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1 Abkiirzungsverzeichnis

AdoHcy S-Adenosylhomocystein

AdoMet S-Adenosylmethionin

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
ATP Adenosintriphosphat

c3Ado 3-Deazaadenosin

c3AdoHcy 3-Deazaadenosylhomocystein

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CD11b Cluster of Differentiation 11b

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
DNA Desoxyribonucleid Acid

eNOS endotheliale NO-Synthase

FACS Fluorescense Aktivated Cell Scanner
Fap antigenbindende Fragmente

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Hcy Homocystein

IL-1B Interleukin-1 beta

ICAM Intercellular Adhesion Molecule
iNOS induzierbare NO-Synthase

L.p. intraperitoneal

LPS Lipopolysaccharid (Endotoxin)

MDS Myocardial Depressant Substance
Met Methionin

MODS Multiorgan-Dysfunktions-Syndrom
mRNA messenger Ribonucleic Acid

NBT Nitroblue Tetrazolium

NF-xB Nuclear Factor kappa B

NO Stickstoffmonoxid

nNOS neuronale NO-Synthase

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten
ROS Reactive Oxygen Species, Sauerstoffradikale
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SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha
VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule



2 Einleitung

2.1 Sepsis und das Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS)

2.1.1 Epidemiologie

In einer von Angus 2001 verdffentlichten Studie wurden die Inzidenz, die Kosten und das
Outcome der Patienten mit schwerer Sepsis mittels Auswertung der Krankenhausdatenbank
des Jahres 1995 in sieben Bundesstaaten der USA ermittelt.

Die Inzidenz lag bei drei Erkrankungen pro 1000 Einwohner. Die mittleren Fallkosten
betrugen 22100 $ pro Patient bei einem durchschnittlichen Krankenhausaufenthalt von 19,6
Tagen. Das mittlere Alter der Patienten lag bei 63,8 Jahren und zeigt, dass das Krankheitsbild
der schweren Sepsis vor allem den idlteren Patienten betrifft. Die Gesamtmortalititsrate lag bei
28,6 % (5).

Martin et al. werteten fiir ihre epidemiologischen Untersuchungen zur Sepsis Daten aus
Entlassungsakten aus, die zwischen den Jahren 1979 und 2000 erhoben worden waren.
In dem beobachteten Zeitraum zeigte sich ein Anstieg der Inzidenz der Sepsis von 0,8 auf 2,4
Fille pro 1000 Einwohner. Die Gesamtmortalitit war jedoch iiber den beobachteten Zeitraum
abfallend. Bis zum Jahr 1984 konnten noch gramnegative Bakterien als dominierende
Organismen nachgewiesen werden, in den nachfolgenden Jahren waren dies grampositive
Bakterien. Die Daten fiir das Jahr 2000 zeigten folgende Verteilung der nachgewiesenen
Mikrooganismen: 52,1 % grampositive Bakterien, 37,6 % gramnegative Bakterien, 4,7 %
Mischinfektionen, 1 % Anaerobier und 4,6 % Pilze (86).

Fiir Deutschland werden jihrlich circa 44000 bis 95000 Fille von schwerer Sepsis geschitzt
(91). In einer von Moerer an drei deutschen Intensivstationen durchgefiihrten retrospektiven
Studie war der durchschnittliche Aufenthalt 16,6 Tage, die durchschnittlichen Kosten lagen
bei ca. 23000 € pro Patient und die Mortalitidt der Patienten mit schwerer Sepsis betrug

42,6 %.

Der Zeitpunkt der Diagnosestellung und der frithzeitige Beginn der Therapie waren

entscheidende Faktoren fiir die Prognose (91).



2.1.2 Allgemeine therapeutische Ansiitze

Man unterscheidet bei der Therapie der Sepsis zwischen kausalen Mallnahmen auf der einen
Seite und supportiven Mallnahmen auf der anderen Seite.

Kausale Maflnahmen wie antimikrobielle Therapie und chirurgische Intervention dienen der
Herdsanierung.

Supportive MaBnahmen umfassen z.B. die Beatmungs- und Kreislauftherapie mit
Volumenersatz, Transfusionstherapie und Katecholamineinsatz. Durch eine frithe Therapie
der gestdrten Himodynamik soll vor allem ein Organversagen verhindert werden. Ziel der
supportiven MaBnahmen ist die Sicherstellung eines adédquaten Volumenstatus,
Sauerstoffangebots und Perfusionsdrucks.

Gerade bei der kausalen Therapie ist ein moglichst schnelles Eingreifen iiberaus wichtig, da
jede Verspitung die Prognose des Patienten verschlechtert. Sie stellt den wichtigsten
therapeutischen Ansatz dar.

Eine weitere Option sind adjunktive oder adjuvante Therapiemallnahmen.

Darunter werden Maf3nahmen zur Toxinneutralisation und —elimination, zur Immunregulation
und Hemmung der Entziindungsreaktion zusammengefasst (63, 132). Im Blickpunkt
immunmodulatorischer Therapieansidtze der Sepsis stehen u.a. TNF-a-Antikorper,

IL-1-Rezeptorantagonisten, Glucokorticoide, Immunglobuline und Radikalfinger.

2.2 Definition der Sepsis

In einer Konsensuskonferenz wurde 1991 von zwei grolen amerikanischen
Fachgesellschaften, dem American College of Chest Physicians (ACCP) und der Society of
Critical Care Medicine (SCCM), die Sepsis als die systemische Reaktion auf eine Infektion
definiert. Schwere Sepsis ist assoziiert mit Organdysfunktion, von einem septischen Schock
spricht man bei Hypotonie trotz addquater Volumensubstitution.

Der Begriff SIRS wurde als eine eigenstdndige, systemisch inflammatorische Reaktion auf
verschiedenartige infektiose und nichtinfektidose Stimuli definiert. Nichtinfektiose Stimuli
konnen beispielsweise Verbrennungen, Traumen oder eine Pankreatitis sein.

Fiir die Diagnose Sepsis muss eine Infektion die Ursache des SIRS sein.

Ein SIRS liegt vor, wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien erfiillt werden (16):

- Korpertemperatur > 38 °© C oder <36 ° C
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- Herzfrequenz > 90/min
- Atemfrequenz > 20/min oder arterieller Kohlendioxidpartialdruck (P,CO,) < 32
mmHg
- Leukozytenzahl > 12.000/ul oder < 4000/ul bzw. > 10 % unreife Neutrophile im
Differentialblutbild
Diese Kriterien sind seitdem besonders in klinischen Studien als Grundlage fiir
Einschlusskriterien verwendet worden und haben eine grofle Verbreitung.
Im Jahr 2001 wurde in der ,International Sepsis Definitions Conference* von mehreren
nordamerikanischen und europidischen Fachgesellschaften versucht, die Stdrken und
Schwichen der aktuellen Definitionen aufzuzeigen und Verbesserungsmoglichkeiten zu
erarbeiten (82). Es zeigten sich einige Kritikpunkte: Ein prézises Staging des Patienten und
Prognoseaussagen sind nicht moglich. AuBlerdem sind die Kriterien zwar sehr sensitiv, aber
nicht spezifisch. Insgesamt kam man zu dem Entschluss, dass die derzeitigen Konzepte der
Sepsis, der schweren Sepsis und des septischen Schocks fiir Klinik und Forschung weiter
niitzlich sind, in Zukunft aber biochemische und immunologische Marker zu einer Anderung
der Sepsisdefinition fithren konnten. Um auf dieser Grundlage Anderungen durchfiihren zu
konnen, muss das Verstindnis der immunologischen und biochemischen Charakteristika

jedoch weiter verbessert werden.

2.3 Pathophysiologie des SIRS unter besonderer Beriicksichtigung der
septischen Kardiomyopathie

Im derzeitigen Konzept des SIRS fiihren infektiose oder nicht infektiose Stimuli zu einer
Aktivierung des unspezifischen Abwehrsystems und 16sen eine mediatorvermittelte
Abwehrkaskade aus. Beteiligt sind sowohl das humorale Abwehrsystem mit dem
Komplement- und Gerinnungs-/Fibrinolysesystem als auch das zelluldre Abwehrsystem.

Mediatorzellen beim zelluldiren Abwehrsystem sind zirkulierende oder gewebsstindige
Abwehrzellen wie Monozyten/Makrophagen und polymorphkernige Neutrophile. Aber auch
Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle. Die Regulation und Koordination einer
Immunantwort durch Zytokine oder andere Mediatoren ist fiir den Korper zwar essentiell,
eine iiberschieBende Freisetzung fiihrt jedoch zu Zell- und Organschidden. Es resultiert ein
mediatorinduziertes Multiorgandysfunktionsyndrom (MODS). Bei den primidren Mediatoren

handelt es sich um proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-1



und Interleukin-6. Durch die primidren Mediatoren werden sekundidre Mediatoren freigesetzt,
zu denen auch Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid gehoren.

Stimulus einer solchen Aktivierung von Mediatorzellen konnen alle Klassen von
Mikroorganismen, aber auch isolierte bakterielle Toxine wie Lipopolysaccharid (LPS) sein.
Lipopolysaccharid, sogenanntes Endotoxin, ist Bestandteil der &uferen Membran
gramnegativer Bakterien. Es wird nach bakteriellem Zerfall freigesetzt, gelangt in die
Zirkulation und entwickelt so seine Toxizitit. Die in dieser Arbeit angewandte
intraperitoneale Applikation von LPS ist ein etabliertes Sepsis-Modell (33, 41, 44).
Bestandteil des MODS bei Sepsis ist eine Dysfunktion des Herzens, die als septische
Kardiomyopathie bezeichnet wird. Analog dazu wird eine Myokardschiadigung bei nicht
infektioser Ursache als SIRS-Kardiomyopathie bezeichnet (94). Ursache der myokardialen
Dysfunktion und Kardiodepression ist die am Ende einer mediatorvermittelten Kaskade
stethende Kontraktilitdtsstorung der Kardiomyozyten, die durch eine Stérung der
Calciumfreisetzung und Desensibilisierung der Myofilamente gegeniiber Calcium
hervorgerufen wird (94).

Die Auspriagung der Myokarddepression im Rahmen der akuten septischen Kardiomyopathie
ist mitbestimmend fiir die Progenose. Etwa 10% aller Sepsis-Todesfélle sind allein auf die
Folgen einer nicht kontrollierbaren, schwersten akuten septischen Kardiomyopathie
zuriickzufiihren (106).

Aus der Myokardschiddigung bei der akuten septischen Kardiomyopathie resultiert eine im
Verhiltnis zum systemischen GefdBwiderstand verminderte Pumpfunktion (15).

Das Herzzeitvolumen ist beim septischen Patienten meist normal oder sogar leicht erhoht
(127). Da die Sepsis mit Tachykardie einhergeht, ist trotz des erhohten Herzzeitvolumens das
Schlagvolumen normal oder eher niedrig. Der zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden
Mitteldrucks erforderliche Anstieg des Herzzeitvolumens bei zunehmender sepsisbedingter
Vasodilatation kann zwar von einem gesunden Herzen erbracht werden, im Rahmen einer
Sepsis werden die notwendigen Herzzeitvolumina in der Regel jedoch nicht erreicht (95).

Es zeigt sich eine Verminderung der links- und rechtsventrikuliren Auswurffraktion bei
gleichzeitiger Dilatation beider Ventrikel, das enddiastolische Volumen ist erhoht (104, 107).
Die Dilatation des linken Ventrikels geht ohne eine entsprechende Erhohung des
enddiastolischen Druckes einher, was auf eine erhohte Ventrikelcompliance schlieBen ldsst
(94). In Studien konnte gezeigt werden, dass das Auftreten einer linksventrikuldren Dilatation
mit einer besseren Prognose und verminderten Mortalitit einhergeht, was zu der Hypothese

gefiihrt hat, dass die beobachtete Dilatation als Kompensationsmechanismus gegen die
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myokardiale Dysfunktion entsprechend des Frank-Starling-Mechanismus zu verstehen ist. Der
linke Ventrikel kann dabei iiber die vermehrte diastolische Fiillung ein groB3eres
Schlagvolumen aufrecht erhalten (98, 103). Kommt es im Rahmen der Sepsis zu einem ARDS
(Adult Respiratory Distress Syndrom), bewirkt die rechtsventrikuldre Dysfunktion infolge der
pulmonalen Hypertonie {iiber die Abnahme des Fiillungsdrucks eine zusitzliche
linksventrikuldre Verschlechterung (46, 75, 76). Typischerweise tritt die kardiale Dysfunktion
beim septischen Schock innnerhalb der ersten 24 Stunden auf und ist bei den Uberlebenden

innerhalb von 7 bis 10 Tagen reversibel (38, 103, 105).

