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Vorwort

1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand im Zeitraum von Oktober 1998 bis Juli 2000 am Zentrum
fur Innere Medizin (Leiter Prof. Dr. med. Werner Seeger) der Justus-Liebig Universitat
Gief3en. In der klinischen Forschergruppe von Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat Friedrich
Grimminger zugehorig der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. med. Ulf Sibelius unter der
Betreuung von Herrn Dr. med. Ulrich Grandel.

Die Arbeit befasst sich mit Fragen zur Pathogenese der septischen Kardiomyopathie die, as
Komplikation der Sepsis, aufgrund ihrer inzidentiellen Zunahme in den letzten Jahren
vermehrt an Bedeutung gewonnen hat. Vor allem Stérungen der Mikrozirkulation als
Ursache fir die Abnahme der kardialen Leistungsfahigkeit sind bisher unzureichend
untersucht worden.

Anhand des a-Toxins, dem bedeutendsten Exotoxin von Saphylococcus aureus, wurde der
Einfluss bakterieller Exotoxine auf eine Expression von Adhasionsmolekilen in
postkapillaren Venolen untersucht. Durch Zugabe humaner PMN und deren anschlief3ender
Aktivierung wurde deren pathophysiologische Bedeutung an blutfrei perfundierten
Rattenherzen gepruft. Mittels pharmakologischer Intervention konnten die Mechanismen,

die an der Entstehung der kardialen Depression beteiligt sind, Gberprift werden.
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2. Einleitung

2.1 Definition und Pathogenese der Sepsis

In den letzten Jahren ist es zu einer ansteigenden Inzidenz der Sepsis gekommen. Sands et
al. ermittelten in einer epidemiologischen Studie 1997 eine Inzidenz von 2,8 Falen pro
1000 Patiententage, wobei 41 % der Félle aulerhalb von Intensivstationen diagnostiziert
wurden®. Bel der Sepsis handelt es sich um eines der gravierendsten Krankheitsbilder der
heutigen Intensivmedizin, das trotz erweiterter Therapiemdglichkeiten noch immer eine
Gesamtmortalitét von ca. 20 % aufweist 2. In der Halfte der Falle verlauft die Krankheit bis
zum septischen Schock progredient. Dieser besitzt mit 40 — 60 % eine beachtliche
Mortalitdt. Griinde fur diesen Anstieg werden Ubereinstimmend zum einen in der Zunahme
invasiver diagnostischer und operativer Malinahmen gesehen, die einen Keimeintritt
erleichtern, zum anderen in einer Ausweitung immunsuppressiver Therapien zur
Behandlung chronisch inflammatorischer Prozesse. Auch der Zuwachs an Patienten mit
Stérungen der Immunabwehr im Rahmen einer Diabetes-mellitus Erkrankung oder einer
HIV-Infektion erhoht die Gefahr, eine Sepsis zu entwickeln. Desweiteren hat der
unkritische Einsatz hochwirksamer Antibiotika zur Selektion multiresistenter Keime
gefuhrt, die therapeutisch kaum noch zu beeinflussen sind. In den letzten Jahren konnte
dadurch auch eine Anderung des Keimspektrums beobachtet werden. Wurden vor 20
Jahren Uberwiegend gram-negative Keime im Blut septischer Patienten isoliert’, so
Uberwiegen heute die gram-positiven.
Daeine frilhzeitige therapeutische Intervention die Mortalitét signifikant senkt*, wurde von
R.C. Bone’ eine klinische Definition der Sepsis vorgeschlagen, die als Standard allgemein
akzeptiert ist. Sobald im Rahmen einer systemischen Reaktion auf eine Infektion zwel oder
mehr der folgenden Symptome erflillt sind, gilt die Sepsis als erwiesen:

- Koérpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C

- Herzfrequenz > 90/min

- Tachypnoe von > 20 AtemzUigen / min oder bei maschineller Beatmung mit einem

Atemminutenvolumen > 10 |/min

. Leukozyten > 12.000/mm?®
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Als septisches Syndrom bezeichnet Bone eine Sepsis, in deren Verlauf noch eines oder
mehrere der folgenden Symptome aufgetreten sind:

- Oligurie (Urinausscheidung <0,5 ml/kg KG pro Stunde)

- erhohter Lactatspiegel

- Hypoxamie (ohne vorbekannten Herz- oder Lungenerkrankungen)
Fallt der systolische Blutdruck zusétzlich unter 90 mmHg oder fallt er mehr als 40 mmHg
von seinem Ausgangswert, so bezeichnet Bone dies als septischen Schock.
Den Ausgangspunkt der Erkrankung stellt oftmals eine ortlich begrenzte Infektion dar, von
der es zu einer hamatogenen Streuung von Mikroorganismen und/oder ihrer Patho-
gentitétsfaktoren kommt. In Betracht kommen dabei sowohl Exotoxine as auch
Bestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien, die als Endotoxine wirken. Als Folge
dieser hédmatogenen Aussaat kommt es zur Aktivierung korpereigener humoraler und
zelluldrer Effektorsysteme, zu denen das Komplement- und Gerinnungsystem sowie
Granulozyten, Thrombozyten, Endothelzellen und Makrophagen zdhlen. Die genannten
Systeme werden aktiviert und setzten ihrerseits eine Vielzahl inflammatorischer und
vasoaktiver Substanzen frei, die letztlich fur die auftretenden lokalen Gewebsschadigungen
und Mikrozirkulationsstorungen verantwortlich sind. Gefurchtet sind, neben isolierten
Schéadigungen von Nieren, Lunge, Leber und Darm, vor allem deren Kombination in Form
eines Multiorganversagens, sowie die hdmodynamischen Veranderungen der Sepsis bis hin
zum septischen Schock™®.
Initial kommt es bei Patienten mit Sepsis fast immer zu einer ausgeprégten Abnahme des
peripheren Gefél3widerstandes bis auf etwa 30% der Norm. In der hyperdynamen oder
hyperzirkulatorischen Phase des septischen Schocks, die in der Regel mit einer warmen
Haut einhergeht, kommt es zu einem Anstieg von Herzindex und Herzzeitvolumen. Diese
sympathikotone Reaktion kann den Blutdruck noch bis zu einem gewissen Grad
aufrechterhalten'.  Aufgrund eines peripheren  Blutpoolings bei  generaisierter
Vasodilatation und einer generellen Permeabilitétsstérung des Gefél3endothels kann es dann
zu einem relativen intravasalen Volumenmangel kommen, woraus eine klinische Zunahme
der Schocksymptomatik resultiert. Die bel anderen Schockformen auftretende Verringerung
des HZV bei erhdhtem peripheren Widerstand sieht man beim septischen Schock nur in der
Terminalphase. Sie wird als hypodyname oder hypozrkul atorische Phase bezeichnet. Diese
tritt aber eher selten auf und findet sich vor allem bel Patienten mit unzureichender

\ olumensubstitution und noch vorhandener Gef&lreagibilitét’.
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Im Rahmen des septischen Multiorganversagens wurde der Schadigung des Herzens lange
Zeit keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt, ist doch das Herzzeitvolumen septischer
im Vergleich zu gesunden Patienten nicht erniedrigt sondern sogar leicht erhoht.

In den letzten Jahren wurden aber sowohl bel Tiermodellen als auch bel Patienten
betréchtliche Veranderungen der myokardialen Funktion beobachtet, so dass H.P. Schuster®
dafir 1989 den Begriff der septischen Kardiomyopathie prégte. Inzwischen werden bis zu
10% aller Sepsis Todesféle auf einen intraktablen Schock infolge einer schweren, akuten
septischen Kardiomyopathie zuriickgefiihrt®.

2.2 Kardiale Komplikationen der Sepsis

2.2.1 Pathophysiologische Beobachtungen

Die Untersuchung der Frage, inwieweit das Herz wahrend der Sepsis inadaquat auf die
vaskuléren Veranderungen reagiert, stellt den Untersuchenden vor grof3e Schwierigkeiten.
Eine Beobachtung der reinen pathophysiologischen Vorgange bei der septischen
Kardiomyopathie ist praktisch nicht moglich, da eine frihzeitige massive
intensivmedizinische Intervention erforderlich ist und so eine Trennung von Therapiefolgen
und Pathophysiol ogie erschwert wird.

Durch den drastischen Abfall des peripheren Gefal3widerstandes misste das HZV auf das
zwei- bis dreifache der Norm ansteigen, um einen normotonen Blutdruck zu gewéahrleisten.
Diese Leistung kann von gesunden Herzen auch ohne Probleme erbracht werden. Bel
septischen Patienten sient man diese Leistungssteigerung alerdings selten, vor alem nicht
bei protahierten Verlaufen. Erstellt man ene inverse Korrelation zwischen
Gefal3widerstand und HZV, so kann eine eingeschrankte Pumpfunktion des Herzens bereits
bei normotoner Sepsis erkannt werden.

Mittels Radionuklidventrikulographie und Echokardiographie ist bei der septischen
Kardiomyopathie eine biventrikulére Reduktion der Ejektionsfraktionen nachweisbar und
kennzeichnend, die mit einer Dilatation der Ventrikel und einer Erhohung der
enddiastolischen und endsystolischen Volumina einhergehen. Eine Erhthung der
pulmonalarteriellen Nachlast als alleiniger Grund fur die Reduktion der rechtsventrikularen

4
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Auswurffraktion konnte ausgeschlossen werden. Daher muss sie as Indiz einer globalen
septischen Herzschadigung angesehen werden*°.

Als weiterer Befund ist die myokardiale Kontraktilitét reduziert'. Diese Anderung besitzt
betrachtliche Bedeutung, da sie zum ha@modynamischen Schock beitragen kann, der mit
einer hohen Mortalitét korreliert™,

Aul¥erdem lassen sich Relaxaktions-, sowie globale und regionale Kontraktionsstorungen
auch bei Patienten ohne vorherige Herzerkrankung nachweisen.

Desweiteren kommt es zu einer massiven Storung der Druck-Volumen-Beziehung
(Compliance) und des Frank-Starling-Mechanismus, denn die unerlassliche Infusions-
therapie wahrend der Sepsis fuhrt zwar zu einer Erhohung des pulmonalkapilléren
Verschlussdruckes und des enddiastolischen linksventrikularen Volumens, aber nicht zur
erwarteten adaguaten Steigerung des Auswurfsvolumen, was eine Zunahme der Ventrikel-
compliance vermuten l&sst. Auch durch Gabe von b-Sympathomimetika lief3en sich diese
beschriebenen Veranderungen nicht véllig rekompensieren®®. Vincent et al. beobachteten,
dass septische Patienten, die aufgrund ihrer kardialen Komplikationen verstarben, eine
signifikant geringere ventrikuléare Ejektionsfraktion und ein hoheres enddiastolisches,
rechtsventrikuldres Volumen gegeniiber (iberlebender Patienten besalRen™. All diese
Verénderungen kénnen schon bei  septischen Patienten ohne Blutdruckabfall nachwel sbar
sein®,

Als Ursache fir die beschriebenen Herzschddigungen konnte eine Stérung der
Makrozirkulation ausgeschlossen werden, da Messungen des koronaren Blutflusses in den
grof3en und mittleren Arterien normale oder erhohte Werte ergaben.

Allerdings zeigten diese Untersuchungen septisch geschadigter Herzen eine Verminderung
der arterioventsen Sauerstoffdifferenz als Ausdruck einer verringerten Sauerstoff-
extraktion, was eine Storung der koronaren Mikrozirkulation vermuten | &3t

Zu der Fragestellung, ob der die Sepsis ausl6sende Erreger fir die Schwere und den Verlauf
der Erkrankung von Bedeutung ist, wurden verschiedene Untersuchungen unternommen
und u.a. folgende Ergebnisse festgehalten. Sowohl fir die Prognose des septischen
Schocks, als auch fur die kardiovaskuléren Verénderungen wurden keine erreger-
spezifischen Merkmale oder Unterschiede beziglich des verursachenden Erregers
nachgewiesen'®®,

Wird die septische Kardiomyopathie Uberlebt, bilden sich die meist in den ersten 48

Stunden entstandenen Symptome innerhalb von 7-10 Tagen vollstandig zurtick.
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2.2.2 Experimentelle Ergebnisse

Da es Schwierigkeiten bereitet, die Therapiefolgen von den reinen pathophysiologischen
Veranderungen der septischen Kardiomyopathie zu trennen und es sich aus ethischen
Grunden verbietet, mit der Therapie zu warten, sind funktionierende Tiermodelle
unverzichtbar.

Natanson et a. untersuchten die Auswirkungen einer peritonealen Implantation eines
Blutgerinnsels, dass von E. coli extrahiertes Endotoxin enthielt, an Hunden Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Innerhalb der ersten beiden Tagen fielen bel diesen Hunden der
mittlere arterielle Druck, die linksventrikuldre Ejektionsfraktion und der enddiastolische
Volumenindex signifikant. Eine Volumengabe erhohte weder den mittleren arteriellen
Druck, noch die Ejektionsfraktion. Es konnte aber eine Dilatation des linken Ventrikels
beobachtet werden. Uberlebten die Hunde, wurde am 10. Tag praktisch eine
Normalisierung aller Werte beobachtet®.

Zur Untersuchung der physiol ogischen Reserven, entnahmen Mc Donough et al. die Herzen
septischer Ratten, um  anschlieffend in dem Versuchsaufbau nach Langendorff maogliche
Veranderungen der kardialen Performance zu erfassen. Durch die Applikation eines fakalen
Inokulums in die peritoneale Bauchhthle wurde ein septisches Krankheitsbild erzeugt. Die
Ratten wiesen am 2. postapplikativem Tag eine erhdhte Herzfrequenz, Fieber und einen
erhohten koronaren Blutfluss bel einem normaen arteriellen Blutdruck auf. Im Vergleich
zu Kontrollherzen, fielen die septischen Herzen dadurch auf, dass der entwickelte
linksventrikuldre Druck, die Ejektionsfraktion und das Herzminutenvolumen sank. Diese
Effekte waren unabhéngig von der angebotenen Vorlast. Wurden die Herzen jedoch erst am
7. postapplikativen Tag entnommen, konnten keine signifikanten Unterschiede zu den
Kontrollherzen festgestellt werden®.

Auch bei Schafen kam es nach kontinuierlicher Infusion von Endotoxin zu einer
hyperdynamen septischen Reaktion. Bevor es jedoch nach etwa vier Stunden zu einer
Reduktion des peripheren Widerstandes, des arteriellen Blutdruckes und des
Herzzeitvolumens kam, konnten in der Frihphase der Applikation (etwa eine Stunde nach
Beginn des Versuches) ein erhohter peripherer Widerstand und arterieller Blutdruck
gemessen werden®. Die initial erhohten Parameter waren durch erhdhte Thromboxan-
spiegel in der Frihphase bedingt, wie unter anderem Masouye et a. und Pittet et al.

ausfuhrlich beschrieben haben®?4,



Einleitung

Solomon et al. erfasste an septischen Hunden nicht nur die physiologischen Unterschiede
anhand von Radionukleotidventrikulographien und Echokardiographien, sondern auch
morphologische mit Licht- und Elektronenmikroskopie. AulRerdem betrachteten sie den
myokardialen Energiemetabolismus. Durch Volumengabe wurde der gesunkene Blutdruck
septischer Tiere kompensiert und es zeigte sich ein erniedrigter peripherer Widerstand bei
normalem oder leicht erhdhten kardialem Index, wie es der hyperdynamischen Phase der
Sepsis entspricht. Trotzdem lief3 sich bei allen septischen Tieren eine global erniedrigte
linksventrikul@re Funktion messen. Es lief3en sich jedoch keine Beweise flr ein inadaquates
Sauerstoffangebot, eine myokardiale Ischamie oder ein inadaguates Energieangebot
ableiten. Auch die morphologische Untersuchung wies, bis auf eine Anreicherung
neutrophiler Granulozyten in den septischen Herzen, weder eine diffuse Myokarditis, noch
eine Myozytennekrose nach®. Auch andere Autoren schlossen eine Gewebsschadigung als
Vorrausetzung der myokardialen Dysfunktion aus 2°2"%,

Nach intravendser Infusion von Endotoxin entstand bei Schweinen eine hyperdyname
septische Reaktion, bel der sich deutliche Hinweise fir eine Kontraktilitatsabnahme des
linken Ventrikel fanden®. Bestétigt wurden diese Ergebnisse durch Untersuchungen von
Goldfarb et al., die Schweinen kontinuierlich geringe Dosen Endotoxin infundiert hatten
und dabel ebenfalls eine Kontraktilitdtsabnahme des Herzens fanden. Eine Verringerung
der koronaren Perfusion konnten sie als Ursache ausschlieen™.

