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1 Abklrzungsverzeichnis

AA Arachidonsaure / arachidonic acid

ALl acute lung injury

ARDS acute respiratory distress syndrome

Cys LTi/LT, Cysteinyl-Leukotrien

DMSO Dimethylsulfoxid

dPAR.120 Veranderung des PAP von t=0 bis t=120

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

ERK extracellular signal-related kinases

FLAP five lipoxygenase activating protein

5-HETE 5-Hydroeicosatetraensaure

5-HPETE 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure

[IPs innate immune proteins

-1 Interleukin 1

LBP Lipopolysaccharide binding protein

5-LOX 5-Lipoxygenase

12-LOX 12-Lipoxygenase

15-LOX 15-Lipoxygenase

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsaure (lipoteichoic acid)

LTC, Leukotrien G

LTE, Leukotrien &

LVP left ventricular pressure (linksventrikularer Druck)

MAPEG membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathio
metabolism

MAP mitogen-activated protein

MGST microsomal glutathione transferases

MDP Muramyldipeptid (N-Acetylmuramyl-L-Alanin-D-Isoglutamin

PAP pulmonal arterial pressure (pulmonalarterieller Druck)

PAPR, pulmonalarterieller Druck zum Zeitpunkt t=0 min

PAPsg pulmonalarterieller Druck zum Zeitpunkt t=60 min

PAP;20 pulmonalarterieller Druck zum Zeitpunkt t=120 min

PepG Peptidoglykan

PGE Prostaglandin £

6-keto-PGIr, 6-keto-Prostaglandinif-

SEM standard error of the mean

SIRS sytemic inflammatory response syndrome

TNFaipha Tumornekrosefaktor alpha

TLR toll-like receptor

TXB> Thromboxan B

VP ventilation pressure (Beatmungsdruck)

W weight (Gewicht)




Vorwort

2 Vorwort

Die Experimente zur vorliegenden Arbeit fanden im Zeitraum von April 2002 bis September
2003 im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. med. W. Seeger, Medizinisches Zentrum flr
Innere Medizin, Medizinische Klinik Il (Leiter Prof. Dr. W. Seeger), Justus-Liebig-
Universitat Giel3en, in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. Leander Ermert statt. Die
vorliegende Arbeit beleuchtet die Pathogenese des ,acute respiratory distress syndrome*, das
unter anderem als Komplikation der Sepsis auftreten kann und einen malf3geblichem Beitrag
zum septischen Schockgeschehen leistet.

Untersucht wurde der EinfluB von sieben verschiedenen Hemmstoffen des
Lipoxygenasemetabolismus auf die vasale und bronchiale Reaktivitat der isoliert
perfundierten Rattenlunge, sowie ihr Einflu auf die Bildung der Metaboliten der
Arachidonsaure.
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3 Einleitung
3.1 Sepsis und ARDS

Sepsis ist ein Krankheitsbild, das besonders in der Intensivmedizin eine grolie
Bedeutung besitzt. Trotz intensiver Forschung und moderner Therapieanséatze in den
vergangenen Jahren ist das Verstandnis von Atiologie und Pathogenese der Sepsis
weiterhin sehr lickenhatt.

Die allerdings nach wie vor immense Bedeutung dieses Krankheitsbildes belegen aktuelle
Daten: Im Bereich der USA allein werden im Jahr rd. 700.000 Falle mit schwerer Sepsis
registriert und fur die Staaten der OECD sprechen Hochrechnungen von mehr als 1,5 Mio.
Fallen innerhalb dieses Zeitraums. Die Letalitat flr diese Patienten liegt zwischen 30 %
und 50% und ist damit Gber die letzten 10 Jahre praktisch unverédndert hoch geblieben.
Neben der auf hohem Niveau stagnierenden Mortalitdtsrate kam es desweiteren im
Verlauf der letzten Jahre zu einem Anstieg der Vorkommenshaufigkeit. Hierauf weisen
Schiitte et al. (1997) und Gottschlich et al. (2007) in ihren Arbeiten hin.

Die Zunahme der Sepsisfalle ist bedingt durch die grof3ere Anzahl diagnostischer und
therapeutischer Interventionen bei  Risikopatienten, die zunehmende Zahl
immunsupprimierter Patienten auch infolge des Einsatzes potenter Immunsuppressiva
und nicht zuletzt durch die breite, unkritische Anwendung von Antibiotika mit daraus
resultierender Entwicklung multiresistenter Mikroorganismen. Desweiteren sind
Tumorleiden, Diabetes mellitus, Nierenerkrankungen, Lebererkrankungen, sowie

Polytraumen und Verbrennungen pradisponierend fur die Entwicklung einer Sepsis.

Der Begriff Sepsis geht auf eine infektiologische Definition von Schottmuller aus dem
Jahr 1914 zurick: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd
gebildet hat, von dem kontinuierlich oder periodisch pathogene Bakterien in den
Blutkreislauf gelangen und zwar derart, daf durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgelést werden® (Schottmdiller, 1914). Die Bedeutung des
Begriffs Sepsis wandelte sich allerdings im Laufe der Jahre jeweils in Abh&angigkeit vom
wissenschatftlichen Erkenntnisstand. Abweichend von Schottmillers Definition fuhrte
vor allem die Beobachtung, dal3 auch ohne das Vorliegen einer primar mikrobiellen
Infektion ein @hnliches Krankheitsbild wie die bakterielle Sepsis vorliegen kann, zu einer
Uneinheitlichkeit der Begriffe und einer Vielzahl unterschiedlich gebrauchter
Synonyme.
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Um diesen Zustand zu beenden und einheitliche, klar umrissene Fachbegriffe
festzulegen, wurden 1991 durch eine amerikanische Konsensuskonferenz der Gesellschaft
fur Thoraxchirurgie und der Gesellschaft fur Intensivmedizin die Begriffe Sepsis und
SIRS anhand einfacher klinischer Parameter definiert (Bone et al., 1992):
Beim SIRS (systemic inflammatory response syndrome) mussen zwei oder mehr der
folgenden Bedingungen erfullt werden:

» Temperatur > 38°C oder < 36°C

» Pulsfrequenz > 90 Schlage/min

» Atemfrequenz >20 Atemzuge/min oder PaGCB82 mmHg

= Leukocyten > 12000/mm?3 oder < 4000/mm3
Zum Vorliegen einer Sepsis mussen ebenfalls mindestens zwei der oben genannten
Bedingungen erfillt sein; allerdings ist zusatzlich noch der Nachweis der Infektion
zwingend erforderlich.
Im Rahmen der Sepsis / des SIRS fuhrt die Invasion von Bakterien oder Toxinen zur
Beeintrachtigung der Organfunktionen. Ein besonders von der Sepsis / SIRS betroffenes
Organ ist neben Niere, Leber, Darm und Herz die Lunge. Es ist heute weitgehend
akzepiert, das Sepsis/SIRS infolge der intensiven Stimulation korpereigener
Abwehrmechanismen durch eindringende Mikroorganismen und insbesondere deren
Produkte und Bestandteile entsteht. Eine Ubersichtsarbeit hierzu findet sich bei Aird
(2003). Buttenschoen et al. (2009) weisen auf die Bedeutung von Endotoxia- und
Hamolysin vonStapylococcus aureufiir die Entstehung und auch die Prognose von

~acute respiratory distress syndrome* (ARDS) und ,acute lung injury* (ALI) hin.

Da der gesamte kardiale Auswurf das Gefal3system der Lunge durchstrémt, kommt es
durch die Teilnahme an der systemischen inflammatorischen Kaskade zur massiven
Schadigung der Lunge. Diese Lungenschadigung zeigt sich nicht zuletzt in der

Entwicklung eines mit der Sepsis assoziierten ARDS. 25-42% der Patienten mit Sepsis
entwickeln ein ARDS und somit ist die Sepsis eine der Hauptursachen fur das ARDS. In
Anbetracht der enormen Bedeutung des Krankheitsbildes ARDS ist die weitere

Klarung der atiologischen, pathologischen sowie therapeutischen Sachverhalte dringend

notwendig.
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3.2 Das Krankheitsbild,acute respiratory distress syndrome*
Der Begriff ,acute respiratory distress syndrome“ (ARDS) beschreibt das Syndrom einer
Lungenschadigung, die durch Dyspnoe, schwere Hypoxie, verringerte Compliance der
Lunge und diffuse, bilateral-pulmonale Infiltrate charakterisiert ist. Vergleichbar mit den
Schwierigkeiten bei der Sepsisdefinition haben auch seit der Erstbeschreibung im Jahre
1967 die Definitionen fir das Krankheitsbild ARDS erheblich variiert.
Vor 1992 reprasentierte das Acronym ARDS das ,adult respiratory distress syndrome*.
Da ARDS jedoch in allen Alterstufen auftritt, wurde vom ,The American-European
Consensus Committee* 1994 der Begriff ,adult® durch ,acute” ersetzt und eine
einheitliche Definition geschaffen. Gleichzeitig wurde der Begriff ,ALI“ eingefuhrt und
definiert: Ein Syndrom bestehend aus Entziindung und gesteigerter Permeabilitat, das mit
klinischen, radiologischen und physiologischen Abweichungen einhergeht, die zwar nicht
mit linksatrialer oder pulmonaler kapillarer Hypertension erklart werden aber dennoch
koexistieren konnen (Udobi et al., 2003). In Tabelle 1 werden die Kriterien fir ARDS
bzw. ALI aufgelistet. Hieraus ist ersichtlich, dal3 der Unterschied zwischen ARDS und
ALI der Grad der Hypoxamie ist. Dieser Grad ist bestimmt durch das Verhaltnis der

arteriellen Sauerstoffspannung zur fraktioniert eingeatmeten Sauerstoffkonzentration.

Definitionskriterien fur ALI und ARDS

Kriterien fur ALI Kriterien fur ARDS

akutes Auftreten akutes Auftreten

Sauerstoffsattigung: arterieller

Sauerstoffpartialdruck
bilaterale pulmonale Infiltrate im bilaterale pulmonale Infiltrate im
Thoraxréntgenbild Thoraxrdntgenbild

pulmonalarterieller Wedge-Druck < 18 pulmonalarterieller Wedge-Druck < 18

mmHg oder kein klinisches Zeichen vommHg oder kein klinisches Zeichen vagn

linksatrialer Hypertension linksatrialer Hypertension

Tabelle 1: Definitionskriterien fur ,acute lung injury* (ALI) und ,acute respiratory distress
syndrome“(ARDS).

Zur Abgrenzung der Krankheitsbilder ,ALI* und ,ARDS" voneinander und weiteren &hnlichen Krankheiten
wurden vom ,American-European Consensus Committee" im Jahre 1994 eindeutige Definitionskriterien
festgelegt. Der Grad der Hypoxamie ist das entscheidende Unterscheidungsmerkmal.
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Im Rahmen des ARDS durchlauft die geschadigte Lunge drei Phasen:_In der exsudativen
Phaseentsteht durch die Schadigung des alveolaren Epithels und/oder des vaskularen
Endothels ein Einstrom von Flussigkeit, Proteinen, Entziindungszellen und Erythrozyten
in das Interstitium und den Alveolarraum. Diese Veranderungen werden durch das
komplexe Zusammenspiel von proinflammatorischen und antiinflammatorischen
Mediatoren induziert.

Alveolarzellen vom Typ | werden irreversibel geschadigt und gehen zugrunde. An ihrer
Stelle sammeln sich Proteine, Fibrin und Zelltrimmer an, wodurch es zur Bildung
hyaliner Membranen kommt. Die hierduch verursachte Schéadigung der Surfactant-
produzierenden Alveolarzellen vom Typ Il verursacht den ,Kollaps®" der Alveolen. Die
Permeabilitdtssteigerung, das Lungentédem und die Proteinverlagerung verhindern die
Ruckfuhrung der Odemfliissigkeit in die GefaBe. Desweiteren erfahrt die Lunge aufgrund
der interstitiell eingelagerten Flussigkeit eine massive Veranderung ihrer mechanischen
Eigenschaften. Der vermehrte FlUssigkeitsgehalt in den Alveolen fuhrt zu einer
reflektorischen Hyperventilation mit Abfall des arteriellen p&ertes. Die durch
Mikrothromben verursachte Stérung der Mikrozirkulation verursacht eine erhohte
Totraumventilation und die Ausbildung von Shunts. Als Konsequenz wird ein Grof3teil
des Herzzeitvolumens nicht mehr am Gasaustausch beteiligt (Pugin et al., 1999; Orfanos
et al., 2004; Ware, 2006).

In der Proliferationsphas&ommt es unter Epithelzellregeneration, fibroblastischer

Reaktion und ,remodeling” zu einer Proliferation der Typ lI-Alveolarzellen. In einigen
Fallen schreitet dieser Prozess fort, und es kommt zu einer irreversiblen Phase mit
Kollagen-Ablagerungen im Alveolarraum und den Gefal3en, sowie im Interstitium einer
Bildung von Microcysten. Durch die Fibrotisierung des Interstitiums kommt es zum
Surfactantverlust mit Verminderung der Compliance und der funktionellen
Residualkapazitat (Bersten et al., 1998; Chen et al., 2003).

Das klinische Bild des ARDS stellt sich folgendermal3en dar: Initial zeigen die Patienten
Tachypnoe und Dyspnoe, wobei die Auskultation des Thorax keine von der Norm
abweichende Befunde liefert. Einige altere Patienten kdénnen verwirrt erscheinen. Im
weiteren Verlauf der Krankheit entwickeln die Patienten eine Tachykardie mit einer
milden Zyanose und leichter Dyspnoe. Spater kommt es dann zur akuten Atemnot mit

diffusen, rasselnden Atemgerauschen.
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Der Abfall des alveolaren Sauerstoffpartialdruckes fihrt im Rahmen des Von-Euler-
Liljestrand-Mechanismus zur Kontraktion der prakapillaren Pulmonalgefal3e. Der
Druckanstieg in den Alveolen fuhrt zur Kompression von GefaRen und steigert
mechanisch den pulmonalen GefalRwiderstand. Die Reizung oder Schadigung der
Bronchialwand fuhrt Gber einen Reflexbogen zu einer reflektorischen

Bronchokonstriktion. Der erwahnte Reflexbogen verlauft von Rezeptoren unterhalb des
Bronchialepithels zum zentralen Nervensystem und Uber vegetative efferente

Nervenfasern zur glatten Bronchialmuskulatur (Munro, 2000; Contant et al., 2001).

Nach der initialen Schadigungsphase kommt es beim ARDS zur Entwicklung eines
diffusen pulmonalen Zellschadens, eines interstitiellen und alveolaren Odems sowie einer

ausgepragten Entztindungsreaktion.

3.3 Inflammatorische Mediatoren im ,acute respiratory distress syndrome*
Unabhangig vom auslésenden Agens des ARDS kommt der Aktivierung von
Entztindungszellen sowie der Freisetzung von Mediatoren eine mal3gebliche Rolle bei der
Pathogenese des Lungenversagens zu. Im Rahmen des in dieser Arbeit untersuchten
septischen Lungenversagens kommt der Aktivierung inflammatorischer Mediatoren durch
Bakterientoxine grof3e Bedeutung zu:

Endotoxine und deren Wirkung auf den Organismus

Endotoxine sind Lipopolysaccharide, die auf der aul3ersten Hulle Gram-negativer
Bakterien lokalisiert sind. lhre toxische Wirkung entfalten Lipopolysaccharide jedoch
erst nach ihrer Freisetzung, wie beispielsweise beim Zerfall der Bakterien.
Lipopolysaccharide bestehen aus drei verschiedenen Anteilen: die aus
Oligosaccharideinheiten  bestehende  O-spezifische  Seitenkette, welche die
Hauptantigenkomponente darstellt, dem Kernpolysaccharid und dem Lipid A. Das Lipid
A ist fest in der auf3eren Membran der Bakterienwand verankert (Rietschel et al, 1991;
1993; 1994a; 1994b; Rietschel, 1992).

Der strukturell variabelste Teil der Lipopolysaccharide sind die O-spezifischen
Seitenketten. Als Bestandteil der aul3eren Bakterienwand wirken sie als Antigene, welche
die Bildung von Antikdrpern hervorrufen und somit eine spezifische Immunantwort

auslosen. Da das Kernpolysaccharid weniger variabel ist, kommt ihm eine weitaus
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geringere Bedeutung fiir die Immunantwort zu als den O-spezifischen Seitenketten. Uber
das Lipid A, das fur die pathophysiologischen Effekte mit Aktivierung des
Immunsystems verantwortlich ist, wird die eigentliche toxische Wirkung verursacht.
Endotoxine verursachen pathophysiologische Veréanderungen, die im Rahmen des
septischen  Schocks, bzw. Endotoxinschocks, zu Zirkulationsstorungen und
Organveranderungen fihren kbénnen. Entziindungszellen, wie Makrophagen, Monozyten,
B-Lymphozyten, Granulozyten sowie Thrombozyten, Fibroblasten oder Endothelzellen
werden von den Lipopolysacchariden aktiviert. Hierdurch kommt es zur Freisetzung
verschiedener Mediatoren, wie den proinflammatorischen Zytokinen IL-1, IL-6 und
TNFapha den Lipiden wie Arachidonsduremetaboliten (Eikosanoide) und
plattchenaktivierender Faktor (PAF) sowie oxidativer Metabolite wie Stickstoffmonoxid
(NO) (QOlson et al., 1990 & 1995; Schletter et al.; 1995, Ndengele et al., 2005).

Im Rahmen einer lokalen Infektion mit Gram-negativen Keimen kommt es zu einer nur
geringen Auschittung von Endotoxinen. Dieser Stimulus bewirkt eine lokal begrenzte
Immunantwort, die zu einer unspezifischen und spezifischen Aktivierung des
Immunsystems fuhrt. Im Rahmen dieser Immunantwort kommt es zu einem leichten
Temperaturanstieg, der Infektionsherd wird eingedammt und der Erreger schlief3lich
abgetotet.

Bleibt es allerdings nicht bei einer lokalen Eingrenzung der Infektion und kommt es durch
Uberwindung der natirlichen Endothelbarriere zu einem Eindringen Gram-negativer
Erreger in die Blutbahn, so werden hierduch auch massiv Endotoxine in die Blutbahn
eingeschwemmt. Haupteintrittspforte solcher Keiminvasionen sind der
Gastrointestinaltrakt, der Urogenitaltrakt sowie insbesondere die Lunge. Als Antwort auf
den Erreger- und Endotoxineintritt in die Blutbahn kommt es zu einer
UberschielBenden Immunantwort des Organismus mit massiver Produktion von
inflammatorischen Mediatoren durch Entziindungszellen.

Das in grofien Mengen freigesetztes ILdlkiiviert die Phospholipase A2 und setzt aus
der Arachidonsaure die Lipoxygenaseprodukte Leukotriene und Hydroxyperoxide sowie
die Zyklooxygenaseprodukte Thromboxan und Prostaglandine frei. Als endogene
Pyrogene verursachen Il31und TNFRha Temperaturerhdhung und Schuttelfrost, da sie

zu einer Sollwertverstellung der Korperkern-Temperatur auf Ebene des Hypothalamus
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fihren. Desweiteren kommt es durch IL-1 und FME zur Aktivierung der Kinin-,
Gerinnungs-, Komplement-, und Fibrinolysekaskade. (Ward, 1996; Furuichi et al. 2006;
Sharma et al., 2007)

Die NO-Synthase im GefalRendothel wird ebenso durch Zytokine stimuliert, woraus eine
Vasodilatation resultiert. Metabolische Stdrungen, periphere Gefal3erweiterungen und
erhohte Kapillardurchlassigkeit durch Endothelschaden sowie disseminierte, intravasale
Gerinnung mit Mikrozirkulationsstérungen und Mikrothrombosen sind die Folgen. Diese
nicht mehr kontrollierte, UberschieBende Reaktion des Organismus fiuhrt zum oben

beschriebenen Krankheitsbild der Sepsis.

Die isolierte Rattenlunge als Modell des ARDS

Die pathophysiologischen Veranderungen des ARDS konnen durch die Verabreichung
von Endotoxinen im Experiment reproduziert werden. Als Versuchsmodell dienen sowohl
anasthesierte als auch wache Versuchstiere. Je nach Fragestellung wird mit Ratten,
Schweinen oder Schafen, aber auch Meerschweinchen und Hunden als Versuchstier
gearbeitet (Simons et al., 1991; Ullrich et al., 2001; Davidson et al., 2002; Hanaoka et al.,
2002).

Eine weitere, anerkannte Methode zur Erforschung der biochemischen und
pathophysiologischen Effekte des ARDS ist das Modell der isolierten Tierlunge. Hierbei
kénnen Wechselwirkungen mit anderen Organen und deren Produkten ausgeschlossen
werden (Moxley et al., 1977; Glauser et al., 1978; Fisher et al., 1979; Wolf und Seeger,
1982). Das Modell der isolierten, blutfrei perfundierten und ventilierten Lunge des
Kaninchens ist ein seit mehreren Jahren in der Arbeitsgruppe Seeger und Mitarbeiter
etabliertes und bewahrtes Modell (Seeger et al., 1984, 1985, 1987, 1994). Seit 1995 wird
in dieser Arbeitgruppe das von Ermert etablierte Modell der isoliert perfundierten und
ventilierten Rattenlunge eingesetzt (Ermert et al., 1998, 2000, 2002). Das Modell der
isoliert perfundierten Lunge erlaubt Untersuchungen am gesamten Organ unter
Miteinbeziehung der unterschiedlichen, in der Lunge vorkommenden Zellen. Wichtige
physiologische Parameter wie der pulmonalarterielle Druck (PAP), der Beatmungsdruck
(VP) oder das Gewicht lassen sich mit geeigneten Messinstrumenten kontinuierlich
aufzeichnen. Desweiteren kénnen durch die Analyse des Perfusats metabolische und
biochemische Veranderungen gemessen werden (Seeger et al., 1994). Das Modell der

isoliert perfundierten Tierlunge kann nicht exakt die gleichen physiologischen
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Bedingungen wiein vivo simulieren und es kann keine eindeutige Zuordnung der
gemessenen physiologischen und biochemischen Veranderungen zu den einzelnen

Zelltypen des isolierten Organs erfolgen.

»priming“ durch Endotoxine

Die Zugabe von Arachidonséure (AA) in das Perfusat von lber zwei Stunden isoliert
perfundierten Rattenlungen fiihrte zu einer geringen Reaktion des isolierten Organs Uber
vaso- und bronchoreaktive Arachidonsauremetaboliten, was sich in einem kurzzeitigen,
leichten Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks manifestierte. Die weiteren
kontinuierlich gemessenen Parameter wie linksventrikularer Druck (LVP),
Beatmungsdruck (VP) und Gewicht (W) wiesen nach der Zugabe der Arachidonsaure
keine oder nur sehr geringe Veranderungen auf. Die alleinige Zugabe von Endotoxinen
Gram-negativer Bakterien (LPS) in der verwendeten Dosierung von 10 pg/ml in das
Perfusat isoliert perfundierter Rattenlungen fihrte nicht zu einer Verdnderung der
kontinuierlich gemessenen Parameter (PAP, LVP, VP, W) (Seeger et al., 1994; Ermert et
al., 1998, 2000, 2002).

Durch die Gabe von Arachidonsaure nach vorangegangener, zweistundiger Inkubation der
isolierten Rattenlunge mit LPS kam es allerdings eindrucksvoll zu einer vielfach erhéhten
Reaktion der Lunge mit erhohter Vaso- und Bronchoreaktivitat sowie Perfusions-
Ventilationsverteilungsstorungen. Diese erhohte Reaktivitat der isoliert perfundierten
Lunge nach Vorstimulation mit beispielsweise bakteriellen Endotoxinen wird als
-priming“-Effekt bezeichnet. Walmrath et al. (1994) beschrieben, dal3 neben der
Arachidonsaure auch die Zugabe anderer sekundarer Stimuli, wie bakterielle Exotoxine
oder platelet-activating-factor diese Reaktion verursacht. Die Arbeit von Schitte et al.
(1997) zeigte, dalR die gleichzeitige Gabe von LPS und eines sekundaren Stimulus keine
erhohte Reaktion ausldste. Zum Erreichen des beschriebenen Effekts mufdte die Lunge
einige Zeit vor Zugabe des sekundaren Stimulus mit LPS inkubiert werden. In dieser
Arbeit wurde Hamolysin A, ein bakterielles Exotoxin, als sekundarer Stimulus verwendet.
Schitte fihrte die beobachtete, erhéhte Permeabilitéat der Lungengefal3e auf die durch LPS
stark erhohte Aktivitat von an der GefalBwand anhaftenden, neutrophilen Granulozyten
und die synergistische Wirkung von Hamolysin A und LPS auf die Lungenendothelzellen
zurliick. Diese Mechanismen wurden in zahlreichen Arbeiten, unter anderem von Watkins
et al. (1997) und Ermert et al. (2000b, 2000c, 2002), untersucht und beschrieben.
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Diese Vorstimulation der Lunge durch LPS mit nachfolgend erhdhter Reaktivitat auf
einen zweiten Stimulus wird als ,priming-Effekt” bezeichnet. Dieser erhdhten Reaktivitat
liegt eine gesteigerte Expression verschiedener Enzymsysteme wie
Lipoxygenaseenzyme, Zyklooxygenaseenzyme oder NO-Synthasen zugrunde.
Steudel et al. (1997) beschrieben in ihrer Arbeit den durch Inkubation mit
Lipopolysacchariden verursachten Anstieg der Zyklooxygenaseaktivitat. Arachidonsaure
steht als zentrales Substrat der Zyklooxygenase in grol3er Menge zur Verfigung. Die
Zugabe von AA in das System des isoliert perfundierten Organs bewirkt zusatzlich eine

weitere endogene Freisetzung von AA.

