Aus der Medizinischen Klinik |
der Universitat Lubeck
Direktor: Prof. Dr. med. H. Lehnert

Akute Suppression der
muskuldren sympathischen Nervenaktivitat (MSNA) im Menschen

nach intravendser Applikation von Endotoxin

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Medizinischen Fakultat -

vorgelegt von
Alexander Vietheer

aus Hamburg

Libeck 2008



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. C. Dodt

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. K. Dalhoff

Tag der mindlichen Prifung: 25.03.2009

Zum Druck genehmigt. Libeck, d. 26.03.2009



Inhalte

Inhaltsverzeichnis
INNAItSVErZEICNNIS ..o e I
TabellenNVerZeiChNIS. ... \Y
ADDBIldUNGSVEIZEICHNIS oiiiiiiiiiiiiiiiie e \%
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ..ot e Vi
1 Einleitung und Fragestellung .......ccoooviiiiiiiiiii e 1
1.1 Einfluss von Endotoxin auf das sympathische Nervensystem (SNS).... 1
1.2 Fragestellung .......ooovviiiiiiiiiiiiiieee e 3
1.3 GrUNAIAQEN ... 4
R Tt R 1= 1S [ 4
1.3.2 Endotoxin (Lipopolysaccharid) ..., 5
1.3.3 Das periphere autonome NervensyStem .........ccoeveeeereeeeiiviiiiineeeeneennnnns 6
1.33.1 SignalUbertragung am Effektororgan ............ccccoeeviiviiiiieiiinnnnnnn. 7
1.3.3.2 Vegetative Effekte auf das kardiovaskulare System .................. 8
1.3.4 Zentralnervdse Steuerung des sympathischen Nervensystems.......... 8
1.3.5 Methoden zur Bestimmung der sympathischen Nervenaktivitat........ 10
1.3.6  MiIKroneurographie ... 11
1.3.7 Regulation sympathischer Nervenaktivitat .............c.....ccoviiiiiiinnnnnnn. 12
1.3.7.1 Regulation durch Barorezeptoren ...........ccceueeieeiiiiiiieeeiiiineeeeens 12
1.3.7.2 Regulation durch Chemorezeptoren ............ccccceveeeeiiiieennnnnnnnne 13
1.3.7.3 Regulation durch Volumenrezeptoren...........cccccevveeeiinennnnnnnnnns 13
1.3.8 Stimulation muskularer sympathischer Nervenaktivitat (MSNA) ....... 13
1.3.8.1 MeNtaler SIrESS ....coviiiiiii e 13
1.3.8.2 APNOE-TEST ... 14
1.3.9 EinflussgréRen auf die basale MSNA...........ccc, 14
1.3.10 Interaktionen des Immunsystems mit dem Sympathikus................. 15
1.3.10.1 Einflisse des SNS auf das Immunsystem ...............ccceeeeeveennnn. 15
1.3.10.2 Immunogene Einflisse auf das SNS..........ccccccviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 16
2 Material und MethOden ........coooeiiiiiiiii e 18
2.1 Verwendete Gerate, Medikamente und Materialien.............cccccvvunenn. 18
2.2 DeSIgN der STUAI ... .coeveiiiieeec e 20



Inhalte

2.2.1  ProbandenkolleKLiV...........uuuuuiiiiieeiieeeeie e 20
2.3 Vorbereitung und Aufbau des EXperiments ...........cccceeeeevvviiiiieeeennnnnnn, 21
2.4 VersuChsSprotoKOoll ............iiiiii e 21
2.4.1 BarorezeptorrefleX-TeSt. ... ... 24
2.5 Spezielle UNtersuChUNgeN ...........uuuueeiiiiiiiiiiiiiii e 25
2.5.1 MiKroneurographie ...........oiiiiiiiii i 25
2511 Technische Grundlagen ..., 25
2512 Mikroneurographische Ableitung...........ccccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 25
2513 Unerwiinschte WIrkUNQEN ...........ueuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 27
2.5.2  Herzratenvariabilitat .............coooiiiiiiii 27
2521 Grundlagen ......cooeei s 27
2522 Messung der Herzratenvariabilitat...............cccccoviiiiniiiiiinnnnnnnns 28
2.5.3 Herzfrequenz, Blutdruck, Atmung und Temperatur ...........cccccceeeeeee.. 28
2.5.4 SignalaufarbeituUng .........couviiiiiiiiiiii e 29
2.5.5 Laborbestimmungen..........cooi i 32
2551 BestimmungsmethOoden ... 32
2.5.6 Endotoxin- / Placeboapplikation ................ceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 33
2.6 SEALISHIK ..o 33
3 ErgEDNIS S e 35
3.1 Wirkung der Endotoxinapplikation...........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 35
3.1.1 Allgemeinbefinden und Kdrpertemperatur...........ccccceeeveeveiiieieeeeeeeennn. 35
3.1.2 Zytokine Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a..............cccccevvvennn. 36
3.1.3  Zellulare ImmUNANTWOIT..........ooiiiiieiiieiii e 38
3.1.4 Hormonelle IMmMUNANIWOIT ..........ccoiiiiiiiiiiiiee e e 39
3.14.1 Plasmakatecholamine (Adrenalin und Noradrenalin)................ 39
3.1.4.2 Stresshormone: Adrenokortikotropes Hormon und Kortisol ..... 41
3.1.5 Kardiovaskulare Immunantwort..............ccoovieiiiiiiiiiiiii e 43
3.15.1 Einfluss von Endotoxin auf die Herzfrequenz..............cccccuuuuee. 43
3.1.5.2 Einfluss von Endotoxin auf die Herzratenvariabilitat ................ 44
3.1.5.3 Einfluss von Endotoxin auf den Blutdruck...............cccceevvvinnnnnn. 45
3.1.54 Einfluss von Endotoxin auf die MSNA.........ccccceeiiiiiiiiiieiiiin. 47

3.1.6 Kardiovaskulares Profil wahrend des Barorezeptor-Tests................. 49



Inhalte

3.1.6.1 2 11 o |8 o 49
3.1.6.2 SN A e e e e e e e e e e 49
3.1.6.3 HErZfreQUENZ .......ceee e 52
3.1.6.4 Kardiale und vaskulare Baroreflex-Sensibilitat......................... 54

N B 1] U 171 o1 o U 57
4.1 Einfluss von Endotoxin auf das sympathische Nervensystem ............ 57
4.1.1 Einfluss von Endotoxin auf die Kreislaufregulation............................ 58
41.1.1 Endotoxin-Einfluss auf die MSNA .........coooiiiiiiieee, 60
4.1.1.2 Endotoxin-Einfluss auf den vaskularen Barorezeptorreflex...... 61
41.1.3 Endotoxin-Einfluss auf den kardialen Baroreflex...................... 62

4.1.2 Ursache der Endotoxin-Effekte auf die sympathische Funktion ........ 63
4121 MSNA-unabhangige Katecholaminerhéhung............ccccccuunneee 63
4.1.2.2 StICKStOfIMONOXIA ... .ccc e 64
4.1.2.3 Adrenokortikotropes Hormon und Kortisol ............cccccooeeennnnnnin. 65

4.1.3 Dysbalance des autonomen Nervensystems ..........ccccceeeveevevineeeeennnn. 66

5  ZUSAMMENTASSUNG ..coiiii i 69
6 LiteratUrvVerZeiCNIS ... e e e e e e eeanes 71
7 Erganzende Tabellen........ccooooiiiiii e 85
8 LEbeNSIAUT e 88
9 Veroffentlichungen und POSTer ..., 89
10 (D=1 7= To 18 o Yo [ PP 90



Tabellen und Abbildungen

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Vermittlung kardiovaskularer Einflisse von Para- und Sympathikus tber

spezifische cholinerge und adrenerge Rezeptoren ...........ccccoeeeeeeeeeeennn. 8
Tabelle 2 Serumkonzentrationen Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6.......... 36
Tabelle 3 Veranderungen der weil3en Reihe des Blutbildes................ceeiiiieen. 38
Tabelle 4 Herzratenvariabilitat.................cooiiiiiiiiiiii e 45

Tabelle 5 MSNA wahrend der maximalen Infusionsstufen des Baroreflex-Tests

und der RUNEPNASEN.......coooii e 50
Tabelle 6 Herzfrequenzen wahrend der Baroreflex-TestS .........ccccceevvevviiiiiieeeennnn. 52
Tabelle 7 Blutdruckdifferenzen wahrend der Baroreflex-TestS ..........cccceevvvvvvnnnnnn. 55
Tabelle 8 Konzentration der Plasmakatecholamine..............ccccooo, 85
Tabelle 9 Plasmakonzentration der Stresshormone .............ccccccviiiiiiiiieeeiiiiinn. 86
Tabelle 10 Charakteristische Punkte im Verlauf der Blutdruckmessungen........... 87



Tabellen und Abbildungen

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Lipopolysaccharidmolekils................ 5
Abbildung 2 Deszendierende Systeme von Hirnstamm und Hypothalamus......... 10
Abbildung 3 Versuchsablauf ..., 23
Abbildung 4 Infusionsprotokoll des Barorezeptorreflex-Tests..........cccceveiveveennnnnnn. 24
Abbildung 5 Digitalisierte Datenaufzeichnung im ,Chart window“......................... 31
Abbildung 6 Enorale TemMpPeraturMeSSUNG ........cccuvviirieiiiiiiieieiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 35
Abbildung 7 Serum-Konzentration von Tumornekrosefaktor-a...........c.cccccceeeeenne. 37
Abbildung 8 Serum-Konzentration von Interleukin-6 ...............cccooeiiiiiiiiiiieceiinnnnnn. 37
Abbildung 9 Veranderungen der weil3en Reihe des Blutbildes...........c.cccccceeeee. 39
Abbildung 10 und 11 Konzentration der Plasmakatecholamine...............ccc.......... 40
Abbildung 12 und 13 Konzentration der Stresshormone ..........cccccoocovviiiiiiiiinnnnnn. 42
ADDIIdUNG 14 HErZfreQUENZ .......cceee e e 43
Abbildung 15 HerzratenvariabilitAt. ..............ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 44
Abbildung 16 Verlauf des systolischen, mittleren und diastolischen Blutdrucks. .. 46
Abbildung 17 Muskulare sympathische Nervenaktivitat...............cccceevevvvincinineenn. 48
Abbildung 18 MSNA wahrend des Barorezeptor-TestS .......cooovvvvvivviiiiiiiiieeeeinnnnnn, 51
Abbildubg 19 Herzfrequenz wahrend des Barorezeptor-TestS.........cccceeevevevvnnnnnn. 53
Abbildung 20 Herzfrequenz im Verhaltnis zum mittleren Blutdruck ...................... 54
Abbildung 21 MSNA im Verhaltnis zum mittleren Blutdruck ............cccccvveennnnnn. 56



Abkulrzungen

Abkulrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACCP American College of Chest Physicians
Ach Acetylcholin

ACTH Adrenokortikotropes Hormon

AD Adrenalin

ANOVA Analysis of Variance

a-AR Alpha-Adrenorezeptoren

B-AR Beta-Adrenorezeptoren

BD Blutdruck

BMI Body mass index

BRR Barorezeptorreflex

BRS Baroreflexsensibilitat

CRH Corticotropin-releasing Hormone
Diast. Diastolischer Blutdruck

DNX Nucleus dorsalis nervus vagus

EDRF Endothelium Derived Relaxing Factor
EKG Elektrokardiogramm

Hb Hamoglobin

HF High frequency (Hochfrequenzbereich)
Hf Herzfrequenz

HHA Hypothalamo-hypophysér-adrenokortikal
HMV Herzminutenvolumen

HPLC High performance liquid chromatography
HRV Herzratenvariabilitat

HS Herzschlage

icv. intracerebroventricular

IL Interleukin

INF-a Interferon alpha

Iv. intravenos

LF Low frequency

Vi



Abkulrzungen

LPS Lipopolysaccharid

Lsg. Losung

LZ Leukozyten

MAD Mittlerer arterieller Blutdruck
MSNA Muskulare sympathische Nervenaktivitat
MW Mittelwert

N Nitroprussid

N1 Nitroprussid (Infusionsstufe 1)
N2 Nitroprussid (Infusionsstufe 2)
N3 Nitroprussid (Infusionsstufe 3)
NA* Noradrenalin

NA? Nucleus ambiguus

NK-Zellen naturliche Killerzellen

NNM Nebennierenmark

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthetase
NPY Neuropeptid Y

NTS Nucleus tractus solitarii

PaO, Arterieller Sauerstoffpartialdruck
PaCoO, Arterieller Kohlendioxidpartialdruck
p.o. peroral

PE Phenylephrin

PE; Phenylephrin (Infusionsstufe 1)
PE; Phenylephrin (Infusionsstufe 2)
PEs Phenylephrin (Infusionsstufe 3)
PG Prostaglandin

PVH Nucleus paraventricularis hypothalami
RP Ruhephase

RVL Rostrale ventrolaterale Medulla
SAD sinuaortale Deafferenzierung
SCCM Society of Critical Care Medicine
SEM Standardfehler der Mittelwerte

VIl



Abkulrzungen

SIRS
SNS
SSNA
SVRI
SYS.
Tab.
TNF-a
THX
TP
VS.
ZNS
Zp.

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Sympathisches Nervensystem

Skin sympathetic nerve activity
Systemischer vaskularer Widerstands-Index
Systolischer Blutdruck

Tabelle

Tumor Nekrose Faktor alpha

Thorax

Total power

Versus

Zentrales Nervensystem

Zeitpunkt

VIl



Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Eine Sepsis gehért zu den haufigsten Todesursachen. Bei Patienten mit
Multiorgandysfunktion liegt die Mortalitdt zwischen 30% und 70%. Besonders hoch
ist sie unter denen, deren Infektion wiederholt zur Hospitalisation gefihrt hat
(Polderman und Girbes, 2004). Jedes Jahr sind ca. 75000 Patienten in
Deutschland und ca. 750000 Patienten in den USA betroffen. Die langen
Liegezeiten und die Therapie fihren in Deutschland zu jahrlichen Kosten zwischen
3,6 und 7,7 Milliarden Euro. Dies stellt auch 0Okonomisch eine erhebliche
Belastung dar (Moerer und Burchardi, 2006).

Ausgehend von einem Infektionsnidus im Organismus kann sich im Verlauf der
Erkrankung schliel3lich eine Bakteriamie entwickeln. Dies zieht eine Kaskade von
Ereignissen nach sich, die in einer kardiovaskularen Insuffizienz resultieren und
schlie8lich zum septischen Schock mit einer lebensbedrohlichen, therapie-
resistenten Hypotension fiihren. Dabei spielen spezifische bakterielle Bestandteile
(Lipopolysaccharide (LPS), Teichonsauren), die das Korper-immunsystem
erkennen kann und eine Abwehrreaktion induzieren (Ausschittung verschiedener
Zytokine, Komplementaktivierung, Leukozyten- (LZ) aktivierung) eine besondere
Rolle (Jupin et al., 1988; Martich et al, 1993). So konnte zun&chst
tierexperimentell und spéter auch am Menschen gezeigt werden, dass die
Applikation von Endotoxin, als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien,
immunologisch sowie kardiovaskular, zu einer sepsisahnlichen Situation fuhrt

(Suffredini et al., 1989) und als experimentelles Sepsismodell geeignet ist.

1.1 Einfluss von Endotoxin auf das sympathische Nervensystem (SNS)

Der bisherige Kenntnisstand Uber den Einfluss von Endotoxin auf das
sympathische Nervensystem (SNS) belauft sich beim Menschen auf die Erfassung
von Endorganantworten. Hierzu gehoren unter anderem die Modulation der
Herzfrequenzvariabilitat, Anderungen der Stresshormonkonzentration und der
Plasmakatecholamine oder deren Effekte auf den Blutdruck (BD). Dabei handelt

es sich jedoch nur um die Summe der einzelnen Effekte der einzelnen Zweige des
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autonomen Nervensystems (Jennings, 1998). Die Untersuchung der einzelnen
Anteile des Sympathikus wéhrend der Endotoxinamie ist bislang am Menschen
nicht durchgefihrt worden.

Das autonome Nervensystem spielt bekanntlich eine wesentliche Rolle in der
Regulation des kardiovaskularen Systems und weist zahlreiche Vernetzungsstellen
mit dem korperlichen Immunsystem auf (Besedovsky und del Rey, 1996;
Elenkov et al., 2000).

Die vorliegende Studie widmet sich speziell der Untersuchung der muskuléren
sympathische Nervenaktivitdit (MSNA). Als Teil des sympathischen Nervensystems
spielt die MSNA im Zusammenspiel mit den Barorezeptoren eine entscheidende
Rolle bei der zentralen BD-Regulation (Sundlof und Wallin 1978; Wallin, 1989).
Eine besonders geeignete Untersuchungsmethode ist die Mikroneurographie. Sie
kam als etablierte Methode in zahlreichen Humanstudien zu kardiovaskularen
Erkrankungen und der BD-Regulation zum Einsatz (Zusammenfassung von
Vallbo et al., 2004) und wurde von uns nun erstmals im Zusammenhang mit dem
experimentellen Sepsismodell verwendet.

Die Messungen von Plasmakatecholaminspiegeln und die Bestimmung der
Herzratenvariabilitdt (HRV) lieferten uns, wenn auch sehr viel unspezifischer,
zuséatzliche Informationen Uber den allgemeinen Aktivierungsgrad des autonomen

Nervensystems (Grassi und Esler, 1999).
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1.2 Fragestellung

Ziel der Arbeit war, die Reaktion der muskuldren sympathischen Nervenaktivitat auf
eine einmalige Injektion von E.coli Endotoxin zu erfassen. Im Einzelnen sollten

folgende Fragen beantwortet werden.

1) Beeinflusst die intraventse Endotoxin-Applikation die  muskulare

sympathische Nervenaktivitat?

2) Korrelieren die kardiovaskularen Verdanderungen wie Blutdruck und Herz-
frequenz (Hf) mit den Veranderungen der muskuldren sympathischen

Nervenaktivitat?

3) Fuhrt die Endotoxinapplikation zu Veranderungen des Barorezeptorreflexes
(BRR)?

