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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Die Lunge ist ein entscheidendes Zielorgan inflammatorischer Mediatoren, welche

während entzündlicher Prozesse oder nach schweren Traumen freigesetzt werden.

Das akute septische Lungenversagen resultiert aus einem komplexen

Zusammenspiel zwischen aggressiven Entzündungszellen und immunologischen

Mediatoren. Die Transkription von proinflammatorischen Genen wird über eine

intrazelluläre Signaltransduktionskaskade mit anschließender Aktivierung diverser

Transkriptionsfaktoren reguliert. Nuklear Faktor-kappa B (NF-κB) ist ein ubiquitär

vorkommender Transkriptionsfaktor, der die Transkription vieler proinflammatorischer

Enzyme und Mediatoren steuert, die in der Pathogenese des akuten septischen

Lungenversagens eine Rolle spielen. Genauere Kenntnisse über die Aktivität von

NF-κB in einem komplexen Organ, wie der Lunge, liegen bisher nur unzureichend

vor. Die Untersuchung der pulmonalen Reaktion nach Stimulation mit bakteriellem

Endotoxin bei selektiver Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB, wie in der

vorliegenden Studie geschehen, könnte dazu beitragen, die Details der

pathophysiologischen Sequenzen bei der Entstehung des akuten septischen

Lungenversagens aufzuklären um zukünftige therapeutische Optionen zu eröffnen.

1.1.1 Pathogenese des akuten septischen Lungenversagens

Von Ashbaugh et al. wurde im Jahre 1967 ein klinisches Syndrom beschrieben,

welches Tachypnoe, diffuse alveoläre Infiltrate, persistierende Hypoxämie trotz

Sauerstoffgabe und verminderte pulmonale Compliance zusammenfasste. Dieses

trat bei 12 Patienten akut auf, und manifestierte sich bei Personen, die keine

pulmonalen Erkrankungen in der Vorgeschichte aufwiesen (1). Aus den
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verschiedenen Synonyma wie „Schocklunge“ oder „septische Lunge“ setzte sich der

Begriff ARDS („Acute Respiratory Distress Syndrome“) für diese

Lungenfunktionsstörung durch. Es dauerte über 20 Jahre, bis eine einheitliche

Definition dieser Erkrankung durch die North American-European Consensus

Conference (NAECC) im Jahre 1994 festgelegt wurde. Diese Definition richtet sich

sowohl nach dem zeitlichen Verlauf, als auch nach den klinischen, radiologischen

und physiologischen Veränderungen der Lunge und ihrer Funktion, welche nicht

durch linksventrikuläre Hypertension erklärt werden können (2, 3, 4).

Zu den pathophysiologischen Veränderungen, die zum akuten respiratorischen

Versagen führen, zählen die Permeabilitätserhöhung des kapillären Gefäßendothels

mit Schäden an der alveolären Epithelschranke und die akute pulmonale

Gefäßwiderstandserhöhung durch prä- und postkapilläre Vasokonstriktion. Diese

Veränderungen, kombiniert mit Mikroembolisationen, führen in der frühen,

sogenannten „exsudativen“ Phase des ARDS zu einem proteinreichen interstitiellen-

und anschließend alveolären Lungenödem mit Untergang von Surfactant

produzierenden alveolären Epithelzellen Typ I. Durch das Missverhältnis zwischen

Lungenperfusion und Ventilation kommt es zu vermehrtem Shunt-Fluss, zu

Vasokonstriktion und Diffusionsstörungen. In der anschließenden „proliferativen“

Phase bewirkt eine Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten einen

fibrotischen Umbau der Lungenstruktur.

Klinische Leitsymptome des akuten Lungenversagens sind die arterielle Hypoxämie,

Dyspnoe und Tachypnoe resultierend aus einem erhöhten pulmonalen

Gefäßwiderstand, der Bronchokonstriktion und dem perivaskulären und

intraalveolären Ödem.

Auch heute noch stellt das ARDS ein persistierendes Problem in der modernen

Intensivmedizin dar. Die Inzidenz der Erkrankung wird je nach Studienansatz

zwischen 1,5 bis 8,4 Fällen pro 100.000 Einwohnern angegeben (5, 6, 7). Bei den

etwa 150.000 Fällen, die jährlich alleine in den USA auftreten, wird eine

Mortalitätsrate von 30-60%, in einigen Studien sogar bis 90% angegeben (8).



Kapitel 1 Einleitung

3

1.1.2 Rolle der Endotoxine

Neben direkten, primären Schäden an der Lunge, wie durch Pneumonien oder

Aspiration hervorgerufen, sind es in der Mehrzahl extrapulmonale sekundäre

Ereignisse, welche zu einem ARDS führen können. Dazu gehören unter anderem

das Polytrauma, Verbrennung, Schock oder Sepsis (5, 6). Ursächlich an erster Stelle

für die Lungenfunktionsstörung, aus der sich das klinische Bild eines ARDS

entwickelt, steht weiterhin eindeutig die Sepsis (6, 7, 9).

Im Rahmen einer Sepsis sind bakterielle Endo- oder Exotoxine die entscheidenden

Auslöser der inflammatorischen Kaskade, die sich als ARDS oder schließlich

organübergreifend als septisches Multiorganversagen manifestieren kann (9, 10, 11).

Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die auf der äußeren Membran gram-

negativer Bakterien lokalisiert sind. Diese Lipopolysaccharide setzen sich aus drei

verschiedenen Hauptkomponenten zusammen: der O-spezifischen Seitenkette, die

als Hauptantigenkomponente die Bildung von Antikörpern hervorruft, einem

Kernpolysaccharid und dem Lipid A mit einer variablen Zahl von Fettsäureketten.

Membrangebunden hat LPS keine toxische Wirkung, erst beim Zerfall gram-

negativer Bakterien wird LPS freigesetzt und kann seine toxische Wirkung entfalten

(12, 13). Dabei stellt das Lipid A, fest verankert in der Bakterienmembran, den

Hauptpathogenitätsfaktor dar, der nach seiner Freisetzung im betroffenen

Organismus über eine Interaktion mit Empfängerzellen des Immunsystems für die

pathophysiologischen Veränderungen im Rahmen der Sepsis im Organismus

verantwortlich ist (14).

Die Zirkulation von freigesetztem LPS bewirkt neben einer direkten Schädigung der

Organe auch eine Aktivierung verschiedenster Entzündungszellen wie Granulozyten,

Monozyten, B-Lymphozyten und Alveolarmakrophagen. Die aktivierten Immunzellen

setzen nun ihrerseits aggressive Mediatoren frei, um Bakterien zu zerstören und

deren Toxine zu inaktivieren. Bei diesen Mediatoren handelt es sich um

proinflammatorische Zytokine, darunter Interleukine (IL-1, IL-6, IL-8) und Tumor-
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Nekrose-Faktor α (TNFα). Diese Mediatoren bewirken in weiteren Zielzellen die

Freisetzung von Stickoxid (NO), Komplement, plättchenaktivierender Faktor (PAF)

und Prostanoiden. Als Prostanoide werden Metabolite der Arachidonsäure

bezeichnet, welche über den Zyklooxygenaseweg gebildet werden (15).

1.1.3 Pulmonaler Zyklooxygenase-abhängiger Arachidonsäuremetabolismus 

Enzyme und Metabolite des Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäure-

metabolismus nehmen eine zentrale Rolle in physiologischen und

pathophysiologischen Prozessen der Lunge ein. Sie sind entscheidend an den

Tonusveränderungen pulmonaler Gefäße sowie der Bronchokonstriktion beim akuten

Lungenversagen beteiligt und haben eine wichtige Funktion bei der Regulierung der

Permeabilität des Kapillarendothels und des Alveolarepithels (16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23).

Die Zyklooxygenase (Cox) katalysiert die Umwandlung der Arachidonsäure (AA) zu

Prostaglandin H2 (PGH2). Dieses chemisch instabile Endoperoxid wird durch die

verschiedenen Synthetasen in weitere Metabolite umgewandelt (Abb. 1). Aus AA

entstehen auf diesem Weg die klassischen Prostaglandine D2, E2 und F2α, sowie die

Prostanoide Thromboxan (TX) A2 und Prostazyklin (PGI2).

Diese Metabolite der AA haben zum Teil antagonistische Wirkungen auf

vasomotorische Regulation und Sepsis-induzierte inflammatorische Vorgänge in der

Lunge (21).
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Arachidonsäure

Prostaglandin H2

Thromboxan-
Synthase

Prostazyklin-
Synthase

Thromboxan A2
(TxA2)

Prostazyklin
(PGI2)

Prostaglandine
E2, F2, D2

Cox 2Cox 1

Peroxidasen

TxB2
6-keto PGF1alpha

Abb. 1. Schematische Übersicht der Zyklooxygenaseprodukte der Arachidonsäue
(Prostanoide).
Dargestellt ist die Entstehung des zentralen Produkts PGH2 und die wichtigsten Metabolite.

Die einzelnen Schritte werden enzymatisch katalysiert. Die Abbauprodukte 6-keto PGF1alpha

aus PGI2 und TxB2 aus TxA2 entstehen durch spontanen Zerfall. 

Thromboxan A2 wird z.B. in Thrombozyten, Bronchialepithelzellen, glatten

Muskelzellen und Alveolarmakrophagen durch eine Thromboxan-Synthase

produziert und ist verantwortlich für eine Kontraktion der glatten Muskulatur mit

konsekutiver potenter Vaso- und Bronchokonstriktion, während Prostazyklin, unter

anderem in Endothelzellen durch eine Prostazyklin-Synthase gebildet, zu einer

Vasodilatation führt (16, 20, 36). Der funktionelle Antagonismus dieser beiden

Arachidonsäuremetabolite stellt in der Regulation des pulmonalen Vaso- und
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Bronchotonus einen wichtigen Steuerungsmechanismus dar. PGF2alpha wird eine

potente bronchokonstriktorische Aktivität in den glatten Muskelzellen der Atemwege

zugeschrieben und gilt als pulmonal vasokonstriktorisch wirksam (24). PGE2 ist ein

starker Vasokonstriktor und Bronchodilatator und nimmt Einfluß auf die

Sekretliberation und proliferative Prozesse (25).

Das Schlüsselenzym der LPS-induzierten Prostanoidbildung, die Zyklooxygenase,

existiert in mindestens zwei Isoformen: Cox-1, die ubiquitär gebildet wird, und der

man die Kontrolle physiologischer Funktionen in Lunge, Magen und Niere

zuschreiben konnte (26, 27 28) sowie Cox-2, die lange Zeit als eine nur unter

inflammatorischen Bedingungen induzierbare Isoform galt (27, 29, 30 31). In den

letzten Jahren zeigten neuere Untersuchungen, dass auch Cox-2, konstitutiv

exprimiert, an der Regulation physiologischer Prozesse in den verschiedenen

Organsystemen wie den Nieren (32), im Gastrointestinaltrakt (33), sowie im zentralen

Nervensystem (34) und der Lunge (35, 43) beteiligt ist.

In normalem Lungengewebe lässt sich sowohl Cox-1 als auch Cox-2 nachweisen,

wobei sich unterschiedliche Lokalisationen der beiden Isoenzyme aufzeigen (35).

Während Alveolarmakrophagen und pulmonale Endothelzellen unter physiologischen

Bedingungen beinahe ausschließlich Cox-1 exprimieren, findet man Cox-2

hauptsächlich in makrophagen-ähnlichen Zellen im perivaskulären und

peribronchialen Bindegewebe, und besonders ausgeprägt in glatten Muskelzellen der

pulmonalen Widerstandsgefäße (35). Weiterhin sind eine gemeinsame Lokalisation

von Cox-2 und der Thromboxan-Synthase in der glatten Gefäßmuskulatur sowie eine

Koppelung von Cox-1 mit der Prostazyklin-Synthase im Gefäßendothel bekannt (36,

37). Somit ist eine Regulation des pulmonalen Gefäßtonus über eine spezifische

Koppelung von Cox-2/Thromboxan-Synthase in der glatten Gefäßmuskulatur

(Vasokonstriktion) und von Cox-1/Prostazyklin-Synthase in den Endothelzellen

(Vasodilatation) möglich.

Die Auswirkungen von LPS auf den pulmonalen Cox-abhängigen AA-Metabolismus,

besonders im Rahmen einer Sepsis, sind in sogenannten „Priming“-Versuchen am

Modell der isolierten Lunge genauer untersucht worden (38, 41).
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1.1.4 Priming

Als „Priming“ bezeichnet man das Phänomen, dass die Vorstimulation der isolierten

Lunge mit geringen Mengen Endotoxin in Kombination mit einem zweiten Reiz, wie

z.B. Arachidonsäure, eine verstärkte Reaktion der physiologisch messbaren

Parameter wie pulmonalarterieller Druck, Ventilationsdruck und Gewicht zur Folge

hat, während weder die alleinige Endotoxin-Gabe, noch der zweite allein

verabreichte Stimulus zu vergleichbar starken pulmonalen Reaktionen führen würde

(22, 39, 40). Diese überschießende Reaktivität der isolierten Lunge auf den

Primingeffekt wird unter anderem durch eine erhöhte Expression der

Zyklooxygenaseenzyme bedingt (41, 42). Durch LPS-Priming mit nachfolgender

Arachidonsäurestimulation in isolierten Rattenlungen läßt sich eine Erhöhung von

Cox-2 und Thromboxan-Synthase in der glatten Gefäßmuskulatur der bronchialen

Arterien nachweisen (36, 42). Die durch das Priming hervorgerufene Überexpression

von Cox-2 führt zu einer Erhöhung des bereits beschriebenen Zyklooxygenase-

abhängigen Arachidonsäuremetabolismus, resultierend in der Bildung des potenten

Vasokonstriktors TxA2 (43). Die Cox-2-abhängige, Thromboxan-vermittelte Gefäß-

und Bronchialdruckerhöhung im Modell der isolierten Lunge kann zu Rückschlüssen

auf die vaskulären Veränderungen während septischer Lungenerkrankungen

herangezogen werden (35, 36, 41, 42). Diese „Priming“-Reaktion durch Endotoxin

spielt klinisch eine wichtige Rolle beim ARDS. Patienten die im Zuge einer Infektion

mit bakteriellem Endotoxin in Kontakt kommen, d.h. ein „Priming“ durchlaufen, sind

durch eine bakterielle Mischinfektion erheblich gefährdet. Die gesteigerte Aktivierung

proinflammatorischer Metabolite führt zu pathophysiologischen Reaktionen, die sich

klinisch in pulmonalem Hypertonus, erhöhtem Atemwegswiderstand und in der

Ausbildung eines Lungenödems äußern können. Um die ablaufende

inflammatorische Kaskade, ausgelöst durch LPS, bis zur Aktivierung des

Arachidonsäuremetabolismus zu verstehen, muss man die zellulären Mechanismen

der Signaltransduktion genauer betrachten.
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1.1.5 LPS-vermittelte Signaltransduktion

Um auf zellulärer Ebene seine Wirkung auf den Organismus zu vermitteln, stehen

LPS membrangebundene Rezeptoren zu Verfügung. Eine wichtige Rolle spielt der

Membran Rezeptor CD14 (mCD14) im Zusammenspiel mit dem Plasmaprotein

„Lipopolysaccharide-Binding-Protein“ (LPB) (11, 44, 45, 46). In Zellen, die keine

Oberflächenrezeptoren wie mCD14 exprimieren, z.B. Epithelzellen der kleinen

Bronchien, glatte Muskelzellen der Bronchien, Endothelzellen und glatte

Gefäßmuskelzellen der Arterien (42), sind plasmalösliche Formen von CD14

(sCD14) für die Oberflächenerkennung bekannt, die ebenfalls einen Komplex mit

LPS und LPB bilden können (44, 45, 47). Aufgrund einer fehlenden eigenen

intrazellulären Signaltransduktionsdomäne ist der CD14-Rezeptor allerdings nicht

alleine in der Lage, das LPS-induzierte Signal in das Zellinnere weiterzugeben.

Mitglieder der erst kürzlich entdeckten Toll-like-Rezeptor (TLR)-Familie übernehmen

diese Funktion, da diese über eine intrazelluläre Signaltransduktionsdomäne

verfügen, die durch Interaktion mit dem CD14-Rezeptor das Signal in das Zellinnere

abgeben kann. Von den verschiedenen TLR fungieren die Transmembranproteine

TLR2 und TLR4 wahrscheinlich als Korezeptoren von CD14 (48). Dabei gilt als

erwiesen, daß TLR4 einen spezifischen Rezeptor für LPS gramnegativer Bakterien

darstellt, während TLR2 andere bakterielle Komponenten, wie z.B. Lipoproteine (49),

Lipopeptide (50) und Lipoteichonsäure grampositiver Bakterien erkennt (51, 52).
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LPS

LPB

Extrazellulärraum

Intrazellulärraum

LPS/LPB-
Komplex

CD 14 TLR 4

Transmembranäre
Signaltransduktionsdomäne

Abb. 2. Schematische Darstellung der LPS-vermittelten Signalübertragung in die Zelle. 

