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Vorwort

1 Vorwort

Die hier vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von November 1998 bis August 2000
am Zentrum fiir Innere Medizin im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. med. Werner See-
ger unter Betreuung von Herrn Dr. med. Konstantin Mayer. Die Untersuchungen wur-
den im Rahmen von Projekten des Sonderforschungsbereichs 547 durchgefiihrt und
befaliten sich mit der pathophysiologischen Relevanz von essentiellen Fettsduren im
Rahmen des septischen Geschehens, wobei das besondere Augenmerk der Fettsdurezu-
sammensetzung der Membranphospholipide sowie der zelluliren Signaltransduktion

galt.
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2 Einleitung

2.1 Fettsauren

Fettsduren sind eine Reihe von Substanzen, die eine lange Kohlenwasserstoffkette und
eine endstidndige Carboxylgruppe besitzen. Sie haben drei bedeutende physiologische
Aufgaben: Erstens sind sie Bausteine von Phospholipiden und Glykolipiden, die wichti-
ge Bestandteile biologischer Membranen darstellen. Zweitens dienen Fettsdurederivate
als Hormone und intrazelluldre Signalmolekiile. Drittens sind Fettsduren Brennstoffmo-

lekiile, die als Triazylglyzerine gespeichert werden .

In dieser Arbeit wurde die Funktion der Fettsduren als Bestandteile der Phospholipide

und als Signalmolekiile untersucht.

Es existieren sowohl essentielle als auch nicht essentielle Fettsduren. Essentielle Fett-
sduren konnen vom menschlichen Organismus nicht selbst synthetisiert werden und
miissen daher in der Nahrung bereits enthalten sein. Einige der wichtigsten Vertreter der
essentiellen Fettsduren sind die Arachidonsdure (AA), die Eikosapentaensdure (EPA)
und die Dokosahexaensdure (DHA). Sie spielen bei der intra- und interzelluldren Sig-
naliibertragung eine groB3e Rolle, da sie die Ausgangssubstanzen verschiedener Boten-
stoffe - auch Lipidmediatoren genannt - darstellen. Diese Lipidmediatoren, die z. B. aus
den drei oben genannten Fettsduren synthetisiert werden konnen, werden unter dem

Begriff der ,,Eikosanoide* zusammengefalt.

Arachidonsdure besteht aus 20 Kohlenstoffatomen mit 4 Doppelbindungen (C 20:4 ®-
6). Bei der Benennung von Fettsduren bedeutet ,,“, dass die Position der Doppelbin-
dungen ab der Methylgruppe des Molekiils gezidhlt wird. Die Arachidonsiure ist eine ®-
6-Fettsdaure, d.h. dass die erste Doppelbindung ab der Methyl-Gruppe zwischen dem
sechsten und siebten Kohlenstoffatom liegt. Die ndchste Doppelbindung ist dann wieder

drei Kohlenstoffatome weiter zu finden.

Bei der Eikosapentaensdure (EPA) und der Dokosahexaensdure (DHA) ist der Aufbau
dhnlich. Sie zidhlen zu den ®-3-Fettsduren, da sich die erste Doppelbindung zwischen
dem dritten und vierten Kohlenstoffatom befindet. Die Eikosapentaensdure besitzt fiinf
Doppelbindungen (C 20:5 ®-3), die Dokosahexaensidure wiederum hat sechs Doppel-
bindungen (C 22:6 ®-3) *.
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2.1.1 Die Synthese der essentiellen Fettsdiuren

Zum Verstiandnis der Funktion der essentiellen Fettsduren sind deren Synthese und die

Bildung der aus ihnen generierten Produkte von Bedeutung.

Am Anfang der Fettsduresynthese steht die Bildung von Azetyl-Coenzym A aus Azetat
und Coenzym A. Uber mehrere Syntheseschritte entsteht schlieBlich das Endprodukt der
Fettsauresynthese, die 16:0-Palmitinsdure, die zu 18:0-Stearinsdure elongiert werden
kann (Abb. 2.1). Das Enzym &-9-Desaturase kann 18:0-Stearinsiure in Olsiure
(18:1 ®-9) umwandeln, wobei dieses Enzym sowohl bei Pflanzen als auch bei Tieren
vorhanden ist. Im Gegensatz dazu haben nur Pflanzen die d-12-Desaturase, die in der
Lage ist, Olsdure (18:1 ®-9) zu Linolsiure (18:2 ®-6) zu konvertieren. Pflanzen besit-
zen zudem die 8-15-Desaturase, die Linolsidure (18:2 ®-6) zu Linolensiure (18:3 -
3) umwandeln kann. Besonders Meeresalgen benutzen die 8-15-Desaturase, um ®-3-
Fettsduren zu synthetisieren. Da sie Kaltwasserfischen als Nahrungsgrundlage dienen,
besitzen diese einen hohen Anteil an ®-3-Fettsduren. Menschen sind nicht in der Lage,
Linol- oder Linolensdure selbst zu bilden, deshalb sind sie darauf angewiesen, sie mit
der Nahrung aufzunehmen. Beide Fettsduren sind so fiir Menschen essentiell. Dabei ist
die Linolsdure (18:2 ®-6) ,, precursor “, d. h. die Vorstufe fiir weitere m-6-Fettsduren.
Hier ist Arachidonséure die Leitsubstanz. Entsprechend ist die Linolensédure (18:2 ®-3)
,wprecursor' fiir @-3-Fettsduren, hauptsichlich fiir Eikosapentaensidure und Dokosahe-

xaensiure °.

In unserer fiir westliche Industrielidnder typischen Erndhrung ist iiberwiegend die ®-6-
Fettsdure Arachidonsédure zu finden. ®-3-Fettsduren sind jedoch in nur geringen Men-
gen in unserer Nahrung und somit in unserem Korper vorhanden. Ein extremes Beispiel
fiir fast ausschlieBliche Erndhrung mit ®-3-Fettsduren sind die Inuit in Gronland, da ihre

Nahrung zu einem grof3en Anteil aus variantenreichen Fischgerichten besteht.
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Abb. 2.1: Die Synthesewege der einzelnen Fettsduren, besonders hervorgehoben Arachidonséure
(AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaensidure (DHA) und Eikosatriensdure (®-9).
Fiir die Synthese der Fettsiduren sind Elongation und Desaturation verantwortlich, wobei die
Enzyme A" (8-12-Desaturase) und A" (8-15-Desaturase) nur in Pflanzen vorkommen. A’
(8-9-Desaturase), A® (8-6-Desaturase), A’ (8-5-Desaturase).
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2.2 Eikosanoide

2.2.1 Die Synthese der Eikosanoide

Die Eikosanoide gehoren zu den wichtigen Mediatoren des Entziindungsgeschehens.
Die von der Arachidonsdure abstammenden Eikosanoide modulieren die Produktion
von pro-inflammatorischen und immunoregulatorischen Zytokinen. Die Uberproduktion
dieser Lipidmediatoren ist vergesellschaftet mit dem septischen Schock und chronisch

entziindlichen Krankheiten.

Ein weiterer Mediator ist der Plittchen-aktivierende-Faktor (PAF), ein 1-O-alkyl-2-
acetyl-glycero-3-phosphorylcholin, dessen Ether-gebundene Alkylgruppe einen 16-

oder 18- kohlenstoffgesittigten Terminus hat.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur die Eikosanoide, die Produkte der ungesittigten
Fettsduren Arachidonsédure, Eikosapentaensidure und Dokosahexaensédure sind, betrach-
tet. Ausgangssubstanz fiir die Eikosanoid-Bildung ist im Allgemeinen die Arachidon-

saure. Sie kann iiber verschiedene Enzymsysteme verstoffwechselt werden.