4) Liegen Anderungen der Funktion neuroendokriner Achsen der potentiellen

Veranderung der muskuldren sympathischen Nervenaktivitat zu Grunde?
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1.3 Grundlagen

1.3.1 Sepsis

Die hohe Inzidenz der Sepsis machte es epidemiologisch und auch therapeutisch
notwendig, das Krankheitsgeschehen zu definieren und weiter zu klassifizieren.
Seit dem 1992 gefundenem Konsens von American College of Chest Physicians
(ACCP) und Society of Critical Care Medicin (SCCM) unterscheidet man Systemic
Inflammatory Response Syndrom (SIRS) und Sepsis (ACCP et SCCM, 1992;
Balk, 2000). Die Definitionen wurden wie folgt festgelegt:

SIRS: Korpertemperatur > 38 °C, bzw. <36 °C
Herzfrequenz > 90 /min
PaCoO, < 32 mmHg
Atemfrequenz > 20 /min

Leukozytose / Leukopenie > 12000 bzw. < 4000 Zellen /mm?®

Sepsis: Durch eine Infektion bedingte, generalisierte Entzindungsreaktion
des Organismus in Form eines SIRS. Im weiteren Verlauf des Krankheits-
geschehens kann es zur Entwicklung einer schweren Sepsis kommen, wobei

diese definitionsgemald mit mindestens einer Organdysfunktion einhergeht.

Septischer Schock: Eine Sepsis bedingte Hypotonie (systolisch < 90 mmH
bzw. einer Differenz > 40 mmHg zum Ausgangsdruck), die auch nach Volumen-
substitution nicht reversibel ist. Da beim septischen Schock neben einer
verminderten Herzauswurfleistung (septische Kardiomyopathie) und einem
intravaskularen Flussigkeitsmangel die Verminderung des peripheren Widerstands
im Vordergrund steht, wird diese Schockform als distributiver Schock bezeichnet.
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1.3.2 Endotoxin (Lipopolysaccharid)

Das Endotoxin ist ein Lipopolysaccharid aus der auf3eren Membran von
Zellwanden gramnegativer Bakterien. Die funktionelle Struktur gliedert sich in drei
verschiedene Komponenten.

Die ,O-Polysaccharid-Seitenkette” Sie ist verantwortlich fir die Serospezifitat der
Bakterien und aktiviert den alternativen Weg des Komplementsystems.

Im Anschluss befinden sich die ,Kernregionen®, die eine geringere Variabilitat
zwischen den verschiedenen gram-negativen Spezies aufweisen. Hauptursache
fur die Toxizitat des Endotoxin ist das ,Lipid A*. Es stimuliert unter anderem die
Tumor-Nekrose-Faktor-Freisetzung (TNF-a) und kann auch in der Abwesenheit
von Antikdrpern direkt den klassischen Weg des Komplementsystems aktivieren
(Danner und Parillo, 1989; Bishop, 2005). Siehe Abbildung (Abb.) 1.
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Abb. 1 Schematische Darstellung des Lipopolysaccharidmolekils

Nach Ubertritt in den Blutkreislauf hat Endotoxin verschiedene biologische Effekte,

die qualitativ Analogien zur Symptomatik des septischen Schocks aufweisen. Dies
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konnte zunachst tierexperimentell und darauf folgend auch am Menschen gezeigt
werden (Danner und Parillo, 1989; Jupin et al., 1988). Neben einem deutlichen
Anstieg der Korpertemperatur (Elin et al., 1981; Suffredini et al., 1989), sowie
weiteren typischen klinischen Infektionszeichen wie Arthralgien, Myalgien,
Kopfschmerzen und Nausea verursacht Endotoxin einen Anstieg der Akut-Phase-
Proteine wie zum Beispiel dem C-reaktiven Protein (Poloyac et al., 1999).
Weiterhin werden sekundér endogene Mediatoren (Zytokine, vasoaktive Amine,
Arachidonsauremetabolite) freigesetzt und Effektorzellen aktiviert (Neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen) (Dinarello, 1984).

Die Endotoxinamie fiihrt schon nach kurzer Zeit zu einem hyperdynamen Status
des Herz-Kreislauf-Systems. Der kardiale Index (Herzminutenvolumen (HMV) /
Korpervolumen) steigt um durchschnittlich 53 % und die Hf um 36 %, wahrend der
systemische vaskuldre Widerstands-Index (SVRI), sowie der mittlere arterielle
Blutdruck (MAD) fallen (SVRI: -46 %; MAD: -18 %). Des Weiteren konnte durch
Katheteruntersuchungen auch eine myokardiale Depression der Herzleistung
nachgewiesen werden, welche unabhangig von der erhéhten Kdrpertemperatur
auftritt (Martich et al.,, 1992). Derzeitige Erklarungsansatze der Hypotension
betrachteten vor allem lokale Faktoren, die Fortschritte beim Verstandnis peripherer
Regelkreise erlaubten. Hierzu gehoren beispielsweise die Einfliisse von Stickstoff-
monoxid (NO) (Vallance und Moncada, 1993), oder auch die Depression der
peripheren vasokonstriktorischen Antwort auf Katecholamine (Bond, 1983;
Macarthur et al., 2000; Pleiner et al., 2002).

Untersuchungen, die jedoch einen direkten Einblick in zentral gesteuerte
Regulationsmechanismen wahrend der Endotoxindmie gewdahrten, waren bislang

rar oder zu invasiv fur die Durchfiihrung am Menschen.

1.3.3 Das periphere autonome Nervensystem

Das autonome Nervensystem gliedert sich in das sympathische und para-
sympatische Nervensystem. Sie sind Uber das zentralnervése autonome Netzwerk
eng miteinander verflochten. Efferente autonome neurale Impulse werden tber pra-

und postganglionare Neurone Ubertragen.
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Die peripheren efferenten Neurone des parasympathischen Nervensystems haben
ihren Ursprung in den Kernarealen des lll., VII., IX. und X. Hirnnervs und den
sakralen Segmenten des Rickenmarks, wéahrend die des sympathischen
Nervensystems in der intermediolateralen Zone des thoracolumbalen Rickenmarks
entspringen.

In beiden Anteilen des Nervensystems erfolgt die Umschaltung auf das
postgangliondre Neuron in Ganglien. Diese liegen fir die parasympathische
Innervation organnah, zum Teil sogar intramural. Im Falle des sympathischen
Nervensystems finden sich die Ganglien organfern beidseitig paravertebral als
Grenzstrang. Daneben existieren noch die unpaaren pravertebralen Bauch-

ganglien.

1.3.3.1 Signaltubertragung am Effektororgan

Die Ubertragung von Signalen auf das Erfolgsorgan erfolgt Giber die Ausschiittung
von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt. Wahrend im Falle des
Parasympathikus Acetylcholin (ACh) Transmittersubstanz ist und vorwiegend auf
die verschiedenen muskarinergen Cholinrezeptoren wirkt, handelt es sich beim
Sympathikus zumeist um Noradrenalin (NA), bei den Schweil3driisen jedoch auch
um ACh.

Das Nebennierenmark (NNM) stellt eine Ausnahme in diesem System dar, da es
guasi als postganglionares Neuron Adrenalin (AD) in die Blutbahn sezerniert und
somit als hormoneller Anteil des sympathischen Nervensystems gelten kann.

Beim sympathischen Nervensystem wird das neuronale Signal Gber die Bindung
des NA an adrenerge Rezeptoren vermittelt. Diese gliedern sich in die beiden
Haupttypen a und B, sowie weitere Untertypen wie 31-, B2- und Bs. Rezeptoren. Man

spricht von a-adrenerger bzw. 3-adrenerger Wirkung.
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1.3.3.2 Vegetative Effekte auf das kardiovaskuléare System

Tab. 1 Vermittlung kardiovaskularer Einflisse von Para- und Sympathikus tber spezifische
cholinerge und adrenerge Rezeptoren

cholinerger Impuls

adrenerger Impuls

Erfolgsorgan | Rezeptor Effekt Rezeptor Effekt
Herz
Sinusknoten M2 | Frequenz B1 1 Frequenz
Vorhéfe M2 | Kontraktilitat B1 1 Kontraktilitat
| Leitungsgeschwindigkeit B1 1 Leitungsgeschwindigkeit
AV-Knoten M2 | Leitungsgeschwindigkeit B1 1 Leitungsgeschwindigkeit
1 Kontraktilitat +
Ventrikel - - B1 Automatizitat
a1 tKontraktilitat
BlutgefaRe M3 Dilatation (indirekt) ay Kontraktion
a2 Kontraktion
B2 Relaxation
Nebennierenmark M3 Adrenalinfreisetzung - -
Juxtaglomerulare
Zellen - - B1 1 Reninsekretion
(of1 | Reninsekretion
Fettgewebe - - B2 1 Lipolyse
B3 1 Lipolyse
a2 | Lipolyse
Adrenerge und
cholinerge
Nervenendigung Hemmung der
(prasynaptisch) M1 Transmitterfreisetzung (0 0) | Transmitterfreisetzung
B2 1 Transmitterfreisetzung

1.3.4 Zentralnervése Steuerung des sympathischen Nervensystems

Die Aktivitat der peripheren pra- und postganglionaren sympathischen Neurone

wird zentralnervos Uber

autonome Zentren

inshesondere des Hirnstamms
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gesteuert. Hier werden auch die Einflisse hoéherer zentralnervéser Zentren
integriert.

Fur die Regulation des Kreislaufs sind Areale innerhalb der Medulla oblongata,
einem Teil des Hirnstamms, von besonderer Bedeutung. Eine Reizung von
Neuronen der rostralen ventrolateralen Medulla (RVL) fuhrt zur Steigerung des BD,
der Hf sowie einer Katecholaminausschittung aus dem NNM. Die Axone ziehen
von der RVL direkt Uber den spinalen Hinterseitenstrang in die intermediare Zone
des Riuckenmarks und bilden Synapsen mit den préganglionaren Neuronen fur die
Vasokonstriktion. Die RVL reguliert so die Aktivitdt der Vasokonstriktorneurone.
Gleichzeitig ist sie ein Bestandteil des BRR, der die Anpassung des
kardiovaskularen Systems an die wechselnden Erfordernisse steuert. Informationen
Uber den Funktionszustand des kardiovaskularen Systems gelangen Uber
neuronale Afferenzen von den arteriellen Barorezeptoren, den Volumen- und
Chemorezeptoren Uber den nervus vagus und glossopharyngeus zum nucleus
tractus solitarius (NTS). Von hier ziehen Sekundarneurone zu den verschiedenen
Kerngebieten des Hypothalamus sowie des Hirnstamms und hier wiederum
besonders zur RVL. Im Falle der vagalen Kerngebiete wie des nucleus ambiguus
(NA?) und nucleus dorsalis nervus vagus (DNX) haben die Efferenzen des NTS
einen aktivierenden Einfluss, wohingegen sie im Falle der RVL, die mit
sympathischen Nervenbahnen verschaltet ist, einen hemmenden Einfluss austiben
(Abb. 2).

Auch hohere Zentren wie das limbische System und der Hypothalamus haben
einen Einfluss auf die autonomen Zentren der Medulla. Insbesondere der
Hypothalamus ubt dber die neuronale Verknipfung mit dem medialen
Kreislaufzentrum eine Kontrolle auf das kardiovaskulare System aus. Weiterhin
existieren direkte Verbindungen zu den préganglionaren Neuronen (Janing, 1990).
SchlieB3lich beeinflussen hypothalamische Kerne auch tUber verschiedene Hormone
die Aktivitdt der Endorgane und koordinieren die Funktion des endokrinen Systems

und des autonomen Nervensystems.
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Abb. 2 Deszendierende Systeme von Hirnstamm und Hypothalamus (Chalmers et al., 1984):
x® (Afferenzen aortaler Barorezeptoren n. vagus); X (Kardiale Afferenzen n. vagus); IX®
(Afferenzen sinus caroticus n. glossopharyngeus); NTS (nucleus tractus solitarii,
viszeroafferent, zentrale Verschaltung der Afferenzen, Inhibition bzw. Aktivierung weiterer
Kerngebiete); RVL (Rostrale ventrolaterale Medulla, viszeroefferent Sympathikus); DNX
(nucleus dorsalis n. vagus, vagal viszeroefferent); NA® (nucleus ambiguus, vagal
viszeroefferent); PVH (nucleus paraventrikularis hypothalami), Pons, Raphekerne und
RVL haben auch direkte Verbindungen mit den praganglionaren Neuronen des
Ruckenmarks.

1.3.5 Methoden zur Bestimmung der sympathischen Nervenaktivitat

Das sympathische Nervensystem besteht in seiner Gesamtheit aus vielen teilweise
koordinierten, teilweise aber auch unabhangig voneinander regulierten Anteilen.
Die Erfassung der einzelnen Anteile des sympatischen Nervensystems gestaltet
sich schwierig. Lediglich tber den sympathoadrenalen Zweig des SNS lasst sich
anhand der Bestimmung des AD, das als hormoneller Botenstoff vom NNM in die
Blutbahn sezerniert wird, eine konkrete Aussage treffen.

Die Bestimmung des peripher vents entnommenen NA kann als globales Maf3 fur
die sympathische Nervenaktivitdt gelten. Die verschiedenen Organsysteme
(Skelettmuskel, Splanchnikusgebiet, Lunge etc.) tragen dabei in unterschiedlichem

Ausmal} zur Bildung eines NA-Blutpools bei. Hinzu kommt, dass die Blutkon-
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zentration nicht nur durch die Aktivitat sympathischer Neurone, sondern auch durch
die Wiederaufnahme des Transmitters in die Nervenendigungen vom Metabolismus
sowie der Durchblutung innerhalb der verschiedenen Gewebe bestimmt wird. Diese
Faktoren kann man bei der Bestimmung des NA-Spillovers, was die Verwendung
radioaktiv markierter Transmitter und die Bestimmung der Durchblutung erfordert,
erfassen (Esler, 1995).

Als eine weitere Methode zur Bestimmung sympathischer Nervenaktivitdt bietet
sich die Erfassung der Funktionsdnderung autonom innervierter Organe an (z.B.
Bestimmung der HRV). Da die Funktion der Effektororgane jedoch auch anderen
neuronalen, endokrinen und physikalischen Einflissen unterliegt und somit eher ein
Gesamteffekt dieser Faktoren bestimmt wird, ist ein Ruckschluss auf die einzelnen,
direkten sympathischen Effekte nur eingeschrankt moglich.

Eine sehr spezifische Aussage lasst hingegen die direkte intraneurale

mikroneurographische Ableitung der sympathischen Nervenaktivitat zu. Dies ist

seit Mitte der 70er-Jahre auch beim Menschen mdglich. Mit dieser Methode lasst

sich die Aktivitat der in peripheren Nerven verlaufenden C-Fasern erfassen, die

die Erfolgsorgane der Haut (Schweil3driisen, HautblutgefaRe und piloerektorische

Muskulatur) sowie die Blutgefal3e der Skelettmuskulatur versorgen.

1.3.6 Mikroneurographie

Die Mikroneurographie wurde 1965 bis 1966 in Uppsala (Schweden) am Institut far
klinische Neurophysiologie des akademischen Krankenhauses entwickelt. Es
waren Hagbarth, der Leiter des Institutes, und Vallbo, der sich ihm kurze Zeit spéater
anschloss, die als erste postgangliondre sympathische Nervenaktivitdt mittels
Mikroneurographie am Menschen ableiteten (Hagbarth und Vallbo, 1968). Die
Mikroneurographie ermoglicht es, Potentiale einzelner (single units), Ublicherweise
aber mehrerer sympathischer Neurone (multi units), zu erfassen. Hierzu wird eine
Elektrode in einen oberflachlich gelegenen Nerv (n. peroneus superficialis,
n. medianus, n. radialis) eingefihrt und in die Nahe einer Gruppe sympathischer
Neurone gebracht. Die Entladung der Neurone erfolgt synchronisiert in

sogenannten ,bursts”, deren Amplitude von der Anzahl der aktivierten Neurone
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abhéngt. Die Burstfrequenz der einzelnen Individuen ist sehr unterschiedlich,
jedoch im jeweiligen Individuum reproduzierbar (Sundl6f und Wallin, 1977).

In peripheren Nerven ist es mdglich, zwei unterschiedliche Arten sympathischer
Nervenaktivitat abzuleiten. Die MSNA und die sympathische Hautnervenaktivitat
(SSNA). Wéahrend die MSNA den Tonus im muskularen Gefal3bett und damit den
peripheren GefalR3widerstand durch Vasokonstriktion reguliert, handelt es sich bei
der SSNA um eine Mischung aus sudomotorischen und vasokonstriktorischen
Impulsen, wabhrscheinlich aber auch pilomotorischen und vasodilatatorischen
(Wallin und Fagius, 1988; Hagbarth et al.,1993). Die MSNA wird stark durch die
Einflusse des Barorezeptors, aber auch durch andere, im Folgenden néher

beschriebene Mechanismen beeinflusst (Wallin, 1989).

1.3.7 Regulation sympathischer Nervenaktivitat

1.3.7.1 Regulation durch Barorezeptoren

Funktionell besonders wichtige Barorezeptoren befinden sich im Aortenbogen und
Carotissinus. Die Erregung erfolgt durch Dehnung der Gefallwande in Abh&ngigkeit
von der Grol3e des transmuralen Drucks. Ein Druckanstieg bewirkt eine Erhéhung
der Impulsrate der Baroafferenzen und fihrt zu einer Erregung der medial
gelegenen Neurone im NTS. Diese Neurone wirken auf einen Teil der Neurone der
rostralen ventrolateralen Medulla hemmend. Die Reizung des Barorezeptors fuhrt
somit zu einer Hemmung der sympathischen Neurone, welche fur die Kontraktion
der Widerstandsgefalle, sowie sympathischer Wirkungen am Herzen verantwortlich
sind. Mikroneurographisch ist dies in einer Unterdriickung der MSNA zu erfassen
(Sundloéf und Wallin, 1978). Die Denervierung des Barorezeptors durch eine
Blockade des n. vagus und n. glossopharyngeus fihrt hingegen zu einer Erhéhung
der MSNA (Wallin, 1989). Zudem sind die bursts dann nicht mehr an den kardialen
Rhythmus gekoppelt (Wallin, 1989) und eine Differenzierung von SSNA und MSNA
ist nicht mehr einfach moglich. So fuhren sensorische Exzitationen im Falle der
Denervierung neben einer Zunahme der SSNA auch zur Steigerung der MSNA
(Fagius et al., 1985).

