innerhalb der Proben
auszugleichen, wird der Ct-Wert des Zielgens ins Verhaltnis zum Ct-Wert eines nicht
regulierten Referenzgens der gleichen Probe gesetzt (Pfaffl, 2001). Wir nutzten fur alle
Proben 18S als Housekeeping Gene und werteten die Daten mittels AACt Methode nach

folgender Formel aus:

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
AACt = ACt Behandlung — ACt Kontrolle
RQ = 2- AACt

Der RQ Wert stellt somit den relativen Unterschied zwischen der Genexpression des
Zielgens in der behandelten Probe zu der Genexpression des Zielgens in der
Kontrollprobe dar (Pfaffl, 2001).

2.2.8 Statistische Auswertung

Fur die Statistische Analyse der Daten und zur Erstellung der Graphen wurde das
Programm GraphPad Prism 6® fur Windows verwendet. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert (MW) mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) nach dem Schema ,MW
+ SEM® dargestellt. Ein signifikanter Unterschied wurde angenommen fur ein
Signifikanzniveau P < 0,05 und sind in den Graphiken mit einem ,*“ markiert (** = P<0,01;
*** = P<0,001; **** = P<0,0001). Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des unpaired
T-Tests und mittels one-way Anova. Um Ausreiller zu detektieren und aus den
Berechnungen zu nehmen verwendete ich den online frei zugangliche Outlier Calculater
mittels Grubbs Test der Firma Graphpad online auf der Homepage frei zuganglich unter ,,
https://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/ “ (Stand 09.03.2023).
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2.3 Materialien

2.3.1 Materialien fur die Tierhaltung

Einstreu: Espen Einstreu classic, Ssniff Spezialdiaten GmbH

Futter: Standard Haltungsdiat Maus, hybridpallets, Altromin
Wasser, autoklaviert

Kafige: Makrolon, Typ Il L, Filtertop, Tecniplast

Zuchttiere: C57/BI6-N Mause, Charles River Deutschland GmbH
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2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verbrauchsmaterialien

Betaisodona Betaisodona Losung Mundipharma GmbH
Eppendorf Eppendorf Cups Safe-Lock 0.2, | Eppendorf AG
Reaktionsgefalie 0.5, 1.5 und 2 ml, steril, teils RNAse
frei
Hypnotikum Isofluran, 250 ml, zur | Piramal Critical Care
(Anasthesie) Inhalationsnarkose Deutschland GmbH
Faden fir Haut- und | Prolene blau monofil Johnson und Johnson
Muskelnaht ) )
710, 5/0 mit atraumatischer Nadel
Kanulen Sterican 27 Gund 18 G B. Braun Melsungen
AG
Medikamente: - Buprenorphin-Lésung, Essex Pharma GmbH
Temgesic;
- Heparin, Heparin-Natrium
5'00(.) |E/m_I; . B. Braun Melsungen
- Kardioplegielosung AG
Custodiol nach
Bretschneider Dr. Franz  Kohler
Chemie GmbH
MacConkey Agar MacCONKEY (MAC) Agar Merck KgaA
NaCl NaCl 0,9% B. Braun Melsungen
AG
PCR Tubes PCR-02-C thin wall, clear Axygen

Petrischalen

Petrischalen aus Polystyrol

Greiner Bio-One

Spritzen

Injekt Solo 2, 5 und 10 ml

B. Braun Melsungen
AG

Venenverweilkantile

Vasofix Safety 18 G

B. Braun Melsungen
AG

Zellkulturschalen

Cellstar Cellculture Dishes

Greiner bio-one

Zentrifugenrohrchen

Falcon Zentrifugenrohrchen, 15 ml

Fisher Scientific

384 Well PCR Platte

384 Well Platte, Artikelnr. 781347

Brand
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2.3.3 Gerate und Zubehor
Operationszubehor:

Operationsbesteck  Verschiedene Scheren, Pinzetten, Nadelhalter (Allgaier
Instrumente, Frittlingen sowie Everhards GmbH, Meckenheim)

OP-Tisch Eigenanfertigung der feinmechanischen  Werkstatt des
Physiologischen Instituts mit angeschlossenem Warmebad (42
°C); Rhema-Labortechnik, Hofheim

Standardvapor Standardvapor Eickemeyer Isoflo, Dragerwerk AG, Libeck
Temperaturregler RAPID-Regler, Fa. Hengstler, Aldingen

Thermometer Greisinger electronic GmbH, Regenstauf,

Gerate fur die molekularbiologischen Arbeiten:



Tab 7: Gerate
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Geratename

Typ

Hersteller

Autoclav

Varioklav Dampfsterilisator

HP Labortechnik

Eis Maschine

Flockeneisbereiter AF 80

Scotsman

Elektrophoresekammer

Wide Mini-sub Cell GT
Power Pac 3000

Bio-Rad Laboratories Inc.

Feinwaage

CP 225D-0CE

Sartorius Werke GmbH

Gewebehomogenisator

Polytron PT MR 2100

Kinematica AG

Multipipette Matrix

Multipipette Matrix

Thermo Scientific

Real time PCR Gerat

Viia7 Softwareversion 1.2

Applied Biosystems

Sterilbank Sterilbank Herasafe Hera Instruments
Thermocycler T-Gradient Biometra
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG

UV Transilluminator

UVP BioDoc-IT
System Benchtop

Imaging

Fisher Scientific

Vortexter Vortex Genie 2 Scientific industries Inc.
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Group
Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf AG
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Eppendorf AG
2.3.4 Reagenzien und Losungen
Tab. 8: Reagenzien
Substanz Bezeichnung Hersteller
Agarose Agarose Sigma Aldrich
DEPC Wasser DEPC Wasser Nuclease-Free Invitrogen by Thermo
Fischer Scientific
EDTA Ethylendiaminetetraacetic acid 0.5 | Invitrogen by Thermo

M, pH8.0, RNAse frei, AM9261

Fischer Scientific
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Ethanol Ethanol 96 %, EMPROVE Sigma Aldrich
EXPERT

Ethidiumbromid Ethidiumbromid Tablette 10 Sigma Aldrich
mg/tablet

GIT GIT Guanidine thiocyanate = 97% | Sigma

Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol 98 % Sigma-Aldrich

Nucleotide fir PCR dNTP 2,5 mM Mix Lot1257684 Invitrogen

PCR-Mastermix

TagMan Gene Expression

Applied Biosystems

MasterMix

PCR Puffer PCR Puffer 10 x Rxn Buffer Invitrogen
(MgCI2) 1,25 ml

PBS Losung: PBS-Pufferlosung aus NaCl, KCI, | Thermo Fisher
Na2HPO4xH20, KH2PO4 und Scientific
Aqua dest, pH Wert 7,4

Primer Siehe Tab 5 S.43 Invitrogen

Proteinase K Proteinase K, 10 ml Qiagen

Reverse Transkiptase Kit

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, reverse
Transkriptase Puffer,
Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs), Random Primer, Multi
Scribe reverse Transkriptase

Applied Biosystems

Rnase Inhibitor

Rnase Inhibitor 2000units

Qiagen

Rneasy mini Kit

mit RLT-Puffer, RW1-Puffer, RDD
Puffer, RPE-Puffer, Rnase freies
Wasser

Qiagen

SDS Natrium dodecylsulfat, 10 g Serva Electrophoresis
GmbH
Molekulargewichtsmarker | Standard-DNA-leiter 1kB Sigma Aldrich
Taq Polymerase Taq DNA Polymerase recombinant | Invitrogen
5 U/ul Lot1262145
TBE Puffer TBE 10-fach (Borsaure und EDTA | Bio-Rad

Mischung)
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2.3.5 Softwareprogramme
Prism 6 for Windows Version 6.02, GraphPad Software, Inc., San Diego, USA.