2.4 Adhiasionsmolekiile

Die endothelial gesteuerte Adhésion und Transmigration von Neutrophilen aus der Blutbahn
in das Gewebe ist ein zentraler Mechanismus der korpereigenen Abwehr gegen eine
bakterielle Infektion. Durch Bakterien und proinflammatorische Mediatoren wie TNF-a und
IL-1 kommt es zu einer gesteigerten Expression von Adhédsionsmolekiilen und Liganden auf
den Endothelzellen und den polymorphkernigen Neutrophilen (21, 137).

Viele der proinflammatorischen Mediatoren, die zu der gesteigerten Expression von
Adhiésionsmolekiilen fiihren, sind bei Patienten mit Sepsis oder septischen Schock erhoht (32,
85).

Die Transmigration von Neutrophilen erfolgt in drei Schritten, bei denen unterschiedliche
Familien von Zelloberflichen-Rezeptoren beteiligt sind: Selektine, Integrine und
Immunglobuline.

Das Rollen (roling) stellt den ersten Schritt dar. Die in der Blutbahn zirkulierenden
Neutrophilen gehen dabei eine reversible Bindung mit der GefdBwand ein. Diese Bindung
wird iiber die Gruppe der Selektine vermittelt. Beteiligt sind L-Selektin, das auf den
Neutrophilen exprimiert wird, sowie P-Selektin und E-Selektin auf der endothelialen Seite.
L-Selektin wird auf den Leukozyten konstitutiv exprimiert, P-Selektin wird vorgebildet und in
den o-Granula von Blutplittchen oder den Weibel-Palade-Korperchen von Endothelzellen
gespeichert. E-Selektin wird ausschlieBlich von Endothelzellen nach Aktivierung durch
Zytokine wie TNF-a oder IL-1 gebildet (11, 48).

Die durch die Selektine vermittelte Bindung an das Endothel ist locker, so dass die

Neutrophilen durch die Scherkrifte des Blutflusses entlang des Endothels ,,rollen®.



Im néchsten Schritt kommt es zu einer Hochregulation und Aktivierung der B2-Integrine
(CD11a/18, CD11b/18 und CD11c/18) auf den Neutrophilen. Durch Bindung der aktivierten
Integrine an die Rezeptoren ICAM-1 und ICAM-2 auf der endothelialen Seite kommt es zu
einer festen Adhésion der Neutrophilen an der GefdBwand. ICAM-1 und ICAM-2 gehdren zu
der Familie der Immunglobuline. ICAM-2 wird konstitutiv exprimiert, wihrend ICAM-1
neben einer geringen konstitutiven Expression zusitzlich durch Mediatorstimulation induziert
und hochreguliert wird (36). Auch das vaskuldre Adhédsionsmolekiil-1 (VCAM-1) ist im
Zusammenspiel mit ICAM-1 an der Bindung von Neutrophilen beteiligt (70). VCAM-1 ist
wie ICAM-1 induzierbar und gehort ebenfalls der Immunglobulin-Superfamilie an (28).
VCAM-1 ist sowohl an der primdren lockeren Adhision (roling) als auch der finalen Phase
der Adhésion mit fester Bindung beteiligt (4). Wihrend der Aktivierung und Transmigration
konnen die extrazelluliren Dominen von L-, P- und E-Selektin sowie ICAM-1 als 16sliche
Formen im Blut erscheinen (12).

Der festen Bindung der Neutrophilen an die GefdBwand folgt als dritter Schritt die
Transmigration. Dabei wandern die Neutrophilen mittels interzelluldrer Bindung durch die
Endotheloberfldche in die extrazelluldre Matrix. Dieser letzte Schritt der Migration wird
durch PECAM (platelet endothelial adhesion molecule), av3 und IAP (integrin associated
protein) vermittelt, die alle sowohl auf den Neutrophilen als auch auf der endothelialen Seite
exprimiert werden.

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Firbemethoden zur Quantifizierung der
Expression von ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin am Endothel eingesetzt.

Farbungen gegen CDI11b dienten zur Darstellung von aktivierten Granulozyten und
Makrophagen, fiir die Monozyten-Makrophagen-Linie wurde ED1 als spezifischer Marker

verwendet.

2.5 Nuklear Faktor kB (Nf-kB)

Die Synthese von Messenger-RNA aus der DNA im Zellkern wird als Transkription
bezeichnet. Die Transkription wird von Proteinen kontrolliert, die als Tanskriptionsfaktoren
bezeichnet werden. Nf-kB als Transkriptionsfaktor wurde erstmals als Regulator bei der
Expression von kappa-Leichtketten in B-Lymphozyten identifiziert (115). Zu den
Entziindungsmediatoren, die von Nf-kB reguliert werden, gehoren unter anderem TNF-a und

IL-1. Aber auch Adhéasionsmolekiile wie ICAM-1 und VCAM-1 und die Genexpression von
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iINOS werden iiber Nf-kB reguliert (26, 134). Nf-kB besteht aus den zwei Untereinheiten pS0
und p65, die entweder homozygot (p5S0/p50) oder heterozygot (p65/p50) vorliegen konnen. In
der nicht-stimulierten Zelle liegt Nf-kB durch die Bindung an das Inhibitorprotein kB (IkB)
inaktiv im Zytoplasma vor. IkB maskiert die nukleare Translokationssequenz von Nf-xB,
wodurch Nf-kB im Zytoplasma verbleibt. Bei Stimulation der Zelle kommt es durch die IkB
Kinase (IKK) zur Phosphorylierung von IkB, was iiber eine Degradation zur Demaskierung
der Translokationssequenz von Nf-«kB fiihrt. Dies erlaubt nun Nf-kB vom Zytoplasma in den
Zellkern zu gelangen und ermoglicht die Transkription des entsprechenden Gens.
Proinflammatorische Faktoren wie TNF-a und IL-1, die iiber Nf-kB reguliert werden, fiithren
ihrerseits wieder zu einer Aktivierung von Nf-kB. Somit spielt Nf-kB eine Schliisselrolle in

der Regulation von Entziindungsreaktionen.

2.6 Tumornekrosefaktor-o und Interleukin-1f

TNF-a und IL-1p werden vorwiegend von aktivierten Makrophagen und Monozyten
sezerniert. Da Makrophagen ubiquitir vorkommen, ist eine TNF-a und IL-1B Produktion in
nahezu allen Organen moglich. Endotoxin ist eines von mehreren klinisch relevanten
Stimulantien, die zu einer TNF-a und IL-1B Produktion fiihren. Meng et al. konnten zeigen,
dass es bei LPS- behandelten Ratten nach einer Stunde zu einem Anstieg des zirkulierenden
und myokardialen TNF-o kam. Nach 4 Stunden konnte eine Verschlechterung der
myokardialen Kontraktilitit nachgewiesen werden. Durch Behandlung mit TNF-a
inhibierenden oder neutralisierenden Substanzen konnte die Kontraktilitit erhalten bleiben
(90). TNF-a wirkt sowohl in vitro an isolierten Kardiomyozyten als auch in vivo
kardiodepressiv (69, 96, 99). Chain et al. konnten zeigen, dass TNF-a und IL-1B getrennt
voneinander humane Myokardzellen schiadigen, aber auch synergistisch wirken (22).
TNF-a und IL-1B besitzen iiber mehrere Signaltransduktionswege negativ inotrope

Wirkmechanismen.

2.7 Stickstoffmonoxid

Schon 1980 konnten Furchgott und Zawadzki zeigen wie bedeutungsvoll Endothelzellen bzw.
die von ihnen ausgeschiitteten Substanzen fiir die Vasodilatation an der glatten

GefidBmuskulatur sind (45). Furchgott bezeichnete diese Substanz als endothelium-derived
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relaxing factor (EDRF). 1987 kamen Furchgott und Ignarro unabhingig zu der Erkenntnis,
dass EDRF und NO identisch sind (65). NO entsteht bei der Umsetzung von L-Arginin in
L-Citrullin durch die Stickstoffsynthasen (NOS).
Man unterscheidet drei Isoformen der NO-Synthasen:

- neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS I)

- induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS II)

- endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS III)
Man unterteilt die NO-Synthasen in konstitutive NOS (nNOS und eNOS) und induzierbare
NOS (iNOS). NO besitzt im Gegensatz zu anderen Signalmolekiilen keinen spezifischen
Oberflichenrezeptor, sondern diffundiert durch die biologischen Membranen. Uber eine
Aktivierung der loslichen Guanylatzyklase (sGC) wird die Umsetzung von
Guanosintriphosphat (GPT) zu zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert.
Der Anstieg von c¢GMP bewirkt in der glatten GefiBBmuskelzelle iiber
Phosphorylierungsreaktionen eine Verringerung des intrazelluliren Ca’*-Gehalts, was zur
Relaxation fiihrt. Die Produktion kleiner NO-Mengen, die regulative Effekte auf
Vasodilatation, Plittchenaggregation und myokardiale Kontraktion zu haben scheinen (8, 62),
erfolgt liber die Calzium/Calmodulin-abhiingige Aktivierung der konstitutiven NOS. Diese
Aktivierung kann sehr schnell erfolgen, da keine Neusynthese der NOS notwendig ist. Friihe
LPS induzierte und NO vermittelte kardiovaskuldre Verdnderungen sind somit auf eine
Aktivierung der eNOS zuriickzufiihren (108). Fiir die Aktivierung der Calzium/Calmodulin-
unabhédngigen induzierbaren NOS, die in Makrophagen, Neutrophilen und Mastzellen
vorkommen, ist eine Proteinneusynthese erforderlich, die mehrere Stunden in Anspruch
nimmt. Nach der Neusynthese konnen jedoch grofle Mengen Stickstoffmonoxids produziert
werden, die z.B. zur Immunabwehr notwendig sind (19, 43, 50). Eine anhaltende massive
Ausschiittung von NO fiihrt jedoch zu verstirkter Vasodilatation mit Pooling im vendsen
KapazititsgefaBsystem, Blutdruckabfall und inadiquater Gewebsperfusion (92, 125) sowie
Schidigung auf zelluldrer Ebene (39, 102). Das zytotoxische Potential findet sich somit in der
induzierbaren Form der NOS (iNOS), die eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
zirkulatorischen Versagens bei Sepsis und septischen Schock spielt.
Die NO vermittelte Zytotoxizitit im Rahmen der unspezifischen Immunantwort gegen
Bakterien beruht auf einer Hemmung des Elektronentransports der Atmungskette. Uber eine
reversible Hemmung des Komplex IV durch NO kommt es zu einer gesteigerten Produktion
von Superoxid. NO kann mit Superoxid zu dem Radikal Peroxynitrit (ONOO") reagieren.

Peroxynitrit diffundiert in andere Zellen und wirkt dort stark zytotoxisch (10, 111). NO und
10



Peroxynitrit wirken zusitzlich verstirkend auf die Synthese von TNF-a und IL-1, was
moglicherweise auf Transkriptionsebene iiber Induktion von Nf-kB erfolgt (37, 78, 84).

Den Zusammenhang zwischen NO und seiner kardiodepressiven Wirkung beschreibt Miiller-
Werdan mit der ,,Endotoxin-TNF-NO-cGMP-Kaskade* (94). Dabei stimuliert zirkulierendes
Endotoxin die Monozyten/Makrophagen zur Freisetzung von TNF-a und IL-1B. Uber
Stimulation der induzierbaren Stickoxid-Synthetase (iNOS) bewirken diese die Bildung von
NO, welches wiederum die 16sliche Guanylatzyklase der Kardiomyozyten stimuliert. Der
Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphat (¢cGMP) hemmt den Ca?"-Einstrom in die
Zelle und desensibilisiert die Myofilamente gegeniiber Ca2?’, was letztendlich zur

Kardiodepression fiihrt.

2.8 Reaktive Sauerstoffradikale und NADPH-Oxidase

Reaktive Sauerstoffderivate (ROS) sind Molekiile, die bei schrittweiser Reduktion von
molekularem Sauerstoff entstehen. Zu den wichtigsten Molekiilen =zidhlen das
Superoxidradikal (02"), Wasserstoffperoxid (H,O;) und das Hydroxylradikal (HO"). Neben
der mitochondrialen Atmungskette scheinen vor allem Cytochrom P450 abhingige
Reaktionen, NADH/NADPH-Oxidasen oder auch NO-Synthasen als potente Quellen fiir
Superoxid in Frage zu kommen (51, 133).