12
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Veranderungen der MSNA werden insbesondere durch den diastolischen BD
bestimmt. Der systolische und mittlere BD spielen dabei eine geringere Rolle
(Wallin, 1989). Das Verhaltnis von MSNA und BD in Ruhe (MSNA / MAD) wird als

,Setpoint* des Baroreflexbogens bezeichnet.

1.3.7.2 Regulation durch Chemorezeptoren

Die Erregung von Chemorezeptoren im glomus caroticum und glomus aorticum bei
einer Abnahme des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (PaO,), bzw. Zunahme des
arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks (PaCO,) (Anstieg der H*-Konzentration) fihrt
zu einer Stimulation des Kreislaufzentrums und des Atemzentrums in der medulla
oblongata. Sowohl Hypoxie (Apnoe) als auch Hyperkapnie erhéhen die MSNA,
trotz unveranderten oder sogar zunehmenden BD (Leuenberger et al.,, 2001;
Tamisier et al., 2004).

1.3.7.3 Regulation durch Volumenrezeptoren

Volumenrezeptoren befinden sich priméar im Herzen und in den grof3en Gefal3en.
Eine Reduktion des intrathorakalen Blutvolumen bewirkt deren Erregung und flhrt
zu einem Anstieg der MSNA (Wallin, 1989).

1.3.8 Stimulation muskularer sympathischer Nervenaktivitat (MSNA)

1.3.8.1 Mentaler Stress

Es konnte gezeigt werden, dass mentaler Stress, wie z.B. das L&sen von
mathematischen Aufgaben unter Zeitdruck, die MSNA des n. peroneus superficialis
zu steigern vermogen (Freyschuss et al., 1990; Noll et al., 1996, Anderson et
al.,1987). Mentaler Stress erhoht nicht nur die MSNA, sondern auch die Hf und den
arteriellen BD (Brody et al., 1994). Die BD-Steigerung fuhrt nicht zu einer
reflektorische Hemmung der MSNA. Sie steigt wider Erwarten signifikant an.

Verschiedene Messungen der Durchblutung lassen vermuten, dass mentaler
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Stress einen unterschiedlichen sympathoexzitatorischen Einfluss auf den Blutfluss

in Armen und Beinen besitzt (Anderson et al., 1987).

1.3.8.2 Apnoe-Test

Der Apnoe-Test setzt sich aus zwei exzitatorisch wirkenden Faktoren zusammen.
Dieser Test impliziert zum einen ein Valsalva-Mandver, welches tber eine Senkung
des venosen Rickfluss zu einem Abfall des BD und damit Giber den BRR-gesteuert
zu einer Erhéhung der MSNA fuhrt (Delius et al., 1972 b). Valsalva-Mandver
erhohen immer die MSNA, aber normalerweise nicht die SSNA (Delius et al., 1972
b). Ein weiterer Faktor ist die Erregung von Chemorezeptoren, die wie zuvor
beschrieben auf die Hypoxie, bzw. Hyperkapnie reagieren und die MSNA steigern.
Die einer tiefen Inspiration folgende Apnoe (Apnoe-Test) ist demzufolge ein starker

exzitatorischer Reiz fur die MSNA.

1.3.9 EinflussgrofRen auf die basale MSNA

Die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems variiert zwischen den einzelnen
Individuen deutlich und umfasst ein Spektrum von 10 bis 90 bursts / 100 Herz-
schlage (HS) (Sundlof und Wallin, 1977). Intraindividuell bleibt sie aber relativ
konstant, steigt jedoch mit dem Alter an (Delius et al., 1972 b). Es bestehen auch
Unterschiede der Geschlechter. So haben junge Frauen eine niedrigere Aktivitat als
junge Manner. Dieser geschlechtsspezifische Unterschied setzt sich bis ins hohere
Alter fort. In Zwillingsstudien konnte die genetische Determinierung der Ruhe-
MSNA gezeigt werden (Wallin et al., 1993). Ubergewicht korreliert mit einer
gesteigerten MSNA (Spraul et al., 1993).

Schlie8lich fanden noch zahlreiche Untersuchungen Uber verschiedene
hormonellen Einflisse auf das sympathische Nervensystem statt (Dodt et al., 1998,
Scherrer et al.,, 1993). Dodt et al. (2000) wiesen beispielsweise eine akute
Unterdriickung der MSNA bei der intravenésen (i.v.) Applikation von Hydrokortison

nach.
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1.3.10 Interaktionen des Immunsystems mit dem Sympathikus

Das zentrale Nervensystem und das Immunsystem sind adaptive Systeme
unseres Organismus, die groRte Relevanz fir die Steuerung vegetativer,
somatischer und kognitiver Funktionen sowie immunologischer Abwehr-
mechanismen haben. Die extreme Adaptivitat ermdglicht die adaquate Reaktion
auf externe und interne Einflisse zur Erhaltung der Homdostase (Tada, 1997).
Anfanglich wurde das Immunsystem oft als autonomes System betrachtet. Spater
konnte gezeigt werden, dass beide Systeme miteinander interagieren. Die
Interaktion wird Uber das autonome Nervensystem und humoral durch
neuroendokrine Mechanismen uber die hypothalamo-hypophysare-adrenokortikale
Achse (HHA-Achse) verwirklicht.

1.3.10.1 Einflusse des SNS auf das Immunsystem

Das SNS ist in der Lage, durch die Innervation lymphatischer Organe und die
lokale Ausschittung des Neurotransmitters NA und Neuropeptid Y (NPY) Immun-
antworten zu modulieren (Felten et al., 1985; Felten et al.,1988; Weihe et al.,
1991). Dies kann durch die Innervation der glatten GefalBmuskulatur in
lymphatischen Organen realisiert werden, indem Uber den Gefal3tonus die
regionale Perfusion und somit der lymphatische Verkehr reguliert wird. Dartber
hinaus fuhrt die Stimulation regionaler sympathischer Nerven auch direkt zu einer
Steigerung der lymphatischen Pumpmechanismen, was zu einer Erhéhung des
lymphatischen ,Outputs” flhrt (Ottaway und Husband, 1992).

Bei der Innervation der lymphatischen Gewebe bestehen regional Unterschiede.
Generell sind T-Zell Zonen, makrophagen- und plasmazellreiche Zonen vermehrt
innerviert, wahrend die nodularen und follikularen Reifungszonen von B-Zellen
eine eher sparliche Innervation aufweisen (Felten et al.,, 1985). Die lokale NA-
Freisetzung unterliegt neuronalen Einflissen, die frequenzabhéngig die lokale
Speicherung, Aufnahme oder Freisetzung von NA bewirken (Lundberg et al.,
1989; Ehrenstrom und Ungell, 1990; Elenkov et al., 1995).

Blennerhasset und Bienestock (1998) konstatierten, dass vor allem Thymozyten,

T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, Plasmazellen und entero-
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chromaffine Zellen das wesentliche Ziel noradrenerger Innervation sind.
Gleichartige Verknipfungen mit dem SNS existieren auch in anderen somatischen
und viszeralen Geweben (Weihe et al., 1991).

Alle Zellen des Immunsystems mit Ausnahme der (T-Hy)-Helferzellen (Sanders et
al., 1997) exprimieren Beta-Adrenorezeptoren (B-AR) in unterschiedlicher Dichte
(Yukawa et al., 1990; Kurz et al., 1997). Weiterhin konnte man Alpha-
Adrenorezeptoren (a-AR) sowie die unterschiedlichen Dopaminrezeptoren (D3,
D4, D5) nachweisen (Takahashi et al., 1992; Nagai et al. 1993; Bondy et al.,
1996). Uber verschiedene G-Protein vermittelte Signalkaskaden kann somit
adrenorezeptorvermittelt die nukleare Transkription von Zytokingenen aktiviert
bzw. moduliert werden (Elenkov et al., 1995; Elenkov et al., 1996 ; Elenkov und
Chrousos, 1999; Nakamura et al., 1998).

AulRer den lokalen nervalen Verbindungen mit den priméren und sekundéren
lymphatischen Organen besteht auch eine humorale Verbindung durch das aus
dem Nebennierenmark freigesetzte AD.

Das SNS nimmt auch Einfluss auf Hamatopoese (Maestroni und Conti 1994 a,
Maestroni und Conti 1994 b), Chemokinproduktion (Hasko et al., 1998) sowie die
Produktion von Antikérpern (Sanders, 1995; Sanders et al., 1997).

1.3.10.2 Immunogene Einflisse auf das SNS

In den 70er-Jahren konnten Besedovsky et al. erstmalig zeigen, dass das
Immunsystem auch dem zentralen Nervensystem (ZNS) Signale zukommen |asst.
Die Applikation von Interleukin (IL)-1 verursachte bei Tieren einen Anstieg der
Plasmakortisolspiegel und steigerte die Aktivitat hypothalamischer noradrenerger
Neurone. Weiterhin sorgte es fur die Entleerung von NA-Speichern in der Milz
(Besedovsky et al., 1979; Besedovsky et al., 1983; Besedovsky et al., 1986;
Del Rey et al., 1982). Uber einen komplexen Corticotropin-releasing Hormone
(CRH)-abhangigen Signalweg im ZNS kdnnen Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a
die Aktivierung von SNS und HHA-Achse triggern (Berkenbosch et al., 1987;
Sapolsky et al., 1987; Dunn, 1988; Elenkov et al., 1992; Kovacs und Elenkov,
1995). Die periphere Administration von IL-1 bewirkt so einen Anstieg des

Metabolismus von NA im Hypothalamus (Dunn, 1988; Dunn, 1998; Zhang et al.,
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1998; Dunn et al., 1999), was wiederum zu einem gesteigerten NA-Metabolismus
peripher fuhrt (Berkenbosch et al., 1989). Auch die peripheren NA-
Konzentrationen nehmen zu. Intrazerebroventrikulare (icv.) und periphere
Injektionen von IFN-a und IL-1B verursachen einen lang anhaltenden Anstieg der
SNA des N. splenicus, wodurch gleichzeitig auch die lokale NA-Freisetzung in der
Milz ansteigt (Katafuchi et al., 1991; Shimizu et al., 1994). Der Anstieg der
extrazellularen NA-Konzentrationen im Hippocampus und Kortex nach der icv.
CRH-Infusion stutzt die Hypothese einer bedeutenden Rolle des CRH fir die
Signalinteraktion (Zhang et al., 1998). Dodt et al. zeigten (1998) und (2000), dass
auch die periphere iv.-Injektion von CRH und Hydrokortisol Auswirkungen auf die
periphere SNA haben. Wahrscheinlich partizipiert das SNS &hnlich wie die HHA-
Achse an einem Feedbackmechanismus zwischen lymphatischen Organen und
dem ZNS. Den afferenten Schenkel dieses Mechanismus machen zirkulierende
Zytokine aus, die via Vagusafferenzen zentrale Komponenten des Stresssystems
aktivieren (Maier et al., 1998). Den efferenten Schenkel stellt das SNS mit seinen
Projektionen zu den lymphatischen Organen dar. Ein Feedbackmechanismus liegt
nahe, auch in Anbetracht der Tatsache, dass die icv.-Infusion von IL-18 und
Interferon (INF)-a abhangig von einer intakten Milzinnervation die periphere und
splenische Aktivitat der NK-Zellen rapide herabsetzt und auch die mitogene
Antwort und Produktion von IL-1 und IL-2 der Lymphozyten reduziert (Sundar et
al., 1989, Sundar et al., 1990; Brown et al., 1991). Dagegen resultiert aus der
direkten Stimulation des N. splenicus eine reduzierte (Nattrliche Killer Zellen) NK-
Zellaktivitat (Katafuchi et al.,, 1993). Die sympathischen Efferenzen sind in
verschiedene Subdivisionen unterteilt, welche die verschiedenen Endorgane
unterschiedlich beeinflussen. U.a. wurde dies gezeigt fur die Efferenzen des
Sympathikus zur Haut, der Skelettmuskulatur, der glatten GefalBmuskulatur und zu
viszeralen Organen (Delius et al.,1972 b, c; Janig und McLachlan, 1992 a, Janig
und McLachlan, 1992 b). Verschiedene Studien legen nahe, dass unterschiedliche
immunologische Stimuli einen spezifischen Einfluss auf die Aktivitat der einzelnen
Zweige des SNS haben (Besedovsky et al., 1979; Niijima et al., 1991, Terao et al.,
1994; Pacak et al., 1998).
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Gerate, Medikamente und Materialien

Gerate

Finapres®

Welch Allyn Tycos®

Pneumotrace®ll

ACTHERM® (Modell ACT 2000+)

EKG Bio amp®

Mikroneurographieverstarker
Stimulator Grass® S48
PowerLab® 16S

Chart®, Version 4.2

Sigma ® Kiihlzentrifuge

HPLC (elekrochem. Detektor)
BGA- Gerat

Laborkits

Human IL-6 Ultra Sensitive
Human IL-6 CytoSets
Human TNF-a Ultra Sensitive
Human TNF-a CytoSets
Enzym-Test Cortisol®

Lumitest ACTH®

Finapres Medical Systems BV,
Amsterdam, Niederlande

Welch Allyn Inc., Skaneateles Falls, USA
UFI, Main, USA

Imp. Scheiber GmbH, Kreuzwertheim,
Deutschland

AD Instruments GmbH, Spechbach,
Deutschland

T. Karlsson, Goéteborg, Schweden
Astro-Med, Rodgau, Deutschland

AD Instruments Pty. Ltd., Castle Hill,
Australien

AD Instruments Pty. Ltd., Castle Hill,
Australien

SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode
im Harz, Deutschland

Waters company, Ashbourne, USA

Nova Biomedical GmbH, Rodermark,
Deutschland

Fa. Biosource®, Camarillo, USA

Fa. Biosource®, Camarillo, USA

Fa. Biosource®, Camarillo, USA

Fa. Biosource®, Camarillo, USA
Boehringer Mannheim Immundiagnostica,
Deutschland

Henning GmbH, Berlin, Deutschland
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Medikamente und Material
US Standard Ref. Endotoxin (LOT-G1) USPty, Rockville, USA

Phenylephrin Baxter Healthcare Corporation, Deerfield,
USA
Nitroprussidnatrium, Nipruss® Schwarz Pharma GmbH, Monheim,

Deutschland

NaCl — Losung 0,9 %-ige B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Glucose- Lsg. 5 %-ige Delta-Pharma GmbH, Pfullingen,
Deutschland

Ringer- Lsg. Delta-Pharma GmbH, Pfullingen,
Deutschland

i.v. Katheter, OPTIVA* 2® 16 G Johnson &Johnson, New Brunswick, USA

Fixationpflaster, Curapor® i.v. Lohmann & Rauscher International GmbH
& Co. KG, Rengsdorf, Deutschland

Monovetten Fa. Sarsted, Numbrecht, Deutschland

Reaktiongefald 1,5 ml Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spritzen 2 ml, BD Discardit™ Il Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

EKG- Einmal-Elektroden, ARBO® Tyco Healthcare Deutschland GmbH,
Neustadt (Donau), Deutschland

EKG- Elektroden ASMUTH, Minden, Deutschland
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2.2 Design der Studie

Die Studie folgte einem placebokontrollierten, einfach-blinden, randomisierten
Design. Ein Teil der Probanden erhielt gewichtsadaptiert aufgereinigtes LPS, der
andere Teil physiologische Kochsalzlosung als Bolus appliziert. Allerdings fuhrte
die LPS-Wirkung stets zu so ausgepragten Symptomen, dass alle Probanden die
Applikation der Wirksubstanz erkannten. Untersucht wurden gesunde, mannliche,
nicht rauchende Probanden im Alter zwischen 22 und 45 Jahren, die weder
Allergien hatten, noch regelmaRig Medikamente einnahmen. Am Tag der
Untersuchung trafen die Probanden ntchtern ein. Vor Versuchsbeginn fand eine
Aufklarung der Teilnehmer tber eventuelle Risiken und Nebenwirkungen, die diese
Studie beinhaltete, statt. Die Probanden willigten schriftlich die Teilnahme an der
Studie ein. Die Genehmigung fur diese Studie erteilte die Ethik Kommission der

Medizinischen Universitat zu Lubeck (Aktenzeichen 02-056).

2.2.1 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv, das in die Auswertung einging, bestand aus insgesamt
18 Probanden. 11 Probanden erhielten LPS und 7 Placebo.

Die beiden Gruppen unterschieden sich weder im mittleren Alter noch im Body
mass index (BMI) noch KorpergréfRe signifikant voneinander. In der folgenden
Liste werden die zwei Gruppen mit den jeweiligen Mittelwerten der biometrischen

Daten sowie der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) angegeben.

Placebo-Gruppe: Altersdurchschnitt in Jahren + SEM: 26,3+5,3
Mittel Kérpergrol3e in m + SEM: 1,87 £ 0,06
Mittel BMI in kg/m? + SEM: 233+1,9

Verum-Gruppe: Altersdurchschnitt in Jahren + SEM: 28,7+6,6

Mittel Kérpergrol3e in m + SEM: 1,84 £ 0,08
Mittlel BMI in kg/m? + SEM: 22,9+3,0
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2.3 Vorbereitung und Aufbau des Experiments

Die Probanden erschienen niichtern um 8.00 Uhr im neurophysiologischen Labor
der Medizinischen Klinik | der Universitat Libeck. Sie wurden zunachst einer
grindlichen, allgemeinen kdorperlichen Untersuchung unterzogen. Die Korper-
temperatur wurde enoral gemessen und das Korpergewicht bestimmt. Aus der
ersten Blutentnahme wurden klinische Routineparameter (Elektrolyte, C-Reak-
tives-Protein, Gerinnung und ein Differentialblutbild) bestimmt. Im Anschluss an
die Untersuchung wurden die Probanden zur Toilette gebeten, um eine
Aktivierung von sympathischer Nervenaktivitat wahrend des Experiments aufgrund
gefullter Blase zu vermeiden (Fagius und Karhuvaara, 1989). Im Unter-
suchungsraum begaben sich die Probanden in einem Bett in eine maoglichst
bequeme horizontale Kdrperlage. Es wurde ein groR3lumiger Venenverweilkatheter
in die linke anterokubitale Vene eingebracht und mit einem 3-Wege-Hahn
verbunden. Durch diese Brauniile wurde Blut entnommen und im weiteren Verlauf
des Experiments alle Medikamente appliziert. Zur Gewahrleistung der
Volumenkonstanz und um den Katheter durchgangig zu halten, wurde wahrend
des Versuchs eine Gesamtmenge von 250 ml isotoner NaCl-L6ésung infundiert. Im
nachsten Schritt wurde der Pneumobelt®, ein 3-Kanal-EKG, sowie ein Zwolf-
Kanal-EKG zur Bestimmung der HRV wie unten genannt installiert.