Software ViiaTM 7 Version 1.2, Applied Biosystems.

Outlier Calculater mittels Grubbs Test der Firma Graphpad online auf der Homepage frei

zuganglich unter ,, https://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/ “ (Stand 09.03.2023).

3. Ergebnisse

3.1 Bewertung des Krankheitsgrades nach CASP-OP

Der Krankheitsgrad von WT- und TLR-9 defizienten Mause nach CASP- oder Sham-
Operation wurde zu verschiedenen postoperativen Zeitpunkten anhand des unter Kapitel
2.1.11 beschriebenen Krankheitsscores ermittelt. Die Bewertung erfolgte basierend auf
den Kriterien Kdrperhaltung, Korperpflege sowie Bewegung und Sozialverhalten. Der
verwendete Score reicht von 1 Punkt - nicht erkennbar krank - bis hin zu maximal 6
Punkten, was dem postoperativen Versterben im gesamten Beobachtungszeitraum von
bis zu 36 h entsprach. Die Kriterien Korperhaltung und Korperpflege und Sozialverhalten
wurden optisch beurteilt. Die Bewegung wurde unter anderem anhand des
Fluchtverhaltens beim Ergreifen der Maus bewertet. Die Zunahme des Krankheitsgrades
wurde durch eine hohere Punktzahl im Score abgebildet. Jedes einzelne Tier wurde
entsprechend bewertet. In der Auswertung sind die prozentualen Anteile der
unterschiedlichen Krankheitsscores bezogen auf die Gesamtheit der Mause in der

jeweiligen Behandlungsgruppe dargestellt.
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Abb. 13: Krankheitsgrad von 1 — 6 nach modifiziertem, eigenem Schema der WT- und
TLR-9 defizienten Mause 2 h nach CASP oder Sham-OP. Dargestellt ist der Anteil der
WT- oder TLR-9 defizienten Mause mit einem entsprechenden Krankheitsgrad 2 h nach
OP in Prozent der Gesamtzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe. Uber den prozentualen
Saulen steht die absolute n-Zahl der Tiere der jeweiligen Gruppe. Zum Vergleich wurde
der Krankheitsgrad der Sham-operierten Tiere erfasst.

2 h nach CASP-OP zeigten sich kleine Unterschiede zwischen den CASP operierten WT-
Mausen und den CASP operierten TLR-9 defizienten Mausen. Die Sham-operierten Tiere
zeigten keinerlei Krankheitszeichen. In der Gruppe der WT-Mause konnten dariber
hinaus geringe (Grad 2) und malige (Grad 3) Krankheitszeichen beobachtet werden. In
der Gruppe der TLR-9 defizienten Tiere wurden neben Tieren ohne
Krankheitssymptomatik (Grad 1) nur noch geringe (Grad 2) Krankheitszeichen
beobachtet. DarUber hinaus ist eine WT-Maus innerhalb des 2 h

Untersuchungszeitraumes verstorben.
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Abb. 14: Krankheitsgrad von 1 — 6 nach modifiziertem, eigenem Schema der WT- und
TLR-9 defizienten Mausen 6 h nach CASP oder Sham-OP. Dargestellt ist der Anteil der
WT- oder TLR-9 defizienten Mause mit einem entsprechenden Krankheitsgrad 6 h nach
OP in Prozent der Gesamtzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe. Uber den prozentualen
Saulen steht die absolute n-Zahl der Tiere der jeweiligen Gruppe. Zum Vergleich wurde
der Krankheitsgrad der Sham-operierten Tiere erfasst.

6 h nach CASP-OP zeigten Sham-operierte Tiere weiter keine Krankheitszeichen. Bei den
WT-Mausen waren bei 12 Tieren (34 %) deutliche (Grad 4), bei 7 Tieren (20 %) maRige
(Grad 3) und bei 14 Tieren (40 %) geringe (Grad 2) Krankheitszeichen erkennbar, wobei
ein Tier zwischen der 3. Und der 6. Stunde nach CASP-OP verstorben war. Bei den TLR-
9 defizienten Mausen zeigte sich eine andere Verteilung der Krankheitsgrade nach CASP-
OP. Bei 12 Tieren (60 %) konnten maRige (Grad 3) Krankheitszeichen nachgewiesen
werden, 4 Tiere (20 %) zeigten deutliche (Grad 4) Krankheitszeichen, 2 der Tiere (10 %)
zeigten keine Anzeichen von Krankheit. 2 weitere Tiere (10%) waren in dem Intervall
zwischen der 3. Und 6. Stunde nach CASP-OP verstorben. WT-Mause scheinen auch
hier etwas kranker zu sein, wobei bei den TLR-9 defizienten Mausen eine etwas hohere
Mortalitat zu beobachten war.
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Abb. 15: Krankheitsgrad von 1 — 6 nach modifiziertem, eigenem Schema der WT- und
TLR-9 defizienten Mause 18 h nach CASP oder Sham-OP. Dargestellt ist der Anteil der
WT- oder TLR-9 defizienten Mause mit einem entsprechenden Krankheitsgrad 18 h nach
OP in Prozent der Gesamtzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe. Uber den prozentualen
Saulen steht die absolute n-Zahl der Tiere der jeweiligen Gruppe. Zum Vergleich wurde
der Krankheitsgrad der Sham-operierten Tiere erfasst.