Altere Untersuchungen erweckten zwar den Verdacht einer globalen kardialen Ischamie,
ohne jedoch einen Blutdruckabfall als Ursache der koronaren Minderperfusion sicher
ausschlieRen zu konnen®!. Neuere Untersuchungen an septischen Schafen durch Fox et al.,
die einen zu starken Blutdruckabfall durch ene adaguate Volumensubstitution
verhinderten, zeigten jedoch eine unveranderte bis erhohte K oronarperfusion®8°,

Trotz des Unterschieds in der Versuchsanordnung und der verwendeten Tiermodelle,
konnten nahezu alle beim Menschen durch eine Sepsis ausgeldsten Symptome am Herzen

auch im Tierversuch nachvollzogen werden.

2.3 Der Einfluf3 von Cytokinen und inflammatorischen Mediatoren auf dasHerz

Makrophagen und Monozyten sind in der Lage, dass nur wenige Sekunden Halbwertszeit

besitzende Zytokin Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a) zu sezernieren. TNF-a kann
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3 und wurde im Serum

ursachlich fiir eine kardiale Dysfunktion verantwortlich sein®
septischer Patienten in erhdhten Konzentrationen nachgewiesen®. Natanson et al.
konnten zeigen, dass die Abnahme der linksventrikul&ren Ejektionsfraktion bei Hunden
nach einer TNF-a Applikation der Abnahme der linksventrikuléren Ejektionsfraktion
wahrend des menschlichen, septischen Schocks gleicht®”®*°, Auch lasst sich durch die
aleinige Infusion von TNF-a beim Menschen ein Krankheitsbild &hnlich der septischen
K ardiomyopathie induzieren®. Eine weitere bedeutende Funktion des TNF-a wahrend der
Sepsis ist die Induktion der NO-Synthase (NOS)*.. Die in mehreren Isoformen existierende
NOS, ua die durch Endotoxin und Zytokine induzierbare Form iNOS™, bildet
Stickstoffmonoxid, welches wahrend der Sepsis in exzessiven Mengen nachweisbar ist®.
Bei NO handelt es nicht nur um einen bedeutenden Vasodilatator®, sondern es reduziert
sowoh! die basale Kontraktilitat von Kardiomyozyten® als auch ihre b-adrenerge Stimulier-
barkeit*. Desweiteren konnten Sundrani et al. nachweisen, dass eine Inhibierung der NO
Produktion wahrend der Sepsis, zu ener Zunahme der Leukozytenadh&sion in
postkapillaren Venolen fuhrt und die Rollgeschwindigkeit der Leukozyten Uber das
Endothel senkt*’.

2.4 Koronare Mikrozirkulationsstorungen als pathogenetisches Prinzip der septischen
Kardiomyopathie

Eine globale ischamische oder hypoxische Schadigung des Myokards wéhrend der
septischen Kardiomyopathie konnte durch Untersuchungen an septischen Patienten, die
eine Zunahme des koronaren Blutflusses bei gleichzeitiger Abnahme der myokardialen
Sauerstoffextraktion ergaben, ausgeschlossen werden®®. Die Ergebnisse der bisher
unternommenen Untersuchungen lassen dabel aber eine Bewertung der Mikrozirkulation
nicht zu. Eine verminderte Sauertstoffextraktion kann sowohl die Folge einer Stérung der
Sauerstoffaufnahme und —verwertung als auch einer Storung der kapilléren Perfusion sein.
Ein Abfall der Sauertstoffextraktion lief3e sich durchaus Uber eine vergrof3erte arteriovenose
Shuntdurchblutung erkléren. Seeger et al. beschrieben derartige Verdnderungen wahrend

640 ynd den Darm®>*2. Ein wichtiges pathophysiologisches

der Sepsis u.a fur die Lung
Prinzip ist dabel die schwerwiegende Storung der regionalen Mikrozirkulation, wobei es zu

einer unphysiologischen Mehrdurchblutung einzelner Kapillarstrecken bel gleichzeitiger
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Minderdurchblutung anderer kommt. Diese nicht bedarfsorientierte Durchblutung fuhrt
letztendlich zu einer funktionellen Shunt-Perfusion und damit zu einer mangelnden
Versorgung und Funktionsstérung der Gewebe. Eine derartige Storung der Durchblutung
konnte durchaus den Abfall der Sauerstoffextraktion erkléren.

An septischen Schafen konnte die Unfahigkeit einer Steigerung der Sauertstoffextraktion,
normal erwei se eine wichtige metabolische Reserve des Herzens, gezeigt werden. Gesunde
Kontrolltiere erhdhten unter Hypoxie die Sauerstoffextraktion von 78% auf 88%. Bei den
septischen Versuchstieren jedoch wurde keine signifikante Steigerung gemessen. Da eine
solche Steigerung durch Rekrutierung weniger perfundierter Kapillarabschnitte erreicht
wird, kann ein Ausbleiben dieser Steigerung als Hinweis fir eine Stérung der kapillaren
Perfusion angesehen werden.

Histologische Untersuchungen des Myokards von Schafen in der hyperdynamen Phase der
Sepsis zeigten Einzelzellnekrosen ohne zusammenhangende infarzierte Areale, inter- und
intrazellulare Odeme, ultrastrukturelle Kontraktionsbanden und degenerative mito-
chondriale Veranderungen™. Diese hypoxische Gewebsschadigungen konnen nicht durch
eine Stérung der globalen Durchblutung erklart werden, sondern sprechen auch fir eine
pathologische Anderung der Mikrozirkulation. Weitere Untersuchungen ergaben als
Ursache fur eine erhohte Ischdmieempfindlichkeit endotoxindmischer Rattenherzen
Hinweise auf eine Stérung der Mikrozirkulation™. Groenvald et al. untersuchten, mit Hilfe
von radioaktiven Mikrosphéren, die regionale myokardiale Durchblutung von Hunden, die
eine Bolusinjektion Endotoxin erhalten hatten. Das Herzzeitvolumen und auch der mittlere
arterielle Druck der Toxin-Hunde sanken gegenlber denen der Kontrolltieren. Global
konnten sie aber weder eine Anderung des Blutflusses, noch des O,-Metabolismus
nachweisen. Es zeigte sich jedoch eine Heterogenitét der Durchblutung und neben Gebieten
mit einer Minderperfusion liefen sich auch tiberperfundierte Areale nachweisen™.

Uber den Pathomechanismus der myokardialen Mikrozirkulationsstorungen ist jedoch
wenig bekannt. Zu den Verteilungsstérungen in der Mikrozirkulation tragen unter anderem
die Okklusion von Kapillaren durch rigide Erythrozyten®”, vermehrt gebildete vasoaktive
Mediatoren, die zu einer Storung der Vasoregulation fuhren, eine gesteigerte kapillére
Permeabilitét bel Endothelzellschadigung und eine verstérkte endotheliale Adhésion von
Granulozyten bei *. Im Folgenden soll auf einige dieser vasoaktiven Substanzen und auf

die fUr eine Granulozytenadhasion nétigen Adhasionsmolekiile ndher eingegangen werden.
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2.5 Vasoaktive Produkte der Lip- und Cyclooxygenasen

Das Ausgangsprodukt der vasoaktiven Eicosanoiden ist die Arachidonsdure (Eicosa
tetraensaure, AA), eine vierfach ungesdttigte C20-Fettsdure, die von verschiedenen
Phospholipasen aus den Lipiden biologischer Membranen mobilisiert wird.

Die Metabolite, die aus der AA gebildet werden, unterscheidet man nach dem Namen des
fur die Oxidation verantwortlichen Enzyms in Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-
produkte.

Unter der Einwirkung von Mediatoren humoraler Kaskadensysteme, Sauerstoffradikalen
und Bakterientoxinen wéahrend der Sepsis, kommt es zu einer verstarkten Aktivierung des
Arachidonsauremetabolismus und dadurch zu einem Anstieg vasoaktiver Eicosanoide™.

Die 5-Lipoxygenasen katalysieren eine Dioxygenierung der AA zu instabilen Hydro-
peroxyeicosatetranoiden (HPETE), die durch Hydroperoxydasen zu biologisch aktiven
Hydroxyei cosatetraenséuren metabolisiert werden konnen. Dieser Schritt ist abhangig von
der Interaktion der 5-Lipoxygenase mit einem Membranprotein des Zellkerns, dem 5-
lipoxygenase activating protein (FLAP)®. Aus 5-HPETE entsteht durch Dehydrierung das
intermedidre Epoxid Leukotrien A 4 (LTA4). LTA4 kann auf verschiedenste Weise weiter
metabolisiert werden. Durch spontane Hydrolyse entsteht im Folgenden 6-trans-LTBy,
durch eine weitere Dehydrierung LTB,4. Die LTC,;-Synthase katalysiert die Konjugation
von LTA4 mit Glutathion zu den Cysteinyl-Leukotrienen (LTC,4, LTD4, LTE,) as weitere
Maoglichkeit der Metabolisierung (siehe Abbildung 1).

Viele Aktivatoren der 5-Lipoxygenase sind nicht in der Lage, die zur Freisetzung der
Arachidonsaure nétigen Phospholipasen zu aktivieren. Allerdings lassen sich unter inflam-
matorischen Bedingungen hohe AA-Gewebsspiegel messen, so dass die LT-Synthese nicht
zwingend von endogen freigesetzter AA abhéangig ist.

Die zur Bildung der Cysteinyl-Leukotriene notwendige LTC4-Synthase ist in PMN nicht
vorhanden. Jedoch beschrieben Maclouf et al. die Mdglichkeit einer transzelluldren
Synthese®. Mittels Sezernierung des sehr instabilen Zwischenprodukts LTA4 in den
Extrazellulérraum durch den Granulozyt, steht es dort etwaigen Akzeptorzellen, z.B.
Endothelzellen zur weiteren Metabolisierung zur Verfiigung®®. Diese kénnen dann durch
ihre Gluthation-S-Transferase L TA4 zu Cysteinyl-L eukotriene metabolisieren.
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AA
5-Lipoxygenasen
5-HPETE
LTA, 5-HETE
LTC, LTB,
‘ spontan ‘
LTD, i OH-LTB,4
! 6-trans-L TB, v
LTE, 6-trans-epi-LTB,4 COOH-LTB4
5,6-DIHETEs

Abbildung 1 Metabolismus der Arachidonséure

2.6 Inflammatorische Eigenschaften der Leukotriene

Urspriinglich wurden die Leukotriene als Leukozytenprodukte betrachtet. Piper et al.
wiesen jedoch nach, dass sie auch von Koronar- und Pulmonalarterien produziert werden®.
LTB, (als Dehydrationsprodukt von LTA,) erweist sich als starkes Chemotaxin und
Aktivator von polymorphkernigen Granulozyten (PMN). PMN sind in der Lage, das
instabile LTA, selbst zu synthetisieren und es an ihre Umgebung abzugeben, wo es von
benachbarten Zellen zu LTC, metabolisiert werden kann®. Diese Zell-Zell Interaktion
besitzt eine wichtige Kontrollfunktion in der Produktion der Eicasonoiden.

Bei den Peptidbindung tragenden Leukotrienen (LTC,4, LTDy4, LTE4) handelt es sich um

h% wirken. An

potente Verbindungen, die bronchokonstriktorisch® und vasokonstriktorisc
betdubten Hunden konnte Woodman et a. zeigen, dass vor allem die Leukotriene LTC,4 und
LTD, eine sonst starke, konstriktive Wirkung auf die Koronararterien besitzen®’. Nach
intraarterieller Gabe von LTC, oder LTD, in die Arterie circumflexa der Hunde, nahm der
koronare Blutflull um 42% ab, ohne dabel meffbar den systemischen oder pulmonal
arteriellen Druck zu beeinflussen. Ahnliche Effekte liefen sich fiir LTE4 nicht nachweisen.

Da der gemessene Abfall des koronaren Blutflusses, resultierend aus einer koronaren
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Vasokonstriktion, auch bei gleichzeitiger Zugabe von Indomethacin, einem potenten Cyclo-
oxygenase Inhibitor, nachweisbar blieb, konnte ein etwaiger Einflul® von Prostaglandinen
auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Frilhere Arbeiten von Burke et a.®® und Michaelassi et a.*® vermuteten auch eine direkt
negativ inotrope Wirkung der Cysteinyl-Leukotriene. Durch Versuche an isolierten Herzen
und an Kardiomyozyten von Ratten, Katzen und Meerschweinchen kamen Roth et al. zu
einem anderen Ergebnis. Bestatigt wurde eindeutig die vasokonstriktorische Komponente
der Cysteinyl-Leukotriene. Die Tatsache, dass bei den isolierten Herzen entweder der
koronare Blutflul® nach Zugabe von LTC, oder LTD,4 sank oder (wenn er konstant gehalten
wurde) der Perfusionsdruck stieg, liefd eindeutig auf eine Vasokonstriktion schliefzen. An
isolierten Kardiomyozyten lief3en sich jedoch keine direkten Effekte nachweisen. Dies
spricht gegen eine direkte negativ inotrope Wirkung der Cysteinyl-Leukotriene. Roth et a
folgerten daraus, dass die nachweisbar abnehmende Kontraktionskraft der Herzen, als ein
sekundérer Effekt anzusehen ist, der aus der vorangegangen Vasokonstriktion resultiert”.
Joris et a. zeigten an Meerschweinchen, dass LTC, und LTE4 in postkapilldren Venolen
eine Leckage hervorrufen kdnnen, die elektronenmikroskopisch dem Effekt von Bradykinin
und Histamin glich™. Diese erhhte endotheliale Permeabilitét kann zu einer Odembildung
fahren.

2.7 Pathophysiologische Bedeutung neutrophiler PMN bei der septischen
Kardiomyopathie

Neuere experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Rekrutierung und
Aktivierung von PMN auch eine Rolle bel der Entstehung der kardialen Dysfunktion
wahrend der Sepsis spielt. Barroso-Aranda et al. beobachteten eine Akkumulation von
PMN in den myokardialen Kapillaren von Ratten, die eine subletale Injektion von LPS
erhalten hatten. Sie schlossen daraus, dass ein Tell der LPS-induzierten Toxizitét Uber eine
Rekrutierung von PMN in der Mikrozirkulation und deren Aktivierung vermittelt wird".
Auch Goddard et a. zeigten in einem Sepsismodel an Schweinen eine Retention von PMN
in der koronaren Mikrozirkulation”. Granton et al. perfundierten zwei isolierte Herzen mit
Blut eines betdubten Kaninchens. Dem Kaninchen wurden kontinuierlich 1 mg/kg KG
Endotoxin infundiert. Einem der externen Herzen war ein Leukozytenfilter vorgeschaltet,

waéhrend das andere Herz ungefiltertes Blut des Kaninchens erhielt. Sie konnten eine
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signifikante Abnahme der kardialen Leistung nur bel dem Herzen nachweisen, welches
ungefiltertes Perfusat mit aktivierten PMN erhielt ™.

2.8 Funktion und Bedeutung von Adhasionsmolekile

Obwohl schon vor 150 Jahren im Mikroskop beobachtet wurde, dass Leukozyten aus dem
Gefdl3system zu dem Ort einer im Interstitium gelegenen Entziindung wandern, konnte erst
in den letzten Jahren mit der Entdeckung der Adh&sionsmolekile ein Teil dieses
Mechanismus aufgeklart werden. Es werden drel verschiedene Familien von
Adhasionsmolekllen unterschieden, die eine zentrae Rolle bel der leukozytéren-

endothelialen Interaktion spielen”™:

- Selektine (E-, L-, P-selectin)
- Integrin-Rezeptoren (LFA-1 [CD11a/CD18], Mac-1 [CD11b/CD18], VLA-1)
- Immunglobulin-Superfamilie (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1)

In Kombination mit verschiedenen Chemotaxinen (TNF a, IL-1, FMLP) sind diese Zell-
Adhdsions-Molekile (CAMs) fir den Vorgang der leukozytéren-endothelialen
Zelladhsion verantwortlich’ '’ (siehe Abbildung 2).