LPS muß extrazellulär einen Komplex mit dem Lipopolysaccharide-Binding-Protein (LPB)

eingehen, um mit den spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberfläche eine Verbindung

eingehen zu können. Über den transmembranösen Rezeptor CD14 im Zusammenspiel mit

seinem Korezeptor TLR4, der über eine intrazelluläre Signaltransduktionsdomäne verfügt,

kann das LPS-vermittelte Signal die Zellmembran passieren.

Die intrazelluläre Fortleitung des Signals wird durch Dimerisierung der TLRs

ausgelöst. Im weiteren Verlauf kommt es zur Rekrutierung verschiedener

Adapterproteine wie MyD88, der IL-1-Rezeptor-assoziierten Kinase (IRAK) oder des

TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor (TRAF)-6. An dieser Stelle teilt sich die

intrazelluläre Signalkaskade auf. Schlüsselelemente der einen Signalkaskade der

Signalübertragung im Zytoplasma der durch LPS aktivierten Zelle sind
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Proteinkinasen, die als MAP-Kinasen (Mitogen aktivierte Protein Kinase, MAPK) oder

als ERK (Extrazellulär regulierte Signal Kinase) bezeichnet werden. ERK1 (p44)- und

ERK2 (p42)-Kaskaden regulieren das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung (53),

die „c-Jun NH2-terminal kinase“ (JNK)- und die p38 MAPK-Kaskaden kontrollieren

vor allem Streßantworten wie Entzündung und Apoptose (54, 55).

Für die LPS-induzierte intrazelluläre Signalübertragung scheint besonders die p38

MAPK notwendig zu sein, wie Studien an Makrophagen zeigen. Weitere

Untersuchungen bestätigen die Beteiligung des p38 MAPK

Signaltransduktionsweges an der Bildung und Regulation der Cox-2/Thromboxan-

Achse in LPS-stimulierten Lungen (38). Eine wichtige Funktion der MAP-Kinasen

besteht somit in der Aktivierung von kerngängigen Transkriptionsfaktoren, welche

über Transkription und Expression regulatorischer Gene die Bildung von

immunologischen Zellen und Mediatoren während proinflammatorischer Prozesse

kontrollieren.

1.1.6  Der Transkriptionsfaktor NF-κB

Nuclear factor-κB (NF-κB) wurde von Sen und Baltimore 1986 als ein Protein in B-

Lymphozyten entdeckt, das die Fähigkeit hatte, sich in den Enhancer Regionen der

Gene zu binden, welche die kappa leichte Kette (kL) von Immunglobulinen kodieren

(56). Mittlerweile weiß man, dass NF-κB ein im Organismus ubiquitär vorkommender

Transkriptionsfaktor ist, der eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen

spielt. Er scheint als zentraler Regulator sowohl an der Transkription vieler

proinflammatorischer Zytokine wie TNFα, IL-1 und IL-6 als auch den

mitogeninduzierten Enzymen Cox-2 und iNOS beteiligt zu sein (57, 58, 59, 60).

Durch NF-κB regulierte Gene nehmen weiterhin eine wichtige Stellung in der

Kontrolle der Immunantwort ein und sind an der Regulierung der Zellproliferation und

der Apoptose beteiligt (60, 61). In den meisten Zellen wird NF-κB im Zytoplasma

durch Wechselwirkung mit inhibitorischen IκB-Proteinen in einem inaktiven Zustand



Kapitel 1 Einleitung

11

gehalten. Eine Ausnahme bilden Antikörper-produzierende B-Zellen, aktivierte T-

Zellen und Makrophagen, in denen der Transkriptionsfaktor konstitutiv im Zellkern

aktiviert ist (56, 62, 63).

1.1.7 Struktur der NF-κB- und IκB-Proteine

NF-κB ist ein dimerer Transkriptionsfaktor, dessen Untereinheiten aus Proteinen der

Rel-Familie bestehen. Derzeit sind fünf Mitglieder der NF-κB Familie in Säugetieren

identifiziert, welche NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2 (p52/p100), p65 (Rel A), Rel B und

c-Rel einschließen (64). Die Mitglieder dieser Rel-Familie zeichnen sich alle durch

eine gemeinsame Rel-Homologiedomäne aus, welche für die DNA-Bindung, die

Interaktion mit IκB und die Dimerisierung verantwortlich zu sein scheint (65, 66).

Verschiedene Kombinationen von homo- und heterodimeren Zusammensetzungen

sind derzeit bekannt. Am häufigsten findet man NF-κB Heterodimere aus p50 oder

p52 und einer p65 Untereinheit. Andere mögliche Formen beinhalten p65/c-Rel

Heterodimere und p50/p50, p52/p52 und RelA/RelA Homodimere (65). Während alle

Untereinheiten imstande sind sich an DNA zu binden, binden nur p65, Rel-B und c-

Rel an DNA-Regionen, welche zur Aktivierung von Transkriptionsprozessen

erforderlich sind (66, 67, 68).

Dass NF-κB im Zytoplasma unstimulierter Zellen inaktiviert vorliegt, bedingt die

Interaktion mit einem Mitglied der inhibitorischen kappa B (IκB) Familie (65). IκB-

Proteine binden im Zytoplasma an NF-κB, verdecken dadurch die

Kernlokalisationssequenz der Rel-Proteine und behindern das Eindringen des

Transkriptionsfaktors in den Zellkern (65, 66, 69, 70). Für die Inhibition von NF-κB

sind hauptsächlich IκBα, IκBβ und IκBε von Bedeutung, die mit dem NF-κB Dimer in

Form eines tertiären Komplexes wechselwirken. IκBα ist das am längsten bekannte

und am besten charakterisierte inhibitorische Protein (71). Es wird ubiquitär im

Organismus exprimiert und bindet bevorzugt an die p65 oder c-Rel Untereinheit von

NF-κB (64, 72). Alle bekannten NF-κB aktivierenden Signale führen über einen
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Abbau von IκBα zu einer transienten Aktivierung des Transkriptionsfaktors (73). Im

Gegensatz dazu wird IκBβ nur nach Stimulation mit LPS und IL-1 abgebaut, die

beide eine persistierende Aktivierung des Transkriptionsfaktors hervorrufen (74).

1.1.8 Aktivierung von NF-κB durch den IκB-Kinasekomplex (IKK)

Die Aktivierung von NF-κB ist ein wesentlicher regulatorischer Prozess in einer

Signaltransduktionskaskade, die durch LPS-Stimulation an der Zelloberfläche

beginnt und im Zellkern mit der Transkription proinflammatorischer Gene endet. Eine

Vielzahl von Stimuli können zur Aktivierung von NF-κB führen. Zu den potentesten

gehören Zytokine wie TNFα und IL-1 sowie das bereits beschriebene Endotoxin LPS

gramnegativer Bakterien (67, 75). Die Aktivierungskaskade verläuft in mehreren

Schritten im Zytoplasma stimulierter Zellen ab. Die Signaltransduktionswege dieser

Stimuli beginnen zum Teil an unterschiedlichen Rezeptoren der Zelloberfläche, die

intrazellulär gelegenen Abschnitte der Signalkaskade im Zytoplasma sehen für die

verschiedenen NF-κB-Induktoren jedoch gleich aus.
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Abb. 3. Aktivierungsmechanismus von NF-κB. 

Beispielhaft ist die Aktivierung eines p65 (RelA)/p50-Hetreodimers in Komplex mit IκBα

dargestellt. Unterschiedliche Stimuli aktivieren den IκB-Kinasenkomplex (IKK), welcher IκBα

an zwei Serinresten phosphoryliert. Es folgt die Polyubiquitinierung von IκBα und dessen

Degradierung durch das 26S-Proteasom. Das freigesetzte NF-κB  kann in den Zellkern

translozieren und an den Promotoren seiner Zielgene binden. 

Die NF-κB aktivierende Phosphorylierung von IκBα nach proinflammatorischen

Stimuli, wird durch den IκB-Kinasekomplex (IKK) katalysiert, der als Hauptregulator

eine Schlüsselfunktion in der Signalkaskade einnimmt (76, 77, 78). An diesem

Komplex konvergieren die meisten der durch unterschiedliche Stimuli ausgelösten

Signaltransduktionswege. Den Hauptbestandteil von IKK bilden zwei Kinasen, die
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IκB Kinase-1 (IKKα) und IκB Kinase-2 (IKKβ), welche eine große Sequenzhomologie

aufweisen und in etwa äquimolaren Mengen in der Mehrheit der IKK-Komplexe

enthalten sind (71, 79, 80, 81). Untersuchungen an Knock-out-Mäusen für IKKα und

IKKβ haben gezeigt, dass IKKα für die Aktivierung des IκB-Kinasekomplex durch

proinflammatorische Stimuli nicht notwendig ist, sondern eine wichtige Rolle in der

Differenzierung der Epidermis spielt, wohingegen IKKβ die für die NF-κB-Aktivierung

notwendige katalytische Untereinheit darstellt (16, 82, 83). Ein weiteres Molekül des

IKK-Komplexes wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und wird als IKKγ

(79), NEMO (NF-κB essential modifier) (80) oder IKK-associated protein 1 (IKKAP1)

(84) bezeichnet. Seine regulatorische Funktion spielt eine entscheidende Rolle in der

Aktivierung von NF-κB, ohne dabei direkt an der Phosphorylierung der IκBs beteiligt

zu sein (79, 80).

Erst kürzlich konnte eine weitere Kinase des Komplexes durch Shimada et al.

identifiziert werden (85). Sie isolierten einen Komplex namens IKKε oder IKK-i (für

inducible IκB Kinase) aus Endotoxin-stimulierten Makrophagen. Diese neue Kinase

unterscheidet sich funktional und strukturell von dem konstitutiv gebildeten

Kinasenkomplex und weist lediglich zu 27% Homologie zu IKKα und IKKβ auf (81,

85, 86). IKK-i ist ebenfalls in der Lage IκBα zu phosphorylieren und nachweislich

durch LPS oder andere inflammatorische Zytokine in verschieden Immunzellreihen,

isolierten Makrophagen und Lymphozyten induzierbar (85, 87).

Wie die IκB-Proteine so wird auch IKK durch Phosphorylierung reguliert (88). Der

exakte Mechanismus der Aktivierung des IKK-Komplex ist bisher noch nicht geklärt.

Es wird angenommen, daß je nach Stimulus und Gewebe vorgeschaltete Kinasen

die initiale Phosphorylierung übernehmen und die vollständige Aktivierung von IKK

dann über Autophosphorylierungsreaktionen verläuft (71). Derzeit sind verschiedene

verantwortliche Kinasen gefunden worden, darunter Mitglieder der Mitogen-

aktivierten Protein Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) Familie (84), NIK (NF-κB

inducing kinase) (81, 85) NAK (NF-κB activating kinase) (89) und die Ubiquitin

abhängige Kinase TAK1 (90). Derzeit ist noch weitgehend ungeklärt, welche Rolle
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die verschiedenen Kinasen in der komplexen Aktivierung von NF-κB einnehmen, und

es darf angenommen werden, dass noch nicht alle in der Aktivierung des IKK-

Komplex beteiligten Kinasen identifiziert wurden. 

1.1.9 Bedeutung von NF-κB

Man kennt inzwischen annähernd 200 Gene, die durch NF-κB reguliert werden (75).

Ein großer Teil dieser Gene kodiert Zytokine, Zelladhäsionsproteine, Akute-Phase-

Proteine und Proteine der Stressantwort, was die Bedeutung des

Transkriptionsfaktors bei inflammatorischen Ereignissen aufzeigt (71, 72, 91). Über

andere Zielgene kommt dem Transkriptionsfaktor eine regulierende Funktion in

physiologischen Differenzierungsprozessen, der Zellzyklusprogression und der

Apoptose zu (60, 61, 64, 92). Die transiente Induktion des Transkriptionsfaktors

ermöglicht dem Organismus, auf pathogene und stressinduzierte Stimuli zu

reagieren. Das in der Initialphase von septischen Prozessen in Leukozyten durch

proinflammatorische Zytokine (IL-1 und TNFα) und bakterielles Endotoxin (LPS)

aktivierte NF-κB führt zur Stimulation und Produktion von weiteren

proinflammatorischen Zielgenen wie Interleukine, TNFα, iNOS und Cox-2 und hat

somit einen entscheidenden Einfluss auf die Progression und Dauer der Entzündung

(60, 65, 93). Bleibt NF-κB in den Entzündungszellen aktiviert, entfällt die Auflösung

der Entzündung durch Bildung antiinflammatorischer Mediatoren und Apoptose

eingewanderter Leukozyten. Zu den Krankheiten, bei denen durch NF-κB regulierte

Gene eine Rolle spielen, gehören inflammatorische Ereignisse im Rahmen von

Glomerulonephritiden, Arteriosklerose, dem septischen Schock oder Lungenfibrose

sowie chronische Erkrankungen wie Asthma und rheumatische Arthritis (60, 65, 94,

95, 96). Auch in der Kontrolle der Immunantwort ist die NF-κB-Signalkaskade wichtig,

da sie in der Proliferation und Differenzierung von B- und T-Lymphozyten

modulierend eingebunden ist (75).
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In den letzten Jahren wurde die Beteiligung von NF-κB in der Regulation von

inflammatorischen Prozessen umfassend untersucht. Die genaue Funktion der

verschiedenen NF-κB-Dimer-Kombinationen sowie die zellspezifische Aktivierung

NF-κB-abhängiger Transkriptionsprozesse in komplexen Organen, wie der Lunge,

müssen erst noch aufgedeckt werden. Außerdem gibt es bis jetzt noch zu wenig

Information hinsichtlich der physiologischen Rolle von NF-κB-abhängigen

Transkriptionsprozessen.

1.2 Zielsetzung der vorliegenden Studie

Die vorliegende Arbeit hat die Zielsetzung, wesentliche pathophysiologische

Grundlagen der bronchialen und vaskulären Reaktion der Lunge in einem Modell der

isoliert perfundierten Rattenlunge unter Endotoxinstimulation („Priming“) aufzuklären.

Die „Priming Reaktion“ nach LPS-Stimulation ist durch eine erhöhte

pulmonalarterielle Druckreaktion, eine Ventilationsdruckerhöhung und eine

Gewichtszunahme sowie eine vermehrte Ausschüttung von Metaboliten des

Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäurestoffwechsels charakterisiert.

Folgende Fragestellungen sollen untersucht werden:

• Hat eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB Einfluß auf die

charakteristischen pathophysiologischen Veränderungen während der Endotoxin-

vermittelten „Priming-Reaktion“?

• Ist NF-κB unter LPS-Stimulation an pulmonalen Cox-1 bzw. Cox-2-abhängigen

Reaktionen beteiligt?
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• Welchen Einfluß hat der Transkriptionsfaktor auf die Bronchotonusregulation und

die Aufrechterhaltung der endothelialen Barriereeigenschaften pulmonalkapillärer

Gefäße?

• Welche Auswirkung hat die Hemmung des Transkriptionsfaktors auf die

Perfusatkonzentrationen der verschiedenen AA-Metabolite?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden männliche CD-Ratten (Sprague Dawley) von Charles River

(Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 350-400 Gramm verwendet. Die

experimentelle Durchführung der Versuche erfolgte in Übereinstimmung mit den

deutschen Tierschutzgesetzbestimmungen und internationalen Richtlinien.

2.1.2 Reagenzien

Die Arachidonsäure (AA) wurde von Paesel und Lorei AG (Frankfurt, Deutschland)

bezogen. Das Lipopolysaccharid (LPS) stammt von Salmonella abortus equi,

hergestellt von Cytogen (Bodenheim, Deutschland). Als Narkotikum für die Ratte

wurde Phenobarbital sodium (Nembutal), bezogen von der Wirtschafts-

genossenschaft deutscher Tierärzte (Hannover, Deutschland), verwendet. Xylocain

2% wurde von Astra Chemical (Wedel, Deutschland) hergestellt, Heparin-Natrium

wurde gekauft bei Hoffmann-La Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland).

Die NF-κB-Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 wurden erworben bei Biomol

Feinchemikalien GmbH (Hamburg, Deutschland).