Der BD wurde volumen-photoplethysmographisch (2300 Finapres®) an der
Mittelphalanx des linken Mittelfingers bestimmt sowie oszilllometrisch am rechten
Oberarm (Welch Allyn Tycos®).

Abschlieend wurde die Mikroneurographie wie unter 2.5.1 beschrieben
vorbereitet. Nachdem eine gute Ableitposition gefunden war, wurde mit der

kontinuierlichen Aufzeichnung s&dmtlicher Parameter begonnen.

2.4 Versuchsprotokoll

Der Versuchsablauf gliederte sich in zwei Phasen, der baseline-Phase vor
Endotoxingabe und der LPS-Phase, bei der 90 min nach Injektion die gleichen

Tests der sympathischen Funktion durchgefuhrt wurden. Die Abb. 5 gibt eine
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genaue Ubersicht Uber Zeitpunkte bzw. Art der einzelnen Mandéver und
Messungen. Die MSNA-, Hf- und HRV wurden zeitlich den unterschiedlichen
Manovern entsprechend analysiert.

Das Experiment endete 3 Stunden post LPS-Bolusapplikation. Nachdem der
Versuch abgeschlossen war, wurde den Probanden 1 g Paracetamol peroral (p.o.)
verabreicht. Sie verblieben noch eine weitere Stunde im Labor zur klinischen
Beobachtung und wurden schliel3lich, wenn es aus medizinischer Sicht keine
weiteren Bedenken gab, entlassen. Fir den Fall unerwarteter Beschwerden war

auch nachfolgend jederzeit ein informierter Arzt telefonisch erreichbar.
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Abb. 3 Versuchsablauf
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2.4.1 Barorezeptorreflex-Test

Fur den Test des BRR wurde zunachst der BD gesenkt. Hierzu wurde eine Losung
mit Nitroprussid (N) intravends infundiert. Nach einer 10-mindtigen Pause, die
gewabhrleisten sollte, dass die Wirkung des ersten Medikaments abgeklungen war
(Halbwertzeit [N] = 3 — 4 min), wurde Uber den selben Zugang Phenylephrin (PE),
das uber a;-Rezeptoren eine Vasokonstriktion und BD-Steigerung bewirkt,
verabreicht. Beide Medikamente wurden zunéachst in einer koérpergewichts-
unabhangigen, einheitlichen Dosis tber 2,5 min (Vorlaufphase) appliziert. Es
folgten jeweils drei weitere Infusionsstufen mit einer kdrpergewichtsabhangigen
Dosis. Jede der Infusionsstufen wies eine Dosissteigerung zur vorhergehenden
auf und hatte eine Dauer von 5 min (Abb. 4). Der BRR-Test fand vor der LPS-
Applikation im Anschluss an die erste Ruhephase (RP) sowie zwei Stunden nach

LPS-Applikation im Anschluss an die 2. RP statt.

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

A Zeitin Minuten

Start Ende
= Infusion Nitroprussid (6 mg / 50 ml): Vorlaufphase (2,5 min) 6ml/h
1. Stufe N1 (5 min) 0,15 ml/ h/ kg KG
2. Stufe N2 (5 min) 0,35 ml/ h/kg KG
3. Stufe N3 (5 min) 0,55 ml/ h/kg KG
Infusion Phenylephrin (10 mg / 50 ml): Vorlaufphase (2,5 min) 6ml/h
1. Stufe PE1 (5 min) 0,09 ml/ h/kg KG
2. Stufe PE2 (5 min) 0,21 ml/ h/ kg KG
3. Stufe PE3 (5 min) 0,30 ml/ h/ kg KG

Abb. 4 Infusionsprotokoll des Barorezeptorreflex-Tests (Phenylephrin (PE 1.5); Nitroprussid(N 1.3) )
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2.5 Spezielle Untersuchungen
2.5.1 Mikroneurographie

2.5.1.1 Technische Grundlagen

Die Ableitung sympathischer Nervenaktivitat erfolgte mit sterilisierten, isolierten
Wolfram Mikroelektroden, die einen Schaftdurchmesser von 0,2 mm und eine
unisolierte Spitze von 1 - 15 um aufwiesen. Eine Beschichtung mit Epoxidharz
(Voltalac 435), die jedoch durch das Eindringen in die Haut zurtickgeschoben wird
und die Spitze freigibt, wurde zur Isolation verwendet (Vallbo et al., 1979). Nach
Gebrauch einer Elektrode betragt die Impedanz 20 - 100 kOhm (Vallbo et al.,
1979). Als Referenz wurde eine zweite Elektrode mit einer geringeren Impedanz
wenige Zentimeter von der Ableitelektrode entfernt in das Subkutangewebe
platziert.

Zur Aufbereitung des gewonnenen Signals wurde ein Verstarkersystem,
bestehend aus Vorverstarker (preamplifier, 1000-fache Verstarkung) und
Hauptverstarker (amplifier, 50-fach) verwendet, der in einem Frequenzbereich von
0,2 — 8 kHz arbeitete. Das so 50000-fach verstarkte Signal wurde mit einer
Bandbreite zwischen 0,7 - 2 kHz gefiltert und diskriminiert. Nach der Integration
des so aufbereiteten Signals, war das Summenpotential als burst zu erkennen. Ein
burst wurde in die Auswertung mit einbezogen, sobald seine Amplitude 3-fach

Uber der mittleren Amplitude des Grundrauschens lag.

2.5.1.2 Mikroneurographische Ableitung

Der Proband wurde gebeten das rechte Bein in eine Schaumstoffschiene zu
platzieren. Dadurch wurde das Bein wenige Zentimeter hochgelagert und in seiner
Lage stabilisiert. Nach der durch Palpation ungefdhr bestimmten Lage des
n. peroneus hinter dem Fibulakdpfchen, bzw. des n. tibialis, wurde der Nerv
transkutan elektrisch stimuliert (Sundlof und Wallin, 1977). Dazu wurden mit einer
Spannung zwischen 50 - 70 V, einer Dauer von 0,1 ms pro Reiz und einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz die Punkte im Verlauf des Nerven aufgesucht und

markiert, die bei Stimulation die deutlichsten unwillkiirlichen Muskelkontraktionen
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hervorriefen. Anschlie3end wurde die Ableitelektrode durch die Haut eingeftihrt
und in Richtung des Nerven vorgeschoben. Auch diese Elektrode verursachte
Reizstrome, die in der Frequenz denen der transkutanen Stimulierung glichen,
jedoch mit einem Zehntel der Spannung appliziert wurden (Stimulator-Grass®
Model S 48). Je naher die Elektrodenspitze einem Faszikel lag, desto weniger
Spannung war fiur die Stimulation nétig. Die Stimulation eines Nervenfaszikel
fuhrte entweder zu Parésthesien oder zur Muskelkontraktion, welches die zwei
unterschiedlichen Qualitdten gemischter Nervenstrdnge widerspiegelte. Weiterhin
bewirkte das leichte Beklopfen der innervierten Muskulatur eine Stimulation von
Dehnungsrezeptoren, die sich in einer entsprechenden Aktivierung afferenter
Neurone AaufRerte. Demgegenuber fuhrten taktile Reize der Haut zu einer
Stimulation sensorischer Afferenzen innerhalb von Nerven, die der Haut
entstammten (Vallbo et al., 1979). Bei zufriedenstellender Positionierung im
muskularen Faszikel wurden die Impulse gestoppt und die Elektrode adjustiert, bis
die sympathische Nervenaktivitat in Form von bursts zu erkennen war, ein gutes
Signal-Rausch-Verhaltnis vorlag, Hautsignale hingegen nicht provoziert werden
konnten.

Die MSNA-bursts zeigen ein pulssynchrones Auftreten. Sie sind Uber die
Barorezeptoren an die einzelnen Herzzyklen gekoppelt (Hagbarth und Vallbo.,
1968; Delius et al., 1972 b). Mit einer Latenzzeit von ca. 1,3 s (in Abhangigkeit von
der Korperlange) folgt ein burst einer Herzaktion (Fagius und Wallin, 1980). Im
Durchschnitt belauft sich die Anstiegsgeschwindigkeit im Peroneus Nerv auf
1,1 m/s. Dieses Phanomen ist bei der SSNA unter normothermen Bedingungen
nicht zu beobachten. Hier zeigt sich die Nervenaktivitat in eher unregelmaligen
Burstimpulsen mit einer Anstiegsgeschwindigkeit zwischen 1,3 und 0,8 m/s
(Fagius und Wallin, 1980).
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2.5.1.3 Unerwiinschte Wirkungen

Durch eine Beschrankung der Suchzeit fur eine akzeptable Ableitposition auf unter
45 min konnten mogliche unerwinschte Wirkungen durch die Mikroneurographie

vermieden werden (Eckberg et al., 1989).

2.5.2 Herzratenvariabilitat

2.5.2.1 Grundlagen

Das Herz weist in seiner Schlagfrequenz zyklische Variationen auf, die stark unter
dem Einfluss des autonomen Nervensystems stehen (Akselrod et al.,, 1985;
Malliani et al., 1991). Diese Variationen lassen sich mittels einer Spektralanalyse
bestimmten Frequenzbandern zuordnen. Die erfassten Frequenzen liegen
zwischen 0 und 0,5 Hz. Dieser Bereich wird als ,total power” (TP) bezeichnet und
gibt die Gesamtvariabilitdt in der Frequenzdoméne an. Dabei treten zwei
Frequenzbander besonders deutlich hervor, die unabhangig voneinander die
Herzrhythmusvariabilitat beeinflussen. Die Schwankungen im Hochfrequenz-
bereich (HF oder high frequency; ca. 0,3 Hz) sind besonders vom Atemzyklus
abhangig und werden in erster Linie durch vagale Einflisse determiniert. Sie
verschwinden zum grof3ten Teil unter der Gabe von Atropin (Akselrod et al., 1985).
Die Variabilitdt im sogenannten Niedrigfrequenzbereich (LF oder low frequency;
ca. 0,1 Hz) steht zum grofRen Teil unter dem Einfluss der kardialen sympathischen
Nervenfasern, unterliegen jedoch des Weiteren einer vagalen Beeinflussung
(Akselrod et al., 1985).

Die Erfassung der HRV ist gegenwartig die einfachste und geeignetste Methode
der Erfassung autonomer Einfliisse auf die Hf. Zu beachten ist jedoch, dass die
LF-HRV nicht, wie oft beschrieben, direkte Ruckschlisse auf die Aktivitat
sympathischer Nervenfasern zum Herzen zulasst, sondern vielmehr eine Summe
verschiedener autonomer Effektorprozesse auf den kardialen Rhythmus darstellt.
Kingwell et al. (1994) zeigten bei der gleichzeitigen Bestimmung der NA-
Freisetzung am Herzen und der HRV, dass keine verlasslichen Zusammenhange

zwischen diesen beiden Parametern bestehen. Klinische Folgestudien bestatigten
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diese Ergebnisse (Grassi und Esler, 1999). Anderungen der LF sind besonders
dann zu beobachten, wenn Barorezeptormechanismen die sympathische und
auch die vagale Aktivitat zum Herzen verandern (wie z.B. in einem
Orthostasetest). Eine groRe Zahl anderer Stimuli fir das sympathische
Nervensystem, bei denen der BRR nicht involviert ist, fihren nur selten, oder oft
auch gar nicht zu einem korrelierenden Anstieg des LF-Spektralbandes (Grassi
und Esler, 1999).

2.5.2.2 Messung der Herzratenvariabilitat

Fir die Messung der HRV wurden gewohnliche Elektrokardiogramm (EKG)-
Elektroden verwendet und standardm&Rig mit 12 Kanalen nach Einthoven,
Goldberger und Wilson abgeleitet. Die jeweiligen Messungen fanden fir jeweils 10
min parallel zu den im Versuchprotokoll beschriebenen Ruhephasen des
Experiments statt. Die analog gemessenen Daten wurden digitalisiert und online
aufgezeichnet (Taktfrequenz 1000 Hz), wobei synchron die graphische
Darstellung Uber ein Softwareprogramm erfolgte (Cardioscan, Fa. MPM). Die
erfassten Daten wurden mit dem gleichen Programm verwaltet und auf einer

Festplatte gespeichert.

2.5.3 Herzfrequenz, Blutdruck, Atmung und Temperatur

Neben dem 12-Kanal-EKG wurde ein gewothnliches 3-Kanal-EKG kontinuierlich
abgeleitet. Die BD-Messung wurden sowohl kontinuierlich nicht-invasiv mittels
volumen-photoplethysmografischer ~ Methode (2300 Finapres® an der
Mittelphalanx des linken Mittelfingers als auch oszilllometrisch am rechten
Oberarm (Welch Allyn Tycos®) bestimmt. Nach 3-facher Eichmessung erfolgte die
oszillometrische BD-Erfassung im viertelstindigen Abstand am rechten Oberarm.

Wahrend des BRR-Test wurden weitere Messungen im Anschluss an die
medikamenttse Hebung bzw. Senkung des BD durchgeflhrt, wobei zwischen den

einzelnen Infusionsphasen gemessen wurde (Abb. 3, Abb. 4 und Abb.5).
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Die kontinuierliche Finapres®-Messung hat sich vor allem fiir die zuverlassige
Erfassung der relativen BD-Schwankungen bewéhrt, wahrend die absoluten BD-
Werte von den oszillometrisch gemessenen Werten differieren konnten. So diente
diese Methode vor allem als Sicherheit und der Verlaufskontrolle des BD wahrend
des Experiments.

Fur die nachtragliche Beurteilung des respiratorischen Einflusses auf die MSNA
(Delius et al., 1972 b) wurde die Atemexkursion durch einen um den Thorax (THX)
gelegten Riemen bestimmt, der mit einem Dehnungsrezeptor verbunden war und
Aussagen {iber Umfangsdifferenzen zulieR (Pneumotrace®ll).

Die Korpertemperatur wurde initial (actherm® mod. ACT2000+) und nach der LPS-

Applikation in 30-mindtigen Abstanden oral gemessen.
2.5.4 Signalaufarbeitung

Die Signalaufarbeitung im Falle der HRV erfolgte wie bereits im Abschnitt
.Messung der Herzratenvariabilitat* erlautert.

Die kontinuierlichen  Ableitungen  (Mikroneurographie, Finapres®, EKG,
Atemexkursion, Mittelwert (MW) der Herzfrequenz) wurden online mit einer
Taktfrequenz von 200 Hz digitalisiert (Powerlap®) und mit der Software Chart for
windows v 4.2° auf dem PC aufgezeichnet (Abb. 5). Die Analyse der MSNA
erfolgte wie beschrieben durch die manuelle Auszahlung von bursts. Gezahlt
wurden ausschlie3lich die bursts, die in ihrer Amplitude 3-fach tGber der Amplitude
des Grundrauschens lagen. Eine Schwierigkeit bei der Aufzeichnung der MSNA
ist, dass die Ergebnisse bedeutend von der Elektrodenposition zum
Nervenfaszikel abhéngig sind. Eine Elektrodendislokation kann somit artefiziell zu
einer Abnahme der MSNA flihren. Bei der Datenanalyse wurde besonderer Wert
darauf gelegt, solche artefaktbedingten Veranderungen auszuschliel3en.
Messungen mit abrupten und persistierenden baseline-Veranderungen wurden
verworfen. Dariber hinaus fuhrten die Probanden zu Beginn und am Ende des
Experiments ein standardisiertes Apnoe-Manéver aus, welches regelméafiig, auch
unter sympathosuppressiven Bedingungen zu einer Induktion der MSNA-
Aktivierung fuhrt. Der jeweils grof3te MSNA-burst aus den Apnoe-Manbévern zu

Beginn und am Ende des Experiments wurden miteinander verglichen und die
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MSNA-Daten nur dann fir die weitere Analyse verwendet, wenn die Differenz der
Burstamplituden weniger als 10 % betrug. Das Experiment endete bei allen
Teilnehmern mit einer 10-minttigen Suchphase, wahrend der durch Adjustierung
der Elektrodenposition versucht wurde, eine Verbesserung der Aufzeichnungs-
qualitat zu erzielen. Gelang dies nicht, sicherte dies zusatzlich den Auschluss von
Messungen einer durch Elektrodendislokation verursachten MSNA-Reduktion.
Nach Bewertung mit diesen Kriterien konnten insgesamt 7 vollstdndige
Messungen pro Gruppe in die Studie eingeschlossen werden. Alle Messungen
wurden von demselben Beobachter analysiert, der hinsichtlich der Gruppen-
zugehorigkeit der jeweiligen Daten verblindet war. Wahrend der RP von 15 min
wurden die bursts in jeweils 5 x 3 min Abschnitten ausgezahlt und der Mittelwert
gebildet. Fur die Auswertung des BRR-Tests wurden die bursts wahrend der
einzelnen Infusionsstufen ausgezéhlt. Die MSNA wurde als Anzahl von bursts pro
Minute (Burstfrequenz) oder als Anzahl von bursts pro 100 HS (Burstinzidenz) als

arbitrare Einheit angegeben.