Nach 18 h zeigten sich auch bei 25 % (2 Tieren) der Sham-operierten Tiere geringe (Grad
2) Krankheitszeichen. Bei dem Rest der Sham-Gruppe (75 %) zeigten sich sonst weiterhin
keinerlei Krankheitszeichen. Bei 15 % (5 Tiere) der CASP-operierten WT-Mause zeigten
sich schwere (Grad 5) Krankheitszeichen, bei mehr als 60 % (21 Tiere) waren nun sehr
deutliche (Grad 4) Krankheitszeichen zu beobachten und 18 % (6 Tiere) entwickelten
malige (Grad 3) Krankheitssymptome. Bei den TLR-9 defizienten Mausen konnten zwei
groRere Gruppen von Tieren charakterisiert werden: eine grol3e Gruppe (42 %; 6 Tiere),
die nur geringe (Grad 2) Krankheitszeichen zeigte und eine weitere gro3e Gruppe (35 %;
5 Tiere), die deutliche (Grad 4) Krankheitszeichen entwickelt hatten. Schwere (Grad 5),
mafige (Grad 3) bzw. keine erkennbaren (Grad 1) Krankheitszeichen traten nur bei je 7%
(1 Tier) der TLR-9 KO-Tiere auf. Zu diesem Untersuchungszeitpunkt Uberlebten alle
Mause unabhangig vom Genotyp. Insgesamt erscheinen die TLR-9 defizienten Tiere auch

zu diesem Zeitpunkt etwas weniger stark erkrankt zu sein.
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Abb. 16: Krankheitsgrad von 1 — 6 nach modifiziertem, eigenem Schema der WT- und
TLR-9 defizienten Mause 24 h nach CASP oder Sham-OP. Dargestellt ist der Anteil der
WT- oder TLR-9 defizienten Mause mit einem entsprechenden Krankheitsgrad 24 h nach
OP in Prozent der Gesamtzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe. Uber den prozentualen
Saulen steht die absolute n-Zahl der Tiere der jeweiligen Gruppe. Zum Vergleich wurde
der Krankheitsgrad der Sham-operierten Tiere erfasst.

Nach 24 h zeigte keines der Sham-operierten Mause Krankheitszeichen. Auch bei 10 %
(3 Tieren) der WT-und 10 % (1 Tier) der TLR-9 defizienten Tiere wurden 24 h nach CASP-
OP keine Krankheitszeichen beobachtet. Ein groRer Teil der WT-Mause (37,5 %; 9 Tiere)
zeigte 24 h nach CASP-OP aber deutliche (Grad 4) Krankheitszeichen, schwere (Grad 5)
Krankheitszeichen wurden bei 12,5 % der Tiere beobachtet, 25 % (6 Tiere) der WT-Mause
haben die CASP-OP keine 24 h Uberlebt. In der Gruppe der TLR-9 defizienten Tiere
uberlebten dagegen alle Mause mit hauptsachlich maRigen (Grad 3; 33 %; 3 Tiere) oder
deutlichen (Grad 4; 44 %; 4 Tiere) Krankheitszeichen. Je 11 % (1 Tier) zeigten bei den
TLR-9 KO-Tieren keine erkennbaren (Grad 1) oder aber schwere (Grad 5) Symptome.
Global betrachtet erscheinen zu diesem Zeitpunkt die TLR-9 KO-Mause weniger stark
betroffen zu sein, da in dieser Gruppe kein Tier verstorben ist. Demgegenlber verstarb

ein Viertel der Mause in der WT-Gruppe.
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Abb. 17: Krankheitsgrad von 1 — 6 nach modifiziertem, eigenem Schema der WT- und
TLR-9 defizienten Mause 36 h nach CASP oder Sham-OP. Dargestellt ist der Anteil der
WT- oder TLR-9 defizienten Mause mit einem entsprechenden Krankheitsgrad 36 h nach
OP in Prozent der Gesamtzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe. Uber den prozentualen
Saulen steht die absolute n-Zahl der Tiere der jeweiligen Gruppe. Zum Vergleich wurde
der Krankheitsgrad der Sham-operierten Tiere erfasst.

Die Sham operierten Tiere zeigten sich auch nach 36 h im Bereich nicht erkennbarer
(Grad 1) oder nur leichter (Grad 2) Krankheitssymptome. 36 h nach CASP-OP war eine
deutlich gro3ere Anzahl an Tieren sowohl bei den WT Mausen als auch in der Gruppe der
TLR-9 defizienten Mause verstorben. Der Anteil der toten Tiere (Grad 6) war bei den WT-
Mausen mit 37 % (17 Tiere) deutlich hoher als bei den TLR-9 KO-Mausen, in deren
Gruppe hier 9 % (2 Tiere) verstorben sind. Bei den TLR-9 defizienten Tieren zeigte sich
zudem eine geringere Anzahl (9 %; 2 Tiere) von Tieren mit schweren (Grad 5)
Krankheitssymptomen gegenuber 17 % (8 Tieren) bei den WT-Mausen. Sowohl bei WT-
Mausen als auch bei TLR-9 defizienten Tieren lag der Anteil der Tiere mit deutlichen (Grad
4) Krankheitssymptomen etwas naher beieinander (24 % gegenuber 30 %). Bei den TLR-
9 defizienten Tieren wurden auch mehr Mause ohne erkennbare (Grad 1)
Krankheitssymptomatik beobachtet (22 %; 5 Tiere) gegenuber 2 % (1 Tier) bei der WT-
Gruppe. Durch den geringeren Anteil schwer erkrankter und toter Tiere scheinen die TLR-
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9 KO-Tiere auch nach 36 h eine deutlich geringere Morbiditat und Mortalitat aufzuweisen

als die verglichene WT-Gruppe.
3.2 Peritoneallavage und Analyse der Bakterienlast

Die CASP-OP stellt ein tierexperimentelles Modell fur eine Peritonitis mit nachfolgender
polymikrobieller Sepsis dar. Die Analyse der peritonealen Bakterienlast zeigt die
erfolgreiche Stent-Implantation und die Kinetik des BakterienlUbertritts aus dem Darm in
die Peritonealhohle. Im Weiteren sollte untersucht werden, ob die Hohe der Bakterienlast

mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert.

Wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben wurde 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach CASP- oder
Sham-OP eine Peritoneallavage durchgefuhrt. Die Lavageflussigkeit wurde entsprechend
dem angegebenen Schema (Tab. 4, S. 36) verdunnt und 50 ul der jeweiligen Verdunnung
auf MacConkey Agarplatten ausplattiert. Flr jede Maus wurden 2 Platten mit jeweils
unterschiedlichen Vorverdinnungen angelegt. Nach 48 h Bebritung wurden die einzelnen

Kolonien (CFU) auf den Platten ausgezahilt.
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Abb. 18: Bakterienlast in der Peritoneallavage von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. Dargestellt sind die ausgezahlten CFUs aus der
Peritoneallavage von Sham-operierten (n=33) sowie CASP-operierten WT- (n=155) und
TLR-9 defizienten (n=77) Mausen. Uber den jeweiligen Graphen stehen die absoluten n-
Zahlen der jeweiligen Gruppe. *P< 0,05 (unpaired t-test).
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In der Peritoneallavage von Sham-operierten Mausen konnten kaum Bakterien
nachgewiesen werden. Bereits nach 2 h konnte in der Peritoneallavage von CASP-
operierten WT-und TLR-9 defizienten Mausen ein Anstieg der Bakterienlast festgestellt
werden. Nach 6 h stieg die Bakterienlast bei den WT-Mausen gegenulber der Lavage aus
TLR-9 defizienten Mausen deutlich an. Im weiteren Zeitverlauf zeigte sich bei beiden
Mauslinien ein Anstieg der peritonealen Bakterienlast, der nach 18 h und 36 h in der
Peritoneallavage von WT-Mausen hdher war als in der von TLR-9 defizienten Mausen.
Wahrend bei WT-Mausen die Bakterienlast im Versuchsverlauf kontinuierlich zunahm,
erreichte die Bakterienlast in der Peritoneallavage von TLR-9 defizienten Mausen nach
24 h ein Maximum und fiel danach zum Zeitpunkt 36 h aber wieder ab, wohingegen die

Bakterienlast bei den WT-Mausen kontinuierlich und auch weiter deutlich anstieg.