2.8.1 Selektine

Fir die initialle Phase der Adhasionskaskade sind die Selektine (v.a. P-selectin)
verantwortlich. P-selectin (CD62P) ist innerhab der Endothelzelle in Welbel-Palade
Korpern gespeichert, und kann innerhalb von Minuten auf einen entsprechenden Reiz (z.B.
durch Histamin, LTC, Thrombin) auf der endothelialen Zelloberflache exprimiert
werden’®. Dort vermittelt es die initiale Bindung der zirkulierenden Leukozyten (v.a. PMN)
und verringert deren Geschwindigkeit auf weniger als 50um/s, so dass diese auf der
Oberflache des Endothels entlangrollen. Durch die Kombination aus verléangerter
Verweildauer der Leukozyten an der Gefddwand und der Sezernierung von

13



Einleitung

chemotaktischen Stoffen im Bereich von Entzindungen, kommt es zur Aktivierung von
Integrin-Rezeptoren auf den Leukozyten™.

2.8.2 Integrin-Rezeptoren

Der Integrin-Rezeptor CD11/CD18 wird vor allem von PMN exprimiert, wobel er im
Ausgangszustand in einer inaktiven Form vorliegt und nicht zur Adhé&renz fihrt. In
Anwesenheit des platel et-activating-factor (PAF) und/oder Interleukin-8 (IL-8) die u.a. von
aktivierten Endothelzellen freigesetzt werden, kommt es zu einer Konformationsadnderung
und Aktivierung der Integrin-Rezeptoren. PAF wird von Endothelzellen Minuten nach
Stimulierung durch Histamin, Thrombin oder LTC, gebildet und an der Zelloberflache
exprimiert®®. Wichtigster Ligand fir CD11/CD18 ist ICAM-1%" mit dem er fest bindet und
durch den der Granulozyt zur Emigration aus dem Gefél3system aktiviert wird. Durch die
Entwicklung spezifischer Antikdrper gegen den Integrin-Rezeptor CD11/CD18, konnte
dessen Bedeutung fur die Emigration von Granulozyten in den letzten Jahren besser
untersucht werden. So zeigte sich bei Untersuchungen im Rahmen der Ischamie und
Reperfusion, dass durch Blockierung von CD11/CD18 die Adhasion und Emmigration von
PMN signifikant gesenkt werden konnte®”. Thomas et al. priften den Effekt eines
monoklonalen Antikdrpers gegen einen der funktionellen Epitope von CD18 im Rahmen
der Sepsisforschung. Sie konnten nachweisen, dass sich die endotheliale Adhasion von
PMN im Herzen der Versuchstiere verringerte und dass dies einen positiven Effekt auf die
kardiovaskul&re Dysfunktion hatte®

2.8.3 Immunglobulin-Superfamilie

Das interzelluldre Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) ist das bisher am besten untersuchte
Adhasionsmolekil. Es besteht aus funf extrazelluldaren, immunglobulinghnlichen
Proteindoménen (D1-D5), einer membrandurchquerenden (M) und einer intrazelluléren (1)
Domane (siehe Abbildung 3). ICAM-1 besitzt eine geringe konstitutive Basi sexpression auf
der Endothelzellenoberflache und wird auf Stimulation durch verschiedene Stimuli (z.B.
Cytokine) hochreguliert. Frihere Studien deuteten an, dass fir die Hochregulation von
ICAM-1 auf einen Stimulus hin etwa 2-3 Stunden bendtigt werden, da ICAM-1 im
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Gegensatz zu P-selectin von Endothel zellen de novo synthetisiert werden muss. Gasic et al.
demonstrierten aber 1991 an Hundenkarotiden, dass nach Spilung der Karotiden mit H,O,
eine signifikante Adhasionszunahme von PMN zu verzeichnen war. Wobel sie diesen
Effekt durch einen monoklonalen Antikdrper gegen ICAM-1 praktisch komplett aufheben
konnten®. Zudem konnten Argenbright et al. zeigen, dass die Zugabe eines monoklonalen
ICAM-1 Antikorpers die Adhdsion durch C5, aktivierter PMN auf unstimulierten
K aninchenendothel zellen auch in vivo signifikant senkt®. AuRerdem beschrieben sie, dass
monoklonale Antikorper gegen ICAM-1 die Adhésion aktivierter PMN in vivo und in vitro
inhibieren. Wie schon fir die Blockade von CD11/CD18 beschrieben wurde, so konnte
auch fir eine Blockade von ICAM-1 eine protektive Wirkung in der Ischamie/Reperfusion
Schadigung nachgewiesen werden. Xin-Liang et a. konnten an Katzen zeigen, dass nach
einer  90-mindtigen Ischdmie, gefolgt von ener 20-mindtigen Reperfusionszeit die
Adhésion von unstimulierten PMN am koronaren Endothelium signifikant stieg. Wurden
aber zehn Minuten vor der PMN Gabe die Koronararterien mit einem selektiven ICAM-1
Antikorper inkubiert, sank die PMN Adhasion um ca. 48 % .

Offensichtlich ist ICAM-1 der wichtigste Ligand fur CD11/CD18, wobei CD11/CD18 in
unterschiedlichen Regionen von ICAM-1 bindet®”. ICAM-1 konnte nicht nur auf den
Endothelzellen im Bereich von Entziindungen verstérkt nachgewiesen werden, sondern
besitzt auch Bedeutung u.a. bel immunmediierten Erkrankungen (z.B. Antigen induzierte
Arthritis, hyperreagibles Bronchialsystem, Abstof3ungsreaktion nach Transplantation,
Sanarelli-Shwartzmann Reaktion)®,

Zellwand

D5 D4 D3 2

=

SLYAYRURURY

Abbildung 3 Molekulares Modell der Struktur von ICAM-1
Das interzelluldre Adhasionsmolekil (ICAM-1) besteht aus finf extrazellul&ren,

immunglobulindhnlichen Proteindoménen (D1-D5), einer membrandurchquerenden (M)
und einer intrazelluléren (1) Doméne.
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Endothelzelle
T Weibd-Pdade
Korper
PMN

Histamin

m Thrombin
LTC,

Unter Einwirkung von Histamin, Thrombin oder LTC, kommt es
zur Co-Expression von P-Selectin aus Weibel-Palade K érpern und

PAF an der Endothel oberflache
i
]
v
’ P-Sdlectin vermittelt eine initiale Bindung mit dem
Granulozyten und verringert seine Geschwindigkeit auf unter
LTy > 50 pns, so dal3 dieser auf der Oberfléche des Endothels
R entlang rallt.
4 PAF $ CD11/CD18- Komplex
Inaktive Form
T ‘ p-selectin CD11/CD18 — Komplex
aktive Form

Abbildung 2 Schaubild zur Granulozytenadhasion
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m Cytokine ( TNF-a, Interleukin-1)

Durch die Einwirkung von PAF auf den
Granulozyten, wird dieser zu einer vergtérkten

Expresson und Aktivierung des CD11/CD18
Komplexes veranldy. Cytokine simulieren die

Endothelzdlle zu einer ICAM-1 Expression.

Der aktivierte CD11/CD18 Komplex bindet an zwel

unterschiedlichen Regionen des 5-doménigen ICAM-1

Komplexes Diesefeste Bindung aktiviert den

Granulozyten und er verldd durch Interze lularspaten

das Gefél3 in das Interdtitium.
/?

-----

Endothelzdle
+ ‘ PAE ‘ % CDWCQlB- Komplex
Inaktive Form
Eé ICAM-1
aktive Form

Abbildung 2 Schaubild zur Granulozytenadh@sion
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2.9 Aktivatoren von PMN

2.9.1 Der Plattchen-akitiverende-Faktor (PAF)

Die Bildung des Pléttchen aktivierenden Faktors (PAF, 1-O-Alkyl-2-Acetyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin) erfolgt aus Membranphospholipiden mit der Struktur 1-O-Alkyl-2-Acyl-
Glycero-3-Phosphocholin - durch eine Deacylierung mit folgender  Acetylierung®:
Endothelzellen, Mastzellen, Makrophagen und Granulozyten sind zu dieser Synthese
f4hi 990,91_

Werden Endothelzellen durch Thrombin, Histamin oder LTC, aktiviert, kommt es
innerhalb von Minuten zur Expression von P-selectin und der Bildung von PAF*. Das
bedeutet, dass derselbe Stimulus die Bildung sowohl eines Adhasionsmolekils, als auch
eines spezifisch aktivierenden Molekils induziert. PAF bindet, wie auch P-selectin, an dem
PMN und induziert die Hochregulation des Glykoproteins CD11/CD18. Als Konsequenz
daraus wird der PMN aktiviert. Die anbindende Komponente, vermittelt durch P-selectin,
verstarkt wahrscheinlich noch die durch PAF vermittelte Adhésionsfahigkeit™.

Abgesehen von der aktivierenden Wirkung von PAF auf Thrombozyten und Granulozyten,
besitzt es auch noch ausgeprégte vasomotorische Eigenschaften in der pulmonalen und
koronaren Strombahn. PAF induziert einen Teil seiner inflammatorischen und vasoaktiven
Wirkungen Uber die Bildung von Leukotrienen. Die Zugabe von PAF [0st am isolierten
Rattenherz eine kurzzeitige Vasodilatation aus, gefolgt von einer durch Leukotrienen

induzierten V asokonstriktion®™*,

2.9.2 N-formyl-M ethionyl-L eucyl-Phenylalanin (fMLP)

Bei fMLP handelt es sich um einen reprasentativen Vertreter der formyl-Peptide, die von
allen Bakterien gebildet werden®™%. Auf der Oberflache neutrophiler Granulozyten konnte
anhand radioaktiver Methoden ein Rezeptor mit hoher Affinitat fur fMLP nachgewiesen
werden”’. Erste Untersuchungen ergaben, dass sich neutrophile Granulozyten in Richtung
eines fMLP-Gradienten orientieren®®. Neuere Untersuchungen von Maher et a. konnten
eine direkte Bewegung der Granulozyten in Richtung der héheren fMLP Konzentration
nachweisen. Auler chemotaktisch wirkt fMLP auch direkt auf den Aktivitétszustand des
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Granulozyten. Unter der Einwirkung von fMLP wurde eine Erh6hung der granulozytéren
Steifheit und eine vermehrte Retention im pulmonalen GefaRbett beschrieben™.

Asako et a. beschrieben die effektive Induzierung granulozytérer Adhésion und sowohl
eine Verminderung der Rollgeschwindigkeit von Granulozyten tber das Endothel, als auch
ihre Emigration in das Gewebe durch fMLP.

Durch Bindung von fMLP an seinen spezifischen G-Protein-Rezeptor wird die
Phospholipase A, (PLA.) und die Phospholipase C (PLC) aktiviert'®®*. Moglicherweise
tber Veranderungen der lokalen Ca?*-K onzentration'®, fiihrt die Aktivierung von PLC zu
einer Hochregulation der bo-Integrin Funktion'®%41% P A, fihrt zur Freisetzung von
Arachidonsaure, die essentiell ist fir die de novo Expression und Aktivierung von b,-
Integrin CD11b/CD18 aus tertidren Reservegranulas™®.

Daher wird fMLP, neben PAF, routineméal3ig zur Aktivierung von Granulozyten bei in vivo

und in vitro Versuchen eingesetzt™® %1%,

2.10 Die Rolle bakterieller Toxine auf die bakterielle Pathogenitét

Waéhrend der Sepsis kommt es zu einer hdmatogenen Dissemination des Erregers oder
seiner Pathogenitétsfaktoren. Dabei handelt es sich bel Letzteren um aul3erst potente
Aktivatoren verschiedenster inflammatorischer Reaktionen. In Bezug auf die zugrunde-
liegende Erregerspezies, konnten aber keine Unterschiede in Quantitdt und Qualitét der
hervorgerufenen kardiovaskuldren Symptome festgestellt werden. Sowohl in der gram-
positiven, as auch in der gram-negativen Sepsis ist die myokardiale Kontraktilitét
septischer Patienten gestort™'®. Natanson et al. zeigten anhand eines Hundemodells, dass
sowohl Escherichia coli as auch Staphylococcus aureus, als Prototypen gramnegativer
bzw. grampositiver Keime, gleichartige kardiovaskul&ren Veranderungen ausldsen™.

Die erwdhnten Pathogenitétsfaktoren der Bakterien lassen sich in zwel Gruppen unterteilen:

2.10.1 Strukturelle Bestandtelle der Bakterienwand

Bel den Endotoxinen handelt es sich um strukturelle, pathogene Bestandteile der
Bakterienwand, welche erst bel Zerfall des Bakteriums freiwerden. Neben dem
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physiologischen Absterben der Erreger und ihrer Zerstdrung durch die humorale und
zelluldre Immunitét des Wirtes, kann eine Antibiotikatherapie zu einer massiven
Freisetzung der pathogenen Bestandteile fuhren. Endotoxin ist ein Lipopolysaccharid (LPS)
und besteht aus drei Tellen, von denen der aulRerste aus strukturell und antigenetisch
verschiedenen Oligosacchariden gebildet wird und die Grundlage der O-Typisierung
gramnegativer Bakterien darstellt. Praktisch Strukturgleichheit besitzt bei den meisten
gramnegativen Erregern der Mitteltell des LPS, welcher aus sogenannten Core-
Oligosacchariden besteht. Fur die eigentliche Toxizitdét des Endotoxins wird das sich
anschlief3ende Lipid A verantwortlich gemacht. Dass die aleinige Applikation von LPS in
der Lage ist, sowohl allgemein septische Symptome, als auch die speziellen Verdnderungen
der septischen Kardiomyopathie hervorzurufen, wurde an Tiermodellen und gesunden

U2113114 " Da ein direkt toxischer und

Probanden intensiv untersucht und nachgewiesen
negativ inotroper Effekt des Endotoxins auf isolierte Kardiomyozyten ausgeschlossen
wurde, scheint es seine Toxizitdt Uber die Aktivierung andere Effektorsysteme
auszuiiben™®.

Ein weiterer Bestandteil grampositiver Keime ist die Lipoteichonsdure (LTA), die in der
Zytoplasmamembran der Bakterien verankert ist und als lineares Molekll die gesamte
Mureinschicht durchzieht'*®. De Kimpe et a. konnten nachweisen, dass die LTA in der

Lageist die NOS zu induzieren und dadurch zu einer Hypotension fiithren kann'*’.

2.10.2 Exotoxine

Bei Exotoxinen handelt es sich um Pathogenitdtsfaktoren, die aktiv von Bakterien
sezerniert werden und wesentlich zu ihrer Virulenz beitragen. Im Gegensatz zu den
thermostabilen, glukolipoidartigen Endotoxinen sind sie eiweif3artig und thermolabil. Ein
weliterer Unterschied besteht darin, dass Exotoxine stérker die Bildung von Antikdrpern
induzieren.