Nach dem Enzym, das die erste Oxygenation der Arachidonsédure einleitet, unterscheidet
man die Klassen der Cyclooxygenase-, Lipoxygenase- und Cytochrom P450-Produkte.
Durch die Lipoxygenase entstehen Leukotriene, Lipoxine, Hydroperoxyeikosatetraen-
sauren (HPETEs) und Hydroxyeikosatetraensduren (HETEs). Die Cyclooxygenase pro-
duziert Prostaglandine und Thromboxane. Durch die Cytochrom P450-Oxidase, dem
dritten Enzym mit geringerem Stellenwert, werden Epoxy- und Hydroxy-

Eikosatetraensduren (EETs) gebildet.

Der erste Schritt zur Synthese der Eikosanoide ist die Freisetzung von Arachidonsdure
aus den Phospholipiden der Zellmembran. Diese ist moglich iiber drei verschiedene

Wege:

1. Die Phospholipase A2 katalysiert die Hydrolyse eines Phosphoglycerids an der
sn-2-Position, die Produkte sind Arachidonsdure und ein 1-Acyl-

phosphoglycerid.

2. Die Phospholipase C hydrolysiert eine Glycerylphosphat-Bindung eines
Phosphoglycerides und produziert somit phosphorylierte Basen (Cholin, Serin,

Ethanolamin oder Inositol) sowie Diacylglycerol. Letzteres kann als Substrat der
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Diglycerid-Lipase und anschlieBend der Monoglycerid-Lipase dienen, um Ara-

chidonsiure freizusetzen.

3. Die Phospholipase D konvertiert Phosphatidylethanolamin (PE) oder Phosphati-
dylcholin (PC) zu Phosphatidsdure und einer freien Base. Phosphatidylethano-
lamin kann wie Diacylglycerol verwendet werden, um Arachidonsdure freizu-

setzen.

Der néchste Schritt in der Eikosanoid-Produktion ist der Einbau eines Sauerstoffmole-
kiils in die polydesaturierte Fettsdure, entweder durch die Cyclo- oder die Lipoxygena-

se:
Cyclooxygenase (COX):

Im Falle der Cyclooxygenase entsteht durch eine Bis-Dioxygenierung das Endoperoxid
Prostaglandin H, (PGH;), wobei die Bildung iiber die Zwischenstufe des Prostaglandins
G, (PGGy,) erfolgt. Dieses nimmt eine zentrale Stellung in der Prostaglandin-Synthese
ein, da die weiteren Prostaglandine sowie die Thromboxane mittels verschiedener Iso-
merasen, Reduktasen und Synthasen aus ihm metabolisiert werden. Dabei kommt es auf
den Aktivierungszustand und die Enzymausstattung einer Zelle an, in welchem Ausmal}

diese Enzyme exprimiert und aktiviert werden.

Es existieren zwei Isoformen der COX. Die COX-1 ist immer exprimiert, wihrend die
COX-2 nur durch Zytokine induzierbar und ca. sechs Stunden nach Aktivierung zu fin-

den ist *.
Lipoxygenase (LO):

Wird die Arachidonsdure von einer der verschiedenen Lipoxygenasen metabolisiert,
dann entsteht als erstes die instabile Hydro-Peroxy-Eikosatetraensdure (HPETE), wobei
je nach Position des durch die Lipoxygenase eingefiigten Sauerstoffmolekiils 5-, 8-, 9-,
11-, 12- oder 15-HPETE entsteht. Durch Hydroxyperoxidasen konnen sie in die ent-
sprechenden Hydroxy-Eikosatetraensduren (HETE) umgewandelt werden. Leukotriene
konnen durch eine Dehydrierung der S-HPETE entstehen, dabei bildet sich insbesonde-
re das instabile Epoxid Leukotrien A4 (LTA4). Leukotrien A4 hat eine sehr kurze Halb-
wertszeit und zerfillt spontan in die inaktiven Diastereomeren-Paare 6-trans-L'TB4 und
5,6-DIHETE. Diese Reaktion kann auch mittels einer Epoxid-Hydrolase katalysiert

werden. Das Leukotrien C4 entsteht durch Katalyse der Glutathion-S-Transferase aus
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LTA4. Die Leukotriene Dy und E; werden aus dem LTC,; mittels y-Glutamyl-

Transpeptidase und Dipeptidase gebildet.

2.2.2 Nomenklatur der Eikosanoide

Wenn Arachidonsdure iiber den Cyclooxygenase-Weg metabolisiert wird, haben die
Endprodukte zwei Doppelbindungen, weshalb sie auch bisenoische Prostanoide heifen.
In der verkiirzten Schreibweise wird dies durch eine ,,2° am Ende gekennzeichnet. Mo-
noenoische Prostanoide werden aus der Dihomo-y-Linolensdure gebildet (Kennzeich-

nung ,,1%).

Arachidonsdure-Produkte, die durch die 5-Lipoxygenase gebildet werden, sind durch

eine ,,4 kenntlich gemacht.

2.2.3 @3-Fettsdiuren als Prikursor fiir Eikosanoide

Steht Eikosapentaensédure als Prikursor fiir die Eikosanoidbildung zur Verfiigung, so
durchlduft sie die gleichen Syntheseschritte wie die Arachidonséure, allerdings sind die
Produkte unterschiedlich in Struktur und Wirkung. Die aus der Eikosapentaensiure ent-
standenen trienoischen Prostanoide werden mit einer ,,3° bezeichnet. Statt Leukotrienen

der 4er-Reihe entstehen Leukotriene der Ser-Reihe, wie beispielsweise LTBs.

Die 1- und 2-Serien-Prostanoide haben die gleiche biologische Aktivitit, wihrend die 3-
Serien-Prostanoide und die 5-Serien-Leukotriene weniger aktiv sind als die 2-Serien-

Prostanoide und die 4-Serien-Leukotriene °.
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AA
(0-6)

LO CO P450

LTB. LTC PGL TxA. 5,6-EET
LTD 8,9-EET

LTE, 11,12-EET
14,15-EET

PMN-Aktivierung postkapillidre EDHF

- Adhision T Vasokonstriktion . . o Vasodilatation (?)
Vasodilatation Vasokonstriktion .

- Degranulation T Leakage weitere Effekte ?

- Chemotaxis T (Leukozytenadhision)

EPA
(0-3)

LO CO P450

LTB, LTC, PGI, TxA 5,6-EET

3

LTD. 8,9-EET
LTE 11,12-EET
14,15-EET
17,18-EET

PMN-Aktivierung postkapillire EDHF (?)
- Adhision 4 Vasokonstriktion 4 . . . \LVasodilatation @)
- Degranulation l Leakage l Vasodilatation Vasokonstriktion weitere Effekie?

- Chemotaxis

Abb. 2.2: Dargestellt ist die Synthese und Funktion von ausgewihlten Lipidmediatoren, die aus Ara-
chidonsdure (AA) und Eikosapentaensdure (EPA) entstehen. Katalysiert werden die Syn-
theseschritte durch die Lipoxygenase (LO), die Cyclooxygenase (CO) sowie durch das Cy-
tochrom P 450 (P450). Leukotrien B,C,D.E (LTB, LTC, LTD, LTE), Prostaglandin I (PGI),
Thromboxan A (TxA), Epoxy-Eikosatetraensduren (EETSs).