3.3 Genexpression inflammatorischer Marker im Herzgewebe

Die Entzindung des Herzmuskelgewebes stellt eine erhebliche Komplikation einer
polymikrobiellen Sepsis dar. Durch die Analyse der Expression inflammatorischer
Zytokine sollte versucht werden Faktoren zu identifizieren, die an der Entwicklung und
Persistenz der septischen Kardiomyopathie beteiligt sind. Aus der Charakterisierung der
Kinetik der frihen inflammatorischen Reaktion des Herzmuskelgewebes wahrend der
polymikrobiellen Sepsis konnen moglicherweise Zeitpunkte fur therapeutische
Interventionen wie Hemmung oder Neutralisierung von bestimmten Zytokinen abgeleitet
werden. Da die Aktivierung des TLR-9 Uber bakterielle DNA erfolgt, ist die Rolle dieses
Rezeptors im Rahmen der polymikrobiellen Sepsis von besonderer Bedeutung. In dieser
Arbeit wurde die Expression der Zytokine TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-10, des endogenen DAMP
HMGB-1, des interzellularen Adhasionsmolekils ICAM-1 und der induzierbaren NO-
Synthase iINOS im Herzgewebe von CASP-operierten WT- und TLR-9 defizienten Mausen
mittels realtime PCR untersucht. Die Expression nach CASP-OP wurde zum einen auf die
konstitutive Expression der untersuchten Gene in naiven Kontrolltieren, zum anderen auf
die Expression in Sham-operierten Tieren bezogen, um operationstechnische Einflisse

zu erfassen.
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Abb. 19: TNF-a Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zeigten sowohl WT- als auch TLR-9
defiziente Mause nach CASP-OP eine erhohte Expression von TNF-a. Der TNF-a Level
der TLR-9 KO-Tiere war zu den frihen Zeitpunkten 2 h und 6 h hoher als das Level der
WT-Gruppe, sank nach 18 h aber friher deutlich ab als bei den WT. Zu den spateren
Zeitpunkten 18 h, 24 h und 36 h war das TNF-a Level der TLR-9 defizienten Tiere unter
dem Niveau der WT-Gruppe. Signifikante Unterschiede ergaben sich zum Zeitpunkt 6 h,
hier war die TNF-a Expression der TLR-9 defizienten Mausen signifikant hoher, dagegen
war zum Zeitpunkt 18 h die TNF-a Expression der WT-Mause signifikant hoher. Das
Expressionsmaximum der TLR-9 defizienten Tiere findet sich im Falle von TNF-a bei 6 h

und ist deutlich héher als zu den anderen Untersuchungszeitpunkten. Bei den WT-
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Mausen findet sich das Expressionsmaximum bei 18 h und ist gegenuber den anderen
Untersuchungszeitpunkten verhaltnismalig leicht erhoht.
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Abb. 20: IL-1B Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test, * P<0,05.

Uber fast den gesamten Beobachtungszeitraum zeigten WT-M&use gegeniiber TLR-9
defizienten Mausen nach CASP-OP eine teils signifikant erhdhte Expression von IL-1(.
Sowohl bei den WT- als auch bei den TLR-9 defizienten Tieren zeigte sich ein leicht
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biphasischer Verlauf der IL-1B Expression. Nach einer initial hoheren Expression zu den
frihen Zeitpunkten kam es zu dem mittleren Zeitpunkt 18 h zu einem Abfall der IL-1]3
Expression und anschlielend stiegen die Expressionslevel wahrend der spateren
Zeitpunkte wieder an. In beiden Gruppen findet sich das Expressionsmaximum von IL-13
bei 24 h.
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Abb. 21: IL-6 Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT-und TLR-
9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test, * P<0,05.
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Die Analyse der IL-6 Genexpression zeigte eine relativ ahnliche Expression bei den WT-
verglichen mit den TLR-9 KO-Tieren. Deutliche Abweichungen voneinander gab es
allerdings in den 2 h- und der 18 h Gruppen. Hier war die Expression von IL-6 bei den WT
jeweils signifikant niedriger als bei den TLR-9 KO-Tieren. Es zeigen sich bei der
Expression von IL-6 zwei unterschiedliche Maxima: bei der WT-Gruppe ist dies der fruhe
Zeitpunkt 6 h mit einer leicht hoheren Expression gegenuber den anderen Zeitpunkten,
bei der TLR-9 KO-Gruppe hingegen war der mittlere Zeitpunkt 18 h das
Expressionsmaximum und dies deutlich gegenuber den anderen

Beobachtungszeitpunkten ausgepragt.

IL-10

25+ -
l_ 5
5
6
20~ - 6
=
o 15- 1
g
10+
14 6 5 ;
5. 5 l
6 6
e T —— —r—




66

Abb. 22: |L-10 Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test, * P<0,05.

Bei dem Zytokin IL-10 fallen zunachst bei den WT—-Mausen hohere Expressionslevel
gegenuber den TLR-9 defizienten Mausen bei 6 h und 24 h ins Auge. Deutlich hoher,
aber statistisch nicht signifikant, ist die Expression bei den WT-Tieren zum Zeitpunkt 6 h.
Zu dem spateren Zeitpunkten 18h und 24 h liegt immer noch ein deutlich hoheres
Expressionsniveau gegenuber den TLR-9 defizienten Tieren vor. Sonst liegen die
Expressionslevel bei den Ubrigen Zeitpunkten in beiden Gruppen dicht beieinander und
unterscheiden sich kaum. In beiden Gruppen findet sich die héchste Expression von IL-

10 bei 36 h auf einem ahnlichen Niveau.
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Abb. 23: HMGB-1 Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test, **** P<0,0001 und * P<0,05.

Die HMGB-1 Expression ist in TLR-9 KO-Tieren zu jedem Zeitpunkt hochsignifikant hoher
als die von HMGB-1 in der Gruppe der WT-Tiere. Zum Zeitpunkt 2 h ist die
Mehrexpression von HMGB1 in den TLR-9 defizienten Mause am deutlichsten. In beiden

Gruppen findet sich das Expressionsmaximum von HMGB-1 bei 2 h.
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Abb. 24: ICAM-1 Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test.

