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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Dem Gastrointestinaltrakt des Menschen kommen zwei
entgegengesetzte Aufgaben zu. Auf der einen Seite missen Substanzen, die
fur den Stoffwechsel wichtig sind, resorbiert werden. Auf der anderen Seite
muss der Korper Resorptionsbarrieren fir toxische Stoffe aufrechterhalten und

Keime mit schadlicher Potenz eliminieren [13].

Im Gastrointestinaltrakt finden sich aber auch Keime, die als Kommensalen fur
den Korper von Nutzen sind und als residente Flora bezeichnet werden. Da die
Flora fur den Kdrper nicht schadlich ist, besteht eine ihrer Aufgaben darin, ein
Wachstum von Keimen mit schadlicher Potenz durch ihr eigenes Wachstum zu
verhindern [13, 96].

Es ist bekannt, dass es nach einer langeren antibiotischen Behandlung zu
Infektionen des Gastrointestinaltraktes kommen kann. Ein klinisches Beispiel
hierfir liefert die pseudomembrandse Colitis, die nach Gabe antibiotischer
Substanzen auftreten kann. Hierbei kommt es durch die antibiotische
Behandlung zu einer Verminderung der Anzahl von residenten Keimen
zugunsten von Clostridium difficile und damit zu einer hamorrhagischen
Enterocolitis [51].

1.2 Interaktion des enterischen Nervensystems mitd  em Immunsystem

Die Darmwand zeigt einen mehrschichtigen Aufbau. Unter einer durch

Zotten und Mikrovilli stark vergrél3erten resorptiven Oberflache befindet sich die
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Lamina propria, die mit Immunzellen, vor allem Mastzellen, und Nervenfasern
besetzt ist. Dort befinden sich auch zahlreiche Nervenfasern des enterischen
Nervensystems, die den sogenannten Plexus submucosus bilden, welcher fur
die Innervation der Schleimhaut zustandig ist. Die Peristaltik des Darms wird
durch die Tunica muscularis propria mit einer quer- und langsgerichteten
Muskulatur gewéhrleistet und durch den Plexus myentericus innerviert. Eine
Ubergeordnete Regulation der physiologischen Vorgdnge im Darm erfolgt
vorwiegend durch vagale Nervenfasern [77]. Interaktionen zwischen
Immunzellen und afferenten Neuronen wurden in zahlreichen Arbeiten
beschrieben. Williams et al. konnten zeigen, dass Mastzellen in der intestinalen
Mukosa eng mit afferenten vagalen Nervenfasern assoziert sind [105]. Die
Arbeit von Jiang et al. lieferte einen weiteren Hinweis auf die Assoziation
zwischen Mastzellen und vagalen afferenten Nervenfasern. Sie zeigten, dass
Mastzellmediatoren, wie Histamin und Serotonin, nach ihrer Freisetzung

mesenteriale afferente Nervenfasern stimulieren kénnen [43].

Weiterhin innervieren den Darm nicht nur vagale, sondern auch spinale
afferente Nervenfasern. Die Projektion afferenter Signale in das Zentrale
Nervensystem (ZNS) kann somit Gber den N. vagus oder Uber spinale Fasern
erfolgen. Es wird angenommen, dass uUber den Vagus hauptséchlich Signale
Uber physiologische Ereignisse, wie Peristaltik, in das ZNS weitergeleitet
werden, wohingegen Uber spinale Afferenzen vorwiegend pathologische und
nozizeptive Stimuli ihren Eingang in das ZNS finden [27, 28].

Der Nucleus tractus solitarius (NTS) ist ein im Hirnstamm gelegener
Hirnnervenkernkomplex, der neben Fasern fur die Geschmacksempfindung
auch allgemein- und speziell viszerosensible afferente Nervenfasern aus der
Peripherie erhalt. Es ist bekannt, dass viszerosensible Afferenzen des N.vagus
aus dem Intestinum in den Nucleus tractus solitarius projizieren [104]. Zudem

kommt es nach Iokaler Gabe bestimmter Allergene und einer damit
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einhergehenden Mastzellaktivierung in der Lamina propria zu einer Aktivierung
Fos-positiver Neuronen im NTS [50]. Somit konnen Signale Uber eine
Aktivierung von Immunzellen im Darm, wie beispielsweise bei Entzindungen,

an den NTS im ZNS fortgeleitet werden.

1.3  Aufbau und Wirkung von Lipopolysacchariden

Lipopolysaccharide (LPS) sind Molekiile, die in der bakteriellen Zellwand
gramnegativer Zellen, wie Escherichia coli (E.coli), zu finden sind. Sie
entwickeln pathogene Potenz, wenn eine Bakterienzelle lysiert und die in die
Zellmembran eingelagerten LPS-Molekile freigesetzt werden.
Lipopolysaccharidmolekile setzen sich funktionell aus zwei Bestandteilen
zusammen. Das O-Antigen besitzt antigene Eigenschaften und ermdglicht die
Anbindung an die Zielzelle, wohingegen das Lipid A die toxischen

Eigenschaften des Molekiils vermittelt [96].

Lipopolysaccharide spielen eine groR3e Rolle bei bakteriellen Infektionen des
Gastrointestinaltraktes. Sie koénnen beim Menschen bei Ubertritt in den
systemischen Kreislauf zur Ausbildung eines septischen Schocks fuhren. Es ist
bisher unklar, ob LPS im physiologischen Zustand in der Lage ist, den dichten
Aufbau der Epithelschicht des Darms, bestehend aus tight-junctions, zu
Uberwinden und in der Folge Nervenendigungen in der Lamina propria zu
sensibilisieren oder gar in den systemischen Kreislauf tberzutreten [1]. Bei
gestorter Homoostase, die haufig bei Intensivpatienten vorliegt, kann jedoch

eine bakterielle Translokation und somit auch ein Ubertritt von LPS erfolgen [2].

Die Eigenschaft von LPS mesenteriale afferente Nervenfasern zu
sensibilisieren, wurde von Liu et al. untersucht. Es zeigte sich, dass systemisch
appliziertes LPS mesenteriale afferente Nervenfasern sensibilisieren kann.

Dartber hinaus trat nach LPS-Gabe eine passagere Hypersensibilitat fur
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mechanische Reize und 5-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) auf. Weiterhin
wurde in dieser Arbeit die pharmakologische Regulation dieser Hypersensibilitat
untersucht. Die vorherige Gabe des Prostaglandin-E; Syntheseinhibitors
Naproxen (10 mg kg?) fiihrte zu einer Abnahme der Sensibilisierung
mesenterialer afferenter Nervenfasern gegenuber 5-HT und mechanischer
Dehnung nach LPS-Gabe. Im Gegensatz dazu hatte die Gabe von
Aminoguanidin (15 mg kg™), einem Inhibitor der induzierbaren NO-Synthase,

eine Zunahme der Sensibilisierung zur Folge [55].

1.4 Klinische Relevanz der viszeralen Sensibilitat

Die viszerale Sensibilitat spielt bei Patienten mit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen (IBD) und Reizdarmsyndrom (IBS) eine bedeutende Rolle.
Patienten mit IBS haben trotz geringer pathomorphologischer Veranderungen
des Darms eine ausgepragte abdominelle Schmerzsymptomatik, wohingegen
bei IBD-Patienten mit schweren morphologischen Veranderungen der
Darmwand haufig eine verhaltnismalig moderate Schmerzsymptomatik besteht
[6, 85]. Weiterhin ist bekannt, dass der Einfluss psychischer Stressfaktoren bei
Patienten mit IBS eine bedeutendere Rolle in der Pathogenese spielt als bei
Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen [69]. Diese
Beobachtung legt nahe, dass das zentrale Nervensystem einen wichtigen

Einfluss auf die Entstehung und Modulation viszeraler nozizeptiver Stimuli hat.
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Fragestellungen

Ziel dieser Studie war es damit folgende Fragen zu untersuchen:

. Kommt es nach intrajejunaler und/oder systemischer Gabe von LPS zu

einer Aktivierung im NTS bei der Ratte?

. Welche Mechanismen liegen der Aktivierung im ZNS nach systemischer

Gabe von LPS zugrunde?

. Liegt gegebenenfalls einer Aktivierung von Neuronen im ZNS eine

systemische Aufnahme von LPS zugrunde oder eine lokale Wirkung im

Darm mit Weiterleitung lokal getriggerter Signale?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden an mannlichen Wistar-Ratten durchgefuhrt. Das
Gewicht der Tiere betrug zwischen 300 und 400 g. Die Tiere wurden unter
standardisierten Laborbedingungen gehalten (12:12 Stunden hell/dunkel
Zyklus; Beginn des Lichtzyklus um 6 Uhr 30) und erhielten Trockenfutter sowie
Trinkwasser ad libitum. Die Experimente wurden zuvor durch die
Tierversuchskommission des Regierungsprasidiums Tubingen genehmigt.
2.2 Versuchsdurchfihrung
2.2.1 Ubersicht
Tag 0: Implantation eines Polyethylenkatheters in das proximale Jejunum
Tag 4: Abschlussexperiment nach Protokoll 1 oder 2.

Protokoll 1:

Perfusion des Jejunalkatheters mit Lipopolysaccharid-Losung oder mit NaCl-

Losung zu Kontrollzwecken.

Protokoll 2:

Intraperitoneale Applikation von LPS- oder NaCl-Losung zu Kontrollzwecken.

Gegebenenfalls Applikation von Medikamenten vor LPS-Gabe.
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Nach Durchfihrung von Protokoll 1 und 2:

Gabe einer Pentobarbitaliberdosierung und Blutprobengewinnung zur
Bestimmung der Serum-LPS Konzentration. Nachfolgend Perfusion des Tieres
mit NaCl und Formalinlésung sowie Entnahme des Gehirns zur

immunohistochemischen Untersuchung.

2.2.2 Implantation des Jejunalkatheters

Die préaoperative Nahrungskarenz der Tiere betrug 12 Stunden. Die
Narkose fiuir den abdominellen Eingriff zur Implantation des Katheters wurde mit
Diethylether aufrechterhalten (inhalative Applikation). Nach Rasur, Desinfektion
und steriler Abdeckung des Operationsfeldes erfolgte die Laparotomie durch
einen medianen Langsschnitt. Es wurden die Haut, Linea alba sowie das
Peritoneum scharf durchtrennt und anschlieRend das Omentum majus
zusammen mit dem Dunndarmkonvolut nach kranial umgeschlagen, der
proximale Anteil des Jejunums dargestellt und 0,5 cm distal der Flexura
duodenojejunalis antimesenterial er6ffnet. Ein Polyethylenkatheter mit 0,5 mm
Innendurchmesser und 1,0 mm Auf3endurchmesser wurde in das Lumen
eingebracht. Die Fixation des Katheters am Dunndarm geschah mit Hilfe einer
Tabaksbeutelnaht. Der Katheter war zuvor durch Erwarmen an einer Flamme
so geformt worden, dass an der Katheterspitze eine Krempe als Widerlager
entstand, um eine spéatere Dislokation des Katheters zu vermeiden. Der
Katheter wurde dann tUber den linken Leberlappen, subdiaphragmal durch das
Peritoneum und subkutan bis zum Nacken des Tieres ausgeleitet. Hier erfolgte
die Fixation mit einem Pflasterfahnchen und einer Naht. Die Bauchdecke wurde
mit einer fortlaufenden Naht verschlossen. Der Verschlul® des Katheterlumens
erfolgte mit einem Vaselinepfropf. Nach Narkoseende blieben die Tiere bis zum
vollstdndigen Erwachen Uberwacht. Sie erhielten postoperativ Standardfutter

ohne Zusatze.
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2.2.3 Abschlu3experimente und Gewebeentnahme

2.2.3.1 Versuchsablauf bei intrajejunaler LPS-Gabe

Die operierten Tiere wurden zunachst gewogen und anschliel3end in
sogenannte Bollmannkafige gesetzt, die ein Umherlaufen der Tiere verhindern.
Diese Kéfige stellen damit sicher, dass sich das Versuchstier wahrend des
AbschluRexperiments ruhig verhalt und folglich die Infusion von Lésungen in
den Katheter korrekt erfolgt. Der am Nacken des Tieres ausgeleitete Katheter
wurde mit einer stumpfen Hohlnadel kandliert und mit 0,1 ml Leitungswasser
gespult. Im AnschlulR daran erfolgte die kontinuierliche Infusion der
Lipopolysaccharidlésung (E.coli-LPS 0111:B4, 10 mg ml*, Gesamtvolumen: 2
ml) mit Hilfe einer Infusionspumpe. Die Dauer der Perfusion betrug 180 Minuten
bei einer Flussrate von 0.011 ml min™. Nach einer Latenzzeit von weiteren 180
Minuten wurde das Versuchstier durch eine intraperitoneale Injektion von
Pentobarbital getdtet. Anschliel3end wurde der Katheter mit einer Tintenldsung
perfundiert, um die Dichtigkeit des Katheters zu kontrollieren und eine

Extravasation der applizierten Lipopolysaccharidlosung auszuschliel3en [4].