Wie von Tobias et al. (1995) dargestellt, sind das Akute-Phase-Protein (Plasmaprotein)
LBP sowie der Membranrezeptor CD14 von wesentlicher Bedeutung fir die von
Lipopolysacchariden auf den Organismus vermittelten Effekte. CD14 ist ein 55 kDa
gro3es, Glycophosphatidylinositol-verankertes Membranprotein und besitzt eine
Erkennungsstruktur fir den Komplex aus LPS und LBP. LBP ist ein 58 kDa grol3es
Serum-Glycoprotein, welches tUberwiegend in den Hepatozyten synthetisiert wird. CD14-
Rezeptoren finden sich bevorzugt an den Membranen von Monozyten, Makrophagen
sowie Granulozyten (Kato et al.,, 2004; Ohnishi et al., 2007; Erridge et al., 2008).
Immunhistochemische Untersuchungen der Rattenlunge belegten, dalR ebenso
Bronchialepithelzellen, Alveolar-Makrophagen, perivaskulare Leukozyten sowie einzelne
Zellen in den Alveolarsepten und glatte GefalBmuskelzellen kleinerer Gefalle CD14-
Rezeptoren exprimieren. In Epithelzellen der kleinen Bronchiolen, glatten
Muskelzellen der Bronchien, Endothelzellen und glatten GefalBmuskelzellen der Arterien
konnten Ermert et al. (2000b) im Gegensatz dazu allerdings keine Expression von CD14-
Rezeptoren nachweisen. Desweiteren existieren den Arbeiten von Frey et al. (1992),
Pugin et al. (1993) und Tobias et al. (1995) zufolge allerdings auch im Plasma gel6ste
CD14-Rezeptoren, die nicht an eine Membran gebunden sind und einen Komplex mit LPS
und LBP bilden. Diese l6slichen CD14-Rezeptoren werden von Zellen, die keinen
CD14-Rezeptor exprimieren, bendtigt, um die LPS-Wirksamkeit zu vermitteln (Loppnow
et al., 1995).

Neben den Uber den CD14-Rezeptor und das LBP vermittelten Effekten des LPS sind

allerdings auch CD14-Rezeptor-unabhangige Signalibertragungen erwdhnt. Weitere
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Membranproteine, die LPS binden kdnnen sind beispielsweise der CD55-Rezeptor oder
die R-Integrine CD11b/CD18 und CD11c/CD18.

Eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion spielten laut den Arbeiten von Wright et al.
(1991a), Lynn et al. (1993), Cohen et al. (1995), Ingalls et al. (1995) und El Samalouti
(1999) die Toll-like Rezeptoren, da der CD14-Rezeptor keine intrazellulare
Signaltransduktionsdoméane besitzt. Daher ist der CD14-Rezeptor lediglich ein Teil des
LPS-Rezeptorkomplexes, der durch Toll-like Rezeptoren vervollstandigt wird, um das
Signal in das Zellinnere zu leiten. Die ,Toll-like Rezeptoren* (TLRs) der Saugetiere sind
Homologe des Transmembranrezeptors Toll der Fruchtfliege Drosophila. Dieser Rezeptor
kontrolliert bei Drosophila die dorsoventrale Achsenformation des Fruchtfliegenembryos
(Hashimoto et al., 1988; Anderson, 2000) und spielt eine Rolle bei der Pilzabwehr
adulter Fruchtfliegen (Meng et al., 1999, Rutschmann et al., 2000). Die TLRs der
Saugetiere dienen der Erkennung von ,pathogen associated molecular patterns* (PAMPS);
dies sind Strukturen, die auf oder in Krankheitserregern vorkommen (Rock et al., 1998).
Die ,Toll-like Rezeptoren* beinhalten eine Familie von Typ | Transmembranrezeptoren,
die durch eine extrazellulare ,leucine-rich repeat“-Doméane (LLR-Doméne) und eine
intrazellulare Domane charakterisiert sind. Die intrazellulare Doméane ist homolog zum
menschlichen IL-1-Rezeptor und wird daher als TOLL/Il-1-Rezeptor-Doméane (TIR-
Domane) bezeichnet. (Hashimoto et al., 1988; Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998).
Bis heute wurden fur Saugetiere 13 verschiedene Rezeptoren entdeckt, die zur TLR-
Gruppe zahlen (Beutler, 2004; Tabeta et al., 2004). Der ,Toll-like Rezeptor 4" (TLR4)
interagiert direkt mit LPS und vermittelt die intrazellulare Signaltransduktion. Wie von
Togbe et al. (2007) dargestellt, war die TLR4 vermittelte Bronchokonstriktion und die
akute inflammatorische Reaktion der Lunge nach LPS-Kontakt abhangig von der
Expression von TLR4, CD14 und MD2. Entscheidend gesteuert wurde diese
Signaliibertragung durch die Adapterproteine , Toll/Interleukin-1 receptor (TIR)-domain-
containing adaptor protein“ (TIRAP) und ,myeloid differentiation factor 88“ (MyD88).
Mause, denen die Proteine TIRAP und MyD88 fehlen, zeigten keinerlei Anzeichen einer
Lungenschadigung nach Kontakt mit LPS (Nagai et al., 2003; Schnyder-Candrian, 2005;
Zughaier et al., 2005; Jeyaseelan et al., 2005; Togbe et al., 2006; Piao et al., 2009).
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Arachidonsaure und ihre Metaboliten

Die Arachidonsaure ist Bestandteil eines in der Plasmamembran vorkommenden
Glycerophospholipids. Die Freisetzung der Arachidonsaure wird durch Hydrolyse Uber
Phospholipase Akatalysiert. Die Substanzen, die aus dem Arachidonsauremetabolismus
entstehen, werden gemal} ihrer biochemischen Nomenklatur Eicosanoide genannt. Die
ersten dieser Substanzen wurden im Sekret der Prostata gefunden und dementsprechend
Prostaglandine genannt (von Euler, 1973). Zur Zeit sind zwei Synthesewege flr die
Hauptsubstanzgruppen bekannt: Der Zyklooxygenaseweg und der Lipoxygenaseweg. Die
Produkte des Zyklooxygenaseweges fallen unter den Oberbegriff Prostanoide.

Uber den Lipoxygenaseweg wird zunachst die 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-
HPETE) gebildet, die das Intermediarprodukt fir die 5-Hydroeicosatetraensaure (5-
HETE) und die Leukotriene A B4, C4, Dy sowie B darstellt. Das Subskript der
Lipoxygenaseprodukte kennzeichnet die Anzahl der Doppelbindungen in diesen
Molekulen. Die Eicosanoide werddan vivo schnell abgebaut und entfalten folglich

parakrin ihre grof3te Wirkung.

Die Produkte des Lipoxygenaseweges haben ein komplexes Aktionsmuster und wirken
teils synergistisch, teils antagonistisch. Nach intraarterieller oder intravendser Gabe von
LTC, und LTD, wird nach einem initialen Blutdruckanstieg eine anhaltende Hypotension
beobachtet (Drazen et al., 1980). Noonan et al. (1986, 1988) beschrieben, dal3 die
Leukotriene, insbesondere das LB Bereich des Kapillarbettes eine Plasmaexsudation
hervorriefen. Darliber hinaus hatte LiJBeine chemotaktische Wirkung auf
polymorphkernige Neutrophile mit nachfolgender Freisetzung weiterer
Entzindungsmediatoren (Noonan et al.,, 1986; Ramos et al., 2005). Auf die
Bronchialmuskulatur wirken die Leukotriene konstriktorisch. Wahrend 4,L0i@ LTDy

eine direkte Wirkung auf die glatten Muskelzellen des Tracheobronchialsystems haben,
steht dieser Effekt beim LTOn Zusammenhang mit der Synthese von Thromboxan A
(Noonan et al., 1986). LT und LTDy besitzen eine vergleichbare biologische Aktivitat,
wohingegen LTEin den meisten biologischen Systemen weniger aktiv ist. Aufgrund der
potenten gefaflRkonstringierenden Wirkung kénnen Leukotriene eine kardiale Ischamie
hervorrufen (Roth et al., 1985). Die Lipoxygenaseprodukte werden in zahlreichen
Zelltypen produziert. Zahlreiche Autoren (Samuelsson et al., 1980, 1987; Bertram et al.,
1988; Amrani et al., 2003; Holgate et al., 2003; Parameswaran et al., 2007) beschrieben
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das Auftreten der Lipoxygenaseprodukte in Parenchymzellen der Lunge,

Makrophagen, Mastzellen, Leukozyten sowie glatten Muskelzellen. In der Regel ist ein
Antigen oder eine proinflammatorische Substanz (z.B. PAF) zur Bildung signifikanter

Mengen von Leukotrienen notwendig.

Erhbhte Konzentrationen der Lipoxygenaseprodukte inklusive 5-HETE wurden von

Ogletree et al. (1981), Olson (1990, 1990) und Maniatis et al. (2008) im Rahmen des

endotoxininduzierten ARDS nachgewiesen.

Ziele der Arbeit

Sepsis ist die Hauptursache flr das endotoxininduzierte ARDS. Infolge der intensiven
Stimulation korpereigener Abwehrmechanismen durch eindringende Mikroorganismen
und insbesondere durch deren Produkte und Bestandteile kommt es zur Beeintrachtigung
von Organfunktionen. Da das Gefal3system der Lunge vom gesamten kardialen Auswurf
durchstromt wird, ist die Lunge ganz besonders von der systemischen inflammatorischen
Kaskade betroffen. In Anbetracht der enormen Bedeutung des Krankheitsbildes ARDS ist
die weitere Aufklarung der Signaltransduktion beim durch Gram-negative Erreger
verursachten  Lungenversagen wichtig flir ein besseres Verstandnis der
pathophysiologischen Verédnderungen und zur Entwicklung neuer therapeutischer

Interventionsmdglichkeiten.

Im Rahmen dieser Arbeit am etablierten Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge

sollten insbesondere folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Sind die Produkte des Lipoxygenaseweges (Leukotriene) an der intrazellularen
Signaltransduktion beim Gram-negativen ,priming“ durch Lipopolysaccharid
beteiligt?

2. Welche Rolle spielen die Isoenzyme der Lipoxygenase beim Gram-negativen
Lpriming“?

3. Welche Wechselwirkungen finden zwischen dem Lipoxygenaseweg und dem
Zyklooxygenaseweg im Rahmen des Gram-negativen ,priming” statt?

4. Spielen im Plasma gel6ste Faktoren eine Rolle beim Gram-positiven ,priming“ durch
Peptidoglykan G und Lipoteichonsaure?
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Zur Beantwortung dieser Fragen wurden isoliert ventilierte und blutfrei perfundierte
Rattenlungen mittels Bestandteilen der Bakterienwand Gram-negativer Bakterien
stimuliert. Sodann wurden bei den stimulierten Rattenlungen die Isoenzyme der
Lipoxygenase sowie das 5-lipoxygenase-activating protein (FLAP) und der Gys LT
Rezeptor/ Cys LFRezeptor durch spezifische Inhibitoren gehemmt. Die Reaktion der
isolierten Rattenlunge auf die Stimulation und die Inhibitoren wurde durch kontinuierliche
Messung des pulmonalarteriellen Drucks, des Beatmungsdrucks und des Lungengewichts
aufgezeichnet. Das Perfusat wurde mittels ELISA-Technick untersucht und die
Konzentrationen der Arachidonsauremetaboliten Thromboxan I kBostaglandin £
6-keto-Prostaglandin 15 Leukotrien G und Leukotrien Egemessen. Die ermittelten

Messwerte wurden statistisch ausgewertet.
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4  Material und Methodik

4.1 Material
4.1.1 Tiere

Als Versuchstiere wurden mannliche CD-Ratten (Sprague Dawley) mit einem
Korpergewicht von 350-400 g verwendet. Die Tiere wurden von Charles River (D-
Sulzfeld) bezogen. Die durchgefuhrten Versuche wurden als anzeigepflichtige
Experimente beim Regierungsprasidium Giel3en angezeigt und von diesem genehmigt.
Die Haltung sowie alle experimentellen Verfahren wurden in Ubereinstimmung mit dem
Deutschen Tierschutzgesetz durchgefuhrt. Die Haltung der Ratten erfolgte auf
Labortiereinstreu aus Hobelspanen in Hoch-Temperatur-Polysulfon-Kéafigen mit einer
Grundflache von 1500 cm?. Es wurden jeweils maximal 5 Tiere in einem Kafig gehalten.
Leitungswasser und Nagetierfutter standead libitum zur Verfigung. Die
Raumtemperatur des Versuchstierstalls betrug 22 - 24 °C, die Luftfeuchtigkeit 55 - 60 %.

Die Hell-Dunkel-Periode lag bei jeweils zwdlf Stunden.

4.1.2 Pharmaka

Pentobarbital (Narcor&pwurde in einer Dosierung von 107 mg/kg KGW verwendet, um
die Versuchstiere zu narkotisieren. Die Applikation erfolgte intraperitoneal. Mit 1,5 ml
Lidocain (Xylocaiff 2%) subcutan erfolgte die Lokalanasthesie im pratrachealen
Bereich. Zur Koagulationsprophylaxe wurde Heparin (Liqué&nim einer Dosierung von

2700 I.E./kg KGW intravends injiziert. Zur Desinfektion des Pré&parationsfeldes wurde
eine Jod-PVP-Loésung (Braufipl verwendet. Als Perfusionslosung fiir die isoliert
perfundierte Rattenlunge wurde eine Krebs-Henseleit-Pufferlésung (Elektrolytlosung 1/3;
Serag-Wiessner, D-Naila) verwendet mit der folgenden Zusammensetzung: NaCl (125
mM), Glucose (13,32 mM), KCI (4,3 mM), Caf2H,0 (2,4 mM), MgC}*6H,0 (1,3

mM), KH,PO, (1,1 mM). Die verwendete Pufferlésung wurde steril und pyrogenfrei

geliefert.

4.1.3 Lipopolysaccharid

Zur Auslosung des Gram-negativen ,priming“ wurde ein Lipopolysaccharid (LPS,
Cytogen, D-Bodenheim) vorSalmonella abortus equiS-Form) verwendet. Das
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Bakterientoxin wurde in physiologischer Kochsalzlésung gelést und in allen Versuchen

mit Gram-negativem ,priming® in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt.

4.1.4 Lipoteichonsaure und Peptidoglykan

Fur die Versuchsreihen mit Gram-positivem ,priming“ wurde Lipoteichonsaure (LTA)
von Staphylococcus aureuéSigma, D-Deisenhofen) und Peptidoglykan (PepG) von
Staphylococcus aureus(Fluka, CH-Buchs) verwendet. Zum Einsatz kamen
Konzentrationen von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG. Die Lésung der
Lipoteichonsaure (LTA) und des Peptidoglykans (PepG) erfolgégua ad injectabilia.

Das Losungsmittel wurde vom Hersteller auf Pyrogenfreiheit getestet.

4.1.5 Inhibitoren der Lipoxygenase
4.1.5.1 CDC

CDC (Cinnamyl-3,4-Dihydroxy-Cyanocinnamat) ist ein Inhibitor der 12-, 15- uret d
5-Lipoxygenase. CDC wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und in
Konzentrationen von 1 uM/L, 5 uM/L und 20 pM/L verwendet.

In geringer Dosierung ist CDC ein selektiver Hemmstoff der 12-Lipoxygenase (Cho et al.,
1991). Die bei den hier vorgestellten Untersuchungen verwendeten Konzentrationen
wurden jedoch so gewahlt, das alle Isoenzyme der Lipoxygenase gehemmt wurden.
CDC wurde von Oxford Biomedical Research (USA-Oxford, Michigan) bezogen.

In vorhergehenden Untersuchungen wurde festgestellt, da? die alleinige Zugabe des
Losungsmittels DMSO keinen EinfluR auf den pulmonalarteriellen Druck, den

Beatmungsdruck und das Gewicht hat.

4.1.5.2 Gossypol

Gossypol hemmt selektiv die 12-Lipoxygenase und die 15-Lipoxygenase. Die Lésung
erfolgte in Ethanol und es wurden Konzentrationen von 0,5 puM/L und 1 pM/L
eingesetzt. Gossypol wurde von Oxford Biomedical Research (USA-Oxford,
Michigan) bezogen.
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Das Ldsungsmittel Ethanol wurde auf seine Wirkung auf pulmonalarteriellen Druck,
Beatmungsdruck und Gewicht untersucht. Hierbei ergab sich, dal3 die alleinige Zugabe

von Ethanol in das Perfusat die gemessenen Parameter nicht beeinfluf3te.

4.1.5.3 Kaffeesaure

Kaffeesaure  (3-4-Dihydroxycinnamat) ist ein  selektiver  Inhibitor  der
5-Lipoxygenase. Sie wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st und in Konzentrationen
von 1 puM/L, 10 pM/L und 20 pM/L verwendet. Kaffeesdure wurde von Oxford
Biomedical Research (USA-Oxford, Michigan) bezogen.

4.1.5.4 Baicalein

Baicalein (5,6,7-Trihydroxyflavon) ist ein selektiver Hemmstoff der 12-Lipoxygenase.
Gelost wurde Baicalein in Dimethylsulfoxid (DMSO) und fand in einer Konzentration
von 5 uM/L Anwendung. Baicalein wurde von Oxford Biomedical Research (USA-

Oxford, Michigan) bezogen.

4.1.5.5 MK-886

MK-886 (L-663,536) ist ein selektiver Inhibitor des 5-Lipoxygenase aktivierenden
Proteins (FLAP) und unterbindet so die Aktivierung der 5-Lipoxygenase. Die Ldsung
erfolgte in Dimethylsulfoxid (DMSO) und es wurde eine Konzentration von 5 uM/L

verwendet. MK-886 wurde von Biomol (USA-Plymouth Meeting, Pennsylvania) bezogen.

4.1.5.6 L-655,238

L-655,238 (REV-5901 para isomewn/Pentyl-3-(2-Quinolinylmethoxy)-Benzomethanol)
hemmt ebenfalls das 5-Lipoxygenase aktivierende Protein (FLAP). Gelost wurde
L-655,238 in Dimethylsulfoxid (DMSO) und es wurde in einer Konzentration von 30
MM/L  eingesetzt. L-655,238 wurde von Biomol (USA-Plymouth Meeting,

Pennsylvania) bezogen.
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4.1.5.7 Bay-u9773

Bay-u9773 ist ein Antagonist der Leukotrien-Rezeptoren Cys und Cys LD. Die
Losung erfolgte in Dimethylsulfoxid (DMSO) und Bay-u9773 kam in einer Konzentration
von 1 puM/L zur Anwendung. Bay-u9773 wurde von Biomol (USA-Plymouth Meeting,

Pennsylvania) bezogen.

Tabelle 2 enthalt eine Ubersicht tUber die verwendeten Inhibitoren, sowie deren

Zielenzyme.

Cys

Inhibitor 5-LOX 12-LOX 15-LOX FLAP LT/LT,

CDC X X X

Gossypol X X

Kaffeesaure X

Baicalein X
L-655,238 X
MK-886 X
Bay-u9773 X

Tabelle 2: Verwendete Inhibitoren und deren Zielenzyme beziehungsweise Rezeptorproteine.

Im Rahmen der durchgefiihrten Hemmstoffversuche wuden verschiedene Hemmstoffe der Lipoxygenase
eingesetzt. Einige davon hemmen alle drei Isoenzyme der Lipoxygenase, andere wiederum sind spezifische
Hemmstoffe fur nur ein Isoenzym. Desweiteren wurden auch Inhibitoren verwendet, deren Zielstruktur das
FLAP oder Leukotrienrezeptoren (Cys [T ,) sind.

4.1.6 Arachidonsaure

Arachidonsaure (AA) ist das zentrale Molekuil in der Biosynthese der Eicosanoide mit
deren weitreichenden physiologischen und pathologischen Effekten. Aus der
Arachidonsaure  entstehen vor allem die Prostazykline, Prostaglandine,
Thromboxane und die Leukotriene. Die Synthese der Leukotriene wird von den
Lipoxygenase-Isoenzymen katalysiert, wobei als Zwischenprodukt die

Hydroxyperoxyeicosatetraensaure (HpETE) entsteht, die dann durch verschiedene
Enzyme weiter zu den aktiven Mediatoren metabolisiert wird. Die verwendete

Arachidonsaure wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st und in allen Versuchen in
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einer Konzentration von 10 puM/L verwendet. Arachidonsédure wurde als freie Saure

bezogen von Sigma, D-Deisenhofen.

Abbildung 1: Strukturformel der Arachidonséaure.
Die Arachidonséure ist das zentrale Molekil in der Biosynthese der Leukotriene. Die Entstehung der
Leukotriene wird von den Lipoxygenase-Isoenzymen katalysiert.

4.1.7 ELISA
4.1.7.1 Bestimmung von Prostaglandin &keto-Prostaglandin £ und Thromboxan B

Die Metaboliten des Zyklooxygenaseweges wurden jeweils mit ,enzyme-linked
immunosorbent assays“ (ELISA) auf Grundlage der kompetetiven Bindungstechnik
bestimmt.

Hierbei konkurrierten die jeweils zu messenden Metaboliten des Zyklooxygenase-
weges (PGE 6-keto-PGE,, TXB2) mit einer definierten Menge von mit Alkalischer
Phosphatase markierten PGE-keto-PGE, und TXB; (AP-PGE, AP-6-keto-PGE,, AP-

TXB,;) um Bindungsstellen an einem spezifischen Antikérper. Wahrend der
Inkubationszeit band dieser spezifische Antikbrper an einen Anti-Antikorper, der an die
Mikroplatte gebunden ist. Nach der Inkubation wurde in mehreren Waschvorgangen
Uberschissiges Konjugat und ungebundene Probe entfernt. Daraufhin wurde in die
einzelnen Vertiefungen der Mikroplatte p-Nitrophenylphosphat (pNPP) in gepufferter
Losung pipettiert, um die Aktivitat der gebundenen Enzyme (mit Alkalischer Phosphatase
markiertes PGE 6-keto-PGE,, TXB,) zu bestimmen. p-Nitrophenylohosphat (pNPP)
diente als chromogenes Substrat und wurde von der alkalischen Phosphatase durch
Abspaltung eines Phosphatrestes vom farblosen Nitrophenylphosphat in gelbes p-
Nitrophenol umgewandelt. Hierbei kam es zu einem Farbumschlag der initial farblosen
Substratlésung, wobei die Farbintensitat umgekehrt proportional zum Gehalt ven6PGE
keto-PGk, und TXB; in der jeweiligen Probe war. Nach einer weiteren Inkubationsphase

wurde die Farbentwicklung durch Zugabe von Trinatrium-Phosphat (TSP) abgestoppt und
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mit einem Photometer die Absorption bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen.
Mittels einer Standardkurve wurde der Gehalt an R 6keto-PGIg, und TXB; ermittelt.

Die ,enzyme-linked immunosorbent assays” (ELISA) zur Bestimmung von,F8aketo-

PGR, und TXB wurden von R&D Systems, D-Wiesbaden bezogen. Die
Probenvorbereitung und die Messungen wurden nach der Versuchsanleitung des
Herstellers durchgefihrt.

OH
"E/\/\COOH
, %
HO OH

Abbildung 2: Strukturformel von 6-keto-PGF .
Das 6-keto-Prostaglandien,wird Uber den Zyklooxygenaseweg aus Prostaglandin H2 gebildet und steuert
zahlreiche pysiologische und pathologische Funktionen in seinen Zielorganen .

4.1.7.2 Bestimmung von Leukotrienu®d Leukotrien

Die Eicosanoide Leukotrien,@ind Leukotrien & wurden ebenfalls mit ,enzyme-linked
immunosorbent assays“ (ELISA) auf Grundlage der kompetetiven Bindungstechnik
bestimmt.

Hierbei konkurrierten die jeweils zu messenden Leukotriene LTE,) mit einer
definierten Menge von mit Acetylcholinesterase markierten Leukotrienen
(AChE-LTCJ/AChE-LTE;)) um eine begrenzte Anzahl von Leukotrien-spezifischen
Antikérpern. Da die Menge der markierten Leukotriene (AChE4AChE-LTE,) stets
konstant blieb, die Konzentration der zu bestimmenden Leukotriene/(LTES) aber

von Probe zu Probe variierte, war die Menge der an den Leukotrien-spezifischen
Antikdrper gebundenen markierten Leukotriene (AChE-UAChE-LTE;) umgekehrt
proportional zur Konzentration der zu bestimmenden Leukotriene4LTE,).

Die entstandenen Antikorper-Leukotrien-Komplexe banden wahrend der Inkubationszeit
an einen auf der Mikroplatte befindlichen Anti-Antikrper. Nun folgten mehrere
Waschvorgange, um ungebundene Reagenten von der Mikroplatte zu entfernen. Danach
wurde Ellman’'s Reagenz, in die einzelnen Vertiefungen der Mikroplatte pipettiert.
Ellmann’s Reagenz enthielt Acetylthiocholin und 5,5’-dithio-bis-(2-Nitrobenzolsaure).
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Aus Acetylthiocholin entstand Thiocholin durch hydrolytische Spaltung mittels
Acetylcholinesterase.

Thiocholin  reagierte  mit  5,5-dithio-bis-(2-Nitrobenzolsaure) zu  5-thio-2-
Nitrobenzolsaure, die eine spezifische gelbe Farbe aufwies. Deren Absorption wurde
photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Die gemessene Farbintensitat
war umgekehrt proportional zur Menge der in der zu messenden Probe enthaltenen
Leukotriene (LTG/LTE,4). Die ,enzyme-linked immunosorbent assays“ (ELISA) zur
Bestimmung von Leukotrien ,Cund Leukotrien E wurden von Cayman Chemical
Company, USA-Ann Arbor, Ml bezogen. Die Probenvorbereitung und die Messungen
wurden nach der Versuchsanleitung des Herstellers durchgefuhrt.

4.2 Methodik
4.2.1 Schlauchsystem fir die Lungenperfusion

Zur Vorbereitung des Versuchsaufbaus wurde das gesamte Schlauchsystem unter sterilen
Bedingungen aufgebaut und zu Beginn mit zwei Liter Aqua ad injectabilia gespult; dabei
wurde die Temperatur auf 4° Celsius eingestellt. Durch Abklopfen der Schlauche in
Flurichtung wurde sichergestellt, dal’ sich keine Luftblasen im System befAuoden.

ad injectabilia wurde Uber das doppelwandige Perfusatgefald entfernt und sodann das
System mit einem Liter Elektrolytlosung 1/3 (Serag-Wiessner, D-Naila) unter
Zugabe von 84 ml 8,4 % Natriumhydrogencarbonatldsung (Serag-Wiessner, D-Naila)
geflllt und gespdult. Vor Versuchsbeginn wurde Uberschiissiges Perfusat verworfen, so dal3

die vorgegebene Menge von 100 ml im Schlauchsystem zirkulierte.