Bei der Untersuchung der Expressionslevel von ICAM-1 zeigte sich zu den frihen
Zeitpunkten 2 h und 6 h die Expression bei der TLR-9 KO-Gruppe erhdht. Zu den spaten
Zeitpunkten 24 h und 36 h drehte sich dieses Verhaltnis um und die WT-Mause zeigten
eine hohere |ICAM-1 Expression, wohingegen zum Zeitpunkt 18 h die Expression
annahernd gleich war. In beiden Gruppen findet sich das Expressionsmaximum von
ICAM-1 deutlich bei 2 h. Bei keinem der untersuchten Zeitpunkte konnte ein signifikanter
Unterschied im Expressionslevel von ICAM-1 zwischen den beiden untersuchten
Mausstammen festgestellt werden.
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Abb. 25: INOS Expression im Herzgewebe von Sham- und CASP-operierten WT- und
TLR-9 defizienten Mausen. 2 h, 6 h, 18 h, 24 h und 36 h nach OP wurden die Herzen
entnommen und die Gesamt-RNA aus dem Herzmuskelgewebe isoliert, die
Quantifizierung der Expression wurde mittels gPCR durchgefiihrt. Uber den jeweiligen
Balken der Gruppen stehen die absoluten n-Zahlen der Tiere. Dargestellt sind Mittelwert
+/- SEM, unpaired t-Test, **** P<0,0001, *** P<0,001, ** P<0,01 und * P<0,05.

Die TLR-9 defizienten Mause exprimieren zu jedem Zeitpunkt signifikant starker iNOS als
die WT-Tiere. Zu den Zeitpunkten 2 h, 6 h und 36 h ist der Unterschied der Expression
hochsignifikant. In beiden Gruppen findet sich das Expressionsmaximum von iNOS bei 6
h.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte an einem murinen Modell der polymikrobiellen Sepsis die
Rolle des TLR-9 bei der Entstehung einer septischen Kardiomyopathie untersucht
werden. Nach Validierung des Sepsis Modells wurde der zeitlich-dynamische Verlauf der
myokardialen Inflammation anhand der Expression verschiedener inflammatorischer
Zytokine sowie der Regulation endogener DAMPs im Myokard von WT- und TLR-9 KO-
Mausen charakterisiert. Zusatzlich wurde untersucht, ob eine Verstarkung der
Immunantwort durch Adhasion von Immunzellen am Endothel Uber ICAM-1 oder durch
Freisetzung von NO aus den Kardiomyozyten nach Aktivierung der induzierbaren NO-
Synthase Einfluss auf die kardiale Funktion nehmen kdnnte. Die Expression
verschiedener Toll-like-Rezeptoren, insbesondere TLR-2, TLR-4 und TLR-9, konnte auf
Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Auch eine Bedeutung fur die Pathogenese der
septischen Kardiomyopathie wurde teilweise bereits gezeigt. (Baumgarten et al., 2006 ;
Boyd et al., 2006b ; Knifermann et al., 2002 ; Knufermann et al., 2004 ; Lohner et al.,
2013 ; Martin et al.,, 2017 ; Tomita et al., 2015 ; Zaky et al., 2014). TLRs auf
Kardiomyozyten konnen im Rahmen der generellen Induktion des Immunsystems, wie sie
bei einer Sepsis auftritt, aktiviert werden und die Herzmuskelzellen ihrerseits Zytokine und
andere Stoffe wie beispielsweise Stickoxid (NO) in das Blut abgeben. Herzgewebe kann
so selbst eine septische Kardiomyopathie induzieren und unterhalten (Kumar a et al.,
1999; Martin et al., 2017; Walley, 2018).

4.1 Validierung des Sepsis-Modells

Wie bereits in der Einleitung dargestellt gibt es verschiedene Methoden, um bei Mausen
eine polymikrobielle Sepsis zu erzeugen: das CLP-Modell, das CASP-Modell und das
IPSI-Modell (Intraperitoneal Stool Injection). Jede der Methoden bietet sowohl Vorteile als
auch Nachteile. Das CLP-Modell und das CASP-Modell sind invasive Methoden, bei
denen nach Eroffnung des Bauchraums durch gezielte Perforation (CLP) oder Stent-
Implantation (CASP) Darminhalt in die Bauchhodhle Ubertritt und es nachfolgend zu einer
Peritonitis und polymikrobiellen Sepsis kommt. Der Schweregrad der induzierten Sepsis
ist in beiden Modellen nur bedingt steuerbar, da es zur Verlegung sowohl der
Perforationen im Appendix, als auch zu einem Stentverschluss bei den operierten Tieren

kommen kann. Bei beiden Methoden muss die zusatzliche Aktivierung des Immunsystems
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in Folge des OP-Traumas bei den nachfolgenden Analysen berucksichtigt werden. Eine
weitere minimal invasive Methode, eine polymikrobielle Sepsis in der Maus zu erzeugen
stellt das IPSI-Modell dar. Bei diesem Modell wird zuvor gewonnener und aufgearbeiteter
Stuhl den Mausen intraperitoneal wieder injiziert. Bei diesem Modell ist der Schweregrad
der Sepsis sehr gut Uber die gewahlten Verdunnungen des aufgearbeiteten Stuhls
steuerbar. Es eignet sich besonders fur die Induktion einer langer andauernden,
subletalen Sepsis (Hilbert et al., 2017). Nachteil dieser Methode ist, dass obligat anaerobe
Bakterien die Aufarbeitung nicht Gberleben und so die Zusammensetzung des injizierten

Stuhls nicht genau der des urspringlichen Darminhaltes entspricht.

Das in dieser Arbeit verwendete CASP-Modell wurde mit Hilfe eines vereinfachten, selbst
entwickelten Krankheits-Scores sowie der quantitativen Bestimmung der Bakterienlast in
der Bauchhdhle validiert. Der Score umfasst die Parameter Kérperhaltung, Korperpflege,
Bewegung und Sozialverhalten. Diese Parameter wurden beobachtet und mit Punkten
von 1 bis 6 bewertet: von nicht erkennbar krank (1) bis postoperatives Versterben (6). Die
Mause wurden uber einen Zeitraum von maximal 36h nach CASP-OP beobachtet. Erste
deutliche Krankheitszeichen traten sowohl bei den WT- als auch bei den TLR-9 KO-
Mausen 6 Stunden postoperativ auf. Im weiteren Beobachtungszeitraum verstarkten sich
die Krankheitszeichen. Ein deutlicher Unterschied zwischen WT- und TLR-9 KO-Mausen
war bis 6 Stunden nach CASP-OP nicht detektierbar. Nach 18, 24 Stunden und 36
Stunden waren sowohl die schwersten Krankheitszeichen als auch die Mortalitatsrate bei
den WT-Mausen deutlich ausgepragter. Im Gegensatz zu anderen gebrauchlichen
Krankheits-Scores (Morton und Griffiths, 1985), teils auf eine murine Sepsis zugeschnitten
wie der wahrend dieser Promotionsarbeit von einer anderen Arbeitsgruppe entwickelte