Abb. 1: Versuchsablauf bei intrajejunaler LPS-Gabe anhand eines Zeitstrahls

Intrajejunale Totung
LPS-Gabe
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e I

| | >
I | g

Oh 3h 6h
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2.2.3.2 Versuchsablauf bei systemischer LPS-Gabe

Wie unter 2.2.3.1 beschrieben wurden die Tiere gewogen und in
Bollmannkafige gesetzt. Dann wurde 1 mg kg* Tiergewicht E.coli-LPS
(0111:B4) intraperitoneal verabreicht. 180 Minuten nach LPS-Gabe wurden die
Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital getotet. Der

weitere Versuchsablauf erfolgte wie unter 2.2.3.1 beschrieben.

2.2.3.3 Versuchsablauf bei systemischer LPS-Gabe un d vorheriger
Gabe von Medikamenten

Zur Klarung der pharmakologischen Beeinflussbarkeit dieser
Aktivierungsprozesse im Hirnstamm wurden 30 Minuten vor systemischer LPS-
Gabe die unterschiedlichen pharmakologischen Substanzen in entsprechender
Konzentration intraperitoneal appliziert. Nach einer Zeitspanne von insgesamt
180 Minuten nach Medikamentengabe erfolgte die intraperitoneale Gabe einer
Pentobarbitaliiberdosierung. Der weitere Versuchsablauf verlief wie unter
2.2.3.1 beschrieben.

Abb. 2: Versuchsablauf bei systemischer LPS-Gabe anhand eines Zeitstrahls

Medikamenten- LPS- Totung
Gabe Gabe

l l

Oh 0.5h 3h
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Abb. 3: Schematische Versuchsanordnung im Abschlussexperiment bei
intrajejunaler LPS-Applikation

/]

Perfusionspritze

Versuchsratte

im

Bollmannkaéfig

2.2.3.4 Gewinnung von Serumproben

Nachdem die Tiere durch eine Pentobarbitaliberdosis getttet worden
waren, erfolgte eine mediane Laparotomie bis zum Processus xiphoideus, die
nach links und rechts entlang der Rippenbdgen erweitert wurde. Es wurde die
Thoraxhohle er6ffnet und das Zwerchfell von seinen ventralen Ansatzen
abgetrennt. AnschlieBend wurde das Perikard von der Hinterflache des
Sternums abgeldst und die Perikardhdhle scharf erdffnet. Nun wurden zur
Probengewinnung mit einer Spritze 3 ml vendses Blut aus dem rechten Vorhof
aspiriert. Im Anschlul3 daran wurde die entnommene Probe 20 Minuten lang
zentrifugiert, das Uberstehende Serum abpipettiert und bis zur Durchfiihrung

des Assays bei -20 ° C eingefroren.
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2.2.3.5 Fixierung des Versuchstieres

Im Anschlu3 an die Probengewinnung wurde zur Fixierung des
Versuchstieres der linke Ventrikel scharf erdffnet, mit einer Knopfkantle
sondiert und diese bis in die Aorta ascendens eingelegt. Zwei Kocherklemmen
dienten zur Fixierung der Knopfkanile, die mit einer Infusionspumpe zur
kontinuierlichen Perfusion verbunden war. Nun erfolgte die Er6ffnung der Vena
cava inferior, um das Ausstromen des Blutes und der Spulflissigkeit bei der
anschlieBenden Perfusion zu gewahrleisten. Es wurde dann das Versuchstier
mit 100 ml 0.9% NaCl in 0.1 M Phosphatpuffer blutleer gespluilt. Die Fixierung
des Versuchstieres erfolgte mit 50 ml 4%iger Paraformaldehydlésung in 0.1 M
PBS uber die intraaortal liegende Knopfkanile. Bei der anschlieRenden
Préaparation des Gehirns wurden zunéchst das Fell und die Nackenmuskulatur
von occipital aus abprapariert und der atlanto-occipitale Ubergang dargestellt.
In der Folge wurde der Kopf vom Rumpf abgetrennt, die Wirbelbdgen entlang
des Rickenmarkkanals von dorsal aus entfernt und die Hirnstammregion
freiprapariert. AnschlieBend erfolgte die Eroffnung der Schadelkalotte von
occipital nach frontal mit Hilfe einer Luer-Zange. Das Gehirn wurde nun von der
Schéadelbasis aus beginnend abgehoben und schlussendlich unter
Durchtrennung der einzelnen Hirnnerven aus der Schadelgrube
herausgehoben. Zum Abschluss der Préaparation wurde noch das Kleinhirn vom

Hirnstamm abprapariert.

2.2.4 Fos-Immunohistochemie

2.2.4.1 Anwendung der Fos-Immunohistochemie zur Bes timmung der

neuronalen Aktivitat

Die Aktivierung im NTS wund in der AP wurde mittels eines

immunohistochemischen Farbeverfahrens, der sogenannten Fos-Technik,
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dargestellt. Sie beruht darauf, dass es in Nervenzellen nach vorheriger
unspezifischer Aktivierung, wie nach einer Entzindung, zur Expression
sogenannter early-onset genes kommt, zu denen unter anderen das c-Fos Gen
zahlt. Die Fos-Technik bietet den Vorteil der gleichzeitigen Darstellung
anatomischer Strukturen und deren funktioneller Zuordnung [74, 95]. Die
erhohte Expression von early-onset genes hat unter anderem zur Aufgabe die
fur eine adaquate Entzindungsreaktion der Zelle notwendigen Proteine mit

Abwehrfunktion, wie Zytokine und Interleukine, bereitzustelllen [32].

2.2.4.2 Immunohistochemische Aufarbeitung des Gehir npraparates

Die Nachfixierung des Gehirnpraparates erfolgte Giber 24 Stunden in PBS
(phosphate-buffered solution) gepufferter 4%iger Paraformaldehydlésung. Um
das Praparat bis zur Anfertigung der Hirnschnitte zu konservieren und zu
entwassern, wurde es anschlieend in 25%iger Sucroselésung aufbewahrt. Das
fixierte Gehirn wurde nun im Gefriermikrotom aufgefroren und in 30 um dicke
Kryoschnitte geschnitten. Die Kryoschnitte wurden in PBS-Lésung gesammelt
und jeder zweite Hirnschnitt der immunohistochemischen Farbung zugefuhrt.
Die immunohistochemische Farbetechnik erfolgte mittels Streptavidin-Biotin
Methode in Free-Floating Technik. Die durch Kryoschnitttechnik gewonnenen
Gehirnschnitte der zu untersuchenden Hirnstammregion flotieren hierbei
wahrend der einzelnen Farbeschritte in der jeweiligen Reagenzienldsung. Sie
werden erst nach Abschlul3 der gesamten Farbeschritte auf den Objekttrager
zur mikroskopischen Auswertung aufgezogen.

Zunachst werden die Schnitte zweimal 5 Minuten lang in PBS gespult und dann
bei Raumtemperatur fur 15 Minuten in 0.3%iger Wasserstoffperoxidlésung
inkubiert, um eine Mitreaktion der endogen vorhandenen Peroxidase wahrend
der Farbereaktion zu verhindern. Die Schnitte werden nun dreimal 5 Minuten
lang in PBS gespilt. Als néchstes werden durch Gabe einer

Blockierungslésung (5% Ziegenserum) bei anschlieBender Inkubation fir 30
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Minuten unspezifische Bindungsstellen inaktiviert. Im nachsten Farbeschritt wird
nun ohne vorheriges Spulen der polyklonale Antikdrper rabbit anti-c-fos in einer
Verdinnung von 1:2000 hinzugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Spuilen in PBS erfolgt dann die Inkubation mit dem
biotinylierten Antikorper goat anti-rabbit in einer Verdinnung von 1: 100. Die
Inkubationszeit betragt hierbei 90 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
wiederholtem Spulen wird dann das peroxidase-konjugierte Streptavidin-Biotin-
Komplexreagenz (ABC-Reagenz) hinzugefigt, welches eine hohe Affinitat fur
den biotinylierten Zweitantikorper besitzt (Dissoziationskonstante: 10™° M).
Aufgrund dieser Eigenschaft besitzt die ABC-Methode eine hohe Sensitivitat fur
den Nachweis von Bindungen zwischen Antikérpern und entsprechenden
Antigenstrukturen und wird bei Gewebeschnitten und Zellpraparationen
verwandt. Zur Entwicklung der Farbreaktion wird das chromogene Substrat 3,3-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) zusammen mit PBS und HO;
hinzugefigt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
wiederholtem Spulen in PBS werden die Schnitte in Mounting-Solution
eingelegt, welche geldste Gelatine enthalt. Zum Schluss werden die einzelnen
Schnitte auf Objekttrager aufgezogen, an Raumluft getrocknet, in einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe und in Xylol dehydriert und schlie3lich in Roti-
Histokitt eingedeckt [40].
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Abb. 4: Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Streptavidin-

Biotin Komplexreaktion
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X YANWAN -
Primér= Sekundar= Gewebsantigen Avidin
antikorper antikorper
M w
ﬁ\ ﬁ\
1.Phase: 2.Phase: 3.Phase:
Primarantikorper Sekundarantikdrper Peroxidase-konjugiertes
bindet an bindet an Streptavidin-Biotin Molekdil
Gewebsantigen Primarantikorper bindet an
Sekundarantikorper

2.2.4.3 Fos-Kontrollen

Zur

Uberprifung der korrekten Durchfihrung der

immunohistochemischen Farbung wurden Positivkontrollen durchgefiihrt. Dazu

wurden Gehirnschnitte von einem mit Cholecystokinin (CCK) vorbehandelten
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Versuchstier angefertigt und zu den Probenschnitten mitgefihrt. Die
systemische Gabe von CCK (8 pg CCK intraperitoneal) fuhrt zu einer schnellen
Fos-Expression im Hirnstamm der Ratte [26, 80]. Als positiv wurden nur
diejenigen Praparate erachtet, bei denen sich in der lichtmikroskopischen
Betrachtung die fur die Fos-Expression charakteristischen dunkelbraunen

Reaktionsprodukte in den Zellkernen des Hirnstamms nachweisen liessen.

2.2.5 Limulus Amoebocyte Lysate Chromogenic Endpoin t Assay

Mit diesem Assay kann die LPS-Konzentration im Serum bestimmt
werden. Der Test beruht darauf, dass Lipopolysaccharide mit Limulus
Amoebocyte Lysate (LAL) eine Reaktion eingehen und im weiteren Testverlauf
unter Gabe eines Chromophores zur Bildung eines gelben Produktes fuhren,
dessen Extinktion spektrophotometrisch bei 405 nm gemessen werden kann
[42, 96]. Der Test hat eine Detektionsgenauigkeit von 1,4 pg mi™* und erlaubt
die Bestimmung der LPS-Konzentration im Serum in einer Messbreite von 1 bis
1000 pg ml™. Da dieser Test ein semiquantitativer Assay ist, wird zunachst eine
Standardkurve erstellt, die zur Uberprifung doppelt angefertigt wird. Anhand
des Kurvenverlaufes kann bei gegebener Extinktion die Serum-LPS
Konzentration Uber ein Analysegerat errechnet werden [54].