Eine potente enzymatische Quelle stellen vor allem neutrophile Granulozyten dar, die das
Superoxid nutzen, um pathogene Erreger abzutoten. Eine Uberproduktion der reaktiven
Sauerstoffderivate aus diesen Zellen kann aber zu Gewebsschiden fithren (130).
NADPH-Oxidasen sind eine Gruppe von plasmamembranassoziierten Enzymen, die unter
Verwendung von NADPH als Elektronenspender die Produktion von Superoxid (O*") nach
der Formel 2 O, + NADPH — 2 O,” + NADP" + H katalysieren.

Die NADPH-Oxidase in Neutrophilen besteht aus 5 Untereinheiten: p40phox, p47phox,
p67phox, p22phox, gp91phox. In der nicht-aktivierten Zelle liegen p40phox, p47phox und
p67phox als Komplex im Zytosol vor, wihrend p22phox und gp91phox in Vesikeln in der
Zellmembran lokalisiert sind. p22phox und gp91phox zusammen werden auch als Cytochrom
b558 bezeichnet. Bei der Aktivierung durch einen Stimulus wird die Komponente p47phox
phosphoryliert und wandert in die Membran, wo sie sich mit dem Cytochrom b558—Komplex
zur aktivierten Oxidase verbindet. An der Aktivierung sind ebenfalls zwei niedermolekulare

Guanin-Nukleotid-bindende Proteine beteiligt (Rac2 und Rap1A). Neben der NADPH-
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Oxidase in neutrophilen Granulozyten findet man auch in Endothelzellen und glatten
GefiBmuskelzellen NADPH-Oxidasen. Diese unterscheiden sich jedoch deutlich von denen
der Neutrophilen. Thre Kapazitit betrdgt schiatzungsweise nur etwa ein Drittel (52) und die
Superoxid-Produktion hat eine wesentlich geringere Kinetik im Rahmen von Minuten bis
Stunden. Ebenfalls scheint es bei der vaskuldiren NADPH-Oxidase eine konstitutive Aktivitit
zu geben, die man in Phagozyten nicht findet (101). Sauerstoffradikale scheinen auch in die
Expression von Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 involviert zu sein (24, 87).
Die iiberschieBende Produktion und Freisetzung von Sauerstoffradikalen wihrend der
unspezifischen zelluliren Abwehr bei Entziindungsreaktionen wird als ,,oxidative burst*
bezeichnet. Die Sauerstoffradikale schidigen dabei zum einen direkt Zellmembranen und
—organellen. Aber auch indirekt, als Substrat fiir Peroxynitrit, das aus der Verbindung von
Superoxidradikalen mit Stickoxid entsteht, sind Sauerstoffradikale an Zell- und
Gewebsschidigung beteiligt (10, 111, 121). So scheint die gesteigerte Generation von ROS
im Myokard die Kontraktilitit der Kardiomyozyten zu verschlechtern und zur kardialen
Dysfunktion bei Sepsis beizutragen (72).

Aufgrund der duerst kurzen Halbwertszeit von Sauerstoffradikalen ist eine direkte Messung
nur sehr schwierig durchzufiihren. Aus diesem Grund bedient man sich meistens indirekter
Methoden, um den Nachweis einer vermehrten Freisetzung zu fiihren. In dieser Arbeit wurde
Nitrobluetetrazolium (NBT) als indirekter Marker fiir eine ROS-Produktion verwendet. NBT

reagiert mit ROS zu einem stabilen violetten Farbstoff.

2.9 3-Deazaadenosin

Transmethylierungsprozesse, d.h. der Ubergang einer Methylgruppe auf ein
Akzeptormolekiil, sind wichtige Reaktionsschritte u.a. bei Genexpression, Zellwachstum und
Zelldifferenzierung.

Seitdem Mann und Mudd 1963 zeigen konnten, dass S-Adenosylhomocystein (AdoHcy) ein
starker kompetitiver Inhibitor der Tyramin N-Methyltransferase ist (83) und in der Folge auch
fiir weitere Methyltransferasen gezeigt werden konnte, dass sie durch AdoHcy gehemmt
werden konnen, wurde nach einem synthetischen Analogon fiir AdoHcy gesucht. Die
synthetischen Analoga zeigten in den meisten Fillen jedoch nicht die Effektivitit der
natiirlichen Zusammensetzung. Aus diesem Grunde wurde als nichster Schritt nach einem

Inhibitor der S-Adenosylhomocysteinhydrolase gesucht, um iiber die Enzyminhibition eine
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Akkumulation des intrazelluldren S-Adenosylhomocystein zu erreichen. Chiang et al. konnten
zeigen, dass c3Ado ein potenter Inhibitor der S-Adenosylhomocysteinhydrolase ist (23).
3-Deazaadenosin ist Substrat der S-Adenosylhomocysteinhydrolase. Es reagiert mit
Homocystein zu 3-Deazaadenosylhomocystein. Die Hydrolyse von S-Adenosylhomocystein
in Adenosin und Homocystein als eigentliche Funktion der
S-Adenosylhomocysteinhydrolase wird so inhibiert. Neben der Akkumulation von
S-Adenosylhomocystein  kommt es dadurch auch zu einer Anhdufung von
3-Deazaadenosylhomocystein. Dies unterscheidet c¢c3Ado von anderen Inhibitoren der
Methyltransferase, die an die S-Adenosylhomocysteinhydrolase binden, aber nicht als
Substrat dienen. Ein Beispiel hierfiir ist Neplanocin. 3-Deazaadenosin ist somit sowohl
Inhibitor als auch Substrat (55, 110). Transmethylierungsreaktionen werden iiber diesen
Mechanismus potent gechemmt. Somit hat c3Ado u.a. Einfluss auf die Methylierung von
Phospholipiden, mRNA, DNA und Proteinen (35).

Abbildung 1 zeigt einen vereinfachten Ausschnitt der Transmethylierungsreaktion.

Fiir c3Ado konnte in vitro eine antivirale Aktivitit gegen das Herpes simplex Virus, das Ebola
Virus und das humane Immundefizienz-Virus nachgewiesen werden (64, 88, 93). c3Ado ist in
der Lage, die Apoptose in humanen Leukédmiezellen zu induzieren (74), das chemotaktische
Potential von polymorphkernigen Neutrophilen zu schwichen (3, 47, 109), die Phagozytose
von Makrophagen zu hemmen (120) und die LPS-induzierte Produktion von TNF-o und IL-1
zu verhindern (67, 113). Des Weiteren inhibiert c3Ado in vitro (68) und in vivo die
Expression endothelialer Adhédsionsmolekiile. Walker et al. konnten am Mausmodell die
durch atherogene Diit induzierte Expression von ICAM-1 und VCAM-1 durch Zugabe von
c3Ado in das Futter inhibieren (129). Auch die Produktion von Superoxid wird durch c3Ado
gehemmt (109, 135). Jeong et al. konnten zeigen, dass c3Ado die Transkriptionsaktivitdt von
NfkB inhibiert (66).

Die Inhibition der S-Adenosylhomocysteinhydrolase durch c3Ado bewirkt nicht nur eine
Anhédufung von Adenosinhomocystein, sondern auch eine Verminderung von Homocystein.
Ein Effekt, der c3Ado auch in dieser Hinsicht zu einer interessanten Substanz macht.

Die Hyperhomocysteindmie als ein unabhédngiger Risikofaktor fiir thrombovaskulire
Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit und Atherosklerose riickt in den letzten Jahren
immer mehr ins Blickfeld (42). Fiir c3Ado konnte gezeigt werden, dass atherosklerotische
Plaques in apoE-defizienten Mausen signifikant reduziert werden konnten. Der Homocystein-

Spiegel im Serum war in der mit c3Ado behandelten Gruppe deutlich reduziert (79).
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Die Wirkung von c3Ado auf die Produktion von Homocystein ist auch Gegenstand
neurobiologischer Untersuchungen, da man einen Anstieg von Homocystein bei
Folsduremangel beobachten kann. c3Ado kann in vitro neurodegenerative Verdnderungen

verhindern, die u.a. auch beim Morbus Alzheimer zu beobachten sind (61).

methylierter Akzeptor Akzeptor

c3AdoHcy

AdoHcy < > AdoMet

A

c3Ado
ATP

ISE[0IPAYAIHOPY
Jseurd)sLOomWoyopy

v v
Ado <« Met

Hcy Methyltetra-

hydrofolat Tetrahydro-
folat

Abb. 1: Ausschnitt aus der zelluldren Transmethylierungsreaktion.
AdoHcy = S-Adenosylhomocystein, Hcy = Homocystein, Met = Methionin, AdoMet = S-Adenosylmethionin,
ATP = Adenosintriphosphat, c3Ado = c3Ado, c3AdoHcy = 3-Deazaadenosylhomocystein
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2.10 Zielsetzung

Trotz der Fortschritte in der Intensivmedizin bleibt die Mortalitdt von Patienten mit Sepsis
hoch. In den letzten Jahren konnten neue Erkenntnisse der pathophysiologischen Ablédufe bei
Sepsis und septischer Kardiomyopathie gewonnen werden, die neue Therapieoptionen
eroffnen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf immunmodulatorische Substanzen gelegt.
3-Deazaadenosin ist als ein Inhibitor zelluldrer Methylierungsprozesse bereits Gegenstand
diverser Untersuchungen auf unterschiedlichen Forschungsgebieten gewesen. Besonders seine
immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Eigenschaften machen c3Ado zu einer
interessanten Substanz im Hinblick auf die Beeinflussung der Entziindungskaskade bei Sepsis
und SIRS.

In Untersuchungen im Rahmen dieser Studie konnten wir bereits zeigen, dass c3Ado die
Lipolysaccharid induzierte Einschrankung der linksventrikuldaren Funktion am isoliert
perfundierten Rattenherz sowohl in Ruhe als auch unter Katecholaminstimulation mit
Adrenalin verhindern kann (18).

Unter Zuhilfenahme der Intravitalmikroskopie konnte im Bereich postkapilldrer mesenterialer
Venolen ein deutlicher Einfluss von c3Ado auf die endotheliale Adhérenz der Leukozyten
gezeigt werden. Die vermehrte lokale Adhirenz und Diapedese von Leukozyten bei LPS
behandelten Ratten konnte durch Zugabe von c3Ado signifikant gesenkt werden (18).

Mit dieser Arbeit sollten die Mechanismen der protektiven Wirkung von c3Ado bei der
septischen Kardiomyopathie am Rattenmodell untersucht werden.

Folgende Fragestellungen standen dabei im Vordergrund:

= Léasst sich durch c3Ado die Expression von Adhésionsmolekiilen an Venolen des
Myokards im Sepsismodell hemmen?

= Kann c3Ado die Extravasation und Akkumulation aktivierter Leukozyten im Myokard
und eine iiberschieBende lokale Freisetzung von NO und ROS verhindern?

= Hat c3Ado einen Effekt auf die NF-kB Bindungsaktivitét?
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3 Methoden und Materialien

3.1 Tiere

Fiir alle Experimente wurden ménnliche Wistar Ratten (Charles River Deutschland GmbH,

Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 250 g und 300 g verwendet.

3.2 Allgemeiner Versuchsaufbau

Die Ratten wurden zufillig einer der folgenden Versuchsgruppen zugeteilt:
Gruppe 1: Kontrolle

Gruppe 2: 3-Deazaadenosin (c3Ado)

Gruppe 3: Lipopolysaccharid (LPS)

Gruppe 4: Lipopolysaccharid und 3-Deazaadenosin (LPS + ¢c3Ado)

LPS (Lipopolysaccharid from Escherichia coli Serotype 0111:B4, Fa. Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim, Deutschland) wurde in einer Dosis von Img/kg Korpergewicht, geldst in 0,9 %
NaCl (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland), intraperitoneal appliziert.

3-Deazaadenosin (Fa. Southern Research Institute, Birmingham, AL, USA) wurde in einer
Dosis von je 10 mg/kg Korpergewicht 30 Minuten vor und 4 Stunden nach LPS Gabe, gelost
in 0,9 % NaCl, intraperitoneal verabreicht. Die Vorbehandlung wurde gewihlt, um einen
ausreichenden Wirkspiegel im Sinne eines Pretreatment-Modells vor der LPS-Applikation zu
erreichen. Zusitzlich sollte eine mogliche Interaktion zwischen c3Ado und LPS bei
gleichzeitiger Injektion verhindert werden.