Wichtige Sepsiserreger sind in der Lage, Exotoxine zu bilden. So wird von dem Bakterium
Pseudomonas aeruginosa das die Proteinbiosynthese irreversibel blockierende Exotoxin A
gebildet. Auch |8 sich an isolierten Kardiomyozyten eine verzogerte De- und Resen-
shiliserung fur Katecholamine in Gegenwart von Pseudomonas Exotoxin A

nachwel senll&llg.
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Von Streptococcus pyogenes wird das porenbildende Exotoxin Streptolysin O gebildet. Das
antigenetisch wirksame Lysin O, das auch zur Antikorper-Titer-Bestimmung genutzt wird,
wirkt toxisch auf isolierte Kardiomyozyten'®,

Ein wichtiger Virulenzfaktor intestinaler und extraintestinaler Infektionen durch Entero-
hamorrhagische Escherichia coli, ist das porenbildende Exotoxin a-Hamolysin'?:. Elliot et
a. konnten zeigen, dass a-Hamolysin eine direkte zytotoxische und eine

entziindungsinduzierende Wirkung besitzt'*,

2.11 Das a-Toxin von Staphylococcus aureus

Einer der haufigsten Ausldser einer grampositiven Sepsis ist Saphylococcus aureus (Saph.
aureus). Eines seiner wichtigsten Toxine ist ein Zytolosin mit einem Molekulargewicht von

34 000 Dalton, das sogenannte a-Toxin'23124125

. a-Toxin gehort in die Gruppe der
porenbildenden Toxine, ist priméar wasserloslich und wird von den Bakterien aktiv in
monomerer Form sezerniert. Erst bei Kontakt mit der Zellmembran einer Zielzelle, kommt
es zu einer Konformationsanderung der Proteine. Dabel ermdglichen vorher verborgene
hydrophobe Molekilanteile ein Eindringen des Toxins in die Lipidmembran. Durch
Oligomerisierung insertierter Monomere entstent eine Pore, die Heptamerstruktur
besitzt'?01"128 Mt Hilfe der Elektronenmikroskopie lasst sich diese Pore darstellen und
erweist sich als eine senkrecht zur Membran stehende Offnung, die Molekiile bis zu einer
Grofe von ca. 1,5 nm passieren lasst'?*1?412° |m Extremfall fuhrt diese Permeabilitéts-
erhdhung zur Zytolyse, es kann aber auch zu Aktivierung verschiedenster Zellreaktionen
kommen*?. 1onenstréme durch die Toxinpore werden als molekularer Mechanismus fir die
Aktivierung sekundarer Zellreaktionen durch porenbildende Exotoxine verantwortlich
gemacht. Lange Zeit wurde ein Ca®*-Einstrom durch die a-Toxin-Pore a's grundlegender
Mechanismus postuliert. Neuere Arbeiten weisen aber darauf hin, dass es vermutlich tber
die Pore zu einer Verschiebung von Kaliumionen kommt als initialer Schritt der
Zellaktivierung. So wird zum Beispiel der Arachidonsaurenmetabolismus aktiviert, so dass
eine gesteigerte Produktion von Prostaglandinen und Leukotrienen nicht verwundert'?>*2.
Die Toxizitat des a-Toxins wurde sowohl an isolierten Zellen als auch Tiermodellen

aufgezeigt.
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Eine Bolusinjektion des gereinigten a-Toxins fuhrt bei Schafen zu einem akuten

1% An isolierten Rattenherzen kann nach Zugabe von a-Toxin eine Erhdhung

Herzversagen
des enddiastolischen und endsystolischen Druckes, bel gleichzeitiger Abnahme der
Kontraktilitst, gemessen werden’®. Sibelius et a. konnten nachweisen, dass die
vasoaktiven Effekte des Toxins (iber Thromboxan vermittelt werden'*’. Gemmel et al.
demonstrierten, dass sich durch a-Toxin direkt die phagozytotischen Eigenschaften von

PMN erhohen lassen™®,

2.12 Fragestellung

Die Pathogenese der septischen Kardiomyopathie ist noch immer unzureichend geklart.
Neben kardiodepressiven Effekten von Zytokinen, deren Spiegel in der Sepsis erhéht sind,
scheinen kardiale Mikrozirkulationsstorungen eine wichtige pathogenetische Relevanz zu
besitzen. Zudem weisen neuere experimentelle Daten darauf hin, dass adharente PMN
ebenfalls zur kardialen Funktionsbeei ntrachtigungen in der Sepsis beitragen konnen.

Da bakteriellen Exotoxinen eine grof3e Bedeutung bel der Entstehung septischer
Organkomplikationen zuzukommen scheint, wurde vor diesem Hintergrund in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob Staphylococcus aureus a-Toxin eine Aktivierung des
koronaren Endothels in Form einer Expression von ICAM-1 hervorruft.

Desweiteren wurde untersucht, ob eine erhdhte Expression von ICAM-1 eine verstérkte
Retention von PMN in Toxin-perfundierten Herzen zur folge hat.

Abschlief3end sollte geklart werden, inwieweit die Aktivierung dieser retentierten PMN zu
Veranderungen kardialer Funktionsparameter fuhrt und ob die dafir zugrundeliegenden

Mediatorsysteme identifiziert werden konnen.
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3. Methoden und M aterialien

3.1 Methoden

Prinzip der Perfusion isolierter Herzen nach O. Langendor ff

1895 beschrieb der Physiologe O. Langendorff eine Methode zur Perfusion isolierter
Saugetierherzen™*. Unter dieser Methode wird im allgemeinen eine Préparation verstanden,
bei der das Perfusat retrograd in den Aortenstumpf eines isolierten Herzens eingeleitet wird
und bei suffizienter Aortenklappe Uber die Koronarostien in das koronare Gefél3system
gelangt (siehe Abbildung 4).

i g < Aortenkantle
v
Aortenstumpf
(X

K oronarostium

<4— Myokard

Aortenklappe \

Symbolisiert die retrograde Fluldrichtung des Perfusates, welches
""""" > durch die intakte und geschlossene Aortenklappe an einem Eindringen
in den linken Ventrikel gehindert wird.

Koronararterie

Abbildung 4 Schema der retrograden Perfusion desisolierten Herzens
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Da die Aortenklappe ein Abflief3en der sauerstoffgeséttigten Elektrolyt-Glucose-Losung in
den linken Ventrikel verhindert und weil das Erregungsbildungs- und Erregungsleitungs-
system bei der Préparation erhalten bleibt, erh&@lt man eine isolierte, spontan schlagende
Herzpraparation bel praktisch leeren Ventrikeln. Dies bildet in modifizierter Form die
Grundlage der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Versuchsanordnung zur Perfusion

isolierter und intakter Rattenherzen.

3.1.1 Préaparation und Perfusion isolierter Rattenherzen

Durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbial-Natrium (Nembutal®, 60 mg/kg
Korpergewicht) und Heparin (Liquemin® 1000 |U/kg Korpergewicht) wurde eine
ausreichend tiefe Narkose erreicht und eine intravasale Thrombenbildung vermieden. Die
Tiefe der Narkose wurde durch den Ausfall des Kornealreflexes und schmerzinduzierter
Abwehrbewegungen gesichert. Nach einer abdominellen Inzison wurde eine bilaterale
Thorakotomie durchgefiihrt, die Brustwand nach kranial verlagert und der Thymus am
oberen Gefdl3pol des Herzens mobilisiert. Das Perikard wurde inzidiert und das noch
schlagende Herz, inklusive eines fir die spatere Fixierung ausreichend langen
Aortenstumpfes, entfernt und in eine mit 4°C kalter Krebs-Henseleit-Losung gefllte
Schale fur die Praparation zurechtgelegt. Aufgrund der sofort auftretenden Kardioplegie,
betrug die Zeitspanne zwischen Durchtrennung der grof3en Gefél3e und dem Herzstillstand
nicht mehr als eine Minute. In dieser Lésung wurde dann zur besseren Ubersicht eventuelle
Thymusreste und Pulmonalvenenstimpfe entfernt, um eine bessere Platzierung des
Druckaufnehmersin den linken Ventrikel zu erméglichen. Durch Spllung wurden Blutreste
aus den Koronarien entfernt und das Herzgewicht bestimmt. Die Fixierung erfolgte tber
den Aortenstumpf an einer Aortenkanile mit einem Innendurchmesser von 1,5 mm und
einem Auf3endurchmesser von 2,0 mm (Hugo Sachs Elektronik). Danach wurde das Herz
frethangend in eine temperierte, abgeschlossenen Organkammer (37° C) verbracht
(schematische Versuchsdarstellung siehe Abbildung 5). Sowohl die Temperatur in der
Organkammer, as auch die Temperatur des Perfusates wurden konstant gehaten. Die
Krebs-Henseleit-L 6sung zur retrograden Perfusion des Herzens hatte folgende, modifizierte
Zusammensetzung (in mM):
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NaCl (125), KCL (4,4), KH,PO, (1,1), MgCI*6H,0 (1,3), CaCl*2H,0 (2,4), NaHCO;3 (25)
und Glukose (13,32). Die Perfusionsldsung wurde kontinuierlich mit Carbogen (5 % CO,,
95 % Oy) begast und dadurch in dem temperierten Reservoir ein pH von 7,4 +/- 0,03, ein
pO, von 500 +/- 45 mmHg und ein pCO, von 35 +/- 5 mmHg bei einer Temperatur von
37,5° C erreicht.

Durch eine Schlauchpumpe (MS-4 Reglo 8-100, Ismatec) wurde das Herz mit einer
konstanten Flussgeschwindigkeit von 10 ml/min/g Herzgewicht perfundiert. Vor
Versuchsbeginn wurde das Herz mit 150 ml der Perfusionslésung gespilt, und die
Spuilflissigkeit danach verworfen. Nach Beendigung des Spulvorganges wurde das
abtropfende Perfusat aufgefangen und tber einen Filter mit der Porengrof3e von 15 pm in
das Reservoir zuriickgepumpt. Wahrend des V ersuches zirkulierten so 50 ml des Perfusates,
damit sich eventuelle Mediatoren und Metabolite in nachweisbaren Konzentrationen
anreichern konnten. Proben zur Bestimmung dieser Mediatoren und Metabolite wurden
direkt vor dem Filter entnommen.

Bei einem Tell der Versuche, wurden polymorphkernige Granulozyten direkt nach der
Rollerpumpe zugegeben, um einen eventuellen Einfluss der Pumpenmechanik auf die

Granulozyten auszuschlief3en.
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Abbildung 5: Schema des Versuchsaufbau zur retrograden Perfusion isolierter Rattenherzen

Das Herz héngt an einer Aortenkantle in der auf 37° C erwarmten Organkammer. Das Perfusat wird
in einem ebenfals 37° C warmen Oxygenator mit Carbogen (5 % CO, in O,) gesittigt, gleichzeitig
dient der Oxygenator d's Reservoir. Eine Rollerpumpe pumpt das Perfusat mit einer konstanten
Flussgeschwindigkeit Uber die Aortenkantile retrograd in die Koronarien. Das vom Organ
abtropfende Perfusat wird filtriert und in den Oxygenator zuriickgeftihrt. Der koronare
Perfusionsdruck wird direkt oberhalb der Aortenkanile gemessen. Durch einen im linken Ventrikel
gelegenen Latexbalon wird der linksventrikuldre Druck (LVDP) gemessen und durch seine
Differenzierung die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,__ ) ermittelt. Die
Probenentnahme erfolgt tiber einen Dreiwegehahn unmittelbar vor dem Filter. Durch eine Stimulator
wird die Herzfrequenz Uber die gesamte Versuchszeit konstant gehaten.

DA = Druckaufnehmer, PFA = Paraformyladehyd 4% (Fixationd 6sung zur Perfusion des Organs
nach Versuchsende), PMN = polymorphkernige Granulozyten
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3.1.2 Messung des koronaren Perfusionsdruckesund der myokordialen Kontraktilitat

Als Mal3 des koronaren Widerstandes wurde Uber einen oberhalb der Aortenkantle
gelegenen Druckaufnehmer (Combitrans, B. Braun), der bel konstantem Volumenfluss
entstehende Perfusionsdruck (CPP) gemessen (siehe Abbildung 5).

Zur Bestimmung der linksventrikularen Pumpfunktion, wurde ein mit Kochsalzldsung
gefillter Latexballon (Hugo Sachs Elektronik) nach Passage des linken Vorhofes und der
Mitralklappe, in den linken Ventrikel platziert. Der luftfreie Ballon wurde bis zum
Erreichen eines enddiastolischen Wertes von 8 - 12 mmHg mit Flissigkeit gefillt. Der
linksventrikulére Druck (left ventricular pressure, LVP) konnte anhand der isovolu-
metrischen Kontraktion des Myokards Uber den den Ventrikel komplett ausfillenden
Ballon ermittelt werden. Die Signade beider Druckaufnehmer wurden durch
Brickenverstarker amplifiziert (Schwarzer DME 48 S, Picker). Aus der Differenz von
systolischem und diastolischem Wert ergibt sich der vom linken Ventrikel entwickelte
Druck (left vetricular developed pressure, LVDP), und durch Differenzierung desselben
(Schwarzer DER 48, Picker) als Parameter der Kontraktilitét, die maximae links-
ventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtma). Alle physiologischen Parameter
wurden durch einen Mehrkanal schreiber (Schwarzer CU 12-N, Picker) erfasst.

Alle Herzen wurden mit einem Stimulationsgerét (Stimulator P Typ 201, Hugo Sachs
Elektronik) mit einer Frequenz von 300- 360 Schldgen pro Minute (5-6 Hz) stimuliert, um
frequenzabhangige Veradnderungen von LVP und dP/dtma auszuschliefen.

3.1.3 Standar dver suchsprotokoall

Nachdem die Herzen mit 150 ml Perfusat nicht rezikulierend ausgiebig gespllt wurden,
schloss sich die Phase des “steady state” an. Nach diesen 25 Minuten, in denen die 50 mi
Perfusat rezikulierten, wurden ale Herzen, die keine konstanten Werte fur CPP, LVDP und
dP/dtmax zeigten, verworfen.

Alle Herzen wurden dann rezirkulierend, mit einem Gesamtvolumen von 50 ml, bei einem
konstanten koronaren Fuf3 von 10 mi/min/g, perfundiert. Nach der Stabiliserung der
Herzen wurden sie fur 180 min. mit 0,125 pg/ml a-Toxin perfundiert. Nach 185 min.
wurden die PMN, in einer Endkonzentration von 10° PMN/ml, dem Perfusat hinzugefuigt
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und nach 200 min. erfolgte die Applikation von 2 nmol/I fMLP und 25 mmol/l AA fir 10
min. Die Experimente wurden nach 210 Versuchsminuten beendet. Mit Kontrollherzen
wurde, in Abwesenheit von a-Toxin, nach dem gleichen Versuchsprotokoll verfahren. Zur
pharmakologischen Intervention wurde dem Perfusat der mit a-Toxin vorbehandelten
Herzen 20 min. vor der PMN Applikation entweder der ICAM-1 Antikorper in einer
Konzentration von 2 ng/ml oder der Lipoxygenasehemmer MK-886 in einer Konzentration
von 7,5 mM/l zugegeben. Wurde MK-886 benutzt, so wurden die PMN 10 min. lang mit
MK-886 in der selben Konzentration vorbehandelt. Zusétzliche Kontrollversuche
beinhalteten eine 180 min. Perfusion von Herzen jeweils in An- oder Abwesenheit von a-
Toxin, gefolgt von einer Gabe HBSS-HEPES-Puffer ohne PMN und einer anschlief3enden
Gabe von fMLP und AA, dem beschriebenem Versuchprotokoll folgend. Die
Konzentration von LPS lag in a-Toxin angereichertem Perfusat unterhalb der
Nachweisgrenze von < 5 pg LPS/ml, der Nachweisversuch erfolgte dabel mit dem
standardisierten LPS-Test der Firma Haemochrom (Coatest Plasma Endotoxin, Haemo-

chrom, Essen, Deutschland).

Fir folgende Versuchsgruppen giltn 0 5:

- Kontrolle

- Kontrolle + PMN

- Kontrolle+ PMN + fMLP + AA

- Kontrolle + fMLP + AA

- a-Toxin

- a-Toxin + PMN

- a-Toxin+ PMN + fMLP + AA

- a-Toxin+ fMLP + AA

- a-Toxin+ PMN + fMLP + AA + anti-ICAM-1
- a-Toxin+ PMN + fMLP + AA + MK-886
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3.1.4 Gewebeaufbereitung zur histologischen Untersuchung und immunhisto-
chemische Farbemethoden

Zur histologischen Untersuchung des Myokards wurden die Herzen nach Versuchende mit
100 ml einer Fixationsldsung ( 4 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,45) perfundiert. Aus der
Wand des linken Ventrikel wurden ca. 2 mm dicke und 6 mm lange Stiicke mit einem
Skalpell geschnitten und in der Fixationsdsung 1,5 Stunden bel 4° C inkubiert, der Rest des
Herzens wurde verworfen. Durch Inkubation der Gewebestlicke in einer aufsteigenden
Acetonreihe (50 %, 70 %, 90 %) fur jeweils drei Ma 7 Minuten und einer abschlief3enden
funfmaligen Inkubation in 100 % Aceton fur 5 Minuten, wurden die Gewebestiicke
dehydriert. Das Aceton wurde dann durch ein Gemisch von Immunobed- Infiltratl6sung
(200 ml Immunobed-solution A + 1,0 g Immunobed catalyst) und Aceton 100% in einem
Verhdltnis von 1.1 ersetzt. Nach weiteren 10 Minuten erfolgte Uber Nacht bel
Raumtemperatur auf einem Ruttler die Inkubation in reiner Immunobed-InfiltratlGsung.
Nach Zugabe des Harters (Iml Immunobed-Lésung B pro 25 ml Immunobed-
Infiltratlosung) zur Immunobed-Infiltratlosung setzt der Polymerisierungsprozef3 des
Kunststoffes ein. Damit wurden die Gewebestiicke in der Einbettungsform luftblasenfrel
Ubergossen. Die Aushértung erfolgte Uber 12-24 Stunden im Kuhlschrank. Anschlief3end
erfolgte eine Dehydrierung im Exsikkator. Diese Blocke wurden mit Hilfe eines
Glasmessars in 5 um dicke Gewebescheiben geschnitten (Mesacut 2-Ultramikrotom,
Reichert-Jung, Wien) und auf Objekttragern fixiert.