2.25.1 Zusammensetzung des Kits

Der vorgefertigte Kit besteht aus:

» Mikrotiterplatten (endotoxinfrei)
lyophilisiertem Standard von Escherichia coli (Menge:10 ng)
lyophilisiertem LAL-Reagenz

endotoxinfreiem Wasser

YV V VYV V

2.5fach konzentrierter Stopplésung (11 ml), bestehend aus 50%iger

Essigsaurelésung
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2.2.5.2 Vorbereitungen fur den LAL-Endpoint Assay

Es werden nur endotoxinfreie Materialen verwandt. Zur besseren
Ubersichtlichkeit wird schriftlich ein Pipettierschema der Mikrotiterplatte
angefertigt, wie in Abb. 6 dargestellt. Die anfangs im Kuhlschrank gehaltenen
Mikrotiterplatten werden zur Verhinderung der Bildung von Kondensfliissigkeit
erst nach Erreichen der Raumtemperatur geotffnet. Die Rekonstitution des
Standardlosung und des LAL-Reagenzes werden unter 2.2.5.3 dargestellt. Die
gefrorenen Serumproben werden langsam auf Raumtemperatur gebracht. Da
die Reaktion zwischen LAL-Reagenz und Endotoxin pH-abhangig (zwischen pH
6.5-8.0) ist, wird der pH-Wert der einzelnen Proben bestimmt und
gegebenenfalls mit TRIS-Puffer angepasst. Da Serumproben endotoxin-
beeinflussende Substanzen, wie z.B. Proteine enthalten, erfolgt die Inkubation
fur 5 Minuten bei 75 ° C im Wasserbad, um diese zu denaturieren [54].

Abb. 5: Schematische Darstellung der LPS-Struktur

O-Polysaccharid-Antigen Kernoligosaccharid Lipid A

Oligosaccharid-
Untereinheit
des O-Antigens
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Abb. 6: Standardextinktionskurve des LAL Chromogenic Endpoint Assay

Standardextinktionskurve
1
0,8 -
g 0,6
]
c
i)
=
£ 04
x
i
0,2
O T T 1
1 10 100 1000
LPS-Serumkonzentration in pg/ml

2.2.5.3 Procedere zur Bestimmung der Probenkonzentr  ation

Es werden 50 pl jeder aufgearbeiteten Serumprobe in doppelter
Bestimmung auf die Platte aufpipettiert unter Benutzung einer eigenen
sauberen Pipettenspitze pro Probe. Die Rekonstitution des LAL-Reagenzes
erfolgt durch Gabe von 4 ml EFW. Zur Rekonstitution der Standardldsung
werden 1.1 ml EFW verwandt. Die vorgefertigte Stopplésung wird in 15 ml
destilliertem Wasser geldst. Als ndchstes werden 50 pl des rekonstituierten LAL
Reagenzes zu jeder Probe/Kontrolle hinzugegeben und nach dem dem Kit
beigelegten Verdunnungsprotokoll vorgegangen. Bei der Kontrollreihe wird statt
dem LAL-Reagenz endotoxinfreies Wasser verwandt. Nach Inkubation der
Platte bei Raumtemperatur fur 30-45 Minuten wird im Anschluss die Reaktion

durch die Gabe von 50 pl Stopplosung beendet unter Beibehaltung des
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zeitlichen Abstands und der Reihenfolge des urspringlichen Pipettierschemas.

Die Mikrotiterplatte wird nun kurz vorsichtig geschittelt, um eventuell bei der

Inkubation entstandene Gasbldasschen herauszulosen. Im Anschluss daran

erfolgt die spekrophotometrische Messung der Extinktion der einzelnen Proben

bei 405 nm.

Die sich daraus ergebenden Werte werden unter Berlcksichtigung des

Verdiinnungsfaktors in die Einheit pg mI™ umgerechnet [54].

Abb. 7: Pipettierschema Mikrotiterplatte mit 96 Wells

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A|S1|S1|P1|P1| P9 | P9 |P17|P17|P25|P25| K1 | K1
B|S2 | S2 | P2 | P2 | P10 | P10 | P18 | P18 | P26 | P26 | K2 | K2
C| S3|S3 | P3| P33 |P11|P11|P19 | P19 | P27 | P27 | K3 | K3
D| S4 | S4 | P4 | P4 | P12 | P12 | P20 | P20 | P28 | P28 | K4 | K4
E| S5 | S5 | P5 | P5 | P13 | P13 | P21 | P21 | P29 | P29 | K5 | K5
F| S6 | S6 | P6 | P6 | P14 | P14 | P22 | P22 | P30 | P30 | K6 | K6
G| S7 | S7T | P7T | P7T | P15 | P15 | P23 | P23 | P31 | P31 | K7 | K7
H| S8 | S8 | P8 | P8 | P16 | P16 | P24 | P24 | P32 | P32 | K8 | K8

(S= Standard, P= Probe, K= Kontrolle)

2.2.6 Ubersicht Versuchsgruppen

1a) Intrajejunale Lipopolysaccharidgabe (LPS)
1b) Intrajejunale Kontrolle (Tragerlésung fur LPS: NaCl 0.9%)

2a) Systemische LPS-Gabe

2b) Systemische LPS-Gabe nach Vorbehandlung mit Naproxen

2c) Systemische LPS-Gabe nach Vorbehandlung mit Aminoguanidin
2d) Systemische Kontrolle (Tragerldsung fir LPS: NaCl 0.9%)
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LPS-Bestimmungen im Serum erfolgten bei folgenden Gruppen:
la) Intrajejunale LPS-Gabe

1b) Intrajejunale Kontrolle

2a) Systemische LPS-Gabe

2d) Systemische Kontrolle

2.3  Auswertung der Praparate

Die Auswertung wurde blind durchgefiihrt, das heisst in Unkenntnis der
Versuchsgruppe, aus der das Praparat stammte. Zur Auszéhlung der Fos-
positiven Zellen wurde das Bildanalysegerat Quantimet Q550 verwandt. Es
bestent aus einer Bildanalysesoftware @ und den  zugehdrigen
Hardwarekomponenten. Die exakte anatomische Identifizierung des NTS und
der AP wurde anhand stereotaktischer Atlanten ermittelt [74]. Die Auswertung
des NTS erfolgte in beiden Hemisphéaren auf Hohe 13.3 mm, 13.8 mm und 14.3
mm kaudal des Bregma. Die AP wurde auf Hohe 13.8 mm kaudal des Bregma
ausgewertet. Als Bregma bezeichnet man anatomisch den Schnittpunkt der
Sagittalnaht der Schadelkalotte mit der Kranznaht. Die Auszahlung der Fos-
positiven Zellen erfolgte durch ein Z&hlprogramm. Dieses detektiert die
positiven dunkelbraun gefarbten Zellkerne der Fos-Féarbung aufgrund ihrer
Dichte und GroéRe und ermoglicht somit die Unterscheidung von der
Hintergrundfarbung. Zur Uberprifung wurden die auf diese Weise ermittelten
Daten exemplarisch an einzelnen Schnitten manuell ausgezahlt. Es wurde jede
Hohe des NTS an mehreren Schnittflachen pro Praparat ausgezéahlt und durch
die Anzahl der ausgezéahlten Schnittflachen geteilt, um so ein reprasentatives
Ergebnis fur jede ausgewertete H6he zu erhalten. AnschlieBend wurde die
Summe der Fos-positiven Zellen aus den Einzelwerten der drei definierten
Hohen gebildet und der dazugehorige statistische Mittelwert pro Hohe

berechnet.
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2.4 Statistik

Aus den Rohdaten erfolgte die statistische Testung mittels One-Way
ANOVA und nachfolgendem Student-Newman-Keuls Vergleich. Waren die
Rohdaten der Fos-Immunohistochemie nicht normal verteilt, erfolgte zunachst
eine Umwandlung in eine Normalverteilung, in dem aus den Rohdaten der
logl0 berechnet wurde. Als signifikanter Unterschied wurde ein p<0.05
akzeptiert. Fur die Auswertung des Assays wurde das identische Verfahren

angewandt.

2.5 Materialien

2.5.1 Substanzen

E.coli - Lipopolysaccharid (0111:B4)  Sigma Aldrich Laborchemikalien

Aminoguanidin GmbH

Naproxen Waunstorferstrasse 40
Diethylether zur Narkose D-30926 Seelze

C-fos rabbit polyclonal serum Oncogene Research Produkts
(Primarantikorper) 84, Rogers Street

Cambridge, MA 02142, USA

Ziegenserum (Goat-Serum) Dako Diagnostica GmbH
Postfach 70 04 07
D-22004 Hamburg
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Goat Anti-rabbit IgG
(Sekundarantikorper)

Vectastain ABC-Peroxidasekit

Isoton. NaCl-Lésung Delta Select

(zur i.v. Infusion Na 154)

Fount India Black Ink

2.5.2 Losungen

Paraformaldehyd 4%, pH 7.4
Aqua dest.

Paraformaldehyd
NaOH

0.5 M PBS

Aqua dest.

DIANOVA GmbH
Mittelweg 176
D-20148 Hamburg

Vector Medical Technologies Inc.

Boca Raton, FL, USA
(bezogen uber:
Linaris

Hotelstrasse 11
97877 Wertheim)

Delta Select GmbH
Benzstrasse 5
D-72793 Pfullingen

Pelikan GmbH
Werftstrasse 9
D-30001 Hannover

1000 ml

8049

0.5 ml

400 ml
Auffillen bis 2 |



Material und Methoden

Sucrose 25 %

Aqua dest. 300 ml

0.5M PBS 200 ml
Sucrose 250 g

Aqua dest. Auffillen auf 1 |

PBS (phosphat-buffered solution,

10—fach konzentrierte Stammldsung)

NacCl 80g¢g

KCI 29

Na;HPO4 11.5¢g
KH,PO,4 29

Aqua dest. auf 11, pH 7.4

Mounting-solution

Gelatine 0.1g
Ethanol 40 ml
Aqua dest. 60 ml
Verdunnungspuffer

PBS 0.1M
Triton x-100 0.5%

2.5.3 Labormaterialien und Gerate

Polyethylenkatheter ID 0.5 mm Clay-Adams & Associates Inc.
54, Ferncliff Drive
Asheville, NC 28850, USA
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Nahtmaterial

Bildanalysesystem Quantimet Q550

Milenia Kinetic EIA Analyser

Softmax (Software for Maxline

Microplate Readers)

Wistar-Ratten (méannlich, 300-400 g)

Limulus Amoebocyte Lysate (LAL)
Chromogenic Endpoint Assay

Microlance 3
Einmalkanulen 3 0,55mal 25
Ref.304100

Ethicon GmbH und Co.KG
Rober-Koch Strasse 1
D-22851 Norderstedt

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Lilienthalstrasse 39-45
D-64625 Bensheim

Diagnostic Products Corporation
5210, Pacific Concourse Drive
Los Angeles, CA 90045-6900, USA

Molecular Devices Corp.
1311, Orleans Dr.
Sunnyvale, CA 94089, USA

Harlan Winkelmann
Gartenstrasse 27
D-33178 Borchen

HyCult Biotechnology b.v
Frontstraat 2A
5405 PB Uden, Niederlande

Becton Dickinson GmbH
Tullastrasse 8-12
D-6900 Heidelberg
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30 m Portex Non sterile polyethylene
tubing( Polyethylenkatheter)

0.5mm ID, 1.0 mm OD

Ref. 800/110/160

Wattestabchen
(Ref. 825120)

Ethicon Prolene 6-0
Ethicon Vicryl 3-0, violett geflochten
1/2c Nadel

1 ml/5 ml/10 ml/20 ml Einmalspritzen
Sterican Gr.20 0.4x20, BLIBB, 27G x
3/4

Vaseline, weiss EUAB

Sempermed Supreme, Surgical

Gloves

Surgilene 7/0, USP, 0.5 mm, blau,
Polypropylenfaden, 2xDRT 10

Smiths Medical Deutschland GmbH
Hauptstrasse 45-47
D-85614 Kirchseeon

MSP Schmeisser GmbH
Siemensstrasse 14
D-72160 Horb

Manufacturer Johnson & Johnson Intl.
Cl/o European Logistics Centre
Lenneke Marelaan, 6

BE-1932 St.Stevens-Woluwe

B.Braun Melsungen AG
Carl-Braun Strasse 1
D-34212 Melsungen

Bombastus-Werke AG
Wilsdrufferstrasse 170
D-01705 Freital

Semperit Technische Produkte GmbH
Modecenterstrasse 22
A-1031 Wien

B.Braun GmbH
Carl-Braun Strasse 1
D-34212 Melsungen
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Leukoplast Hospital Pflaster

Cryo Vials, steril
Eppendorf Cups

Gazin Mullkompresse 10x10 cm,
12fach

BDF Beiersdorf S.A.
Carretera de Matard a Granollers

E-08310 Argentosa, Spanien

Greiner Bio-One GmbH
Maybachstrasse 2
D-72636 Frickenhausen

Lohmann & Rauscher GmbH
Westerwaldstrasse 4
D-56579 Rengsdorf
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3. Ergebnisse

3.1  Fos-positive Zellen im NTS nach intrajejunaler Applikation von LPS

versus Kontrollen

Die Gabe von intrajejunal appliziertem LPS flhrte zu einer Zunahme der
Anzahl Fos-positiver Zellen auf 91 = 12 (n=7) im Vergleich zur Kontrolle
NaCl) mit 39 + 9 (n=8) definierten
Schnittebenen des NTS auf Hohe 13.3 mm, 13.8 mm und 14.3 mm kaudal des

Bregma (p<0.05). Es gab keinen Unterschied in der Anzahl Fos-positiver Zellen

(Tragerlésung: 0.9% in den drei

zwischen linker und rechter Hemisphare. Die grof3te Anzahl Fos-positiver Zellen
fand sich in der Schnittebene 14.3 mm. Die wenigsten Zellen fanden sich

hingegen in der Schnittebene 13.3 mm kaudal des Bregma (s. Tab. 1).