Beide NF-κB-Inhibitoren sowie die AA wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst.

LPS und Nembutal wurden mit 0,9% NaCl (Pharmacia, Erlangen, Deutschland)

verdünnt.
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2.2 Methodik

2.2.1 Das Modell der isolierten Lunge 

Das Modell der isolierten Kaninchenlunge ist erstmals von Knowlton und Starling

1912 beschrieben worden. Das blutfrei perfundierte, ventilierte und isolierte Organ

bietet die Möglichkeit, die komplexen (patho)physiologischen Zusammenhänge,

unabhängig von zentralnervösen, humoralen und metabolischen Einflüssen des

Organismus, zu untersuchen. Das Modell der isolierten Kaninchenlunge wird seit

1980 in der Arbeitsgruppe Seeger et al. (97) in verschiedenen Modifikationen

eingesetzt. Seit 1995 ist das Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge, das auch

im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurde, in Gießen etabliert (43).

Zur Versuchsdurchführung wird die mit einem definierten Gasgemisch beatmete

Lunge dem Tier entnommen und an ein Perfusionssystem angeschlossen, welches

die Lunge rezirkulierend mit einer Elektrolytlösung perfundiert. Neben der

kontinuierlichen, computergestützten Erfassung des pulmonalarteriellen-,

pulmonalvenösen- und des Beatmungsdrucks, werden Veränderungen des

Lungengewichts aufgezeichnet. Während des Versuchs werden dem Perfusat

verschiedene Wirkstoffe in festgelegten Konzentrationen zugeführt, und die Reaktion

der Lunge anhand der Veränderungen der kontinuierlich gemessenen Parameter

registriert. Es besteht weiterhin die Möglichkeit, in zeitlich festgelegten Abständen

Proben aus dem zirkulierenden Perfusat für weitere Untersuchungen zu entnehmen.

So können die in das Perfusat abgegebenen Mediatoren, welche die Lunge als

Reaktion auf die zugegebenen Wirkstoffe abgibt, mittels ELISA-Messungen

quantitativ bestimmt werden.
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2.2.1.1 Präparation der Lunge

Die Narkotisierung des Tieres erfolgte durch eine perkutane intraperitoneale

Applikation von 0,6 ml Nembutallösung (100 mg/kg Körpergewicht) verdünnt mit 0,4

ml NaCl in das rechte untere Abdomen. Nach Eintreten der Narkose wurde das Tier

auf dem Präparationstisch in Rückenlage fixiert und das Präparationsgebiet mit

Braunodermlösung desinfiziert. Nach einer subkutanen, prätrachealen

Infiltrationsanästhesie mit 2% Xylocain konnte man das Tier nach vorsichtiger

Präparation der Trachea über eine mediane Inzision tracheotomieren und eine

Kanüle in die Luftröhre einbinden. Die Trachealkanüle (Hugo-Sachs-Elektronik,

March-Hugstetten, Deutschland) wurde an das Beatmungssystem angeschlossen.

Nach Abpräparation des Bauchfells in der Medianlinie des Unterbauchs erfolgte die

Laparatomie entlang der Rippenbögen und nach kaudal in der Medianen bis zur

Blase. Das Tier wurde anschließend über die Vena renalis sinistra mit 1.000 I.E.

Heparin-Natrium antikoaguliert.

Um dem Kollabieren der Lunge nach der Thorakotomie vorzubeugen, setzte man bei

der Thoraxeröffnung ein Ventil zur Aufrechterhaltung eines positiv

endexpiratorischen Beatmungsdrucks (PEEP) ein. Zeitgleich wurde der bisherigen

Raumluftventilation eine CO2-Insufflation von 4% zugeschaltet. Mit Hilfe von

Thoraxklemmen konnte der Brustkorb zu beiden Seiten aufgespreizt werden.

Nach Entfernung des Thymus und Darstellung der Lungengefäße wurde eine Ligatur

um Aorta und A. pulmonalis gelegt. Nun folgte die Eröffnung der rechten

Herzkammer und das Einbinden eines Katheters (Hugo-Sachs-Elektronik, March-

Hugstetten, Deutschland) in die A. pulmonalis, wobei man unverzüglich mit der

Perfusion der Elektrolytlösung begann. Durch die Fixierung des Katheters wurde

gleichzeitig die Aorta abgebunden. Das Abtrennen der Herzspitze ermöglichte den

Ablauf des pulmonalvenösen Perfusats und verhinderte eine Druckerhöhung im

Lungenkreislauf.

Zur Explantation wurde die Lunge vorsichtig entlang der Wirbelsäule aus dem Thorax

herausgelöst und in den Versuchsaufbau eingebracht. Nach dem Einbinden des

venösen Katheters (Hugo-Sachs-Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) in das
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linke Herz konnte das Perfusionssystem zu einem Kreislauf geschlossen werden. Die

Lunge, frei an einer Wägezelle aufgehängt, umgab nun eine auf 37o Celsius

equilibrierte Klimakammer. Jetzt wurden die Druckabnehmer zur kontinuierlichen

Messwerterfassung angeschlossen. Die Versuchsaufzeichnung begann mit einer 30-

minütigen „steady state“ Phase unter rezirkulierender Perfusion.

Lungen, die in die Studie aufgenommen wurden, hatten nach der Präparation eine

einheitlich weiße Oberfläche ohne Zeichen von Hämostase oder Ödemen, einen im

Normbereich liegenden pulmonalarteriellen- (5-7 mmHg) und Beatmungsdruck (4-5

mmHg) sowie ein gleichbleibendes Gewicht über einen Beobachtungszeitraum von

30 Minuten im „steady state“.

2.2.1.2 Das Ventilationssystem

Während des Versuchsablaufs wurde die Lunge mit 4% CO2, 17% O2 und 79% N2

über eine spezielle Beatmungspumpe (Small Animal Ventilator KTR-4, Hugo-Sachs-

Elektronik) mit einer Frequenz von 65/min und einem Atemzugvolumen 4 ml

beatmet. Der positive endexpiratorische Druck betrug 3 cm Wassersäule. Vor

Versuchsbeginn wurde die Lunge zweimal für jeweils zwei Atemzüge gebläht, um

eventuell vorhandene atelektatische Bereiche zu eröffnen. Während des Versuchs

wurde die Lunge manuell einmal alle 30 Minuten gebläht.

Die Beatmungsschläuche wurden vor jedem Versuch sterilisiert.

2.2.1.3 Das Perfusionssystem

Eine Masterflex-Schlauchpumpe (Cole-Parmer, Chicago, USA) mit Easy-Load

Pumpenkopf (Model 7518-10, Cole-Parmer, Chicago, USA) ermöglichte eine

pulsatile Perfusion. Die Pufferlösung enthielt 2,4 mM CaCl2, 1,3 mM MgCl2, 4,3 mM

KCl, 1,1 mM KH2PO4, 125,0 mM NaCl, 25,0 mM NaHCO3 und 13,32 mM Glukose.
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Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug 13 ml/min. Als Perfusat-Reservoir dienten zwei

150 ml Doppelwandgefäße, die über eine Frigomix-Thermomix-Einheit (Braun,

Melsungen, Deutschland) temperiert werden konnten und einen Perfusatwechsel

ohne Perfusionsunterbrechung gewährleisteten.

Die zirkulierende Perfusatmenge im System betrug 100 ml. Um Luftembolien zu

vermeiden mußte das Perfusat vor der Lunge eine Blasenfalle passieren. Der Zufluss

erfolgte über den in die Pulmonalarterie eingebrachten Katheter. Nach Passage der

Lungenstrombahn konnte das Perfusat über den im linken Ventrikel fixierten Katheter

venös in die Vorratsbehälter abfließen (Abb. 4). Somit bestand ein geschlossenes

und zur Rezirkulation befähigtes Zirkulationssystem. Die Möglichkeit zur Entnahme

von Proben oder zur Bestimmung des pH-Wertes befand sich am ableitenden

venösen Schenkel.

Während der Präparation betrug die Perfusattemperatur 4o Celsius bei einem

Perfusatfluss von 4 ml/min. Nach abgeschlossener Explantation der Lunge bis zum

Versuchsbeginn wurde die Perfusattemperatur auf 37o Celsius und der Perfusatfluss

vorsichtig auf 13 ml/min erhöht. Über CO2-Insufflation zur Beatmungsluft konnte der

pH-Wert des Perfusats reguliert, und konstant zwischen 7,35 und 7,40 eingestellt

werden. Die Perfusionsschläuche und die Vorratsbehälter wurden vor jedem Versuch

sterilisiert.

Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Aufbau des Ventilations- und

Perfusionssystem für die isolierte Rattenlunge:
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Abb. 4. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.
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2.2.2 Messparameter und Messwertregistrierung

Das isolierte Lungenpräparat wurde über eine elektronische Wägezelle U1-G

(Holtinger Baldwin-Messtechnik, Darmstadt, Deutschland) frei aufgehängt, wodurch

das Lungengewicht (W), als Indikator einer Ödementwicklung, permanent gemessen

und aufgezeichnet werden konnte. Eine Eichung der Wägezelle erfolgte vor jedem

Versuch mit geeichten Gewichten.

Als Messparameter zur Auswertung der pulmonalvaskulären Hämodynamik wurden

der pulmonalarterielle Druck (PAP) sowie der pulmonalvenöse linksventrikuläre

Druck (LVP) registriert. Zur Beurteilung der bronchialen Reaktion diente die Messung

des Beatmungsdrucks (VP). Die kontinuierliche Aufnahme dieser Parameter

ermöglichten im Schlauchsystem liegende Innenkatheter, die in einem definierten

Abstand vor den Messpunkten plaziert wurden (Trachea, Pulmonalarterie, linker

Vorhof) und an Druckaufnehmer angeschlossen waren. Der Nullpunkt der

Druckaufnehmer für pulmonalarteriellen und linksventrikulären Druck war auf den

Bezugspunkt in Lungenhilushöhe eingestellt. Der linksventrikuläre Druck wurde zu

Versuchsbeginn durch Anheben des venösen Schenkels auf 1,5 mmHg eingestellt.

Die Druckaufnehmer (Combitrans Monitoring Set Med. II for arterial blood pressure

measurement, Braun, Melsungen, Deutschland) wurden zusammen mit der

elektronischen Wägezelle zur Online-Registrierung der Messparameter über einen

Verstärker an einen Computer (AT Computer 486, 66 Mhz) angeschlossen. 

2.2.2.1 Kapillärer Filtrationskoeffizient 

Der kapilläre Filtrationskoeffizient (Kfc) ist das Produkt aus Wasserdurchlässigkeit

und Filtrationsoberfläche eines kapillären Gefäßbetts und kann zur Beurteilung der

mikrovaskulären Permeabilität des Gefäßendothels herangezogen werden. Er wird

aus der Kurve der Gewichtszunahme eines isolierten Organs bestimmt, während das

Gefäßbett einer plötzlichen hydrostatischen Druckerhöhung ausgesetzt ist. Die zu

beobachtende initiale sprunghafte Gewichtszunahme der Lunge ist Ausdruck der
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druckbedingten Füllung des Gefäßbetts und charakterisiert seine Compliance,

während der anschließende kontinuierlich ansteigende Gewichtskurvenverlauf von

der wiederum druckbedingten Steigerung der mikrovaskulären Filtration abhängig ist

(Abb. 5). Zur Bestimmung des kapillären Filtrationskoeffizienten bildete eine 10-

minütige hydrostatische Druckerhöhung (venous pressure elevation, VPE) von 7,5

mmHg auf den pulmonalvenösen Schenkel der Lungenstrombahn die Grundlage.

Diese definierte Druckbelastung wurde dadurch erreicht, dass der venöse Abfluß des

Perfusats wahlweise über jeweils eines von zwei Schlauchsystemen erfolgte, die in

verschiedenen, bezüglich des Lungenhilus jeweils definierten Höhen fixiert waren.

Die VPE wurde gemäß dem Versuchsprotokoll zu festgelegten Zeitpunkten

durchgeführt (Abb. 5). Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte Bestimmung des

Kfc über den Gewichtsanstieg im Verhältnis zur akuten Veränderung des

hydrostatischen Kapillardrucks ist von verschiedenen Autoren beschrieben worden

und stellt ein zuverlässiges Verfahren dar (98, 99).

Die Berechnung des Kfc erfolgte zunächst durch die Auswertung der graphischen

Darstellung des Gewichtskurvenverlaufs. Der Gewichtsanstieg während der beiden

ersten Minuten des hydrostatischen Druckmanövers wurde der Gefäßbettdilatation

zugerechnet. In der anschließenden 8-minütigen Phase der Flüssigkeitseinlagerung

(Gewichtszunahme) wurde die Steigung des Gewichtskurvenverlaufs zu den

Zeitpunkten 3, 4, 5, 6, 7 und 8 Minuten durch das Anlegen einer Tangente ermittelt

und zur Berechnung des Kfc herangezogen (100, 101). Bezogen auf das

Feuchtgewicht der Rattenlunge erhält der Kfc folgende Dimension: 

cm3

s × mmHg × g (Feuchtgewicht) × 10-4
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Abb. 5. Exemplarische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der VPE und die Reaktionen

der verschiedenen Messparameter nach LPS-Stimulation und Zusatz des NF-κB-

Inhibitors BAY 11-7082.
Schematische Darstellung des Verhaltens der Parameter pulmonalarterieller Druck (PAP),

pulmonalvenöser Druck (LVP) und Lungengewicht während VPE. Zum Zeitpunkt 35, 65 und

95 Minuten wurden 10-minütige hydrostatische Druckerhöhungen um 7,5 mmHg

durchgeführt. Der Gewichtskurvenverlauf während der VPE wurde zur Berechnung des

kapillären Filtrationskoeffizienten (Kfc) herangezogen.
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2.2.2.2 Bestimmung des Kapillardrucks durch Doppelokklusion

Mit Hilfe der arteriellen und venösen Doppelokklusionstechnik (Double Clamping)

wurde der mikrovaskuläre Druck in den Kapillaren der pulmonalen Strombahn

bestimmt (102, 103). Dafür waren zwei digital anzusteuernde elektrische Klemmen

(Georg Fischer Anderson GmbH, Dortmund, Deutschland) am

Perfusionsschlauchsystem kurz vor der A. pulmonalis und hinter den Venae

pulmonales der Lunge angebracht. Die synchrone Okklusion dieser Quetschventile

blockierte sowohl den pulmonalarteriellen als auch den linksventrikulären Katheter

simultan für eine Zeitspanne von 10 s. Um die Perfusion des Gesamtsystems nicht

unterbrechen zu müssen, wurde das Perfusat während der Okklusion über einen

vorher geschlossenen Bypass an der Lunge vorbeigeleitet. Während des Manövers

wurden der arterielle und der venöse Druck kontinuierlich registriert und

aufgezeichnet. Der initial zu beobachtende schnelle arterielle Druckabfall entspricht

der raschen Umverteilung des arteriellen Perfusatvolumens aus wenig elastischen

Arterien mit niedriger Compliance in leichter dehnbare kleine Arterien und in das

Kapillarbett mit seiner großen Compliance. Der anschließende annähernd

horizontale Druckverlauf entspricht dem Druckausgleich in den kapazitiven Gefäßen

des Kapillarbetts bis zum Druckausgleich in allen Kompartimenten.

Die zu Beginn der Doppelokklusion schnelle venöse Druckzunahme resultiert aus

einem initialen volumenbedingten Druckanstieg in den großen venösen

Kapazitätsgefäßen mit niedriger Compliance. Daran anschließend beobachtet man

die langsame Phase des venösen Druckanstiegs bis zum arteriovenösen

Druckausgleichsplateau, welches als der Druck des Kapillarbetts der Lunge (Pc) zu

interpretieren ist. Die schnelle initiale Phase der Druckveränderungen kann nur bei

einer sehr hohen Aufzeichnungsfrequenz analysiert werden, wie sie in der

vorliegenden Arbeit nicht gewählt wurde, da bei der Doppelokklusion das erreichte

Druckplateau mit geringerer Aufzeichnungsrate eindeutig bestimmbar war.
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2.3 Versuchsablauf und Versuchsprotokoll

Insgesamt wurden 95 Versuche mit isoliert perfundierten Lungen, eingeschlossen

der Kontrollversuche, durchgeführt. Vor jedem Versuch durchlief die Lunge eine 30-

minütige „steady state“ Phase. Die eigentliche Versuchszeit begann danach zum

Zeitpunkt 0 min für die Dauer von 130 Minuten, in der die Lunge isoliert ventiliert und

perfundiert wurde.