Die Perfusion der isolierten Rattenlunge wurde mit einem aus zwei voneinander
getrennten Kreislaufen bestehenden Schlauchsystem durchgefuhrt. Ein Kreislauf wurde
zur Temperierung des Schlauchsystems genutzt. Ausgehend von der Thermomix-
Frigomix-Kombination (B.Braun, D-Melsungen) durchstromte die zur Temperierung
genutzte Flussigkeit hintereinander die aul3ere Kammer der beiden doppelwandigen
Perfusatreservoire, des Miniklhlers sowie der Organkammer (alle drei: Glasbléaserei der
Justus-Liebig-Universitat, D-Gie3en), um dann wieder in die Thermomix-Frigomix-
Kombination zu gelangen.

Der andere Kreislauf wurde fur die Zirkulation des Perfusats genutzt (Abb. 3). Ausgehend

von der inneren Kammer der beiden, eine kontinuierliche Perfusion auch beim
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Perfusatwechsel gewahrleistenden, doppelwandigen Perfusatreservoire wurde das Perfusat
durch die in das Schlauchsystem integrierte Pumpe (Cole Parmer Instrument Co., USA-
Chicago) zur Lunge beférdert. Unmittelbar vor Eintritt in die isolierte Lunge durchstromte
das Perfusat den Minikiihler sowie eine Blasenfalle, um eventuell vorhandene Luftblasen
abzufangen, und damit eine Embolisierung des isolierten Organs zu verhindern. Der
Zufluld des Perfusats in die isolierte Lunge erfolgte Uber den an das Schlauchsystem
angeschlossenen Pulmonaliskatheter (Hugo Sachs Elektronik, D-March-Hugstetten); der
Abflu’ wurde durch den an das Schlauchsystem angeschlossenen Katheter (Hugo Sachs
Elektronik, D-March-Hugstetten) in der linken Herzkammer gewéhrleistet. Analog zu den
Verhaltnissen im lebenden Tier konnte also auch das Schlauchsystem zur Organperfusion

in einen arteriellen und einen vendsen Schenkel unterschieden werden.

Nach Durchstromung des isolierten Organs konnte das Perfusat entweder verworfen
werden oder es gelangte im Zirkulationsmodus zurick in das doppelwandige
Perfusatreservoir. Im Zirkulationsmodus befanden sich 100 ml Perfusat im
Perfusionssystem, davon 30 ml im eigentlichen Schlauchsystem und 70 ml in den
Doppelwandgefal3en (Abb. 3).

Zur Messung und kontinuierlichen Aufzeichnung des pulmonalarteriellen und
linksventrikularen Druckes wurden blasenfrei mit Perfusatflissigkeit geftllte Schlauche in
das Schlauchsystem integriert. Diese Innenkatheter verliefen innerhalb des zur Perfusion
genutzten Schlauchsystems und endeten im arteriellen Schenkel unmittelbar vor dem
Pulmonaliskatheter. Im ventsen Schenkel endete der Innenkatheter unmittelbar vor dem
linksventrikularen Katheter. Beide Innenkatheter waren jeweils an einen Druckaufnehmer
(B.Braun, D-Melsungen) angeschlossen und erméglichten so nach Verstarkung mit einem
Bruckenverstarker (Fa. WPI, Harry Fein, D-Berlin) eine kontinuierliche Registrierung der
Melwerte. Die verwendeten Schlauchsysteme wurden mit Formaldehyd gassterilisiert und
die DoppelwandgefalRe wurden hitzesterilisiert. Initial war das zirkulierende Perfusat

also frei von Endo- oder Exotoxinen.

Die Beatmung des isolierten Organs erfolgte Uber die in der Trachea fixierte
Trachealkanlile (Hugo Sachs Elektronik, D-March-Hugstetten), die mit einem
Beatmungsschlauch mit dem Beatmungsgerat (Hugo Sachs Elektronik, D-March-

Hugstetten) verbunden war. In den Beatmungsschlauch war ebenfalls ein Innenkatheter
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integriert, der unmittelbar vor der Trachealkanile endete und mittels eines
Druckaufnehmers die kontinuierliche Messung und Aufzeichnung des Beatmungsdruckes
ermoglichte. Desweiteren war der Beatmungsschlauch an dieQG€le (Messer

Griesheim, D-Siegen) angeschlossen, wodurch die geregelte und kontinuierliche

Beimischung von Kohlendioxid zur Beatmungsluft ermoglicht wurde (Abb. 3).

4.2.2 Die isoliert perfundierte Rattenlunge

Die Ratten wurden zunachst durch intraperitoneale Applikation von Pentobarbital
(Narcoreff, 107mg/kg KGW) narkotisiert und nach Eintritt der Narkose in Riickenlage
zur Praparation fixiert. Das Praparationsfeld wurde mit Jod-PVP-Lésung (Bfaunol
desinfiziert und daraufhin 1,5 ml Lidocain (Xyloc&i8%) zur Infiltrationsanasthesie im
pratrachealen Bereich subkutan injiziert.

Die Haut sowie die pratracheale Quaddel wurden sodann entfernt unkerdrale
Halsmuskulatur nach vorsichtiger Praparation déhyroidea freigelegt. Nach
Durchtrennung der Muskelschichten wurde @rachea dargestellt und mittels Incision
zwischen zwei Trachealspangen eréffnet. Sogleich wurde die Trachealkanile eingefuhrt
und mit einem Faden fixiert. Die eingefihrte Kanlle wurde sofort (ber ein
Schlauchsystem mit dem Beatmungsgerat verbunden.

Sodann wurde durch Entfernung der Haut die Bauchmuskulatur dargestellt, und die
Bauchhohle mittels Scherenschlag unterhalb Xgshoids erdffnet. Daraufhin wurde
nach Anbringung seitlicher Entlastungsschnitte entlang des Rippenbogens die Bauchdecke
entlang der Medianen bis vor die kraniale Beckenapertur durchtrennt und aufgeklappt.
Zur Koagulationsprophylaxe erfolgte die Injektion von Heparin (Liqu&n2700 I.E./kg

KGW) in die Vena renalis sinistra. Nun wurde die Pleurahdhle durch Incision des
Diaphragmasunterhalb deXyphoidser6ffnet und das Zwerchfell vorsichtig entlang der
Thoraxwand abprapariert. Unmittelbar nach Er6ffnung der Pleurahdhle erfolgte die
Beatmung der Lunge mit einem positiven endexpiratorischen Druck (PEEP) von 3 cm
Wassersaule. Die Beatmungsluft bestand aus mjta@@ereicherter Raumluft (4 % GO

17 % Q, 79 % N). Unter Schonung der Lunge und der parasternal verlaufenden Gefal3e
wurde midsternal thorakotomiert und sodann der eroffiié@ax unter Zuhilfenahme

von zwei Klemmen zu beiden Seiten gespreizt.

Daraufhin erfolgte die Entfernung deerikards noch vorhandener Pleuraanteile sowie

des Thymus. Zur weiteren Préparation wurde das Herz mithilfe einer Klemme an der
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Herzspitze fixiert und der Abgang dArteria pulmonalisaus der rechten Herzkammer
dargestellt. Um die Gefal3stamme deteria pulmonalisund derAorta ascendeng/urde

eine Ligatur gelegt und sodann die rechte Herzkammer im oberen Anteil er6ffnet.
Unmittelbar danach wurde der an das Schlauchsystem angeschlossene Pulmonaliskatheter
in die Arteria pulmonaliseingefiihrt und mittels der zuvor angebrachten Ligatur fixiert.
Sofort nach der Fixation des Katheters in der Lungenarterie wurden beide Herzkammern
durch die Abtrennung der Herzspitze er6ffnet, um eine Stauung im pulmonalen
Stromgebiet zu vermeiden. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die pulsatile Perfusion der Lunge
mit einer Flussgeschwindigkeit von 4 ml/min.

Dann wurde die beatmete und perfundierte Lunge ausTderax herausprapariert und

an der Wagezelle (Hottinger Baldwin Messtechnik, D-Darmstadt) aufgehangt. Danach
wurde Uber die erdffnete Herzspitze ein weiterer Katheter in die linke Herzkammer
eingefuhrt und mittels einer Ligatur so fixiert, daf} seine Spitze gerade im Wikam

lag. Als nachstes wurde nun der linksventrikulare Katheter blasenfrei mit dem venésen
Schenkel des Schlauchsystems verbunden. Nun konnte das Perfusat im Schlauchsystem
zirkulieren und die im System befindliche isolierte Rattenlunge durchstrémen.

Sodann wurde die isoliert perfundierte Rattenlunge in die doppelwandige, feuchte
Organkammer eingebracht und die Temperatur der die Lunge durchstrémenden
Perfusatfllissigkeit sowie die Temperatur in der Organkammer kontinuierlich von initial
4° Celsius auf 37° Celsius gesteigert. Zeitgleich erfolgte die kontinuierliche Steigerung
der pulsatilen Perfusion von 4 ml/min auf 13ml/min. Wahrend dieser Phase wurde standig
neues Perfusat in das System gegeben und nach Durchstromung der Lunge verworfen.
Hierdurch wurde sichergestellt, da? unerwiinschte Blutbestandteile aus dem Gefal3system
der Lunge ausgewaschen wurden.

Nach Erreichen der vorgegebenen Werte fur Temperatur, Durchflul3geschwindigkeit und
Wasserstoffionenkonzentration wurde das Perfusionssystem auf Zirkulation gestellt, so
dal3 ab diesem Zeitpunkt weder Perfusat in das System gegeben, noch aus dem System
entfernt wurde. Von nun an wurde die isolierte Lunge kontinuierlich mit einer
Perfusatmenge von 100 ml perfundiert. Vor dem Beginn der nun folgenden 30-minitigen
Vorlaufphase wurde die Lunge noch durch zweimaligen Verschlul3 des
Exspirationsschlauches fir die Dauer von zwei Atemzugen geblaht, um eventuell

vorhandene Atelektasen zu 6ffnen.
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Abbildung 3: Schemazeichnung des Versuchsaufbaus der isoliert ventilierten und blutfrei
perfundierten Rattenlunge.

Im Zentrum des Versuchsaufbaus befindet sich die isolierte Rattenlunge. Unterhalb des Organs sind die zur
blutfreien Perfusion verwendeten Gerate schematisch dargestellt. Die Pfeile symbolisieren die
FluBrichtung des Perfusats. Oberhalb des isolierten Organs ist die Beatmungspumpe zur Ventilation, sowie
die verwendeten MeRinstrumente dargestellt. Die gestrichelten Pfeile symbolisieren den Datenfluf3.
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Der pH-Wert des Perfusats wurde sowohl wahrend des Einstellens der Perfusattemperatur
und der Flussgeschwindigkeit als auch wahrend der Vorlaufphase und der eigentlichen
Versuchszeit mit Hilfe des BlutgasmefRgerates (Radiometer, NL-Copenhagen) in
regelmafigen Abstanden kontrolliert. Unmittelbar nach der Lungenpréparation lag der
pH-Wert um 7,1. Beim Erreichen des Temperaturoptimums und der korrekten
Durchflugeschwindigkeit erreichte auch der pH-Wert sein Optimum von 7,35. Zur
Erhaltung eines optimalen Milieus flur die isolierte Lunge wurde der pH-Wert konstant auf
Werte zwischen 7,32 und 7,37 eingestellt. Eventuell auftretende Abweichungen des pH-
Wertes wurden durch Steigerung beziehungsweise Drosselung dezZu@i@r zur
Beatmungsluft korrigiert.

Eine genaue Auflistung und Bezeichnung der fur den Versuchsaufbau ,lsoliert
perfundierte Rattenlunge“ verwendeten Gerate und Materialien befindet sich im Anhang
dieser Arbeit.

4.2.3 ,priming“ mit LPS und LTA/PepG

Zum Gram-negativen ,priming* der isoliert perfundierten Rattenlunge wurde zum
Zeitpunkt t=0 10 pg/ml gelostes Lipopolysaccharid in das doppelwandige
Perfusatreservoir verabreicht (Abb. 4a). Der Zeitpunkt und die verabreichte Menge an
LPS war bei allen Versuchen einheitlich.

Lipoteichonsaure (LTA) und Peptidoglykan (PepG) wurden zum Zweck des Gram-
positiven ,priming” gleichfalls immer zum Zeitpunkt t=0 in das Perfusat gegeben. Die
Kombinationen von LTA und PepG wurden bei den unterschiedlichen Versuchsgruppen
variiert. Einen Uberblick Uber die verwendeten Konzentrationen gibt Tabelle 4. Der

Versuchsablauf ist in Abbildung 4b schematisch dargestellt.

4.2.4 Verabreichung von LOX-Inhibitoren

Die verwendeten Inhibitoren der Lipoxygenase-lsoenzyme wurden in den jeweiligen
Konzentrationen zu genau definierten Zeitpunkten in das doppelwandige Perfusatreservoir
gegeben. Hierdurch wurde eine gleichméaRige Verteilung in der gesamten Perfusatmenge
und ein kontrollierter Wirkungseintritt an der isoliert perfundierten Lunge gewahrleistet.

Entsprechend des Wirkmechanismus der einzelnen Substanzen wurden verschiedene
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Applikationszeitpunkte gewahlt; innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen wurde dieser
in Vorversuchen ermittelte Applikationszeitpunkt allerdings nicht variiert. Tabelle 3
beinhaltet einen Uberblick Uber die verwendeten Inhibitorkonzentrationen und den
Zeitpunkt der Zugabe in das zirkulierende Perfusat. Weiterhin wird in den Abbildungen
4a und 4b der genaue zeitliche Ablauf der Wirkstoffzugabe im Versuchsaufbau
dargestellt.

Inhibitor Konzentration in uM/L | Zeitpunkt in min
CDC 1 110
CDC 5 110
CDC 20 110

Gossypol 0,5 110
Gossypol 1 110
Kaffeesaure 1 90
Kaffeesaure 10 90
Kaffeeséure 20 90
Baicalein 5 90
MK-886 5 90
L-655,238 30 90
Bay-u9773 1 90

Tabelle 3: Einteilung der Versuchsgruppen zum Gram-negativen ,,priming"“.

Die verwendeten Inhibitoren der Lipoxygenase-lsoenzyme wurden in unterschiedlichen Konzentrationen
und zu unterschiedlichen Zeitpunkten eingesetzt. Bei einigen Hemmstoffen ist die selektive Hemmung
unterschiedlicher Lipoxygenase-lsoenzyme von der Konzentration des eingesetzten Inhibitors abh&angig.
Andere Hemmstoff wirken unabhéngig von ihrer Konzentration spezifisch auf bestimmte Lipoxygenase-
Isoenzyme oder auf Leukotrienrezeptoren.
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Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uber die verwendeten Substanzen und deren

Konzentrationen bei den Versuchen zum ,,Gram-positiven priming®“.

LTA- PepG- . .
Plasma- L L Zeitpunkt in
L Konzentration in | Konzentration in .
konzentration in % min
pg/ml pg/ml
0,0 / / /
15 20 / 0
15 / 20 0
15 20 20 0

Tabelle 4: Einteilung der Versuchsgruppen zum Gram-positiven ,,priming".

Beim Gram-positiven ,priming® wurden Versuche mit Plasmazugabe in die Perfusionslésung
durchgefuhrt. Desweiteren wurden unterschiedliche Kombinationen von Lipoteichonsdure (LTA) und
Peptidoglykan (PepG) eingesetzt.

4.2.5 Verabreichung von Arachidonsaure

Arachidonsaure wurde zum Zeitpunkt t=120 min in das Perfusatgefald gegeben. Hierbeli
wurde bei allen Versuchen immer der gleiche Zeitpunkt gewahlt. Die Abbildungen 4a
und 4b beinhalten sowohl einen Uberblick tber den Zeitpunkt der Arachidonsauregabe
beim Gram-negativen und Gram-positiven ,priming*, als auch eine komplette Ubersicht
Uber den zeitlichen Ablauf aller durchgefuhrten Versuche. In allen Versuchen wurde mit

10 uM/L AA eine einheitliche Konzentration verwendet.
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Abbildung 4a: Schematischer Versuchsablauf mit Zeitpunkten der Substanzgabe in das Perfusat
beim Gram-negativen ,priming"“.

Die isoliert perfundierten Rattenlungen wurden ab dem Zeitpunkt 0 min durch die Zugabe von LPS zum
Perfusat stimuliert. Zum Zeitpunkt 120 min wurde dem Perfusat Arachidonsdure zugefligt. Die
Verabreichung von Kaffeesaure (1 uM/L, 10 uM/L, 20 uM/L) Baicalein (5 uM/L), MK-886 (5 uM/L), L-
655,238 (30 uM/L) und Bay u-9773 (1 puM/L) zur Perfusionslosung erfolgte zum Zeitpunkt 90 min. CDC
(1 uM/L, 5 pM/L, 20 pM/L) und Gossypol (0,5 uM/L, 1 pM/L) wurden dem Perfusat jeweils zum
Zeitpunkt 110 min zugegeben. Zu den Zeitpunkten 0 min, 60 min, 120 min, 122 min und 125 min erfolgte
jeweils die Entnahme einer Perfusatprobe zur Messung der AA-Metabolite mittels ELISA.
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Abbildung 4b: Schematischer Versuchsablauf mit Zeitpunkten der Substanzgabe in das Perfusat
beim Gram-positiven ,priming".

Zum Zeitpunkt -5 min wurde dem Perfusat 1,5 ml Plasma zugegeben. Die isoliert perfundierten
Rattenlungen wurden ab dem Zeitpunkt O min durch die Zugabe von LTA und/oderPepG zum Perfusat
stimuliert. Zum Zeitpunkt 120 min wurde dem Perfusat Arachidonsaure zugefuigt. Die Verabreichung von
Kaffeesaure (10 puM/L) zur Perfusionslésung erfolgte zum Zeitpunkt 90 min. Gossypol (1 pM/L) wurde
dem Perfusat zum Zeitpunkt 110 min zugegeben. Zu den Zeitpunkten 0 min, 60 min, 120 min, 122 min und
125 min erfolgte jeweils die Enthnahme einer Perfusatprobe zur Messung der AA-Metabolite mittels ELISA.
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4.2.6 Probenentnahme und Probenanalyse

Wahrend der Versuche wurde jeweils 1 ml des Perfusats zu den Zeitpunkten 0, 60, 120,
122 und 125 min als Probe gewonnen. Der zeitliche Ablauf der Probennahme ist in den
Abbildungen 4a und 4b schematisch dargestellt. Die jeweils entnommene Probe wurde in
drei Teilproben a 333 pl aliquotiert und diese Teilproben in flissigem Stickstoff

gefroren. Diese Proben wurden bei einer Temperatur von -80° Celsius, respektive -20°
Celsius gelagert. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben dann, wie in Kapitel 4.1.8

beschrieben, mittels ELISA-Technik auf Metabolite der Arachidonsaure untersucht.

4.2.7 Versuchsprotokollierung

Die Parameter pulmonalarterieller Druck (PAP), linksventrikularer Druck (LVP) und
Beatmungsdruck (VP) wurden mittels Combitrans-Transducer gemessen; das
Gewicht wurde durch eine elektronische Wagezelle mit nachgeschaltetem Melverstarker
(Hottinger Baldwin Messtechnik, D-Darmstadt) bestimmt. Alle Mel3werte wurden durch
einen 4-Kanal-Bruckenvestarker (Fa. WPI, Harry Fein, D-Berlin) vestarkt und mithilfe
des Aufzeichnungsprogramms ,Labtech Notebook-Software* (Spectra Computersysteme,
D-Leinfelden-Echterdingen) kontinuierlich aufgezeichnet. In Abbildung 5 wird
exemplarisch das ausgedruckte MeR3protokoll dargestellt; hierbei handelt es sich um einen
Kontrollversuch zum Gram-negativen ,priming“. Zum Zeitpunkt t=0 wurden 10 pg/ml
LPS in das Perfusat gegeben und nach zweistindiger Inkubation erfolgte zum Zeitpunkt
t=120 min die Gabe von 10 pM/L Arachidonsaure. Nach Versuchsende wurden die
Melprotokolle gespeichert und ausgedruckt.

Auf einem zusatzlichen Protokollblatt wurde der genaue Versuchsaufbau mit den jeweils

benutzten Substanzen sowie die gemessenen Werte vermerkt.
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Abbildung 5: Ausdruck des MefRprotokolls.

Das Mel3protokoll gibt Auskunft Uber den Verlauf des Versuchs; dargestellt ist ein Kontrollversuch. Der
Zeitraum von -30 min bis 0 min diente als Vorlaufkontrolle. Die oberste Verlaufskurve stellt die
Entwicklung des pulmonalarteriellen Drucks in der Vorlaufphase und im gesamten Versuchszeitraum dar.
Darunter ist die Messung des linksventrikularen Drucks protokolliert. Die dritte Verlaufskurve gibt
Auskunft Gber die Entwicklung des Beatmungsdrucks Uber den gesamten Versuchszeitraum und in der
untersten MeRkurve ist die Gewichtsveranderung der isoliert perfundierten Rattenlunge dargestellt. Die
Anstiege zum Zeitpunkt t=120 min sind durch die Zugabe AA bedingt.

4.2.8 Auswertung und Statistik

Von den ausgedruckten Melprotokollen wurden fir jeden Versuch festgelegte Werte
abgelesen. Der Wert des PAP wurde zu den Zeitpunkten t=0 min, t=60 min und t=120 min
abgelesen. Etwaige Veranderungen des PAP im Zeitraum von t=0 min bis t=120 min
wurden ebenfalls registriert. Desweiteren wurde die Verdndemihglgr Werte PAP,

LVP, VP, W im Zeitraum t=0 min bis t=120 min gemessen, um einen stérungsfreien und
konstanten Verlauf des Versuches zu verifizieren. Au3erdem wurde die Verandgrung (
der Werte PAP, LVP, VP und W jeweils vom Zeitpunkt t=120 min bis zum dem
Zeitpunkt gemessen, an dem der Ausschlag der Mel3kurve des pulmonalarteriellen Drucks
am hochsten war. Die absoluten Werte des Gewichts der isoliert perfundierten
Rattenlunge wurde jeweils zu den Zeitpunkten t=-30 min, t=120 min, t=130 min und zum
Zeitpunkt des hochsten Anstiegs der Mel3kurve des Wertes W gemessen.

Alle so erhobenen Daten wurden zur besseren Ubersicht und zur Archivierung in das

Programm ,Microsoft Excel“ GUbertragen.
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Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm ,GraphPad Prism“ (Version
2.01). Durchgefuhrt wurde die Varianzanalyse ANOVA (analysis of variance) mit dem
Newman-Keuls-Post-Test.

Alle im Text, Tabellen und Graphiken verwendeten Daten sind berechnete Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Der Stichprobenumfang n bezeichnet die Anzahl
der unabh&ngig voneinander durchgeflihrten Versuche innerhalb einer Gruppe. Die

Signifikanz der Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurden wie folgt

bewertet:
p-Wert Bezeichnung Zusammenfassung
> 0,05 nicht signifikant
<0,05 signifikant *
<0,01 sehr signifikant **
< 0,001 hoch signifikant Fxk

4.2.9 Plasmagewinnung

Das fur die Versuchsgruppen mit Gram-positiven ,priming“ verwendete Plasma wurde
aus wahrend der Praparation gewonnenem, gerinnungsgehemmten Blut hergestellt. Dazu
wurde der rechte Ventrikel des Herzens punktiert und ca. 1-2 ml Blut abgezogen. Dieses
Blut wurde dann bei 3000 Umdrehungen/min zehn Minuten lang bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das im Uberstand befindliche Plasma wurde abpipettiert und in
Eppendorfgefal3en bei -20° Celsius gelagert.

Jeweils zwolf der vorhandenen Eppendorfgefalde wurden gepoolt und hierzu ein weiteres
Mal fir zehn Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
erneut in Eppendorfgefallen a 1,5 ml aliquotiert. Dieser Plasmapool wurde bis zur

Verwendung bei -20° Celsius gelagert.
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5 Ergebnisse

5.1 Uberblick
Ziel der Untersuchungen war es, die Rolle der verschiedenen Lipoxygenase-lsoenzyme
nach Gram-negativem ,priming“ auf die durch Arachidonsaure (AA) induzierte
Reaktivitdit des Vaso- und Bronchotonus sowie die erhdohte Gefal3permeabilitat zu
charakterisieren. Hierzu wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt, welche die
Lipoxygenasen mit unterschiedlicher Selektivitit hemmen. Weiterhin wurden
Hemmstoffe von in den Metabolismus der Lipoxygenasen involvierter Enzyme (FLAP)

und Rezeptorenblocker eingesetzt.

5.2 Ergebnisse der Kontrollversuche
Die Kontrollversuche ohne LPS-,priming” zeigten wahrend der zweistiindigen Laufzeit
keine signifikanten Veranderungen des pulmonalarteriellen Drucks, des Beatmungsdrucks
sowie des Gewichts der Lunge. Die Gabe von 10 puM/L AA zum Zeitpunkt t=120 min
verursachte einen Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks um durchschnittlich 3,88
mmHg und eine Gewichtszunahme der Lunge um durchschnittlich 0,63 g. Der

Beatmungsdruck nahm um durchschnittlich 0,14 mmHg zu (Tab. 5a).

Auch nach Zugabe von 10 pg/ml LPS allein zum Zeitpunkt t=0 min zeigten sich wahrend
der gesamten Laufzeit des Versuches keine signifikanten Veranderungen der untersuchten
Parameter. Die Gabe von 10 puM/L AA zum Zeitpunkt t=120 min verursachte allerdings
eine deutlich erhohte Reaktion der Lunge im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen.
Der pulmonalarterielle Druck stieg um etwa das Doppelte auf durchschnittlich 9,73
mmHg an; das Gewicht der Lunge nahm um durchschnittlich 3,12 g zu. Der

Beatmungsdruck stieg auf 1,53 mmHg (Tab. 5d).

5.3 Veranderungen des pulmonalarteriellen Drucks LPS-stimulierter Rattenlungen

unter Einflul3 von Lipoxygenase-Inhibitoren

Die verwendeten Konzentrationen von CDC hemmen samtliche Isoenzyme der
Lipoxygenase. Eine Konzentration von 1 pM/L zeigte im Versuch keine signifikante
Verringerung des pulmonalarteriellen Druckanstiegs nach der Arachidonsauregabe,

wohingegen die Konzentration von 5 puM/L CDC den Anstieg des PAP um die Halfte
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verringerte. Die Konzentration von 20 pM/L CDC im Perfusat verursachte eine
Reduktion des unter Kontrollbedingungen induzierten PAP-Anstiegs auf etwa 20 %.
Dabei lag dieser Wert mit 1,78 mmHg im arithmetischen Mittel noch unterhalb des durch
AA ohne ,LPS-priming“ erhaltenen Wertes von 3,88 mmHg. Die in Abbildung 6
dargestellte  Dosis-Wirkungsbeziehung zeigt die signifkante Senkung des
pulmonalarteriellen Druckanstiegs durch die Gabe von CDC. Erst mit den Dosierungen 5
MM/L und 20 pM/L ergab sich ein signifikant (p<0,001) verringerter Anstieg des

pulmonalarteriellen Drucks.

Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 1 pMiL, 5 pM/L und 20 pM/L CDC
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Abbildung 6: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 1 pM/L, 5 pM/L

und 20 pM/L CDC.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheit von CDC ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. CDC wurde in den Konzentrationen 1 uMI/L,

5 uM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten
nach der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefuihrte Versuche in
jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit CDC inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

*¥»** p<0,001

Durch die selektive Hemmung der 12-LOX und der 15-LOX mit Gossypol ergaben sich
im Vergleich zu den Kontrollversuchen ein um ca. die Halfte verringerter Anstieg des

PAP, der in beiden getesteten Dosierungen jeweils signifikant (p<0,001) war (Abb. 7).
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Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 0.5 pM/L und 1 pM/L Gossypol
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Abbildung 7: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 0,5 pM/L und

1 pM/L Gossypol.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Gossypol ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. Gossypol wurde in den Konzentrationen 0,5 uM/L
und 1 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefligt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Gossypol inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:
*** 1n<0,001

Bei den Versuchen mit Kaffeesdure, einem selektivem Hemmstoff der 5-LOX, wurde
ebenfalls eine dosisabhdngige Reduktion des PAP-Anstiegs beobachtet. Die durch
Zugabe von 1 pM/L Kaffeesaure erreichte Hemmung des pulmonalarteriellen
Druckanstiegs war im Vergleich zur Kontrolle ohne Zugabe eines LOX-Hemmstoff nicht
signifikant. Die maximale Hemmung wurde mit einer Konzentration von 10 puM/L
Kaffeesaure erreicht. Die Verdoppelung der Dosis zeigte keine starkere Hemmung (Abb.
8). Im Vergleich zur Kontrolle war die Verringerung des PAP-Anstiegs nach Gabe von 10
MM/L und 20 pM/L signifikant (p<0,01).

Baicalein, ein selektiver Hemmstoff der 12-LOX bewirkte in der Konzentration von 5
MM/L eine starke Verringerung des PAP-Anstiegs. Dieser fiel um 6 mmHg signifikant

(p<0,001) geringer aus als der Anstieg des PAP in den Kontrollversuchen (Abb. 9).
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Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 1 gM/L, 10 pM/L und 20 pM/L Kaffeesaure

15+
Cdkontrolle
= =1 UM
I . — 222 10 M/L
£ il EEEH 20 pMIL
o il B== o 05
= il T —=
('S a4 |- |
= S %

kontrolle 1 phd/l 10 phil 20 phiil
Konzentration

Abbildung 8: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 1 puM/L, 10 pM/L

und 20 pM/L Kaffeesaure.
Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit

von Kaffeesaure ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Kaffeesdure wurde in den Konzentrationen 1 puM/L,
10 puM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure
zugeflgt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5
Minuten nach der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte
Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Gossypol inkubierten Lungen zu den

Kontrolllungen: ** p<0,01

Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 5 pM/L Baicalein

157

C O Kontrolle
= =35 pMiL
I
EM ==
o SESSSRES:
<t Ll
Q54 SLiiiiin
© Siiiiiii .

. iiiiiiii
Kontrolle o kL

Konzentration

Abbildung 9: Verdnderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 5 pM/L
Baicalein.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Baicalein ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Baicalein wurde in einer Konzentration von 5 pM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Baicalein inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

*** n<0,001
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Die Verwendung von MK-886, einem Inhibitor der FLAP, bewirkte ebenfalls einen
dosisabhangigen Abfall des PAP, wobei die mit der Konzentration von 5 pM/L MK-886
erreichte Hemmung 3,52 mmHg, die starkste erreichbare Hemmung mit Kaffeesaure 5,52
mmHg betrug (Abb.10). Im Vergleich zur Kontrolle ohne Hemmstoff der Lipoxygenase
war die Hemmung des PAP in beiden verwendeten Konzentrationen signifikant (1 uM/L
MK-886: p<0,01; 5 uM/L MK-886: p<0,001)

Mit einem weiteren Inhibitor der FLAP, L-655,238, wurde bei einer verwendeten
Konzentration von 30 uM/L ein signifikant (p<0,001) geringerer Anstieg des PAP nach
Arachidonsauregabe beobachtet. Diese Veranderungen sind in Abbildung 11 dargestellt.

Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 1 pM/L und 5 pM/L MK-886
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Abbildung 10: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 1 pM/L und

5 uM/L MK-886.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. MK-886 wurde in den Konzentrationen 1 uM/L und 5
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit MK-886 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

* p<0,05, *** p<0,001
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Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 30 pM/L L-655.238
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Abbildung 11: Verdnderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 30 pM/L

L-655,238.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von L-655,238 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. L-655,238 wurde in einer Konzentration von 30
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit L-655,238 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:
*** n<0,001

Nach der Gabe von Bay-u9773, einem Antagonisten des Cysundl des Cys LF
Rezeptors zeigte sich bereits bei der geringen Dosierung von 1 pM/L eine signifikante
(p<0,001) Verringerung des PAP-Anstiegs (Abb.12). Dieser fiel im Vergleich zu den

Kontrollversuchen um 6,5 mm Hg geringer aus.
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Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
Gabe von 1 pM/L Bay-u9733
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Abbildung 12: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Gabe von 1 puM/L

Bay-u9773.
Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit

von Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Bay-u9773 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

*** n<0,001

5.4 Veranderungen des Beatmungsdrucks LPS-stimulierter Rattenlungen unter

Einflul3 von Lipoxygenase-Inhibitoren

Die Hemmung aller LOX-Isoenzyme durch den Inhibitor CDC verursachte in den
mittleren Dosierungen von 1 puM/L und 5 puM/L im Vergleich zu den Kontrollversuchen
nur geringradig niedrigere Anstiege des Beatmungsdrucks, ohne Erreichen der
Signifikanz-Niveaus. Bei der Verwendung der hohen Dosierung von 20 puM/L fiel der

Anstieg des Beatmungsdruckes allerdings signifikant (p<0,001) niedriger aus als in der

Kontrollgruppe (Abb. 13).
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Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 1 pM. 5 pM und 20 pM CDC
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Abbildung 13: Veradnderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 1 pM/L, 5 pM/L und 20

uM/L CDC.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von CDC ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. CDC wurde in den Konzentrationen 1 uM/L, 5 puM/L und

20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit CDC inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

**+ n<0,001

Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 0.5 pM/L und 1 pM/L Gossypol
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Abbildung 14: Veranderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 0,5 pM/L und 1 puM/L
Gossypol.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Gossypol ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. Gossypol wurde in den Konzentrationen 0,5uM/L
und 1 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefligt. Die
angegebenenWerte sind Mittelwerte £+ SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Gossypol inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

** p<0,01, ** p<0,001
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Eine vergleichbare, dosisabhangige Verringerung des durch ,LPS-priming“ und
Arachidonsaureapplikation induzierten Anstieg des Beatmungsdrucks zeigte sich bei den
Versuchen mit Gossypol. Die Verringerung des Anstiegs des Beatmungsdrucks war
sowohl mit der Dosierung 0,5 pM/L (p<0,01), als auch mit der Dosierung 1 pM/L
(p<0,001) signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 14).

Durch die selektive Hemmung einzelner LOX-Isoenzyme durch Kaffeesaure und
Baicalein wurde eine deutliche Senkung des Anstiegs des Beatmungsdrucks erreicht.
Der Anstieg des Beatmungsdrucks war bei allen drei verwendeten Dosierungen von
Kaffeesaure signifikant (p<0,001) geringer als in der Kontrolle (Abb. 15). Abbildung 16
zeigt, daR der VP-Anstieg nach der Zugabe von 5 puM/L Baicalein um 0,9 mmHg

signifikant (p<0,001) geringer ausfallt als in der Kontrolle.

Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 1 pM/L. 10 pM/L und 20 pM/L Kaffeesaure
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Abbildung 15: Veranderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 1 pM/L, 10 pM/L und

20 pM/L Kaffeesaure.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Kaffeesaure ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Kaffeesdure wurde in den Konzentrationen 1 puM/L,
10 puM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure
zugeflgt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5
Minuten nach der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte
Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Gossypol inkubierten Lungen zu den

Kontrolllungen: *** p<0,001
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Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 5 pM/L Baicalein
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Abbildung 16: Verdnderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 5 pM/L Baicalein.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Baicalein ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Baicalein wurde in einer Konzentration von 5 pM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Baicalein inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:
*** p<0,001

Die Zugabe der beiden FLAP-Inhibitoren MK-866 und L-655,238 bewirkte einen
signifikant geringeren Anstieg des Beatmungsdrucks im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Wirkung von MK-886 zeigte - wie in Abbildung 17 - dargestellt eine deutliche
Abhangigkeit von der Dosis (1 puM/L MK-886: p<0,01; 5 uM/L MK-886: p<0,001). Die
nach Literaturangaben und Vorversuchen ermittelte Dosis von L-655,238 fuhrte zu einer
markanten, hochsignifikanten (p<0,001) Reduktion des VP-Anstiegs (Abb. 18).

44



Ergebnisse

Verdanderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 1 pM/L und 5 pM/L MK-886
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Abbildung 17: Veranderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 1 pM/L und 5 pM/L MK-

886.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. MK-886 wurde in den Konzentrationen 1 pM/L und

5 puM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit MK-886 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

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

Veranderung des Beatmungdrucks nach
Gabe von 30 pM/L L-655.238
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Abbildung 18: Veranderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 30 uM/L L-655,238.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von L-655,238 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. L-655,238 wurde in einer Konzentration von 30
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit L-655,238 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

** p<0,01
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Die Zugabe des Cys LT1/LT2-Antagonisten Bay-u9733 ins Perfusat bewirkte einen um
den Faktor 3 signifikant geringeren Anstieg (p<0,001) des Beatmungsdrucks im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 1 pM/L Bay-u9733
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Abbildung 19: Veradnderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Gabe von 1 pM/L Bay-u9773.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Bay-u9773 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

*¥»** p<0,001

5.5 Veranderungen des Gewichts LPS- stimulierter Rattenlungen unter

Einflul3 von Lipoxygenase-Inhibitoren

Die Gabe von 1 uM/L CDC verursachte keine Hemmung, sondern einen im Vergleich
zur Kontrollgruppe héheren, nicht signifikanten Gewichtsanstieg des Lungenpraparates.
Die Erhohung der Dosis allerdings resultierte in einer signifikanten (p<0,05)

Verminderung der Gewichtszunahme (Abb. 20). Die selektive Hemmung der 12-LOX und
der 15-LOX durch Gossypol resultierte bei beiden verwendeten Dosierungen in einer

signifikanten (p<0,05) Verringerung der Gewichtszunahme (Abb. 21).
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Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 1 gM/L, 5 pM/L und 20 pM/L CDC
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Abbildung 20: Veranderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 1 uM/L, 5 puM/L und 20 uM/L CDC.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von CDC ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. CDC wurde in den Konzentrationen 1 uM/L, 5 puM/L und

20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit CDC inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

* p<0,05

Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 0,5 gM/L und 1 pHM/L Gossypol
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Abbildung 21: Veranderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 0,5 uM/L und 1 uM/L Gossypol.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Gossypol ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. Gossypol wurde in den Konzentrationen 0,5 pM/L
und 1 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonséure zugefuigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhé&ngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Gossypol inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

* p<0,05
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Die Hemmung der 5-LOX mittels Kaffeesdure bewirkte - wie in Abbildung 22
dargestellt - in der Dosierung 1 pM/L keine signifkant geringere Gewichtszunahme im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Erhdéhung der Dosis auf 10 uM/L und 20 puM/L
verringerte die Gewichtszunahme, war aber nicht signifikant im Hinblick auf die
Kontrollgruppe. In Abbildung 23 ist dargestellt, da?3 durch die Gabe von Baicalein

ebenfalls keine signifikante Verringerung der Gewichtszunahme erzielt werden konnte.

Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 1 gM/L, 10 pM/L und 20 pM/L Kaffeesaure
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Abbildung 22: Verédnderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 1 pM/L, 10 pM/L und

20 pM/L Kaffeesaure.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Kaffeesaure ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Kaffeesdure wurde in den Konzentrationen 1 puM/L,
10 puM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure
zugeflgt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5
Minuten nach der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte
Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 5 pM/L Baicalein
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Abbildung 23: Veranderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 5 uM/L Baicalein.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Baicalein ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Baicalein wurde in einer Konzentration von 5 pM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe.

Durch die Inkubation der isoliert perfundierten Rattenlunge mit den beiden selektiven
Hemmstoffen des 5-Lipoxygenase aktivierenden Protein (FLAP) konnte eine wesentlich
geringere Gewichtszunahme nach der Gabe der AA erreicht werden. Die Wirksamkeit von
MK-886 setzte allerdings erst ab einer Konzentration von 5 pM/L ein; die Inkubation mit
1 uM/L zeigte einen innerhalb des Standardfehlers liegenden Anstieg des
Lungengewichts (Abb. 24). Die Verringerung des Gewichtsanstiegs war bei keiner der
verwendeten Dosierungen von MK-886 signifikant im Vergleich zu Kontrollgruppe. Dies
ist auf die Streuung der Daten in der Kontrollgruppe zuriickzufiihren. Die Zugabe von
30 puM/L L-655,238 in das Perfusat bewirkte einen signifikant (p<0,05) geringeren
Anstieg des Gewichts (Abb. 25).
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Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 1 pM/L und 5 pM/L MK-886
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Abbildung 24: Veranderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 1 uM/L und 5 uM/L MK-886.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. MK-886 wurde in den Konzentrationen 1 puM/L und

5 uUM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe.

Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 30 pM/L L-655,238
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Abbildung 25: Veranderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 30 pM/L L-655,238.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von L-655,238 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. L-655,238 wurde in einer Konzentration von 30
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit L-655,238 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

* p<0,05
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Die Antagonisierung des Cys k-Tund des Cys LFRezeptors mittels Bay-u9773 in der
Konzentration 1 pM/L bewirkte eine signifikant (p<0,05) geringere Gewichtszunahme
nach AA-Gabe als in den Kontrollversuchen (Abb. 26).

Veranderung des Gewichts nach
Gabe von 1 pM Bay-u9733
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Abbildung 26: Verdnderung des Gewichts (dW) nach Gabe von 1 puM/L Bay-u9773.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Bay-u9773 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

* p<0,05

5.6 Ergebnisse der ELISAs

5.6.1 Thromboxan
Im Verlauf der Kontrollversuche, die ohne die Zugabe von Hemmstoffen der LOX-
Isoenzyme bzw. Rezeptorantagonisten erfolgten, war die Thromboxankonzentration im
Perfusat wahrend des zweistlindigen Verlaufs des Versuchs nur gering. Sie betrug im
Mittelwert 218,80 pg/ml (Tab. 5c). Nach der Zugabe von Arachidonsaure kam es zu

einem starken Anstieg der Thromboxankonzentration im Perfusat. Zwei Minuten nach der
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Zugabe betrug die Thromboxankonzentration beinahe das zehnfache ihres Ausgangswerts
(1932 pg/ml). Funf Minuten nach der AA-Gabe erreichte die Thromboxankonzentration
6637 pg/ml im Mittelwert. Die Versuche mit den LOX-Isoenzym-Hemmstoffen ergaben
ein weitgehend einheitliches Bild. Bis zum Zeitpunkt t=120 min war die
Thromboxankonzentration gering. Sie befand sich mit Werten zwischen 98 pg/ml und 401
pg/ml auf vergleichbarem Niveau mit der Thromboxankonzentration der

Kontrollversuche.
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Abbildung 27: Verlauf des Thromboxangehalts im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 pM/L, 5 pM/L

und 20 pM/L CDC.

Der Thromboxangehalt wurde zu den Zeitpunkten O min, 120 min, 122 min und 125 min gemessen. Die
Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von
CDC ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. CDC wurde in den Konzentrationen 1 pM/L, 5 uM/L und 20
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte £ SEM des Thromboxangehaltes zum jeweiligen Zeitpunkt der
Probennahme. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Versuche mit Kaffeesaure
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Abbildung 28: Verlauf des Thromboxangehalts im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 uM/L, 10

MM/L und 20 puM/L Kaffeesaure.

Der Thromboxangehalt wurde zu den Zeitpunkten 0 min, 120 min, 122 min und 125 min gemessen. Die
Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von
Kaffeesaure ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Kaffeesdure wurde in den Konzentrationen 1 pM/L,
10 pM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure
zugefuigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Thromboxangehaltes zum jeweiligen
Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe.

Nach der Zugabe von AA stieg die Thromboxankonzentration zum Zeitpunkt t=122 min
weniger stark an als bei den Kontrollversuchen. Zum Zeitpunkt t=125 min erreichte die
Thromboxankonzentration das Niveau der Kontrollversuche und Uberschritt dieses bei
vielen Substanzen (L-655,238, Baicalein, Bay-u9773)(Abb. 29 wund 30). Die
Veranderungen des Thromboxangehaltes im Perfusat waren bei den untersuchten
Lipoxygenase-Inhibitoren CDC (Abb. 27), Gossypol, Kaffeesaure (Abb. 28) und MK-886
nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Thromboxangehalt zum Zeitpunkt
t=125 min war mit 11920 pg/ml bei den Versuchen mit 5 pM/L Baicalein signifikant
(p<0,05) hoher im Vergleich zu den Kontrollversuchen; hier lag der Thromboxangehalt
bei 6637 pg/ml.

Eine Ausnahme im recht einheitlichen Ergebnisbild sind die Versuche mit L-655,238 und
Bay-u9773.
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In der Versuchsgruppe mit 30 uM/L L-655,238 kam es vor der Zugabe von AA zu einem
Anstieg der Thromboxankonzentration im Plasma (1432 pg/ml bei t=120 min). Zwei
Minuten nach der Zugabe von AA stieg die Konzentration von Thromboxan nur
geringradig auf einen Mittelwert von 1590 pg/ml. Dieser Wert ist vergleichbar mit der
Thromboxankonzentration in den Kontrollversuchen zum Zeitpunkt t=122 min (1932
pg/ml). Aus der Literatur ergaben sich keine Hinweise auf eine Membran- oder
Zellschadigung durch L-655,238. Zum Zeitpunkt t=125 erfolgte ein - im Vergleich zur
Kontrolle - signifikanter (p<0,001) Anstieg des Thromboxangehalts auf 24700 pg/ml
(Abb. 29).
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Abbildung 29: Verlauf des Thromboxangehalts im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 30 pM/L L-
655,238.

Der Thromboxangehalt wurde zu den Zeitpunkten 0 min, 120 min, 122 min und 125 min gemessen. Die
Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von
L-655,238 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. L-655,238 wurde in einer Konzentration von 30 uM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte £ SEM des Thromboxangehaltes zum jeweiligen Zeitpunkt der Probennahme. n = 5
unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der
mit L-655,238 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen: *** p<0,001

Die Thromboxankonzentration der Versuche mit 1 uM/L Bay-u9773 befand sich zum
Zeitpunkt t=120 min auf vergleichbarem Niveau wie in den Kontrollversuchen und den
Versuchen mit den LOX-Isoenzym-Hemmstoffen. Allerdings zeigte sich nach der Zugabe
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von Arachidonsaure in das Perfusat keine Hemmung der Thromboxanfreisetzung. Die
Thromboxankonzentration stieg auf vergleichbar hohe Werte wie in den
Kontrollversuchen (6637 pg/ml). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Kontrollversuchen und den Versuchen mit Bay-u9773 (Abb. 30).
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Abbildung 30: Verlauf des Thromboxangehalts im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 pM/L
Bay-u9773.

Der Thromboxangehalt wurde zu den Zeitpunkten O min, 120 min, 122 min und 125 min gemessen. Die
Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von
Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1 uM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte £ SEM des Thromboxangehaltes zum jeweiligen Zeitpunkt der Probennahme. n = 5
unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.

5.6.2 PGEk
In Analogie zu den Ergebnissen der Kontrollversuche zur Thromboxankonzentration
zeigte auch die ELISA-Messung des Prostaglanding dine nur geringe
Perfusatkonzentration nach der zweistindigen Laufzeit des Versuchs (Mittelwert 430
pg/ml). Das ,priming“ der isoliert perfundierten Rattenlunge mit 10 pg/ml LPS ohne
Zugabe von 10 pM/L Arachidonsdure zum Zeitpunkt t=120 min fuhrte lediglich zu einem
geringen Anstieg der PGEKonzentration (430 pg/ml).
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Ebenso  erreichten auch die  PGEerfusatkonzentrationen der  LOX-
Isoenzymhemmestoff-Versuche zum Zeitpunkt t=120 min nur einen geringen Wert (134
pa/ml - 727 pg/ml). Desweiteren fiel der P&konzentrationsanstieg im Perfusat zum
Zeitpunkt t=122 min wesentlich niedriger aus als in den Kontrollversuchen.

Bei den Versuchen mit 5 pM/L und 20 pM/L CDC zeigte sich, dal’3 der Perfusatgehalt
von PGE zum Zeitpunkt t=125 geringer als bei den Kontrollversuchen war. Bei der
Konzentration von 1 pM/L CDC war der Gehalt an RGignifikant (p<0,05) héher als in

den Kontrollen (Abb. 31). Die Versuche mit Baicalein (p<0,05), Kaffeeséure (p<0,05) und
L 655,238 (p<0,01) zeigten einen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhohten
Anstieg des Gehalts von PGE

Die Veradnderungen des P&Eehalts waren nicht signifikant bei den Versuchen mit

Gossypol (Abb. 32), MK-886 und Bay-u9773.
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Abbildung 31: Verlauf des Gehalts von Prostaglandin Eim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1

UM/L, 5 puM/L und 20 puM/L CDC.

Der Gehalt von Prostaglandin, Bvurde zu den Zeitpunkten 0 min, 120 min, 122 min und 125 min
gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheit von CDC ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. CDC wurde in den Konzentrationen 1 pMI/L,
5 UM/L und 20 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefigt.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts von ProstaglandimmEjeweiligen
Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit CDC inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen: *
p<0,05
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Versuche mit Gossypol
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Abbildung 32: Verlauf des Gehalts von Prostaglandin E im Perfusat in pg/ml nach Gabe von

0,5 pM/L und 1 pM/L Gossypol.

Der Gehalt von Prostaglandin, Bvurde zu den Zeitpunkten 0 min, 120 min, 122 min und 125 min
gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheit von Gossypol ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Gossypol wurde in den Konzentrationen
0,5 pM/L und 1 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure
zugeflgt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM des Gehalts von Prostaglanoimj&wveiligen
Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe.

5.6.3 6-keto-PGE
Zum Ende der zweistiindigen Inkubationsphase betrug die Perfusatkonzentration von 6-
keto-PGk, bei den Kontrollversuchen ohne Gram-negatives ,priming* im Mittelwert
1910 pg/ml. Die Zugabe von LPS verursachte eine Erh6hung der Konzentration auf 5297
pg/ml (Mittelwert). Bis zum Zeitpunkt t=125 min stieg die Perfusatkonzentration von 6-
keto-PGR, bis auf einen Wert von 66630 pg/ml an. Bei den Versuchen mit den
Hemmstoffen der LOX-Isoenzyme befand sich am Ende der zweistiindigen
Inkubationsphase die Konzentration von 6-keto-B@#it Werten zwischen 3069 pg/ml
und 7150 pg/ml auf vergleichbarem Niveau in Bezug auf die Kontrollversuche. Durch die
Zugabe von AA ins Perfusat kam es hier in Abhangigkeit von der Dosis zu geringeren
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Anstiegen der Konzentration von 6-keto-R5285 pg/ml-27830 pg/ml) zum Zeitpunkt
t=120 min.

Allerdings zeigte sich, dal3 zum Zeitpunkt t=125 min bei beinahe allen Versuchen der
Perfusatgehalt von 6-keto-PGFerhoht war: Bei den Versuchen mit 1 uM/L Kaffeesaure
(p<0,001), L 655,235 (p<0,001) und MK-886 (p<0,05) war dieser Anstieg im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant (Abb. 33 und Abb. 34); bei den Versuchen mit Baicalein
(Abb. 35), Bay-u9773, 20 uM/L Kaffeesaure, 1 pM/L CDC, 5 uM/L CDC und Gossypol

war der Anstieg des Gehaltes von 6-keto-RGF Perfusat nicht signifikant.
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Abbildung 33: Verlauf des Gehalts von 6-keto-PGE im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 pM/L

und 5 puM/L MK-886.

Der Gehalt von 6-keto-PGFwurde zu den Zeitpunkten O min, 120 min, 122 min und 125 min
gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheitvon MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. MK-886 wurde in den Konzentrationen

1 uM/L und 5 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefugt.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts von 6-ketg-R@EFjeweiligen Zeitpunkt

der Probennahme. n = 5 unabhangig voneinander durchgefuhrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
Signifikante Unterschiede der mit MK-886 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0,05
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Versuche mit L-655,238
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Abbildung 34: Verlauf des Gehalts von 6-keto-PGE, im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 30 uM/L
L-655,238.

Der Gehalt von 6-keto-PGFwurde zu den Zeitpunkten O min, 120 min, 122 min und 125 min
gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheit von L-655,238 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. L-655,238 wurde in einer Konzentration
von 30 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefugt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts von 6-ketg-R@i jeweiligen Zeitpunkt der
Probennahme. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der mit L-655,238 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen: *** p<0,001
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Abbildung 35: Verlauf des Gehalts von 6-keto-PGE im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 5 pM/L
Baicalein.

Der Gehalt von 6-keto-PGFwurde zu den Zeitpunkten O min, 120 min, 122 min und 125 min
gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in
Anwesenheit von Baicalein ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Baicalein wurde in einer Konzentration
von 5 uM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefligt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM des Gehalts von 6-ketg-B@i jeweiligen Zeitpunkt der
Probennahme. n = 5 unabhéangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Lediglich bei den Versuchen mit 10 pM/L Kaffeeséure und 20 puM/L CDC erwies sich der
Perfusatgehalt von 6-keto-PgFohne signifikanten Unterschied verringert im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

56.4LTG
Die Messung der LTg&Perfusatkonzentration in den Kontrollversuchen zeigte keine
messbaren Gehalte von L7.CAuch nach der Zugabe von Arachidonsédure wurde zum
Zeitpunkt t=125 min kein Anstieg der LE®&onzentration gemessen. Das gleiche
Ergebnis fand sich bei den Versuchen mit 20 uM/L CDC. Hier lagen zu keinem

Zeitpunkt mel3bare LT&Konzentrationen vor.