Tabelle 1. Summe der Fos-positiven Zellen in den drei definierten

Schnittebenen des

NTS bei

intrajejunaler

Standardabweichung des Mittelwerts = SEM)

LPS-Gabe

(Mittelwert  +

Schnittebenen im NTS | Intrajejunale Kontrolle | Intrajejunale LPS-Gabe
= 13.3mm 79 +1.9 23.1+5.0
= 13.8 mm 121 +2.6 32.1+44
= 143 mm 18.5 +4.7 35.4+35
Summe 39+9 91+12 *

* p< 0.05
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Abb. 8: Fos-positive Zellen im NTS nach intrajejunaler LPS-Applikation

120

100 - T

80 -

60 -

40 -

20 -

Anzahl Fos-positiver Zellen des NTS (x*SEM)

mmmm Kontrolle (0.9% NacCl), n=8
L—J LPS (10 mg ml -1 ), n=7

* p<0.05

3.2 Fos-positive Zellen im NTS nach systemischer Ap  plikation von

Rezeptorantagonisten versus Kontrollen

Die systemische LPS-Gabe flihrte zu einer Zunahme der Anzahl Fos-
positiver Zellen auf 150 £ 25 (n=6) im Vergleich zur Kontrollsubstanz mit 52 + 6
(n=7; p<0.05). Nach Vorbehandlung mit dem Cyclooxigenasehemmer Naproxen
in einer Konzentration 10 mg kg™ Kérpergewicht (KG) kam es im Vergleich zur
LPS-Gabe zu keiner signifikanten Abnahme (p>0.05) der Anzahl Fos-positiver
Zellen (99 + 30; n=6). Nach Vorbehandlung mit dem Inhibitor der induzierbaren
NO-Synthase Aminoguanidin in einer Konzentration von 15 mg kg KG betrug
die Anzahl Fos positiver Zellen 242 + 66 (n=6; p<0.05).
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Tabelle 2: Summe der

Fos-positiven Zellen

in den drei

definierten

Schnittebenen des NTS bei systemischer LPS-Gabe und Pharmakologie

(Mittelwert £ SEM)

Schnittebenen | Systemische | Systemische | LPS-Gabe LPS-Gabe

im NTS Kontrolle LPS-Gabe nach nach
Naproxen | Aminoguanidin

=  13.3mm 11.6+2.3 41.8+11.2 |38.0+13.7 | 80.0+21.4

= 13.8mm 13.3+2.3 54.0+11.0 32.2+9.6 90.8 +25.4

= 143 mm 27.1+3.8 46.2+8.9 29.0+7.4 73.8 £19
Summe 52 +6 150+25 * 99 + 30 242 + 66 *

* p< 0.05
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Abb. 9: Fos-positive Zellen im NTS nach systemischer LPS-Applikation

350 T

300 -
250 A

200 A

150 1

100 -

50 A

Anzahl Fos-positiver Zellen ( x+SEM)

mmmm Kontrolle (0.9% NaCl), n=7
=9 LPS (Img kg 1), n=6
B Naproxen (10 mg kg L, ip.), n=6

1 Aminoguanidin (15 mgkg L, i.p.), n=6 * p<0.05

3.3 Fos-positive Zellen in der Area postrema nach i  ntrajejunaler und
systemischer LPS-Gabe

Die Area postrema, welche sich nach dorsal auf Hohe von 13.8 mm
kaudal des Bregma an den NTS anschliel3t, wurde ebenso ausgewertet. Der
Vergleich der Anzahl Fos-positiver Zellen nach intrajejunaler Gabe von LPS mit
den entsprechenden Kontrollen zeigte, dass es nach intrajejunaler LPS-Gabe
zu keiner Zunahme der Aktivierung kam (26.6 + 4.5, n=7 versus 16 + 3.0, n=7,

p>0.05). Hingegen kam es nach systemischer LPS-Gabe zu einer Zunahme der
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Anzahl auf 96.5 + 17.4 (n=6) im Vergleich zur Kontrolle mit 13.7 + 3.8 (n=6,
p<0.05).

Tabelle 3: Anzahl Fos-positiver Zellen in der Area postrema bei intrajejunaler

und systemischer LPS-Gabe (Mittelwert £+ SEM)

Area Intrajejunale | Intrajejunale | Systemische | Systemische
postrema Kontrolle LPS-Gabe Kontrolle LPS-Gabe
= 13.8mm 16 +3.0 26.6 +4.5 13.7 +3.8 96.5+17.4 *

* p<0.05
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Abb. 10: Fos-positive Zellen in der Area postrema

120 ~

8
—

8

5

8
1

Anzahl Fos-positiver Zellen (xxSEM)
3

I Kontrolle intrajejunal (0.9 % NaCl), n=7

3 LPSintrajejunal (10mgm L, v=2mi), n=7
N Kontrolle systemisch (0.9 % NaCl), n=6

3 LpS systemisch (1mg kg 1), n=6

* p<0.05

3.4 Ergebnisse der Serum-LPS Messung mit LAL Chromo genic
Endpoint Assay

Nach intrajejunaler LPS-Gabe kam es zu keiner signifikanten Zunahme
der LPS-Konzentration im Serum (68 + 42 pg ml™®; n=5) im Vergleich zur
Kontrollsubstanz mit 34 £ 8 (n=9, p>0.05). Nach systemischer LPS-Gabe war
eine Zunahme der Serum-Konzentration von LPS auf 492810 + 207162 pg ml™
(n=6) im Vergleich zur Kontrolle mit 34 + 9 pg ml™* (n=7, p<0.05) zu beobachten.
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Tabelle 4: Serum-LPS Konzentration in pg ml™

Serum-LPS | Intrajejunale | Intrajejunale | Systemische | Systemische LPS-
Konz. Kontrolle LPS-Gabe Kontrolle Gabe
in pg ml™ 34+8 68 + 42 34+9 492810 +207162 *

Abb. 11: Ergebnisse der Serum-LPS-Bestimmung

* p<0.05

1000000 -

100000 -+

10000 -

1000 -+

100 A

10 A

LPS-Konzentration in pg ml -1 (X£tSEM)

I Kontrolle intrajejunal (0.9 % NacCl), n=9

3 LPSintrajejunal (10 mgml "1, v =2ml), n=5
I Kontrolle systemisch (0.9 % NaCl), n=7

C— LPS systemisch (1 mg kg 1), n=6

* p<0.05
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Abb. 12: Fos-Immunohistochemie bei intrajejunaler LPS-Gabe (A) versus
Kontrolle (B) des NTS bei 13.3 mm kaudal des Bregma

Abkilirzungen:
4.V: 4\Ventrikel

NTS: Nucleus tractus solitarius

Abb. 13: Fos-Immunohistochemie bei systemischer LPS-Gabe (A) und
Kontrolle (B) des NTS bei 13.3 mm kaudal des Bregma
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Abb. 14: Fos-Immunohistochemie bei intrajejunaler LPS-Gabe (A) und

Kontrolle (B) des NTS bei 13.8 mm kaudal des Bregma und Area postrema

Abklirzungen:
CC: Zentralkanal
NTS: Nucleus Tractus Solitarius

AP:  Area postrema

Abb. 15: Fos-Immunohistochemie bei systemischer LPS-Gabe (A) versus
Kontrolle (B) des NTS bei 13.8 mm kaudal des Bregma und Area postrema
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Abb. 16: Fos-Immunohistochemie bei intrajejunaler LPS-Gabe (A) versus

Kontrolle (B) bei 14.3 mm kaudal des Bregma

Abklrzungen:
CC: Zentralkanal
NTS: Nucleus tractus solitarius

Abb. 17: Fos-Immunohistochemie bei systemischer LPS-Gabe (A) versus
Kontrolle (B) des NTS bei 14.3 mm kaudal des Bregma
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4. Diskussion

4.1 Material und Methoden

Die Studie hatte zum Ziel die Wirkung bakterieller Lipopolysaccharide auf
die neuronale Aktivitat in Strukturen des Hirnstammes zu untersuchen. Des
Weiteren sollten Korrelationen zwischen der LPS-Serumkonzentration und den
Ergebnissen der Fos-Immunohistochemie aufgezeigt werden.

Aus diesen Zielen ergibt sich, dass folgende Anforderungen an die

Versuchstiere erfillt sein missen:

1. Die zu untersuchenden anatomischen Strukturen des Hirnstammes
sollten sowohl in Aufbau und Lage als auch in ihren zellularen
Eigenschaften weitestgehend mit denen des Menschen vergleichbar
sein.

2. Der Verdauungstrakt muss hinsichtlich Aufbau und Physiologie dem des

Menschen ahneln.

Diese Voraussetzungen konnen bei den verwendeten maénnlichen Wistar-
Ratten als weitestgehend erfillt angesehen werden. Zudem ist die Fos-
Immunohistochemie eine im Tiermodell zur Anwendung kommende Methode

und eine primar nicht bei menschlichem Gewebe eingesetzte Technik.

Die Implantation des Jejunalkatheters erfolgte distal der Flexura
duodenojejunalis. Zur Uberpriifung der Dichtigkeit der Eintrittstelle in den Darm
erfolgte nach Versuchsabschluss die Gabe der nicht-resorbierbaren Tintenfarbe
Indian Ink [4]. Wurde ein Austritt von Tintenfarbe in die Bauchhdhle festgestellt,

so wurde der Versuch an dieser Stelle beendet. Es bleibt aber bei dieser



Diskussion 37

Versuchsanordnung jedoch unklar, wie weit die intraluminal verabreichten
Substanzen nach distal weitertransportiert werden, so dass uUber den genauen
Wirkungsort keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. Allerdings ist
anzunehmen, dass in den proximalen Dunndarmabschnitten am ehesten ein
Effekt der intrajejunalen LPS-Gabe zu erwarten ist [13]. Eine Alternative zu
diesem OP-Verfahren stellt die sogenannte ,thiry-vella loop“-Technik dar, bei
der der proximale Teil der Dunndarmschlinge blind verschlossen wird und das
distale Ende in die Haut des Tieres eingepflanzt wird. Zwar bietet dieses
Verfahren den Vorteil, dass eine genauere Aussage Uuber den Ort der
Resorption getroffen werden kann. Allerdings wurde dieses Verfahren aufgrund
der in der Literatur teilweise beschriebenen inakzeptabel hohen Mortalitatsrate

der Tiere nicht verwandt [93].