Die Dosis von ¢c3Ado wurde in Anlehnung an pharmakokinetische Untersuchungen von
Coulombe et al. mit carbozyklischen 3-Deazaadenosin gewihlt (29).

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten lediglich die entsprechende Gesamtmenge 0,9 %
NaCl. Acht Stunden nach LPS-Gabe wurden die Herzen fiir die weiteren Analysen
entnommen. Wihrend des gesamten Versuchs bestand keine Futter- oder Wasserrestriktion

fiir die Tiere.
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3.3 Immunbhistochemische Untersuchungen

3.3.1 Priaparation

Die Tiere wurden durch Isofluran-Inhalation getotet. Von einer abdominellen Inzision
ausgehend wurde mittels bilateraler Thorakotomie das Herz nach Er6ffnung des Perikards und
Mobilisation des Thymusgewebes unter Durchtrennung der groen Geféifle entnommen.

Die Herzen wurden anschlieBend in drei Teile geschnitten:

1. Basis (Vorhofe und Basis der Ventrikel)

2. Mitte (Mittelteil der Ventrikel)

3. Apex (Ventrikelapex)

Der Mittelteil wurde zur weiteren Aufarbeitung in Tissue Tek (O.C.T. Compound, SAKURA,
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und in 2-Methylbutan (Isopentan, FLUKA-Chemika,
Buchs, CH) schockgefroren um Gefrierartefakte moglichst zu vermeiden.

2-Methylbutan wurde dazu in fliissigem Stickstoff bis kurz vor den Gefrierpunkt abgekiihlt.
Die Aufbewahrung des Gewebes erfolgte anschlieBend bei —80 ° C.

3.3.2 Aufarbeitung

Aus dem Mittelteil des Ventrikels wurden mittels Kryostat (LEICA CM 1900, Leica
Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) 6 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttriger

aufgezogen und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80 ° C gelagert.

3.3.3 Alkalische Phosphatase Anti-alkalische Phosphatase-Technik (APAAP)

Die immunhistochemische Analyse wurde mittels APAAP-Verfahren durchgefiihrt. Diese
Methode wurde 1984 durch Cordell et al. beschrieben (27).

Die APAAP-Methode ist eine non-kovalent gebundene alkalische Phosphatase-Technik, die
in der Immunhistochemie eine breite Anwendung hat.

Bei dieser Firbemethode hydrolysiert das Enzym Naphtolphosphat das Substrat Ester zu
Phenolkomponenten und Phosphaten. Die Phenole kuppeln mit farblosen Diazoniumsalzen
(Chromogene) und bilden unlosliche Azofarbstoffe. Das verwendete Neufuchsin liefert ein

rotes Reaktionsprodukt.

17



Eine endogene alkalische Phosphatase-Aktivitit, die man beispielsweise in einigen
Leukozyten findet, wird dabei durch Zusatz von Levamisol zur Substratlosung unterdriickt.
Bei der APAAP-Fiarbung wird ein Enzym-Immunkomplex, bestehend aus alkalischer
Phosphatase und entsprechenden Antikorpern, benutzt. APPAP-Komplexe bauen sich aus
zwel Molekiilen alkalischer Phosphatase und einem dagegen gerichteten Antikorper auf.
Der Antigennachweis erfolgt bei der APPAP-Methode indirekt.

Im ersten Schritt bindet ein unkonjugierter Primérantikorper an das Antigen.

Nachfolgend bindet ein ebenfalls unkonjugierter Sekundérantikdrper an den Primérantikorper.
Der Sekundérantikorper, der auch als Briickenantikérper bezeichnet wird, muss dabei im
Uberschuss vorliegen, so dass einer der beider F,,-Arme an den Primérantikdrper bindet, der
andere F,,-Arm hingegen zur Anlage des Antikorpers aus dem Enzym-Immunkomplex
verfligbar ist. Nach der Anlage des Enzym-Immunkomplexes folgt die Substratlosung.

Das Endprodukt ist leuchtend rot.

Enzym-Immunkomplex-Methoden gehoren zu den empfindlichsten immmunhistochemischen
Techniken. Die hohe Sensitivitit ist vor allem auf eine groere Zahl von Enzymmolekiilen,

die pro Gewebsantigen zur Verfiigung stehen, zuriickzufiihren.

3.3.4 Immunhistochemische Firbung

Die Schnittpraparate wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, 10 Minuten in eiskaltem Aceton
fixiert und anschlieBend luftgetrocknet.

Zur Blockade von Kreuzreaktionen wurden die Schnitte mit Rattenserum in einer Verdiinnung
von 1:100 inkubiert.

Anschlieend folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primérantikérper fiir 45 Minuten in

folgender Verdiinnung:
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Primérantikorper Verdiinnung
Mouse monoclonal anti-rat ICAM-1 (CD54) 1:100
Mouse monoclonal anti-rat OX-42 (CD11b) 1:20
Mouse monoclonal anti-rat ED1 1:50
Mouse monoclonal antibody 54.1 (gp91phox) 1:2000
Rabbit polyclonal anti-rat iNOS 1:500
Rabbit polyclonal anti-human CD62P (P-Selektin) 1:50
Goat polyclonal anti-human VCAM-1 1:20

Im nichsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem Sekundirantikorper fiir 10 Minuten.

Fiir die monoklonalen Primirantikorper ICAM-1, CD11b, ED1 und gp91phox wurde ein
rabbit anti-mouse IgG Sekundirantikorper, fiir iNOS und P-Selektin ein mouse anti-rabbit
IgG Sekundirantikorper und fir VCAM-1 ein mouse anti-goat Sekunddrantikorper in

folgenden Verdiinnungen verwendet:

Primérantikorper Verdiinnung des Sekundirantikorpers

ICAM-1 1:350
CDl11b 1:100

EDI1 1:50
gp91phox 1:400
iNOS 1:500
P-Selektin 1:600
VCAM-1 1:400

Fiir die polyklonalen Primdrantikérper VCAM-1, P-Selektin und iNOS war ein zusitzlicher
Verbindungsantikorper notwendig. Diese Schnitte wurden mit einem rabbit anti-mouse
Verbindungsantikorper in einer Verdiinnung von 1:350 fiir weitere 10 Minuten inkubiert.

Die Inkubation mit dem APAAP-Komplex erfolgte fiir 30 Minuten in einer Verdiinnung von
1:50. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden die Schnitte fiir 5 Minuten mit TRIS-Puffer
gespiilt. Alle angegebenen Verdiinnungen erfolgten mit RPMI als Medium.

Zur Auslosung der Firbereaktion wurden die Schnitte anschlieBend fiir 30 Minuten in der

Neufuchsin-Losung auf einem Schiittler entwickelt.
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Nach Spiilung mit Leitungswasser erfolgte die Gegenfiarbung mit Hidmalaun fiir ca. eine

Minute und die Eindeckung mit 45 °© C warmer Glyceringelantine.

3.3.5 Auswertung der immunhistochemischen Schnitte

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch (LEICA DMRB, Leica Mikroskopie und

Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland).

Zur Quantifizierung der Expression von ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin wurde pro Herz

an 100 Venolen des Myokards der Fiarbegrad anhand einer Skala von 1 bis 4 beurteilt.

Dazu wurde folgende Gradeinteilung verwendet:

1 = keine Féarbung, 2 = schwach positiv, 3 = miBig positiv, 4 = stark positiv.

Die Quantifizierung der CD11b-, EDI1-, gp91phox- oder iNOS-positiven Leukozyten erfolgte

durch Auszidhlung von 9 randomisierten Gesichtsfeldern bei einer 400fachen Vergroflerung.
2

Dies entspricht ungeféhr einer Flache von 1 mm”.

Alle Auswertungen erfolgten geblindet.

3.3.6 Verwendete Antikorper

3.3.6.1 Primirantikorper

Mouse monoclonal anti-rat ICAM-1(CD54) (Fa. Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan)
Mouse monoclonal anti-rat OX-42 (CD11b) (Fa. BMA, August, Schweiz)

Mouse monoclonal anti-rat ED1 (Fa. Serotec, Eching, Deutschland)

Mouse monoclonal antibody 54.1 (gp91phox) (James Burritt, Montana State University,
Bozeman, USA)

Rabbit polyclonal anti-rat iNOS (Fa. Dianova, Hamburg, Deutschland)

Rabbit polyclonal anti-human CD62P (P-Selektin) (Fa. Pharmingen, San Diego, CA, USA)
Goat polyclonal anti-human VCAM-1 (Fa. Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
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3.3.6.2 Sekundirantikorper

Mouse Anti-Rabbit IgG (H+L) (Dianova, Hamburg, Deutschland)
Mouse Anti-Goat IgG (H+L) (Dianova, Hamburg, Deutschland)
Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) (Dianova, Hamburg, Deutschland)

3.3.6.3 Verbindungsantikorper

Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) (Dianova, Hamburg, Deutschland)

3.3.6.4 APAAP

APAAP-Komplex (mouse monoclonal anibody, Dianova, Hamburg, Deutschland)

3.3.7 Sonstige Reagenzien und Materialien

Aceton (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

RPMI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Rattenserum (Fa. Dianova, Hamburg, Deutschland)

Hémalaunlosung nach Mayer (Mayers-Hamalaunlésung, Merck, Darmstadt, Deutschland)
Glyceringelantine (DAKO Glycergel, Mounting Medium, DAKO Corporation, Carpinteria,
CA, USA)
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3.4 Quantifizierung und Visualisierung von Stickstoff (NO) in den
Kapillaren des Myokards

3.4.1 Praparation und Aufarbeitung des Gewebes

Pro Gruppe wurden vier Ratten durch Halothan-Inhalation getttet. Das Herz wurde mittels
bilateraler Thorakotomie entnommen und sofort in eisgekiihlte Krebs-Ringer-Losung
gegeben. Aus den Herzen wurden 2 je ca. 0,5 cm? grofle Gewebsstiicke entnommen und in
Agarose (Agarose Low Melt Preparative, Bio-Rad Laboratories, USA) bei 37 ° C eingebettet.
Nach Erstarrung der Agarose durch Abkiihlung auf 4 °© C wurden mittels Vibratom (VT
1000S, Leica, Bensheim, Deutschland) 100 um dicke Gewebsschnitte angefertigt und mit
dem Stickstoffindikator 4,5-Diaminofluorescein-2 Diacetat (DAF-2DA, Alexis Biochemicals,
San Diego, CA, USA) in einer Verdiinnung von 1:1000 in RPMI Medium (GIBCO-BRL Life
Technologies, Karlsruhe, Deutschland) fiir eine Stunde unter Normoxie bei 37 ° C inkubiert.
NO reagiert mit DAF-2DA zu seinem fluoreszierenden Triazol-Derivat DAF-2T, wodurch die
intrazelluldre NO-Produktion gemessen werden kann.

Die Schnitte wurden mit gepufferten 4 % Paraformaldehyd fiir 10 Minuten fixiert, zweimal je

5 Minuten in PBS gespiilt und mit gepufferten Glycerol eingedeckt.

3.4.2 Messung der Fluoreszenzintensitiit

Die Messung erfolgte mit einem konfokalen Lasermikroskop (confocal laser-scanning
microscopy, Zeiss, Jena, Deutschland) bei einer Wellenlinge von 488 nm. Die DAF-2T
Fluoreszenzintensitit wurde im Konfokal-Modus (pinhole = 30, 2 Sekunden Scan-Zeit,
20fach Objektiv, zweier Zoom) iiber 4 Bereichen pro Herz gemessen. Die Bereiche enthielten
ausschlieBlich Kardiomyozyten und Kapillaren. Die Fluoreszenzintensitit wurde anhand einer

von 0 bis 255 begrenzten Grauwertskala quantifiziert.
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3.5 Quantifizierung Reactive Oxygen Species (ROS) produzierender
Leukozyten

3.5.1 Praparation und Aufarbeitung des Gewebes

Die Probenentnahme, Einbettung und Anfertigung der Gewebsschnitte erfolgte wie im
vorherigen Abschnitt zur Stickstoffbestimmung beschrieben. Die 100 um dicken Schnitte
wurden mit NBT (nitrobluetetrazolium, Fa. Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg) in
einer 1:5 Verdiinnung mit RPMI Medium fiir eine Stunde unter Normoxie bei 37 ° C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit gepufferten 4 % Paraformaldehyd fiir 10

Minuten fixiert, 10 Minuten in PBS gespiilt und mit gepufferten Glycerol eingedeckt.

3.5.2 Analyse

Die Analyse erfolgte durch lichtmikroskopische Auszidhlung NBT markierter Leukozyten in 9
randomisierten Gesichtfeldern pro Herz bei 100facher VergroBerung, was ungeféhr einer

Flache von 16 mm? entspricht.