Ein weitgehend einheitliches Bild zeigte sich bei den anderen untersuchten Substanzen.
Bei Inkubation mit Gossypol, Kaffeesdure und Bay-u9773 (Abb. 36) war dig-LTC
Perfusatkonzentration mit Werten zwischen 0 pg/ml und 74 pg/ml nur sehr gering. Die
Zugabe der Arachidonsdure  verursachte einen  Anstieg der 4LTC
Perfusatkonzentration auf Werte zwischen 497 pg/ml und 1763 pg/ml zum Zeitpunkt
t=125 min.

Nach der Inkubation mit MK-886 und Baicalein war bereits zum Zeitpunkt t=120 min ein
Anstieg der LTG-Konzentration auf Werte von 100 pg/ml bis 164 pg/ml zu verzeichnen.
Die Zugabe von Arachidonsaure I6ste sodann einen weiteren Anstieg deseméltes

aus (204 pg/ml - 371 pg/ml) (Abb. 37).
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Gehalt von LTC, in pg/ml nach
Gabe von 1 pM/L Bay-u9773
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Abbildung 36: Veranderung des Gehalts von LTG im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 pM/L

Bay-u9773.

Der Gehalt von LT€wurde zum Zeitpunkt 125 min gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch
Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min
perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1 uM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem
Perfusat 10 uM/L Arachidonséaure zugefligt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts
von LTG, zum jeweiligen Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhangig voneinander durchgefuhrte

Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Gabe von 5 pM/L MK-886

400
L EKontrolle

g 5300 5 uhi/L MIK-886
o
o
S 200+
O
-
-

100 1

0

Kontrolle 8 kL MIK-886
Zeitpunkt t=125 min

Abbildung 37: Veranderung des Gehalts von LTGim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 5 uM/L
MK-886.

Der Gehalt von LTEwurde zum Zeitpunkt 125 min gemessen. Die Lungen wurden mit Stimulation durch
Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit von MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min
perfundiert. MK-886 wurde in einer Konzentration von 5 pM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem
Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefligt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts
von LTG, zum jeweiligen Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhangig voneinander durchgefuhrte

Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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565LTE
Im Rahmen der Kontrollversuche wurde zum Zeitpunkt t=120 min einesLTE
Konzentration von 864 pg/ml (Mittelwert) gemessen. Nach der Zugabe der
Arachidonsaure stieg der Gehalt von L EEf 1575 pg/ml im Mittelwert (Abb. 38).

Gehalt von LTE, in pg/ml in den Kontrollversuchen
zum Zeitpunkt t=120 min und t=125 min
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Abbildung 38: Verédnderung des Gehalts von LTRim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 10 pM/L
Arachidonséure.

Der Gehalt von LTE wurde zum Zeitpunkt 120 min und 125 min gemessen. Die Lungen wurden mit
Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle perfundiert. Nach 120 min wurden dem
Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefligt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Gehalts
von LTE, zum jeweiligen Zeitpunkt der Probennahme. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefihrte
Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der Lungen ohne Zugabe von Arachidonsaure
zu den Lungen nach Arachidonséauregabe: ** p<0,01

Bei den Versuchen mit 20 puM/L CDC zeigte sich zum Zeitpunkt t=125 ein signifikant
(p<0,01) geringerer Gehalt von LTHn Perfusat. Dies ist in Abbildung 39 dargestellt.
Zu einer Steigerung der LT#onzentration nach Zugabe der Arachidonsaure kam es wie
in den Kontrollversuchen bei den Versuchen mit Gossypol und Bay-u9773. Dig LTE
Perfusatkonzentration zum Zeitpunkt t=120 min lag allerdings bei den mit CDC (Abb. 39)
und Gossypol inkubierten Versuchen unter dem Wert der Kontrollversuche. Die
Perfusatkonzentration des LJEum Zeitpunkt t=125 min fiel in der Versuchsgruppe

mit 1 uM/L Gossypol signifikant (p<0,01) geringer aus, als in den Kontrollversuchen.
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Bei den Versuchen mit Bay-u9773 zeigte sich zum Ende der zweistindigen
Inkubationszeit ein aulerordentlicher hoher Gehalt von 4Lk Perfusat (24373

pg/ml). Dieser erfuhr nach der Zugabe von Arachidonsaure eine weitere signifikante

(p<0,001) Steigerung auf 37210 pg/ml (Abb. 40).
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Abbildung 39: Verédnderung des Gehalts von LTRim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 20 uM/L

CDC.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von CDC ab dem Zeitpunkt 110 min perfundiert. CDC wurde in einer Konzentration von 20 puM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SEM der Messwertverdnderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der

Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit CDC inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

** p<0,01
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Gehalt von LTE, in pg/ml nach
Gabe von 1 pM/L Bay-u9773
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Abbildung 40: Veranderung des Gehalts von LTk im Perfusat in pg/ml nach Gabe von 1 uM/L

Bay-u9773.
Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit

von Bay-u9773 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Bay-u9773 wurde in einer Konzentration von 1
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Bay-u9773 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:
*** p<0,001

Nach der Inkubation mit Kaffeesdure, Baicalein und MK-886 befand sich der
LTEs-Gehalt im Perfusat zum Zeitpunkt t=120 auf einem vergleichbarem Niveau mit den

Kontrollversuchen und den anderen Hemmstoffversuchen.
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Gehalt von LTE, in pg/mli
nach Gabe von 5 yM/L MK-886
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Abbildung 41a: Veranderung des Gehalts von LTEim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 5 pM/L

MK-886.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von MK-886 ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. MK-886 wurde in einer Konzentration von 5 pM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SEM der Messwertverdnderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit MK-886 inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

*¥»** p<0,001
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Abbildung 41b: Verédnderung des Gehalts von LTEim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 10 pM/L
Kaffeesaure.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pg/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Kaffeesaure ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Kaffeesdure wurde in einer Konzentration von 10
UM/L eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach
der Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Kaffeesédure inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:

** p<0,01
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Gehalt von LTE, in pg/ml nach
Gabe von 5 pM/L Baicalein
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Abbildung 41c: Veranderung des Gehalts von LTEim Perfusat in pg/ml nach Gabe von 5 uM/L
Baicalein.

Die Lungen wurden mit Stimulation durch Lipopolysaccharid (10 pug/ml) als Kontrolle und in Anwesenheit
von Baicalein ab dem Zeitpunkt 90 min perfundiert. Baicalein wurde in einer Konzentration von 5 pM/L
eingesetzt. Nach 120 min wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SEM der Messwertverdnderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der

Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der mit Baicalein inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen:
*k%

p<0,001

Hier wurden Werte zwischen 410 pg/ml und 868 pg/ml gemessen. Im Gegensatz zu den
anderen Versuchen zeigte sich allerdings nach der Zugabe von AA zu den mit
Kaffeesaure, Baicalein und MK-886 inkubierten Versuchen eine Abnahme der LTE
Perfusatkonzentration auf Werte zwischen 86 pg/ml und 493 pg/ml zum Zeitpunkt t=125
min (Tab. 6¢c und Tab. 7c). In den Abbildung 41a, 41b und 41c ist die signifikante
Abnahme des LTEGehalts im Vergleich zu den Kontrollversuchen fur die Applikation

von MK-886, Kaffeesdure und Baicalein dargestellt.
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5.7 Ergebnisse der Kontrollversuche zum Gram-positiven ,priming“ ohne Zugabe von
Plasma und mit Zugabe von Plasma

Die Kontrollversuche ohne Zugabe von Plasma und ohne ,priming“ mit Petidoglykan G
(PepG) und Lipoteichonséure (LTA) zeigten wahrend der zweistindigen Laufzeit keine
signifikanten Veranderungen des pulmonalarteriellen Drucks, des Beatmungsdrucks
sowie des Gewichts der Lunge. Die Gabe von 10 pM/L Arachidonsdure zum Zeitpunkt
t=120 min verursachte einen Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks um durchschnittlich
3,88 mmHg. Der Beatmungsdruck nahm um durchschnittlich 0,14 mmHg, das Gewicht
um 0,63g zu (Tab. 5d).
Bei den Kontrollversuchen mit Zugabe von Plasma wurde 5 Minuten vor Versuchsbeginn
(Zeitpunkt t=-5 min) 1,5 ml Rattenplasma in das Perfusat gegeben, um eine 1,5 %
Plasmakonzentration zu erhalten. Wéahrend der zweistiindigen Versuchslaufzeit zeigten
sich weder beim pulmonalarteriellen Druck, beim Beatmungsdruck noch beim Gewicht
signifikante Veranderungen. Nach der Gabe von 10 uM/L Arachidonsaure zum Zeitpunkt
t=120 min kam es zu einem Anstieg des pulmonalerteriellen Drucks um durchschnittlich
3,93 mmHg. Der Beatmungsdruck nahm um 0,13 mmHg und das Lungengewicht um 0,16
g zu (Tab. 5d). Zwischen den Ergebnissen der Kontrollversuche mit Zugabe von Plasma
und ohne Zugabe von Plasma bestanden keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse

der Kontrollversuche in in den Abbildungen 42, 42a und 42b dargestellt.

Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
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Abbildung 42: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Zugabe von 1,5% Plasma.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Nach 120 min wurden dem
Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsduregabe aufgetreten sind.
n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Veranderung des Beatmungsdrucks nach
Gabe von 1.5 % Plasma
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Abbildung 42a: Veranderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Zugabe von 1,5% Plasma.
Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Nach 120 min wurden dem

Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonséduregabe aufgetreten sind.

n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.

Verdnderung des Gewichts nach Gabe von 1.5 %
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Abbildung 42b: Veranderung des Gewichts (dW) nach Zugabe von 1,5% Plasma.
Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Nach 120 min wurden dem

Perfusat 10 pM/L Arachidonsaure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonséduregabe aufgetreten sind.
n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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5.8 Veradnderungen des pulmonalarteriellen Druckes, Beatmungsdruckes und des
Gewichts ,LTA/PegG-stimulierter“-Rattenlungen mit Plasma

Verschiedene Konzentrationen und Kombinationen von PepG und LTA bewirkten
unterschiedliche Reaktionen der stimulierten Lungen. Bei allen Versuchen mit variierten
Gehalten von Peptidoglykan G und Lipoteichonséure wurden der Perfusionlésung 1,5 ml
Plasma zugefligt. Das Plasma wurde wie in den Kontrollversuchen zum Zeitpunkt t=-5
min in das Perfusat gegeben, wahrend PepG und LTA zum Zeitpunkt t=0 min in das
Perfusat gegeben wurden.
Die ausschliel3liche Zugabe von 20 pg/ml Lipoteichonséaure bewirkte einen Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks der AA-Applikation um 3,60 mmHg. Nach zweistindiger
Inkubation der isoliert perfundierten Rattenlunge mit 20 pg/ml Peptidoglykan G stieg der
pulmonalarterielle Druck nach der Arachidonsauregabe um 4,42 mmHg an. Die
Unterschiede des Druckanstiegs zwischen den Kontrollversuchen ohne 1,5 % Plasma, den
Kontrollversuchen mit 1,5 % Plasma, den Versuchen mit 20 pug/ml Peptidoglykan G und

den Versuchen mit 20 pug/ml Lipoteichonsaure waren nicht signifikant. (Abb. 43).

Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks nach
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Abbildung 43: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Zugabe von 1,5% Plasma

und ,,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure oder 20 pug/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Im Hinblick auf die Veranderungen des Beatmungsdrucks nach der Gabe von
Arachidonsaure in das Perfusat liel3 sich feststellen, dal® die zweistiindige Inkubation mit
20 pg/ml Lipoteichonséaure einen Anstieg des Beatmungsdrucks um 0,44 mmHg bewirkte.
Nach Inkubation mit 20 pg/ml Peptidoglykan G stieg der Beatmungsdruck um 0,48
mmHg an. Die Unterschiede des Druckanstiegs zwischen den Kontrollversuchen ohne 1,5
% Plasma, den Kontrollversuchen mit 1,5 % Plasma, den Versuchen mit 20 pug/mi

Peptidoglykan G und den Versuchen mit 20 pg/ml Lipoteichonsdure waren nicht

signifikant. (Abb. 43a).
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Abbildung 43a: Verdnderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Zugabe von 1,5% Plasma und
-priming” mit 20 pg/ml Lipoteichonsdure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsduregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Die Gewichtsveranderungen nach der Zugabe von 10 puM/L Arachidonsaure in das
Perfusat zum Zeitpunkt t=120 min stellten sich wie folgt dar: Nach der zweistiindigen
Inkubation mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure nahm das Gewicht um 0,13 g zu. Das Gewicht
der isoliert perfundierten Rattenlunge nahm nach zweisttindiger Inkubation mit 20 pg/ml
Peptidoglykan G um 0,76 g zu. Die Unterschiede des Druckanstiegs zwischen den
Kontrollversuchen ohne 1,5 % Plasma, den Kontrollversuchen mit 1,5 % Plasma, den
Versuchen mit 20 pg/ml Peptidoglykan G und den Versuchen mit 20 pg/ml

Lipoteichonsaure waren nicht signifikant. (Abb. 43b).
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Abbildung 43b: Veranderung des Gewichts (dW) nach Zugabe von 1,5% Plasma und ,priming* mit

20 pg/ml Lipoteichonséaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Weiterhin wurden die isoliert perfundierten Rattenlungen nach der Gabe von 1,5 ml
Plasma zum Zeitpunkt t=-5 min mit der Kombination von 20 pg/ml Lipoteichonsaure und
20 pg/ml Peptidoglykan G inkubiert. Lipoteichonsaure und Peptidoglykan G wurden dem
Perfusat zum Zeitpunkt t=0 min zugegeben. Nach der Zugabe von 10 uM/L
Arachidonsaure stieg der pulmonalarterielle Druck um 8,86 mmHg an. Dieser Anstieg
war sowohl im Vergleich mit den Kontrollversuchen ohne Plasma, als auch im Vergleich
mit den Kontrollversuchen mit Plasma signifikant hoher (p<0,05). Die Verdnderungen
sind in Abbildung 44 dargestellt. Im Hinblick auf den Beatmungsdruck ergab sich ein
hochsignifikanter (p<0,001) Anstieg auf 1,40 mmHg im Vergleich zu den Kontrollen
ohne Plasma und mit Plasma (Abb. 44a). Die gemessene Gewichtszunahme nach
zweistundiger Inkubation mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure und 20 pg/ml Peptidoglykan G
um 2,67 g war im Vergleich mit den Kontrollen ohne Plasma und den Kontrollen mit

Plasma nicht signifikant (Abb. 44b)
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Abbildung 44: Veranderung des pulmonalarteriellen Drucks (dPAP) nach Zugabe von 1,5% Plasma

und ,,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120 min
wurden dem Perfusat 10 puM/L Arachidonsaure zugefugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonséduregabe aufgetreten sind.
n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
der mit LTA/PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen mit Zugabe von Plasma und ohne Zugabe
von Plasma: * p<0,05.
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Veranderung des Beatmungsdrucks nach Gabe von
1.5 ml Plasma, 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG
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Abbildung 44a: Verdnderung des Beatmungsdrucks (dVP) nach Zugabe von 1,5% Plasma und
-priming” mit 20 pg/ml Lipoteichonsdure und 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120 min
wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsaure zugefugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonséduregabe aufgetreten sind.
n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
der mit LTA/PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen mit Zugabe von Plasma und ohne Zugabe

von Plasma: *** p<0,001.

Veranderung des Gewichts nach Gabe von
1.5 ml Plasma, 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG
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Abbildung 44b: Verédnderung des Gewichts (dW) nach Zugabe von 1,5% Plasma und ,priming* mit

20 pg/ml Lipoteichonsaure und 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120 min
wurden dem Perfusat 10 pM/L Arachidonséure zugefugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonséduregabe aufgetreten sind.
n = 5 unabhéangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe.
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Veranderungen des Perfusatgehalts von Thromboxan, Prostaglandin, Eund
Prostaglandin F, im Perfusat ,LTA/PegG-stimulierter“-Rattenlungen mit Plasma

1 Thromboxan
Der Thromboxangehalt im Perfusat veranderte sich wahrend der zweistindigen
Versuchslaufzeit nicht. Nach Zugabe von 10 pM/L Arachidonsdure stieg die
Thromboxankonzentration im Perfusat an. Funf Minuten nach der Arachidonsauregabe
betrug der Thromboxangehalt bei den Kontrollversuchen ohne Plasma durchschnittlich
2220 pg/ml und bei den Kontrollversuchen mit Zugabe von 1,5 ml Plasma 3299 pg/ml
(Tab. 5e). Zwischen diesen beiden Werten fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
Das ,priming“ mit 20 pg/ml LTA bewirkte eine Zunahme des Thromboxangehalts auf
4805 pg/ml. Nach ,priming“ mit 20 pug/ml Pep G betrug die Thromboxankonzentration
im Plasma 5155 pg/ml (Tab. 5e). Die Zunahme des Thromboxangehalts nach Priming
mit 20 pug/ml Lipoteichonséaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G war signifikant (p<0,05)
hoher im Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasma. Im Vergleich mit den
Kontrollversuchen mit Zugabe von 1,5 ml Plasma konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 45).
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von 1.5 % Plasma. 20 pg/mi LTA, 20 gg/ml PepG

Kontrolle
C11,5% Plasma
B 20 pg/ml LTA
B 20 po/ml FepG

kantrolle  1,5% Plasma 20 ugdml LTA 20 |
Konzentration

Abbildung 45: Verdnderung des Thromboxangehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe von

1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionsldsung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten

sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante

Unterschiede der mit LTA oder PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen ohne Plasmazugabe:

* p<0,05
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Das ,priming“ der isoliert perfundierten Rattenlunge mittels Zugabe von 20 pg/ml

Lipoteichonsaure und 20 pg/ml Peptidoglykan G in das Perfusat zum Zeitpunkt t=0 min
bewirkte ein Zunahme der Thromboxankonzentration zum Zeitpunkt t=125 min auf
7121 pg/ml (Tab. 5e). Diese Veranderung war signifikant (p<0,05) im Vergleich zu den
Kontrollversuchen ohne Plasma; im Vergleich zu den Kontrollversuchen mit Zugabe

von Plasma konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 45a).

Thromboxangehalt in pg/ml hach Gabe von
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Abbildung 45a: Veranderung des Thromboxangehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe von

1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 ug/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsdure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der mit LTA und PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen ohne Plasmazugabe:
* p<0,05
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5.9.2 ProstaglandinE

Der Prostaglandin EGehalt im Perfusat veranderte sich wahrend der zweistiindigen
Versuchslaufzeit nicht. Nach Zugabe von 10 pM/L Arachidonsdure stieg die
Prostaglandin  EKonzentration im Perfusat an. Funf Minuten nach der
Arachidonsauregabe betrug der ProstaglandiGé&halt bei den Kontrollversuchen
ohne Plasma durchschnittlich 871 pg/ml und bei den Kontrollversuchen mit Zugabe
von 1,5 ml Plasma 2089 pg/ml (Tab. 5e). Zwischen diesen beiden Werten fanden sich
keine signifikanten Unterschiede. Das ,priming“ mit 20 pg/ml LTA bewirkte eine
Zunahme des Prostaglandig-Gehalts auf 3354 pg/ml. Nach ,priming“ mit 20 pg/mil
Pep G betrug die Prostaglandigtfconzentration im Plasma 2614 pg/ml (Tab. 5e). Die
Zunahme des Prostaglandin-Gehalts nach Priming mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure
war signifikant (p<0,01) héher im Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasma.
Ebenso war auch die Zunahme der ProstaglangiikoBzentration nach ,priming“ mit

20 pg/ml Peptidoglykan G signifikant (p<0,05) hoher im Vergleich zu den
Kontrollversuchen ohne Plasma. Im Vergleich mit den Kontrollversuchen mit Zugabe
von 1,5 ml Plasma konnten sowohl nach ,priming” mit LTA als auch nach ,priming"

mit PepG keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 46).
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Abbildung 46: Verénderung des Prostaglandin EGehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe

von 1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsauregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der mit LTA oder PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen ohne Plasmazugabe:
* p<0,05, ** p<0,01
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Die Prostaglandin £Konzentration stieg nach dem ,priming* der isoliert perfundierten

Rattenlunge mittels Zugabe von 20 pg/ml Lipoteichonsaure und 20 pg/mi
Peptidoglykan G auf 6613 pg/ml zum Zeitpunkt t=125 min an (Tab. 5e). Diese
Veranderung war signifikant (p<0,05) im Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne
Plasma; im Vergleich zu den Kontrollversuchen mit Zugabe von Plasma konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 46a).
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Abbildung 46a: Verénderung des Prostaglandin EGehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe

von 1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionsldsung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsdure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt 0 min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der mit LTA und PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen ohne Plasmazugabe:

* p<0,05

5.9.3 Prostaglandingf-
Die Konzentration von Prostaglandin,Am Perfusat veranderte sich wéahrend der

zweistlindigen Versuchslaufzeit nicht. Nach Zugabe von 10 puM/L Arachidonsaure stieg
die Prostaglandin f~Konzentration im Perfusat an. Funf Minuten nach der
Arachidonsauregabe betrug der ProstaglandipGehalt bei den Kontrollversuchen
ohne Plasma durchschnittlich 22020 pg/ml und bei den Kontrollversuchen mit Zugabe
von 1,5 ml Plasma 64340 pg/ml (Tab. 5e). Der Anstieg war bei den Kontrollversuchen
mit Zugabe von 1,5 ml Plasma signifikant (p<0,05) hoéher als bei den

Kontrollversuchen ohne Zugabe von Plasma. Das ,priming“ mit 20 pg/ml LTA
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bewirkte eine Zunahme des Perfusatgehalts von Prostaglapdeuf74120 pg/ml.
Nach ,priming* mit 20 pug/ml Pep G betrug die Prostaglandigk®nzentration im
Plasma 76610 pg/ml (Tab. 5e). Die Zunahme des Prostaglangi@eRalts nach
Priming mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G war signifikant
(p<0,01) hoher im Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasma. Im Vergleich mit
den Kontrollversuchen mit Zugabe von 1,5 ml Plasma konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 47).
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Abbildung 47: Veranderung des Prostaglandin E,-Gehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe

von 1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt O min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der Kontrolllungen mit Plasmazugabe und der mit LTA oder PepG inkubierten Lungen zu den
Kontrolllungen ohne Plasmazugabe: * p<0,05, ** p<0,01

Das ,priming“ der isoliert perfundierten Rattenlunge mittels Zugabe von 20 pg/ml
Lipoteichonsaure und 20 pg/ml Peptidoglykan G in das Perfusat zum Zeitpunkt t=0 min
bewirkte ein Zunahme der Konzentration von Prostaglangdiredim Zeitpunkt t=125

min auf 116100 pg/ml (Tab. 5e). Diese Veranderung war signifikant (p<0,01) im
Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasma; im Vergleich zu den
Kontrollversuchen mit Zugabe von Plasma konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abb. 47a).
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Gehalt von 6-keto-PGF,, in pg/ml nach Gabe von
1.5 ml Plasma, 20 pg/mi LTA und 20 pg/ml PepG
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Abbildung 47a: Veranderung des Prostaglandin ,-Gehalts ohne Zugabe von Plasma, nach Zugabe

von 1,5% Plasma und nach ,priming“ mit 20 pg/ml Lipoteichonséure und 20 pg/ml Peptidoglykan G.

Der Perfusionslésung wurden zum Zeitpunkt -5 min 1,5 ml Plasma zugegeben. Die Lungen wurden mit
20 pg/ml Lipoteichonsdure und 20 pg/ml Peptidoglykan G ab dem Zeitpunkt 0 min inkubiert. Nach 120
min wurden dem Perfusat 10 uM/L Arachidonsdure zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsiuregabe aufgetreten
sind. n = 5 unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante
Unterschiede der mit LTA und PepG inkubierten Lungen zu den Kontrolllungen ohne Plasmazugabe:
* *p<0,01
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6 Diskussion

Untersuchungen zum Gram-negativen ,priming*

Die Derivate der Arachidonséure werden als Eicosanoide bezeichnet und kénnen in
Prostaglandine, Thromboxane, Prostacycline und Leukotriene unterschieden werden.
Die Wirkungen der Eicosanoide im Organismus sind mannigfaltig und beinhalten die
Regulierung des Gefal3tonus, der Permeabilitat des Kapillarbettes, Kontraktion oder
Erschlaffung  glatter  Muskelzellen,  Stimulierung  oder Inhibition  der
Blutplattchenfunktion sowie die Regulierung des Mineralstoffmetabolismus (Leitch,
1984; Muller, 1991; Mancuso et al., 1997; Jones et al., 1997; McMillan, 2001; Egan
und Fitzgerald, 2006). lhre Effekte unterliegen einer komplizierten Selbstregulation und

wirken sich hauptsachlich lokal in der unmittelbaren Umgebung zum Bildungsort aus.

Da die Eicosanoide nicht in Zellen gespeichert werden, mussen sie nach jedem Stimulus
aus dem Ausgangsstoff Arachidonsaure neu synthetisiert werden. Die
Leukotriensynthese findet nicht ausschlief3lich - wie in zahlreichen Veroffentlichungen
beschrieben - in Blutzellen (Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulozyten) statt,
sondern wie von Voelkel et al. (1996) und Chu et al. (2000) beschrieben ebenfalls in
Endothelzellen. Chu et al. (2000) wiesen in ihren Untersuchungen das Vorkommen von
5-Lipoxygenase, FLAP-mRNA und FLAP-Protein in Endothelzellen von Blutgefal3en
der Lunge nach. Offensichtlich darf das Endothel nicht als eine inaktive, lediglich die
BlutgefaBwand bildende Zelllage angesehen werden, sondern vielmehr als
Ubergeordnete, die Entziindungskaskade steuernde Regulierungsinstanz (Aird, 2003).