Da nach jeder Manipulation des Darms eine Zunahme der Anzahl Fos-positiver
Zellen im NTS induziert werden kann, wurde eine Zeitspanne von 4 Tagen
zwischen Implantation des Jejunalkatheters und dem Abschlussexperiment
gewahlt [8]. Ebenso wurde im Rattenmodell gezeigt, dass Stressfaktoren, wie
formalin-induzierter Schmerz der Haut, zu einer Aktivierung von Neuronen im
NTS fihren konnen [70]. Deshalb wurde wahrend der Durchfihrung der
Versuche grésster Wert darauf gelegt, dass die Tiere einem mdglichst geringen

Stress ausgesetzt waren.

Die Fos-Immunohistochemische Farbung wurde nach der Avidin-Biotin
Komplex-Methode durchgefihrt. Diese stellt unter den
Immunperoxidaseverfahren eine der neueren Entwicklungen dar. Sie ermdglicht
die Darstellung einer grol3en Vielzahl von Antigenen auf formalinfixierten
Praparaten. Die ersten Arbeiten mit dieser Methode befassten sich
hauptsachlich mit der Identifizierung von Hypophysenhormonen in normalem
und neoplastischem Gewebe [11]. AulRerdem kdnnen Markermolekile an

Zelloberflachen, virale Proteine oder auch Intermediarfilamente in Zellen
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dargestellt werden. Es kann Avidin oder Streptavidin verwandt werden, wobei
Streptavidin aus Streptokokken gewonnen wird und eine héhere Affinitat als
Avidin besitzt [76]. Nach Bindung des Priméarantikorpers an das darzustellende
Antigen erfolgt die Bindung des biotinylierten Sekundéarantikérpers an den
Primarantikorper. Der Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex fuhrt unter Gabe eines
chromogenen Substrates zur Bildung eines farblichen Reaktionsproduktes,
welches sich im Fall der positiven Fos-Farbung als dunkelbraunes
Reaktionsprodukt des Zellkerns zeigt (s. Abb. 4). Das Glykoprotein Streptavidin
besitzt eine hohe Affinitat zum Vitamin Biotin mit einer Dissoziationskonstante
von 10" M. Es kann physikalisch 4 Biotinmolekiile binden und zeichnet sich
damit im Vergleich zu direkten und indirekten Methoden der Antigendarstellung

durch eine hohere Sensitivitat aus [40].

Die Bestimmung der Serum-LPS Konzentration wurde mittels LAL Chromogenic
Endpoint Assay durchgefihrt. Diese Messmethode geht zuriick auf
Beobachtungen von Frederick Bang aus dem Jahre 1956. Danach vermag LPS
im Lysat von Limulus polyphemus, einer amerikanischen Krabbenart, eine
intravasale Koagulation auslosen. Der LAL-Test stellt eine weit verbreitete,
semiquantitative Methode zur Bestimmung der LPS-Konzentration in
menschlichen und tierischen Untersuchungsmaterialien dar. Beim LAL-Assay
wird nach Gabe des LAL-Reagenzes und anschlieBender Gabe eines
chromogenen Substrates eine Farbreaktion ausgelost (s. Material und
Methoden). Diese ergibt nach spektrophotometrischer Messung bei 405 nm und
Vergleich mit einer Standardextinktionskurve die Konzentration von LPS im
Untersuchungsmaterial. Da herkbmmliche Untersuchungsmaterialien mit
Lipopolysacchariden kontaminiert sein konnen, ist es erforderlich, spezielle
endotoxinfreie Materialien zu verwenden. Ein weiterer wesentlicher Storfaktor
dieser Assays stellen Proteine im Untersuchungsmaterial dar, die einen
hemmenden Effekt auf die oben beschriebene Reaktion haben. Sie kdnnen

durch vorheriges Erhitzen der Proben inaktiviert werden [1].
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Zur  Induktion  einer  Aktivierung  von Neuronen  wurde  das
Lipopolysaccharidmodell angewandt. Lipopolysacchride sind Bestandteile der
Zellwand gramnegativer Bakterien. Ihre Freisetzung erfolgt nach Lyse der
Zellwand des Bakteriums. Nach systemischer Gabe wird LPS im Plasma an das
LPS-bindende Protein (LBP) gebunden. Monozyten sind in der Lage an LBP
gebundene LPS-Molekile tber das CD14-Membranprotein zu detektieren.
Dieser Komplex aktiviert das transmembranare Protein TLR-4. In der Folge wird
Uber eine intrazellulare Signalkette, welche die Aktivierung des Nuklearen
Faktors-kB (NF-kB) und verschiedener mitogen-aktivierter Kinasen beinhaltet
(MAP-K), eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren induziert, zu denen auch das
c-Fos-Gen zahlt. Sie regulieren im weiteren Verlauf die Bildung von Zytokinen
[29]. Diese Beobachtungen auf molekularer Ebene werden auch durch
tierexperimentelle Arbeiten von Hermann et al. unterstitzt. Sie konnten zeigen,
dass systemisch appliziertes LPS zur Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen

im NTS und in der Area postrema im Rattenmodell fuhrt [33].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zeitraum von 180 Minuten nach
intrajejunaler LPS-Gabe und Beendigung des Experiments gewahlt. Bei den
pharmakologischen Versuchen erfolgte die Gabe von Naproxen oder
Aminoguanidin 30 Minuten vor LPS-Gabe. Diesbeziiglich haben Mascarucci et
al. zeigen konnen, dass nach intraperitonealer Gabe von LPS die Anzahl an
Fos-positiven Zellen nach 2-3 Stunden am hdchsten und eine Hemmung mit
Aminoguanidin und Naproxen ungefdhr 30 Minuten vor LPS-Gabe am
effektivsten ist [57].

Das c-Fos Gen ist ein Transkriptionsfaktor, welcher zu den sogenannten
Jmmediate-early genes* zahlt, die wahrend eines akuten
Entzindungsgeschehens aktiviert werden. Als Folge wird das 62000 Dalton
schwere Fos-Protein gebildet, dessen Bildung sehr schnell, jedoch nur fir kurze

Zeit erfolgt. Das Fos-Protein bildet zusammen mit dem 39000 Dalton schweren
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Jun-Protein einen dimeren Proteinkomplex. Dieser Komplex bindet mit hoher
Affinitat an die AP-1 Bindungsstelle der DNA, die fur die Transkription von
Proteinen fur Zellwachstum und Zelldifferenzierung in Neuronen zustandig ist.
Der Fos-Jun Proteinkomplex besitzt zwei fir seine Funktion bedeutsame
Bindungsstellen. Fur die Bildung des Fos-Jun-Heterodimers ist die Leuzin-
Zipper Proteindomaine zustandig, wohingegen die sogenannte Basisregion des
Heterodimers flr die Bindung an die AP-1 Bindungsstelle der DNA sorgt. In der
Folge werden dann unter Ablauf einer Proteinkaskade Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAP-Kinasen) und der Nukledre Faktor-kB (NF-kB) aktiviert.
NF-kB stellt einen Transkriptionsfaktor dar, welcher nach vorheriger Aktivierung
durch LPS eine Zytokinkaskade induzieren kann. Die Freisetzung einer Vielzahl
von vasodilatorisch wirksamen Zytokinen fihrt schlussendlich zum klinisch

fassbaren Krankheitsbild des septischen Schocks [29].
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Abb.18: Schema der intrazellularen Aktivierung von c-Fos nach LPS-Gabe
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach
intrajejunaler Gabe von LPS im Rattenmodell zu einer Zunahme der Anzahl
Fos-positiver Zellen des NTS kommt. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass es nach intraluminaler Gabe von LPS zu keiner signifikanten Zunahme der
Serum-LPS Konzentration kommt. Dies legt den Schluss nahe, dass die
Aktivierung von Neuronen im NTS durch afferente Nervenfasern erfolgt, die von
intraluminalem LPS im Darm stimuliert werden. Diese Hypothese wird auch
durch die Daten aus der Auswertung der Area postrema unterstitzt, die keine
signifikante Zunahme der Fos-Aktivitat nach luminaler LPS-Gabe zeigte. Die
Area postrema ist eine dorsal des 4. Ventrikels gelegene Hirnregion, die keine
effektive Blut-Hirn Schranke besitzt [86]. Dies bedeutet, dass Substanzen, wie
Endotoxine, hier leicht von der Blutbahn in das ZNS gelangen kdnnen.
Weiterhin konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass systemisch appliziertes
LPS zu einer Zunahme der Fos-Aktivitat im NTS fuhrt, welche auch in der Area
postrema erfolgt. Gleichzeitig zeigte sich eine starke Zunahme der Serum-LPS
Konzentration. Dies wiederum wuirde bedeuten, dass LPS auch Uber den
Blutweg zu einer Aktivierung Fos-positiver Zellen fihren kann, die sich
innerhalb der Blut-Hirn Schranke befinden. Die Modulation dieser Aktivierung
durch  spezifische Inhibitoren der induzierbaren NO-Synthase und
Cyclooxigenase deutet auf die Madglichkeit einer pharmakologischen
Beeinflussbarkeit dieser Aktivierungsprozesse hin, wobei die Hemmung der
Cyclooxigenase in der vorliegenden Arbeit zwar zu einer Abnahme der Fos-
Anzahl im NTS fihrte, welche allerdings statistisch nicht signifikant war.
Zusammenfassend lasst sich aus den vorliegenden Daten schlussfolgern, dass
LPS sowohl nach systemischer als auch intraluminaler Gabe Neuronen im NTS

aktiviert.
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Es stellt sich nun die Frage, Uber welche Mechanismen die Wirkung von LPS
auf Fos-positive Neuronen nach systemischer und intrajejunaler Gabe vermittelt

wird.

Lipopolysaccharide kébnnen mesenteriale afferente Nervenfasern aktivieren [55].
Kreis et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass es nach Gabe von intrajejunal
applizierten Anaphylatoxinen, wie Hihnerserumalbumin, zu einer Zunahme der
Anzahl Fos-positiver Neuronen im NTS kommt. Sie beschrieben in ihrer Arbeit
das Modell der intestinalen Anaphylaxie, wonach es nach luminaler
Allergenexposition zu einer Aktivierung und Degranulation von in der Lamina
propria des Darms gelegenen Mastzellen kommt, welche nach dem Modell der
Typ-1 Hypersensitivitatsreaktion erfolgt [50]. Die freigesetzten Mediatoren, wie
Histamin und 5-HT, triggern die Aktivierung von Neuronen der Darmwand, und
fuhren zu einer Zunahme der sekretorischen und motorischen Aktivitdt des
Darms, wodurch das Antigen im Lumen schneller wieder ausgeschieden wird
[43]. Diese Hypothese wird durch elektrophysiologische Daten gestutzt, welche
zeigen, dass es zu einer starken Aktivierung mesenterialer afferenter
Nervenfasern nach luminaler Exposition mit bestimmten Antigenen kommt
[105]. Die Aktivierung mesenterialer afferenter Nervenfasern fuhrt in der Folge
zu einer Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen im NTS [50]. Einen d&hnlichen
Signalprozess kann man auch fur die Wirkung intraluminal applizierter

Lipopolysaccharide annehmen.

Es stellt sich nun die Frage, wie eine Aktivierung enterischer Neurone und
intestinaler afferenter Nervenfasern in das ZNS vermittelt wird. Hierbei ist eine
Aktivierung Uber vagale und/oder spinale Fasern in Betracht zu ziehen. In
letzter Zeit wurden hierzu Arbeiten verdéffentlicht, die den Schluss nahe legen,
dass hauptsachlich spinale afferente Nervenfasern Informationen tber Toxine,
wie LPS, in das zentrale Nervensystem weiterleiten [27]. Periphere Stimuli sind

in der Lage, Neurone im Hinterhorn des Rickenmarks zu aktivieren [41]. Somit
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ist es denkbar, dass nach peripherer LPS-Gabe eine Aktivierung des NTS auch
Uber das Ruckenmark erfolgen kann. Unterstitzung erfahrt diese Theorie
dadurch, dass es im Rattenmodell nach beidseitiger Vagotomie und
anschlielBender systemischer LPS-Gabe zu keiner signifikanten Abnahme der

Anzahl Fos-positiver Zellen des NTS kommt [33].