8
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2.2.4 Die Wirkungsweise der Eikosanoide
Die aktivsten Eikosanoide sind PGA, , PGE,, PGI,, PGF, und Thromboxan A,. Sie ha-

ben nur eine kurze Halbwertszeit und wirken meist nur in der Nahe der Zelle, die sie
produziert hat. Thre Synthese wird durch unterschiedliche Stimuli (Zytokine, Wachs-
tumsfaktoren, Endotoxin, Zymosan, freie Sauerstoffradikale, Antigen-Antikorper-

Komplexe, Bradykinin, Kollagen und Thrombin) ausgelost.

Eikosanoide haben zum Teil eine entgegengesetzte Wirkungsweise. So wirkt
Prostaglandin I,, dhnlich dem Prostaglandin E,, vasodilatatorisch und bronchorelaxie-
rend, zudem hemmt es die Plittchen-Aggregation. Dagegen wird durch Prostaglandin
F,>, Thromboxan A,, Leukotrien C und Leukotrien D eine Vaso- und Bronchokonstrikti-
on ausgelost. In der pulmonalen Strombahn {ibertrifft die Vasokonstriktion durch
Thromboxan A, die vasodilatative Wirkung des Prostaglandins (PG) I,. Wichtig zu er-
withnen ist auBerdem, dass PGI; als einziger Metabolit der m-3-Fettsiduren dquipotent ist
zu seinem -6-Fettsdure-Pendant PGI, 6, Grimminger et al. verglichen Thromboxan A,
mit Thromboxan Az im Hinblick auf ihre Fihigkeit zur pulmonalen Vasokonstriktion
und fanden eine um ein vielfaches potentere Wirkung des Arachidonsdure-Metaboliten

im Vergleich zum Eikosapentaensiure-Derivat .

Wie bereits oben erwihnt, wirken die Leukotriene C4. D4 und Leukotrien B4 vaso- und
bronchokonstriktorisch, weiterhin erhohen sie die kapillidre Permeabilitit. Hier gilt, dass
die Derivate der Arachidonsdure eine weitaus hohere Potenz besitzen als die der ®-3-
Fettsdauren. Leukotrien B4 wird vorwiegend von neutrophilen Granulozyten gebildet und
stimuliert die Bildung von Interleukin 1 in Makrophagen. Leukotrien C4 und D4 dage-

gen werden hauptsiichlich von Mastzellen und Eosinophilen synthetisiert ® °.

2.3 Das Syndrom des essentiellen Fettsduremangels

Das Syndrom des essentiellen Fettsduremangels (Essential Fatty Acid Deficiency, E-
FAD) kommt in der Bevolkerung hauptsidchlich im Rahmen von Malabsorptionssyn-
dromen vor. Malabsorption bedeutet, dass der Organismus nicht in der Lage ist, die zu-
gefiihrte Nahrung in ausreichender Weise enteral zu verwerten bzw. aufzunehmen. Es
handelt sich dabei um Malabsorptionssyndrome im Rahmen von erfolgten Diinn- oder
Dickdarmresektionen, oder bei Menschen mit Sepsis/SIRS-Syndrom, auf das spiter

genauer eingegangen wird. Das Vollbild des essentiellen Fettsduremangels duflert sich
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in einer schuppenden Dermatitis, partiellem Haarverlust und einer Wachstumsretardie-

rung .

Unter dem Mangel an essentiellen Fettsduren dndert sich die Lipidzusammensetzung der
Zellen. Statt der essentiellen Fettsduren werden dhnliche, nicht essentielle Fettsduren,
wie die Eikosatriensdure (®-9) synthetisiert und in die Membranen eingebaut. Da diese
eine unterschiedliche Anzahl an Doppelbindungen und eine andere Molekiilstruktur hat
als Arachidonsiure und Eikosapentaensdure, kann auch eine Strukturdnderung der Li-

pidmembranen vermutet werden.

Ein sehr guter Indikator fiir das Vorhandensein des EFAD-Syndroms ist die obenge-
nannte 5,8,11-Eikosatriensdure (®-9) Sie ist unter normalen Bedingungen nur in kleinen
Mengen in jeder Zelle vorhanden. Unter den Bedingungen des EFAD-Syndroms ist sie
die hidufigste Fettsdure der ungesittigten Fettsduren, die im Gegensatz zur Arachidon-
sdure, Eikosapentaensidure und Dokosahexaensidure komplett endogen gebildet werden

" Eikosatrienséure (®-9) wird bei Arachidonsiure-

kann, also nicht essentiell ist
Mangel anstelle von dieser in Phospholipide eingebaut und ist dann bei iiber 80 % der
Phospholipide in der sn-2-Position zu finden '2. Die Eikosanoidbildung ist wihrend
eines Fettsduremangelsyndroms durch das Fehlen der essentiellen Fettsduren limitiert.
Der Grund dafiir ist, dass die Eikosatriensdure (®-9) kein addquates Substrat sowohl fiir
die Lipoxygenase als auch fiir die Cyclooxygenase darstellt. Die Cyclooxygenase beno-

tigt beispielsweise Doppelbindungen an den vorderen C-Atomen einer Fettsdure, um sie

zu katalysieren.

Durch das Verhiltnis von Eikosatriensdure (©-9) zu Arachidonsidure kann das Ausmal
des EFAD-Status abgeschitzt werden. Dieses Verhiltnis betrdgt unter normalen Bedin-

gungen ungefihr 1:5 °.

Die Auswirkungen des EFAD-Syndroms wurden beispielsweise auch auf HepG,-Zellen
in vitro untersucht (Hepatozyten als Karzinomzellen). Diese wurden in Lipid-freiem
Medium geziichtet, wobei die essentiellen Fettsduren nach zehn Tagen aufgebraucht

waren 14.
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2.4 Studien im Rahmen der Fettsdureforschung

Nachfolgend sind Studien, die im Zusammenhang mit ®-3- und ®-6-Fettsduren durch-
gefiihrt worden sind, dargestellt. Zunédchst werden GefidBBerkrankungen und unterschied-
liche Autoimmunkrankheiten, bei welchen die Therapie mit ®-3-Fettsduren einen deut-
lichen Benefit gezeigt hat, erldutert. Desweiteren wird auf chronische Darmerkrankun-
gen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn eingegangen, nachfolgend auf Studien aus
der Transplantationsmedizin, die im Zusammenhang mit ®-3-Fettsduren durchgefiihrt
wurden. Abschliefend sind Versuchsreihen, die auf den EinfluBl von ®-3-Fettsduren bei

in vivo induzierter Sepsis eingehen, beschrieben.

2.4.1 @3-Fettsduren und Gefifierkrankungen

Es waren Dyerberg et al., welche die Bedeutung der Fettsduren als erste erkannten und
sich der Erforschung der Unterschiede zwischen ®-3- und ®-6-Fettsduren widmeten.
1975 veroffentlichten sie eine vergleichende Studie, in der sie ein Kollektiv gronldndi-
scher Inuit mit einer Gruppe von Dinen sowie einer Gruppe von in Dianemark lebenden
Inuit im Hinblick auf Thrombosen, koronare Herzkrankheiten und Myokardinfarkte
untersuchten. Die Inzidenz war in allen oben genannten Erkrankungen im Kollektiv der
gronlindischen Inuit signifikant niedriger als in den Kontrollgruppen °. Andere For-
scher haben ebenfalls positive Effekte von ®-3-Fettsduren auf chronische Herzkrankhei-
ten mittels zweier prospektiver Kohortenstudien feststellen kénnen '® . Zu diesen Er-
gebnissen fand Middaugh auch passende histologische Korrelate in Form der sogenann-
ten ,fatty streaks®, als er Querschnitte von Arterien einer Gruppe von Inuit mit denen
einer Gruppe von Diénen verglich. Die Arterien der didnischen Gruppe waren im Gegen-

satz zu denen der Inuit bereits durch diese Lipideinlagerungen verindert '®.