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Auswirkungen von aus dem Endothel der
Lungenstrombahn freigesetzten Eicosanoiden. Um den Einflu3 von aus Blutzellen
gebildeten Eicosanoiden zu minimieren, wurde im vorliegend benutzten Modell der
isoliert perfundierten Rattenlunge durch wiederholte Durchstromung der Lunge und
anschlieBendes Verwerfen des Perfusats sichergestellt, dal3 unerwinschte
Blutbestandteile aus dem Gefal3system der Lunge ausgewaschen wurden. Der in dieser
Arbeit verwendete Versuchsaufbau entsprach der Beschreibung von Seeger et al.
(1994).
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In den Kontrollversuchen, die die grundlegende Bezugsgrofie dieser Arbeit darstellen,
wurden die eindrucksvollen Effekte des ,priming“ mit LPS auf nachfolgend mit
Arachidonsaure stimulierte Lungen nachgewiesen. Die Auswertung dieser
Versuchsdaten zeigte die wesentlich starkere Reaktion der gemessenen Parameter
APAP, AVP und AW im Vergleich zu mit Arachidonsaure stimuliertennigen ohne
vorhergehende Inkubation mit Lipopolysacchariden.

Peters-Golden et al. (2004) beschreiben den ,priming“Effekt fur die
Leukotriensynthese in ihrer Ubersichtsarbeit. Desweiteren finden sich detaillierte
Beschreibungen fur das ,LPS-priming“ der FLAP bei Serio et al. (2005) und Surette et
al. (1998). Serio et al. (2005) untersuchten den ,priming“-Effekt in einer Kultur von
THP-1-Zellen, die als Modell menschlicher Monozyten dienten. Dabei wurde die
Genexpression der FLAP nach Inkubation der Zellkultur mit Lipopolysaccharid
verstarkt. Ebenfalls in einer Zellkultur, allerdings mit menschlichen polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, untersuchten Surette et al. (1998) den vorstimulierenden

Effekt von bakteriellem Lipopolysaccharid.

Der Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks war in der verwendeten
Versuchsanordnung Gradmesser der durch die freigesetzten Eicosanoide verursachten
Vasokonstriktion. Im Rahmen der Vasokonstriktion erfolgte eine massive Behinderung
des Perfusatdurchflu3es in der Lungenstrombahn.

Der ebenfalls unter dem Einflud des Lipopolysaccharid-induzierten ,priming®
ansteigende Ventilationsdruck war Ausdruck der durch die Derivate der Arachidonséure
verursachten Bronchokonstriktion. Dies wurde in den Arbeiten von Uhlig et al. (1996
und 1997) auf den bronchokonstriktiven Effekt des Thromboxans zurtickgefihrt.
Durch die zunehmende Funktionsstérung und irreversible Endothelschadigung kam es
zum Lungenddem, was sich in einer Gewichtszunahme der Lunge manifestierte. Der
Anstieg des Gewichts der isoliert perfundierten Rattenlunge war Gradmesser fir die

Menge an Perfusat, die im Lungengewebe eingelagert wurde.

Die massiven Lungenschadigungen nach ,LPS-priming® wurden in den
durchgefuhrten Versuchen durch den Einsatz verschiedener LOX-Inhibitoren in ihrer
Intensitat beeinflut. Es zeigte sich, dal3 die unterschiedlichen Hemmstoffe der LOX-

Isoenzyme einen sowohl in Bezug auf ihren Wirkmechanismus als auch in Bezug auf
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ihre Dosis in der Lage waren, die schadlichen Auswirkungen des ,LPS-priming* zu

vermindern.

Die Hemmung aller LOX-Isoenzyme (5-LOX, 12-LOX, 15-LOX) unter Einsatz von
CDC verringerte die physikalisch erfal3ten Parameter der Lungenschadigung,
APAP, AVP und AW, eindrucksvoll. Der Anstieg des pulmonalarteriel@rucks, des
Ventilationsdrucks und die Zunahme des Lungengewichts wurden gegeniber der
Kontrolle signifikant vermindert. Der starkste Effekt wurde bei einer Dosis von 20
UM/L erreicht.

Mit diesem Resultat stimmten auch die Ergebnisse der ELISA-Messungen uberein. In
den ungehemmten Kontrollversuchen betrug der initiale,fG&halt im Plasma zum
Zeitpunkt t=120 min bereits 668 pg/ml und stieg dann zum Zeitpunkt t=125 min auf
1575 pg/ml an. Deutlich geringer war die Initialkonzentration zum Zeitpunkt t=120 nach
der Zugabe von CDC; sie betrug lediglich 86 pg/ml und stieg zum Zeitpunkt t=125 nur
auf 506,50 pg/ml an.

LTC,4 konnte mittels ELISA im Perfusat der Kontrollversuche und der Versuche mit
CDC nicht nachgewiesen werden; bei den Ubrigen Hemmstoffversuchen wurden
ebenfalls grofdtenteils keine oder nur sehr geringe Gehalte vop haghgewiesen.

Dies war vermutlich auf die schnelle Metabolisierung zu den Abbauprodukten LTD
und LTE, zurickzufuhren (Austen et al. 2009); die Messung der 4 TE
Perfusatkonzentration gab dabei hinreichend Aufschluf3 Gber den Erfolg respektive den
Grad der Hemmung der 5-Lipoxygenase (Keppler et al., 1992).

Die Messung der Perfusatkonzentrationen an ThroaroRrostaglandin Fund 6-
keto-Prostaglandin iF in den Kontrollversuchen ergab im Vergleich zu den
Hemmestoffversuchen mit CDC keine Unterschiede. Die Funktion der Zyklooxygenase
wurde durch den Hemmstoff CDC nicht beeintrachtigt, und die Verénderung der
gemessenen Paramet&dPAP, AVP und AW war auf den EinfluR der Lipoxygenase-
Metaboliten zurtckzuftihren.

Die Analyse der ELISA-Daten der Perfusatgehalte an Thromboxan, Prostaglandin E
und 6-keto-ProstaglandimFunterstreicht die Bedeutung der Lipoxygenase-lsoenzyme

fur die pathophysiologische Reaktion der Lunge nach einem ,LPS-priming“. Es konnte
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allerdings mit keinem der untersuchten Stoffe eine Schéadigung der Lunge komplett
verhindert werden. Neben den Lipoxygenase-Isoenzymen tben auch andere Metaboliten
der Arachidonsaure einen Einflu3 auf das pathophysiologische Geschehen in der Lunge
aus. Zum EinfluR des Zyklooxygenaseweges liegen Untersuchungen von Ermert et al.
(2000c) und Schitte et al. (1997) vor. Die Effekte von Cytochrom p450 und seinen
Metaboliten in der Lungenstrombahn wurden von Fleming (2001), Alvarez et al. (2004),
Michaelis et al. (2005) und Campbell und Falck (2007) und in ihren Arbeiten

beschrieben.

Der Wirkstoff Gossypol inhibiert sowohl die 12-Lipoxygenase, als auch die 15-
Lipoxygenase. Die Ergebnisse der Hemmstoffversuche mit Gossypol zeigten eine
deutliche Reduktion der untersuchten Parameter pulmonalarterieller Druck,
Ventilationsdruck und Gewicht. Ebenso wie bei den Versuchen mit 5 uM/L CDC und
20 uM/L CDC war insbesondere die Gewichtszunahme der Lunge signifikant geringer
ausgepragt als in den Kontrollversuchen. Die Wassereinlagerung in der LPS-
stimulierten Rattenlunge steht maf3geblich unter dem Einflu3 der Cysteinyl-Leukotriene
LTC,4 und LTE,. Busse (1998) beschrieb in seiner Arbeit die vermehrte Ausschuttung
von Cysteinyl-Leukotrienen nach Vorstimulation durch Zytokine oder andere
proinflammatorische Substanzen. Zu diesen sind auch Bakterientoxine zu zahlen.
Weiterhin wies Busse auch auf die Effekte der Cysteinyl-Leukotriene auf das
GefalRsystem der Lunge hin und beschrieb die zur Flussigkeitseinlagerung fiilhrenden
Pathomechanismen. Im Normalzustand verhindern die intakte GefaBwand der
Lungenkapillaren und der kolloid-osmotische Druck der Plasmaproteine sowie der
Lymphflul3 die Ansammlung von Flussigkeit im Interstitium der Lunge. Ist allerdings
die Kapillarwand geschadigt, so verursachen bereits geringe Druckerhéhungen im
kapillaren Gefal3bett die Ausbildung eines Lungendédems. Der kolloid-osmotische Druck
der Plasmaproteine kann die kapillare Filtration Gber das Kapillarendothel nicht mehr
gegenregulieren, und es kommt zu einem starken FlUssigkeitseinstrom in den
Alveolarraum. Klausner et al. (1989) wiesen in ihrer Arbeit darauf hin, daf} die
Ausbildung eines Lungenddems nach einer Lungenschadigung zudem auf die erhéhte
Durchlassigkeit der Lungenkapillaren fir Proteine zuriickzufihren ist.

Den EinfluR der Lipoxygenasemetabolite auf die GefalRpermeabilitat untersuchten Cook
et al. (1990) am Modell der Ratte im Endotoxinschock. Die Verwendung des LTD4/E4-
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Rezeptorblockers LY171883 und des selektiven LTD4-Rezeptorantagonisten SKF-
104353 bewirkte eine signifikante Verringerung der GefaRpermeabilitat. Die

Permeabilitdit wurde unter der Verwendung von mit 99m-Technetium-markiertem

menschlichen Serumalbumin gemessen. Ahn et al. (1995) wiesen in ihrer Arbeit Uber
das Thrombin-induzierte Lungenddem bei der Ratte nach, dal3 die Verwendung des
selektiven Leukotrienrezeptorantagonisten IClI 198,615 die Ausbildung eines

Lungenddems signifikant verminderte. Diese Ergebnisse stehen auch in
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Ermert, die in

verschiedenen Arbeiten (1998, 2000c) auf die Bedeutung der Leukotriene fir die
Erhohung der GefalRpermeabilitat hinwiesen.

Die Cysteinyl-Leukotriene bewirken eine Kontraktion der glatten Muskulatur der
Atemwege und sind in dieser Eigenschaft 10-fach bis 100-fach potenter als Histamin
(Barnes et al., 1984). Jonsson (1998) beschrieb, dal3 Leukotrieie GKontraktion
glatter Muskelzellen in der Luftréhre von Schafen Uber den CysRekeptor steuert.
Auch fur das Modell der Meerschweinchenlunge l6sen die Cystenyl-Leukotriene eine
Kontraktion glatter Muskelzellen aus. Zusatzlich zur kontraktilen Wirkung bewirken
Leukotrien G und Lipoxin A die Freisetzung von Thromboxan. Diese
Thromboxanfreisetzung wird Uber den CysitHezeptor gesteuert und ist an der
Kontraktionswirkung beteiligt. Im Modell des isoliert perfundierten mesenterialen
GefalRbettes beschrieben Shastri et al. (2001) die vasokonstriktive Wirkung der
Leukotriene LTG, LTD,4 und LTE;. Mittels der Lipoxygenase-Inhibitoren AA-861 und
MK-571 konnten die vasokonstriktorischen Reaktionen auf Angiotensin Il signifikant
verringert werden. Auf die gefaRkontrahierende Wirkung von Endothelin-1 und
Kaliumchlorid Ubte die Zugabe der Lipoxygenase-Inhibitoren keinen Effekt aus. Jones
et al. (2004) wiesen in ihrer Arbeit darauf hin, daR zwar die Uberexpression von 5-
Lipoxygenase in unbehandelten Ratten nicht zu pulmonalem Hochdruck flihrte; die
Uberexpression in vorgeschadigten Ratten allerdings eine deutliche Verstarkung des
pulmonalen Hochdrucks bewirkte. Desweiteren wies das vorgeschéadigte Lungengewebe
nach Einwirkung der 5-Lipoxygenase im histologischen Schnitt weitreichende
entzindungsbedingte Zellinfiltrationen und starke Muskularisation der pulmonalen
GefaRe auf. Davidson und Drafta (1992) verwendeten fir ihre Untersuchungen zum

pulmonalen Hochdruck das Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge und ihre

84



Diskussion

Ergebnisse unterstreichen die auch in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntisse
Uber die wichtige Rolle, welche die Cysteinyl-Leukotriene bei der Regulierung des

GefalRtonus innehaben.

Auch im Hinblick auf die Veranderung der Prostanoidkonzentration im Perfusat zeigten

sich bei den Hemmstoffversuchen mit Gossypol die gleichen Ergebnisse wie bei den
Versuchsreihnen mit CDC. Es kam zu einem Anstieg der Prostanoide, aber die
gemessenen Parameter PAP, VP und Gewicht belegen eine weniger intensive
Schadigung der Lunge, als in den Kontrollversuchen. Gleichzeitig fanden sich auch hier
steigende Werte der LTEKonzentration. LTE und seine Metaboliten waren also nicht

alleine ursachlich fur die Schadigung der isoliert perfundierten Rattenlunge.

Zur weiteren Differenzierung der Wirkungen der einzelnen LOX-Isoenzyme wurde mit
Kaffeesaure ein spezifischer Hemmstoff der 5-Lipoxygenase in verschiedenen
Dosierungen eingesetzt. Die Verwendung von 20 pM/L Kaffeesédure erbrachte im
Vergleich zu den Versuchen mit 10 uM/L Kaffeesaure keine signifikante Verringerung
der Lungenschadigung. Lediglich die Gewichtszunahme der Lunge konnte mit der
Dosierung von 20 uM/L Kaffeesdure weiter verringert werden. Daher kann hier davon
ausgegangen werden, dafd mit 10 uM/L eine komplette Hemmung der 5-Lipoxygenase
erreicht wurde. In dieser Versuchskonstellation zeigte sich ebenfalls eine im
Vergleich zur Kontrolle deutlich weniger ausgepragte Lungenschadigung. Bei der
Gegenuberstellung der Versuche mit CDC ist zu erkennen, dald die Hemmung aller
LOX-Isoenzyme eine starkere Reduktion der gemessenen Parameter bewirkte, als die

alleinige Hemmung der 5-Lipoxygenase.

Desweiteren ist festzustellen, dal3 die Hemmung der 12-LOX und der 15-LOX eine
starkere Verminderung des Anstiegs von pulmonalarteriellem Druck und Gewicht
verursachten als die alleinige Hemmung der 5-LOX. Bei der Reduktion des
Beatmungsdruckanstiegs lieBen sich keine Unterschiede zwischen Gossypol und
Kaffeesdure erkennen. Wie in der Literatur beschrieben, ist der 5-LOX-Weg der
bedeutenste Weg fur die Entstehung von ARDS und ALI, wird doch hiertber die
Entstehung der potenten Cysteinyl-Leukotriene katalysiert. Andererseits haben auch
die Metaboliten der 12-LOX und der 15-LOX einen nicht zu unterschatzenden Einflul3
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auf die LPS-stimulierte Rattenlunge. Bereits 1988 wurde von Lefer et al. in einer
Publikation postuliert, dal3 Lipoxin A und LTEDeinen gemeinsamen Rezeptor
besitzen. Zu klaren ist bei den Versuchen, ob die Lipoxine und die Metaboliten der 12-
LOX eine ahnlich hohe bzw. bei den ParametePAP undAW eine héhere Wirkung

auf die Lungenendothelien aufweisen, als die durch 5-LOX katalysierten Leukotriene,
oder ob es durch die Hemmung der 5-LOX zu einer Gleichgewichtsverschiebung im
Sinne eines hoheren Substratangebots fir die 12-LOX und 15-LOX kommt. Mancini et
al. (1998) untersuchten in einer Arbeit die Metabolisierung von 12-HETE und 15-HETE
durch die 5-Lipoxygenase. In dieser Arbeit wurde beschrieben, dal3 in Anwesenheit von
FLAP die 5-Lipoxygenase auch 12(S)-HETE und 15(S)-HETE als Substrat nutzen kann.
Dies hatte im Falle von 12-(S)-HETE auch Auswirkungen auf die jtSyxthese.
Dieser Weg unterstreicht den Einflul3, den die Metaboliten der 12-Lipoxygenase auf die
Leukotriensynthese besitzen. Die Veradnderungen in den Konzentrationen von
Thromboxan, Prostaglandin, Eund 6-keto-Prostaglandin i in der vorliegenden
Untersuchung waren analog zu den bereits beschriebenen Veradnderungen in den
Versuchsreihen mit CDC und Gossypol. Es kam aul3erdem ebenso zu einem starken

Anstieg von LTE.

Weitergehend wurde mittels Baicalein in einer Versuchsreihe spezifisch die 12-
Lipoxygenase gehemmt, um deren Einflu3 auf die Leukotriensynthese eingehender zu
betrachten. Hierbei zeigte sich, dal® die erreichten Effekte auf VP und W weitgehend
identisch waren mit der Reduktion unter dem Einflu3 von Gossypol. Im Hinblick auf
den PAP war eine geringgradig starkere Reduktion des Anstiegs nach der
Arachidonsauregabe zu beobachten. Offensichtlich spielt die 15-Lipoxygenase
lediglich eine untergeordnete Rolle im vorliegenden Versuchsaufbau. Bedeutsam fir
die pathophysiologischen Verdnderungen in den durchgefiihrten Versuchen scheinen
hauptsachlich die 12-Lipoxygenase und die 5-Lipoxygenase bzw. deren jeweilige

Produkte zu sein.

Damit Ubereinstimmend war auch die Cysteinyl-Leukotrienkonzentration im Perfusat
nach der Hemmung der 12-Lipoxygenase mit Baicalein signifikant geringer als nach der
Hemmung der 5-Lipoxygenase mit Kaffeesaure. Zum Zeitpunkt t=125 min betrug die

LTC4-Konzentration im Perfusat der Versuche mit Kaffeesaure 1140 pg/ml und die
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LTE4-Konzentration 493 pg/ml. Im Vergleich dazu betrug bei den Baicalein-Versuchen
der LTG-Gehalt lediglich 144,80 pg/ml und der LFBehalt 90,60 pg/ml. Im Rahmen

der Lungenschadigung wurde das anfallende J\&iter metabolisiert und lag dann in
einer geringeren Konzentration vor. Bei der Betrachtung der ELISA-Bestimmungen der
COX-Metaboliten fiel auf, da? sowohl Thromboxan als auch 6-keto-Prostaglandin F
und Prostaglandin E nach Inkubation mit Baicalein in deutlich héheren Konzentrationen
im Perfusat nachweisbar waren, als in den Kontrollversuchen. Tries et al. (2002)
untersuchten in ihrer Arbeit die Effekte der kombinierten Hemmung der
Zyklooxygenase und Lipoxygenase mittels ML-3000. Sie wiesen in ihrer Arbeit den
Anstieg der LOX-Metaboliten nach Hemmung der COX mittels Indomethacin in
verschiedenen Tiermodellen nach. In der voliegenden Arbeit wurde aufgezeigt, dal3 ein
ahnlicher Effekt nach Hemmung der Lipoxygenase eintritt: Die Produkte der
Zyklooxygenase stiegen nach LOX-Hemmung an. Dieser Mechanismus wurde auch in
der Arbeit von Schroeder et al. (2002) zum Wachstum von Tumorzellen der Lunge

beschrieben.

Die untersuchten Endothel- und daraus resultierenden Lungenschéadigungen wurden
durch ein sich verschiebendes Gleichgewicht zwischen den drei Isoenzymen der
Lipoxygenase moduliert. Die Hemmung eines Isoenzyms filhrte zum starkeren
Hervortreten der Wirkung der jeweils anderen Isoenzyme. Hierbei schien es allerdings
nicht auf die einzelne Wirkung des speziellen Isoenzyms anzukommen, sondern die 5-
LOX benotigte offensichtlich die 15-LOX und 12-LOX als Synergisten. Ob neben der
12(S)-HETE weitere Produkte der 12-Lipoxygenase fur die Leukotrien-Synthese eine
Rolle spielen bleibt noch zu klaren. Wang et al. (1990) wiesen in ihrer Arbeit die
Aufnahme von Arachidonsaure und 12-HETE in Endothelzellen nach. 12-HETE
kumulierte dabei in der Membran von Microsomen. Dies ist die Vorausetzung, damit
12-HETE dann weiter durch die 5-Lipoxygenase verstoffwechselt werden kann.

In Anwesenheit von FLAP ist es nach Mancini (1998) mdglich, daf3 die 5-LOX auch
12(S)-HETE und 15(S)-HETE als Substrat nutzen kann. Dies ist eine Erkérung daftr,
dal der Anstieg der gemessenen Paramé&P, AVP und AW unter der Hemmung

der 12- und 15-LOX so deutlich war. Durch die Hemmung mit Gossypol stand der 5-
LOX anscheinend weniger Substrat zur Verfiigung, und so fiel auch die Produktion der

Cysteinyl-Leukotriene geringer aus.
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Die beiden Hemmstoffe MK-886 und L655,238 sind spezifische Hemmstoffe des 5-
Lipoxygenase activating proteins (FLAP). Nachdem lange Zeit die Lokalisation von 5-
LOX und FLAP an der Zellmembran vermutet wurde, fand man durch neuere
Untersuchungen heraus, dafd sich die 5-LOX im Kernplasma und im geringeren Mal3e
auch im Zytoplasma befindet. Durch Stimulation kommt es zur Ansammlung der 5-
LOX an der Kernmembran (Bannenberg et al., 2004). Desweiteren wird das FLAP nach
neueren Erkenntnissen nicht mehr als ,docking-enzyme“ fur die 5-Lipoxygenase
betrachtet, sondern als ,,Arachidonsaure-Transferprotein“. Bei dieser Betrachtungsweise
bindet die verfigbare (freie) Arachidonséure an das FLAP und wird mittels eines noch
unbekannten Mechanismus der 5-LOX prasentiert. Daraufhin beginnt die

Metabolisierung zu den Leukotrienen.

In Ubereinstimmung mit Peters-Golden et al. (2004) zahlten auch Mancini et al. (2001)
in einer Untersuchung das FLAP zur Familie der Kernmembran-assoziierten Proteine
des Eicosanoid- und Glutathion-Metabolismus (MAPEG). Zu dieser Familie zahlt neben
dem FLAP noch die PGE-Synthase, die LTC-Synthase sowie die microsomale
Glutathion-S-Transferase (MGST) 1-3. Mancini et al. untersuchten in ihrer Arbeit die
Hemmung der PGE-Synthase mittels verschiedener Wirkstoffe und konnten zeigen, dal3
sowohl LTG als auch MK-886 in geringen Konzentrationen in der Lage waren, die
PGE-Synthase eindrucksvoll zu hemmen. Im Gegensatz dazu waren die
Zyklooxygenase-Inhibitoren Indomethacin und Acetaminophen in wesenlich héheren

Konzentrationen inaktiv als Inhibitoren der Ratten-spezifischen PGE-Synthase.

In der Versuchsreihe mit MK-886 zeigte sich ein deutlich verminderter Anstieg von
pulmonalarteriellem Druck, Beatmungsdruck und Gewicht im Vergleich zu den
Kontrollversuchen, der vom Niveau mit den Hemmstoffen CDC, Gossypol, Kaffeesaure
und Baicalein vergleichbar war. Die Veranderung von PAP, VP und W nach Hemmung
aller LOX-Isoenzyme mittels CDC war ausgepragter im Vergleich zu den Versuchen
mit MK-886. Demgegenuber stand die starkste Hemmung des PAP mittels L655,238,
die in den bisher durchgefiihrten Versuchsreihen gefunden wurde. In hohen Dosen ab 10
MM/L I6st MK-886 Apoptose aus (Gugliucci et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
wurde MK-886 allerdings in der geringeren Dosierung von 5 pM/L verwendet. Jan und

Tseng (2000) wiesen in ihrer Arbeit nach, dal3 bereits geringe Dosierungen von MK-886
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eine Calciumfreisetzung und einen Calciumeinstrom in die Zelle induzierten. Hierdurch
kann es zu einer BeeinflulBung der Arachidonsaurekaskade kommen (Ca-abhéngige
Phospholipase C), die wiederum die Eicosanoidausschittung der Endothelzellen
beeinflul3t. Dies erkart die schwachere Hemmung durch MK-886 im Vergleich zu
L655,238. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde von Zhu et al. (2003) in
Versuchen mit Kaninchenlungen keine Verminderung der Vasokonstriktion unter dem
Einflu von MK-886 beobachtet.

Bei einer Untersuchung zur Hypoxie an der isoliert perfundierten Rattenlunge wurde bei
der Verwendung des FLAP-Inhibitors MK-866 mit dieser Arbeit lUbereinstimmende
Ergebnisse beziglich der Auswirkungen auf die TBX- und die LTB-Konzentration
ermittelt (Voelkel et al.,, 1996). Desweiteren wurde das Vorkommen von b5-
Lipoxygenase und FLAP im Lungen- bzw. Lungengefal3epithel der Rattenlunge unter
hypoxischen Bedingungen nachgewiesen. Unter Normoxie konnte mit der
durchgefuhrten immunhistochemischen Farbung weder FLAP noch 5-Lipoxygenase im
Lungengewebe nachgewiesen werden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse dieser
Arbeit war es naheliegend, dal3 es auch unter LPS-Stimulation zur Expression von 5-
LOX und FLAP in den Lungenepithelien kommt. Ermert et al. gelang 1998 der
immunhistochemische Nachweis der COX-2-Lokalisation und deren Aktivierung in
Rattenlungen. Bei Verflugbarkeit entsprechender Antikorper kdnnte auch der Nachweis
der LOX-Isoenzyme mittels der beschriebenen Technik gelingen.

Die Betrachtung der Daten aus vorhergehenden Arbeiten von Ermert et al. (1998,
2000b, 2000c) zur COX-2/TxA-Achse und die in dieser Arbeit erhobenen Daten
belegen, dal? sowohl die Produkte der Zyklooxygenase-Reaktion als auch auch die
Produkte der Lipoxygenase-Reaktion eine wichtige Rolle bei der Regulation des
pulmonalarteriellen Drucks und des Beatmungsdrucks im Modell der durch
Lipopolysaccharide stimulierten isoliert perfundierten Rattenlunge spielten. Die
Leukotriene unterstiitzen und regulieren die Zyklooxygenaseschiene als redundantes
System im Rahmen der Arachidonsauremetabolisierung. Das komplexe Zusammenspiel
von Leukotrienen und Produkten des Zyklooxygenaseweges beschrieben Kadowitz et al.
(1984) in ihrer Arbeit am Modell der Tierarten Schaf und Katze. Im Hinblick auf die
Permeabilitdtserhbhung der Lungenstrombahn nach LPS-Stimulation besitzen die

Produkte des Lipoxygenaseweges eine wesentlich starkere Rolle als Prostanoide und
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Thromboxan. Die Herstellung leukotriendefizienter Mause durch Inaktivierung des 5-
Lipoxygenase-Gens zeigte, dafd Entziindungsreaktionen auch ohne Vorhandensein von
Leukotrienen entstehen koénnen (Goulet et al.,, 1994). In dieser Arbeit wurde die
vermehrte Produktion der Prostanoide auf eine Kompensationsreaktion aufgrund der
Unfahigkeit der Méause Prostaglandine zu synthetisieren zuriickgefiihrt. Desweiteren
stand durch die Blockade der Leukotriensynthese mehr Arachidonsdure als
Ausgangssubstrat zur Verfiigung und verstarkte so die Bildung der Prostanoide. Auch
Chianchi at al. (2006) beschrieben den vermehrten Anfall von Prostanoiden nach

Blockade der 5-Lipoxygenase.