Die immunhistochemische Untersuchung der plastinierten Gewebestiicke erfolgte nach der
von Beckstead et al. entwickelten Methode®® unter Verwendung der Avidin-Biotin
Immunperoxidase. Es wurden monoklonale Antikorper gegen ICAM-1 (CD54) nach
folgender Methode eingesetzt:

- Enzymatische Vorbehandlung (0,25% Trypsin in 10mM PBS; pH 7,45)
P Inkubation bei 37° C, 10 min.
P 3mal 2 min. in PBS auswaschen

- Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitét (0,3 % H,O, in 10 % Methanol)
P Inkubation bei 37° C, 30 min.

P 3 ma 5 min. in PBS auswaschen
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- Inkubation der Schnitte mit verdiinntem Mausserum (10 ml PBS + 150 pl Serum)
(in den folgenden Schritten kurz als“Serum™ bezeichnet)
P Inkubation bei 37° C, 30 min.
- Primarantikorper (in"Serum™ gel6st und auf 1:20 mit Aqua dest. verdinnt)
P Inkubation bei 37° C, 24 Stunden
P 3mal 5min. in PBS auswaschen
- Biotinilierter Sekundarantikorper ( 50 pl biotinilierter Antikorper in 10 ml “Serum’)
P Inkubation bel 37° C, 60 min.
P 3mal 5min. in PBS auswaschen
. Inkubation mit VECTASTAIN ABC-Peroxidase Komplex?
P Inkubation bei 37° C, 60 min.
P 3mal 5min. in PBS auswaschen
- Inkubation mit Peroxidase-Substrat/Chromogengemisch
(5 ml Aquadest.+ 100 pl Puffer-Stock-Lsg? + 200pl DAB-Stock-Lsg? + 100 pl H,05,)
- Kern-Gegenfarbung mit Hamatoxylin (10 — 20 sek.)
P 10 min. Bléuen in Leitungswasser
. Versiegelung der Praparate mit Permount® und Glasdeckeln
Die Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop bei einer 400-fachen Vergrof3erung
begutachtet.

Als weitere histologische Untersuchungsmethode wurden Préparate mit Hamatoxylin und
Eosin nach folgender Methode gefarbt:

- Farbung der Schnitte mit Hamalaunl6sung (5-10 min.)

- Blauung der Schnitte in Leitungswasser (10 min.)

- Férbung der Schnitte mit Eosin 1% (1-2 min.)

- Spllung in Leitungswasser

- Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe

(50%, 70%, 90%, 96%, 2x 100%) je 1 min.

- Versiegelung der Prgparate mit Permount® und Glasdeckeln
Die Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop bei einer 200-fachen Vergrof3erung
begutachtet.
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3.1.5 Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Die Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten aus peripherem Blut wurde nach der
Methode von Boyum*®* durch Zentrifugation tiber einen Ficoll-Gradienten durchgefiihrt.
Sie erfolgte standardisiert unter sterilen Bedingungen bel Raumtemperatur (20-25°C),
wobei die Isolierung durchschnittlich zwel Stunden benétigte.
Die Isolierung efolgte aus EDTA-antikoaguliertem Blut gesunder Spender im
durchschnittlichem Alter von 25 Jahren. Durch Punktion der Vena basilica in der
Armbeuge mit einer Kanile der Grof3e 19 G, wurde Blut in eine zuvor mit EDTA-gefillten
Spritze aspiriert, wobel die EDTA-Endkonzentration 0,125 % betrug.
Es erfolgte zundchst eine Verdinnung des Blutes von 1:2 mit PBS -/-. Mit Hilfe einer
sterilen Polypropylenpipette (Falcon) wurden 35 ml dieses Gemisches auf 15 ml Ficoll-
Losung in einem sterilen Propylenréhrchen (Falcon) aufgeschichtet. Anschlief3end erfolgte
eine Zentrifugation bei 400g fur 35 min.. Dadurch wurde die Mischung in die drei
folgenden unterschiedlichen Schichten aufgetellt:

- thrombozytenreiches Plasma

- mononukledre Zellen (Mono- und Lymphozyten)

- Granulo- und Erythrozyten
Die Granulozyten befinden sich gemeinsam mit den Erythrozyten in der Bande am Boden
des Rohrchens, die beiden oberen Banden werden abgesaugt. Zur Trennung von
Granulozyten und Erythrozyten werden sie in einem Verhdtnis von 1:3 mit
Polyvinylalkohol in NaCl vermischt und zur Sedimentation der Erythrozyten 20 Minuten
bei Raumtemperatur stehengelassen. Der PMN-reiche Uberstand wurde dann mit einer
Pipette abgenommen, in frische Rohrchen Uberpipettiert und bei 150g 10 min. zentrifugiert.
Durch Resuspendierung der Zellen mit 18 ml aqua dest. erfolgt eine hypotone Lyse der
restlichen, empfindlicheren Erythrozten. Durch Zusatiz von 2 ml 10-fachem PBS-
Konzentrat wurde die Lyse nach 20 Sekunden gestoppt.
Um eventuelle Ficoll-Ruckstande zu entfernen wurden die PMN in 2 Waschschritten in
PBS -/- bei 150g und fir 10 Minuten gereinigt.
Bel 400-facher Vergrof3erung und mit Hilfe eine Neubauer-Zahlkammer, erfolgte zwischen
den beiden Waschschritten die lichtmikroskopische Zahlung der Zellen. Durschnittlich
lieRen sich ca. 10 x 10” PMN aus 50 ml Blut isolieren.
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Durch Differentialblutbildern wurde in regelméakigen Absténden die Reinheit der isolierten
Granulozyten kontrolliert. Dabel lag der PMN-Anteil im Durchschnitt bei 97 %. Die
restlichen 3 % teilten sich auf in Mono- und Lymphozyten (mit ca. 1%) und eosinophile
und basophile Granulozyten.

Am Ende der Isoltaion waren noch ca. 98 % der Granulozyten vital, was anhand der
Trypan-Blau-Ausschlul>Methode und der LDH-Freisetzung kontrolliert wurde. Die
gpontane LDH-Freisetzung der PMN wurde auf die durch das Bienegift Méllitin

hervorgerufene absolute Enzymfrei setzung bezogen und lag immer unter 3 %.

3.1.6 Myeloper oxidaseaktivitatsnachweis zur PM N-Quantifizierung

Da reine Myokardzellen im Gegensatz zu PMN praktisch keine Myeloperoxidase besitzen,
ist eine Aktivitétssteigerung dieses Enzyms direkt proportional zur enthaltenen PMN
Menge. Zur Quantifizierung der PMN in den Versuchsherzen bedienten wir uns der
Methode von Bradley et a™*’, die 1985 von Mullane et al.** modifiziert wurde.

Nach Versuchende wurden aus dem linken Ventrikel Stiicke der Grofke 0,8 — 1,0g
geschnitten und bei —80° C bis zur Untersuchung tiefgefroren.

Zu den Myokardstiicken wurden im Verhdltnis 1:10 (Gewicht/Volumen) HTAB-Puffer
zugesetzt und die Proben homogenisiert (Ultra-Thurax T25). Es folgte eine dreifdig
minutige Zentrifugation (Rotor SS34 / 12500 rpm) bei 4° C. Der durch die Trennung der
festen und fliissigen Bestandteile entstandene Uberstand wurde entnommen und fir die
MPO-Aktivitdtsmessung genutzt. Zu 50 pl Probentiberstand wurden 950 pl ODI-Ldsung
zugegeben und die Extinktionsdnderung bei 460 nm und 25° C photometrisch bestimmt.
Eine Einheit [U] MPO ist definiert as die Menge Enzym die 1 mmol H,O, bei 25° C in
einer Minute hydrolysiert.
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3.1.7 Leukotrienanalytik

Im Wesentlichen bestand die Analytik der Leukotriene aus zwei Abschnitten. Mittels
Festphasenextraktion wurden die Lipoxygenaseprodukte vorab aus den Eluatproben (10 ml)
extrahiert. Unter zurhilfenahme der reversed-Phase-HPLC (high pressure liquid
chromatography) und zusdtzlicher UV-Spektrenanalyse, wurden dann die einzelnen

Leukotriene indentifiziert und quantifiziert

3.1.8 Festphasenextraktion

Zur Extraktion wurden Bond Elut-Vorsaulen aus einer Silica-Gel Matrix (Partikelgrofiie
40um) verwendet. Die daran kovalent gebundenen Cis-Alkylreste erlauben, aufgrund ihrer
hohen Affinitét fur unipolare Verbindungen, die Extraktion und anschlief3ende Elution der
Lipoxygenaseprodukte. Zur Beschleunigung dieses Vorgangs wurden die verwendeten
L6sungen mit leichtem Sog in einer Vakuumkammer durch die Vorsdulen bewegt. Nach
einer jeweils zweimaligen Konditionierung der Vorsaulen mit eisgekihltem Methanol und
Aqua destillata, wurden die ebenfalls eisgekiihlten Proben aufgetragen. Um polare
Verunreinigungen zu vermeiden, folgten daraufhin zwei Spllgange mit Aqua destillata.
Durch zweimaliges Durchsaugen von Chloroform (je 500ul), wurde dann die wéassrige
Phase verdrangt, um schlieffdlich mit zweimal 500ul Methanol die Lipoxygenaseprodukte zu
eluieren. Das aufgefangene Methanol wurde dann unter einem kontinuierlichen
Strickstoffstrom verdampft. Die eingedampften Proben konnten bis zur Welterverarbeitung
bei —20° C aufbewahrt werden.

3.1.9 Produktion der mobilen Phase und der HPL C-Saulen

3,8 g des Packungsmaterials (Octadecysilyl-Hypersil-Partikel, 5um) wurden in 35 ml
Isopropanol gelost und unter 440 bar Druck wurde diese Suspension mit einem
Saulenpackgerét in die gereinigten Leersaulen gepresst. Zur Erganzung der gepackten und
verschlossenen Saule und um die Hauptsdule zu schitzen, wurde eine handgepackte

Vorsaule mit Silica-Gelpartikeln hinzugefigt. Die Konditionierung der HPLC-Saule vor
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der eigentlichen Inbetriebnahme erfolgte mit einer Losung aus NaEDTA (0,5 %) in
Methanol / H,O (1:9).

Die aus Methanol / H,O / Essigsdure (72:18:0,16) mobile Phase, wurde mit NH,OH auf
einen ph von 4,9 eingestellt und zur Entfernung partikularer Verunreinigungen mit einer

Teflonmembran (Millipore) gefiltert.

3.1.10 Rever sed-Phase-HPL C

Fur die chromatographische Auftrennung einzelner Lipoxygenaseprodukte bilden
verschiedene Wechselwirkungen die Grundlage. Die apolaren Kohlenstoffketten der
Lipoxygenaseprodukte treten dabei mit dem Saulenpackungsmaterial in Wechselwirkung,
wobei die polaren Anteile der Lipoxygenaseprodukte mit der fllissigen Phase interagieren.
Die unterschiedliche Retentionszeit der einzelnen Produkte innerhalb der Saule, erkléaren
sich daher Uber Ladungss und damit substanzspezifischen Wechselwirkungen.
Grundsétzlich durchwandert eine Substanz die Séule desto schneller, polarer sieist.

Die durch die Festphasenextraktion gewonnen, eingedampften Proben wurden in 50 pl
Methanol aufgenommen. Davon wurden wiederum 20 pl Gber ein Probenaufgabeventil mit
einem FluR von 1,3 ml x min™ und einem Druck von ca. 180 bar auf die Saule gepumpt und
eluiert. Mit dem Spectroflowdetector wurden die Cysteinyl-Leukotriene bei 280 nm und
Leukotrien B4 bei 270 nm erfasst. Die Menge der retinierten Metabolite konnte mit dem
Shimadzu-Integrator ermittelt werden. Durch Vergleich mit den Retentionszeiten isolierter
Standards konnten, die einzelnen Metabolite identifiziert werden. Der Photodiodenarray-
Detektor ermoglichte, durch spektrale Anaytik der eluierten Substanzen, in einem
Wellenldngenbereich zwischen 190 und 330 nm, zusétzlich die spezifische Identifikation

koeluierender Verunreinigungen.
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3.1.11 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Anderungen der myokardialen Kontraktilitat (LVDP, dP/dtm) sind als prozentuale
Abweichungen, die Akkumulation der Leukotriene as Differenz zu den gemittelten
L eerwerten nach Ablauf der Aquilibrierungsphase angegeben. Generell wurden ale Daten
als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus mindestens funf unabhéngigen
Experimenten dargestellt. Die Werte wurden mit einer Varianzanalyse (one-way-ANOVA)
und dem Tukey’s Honestly Significant Difference Test als post-hoc Test auf statistische
Signifikanz Uberpriift. Bel einem Wert von p < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz
zugrunde gelegt. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind in den

jewelligen Graphiken gekennzeichnet.

35



Methoden & Materialien

3.2 Materialien und Versuchstiere

3.2.1 Versuchstiere

Fir ale Versuche wurden mannliche Wistar Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld,

Deutschland) mit einem Gewicht von 250 — 300 g verwendet.