,M-CLASS* (mouse clinical assessment score for sepsis) von Huet et al. (2013) wurde in
diesem selbst entwickelten Score weder das Korpergewicht noch die Korpertemperatur
der Mause gemessen, weswegen zwei bei Mausen objektiv messbare Krankheitszeichen
nicht erfasst wurden. Unter Einbeziehung dieser Paramater ware eine differenziertere
Beurteilung des Krankheitsgrades moglich gewesen. Die Auswertung des Krankheits-
Scores gab erste Hinweise darauf, dass die TLR-9 KO-Mause geringere
Krankheitszeichen entwickeln und ein besseres Uberleben zeigen als die WT-Mause. In
der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin untersucht, ob das verbesserte Uberleben der
TLR-9 defizienten Tiere mit einer Reduktion der Bakterienlast in der Peritoneallavage
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korreliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Bakterienlast mit dem Krankheitsgrad der
Tiere korreliert. Die WT-Mause zeigten uber den gesamtem Beobachtungszeitraum, mit
Ausnahme des 24 Stunden Zeitpunktes, eine deutlich hohere Bakterienlast als die TLR-9
KO-Mause. Eine verbesserte Clearance der Bakterien in der Peritonealhdhle ware ein
denkbarer Grund fur diese Beobachtung. In einer 2021 publizierten Studie wurden die
Immunzellpopulationen in der Peritoneallavage nach Induktion einer polymikrobiellen
Sepsis in Mausen genauer charakterisiert. Der Anteil der Makrophagen war nach
Induktion der Sepsis deutlich erhoht (Tilstam et al., 2021). Godshall und Kollegen
(Godshall et a., 2003) konnten in einem CLP-Modell nachweisen, dass NK-Zellen in
Kooperation mit Makrophagen eine wichtige Rolle fur die bakterielle Clearance spielen,
da in Mausen, die NK-Zell depletiert waren, die Bakterienlast im Blut, in der Leber und in
der Peritoneallavage signifikant erhoht war. Uber die Verteilung der
Immunzellpopulationen in der Peritoneallavage von TLR-9 KO-Mausen nach Induktion
einer polymikrobiellen Sepsis liegen keine detaillierten Informationen vor. Ob es in TLR-9
KO-Mausen zu einer Veranderung der Immunzellpopulationen kommt, die zu einer
verbesserten Bakterienclearance und damit zu einer geringer ausgepragten Sepsis fuhrt,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden und bedarf weiterfUhrender
Untersuchungen beispielsweise mittels Durchflusszytometrie.

4.2. Charakterisierung der kardialen inflammatorischen Antwort in der

polymikrobiellen Sepsis

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, ob das Fehlen des TLR-9 einen Einfluss
auf die inflammatorische Antwort des Myokards in der polymikrobiellen Sepsis hat. Aus
dem Herzgewebe von WT- und TLR-9 KO-Mausen wurde 2, 6, 18, 24 und 36 Stunden
nach Induktion der polymikrobiellen Sepsis die mRNA extrahiert und mittels qRT-PCR die
Expression der Zytokine TNF-qa, IL-13, IL-6 und IL-10, des endogenen DAMP HMGB-1,
der iNOS als mit ihren Produkten direkt auf das kardiovaskulare System Einfluss

nehmenden Enzyms sowie des Adhasionsmolekils ICAM-1 quantifiziert.

Eine deutliche Hochregulation der Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-13
und TNF-a gegenuber der Sham-Kontrolle war Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum sowohl bei den WT- als auch bei den TLR-9 KO-Mausen

nachweisbar. Wahrend sich in der TNF-a Expression kein signifikanter Unterschied
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zwischen den Genotypen nachweisen lie3, war die IL-13 Expression bei den TLR-9 KO-
Mausen durchgehend niedriger als bei den WT-Mausen. In der fruhen Sepsis Phase war
dieser Unterschied signifikant, was darauf hindeutet, dass es bei den TLR-9 KO-Mausen
zu einer verminderten inflammatorischen Antwort nach Induktion einer polymikrobiellen
Sepsis kommt. Daten der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass die gezielte Stimulation von
TLR-9 zu einer kardialen Entzundung fuhrt und dass die Hemmung von TLR-9 die kardiale
Dysfunktion verhindern kann (Lohner et al., 2013; Boehm, et al., 2013). Diese
Beobachtung decken sich mit publizierten Daten von Fattahi und Mitarbeitern (Fattahi et
al., 2018), die zeigen konnten, dass sowohl eine TLR-9 als auch eine TLR-3 Defizienz die
Entstehung einer kardialen Dysfunktion in Folge einer Sepsis reduziert. Von Busch und
Mitarbeitern konnte nachgewiesen werden, dass die Hemmung von IL-1 einen Schutz
vor der Sepsis-induzierten Kardiomyopathie darstellt (Busch et al., 2021).
Unveroffentlichte Daten von Mitarbeitern der eigenen Arbeitsgruppe (Mohsen und
Eichhorn) zeigen ebenfalls die Bedeutung von IL-1B fur die Entstehung einer kardialen
Dysfunktion. IL-1B KO-Mause zeigten nach einem experimentellen Myokardinfarkt im
Vergleich zu WT-Mausen eine signifikant bessere Kontraktilitdt und eine signifikant
hohere Ejektionsfraktion. Die Reduktion der IL-13 Expression und Freisetzung in den
TLR-9 KO-Mausen konnte somit die Entwicklung einer septischen Kardiomyopathie
verhindern. Aus den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten kann die verminderte IL-
18 Expression positiv mit der reduzierten Mortalitat der TLR-9 KO-Mause korreliert

werden.

Ein besonders auffalliger Unterschied zwischen WT- und TLR-9 KO-M&ausen war bei der
Analyse von IL-6 detektierbar. Wahrend bei den WT-Mausen ein deutlicher Anstieg der
IL-6 mRNA erst nach 6 Stunden zu erkennen war, zeigte sich bei den TLR-9 KO-Mausen
bereits zum ersten Untersuchungszeitpunkt nach 2 Stunden ein Anstieg der Expression
gegenuber den Sham Tieren. Insgesamt zeigte sich eine teils signifikant hoéhere
Expression bei 2 Stunden und bei 18 Stunden von IL-6 bei den TLR-9 KO-Tieren
gegenuber der WT-Gruppe. IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das sowohl pro-
inflammatorische als auch antiinflammatorische Funktionen haben kann. IL-6 kann sowohl
an einen I6slichen als auch an einen membranstandigen Rezeptor binden. Letzterer findet
sich auf Lymphozyten oder Hepatozyten. Nach Bindung an den Rezeptor kann es zu

einer Rekrutierung und weiteren Aktivierung und Differenzierung von
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Immunzellen kommen sowie zu einer Hochregulation von Akut-Phase-Proteinen (Heinrich
et al., 2003). In verschiedenen klinischen Studien wurde IL-6 als negativ prognostischer
Faktor fir die Entwicklung einer kardialen Dysfunktion identifiziert (Danesh et al., 2008).
Hanna und Frangogiannis beschreiben in einem 2020 publizierten Ubersichtsartikel
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte von IL-6 im Zusammenhang mit der
Entstehung einer kardialen Dysfunktion. Die Autoren unterscheiden zwischen einem
klassischen Signaling von IL-6, das auch anti-inflammatorische Signalwege induzieren
kann und einem ,Trans-Signaling“, dass eine Verstarkung der Inflammation sowie die
Proliferation von Fibroblasten und Synthese von extrazellularer Matrix aktviert (Hanna und
Frangogiannis, 2020). Ob die hohere IL-6 Expression, die im Myokard von TLR-9 KO-
Mausen gemessen wurde, einen hemmenden Effekt auf die Entwicklung der septischen
Kardiomyopathie hat, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht final beantwortet werden.
WeiterfuUhrende funktionale Untersuchungen der Kontraktilitat der Kardiomyozyten oder
der Ejektionsfraktion des Herzens im Hinblick auf dieses Zytokin konnten zur Klarung

dieser Frage beitragen.