30



Material und Methoden
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2.5.5 Laborbestimmungen

Die ventsen Blutentnahmen flir die Messungen des Kortisols erfolgte mit 9 mi
Serum-Monovetten® (enthalten Gel / Gerinnungsforderer), die der Katecholamine
und des Adrenokortikotropen Hormons (ACTH) mit 2,7 ml bzw. 9 ml EDTA-
Monovetten® (enthalten Kalium EDTA 1,6 mg/ml Blut). Diese Parameter wurden
einmalig zu Versuchsbeginn (Zeitpunkt (Zp.) 0 min), dann direkt vor dem LPS /
Placebo-Bolus (Zp. 70 min) und anschliel3end halbstiindlich bis zum Versuchs-
ende entnommen (Zp. 250 min). Die Proben wurden direkt bei 4 °C mit 4000
U/min fur 10 min zentrifugiert (Sigma® ,Kihlzentrifuge*) und aus den ent-
sprechenden Monovetten® entweder 500 pl (Kortisol, ACTH) oder 1,2 ml
(Katecholamine) Serum bzw. Plasma in Reaktionsgefal3e abpipettiert. Die Proben
wurden bis zu ihrer Bestimmung bei - 80 °C gelagert.

Zu den Zeitpunkten (0 min), sowie (160 min) und (250 min) wurden weitere
Blutentnahmen durchgefihrt. Diese dienten der Bestimmung der Serum-
konzentrationen von IL-6 und TNF-a (2,5 ml Vollblut in mit 1 ml Heparin versetzten
5 ml Einwegspritzen) und wurden unmittelbar analysiert.

Zum ersten und letzen Zeitpunkt (O min und 250 min) wurden auch Proben fir die
Elektrolyte (9 ml Serum-Monovette), ein grofRes Blutbild (9 ml EDTA-Monovette)
und eine Gerinnungsanalyse (3 ml Citrat-Monovette mit 0,3 ml Tri-Natriumcitrat)
entnommen. Die fur die Studie insgesamt bendtigte Menge Blut betrug somit
240 ml je Proband.

2.5.5.1 Bestimmungsmethoden

Die Bestimmung der Serumelektrolyte und des Differentialblutbildes erfolgte
routinemanig direkt nach der Entnahme im Institut fur klinische Chemie, bzw. im
Institut fir Hamatologie der Universitat Lubeck.

Die Hormonbestimmungen (Kortisol, ACTH), sowie die Analyse der Katechol-
amine erfolgte im Labor der Medizinischen Klinik I mit kauflichen Assays bzw. der

high performance liquid chromatography (HPLC).
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ACTH: Lumitest ACTH®; Kortisol: Enzymun-Cortisol Test; AD und NA: HPLC
(Waters®) mit anschlieRender elektrochemischer Detektion nach der von Ericsson
und Persson erstmals beschriebenen Methode (Eriksson und Persson, 1982).

Die Zytokinbestimmung erfolgte in einem eigens eigerichteten Labor mit ELISA-
Kits der Firma Biosource®. IL-6: Plasma-Zytokine, Human IL-6 Ultra Sensitive;
Uberstand-Zytokine, Human IL-6 CytoSets; TNF-a: Plasma-Zytokine, Human TNF-
a Ultra Sensitive; Uberstand-Zytokine, Human TNF-a CytoSets.

2.5.6 Endotoxin-/ Placeboapplikation

Bei dem verwendeten Endotoxin handelte es sich um hochaufgereinigtes LPS,
das aus Escherischia coli 0:113 gewonnen wurde (U.S. Standard Reference
Endotoxin, Lot G1, Food and Drug Administration, Bethesda, MD). Es wurde in
einem Flaschchen (10000-IU vial) als steriles, lyophilisiertes Pulver angeliefert.
Dieses wurde mit 5 ml sterilem Wasser fur Injektionszwecke versetzt, so dass eine
fur die iv.-Applikation geeignete Flussigkeit mit einer Konzentration von 2000 1U/ml
vorlag. 1 ml entsprach 200 ng LPS. Den Probanden wurde randomisiert entweder
eine iv.-Bolusinjektion mit LPS (4 ng/kg Korpergewicht) oder ein Placebo in Form
von isotonischer NaCl-Losung verabreicht und anschlieBend mit 10 mi
physiologischer Kochsalzlosung gespult. Dabei wurden die Dosis und das

Verfahren aus der Studie von Suffredini et al. (1999) tibernommen.

2.6 Statistik

Nach Zusammenfassung der Daten erfolgte die Statistik mittels ,Analysis of
Variance* (ANOVA) fur allgemeine lineare Modelle mit dem Messwiederholungs-
faktor ,Zeit* und dem Gruppen-Faktor ,Behandlung®. Die Analyse wurde einerseits
intraindividuell durch den Vergleich der zwei RP vor und nach Substanzgabe und
dartber hinaus interindividuell mit den Phasen der Placebogruppe verglichen.

Zeigte die Ubergreifende ANOVA fur die jeweiligen analysierten Faktoren
signifikante Ergebnisse, wurde eine post-hoc Analyse fir die einzelnen Zeitpunkte

durchgefiihrt. Ein Greenhouse-Geisser korrigierter p-Wert < 0,05 wurde als
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signifikant definiert. Bei Paar-Vergleichen wurde ein Student T-Test als
Signifikanz-Test durchgefuhrt. Auch hier wurde ein p-Wert < 0,05 als

Signifikanzniveau definiert. Angegeben werden Mittelwerte + SEM.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung der Endotoxinapplikation

3.1.1 Allgemeinbefinden und Kérpertemperatur

Nach der Applikation des Endotoxins entwickelte sich nach einem symptomfreien
Intervall von ca. 45 bis 60 min eine grippedhnliche Symptomatik. Die Probanden
der Verum-Gruppe beschrieben ein starkes Krankheitsgeftiihl mit Kopf- und
Gliederschmerzen sowie Myalgien. Damit einhergehend, war eine deutliche
Reizbarkeit der Probanden zu beobachteten. Neben weiteren Symptomen wie
Nausea und peripherer Blasse, zeigten sich bei allen Probanden auch Anfélle von
Schittelfrost. Die Korpertemperatur war in der LPS-Gruppe zum Versuchsende
signifikant erhoht. Bezogen auf den Ausgangswert stieg die Temperatur um 5,2 %
auf einen Maximalwert von 38,1 + 0,3 °C. Unter Placebo-Bedingungen war
hingegen keine signifikante Temperaturerh6hung zu beobachten (Abb. 6).

*k

38,5

38.0 - —8— Verum
—O— Placebo

375

§§
37,0 -

36,5 ‘

Temperatur in °C

36,0 1

355

35,0

0,0/7/ . . . . : . . .

70 (Bolus) 100 130 160 180 220 250 280

Zeit in min
Abb. 6 Enorale Temperaturmessung von Endotoxin- (n = 10) und Placebo-Gruppe (n = 7)
Die Messungen fanden halbstiindlich ab dem Zeitpunkt der Bolusinjektion statt.
88 P < 0,01 fur den Faktor ,Behandlung; ** P < 0,01 fuir Zeitpunkt 250 min vs. 70 min.
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3.1.2 Zytokine Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a

Die Zytokinkonzentrationen wurden fur alle 11 Probanden der Verum-Gruppe und
fur 4 Probanden der Placebo-Gruppe bestimmt. Wie erwartet stiegen die Zytokine
IL-6 und TNF-a nach der LPS-Gabe als Ausdruck des aktivierten Immunsystems
signifikant an. Der maximale Messwert fir TNF-a zeigte sich 90 min nach dem
LPS-Bolus, wobei die Ausgangskonzentration von TNF-a nicht mehr als 1 %
hiervon betrug.

Die maximale Serum-Konzentration von IL-6 wurde erst nach 180 min gemessen.
Die Ausgangskonzentration betrug in diesem Fall 2 % des Maximalwertes. Zu den
entsprechenden Zeitpunken zeigten die Serum-Konzentrationen der beiden
Zytokine in der Placebo-Gruppe keine signifikanten Unterschiede. (Tab. 2; Abb. 7
und Abb. 8).

Tab. 2 Serumkonzentrationen TNF-a und IL-6

70 min 160 min 250 min

TNF-a LPS n=11 6,3 3,7 | 611,6
(pg/l) Placebo | n=3 22 + 07 2,6

I+
I+

1136 | 2926 + 66,5| 8§ | *
1,1 23 = 08

I+

IL-6 LPS n=11 21 + 12 96,0
(pg/l) Placebo | n=4 02 + 0,0 0,5

I+

2,0 1019 + 24 88§ *
0,3 23 = 15

I+

** P < 0,01 (fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit*); 8§ P < 0,01 (fur den Faktor ,,Behandlung")

36



Ergebnisse

800 - *k
—8— Verum
600 - —O— Placebo
s
£ 400 -
m
=
o
o
% 200
= 5§
D p
7/ T T T
70 160 250
Zeit {min)

Abb. 7 Serum-Konzentration von TNF-a von Verum- (n = 11) und Placebo-Gruppe (n = 4)
Ausgangsmessung zum Zeitpunkt der Wirkstoffapplikation (70 min) und im Anschluss 2
weitere Messungen im Abstand von 90 min. 88 P < 0,01 fur den Faktor “Behandlung*;
** P < 0,01 fur Zeitpunkt 160 min vs. 70 min.
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Abb. 8 Serum-Konzentration von IL-6 von Verum- (n = 11) und Placebo-Gruppe (n = 4)
Messzeitpunkte zum Zeitpunkt der Wirkstoffapplikation (70 min) sowie 2 weitere
Messungen im Abstand von 90 min. 88 P < 0,01 fur den Faktor ,Behandlung®; ** P < 0,01

fur Zeitpunkt 250 min vs. 70 min.
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3.1.3 Zellulare Immunantwort

Diese Parameter wurden bei allen Probanden der beiden Gruppen (Placebo:
n =7; Verum: n = 11) bestimmt. Sie dienten neben der klinischen Untersuchung,
dem Ausschluss einer vorbestehenden manifesten Infektion. Darlber hinaus
diente insbesondere die Leukozytendifferenzierung der Verifizierung einer durch
die Endotoxindmie bedingten Immunreaktion. Die Blutentnahmen fanden zu
Versuchsbeginn (Zp. 0 min) und 180 min nach LPS-Bolus (Zp. 250 min) statt.

180 min nach der LPS-Applikation war mit Ausnahme zweier Probanden bei allen
Probanden eine signifikante Leukozytose vorzufinden. In einem Fall lag eine
deutliche Leukopenie vor (< 1,6 Zellen /nl). Die Leukozytose beruhte vor allem auf
einer signifikanten Zunahme der neutrophilen Granulozyten, wahrend die Zahl der
Lymphozyten und Monozyten sank. In der Placebo-Gruppe zeigten sich nur ein
geringer jedoch signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl. Dieser beruhte im
Gegensatz zur Verum-Gruppe auf einer signifikanten Steigerung der Zahl der

Lymphozyten und auch die Monozyten waren erhoht (Tab. 3 und Abb. 9).

Tab. 3 Veranderungen der weifl3en Reihe des Blutbildes

LZ-Zahl
Verum (n =11) Placebo (n =7) P

(MW +/- SEM)

_ _ _ _ _ 0 | 250
Zeitpunkt 0 min 250 min P 0 min 250 min P ) ]

min | min

Gesamt LZ /n 58 + 06 | 83 + 1,1 | * | 48 + 04 (589 + 05 | *
Neutrophile /nl | 31 + 05 | 65 + 1,0 | * | 30 + 0,35| 3,4 = 03 §
Lymphozyten/nl | 20 + 0,1 | 05 + 006| * | 1,2 + 0,11| 1,9 + 0,2 | * | §§ | §§
Monozyten /nl 04 + 004| 01 = 002 * | 04 + 0,03| 05 + 0,04 8§
Neutrophile (%) |526 + 3,0 |774 + 4,7 62,0 + 35 57,6 + 2,4
Lymphozyten (%) (357 + 2,2 | 7,3 = 1,3 26,7 + 2,7 |31,8 + 22
Monozyten (%) | 80 + 09 | 04 + 0,2 88 + 07 | 90 + 06
*P < 0,05 ** P < 0,01 (fir den Messwiederholungsfaktor “Zeit")
8§ P <0,05 8§ P < 0,01 (fur den Faktor “Behandlung”)
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Abb. 9 Veradnderungen der weillen Reihe des Blutbildes. Die Zahl der Leukozyten zu
Versuchsbeginn (Zp. 0 min) sowie am Ende der Untersuchung (Zp. 250 min).
Erlauterungen zur Grafik im Textabschnitt zuvor. Tabellarische Ubersicht in Tab. 3.
* P < 0,05 (fur den Faktor ,Zeit") ** P< 0,01 (fir den Faktor ,Zeit").

3.1.4 Hormonelle Immunantwort

3.1.4.1 Plasmakatecholamine (Adrenalin und Noradrenalin)

Die Plasma-Konzentration von AD, sowie NA wurde fir 10 Probanden der Verum-
Gruppe und 7 Probanden der Placebo-Gruppe bestimmt. Sowohl die
Plasmakonzentration von AD als auch die von NA verdnderten sich bis 30 min
nach der Bolus-Injektion nicht signifikant. 60 min nach der Injektion von LPS zeigte
sich fir beide Katecholamine ein signifikanter Anstieg (Abb 10 und Abb. 11), der
im Falle des NA den Maximalwert 90 min nach der LPS-Gabe (Anstieg von 230,8
%) und im Falle des AD 150 min nach der LPS-Gabe (Anstieg von 92,8 %)
erreichte. Die Placebo-Injektion fiuhrte zu keinem signifikanten Anstieg der
Katecholamine. Eine Ubersicht der Messwerte befindet sich im Anhang (Tab. 8).
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Abb. 10
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Abb. 10 und Abb. 11 Noradrenalinkonzentration bzw. Adrenalinkonzentration von Verum-
Gruppe (n = 10) und Kontrollgruppe (n = 7).
* P < 0.01 fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit; 88 P < 0,05 fir den Faktor
,Behandlung".

o

40



Ergebnisse

3.1.4.2 Stresshormone: Adrenokortikotropes Hormon und Kortisol

Die Hormone wurden fir alle Probanden der Placebo-Gruppe (7) und der Verum-
Gruppe (11) bestimmt. Sowohl fur die ACTH-Konzentration als auch fir die
Kortisolkonzentration ergaben sich im Falle der Placebo-Gruppe wahrend des
gesamten Verlaufes bis zum Ende nach 250 min keine signifikanten Unterschiede.
Bei der Verum-Gruppe stiegen jedoch die Plasmakonzentrationen des ACTH und
auch die des Kortisols bezogen auf den Ausgangswert signifikant an. Die
maximale ACTH-Konzentration war bereits 150 min nach LPS-Bolus erreicht
(Anstieg um 4821,6 %). Das Kortisol erreichte seine maximale Konzentration erst
in der letzten Messung und somit 30 min nach maximalem ACTH-Wert (Anstieg
um 114,9 %).

Es ist zu bemerken, dass die LPS-Applikation bereits 30 min bevor ein
signifikanter Anstieg der ACTH-Konzentration verzeichnet werden konnte, zu
einem signifikanten Anstieg der Kortisolkonzentration gegentber der Kontroll-
gruppe fiihrte (Abb. 12 und Abb. 13). Eine tabellarische Ubersicht befindet sich im
Anhang (Tab. 9).
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Abb. 12
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Abb. 12 und Abb 13 ACTH- bzw. Kortisolkonzentration im Plasma von Verum- (n = 10) und
Placebo-Gruppe (n =7)
*» P < 0.01 fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit; 88 P < 0,01 fur den Faktor
.Behandlung“. Der Anstieg der Kortisolkonzentration ist bereits 30 min vor der ACTH-
Konzentration signifikant gegentiber der Kontrollgruppe zu diesem Zp. (+ P < 0,05).
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3.1.5 Kardiovaskulare Immunantwort

3.1.5.1 Einfluss von Endotoxin auf die Herzfrequenz

Die Hf wurde bei allen 11 Probanden der LPS-Gruppe und den 7 Probanden der
Placebo-Gruppe bestimmt. Nach der Placebo-Gabe war keine signifikante
Anderung der Hf zu beobachten. Die LPS-Gabe bewirkte, bezogen auf den
Ruhewert zum Zp. 0, eine Steigerung der Hf von 51,7 % zum Ende des
Experiments (Abb. 14).