3.2.2 Material und Geratefur die Organperfusion

- Stimulationsgerét, Stimulator P Typ 201, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

- Aortenkanile und Latexballon, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland

- Druckaufnehmer, COMBITRANS, B. Braun, Melsungen, Deutschland

- Bruckenverstéarker, Schwarzer CU 12-N, Picker, Minchen, Deutschland

- Schlauchpumpe, MS-4 Reglo 8-100, Ismatec, Glattbruch, Schweiz

- Umwaél zthermostat Thermomix BU, B. Braun, Melsungen, Deutschland

- Doppelwandiges Perfusatreservoir bzw. Oxygenator und Organkammer aus Glas,
angefertigt bei Hohlglas, Lich, Deutschland

- Krebs-Henseleit-L dsung (Elektrolytlésung 1/3), Serag-Wiessner, Naila, Deutschland

3.2.3 Material zur Gewebefixierung und Aufar beitung

- PFA 4 %, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

. PBS (10x; w/o Ca** Mg ?"), Gibco, Karlsruhe, Deutschland

- Aceton, reinst., Merck, Darmstadt, Deutschland

- Immunobed-solution A, Polyscience, Warrington, PA, USA

- Immunobed-solution B, Polyscience, Warrington, PA, USA

- Immuno-catalyst, Polyscience, Warrington, PA, USA

- Immunobed Plastikei nbettungsformen und —halter EBH-2, Polyscience, Warrington, PA,
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USA
. Mesacut 2-Ultramikrotom, Reichert-Jung, Wien, Osterreich

- Zeiss Lichtmikroskop, Zeiss, Gottingen, Deutschland

3.2.4 Material zur immunhistochemischen- und HE- Farbung

- Vectastain Elite ABC Reagent, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

- Monoklonaler Maus anti-Ratten ICAM-1 (CD54) Antikorper (1A29), Pharmingen, CA,
USA

- DAB Peroxidase Substrat Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

- Eosin, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- Haemalaun, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

3.2.5 Pharmaka

- Liguemin (Heparin), Hoffmann-La Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland
- Nembutal (Pentobarbital-Natrium), Sanofi CEVA, Frankreich

3.2.6 Material fur die Z€dllisolation

- BSA (bovines Serum-Albumin, fettsurefrel), Calbiochem, La Jolla, USA
- Ficoll-Pague, Pharmacia, Uppsala, Schweden
. PBS -/- (ohne Ca®*/Mg*")

100 ml PBS 10x (ohne Ca?*/Mg?"), Gibco, Karlsruhe, Deutschland

+ 900 ml agua destillata

+1N NaOH ad pH 7,4
- Polyvinylakohol (PVA)

1000 ml 0,9% NaCl, Pharmacia und Upjohn, Nirnberg, Deutschland

+ 10g PVA, Merck, Darmstadt, Deutschland

- Agua ad iniectabilia, Pharmacia und Upjohn, Nirnberg, Deutschland
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3.2.7 Material fur den Myeloper oxidasenachweis

- HTAB-Puffer
250 mg Hexadecyltrimethylammoniumbromid
+ 45 ml Aquadest.
+ 5 ml KH,PO,4 (50mM)
P pH auf 6,0 einstellen
- ODI —Lo6sung
8,35 mg o-Dianisidine, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
+ 5ml PBS (10x; w/o Ca*" Mg %), Gibco, Karlsruhe, Deutschland
+ 0,5 ml H,O, Losung (6 ml Aqua dest. + 10 pl 30%-H,O,-L 6sung)
P pH auf 6,0 einstellen

3.2.8 Material und Substanzen fir die Leukotrienanalytik

- Absorbance Detector Spectroflow 773, Kratos ,\Weiterstadt, Deutschland

- Ammoniakalische L 6sung 25 % pro analysi, Merck, Darmstadt, Deutschland

- Aguatridestillata

- Chloroform reinst, Fluka, Bern, Schweiz

- EDTA-Titriplex, Merck, Darmstadt, Deutschland

- Essigsaure 100 % pro analysi, Merck, Darmstadt, Deutschland

. Festphasenvorsaulen (Cys, 6 cm®, Max Bond Elut), Varian, Frankfurt aM., Deutschland)
- Pumpe Gynkotheko M 600, Gynkothek, Muinchen, Deutschland

- Préazisionsspritze 50 pl, Hamilton, Darmstadt, Deutschland

- Integrator C-R6A, Gynkothek und Shimadzu tber Gynkothek, M tinchen, Deutschland

- Isopropanol pro analysi, Fluka, Bern, Schweiz

- Leersaulen 25 cm aus Edelstahl, Innendurchmesser 0,46 cm, Shandon, Runcorn, England
- LT By, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- LT Cq4, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- LT D4, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- 5-HETE, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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- LT E4, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- Methanol reinst, Fluka, Bern, Schweiz

- Octadecysilyl-Hypersil Packungsmaterial 5 um, Machery und Nagel, Duren, Deutschland
- Photodiode Array Detect Detector Modell 990, Waters, Eschborn, Deutschland

- Probenaufgabenventil Modell 7125, Rheodyne Uber Latek, Eppelheim, Deutschland
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4. Ergebnisse

4.1 Uberblick

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung des Einflusses
von PMN auf die physiologischen Parameter von isolierten Rattenherzen, die im Vorfeld
mit a-Toxin von Saphylococcus aureus behandelt wurden.

Zunéchst wurden die isolierten Rattenherzen mit einer a-Toxin Konzentration von 0,125
pg/ml Uber einen Zeitraum von 180 min. perfundiert. Nachdem gezeigt werden konnte,
dass diese Konzentration des Exotoxins noch keine signifikante Anderung der
physiologischen Parameter im Vergleich zu den Kontrollherzen bewirkt, wurde untersucht,
ob diese Konzentration zu einer vermehrten Expression von ICAM-1 fuhrt. Dann erfolgte
ab der 185. und 200. Versuchsminute die koronare Applikation von isolierten PMN, die
nach Aktivierung mit Arachidonsdure und fMLP einen Kontraktilitétsverlust und eine
Steigerung des koronaren Gefal3widerstandes hervorriefen. In den letzten Untersuchungs-
schritten wurde dann durch pharmakologische Interventionsversuche gezeigt, dass die
Veranderungen der physiologischen Parameter Ausdruck ener kardiden Cysteinyl-
L eukotrienproduktion waren.

4.2 a-Toxin induziert im subtoxischen Bereich die korornare Expression von |CAM-1

Die koronare Perfusion von a-Toxin in einer Konzentration von 0,125 pg/ml fihrte im
Beobachtungszeitraum von 180 min. zu Kkener signifikante Verdnderung der
physiologischen Parameter im Vergleich zu den Kontrollherzen. Der koronare
Perfusionsdruck as Mal3 fir den Koronarwiderstand bei konstantem Perfusatflufd betrug
nach 180 min. fir die Kontrollherzen 63 £ 1 mmHg und nach Zugabe von a-Toxin 62 + 4
mmHg. Der systolisch entwickelte linksventrikuldre Druck (LVDP), errechnet aus der
Differenz zwischen dem enddiastolischen und dem endsystolischen Druck, betrug bei den
Kontrollherzen 79 + 5 mmHg und bei den a-Toxin Herzen 81 + 7 mmHg. Auch die

linksventrikulare maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtna), die durch automa
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tische Differenzierung der linksventrikul&ren Druckkurve ermittelt wurde, zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. So betrug der ermittelte
dP/dtmex flr die Kontrollherzen 2400 £ 227 mmHg/s und fir die mit a-Toxin perfundierten
Herzen 2600 + 227 mmHg/s nach 180 minitiger Versuchsdauer.

Die a-Toxin Herzen wurden danach einer immunhistochemischen Untersuchung zum
Nachweis von ICAM-1 unterzogen. Dabel gelang nur in toxinperfundierten Herzen ein
Nachweis von ICAM-1 in postkapilldren Venolen (siehe Bild 1). Dieser Nachwels gelang
bei Kontrollherzen nicht (siehe Bild 2). Um unspezifische Bindungen der Antikérper als
Ursache der Anférbung auszuschlief3en, wurden zur Kontrolle a-Toxin Herzen geférbt, bei
denen entweder der primére oder der sekundére Antikorper fehlte. In diesen Préparaten lief3

sich keine Anférbung nachweisen (keine Abbildung).
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Bild 1: Immunhistochemische ICAM -1 Farbung eines Toxinher zens

Die Abbildung zeigt einen Schnitt durch das Myokard des linken V entrikels eines
mit &-Toxin perfundierten Herzens bei 400-facher V ergroRerung, das mit
Antikorpern gegen ICAM-1 inkubiert wurde. Im Anschluss erfolgte eine
Markierung mit Peroxidase-Substratldsung. Das braune Reaktionsprodukt zeigt die
Lokalisation der ICAM-1 Molekiile an. Das Praparat wurde zur besseren Ubersicht
mit Gill s Hamatoxylin gegengeféarbt.
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Bild 2: Immunhistochemische ICAM -Farbung eines Kontrollherzens

Die Abbildung zeigt einen Schnitt durch das Myokard des linken V entrikels eines
Kontrollherzens bei 400-facher VergrofRerung, das mit Antikdrpern gegen ICAM-1
inkubiert wurde. Die anschliel3ende Markierung mit Peroxidase-Substratldsung | af3t
kein braunes Reaktionsprodukt erkennen. Das Praparat wurde zur besseren
Ubersicht mit Gill's Hamatoxylin gegengefarbt.
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4.3 Einfluld von PMN, fMLP, AA auf die physiologischen Parameter einesmit a-Toxin

perfundierten Herzen

Vor dem Hinzufiigen der PMN wurden ale Herzen zuerst 180 min. perfundiert, wobei der
Zeitpunkt O der a-Toxingabe entspricht. Innerhalb von finf Minuten wurden dann 5 mli
einer PMN Emulsion, die 10° PMN/ml enthielt, dem Perfusat zugegeben. Weder
Toxinherzen noch Kontrollherzen zeigten bei einer alleinigen Zugabe von unstimulierten
PMN eine signifikante Anderung der gemessenen physiologischen Parameter. Wurde dem
Perfusat jedoch in der 200. Versuchsminute zusétzlich noch fMLP in einer Konzentration
von 2 umol/l und Arachidonsaure in einer Konzentration von 25 pumol/l zugesetzt, so
anderte sich die Herzfunktion betrachtlich.

Die gemessenen Parameter der kardialen Pumpfunktion, nédmlich LVDP und dP/dt zeigten
eine signifikante Abnahme, bel gleichzeitiger Zunahme des koronaren Perfusionsdruckes.
Bei einer Zugabe von fMLP und Arachidonsaure nach 180 min. zu Kontrollherzen, konnten
keine dieser Anderungen beobachtet werden (siehe Abbildung 6 A-C). Wurden a-Toxin
Herzen nach 180 min. keine PMN zugesetzt, so konnte auch nach Hinzufiigen von fMLP

und Arachidonsiure keine Anderung der Herzleistung gemessen werden (nicht dargestellt).

Folgende Seite Abbildung 6

Die Herzen wurden mit a-Toxin in einer Konzentration von 0,125 pg/ml fur 180 min. in
die An- oder Abwesenheit eines Anti-ICAM-1 Antikorpers (2 pg/ml) oder des Lipoxy-
genaseninhibitors MK-886 (7,5 um/l) perfundiert.

In der 185. Versuchsminute wurden dem Perfusat 10° PMN/ml zugesetzt, gefolgt von einer
Aktivierung in der 200. min durch fMLP in einer Konzentration von 2 pmol/l und
Arachidonsaure in einer Konzentration von 25 pmol/I.

Kontrollherzen wurden demselben V ersuchsprotokoll folgend ohne a-Toxin perfundiert.

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von mindestens funf unabhangigen Experimenten.
Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (p< 0,05).

A: systolisch entwickelter linksventrikulérer Druck (LVDP)
B: maximale linksventrikulére Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax)

C: Differenz des koronaren Perfusionsdruckes (rCPP)
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Abbildung 6: Veranderungen der physiologischen Partameter eines mit a-
Toxin vorbehandelten Herzens auf die Gabe von PM N, fMLP, und AA —
Auswirkungen eines Anti-lCAM-1 Antikdrpers und einem Lipoxygenase
Inhibitor
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4.4 Ein ICAM-1 Antikorper und ein Lipoxygenasehemmer beeinflussen die
beobachteten physiologischen Veranderungen

Wurde den Toxin-Herzen 20 Minuten vor dem Hinzufligen der PMN der Anti-ICAM-1
Antikorper zugegeben, welcher auch fur den Nachweis von ICAM-1 in der
Immunhistologie verwendet wurde, konnten die Effekte auf den koronaren
Perfusionsdruck, die linksventrikuldre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit und den
linksventrikularen Druck auch bel Zugabe von fMLP und Arachidonsdure nicht
nachgewiesen werden.

Interessanterweise  konnte derselbe praventive Effekt auch bel Hinzufigen des
Lipoxygenaseinhibitors MK-886 in einer Konzentration von 7,5 pmol/L 20 Minuten vor
der PMN Gabe beobachtet werden. Um maoglichen Storfaktoren durch bereits vor der
Applikation gebildeten Lipoxygenasenprodukten entgegenzuwirken, wurden die PMN vor
dem Hinzufiigen in der gleichen Konzentration von MK-886 vorinkubiert (siehe Abbildung
6 A-C).

4.5 Quantifizierung von akkumulierten PMN in mit a-Toxin perfundierten Herzen

Um nachzuweisen, ob es zu einer Akkumulation von PMN im Myokard kommt, wurden
histologische Schnitte mit Hamatoxylin und Eosin (HE) von Kontroll— und Toxinherzen
angefertigt. Im Vergleich kam es zu einer vermehrten Akkumulation in mit a-Toxin
vorbehandelten Herzen (siehe Bild 3 und Bild 4).

Eine interessante Beobachtung der histologischen Begutachtung, betraf die Verteilung der
PMN innerhalb des Myokards. So wurden Akkumulationen von PMN bei den a-Toxin
Herzen vor alem subepikardial beobachtet, wobel es subendokardial anscheinend zu einer
geringeren Akkumulation gekommen war. Eine Quantifizierung dieser Beobachtung war
jedoch mit der angewandten semiquantitativen Methode mit Hilfe eines Lichtmikroskops
nicht moglich. Es wéaren weitere Untersuchungen nétig, um diesen Sachverhalt zu klaren
und um klarzustellen, ob die Ursache fir die vorliegenden Beobachtungen mdglicherweise
in einer Verteilungsstérung von subendokardialen zu subepikardialen Gebieten liegt.
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Bild 3: HE-Farbung eines K ontrollherzens mit PMN Perfuson

Schnitt durch den linken Ventrike eines Kontrollherzens bei 200-facher
Vergrof¥erung. Deutlich ist eine Ansammlung von PMN im Myokard erkennbar.
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Bild 4: HE-Farbung eines &-Toxinher zens mit PMN Perfuson

Schnitt durch den linken Ventrikel eines a-Toxinherzens bel 200-facher Vergréf3erung.
Im Vergleich zu dem Kontrollherzen ist eine grofl3ere Ansammlung von PMN im
Myokard erkennbar.

Bel dem Schatten am rechten Bildrand handelt es sich um ein Mikroskop-Artefakt.
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Daes mit Hilfe dieser histologischen Methode nur begrenzt moglich ist, Gber die Quantitét
der akkumulierten PMN eine genauere Aussage zu treffen, wurde die MPO-Aktivitét als
Vergleich herangezogen.

Als Grundwert der MPO-Aktivitdt wurde mit 0,166 + 0,021 U/g Feuchtgewicht der
Mittelwert von a-Toxin Herzen nach Zugabe von fMLP und Arachidonsaure ohne PMN
Zusatz vorgegeben.

Es konnte auch in den Kontrollherzen ein Zuwachs der MPO Aktivitét auf 0,3 £ 0,05 U/g
Feuchtgewicht nachgewiesen werden. Aber mit einem Anstieg auf 0,45 = 0,05 U/g
Feuchtgewicht bei den a-Toxinherzen war der Zuwachs der MPO-AKktivitét signifikant
erhoht (siehe Abbildung 7). Dies stimmte mit den Beobachtungen der HE-Histologie
dahingehend Uberein, dass es auch ohne Toxin zu einer Akkumulation der Granulozyten
kommt, diese aber durch a-Toxin verstarkt wird.

Interessanterweise konnte dieser Effekt durch Hinzufiigen des anti-ICAM-1 Antikorpers
praktisch aufgehoben werden, da die MPO Aktivitat auf 0,25 + 0,03 U/g Feuchtgewicht
sank. In Anwesenheit des 5-Lipoxygenasehemmers MK-886 konnte kein Unterschied im
Anstieg der MPO-Aktivitéat beobachtet werden (nicht dargestellt).
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MPO (U/g wet tissue)
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Abbildung 7: Akkumulation von PMN in &-Toxin-Her zen

Die PMN Akkumulation wurde anhand der Zunahme der kardialen
Myeloperoxidasen-Aktivitdt (MPO) nach Beendigung des Experimentes
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von mindestens funf
unabhangigen Experimenten
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4.6 Nachweisvon Cysteinyl-L eukotrienen, LTB,und 5-HETE in a-Toxin

perfundierten Herzen

Ohne vorherige Applikation von PMN zu den Herzen, konnten nur sehr geringe Mengen
der Cysteinyl-Leukotriene nachgewiesen werden. Dabel spielte es keine Rolle, ob es sich
um Kontroll- oder a-Toxinherzen handelte. LTD,4 lag mit 0,16 pg/ml gerade noch Uber der
Nachweisgrenze, die restlichen (LTE,4, LTC,4) konnten nicht mehr nachgewiesen werden.

In den Kontrollherzen konnte nach Applikation von PMN, fMLP und Arachidonséure ein
Anstieg von LTD4auf 0,4 £ 0,02 ng/ml und LTE, auf 1,6 £ 0,4 ng/ml gemessen werden. Im
Gegensatz dazu, lag der gemessene Wert fur LTC, mit 0,04 ng/ml nur knapp Uber der
Nachweisgrenze.