IL-10 wird allgemein als pleiotropes, immunmodulatorisches und anti-inflammatorisches
Zytokin gewertet (Ng et al., 2013). Die IL-10 Expression war sowohl bei den WT- als auch
bei den TLR-9 KO-Mausen nach Induktion einer polymikrobiellen Sepsis hochreguliert.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen zeigte sich zu dem frihen
Zeitpunkt 6 h, wo die WT-Gruppe eine signifikant erhohte Expression gegenuber der TLR-
9 KO-Gruppe aufweist. Das Expressionsmaximum in beiden Gruppen unterscheidet sich
aber wiederum kaum und liegt bei beiden Gruppen im spaten Bereich von 36h. Die
Bedeutung von IL-10 im Rahmen einer kardialen Inflammation ist durch Arbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe gezeigt. Nach Prakonditionierung mittels synthetischer CpG-
Oligonukleotide, die zu einer Stimulation des TLR-9 fuhrten, konnte durch die
Hochregulation von IL-10 die ,ischemia/reperfusion injury” und die daraus resultierende
kardiale Dysfunktion reduziert werden (Markowski et al., 2013). Hauptligand des TLR-9
ist bakterielle DNA, die bei einer polymikrobiellen Sepsis primar zu einer Stimulation des
TLR-9 und sekundar zu einer verminderten Aktivierbarkeit des TLR-9 fuhrt, was mit einem
funktionalen KO gleichzusetzen ist. Die molekularen Mechanismen, die fur diese
reduzierte Aktivierbarkeit des TLR-9 verantwortlich sind, sind noch nicht gut verstanden,
werden kontrovers diskutiert (Saber et al., 2022) und bedurfen weitere Untersuchungen.
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Ob die reduzierte TLR-9 Stimulierbarkeit direkt oder indirekt zu einer Erniedrigung der IL-
10 Expression beitragt, muss ebenfalls in weiterfUhrenden Experimenten geklart werden.

Die Freisetzung endogener DAMPs ist ein charakteristisches Merkmal von
Gewebeuntergang und Zelltod in der Sepsis (Zhou et al., 2021). HMGB-1 ist das am
besten untersuchte Mitglied der Familie der High Mobility Group Proteine (Liang und He,
2022) und kann nach Freisetzung an TLR-2, TLR-4 oder TLR-5 binden. Die nach Bindung
an die TLRs induzierte Aktivierung von MyD88 fuhrt zur Aktivierung von NF-kB und der
Expression inflammatorischer Zielgene. In dem in dieser Arbeit verwendeten
Sepsismodell konnte eine signifikant erhdhte Expression des endogenen DAMPs HMGB-
1 in TLR-9 KO-Mausen gegentber den WT-Mausen zu allen Zeitpunkten nachgewiesen
werden. Moglicherweise haben TLR-9 KO-Mause eine konstitutiv hdhere Expression von
HMGB-1. Fur die Induktion des inflammatorischen Geschehens ist aber die Freisetzung
des Proteins entscheidend, das im Rahmen dieser Arbeit aber nicht gemessen werden
konnte. Es ist deshalb fraglich, ob die gezeigte, teils fast doppelt so hohe Expression der
Genexpression von HMGB-1 eine biologische Relevanz im Rahmen der septischen
Kardiomyopathie hat, da die in dieser Arbeit nachgewiesene erniedrigte Mortalitat der

TLR-9 KO-Tiere diesem Ergebnis zunachst nicht zu entsprechen scheint.

Far die Induktion und die Persistenz eines lokalen inflammatorischen Geschehens ist die
Interaktion zwischen Endothel und Immunzellen von besonderer Bedeutung (Ait-Oufella
et al.,, 2010). Die Rekrutierung von Immunzellen wird durch chemotaktische Zytokine
initiiert, die von Immunzellen, Endothelzellen aber auch Kardiomyozyten sezerniert
werden kdnnen. Zu diesen chemotaktischen Faktoren gehéren auch IL-6 und HMGB-1
(Pittman und Kubes, 2013). Die Adhasion der rekrutierten Zellen wird dann durch
Adhasionsmolekule, die auf den Endothelzellen exprimiert werden, vermittelt. Diese
Adhasion der Immunzellen tragt wesentlich zu einer Verstarkung der lokalen
Immunantwort bei (Joffre et al., 2020). Die Induktion einer polymikrobiellen Sepsis fuhrte
sowohl bei den WT- als auch bei den TLR-9 KO-Mausen zu einer Erhdhung der
Expression von ICAM-1. Unterschiede zwischen den Genotypen waren zu dem frihen
Zeitpunkt 2 Stunden nachweisbar, wo sich eine hohere Expression bei den TLR-9 KO-
Mause zeigte. Allerdings drehte sich dieses Verhaltnis zu den spateren Zeitpunkten 18,

24 und 36 Stunden nach Induktion der Sepsis um und es zeigte sich eine konstant
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zunehmende, bei 36 Stunden dann sogar eine mehr als 50 % reduzierte Expression von
ICAM-1 der TLR-9 KO-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen. Diese verminderte
Expression von ICAM-1 zu den spateren Zeitpunkten konnte eine reduzierte Adhasion
von inflammations-féordernden Immunzellen zur Folge haben und damit zu einer
Reduktion der septischen Kardiomyopathie in TLR-9 KO-Mausen beitragen. Aus den im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten kann die verminderte ICAM-1 Expression zu den
spateren Zeitpunkten positiv mit der reduzierten Mortalitat der TLR-9 KO-Mause korreliert

werden.