*%

100 ~
90 ~
<
£ 80+
\a) Bolus 8§
N
c
)
& 70 \V
o
N
)
T 604
—&— Verum
50 —O— Placebo
0
/( T t t t t T t t t t T t t t t T t t t t T t t t t T
0 50 100 150 200 250
Zeit (min)

Abb. 14 Herzfrequenzen von 11 Probanden der Verum-Gruppe und 7 der Placebo-Gruppe.
Signifikanter Anstieg der Hf fir den Messwiederholungsfaktor ,Zeit* (** P < 0,01) und fur
den Faktor ,Behandlung“ (88 P < 0,01).
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3.1.5.2 Einfluss von Endotoxin auf die Herzratenvariabilitat

Die HRV-Messung wurde bei 9 Probanden der Verum-Gruppe und 4 Probanden
der Kontrollgruppe durchgeftihrt. Der Vergleich der 10-minttigen RP vor LPS-
Applikaton (Zp. 0 min) mit der folgenden RP (Zp. 160 min) zeigte in allen Power-
Spektren (TP, LF, HF) eine deutliche Reduktion der Frequenzvariabilitat. Der
Unterschied war fir alle 3 Power-Spektren signifikant (TP: P < 0,01; LF: P < 0,05;
HF: P < 0,05). FUr den Faktor ,Behandlung“ ergab sich nur im HF-Spektrum ein
signifikanter Unterschied (P < 0,05). Die Placebo-Gabe flhrte zu keinen
signifikanten Unterschieden (Abb. 15 a-c und Tab. 4).

a) Verum b) Placebo

4000 5000 -

*k
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3000 4 T

2000 4 i

2000 -
*k

1000 +

|
oﬂﬁiL l Nt B
DTP150 CILF760

Herzratenvariabilitat (power)
Herzratenvariabilitat {power)

0 0 Zeitpunkt (min) 0 160 0 160 0 160 Zeitpunkt (min)

16
HF Ll LF HF

g). LF/HF- Verhaltnis

LF/HF

o] 160 [} 160 Zeitpunkt (min)
Verum Placebo

Abb. 15 Herzratenvariabilitéat der Endotoxin-Gruppe (n = 9) und der Placebo-Gruppe (n = 4).
Abb 15 a) und Abb. 15 b) stellen die Werte (total power (TP) in hell-grau; low frequency
(LF) in weiss; high frequency (HF) in dunkel-grau) wahrend der zwei RP (Zp.0 u. Zp.160)
in der LPS- bzw. Placebo-Gruppe dar.
Abb. 15 c) zeigt den Vergleich des LF/HF- Verhéltnisses von Verum- (grau) und Placebo-
Gruppe (weiss). * P < 0,05 (Zp. 0 min vs. 160 min) ; ** P < 0,01 (Zp. 0 min vs. 160 min)

44



Ergebnisse

Tab. 4 Herzratenvariabilitat

Endotoxin (n = 9) Placebo (n = 4)

_ _ _ ) 0 160
HRV 0 min 160 min P 0 min 160 min P ) )

min | min

TP 2718,6 = 364,6(1746,3 + 256,8|**|2508,0 £ 395,9|2661,3 + 326,1
LF 1096,8 + 219,9| 608,2 + 93,8 | *| 911,5 * 339,9| 886,3 + 281,9
HF 544,1 + 134,7| 197,4 £+ 49,7 |*| 579,5 + 127,3| 604,3 £ 176,5 8
HF/LF 23 £ 03 39 £ 0,7 21+11 23 +11
* P <0,05 (Zp. 0 min vs. 160 min)
** P<0,01 (Zp. 0 min vs. 160 min)
8 P <0,05 (far den Faktor ,Behandlung")

3.1.5.3 Einfluss von Endotoxin auf den Blutdruck

Ausgewertet wurden die Messergebnisse der 7 Probanden der Placebo-Gruppe
und von 8 der 11 Probanden der LPS-Gruppe. Es wurden ausschliel3lich die
Probanden ausgewahlt, bei denen auch die MSNA ausgewertet werden konnte.
Beim Vergleich der 2 RP wéahrend der auch die MSNA erfasst wurde, zeigten sich
weder in der LPS-Gruppe noch in der Kontrollgruppe signifikante Veranderungen
des MAD. Auch fur den Faktor ,Behandlung” gab es keine signifikanten
Unterschiede wéhrend dieser Phasen.

Die Applikation von LPS fihrte nach 75 min zu einem leichten Anstieg des
systolischen BD um 11,7 %. Zu dem Zp. 145 min war der Unterschied fur den
Faktor ,Behandlung” signifikant. Bereits in der folgenden Messung unterschieden
sich die Werte nicht mehr signifikant von denen der Kontrollgruppe (Abb. 16). Fur
den Vergleich des BD der RP, sowie der BD-Messwerte des BRR-Tests siehe
(Tab. 10) im Anhang.
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Abb. 16 Verlauf des systolischen (Sys.), mittleren (Mittl.) und diastolischen (Diast.) Blutdrucks (oszillometrische Messung) wahrend des gesamten Experiments.
Dargestellt sind die BD-Werte von Beginn bis 180 min nach Applikation des LPS-Bolus. Die BRR-Tests folgen direkt den 2 markierten RP. Signifikanter Anstieg des
sys. BD fur den Faktor ,Behandlung“ zum Zp. 145 min (8 P < 0,05). Die Wirkung der Medikamente Nitroprussid sowie PE wahrend der BRR-Tests fiihrte zu
signifikanten Veranderungen des BD (** P < 0,01 fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit"). S. Tab. 7 u. 10 fiir die einzelnen Messwerte des BRR-Tests.
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3.1.5.4 Einfluss von Endotoxin auf die MSNA

Bei den meisten Probanden (n = 9), die LPS injiziert bekamen, trat nach
45 — 60 min Schuttelfrost auf, der zwischen 15 — 20 min andauerte. Dieses Zittern
fuhrte in der Mikroneurographie zu artefiziellen Signalen und bei einem Teil der
Probanden zu einem Verlust der initialen Ableitposition (siehe auch Kapitel 2.5.4),
so dass ein Teil der Messungen von der Datenanalyse ausgeschlossen werden
musste. Die Daten von 8 der 11 Probanden, die LPS erhalten hatten, konnten
vollstandig in die Auswertung aufgenommen werden. Bei einem weiteren
Probanden war die Ableitung bis zu der 2. baseline-Phase mdoglich, dann wurde
jedoch die urspringliche Ableitposition verloren, so dass der BRR-Test nicht
ausgewertet werden konnte. Am Ende der Versuchsreihe lag die einwandfreie
Ableitung in den Ruhephasen fir alle Probanden der Placebo-Gruppe (n = 7) und
die fur 8 der 11 Probanden der Verum-Gruppe vor. Fur die Auswertung des BRR
waren es allerdings aufgrund der im Anfang dieses Kapitels benannten Griinde
nur (n = 7). Die Applikation von Endotoxin flhrte zum Zeitpunkt der 2. RP (Zp. 160
min) zu einer bis zum Versuchende fortwéhrenden, signifikanten Reduktion der
MSNA. Der Mittelwert der ersten RP (Zp. 0 min) sank um 56,0 % (P < 0,01). In der
Kontrollgruppe war hingegen sogar ein signifikanter Anstieg der MSNA von 36,5 %
zu beobachten (P < 0,01) (Abb. 17 a).

Noch deutlicher wurden die Differenzen in Bezug auf die Burstinzidenz
(Abb. 17 b). Durch die Zunahme der Hf nach der LPS-Applikation ist die Anzahl
der bursts pro 100 HS in der zweiten RP relativ gesehen noch starker reduziert.
So ergab sich fur die Verum-Gruppe eine signifikante Reduktion der Anzahl von
bursts pro 100 HS von 65,9 % (P < 0,01). Die Anzahl der bursts pro 100 HS war in
der Placebo-Gruppe um 38,2 % gestiegen (P < 0,05). Die Unterschiede waren in
beiden Fallen (bursts/min und bursts/100 HS) auch fir den Faktor ,Behandlung®
signifikant (P < 0,01). Eine Ubersicht der Mittelwerte befindet sich in (Tab. 5) im
Kapitel 3.1.6.2.
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Abb. 17 MSNA vor und 90 min nach der Gabe von LPS (n = 8) und Placebo (n =7)
a) Burstfrequenz (bursts/min) b) Burstinzidenz (bursts/100 HS) in den 2 Ruhephasen (RPI
und RPII). 88 P < 0,01 fir den Faktor ,Behandlung”; ** P < 0,01 (Verum: Zp. 0 vs. Zp. 160
min). Mittelwerte in (Tab. 5).
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3.1.6 Kardiovaskulares Profil wahrend des Barorezeptor-Tests

In die Auswertung des BRR-Tests gingen die Daten von 7 Probanden der
Placebo-Gruppe und aufgrund der Ableitqualitéat die Daten von 7 der 11 Verum-
Probanden ein. Der Test wurde vor und nach der LPS-Injektion im Anschluss an

die Ruhephasen zu den Zeitpunkten 15 min und 175 min durchgefuhrt.

3.1.6.1 Blutdruck

Die Infusion von Nitroprussid fuhrte in beiden Behandlungsgruppen vor und nach
der Applikation von Endotoxin zu einem Abfall des MAD, wéhrend die PE-Infusion
eine Steigerung des BD bewirkte. Abfall sowie der Anstieg des MAD waren vor
und nach LPS-Injektion signifikant fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit* (P <
0,01). Obwohl in beiden Gruppen die Wirkung der Medikamente sehr ahnlich war,
zeigte sich vor allem diastolisch ein deutlicher BD-Abfall nach der LPS-Injektion.
Die diastolischen Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe waren nach
Nitroprussidinfusion signifikant niedriger (P < 0,05 fur den Faktor ,Behandlung®)
(Abb. 16 und Tab.10).

3.1.6.2 MSNA

Die MSNA zeigte wahrend des BRR-Tests in der Placebo-Gruppe vor und nach
Placebo-Applikation sowie in der Verum-Gruppe vor der LPS-Injektion die
typischen gegenregulatorischen Veradnderungen. Bei niedrigerem BD wahrend
Nitroprussid-Infusion stieg die MSNA, wohingegen die Aktivitat im Bezug auf die
.paseline“ bei der PE-Infusion abnahm. (P < 0,01 fur den Mess-
wiederholungsfaktor ,Zeit").

Nach der Injektion von LPS war die gegenregulatorische Funktion der MSNA
deutlich beeintrachtigt. Wahrend Nitroprussid in maximaler Dosis infundiert wurde
(Stufe N3 post LPS; Zp. 187,5 min) und der diastolische BD nicht nur niedriger im
Verhaltnis zum Ausgangswert, sondern auch signifikant niedriger als der
diastolische BD der Placebo-Gruppe zu diesem Zeitpunkt war, zeigte die MSNA

keinen signifikanten Anstieg. Bei einem Vergleich der MSNA zum Zp. der
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maximalen Nitroprussid-Dosis vor dem LPS-Bolus (Stufe N3z pra LPS; Zp. 27,5
min) mit der MSNA zum entsprechenden Zp. wahrend des 2. BRR-Tests (Stufe N3
post LPS; Zp. 187,5 min), lag die MSNA im 2. Test signifikant niedriger (P < 0,01).
Die Infusion von PE nach dem LPS Bolus bewirkte, dass die MSNA fast
vollstandig supprimiert wurde (1,8 + 1,1 bursts/min) (Tab. 5 und Abb. 18 a und
Abb.18 b).

Tab. 5 MSNA wéahrend der maximalen Infusionsstufen (N3 und P3) des Baroreflextests und
der Ruhephasen (RP I und RP II)

LPS(n=8); (‘n=7) Placebo (n = 7) P
BRR-Test vor LPS (1) nach LPS (Il) P | vor Bolus (I) Nach Bolus (I1) P 1
MSNA 1 N
(burst/min) Ns* | 496 + 541250 =+ 54 434 + 34| 504 = 41 8§
ANg' | 253 + 31166 + 6,8 234 + 40| 231 + 39
pst 6,2 + 3,6 1,8 = 11 10,3 + 3,7| 108 = 3,2 8
AP' | -199 + 35| 90 + 55| *[-113 + 1,4 [-193 + 372 §
Ruhephasen
vor BRR-Test RP I RP I RP I RP I
MSNA *% *%
(burst/min) 275 + 331|121 £+ 29 2000 £ 34| 273 £ 45 8§
MSNA
(burst/100HS) 454 + 531|155 + 35| **| 322 £+ 57| 445 + 80| * 88

*P <0,05 vor LPS(1) vs. nach LPS(I1) § P < 0,05 fur den Faktor ,Behandlung*
* P <(,01 vor LPS(I) vs. nach LPS(II) 88 P < 0,01 fuir den Faktor ,Behandlung”
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Abb 18 MSNA wéhrend des BRR-Tests. MSNA wéahrend der RP (baseline) und der einzelnen
Infusionsstufen (Ni3 = Nipruss; PE;.; = Phenylephrin) des BRR-Tests (Verum n = 7,
Placebo n = 7). Die Infusion von N und PE fihrte in allen Gruppen zu signifikanten
Unterschieden der MSNA. * P < 0,05 fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit* (getestet
wurden die entsprechenden Infusionsstufen N3 und PE;.; gegen die dem Mand&ver
vorgeschaltete Ruhephase (baseline). a) MSNA Verum vs. Placebo vor LPS. Es liegen
keine signifikanten Unterschiede der beiden Gruppen vor. b) MSNA Verum vs. Placebo
nach Endotoxinapplikation. Der Unterschied war signifikant fir den Faktor ,Behandlung”
8§ P <0,05.
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3.1.6.3 Herzfrequenz

Die Hf nahm wahrend der Infusion von Nitroprussid in beiden Gruppen zu und
erreichte im ersten Test vor Endotoxingabe in der Verum-Gruppe ein Maximum
von 71,8 £ 4,1 /min (P < 0,01 fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit"). Die
3. Infusionsstufe von PE fuhrte in dieser Phase reflektorisch zur Abnahme der Hf
auf ein Minimum von 51,5 = 2,4 /min (P < 0,01 fur den Messwiederholungsfaktor
,Zeit’). Die zwei Behandlungsgruppen zeigten vor dem Endotoxin-Bolus keine
signifikanten Unterschiede.

Im Verlauf des BRR-Tests nach LPS-Applikation ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Hf war in der LPS-Gruppe
wahrend des gesamten Tests deutlich hoher als die Frequenz in der Placebo-
Gruppe (P < 0,01 fur den Faktor ,Behandlung®) (Tab 6; Abb. 19 a und Abb. 19 b).

Tab. 6 Herzfrequenzen wahrend der Baroreflex-Tests

Endotoxin (n =8); ("n =7) placebo (n =7) P
| 1] P | 1] P {1 [l
Hf
| RP 60.6 + 20 784 + 31 | * 63.0 + 33 633 = 29 88
1/min
Hf .
| N3 729 + 47 872 + 48 |* 761 + 34 774 + 47
1/min
Hf .
. PE3s 521 £ 27 855 + 28 |* 541 £ 43 525 = 3.0 8§
1/min

Darstellung der Ruhephasen vor und nach Bolus (I u. Il) sowie der Hf, die wahrend der Infusion
von PE und N in Maximaldosis (PEs, N3) erreicht wurde. Zusétzlich gibt das Delta (AN3;, APEj;)
jeweils die Differenz der HF zur Ruhephase an. ** P < 0,01 fur 1. BRR-Test(l) vs. 2. BRR-Test(ll);
* P < 0,05 fir 1. BRR- Test(l) vs. 2. BRR-Test(Il); 8§ P < 0,01 furr den Faktor ,Behandlung®.
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Abb.19 Herzfrequenz wahrend der Ruhephasen (baseline) und der einzelnen Infusionsstufen
(N 13 = Nitroprussid; PE ;3 = Phenylephrin) des BRR-Tests (Verum n = 7, Placebo
n = 7). a) Messung vor Substanz-Gabe b) Messung nach Substanz-Gabe ** P < 0,01 fir
den Messwiederholungsfaktor ,Zeit"; 8§ P < 0,01 fur den Faktor ,Behandlung®.
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3.1.6.4 Kardiale und vaskulare Baroreflex-Sensibilitat

Um den BRR weiter zu charakterisieren und Aussagen Uber den ,set-point* und
die Baroreflexsensibilitat (BRS) machen zu konnen, wurde der BD zusétzlich
wéahrend der Ruhephasen und wahrend der Baroreflex-Stimulation mit der
aktuellen Hf sowie der aktuellen MSNA korreliert.

Wie aus Abb. 20 hervorgeht, sind die baroreflexbedingten Veranderungen der Hf
eingeschréankt. Die Applikation der vasoaktiven Medikamente und die damit
verbundene Hebung bzw. Senkung des BD hat nach der LPS-Injektion nur noch

einen stark eingeschrankten Einfluss auf die Hf.

100 -~
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<
E g0
A
N
c
S
o 70+
g
N
[<B)
L 60 ® Verum (post Bolus)
@ Verum (pré Bolus)
O Placebo (pra Bolus)
O Placebo (post Bolus)
50
0
/7/ T T T T 1
0 60 70 80 90 100 110
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Abb.20 Herzfrequenz im Verhdaltnis zum MAD. Weil3 (Placebo BRR-Test I); hell-grau (Placebo
BRR-Test Il); dunkel-grau (LPS-Gruppe BRR-Test I); schwarz (LPS-Gruppe BRR-Test ).

54



Ergebnisse

Ahnlich verhielt es sich mit der MSNA. Nach der Applikation von Endotoxin flihrten
die jeweiligen medikamentinduzierten BD-Verdnderungen zu signifikant kleineren
Differenzen der MSNA (P < 0,05 fur den Faktor ,Behandlung®) (Siehe Abb. 21 a
und Abb 21 b). Tab. 7 zeigt die Mittelwerte der BD-Differenz wéhrend der Infusion

von PE und N in ihrer maximalen Dosis sowie die Mittelwerte der Differenz der

MSNA zu diesem Zeitpunkt.

Tab. 7 Blutdruckdifferenzen wahrend der Baroreflex-Tests

Delta BDpiast) in mmHg

Delta MSNA in bursts/min

Placebo post Bolus (Ns)
Verum post Bolus (N3)
Placebo post Bolus (PEs)
Verum post Bolus (PEj)

-12,0
-15,4
8,7
6,5

+ + I+

I+

2,8
2,8
4,0
3,3

231 * 3,9
16,6 * 6,8
-19,3 * 3,2
-9,0 * 55

Differenz des BD in mmHg und der MSNA in bursts/min wahrend des BRR-Tests. Die Differenzen

jeweils zu den Zeitpunkten der hdchsten Infusionsstufe (Stufe 3) von PE und N.
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Abb. 21 MSNA vs. MAD. Die Abbildungen zeigen die Unterschiede von (a) Placebo-Gruppe und
(b) LPS-Gruppe vor und nach Wirkstoff-Applikation. Die flachere Regressionsgrade in der
Verum-Gruppe post Bolus verdeutlicht die geringere Reagibilitdit der MSNA auf BD-
Veranderungen. § P < 0,05 fur den Behandlungsfaktor ,Gruppe®.
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4 Diskussion

Nachdem in zahlreichen Studien die verschiedenen systemischen Reaktionen des
Korpers im Verlauf der Endotoxinamie untersucht wurden (Hotchkiss und Karl,
2003; Martich et al., 1993; Parillo et al., 1990), sollte diese Studie klaren, wie die
MSNA, als Teil des SNS, in der Anfangsphase einer septischen Reaktion reguliert
wird. Hierzu wurde den Probanden LPS injiziert.

Die Endotoxindmie fuhrte wie in den benannten Studien auch in diesem Versuch
nach ca. 60 min zu den charakteristischen Kklinischen Symptomen mit
Schuttelfrost, Zephalgien, Myalgien und einer Dysphorie. Die durch das LPS
induzierte Aktivierung von Leukozyten und Ausschuittung von weiteren endogenen
Mediatoren wie Zytokinen, die in der Folge die zentrale Freisetzung von Prosta-
glandinen (PG) bewirkten, fihrten zu einem Anstieg der Kdrpertemperatur (siehe
Abb. 6), der Hf (siehe Abb. 14) und den typischen Veranderungen im Blutbild. Die
Leukozytenzahl stieg. Den Hauptanteil der weissen Zellreihe machten hierbei die
neutrophilen Granulozyten aus. Die Zahl der Mono- und Lymphozyten fiel
hingegen (siehe Abb. 9). Wie erwartet stiegen auch die Zytokine TNF-a und IL-6
durch die LPS-Gabe stark an. Ahnliche Veranderungen sind bereits beschrieben
worden und zeigen, dass die LPS-Gabe in diesem Experiment die erwinschte
immunstimulatorische Wirkung entfaltete (Moser et al., 1963; Elin et al., 1981;
Suffredini et al., 1999).