In den Kontrollversuchen wurden die Lungen unter standardisierten Bedingungen für

120 Minuten perfundiert, ohne dass dem Perfusat Substanzen hinzugefügt wurden

(n=5).

Sowohl die Versuchs- als auch die Kontrollgruppen wurden durch Primingversuche

ergänzt, die eine zusätzliche LPS-Gabe in einer Konzentration von 10.000 ng/ml zum

Zeitpunkt 0 min, also nach der „steady state“ Phase, verlangten (Abb. 6).

In allen Versuchs- und Kontrollgruppen wurde nach einem Perfusionszeitraum von

zwei Stunden (Zeitpunkt 120 min) freie AA in das Perfusat in einer Konzentration von

10 µM dazugegeben (Abb. 6). Eine Versuchsreihe bestand aus jeweils 5 Versuchen

(n=5).
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60 120 125  min0

Steady state

Perfusatproben

                LPS

 0 (Kontrolle)
10.000 ng/ml

AA

      10 µM

NF-kappa B-Inhibitor

BAY 11-7082 (10 - 40 µM)
BAY 11-7085 (10 - 40 µM)

Abb. 6. Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs. 
Berücksichtigt sind die Zeitpunkte der Substanzgaben (LPS, Inhibitoren und AA) und die

Entnahmezeiten der Perfusatproben.

2.3.1 NF-κB-Inhibitoren

Die mit den Inhibitoren durchgeführten Experimente teilten sich in zwei große

Versuchsgruppen, die entweder mit oder ohne Gabe von 10.000 ng/ml LPS zum

Zeitpunkt 0 min begannen (Abb. 6). Innerhalb dieser beiden Gruppen wurden die

Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 in den Konzentrationen 10, 20 und 40 µM

zum Zeitpunkt 60 min in das Perfusat zugegeben (n=5 für jede Konzentration der

beiden Inhibitoren in jeder Gruppe). Die Versuchsreihen endeten 10 Minuten nach

der Gabe von 10 µM AA nach 2 Stunden Perfusionszeit.
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2.3.2 VPE und Clamping

Zusätzliche Experimente wurden mit Hilfe der bereits erwähnten VPE-Technik

durchgeführt, für die der Druck auf den venösen Schenkel alle 30 Minuten um 7,5

mmHg für einen Zeitraum von 10 Minuten erhöht wurde. Der NF-κB-Inhibitor BAY 11-

7082 wurde zu Beginn des Versuchablaufs zum Zeitpunkt 0 min in einer

Konzentration von 20 µM verabreicht. Die Lungen wurden entweder mit oder ohne

LPS in der Konzentration 10.000 ng/ml 5 Minuten vor Inhibitorgabe perfundiert, so

dass inklusive der Kontrollen vier Gruppen mit jeweils n=5 entstanden (Abb.5). In

diesen Versuchsreihen betrug die Perfusionsdauer zwei Stunden, in denen drei

hydrostatische Druckerhöhungen alle dreißig Minuten nach Protokoll durchgeführt

werden konnten (Abb.5).

Die Messung des pulmonalen Kapillardrucks (pulmonary capillary pressure, Pc)

erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten in 30-minütigen Abständen vor und nach Gabe

des NF-κB-Inhibitors und in zusätzlichen Versuchsreihen während der VPE-Manöver.

Die Aufzeichnung des Lungengewichts diente der späteren Berechnung der

Flüssigkeitseinlagerung in das Lungengewebe im Zeitraum der VPE (∆W während

VPE berechnete sich aus der Differenz des Organgewichts vor der VPE und dem am

Ende der 10-minütigen VPE).

2.3.3 Perfusatanalysen

Proben für Perfusatanalysen wurden zu Beginn der zweistündigen Perfusionsdauer

(0 min), nach 1 h Perfusion (60 min), nach 2 h vor Gabe von AA (120 min), sowie 2

und 5 min nach AA-Gabe (122 min, 125 min) dem System am venösen Schenkel

entnommen (Abb. 6). 

Mit Hilfe des ELISA-Verfahrens konnten die verschiedenen Metabolite des

Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäurestoffwechsels nachgewiesen werden. 
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2.4 ELISA-Messungen

Die ELISA Kits zur Bestimmung der Konzentration von Thromboxan (TxA2) in den

Perfusatproben wurden bezogen von Cayman Chemical Company (Ann Arbor,

Michigan, USA). Alle übrigen ELISA-Kits zur Messung der Konzentrationen von

Prostazyklin (PGI2), Prostaglandin F2alpha (PGF2alpha) und Prostaglandin E2 (PGE2)

wurden von R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)

hergestellt.

Die TxA2- und die PGI2-Bestimmung erfolgte indirekt durch die Messung der stabilen

Abbauprodukte TxB2 bzw. 6-keto Prostaglandin F1alpha (6-keto PGF1alpha). Zusätzlich

wurden PGE2 und PGF2alpha direkt bestimmt.

2.5 Statistik

Zu statistischen Analysen wurden die Varianzanalyse ANOVA (Analysis of variance)

der Student´s T-Test für unpaare Stichproben und der Newman-Keuls-Test

herangezogen. Verglichen wurden jeweils die Werte in den einzelnen Gruppen sowie

die verschiedenen Gruppen gegeneinander. Werte mit p<0,05 wurden dabei als

signifikant betrachtet.

Sämtliche Daten sind als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsgruppen ohne Inhibitorzugabe

In den Kontrollversuchen (ohne Zusatz von LPS) konnte weder eine signifikante

Gewichtszunahme (∆W) noch eine Veränderung des pulmonalarteriellen Drucks

(PAP) oder des Ventilationsdrucks (VP) über den gesamten Beobachtungszeitraum

von zwei Stunden registriert werden.

Ohne vorherige LPS-Stimulation provozierte die Gabe von 10 µM freier AA 120

Minuten nach Versuchsbeginn einen schnellen Anstieg des PAP um 3-4 mmHg.

Gleichzeitig konnte eine Gewichtszunahme des Organs von ca. 0,5 g notiert werden.

Der VP zeigte keinen signifikanten Anstieg (Tab. 1, Tab. 2, Abb.1 A-C).

Nach der Applikation von 10.000 ng/ml LPS zu Versuchsbeginn zeigten PAP, VP und

Lungengewicht über einen zweistündigen Perfusionszeitraum keine signifikanten

Veränderungen. Die Reaktion der mit LPS stimulierten Lungen auf AA-Gabe nach

120 Minuten war deutlich gesteigert. Die pulmonalarterielle Druckreaktion war mit 9-

10 mmHg auf das Doppelte des Wertes der Kontrollversuche erhöht. Gleichzeitig

führte die AA-Gabe in den mit LPS stimulierten Lungen zu einem Anstieg des

Ventilationsdrucks um ca. 2 mmHg und zu einer Gewichtszunahme von 4-5 g (Tab.

1, Tab. 2, Abb. 1 A-C).

3.2 Reaktion der Lunge nach NF-κB-Hemmung

Die Applikation der beiden NF-κB-Inhibitoren (BAY 11-7082, BAY 11-7085) erfolgte

60 Minuten nach Versuchsbeginn in unterschiedlichen Konzentrationen von 10, 20

und 40 µM. Der Zusatz eines NF-κB-Inhibitors hatte in den Konzentrationen 10 und

20 µM, im Vergleich zu den Kontrollen, mit Werten zwischen 3,2 und 4,7 mmHg
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keine signifikanten Auswirkungen auf die pulmonalarterielle Druckreaktion nach AA-

Gabe. Lediglich der Inhibitor BAY 11-7082 vermochte in einer Konzentration von 40

µM den PAP signifikant unter 1,0 mmHg zu vermindern (Tab.1, Abb. 2).

In den mit LPS stimulierten Lungen verminderten die ansteigenden Konzentrationen

der Inhibitoren jeweils dosisabhängig den AA-abhängigen PAP-Anstieg von 9-10

mmHg in den Lungen ohne Inhibitorzusatz auf ca. 6 mmHg (20 µM Inhibitor) bzw. bis

auf 1,3 mmHg (40 µM BAY 11-7082) (Tab. 2, Abb. 2).

Die unterschiedlichen Konzentrationen der beiden selektiven NF-κB-Inhibitoren

hatten in den mit LPS stimulieten Lungen keine Auswirkung auf den

Ventilationsdruck (VP), der genau wie in Lungen ohne Inhibitorzugabe, nach AA-

Gabe um etwa 2,0 mmHg anstieg (Tab. 1, Abb. 3).

Im Perfusionszeitraum 60-120 Minuten, also zwischen dem Inhibitorenzusatz und der

AA-Gabe, zeigten Lungen der Versuchsgruppen ohne LPS-Stimulation mit

steigender Inhibitorkonzentration einen spontanen signifikanten Gewichtsanstieg

(∆W) von 0,3 g (10 µM BAY 11-7082) bis zu 1,5 g (40 µM BAY 11-7082), während

bei den Kontrollversuchen kein Gewichtszuwachs registriert werden konnte (Tab. 2,

Abb. 4).

In den mit LPS stimulierten Lungen fiel der Gewichtszuwachs in diesem Zeitraum

dosisabhängig noch deutlicher aus. Nach Zusatz des Inhibitors BAY 11-7085 in

Konzentrationen von 20 oder 40 µM in das Perfusat war innerhalb der folgenden

Stunde ein Gewichtsanstieg von ca. 1,1 g zu beobachten. LPS-Stimulation und 40

µM des selektiven NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082 führten zu Gewichtseinlagerungen

von 3,5 g bis zur AA-Gabe (Abb. 4, Tab. 2).

Die Gabe von 10 µM AA zum Zeitpunkt 120 Minuten ergab bei den Kontrollen einen

Gewichtszuwachs von ca. 0,5 g. Der Zusatz von 10 µM Inhibitor bewirkte einen

vierfachen Gewichtsanstieg auf Mittelwerte zwischen 1,8 (BAY 11-7082) und 2,1 g
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(BAY 11-7085). Eine Konzentration von 40 µM des Inhibitors BAY 11-7085 bewirkte

eine Gewichtszunahme von etwa 6 g (Tab. 2, Abb. 5).

Noch deutlicher zeigte sich der dosisabhängige Gewichtszuwachs nach LPS-

Stimulation. Bereits ab einer Konzentration von 20 µM konnte ∆W in den

Versuchsgruppen beider selektiver NF-κB-Inhibitoren kaum noch sicher bewertet

werden, da sich ein fulminantes Lungenödem mit einer intolerablen

Gewichtszunahme von über 10 g entwickelte (Tab. 2, Abb. 5).

3.3 Metabolite des AA-Stoffwechsels im Perfusat

3.3.1 Versuchsgruppen ohne Inhibitorzusatz

Im Perfusat der Kontrollversuche waren keine Konzentrationsänderungen der

Arachidonsäuremetabolite PGF2alpha, TxB2 und 6-keto PGF1alpha während einer

Perfusionsdauer von 120 Minuten zu beobachten (Abb. 6). Die Perfusatspiegel der

Metabolite PGF2α und TxB2 blieben deutlich unter 100 pg/ml. PGE2 konnte im

Perfusat nicht nachgewiesen werden, die Konzentration von 6-keto PGF1alpha war mit

Mittelwerten zwischen 1500 und 1800 ng/ml im Vergleich zu den anderen

Metaboliten vermehrt und ebenso konstant nachweisbar. Die mit LPS stimulierten

Lungen zeigten bereits in den ersten 120 Perfusionsminuten einen

Konzentrationsanstieg sämtlicher gemessener Metabolite (Abb. 6). Die

Konzentrationen von TxB2 und PGF2alpha  stiegen in diesem Zeitraum auf Mittelwerte

zwischen 240 und 280 pg/ml an. PGE2 erreichte einen Mittelwert von 91 pg/ml, die

Ausschüttung von 6-keto PGF1alpha  war bis zu einem Mittelwert von 6750 pg/ml

gesteigert.

Nach der Applikation von 10 µM AA zum Versuchsende kam es in den

Kontrollgruppen innerhalb der nächsten 5 Minuten zu einer deutlichen Zunahme der

Konzentration aller Metabolite im Perfusat (Abb. 6). Die Mittelwerte der Metabolite
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TxB2, PGE2 und PGF2alpha stiegen auf 1500 bis 3600 pg/ml, 6-keto PGF1alpha erreichte

einen Mittelwert von 38684 pg/ml. Bei den mit LPS stimulierten Lungen ließen sich

signifikant höhere Konzentrationen der Metabolite TxB2, PGE2 und PGF2alpha mit

Werten zwischen 3850 und 6000 pg/ml messen. Nur 6-keto PGF1alpha zeigte mit

einem Mittelwert von ca. 40000 pg/ml im Vergleich zu den Kontrollen kein

signifikantes zusätzliches Ansteigen der Konzentration (Abb. 6).

3.3.2 Inhibitorgruppen

3.3.2.1 TxB2 im Perfusat

Die Konzentration von TxB2 im Perfusat der Kontrollversuche 5 Minuten nach AA-

Gabe betrug im Mittelwert 3175 pg/ml. Die Applikation des selektiven NF-κB-

Inhibitors BAY 11-7085 eine Stunde vor Versuchsende bewirkte keine signifikanten

Veränderungen bei der Prostanoidausschüttung (Abb. 7). Die Mittelwerte der

Metabolitkonzentration nach Zugabe des Inhibitors BAY 11-7085 in den

Konzentrationen 10, 20 und 40 µM lagen zwischen 3754 und 4427 pg/ml.

Die Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS bewirkte ohne Zugabe eines NF-κB-Inhibitors

im Vergleich zu den Kontrollen eine Erhöhung der TxB2-Konzentration auf 5094

ng/ml nach AA-Gabe. Die Zugabe von 10, 20 und 40 µM BAY 11-7082 ergab

Metabolitkonzentrationen zwischen 4265 und 5911 pg/ml (Abb. 7). Diese Werte

zeigten keine signifikante Veränderung im Vergleich zu den mit LPS stimulierten

Versuchsgruppen ohne Inhibitorzusatz.

3.3.2.2 PGE2 im Perfusat

Die Messung der PGE2-Konzentration im Perfusat der Kontrollgruppen nach AA-

Gabe ergab einen Mittelwert von 1498 pg/ml. Unter dem Zusatz des Inhibitors BAY

11-7085 in den Konzentrationen 10, 20 und 40 µM waren keine signifikanten
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Veränderungen des PGE2-Konzentrationsspiegels zu beobachten. Die PGE2-

Konzentration im Perfusat lage zwischen 1260 pg/ml (10 µM BAY 11-7085) und 2139

pg/ml unter Hemmung des Transkriptionsfaktors mit 40 µM Inhibitor (Abb. 8).

Die Beifügung von 10.000 ng/ml LPS in das Perfusat zu Versuchsbeginn bewirkte

eine Metabolitausschüttung mit Werten um 3858 pg/ml nach AA-Gabe. Die

Applikation des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7085 in steigender Konzentration bis 40 µM

führte zu keiner Veränderung der erhöhten Metabolitkonzentration, die in allen

Gruppen nach LPS-Stimulation zwischen 3055 und 4089 pg/ml lag (Abb. 8). 

3.3.2.3 6-keto PGF1alpha im Perfusat

Die Messungen bei den Kontrollgruppen ohne LPS ergaben nach AA-Applikation

einen Mittelwert der 6-keto PGF1alpha-Konzentration von 38684 pg/ml. Nach Zugabe

von LPS zu Versuchsbeginn konnte nach AA-Gabe ein Mittelwert von 40639 pg/ml

gemessen werden. Wurden den Lungen die beiden Inhibitoren BAY 11-7082 und

BAY 11-7085 eine Stunde vor Versuchsende zugeführt, fiel die

Perfusatkonzentration von 6-keto PGF1alpha nach AA-Gabe signifikant höher aus

(Abb. 9). In den Versuchsgruppen mit und ohne LPS-Stimulation war eine

dosisabhängige Konzentrationszunahme von 6-keto-PGF1alpha zu beobachten. In

diesen Gruppen erreichte die Prostanoidkonzentration nach AA-Gabe einen

Mittelwert um 92000 pg/ml nach Zugabe eines NF-κB-Inhibitors in einer

Konzentration von 40 µM.

3.3.2.4 PGF2alpha im Perfusat

Die Messungen der PGF2alpha-Konzentration im Perfusat der Kontrollversuche nach

Gabe von 10 µM AA zum Versuchsende ergaben einen Mittelwert von 2059 pg/ml. In

den Gruppen mit Inhibitorzusatz konnte keine Veränderung der

Prostanoidkonzentration nach AA-Gabe gemessen werden. Die Mittelwerte

bewegten sich nach Gabe ansteigender Inhibitorkonzentrationen von 10 µM bis 40

µM zwischen 1526 ng/ml und 2535 pg/ml (Abb. 10).
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In den Lungen, die mit 10.000 ng/ml LPS stimuliert wurden, war die

Prostanoidkonzentration nach AA-Gabe mit einem Mittelwert von 7588 pg/ml deutlich

höher als in den Kontrollen (Abb. 10).