Als ein weiterer fur die Entstehung und Persistenz einer septischen Kardiomyopathie
wesentlicher Faktor wurde molekulares NO identifiziert (Martin et al., 2019). Wahrend
niedrige NO-Konzentrationen, die von der endothelialen NO-Synthase kontinuierlich
freigesetzt werden, eine wichtige Rolle bei der Regulation des physiologischen
Gefaltonus spielen, kann eine UberschieRenden NO-Freisetzung zu einer massiven
Vasodilation und zu einer endothelialen Dysfunktion fuhren, die wiederum die kardiale
Dysfunktion verstarkt. In Kardiomyozyten kann NO die Signaltransduktion, das sog.
Calcium-cycling der Muskelzellen, und die mitochondriale Atmungskette beeinflussen.
(Khan et al., 2003; Shawary und Lehmann, 2020). Fur die Freisetzung grofder NO-Mengen
im Rahmen einer Sepsis ist die induzierbare NO-Synthase verantwortlich. Die Expression
der induzierbaren NO-Synthase kann als Antwort auf verschiedene inflammatorische
Mediatoren und TLR-Stimulation hochreguliert werden (Spiller et al., 2019). Nach
Induktion der polymikrobiellen Sepsis konnte in der vorliegenden Arbeit in den TLR-9 KO-
Mausen eine grodtenteils signifikant hohere Expression der INOS nachgewiesen werden
als in den septischen WT-Mausen. Die WT-Mause zeigten auch gegenuber den Sham-
Tieren nur eine geringe Induktion der iINOS Expression. Kumar und Kollegen konnten an
Skelettmuskelzellen zeigen, dass eine pharmakologisch induzierte Erhéhung der NO-
Spiegel die kontraktile Funktion der Zellen negativ beeinflusst (Kumar, et al., 2022).
Vergleichbare Effekte konnten auch bei Kardiomyozyten beobachtet werden (L 'Heureux,
et al., 2020). Im Gegensatz zu diesen publizierten Ergebnissen, die NO eher eine
schadliche Rolle zuschreiben, ist eine protektive Wirkung von NO bei den TLR-9 KO-
Mausen, die eine geringere Morbiditat und Mortalitat nach Induktion der polymikrobiellen
Sepsis zeigten, denkbar. Beschrieben wurde in den oben zitierten Arbeiten aber auch eine
mogliche Konzentrationsabhangigkeit bezuglich protektiver bzw. schadlicher Effekte von
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NO. In den in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen kénnte eine erhdhte NO-
Freisetzung sich einerseits negativ auf die Adhasion von Immunzellen am Endothel
auswirken und so indirekt zu einer Verminderung der lokalen Inflammation beitragen.
Andererseits konnte durch die NO-induzierte Vasodilatation die Nachlast des Herzens
gesenkt werden und die Coronarien erweitert werden und so direkt wie indirekt die
Sauerstoffversorgung des Myokards und nachfolgend die kardiale Funktion verbessert
werden. Um diese Hypothese zu untermauern missten immunhistologische
Untersuchungen zur Prasenz von Immunzellen im Myokard und funktionale
Untersuchungen zur Kontraktilitdt der Kardiomyozyten und der Coronardurchblutung im
Hinblick auf unterschiedliche NO-Konzentrationen durchgefihrt werden. Auch
sonographische Flussmessungen im Bereich des linksventrikularen Ausflusstraktes

waren vorstellbar.
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Abb. 26: Pathophysiologische Faktoren, die zur Entstehung der septischen
Kardiomyopathie beitragen kdnnen. Schematisch dargestellt ist, an welcher Stelle sich die
TLR-9 Defizienz protektiv auswirken konnte.

4.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fehlen des TLR-9 die
inflammatorische Reaktion des Myokards in der polymikrobiellen Sepsis reduziert und
dadurch zu einer Verminderung der septischen Kardiomyopathie beitragen kann.
Versuche in der eigenen Arbeitsgruppe den TLR-9 pharmakologisch zu inhibieren fuhrten
zu einer Reduktion der kardialen Dysfunktion in einem murinen Herzinfarktmodell (Kim et
al., 2014). Die Hemmung des TLR-9 konnte damit einen weiteren Baustein in der

Prophylaxe und Therapie der septischen Kardiomyopathie darstellen.

5. Zusammenfassung

Die Sepsis ist nach dem Herzinfarkt und Tumorerkrankungen an dritter Stelle der
haufigsten Todesursachen in Deutschland. Bedingt durch unsere alternde Gesellschaft,
der steigenden Zahl antibiotikaresistenter Keime und dem im Vergleich hierzu nur
schleichenden Anstieg neuer Antibiotika wird die gro3e Bedeutung der Sepsis auch fur
die Zukunft deutlich.

Bei einer anhaltenden oder fulminanten Infektion wie es bei einer Sepsis der Fall ist,
kommt es zu einer Flut von Pathogenen im Organismus und zu einer Uberschiel3enden
Immunantwort mit sogenanntem ,Zytokinsturm“ und nachfolgender Organdysfunktion.
Teile der Pathophysiologie hiervon sind gut untersucht und bekannt, aufgrund der
Komplexitat und der Vielzahl beteiligter Proteine, Zytokine und Rezeptoren aber zum Tell
mit noch unbekannten Wirkmechanismen. Neben Krankheitserregern und ihren
Bestandteilen, als sogenannte PAMPs bezeichnet, konnen auch nicht-infektiose Prozesse
das angeborene Immunsystem durch sogenannte DAMPs Uber verschiedene PRRs

aktivieren.

Auch die Herzfunktion kann im Rahmen einer Sepsis eingeschrankt sein, was als

,septische Kardiomyopathie“ bezeichnet wird. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
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verschiedene Zytokine die Kontraktionskraft von Herzmuskelzellen vermindern.
Adaptermolekule wie beispielsweise ICAM-1 sind wiederum maf3geblich an der Migration

von Immunzellen in entziindliche Gewebe beteiligt.

Mogliche Wege der Signaltransduktion laufen hierbei Uber die grolRe Familie der TLRs.
Nach deren Aktivierung werden Zytokine, Chemokine und Interferone zur Eindammung
und Elimination der Pathogene synthetisiert, welche ihrerseits auch wieder Uber
verschiedene Rezeptoren, unter anderem die TLRs, Einfluss auf die Immunantwort
haben. Ein TLR, welcher auch auf Herzmuskelzellen zu finden ist und nachweislichen
Einfluss auf die Herzfunktion hat, ist der TLR-9.

Durch die Analyse der Expression inflammatorischer Zytokine von Herzmuskelzellen
sollte versucht werden Faktoren zu identifizieren, die an der Entwicklung und Persistenz
der septischen Kardiomyopathie beteiligt sind. Aus der Charakterisierung der Kinetik der
inflammatorischen Reaktion des Herzmuskelgewebes wahrend der polymikrobiellen
Sepsis kénnen madglicherweise Zeitpunkte flr therapeutische Interventionen wie

Hemmung oder Neutralisierung von bestimmten Zytokinen abgeleitet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass TLR-9 defiziente Mause einen
Mortalitats- und Morbiditatsvorteil gegenuber den WT-Mausen bei einer CASP-
induzierten polymikrobiellen Sepsis zu haben scheinen und zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten teils signifikant unterschiedliche Zytokinlevel gegenuber den nicht-
genveranderten Mausen aufwiesen. Dies konnte Ansatzpunkt weiterer Forschungen sein,
in denen der TLR-9 weitergehend als therapeutischer Ansatz zur Bekampfung der

septischen Kardiomyopathie dient.
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