4.1 Einfluss von Endotoxin auf das sympathische Nervensystem

Die hormonelle und katecholaminerge Reaktion auf einen Sepsisstimulus sind
ebenso wie die Verdnderungen der HRV in Tier und Humanstudien untersucht
worden. Bisher war es allerdings nur im Tierexperiment moglich, die SNS direkt in
afferenten und efferenten Fasern zu verschiedenen Organen zu bestimmen wie
zum Beispiel in denen des Herzens oder der Milz (Halinen et. al, 1977). Mills
(1990) gelang es, im Tierversuch mit Ratten die pragangliondre Aktivitdt des

Sympathikus zu bestimmen.
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4.1.1 Einfluss von Endotoxin auf die Kreislaufregulation

Generell zeigte sich bei Beobachtungszeitraumen bis zu 10 h nach LPS-Gabe,
dass die friihe septische Reaktion einen starken aktivierenden Stimulus fir die
korpereigenen Stresssysteme darstellten. Insbesondere wurde eine Aktivierung
von Teilen des SNS und der adrenokortikalen Achse beschrieben (Chrousous und
Gold, 1992). Ahnlich wie bei unseren Probanden stieg die Hf signifikant um ca.
34 % und die Plasmakatecholaminspiegel sowie auch die Konzentrationen der
Stresshormone ACTH und Kortisol sind erhoht (Michie et al., 1988 a, Michie et al.,
1988 b).

In einer Studie von Suffredini et al. (1989) an ebenfalls gesunden Probanden, die
eine identische LPS-Dosis erhalten hatten, zeigte sich in der Frihphase der
kardiozirkulatorischen Sepsisreaktion eine Zunahme des HMV, die sowohl auf
einer Herzfrequenzbeschleunigung wie auch auf einer Erhéhung der
Ejektionsfraktion beruhten.

Die Ursachen fur die Veranderungen der Kreislaufparameter sind vielgestaltig.
Eine zentrale Rolle spielt hierbei das Stickstoffmonoxid (NO)-System. NO, auch
als Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) bezeichnet, wird wéhrend der
Endotoxindmie in erhdhten Konzentrationen im Plasma nachgewiesen (Moncada
et al., 1991). NO ist ein wichtiger Faktor in der Regulation des vaskularen Tonus.
Erhohte Konzentrationen bewirken Uber endotheliale und direkt am GefaBmuskel
ansetzende Mechanismen eine Vasodilatation und eine Senkung des
systemischen Widerstands (Moncada et al., 1991; Rongen et al., 1994; Szabo,

2*_unabhangigen NO-

1995). In der Sepsis kann eine Induktion der Calcium
Synthetase in glatten Muskelzellen und Makrophagen beobachtet werden, die die
erhohten NO-Plasmakonzentrationen erklaren kdénnen (Moncada et al., 1991).
Eine periphere NO-induzierte Vasodilatation ist wahrscheinlich mitbeteiligt an der
Aktivierung des katecholaminergen Systems.

Halinen et al. (1977) konnten eine rasche reflektorische Barorezeptor-Antwort
nach LPS beobachten. Sie zeigten an Katzen, dass die Entladungsrate
sinuaortaler Barorezeptoren nach intravenés appliziertem Endotoxin sank, was zu

einer Aktivierung sympathischer Efferenzen zum Herzen und der Milz flhrte.
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Spéter zeigte man jedoch, dass auch barorezeptorunabhangige Mechanismen
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des SNS spielen. So stieg die SNA auch
nach der sinuaortalen Deafferenzierung (SAD) von Ratten nach der Applikation
von Endotoxin (Mills, 1990; Zhou et al., 1991, Zhou et al., 1992). Diese
Reflexantwort mit einer Steigerung sympathischer Aktivitét ist jedoch nicht immer
ausreichend, um eine BD-Senkung zu verhindern. Bond (1983) vermutete in
seiner Studie, dass die adrenerge, kompensatorische Antwort in Form einer
Vasokonstriktion, bei einer durch das Endotoxin induzierten Hypotension inhibiert
ist. Die Ursache hierin wird unter anderem in einer Inhibition der Neurotransmitter
Freisetzung gesehen (Person, 1981).

Eine andere Erklarung fir die unzureichende BD-Stabilisierung in der septischen
Reaktion konnte neben einer gestorten Katecholaminfreisetzung eine nicht
ausreichende, fehlende oder sogar supprimierte Aktivitat kreislaufregulierender
Anteile des SNS sein. Eine differenzierte Betrachtung der unterschiedlichen
Anteile des SNS wahrend der Endotoxindmie ist beim Menschen bislang noch
nicht erfolgt. Die Katecholaminmessung im Blut erlaubt nur eine sehr globale
Aussage Uber die Funktion des sympathischen Anteils des vegetativen
Nervensystems. Allerdings ist das sympathische System regional differenziert
aufgebaut und reguliert. Es ist durchaus vorstellbar, dass andere Innervations-
gebiete wie das Splanchnikusgebiet, das Herz und das pulmonale Stromgebiet in
der Sepsis vollstandig andere sympathische Aktivitditen aufweisen als das
Muskelgefal3bett. Untersuchungen, die die regionale Differenzierung des SNS
erfassen, wie die Bestimmung des regionalen ,Katecholamin-overspills® (Esler,
1995) oder die hochspezifische mikroneurgraphische Ableitung der MSNA sind
beim Menschen in der Sepsisreaktion bisher nicht erfolgt. In der aktuellen Studie,
die erstmals die Mikroneurographie zur Erfassung der MSNA in der
Endotoxindmie verwandte, konnte nachgewiesen werden, dass der Ast des
Sympathikus, der das MuskelgefalR3bett versorgt, in seiner Aktivitat stark erniedrigt
ist und somit wahrscheinlich nicht zu den erhéhten Katecholaminkonzentrationen

beitragt.
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4.1.1.1 Endotoxin-Einfluss auf die MSNA

In Anlehnung an bisher publizierte Daten wurde auch in dieser Studie zun&chst
von einer gesteigerten MSNA nach LPS-Gabe ausgegangen. Unerwartet zeigte
sich bei der Mehrheit der Probanden ein signifikanter Abfall der MSNA bereits
90 min nach der Applikation des E. coli Endotoxins, wahrend die Kontrollgruppe zu
diesem Zeitpunkt wie erwartet einen geringen signifikanten Anstieg aufwies (siehe
Abb. 17 a und Abb. 17 b). Die Steigerung der MSNA in der Kontrollgruppe beruht
wahrscheinlich auf einer Zunahme der Blasenfillung (Fagius und Karhuvaara,
1989) und der Muskelanspannung durch das lange Liegen (Mark et al., 1985).

Die niedrigere MSNA in der LPS-Gruppe kann nicht durch einen erhéhten BD und
eine baroreflexive Suppression erklart werden. Es konnte zwar eine signifikante
Erhohung des systolische BD in der Periode 75 — 90 min nach LPS festgestellt
werden, anschliel3end war der BD aber nicht mehr erhgoht. 105 min nach der LPS-
Gabe war im Gegenteil der diastolische BD sogar erniedrigt, was unter normalen
Umstanden die Aktivierung der MSNA hervorruft. Diese Verdnderungen des BD
stimmen mit den Beobachtungen von Suffredini et al. (1989) Uberein, die bei der
Applikation der gleichen Dosis von Endotoxin nach ca. 1 h eine leichte BD-
Erhdéhung, 3 h post Bolus jedoch einen Abfall des MAD beobachteten und ein
Minimum mit signifikant niedrigerem Druck nach weiteren 2 h beschrieben.
Moser et al. (1963) wiesen bereits in einer sogenannten ,Flush-Phase" ebenfalls
3 h nach i.v. LPS- Applikation eine Abnahme des MAD sowie die signifikante
Abnahme des berechneten totalen systemischen Widerstandes um 30 % unter die
Werte der Kontrollgruppe nach. Angesichts solcher Beobachtungen drangt sich
die Frage auf, ob nicht der BD-Abfall selbst nach Endotoxinapplikation durch die
Suppression der MSNA bedingt sein kann. Dafur konnte die zeitliche Korrelation
von BD-Abfall und MSNA-Suppression sprechen.

Die Ergebnisse der MSNA im Verhdltnis zum Verlauf des BD lassen sich am
besten durch eine Verschiebung des Baroreflexsetpoints in der frihen
Sepsisantwort nach LPS-Gabe erklaren. Das bedeutet, dass bei gleichen BD-
Werten eine niedrigere Aktivitat der MSNA besteht.

Zusammenfassend betrachtet, fihrte der Endotoxin-Bolus also zu einer Zytokin-

erhohung und bewirkte daneben eine deutliche Katecholaminerhéhung sowie
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einen initialen BD-Anstieg. 90 min nach dem Bolus, zum Zeitpunkt der zweiten
MSNA-ADbleitung war dieser passagere BD-Anstieg beendet, und der BD war auf
das Niveau vor LPS-Gabe zuriickgegangen. Die MSNA war zu diesem Zeitpunkt
deutlich erniedrigt, was sich am Besten durch eine Veranderung des Setpoints des
Baroreflexbogens erklaren lasst.

Ob auch eine Anderung der BRS durch die LPS-Gabe induziert wird, wurde durch

die Gabe vasoaktiver Substanzen untersucht.

4.1.1.2 Endotoxin-Einfluss auf den vaskularen Barorezeptorreflex

Uber den BRR ist die MSNA stets sehr eng mit dem aktuell vorherschenden BD
verknupft. Dabei ist die MSNA das Stellglied zur Erhaltung des BD auf einen
zentralnervos vorherbestimmten Wert, dem Sollwert bzw. Setpoint. Das bedeutet,
dass BD-Anstiege mit einer Suppression der MSNA, BD-Abfalle mit einem MSNA-
Anstieg beantwortet und ausgeglichen werden.

Die Testung des BRR ist ein etabliertes Verfahren, um die Funktion des muskulér
sympathischen Systems zu untersuchen.

Mit dem BRR-Test lieBen sich die Ergebnisse beziiglich der sympathischen
Regulation im Sepsismodell sehr gut ergdnzen. Zum einen konnte gezeigt werden,
dass die vaskuldre Reaktivitat auf PE erhalten ist. Das bedeutet, dass die
Erhohung der Katecholamine, die beobachtet werden konnte, nicht zu einer
Desensibilisierung der a-AR gefuhrt hat. Demgegenuber ist die Nitroprussidwirkung
120 min nach der LPS Gabe erhdht und fuhrt zu signifikant niedrigeren BD-Werten
in der hochsten Nitroprussid-Dosisstufe. Dies Ergebnis bestatigt die Beobachtung,
dass das NO-System eine wichtige Rolle in der fruhen Sepsis spielt (siehe
Kapitel 4.1.1). Offensichtlich demaskiert die Gabe des NO-Donators Nitroprussid
die Veranderungen des NO-Systems bei ansonsten normotonen Probanden.
Interessanterweise fihrte die starkere BD-Senkung durch Nitroprussid nicht zu
einer adaquaten Aktivierung der MSNA, wie vor der LPS-Gabe zu beobachten war
(Abb. 21). Das bedeutet, dass die LPS induzierte Immunantwort nicht nur das
Verhdaltnis BD / MSNA in Ruhe, also den Setpoint verdndert, sondern auch die
Sensitivitat des Baroreflexbogens. Diese Veranderungen sind besonders bei BD-
Senkung zu beobachten. Der BD-Anstieg flihrte zu einer adaquaten MSNA-
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Suppression. Diese Ergebnisse sind méglicherweise auch von klinischer Relevanz.
Sie sprechen flr einen gestoérten baroreflexiven Kompensationsmechanismus

insbesondere bei niedrigen BD-Werten.

4.1.1.3 Endotoxin-Einfluss auf den kardialen Baroreflex

Auch das Verhaltnis von Hf und BD war durch die LPS-Gabe deutlich veréndert.
Wie erwartet fuhrte die LPS-induzierte Immunantwort zu einer deutlichen
Herzfrequenzbeschleunigung (Martich et al., 1993; Suffredini et al., 1989). Damit ist
das kardiale sympathische System, im Gegensatz zum muskular-vaskuléaren, durch
das LPS aktiviert und die vagale Komponente hingegen reduziert. Die Analyse der
HRV lasst bezuglich des kardialen autonomen Systems ebenfalls den Schluss zu,
dass auch hier das LPS einen profunden Einfluss austibt. Die Messungen zeigten
wéahrend der Endotoxinamie zum Zeitpunkt der 2. RP in allen 3 power-Spektren
(TP, LF, HF) eine signifikante Abnahme der HRV (siehe Abb. 15 a und Abb. 15 b).
Dies ist charakteristisch fur die Einschréankung des regulatorischen Einflusses des
autonomen Nervensystems auf die Hf (Godin et al., 1996). Derartige
Veranderungen werden des Weiteren nur beobachtet, wenn sich die kardiale BRS
verandert (Grassi und Esler, 1999; Moak et al., 2007).

Die deutlichen LPS-Effekte auf die Hf in Ruhe mit einer Beschleunigung und
Abnahme der Variabilitat wurden noch um die Beobachtung ergénzt, dass
Herzfrequenzanpassungen an BD-Verdnderungen im Rahmen der Baroreflex-
testung fast nicht mehr stattfanden. Insbesondere die deutliche BD-Senkung hatte
keine adaquate Frequenzbeschleunigung mehr zur Folge. In Tierversuchen wurde
der Einfluss von Endotoxin auf die kardiale BRS bereits gezeigt. Die i.v.-Applikation
von Endotoxin bewirkte bei Schweinen einen Abfall der BRS (Voss et al., 2004).
Dem scheinbar widersprechend verdffentlichten (Rogausch et al., 2000) eine
Studie Uber die Zunahme der BRS von Ratten nach der intravendsen
Endotoxinapplikation. Hier ist allerdings anzumerken, dass die Messungen der BRS
auf der Berechnung des Quotienten von Pulsintervalldauer dividiert durch den MAD
beruhten. Dies ist als Mal3 fur die Sensibilitat jedoch nur eingeschrankt anwendbar,
da sich wie in diesem Kapitel beschrieben eine Entkopplung von BD-Regulation
und der Hf nach der Applikation von Endotoxin ereignet. Die kardiale BRS ist in
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seiner ist seine Reagibilitat auf BD-Verdnderungen, ebenso wie beim vaskularen

BRR zu beobachten, deutlich eingeschrankt.

4.1.2 Ursache der Endotoxin-Effekte auf die sympathische Funktion

Die Untersuchungen waren nicht darauf angelegt, die Ursache der beobachteten
Veranderungen darzulegen, so dass Erklarungesversuche an dieser Stelle nur
rein hypothetischer Natur sein kdnnen. Als Ursache fir eine Suppression der
MSNA kommen humorale (Hormone, Zytokine, Prostaglandine, etc.), chemische
oder direkte Einflisse auf ZNS-Ebene in Frage. Zentrale thermoregulatorische
Einflusse scheiden als Ursache einer MSNA-Suppression sehr wahrscheinlich
aus, da Nimi et al. (1997) zeigen konnten, dass die Erhohung der

Korperkerntemperatur zu deren Aktivierung fihrt.

4.1.2.1 MSNA-unabhangige Katecholaminerh6hung

Ein wichtiges Ergebnis dieser Studie ist, dass trotz der hochsignifikanten MSNA-
Erniedrigung, ein deutlicher Anstieg der Katecholaminspiegel zu beobachten war.
Dieser Befund lasst sich dahingehend deuten, dass bei den Probanden eine
Umverteilung der sympathischen Aktivitat erfolgte. Fir eine Umverteilung
sympathischer Nervenaktivitdt wahrend der Sepsis sprechen auch die
Beobachtungen von Moser et al. (1963), die einen erhthten pulmonalen
GefaBwiderstand bei erniedrigtem systemischen Widerstand feststellten.
Verschiedene immunologische Stimuli kdnnen zu lokal unterschiedlicher Aktivitat
sympathischer Efferenzen fluhren (Besedovsky et al., 1979; Niijima et al., 1991;
Terao et al., 1994; Pacak et al., 1998).

Die Erh6hung der Katecholamine aus anderen Organsystemen sorgt
wahrscheinlich fir eine Stabilisierung des BD auf physiologische Werte. Insofern
war die Erniedrigung der MSNA mdglicherweise Folge der Regulation des
peripheren Widerstands, durch Katecholamine aus anderen Quellen als der
MSNA. Dies allein ist allerdings keine hinreichende Erklarung fur den Befund,

dass die Infusion von Nitroprussid wahrend der Endotoxinamie zu einem
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vergleichsweise starkeren BD-Abfall fuhrte und gleichzeitig eine geringere,
bezogen auf den BD-Abfall, inadaquat niedrige MSNA-Erh6hung zu messen war.
Dies ist nur durch einen direkten hemmenden Einfluss der septischen Reaktion
auf die MSNA-abhéngige BD-Regulation zu erklaren.

Ob Zytokine wie TNF-a oder IL-6 fur die MSNA-Suppression verantwortlich sind,
ist unklar. Sie fuhrten in Tierexperimenten zu einer Aktivierung des Sympathikus,
wobei in diesen Studien die MSNA nicht spezifisch untersucht wurde (Besedovsky
und del Rey, 1996; Zhang et al., 2003).

Auch fur die veranderte Verteilung der Katecholaminsekretion konnte die Zytokin-
sekretion mitverantwortlich sein. Eine IL-1B-Erhéhung wahrend der Endotoxinamie
fuhrte im Tierexperiment zu einer erhoéhten sympathischen Aktivitat in den
Nervenfasern der Milz und des NNM, jedoch zur Suppression der renalen
Sympathikusaktivitdt (Koenig et al., 1990). Dies deutet auf eine zentrale
Modulation sympathischer Distribution hin (Niijima et al., 1991).