Die Zugabe von 10 µM Inbibitor BAY 11-7085 verminderte die Ausschüttung von

PGF2alpha auf Werte um 3340 pg/ml. Steigende Inhibitorkonzentrationen bis 40 µM

ergaben in den mit LPS stimulierten Lungen eine gleichbleibende PGF2alpha-

Ausschüttung mit Werten zwischen 3948 und 4119 pg/ml.

3.4 Kapillärer Druck (Pc) und Gewichtsveränderung (∆W) während

hydrostatischer Druckerhöhung (VPE)

Die Messungen der kapillären Drücke erfolgte in 30-minütigen Abständen über einen

Beobachtungszeitraum von zwei Stunden. In der Versuchsreihe mit LPS-Stimulation

ohne den Zusatz eines Inhibitors lag der Mittelwert der kapillären Drücke im

gesamten Versuchszeitraum über zwei Stunden zwischen 1,76 und 2,2 mmHg. Die

Zugabe des Inhibitors BAY 11-7082 in den Konzentrationen 20 und 40 µM hatte

keine Auswirkung auf den Pc, der sich bis zum Versuchsende in beiden Gruppen

zwischen 1,82 und 2,25 mmHg bewegte (Abb. 11).

Die Messung des kapillären Druckes (Pc) mittels Doppelokklusionstechnik während

der ersten und der zweiten VPE ergab bei den Kontrollversuchen Mittelwerte um 4,7

mmHg. Die kapillären Drücke nach Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS lagen um 4.6

mmHg (Tab. 3, Abb. 12).

Der Zusatz des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082 in einer Konzentration von 20 µM zum

Versuchsbeginn ergab während den beiden hydrostatischen Druckerhöhungen

Mittelwerte des kapillären Drucks zwischen 3,8 und 4,3 mmHg. Nach LPS-

Stimulation und Inhibitorgabe blieben die Messungen des Pc mit Werten um 4,2

mmHg innerhalb beider VPE-Manöver konstant (Tab. 3, Abb. 12).

Während der beiden venösen Druckerhöhungen wurde in den Kontrollen ohne

Substanzgabe eine moderate Gewichtszunahme von jeweils etwa einem Gramm
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gemessen (Abb.13). Priming mit 10.000 ng/ml LPS zu Versuchsbeginn ergab ein

analoges Ergebnis (Abb. 13).

Lungen, die vor der ersten VPE mit einem NF-κB-Inhibitor in der Konzentration von

20 µM perfundiert wurden, zeigten einen signifikanten Anstieg des Lungengewichts.

Während der ersten VPE lagerten die Lungen etwa 2,7 g, und während der zweiten

durchgeführten VPE etwa 6,8 g an Gewicht ein (Abb. 13). Die Gewichtszunahmen

waren nach vorheriger LPS-Stimulation mit Mittelwerten von 2,9 bzw. 7,3 g während

der beiden venösen Druckerhöhungen geringfügig stärker. Bei allen

Versuchsgruppen, die mit dem Inhibitor BAY 11-7082 in einer Konzentration von 20

µM versetzt wurden, lagerte die Lunge während der zweiten VPE so stark Perfusat

im Sinne eines fulminanten Lungenödems ein, dass eine Weiterführung der

Versuche dieser Versuchsreihe unmöglich wurde.

3.5 Kapillärer Filtrationskoeffizient (Kfc) 

In den Gruppen, die keinen Kontakt zu einem NF-κB-Inhibitor hatten, blieben die Kfc-

Werte bei allen venösen Druckerhöhungen konstant (Abb. 14). Die Mittelwerte

bewegten sich von der ersten VPE nach 35 Minuten bis zur dritten VPE nach 95

Minuten zwischen 0,53 und 0,70 cm3 / s × mmHg × g × 10-4. Die Zugabe von 10.000

ng/ml LPS zum Versuchsbeginn vor der ersten VPE bewirkte keine Veränderung der

Kfc-Werte (Abb. 14). Analog zu den unstimulierten Kontrollen ergaben Kfc-

Messungen von der ersten bis zur dritten VPE konstante Mittelwerte zwischen 0,39

und 0,77 cm3 / s × mmHg × g × 10-4 (Abb. 14).

In den Versuchsgruppen, die mit dem Inhibitor BAY 11-7082 in einer Konzentration

von 20 µM zu Versuchsbeginn versetzt wurden, waren in der ersten VPE Kfc-Werte

um 1,19 cm3 / s × mmHg × g × 10-4 zu messen (Abb. 14, Abb. 15). Zusätzliche Gabe

von LPS führten mit einem Mittelwert von 1,12 cm3 / s × mmHg × g × 10-4 zu ähnlich

hohen Werten. 
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Die Gewichtskurvenverläufe während der zweiten VPE bei allen Versuchsgruppen

mit Inhibitorzusatz ließen keine weiteren Kfc-Messungen zu. Der Gewichtszuwachs

von über 10 g in den ersten Minuten der venösen Druckbelastung ließ die Lungen

das Abbruchkriterium erfüllen.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung des Transkriptionsfaktors

Nuklear faktor-kappa B (NF-κB) an der Zyklooxygenase-2/Thromboxan-vermittelten

Reaktion der Lunge auf LPS-induziertes Priming untersucht.

Dafür wurden experimentelle Untersuchungen am Modell der isolierten Rattenlunge

vorgenommen, die, für zwei Stunden blutfrei perfundiert und beatmet, verschiedenen

Konzentrationen zweier selektiver NF-κB-Inhibitoren ausgesetzt wurde. Die Versuche

wurden mit und ohne Zugabe von 10.000 ng/ml LPS in das Perfusat durchgeführt

und endeten kurz nach der Gabe von 10 µM AA nach zweistündiger Laufzeit.

Über den gesamten Versuchsablauf erfolgte die kontinuierliche Messung und

Aufzeichnung des pulmonalarteriellen Drucks (PAP), des Lungengewichts (W) und

des Ventilationsdrucks (VP). Zu definierten Zeiten wurden dem Perfusat Proben

entnommen und die Konzentrationen der Prostanoidmetabolite TxB2 und 6-keto

PGF1alpha als stabile Abbauprodukte von TxA2 und PGI2, sowie PGE2 und PGF2alpha

gemessen.

Zusätzliche Versuchsreihen dienten der Bestimmung des pulmonalkapillären Drucks

(Pc) und des kapillären Filtrationskoeffizienten (Kfc) zur Beurteilung der

mikrovaskulären Permeabilität.

Bei den durchgeführten Kontrollversuchen ohne Inhibitorzusatz war über den

Beobachtungszeitraum von zwei Stunden keine Veränderung der gemessenen

Parameter zu erkennen. Die Applikation von AA provozierte einen deutlichen

pulmonalen Druckanstieg und eine geringe Gewichtszunahme, während keine

signifikante Ventilationsdrucksteigerung notiert werden konnte. Das durch AA-Gabe

ausgelöste Ansteigen des pulmonalarteriellen Drucks und des Lungengewichts

wurde bereits unter physiologischen Bedingungen an isoliert perfundierten

Rattenlungen nachgewiesen (43). 
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Die alleinige Zugabe von 10.000 ng/ml LPS in das Perfusat der isolierten Lungen zu

Versuchsbeginn zeigte ebenfalls keine Auswirkungen auf die gemessenen

Druckparameter über den zweistündigen Versuchsverlauf. Allerdings provozierte die

Gabe von AA nach Vorbehandlung der Lungen mit LPS eine deutlich gesteigerte

pulmonalarterielle Druckreaktion, die im Vergleich zu den Kontrollversuchen etwa

doppelt so hoch ausfiel. Gleichzeitig war ein signifikanter Anstieg des VP und eine

Gewichtseinlagerung im Sinne eines Lungenödems zu registrieren. Diese

Beobachtung steht im Einklang mit Ergebnissen aus vorangehenden Studien an

isolierten Kaninchenlungen (22, 39, 104). Vergleichbare Daten existieren auch für

isolierte, LPS-stimulierte Rattenlungen, die nach Gabe eines zweiten Stimulus wie

AA, sowohl verstärkte vaskuläre, als auch bronchiale Reaktionen, in Form einer

deutlichen Erhöhung des pulmonalarteriellen- und des Ventilationsdrucks, sowie

einer Steigerung des Lungengewichts, zeigten (41).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Einsatz der beiden selektiven NF-κB-

Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 der LPS-induzierte pulmonalarterielle

Druckanstieg nach AA-Gabe dosisabhängig signifikant gehemmt werden.

Für die pulmonalarterielle Drucksteigerung nach AA-Gabe in den mit LPS

stimulierten Lungen ist vornehmlich Thromboxan A2, als Metabolit des

Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäuremetabolismus, verantwortlich (16, 43,

105). Die LPS-bedingte gesteigerte zelluläre Expression von Cox-2 und der

Thromboxan-Synthase in der pulmonalen glatten Gefässmuskulatur hat nach Zusatz

des Substrats AA eine gesteigerte Bildung von Thromboxan A2 zur Folge, die ein

akutes Ansteigen des pulmonalarteriellen Drucks bewirkt (36, 41, 42). 

Bestätigt werden diese Zusammenhänge durch immunhistochemische

Untersuchungen an der für die Regulation des Gefäßtonus verantwortlichen glatten

Muskulatur pulmonalarterieller Widerstandsgefäße von Rattenlungen, in denen nach

Stimulation mit LPS deutlich erhöhte Mengen Cox-2-mRNA und TxA2-Synthase

gefunden wurden (35, 36, 42). Auch Studien an Zellkulturen belegen eine vermehrte

Cox-2-Expression nach LPS-Stimulation (30, 31). Dabei ist Cox-2 in der glatten

Gefäßmuskulatur der pulmonalen Widerstandsgefäße die entscheidene Isoform, die
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über eine funktionelle Koppelung mit der TxA2-Synthase für die Regulation des

pulmonalen Gefäßtonus verantwortlich ist (35, 42, 43).

Die Unterdrückung des pulmonalarteriellen Druckanstiegs in den mit LPS stimulierten

Lungen durch die gezielte Hemmung von NF-κB ist ein Hinweis darauf, dass NF-κB

eine wichtige regulatorische Funktion innerhalb der intrazellulären Abläufe zwischen

der LPS-vermittelten Signaltransduktionskaskade und der daraus resultierenden

Cox-2-Hochregulation einnimmt.

Die pathophysiologischen intrazellulären Mechanismen, die zwischen

transmembranöser zellulärer LPS-Stimulation und der Bildung von

proinflammatorischen Mediatoren wie der Cox-2 ablaufen, sind bis heute noch

unzureichend erklärt. Nach Aktivierung der Zelle durch Bindung von LPS an den

CD14-Rezeptor (44, 47) in Interaktion mit Toll-like-Rezeptoren, kann das Signal die

Zellmembran passieren (51, 52). Verschiedene intrazelluläre Kaskaden wie die

mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) (106, 107) garantieren eine Fortleitung

des durch LPS vermittelten Signals durch das Zytoplasma und resultieren in einer

Aktivierung kerngängiger Transkriptionsfaktoren, die über Genexpression die Bildung

von Akute-Phase-Proteinen, immunologischen Zellen und Mediatoren an der

Regulation inflammatorischer Prozesse beteiligt sind. 

Die Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-κB an der Transkription von

proinflammatorischen Mediatoren wie Cox-2, iNOS und verschiedenen Zytokinen wie

TNFα, IL-1 und IL-6 wurde bereits in einer Vielzahl von Studien an Zellkulturen und

Geweben untersucht (57, 108, 109, 110).

NF-κB liegt im Zytoplasma unstimulierter Zellen durch Bindung an das IκB-Protein

inaktiviert vor. Erst eine Phosphorylierung des IκB-Proteins durch den IκB-

Kinasenkomplex (IKK) bedingt eine Abspaltung des Transkriptionsfaktors vom

inhibierenden Protein und ermöglicht somit seine Aktivierung und die Translokation in

den Zellkern. Die im Rahmen dieser Arbeit benutzten NF-κB-Inhibitoren BAY 11-

7082 und BAY 11-7085 hemmen jeweils selektiv die den Transkriptionsfaktor

aktivierende Phosphorylierung des IκB-Proteins (68, 98).
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Die Tatsache, dass es durch die gezielte NF-κB-Hemmung zu einem signifikant

verminderten Ansteigen des PAP nach AA-Gabe kam, spricht dafür, dass der

aktivierte Transkriptionsfaktor über die Regulation intrazellulärer

Signaltransduktionskaskaden an der durch LPS induzierten, Cox-2-abhängigen

pulmonalarteriellen Druckantwort in isolierten Rattenlungen beteiligt ist.

Diese Vermutung wird durch eine erst kürzlich entdeckte Kinase IKK-i unterstützt, die

über eine Phosphorylierung von IκBα den Transkriptionsfaktor NF-κB zu aktivieren

vermag, und nachweislich durch LPS und andere inflammatorische Zytokine in

verschiedenen Immunzellen induzierbar ist (85, 87).

Die erhöhte Aktivität des Transkriptionsfaktors und die verstärkte zelluläre

Expression von Cox-2 und der Thromboxan-Synthase nach LPS-Stimulation in

glatten Gefäßmuskelzellen spricht weiterhin für eine Beteiligung von NF-κB an der

durch LPS induzierten gesteigerten pulmonalarteriellen Druckantwort nach AA-Gabe

in isolierten Rattenlungen (36, 42).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode des „Primings“, also die

Vorstimulation der Lunge mit LPS, die alleine zu keiner physiologisch messbaren

Reaktion, sondern erst durch Gabe eines zweiten Stimulus zu einer pulmonalen

Druckreaktion mit Ödembildung führt, kann durchaus auf die klinische Situation des

septischen Krankheitsbildes übertragen werden. Patienten, die im Zuge einer

Infektion mit gramnegativen Bakterien mit bakteriellen Endotoxinen in Kontakt

kommen, d.h. ein Priming durchlaufen, sind durch eine weitere Infektion mit

bakteriellen Toxinen erheblich gefährdeter, als durch alleinige Infektion mit Endo-

oder Exotoxinen. Ebenso kann ein Keim beide Toxinarten besitzen, die synergistisch

wirken oder es kommt zu Mischinfektionen, wenn Patienten mehreren Keimen

ausgesetzt sind. Auch heute noch zählt die Endotoxinsepsis zu den häufigsten

Todesursachen auf Intensivstationen. Klinische Symptome des septischen

Lungenversagens (ARDS) sind ein pulmonaler Hypertonus, erhöhter

Atemwegswiderstand und die Ausbildung eines Lungenödems. Die erhöhte

Bereitschaft der isolierten Lunge auf den Primingeffekt verstärkt zu reagieren ist
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maßgeblich auf eine verstärkte Expression der Cox-2 nach LPS-Stimulation

zurückzuführen (41, 42). Auch die direkt schädigenden Effekte von Endotoxin auf die

Lunge wurden sowohl in Ganztierversuchen als auch an isolierten Lungenzellen

untersucht, in denen nachgewiesen werden konnte, dass sehr hohe Mengen

Endotoxin durchaus Schädigungen des Bronchialgewebes und der Endothelzellen

pulmonaler Gefäße bewirken können (10, 22, 112).

Der pulmonale Gefäßtonus wird entscheidend durch Enzyme und Metabolite des

Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäuremetabolismus reguliert. Die im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Metabolite der AA haben zum Teil funktionell

antagonistische Wirkungen auf vasomotorische Regulation und Sepsis-induzierte

inflammatorische Vorgänge in der Lunge (21).

Eine Vorbehandlung der Lungen mit LPS führte bereits im zweistündigen

Beobachtungszeitraum vor der AA-Gabe zu einem Ansteigen sowohl der

vasokonstriktorisch wirkenden Metabolite PGE2, PGF2alpha und TxA2, als auch des

Vasodilatators PGI2, ohne dass Veränderungen der biophysikalischen Parameter

pulmonalarterieller Druck, Lungengewicht und Ventilationsdruck beobachtet werden

konnten. Diese Beobachtung entspricht den Erkenntnissen aus bereits

durchgeführten Studien an isolierten Lungen (22, 39, 104). Zu vermuten ist ein sich

einstellendes Gleichgewicht der funktionellen Antagonisten der verschiedenen

Arachidonsäuremetabolite, die unter einer Stimulation mit Endotoxin freigesetzt

werden (41).