3.6 FACS-Analyse

3.6.1 Vorbereitung der Proben

Pro Gruppe wurden fiinf Tieren nach Er6ffnung des Abdomens Vollblut aus der Vena cava
inferior entnommen.

Jeweils 45 ul Vollblut wurden mit 5 pl des 1:100 verdiinnten CD11b-Primérantikorpers
(monoclonal mouse anti-rat antibody OX-42, BMA, Schweiz) versetzt und fiir 30 Minuten bei
einer Temperatur von 4 ° C inkubiert. Danach wurden die Proben mit 2 ml 0,9 % NaCl
aufgefiillt und bei einer Geschwindigkeit von 200 xg fiir 5 Minuten zentrifugiert.

Nach Abziehen des Uberstandes wurde das Pellet resuspendiert. AnschlieBend wurden jeweils
5 Wl des FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-konjugierten Sekundirantikorpers (goat anti mouse
IgG FITC-Conjugate, CALTAG Laboratories, Burlingame, CA, USA) zur Resuspension
gegeben und fiir 30 Minuten bei 4 ° C inkubiert. Durch Zugabe von 300 pl destillierten

Wassers wurde die Probe hamolysiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 2 ml 0,9 % NaCl
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aufgefiillt. Nach erneuter fiinfminiitiger Zentrifugation bei 200 xg wurde der Uberstand
abpipettiert. Dieser Reinigungschritt wurde zweimal wiederholt.

Die Fixation erfolgte durch Zugabe von 500 ul 1 % PFA (Paraformaldehyd, Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) in PBS. Die Proben wurden bis zur Messung dunkel bei 4 ° C

aufbewabhrt.

3.6.2 Messung

Die FACS-Analyse (FACS-Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg; Software: Cell Quest)
erfolgte durch Anregung mit Argon—Laser bei 488 nm, die Messung der Fluoreszenz bei 520
nm.

Abbildung 2 zeigt die charakteristische Aufteilung der Leukozytenpopulation der Proben. Der
markierte Bereich stellt die Granulozytenpopulation dar. Die Messung der CD11b Expression
erfolgte in diesem Bereich. Die Messung wurde fiir 2 x 10 Zellen pro Probe durchgefiihrt.

Pro Tier wurden 3 Proben gemessen und der Mittelwert der MeBergebnisse gebildet.

SSC-H
100 150 200 250

50

Abbildung 2:
Dotplot einer Leukozytenpopulation, die Markierung entspricht der Granulozytenpopulation
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3.7 Kernextraktion und Electrophoretic Mobility Shift Analysis (EMSA)

Zur Messung der NF-kB Bindungsaktivitit wurden Kernextrakte des Herzgewebes von vier
Tieren pro Versuchsgruppe mittels EMSA untersucht.

Das Herzgewebe wurde in Stickstoff zerkleinert und homogenisiert. Zur Herstellung des
Kernextraktionspuffers wurden kurz vor der Probenaufbereitung zu je einem Milliliter der

Hauptlosung folgende Substanzen in der angegebenen Menge frisch hinzugegeben:

Substanz Dosis
0,025 mM PMSF Sul
1 % Leupeptin Sul
1 % Aprotinin Sul
DTT 10 pl

Jede Gewebeproben wurden mit 120 pl Kernextraktionspuffer fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliefend wurden die Ansitze mit je 30 ul NP 40 versetzt und fiir weitere 5
Minuten inkubiert. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 200 xg und 4 ° C wurde der
Proteiniiberstand abpipettiert und bis zur weiteren Analyse bei -80 ° C aufbewahrt.

Aus dem Proteiniiberstand wurde der Proteingehalt bestimmt. Oligonukleotide wurden mit T4

Kinase und [7—32P]ATP markiert. Die benutzte Oligonukleotid-Sequenz lautete: NF-xB (5°-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3", 3-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG-5").

10 pug des Kernextrakts wurden mit 2 ul Gel Shift Binding 5x Buffer (PROMEGA, Madison,
WI, USA) versetzt, mit HyO auf 9 ul aufgefiillt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden je 1,75 pmol des markierten Oligonukleotids zu den
Ansidtzen hinzugegeben. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die

Ansitze auf einem nicht-denaturierenden 4 % Polyacrylamidgel bei 15 V/cm getrennt.
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3.8 Rezepturen der eingesetzten Losungen

3.8.1.1 Immunhistochemie

3.8.1.1.1 Neufuchsin-Entwicklerlosung (Ansatz fiir 60 ml)

Ansatz A:
44 ml Entwicklungs-Tris-Puffer:
49¢g  Tris-Base
1,5g  Tris-HCl
8,7¢g NaCl
11 Aqua bidest.
mit 1 M HCI auf pH 8,7 einstellen

15,5 ml AMPD-Levamisol-Losung:
25mg Levamisol

15,5 ml 0,2 M 2- Amino-2-methyl-1,3,proprandiol

Ansatz B:
31 mg Naphtol-As-Bi-Phosphat
375 ul N, N-Dimethylformamid

Ansatz C:
320 ul 4 %-ige Na-nitritlosung:
12,8 mg Na-nitrit
320 pl Aqua bidest.
125 ul 5%-ige Neufuchsin-Stammlosung:
5 g Neufuchsin
100 m1 2 M HCl

Der Ansatz A wird mit Ansatz C gemischt, anschlieBend wird Ansatz B hinzugegeben und der

pH auf 8,7 eingestellt. Nach 2 Minuten wird die Losung filtriert.

26



3.8.1.1.2 RPMI- Verdiinnungsmedium

50ml RPMI

450 ml Aqua bidest.

50 ml inaktiviertes Rinderserum
0,5g Natriumazid

pH auf 7.4 bis 7,6 einstellen

3.8.1.1.3 TRIS- Puffer

9,0 g Tris-Base
68,5 g Tris-HCI
87,5g NaCl

101 Aqua bidest.

3.8.1.2 Quantifikation von Stickstoff (NO)

3.8.1.2.1 Gepuffertes Glycerol

Pufferlosung: 50 ml Natriumhydrogencarbonat mit 0,5 M Dinatriumcarbonat auf pH 8,6
einstellen.

Zwei Teile des Glycerols mit einem Teil Puffer mischen.

3.8.1.2.2 Fixationslosung

4 9% Paraformaldehyd in 0,1 M PP, pH 7,2-7.,4

Ansatz: 40 g Paraformaldehyd ad 500 ml Aqua dest. langsam auf 70 ° C erhitzen.
Einige Tropfen 2 M NaOH zugeben bis die Losung klar wird. Erkalten lassen,
500 ml 0,2 PP zugeben. Anschlieend den pH auf 7,2-7,4 einstellen,

membranfiltrieren (3 um) und bei 20 ° C lagern.
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3.8.1.2.3 Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

28,75 ml Losung A (0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat)
96,20 ml Losung B (0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat)
22,4 ¢ Natriumchlorid

ad 5000 ml

3.8.1.3 EMSA

3.8.1.3.1 Hauptlosung des Kernextraktionspuffers

200 ul 1 M Hepes (pH 7-8)

900 ulI 5 M NaCl

4 ul 0,5M EDTA

100 ul 1 M Na,MOy

2,5ml 25 % Glycerin

Mit Aqua dest. auf 10 ml auffiillen.

3.8.1.3.2 Markierung des NF-kB Oligonukleotid

2ul  NF-«xB Oligonukleotid (1,75 pmol/ul)

1 ul  T-PNK 10fach Puffer

lul  [y-32P]ATP

Syl Hy0

1 ul  T4- Polynukleotidkinase

Inkubation bei 37 ° C fiir 10 Minuten, Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0,5 M
EDTA, Zugabe von 89 ul TE-Puffer
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4 Statistische Auswertung

Die Angabe der Daten erfolgte als Mittelwerte + SEM (Standartfehler des Mittelwertes).
Gruppenmittelwerte wurde mit Hilfe einer Varianzanalyse (one-way-ANOVA) auf
signifikante Unterschiede iiberpriift.

Die statistische Auswertung der Stickstoffproduktion erfolgte unter Verwendung des
Statistikprogrammes SPSS 9.0 mit Angabe des Median, 25% und 75% Intervall, Minimal-
und Maximalwert. Die Gruppen wurden mit den nicht-parametrischen Tests nach Kruskal-
Wallis und Mann-Whitney miteinander verglichen.

Unterschiede wurden bei einem p< 0.05 als signifikant erachtet.
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S Ergebnisse

5.1 Expression der endothelialen Adhisionsmolekiile

Die Expression der Adhdsionsmolekiile I[CAM-1, VCAM-1 und P-Selektin am Endothel der
postkapilliren Venolen wurde anhand des im Methodenteil beschriebenen Scores
quantifiziert.

In der Kontrollgruppe zeigten sich eine geringe konstitutive Expression von ICAM-1
(1,4£0,1) und VCAM-1 (1,1 £ 0,1).

P-Selektin wurde in der Kontrollgruppe nicht exprimiert (1,0 £ 0,0).

Die alleinige Gabe von c3Ado hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen signifikanten
Effekt auf die Expression von ICAM-1 (1,4 £ 0,1), VCAM-1 (1,2 £ 0,1) und P-Selektin
(1,0 £0,0).

Die LPS-Applikation bewirkte eine signifikante Steigerung der Expression von ICAM-1
(2,5%0,1), VCAM-1 (3,4 £0,2) und P-Selektin (2,2 = 0,2).

Die zusitzliche Gabe von c3Ado konnte diese Hochregulation bei ICAM-1 (1,5 £ 0,1) und
VCAM-1 (1,8 £ 0,1) verhindern. Die Expression von P-Selektin blieb unter Behandlung mit
c3Ado unverindert (2,1 £ 0,1).
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Abb. 3: Expression von ICAM-1, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 4: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte ICAM-1, 400fache VergroBerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 5: Expression von VCAM-1, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).
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Abb. 6: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte VCAM-1, 400fache Vergroflerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 7: Expression von P-Selektin, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 8: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte P-Selektin, 400fache Vergroferung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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5.2 Myokardiale Leukozytenakkumulation

Zur Beurteilung der Leukozytenakkumulation wurden immunhistochemische Féarbungen
gegen die Leukozyten-Antigene ED1 und CD11b durchgefiihrt.

ED1 ist ein spezifischer Marker fiir Gewebsmakrophagen, CD11b ist ein Marker fiir aktivierte
polymorphkernige Neutrophile und Makrophagen.

Fir ED1 zeigte die c3Ado-Gruppe (19 * 8 positive Zellen/'mm?) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (24 £ 7 positive Zellen/mm?) keine Zunahme der Infiltration.

In der LPS-Gruppe kam es zu einer Verdopplung der ED1 positiven Zellen (48 + 8 positive
Zellen/mm?). Die Behandlung mit c¢3Ado konnte diese Akkumulation von
Gewebsmakrophagen verhindern (23 + 6 positive Zellen/mm?).

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich fiir die CD11b-Farbung:

Die LPS Gabe fiihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe (2 = 1 positive Zellen/mm?) zu einer
deutlichen Akkumulation CD11b-positiver Zellen (26 £ 7 positive Zellen/'mm?), die durch
c3Ado-Behandlung verhindert werden konnte (3 £ 2 positive Zellen/mm?).

3-Deazaadenosin allein zeigte keinen Effekt (2 £ 2 positive Zellen/mm?).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass c3Ado die LPS induzierte Akkumulation von

Neutrophilen und Monozyten/Makrophagen signifikant verhindern kann.

34



o)
S
®
®

(o)
o

N
o

ED1 positive Zellen/mm?2
N W
o o

—_
o
|

0 _|
Kontrolle c3Ado LPS LPS+c3Ado

Abb. 9: Anzahl EDI1 positiver Zellen , * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 10: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte ED1, 400fache Vergroerung.

A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado

35




wW
[6)]

W
o

N
(63}

N
o

—_
()]

CD11b positive Zellen/mmz?
=

o

O _|
Kontrolle c3Ado LPS LPS+c3Ado

Abb. 11: Anzahl CD11b positiver Zellen, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 12: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte CD11b, 400fache Vergroferung;
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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5.3 Leukozytire NO- und ROS-Produktion

Bei der myokardialen Dysfunktion bei Sepsis spielen Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) eine wichtige Rolle.

Als Marker fiir die lokale NO-Produktion im Myokard wurde die Expression der
induzierbaren Stickstoffsynthase (iNOS) in den Leukozyten immunhistochemisch dargestellt.