In weiteren Untersuchungen konnten andere Gruppen nachweisen, dass die ®-3-
Fettsdaure Eikosapentaensdure die Signaltransduktion zur Bildung von PDGF (Platelet
derived growth factor) in glatten Gefdssmuskelzellen von Ratten an mehreren Stellen
inhibiert. Dadurch wird die Proliferation in der Media, der mittleren GefdBschicht, ge-

hemmt und somit auch der erste Schritt zur Atherosklerosebildung '* %°.
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2.4.2 w3-Fettsiuren und Autoimmunerkrankungen

1980 verglichen Kronman und Green in einer Kohorten-Studie eine Gruppe gronldndi-
scher Inuit mit einer hinsichtlich Alter und Gechlecht vergleichbaren Gruppe von Di-
nen, im Hinblick auf das Auftreten verschiedener Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis,
Asthma, Typ I-Diabetes und Multipler Sklerose. Wiederum war die Inzidenz der ge-
nannten Krankheiten bei den gronlindischen Inuit sehr niedrig »'. Die Autoren postu-
lierten einen Zusammenhang zwischen der fischreichen Ernidhrung der Gronldnder und
dem dort seltenen Auftreten von verschiedenen Autoimmunkrankheiten, die unter ande-

rem durch T-Zellen vermittelte inaddquate Reaktionen hervorgerufen werden.

Darauthin wurden mehrere Interventionsstudien mit ®-3-Fettsduren durchgefiihrt, um
deren EinfluB auf die rheumatoide Arthritis zu untersuchen. Bei der Mehrheit der Pro-
banden stellten sich Besserungen bei klinischen Symptomen wie Morgensteifigkeit und
Gelenkschwellung ein. Zusitzlich konnte der Verbrauch an nicht-steroidalen Antiphlo-
gistika zwar reduziert, allerdings nicht durch ®-3-Gaben substituiert werden, was deren

Funktion als Adjuvans belegt % 2 2 25 20 27,

Bei der Psoriasis wird ebenfalls eine autoimmunologische Genese vermutet. Dass Ara-
chidonsédure-Metabolite bei der Ausprigung dieser Krankheit eine wichtige Rolle spie-
len, konnte in einer Studie durch den Nachweis eines passenden morphologischen Kor-
relats gezeigt werden. In der Papillarschicht der Oberhaut fand sich bei Psoriasis-
Patienten eine bis zu 20-fach hohere Konzentration von Arachidonsidure-Metaboliten als

bei gesunden Probanden .

Der Effekt von ®-3-Fettsduren auf den Krankheitsverlauf ist in klinischen Studien mit
Psoriasis-Patienten getestet worden. Durch die parenterale Zufuhr von ®-3-Fettsduren
(1,5 g Gesamtdosis/Proband/Tag) im Vergleich zu einem Kollektiv, das ®-6-Fettsduren
erhielt, wurde bei der Gruppe mit der Gabe von Fischdl ein deutlicher Riickgang der
klinischen Symptome erzielt. Zusitzlich konnte eine Reduktion der Arachidonsdure-
Metabolite zugunsten der von Eikosapentaensidure und Dokosahexaensidure abgeleiteten

Produkte festgestellt werden .

In der Therapie des systemischen Lupus Erythematosus (SLE) hat sich herauskristalli-
siert, dass eine Langzeiteinnahme von ®-3-Fettsiduren iiber mehrere Monate oder Jahre

eine deutliche klinische Besserung bewirken kann *°.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich die Gabe von ®-3-Fettsiduren in vielen klini-

schen Studien zu Autoimmunerkrankungen als adjuvante Therapie bewihrt hat.

2.4.3 w3-Fettsiuren und chronische Darmerkrankungen

Auch bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa ist eine Mitbeteiligung von Lipidmediatoren und Zytokinen nachgewiesen
worden *'. Hier zeigten die W-3-PUFAs (polyunsaturated fatty acids oder mehrfach un-
gesittigte Fettsduren) im Tiermodell einen positiven Effekt, indem sie die Eikosanoid-
Produktion reduzierten *%. Bei Colitis ulcerosa wurden erhohte Werte von Prostaglandin
E, (PGE,) in rektalen Dialysaten und erhéhte Werte von Leukotrien B4 (LTB4) in Ko-
lonresektaten gemessen. Grimminger et al. haben einer schwer an Colitis ulcerosa er-
krankten Patientin ®-3-Lipide auf dem oralen und spiter auf dem parenteralen Weg
zugefiihrt. Wihrend beider Behandlungsmethoden trat eine Besserung der klinischen
Symptome ein (beispielsweise die Entwicklung eines normalen Stuhlgangs), wobei die

Ergebnisse der parenteralen Variante deutlich eindrucksvoller waren *°.

Auch bei chronischen Darmerkrankungen zeigte die Zufuhr von ®-3-Fettsduren einen

deutlichen Benefit, wenn sie als Adjuvans eingesetzt wurden.
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2.4.4 w3-Fettsiuren und Transplantationsmedizin

Aufgrund der oben aufgefiihrten Studien zeichnet sich ein immunsuppressiver Effekt
der m-3-Fettsduren ab. Dieser Effekt ist in der Transplantationsmedizin gewollt, wes-
halb die ®-3-Fettsduren auch fiir dieses Gebiet von auBerordentlichem Interesse sind. In
Tierexperimenten stellte sich heraus, dass mit Fischol gefiitterte Tiere nach Organtrans-
plantationen eine lingere Uberlebenszeit hatten als Tiere in der Kontrollgruppe. So
fithrten Grimminger et al. Herztransplantationen an Ratten durch. Bei der anschlieBen-
den parenteralen Erndhrung mit ®-6- oder ®-3-Fettsduren wiesen die mit ®-3-
Fettsiuren substituierten Tiere eine deutlich lingere Uberlebenszeit der Spenderorgane

auf, als die Tiere in der Kontrollgruppe **.

Nierentransplantierten Patienten wurden -3-Fettsduren (6 g/Tag) mit Ciclosporin A
zusammen verabreicht, wobei Patienten in dieser Gruppe im ersten postoperativen Jahr
eine geringere AbstoBungsrate und eine bessere Nierenfunktion hatten als Patienten, die
KokosnuB36l und Ciclosporin A erhielten. Ciclosporin A gehort zur Standardtherapie
nach Organtransplantationen. Da eine parenterale Therapie auf Dauer zu aufwendig ist,
besteht die Moglichkeit einer dauerhaften adjuvanten didtetischen Therapie mit den
mehrfach ungesittigten m-3-Fettsduren. m-3-Fettsduren reduzieren in diesem Fall die
Nebenwirkungen der Dauermedikationen wie die Retinoid-induzierte Hypertriglyzeri-

didmie und die Ciclosporin-assoziierte Nephrotoxizitit 3,

Desweiteren wurde in einer Studie mit herztransplantierten Patienten ein positiver Ef-

fekt bei der Gabe von 4 g Fischol/Tag auf die Bluthochdruck-Prophylaxe festgestellt *°.