Die Applikation von AA zum Versuchsende bewirkte in den Kontrollgruppen parallel

zum Ansteigen des pulmonalarteriellen Drucks einen signifikanten Anstieg der

Metabolitkonzentrationen im Perfusat, der nach LPS-Stimulation noch deutlicher

ausfiel. Es ist bekannt, dass dem pulmonalen Gefäßsystem zugeführte AA in eine

Vielzahl von Prostanoiden metabolisiert wird, von denen einige vasoaktive

Antagonisten sind (16, 21). Die Tatsache, dass durch Vorstimulation der Lunge mit

LPS ein zusätzliches Ansteigen der Metabolitkonzentrationen nach AA-Gabe zu

beobachten ist, kann der erhöhten Expression der Zyklooxygenaseenzyme,
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besonders der Cox-2, im Sinne des „Primingeffektes“ zugeschrieben werden (41,

42).

Einzig PGF1alpha zeigte in den mit LPS stimulierten Lungen im Vergleich zu den

Kontrollen kein signifikantes zusätzliches Ansteigen der Konzentration nach Gabe

von AA, was gegen eine vermehrte PGI2-Biosynthese nach LPS-Stimulation spricht

(40). Eine Erklärung dafür wäre, dass die Biosynthese von PGI2 im Lungengewebe

möglicherweise über die Cox-1 katalysiert wird (37). Diese Isoform der

Zyklooxygenase unterliegt nicht dem Einfluss der LPS-vermittelten Hochregulation

wie die Cox-2, sondern bleibt nach LPS-Stimulation der Zelle in seiner Expression

unverändert (42). Mittlerweile geht man von einer funktionellen Koppelung zwischen

der Cox-1 und der Prostazyklin-Synthase im pulmonalen Gefäßendothel aus, die im

Zusammenspiel mit der Cox-2-abhängigen Thromboxan-Synthase in der glatten

Gefäßmuskulatur den pulmonal-arteriellen Gefäßtonus reguliert (35, 37, 42).

Interessanterweise führten steigende Konzentrationen der beiden NF-κB-Inhibitoren

in den mit LPS stimulierten Lungen, parallel zu der beschriebenen Hemmung der

pulmonalarteriellen Druckerhöhung, zu einer dosisabhängigen signifikanten

Erhöhung der Cox-1-abhängigen PGF1alpha-Ausschüttung nach Gabe von AA. Die

Hemmung des Transkriptionsfaktors vermindert also nicht die Freisetzung von PGI2,

was darauf hindeutet, dass der Transkriptionsfaktor auf Ebene der

Signaltransduktion nicht an der Cox-1-abhängigen Bildung von PGI2 beteiligt ist. Im

Gegensatz zu PGF1alpha als Abbauprodukt von PGI2 fiel die Freisetzung des

vasokonstriktiven, Cox-2-abhängigen Metaboliten 6-keto PGF2alpha unter NF-κB-

Hemmung in den mit LPS stimulierten Lungen deutlich erniedrigt aus. In

unstimulierten Lungen dagegen blieb die Ausschüttung des Metaboliten PGF2alpha

nach AA-Gabe trotz steigender Inhibitorkonzentrationen konstant. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit umfassten weiterhin die Messung des

vasokonstiktorisch wirkenden Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäure-

metaboliten TxB2 als Abbauprodukt von Thromboxan A2.
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Trotz der dosisabhägigen Verminderung des PAP unter Anwendung der NF-κB-

Inhibitoren blieb die TxB2-Freisetzung in das Pufferperfusat auch bei ansteigenden

Inhibitorkonzentrationen konstant. Studien belegen, dass Thromboxan A2 als

potenter Vasokonstriktor, nach Gabe von AA für die pulmonalarterielle

Drucksteigerung verantwortlich ist (16, 104, 105). Untersuchungen an isolierten

Rattenlungen führten die vermehrte Synthese von TxA2, resultierend in einem

deutlichen Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks nach Gabe von AA unter LPS-

Stimulation, auf eine Hochregulation von Cox-2 und der Thromboxan-Synthase in der

pulmonalen glatten Gefäßmuskulatur zurück (36, 42). Analog zu der unveränderten

Bildung von TxB2, zeigte die Hemmung des Transkriptionsfaktors keinerlei

Auswirkung auf die Freisetzung des vasokonstriktiven Metaboliten PGE2 in das

Perfusat. 

Die hier vorliegenden Ergebnisse aus der Untersuchung der Metabolite des

pulmonalen Arachidonsäurestoffwechsels lassen darauf schließen, dass für die

Suppression der AA-induzierten pulmonalen Gefäßdruckantwort durch selektive

Hemmung von NF-κB, hauptsächlich die exzessive Erhöhung des Vasodilatators

Prostazyklin verantwortlich zu sein scheint. Die Bildung von Prostazyklin, im

pulmonalen Gefäßendothel über die Cox-1/Prostazyklin-Synthase katalysiert, konnte

nicht durch eine Hemmung von NF-κB gehemmt werden. Eine Beteiligung des NF-

κB-Signaltransduktionsweges an der im Gefäßendothel vorhandenen Cox-1-

abhängigen Bildung von PGI2 (35) konnte in der vorliegenden Arbeit nicht

nachgewiesen werden. 

Die, analog zur Verminderung der pulmonalarteriellen Druckreaktion, deutlich

reduzierte Biosynthese des Vasokonstriktors PGF2alpha in den mit LPS stimulierten

Lungen durch Hemmung des Transkriptionsfaktors könnte aus einer verminderten

Cox-2/PGF-Synthase Aktivität in den Zellen der glatten Gefäßmuskulatur resultieren.

Dies wiederum stützt die Vermutung, dass NF-κB auf Ebene der Signaltransduktion

die LPS-vermittelte Expression der Cox-2 reguliert.
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Trotz steigender Inhibitorkonzentrationen war keine weitere Reduzierung der

PGF2alpha–Konzentration zu erreichen, was dafür spricht, dass die Hemmung des

Transkriptionsfaktors nur die LPS-bedingte Hochregulation der Cox-2 beeinflusst, die

konstitutive Expression der Cox-2 in pulmonalen Zellen aber nicht der Regulation

durch NF-κB unterliegt. Für diese These spricht weiterhin, dass die PGF2alpha-

Konzentration in Kontrollen und ungeprimten Lungen, also in Lungen ohne einen

Kontakt zu LPS, unabhängig der steigenden Inhibitorkonzentration, nahezu konstant

blieb.

Die kontinuierliche Biosynthese der beiden Metabolite TxB2 und PGE2, unabhängig

vom Zusatz eines NF-κB-Inhibitors in steigender Dosierung sowohl in

Kontrollversuchen, als auch in den mit LPS stimulierten Lungen, kann ebenfalls

darauf zurückzuführen sein, dass die konstitutive Cox-2-Aktivität und somit der

physiologische Metabolismus dieser beiden Metabolite durch Hemmung des

Transkriptionsfaktors unbeeinträchtigt bleibt. Somit wäre eine von der LPS-

induzierten Cox-2-Hochregulation unabhängige Biosynthese von TxA2 und PGE2

unter physiologischen Bedingungen gegeben, auf die der Transkriptionsfaktor NF-κB

keinen Einfluss hat. 

Weiterhin ist in den Lungenzellen, in denen beide Isoformen der Zyklooxygenase

vorhanden sind, eine Verschiebung des Arachidonsäureabbaus in Richtung eines

gesteigerten Metabolismus über die Cox-1 denkbar. In einer kürzlich durchgeführten

immunhistochemischen Studie wurde gezeigt, dass sowohl Cox-1 als auch Cox-2 in

verschiedenen pulmonalen Geweben und Zellen nebeneinander vorkommend

nachweisbar sind (35). Mit steigender Konzentration eines NF-κB-Inhibitors,

resultierend in einer supprimierten Cox-2-Hochregulation nach LPS-Stimulation,

könnte zugegebene freie AA über die ebenfalls in der Zelle vorhandene Cox-1

metabolisiert werden. Die, parallel zu steigenden Inhibitorkonzentrationen, deutlich

erhöhte Expression des Cox-1-abhängigen Vasodilatators PGF1alpha, resultierend in

der Suppression der AA-induzierten pulmonalen Gefäßduckantwort, wäre somit

plausibel erklärbar.
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Der nachweislich fehlende regulierende Einfluss des Transkriptionsfaktors auf die

beiden Prostanoide TxB2 und PGE2 kann bedeuten, dass die zelluläre Expression

ihrer spezifischen Synthasen über andere Transkriptionsfaktoren als NF-κB reguliert

werden. In Studien wird dem Transkriptionsfaktor NF-E2 eine wichtige Funktion in

der Signaltransduktionskaskade zur Regulierung der Thromboxan-Synthase

zugeschrieben, während die Regulation der PGE2-Synthase dem

Transkriptionsfaktor Egr-1 zu unterliegen scheint (113, 114).

Die Applikation von AA bewirkte in den mit LPS stimulierten Lungen, neben einem

Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks und der Gewichtszunahme, eine deutliche

Erhöhung des Ventilationsdrucks, die in den Kontrollversuchen ohne LPS-Stimulation

ausblieb. Es ist davon auszugehen, dass die reaktive Ventilationsdrucksteigerung

durch eine Erhöhung des Atemwegswiderstandes und nicht durch eine Abnahme der

Compliance bedingt ist, da diese Reaktion sehr schnell nach Gabe der AA eintrat.

Sowohl Untersuchungen an Kulturen glatter Bronchialmuskelzellen, als auch Studien

mittels immunhistochemischer Färbungen von Rattenlungenpräparaten bewiesen die

Anwesenheit von Cox-1 und Cox-2 in Epithelzellen und glatten Muskelzellen des

Bronchialtraktes (35) und zeigten, dass durch Stimulation mit LPS in diesen Zellen

eine Hochregulation sowohl der Cox-2 als auch der Thromboxan-Synthase

auszulösen ist (29, 36, 42). Daher ist anzunehmen, dass die LPS-induzierte

Hochregulation von Cox-2, resultierend in einer verstärkten Biosynthese von

Thromboxan, für die Bronchokonstriktion nach AA-Gabe verantwortlich ist (115).

Interessanterweise zeigte die Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB durch

selektive Inhibitoren keinen Einfluss auf den durch AA-Gabe ausgelösten Anstieg

des Ventilationsdrucks in den mit LPS stimulierten Lungen. Vermutlich sind

vorzugsweise andere Transkriptionsfaktoren als NF-κB für die Signaltransduktion der

Cox-2-vermittelten Bronchotonus-Regulation nach Stimulation mit LPS relevant.

Erst vor kurzem veröffentlichte Ergebnisse aus Versuchsreihen mit selektiven Cox-2

und MAPK-Inhibitoren, ergänzt durch immunhistochemische Untersuchungen
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ergaben, dass die LPS-induzierte Hochregulation von Cox-2, resultierend in einer

Bronchokonstriktion durch verstärkte Tromboxanbildung, über die

Signaltransduktionskaskade der p38 MAPK reguliert werden kann (36, 41, 42).

Andere Studien berichten von diversen anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1,

AP-2 und CRE Kernbindungsproteinen, die ebenfalls eine wichtige Rolle bei der

Hochregulation von Cox-2 spielen (106, 116, 117, 118). 

Ebenso zeigen Studien an verschiedenen menschlichen Epihelzellreihen, dass eine

Zytokin-induzierte Cox-2-Expression über eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors

NF-κB vorwiegend in alveolären Epithelzellen und nicht in bronchialen glatten

Muskelzellen der kleinen Bronchioli nachweisbar ist (57, 58), über die eine

Bronchotonusregulation möglich wäre.

Analog zum Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks kam es nach Applikation der AA

zu einer Gewichtszunahme der Lungen. Möglicherweise wird ein Teil dieses Effekts

durch Leukotriene verursacht, die über das Enzym Lipoxygenase aus AA

synthetisiert werden. Leukotriene sind in der Lage die Kapillarpermeabilität zu

erhöhen und besitzen vasokonstriktorische Wirkung (17, 119, 120). Gegen diese

Vermutung spricht die Tatsache, dass die durch Leukotriene verursachten Effekte

durch einen langsamen Wirkungseintritt charakterisiert sind, während die in unseren

Versuchen beobachtete Gewichtszunahme innerhalb weniger Minuten eintrat.

Eine plausible Erklärung für den schellen Gewichtsanstieg in den Lungen könnte der

im Perfusat nach AA-Gabe in seiner Konzentration deutlich erhöhte potente

Vasokonstriktor Thromboxan geben. Thromboxan, gebildet über die in den kleinen

pulmonalkapillären Gefäßen immunhistochemisch nachweislich vorhandene Cox-2

(35, 41), fungiert als potenter Vasokonstriktor im prä- und deutlich stärker ausgeprägt

im postkapillären Gefäßbett der Lunge (121, 122, 123). Dadurch wird eine Erhöhung

des kapillären Filtrationsdrucks erzeugt, wodurch es zu einer vermehrten

Flüssigkeitsfiltration durch das Kapillarbett kommt, resultierend in einer schnellen

Gewichtseinlagerung. Die Annahme eines durch Thromboxan-verursachten

Kapillardruckanstiegs deckt sich mit Ergebnissen aus Versuchen an isoliert
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perfundierten, mit LPS stimulierten Rattenlungen, in denen selektive Cox-2-

Inhibitoren dosisabhängig sowohl die TxB2-Ausschüttung als auch die

Gewichtszunahme nach AA-Gabe deutlich reduzierten (41, 43).

Die beiden NF-κB-Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 waren nicht in der

Lage die spontane Lungengewichtserhöhung nach AA-Substitution in den mit LPS

stimulierten Lungen zu supprimieren. Vielmehr provozierte die Applikation der NF-

κB-Inhibitoren einen Anstieg des Lungengewichts bereits im einstündigen

Perfusionszeitraum nach der Inhibitor-Gabe bis zu dem Zusatz der Arachidonsäure. 

LPS-Stimulation und Zugabe des selektiven NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082 in einer

Dosierung von 40 µM führten zu Gewichtseinlagerungen von über 3,5 g. Weder in

den Kontrollgruppen, noch in den mit LPS stimulierten Lungen, die keinen Kontakt zu

einem NF-κB-Inhibitor hatten, konnte in diesem Perfusionszeitraum ein ähnlicher

Gewichtszuwachs registriert werden.

Nach Zusatz der AA wurde eine Bewertung des Gewichtszuwachses sogar

unmöglich, da sich unter Hemmung des Transkriptionsfaktors ein fulminantes

Lungenödem mit einer Gewichtszunahme von über 10 g entwickelte.

Für diesen überraschend starken Gewichtszuwachs nach AA-Gabe unter

Verwendung eines NF-κB-Inhibitors ist die Thromboxan-vermittelte Vasokonstriktion

der postkapillären Gefäße nicht verantwortlich zu machen. Nach Zugabe des NF-κB-

Inhibitors BAY 11-7085 in unterschiedlichen Konzentrationen war in den

Versuchsgruppen mit und ohne LPS-Stimulation keine erhöhte TxB2-Ausschüttung

zu beobachten. Als möglicher pathophysiologischer Mechanismus, sowohl für die

Lungengewichtszunahme im Zeitraum vor der AA-Gabe nach Verwendung eines NF-

κB-Inhibitors, als auch für den späteren spontanen Lungengewichtsanstieg,

ausgelöst durch AA-Gabe, ist eine erhöhte mikrovaskuläre Permeabilität mit

massivem Austritt von Flüssigkeit aus den Lungenkapillaren in das Interstitium und

den Alveolarraum, im Sinne eines Lungenödems, zu vermuten. Verantwortlich für die

Entstehung des Lungenödems ist möglicherweise eine Störung der endothelialen

Barrierefunktion oder eine Erhöhung des hydrostatischen kapillären Drucks.
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Beiden möglichen Mechanismen wurde in der vorliegenden Arbeit am Modell der

isolierte Lunge in ergänzenden Versuchsreihen genauer nachgegangen.

Die Methode der Doppelokklusion (Double Clamping) ermöglicht die Bestimmung

des mikrovaskulären Drucks in den Kapillaren der pulmonalen Strombahn (101, 102).