Systemisch appliziertes LPS fiihrt zu einer Zunahme der Anzahl Fos-positiver
Neuronen des NTS [33, 53]. Es stellt sich auch hier die Frage, wie ein
entsprechender Mechanismus aussehen konnte. Hierzu haben Hermann et al.
die Hypothese aufgestellt, dass der NTS in der Lage sei, Zytokine zu
detektieren [33]. Lipopolysaccharide kdonnen eine Vielzahl von Zytokinen, wie
TNF-alpha und Interleukin-13, aus Immunzellen freisetzen [3]. Dies ist auch im
Rattenmodell nach systemischer LPS-Gabe zu vermuten. Aus diesen beiden
Aspekten lasst sich ableiten, dass der NTS eine entsprechende Funktion als

Detektionsorgan fur Zytokine besitzen kénnte.

In einem weiteren Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit die Fragestellung
untersucht, ob die Aktivierung Fos-positiver Neuronen des NTS nach
systemischer LPS-Gabe durch die vorherige Gabe pharmakologischer
Substanzen gehemmt werden kann. Dieser Teil der Arbeit wurde nur an Tieren
durchgeflihrt, die systemisch appliziertes LPS erhalten hatten, da hier der
maogliche Effekt auf die Fos-Aktivitdt im NTS fur konsistenter erachtet wurde.
Prostaglandin E>-Rezeptoren sind im Intestinum und Gehirn der Ratte
vorhanden [31, 109]. Nach Gabe des unspezifischen Cyclooxigenase(COX)-
Inhibitors Naproxen kam es in der vorliegenden Arbeit zwar zu einer Abnahme
der Anzahl Fos-positiver Zellen im NTS. Allerdings war diese statistisch nicht
signifikant. Einen &@hnlichen Effekt beschrieben Kreis et al. im Rattenmodell, in
dem es nach intrajejunaler Ovalbumingabe und vorheriger Indomethacin-Gabe,
einem nicht-selektiven COX-Inhibitor, zu keiner signifikanten Abnahme der

Anzahl Fos-positiver Zellen im NTS kam [50]. Zhang et al. zeigten in ihrer
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Arbeit, dass die Fos-Aktivitdt im NTS nach systemischer LPS-Gabe durch die
vorherige Gabe eines selektiven Cyclooxigenase-1 Inhibitors (COX-1) gehemmt
werden kann, wohingegen spezifische COX-2 Inhibitoren keine Anderung der
Fos-Aktivitat im NTS hervorriefen [109]. Da Naproxen ein nicht-selektiver COX-
Inhibitor ist, lasst sich auf dieser Grundlage eine tendenzielle Abnahme der
Anzahl Fos-positiver Neuronen erklaren. Eine Erklarung fur die nicht
vorhandene statistische Signifikanz trotz offensichtlicher Tendenz zur Abnahme
kdnnte auch darin zu sehen sein, dass die Durchfiihrung dieser Experimente an
einer groReren Anzahl an Tieren zu einem statistisch signifikanten Ergebnis

fuhren konnte.

Prostaglandin E, vermittelt bei Patienten mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (IBD) die viszerale Schmerzwahrnehmung [7, 31]. Weiterhin
konnten bei IBD-Patienten bestimmte Genpolymorphismen fur Toll-like
Rezeptoren vom Typ 4 (TLR-4) nachgewiesen werden, die eine erhdhte
Bindungsaffinitat fur Lipopolysaccharide im Vergleich zur Normalpopulation
besitzen [20]. TLR-4 sind Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen des
unspezifischen Abwehrsystems, wie zum Beispiel auf Makrophagen [36]. Somit
kann alternativ zum Typ-1 Hypersensitivitatsmodell die Hypothese aufgestellt
werden, dass es nach systemischer Gabe von LPS Uber eine Bindung an TLR
zu einer Aktivierung von Makrophagen kommt, die ihrerseits eine Freisetzung
von Zytokinen, oder auch in der Interaktion mit anderen Zellen des
Immunsystems, eine verstarkte Freisetzung von Zytokinen bewirken. Nach
Hermann et al. kdnnte so dann der NTS als Detektionsort flr Zytokine aktiviert

werden und zu einer Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen fihren [33].

Als spezifischer Inhibitor der induzierbaren NO-Synthase wurde Aminoguanidin
verwandt [79, 83]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass nach
Vorbehandlung mit Aminoguanidin die Anzahl Fos-positiver Zellen des NTS

stark zunahm. Es existieren zwei Isoformen der NO-Synthase. Im
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physiologischen Zustand wird die konstitutive Isoform von Endothelzellen als
sogenannte NnNOS exprimiert, welche calciumabhangig ist. Aus der Aminosaure
Asparagin wird NO freigesetzt, welches Uber seine relaxierende Wirkung an
glatten Muskelzellen zu einer Vasodilatation fihrt. NO besitzt ausserdem eine
Vielzahl von Funktionen. Es verhindert die Aktivierung der Plattchenaggregation
und hat eine hemmende Wirkung auf die Adh&asion und damit die Aktivierung
von Leukozyten. Somit ist NO ein wichtiger Bestandteil der Homoostase an
Endothelzellen [65]. Im pathologischen Zustand wird die calcium-unabhangige
Isoform vermehrt exprimiert, welche auch als induzierbare NO-Synthase
bezeichnet wird. Diese wird unter anderem auch durch Lipopolysaccharide
induziert. Sie fuhrt zu einer starken Relaxation an der glatten Muskulatur von
Blutgefalien, wie sie wahrend eines septischen Schocks auftritt. Die Gabe von
Inhibitoren der INOS verhinderte im Tierexperiment nach LPS-Gabe das
Auftreten einer Hypotension im Rahmen eines septischen Schocks [94].
Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen haben erhdhte
Konzentrationen an NO in der Mukosa [75]. Es muss somit angenommen
werden, dass NO im Rahmen von Entziindungsvorgangen im Darm in erhdhter
Konzentration freigesetzt wird und die Zytokinfreisetzung induziert. Tatséachlich
konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in der Lage sind, NO wahrend einer
akuten oder chronischen Entzindung freizusetzen, welches wiederum
stimulierend auf die Freisetzung weiterer Zytokine aus Makrophagen wirkt [5].
Nimmt man nun die Anzahl Fos-positiver Zellen des NTS als Mal} fur die Starke
eines Entzindungsprozess im Darm, so stehen die Ergebnisse aus dieser
Arbeit im Gegensatz zu dieser Theorie. Allerdings hat sich auch gezeigt, dass
NO an peripheren Nervenendigungen des Gastrointestinaltraktes als
Transmitter wirkt. Es fihrt nach Freisetzung zu einer Relaxation der Darmwand
und damit zu einer Hemmung von durch Entziindungsprozesse induzierten
Aktivitatssteigerungen des Darms und besitzt damit protektiven Effekt [65].
Diese Theorie wirde wiederum die Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen im
NTS erklaren.
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In standardisierten Modellen einer experimentell-induzieren Colitis bei Ratten
konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der iNOS durch Aminoguanidin im
spaten oder chronischen Entzindungsstadium zu einer Abnahme der
inflammatorischen Aktivitat im Darm sowie zu einer Besserung der
Symptomatik fuhrte [108]. Allerdings hatte die Vorbehandlung mit
Aminoguanidin vor Colitis-Induktion bzw. im frihen Entziindungsstadium eine
Zunahme der inflammatorischen Aktivitdt im Darm zur Folge [12, 49]. Dies
wirde eine Erklarung fur die Zunahme der Fos-Zellzahl im NTS nach

systemischer LPS-Gabe und Vorbehandlung mit Aminoguanidin liefern.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur die Ergebnisse nach Aminoguanidin-
Gabe basiert auf der Arbeit von Wu et al. Hier kam es nach Vorbehandlung mit
Aminoguanidin und anschlie3ender systemischer LPS-Gabe zu einer Zunahme
des mittleren arteriellen Blutdrucks im Vergleich zur alleinigen LPS-Gabe. Es
wird vermutet, dass Aminoguanidin als iINOS-Inhibitor zu einer Abnahme der
Konzentration von NO im Blutkreislauf fiuhrt, welches in der Folge eine
Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen zeigt. Dies bedeutet, dass es sich
hierbei auch um einen zirkulatorischen Effekt handeln kénnte, der allerdings
aus den gegebenen Daten der Arbeit nicht ndher bestimmt werden [107].

4.3 Uberlegungen zu Brain-Gut-Interaktionen und MoOg lichkeiten der

Modulation von Aktivierungsprozessen im ZNS

Die sensorische Signalentstehung und Signalverarbeitung im
Gastrointestinaltrakt kann durch verschiedene Faktoren moduliert werden.
Mesenteriale afferente Nervenfasern kdnnen tber eine Vielzahl an chemischen
Mediatoren stimuliert werden. lhre Aktivierung kann im Prinzip tber drei
verschiedene Prozesse erfolgen. Erstens konnen Mediatoren direkt durch
Offnen von lonenkanalen an den terminalen Nervenendigungen der afferenten

Nervenfaser ein Aktionspotential und damit eine direkte Erregung auslosen. Bei
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Fehlen einer direkten Aktivierung der Nervenfaser konnen durch andere
Mediatoren eine Sensibilisierung der afferenten Nervenfaser gegenuber
anderen mechanischen oder chemischen Stimuli erzielt werden. Schliesslich
konnen Mediatoren Anderungen des Phanotyps an der afferenten Nervenfaser
bewirken. Sie kénnen als Liganden Anderungen in der
Offnungswahrscheinlichkeit von lonenkanalen erzielen und damit eine Erregung
von afferenten Nervenfasern durch andere direkte Stimuli modulieren [48].
Weiterhin kénnen Rezeptoren an afferenten Nervenfasern nach Aktivierung
Mediatoren, wie Calcitonin-gene regulated peptide (CGRP) und Substanz P, an
ihren Nervenendigungen freisetzen, welche durch ihre parakrine Wirkung an
unmittelbar in der N&he vorhandenen afferenten Nervenfasern eine
Sensibilisierung induzieren [48]. Die dadurch erzielte Rekrutierung von
afferenten Nervenfasern wird als Grundlage des Modells der ,neurogenen
Entzindung® im Darm diskutiert [23, 68]. Chemische Mediatoren kénnen somit
einen oder mehrere dieser verschiedenen Aktivierungswege dazu nutzen, ihre
spezifische Wirkung an afferenten Nervenfasern zu vermitteln. Es stellt sich in
diesem Zusammenhang die Frage, ob eine Hemmung der Entstehung
nozizeptiver Signale im Darm eine Auswirkung auf die Aktivitat Fos-positiver

Neuronen des NTS hat.

Bei der Behandlung der IBS und IBD stellt eine pharmakologische Manipulation
dieser Prozesse ein therapeutisches ,Target* in der Behandlung von viszeralen
Sensationen bei diesem Patientenkollektiv dar. Im Folgenden werden aus der
grossen Vielfalt an chemischen Mediatoren exemplarisch einige aufgefihrt,
welche in den Aktivierungsprozess mesenterialer afferenter Nervenfasern

involviert sein kdnnen [48].

Es konnte gezeigt werden, dass mechanische und chemische Stimuli im Lumen
des Gastrointestinaltraktes, wie bakterielle Enterotoxine, in der Lage sind,

extrinsische afferente Nervenfasern Uber bestimmte Zellen der Mukosa zu
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sensibilisieren. Zusatzlich zeigte sich, dass enterochromaffine (EC) Zellen des
Darms in der Lage sind, als Folge eines ,luminalen Tastings“ von intraluminalen
Substanzen 5-HT (Serotonin) freizusetzen. 5-HT kann in der Folge Uber 5-HT3
Rezeptoren Nervenendigungen vagaler Neurone in der Lamina propria
aktivieren [24, 39]. Die Weiterleitung dieser Informationen in das ZNS kann
prinzipiell sowohl durch vagale als auch spinale Nervenbahnen erfolgen [27].
Elektrophysiologische Daten legen die Vermutung nahe, dass die Wirkung von
5-HT uber spezifische Subpopulationen von vagalen afferenten Nervenfasern in
das ZNS vermittelt wird [38]. Jedoch konnte im gleichen Jahr durch Fu et al.
gezeigt werden, dass 5-HT3; Rezeptoren offenbar auch an viszeralen spinalen
afferenten Nervenendigungen vorkommen [21]. Somit ist es vorstellbar, dass
intraluminal applizierte Lipopolysacharide tber einen ahnlichen Signalweg eine
Aktivierung von Neuronen des NTS bewirken kdnnen. Folglich wére in weiteren
Versuchen die Fragestellung zu untersuchen, ob nach vorheriger Blockierung
von 5-HT-Rezeptoren intrajejunal applizierte Lipopolysaccharide zu einer
Zunahme der Anzahl Fos-positiver Neuronen im NTS fuhren. Die Hemmung der
serotonergen Projektion viszeraler Afferenzen in die Area postrema, welche das
Brechzentrum im ZNS darstellt, ist heutzutage in der Klinik eine wichtiges
pharmakologisches Ziel bei zytostatikainduziertem Erbrechen [35, 86].