Transplantierte Patienten profitieren ebenfalls von dem immunsupprimierenden ®-3-
Fettsauren-Effekt, wobei die parenterale Gabe deutlich eindrucksvollere Ergebnisse

gezeigt hat als die enterale Gabe.

2.4.5 w3-Fettsiure-Studien mit gesunden Probanden

Versuche mit freiwilligen Probanden, die iiber einen ldngeren Zeitraum Fischolkapseln
oder Kapseln mit ®-6-Lipiden zu sich nahmen, zeigten, dass die m-3-Fettsduren einen
immunsupprimierenden Einfluf} hinsichtlich der Produktion der Zytokine Interleukin 1
und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a, von Monozyten haben *’. Die Forschergruppe um
Caughey fiihrte eine Studie durch, bei der iiber vier Wochen in der Essenszubereitung

fiir freiwillige gesunde Probanden ausschlielich Leinsamendl (w-6-Fettsdure) verwen-
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det wurde. Nach weiteren vier Wochen, in denen die Probanden zusitzlich tédglich 9 g
Fischol (m-3-Fettsdure) zu sich nahmen, zeigten sich in den anschliefenden Untersu-

chungen deutlich verringerte Anteile von Zytokinen in den Blutproben ¥

In einer weiteren Studie konnte eine Verdnderung der Lipidzusammensetzung von
neutrophilen Granulozyten unter ®-3- und ®-6-Fettsduren nachgewiesen werden, aller-
dings hatten diese Anderungen nur bei hoheren Dosierungen (2,6 g Eikosapentaensiure
und 1,4 g Dokosahexaensdure) eine Auswirkung auf die zelluldren Interaktionen (wie

FMLP-induzierte Chemotaxis oder Superoxidradikalbildung) 9,

2.4.6 w3-Fettsiuren und Sepsis

Sepsis stellt eine schwere und oft lebensbedrohliche Erkrankung des gesamten Korpers
dar. In den Studien von Murray et al. wurde mittels bakterieller Lipopolysaccharide
(LPS) eine Sepsis bei Schweinen induziert. Dabei wurden sie mehrere Tage mit ®-3-
oder m-6-Fettsduren vorgefiittert. Die mit ®-3 supplementierten Tiere wiesen eine bes-
sere Lungenfunktion und ebenfalls einen besseren Herzindex auf als die des ®-6-

Fettsiuren-Kollektivs 0 4!

. In einem dhnlichen Modell wurde an Ratten die Prostaglan-
dinsynthese quantifiziert, wobei in dem ®-3-Kollektiv weniger Prostaglandine sowie
eine bessere Durchblutung, verbunden mit einer ldngeren Uberlebenszeit zu finden wa-

ren 42.

2.4.7 Sepsis und Immunonutrition

Mayer et al. veroffentlichten eine Studie, in der gezeigt werden konnte, dass Patienten
mit Sepsis, denen ®-3- oder ®-6-Fettsdauren im Rahmen der parenteralen Ernidhrung als
Lipidemulsion zugefiihrt wurden, bereits nach zwei Tagen einen Anstieg von ®-3-
Fettsdauren in den Membranen der Monozyten erfahren haben. So stellt die parenterale
Erndhrung unter Umsténden gleichzeitig ein Werkzeug zur Beeinflussung der immuno-
logischen Reaktionen des Korpers dar **. Dieses Vorgehen wird in der einschligigen

Literatur hdufig auch als ,,Jmmunonutrition‘ bezeichnet.
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2.4.8 Sepsis als Fokus dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Sepsis, einem akuten Entziindungspro-
zeB3 im Korper, mit der Maximalvariante des immunologischen Ungleichgewichts. Ins-
besondere wird der Einfluf3 der m-3-Fettsduren im Vergleich zu den ®-6-Fettsduren auf
die Endothelzellen, mogliche Veridnderungen der Endothelzellen nach Einbau der ver-
schiedenen Fettsduren und deren Konsequenzen untersucht. Zuletzt befasst sie sich mit
der Signaltransduktion in den Endothelzellen, den Einbau der Fettsduren in die

Phospholipide und die dadurch entstehenden Verdanderungen.

2.5 Definitionen von SIRS und Sepsis

Sepsis und SIRS beschreiben unterschiedliche Erkrankungen, die klinisch oft nur
schwer voneinander zu trennen sind. Wihrend der Begriff ,,Sepsis® nur im Zusammen-
hang mit einer Infektion als Ursache verwendet wird, kommen beim SIRS verschiedene
Ausloser in Betracht, wie Traumata, Verbrennungen oder Ischdmien. SIRS ist die Ab-
kiirzung fiir ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome* oder auch systemisch
imflammatorisches Antwort-Syndrom **. Sepsis wird dabei iiberwiegend durch Gram-
negative Infektionen verursacht, speziell durch die Endotoxine, Formylpeptide und Pro-
teasen der gram-negativen Bakterien. Allerdings ist die Anzahl an Gram-positiven sep-
tischen Infektionen in den letzten Jahren angestiegen, vorrangig verursacht durch deren
Exotoxine, Enterotoxine, Himolysine und Lipoteichonsiduren. Weitere mogliche Auslo-
ser einer Sepsis sind Pilzinfektionen, virale oder Protozoeninfektionen *. Sepsis und
septischer Schock zidhlen zu den hiufigsten Todesursachen in der Intensivmedizin

weltweit, die Mortalitdtsraten belaufen sich auf zwischen 30-60 % 46

Der Begriff Sepsis wird definiert als eine systemische Antwort des ganzen Korpers auf
eine schwere Infektion. Dabei miissen mindestens zwei der folgend genannten Kriterien

erfiillt sein:
1.) Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C
2.) Tachykardie, Herzfrequenz > 90 Schléige pro Minute
3.) Tachypnoe > 20 Atemziige pro Minute oder PaCO2 < 32 mmHg

4.) Leukozyten > 12.000/mm’ oder < 4.000/mm°, oder > 10 % unreife Neutrophile
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Kommt es zu einem Ungleichgewicht in der Abwehrfunktion des Korpers, beispielswei-
se durch eine endogenen Entziindung wie Pankreatitis oder exogen durch Operationen,
so wird es den verschiedenen pathogenen Erregern erst moglich, sich im Koérper zu
vermehren und eine Infektion zu verursachen. Diese kann sich im ungiinstigen Fall zu

einer Sepsis ausweiten.