Dabei ergaben die Messungen der kapillären Drücke in den mit LPS stimulierten

Lungen über einen Beobachtungszeitraum von zwei Stunden keine unterschiedlichen

Werte zwischen den Gruppen, die mit oder ohne Zusatz eines NF-κB-Inhibitors

perfundiert wurden. Auch bei Messungen der Kapillardrücke während gezielter

Druckerhöhung auf das kapilläre Gefäßbett (venous pressure elevation, VPE) ergab

der Zusatz eines NF-κB-Inhibitors keine Veränderung der gemessenen Drücke

zwischen Kontrollgruppen und den mit LPS stimulierten Lungen. Die Entstehung des

Lungenödems unter Hemmung des Transkriptionsfaktors resultiert somit nicht aus

einer Erhöhung des kapillären Drucks durch Veränderung der prä- oder

postkapillären Widerstände im pulmonalen Gefäßbett.

Weitere Versuche mittels VPE und die Bestimmung des kapillären

Filtrationskoeffizienten (Kfc) ermöglichten eine Aussage über die Integrität bzw. die

Permeabilität des Gefäßendothels in der kapillären Lungenstrombahn. Eine

Hemmung des Transkriptionsfaktors führte zu deutlich erhöhten Kfc-Werten bereits

in der ersten VPE, während die Kfc-Werte ohne Zusatz eines NF-κB-Inhibitors in

allen aufeinanderfolgenden VPEs sich nahezu konstant niedrig verhielten. Während

der zweiten hydrostatischen Druckerhöhung, unter der Hemmung des

Transkriptionsfaktors, ließ die massive Flüssigkeitseinlagerung in das

Lungengewebe technisch keine weitere Messung des kapillären

Filtrationskoeffizienten zu.

Analog zu den niedrigen Kfc-Werten fielen die Gewichtszunahmen bei den Lungen

ohne Inhibitorzusatz während der beiden VPEs mit jeweils etwa 1 g moderat aus. Im

Zeitraum nach Abschluß der ersten VPE bis zum Beginn der zweiten VPE war

tendentiell ein Gewichtsrückgang zum Ausgangslungengewicht im Sinne einer
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intravasalen Rückresorption der eingelagerten Flüssigkeit zu beobachten. Eine

Hemmung des Transkriptionsfaktors hatte bereits während der ersten VPE eine

Gewichtszunahme von 2,6 bis 2,8 g zur Folge, von der sich die Lunge bis zur

zweiten Druckerhöhung nicht erholen konnte. Ein fulminanter Gewichtszuwachs von

über 10 g während der zweiten VPE machte bei diesen Lungen eine Fortführung der

Versuche zunichte.

Die deutlichen Gewichtszunahmen und die stark erhöhten Kfc-Werte nach NF-κB-

Hemmung, sowohl in den Kontrollgruppen, als auch in den mit LPS stimulierten

Lungen, sowie die fehlende intravasale Flüssigkeitsresorption zwischen den venösen

Druckerhöhungen sprechen für eine erhöhte pulmonal-kapilläre Permeabilität

aufgrund einer Beeinträchtigung der endothelialen Barrierefunktion unter Hemmung

des Transkriptionsfaktors NF-κB. Daraus läßt sich ableiten, dass die konstitutive

Aktivierung des Transkriptionsfaktors sowohl unter physiologischen Bedingungen, als

auch innerhalb inflammatorischer Prozesse für eine Aufrechterhaltung der

natürlichen pulmonal-kapillären Endothelbarriereeigenschaften von außerordentlicher

Bedeutung zu sein scheint.

In der Pathogenese des ARDS nehmen die Läsionen an der kapillär-endothelialen

und der alveolo-epithelialen Schranke eine Schlüsselposition im Rahmen der

pathologischen Veränderungen in der Lunge ein. Der Effekt ist eine protrahierte

Schädigung permeabler Schranken mit einschneidender Permeabilitätserhöhung und

Ausbildung eines sogenannten „capillary leak Syndroms“ (124).

Bereits in früheren Studien konnte, unter Verwendung des bakteriellen C2-Exotoxins

von Clostridium botulinum, durch selektive Hemmung des endothelialen

mikrofilamentären Aktin-Netzwerks, eine mikrovaskuläre Schrankenstörung mit

extremen Flüssigkeitsverschiebungen in das Interstitium an isolierten

Kaninchenlungen provoziert werden (125). Das auf Aktin-basierende

Mikrofilamentsystem als Bestandteil des Zytoskeletts biologischer Zellen, übt eine

wichtige Funktion zur Stabilisierung der endothelialen Zellmembran und der
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Aufrechterhaltung der Integrität der pulmonal-endothelialen Barriere aus (125, 126,

127, 128, 129). Als dichte Bündel direkt unter der Plasmamembran lokalisiert, ist das

mikrofilamentäre Netzwerk der Endothelzelle in der Lage, den biomechanischen

Scherkräften des Bluflusses durch Remodeling, d.h. über eine strukturelle

Umgestaltung, protektiv entgegenzuwirken (130, 131, 132). Gezielte

pharmakologische Beeinflussung des mikrofilamentären Zytoskeletts mit dem

selektiv wirksamen Clostridium-Botulinum C2-Toxin verhinderte die

gegenregulatorischen Maßnahmen des Mikrofilament Systems auf veränderte

Blutflußbedingungen und beeinträchtigte das Remodeling gegenüber

hämodynamischen Kräften (133, 134).

Studien belegen, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB im Zytoplasma mit Aktin-

haltigen Strukturen interagiert (135), was die Vermutung nahelegt, dass NF-κB am

Remodeling des mikrovaskulären endothelialen Mikrofilamentsystems beteiligt ist.

Das Gefäßendothel reagiert auf große Scherkräfte während turbulenten

Strömungsbedingungen mit einer deutlich gesteigerten Aktivierung verschiedener

Transkriptionsfaktoren, einschließlich NF-κB, im Vergleich zu Zellen, die konstant

laminaren Strömungen, also minimalen Scherkräften, ausgesetzt sind (136). Diese

auf die Zelle einwirkenden Scherkräfte des Blutflusses induzieren eine Expression

von b-actin mRNA, resultierend in einer verstärkten Umgestaltung des Aktin-haltigen

filamentären Netzwerks (132).

Vor diesem Hintergrund könnte eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB über

eine Beeinträchtigung des protektiven Remodeling des filamentären Aktin-Netzwerks

zu den oben beschriebenen mikrovaskulären Störungen der endothelialen

Barrierefunktion führen.

Die durch Verwendung der NF-κB-Inhibitoren beobachteten Anstiege der Kfc-Werte

reflektieren eine mikrovaskuläre Schrankenstörung bereits vor Gabe der

Arachidonsäure mit den beobachteten, zum Teil extremen

Flüssigkeitsverschiebungen in das Interstitium. Durch eine kurzfristige hydrostatische

Druckprovokation auf den pulmonalvenösen Schenkel, als Auslöser für erhöhte

Scherkräfte, die von den Lungen der Kontrollgruppen, selbst nach Vorstimulation
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durch LPS, folgenlos toleriert wurde, ließ sich nach NF-κB-Hemmung eine

ausgeprägte Permeabilitätsstörung induzieren. Damit wird deutlich, dass das

pulmonale Endothel nach einer Hemmung des Remodelings am filamentären Aktin

nicht mehr in der Lage ist, den leichten Belastungssituationen in Form eines

durchaus tolerierbar erhöhten Kapillardrucks, standzuhalten, was zum Verlust der

Integrität des kapillären Gefäßendothels führt. 

In der Vergangenheit wurde mit diversen therapeutischen Strategien versucht, die

hohe Mortalität des ARDS zu senken. Bisher blieben die verschiedenen

pharmakologischen Ansätze, mit dem Versuch auf bestimmte pathophysiologisch

relevante Prozesse des inflammatorischen Geschehens einzugreifen, ohne

durchschlagenden Erfolg. 

Die Applikation vasodilatorischer Substanzen wie NO, PGE1 oder PGI2 konnte den

pulmonalen Hypertonus senken und die Perfusion gut ventilierter Lungenareale

verbessern, blieb allerdings ohne Auswirkung auf die Überlebenswahrscheinlichkeit

(138, 139, 140). Mit der Surfactantersatztherapie war beim akuten septischen

Lungenversagen des Erwachsenen eine Steigerung des Gasaustauschs und die

Verbesserung der Oxygenierung zu erzielen (143, 144). Inhalative Verabreichung

von Prostaglandin in Kombination mit der systemischen Anwendung von

Phosphodiesterase-3/4-Inhibitoren verringerten im Tiermodell den

pulmonalarteriellen Druck sowie die Ödembildung und beeinflussten den Shuntfluß

positiv (145).

Andere therapeutische Ansätze zielen auf eine pharmakologische Intervention auf

Ebene des Zyklooxygenase-abhängigen Arachidonsäurestoffwechsels ab.

Antiinflammatorisch und immunsuppressiv wirkende Pharmaka wie die

Glukokortikoide vermitteln ihre Wirkung über eine Verhinderung der Aktivität des

Transkriptionsfaktors in den Zellkern zu translozieren und an die DNA zu binden.

Andererseits induzieren sie die Synthese des inhibitorischen Faktors IκBa, der die

Translokation von NF-κB in den Zellkern hemmt (60). Allerdings konnte auch die

Anwendung von Glukokortikoiden sowie der Einsatz nicht-selektive Hemmstoffe der
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Zyklooxygenase die Progression des ARDS bei Sepsispatienten nicht verhindern

(141). 

Die verschiedenen biologischen und biochemischen Inhibitoren von NF-κB die

derzeit zu Verfügung stehen agieren über eine Blockade des

Signaltransduktionswegs, der zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors führt,

oder sie beeinflussen die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA (65).

Verschiedene Antioxidantien hemmen NF-κB über eine Blockierung der Signalwege,

die zu der Phosphorylierung von IκB führen, oder sie verhindern die Degradierung

von IκB (60, 93). 

Die Regulation und Kontrolle der NF-κB-Aktivierung könnte eine wirkungsvolle

therapeutische Strategie in der Reduzierung der Gewebsschädigung darstellen, die

aus der Freisetzung inflammatorischer Mediatoren resultiert. Gegen eine komplette

und persistierende Blockade der NF-κB-Aktivierung spricht die in dieser Studie

nachgewiesene konstitutive Funktion des aktivierten Transkriptionsfaktors an der

Aufrechterhaltung der natürlichen endothelialen Barrierefunktion pulmonaler

Kapillargefäße. Weiterhin wird dem Transkriptionsfaktor seit seiner Entdeckung

durch Sen und Baltimore (56) immer wieder eine Schlüsselrolle in der Entwicklung

und der Funktion des Immunsystems zugeschrieben. Außerdem ist die Bedeutung

von NF-κB in Prozessen der Apoptose noch völlig unklar, da unterschiedliche

Studien dem Transkriptionsfaktor deutlich pro- und antiapoptotische Funktionen,

abhängig vom Zelltyp und der Form der Stimulation, zuschreiben konnten (60, 61,

142). Eine Hemmung der Aktivität von NF-κB mit dem Ziel der Unterdrückung der

Freisetzung inflammatorischer Mediatoren innerhalb septischer Prozesse könnte zu

Störungen der pulmonalen Endothelbarriere führen, sowie Dysfunktionen des

Immunsystems und die Apoptose gesunder Zellen nach sich ziehen. Um einen

therapeutischen Einsatz von Inhibitoren des Transkriptionsfaktors zu ermöglichen,

müssen zunächst Substanzen entwickelt werden, die auf spezifische Untereinheiten

von NF-κB, sowie zellspezifisch wirken, um eine Hemmung des Transkriptionsfaktors

einzig in bestimmten Zielzellen zu gewährleisten. Obwohl die immunhistochemische

Lokalisierung der verschiedenen Untereinheiten des Transkriptionsfaktors bis zu
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einem gewissen Grad zelltyp-spezifische Expressionen aufweisen, welche eventuell

als pharmakologische Ziele in Betracht gezogen werden könnten, zeigen besonders

endotheliale Zellen und glatte Gefäßmuskelzellen der intrapulmonalen Gefäße kein

selektives Vorkommen von NF-κB-Untereinheiten.

Nach den pathophysiologischen Ergebnissen zu urteilen, die mit dem Modell der

isolierten Lunge gewonnen wurden, stellt eine therapeutische Intervention auf Ebene

der intrazellulären Signaltransduktion, über eine pharmakologische Modulation der

Prozesse in denen der Transkriptionsfaktor involviert ist, derzeit keine erfolgreiche

Strategie für die Entwicklung einer potenten Behandlung von inflammatorischen

Lungenerkrankungen und dem akutem Lungenversagen dar. 

Die vorliegende Arbeit stand unter der Zielsetzung, pathophysiologische Grundlagen

zur erhöhten bronchialen und vaskulären Reaktivität der Lunge in einem Modell des

septischen Lungenversagens unter Berücksichtigung des „Priming-Modells“ und den

Auswirkungen der Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB aufzuklären. 

In dieser pharmakologisch-experimentellen Studie konnte an Rattenlungen

nachgewiesen werden, dass NF-κB in die intrazelluläre Signaltransduktion zur

Hochregulation sowohl der Cox-2 als auch der Thromboxan-Synthase in glatten

Gefäßmuskelzellen nach LPS-Stimulation involviert ist. Der Transkriptionsfaktor ist

dabei zentral an der Regulation des pulmonalen Vasotonus, insbesondere unter

inflammatorischen Bedingungen, beteiligt.

Weiterhin wurde die Bedeutung von NF-κB an der Aufrechterhaltung der

endothelialen Barrierefunktion an isolierten Rattenlungen aufgezeigt. Die fulminanten

Gewichtszunahmen unter Hemmung des Transkriptionsfaktors, sowohl in Kontrollen

als auch in den mit LPS stimulierten Lungen, resultieren nachweislich nicht aus

Veränderungen prä- oder postkapillärer Gefäßwiderstände sondern aus einer

erhöhten mikrovaskulären Permeabilität. Daraus läßt sich ableiten, dass die

konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB, sowohl unter

physiologischen Bedingungen als auch innerhalb inflammatorischer Prozesse einer
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mikrovaskulären, hämodynamisch-bedingten Schrankenstörung entgegenwirkt und

zur Aufrechterhaltung der pulmonal-kapillären Endothelbarriereeigenschaften

notwendig ist.

Die detaillierte Aufklärung der Funktion und der intrazellulären Sequenzen des

Transkriptionsfaktors im Rahmen inflammatorischer Prozesse, trägt zu neuen

Erkenntnissen der pathophysiologischen Abläufe im septischen Lungenversagen bei.

Es besteht die berechtigte Hoffnung, dass sich aus dem zunehmenden Wissen über

die komplexen Abläufe, die zu diesem Krankheitsbild beitragen, zukünftig

therapeutische Optionen eröffnen könnten.
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6 Anhang

6.1 Tabellen und Diagramme

Tab. 1

Vergleichende Gruppen mit und ohne Zusatz von 10.000 ng/ml LPS

∆PAP und ∆VP nach Gabe von 10 µM AA nach 120 Minuten. Versuchsreihen
ohne Inhibitorzusatz, mit 10, 20 und 40 µM Inhibitorzugabe.

∆PAP ∆VP

  Gruppen BAY 11-7082 BAY 11-7085 BAY 11-7082 BAY 11-7085

[mmHg] SEM [mmHg] SEM [mmHg] SEM [mmHg] SEM

 Kein LPS

Ohne Inhibitor 3,68 0,16 0,16 0,03

Inhibitor 10 µM 4,13 0,55 4,68 0,68 0,54 0,18 0,25 0,03

Inhibitor 20 µM 4,08 0,28 3,66 0,40 1,14 0,46 0,30 0,07

Inhibitor 40 µM 0,90 ** 0,10 3,13 0,28 0,70 0,41 0,25 0,10

 10.000 ng/ml LPS 

Ohne Inhibitor 9,84 0,78 2,06 0,23

Inhibitor 10 µM 8,01 * 0,39 7,95 * 0,64 2,33 0,12 1,76 0,53

Inhibitor 20 µM 6,06 *** 0,16 6,18 ** 0,26 2,03 0,14 2,18 0,20

Inhibitor 40 µM 1,33 *** 0,28 4,30 *** 0,55 2,06 0,12 2,20 0,20
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Tab. 2

Vergleichende Gruppen mit und ohne Zusatz von 10.000 ng/ml LPS

∆W im einstündigen Zeitraum nach Inhibitor-Gabe (60-120 min) und nach AA-
Gabe nach 120 Minuten (120-130 min). Versuchsreihen ohne Inhibitorzusatz,
mit 10, 20 und 40 µM Inhibitorzugabe.