NO entsteht bei der Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin durch die Stickstoffsynthasen
(NOS). Bei der Sepsis kommt es im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr zu einer
gesteigerten Expression der induzierbaren Stickstoffsynthase in Neutrophilen und
Makrophagen. Dadurch konnen groe Mengen von NO freigesetzt werden. Die
Immunhistochemie gegen die iNOS der Leukozyten ist reprisentativ fiir die lokale NO
Bildung, da die Aktivitdt des Enzyms iiber dessen Proteinspiegel reguliert wird.

In der Kontrollgruppe (0 = O positive Zellen/mm?) und der c3Ado-Gruppe (0 + 0 positive
Zellen/mm?) waren keine iNOS positiven Zellen nachweisbar.

Durch LPS-Applikation kam es zu einem deutlichen Anstieg iNOS positiver Zellen im
Herzgewebe (32,0 £ 8,1 positive Zellen/mm?).

Die mit LPS und c3Ado behandelte Gruppe zeigte dagegen eine signifikant geringere Zahl

(6,4 £ 2,5 positive Zellen/mm?).

Um eine Aussage beziiglich der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen treffen zu
konnen, wurde zunichst gegen die Subeinheit gp91phox der leukozytiren NADPH-Oxidase
gefdrbt. Diese findet sich als extramitochondriale ROS-Quelle in neutrophilen Granulozyten.
Es zeigte sich, dass die Gabe von LPS zu einem deutlichen Anstieg NADPH positiver
Leukozyten im Myokard fiihrte (50,8 £ 6,0 positive Zellen/mm?).

Die Behandlung mit c3Ado konnte diese Akkumulation signifikant verhindern (22,0 *+ 5,5
positive Zellen/mm?).

Die alleinige Gabe von c3Ado (19,0 £ 3,2 positive Zellen/mm?) fithrte im Vergleich zur
Kontrollgruppe (19,3 £ 4,5 positive Zellen/mm?2) zu keiner Zunahme.

Die Detektion des Enzyms NADPH-Oxidase in den Neutrophilen lisst jedoch keinen direkten
Riickschluss auf eine ROS-Produktion der Zelle zu.

Um zu untersuchen, ob die Zahl ROS produzierender Zellen durch die Behandlung mit c3Ado

beeinflusst wird, wurden Gewebsschnitte mit Nitroblue Tetrazolium (NBT) inkubiert.
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Durch Superoxidradikale kommt es zur Reduktion von NBT. Dies fiihrt zur Bildung von
Diformazan, einem bldulich/gelblichen Prizipitat.

Die Quantifikation ROS produzierender Zellen kann anschlieBend unter dem Lichtmikroskop
erfolgen.

In der LPS-Gruppe (34,0 = 8 positive Zellen/16mm?) zeigte sich eine zur Kontrollgruppe
(3,7 £ 2 positive Zellen/16mm?) signifikant erhohte Zahl ROS produzierender Zellen.

Die zusitzlich mit c3Ado behandelte Gruppe zeigte eine signifikant niedrigere Zahl ROS
produzierender Zellen, die anndhernd auf Niveau der Kontrollgruppe lag (5,0 = 2 positive
Zellen/16mm?2).

3-Deazaadenosin allein zeigte keinen Effekt (4,0 + 2 positive Zellen/16mm?2).
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Abb. 13: Anzahl iNOS positiver Zellen, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 14: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte iNOS, 400fache Vergroerung;
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 15: Anzahl gp91phox positiver Zellen, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 16: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte gp91phox, 400fache VergroBlerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 17: Anzahl NBT positiver Zellen, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 18: Exemplarische immunhistochemische Gewebsschnitte NBT, 400fache Vergroerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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5.4 Effekt von c3Ado auf die endotheliale Stickstoffproduktion in den
Kapillaren des Myokards

Die Messung der endothelialen Stickstoffproduktion erfolgte mittels konfokalen
Lasermikroskops.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 und Tabelle 1 dargestellt.

Zwischen den einzelnen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Die kapillire NO Produktion wurde durch die Behandlung mit c3Ado nicht beeintriachtigt.
Abbildung 20 zeigt exemplarische Gewebsschnitte.
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Abb. 19: Quantifikation der DAF-Fluoreszenz, dargestellt sind Median, 25%- und 75%-Perzentile und die
minimalen und maximalen Werte
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Kontrolle c3Ado LPS LPS + c3Ado
Minimum 32,00 31,00 52,00 50,00
25% Perzentile 40,25 39,50 59,50 63,50
Median 57,00 63,50 67,00 75,00
75% Perzentile 92,75 77,75 74,00 85,25
Maximum 131,00 105,00 84,00 106,00

Tab. 1: Statistische Zusammenfassung der DAF-Fuoreszenz der einzelnen Versuchsgruppen.

LPS

Abb. 20: Exemplarische Gewebsschnitte fiir die endotheliale NO-Produktion, * markiert einen Kardiomyozyten,

— markiert das Kapillarendothel.
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5.5 Expression von CD11b auf der leukozytiren Seite

Am ,Fluorescense Aktivated Cell Scanner* (FACS) wurde die Analyse mit CD11b als
Marker fiir in der Blutbahn zirkulierende aktivierte Granulozyten durchgefiihrt.

Die Messung wurde auf den typischen Bereich der Granulozytenpopulation begrenzt.

Die Kontrollgruppe (42,7 = 12,6 Fluoreszenzeinheiten) und die mit c3Ado (39,3 = 4,8
Fluoreszenzeinheiten) behandelte Gruppe zeigten eine geringe Grundaktivitidt von CD11b.
Durch Stimulation mit LPS nahm die CDI11b Expression deutlich zu (160,6 £ 59,8
Fluoreszenzeinheiten).

Die Behandlung mit c3Ado konnte die LPS induzierte Zunahme der CD11b Expression nicht
verhindern. Es kam sogar zu einer Zunahme der CD11b Expression (298,44 * 115,6
Fluoreszenzeinheiten), wobei eine grofle Streuweite der absoluten Messergebnisse zu

beobachten war.
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Abb. 21: CD11b-Expression der Granulozytenpopulation, * signifikanter Unterschied (p < 0,05).
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Abb. 22: FACS-Analyse der Expression von CD11b gemessen fiir die Granulozytenpopulation.

Dunkel unterlegt sind die Fiarbungen mit dem Primédrantikoérper und dem FITC-konjugierten Sekundérantikorper,

hell unterlegt ist die Kontrollfairbung mit dem FITC-konjugierten Sekundarantikorper allein.
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5.6 NF-xB Aktivierung

Mittels EMSA wurden Kernextrakte des Herzgewebes auf ihre NF-kB Bindungsaktivitit
untersucht. Diese Methode hat breite Anwendung in der Untersuchung sequenzspezifischer
DNA bindender Proteine wie Transkriptionsfaktoren gefunden.

Wie in Abbildung 23 exemplarisch dargestellt kam es durch LPS-Stimulation innerhalb von
30 Minuten zu einer deutlich erhohten NF-kB Bindungsaktivitit.

Die Behandlung mit c3Ado konnte diese Aktivierung verhindern.

Die alleinige Gabe von c3Ado fiihrte zu einer leichten NF-kB Aktivierung.

Kontrolle
c3Ado

LPS
LPS+c3Ado

8

Abb. 23: Exemplarischer EMSA zur Darstellung der NF-kB Bindungsaktivitit.
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6 Diskussion

Um die pathophysiologischen Mechanismen zu erkldren, die zur kardialen Dysfunktion bei
Sepsis fiithren, sind verschiedene Hypothesen und Modelle entwickelt worden.

Zuerst wurde eine globale myokardiale Ischdmie als Ursache vermutet. Es konnte jedoch in
klinischen Studien gezeigt werden, dass der koronare Blutfluss bei Patienten im septischen
Schock nicht vermindert und die myokardiale Laktatproduktion nicht erhoht sind (30, 34).
Diese Ergebnisse sprechen gegen eine globale myokardiale Ischdmie als Ursache fiir die
kardiale Depression im septischen Schock (107). Eine regionale myokardiale Ischdmie kann
jedoch durchaus bei Patienten mit coexistenter koronarer Herzkrankheit von Bedeutung sein.
Lefer und Rovetto postulierten 1970 als Erste die Existenz einer zirkulierenden ,,Myocardial
Depressant Substance® (MDS) im septischen Schock (81). Wihrend man anfangs noch von
einer alleinigen Substanz ausging, geht man heute von einem synergistischen Effekt
verschiedener Zytokine aus. Dabei scheinen TNF-a und IL-18 eine Hauptrolle zu spielen,
insbesondere iiber die Induktion anderer Mediatoren wie Stickstoffmonoxid und reaktive
Sauerstoffradikale (77, 89). Die myokardiale Dysfunktion bei Sepsis scheint somit iiber eine
tiberschieBende Produktion von Entziindungsmediatoren im Rahmen des SIRS (Systemic

Inflamatory Response Syndrome) vermittelt zu werden.

6.1 3-Deazaadenosin hemmt die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 am
Endothel und die Leukozytenmigration ins Myokard

Die Adhidsion von polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) am Endothel ist einer der
initialen Schritte im Verlauf der akuten Entziindungsreaktion. Daher war es fiir uns von
besonderem Interesse, ob c3Ado die Invasion von PMN und Monozyten iiber die Hemmung
der Expression von Adhidsionsmolekiilen verringern und so eine iiberschieBende
Entziindungsreaktion verhindern kann.

Die Regulation der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel erfolgt primir {iiber
quantitative Verdnderungen der Expression von Adhédsionsmolekiilen an der Zelloberfldche.
Interaktionen zwischen CD11/CDI18 auf der leukozytiren Seite und ICAM-1 auf der
endothelialen Seite sind hauptverantwortlich fiir die feste Adhdsion der Leukozyten am

Endothel und ermdoglichen somit erst die Extravasation (116, 124). Argenbright et al. konnten
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zeigen, dass die Leukozyten-Endothel-Adhision durch Antikorper gegen CD18 oder ICAM-1
verhindert werden kann (7).

ICAM-1 und in einem geringeren Malle auch VCAM-1 werden konstitutiv an Endothelzellen
exprimiert (59, 97), was sich auch in unseren Versuchen zeigte. TNF-a, IL-1 oder LPS fithren
sowohl in vitro (59, 97) als auch in vivo zu einer gesteigerten Expression von ICAM-1 und
VCAM-1 (58). Henninger et al. zeigten in Versuchen an Méusen, dass es nach intravenoser
Gabe von TNF-a nach 2 bis 5 Stunden zu einem deutlichen Anstieg von ICAM-1 und
VCAM-1 im Herzen kam. Der Maximalwert lag zwischen 5 bis 9 Stunden (58). In unserem
Versuchsautbau wurde ein Zeitraum von 8 Stunden nach LPS Gabe fiir die Entnahme der
Herzen gewihlt. 3-Deazaadenosin konnte die LPS induzierte gesteigerte Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 signifikant hemmen.

Durch die immunhistochemische Fiarbung gegen ED1 als Marker fiir Gewebsmakrophagen
und CD11b als Marker fiir aktivierte PMN und Makrophagen konnten wir zeigen, dass iiber
die Hemmung der Adhisionsmolekiilexpression die Einwanderung von Entziindungszellen
ins Myokard gehemmt werden kann. Folge ist eine reduzierte lokale Freisetzung von
Entziindungsmediatoren und Zytokinen wie TNF-a, IL-1p, Stickstoffmonoxid und
Sauerstoffradikalen durch PMN und Makrophagen.

TNF-a und IL-1B, die iiberwiegend von Monozyten/Makrophagen sezerniert werden, stellen
mit ihrer kardiodepressiven Wirkung in der Pathogenese der kardialen Dysfunktion zwei
zentrale Zytokine dar. Tierexperimentell konnte mit TNF-a Antikorpern die Verschlechterung
der Kontraktilitidt verhindert werden (60). Im klinischen Einsatz fiihrte die Gabe von TNF-a
Antikorpern bei Patienten im septischen Schock zu einer Verbesserung der linksventrikuldren
Funktion (128).

3-Deazaadenosin wirkt jedoch nicht nur indirekt iiber die Hemmung der Invasion von
Leukozyten ins Myokard auf die TNF-a und IL-1f Produktion, sondern auch direkt: Schmidt
und Jeong konnten an Monozyten/Makrophagen in vitro zeigen, dass c3Ado ein potenter
Inhibitor der TNF-a und IL-1 Produktion nach LPS-Stimulation ist (67, 113).