2.5.1 Das septische Geschehen

Die hochst komplexen Vorginge im Korper wihrend des septischen Geschehens be-
schiftigten zahlreiche Wissenschaftler weltweit und sind immer noch Gegenstand aktu-
eller Forschungen. Nach dem gegenwirtigen Erkenntnisstand wird folgender Ablauf

angenommen:

Durch eine Eintrittspforte wie eine Hautldsion oder eine Wunde gelangen Gram-
negative Bakterien in den Korper und verursachen eine Infektion. Dies ist auch moglich
durch die Darmwand, nachdem sie aufgrund eines Traumas (Verbrennung, Operation)
ischamisch und somit durchléssiger fiir die ansidssigen Bakterien wurde. Die eingetrete-
nen Bakterien vermehren sich bei schlechter Abwehrlage und setzen ihre Exotoxine frei.
Die Freisetzung aktiviert das Immunsystem, vor allem Makrophagen, welche die Bakte-
rien aufnehmen und phagozytieren. Dadurch werden die Bestandteile der Bakterien, die
Endotoxine, freigesetzt. Das Endotoxin bei Gram-negativen Bakterien ist das Lipopoly-
saccharid (LPS), es stammt aus der Zellmembran der Mikrobe. Normalerweise wird ein
solches Endotoxin von den Kupffer-Zellen der Leber abgefangen *’. Ist LPS einmal in
der Blutzirkulation, kann es an HDL (High-Density-Lipoproteins) oder an ein LPS-
bindendes Protein (LBP) binden. Letzteres interagiert mit einem CD14-Komplex auf
Monozyten und Makrophagen und stimuliert diese. Der LPS-/LBP-Komplex kann sich
auch an einen im Blut zirkulierenden CD14-Komplex binden, der dann die Endothelzel-
len aktiviert. LPS ist in der Lage, sehr viele Entziindungsmediatoren zu stimulieren wie
das Komplementsystem, das Bradykinin/Kinin-System und das hdmatopoietische Sys-
tem, die dann wiederum andere Mediatoren aktivieren wie Eikosanoide, Zytokine,
Chemokine, Adhédsionsmolekiile, freie Radikale und PAF. Das Komplementsystem wird
von LPS iiber den klassischen und den alternativen Weg aktiviert, was zur Freisetzung
von C3a und C5a fiihrt, die wiederum proinflammatorische Mediatoren von perivasku-
laren Mastzellen, Endothelzellen und Plittchen freisetzen “8 Ebenfalls werden die Ad-
hisionsmolekiile vermehrt exprimiert. Bei den Neutrophilen sind es die CD11/CD18-

Komplexe, bei den Endothelzellen ICAM-1 und ICAM-2, was zu einer vermehrten Ad-
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hision und anschliefender Transmigration der Leukozyten durch das Endothel fiihrt »
Eine Schéadigung des Endothels ist eine der Folgen. Diese Exo-/Endotoxin- und Zyto-
kin-Uberflutung aktiviert das Immunsystem so sehr, dass eine ,,Uberantwort” der
proinflammatorischen Mediatoren die Folge ist. Deren Effekte auf die BlutgefidBe fiihrt

zu makro- und mikrozirkulatorischem Chaos und letztendlich zum Multiorganversagen.

@: bakterielle (gr + / gr -), oder Pilzi@

Endotoxin (LPS), Lipoteichonsdure, Exotoxine,
Superantigene

y 3

Zellulare Effektoren:: Leukozyten, Plittchen,
Endothelzellen,

‘ \Ll—m-3 FA

Mediatoren:: Zytokine, Lipidmediatoren

‘ \L -3 FA
Organdysfunktion, Sepsis, SIRS, septischer
Schock, MOF

Abb. 2.3: FluBdiagramm zur Entstehung von Sepsis und mogliche Angriffsorte in der Therapie mit ®-
3-Fettsduren. -3-Fettsduren (®-3 FA), Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS), (Systemisch imflammatorisches Antwort-Syndrom), Multiple Organ Failure
(MOF), (Multiorganversagen).
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Uber die Hierarchie der einzelnen Komponenten im septischen Geschehen kann keine
Aussage getroffen werden, weil die Vorginge noch nicht ausreichend erforscht sind.
Sicher ist, dass LPS die Entziindungskaskade initiiert und Tumor Nekrose Faktor
(TNF)-o und Interleukin-1 (IL-1) zu den ersten Mediatoren gehoren, die wihrend dieses
Geschehens gebildet werden. Eine der Schwierigkeiten in der Verfolgung des Sepsis-
Ablaufes liegt darin, dass die frithen Mediatoren wie TNF-o und IL-1 ihre eigene Pro-
duktion sowie die Bildung anderer Mediatoren induzieren, indem sie neutrophile Granu-
lozyten und Thrombozyten stimulieren. Auch eine Feedback-Hemmung ihrer eigenen
Bildung wird ausgeltst. Deswegen ist es tiberhaupt moglich, dass sich das ganze Ge-
schehen unabhingig vom eigentlichen Stimulus, der die Kaskade ausgelost hat, ver-

selbststindigt *°.

Nach der proinflammatorischen Phase wird eine zweite, entziindungshemmende Phase
postuliert, in der die antiinflammatorischen Mediatoren wie zum Beispiel endogene
Kortikosteroide, Katecholamine, IL-10, 1L-4, PGE,, l6sliche TNF-o-Rezeptoren und
IL-1-Rezeptor-Antagonisten iiberwiegen. Sie kommt zustande durch die im septischen
Geschehen im Uberschuf3 gebildeten proinflammatorischen Mediatoren, der eine reaktiv
vermehrte Produktion von antiinflammatorischen Mediatoren zur Folge hat. Diese Pha-
se ist in den vergangenen Jahren mit dem Begriff des ,.kompensatorischen antiinflam-
matorischen Syndroms* bezeichnet worden, im Englischen ,,compensatory anti-
inflammatory response syndrome* (CARS). Im Deutschen wird auch der Begriff ,,Im-

munparalyse* verwendet.

2.5.2 Septischer Schock, CARS und MOF

Der septische Schock ist definiert durch eine Sepsis mit Hypotension (Systolischer
Blutdruck unter 90 mmHg oder ein Blutdruckabfall von iiber 40 mmHg fiir mindestens
eine Stunde) trotz ausreichender Volumensubstitution. Zusdtzlich zu den Sepsis-
Kriterien kommt es zur Kreislaufdysregulation, moglicherweise hervorgerufen durch

Laktatazidose.

Das SIRS und die Sepsis konnen in den Zustand des Multi-Organversagens (MOF=

Multiple Organ Failure) kulminieren.
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2.5.3 Gerinnung und Sepsis

Das Gerinnungssystem wird wihrend des septischen Geschehens massiv beeinfluft. In
der Anfangsphase der Sepsis herrscht ein prokoagulanter Zustand vor, hervorgerufen
durch LPS und andere Endotoxine, die das Gerinnungssystem aktivieren und iiber ver-
schiedene Mechanismen wie die Komplementaktivierung, die Freisetzung des von Wil-

lebrand-Faktors etc., die disseminierte intravasale Gerinnung fordern 0

Andererseits wirkt auch TNF-a koagulationsférdernd, indem es speziell auf den extrin-
sischen Gerinnungsweg Einflul nimmt. Desweiteren reduziert TNF-a0 die Aktivititen

von Protein C und Protein S, was zu einer weiteren Aktivierung der Gerinnung fiihrt **.

2.5.4 Die Rolle von Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-und Thrombin im
Sepsis-Geschehen

TNF-a ist einer der zentralen Mediatoren des Korpers, die bei einer Entziindung freige-
setzt werden. Die Freisetzung erfolgt hauptsidchlich aus aktivierten Monozyten und
Makrophagen, aber auch aus natiirlichen Killer-Zellen, Neutrophilen und Mastzellen
und 16st eine Kette von Reaktionen aus °'. Entscheidend dabei ist, in welchem Umfang
TNF-o synthetisiert wird. Ist die Produktion lokal beschriankt und eher gering, so ist sie
zur Aufrechterhaltung der Homoostase durchaus sinnvoll. Wenn aber die lokale Ent-
ziindung sehr ausgeprigt ist und die Immunantwort entsprechend hoch ausfillt, dann
konnen die Zytokine, allen voran TNF-q., sich iiber die lokale Entziindung hinaus aus-
breiten. Verteilen sie sich im ganzen Korper, kann es fiir den Menschen zu einer lebens-
bedrohlichen Situation kommen, wenn sich ein SIRS oder eine Sepsis mit resultieren-

dem Multiorganversagen ausbildet *2.