Noch eindrucksvoller als MK-866 zeigte sich der FLAP-Inhibitor L655,238 in der Lage,
die von Lipopolysacchariden ausgeloste Lungenschadigung zu begrenzen. In der
verwendeten Dosierung von 30 uM/L fiel der Anstieg von PAP, VP und W signifikant
geringer aus als in den Kontrollversuchen. Unabhangig von den vorhergehenden
Reaktionen der 12-LOX und der 15-LOX erzielte also die vollstdndige Hemmung des
FLAP eine vergleichbar starke Reduktion der pathophysiologischen Veranderungen wie
die Hemmung aller drei LOX-Isoenzyme mittels CDC. Ohne die Funktion der FLAP
kann also die 5-LOX nicht in die Arachidonsaurekaskade eingeschaltet werden und so
kann auch die Bildung der Cysteinyl-Leukotriene unterbunden werden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Mancini et al. (2001) wurde auch in den
Versuchen mit den FLAP-Inhibitoren eine wesentlich geringere Konzentration an PGE
im Perfusat nachgewiesen. In den Kontrollversuchen betrug die-R@®&entration

zum Zeitpunkt t=122 min 2407 pg/ml, unter dem Einflu von L655,238 betrug sie 815
pa/ml und nach Inkubation mit MK-886 konnten lediglich 201 pg/ml (5 uM/L MK-886)

respektive 283 pg/ml PGHBachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Versuche mit Bay-u9773 zeigen die grol3e Bedeutung der durch die
5-LOX produzierten Leukotriene beziehungsweise deren Vorstufen fur die Reaktion der
LPS-stimulierten Rattenlungen. Bay-u9773 wirkte erst, nachdem alle drei LOX-
Isoenzyme bereits ihre Wirkung entfaltet hatten und unterband die Bindung van LTC
und LTE, an ihre spezifischen Rezeptoren. Sloniewsky et al. (2004) stellten in ihrer

Untersuchung fest, dafd in Rattenalveolarzellen vom Typ Il zwar CydReZeptoren,
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jedoch keine CysLiFRezeptoren exprimiert werden. In ihrer Arbeit beschrieben
Mandal et al. (2004), dal3 die verschiedenen Leukotriene auch an jeweils spezifischen
Rezeptoren wirken. Demnach repréasentiert Cyskihen spezifischen Rezeptor fir
LTD4, wohingegen CysLAfur LTC, die molekulare Zielstruktur darstellt. Ebenso gibt

es auch fur LTB spezifische Zielmolekile. Diese sind die sogenannten Rezeptoren
BLT; und BLT, (Tager und Luster, 2003; Sakata et al., 2004).

Ungeklart bleibt, ob der Cys-LLIRezeptor an den Rattenalveolarzellen die einzige
Zielstruktur der Cysteinyl-Leukotriene ist, oder ob noch weitere Rezeptoren in der
isoliert perfundierten Rattenlunge vorhanden sind. Hierlber finden sich keine
eindeutigen Angaben in der Literatur, doch lalt das Vorkommen von zahlreichen
verschiedenen Zelltypen in der Lunge die Vermutung zu, dall weitere CysLT-
Rezeptoren vorhanden sein missen. Fir die Annahme, dal3 lediglich der-CysLT
Rezeptor fur die Bindung der Cysteinyl-Leukotriene verantwortlich ist, spricht, daf3 die
guantitative Messung von LTQind LTE, mittels ELISA in den Versuchen mit Bay-
u9773 zum Zeitpunkt t=125 min wesentlich héher lag als in allen anderen Versuchen.
Insbesondere der LTHESehalt im Plasma erreichte sehr hohe Konzentrationen. Die
hohe LTE&-Konzentration war moglicherweise auf die Hochregulation der
Leukotriensynthese nach Endotoxinstimulierung zurickzufihren (Cook et al., 1990;
Fink et al., 1991). So beschrieben Muskardin et al. (1994) eine vermehrte Produktion
von LTE, in isoliert perfundierten Rattenlungen nach Stimulierung mit
Lipopolysaccharid. Offensichtlich kann das aus der Arachidonsaure durch die
Lipoxygenase-lsoenzyme entstehende Substrat ,LTi@&ch der Blockade seines
Rezeptors durch enzymatische Abspaltung von Glutamat und Glycin noch weiter zu
LTE, verstoffwechselt werden (Austen et al., 2009).

Die pathophysiologischen Veranderungen in der LPS-stimulierten Rattenlunge wurden
durch die Produkte der enzymatischen 5-LOX-Aktivitdt mal3geblich gesteuert. Die
Produkte der Enzyme 15-LOX und 12-LOX beeinflu3ten zwar nicht unmittelbar die
pathophysiologischen Verédnderungen, erwiesen sich jedoch als bedeutsam fir den 5-
LOX-Metabolismus. Hier besitzt insbesondere die 12-LOX eine wichtige

Steuerfunktion fur den Metabolismus der 5-LOX.
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Wie dargestellt, spielen die Leukotriene eine wichtige Rolle bei der Steuerung der
pathophysiologischen Prozesse der isoliert perfundierten Rattenlunge. Diese Steuerung
findet in engem Zusammenspiel mit den Produkten des Zyklooxygenaseweges, also den
Prostanoiden Thromboxan, Prostaglandinukd 6-keto-ProstaglandinfFstatt. In den
durchgefuhrten Hemmstoffversuchen fihrte die Blockade des Lipoxygenaseweges zu
einem Anstieg der Perfusatkonzentrationen von Thromboxan, Prostaglandind B-
keto-Prostaglandin,f. Diese Anstiege, im Vergleich zu den Kontrollversuchen, waren

je nach verwendetem Hemmstoff des Lipoxygenaseweges teilweise in geringem
Ausmal, teilweise mit hochsignifikantem Unterschied festzustellen. Zieht man nun in
Betracht, dal? auch im Bereich des Zyklooxygenaseweges ein Gram-negatives ,priming*
existiert, so kam es in der vorliegenden Arbeit durch die Blockade des
Lipoxygenaseweges zu einer vermehrten Bereitstellung des Substrats Arachidonséaure
fur den Zyklooxygenaseweg. Das normalerweise vorhandene Gleichgewicht der
Metabolisierung verschob sich und fuhrte zu einem vermehrten Anfall der Prostanoide
(TBX, PGF E, 6-keto-PGH,) (Goulet et al., 1994, Chianchi et al., 2006). Neben der
Tatsache, dald AA als Substrat der COX-2 in gréRerer Menge zur Verfiigung stand, war
der Anstieg der Perfusatkonzentration von Thromboxan, ProstaglapdindE6-keto-
Prostaglandin £ méglicherweise auch auf die Hochregulation der COX-2-Aktivitat
durch die Cysteinyl-Leukotriene zurtickzufihren (Rossi et al., 2005). So untersuchten
Wikstrom et al. (2003) den Einflul3 von Leukotrienen auf die Regulation der COX-2 in
Zellkulturen (Int 407/Caco 2). Dabei kam es zur vermehrten Expression von COX-2
durch Leukotriene tber den MAP-Kinase-Erk-1/2-Weg und konsekutiv zum erhéhten
Anfall von Prostanoiden. Der gleiche Mechanismus wurde fir Tumorzellen und
Makrophagen von Ratten beschrieben (Feuerstein et al., 1981; Romano und Claria,
2003).

Der vermehrte Anfall von Arachidonsaure im Sinne eines Arachidonsaure-Shift durch
Blockade des Lipoxygenaseweges und der vermehrte Anfall von Prostanoiden im
Rahmen der Hochregulation der COX-2 durch die Cysteinyl-Leukotriene fiihrte
allerdings nicht zu einer vermehrten Schadigung der isoliert perfundierten Rattenlunge
Uber die Wirkung der Prostanoide. Diese Wirkungen der Prostanoide waren also nur bis
zu einem gewissen Grad dosisabhéngig. Insbesondere bestand die Schadigung der
Gram-negativ stimulierten Rattenlunge aus einem engen Zusammenspiel zwischen den

Produkten des Zyklooxygenase- und des Lipoxygenase-Weges. Der malgebliche
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EinfluR, den die Leukotriene auf die pathophysiologische Reaktion der Lunge haben,
zeigte sich in den deutlich geringeren Anstiegen der ParatBt#P, AVP und AW.

Trotz in groRer Menge bereitstehender Arachidonsdure als Substrat fir die
Zyklooxygenasen fiel die Lungenschadigung ohne den EinfluR der Leukotriene
wesentlich geringer aus, als in den Kontrollversuchen. Nakata et al. (2005) stellten in
ihrer Arbeit dar, dal3 inflammatorische Veranderungen auch in COX-2 deletierten
Méausen eintreten. Nach Vorstimulation der COX-2 deletierten Mause mit Ovalbumin
wiesen die Tiere deutlich erhéhte Leukotrienkonzentrationen {LILTE,, LTD,4) und
verringerte PGE-Konzentrationen auf. Nichtsdestotrotz zeigten die Mause ausgepragte
Entztindungserscheinungen. Ermert et al. (2000c) diskutierten in ihrer Arbeit bereits,
dal3 die Endothelschaden und der Gewichtsanstieg der isoliert perfundierten Rattenlunge
eher durch Leukotriene als durch die Produkte der Zyklooxygenase verursacht werden.
Zahlreiche Autoren wiesen auf die zentrale - und bisher unterschétzte - Rolle der
Leukotriene im Rahmen von Entzindungsreaktionen hin (Leff, 2001; Sharma und
Mohammed, 2006; Rubin und Mollison, 2007).

Medikamentdse Interventionsmdglichkeiten erscheinen auf der Ebene des FLAP am
sinnvollsten, da einerseits der Hauptweg flur die durch Produkte des
Lipoxygenaseweges verursachte Entzindung blockiert wird, andererseits die Wirkungen
der Produkte der 12-Lipoxygenase- und der 15-Lipoxygenase-Aktivitat nicht beeinfluf3t
wurden. Desweiteren kénnte durch die Hemmung des FLAP auch die Produktion der
Cysteinyl-Leukotriene unterbunden werden. Deren Wirkungen auf die Zellen in der
isoliert erfundierten Rattenlunge konnte zwar auch mittels eines Cys-LT-
Rezeptorblockers verhindert werden, allerdings wird deren Entstehung nicht
verhindert. Im Hinblick auf das Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge
zeigten die Hemmung der FLAP und der CysLT-Rezeptoren einen vergleichbaren
lungenprotektiven Effekt. Allerdings konnten die Cysteinyl-Leukotriene in
einem intakten Organismus weitere negative Effekte auslosen; insofern scheint es
sinnvoll, ihre Entstehung bereits auf der Stufe der FLAP zu verhindern. Desweiteren
konnten durch die Hemmung der Leukotriensynthese auf Ebene der FLAP in
Abhangigkeit vom Inhibitor Kreuzreaktionen auf andere Mitglieder der MAPEG-

Familie genutzt werden.
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Untersuchungen zum Gram-positiven ,priming*

In Analogie zu dem beschriebenen ,priming“ durch bakterielle Endotoxine, kann es
auch im Rahmen von Infektionen mit Gram-positiven Bakterien zu einer ,priming“-
Reaktion kommen. Meist handelt es sich hierbei um nosokomiale Infektionen, die
wegen ihrer zunehmenden Haufigkeit nicht zu vernachlassigen sind (De Kimpe et al.,
1995). Kengatharan et al. (1998) beschrieben in ihrer Arbeit die Entsehung des Schocks
und nachfolgendes Multiorganversagen am Modell der Ratte. MPD ist ein spezifisches
Fragment von Peptidoglykan und verantwortlich fur das Zusammenspiel mit LTA bei
der Entstehung des Schocks. Desweiteren nahmen Kengatharan et al. an, dal3 die
Struktur der Lipoteichonséure bestimmend fir die Pathogenitat eines Bakteriums ist,
wahrend Peptidoglykan die durch LTA verursachten Reaktionen verstarkt. Die
weitergehenden Zusammenhange der durch Gram-positive Bakterien ausgeldsten Sepsis
sind in der Ubersichtarbeit von Sriskandan und Cohen (1999) umfassend dargestellt.
Middelveld und Alving (2000) stellten ben vivo Untersuchungen am Tiermodell
Schwein fest, dal® sich die Wirkungen von Lipoteichonsaure und Peptidoglykan G bei
der Auslosung respiratorischen Versagens und beim septischen Schock synergistisch
verstarken. Peptidoglykan G zeigte bei alleiniger Gabe eine geringere Wirkung als
Lipoteichonsaure, bei kombinierter Gabe war die Wirkung deutlich verstarkt.

Im Modell der isolierten Rattenlunge wurde die ,priming“-Reaktion durch Gram-
positive Bakterien mittels der Verwendung von Lipoteichonséure und Peptidoglykan
simuliert. LTA und Pep G sind die Hauptbestandteile der Zellwand Gram-positiver
Bakterien. Neben den von Blutzellen und den vom Endothel freigesetzten
Entzindungsmediatoren, beeinfluBen auch im Blutplasma geloste Faktoren die
pathophysiologischen Ablaufe im durch Gram-positive Bakterien verursachten Schock.
Deren Wirkungen variieren stark in ihrer Wirkungsrichtung und dem Zielort der
pathophysiologischen Veranderungen. Teilweise werden diese Stoffe an anderen
Lokalisationen im Korper produziert und beeinfluBen dann das lokale Geschehen im
Sinne eines erweiterten Substratangebots (Thiemermann, 2002). Auf die Bedeutung des
Komplementsystems wurde durch Kirschfink (1997) hingewiesen: Das
Uberschiessende Komplementsystem bewirkte Gewebe- und Organschaden und kann die

durch den Ablauf der Arachidonsdurekaskade verursachten Schaden weiter verstarken.
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Deitch und Mancini (1993) gingen in Ihrer Arbeit ebenfalls auf die Wirkungen des
aktivierten Komplementsystems im Schock ein, und beschreiben Moglichkeiten das

Komplementsystem zu beeinflul3en.

In den Versuchen zum Gram-positiven ,priming“ der vorliegenden Arbeit wurden im
Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge die Wirkungen der verwendeten
Substanzen im Einzelnen untersucht. Die Zugabe von Plasma in das Perfusat der isoliert
perfundierten Rattenlunge besal} keine signifikanten Auswirkungen auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks nach zweistindiger Inkubation und Zugabe von 10 pM/L
Arachidonsaure zum Zeitpunkt t=120 min. Ebenso wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Anstieg des Beatmungsdrucks und der Gewichtszunahme
im Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasmazugabe gemessen. Auch der Gehalt
von Thromboxan, Prostaglandin, Bnd Prostaglandin 1f der Kontrollversuche mit
Zugabe von 1,5 ml Plasma wies keine signifikanten Anderungen im Vergleich zu den

Kontrollversuchen ohne Plasmazugabe auf.

Die zweistindige Inkubation mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure oder 20 pg/ml
Peptidoglykan unter Zugabe von 1,5 ml Plasma bewirkte nach der Verabreichung von
Arachidonsaure in das Perfusat keine signifikanten Anstieg des pulmonalarteriellen
Drucks im Vergleich zu den Kontrollversuchen mit und ohne Plasmazugabe. Auch bei
den gemessenen Parametern Beatmungsdi\R)(und Gewicht AW) wurden keine
signifikanten Unterschiede gemessen. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von De Kimpe et al. (1995). Sie stellten in ihrer Studie fest, dald
Peptidoglykan G und Lipoteichonsaure bei alleiniger Gabe nicht die gleichen Effekte
auslosen konnten wie bei einer kombinierten Gabe. Auch die dreifach héhere Dosierung
von Lipoteichonsaure konnte diese Effekte nicht hervorrufen. Der Gehalt von
Thromboxan, Prostaglandin, Eund Prostaglandin - war im Vergleich zu den
Kontrollversuchen signifikant erhoht, wahrend sich im Vergleich zu den

Kontrollversuchen mit Zugabe von Plasma keine signifikanten Unterschiede ergaben.

Die Kombination von 1,5 % Plasma mit 20 pg/ml Lipoteichonsaure und 20 pg/ml
Peptidoglykan G bewirkte einen signifikanten (p<0,05) Anstieg des pulmonalarteriellen

Drucks sowohl im Vergleich mit den Kontrollversuchen ohne Plasmazugabe als auch im
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Vergleich mit den Kontrollversuchen mit Plasmazugabe. Auch die Veranderungen des
Beatmungsdrucks waren signifikant (p<0,001). Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit der Arbeit von De Kimpe et al. (1995). Die durchschnittliche Gewichtszunahme der
isoliert perfundierten Rattenlunge war im Vergleich zu den Kontrollversuchen mit oder
ohne Plasmazugabe zwar grof3er, allerdings waren diese Unterschiede statistisch nicht
signifikant. Der Gehalt von Thromboxan, Prostaglandiruid Prostaglandinif war

beim Gram-postiven ,priming* mit Zugabe von 1,5 ml Plasma signifikant erhéht im
Vergleich zu den Kontrollversuchen ohne Plasmazugabe. Im Vergleich zu den
Kontrollversuchen mit Zugabe von Plasma konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zum ,priming“ durch Pep G und LTA im Hinblick auf den
Vergleich mit den Kontrollversuchen ohne Plasmazugabe unterstreichen die Ergebnisse
zahlreicher vorhergehender Arbeiten (De Kimpe et al., 1995; Kengatharan et al., 1998;
Thiemermann, 2002; Wray et al., 2001; Leemans et al., 2003; Wang et al., 2003): Die
Kombination von Peptidoglykan G und Lipoteichonsdure l6st eine mit dem Gram-

negativen ,priming“ vergleichbare Reaktion der isoliert perfundierten Rattenlunge aus.

Im Hinblick auf die Reaktion der isoliert perfundierten Rattenlunge nach Gram-
positiven ,priming“ im Vergleich mit den Kontrollversuchen mit Zugabe von 1,5 ml
Plasma wurden mit Ausnahme der Param&BAP und AVP keine signifikanten
Unterschiede festgestellt. In der Literatur finden sich Hinweise auf im Plasma
befindliche Substanzen, welche die Organ-/Zellreaktion beim Gram-positiven ,priming*“
beeinfluBen. So beschrieben Palaniyar et al. (2002) die Entfernung Gram-positiver
Bakterien aus der Lungenstrombahn unter der Mitwirkung von Collectinen der Lunge
und von im Plasma gelOster Immunproteine (l1IPs). Auch Dziarski (2003) weist auf das
Vorhandensein von Stoffen im Plasma hin, die Peptidoglykan erkennen und direkte
antimikrobielle Aktivitat entwickeln kdnnen. Die genauen Wirkmechanismen dieser

Substanzen sollten in weitergehenden Studien aufgeklart werden.
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Zusammenfassung

Das Erkrankungsbild der Sepsis besitzt trotz intensiver Forschung und auch
therapeutischer Fortschritte eine immense Bedeutung. Die durch Gram-negative und
zunehmend - im Rahmen nosokomialer Infektionen - durch Gram-positive Bakterien
verursachte Sepsis fuhrt zum ,acute respiratory distress syndrome® (ARDS). Im
Rahmen des ARDS kommt es in der exsudativen Phase zu einer ausgepragten
Schadigung des alveolaren Epithels und des vaskuldren Endothels. Dies fihrt zum
Einstrom von FlUssigkeit, Proteinen, Entzindungszellen und Erythrozyten in das
Interstitium und den Alveolarraum. Induziert und gesteuert werden diese Schadigungen
der Lunge durch das komplexe Zusammenspiel von proinflammatorischen und
antiinflammatorischen Mediatoren. Wie diese Steuerung im Detail ablauft ist noch nicht
umfassend geklart. Im Rahmen dieser Arbeit sollte aufgeklart werden, ob die Produkte
des Lipoxygenaseweges (Leukotriene) an der intrazellularen Signaltransduktion beim
Gram-negativen ,priming“ durch Lipopolysaccharid beteiligt sind und welche Rolle die
Isoenzyme der Lipoxygenase beim Gram-negativen ,priming” spielen. Weiterhin wurde
untersucht welche Wechselwirkungen zwischen dem Lipoxygenaseweg und dem
Zyklooxygenaseweg im Rahmen des Gram-negativen ,priming“ stattfinden; und
zusatzlich sollte aufgeklart werden, ob im Plasma geldste Faktoren eine Rolle beim

Gram-positiven ,priming“ durch Peptidoglykan und Lipoteichonsaure spielen?

Als Versuchsmodell bot sich im Hinblick auf die zu untersuchende Fragestellung das
Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge an. Dabei handelt es sich um ein seit
langem etabliertes Modell, das im Gegensatz zum Ganztiermodell den Vorteil bietet, die
Messungen einzig an dem im Mittelpunkt des Interesses stehenden Organ
durchzufihren. Die isoliert perfundierte Rattenlunge besitzt weiterhin ihre

physiologischen Regulationsmechanismen und bietet daher die Madglichkeit, die
pathophysiologischen Reaktionen im Rahmen der Versuchsreihen durch direkte

Messung zu erfassen.

Die Inkubation der isoliert perfundierten Rattenlunge mit Lipopolysaccharid Gram-
negativer Bakterien flhrte nach der Gabe eines weiteren inflammatorischen Stimulus
wie Arachidonsaure zur ,priming“-Reaktion des untersuchten Organs. Im Rahmen des

.priming” zeigte die isolierte Lunge im Vergleich zur nicht vorstimulierten Lunge eine
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vielfach  starkere pathophysiologische Reaktion mit erhdhter Vaso- und
Bronchoreaktivitdt sowie  Perfusions-Ventilationsverteilungsstorungen.  Diesem
~priming“-Effekt lag eine erhdohte Expression verschiedener Enzymsysteme wie
Lipoxygenaseenzyme, Zyklooxygenaseenzyme und NO-Synthasen zugrunde. Uber den
Lipoxygenaseweg wurde zunachst die 5-Hydroxyperoxyeicosatetraensaure gebildet, die
das Intermediarprodukt fur die 5-Hydroeicosatetraensaure und die LeukotueBg A

C4, D4 und E darstellte. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Funktion
die Enzyme 5-Lipoxygenase, 15-Lipoxygenase, 12-Lipoxygenase sowie das b5-
Lipoxygenase aktivierende Protein (FLAP) und die Blockade des Cy&Cyg LT,-
Rezeptors im Rahmen der durch Zellwandbestandteile Gram-negativer Bakterien
ausgelosten ,priming“-Reaktion auf funktionelle Lungenfunktionsparameter und
Eicosanoid-Produktion austiben. Zur Aufklarung der Funktion der Lipoxygenase-
Isoenzyme wurden deren Inhibitoren CDC, Gossypol, Kaffeesdure und Baicalein
eingesetzt; im Hinblick auf den Einflu3 des FLAP wurden die Inhibitoren L-655,238
und MK-886 verwendet und zur Blockade des Cys/ldys LT,-Rezeptors kam Bay-

u9773 zum Einsatz.

Desweiteren wurde unter Verwendung von Lipoteichonséure und Peptidoglykan G der
Einflul der Zugabe von Plasma im Rahmen des Gram-positiven ,priming* untersucht.
Hierzu wurde die isoliert perfundierte Rattenlunge mit verschiedenen Kombinationen an

Lipoteichonsaure und Peptidoglykan G unter Zugabe von Plasma inkubiert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dal3 die zentrale Schaltstelle fur die durch
Lipopolysaccharid ausgel6ste Signaltransduktion der Cyé Cys LT,-Rezeptor war.
Die Blockade dieses Rezeptors unter Verwendung von Bay-u9773 verminderte die

-priming“-Reaktion der isoliert perfundierten Lunge eindrucksvoll.

Die Blockade von 5-Lipoxygenase, 15-Lipoxygenase, 12-Lipoxygenase sowie des
FLAP verminderten zwar ebenfalls die ausgepragte Wirkung des zweiten
inflammatorischen Stimulus Arachidonsaure auf das LPS-stimulierte Organ, doch
konnte in den verschiedenen Kombinationen kein vergleichbar gutes Ergebnis wie bei
der Verwendung von Bay-u9773 erzielt werden. Unter dem Einflul3 von Bay-u9773 kam

es zu einer hochsignifikanten (p<0,001) Reduktion ABAP undAVP, sowie zu einer
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signifikanten (p<0,05) Reduktion vax\W. Die Prostanoide Thromboxan, Prostaglandin

E, und 6-keto-Prostaglandin ;F wiesen keinen signifikanten Anstieg der
Perfusatkonzentrationen auf. Leukotrien Zeigte in den Versuchen mit Bay-u9773
einen hochsignifikanten (p<0,001) Anstieg im Vergleich zu den Kontrollversuchen. Im
Rahmen der Versuche wurde desweiteren die Wirkung der unterschiedlichen Isoenzyme
und deren Bedeutung unter Berticksichtigung synergistischer Effekte aufgeklart.

Im Rahmen des Gram-negativen ,priming“ kam es bei Hemmung der Lipoxygenase-
Isoenzyme zu einem Shift des Arachidonséure-Metabolismus hin zu den Prostanoiden.
Arachidonsaure steht hierbei vermehrt als Substrat fir die COX-2 zur Verfigung und es
kommt gleichzeitig zu einer Hochregulation der COX-2 durch die Cysteinyl-
Leukotriene. Dieser Arachidonsaure-Shift findet seinen Ausdruck in den steigenden
Werten von Thromboxan, Prostaglandipn ibhd 6-keto-Prostaglandin - Trotz dieses
Shifts wurden allerdings die Anstiege von pulmonalerteriellem Druck, Beatmungsdruck
und Gewicht signifikant unter dem Einflu3 von CDC, Gossypol, Kaffeesaure, Baicalein,
L-655,238 und MK-886 gehemmt. Parallel hierzu sind die Werte von Leukotyien E
Perfusat sehr gering. Beim Gram-negativen ,priming“ sind die Lipoxygenase-Produkte
entscheidend an der ,priming“-Reaktion beteiligt. lhre Wirkung enfalten die
Leukotriene Uber Bronchokonstriktion, Permeabilitdtserhéhung, Proinflammation und
pulmonale Vasokonstriktion. Mdglicherweise gibt es noch weitere Metaboliten des
Lipoxygenaseweges, wie beispielsweise Lipoxin A/B, die EinfluR auf die ,priming“-

Reaktion haben.