Auch an unserem Modell konnte in weitergehenden Untersuchungen der LPS induzierte
Anstieg der plasmatischen TNF-o Konzentration durch die Behandlung mit c3Ado signifikant
verringert werden (18).

Die in dieser Arbeit mittels immunhistochemischer Nachweisverfahren dargestellte
Hemmung der Adhision und Invasion von Leukozyten konnte auch durch Untersuchungen an
mesenterialen Venolen mittels Intravitalmikrosopie unterstrichen werden: c3Ado war in der

Lage die LPS induzierte vermehrte Adhision von Leukozyten signifikant zu vermindern (18).
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Die dargestellten Effekte von c3Ado auf die initialen Schritte der Entziindungsreaktion mit
Hemmmung der Adhidsion, Transmigration und lokalen Freisetzung von
Entziindungsmediatoren im Myokard konnten einen Mechanismus der protektiven Wirkung

auf die septische Kardiomyopathie darstellen.

6.2 Die Expression von P-Selektin wird durch c3Ado nicht beeinflusst

Die LPS-induzierte gesteigerte Expression von P-Selektin konnte durch c3Ado nicht
verhindert werden. Sowohl P-Selektin als auch L-Selektin sind am roling der Leukozyten am
Endothel des GefiBles beteiligt, obwohl nur P-Selektin fiir die Adhédrenz in den ersten 2
Stunden nach LPS Gabe notwendig ist (31). P-Selektin kann nach Stimulation innerhalb von
Minuten an der Zelloberfliche nachgewiesen werden (56). Zizzi et al. konnten am
Mausmodell mittels Ischdmie und Reperfusion der Niere zeigen, dass die P-Selektin
Expression bereits nach 20 Minuten einen Hochstwert erreicht. Fiir 5 Stunden wurde ein
Plateau gehalten, nach 10 Stunden fiel die P-Selektin-Expression wieder ab (138). Die extrem
schnelle Expression ist moglich, weil P-Selektin nicht de novo synthetisiert werden muss,
sondern bereits vorgeformt in den Weibel-Palade-Korperchen im Endothel vorliegt und
schnell an die Zelloberfliche mobilisiert werden kann. Die fehlende de novo-Synthese in der
frithen Entziindungsreaktion ist eine mogliche Erkldrung, warum die Expression von

P-Selektin nicht durch c3Ado gehemmt werden konnte.

6.3 Untersuchung zur leukozytiren Seite der Leukozyten-Endothel-
Interaktion bei Sepsis

Neben der Expression von Adhidsionsmolekiilen auf dem Endothel wurde mittels FACS-
Analyse auch die leukozytére Seite untersucht. Dazu wurde wiederum CD11b als Marker fiir
aktivierte Granulozyten im Blut verwendet. Nach LPS-Gabe konnte ein Anstieg der CD11b-
Expression auf den zirkulierenden Neutrophilen gezeigt werden. Im Gegensatz zur
endothelialen Seite konnte dieser Anstieg durch ¢c3Ado nicht verhindert werden. Es zeigte
sich sogar ein weiterer Anstieg in der mit LPS und c3Ado behandelten Gruppe. Dieser Effekt
ist nicht eindeutig zu kldren. Er ist sicherlich nicht allein auf einen moglichen negativen
Einfluss von c3Ado zuriickzufithren, da die CDI11b-Expression der nur mit c3Ado
behandelten Gruppe nicht erhoht war.
49



Goddard et al. konnten zeigen, dass die Adhédsion von PMN vor allem iiber Aktivierung des
Endothels und nicht iiber die Aktivierung der Leukozyten vermittelt wird. Am isoliert
perfundierten Kaninchenherzen wurde die Retention von Leukozyten an Koronarkapillaren
untersucht. Getrennt voneinander wurde einerseits das perfundierende Blut, andererseits das
zu perfundierende Herz mit Endotoxin stimuliert. Wéihrend fiir aktivierte PMN keine
gesteigerte Retention am nicht aktivierten Endothel nachgewiesen werden konnte, zeigte sich
bei aktiviertem Endothel sowohl fiir aktivierte als auch nicht aktivierte PMN eine signifikant
erhOhte Retention (49).

3-Deazaadenosin stellt somit durch die Hemmung der Adhédsionsmolekiile auf der
endothelialen Seite ein potentes Mittel zur Hemmung einer Invasion von PMN und
Monozyten nach LPS-Stimulation dar, obwohl es keinen inhibitorischen Effekt auf der

leukozytéren Seite zeigt.

6.4 Einfluss von c3Ado auf iNOS und eNOS

Unter physiologischen Bedingungen hat die kontinuierliche Freisetzung von NO durch die
endotheliale NO-Synthetase (eNOS), die konstitutiv in koronarvaskuldren und endokardialen
Endothelzellen sowie Kardiomyozyten exprimiert wird (71), eine wichtige
Regulationsfunktion fiir GefidBtonus, Blutdruck und Organperfusion sowie Thrombozyten-
und Leukozytenadhision (25, 92).

Erst nach Stimulation durch Bakterien oder Endotoxin kommt es, vermittelt tber
Entziindungsmediatoren wie TNF-a oder IL-1, zur Aktivierung der induzierbaren NO-
Synthetase (iNOS) in Leukozyten, was die Freisetzung groer Mengen NO zur Folge hat.
Versuche am Tiermodell haben gezeigt, dass NO die Kontraktilitit isolierter Kardiomyozyten
und isoliert perfundierter Herzen herabsetzt (8, 17, 53). Stein et al. untersuchten den direkten
Effekt von LPS, IL-1 und TNF-o auf die Kontraktilitit und iNOS-Expression von
Kardiomyozyten am Schweinmodel und konnten zeigen, dass iNOS fiir die kontraktile
myokardiale Dysfunktion mitverantwortlich zu sein scheint (117). Dies ist auch in klinischer
Hinsicht interessant, da bei Sepsispatienten eine signifikante Erhohung der iNOS-
Proteinexpression im Myokard und erhohte Nitrit/Nitrat-Spiegel im Blut nachgewiesen
werden konnten (118, 123). Die erhohten Nitrit/Nitrat-Spiegel als stabile Nebenprodukte von
NO zeigen eine gesteigerte Produktion von NO bei Sepsis an, die mit Niereninsuffizienz und

Organdysfunktion einhergeht (54). Weiterhin kann {iber die Hemmung der iNOS-
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Proteinexpression die vaskuldre Hyporeaktivitit gegeniiber Katecholaminen, die zur
Entwicklung der Hypotension im septischen Schock beitragen kann, verhindert werden.
Hoque et al. konnten dies mittels Antisense-Oligonukleotid gegen iNOS zeigen (62).

Wir konnten in dieser Studie nachweisen, dass es nach Stimulation mit LPS zu einem
deutlichen Anstieg der iNOS positiven Leukozyten und somit der iNOS-Proteinexpression im
Herzgewebe kommt. Dies ldsst auf eine gesteigerte lokale NO-Produktion schlieBen. Eine
Behandlung mit c¢3Ado konnte einen Anstieg iNOS positiver Leukozyten signifikant
verhindern.

Untersuchungen mittels Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop zur direkten Visualisation und
Quantifikation von NO in den Kapillaren des Myokards zeigten hingegen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.

Wie in Abbildung 20 exemplarisch dargestellt, beeintrichtigt c3Ado nicht die konstitutive
NO-Produktion der eNOS.

Fiir nicht-selektive NOS-Inhibitoren wie L-Arginin und N-Nitro-L-Arginin (L-NAME), die
neben einem geringen Effekt auf iNOS vor allem die eNOS hemmen, zeigten sich
unerwiinschte Effekte wie vermehrte Endotheladhision von Thrombozyten und neutrophilen
Granulozyten, die auf die Hemmung der eNOS-Aktivitdt zuriickzufithren waren (73, 80).
Auch Sundrani et al. konnten dies an LPS behandelten Ratten demonstrieren (119). Durch
Infusion von N-methyl-L-Arginin (L-NMMA), einem iiberwiegenden Inhibitor der iNOS mit
nur geringem Einfluss auf die eNOS, konnte hingegen die endotoxininduzierte
Verschlechterung der kardialen Funktion mit Hypotension und vaskuldrer Hyporeaktivitit
verhindert werden (122). In Untersuchungen am isoliert perfundierten Herzen konnten auch
wir fiir c3Ado einen protektiven Effekt auf die myokardiale Funktion nach LPS-Exposition
demonstrieren (18), der eine Folge der verminderten iNOS-Expression durch c3Ado sein

kann.
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6.5 Wirkung von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase
(NADPH-Oxidase) und ROS auf die septische Kardiomyopathie

Durch Aktivierung von Leukozyten werden neben NO auch verschiedene andere Substanzen
wie Proteasen, Prostaglandinmetabolite, Leukotriene und in erheblichem Mal3e auch reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) freigesetzt.

Sauerstoffradikale tragen wesentlich zur bakteriziden Funktion der neutrophilen
Polymorphkernigen bei. Sind Entziindungszellen nicht in der Lage, Sauerstoffradikale zu
produzieren, wie z.B. bei der septischen Granulomatose, fiihrt dies zu einer schweren Storung
der immunologischen Abwehr.

Bei der Sepsis und dem septischen Schock kommt es jedoch durch eine iiberschieBende
Freisetzung von Sauerstoffradikalen direkt und indirekt zu Zell- und Gewebsschiden.
Besonders mehrfach gesittigte Fettsduren, die z.B. als Phospholipide in hoher Konzentration
in Zellmembranen vorkommen, reagieren direkt mit Sauerstoffradikalen. Solche sogenannten
Lipidperoxidationen schddigen dabei nicht nur die Zellmembran, sondern auch die
intrazelluldren Organellen.

Zu den Enzymen, die fiir die Bildung von ROS verantwortlich sind, gehoren neben anderen
die Xanthin-Oxidase und die NADPH-Oxidase.

NADPH-Oxidasen sind am Herzen sowohl in glatten Muskelzellen als auch in Myozyten zu
finden. Die kardiovaskuliren NADPH-Oxidasen sind, von den biochemischen Charakteristika
her gesehen, langsam arbeitende Enzyme mit einer niedrigen Produktionskapazitit von
reaktiven Sauerstoffradikalen. Damit unterscheiden sie sich deutlich von NADPH-Oxidasen
in neutrophilen Granulozyten, die eine wesentlich hohere Kapazitit besitzen. Wihrend die
Produktion von ROS in glatten Muskelzellen Minuten bis Stunden dauert, konnen ROS in
Neutrophilen unmittelbar freigesetzt werden.

Kennzeichnend ist ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung reaktiver oxidativer
Sauerstoffradikale und der antioxidativen Abwehr der Zellen in Form antioxidativer Enzyme,
wie z.B. der Superoxiddismutase (SOD). Dieses Ungleichgewicht wird auch als ,,oxidative
stress* bezeichnet.

1990 beschrieben Beckman et al. (9), dass die Anwesenheit von NO™ und 0” zu Peroxynitrit

(ONOQO) fiihrt. Eine spezielle enzymatische Quelle fiir die Produktion von ONOO' ist bisher
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noch nicht beschrieben worden. Es wird angenommen, dass die schnelle Reaktion zwischen
0> und NO' entscheidend ist.

Peroxynitrit hat zytotoxische Eigenschaften unter anderem iiber Peroxidation von Lipiden,
Inhibition der mitochondrialen Atmungskette, DNA-Strangbruch und Induktion von Apoptose
(10, 111, 121). Zytokinvermittelt kommt es zur kardialen Dysfunktion (40). Khadour et al.
konnten am Rattenmodel zeigen, dass es nach Injektion von LPS zu einer gesteigerten
Bildung von Superoxid und NO im Myokard kommt, welche die Ausgangssubstrate fiir
Peroxynitrit darstellen. Neben gesteigerter iINOS Expression konnten in diesem Modell
erhohte Lipidhydroperoxid-Spiegel nachgewiesen werden, was auf eine oxidative
Stressreaktion schlieBBen ldsst. Diese Verdnderungen fiihrten am isoliert perfundierten Herzen
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer verminderten Kontraktilitdat und Effektivitét (72).
Die Endotoxin induzierte und Zytokin vermittelte Bildung von freien Sauerstoffradikalen
kann somit ein weiterer Mechanismus der verschlechterten Inotropie bei Sepsis sein.

Als Methode zur Darstellung der ROS produzierenden Leukozyten wurde die Reduktion von
Nitroblue Tetrazolium (NBT) verwendet.