∆W [60-120 min] ∆W [120-130 min]

  Gruppen BAY 11-7082 BAY 11-7085 BAY 11-7082 BAY 11-7085

[g] SEM [g] SEM [g] SEM [g] SEM

 Kein LPS

Ohne Inhibitor 0,04 0,02 0,55 0,12

Inhibitor 10 µM 0,31 0,04 0,26 * 0,09 1,79 0,55 2,08 0,76

Inhibitor 20 µM 0,61 0,06 0,56 *** 0,12 4,96 * 1,57 3,33 * 1,18

Inhibitor 40 µM 1,58 *** 0,68 0,75 *** 0,10 4,93 * 2,23 6,10 ** 1,45

 10.000 ng/ml LPS 

Ohne Inhibitor 0,21 0,01 4,85 1,25

Inhibitor 10 µM 1,04 ** 0,07 0,53 * 0,12 8,34 ** 1,06 5,44 1,27

Inhibitor 20 µM 1,24 *** 0,11 1,05 *** 0,22 9,14 ** 0,51 9,47 * 0,34

Inhibitor 40 µM 3,43 *** 0,57 1,10 *** 0,32 10,0 *  # 8,75 1,25

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5;

** p<0,01;*** p<0,001

# Gewichtszuwachs > 10 g, kein SEM
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Tab. 3

Kapillärer Druck (Pc) während venöser Druckerhöhung (VPE)

Vergleichende Gruppen mit und ohne Zusatz von 10.000 ng/ml LPS jeweils mit

und ohne Zugabe des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082 in einer Konzentration von
20 µM.

         Pc
  Gruppen 1. VPE     2. VPE

[mmHg] SEM [mmHg] SEM

  Kein LPS

Ohne Inhibitor 4,75 0,45 4,70 0,40

20 µM BAY 11-7082 4,32 0,20 3,80 0,07

  10.000 ng/ml LPS 

Ohne Inhibitor 4,65 0,45 4,60 0,35

20 µM BAY 11-7082 4,00 0,27 4,20 0,42
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Abb. 1

∆PAP, ∆W und ∆VP unter LPS-Stimulation

∆PAP, ∆W und ∆VP nach Applikation von 10 µM AA. Kontrollversuche und
Versuche stimuliert mit 10.000 ng/ml LPS.
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C

Signifikanter Unterschied zu den Kontrollversuchen ohne LPS: ** p<0,01;

*** p<0,001

0 10.0000.0

2.5

5.0

7.5

**

∆ W [g]

LPS [ng/ml]



Kapitel 6 Anhang

78

Abb. 2

Inhibitor-Dosisabhängigkeit von ∆PAP

∆PAP 5 Minuten nach Applikation von 10 µM AA. Versuche ohne und mit

Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS unter Zusatz der NF-κB-Inhibitoren BAY 11-
7082 und BAY 11-7085 in den Konzentrationen 10, 20 und 40 µM.

A

B

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5;** p<0,01;

*** p<0,001
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Abb. 3

Inhibitor-Dosisabhängigkeit von ∆VP

∆VP 5 Minuten nach Applikation von 10 µM AA. Versuche stimuliert mit 10.000

ng/ml LPS unter Zusatz der NF-κB-Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 in
den Konzentrationen 10, 20 und 40 µM.
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Abb. 4
Dosisabhängiger Gewichtsanstieg nach NF-κB-Hemmung

Gewichtszuwachs (∆W) im einstündigen Perfusionszeitraum nach Zugabe der

beiden NF-κB-Inhibitoren BAY 11-7085 und BAY 11-7082 in den
Konzentrationen 10, 20 und 40 µM jeweils mit und ohne Stimulation mit 10.000
ng/ml LPS.
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Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5; ** p<0,01;

*** p<0,001
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Abb. 5

Dosisabhängiger Gewichtsanstieg nach NF-κB-Hemmung

Gewichtszuwachs (∆W) 5 Minuten nach Applikation von 10 µM AA. Versuche

ohne und mit Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS unter Zusatz der NF-κB-
Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085 in den Konzentrationen 10, 20 und
40 µM.
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Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5;** p<0,01
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Abb. 6

Wirkung der LPS-Stimulation auf die Prostanoidkonzentration

Perfusatkonzentrationen von TxB2, 6-keto-PGF1alpha, PGE2 und PGF2alpha zu
Versuchsbeginnn, nach 120 Minuten Versuchslaufzeit, sowie 5 Minuten nach
Applikation von 10 µM AA. Kontrollversuche und Versuche stimuliert mit
10.000 ng/ml LPS. 

Signifikanter Unterschied zu den Kontrollversuchen ohne LPS: * p<0,5;** p<0,01;

*** p<0,001
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Abb. 7

Wirkung von NF-κB-Hemmung auf die TxB2-Konzentration

Perfusatkonzentration von TxB2 5 Minuten nach Applikation von AA. Versuche
mit und ohne LPS-Stimulation unter Verabreichung verschiedener

Konzentrationen des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082.

Abb. 9

Wirkung von NF-κB-Hemmung auf die 6-keto PGF1alpha-
Konzentration
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Abb. 8

Wirkung von NF-κB-Hemmung auf die PGE2-Konzentration

Perfusatkonzentration von PGE2 5 Minuten nach Applikation von 10 µM AA.
Versuche mit und ohne LPS-Stimulation unter Verabreichung verschiedener 

Konzentrationen des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7085.
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Abb. 9
Wirkung von NF-κB-Hemmung auf die 6-keto PGF1alpha-Konzentration

Perfusatkonzentration von 6-keto PGF1alpha 5 Minuten nach Applikation von AA.
Versuche mit und ohne LPS-Stimulation unter Verabreichung verschiedener

Konzentrationen der NF-κB-Inhibitoren BAY 11-7082 und BAY 11-7085.

 

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5;** p<0,01
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Abb. 10

Wirkung von NF-κB-Hemmung auf die PGF2alpha-Konzentration

Perfusatkonzentration von PGF2alpha 5 Minuten nach Applikation von AA.
Versuche mit und ohne LPS-Stimulation unter Verabreichung verschiedener

Konzentrationen des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7085 .

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5;** p<0,01
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Abb. 11

Wirkung des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7082 auf den Pc

Pulmonalkapillärer Druck (Pc) während 120-minütiger Versuchslaufzeit.
Versuche mit Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS ohne und mit Zusatz des NF-

κB-Inhibitors BAY 11-7082 in den Konzentrationen 20 und 40 µM.
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Abb. 12

Kapillärer Druck (Pc) während Venous Pressure Elevation (VPE)

Versuche mit und ohne Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS jeweils ohne und mit
Zusatz von 20 µM BAY 11-7082 zu Versuchsbeginn.
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Abb. 13
Inhibitor-abhängiger Gewichtszuwachs (∆W) während VPE

Versuche mit und ohne Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS jeweils mit und ohne
Zusatz von 20 µM BAY 11-7082 zu Versuchsbeginn.

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: ** p<0,01

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: ** p<0,01
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Abb. 14

Kapillärer Filtrationskoeffizient (Kfc) während VPE

Versuche mit und ohne Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS, jeweils ohne und mit
Zusatz von 20 µM BAY 11-7082 zu Versuchsbeginn.

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5
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Abb. 15

Abhängigkeit des Kfc von der NF-κB-Hemmung

Kfc während der 1. VPE. Versuche mit und ohne Stimulation mit 10.000 ng/ml
LPS jeweils ohne und mit Zusatz von 20 µM BAY 11-7082 zu Versuchsbeginn.

Signifikanter Unterschied zu den Versuchen ohne Inhibitorzusatz: * p<0,5
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6.2 Substanzen

Lipopolysaccharid von Salmonella abortus equi (Sigma, D-Deisenhofen)

Arachidonsäure (Paesel u. Lorei, D-Hanau)

Dimethylsulfoxid (Merck, D-Darmstadt)

Elektrolytlösung I/3 (Serag-Wiessner, Naila)

Bicarbonat (Serag-Wiessner, Naila)

Aqua ad injectabilia (Pharmacia, D-Erlangen)

NaCl 0,9% (Pharmacia, D-Erlangen)

Xylocain 2% (Astra Chemical, D-Wendel)

Liquemin (Hoffman-La Roche, D-Grenzach-Wyhlen)

Nembutal (Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierärzte, D-Hannover)

Braunodermlösung (Braun, D-Melsungen)

BAY 11-7082 (Biomol Feinchemikalien GmbH, D-Hamburg)

BAY 11-7085 (Biomol Feinchemikalien GmbH, D-Hamburg)

Elisa zur 6-keto Prostaglandin F1alpha Bestimmung (R&D Systems GmbH, D-

Wiesbaden-Nordenstadt)

Elisa-Kit zur Prostaglandin F2alpha Bestimmung (R&D Systems GmbH, D-

Wiesbaden-Nordenstadt)

Elisa-Kit zur Prostaglandin E2 Bestimmung (R&D Systems GmbH, D-Wiesbaden-

Nordenstadt)

Elisa-Kit zur Thromboxan B2 Bestimmung (Caymann Chemical, USA-Ann Arbor)
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6.3 Geräte

Schlauchpumpe Modell 7518-10 (Masterflex, Cole-Parmer, USA-Chicago)

Schlauchmaterial (Masterflex, Cole-Parmer, USA-Chicago)

Beatmungspumpe (Small animal ventilator KTR-4, Hugo-Sachs-Elektronik, D-March-

Hugstetten)

Druckaufnehmer (Combitrans Monitoring Set, Braun, D-Melsungen)

Einkanalschreiber (Rikadenki)

AT-Computer 486, 66Mhz

Farbmonitor

Farbtintenstrahldrucker (Hewlett-Packard)

Wägezelle U1-G (Hottinger-Baldwin-Messtechnik, D-Darmstadt)

Wärmepumpe (Frigomix-Thermomix, Braun, D-Melsungen)

Trachealkanüle aus Metall (Hugo-Sachs-Elektronik, D-March-Hugstetten)

Katheter aus Metall für T. pulmonalis (Hugo-Sachs-Elektronik, D-March-Hugstetten)

Katheter aus Metall für linken Ventrikel (Hugo-Sachs-Elektronik, D-March-

Hugstetten)

Okklusionsklemmen (Georg Fischer Anderson GmbH, D-Dortmund)
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7 Abkürzungsverzeichnis

AA Arachidonsäure

ANOVA Analysis of variance

ARDS Acute respiratory distress syndrome

C2 Toxin Clostridium botulinum C2 Toxin

CD14 Cluster of differentation 14

Cox Zyklooxygenase

DMSO Dimethyl Sulfoxid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

HPE Hydrostatic pressure elevation

IKK I-κB Kinase

IL Interleukin

κ Kappa

Kfc Capillary filtration coefficient

LPB Lipopolysaccharide-Binding-Protein

LPS Lipopolysaccharid

LVP Left ventriculary Pressure

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase

NF-κB Nuklear factor kappa B

NIK NF-κB-induzierende Kinase

NO Nitric oxide

PAF Platelet activating factor

PAP Pulmonary arterial pressure

Pc Pulmonary capillary pressure

PEEP Positive endexpiratory pressure

PGE2 Prostaglandin E2

6-keto PGF1alpha 6-keto Prostaglandin F1alpha

PGI2 Prostazyklin
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SEM Standard error of the mean

TLR Toll-like-receptor

TNFalpha Tumor necrosis factor alpha

Tx Thromboxan

VP Ventilation pressure

∆W Gewichtszunahme

W Weight
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8 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Nuklear Factor-kappa B (NF-κB) ist über die Aktivierung von

Transkriptionsprozessen an der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und

den mitogeninduzierten Enzymen Cox-2 und iNOS beteiligt, die in der Pathogenese

des akuten septischen Lungenversagens (ARDS) eine wichtige Rolle spielen. Das

ARDS, häufig ausgelöst durch bakterielles Endotoxin (LPS), stellt mit einer schweren

Hypoxämie aufgrund pulmonaler Ventilations-Perfusions-Störungen, einer

pulmonalen Hypertonie, Bronchokonstriktion und konsekutiver endo- und epithelialer

Schrankenstörung ein häufig lethal endendes Krankheitsbild dar.

Durch selektive Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB mittels der Inhibitoren

BAY 11-7082 und BAY 11-7085 sollte die LPS-induzierte Gefäß- und

Bronchialreaktivität sowie die Lungengewichtszunahme als Antwort auf die Zugabe

von Arachidonsäure (AA) an isolierten Rattenlungen untersucht werden. Zusätzlich

erfolgte die Messung der AA-Metabolite TxA2, PGF1α, PGE2 und PGF2α mittels

ELISA-Technik sowie die Bestimmung des pulmonalkapillären Drucks (Pc) und des

kapillären Filtrationskoeffizienten (Kfc) zur Beurteilung der mikrovaskulären

Permeabilität.

Die Hemmung der NF-κB-Aktivität reduzierte die LPS-induzierte Cox-2-abhängige

Erhöhung des pulmonalarteriellen Drucks nach AA-Applikation, was eine Beteiligung

des Transkriptionsfaktors an den intrazellulären Abläufen zwischen der LPS-

vermittelten Signaltransduktionskaskade und der daraus resultierenden Cox-2-

Hochregulation in glatten pulmonalen Gefäßmuskelzellen vermuten lässt. Eine

Beteiligung des NF-κB-Signaltransduktionsweges an der im Gefäßendothel

lokalisierten Cox-1-abhängigen Bildung von PGI2 konnte nicht nachgewiesen

werden. Eine konstitutive, von der LPS-vermittlelten Hochregulation unabhängige

Cox-2-Aktivität, ist wahrscheinlich unabhängig vom Einfluss des

Transkriptionsfaktors NF-κB möglich, da unter Zusatz der Inhibitoren die Cox-2-
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abhängigen Prostanoide TxB2 und PGE2 in den mit LPS stimulierten Lungen nicht

beeinflusst wurden.

NF-κB hatte nachweislich keinen Einfluss auf die Ventilationsdrucksteigerung nach

LPS-Stimulation.

Die fulminanten Gewichtszunahmen nach Zugabe der NF-κB-Inhibitoren, sowohl in

Kontrollen als auch in den mit LPS stimulierten Lungen, resultieren nachweislich

nicht aus Veränderungen kapillärer Gefäßwiderstände sondern aus einer erhöhten

mikrovaskulären Permeabilität. Daraus läßt sich ableiten, dass die konstitutive

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB zur Aufrechterhaltung der pulmonal-

kapillären Endothelbarriereeigenschaften sowohl unter physiologischen Bedingungen

als auch innerhalb inflammatorischer Prozesse von Bedeutung ist.
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Abstract

Nuclear factor-kappa B (NF-κB) is a transcription factor that plays an important role in

the activation of a variety of genes including proinflammatory cytokines and the

mitogen-inducible enzymes Cox-2 and iNOS, which are involved in the pathogenesis

of the acute respiratory distress syndrome (ARDS). Bacterial endotoxin LPS initiates

a complex response pattern in the lung, which contributes to the development of

acute respiratory failure associated with ventilation-perfusion mismatch, pulmonary

hypertension, bronchoconstriction and an increase in endo- and epithelial

permeability with high mortality rates.

Selective inhibitors of NF-κB activation (BAY 11-7082, BAY 11-7085) were applied in

endotoxin-primed isolated rat lungs to investigate LPS-priming induced elevation of

vaso- and bronchoreactivity and lung weight gain in response to arachidonic acid

(AA) application. Additionally AA-metabolites (TxA2, PGF1α, PGE2, PGF2α) were

measured in the buffer perfusate via ELISA techniques. The pulmonary capillary

pressure (Pc) and the capillary filtration koefficient (Kfc) were measured to evaluate

the microvascular permeability.

Blocking of the LPS-mediated Cox-2-dependent pulmonary artery pressure elevation

after AA-application by NF-κB inhibition indicates that NF-κB is an important

transcription factor linking the LPS-induced intracellular signal to the enhanced Cox-2

expression in pulmonary vascular smooth muscle cells. Liberation of prostacyclin,

which is mainly generated via a Cox-1/prostacyclin synthase-axis in endothelial cells,

is not affected by NF-κB inhibition. NF-κB inhibition does only block upregulation of

Cox-2, while baseline constitutive Cox-2 activity is not affected because Cox-2

dependent thromboxane and PGE2 liberation into the buffer perfusate were not

reduced by NF-κB inhibition in LPS-stimulated rat lungs.

NF-κB inhibition, however, did not influence LPS priming-related elevation of AA-

induced ventilation pressure.
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Application of NF-κB inhibitors caused a rapid increase of lung weight in both control

and LPS-primed lungs not resulting from enhanced capillary pressure but from

enhanced capillary permeability. Thus, constitutive activation of NF-κB seems to be

necessary for maintaining pulmonary endothelial barrier functions under physiological

conditions and inflammatory processes.
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