Eine weitere Fragestellung, die im Rahmen dieser Arbeit behandelt wurde, war die
Untersuchung der Bedeutung der Zugabe von Plasma im Rahmen des Gram-positiven
-priming“. Bei den unter Zugabe von Plasma mit Lipoteichonsaure und Peptidoglykan
G stimulierten isoliert perfundierten Rattenlunge zeigte sich, dal3 es keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollen mit Zugabe von Plasma gab. Es wurde in
dieser Studie nicht im Einzelnen untersucht welche im Plasma gelosten Stoffe Einfluf3
auf das pathophysiologische Geschehen im Modell der isoliert perfundierten
Rattenlunge nach Gram-positiven ,priming” haben. In der Literatur wird auf die
Wirkungen des Komplementsystems im Rahmen inflammatorischer Geschehen

hingewiesen.
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Zum umfassenden Verstandnis der Pathophysiologie septischer Erkrankungen sollten
die Einflil3e weiterer Metaboliten des Lipoxygenaseweges auf die ,priming“-Reaktion
untersucht werden. Die Lipoxygenase-Isoenzyme stellen aufgrund der in dieser Arbeit
gewonnenen Erkentnisse eine wichtige Zielstruktur in der Entwicklung weiterer und

besserer Behandlungsmoglichkeiten des ARDS dar.
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Summary

In spite of intensive research and therapeutical progress, the clinical picture of sepsis
still possesses an immense importance. Sepsis caused by gram-negative and increasingly
- within the scope of nosocomial infections - by gram-positive bacteria leads to the acute
respiratory distress syndrome (ARDS). Within the scope of ARDS a massive damage of
the alveolar epithelium and vascular endothelium occurs in the exsudative phase. This
leads to the influx of fluid, protein, inflammatory cells and erythrocytes into the
interstitium and the alveolar space. Those damages to the lung are induced and guided
by the complex interaction of proinflammatory and anti-inflammatory mediators. There
are no comprehensive research results as to how this linkage occurs in detail. In this
study we examined wether the products of the lipoxygenase pathway (leukotrienes) take
part in the intracellular signal transduction during gram-negative “priming” and which
role is played by the lipoxygenases during gram-negative “priming”. Furthermore we
investigated the interaction between the lipoxygenase and the cyclooxygenase pathway
during gram-negative “priming” due to lipopolysaccharide and the relevancy of plasma

in gram-positive “priming” due to peptidoglycan G and lipoteichoic acid.

With respect to the question to be examined, the model of the isolated perfused rat lung
lends itself as an experimental model. This is a well-established model which, as
opposed to the whole animal model, has the advantage of enabling measurements only
on the organ which is in the focus of interest. Furthermore, the isolated perfused rat lung
still possesses its physiological regulatory mechanisms, therefore offering the
opportunity to measure the pathophysiological reactions within the frame of the test

series via direct measurements.

The incubation of the isolated perfused rat lung with lipopolysaccharide leads to a
“priming” reaction of the examined organ after administering a second inflammatory
stimulus such as arachidonic acid. Within the frame of the “priming”, the isolated lung,
as opposed to the non-prestimulated lung shows a much stronger pathophysiological
reaction with higher vaso- and bronchoreactivity as well as perfusion-ventilation
mismatch. This “priming” effect is based on an increased expression of various enzyme

systems like lipoxygenase enzyme, cyclooxygenase enzyme and NO-synthase. Initially,
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5-hydroxyperoxyeicosatetraenoic acid is formed through the lipoxygenase way, which is
the intermediary product for 5-hydroeicosatetraenoic acid and leukotrigiia, Ay, D,

and E. In the present thesis the function of the AA metabolites 5-lipoxygenase, 15-
lipoxygenase, 12-lipoxygenase as well as that of the 5-lipoxygenase-activating protein
(FLAP) and the blockage of the Cys {{CTys LT, receptor within the frame of the
“priming” reaction triggered through cell-wall components of gram-negative bacteria
was examined. To clarify the function of lipoxygenase isoenzymes, their inhibitors
CDC, gossypol, caffeic acid and baicalein were used; with respect to the influence of the
5-lipoxygenase-activating protein (FLAP), the inhibitors L-655,238 and MK-886 were
used, and Bay-u9773 was employed for the blockage of the GYS\SILT, receptor.

Furthermore, the influence of plasma within the frame of gram-positive “priming” was
examined using liptoeichoic acid and peptidoglycan G. For this purpose, the isolated
perfused rat lung was incubated with various combinations of lipoteichoic acid and
peptidoglycan G, adding plasma.

The results of the examinations show that the CygQyl LT, is the central switch
point for the signal transduction triggered by lipopolysaccharide. The blockage of this
receptor using Bay-u9773 impressively lessens the “priming” reaction of the isolated

perfused lung.

The blockage of 5-lipoxygenase, 15-lipoxygenase, 12-lipoxygenase as well as the 5-
lipoxygenase-activating protein (FLAP) also decreases the fatal effect of the second
inflammatory stimulus arachidonic acid on the LPS-stimulated organ, but no equally
good result could be achieved in the various combinations as the one achieved through
the use of Bay-u9773. The administration of Bay-u9773 led to a highly significant
(p<0,001) reduction oAPAP anAVP, as well as to a significant (p<0,05) reductidn o

AW. The prostanoids thromboxane, prostaglandinuBd 6-keto-prostaglandinf
showed no significant increase of their concentration. The concentration of leukotriene
E4 was highly significant (p<0,001) increased during the experiments using Bay-u9773.
Furthermore, the effect of the various isoenzymes and their importance with respect to

synergistic effects were clarified within the frame of the experiments.
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Within the frame of the gram-negative “priming”, inhibition of lipoxygenase
isoenzymes led to a shift of the arachidoic acid metabolism towards prostanoids. This is
expressed through the increasing values of thromboxane, prostaglandia B-keto-
prostaglandin F. In spite of this shift, the increase of pulmonary arterial pressure,
ventilation pressure and weight were significantly inhibited under the influence of CDC,
gossypol, caffeic acid, baicalein, L-655,238 and MK-886. Parallel to this, the values of
leukotriene & in the perfusate were very low. In gram-negative “priming” the
lipoxygenase metabolites play a vital part in the “priming” reaction. Leukotrienes
develop their effect through bronchoconstriction, increase of permeability,
proinflammation and pulmonary vasoconstriction. It is possible that there are further
metabolites of the lipoxygenase way, like for example lipoxin A/B, which have an

influence on the “priming” reaction.

Another question examined within the frame of this thesis was the examination of the
significance of plasma within the frame of gram-positive “priming”. There were no
significant differences between the isolated perfused rat lungs stimulated with plasma,
lipoteichoic acid and peptidoglycan G and the check tests. The influence of substances
dissolved in the plasma on the pathophysiological process in the model of the isolated
perfused rat lung after gram-positive “priming” was not examined in detail in this study.
In the literature, the effect of the complement system in the frame of inflammatory

processes is pointed out.

To ensure global understanding of the pathophysiology of septic illness the influence of
other metabolites of the lipoxygenase way on the “priming” reaction should be
examined. Because of the results achieved in this thesis, the lipoxygenase isoenzymes
are an important target structure in the development of further and better treatments of
ARDS.
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10 Anhang

Geréate und Verbrauchsmaterialien

= Hoch-Temperatur-Polysulfon-Kéfige 1500 U Eurostandard Typ IV S (Tecniplast, D-
Hohenpeil3enberg)

= Labortiereinstreu aus Hobelspanen (Abedd Lab & Vet Service GmbH, A-Wien)

= Nagetierfutter: Harlan Teclad 2018 Global Rodent Diet (Harlan Teclad, Shaw’s Farm,
GB-Blackthorn)

= Beatmungsgerat fur Kleintiere: Small Animal Ventilator KTR-4 (Hugo Sachs
Elektronik, D-March-Hugstetten)

» Trachealkanuile (Hugo Sachs Elektronik, D-March-Hugstetten)

=  Thermomix-Frigomix Kombination (B.Braun, D-Melsungen)

= Doppelwandige Perfusatreservoire (Glasblaserei der Justus-Liebig-Universitat, D-
Giel3en)

= Doppelwandige Organkammer und Minikdhler (Glasblaserei der Justus-Liebig-
Universitat, D-Giel3en)

= Masterflex-Rollerpumpe mit Easy-Load-Pumpenkopf 7518-10 (Cole Parmer
Instrument Co., USA-Chicago)

= Schlauchmaterial (Cole Parmer Instrument Co., USA-Chicago)

» Perfusionskantle fir die Pulmonalarterie, @ 2,5mm (Hugo Sachs Elektronik, D-
March-Hugstetten)

= Perfusionskanule fur den linken Ventrikel, @ 2,5mm (Hugo Sachs Elektronik, D-
March-Hugstetten)

= Druckaufnehmer, Combitrans Monitoring Set Med. Il for arterial blodd pressure
measurement (B.Braun, D-Melsungen)

= Elektronische Wagezelle Ul, MelRbereich: 0-500 g, Melgenauigkeit: +0,01 g
(Hottinger Baldwin Messtechnik, D-Darmstadt)

= Melverstarker fur Elektronische Wagezelle Ul (Hottinger Baldwin Messtechnik, D-
Darmstadt)

» 4-Kanal-Brickenverstarker TBM 4 M ( Fa. WPI, Harry Fein, D-Berlin)

= AD/DA-MeRRkarte PCL-818 HG (Spectra Computersysteme, D-Leinfelden-
Echterdingen)
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= Labtech Notebook-Software, Pro-Version 10.1 (Spectra Computersysteme, D-

Leinfelden-Echterdingen)
= Personal Computer
= Mikrotiterplattenlesegerét Infinite M 200 (Tecan Deutschland GmbH, D-Crailsheim)
= ABL 330° Blutgasanalysegerat (Radiometer, NL-Copenhagen)
= Agua ad injectabilia (Pharmacia, D-Erlangen)

= Krebs-Henseleit-Pufferlosung, Elektrolytlosung /3 (Serag-Wiessner, D-Naila)
Zusammensetzung: NaCl (125 mM), Glucose (13,32 mM), KCI (4,3 mM),

CaCb*2H,0 (2,4 mM), MgC}*6H,0 (1,3 mM), KHPO, (1,1 mM)
= Natriumhydrogencarbonat (NaHG)3,4% (Serag-Wiessner, D-Naila)
= Kohlendioxid (CQ) (Messer Griesheim, D-Siegen)

Tabellen
APAP, mmHG AVP, mmHG AW, g
Kontrolle
Zeitpunkt 0,86 £ 0,21 0,02 £ 0,02 0,04 + 0,02
0-120
Kontrolle Tk . -
Zeitpunkt 125 3,88 £ 0,15 0,14 £ 0,04 0,63+0,17

Tabelle 5a: Wirkung der Arachidonsauregabe zum Zeitpunkt 120 min auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP), des BeatmungsdrucksAVP) und des LungengewichtsAW) bis zum
Zeitpunkt 125 min.

Die Perfusion der Lungen erfolgte ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle. Nach 2
Stunden wurde die Arachidonsaure (10 pM/L) der Perfusionslésung zugefiigt. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte £+ SEM der Messwertveranderungen, die zwischen dem Zeitpunkt 0 und 120 min sowie innerhalb
von 5 Minuten nach Arachidonsduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhanging voneinander durchgeflhrte
Versuche. Signifikante Unterschiede der Messwertveranderungen der Kontrolllungen zwischen dem Zeitpunkt O

und 120 zu den Messwertverdnderungen zum Zeitpunkt 125 min: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

130



Anhang

APAP 0-120 min, mmHG
Kontrolle 0,86 + 0,21
10 ug/ml LPS 0,40 £ 0,09
1,5% Plasma 0,60+0,17
1,5% Plasma + 20 pug/ml LTA 0,30 + 0,08
1,5% Plasma + 20 ug/ml PepG 2,34 +0,54
1,5% Plasma + 20 pg/ml LTA + 20 pg/m 1.08 +0.23

PepG

Tabelle 5b: Einfluss des ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP) zwischen den Zeitpunkten O und 120 min.

Die Perfusion der Lungen erfolgte ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und unter
Zugabe von 10 pug/ml LPS, 1,5 % Plasma, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml LTA, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml PepG
sowie 1,5 % Plasma mit 20 pg/ml LTA und 20 pug/ml PepG. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die zwischen dem Zeitpunkt 0 und 120 min aufgetreten sind. n = 5 unabhéanging
voneinander durchgefuihrte Versuche.

Thrgg}?nolxa”’ PGB, pg/ml 6-keto-PGE,pg/ml
Kontrolle 60,40  21.90 234,00 £ 71.20 1910,00 + 111.8D
10 ug/mi LPS 218.80 £ 70.62] 430,00 % 357,00 5297.00  1074]00
1.5% Plasma 32.50 £ 8,26 211,00 + 18,77 1238,00 £ 221,60
0
15% Plasma +20 | 54504608 794,20 + 83,75 2665.00 + 450,50
pg/ml LTA
0
15% Plasma +20 | 1454041738 584,60 + 32,19 3386,00 + 178,40
pg/ml PepG
1,5% Plasma + 20
ug/ml LTA + 20 pg/ml| 210,40 + 33,10 406,20 + 34.72 4178.00 + 464,50
PepG

Tabelle 5c¢: Einfluss des ,priming” durch Bakterienwandbestandteile auf die Arachidonsauremetabolite

TXB,, PGE; und 6-ketoPGF,, bis zum Zeitpunkt 120 min.

Die Perfusion der Lungen erfolgte ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und unter
Zugabe von 10 pg/ml LPS, 1,5 % Plasma, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml LTA, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml PepG
sowie 1,5 % Plasma mit 20 pg/ml LTA und 20 pug/ml PepG. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die zwischen dem Zeitpunkt 0 und 120 min aufgetreten sind. n = 5 unabhéanging
voneinander durchgefuihrte Versuche.
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APAP, mmHG AVP, mmHG AW, g
Kontrolle 3,88 £ 0,15 0,14 + 0,04 0,63+0,17
10 pug/ml LPS 973+054 153+0,14 312+0098
1.5% Plasma 3.03+032 013+0,03 016 0,04
1,5% Plasma + 20 3.60 + 1,06 044 +0,14 013 +0,10
ng/ml LTA
1,5% Plasma + 20 4.42 + 0,80 048 + 0,15 0.76 + 0,42
pg/ml PepG
1,5% Plasma + 20
ug/mi LTA + 20 ug/ml| 8,86 + 4,21* 1,40 + 0,25%* 267 +1,59
PepG

Tabelle 5d: Einfluss des ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP), des Beatmunsdrucks AVP) und des Lungengewichts AW) nach
Applikation von Arachidonsaure.

Die Perfusion der Lungen erfolgte ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und unter
Zugabe von 10 pg/ml LPS, 1,5 % Plasma, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml LTA, 1,5 % Plasma und 20 pug/ml PepG
sowie 1,5 % Plasma mit 20 pug/ml LTA und 20 pug/ml PepG. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat
Arachidonsaure (10 uM/L) zugefigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5
unabhénging  voneinander  durchgefihrte  Versuche.  Signifikante  Unterschiede  der  durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen mit Zugabe von Plasma und ohne Zugabe
von Plasma: * p<0,05, ** p<0,01.

Thromboxan,

og/ml PGE, pg/ml 6-keto-PGE, pg/ml
Kontrolle 2220,00 £+ 543,10 871,00 + 209,8( 22020,00 + 615400
10 pg/ml LPS 6637,00 £ 709,90 3047,00 £ 713,90 66630,00 + 7417,00
1,5% Plasma 3299,00 £ 610,50 2089,00 + 312,80 64340,00 + 3288,00*
1,5% Plasma + 20 74120,00 +

4805,00 + 495,601 3354,00 + 704,80**

pg/ml LTA 13530,00**
1,5% Plasma + 20 N * 76610,00
Lg/ml PepG 5155,00 + 805,007 2614,00 + 338,20 10850,00**
1,5% Plasma + 20
’ 7121,00 = N 116100,00 £
pug/ml LTA + 20 pg/ml 1814 00 6613,00 + 2137,00 23490 00**

PepG

Tabelle 5e: Einfluss des ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die Arachidonsduremetabolite

TXB,, PGE; und 6-ketoPGF, nach Applikation von Arachidonséaure.

Die Perfusion der Lungen erfolgte ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und unter
Zugabe von 10 pg/ml LPS, 1,5 % Plasma, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml LTA, 1,5 % Plasma und 20 pg/ml PepG
sowie 1,5 % Plasma mit 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat
Arachidonsaure (10 uM/L) zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts
zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 unabhénging voneinander durchgefihrte Versuche. Signifikante Unterschiede der
Kontrolllungen mit Plasmazugabe und der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den
Kontrolllungen ohne Zugabe von Plasma: * p<0,05, ** p<0,01.
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APAP, mmHG AVP, mmHG AW, g
10 pg/ml LPS 9,73+0,54 1,53+0,14 3,12 + 0,98
CDC 1 pM/L 9,26 + 0,85 1,12 +0,10 5,92 +1,62
CDC 5 pM/L 4,06 + 0,38*** 1,02 £ 0,25 0,91 +0,39*
CDC 20 pM/L 1,78 £ 0,43*** 0,28 £ 0,03 *** 0,46 + 0,12*
Gossypol 0,5 uM/L 5,47 £ 0,48*** 0,88 + 0,12** 0,69 £ 0,16*
Gossypol 1 pM/L 4,02 + 0,75** 0,62 + 0,09*** 0,56 £ 0,12*
Kaffeesaure 1 uM/L 7,96 £ 0,64 0,84 + 0,10*** 3,26 £ 1,60
Kaffeesaure 10 uM/L 5,562 +1,03* 0,66 + 0,06*** 2,26 +1,19
Kaffeeséure 20 pM/L 5,56 + 0,63** 0,46 = 0,03*** 0,93+0,18
Baicalein 5 uM/L 3,60 + 0,82** 0,56 + 0,10*** 0,73 £0,26

Tabelle 6a: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP), des Beatmunsdrucks AVP) und des Lungengewichts AW) nach
Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation mit einem Lipoxygenase-Inhibitor.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
CDC (1 pM/L, 5 pM/L, 20 pMIL), Gossypol (0,5 pM/L, 1 pM/L), Kaffeesaure (1 puM/L, 10 uM/L, 20 pMI/L)

und Baicalein (5 pM/L). Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonséaure (10 pM/L) zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertverdnderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhanging voneinander durchgefihrte Versuche. Signifikante
Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0,05, **
p<0,01, **p<0,001.

Thromboxan, pg/m PGE, pg/ml 6-keto-PGE,pg/ml
10 ug/mi LPS 663700 £ 709.00  3047.00 £ 713,00 _ 66630,00 + 7417,00
CDC 1 pMIL 7341,00 + 927,80 1552%’8} 113000,00 + 18110,00
CDC 5 uMIL 6777.00 £ 1672.00  3547.00 £ 104600 _ 80020,00 £ 20780,00
CDC 20 uMiL 370700 £ 653,10 289300 £ 358.70  60460,00 £ 4117,00
Gossypol 0,5 UM/L | 7568,00 £ 820,50  4326,00 + 876,10 __ 73340,00 + 5938,00
Gossypol 1 uM/L | 5354,00 571,70 3330,00 £ 263,00 _ 62980,00 + 549,00
) [ 117500,00 ¢
[ * ’
Kaffeesaure 1 uMIL | 838400 £1029,00 5302,00 £ 49850% 13520000,

Kaffeesaure 10 pM/L 6858,00 + 483,70  2081,00 + 249,10*  57100,00 + 475p,00

Kaffeesaure 20 pM/L 7380,00 + 756,50  3895,00 + 635,20*  81970,00 + 703R,00

11920,00+1192,00*5802,00 + 1065,001 95260,00 + 11680,00

Baicalein 5 uM/L

Tabelle 6b: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite TXB,, PGE, und 6-ketoPGR, nach Applikation von Arachidonsaure und nach
Inkubation mit einem Lipoxygenase-Inhibitor.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
CDC (1 pM/L, 5 pM/L, 20 pMIL), Gossypol (0,5 pM/L, 1 pM/L), Kaffeesaure (1 uM/L, 10 uM/L, 20 pM/L)

und Baicalein (5 pM/L). Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonséaure (10 pM/L) zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 unabhanging
voneinander durchgefiihrte Versuche. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile
stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0,05, ** p<0,01.
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LTC4 LTE,4
10 pg/ml LPS 0,00 + 0,00 1575,00 + 188,70
CDC 20 pM/L 0,00 + 0,00 506,5 +176,40**

Gossypol 1 uM/L

497,00 + 497,00

739,40 *+ 277,40**

Kaffeesédure 10 uM/L

1140,00 + 616,80

493,00 + 204,10

Baicalein 5 pM/L

144,80 + 143,60

90,60 + 90,60

Tabelle 6c: Einfluss des Gram-negativen ,priming* durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite LTC, und LTE 4 nach Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation

mit einem Lipoxygenase-Inhibitor.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
CDC (1 pM/L, 5 pM/L, 20 pMIL), Gossypol (0,5 pM/L, 1 pM/L), Kaffeesaure (1 uM/L, 10 puM/L, 20 pMI/L)

und Baicalein (5 pM/L). Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonséaure (10 pM/L) zugefiigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 unabhanging
voneinander durchgefiihrte Versuche. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile
stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: ** p<0,01.

APAP, mmHG AVP, mmHG AW, g
10 pg/ml LPS 9,73+0,54 1,53+0,14 3,12+ 0,98
MK-886 1uM/L 6,54 +1,42* 0,86 +0,17** 3,34 +1,66
MK-886 5uM/L 3,52 +0,26™** 0,50 = 0,05*** 0,64 +0,10
L-655,238 30 uM/L 2,30 £ 0,43*** 0,36 + 0,05** 0,29 + 0,03*

Tabelle 7a: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP), des Beatmunsdrucks AVP) und des Lungengewichts AW) nach
Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation mit einem Inhibitor des FLAP.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
5 pM/L MK-886 und 30 pM/L L-655,238. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsaure (10 pM/L)
zugefugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5
Minuten nach der Arachidonsauregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhénging voneinander durchgefuhrte
Versuche. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den
Kontrolllungen: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Thromboxan, pg/ml PGEpg/ml 6-keto-PGE,pg/ml
10 pg/ml LPS 6637,00 = 709,90|  3047,00 + 713,00 _ 66630,00 + 74117,00
MK-886 1ML 9742,00 +1760,00|  5184,00 + 1121,00 1%2%3%%9 *
MK-886 SpMIL 8546,00 + 1373,00|  3655,00 + 737,80 ?L%ﬁ%"%%f
L-655,238 30 uM/L | 24700,00+2805,00%4* 1fflzgggf ggégg%ggf

Tabelle 7b: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite TXB,, PGE, und 6-ketoPGR, nach Applikation von Arachidonsaure und nach
Inkubation mit einem Inhibitor des FLAP.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharide als Kontrolle und unter Zugabe
von 5 pM/L MK-886 und 30 pM/L L-655,238. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsaure (10
UM/L) zugefugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125
min. n = 5 unabhanging voneinander durchgefiihrte Versuche. Signifikante Unterschiede der durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0,05, ***p<0,001.

LTC4 LTE,4
10 pg/ml LPS 0,00 + 0,00 1575,00 + 188,70
MK-886 5pM/L 203,80 + 135,50 86,40 + 86,40***

Tabelle 7c: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite LTC, und LTE, nach Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation

mit einem Inhibitor des FLAP.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
5 pM/L MK-886 und 30 pM/L L-655,238. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsaure (10 pM/L)
zugefiugt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
unabhénging  voneinander  durchgefihrte  Versuche.  Signifikante  Unterschiede  der  durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: ***p<0,001.

APAP, mmHG AVP, mmHG AW, g
10 pg/ml LPS 9,73+0,54 1,53 +0,14 3,12 + 0,98
Bay-u9773 1 uM/L 3,04 £ 0,19*** 0,50 + 0,07*** 0,28 + 0,04*

Tabelle 8a: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks (APAP), des Beatmunsdrucks AVP) und des Lungengewichts AW) nach
Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation mit einem LT-Rezeptoblocker.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von

1 uM/L Bay-u9773. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsaure (10 uM/L) zugefliigt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 Minuten nach der
Arachidonséduregabe aufgetreten sind. n = 5 unabhanging voneinander durchgefihrte Versuche. Signifikante
Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0,05,
***n<0,001.
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Thrgr;/?nolxan, PGE, pg/mi 6-keto-PGE,pg/ml
10 pg/ml LPS 6637,00 + 709,90 3047,00 + 713,90 66630,00 = 7417,00
Bay-u9773 1 uM/L 8727,00 +1479,00 3727,00 + 785,60 78610,00 + 9580,00

Tabelle 8b: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite TXB,, PGE, und 6-ketoPGR, nach Applikation von Arachidonsaure und nach
Inkubation mit einem LT-Rezeptoblocker.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
1 puM/L Bay-u9773. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsdure (10 pM/L) zugefligt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 unabhanging
voneinander durchgefuhrte Versuche.

LTC4 LTE,4
10 pg/ml LPS 0,00 + 0,00 1575,00 + 188,70
Bay-u9773 1 pM/L 1763,00 + 631,40 37210,00 + 4961,00***

Tabelle 8c: Einfluss des Gram-negativen ,priming“ durch Bakterienwandbestandteile auf die
Arachidonsauremetabolite LTC, und LTE, nach Applikation von Arachidonsaure und nach Inkubation

mit einem LT-Rezeptoblocker.

Die Perfusion der Lungen erfolgte mit Stimulation durch Lipopolysaccharid als Kontrolle und unter Zugabe von
1 puM/L Bay-u9773. Nach 120 Minuten wurde dem Perfusat Arachidonsdure (10 pM/L) zugefligt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehalts zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 unabhanging
voneinander durchgefiihrte Versuche. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile
stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: ***p<0,001
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