Nozizeptoren der Darmwand koénnen aber auch Uber andere chemische
Mediatoren aktiviert werden. In vitro Versuche belegen, dass im
physiologischen Zustand Bradykinin (BKK) Uber Bradykinin-B,-Rezeptoren
mesenteriale spinale Afferenzen aktivieren kann. Eine Hemmung von B,-
Rezeptoren fuhrt im akuten Stadium zu einer Abnahme der viszeralen
Nozizeption, wohingegen bei chronischen Schmerzzustanden eine Hemmung
Uber induzierbare B1l-Rezeptoren eine bedeutendere Rolle spielt [9]. Hieraus
lasst sich ableiten, dass der Einsatz entsprechender Rezeptorantagonisten bei
Erkrankungen mit viszeraler Hypersensibilitdt einen therapeutischen Nutzen

haben konnte.
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Prostaglandine interagieren mit verschiedenen Prostaglandinrezeptoren (EP-
Rezeptoren) im Gastrointestinaltrakt. Eine direkte Aktivierung von mukosalen
mesenterialen Afferenzen wird Uber EP;-Rezeptoren vermittelt, wohingegen
EP,-Rezeptoren eine sensibilisierende Wirkung an Nozizeptoren haben [31].
Uber einen solchen Mechanismus ist es vorstellbar, dass ,silente Nozizeptoren*
nach mechanischer oder chemischer Stimulation im Entzindungsmodell
aktiviert werden und Uber vagale und spinale Aktivierungswege ihre Wirkung im
ZNS haben. COX-1 wird als konstitutive Form exprimiert und ist beteiligt an der
.paseline visceral afferent sensitivity“. Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass Naproxen im Nativgewebe zu einer Reduktion der Starke der
Antwort nach vorheriger Bradykinin-Gabe fuhrt [59]. Weiterhin wurde gezeigt,
dass es bei Colitiden zu einer Hochregulation der COX-2 kommt [62, 87].
Chronischer Schmerz kénnte so im Rahmen einer Colitis durch diesen
Mechanismus aufrechterhalten werden. Die Gabe COX-2-Inhibitoren fuhrt
jedoch haufig bei Patienten mit IBD zu einer Exazerbation ihrer Beschwerden
[58, 100]. Somit ist anzunehmen, dass Prostaglandine eine wichtige Funktion

bei Reparaturvorgdngen der Darmwand haben.

Nach intravendser Gabe von Adenosin kommt es zu einer Zunahme der
mesenterialen afferenten Aktivitat, welche mit einer Zunahme der intraluminalen
Drucks im Darm verbunden ist [47]. Somit scheint eine Adenosin-vermittelte
Zunahme der mesenterialen Aktivitat von Neuronen einen
Regulationsmechanismus darzustellen, welcher zu einer efferenten Antwort der

Darmmuskulatur fuhrt, die sich als intraluminale Druckzunahme zeigt.

Ebenso vermag mechanische Dehnung oder Kontraktion der Darmwand eine
Aktivierung vagaler und spinaler Afferenzen auszulésen. Hierbei werden Uber
vagale Fasern Anderungen innerhalb des physiologischen Spektrums des
Tonus der Darmwand in das ZNS weitergeleitet, wohingegen spinale

Afferenzen wabhrscheinlich ein breiteres und dynamischeres Spektrum an
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pathologischen Informationen weiterleiten. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass unter physiologischen Bedingungen bestimmte Nozizeptoren keine
Aktivierung zeigen und erst nach Entzindung oder Traumen aktiviert werden
[22].

Auf  Hirnstammebene ist ein vago-vagaler Regulationmechanismus
anzunehmen. Vagale afferente Nervenfasern sind mit Neuronen des NTS
assoziiert sind [27]. Sie besitzen Glutamat als Neurotransmitter [88]. Glutamat
vermittelt seine Wirkung im ZNS tUber NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren
[106]. Der NTS kann uber efferente exzitatorische glutamaterge und
inhibitorische GABAerge (y-Aminobuttersdure) Bahnen zum motorischen
Nucleus dorsalis des N.vagus (DMNV) auf gastrointestinale Funktionen, wie
Motilitdt und sekretorische Aktivitat, Einfluss nehmen [82].

NTS und DMNV stellen damit funktionell eine Einheit dar. Sie werden daher
auch als Dorsal Vagal Complex (DVC) bezeichnet. Der DVC enthalt weiterhin
Afferenzen von der AP, welche keine effektive Blut-Hirn Schranke enthalt. Er ist
somit in der Lage humorale Signale, wie Zytokine, aus der Peripherie zu
detektieren [33]. Diese kdnnen Uber den oben beschriebenen Mechanismus
zusatzlichen Einfluss auf die Regulation gastrointestinaler Funktionen austiben
[81].

Nach Gabe von intraperitoneal appliziertem LPS kommt es zu einer Zunahme
der Konzentrationen von Glutamat und Interleukin-1 in den Neuronen des NTS
[57]. Die intraperitoneale Gabe von LPS fuhrt zu einer Zunahme der Anzahl
Fos-positiver Neurone in hypothalamischen (Nucleus supraopticus und
paraventricularis) und noradrenergen Hirnstammregionen (Al/A2-Region),
welche mit Neuronen des NTS eng assoziiert sind. Die Gabe des NMDA-
Antagonisten MK801 fuhrte zu einer Abnahme der Fos-Zellzahl in diesen
Regionen [101]. Es ist somit vorstellbar, dass eine systemische LPS-Applikation

Uber einen vagalen glutamatergen Mechanismus zu einer Zunahme der Fos-
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Aktivitdt im NTS fuhrt und durch die Gabe von NMDA-Rezeptorantagonisten

gehemmt werden kann.

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) kann von Neuronen und Gliazellen gebildet
werden. Er hat sowohl eine zytotoxische Wirkung als auch eine zytokin-
induzierende Wirkung. Zudem ist TNF-a in der Lage, die Blut-Hirn Schranke zu
passieren und deren Endothel zu aktivieren. In der Folge kommt es zu einer
Zunahme von Inhibitor Faktor-kB (IkB), welcher ein wichtiger Bestandteil der
intrazellularen Signalkaskade der c-Fos-Aktivierung ist [72].

TNF-a fuhrt zu einer Zunahme der Fos-Aktivitat im NTS [67]. Die Wirkung von
TNF-a im NTS wird Uber Glutamat vermittelt [18]. TNF-a verstarkt zusatzlich die
Wirkung von afferenten glutamatergen Neuronen und erhoht die Fos-Aktivitat
im Ruckenmark nach direkter Rickenmarksinjektion [34]. Somit ist denkbar,
dass TNF-a einer der Mediatoren ist, Uber die die neuronale Aktivierung im
Hirnstamm nach LPS-Gabe erfolgt.

Mastzellen in der intestinalen Mukosa sind mit afferenten vagalen Nervenfasern
eng assoziiert [105]. Die Arbeit von Jiang et al. zeigte, dass
Mastzellmediatoren, wie Histamin und Serotonin, nach Freisetzung
mesenteriale afferente Nervenfasern stimulieren kénnen [43]. Die Gabe von Hj-
Rezeptorantagonisten fihrt im Gegensatz zu H,-Rezeptorantagonisten zu einer
Abnahme der Anzahl Fos-positiver Zellen im Nucleus supraopticus und
paraventricularis, welche, wie oben beschrieben, eng mit dem NTS verbunden
sind [101]. Somit bedarf es weiterer Versuche zur Klarung der Frage, ob eine
Vorbehandlung mit Hj;-Rezeptorantagonisten zu einer Abnahme der Fos-

Aktivitat im NTS nach intrajejunaler bzw. systemischer LPS-Gabe fuhrt.

5-HT (Serotonin) kann sowohl exzitatorische als auch inhibitorische Effekte an
vagalen praganglionaren Neuronen erzielen, wobei Uber 5-HT14 Rezeptoren die
exzitatorische Antwort weitergeleitet wird [102]. Neuronen des NTS kénnen

Uber vagale Afferenzen, welche 5-HT Rezeptoren haben, aktiviert oder
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gehemmt werden. Ebenso kdnnen kardiale vagale Afferenzen Neuronen des
NTS udber 5-HT Rezeptoren aktivieren [103]. Dies legt nahe, dass eine

Aktivierung vagaler Afferenzen durch LPS Uber 5-HT vermittelt sein kann.

4.4  Klinische Relevanz der Ergebnisse

Es wird angenommen, dass es bei Patienten mit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, zu einem Verlust
der Immuntoleranz gegenuber luminalen Antigenen, wie bakteriellen Toxinen,
kommt [14, 45]. Dieser Verlust geht einher mit einer chronischen
Entzindungsreaktion und den sich daraus ableitenden klinischen Folgen wie
Blutungen, Tenesmen und Diarrhéen [19]. Weiterhin konnte im Tierexperiment
gezeigt werden, dass chronische Stressexposition die epitheliale Permeabilitat
in der Mukosa fur makromolekulare Substanzen erhdht [30, 99]. Gleichzeitig
zeigte sich, dass ein Fehlen von Mastzellen bei chronischer Stressexposition
bei knock-out Ratten im Gegensatz zum Wildtyp eine Adhasion und Penetration
von Bakterien in Epihelzellen des Darms verhinderte und die inflammatorische
Aktivitat im Darm senkte [89]. Somit ist es wahrscheinlich, dass
Lipopolysaccharide bei Patienten mit chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen als Folge der chronischen Entziindung in grosseren
Mengen in die Mukosa eindringen kdnnen [84]. Lipopolysaccharide von E. coli
konnten hier eine besondere Rolle spielen, da E.coli als Kommensalen und
Hauptkeime in der Darmflora vorkommen. Bedingt durch das dynamische
Gleichgewicht zwischen Zellverlust und Zellteilung werden grof3e Menge an
LPS standig in das Lumen freigesetzt, die im physiologischen Zustand durch
eine Immuntoleranz keine pathologische Bedeutung erlangen [13]. Tatsé&chlich
wiesen Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen eine erhdhte
Konzentration von Endotoxinen im Blut im Vergleich zu gesunden Probanden
auf [10, 71].
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Es gibt im Tiermodell Hinweise darauf, dass Neurone des Plexus myentericus
wahrend einer Entziindung im Darm einem standigen Einfluss von Zytokinen,
wie Interleukin-1, unterworfen sind [66]. Stresssituationen konnen bei Patienten
mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen den Entziindungsprozess im
Darm unterhalten oder sogar aggravieren konnen [58, 60, 64]. Deshalb wird
vermutet, dass das Nervensystem bei chronisch-entzindlichen

Darmerkrankungen eine modulierende Rolle spielt.

Patienten auf Intensivstationen leiden haufig an einer Sepsis [46]. Eine
Minderperfusion des Darms in Stresszustanden, wie sie im Rahmen von
Schockzustanden, nach operativen Eingriffen oder nach parenteraler Ernahrung
vorkommt, kann zu einer bakteriellen Translokation im Darm fuhren. Hierbei
werden grosse Mengen an Lipopolysacchariden in den systemischen Kreislauf
eingeschwemmt. Als Folge entwickelt sich dann ein septischer Schock, der
wiederum die Minderperfusion des Darms verstarkt [37]. Dieses
pathophysiologische Konzept wird belegt durch die Beobachtung, dass
Patienten mit einem nachweisbaren Titer an LPS eine schlechtere
Uberlebenswahrscheinlichkeit haben als Patienten mit fehlendem Nachweis von
LPS [73].