In den Herzen jedoch, die mit a-Toxin vorbehandelt waren und denen man PMN, gefolgt
von fMLP und Arachidonsdure infundierte, konnte ein Anstieg aler dre Cysteinyl-
Leukotriene erfasst werden. LTC, stieg auf 0,77 + 0,34 ng/ml, LTD,4 auf 0,82 + 0,2 ng/ml
und LTE, auf 3,69 + 0,46 ng/ml.

Durch das Hinzufiigen des ICAM-1 Antikérpers vor der PMN Applikation konnte die
Produktion der Cysteinyl-Leukotriene als Antwort auf eine fMLP und Arachidonsauren
Zugabe signifikant gesenkt werden. Im Einzelnen sank der gemessene Wert fir LTCy
wieder auf den Ausgangswert von 0,04 ng/ml, die LTD, Produktion reduzierte sich auf 0,28
+ 0,13 ng/ml und LTE, wurde mit einer Konzentration von 0,92 + 0,31 ng/ml
nachgewiesen. Diese Unterdriickung der Cysteinyl-Leukotrien-Produktion wurde noch
verdeutlicht durch den Austausch des anti-ICAM-1 Antikorpers mit dem 5-Lipoxy-
genasehemmers MK-886. Durch Einsatz dieses Lipoxygenasehemmers reduzierten sich
LTCs mit 0,04 ng/ml und LTE, mit 0,1 ng/ml auf Werte, die noch unter denen der
Ausgangswerte lagen. Nur fur LTD,4 wurde mit 0,36 = 0,18 ng/ml Mengen nachgewiesen,

dieim Bereich des Ausgangswertes lagen (siehe Abbildung 8 A-C).
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Folgende Seite

Abbildung 8. Freisetzung von Cysteinyl-Leukotriene in das Perfusat nach
Applizierung von PMN, fMLP und Arachidonsidure in mit a-Toxin perfundierten
Herzen.

Auswirkungen eines Anti-lCAM-1 Antikor persund eines Lipoxygenaseninhibitors

Die Quantifizierung der Cysteinyl-Leukotriene erfolgte im Perfusat mittels
Festphasenextraktion unter Zurhilfenahme der reversed-Phase-HPLC (high pressure liquid
chromatography) und zusétzlicher UV-Spektrenanalyse. Dargestellt sind die absolut Werte
der Cysteinyl-Leukotriene nach Versuchsende, ermittelt aus den Mittelwerten +/- SEM von
mindestens funf unabhangigen Experimenten. Mit » markierte Werte unterscheiden sich

signifikant von der Kontrolle (p< 0,05).
A:LTCy

B: LTD4
C:LTEs

50



Ergebnisse

*

.I.

T
_i_‘

T

1.5 A
E
gl.o—
Oﬁ'
I_
—
0.5
0.0 - —
1.5 T B
E
o 1.0
=
Dﬁ'
505—
' T
0.0 —
°7 C
~ 4 7
£
o 3
=
<
SaEl
1
1—
0 - |
PMN
fMLP + AA
Abbildung 8

| |
a- Toxin a- Toxin

-- anti-ICAM-1

PMN PMN
fMLP + AA fMLP + AA

51

T
a- Toxin
MK — 886

PMN
fMLP + AA



Ergebnisse

Aus einer Stimulation der Kontroll- und Toxinherzen mit fMLP und Arachidonsdure bei
fehlender PMN Infusion, resultierten LTB, Konzentrationen von 1,18 pg/ml und 0,25
pg/Im. Die Anwesenheit von PMN jedoch fihrte bei a-Toxinherzen zu einem signifikanten
Anstieg der LTB4 Konzentration auf 4,55 = 0,91 ng/ml, der bei den Kontrollherzen in dem
Mal¥e nicht nachweisbar war und 1,18 + 0,27 ng/ml betrug. Eine Reduktion der LTB4
Konzentration konnte durch Applikation des ICAM-1 Antikérpers auf Werte von 3,82 +
1,09 ng/ml erreicht werden. Eine komplette Inhibierung der LTB,4 Produktion wurde jedoch
praktisch mit MK-886 erreicht, so dass sich nur noch Konzentrationen von 0,63 + 0,09
ng/ml nachweisen lief3en (siehe Abbildung 9 A-B).

In Abwesenheit von PMN konnte weder in Toxinherzen noch in Kontrollherzen ein Anstieg
von 5-HETE a's Reaktion auf eine fMLP und Arachidonsaure Zugabe gemessen werden. In
Kontrollherzen ergab sich nach Hinzufiigen von PMN, fMLP und Arachidonsdure ein
Anstieg von 5-HETE auf 5,77 + 2,69 ng/ml. Aber auch hier war der Anstieg der 5-HETE
Konzentration bei den Toxinherzen fast um ein dreifaches hoher und lag bel 15,76 + 5,19
ng/ml. Durch die Zugabe des ICAM-1 Antikorpers, blieb die 5-HETE Produktion mit 6,53
+ 5 ng/ml auf ein mit den Kontrollherzen vergleichbarem Niveau. Durch Zugabe von MK-
886 anstatt des Antikorpers wurde die 5-HETE Produktion praktisch komplett inhibiert und
betrug 0,77 ng/ml (siehe Abbildung 9 A-B).
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Abbildung 9: Freisstzung von LTB, und 5-HETE in das Perfusat, nach
Applizierung von PMN, fMLP und Arachidonsdurein mit a-Toxin
perfundierten Herzen — Auswirkungen eines Anti-l CAM-1 Antikdr per sund
einem Lipoxygenaseninhibitors

Die Quantifizierung von LTB, (A) und 5-HETE (B) erfolgteim Perfusat mittels
Festphasenextraktion unter Zurhilfenahme der reversed-Phase-HPLC (high
pressure liquid chromatography) und zusétzlicher UV-Spekirenanayse.
Dargestellt snd die absolut Werte nach Versuchsende, ermittelt aus den
Mittelwerten +/- SEM von mindestens finf unabhéngigen Experimenten. Mit *
markierte Werte unterschelden sch sgnifikant von der Kontrolle (p< 0,05).
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5. Diskussion

5.1 Pathophysiologische Grundlagen des septischen Her zver sagens

In den letzten Jahren hat die Inzidenz der Sepsis deutlich zugenommen. Dadurch ist auch
die Kklinische Bedeutung des septischen Schocks und seiner kardialen Komplikationen
gestiegen. Zwar steigt das Herzzeitvolumen wahrend der Sepsis in aller Regel an, aber im
Verhdtnis zu dem peripheren Widerstand ist diese Zunahme oft inadéaguat und reicht nicht
aus, um den Blutdruck konstant zu haten*. Diese voll reversible Dysfunktion des
Herzens wéhrend der Sepsis, wird im klinischen Sprachgebrauch auch als ,septische
Kardiomyopathie' bezeichnet®.

Die Ursachen fir die beobachtete verminderte Herzleistung scheinen sowohl in der
erhdhten Konzentration kardiodepressiver Cytokine zu liegen, als auch in einer Stérung der
kardidlen Mikrozirkulation. Den Mikrozirkulationsstérungen in Lunge, Darm und
Skelettmuskulatur vergleichbar, kommt es im Herzen wéhrend der Sepsis gleichzeitig zu
einer Uber- und Unterperfusion einzelner nebeneinanderliegender Kapillargebiete. Diese
funktionelle Shuntperfusion in Kombination mit der Unfdhigkeit des Myokards, die
Sauerstoffextraktion zu steigern, fuhrt zu regionalen Myokardischdmien und kann auch
ohne messbare Reduktion der Makrozirkulation zu ener Kardiodepression

192223262132 Neyere experimentelle Arbeiten weisen darauf hin, dass auch in der

beitragen
koronaren Strombahn sequestrierten Granulozyten eine pathophysiologische Bedeutung

zukommen konnte.

5.1.1 Bedeutung des a-Toxins von Staphylococcus aureus

Eine Reihe bedeutender Sepsiserreger sind in der Lage, porenbildende Exotoxine als
Pathogenitatsfaktoren zu bilden. Zu ihnen gehdren u.a. Saphylococcus aureus, Escherichia
coli und Sreptococcus pyogenes®’""®. Das a-Toxin von Staphylococcus aureus ist ein
Prototyp dieser Porenbildner. Konsequenz der Porenbildung in den Zielzellen ist im
Extremfall die Zytolyse, in vielen Féllen jedoch eine unphysiologische Aktivierung der
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Zielzelle®. Werden zum Beispiel Endothelzellen a-Toxin ausgesetzt, so setzten diese die
vasoaktiven Mediatoren PAF, Prostacyclin und NO frej!39.140.141.142

Neben prokoagulatorische Eigenschaften tiber eine Aktivierung von Thrombozyten'® regt
a-Toxin humane Monozyten zur Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1R an™**. Diese Zytokine entfalten unter anderem auf Endothelzellen ihre Wirkung
dahingehend, dass vermehrt das Adhasionsmolekil ICAM-1 exprimiert wird®. Die
Auswirkungen des a-Toxins auf isolierte Organsysteme, zum Beispiel die Lunge,
entspricht im wesentlichen der Charakteristika des septischen Lungenversagens mit
pulmonaler Hypertension, Lungenddem und Verteilungsstorungen von Ventilation und
Perfusion”*?®, Isolierte Rattenherzen reagieren nach einer a-Toxin Gabe mit einer durch
Thromboxan vermittelten Storung der koronaren Perfusion und einer assoziierten
Kontraktilitatsabnahme®. Schafe, die eine Bolusinjektion des gereinigten a-Toxins
erhielten, verstarben im akuten Herzversagen®. Die Versuche unterstreichen die
aul3erordentliche pathogenetische Bedeutsamkeit des a-Toxins im Zusammenhang mit
septischen Erkrankungen durch Staphyl ococcus aureus.

Bisherige Untersuchungen zu den Auswirkungen von Endo- und/oder Exotoxinen auf Tier-
oder isolierte Organmodelle, verwendeten aul3erordentlich hohe Toxinkonzentrationen.
Inwieweit Toxinkonzentrationen, die noch nicht zu einer ausgepragten physiologischen
Reaktion am Organmodel| fuhren, zu Reaktionen anderer Effektorsysteme fuhren, ist bisher
wenig untersucht. Vor diesem Hintergrund war es ein Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen,
inwiewelit lytische Konzentrationen des gereinigten a-Toxins in der Lage sind, die wahrend
einer Entztindung wichtigen Adhésionsmolekile zu aktivieren. Daim ersten Tell der Arbeit
gezeigt werden konnte, dass es durch a-Toxin zu einer verstarkten Expression von ICAM-1
auf dem Endothel kommt, wurde weiterfihrend untersucht, ob diese vorhandenen
Adhasionsmolekille auch zu einer verstarkten Adhasion von aktivierten PMN imstande sind
und ob dies dann zu messbaren Veranderungen der Herzphysiologie fihrt.
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5.2a-Toxin fuhrt zu einer verstarkten koronaren Expression von ICAM-1

Wie Sibelius et al. zeigten, kommt es durch a-Toxin zu einer koronaren Vasokonstriktion
und daraus resultierend zu einer Abnahme der myokardialen Leistung'®.

Zusatzlich zu diesen Ergebnissen, konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden,
dass eine vierfach geringere Dosis des a-Toxins, die noch nicht in der Lage ist, signifikante
Anderungen der Herzleistung hervorzurufen, eine verstarkte Expression von ICAM-1 auf
dem koronaren Endothel hervorruft. Der endotheliale Ligand ICAM-1 wurde mit Hilfe
einer immunhistochemischen Darstellung in postkapilléren Venolen nachgewiesen. Dass
die verstarkte Expression des ICAM-1 Liganden auf die Wirkung des a-Toxins
zuriickzufiihren war, wurde durch Anderungen des Versuchsaufbaus kontrolliert. Eine
Verunreinigung des a-Toxins durch das Endotoxin LPS, das auch fur eine verstérkte
Expression verantwortlich sein konnte, wurde durch eine Limulus-based LPS-assay des
Perfusates ausgeschlossen. Desweiteren konnte in Kontrollherzen, die keinem Toxin
ausgesetzt wurden, keine verstérkte Expression nachgewiesen werden. Daher war die
beobachtete Hochregulation von ICAM-1 durch a-Toxin verursacht und nicht durch eine
LPS-Verunreinigung.

AulRerdem wurde eine Akkumulation von PMN nur in mit a-Toxin perfundierten Herzen
nachgewiesen. Diese Akkumulation verschwand, sobald das Herz zusétzlich zu dem a-
Toxin mit einem ICAM-1 Antikorper perfundiert wurde. Auch das dem Versuchaufbau
zugrundeliegende Zeitprotokoll ist vergleichbar mit dem von Weyrich et al. von 1995.
Diese wiesen damals eine verstérkte Expresson von ICAM-1 nach Ischamie mit
anschliefiender Reperfusion im Katzenmyokard, bereits nach 150 min. Reperfusion,
nach™®.

Auch wenn die vorgelegten Ergebnisse den Schluss zulassen, dass a-Toxin ein potenter
Induktor fUr eine verstarkte ICAM-1 Expression auf dem Endothel koronarer Venolen ist,
ist daraus nicht ableitbar, Uber welchen Mechanismus a-Toxin fur diese verstarkte
Expression des Liganden sorgt. Dass a-Toxin eine membrantse Pore in der Zielzelle
hervorruft und dass diese wiederum verantwortlich ist fur die Aktivierung verschiedenster
Effektorsysteme durch den Einstrom von Elektrolyten, wurde von Bhakdi et al. 1996 als
eine grundlegende Toxinwirkung identifiziert'*. Zur Klarung des Mechanismus sind aber

weitere Untersuchungen notwendig.
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5.3 In mit a-Toxin vorperfundierten Herzen kommt es zu einer verstarkten
PMN-Akkumulation

Eine feste Bindung von PMN an Endothelzellen geht mit einer Verbindung von ICAM-1
und dem aktivierten CD11/CD18 Komplex des Granulozyten einher. In Tiermodellen zur
kardialen Ischamie und Reperfusion, konnte ein Zusammenhang zwischen der Adhésion
von PMN an ICAM-1 und dem Male der koronaren endotheliaden Dysfunktion
nachgewiesen werden. Desweiteren scheint es, dass diese Akkumulation zu einer
Verstarkung des myokardialen Gewebsschadens beitragt™’.

Vor diesem Hintergrund und um die funktionelle Bedeutung einer durch a-Toxin
induzierten ICAM-1 Expression abschéatzen zu konnen, wurden PMN in die Koronarien
perfundiert. Wéahrend die Zugabe von PMN zu mit a-Toxin vorbehandelten Herzen zu
keiner signifikanten Anderungen des Perfusionsdruckes und der kontraktilen Funktion des
Herzens flhrte, deutete eine gestiegene myokardiale MPO-Aktivitdt auf eine verstarkte
PMN Retention hin. Die Tatsache, dass in Anwesenheit eines ICAM-1 Antikorpers der
Anstieg der myokardiden MPO-Aktivitdt praktisch komplett aufgehoben wurde,
unterstreicht nochmals die funktionelle Bedeutung der a-Toxin induzierten ICAM-1
Expression fir die Retention neutrophiler Granulozyten in diesem Modell.