TNF-o bewirkt ganz verschiedene und zum Teil auch gegensitzliche Reaktionen in den
diversen Zellen. Das liegt unter anderem daran, dass Membranrezeptoren existieren, die
sich sowohl funktionell als auch strukturell voneinander unterscheiden und sich unter-
schiedlicher Signaltransduktionswege bedienen. Es gibt zwei TNF-a-Rezeptoren: der
TNF R1-Rezeptor ist auf fast allen Zellen vorhanden und vermittelt das Signal bei aku-
ter Entziindung, wihrend TNF R2 nur auf Plasmazellen vorkommt. Die dadurch ausge-
Iosten Signaltransduktionswege aktivieren oder hemmen verschiedene Proteinsynthe-

sewege, deren Endprodukte moglicherweise entgegengesetzte Effekte haben. TNF-a
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aktiviert zwei fiir die Lipidmediatoren wichtige Signalwege: einerseits bedient er sich

der Phospholipase A,, andererseits aktiviert er die PC-spezifische Phospholipase C 3,

2.5.5 Thrombin

Wihrend des Schock-Geschehens ist eine frithe Aktivierung des Gerinnungssystems mit
Aktivierung von Thrombin durch das extrinsische und intrinsische System zu beobach-
ten. Thrombin stimuliert die Endothelzellen, Adhédsionsmolekiile zu produzieren und
spaltet Fibrinogen in seine Spaltprodukte auf, um ein Fibrin-Clot durch Polymerisation
zu bilden >*. Damit Thrombin in der Endothelzelle eine Antwort auslésen kann, muf es
an seinen Rezeptor gebunden sein. Es existieren drei Rezeptoren, an die sich Thrombin
binden kann: der Proteinase-aktivierte Rezeptor 1 (PAR 1), 3 (PAR 3) und 4 (PAR 4).
PAR 1 gehort zu einer Familie von Rezeptoren, die sieben Transmembran-Doménen
haben und mit G-Proteinen interagieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass PAR 1
an die Phosphatidyl-Inositol-Hydrolyse gekoppelt ist . Bei PAR 3 und PAR 4 vermutet
man, dass sie die Phosphatidylcholin-Hydrolyse induzieren. Thrombin spaltet an dem
Rezeptor den NH,-Terminus ab, was zu einer Bindung zwischen Thrombin und Rezep-

tor fiihrt sowie zu dessen Aktivierung.

Es existiert ein priformierter Pool von PAR 1-Rezeptoren in den Endothelzellen, der
eine rasche Antwort innerhalb von Minuten auf den Stimulus Thrombin gewihrleistet.
Nachdem ein Rezeptor aktiviert und der NH,-Terminus abgespalten wurde, ist ersterer
an der Innenseite der Zellmembran zu finden. Er kann nicht mehr auf die AuBlenseite
der Zellmembran gelangen, um erneut von Thrombin aktiviert zu werden, sondern muf3
wieder neu gebildet werden. Somit ist die Kapazitit der Rezeptor-Aktivierung be-
grenzt %6 In Endothelzellen bindet PAR 1 an die heterotrimeren Gi- und Ggq-Proteine, die
verschiedene Signalkaskaden auslosen. Gi aktiviert zum Beispiel die Ras/MAPK-
Kaskade, was zur Transkription von Genen fiihrt. Auerdem werden Inositoltriphospha-
te sowie Diacylglycerole generiert. Derzeit wird das Einzel-Rezeptor-Modell (single-
receptor-model) favorisiert. Ein Rezeptor, in diesem Fall PAR 1, 16st die verschiedenen
Signalkaskaden aus, wodurch die aktivierten G-Proteine wiederum Phosphatidylinosi-
tol-spezifische Phospholipase C, Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C,
Phospholipase D und Phospholipase A2 aktivieren >
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2.5.6 Plittchen-aktivierender Faktor (PAF)

Der Plittchen-aktivierende Faktor (PAF) ist ein PLA,-abhingiger und sehr potenter
Mediator des Schocks. Er wird von vielen Zellen wie Endothelzellen, Plittchen, Mono-
zyten, Makrophagen und Neutrophilen freigesetzt, was im Schock-Geschehen aufgrund
verschiedener Stimuli wie Thrombin, Histamin und Leukotrien der Fall ist. Der Stimu-
lus bindet an den PAF-Rezeptor, dadurch wird die Proteinkinase C aktiviert und das
intrazelluldre Calcium erhoht. Aulerdem vermittelt PAF die Adhision von Neutrophi-
len an das Endothel, erhoht die Endothel-Permeabilitit und verursacht die Kontraktion

von Arteriolen *®. PAF wirkt zusitzlich negativ inotrop *°.

PAF wird durch die sequentielle Aktivierung einer Phospholipase A, und einer Ace-
tyltransferase aus dem 2-Hydroxy-Metaboliten Lyso-PAF gebildet. Der entstehende
Metabolit PAF ist einer der potentesten Mediatoren von akut-allergischen und entziind-

lichen Reaktionen %°.

2.5.7 Die Rolle des Endothels in der Sepsis

Das GefidBendothel ist ein sehr dynamischer Zellverband, der in eine Vielzahl von
Funktionen eingebunden ist. So kontrolliert es unter anderem den Gefédltonus, ist ver-
antwortlich fiir das Ein- und Ausschleusen von Zellen und Nihrstoffen und fiir die Rei-
fung neuer Leukozyten 0 Endothelzellen sind in der Lage, auf die Informationen, die
sie durch Mediatoren erhalten, rasch zu reagieren. Dies geschieht meist durch die Bil-
dung weiterer Mediatoren. Deshalb hat das Gefd3endothel eine Schliisselfunktion in der
Pathogenese der Sepsis %! Das GefiBendothel ist dabei keineswegs als starrer Zellver-
band zu sehen, der auf den gleichen Stimulus immer die gleiche Quantitit an Mediato-
ren freisetzt. Die Antwort des Endothels ist auch davon abhingig, unter welchem

Einfluf} anderer Mediatoren es zusitzlich steht.

Die Endothelzellen konnen das Primirziel einer Infektion sein. Bereits infizierte Endo-
thelzellen konnen eine systemische Reaktion auf die Infektion initiieren, da sie in der
Lage sind, schnell Entziindungsmediatoren freizusetzen 62 So erscheint es moglich,
dass der Mangel an essentiellen Fettsduren wie Arachidonsidure wihrend eines Entziin-

dungsgeschehens in den Endothelzellen besonders ausgepragt ist.
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2.6 Endothel und Fettsduren: Signaltransduktion und
Phospholipide

Nachdem ein Ligand an seinen Rezeptor gebunden ist, erfolgt die zelluldre Antwort. Die
Folge der Ereignisse, die zu einer zelluldren Antwort fiihren, nennt man Signaltransduk-
tion. Die Signaltransduktion kann zu ganz unterschiedlichen Ergebnissen fiihren, bei-
spielsweise wird ein bereits vorhandenes Protein aktiviert oder inhibiert oder die zellu-
lare Biosynthese wird dahingehend veridndert, dass bestimmte Proteine schneller oder
langsamer synthetisiert werden. Dies kann auf Ebene der Transkription, der Translation

oder in einem der nachgeschalteten Schritte beeinflu3t werden.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich insbesondere mit einem bestimmten
Signaltransduktionssystem der Zellen, welches unter anderem das Phosphatidylinositol
als second messenger nutzt. Diese sogenannte Phosphoinosit-Kaskade 16st in vielen
Zelltypen eine Fiille von Antworten aus. So beeinfluflt sie unter anderem die Glykoge-
nolyse in Leberzellen, die Insulinsekretion von Pankreasinselzellen, die Aggregation
von Thrombozyten und die Kontraktion glatter Muskelzellen ®. Das Augenmerk der
vorliegenden Arbeit ist auf das Phosphatidylinositol-System der Endothelzellen gerich-
tet, welches von den proinflammatorischen Mediatoren TNF-o und Thrombin aktiviert
wird. Dieses second messenger-System wandelt extrazelluldre Signale in intrazellulédre

um.