In einer weiteren Studie von Ziegler et al. zeigte sich, dass die Gabe von LPS-
Antikdrpern bei Patienten mit septischem Schock, welche nach vorheriger
Vakkzinierung von gesunden Probanden gewonnen wurden, die
Uberlebenswahrscheinlichkeit erhéht [110]. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass die Serum-LPS Konzentration eine prognostische Bedeutung bei der
Sepsis hat. Zudem hatte die Durchfiihrung einer Endotoxinelimination durch
Hamoperfusion bei operierten Patienten mit SIRS (systemic inflammatory

response syndrome) eine Verbesserung der Organfunktionen zur Folge [98].

Zusammenfassend stellt somit transloziertes LPS in der Sepsis einen

wesentlichen pathophysiologischen Mechanismus dar, der die Situation des
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Patienten erheblich beeintrdchtigen kann. Basierend auf den Ergebnissen der
Studie ist vorstellbar, dass systemisch aufgenommenes LPS den
generalisierten ,septischen Response” Uber eine zentralnervése Aktivierung
triggert. Die Tatsache, dass diese zentrale Aktivierung des Hirnstamms
pharmakologisch manipulierbar ist, ertffnet die Madoglichkeit, diesen

Mechanismus zu hemmen, um schadliche septische Reaktionen zu vermeiden.

Funktionelle Erkrankungen, zu denen das Reizdarmsyndrom (IBS) gehort,
zeigen eine Vielzahl von Symptomen ohne wesentliche pathologische
Korrelate. Patienten mit Reizdarmsyndrom leiden haufig an schweren
gastrointestinalen Symptomen mit viszeraler Hyperalgesie und Hypersensibilitat
[63, 78]. Ebenso bestehen Diarrhoe und Obstipation in unterschiedlicher
Auspragung [92]. Die Atiologie des IBS ist bis heute nicht vollstandig geklart. Es
ist bekannt, dass nach abgelaufener Campylobacter-Enteritis bis zu 25% der
Patienten ein Reizdarmsyndrom entwickeln. Nach Entnahme von
Biopsiematerial des Rektums bei diesen Patienten fand sich eine erhdhte
Anzahl an EC-Zellen und T-Lymphozyten in der Mukosa. Ebenso konnte
gezeigt werden, dass die Permeabilitat des Darms erhdht war [90]. Biopsien
aus den tiefen Schichten des proximalen Jejunums bei Patienten mit IBS

zeigten eine Invasion von Lymphozyten in die myenterischen Plexus [97].

Vergleicht man den Schweregrad der abdominellen Schmerzsymptomatik bei
IBS-Patienten mit Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
(IBD) und Kkorreliert diese Ergebnisse mit den entsprechenden
histopathologischen  Verdnderungen der Darmwand, so zeigt sich
Uberraschenderweise, dass bei IBS-Patienten trotz der vergleichsweise
unauffalligen histopathologischen Befunde eine ausgepragtere viszerale
Schmerzsymptomatik besteht [6, 61, 85].

Etwa 5-10% aller IBS-Erkrankungen entstehen nach bakteriellen

Gastroenteritiden. Dieses post-infektios auftretende Reizdarmsyndrom (PI-IBS)
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geht typischerweise mit Diarrhoe einher. Zudem ist das post-infektios
auftretende Reizdarmsydrom im Verhaltnis zu anderen IBS-Formen mit weniger
psychischen Symptomen assoziiert und hat eine bessere Langzeitprognose
[16].

Somit ist es denkbar, dass LPS, bedingt durch eine erhohte Permeabilitat des
Darmepithels nach einer Infektion, zu einer Aktivierung von Neuronen des
Darms fuhrt. Die Weiterleitung dieser Aktivierung in Regionen, wie dem NTS,
konnte den chronischen Entziindungsprozess im Sinne des Modells der

neurogenen Entziindung aufrechterhalten.

Ein therapeutischer Ansatz in der Behandlung des Reizdarmsyndroms stellt auf
dem Hintergrund einer EC-Zellhyperplasie die Gabe von 5-HT
Rezeptorantagonisten dar. Tatsachlich fuhrt die Gabe von 5-HT
Rezeptorantagonisten zu einer Reduktion der viszeralen Schmerzsymtomatik
[25, 91]. Zusatzlich verbessern 5-HT3; Rezeptorantagonisten die
Diarrhoesymptomatik beim postinfektiosen Reizdarmsyndrom [44, 56]. 5-HT,-
Rezeptoragonisten haben hingegen einen gunstigen therapeutischen Einfluss
bei Patienten mit im Vordergrund stehender obstipierender Symptomatik (C-
IBS) [52, 92]. Eine pathophysiologische Erklarung fur die unterschiedliche
Symptomatik bei Patienten mit PI-IBS und C-IBS liefert die Arbeit von Dunlop et
al. Sie zeigten, dass bei Patienten mit PI-IBS der Abbau von 5-HT zum
Metaboliten 5-HIAA vermindert war. Gleichzeitig war bei Patienten mit C-IBS
die Freisetzung von 5-HT postprandial geringer als bei Patienten mit PI-IBS
[17].

Unter der Annahme einer Entzindung bei Patienten mit PI-IBS ware zu
erwarten, dass es nach Gabe potenter antiinflammatorischer Medikamente zu
einer Besserung des Beschwerdebildes kame. Allerdings zeigte sich, dass
Prednisolon bei Patienten mit PI-IBS trotz einer signifikanten Reduktion der T-

Lymphozyten-Zellzahl weder zu einer Anderung der Anzahl enterochromaffiner
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Zellen in Rektumbiopsien noch zu einer Besserung der Symptomatik fihrte
[15].

Stellt man die Theorie einer EC-Zellhyperplasie in den Vordergrund der
Uberlegungen Uber einen moglichen Pathomechanismus, so zeigt sich, dass
trizyklische Antidepressiva mit 5-HT3 antagonisierender Wirkung zu einer
Verbesserung der Symptomatik fihren. Hier muss allerdings diskutiert werden,
ob dieser therapeutische Ansatz nicht auch durch eine Besserung des
vorhandenen krankheitsbedingten depressiven Zustandsbildes bedingt ist. Der
Einsatz spezifischer 5-HT3 Antagonisten, wie Alosetron, fuhrt jedoch zu einer
Besserung der viszeralen Schmerzsymptomatik und Stuhlunregelmassigkeiten

bei Patienten mit im Vordergrund stehender Diarrhoe-Symptomatik [91].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine intensive Interaktion
von LPS mit dem Nervensystem stattfinden kann, weshalb sich ein
Mechanismus fur das postinfektiose Reizdarmsyndrom hypothetisch ableiten
lasst. Insbesondere wird deutlich, dass Bakterienbestandteile, wie LPS, eine
zentrale neuronale Aktivierung vom Darm aus hervorrufen kénnen. Dies kénnte
die Grundlage fur die typische ,Hypersensibilitat® beim Reizdarmsyndrom
bilden.
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5. Zusammenfassung

Mesenteriale afferente Nervenfasern des Darms sind mit Mastzellen
assoziiert. Mastzellmediatoren, wie Histamin und Serotonin, sind in der Lage,
mesenteriale afferente Nervenfasern zu sensibilisieren. Afferente Nervenfasern
sind Uber vagale und spinale Bahnen mit Hirnstammstrukturen, wie dem NTS
und der Area postrema, vernetzt. Nach intrajejunaler Gabe von allergisierenden
Substanzen kommt es zu einer Aktivierung von Fos-positiven Neuronen des
NTS, woraus sich eine Aktivierung des NTS Uber vagale afferente Nervenfasern
ableiten lasst. Es gibt weiterhin Hinweise dafiir, dass physiologische Signale
aus dem Intestinum Uber den Vagus und nozizeptive respektive pathologische
Stimuli Gber spinale Fasern ihren Eingang in das ZNS finden.
Lipopolysaccharide sind Bestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien
und werden nach Zellyse freigesetzt. Sie kénnen die Freisetzung von Zytokinen
und Mediatoren aus Immunzellen induzieren mit der Folge des klinisches Bildes
einer Sepsis. Weiterhin  zeigen elektrophysiologische Daten, dass
Lipopolysaccharide in der Lage sind, mesenteriale afferente Nervenfasern zu
aktivieren. Ziel der vorliegenden Studie war es zu untersuchen, ob es nach
intrajejunaler und systemischer Gabe von LPS im Rattenmodell zur Aktivierung
von Neuronen im NTS kommt. Weiterhin sollte untersucht werden, ob diese
Aktivierungsprozesse pharmakologisch beeinflussbar sind und inwieweit diese
Prozesse bei lokaler LPS-Gabe durch eine systemische Aufnahme von
Lipopolysacchariden bedingt sind.

Die Experimente wurden an mannlichen Wistar-Ratten durchgefuhrt. Hierbei
wurde nach operativer Anlage eines Jejunalkatheters LPS entweder lokal Uber
den Katheter oder systemisch durch intraperitoneale Injektion appliziert. Zur
Untersuchung der pharmakologischen Beeinflussbarkeit der neuronalen

Aktivierung im Hirnstamm wurde in Subgruppen vor systemischer LPS-Gabe
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der Cyclooxigenasehemmer Naproxen oder der iNOS-Inhibitor Aminoguanidin
intraperitoneal appliziert. Zudem wurden die Serum-LPS Konzentrationen nach
systemischer und intrajejunaler LPS-Gabe mittels LAL-Chromogenic Endpoint
Assay bestimmt. Die neuronale Aktivierung im NTS wurde mittels c-Fos
Immunohistochemie in den H6hen 13.3 mm, 13.8 mm und 14.3 mm kaudal vom
Bregma untersucht. Die Area postrema wurde auf Hohe 13.8 mm kaudal vom

Bregma ausgewertet.

In der vorliegenden Arbeit fliihrte sowohl die intrajejunale Applikation von LPS
(20 mg ml™, Volumen: 2 ml) als auch die systemische Gabe (1 mg kg™) zu einer
Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zellen im NTS. Die Gabe des iNOS-
Inhibitors Aminoguanidin (15 mg kg™>) vor systemischer LPS-Gabe fiihrte zu
einer Zunahme der Anzahl Fos-positiver Zelllen des NTS. Hingegen hatte die
Gabe des nichtselektiven Cyclooxigenasehemmers Naproxen (10 mg kg™) vor
systemischer LPS-Gabe keinen signifikanten Effekt auf die Anzahl Fos-positiver
Zellen im NTS. Es liess sich allerdings eine deutliche Tendenz zur Abnahme
der Fos-Zellzahl feststellen (s. Abb.8). Die systemische Gabe von LPS fihrte im
Vergleich zur intrajejunalen Gabe zu einer Zunahme der Anzahl Fos-positiver
Zellen in der Area postrema. Nach systemischer Gabe von LPS zeigte sich im
Gegensatz zur intrajejunalen Gabe eine deutliche Zunahme der Serum-LPS

Konzentration.

In Zusammenschau der Fos-Ergebnisse und der Ergebnisse der Bestimmung
der Serum-LPS Konzentration lasst sich schlussfolgern, dass die Aktivierung
von Neuronen im NTS wahrscheinlich durch direkte Interaktion mit
darmassoziierten Neuronen erfolgt, welche zuvor durch LPS stimuliert worden
sind. Denkbar ist in diesem Zusammenhang eine Aktivierung tber vagale und
spinale Neurone. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der Auswertung
der Area postrema unterstitzt, welche im Gegensatz zur systemischen Gabe

keinen signifikanten Unterschied bei intrajejunaler LPS-Gabe aufzeigen konnte.
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Es lasst sich weiter schlussfolgern, dass eine relevante systemische Aufnahme
von LPS nach intrajejunaler Applikation unwahrscheinlich erscheint und nicht
zur zentralen Aktivierung beitragt.

Zur pharmakologischen Beeinflussbarkeit lasst sich aus den vorliegenden
Daten ableiten, dass in der Regulation dieser Prozesse NO einen hemmenden
Effekt auf die Bildung von Fos-Protein nach LPS-Gabe hat, wahrend sich ein

permissiver Effekt der Cyclooxigenase nicht eindeutig nachweisen liess.
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