Allerdings bleibt noch zu kldren, warum es in den Kontrollherzen, und in den mit dem
ICAM-1 Antikorpern vorbehandelten Herzen (wenn auch auf einem niedrigeren Niveau)
ebenso zu einer Retention von PMN gekommen ist. Mdglicherweise kann diese
Beobachtung dadurch erklart werden, dass ICAM-1 konstitutiv in einer geringen Menge auf
dem Endothel exprimiert wird und es zu einer Adhasion an dieser Basisexpression kam™.
Es besteht die Moglichkeit, dass die angewandte immunhistochemische Nachweismethode
nicht empfindlich genug ist, um auch diese basale Expression zu erfassen. Eventuell binden
die PMN aber auch noch an andere endotheliale Liganden, was eine weitere Erklarung fir

die beobachtete Retention wére.
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5.3.1 Auswirkungen der PMN-Retention auf die kardiale L eitstungsfahigkeit

Die pathophysiologische Bedeutung der Akkumulation der Granulozyten in den mit a-
Toxin vorbehandelten Herzen wurde offensichtlich, nachdem der Granulozyteninfusion
eine Zugabe von fMLP und Arachidonsaure folgte. Bel fMLP handelt es sich um enen
reprasentativen Vertreter der formyl-Peptide, die von allen Bakterien gebildet werden®™®.
Diese sind in der Lage, neben verschiedensten Funktionen des Granulozyten auch den 5-
Lipoxygenase (LO) Reaktionsweg zu stimulieren. Obwohl fMLP die neutrophilen 5-LO
ausreichend stimuliert, ist eine exogene Zugabe seines Substrates Arachidonsaure
notwendig, da die Phospholipase des neutrophilen Granulozyten nicht durch fMLP aktiviert
wird, und so die fur eine Synthese der Leukotriene (LTA4, LTB4, H-HETE) notwendige
endogene Substanz nicht in ausreichender Menge bereit gestellt werden kann'#%.
Beachtenswert ist, das die AA unmittelbar metabolisiert wird und in vivo nicht den Ort des
entziindlichen Ereignisses Uberschreitet'*°>!

Aussetzung der mit a-Toxin vorbehandelter Herzen mit PMN, fMLP und AA zu einem

. Unter diesen Bedingungen fihrte die

Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes und daraus resultierend zu einer Abnahme der
kontraktilen myokardialen Leistung. Diese Verénderungen der physiologischen Daten des
Herzens waren eindeutig einer Bildung von Leukotrienen und dabeli vor alem den
Cysteinyl-L eukotrienen zuzuschreiben.

Denn die Konkordanz zwischen Auftreten einer kardialen Dysfunktion und der Bildung von
Cysteinyl-Leukotrienen wurde nur in mit a-Toxin vorbehandelten Herzen beobachtet.
Sobald aber die Akkumulation der neutrophilen Granulozyten durch den ICAM-1
Antikorper geblockt wurde, konnte weder die Bildung von Cysteinyl-Leukotrienen noch
eine Anderung des koronaren Perfusionsdruckes mit der daraus folgenden Kardialen
Depression beobachtetet werden. Vergleichbare Ergebnisse konnten durch den Einsatz des
spezifischen 5-Lipoxygenasen-Inhibitors MK-886 erreicht werden. Diese Resultate
stimmen Uberein mit friheren Studien, die eine vergleichbare Kardioprotektion durch die
Blockierung der Leukotrien Bioaktivitét erreichten, wenn Cysteinyl-Leukotriene entweder
perfundiert oder in Versuchsmodellen der kardialen Ischamie und Reperfudion gebildet

Wurden38’34'152'153.
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5.4 Trans-cellulére Kooperation als moglicher Reaktionsweg der Cysteinyl-
Leukotrien Synthese

Da PMN keine Glutathion-S-Transferase besitzen, sind sie selbst nicht in der Lage,
Cydsteinyl-Leukotriene zu synthetisieren. Aus diessm Grund ,kooperieren’ sie zur
Produktion der Cysteinyl-Leukotriene mit Zellen ihrer unmittelbaren Umgebung. Sie
sezernieren das sehr instabile Zwischenprodukt LTA, in den Extrazellularraum, das von
benachbarten Akzeptorzellen aufgenommen und weiter metabolisiert werden kann. Zu
diesen Akzeptorzellen gehtren, wie Feinmark et a. 1986 zeigte, vor allem Endothelzellen,
die dann die weitere Metabolisierung des LTA4 zu den Cysteinyl-Leukotriene vornehmen
kénnen™. Die Beobachtung, dass es nur dann zu einer Bildung von Cysteinyl-Leukotriene
kommt, wenn es vorher zu einer Retention von PMN im koronaren Gefél3ett gekommen
war, spricht eindeutig fur diesen Erklarungsansatz. Aufgrund der geringen Halbwertszeit
des LTA, kommen als Sekretoren nur adhdrente PMN in Betracht, da nur diese
entsprechend nahen Kontakt zu den Endothelzellen besitzen, um einen Transport der
extrem labilen LTA4 von Donor- zur Akzeptorzelle zu erlauben.

Diese Annahme wird noch unterstiitzt durch die Beobachtung, dass es in Abwesenheit von
PMN zu keiner Freisetzung von Cysteinyl-L eukotrienen aus dem Herzen kam.

In diesem Zusammenhang steht noch eine weitere interessante Beobachtung dieser Studie:
die nachgewiesene Bildung von LTB4; und 5-HETE im organeffluenten Perfusat. Beide
Metabolite sind bekanntermal3en potente Chemotaxine fir neutrophile Leukozyten.

Da ihre Freisetzung zu einer weiteren Rekrutierung und Aktivierung von Granulozyten
fuhrt, konnte es dadurch zu einem Circulus vitiosus kommen, der die kardiale Dysfunktion
noch verstarkt. Uberraschenderweise wurde quantitativ die grofte Menge dieser Metabolite
im Serum von Herzen gemessen, bel denen es zu einer Akkumulation von PMN gekommen
war. Fir dieses Phdnomen besitzen wir keine hinreichende Erkléarung. Moglicherweise
kommt es zu einer zusatzlichen Freisetzung von Arachidonsaure durch Endothelzellen, die
von den adhérenten PMN fir die Synthese von LTB,4 und 5-HETE genutzt wird.

Der definitive zelluldre Ursprung der im organeffluenten Perfusat nachgewiesenen
Cysteinyl-Leukotriene bleibt letztlich ungeklért. Allerdings scheint es sehr wahrscheinlich,
dass die Cysteinyl-Leukotriene durch eine kooperative transzelluldare Synthese zwischen
PMN und koronaren Endothelzellen gebildet werden.
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5.5 Die Freisetzung der Leukotriene spielt fiir die Anderungen der kontraktilen
Funktion der Herzen im vorliegendem Modell eine bedeutende Rolle

Eine der interessantesten Beobachtung der Studie war der enge Zusammenhang zwischen
der Freisetzung der Leukotriene und dem Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes. Dieser
Zusammenhang wurde dadurch verdeutlicht, dass die koronare Widerstandszunahme
sowohl durch die Applikation ICAM-1 Antikorpers, as auch durch den Zusatz des
Lipoxygenaseinhibitors MK 886 vollstandig verhindert wurde. Auch konnten unter diesen
Bedingungen keine Cysteinyl-Leukotriene nachgewiesen werden. Zwar sind die
Leukotriene nicht in der Lage per se die Kontraktilitét der Herzen zu senken®, dennoch
finden sich im verwendetem Versuchsmodell eindeutige Hinweise darauf, dass die
beobachtete Kardiodepression in Zusammenhang mit der Bildung von Cysteinyl-
Leukotrienen stand. Der Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes wird Uber die
vasokonstriktiven Cysteinyl-Leukotrienen vermittelt und kdnnte moglicherweise Ausdruck
einer regionalen Perfusionsverteilungsstorung im Myokard sein.

Diese Befunde wesen eindeutig daraufhin, dass die Zunahme des koronaren
Gefal3widerstandes durch die Wirkung vasoaktiver Cysteinyl-Leukotriene getragen wurde.
Einen weiteren wesentlichen Befund stellt die Tatsache dar, dass es mit Zunahme des
koronaren Gefal3widerstandes zu einer Abnahme der kardialen Pumpfunktion kam.

Dieses Phanomen, charakterisiert durch eine Koexistenz von unter- und tberperfundierten
Myokardareadlen in enger nachbarschaftlicher Beziehung, konnte die beobachtete
Kardiodepression in unserem Versuchsmodell erklaren. Diese Annahme wird durch neuere
Ergebnisse unterstiitzt, die eine Verschlechterung der koronaren Perfusion und
Vasoregulation wahrend der Sepsis in experimentellen Tiermodellstudien zur Sepsis und
zum septischen Schock demonstrieren konnten®®21>>,

Vergessen darf man dabei aber nicht, dass auch die innerhalb der koronaren Mikro-
zirkulation aufgestauten und ebenfals von Granulozyten gebildeten reaktiven
Sauerstoffabkdmmlinge, einen Antell an den beobachteten kardiodepressiven Effekten
besitzen konnten. Die Tatsache, dass der Einsatz des 5-Lipoxygenasehemmers zu einer
Aufhebung der Kardiodepression fuhrte, steht dabei nicht unbedingt im Widerspruch zu
dieser Annahme, da eine neutrophile LTB,4 Synthese moglicherweise die Bildung reaktiver
Sauerstoffmetabolite auf einem parakrinen Weg aktiviert'®®. Zur Klarung dieser Hypothese
werden weitere Studien notwendig sein.
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In welchem Ausmald diese Mechanismen an der Entstehung der kardialen Dysfunktion
wahrend der Sepsis beitragen, ist gegenwartig noch unklar. Nach aktuellem Kenntnisstand
gibt es zur Zeit noch keine Forschungsergebnisse, die den Einfluf3 aktivierter Granulozyten
auf die Entwicklung der septischen Kardiomyopathie wahrend der Sepsis des Menschen
untersucht haben.

Experimentelle Daten weisen aber eindeutig darauf hin, dass PMN nicht nur im koronaren
Gefaltbett mit Endotoxin vorbehandelter Tiere zurlickgehalten werden, sondern auch zum
Verlust der kontraktilen kardialen Leistung beitragen. Granton et a. perfundierten zwel
isolierte Herzen mit Blut enes betdubten Kaninchen. Dem Kaninchen wurden
kontinuierlich 1 mg/kg KG Endotoxin infundiert. Einem der externen Herzen war ein
Leukozytenfilter vorgeschaltet, wahrend das andere Herz ungefiltertes Blut des Kaninchen
erhielt. Sie konnten eine signifikante Abnahme der kardialen Leistung nur bel dem Herzen
nachweisen, das ungefiltertes Perfusat mit aktivierten PMN erhielt’>">".

Offensichtlich unterstiitzen die von uns gewonnenen Ergebnisse dieses pathophysiologische

Konzept.

5.6 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Es gilt als gesichert, dass porenbildende Exotoxine einen wesentlichen Beitrag zur
Pathogenese der Sepsis leisten. Auch wurde hinreichend untersucht, dass sie in der Lage
sind, in hohen Konzentrationen eine direkte kardiodepressive Wirkung zu entfalten. Zu der
Fragestellung jedoch, inwieweit geringere Konzentrationen der Exotoxine, welche noch
keine direkte Wirkung auf die Herzlfunktion zeigen, zu der Entstehung und Unterhaltung
der septischen Kardiomyopathie beitragen, ist bislang wenig bekannt.

Diesbeziiglich brachte der Versuchsaufbau, der nicht nur eine eher geringe
Toxinkonzentration benutzte, sondern auch noch mit typischen Entziindungszellen

kombiniert wurde, interessante Denkanstof3e.
Da nicht nur gezeigt werden konnte, dass es zu einer vermehrten Expression von

Adhasionsmolekilen kam, sondern dass diese auch dafir verantwortlich sind, dass es zu

einer vermehrten Retention von Granulozyten kommt, stellt sich hier alerdings die Frage,
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ob eine Blockierung von ICAM-1 wéhrend der Sepsis moglicherweise einen positiven
Einfluld auf das Krankheitsgeschehen der septischen Kardiomyopathie besitzen konnte.
Diese Mdglichkeit wird noch unterstiitzt durch die Tatsache, dass es zu einer vermehrten
Produktion der granulozytdren Chemotaktoren LTB4 und 5-HETE kommt. Dies kénnte
maoglicherweise in vivo noch zu einer Zunahme der Granulozytenretention und der daraus
folgenden Kardiodepression fuhren.

Des weiteren bekraftigen die vorgelegten Untersuchungen die grundlegende Bedeutung des
a-Toxins im Rahmen der myokardiden Perfusionstorung wahrend der septischen
Kardiomyopathie, das a's pathologisches Konzept der septischen Organschadigung fir eine
Reihe von Organen (Lunge, Skelettmuskulatur, Darm) gezeigt worden ist. Der Nachwels,
dass die PMN adhdrent an dem Endothel werden und dass es dadurch sogar zu einer
nachbarschaftlichen Kooperation in der Bildung von vasoaktiven Cysteinyl-Leukotrienen

kommt, er6ffnet neue Perspektiven im Verstandnis der gestorten Mikrozirkulation.
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6. Zusammenfassung

Im Zuge des vermehrten Einsatzes von invasiven therapeutischen und diagnostischen
Maldnahmen, sowie durch den notwendigen Einsaiz von immunsuppremierenden
Therapien, konnte in den letzten Jahren eine Inzidenzzunahme der Sepsis verzeichnet
werden. Durch den Abfall des systemischen Widerstandes und der daraus resultierenden
Hypotension offenbart sich die inadaguate Steigerung des Herzzeitvolumens. Die durch
diagnostische Mal3nahmen nachweisbaren Verénderungen mit biventrikulérer Dilatation,
Reduzierung der Ejektionsfraktionen und Wandbewegungsstérungen, werden unter der
Bezeichnung der septischen Kardiomyopathie zusammengefasst. Nach dem Ausschluld
einer Storung der Makrozirkulation liegt der direkte Einflu3 von Zytokinen und
Bakterientoxine auf die Mikrozirkulation as mogliche Ursache der septischen
Kardiomyopathie im Vordergrund des wissenschaftlichen Interesse.

Die vorliegende Arbeit bearbeitete unter anderem die Fragestellung, ob Exotoxine in
Konzentrationen, die noch keine messbaren physiologischen Veranderungen hervorrufen,
zu einer vermehrten Expression von Adhésionsmolekilen fihren und ob daraus eine
vermehrte Retention von polymorphkerniger Granulozyten im Myokard resultiert. Von
besonderem Interesse war dabel aber die Frage, ob dies einen Einfluss auf die kardiale
Zirkulation besitzt und ob es dadurch zu physiologische Anderungen der kardialen

Performance kommit.

Die verwendeten Konzentrationen des a-Toxins fiihrten zu keiner signifikanten Anderung
weder der kardialen Kontraktilitdt noch des Perfusionsdruckes. Jedoch konnte
immunhistochemisch eine Expression von ICAM-1 nachgewiesen werden. Nach Zugabe
von PMN in das zirkulierende Perfusat wurde sowohl durch HE-Férbung, als auch durch
einen Anstieg der MPO-Aktivitdt des Myokards eine vermehrte Retention von
Granulozyten in mit a-Toxin vorbehandelten Herzen nachgewiesen. Die Zugabe von fMLP
und Arachidonsdure zum Perfusat und die dadurch erfolgte Aktivierung der PMN, fihrte im
Beobachtungszeitraum zu einer deutlichen kardialen Depression. Die gemessene Retention
konnte durch die vorherige Gabe eines ICAM-1 Antikorpers deutlich vermindert werden.
Dies verhinderte auch die kardiale Depression durch das Hinzufiigen von fMLP und

Arachidonséure.
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Zusammenfassung

Diese Veranderungen der physiologischen Daten des Herzens waren eindeutig einer
Bildung von Leukotrienen und dabei vor allem den Cysteinyl-L eukotriene zuzuschreiben.
Denn die Konkordanz zwischen dem Aduftreten einer kardialen Dysfunktion und der
Bildung von Cysteinyl-Leukotrienen, wurde nur in mit a-Toxin vorbehandelten Herzen
beobachtet. Sobald es durch die Blockierung der Adh&sionsmolekile mittels des ICAM-1
Antikorpers zu keiner Akkumulation von PMN im Myokard kam, wurde auch keine
Cysteinyl-Leukotriene Produktion und keine kardiale Dysfunktion nachgewiesen. Unter
Einsatz des spezifischen 5-Lipoxygenasen-Inhibitor MK-886 konnten vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden. Sehr wahrscheinlich wurden die gemessenen Cysteinyl-
Leukotriene in einer kooperativen, transzelluléaren Synthese zwischen adhdrenten PMN und
koronarer Endothel zelle gebildet.

Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung bakterieller Exotoxine im
Zusammenhang mit den pathophysiologischen Veranderungen der Sepsis und der
septischen Kardiomyopathie. Sie bieten aber auch neue Ansdize im Verstandnis der
komplexen Zusammenhange der pathologischen Mikrozirkulation und der Bedeutung von
PMN wéhrend der Sepsis.
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