Die Bewertung eines Zytokineinflusses in der aktuellen Studie ist nur bedingt
moglich, da die Messungen nur an 3 Zeitpunkten durchgefuhrt wurden. Bei der
Studienplanung waren diese Daten vor allem zur Dokumentation des
systemischen, inflammatorischen Geschehens wahrend der Mikroneurographie
vorgesehen (Wilson et al., 2001). Der beobachtete Anstieg von TNF-a oder IL-6
zum Zp 90 min post Bolus kann sich daher auch schon sehr viel friher ereignet
haben als die beobachtete Suppression der MSNA. Andere Studien mit
frihzeitigeren und haufigeren Messwiederholungen zeigen bereits deutliche
Anstiege von TNF-a und IL-6 nach 30 bis 45 min (van Deventer et al.,1990).

4.1.2.2 Stickstoffmonoxid

Bestimmte NO-Level sind berlebenswichtig wahrend der experimentellen
Endotoxindmie. Die komplette Inhibition der Stickstoffmonoxidsynthetase (NOS)
fuhrte bei Tieren zu einem 100 %ig letalen Ausgang der Experimente (Nava et al.,
1991). Wang et al. (2000) zeigten, dass NO fur eine Depletion peripherer
Katecholaminspeicher sorgen kann, wobei dies unabhéangig von dem

Aktivierungsgrad des Sympathikus geschieht. Dies ist eine weitere Moglichkeit fur
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das Phanomen steigender Plasmakatecholamin-Konzentrationen bei einer
niedrigeren MSNA.

Des Weiteren besteht wahrend der Sepsis eine Stimulation der NOS im ZNS
(Wong et al.,, 1996), was zu einer erhdohten NO-Freisetzung im ZNS flhrt
(Liu et al., 1997) und sich auch auf das SNS auswirkt. Die intrathekale Injektion
eines NOS-Inhibitors bewirkte bei Tieren eine Steigerung der renalen
Sympathikusaktivitdt (Togashi et al., 1992). Dahingegen fuhrte die zentrale
Injektion von NO selbst zu einer tonischen Inhibition von renaler sympathischer
Nervenaktivitat (Harada et al., 1993). Ein weiterer Hinweis auf eine ZNS-
generierte Sympatikuswirkung des NO geht aus einer Studie von Tseng et al.
(1996) hervor. Sie zeigten, dass die Injektion von L-Arginin, das Substrat der NOS,
in den NTS oder die RVL eine verstarkte, dosisabhéngige Suppression der
sympathischen Nervenaktivitat bewirkte. Dieses Pha&nomen wurde zudem
zeitabhangig durch die intravendse LPS-Applikation potenziert. Post mortem
Analysen von Patienten, die an einem septischen Schock verstorben waren,
zeigten die Apoptose von Nerven- und Gliazellen in autonomen Zentren des ZNS.
Diese waren eng mit der NOS-Expression assoziiert (Sharshar et al., 2003).
Spekulationen eines direkten zentralen Einflusses von NO auf die MSNA sind mit
der aktuellen Studie weder zu beweisen noch zu widerlegen, sollten jedoch als ein
weiterer moglicher Faktor fir die Ursache einer Sympathikussuppression nicht

ubersehen werden.

4.1.2.3 Adrenokortikotropes Hormon und Kortisol

Die Beobachtung der Aktivierung der HHA-Achse nach der intravendsen
Applikation von LPS wurde bereits in Studien belegt (Beishuizen und Thijs, 2003).
Dieser Effekt ist dosisabhéngig (Vedder et al., 1999) und abh&ngig vom diurnalen
Rhythmus (Pollmacher et al., 1996). Als Ursache der Aktivierung kommen eine
Reihe von Faktoren in Frage, wobei deren Zusammenspiel nicht vollstandig
verstanden ist.

In diesem Versuch erreichte die Kortisol-Konzentration bereits vor der ACTH-
Konzentration das Signifikanzniveau (siehe Abb. 12). Dies kann auch wahrend der

chronischen Phase einer Sepsis beobachtet werden (Vermes et al., 1995). Ein
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Grund fur die schnellere Kortisolfreisetzung koénnte eine ACTH unabhéangige
Stimulation der Kortisolsekretion gewesen sein, so wie sie am Menschen bereits
fur IL-6 gezeigt wurde (Bethin et al., 2000). Vakharia et al. (2002) zeigten
allerdings bei in vitro Versuchen auch eine direkte Stimulation adrenokortikaler
Zellen durch das LPS.

Die Konzentration des Kortisols im Plasma spielt mdglicherweise auch eine Rolle
bei der Suppression der MSNA. Dodt et al. (2000) zeigten, dass die i.v. Injektion
von Hydrokortison im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer Suppression der
MSNA fuhrte. Dies geschah unabhangig von Baroreflexmechanismen.
Angenommen wurde damals ein direkter Einfluss auf das ZNS, wobei Kortisol
aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften die Blut-Hirn-Schranke gut passieren
kann. Fur eine solche Wirkung spricht, dass die intrathekale Glukokortikoid-
Applikation bei Ratten zu einem Abfall des BD fihrte (Tonolo et al., 1993;
van den Berg et al., 1990). Die Sympathikussuppression durch das Kortisol konnte
durch eine Hemmung sympathoexitatorischer ACTH- oder CRH-Effekte verursacht
sein (Dodt et al., 1998; Brown et al., 1982), aber auch ein direkter inhibitorischer
Einfluss des Kortisols auf das ZNS ist mdoglich. Bei Ratten wurden
Glukokortikoidrezeptoren im NTS gefunden, die eine solche Reaktion vermitteln
konnten (Reul und de Kloet, 1985).

4.1.3 Dysbalance des autonomen Nervensystems

In Anbetracht der Ergebnisse wird deutlich, dass die Endotoxinamie zu einer
allgemeinen autonomen Dysbalance fuhrt. Sowohl die supprimierte MSNA (siehe
Abb. 18 a und Abb. 18 b) als auch die HRV, die deutlich eingeschrankt ist (siehe
Abb. 15 a und Abb. 15 b), belegen dies. Die reduzierte HRV ist vor allem Zeichen
der Einschrankung der kardialen BRR-Kontrolle (Annane et al., 1999; Moak et al.,
2007). Die kardiale BRR-Kontrolle ist individuell unterschiedlich. Studien an
septischen Patienten zeigten, dass die vagalen und sympathischen Einflisse,
gemessen als HF- und LF-Spektrum der HRV, erheblich variieren kdnnen. Einige
Individuen weisen eher eine hohere LF-Restaktivitat auf, wahrend bei anderen

eine hohere HF-power zu beobachten ist. Beide power-Spektren sind eng mit der
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BRS verbunden (Moak et al., 2007). Das Verhéltnis von HF-power und LF-power
hat eine Bedeutung fir das ,outcome” von Sepsis-Patienten. So zeigten Winchell
und Hoyt (1996) oder Korach et al. (2001), dass ein erniedrigtes LF/HF Verhaltnis
bei diesen Patienten mit einer erhohten Letalitdtsrate assoziiert war. Die LPS-
Applikation bewirkte in der aktuellen Studie in der 2. RP eher einen Trend der
Steigerung dieses Verhdltnisses. Die Veranderung des LF/HF Verhaltnisses kann
entweder Resultat der Veranderung der LF-power oder der HF-power sein. Das
durchschnittlich jingere Alter der Probanden in dieser Studie verglichen mit dem
Probandenkollektiv aus den Sepsis-Studien, konnte die Studiendiskrepanz
beziglich des LF/HF-Verhaltnisses wahrend der frihen septischen Reaktion
erklaren. Mit dem jungeren Alter ist normalerweise auch eine bessere
Immunkompetenz verbunden. Daruber hinaus ist die Pramorbiditat der Sepsis-
Patienten zumeist hoher, so dass diese in ihrer immunologischen Abwehrfahigkeit
bereits kompromittiert sind.

Auffallend war, dass in einem Fall die LPS-Applikation ein deutlich geringeres
LF/HF- Verhaltnis bewirkte. In diesem Fall konnte zudem eine Hypothermie und
Leukopenie beobachtet werden, welches ebenfalls negative pradiktive Faktoren
fur die Sepsistiberlebensrate sind (Peres et al., 2004; Malone et al., 2001).

Das LF/HF Verhaltnis bzw. die erhthten vagalen Efferenzen in sich als
pathogenetischer Faktor zu betrachten, ist wie folgende Studien zeigten nicht
korrekt. Bei Ratten bewirkte namlich die Vagusstimulation nach einer letalen Dosis
von Endotoxin, dass Zytokine wie TNF-a in geringerem Ausmal} freigesetzt
wurden. Dies verhinderte die Entwicklung einer Schocksymptomatik (Borovikova
et al., 2000). Pavlov et al. (2003) oder Czura und Tracey (2005) zeigten, dass
Zytokine einen Einfluss auf die vagale Nervenaktivitat haben. Daruber hinaus
existieren Studien, die zeigen, dass ACh vice versa die Freisetzung
inflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1B, IL-6, IL-18) in LPS-stimulierten humanen
Makrophagenkulturen bewirkte. Dieser Effekt wurde Uber nikotinerge Rezeptoren
vermittelt (Borovikova et al., 2000). Ein interessanter Studienansatz ware, den
Einfluss vagusmodulierender Substanzen auf die MSNA unter Endotoxinamie-

Bedingungen zu untersuchen.
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Generell wird deutlich, dass die Balance des autonomen Nervensystems eine
wichtige Rolle wahrend der Sepsis spielt. Unklar ist bislang jedoch, ob es méglich
ist, durch die gezielte Beeinflussung von Anteilen des Vagus bzw. Sympathikus

einen therapeutischen Nutzen zu erlangen.
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5 Zusammenfassung

Die Friuhphase der Sepsis ist durch eine Erniedrigung des vaskularen Widerstands
gekennzeichnet. In dieser einfach-blind angelegten Studie wurde die muskulare
sympathische Nervenaktivitat (MSNA), ein wesentlicher Faktor der Barorezeptor-
vermittelten Blutdruckregulation, wahrend der Endotoxinamie untersucht.

18 gesunde mannliche Probanden wurden randomisiert. 11 von ihnen erhielten
das Verum (E. coli Endotoxin: 4 ng/kg Korpergewicht) und 7 ein Placebo
(physiologische NaCl-Lsg.). Die MSNA wurde vor und 90 min nach der Applikation
des Endotoxin-Bolus mikroneurographisch erfasst. Zeitgleich erfolgte die Messung
des Blutdrucks, der Herzfrequenz und der Herzratenvariabilitat. Der
Barorezeptorreflex (BRR) wurde ebenfalls vor und ein zweites mal 120 min nach
dem Endotoxin-Bolus mittels der Injektion vasoaktiver Medikamente (Nitroprussid
und Phenylephrin) getestet. Weiterhin erfolgte in regelmal3igen Abstanden die
Messung der Plasmakatecholamine, der Kdrpertemperatur, der Leukozyten und
Zytokine TNF-a und IL-6 sowie der Stresshormone.

Die Injektion von Endotoxin flhrte zu einer typischen Grippesymptomatik mit
Korpertemperaturerhdhung und einem Herzfrequenzanstieg. Die Serum-
Konzentration der Leukozyten und Zytokine stieg an. Ohne dass zeitgleich
signifikante Blutdruckunterschiede beobachtet werden konnten, war die MSNA
90 min nach der Endotoxin-Injektion deutlich supprimiert, wahrend die Plasma-
katecholamine stiegen und auch die Stresshormonkonzentration erh6ht war. In der
Kontrollgruppe zeigte sich demgegenuber sogar ein leichter Anstieg der MSNA.
Die Blutdruckregulation via vaskularer und kardialer Barorezeptor-Mechanismen
war 2 h nach der Endotoxin-Injektion deutlich eingeschrankt, was sich vor allem
wahrend der Infusion von Nitroprussid in einer Abnahme sowohl der vaskularen
als auch der kardialen Barorezeptorsensibilitit sowie einer Entkopplung der
Herzfrequenz von Barorezeptorreflex-Mechanismen zeigte.

Ursache fur die supprimierte MSNA ist wahrscheinlich eine barorezeptorvermittelte
Verschiebung des Soll-Wertes des Verhaltnisses von Blutdruck zur MSNA
(Barorezeptor-Setpoint). Die  zeitgleich  erhohten  Plasmakatecholamine

widersprechen der supprimierten MSNA nicht, sondern sind eher Ausdruck einer

69



Zusammenfassung

veranderten Distribution sympathischer Nervenaktivitat, die mit einer Umverteilung
der Katecholaminsekretion einhergeht.

Die aktuelle Studie zeigt also erstmalig die Veranderungen der MSNA wahrend
der Endotoxinamie. Die MSNA ist unabhangig vom Blutdruck deutlich supprimiert
und die Barorezeptorsensibilitat reduziert. Eine definitive Aussage in Bezug auf die
zugrundeliegenden Mechanismen zu treffen, ist aufgrund des Studiendesigns
jedoch nicht mdglich. Es ist zu vermuten, dass Ubergeordnete zentralnervise
Einflusse, mdglicherweise durch den Einfluss von Stickstoffmonoxid oder auch
immunogenen sowie hormonell bedingten Regulationsph&nomenen, eine wichtige
Rolle in der initialen Sympathosuppression in der Frihphase der Sepsisreaktion

spielen.
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Anhang

7 Erganzende Tabellen

Tab. 8 Konzentration der Plasmakatecholamine

0 min 70 min 100 min 130 min
P
LPS
NA 2226 + 253 1358 + 11,2 162,7 + 11,2 614,7 + 260,3
(n =10)
Placebo
pg/mi n=7) 256,9 + 26,6 169,7 + 26,1 1896 + 211 1906 + 18,6
n=
P
LPS
AD 62,3 + 129 51,4 + 99 52,8 + 8,8 720 = 17,2
(n=10)
Placebo
pa/mli =7 46,0 = 75 46,6 + 9,3 524 + 9,6 48,6 + 9,6
n=
160 min 190 min 220 min 250 min
P ++
LPS
NA ( 10) 736,3 + 1306 | 6025 + 99,1 | 6741 + 84,6 | 4320 * 101,1 | ** | 88§
n=
Placebo
pg/mi =7 196,0 + 18,9 1996 + 18,1 | 2539 + 69,8 | 1879 + 29,6
n=
P +
LPS
AD 96,2 + 19,9 91,4 + 20,2 | 1201 + 17,8 | 1094 + 18,7 * | 8§
(n=10)
Placebo
pa/mli (=7 553 +* 8,9 50,6 * 7,8 654 + 11,0 63,3 + 11,6
n=

** P < 0,01 (Messwiederholungsfaktor ,Zeit")
88 P < 0,01 (fur den Faktor ,Behandlung®)
+ P <0,05 (Placebo vs. Verum)

* P < 0,01 (Messwiederholungsfaktor ,Zeit")

++ P < 0,01 (Placebo vs. Verum)

85




Anhang

Tab. 9 Plasmakonzentration der Stresshormone

0 min 70 min 100 min 130 min
+
) Endotoxin
Kortisol 175 + 1,8 108 + 1,8 115 + 1,7 148 + 1,8
(n=11)
Placebo
pg/ml 153 + 1,1 10,8 + 1,2 96 + 1,1 85 + 1,2
(n=7)
Endotoxin
ATCH 242 + 3,7 170 + 26 183 + 25 776 + 24,9
(n=11)
Placebo
pg/ml 16,9 + 3,0 156 + 14 130 + 16 12,1 + 1,4
(n=7)
160 min 190 min 220 min 250 min
++ ++ ++ ++ P
) Endotoxin
Kortisol 229 + 1,2 27,7 + 1,5 32,6 + 1,6 37,6 + 1,7 | ** | 88
(n=11)
Placebo
pg/ml 8,3 + 1,1 9,3 * 1,3 10,0 + 1,9 13,7 + 2,5
(n=7)
+ ++ ++ ++
Endotoxin
ATCH (n=11) 2325 + 57,2|6273 + 124,2| 11930 + 35410379 <+ 80,1 |* | 88§
n=
Placebo
pg/mi =7 12,7 + 0,9 12,4 + 1,5 34,9 + 214 21,5 + 4,3
n=

*%

P < 0,01 ( fur den Messwiederholungsfaktor ,Zeit")

88 P < 0,01 (fur den Faktor ,Behandlung®)

+

P < 0,05 (Placebo vs. Verum)
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Tab. 10 Charakteristische Punkte im Verlauf der Blutdruckmessungen

endotoxin (n = 8) placebo (n =7)
| Il P |1 I I
SYS. RP 1294 + 3,7 1357 + 43 1256 + 3,2]1269 + 27
(mmHg)
N3 1205 + 40|113,7 + 50 |* 1193 = 45 |118,7 = 53
AN; 90 + 18| -170 + 46 43 + 27| -109 + 4,0
PE; |142,4 + 4,4|140,7 + 2,7 1347 + 451346 + 43
APE; | 153 + 3,2 92 + 48 97 + 3,0 77 + 35
Diast. RP 710 + 19 66,1 + 49 714 + 23 71,7 + 2,6
(mmHg)
N3 60,3 + 16| 503 + 24 |*| 590 + 26| 61,0 = 3,0 8§
AN; -110 + 10| -154 + 28 -10,3 + 13| -120 + 2.8
PE; 820 + 29| 761 + 29 |* 81,3 + 41| 80,7 + 46
APE; | 109 % 25 87 + 40 10,2 + 24 65 + 33
MAD | RP 913 + 25| 923 + 3,0 895 + 24| 90,1 + 24
(mmHg)
N3 80,3 + 23| 714 + 34 |*| 791 + 28| 802 =+ 37
AN; -103 + 11| -16,0 += 3.3 -83 + 14| -116 + 3,0
PE; 102,1 + 3,2 97,7 + 2,7 |* 99,1 + 44 98,7 + 43
APE; | 123 * 273 88 + 37 100 + 25 69 + 32

* P <0,05(Zp.l1vs. Zp. )

8§ P < 0,05 (fur den Faktor ,Behandlung®)
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