In der LPS behandelten Gruppe kam es zu einem signifikanten Anstieg positiv gefirbter
Leukozyten, die durch ihre NBT reduzierende Aktivitit die lokale Produktion von
Sauerstoffradikalen widerspiegelten. Durch Behandlung mit c3Ado konnte die Invasion und
Akkumulation aktivierter Leukozyten verhindert werden, was den giinstigen Effekt von

c3Ado auf die exzessive lokale Produktion von Sauerstoffradikalen bei Sepsis zeigt.

6.6 3-Deazaadenosin hemmt die NF-kB Bindungsaktivitit

Der Transskriptionsfaktor Nf-kB reguliert proinflammatorische Molekiile wie TNF-o und
IL-1B, Adhésionsmolekiile und Enzyme wie iNOS. NF-«xB spielt somit eine zentrale Rolle in
der Regulation akuter Entziindungsreaktionen.

Bohrer et al. konnten an einem kleinen Kollektiv septischer Patienten zeigen, dass ein Anstieg
der NF-xB Bindungsaktivitit in peripheren Monozyten mit einer erhohten Mortalitit
einherging (13). Am Mausmodell konnte durch intravenosen Gentransfer des
Inhibitorproteins IxkBa die NF-kB Bindungsaktivitit vermindert und die Uberlebensrate
erhoht werden. Auch Giroir et al. konnten das therapeutische Potential der Inhibition von
NF-xB zeigen. Durch Uberexpression von IxBa konnte bei transgenen Miusen die

endotoxininduzierte myokardiale Dysfunktion verhindert werden (57).
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Jeong et al. konnten in vitro an Mausmakrophagen demonstrieren, dass c3Ado die Produktion
von TNF-a und IL-18 hemmt. Die Untersuchungen wurden neben c3Ado auch mit den
Analoga 3-Deazaaristeromycin und 3-Deazaneplanomycin durchgefiihrt, die alle spezifische
Inhibitoren der S-Adenosylhomocysteinhydrolase sind. Zwar konnte auch fiir die Analoga
eine Inhibition von TNF-a und IL-1p gezeigt werden, aber nur durch c3Ado wurde die TNF-a
Messenger-RNA-Expression gehemmt. Somit wirkt c3Ado bei der TNF-a Produktion auf
Transkriptionsebene, die Analoga dagegen auf Translationsebene. Da bei der Induktion von
TNF-a und IL-1B der Transkriptionsfaktor Nf-kB eine wichtige Rolle spielt, wurde ein Effekt
von c3Ado auf Nf-kB als zugrundeliegender Mechanismus vermutet (67). Diese Vermutung
konnte wenige Jahre spiter durch dieselbe Arbeitsgruppe bestitigt und die inhibitorische
Wirkung von c3Ado auf Nf-kB nachgewiesen werden. In den in vitro Versuchen an
Makrophagen fiihrte die Gabe von c3Ado jedoch iiberraschend nicht zu einer Hemmung der
LPS induzierten Bindungsaktivitidt von NF-kB. Auch die Translokation in den Zellkern war
nicht reduziert. Es konnte dargestellt werden, dass c3Ado die Phosphorylierung der p65
Untereinheit von NF-kxB hemmt und so vermutlich die Transkriptionsaktivitit reduziert wird
(66). Wir konnten anhand unserer in vivo Versuchen mit Kernextrakten aus dem Myokard
jedoch zeigen, dass c3Ado auch die NF-kB Bindungsaktivitit hemmt. Vermutlich scheint
c3Ado auf mehreren Ebenen die Aktivitit von NF-xB zu inhibieren. Unabhingig des
zugrundeliegenden Mechanismus konnte auch in unseren Untersuchungen ein Anstieg der
LPS induzierten plasmatischen TNF-a Konzentration verhindert werden (18).

Neben dieser direkten Wirkung von c3Ado auf NF-«B sind auch indirekte Effekte denkbar.
Durch Modulation der Expression vieler immunregulatorischer Mediatoren ist NF-xB am
oxidativen Stress und der Freisetzung von ROS beteiligt (126).

Sauerstoffradikale wiederum scheinen eine wichtige Rolle bei der NF-xB Aktivierung zu
spielen. Durch Behandlung mit Antioxidantien konnte eine solche Aktivierung verhindert
werden (114). Die Behandlung mit 3-Deazaadenosin vermindert die lokale Freisetzung von
ROS iiber die Hemmung der Extravasation von Neutrophilen in das Myokard.

Welch et al. konnten zeigen, dass Homocystein iiber die Aktivierung von NF-kB zu einer
gesteigerten Produktion von Stickstoffmonoxid durch iNOS fiihrt (131). 3-Deazaadenosin
bewirkt iiber die Hemmung der S-Adenosylhomocysteinhydrolase neben einer Anhédufung
von S-Adenosylhomocystein und 3-Deazaadenosylhomocystein auch eine verminderte
Bildung von Homocystein. Somit zeigt sich, dass c3Ado auch indirekt eine Aktivierung von

NF-«xB verhindern kann.

54



6.7 Kritische Betrachtung einer moglichen klinischen Relevanz von c3Ado

In klinischer Hinsicht wére die Substanz 3-Deazaadenosin mit seinen immunmodulatorischen
und antiinflammatorischen Eigenschaften in die Gruppe adjunktiver Therapieoptionen
einzuordnen.

Viele tierexperimentelle Untersuchungen haben das pathophysiologische Verstindnis der
Sepsis stark erweitert und neue Therapieansitze erdffnet, iiber immunmodulierende Strategien
in das inflammatorische Geschehen einzugreifen. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden,
dass ein klinischer Nutzen einer solchen Strategie bis jetzt meist nicht gesichert werden
konnte. Die vielversprechenden tierexperimentellen Versuche mit TNFa-Antikorpern konnten
bis jetzt in klinischen Untersuchungen groBtenteils keine signifikante Verbesserung der
Letalitit zeigen (1, 2). Die Hochdosistherapie mit Kortikosteroiden zeigt keinen Benefit
beziiglich der Letalitit der Patienten, ja sogar negative Effekte mit Anstieg der
Sekundirinfektionsrate wurden beobachtet. Eine Substitutionstherapie mit Hydrokortison
kann empfohlen werden, da sich dadurch ein Uberlebensvorteil zeigte (6). Durch die
Behandlung mit Hydrokortison war eine kiirzere Therapie mit Vasopressoren moglich (14),
die Behandlungsdauer war niedriger und die Inzidenz von Organversagen geringer (20). Als
Ursache des Effektes von  Hydrokortison werden neben einer relativen
Nebenniereninsuffizienz auch antiinflammatorische Wirkmechanismen diskutiert.

Klinische Studien mit anderen immunmodulatorischen Substanzen wie IL-1-
Rezeptorantagonisten oder Antikorpern gegen Endotoxin konnten bislang keinen eindeutigen
Uberlebensvorteil zeigen (100, 136). Insgesamt haben die experimentellen Erfolge die
Erwartungen und Hoffnungen im klinischen Einsatz nicht erfiillt und weitere Studien zu den
pathophysiologischen Grundlagen der Sepsis miissen folgen. Auch muss man sich fragen, ob
die gingigen experimentellen Sepsismodelle die pathophysiologischen Vorginge bei
Patienten mit Sepsis/SIRS hinreichend abbilden. Im bisherigen Verstindnis der
Pathophysiologie bleiben immunmodulatorische Substanzen wie c3Ado jedoch weiter
interessante Substanzen.

Unser Versuchsaufbau stellt bisher noch keinen therapeutischen Ansatz dar, da ein c3Ado
Wirkspiegel bereits vor der Applikation von LPS bestand. Hinweise auf eine mogliche
klinische Relevanz von c3Ado haben sich durch unsere Arbeit jedoch ergeben, die in

Untersuchungen weiter gepriift werden miissen.
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7 Zusammenfassung

Sepsis und septischer Schock gehen noch immer mit einer hohen Mortalitit einher. Neben
einer generellen Organdysfunktion kommt es zu einer Verschlechterung der kardialen
Funktion, die als septische Kardiomyopathie bezeichnet wird und zu der hohen Mortalitét
beitrdgt. Ursidchlich steht eine iiberschieende Entziindungsreaktion im Vordergrund.

Die Extravasation und Akkumulation von aktivierten Leukozyten im Gewebe spielt dabei
eine wichtige Rolle, da es dadurch zu einer exzessiven lokalen Freisetzung von
Entziindungsmediatoren im Herzgewebe kommit.

Fiir 3-Deazaadenosin (c3Ado), ein potenter Inhibitor der S-Adenosylhomocysteinhydrolase,
sind immunmodulatorische und antiinflammatorische Eigenschaften bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, diese Eigenschaften von c3Ado bei der septischen Kardiomyopathie
zu untersuchen und Mechanismen der protektiven Wirkung von c3Ado auf die
Myokarddepression aufzuzeigen. Die Untersuchungen wurden am Rattenmodell mit
Lipopolysaccharid (LPS) induzierter Sepsis durchgefiihrt.

Durch Behandlung mit c3Ado konnte die LPS-induzierte Endothelzellaktivierung/vermehrte
Expression der Adhédsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 verhindert werden.

Die Expression von P-Selektin, das bereits vorgeformt in den Weibel-Palade-Korperchen im
Endothel vorliegt, wurde nicht beeinflusst. Durch immunhistochemische Farbung gegen
CD11b, EDI und gp91phox konnte eine Hemmung der Migration aktivierter Leukozyten aus
den postkapilliren Venolen in das Myokard nachgewiesen werden. Dies fiihrte zu einer
verminderten Akkumulation iNOS positiver polymorphkerniger Neutrophiler und
konsekutiver NO-Produktion sowie einer verminderten lokalen Sauerstoffradikalfreisetzung.
Die Aktivitit der endothelialen Stickstoffsynthetase (eNOS) wurde durch c3Ado nicht
beeinflusst.

3-Deazaadenosin beeinflusst vor allem die endotheliale Seite der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion: Mittels FACS-Analyse war eine Hemmung der CDI11b-Expression auf den
zirkulierenden aktivierten Neutrophilen nicht nachweisbar.

Wir konnten im Myokard einen inhibitorischen Effekt von c3Ado auf die Bindungsaktivitit
des Transkriptionsfaktors NF-kB als einen zentralen Entziindungsmediator zeigen.
3-Deazaadenosin greift somit auf verschiedenen Ebenen in die Entziindungskaskade bei der
septischen Kardiomyopathie ein. Die kardioprotektive Wirkung macht c3Ado zu einer

interessanten potentiellen Substanz zur Behandlung der kardialen Dysfunktion bei Sepsis.
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8 Summary

Mortality from severe sepsis and septic shock remains high. In addition to general organ
dysfunction, myocardial depression is a characteristic feature of cardiocirculatory changes
during severe sepsis. The so called septic cardiomyopathy contributes to the high mortality of
the syndrome. The leading process is an excessive inflammatory response to an infection. The
migration to extravascular sites and accumulation of activated leukocytes in the myocardium
contributes to an excessive local release of NO and reactive oxygen species (ROS).
3-Deazaadenosine (c3Ado) is a strong inhibitor of the S-adenosylhomocysteine hydrolase.
Immune-modulating and anti-inflammatory effects of c3Ado have been described.

This study aimed to elucidate the underlying mechanisms of the positive effect of c3Ado in a
rat model of LPS-induced cardiomyopathy.

The treatment with c3Ado prevented the LPS-induced upregulation of the adhesion molecules
ICAM-1 and VCAM-1. 3-Deazaadenosine was not able to prevent LPS-induced expression of
P-selectin, which is already preformed in the Weibel-Palade bodies of the endothelium.
Immunohistochemical staining for CD11b, ED1 and gp91phox demonstrated that c3Ado
prevented local recruitment of monocytes and polymorph nuclear neutrophils to the
myocardium. Accordingly, significantly fewer leukocytes producing nitric oxide or reactive
oxygen species accumulated within the myocardium.

The activity of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) was not affected by c3Ado.
3-Deazaadenosine has its main impact on the endothelial site of the leukocytes-endothelium-
interaction: FACS analysis demonstrated, that c3Ado was not able to prevent the CD11b
expression on circulating activated neutrophils.

3-Deazaadenosine was able to prevent the activation of NF-kB within the myocardium of
LPS-treated rats. NF-«B is one of the main mediators of inflammatory response.
3-Deazaadenosine interferes with different levels of the inflammatory cascade leading to
septic cardiomyopathie. The cardioprotective effect makes c3Ado an interesting potential

drug for the treatment of myocardial dysfunction in sepsis.
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