Bindet ein Stimulus an seinen Rezeptor auf der Endothelzelle, so fiihrt dies zu einer
Freisetzung der second messenger, im Falle des Thrombins handelt es sich um den PAR
1-Rezeptor, der an die G-, Gi-, und Giy3-Proteine gekoppelt ist. Dabei werden von
dem Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (IP,) durch die Gg-aktivierte B-Isoform der
Phospholipase C zwei second messenger abgespalten **. Es handelt sich dabei um Inosi-
tol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP; erhoht die Freisetzung von
intrazelluldrem Calcium [Ca2+] aus dem endo- und sarkoplasmatischen Retikulum, wel-
ches zu einer Aktivititssteigerung der Proteinkinase C fiihrt. Letztere wird auch durch
DAG direkt aktiviert. IP; und DAG haben also eine synergistische Wirkung. Die Prote-
inkinase C phosphoryliert Serin- und Threoninreste in vielen Zielproteinen. Einer ihrer
Effekte besteht in der Beendigung der Glykogensynthese durch Phosphorylierung der
Glykogen-Synthase. Desweiteren erhoht sie die endotheliale Permeabilitit, den Sauer-

stoffverbrauch der Zelle und die Aktivierung von Lipidmediatoren.
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IP5 ist ein kurzlebiger Mediator, er existiert nur fiir ein paar Sekunden. Die aufeinander-
folgende Aktion dreier Phosphatasen wandelt IP3 in Inositol um. Die Abspaltung der 5-
Phosphorylgruppe beendet seine Funktion als second messenger. Inositol-1,4-
bisphosphat wird zu Inositol-4-phosphat und anschlieend zu Inositol hydrolysiert. Dia-
cylglycerin (DAG) kann zu Phosphatidsdure phosphoryliert werden, die mit CTP zu
CDP-Diacylglycerin reagiert. Diacylglycerin kann aber auch zu Glycerin und Fettsduren
hydrolysiert werden. Zum Grof3teil werden die Abbauprodukte der zwei second mes-

senger einem Re-Syntheseweg zugefiihrt.

Calder stellte die Hypothese auf, dass bei Anderung der Fettsiurezusammensetzung von
Phosphatidylcholin und PIP, (Uberwiegen von -3-Fettsiuren gegeniiber -6-
Fettsduren) diese Membranphospholipide eine verdnderte Ausgangssubstanz fiir die
Phospholipasen darstellen. Dies hat seiner Meinung nach moglicherweise eine veridnder-

te Signaltransduktion zur Folge °.

5

PIP,

e

% DAGT % PKCT
IPXT [Cah]i 1

Permeabilitat
Fetts. Mediatoren
o*

Abb. 2.4:  Darstellung des Signaltransduktionsweges mit Phosphatidylinositol und DAG (Diacylgly-
cerol) als second messenger. Rezeptor (R), Phosphatidylinositoldiphosphat (PIP,),
Phosphatidylinositol mit Phospholipase C (PI-PLC), Phosphatidylserin (PS), Proteinkinase
C (PKC), Inositolphosphate (IP), Calcium (Ca™).
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2.7 Fragestellung

Bei septischen Patienten ist eine parenterale Erndhrung oft notwendig. Integraler Be-
standteil dieser parenteralen Erndhrung sind Lipide, die als Kalorientrdger und Baustei-
ne der Zellmembran dienen. Unter dem Stichwort ,,Immunonutrition* wurden verschie-
dene Studien durchgefiihrt mit dem Ziel, einen moglichen Benefit der ®-3-Fettsduren
fiir die Patienten zu eruieren. In dieser Arbeit wurde der Einflu} der w-3-Fettsduren auf
zelluldrer Ebene untersucht. Hierbei interessierte das Verhalten der essentiellen Fettsdu-

ren in Endothelzellmembranen unter septischen Bedingungen in vitro.

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Zusammenhédnge wurden folgende Fragestel-

lungen bearbeitet:

1. Welche Anderungen treten in der Fettsiurezusammensetzung der Endothelzell-

membran unter inflammatorischen Bedingungen auf?

2. Sind die Anderungen durch freie Arachidonsiure beziehungsweise Eikosapen-

taensiure / Dokosahexaensiure reversibel?

3. Welchen Einfluss haben Precursor-Fettsduren auf die Lipidmembran-assoziierte

Signaltransduktion am Beispiel der Phosphoinosit-Kaskade (,,PI-Response*)?

4. Welchen Einflufl haben m-3-Fettsduren auf die PI-Response unter inflammatori-

schen Bedingungen?
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3 Materialien

3.1 Materialien und Losungen fiir die Endothelzellisolierung
und —Kultivierung
Aqua ad injectabilia und bidest. (Braun, Melsungen, Deutschland)

Arachidonsdure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Calciumchlorid-Stock-Losung
Ansatz: 2,2 g CaCl, (Merck, Miinchen, Deutschland)
100 ml Aqua ad injectabilia, steril filtrieren
Collagenase-Losung
Ansatz: 25 mg Collagenase (CLS type 2) (Worthington Biochemical
Corporation,Freehold, NJ, USA)
100 ml HBS (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
pH-Wert auf 7,4 einstellen und steril filtrieren
Dokosahexaensdure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Eikosapentaensiure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Fotales Kilber-Serum (FCS) (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutsch-
land) oder (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
Ansatz: auf 37°C vorwirmen, dann 30 Minuten auf 56°C erwiarmen und
steril filtrieren
Gelatine-Stock-Losung 2 % (Serva, Heidelberg, Deutschland)
Ansatz: 2 g Gelatine
100 ml Aqua bidest.
kurz aufkochen lassen, in sterile Flaschen fiillen, autoklavieren

Beschichtung der Kulturplatten: 1 ml Gelatine-Stock-Losung
9 ml NaCl-Losung 0,9 %

Hanks balanced salt solution, HBS-Losung (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Ansatz: 88 g Natriumchlorid (Merck, Miinchen, Deutschland)
3,3 g Kaliumchlorid (Merck, Miinchen, Deutschland)
26,2 g HEPES (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
22 g Glucose (Merck, Miinchen, Deutschland)
in 950 ml Aqua ad injectabilia 16sen
pH-Wert auf 7,58 einstellen, auf 1000 ml auffiillen
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1 ml HBS-Lo6sung + 10 ml Aqua ad injectabilia zugeben bis der
pH-Wert 7.4 erreicht, dann steril filtrieren

HBS+CaCl,+MgCl,-Puffer (Hanks balanced salt solution) (Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)
Ansatz: siche HBS-Losung
5,6 ml CaCl, -Stock-Losung
5,6 ml MgCl,-Stock-Losung
HEPES (N-2-hydrylethylpiperazine-N-2-ethansulfonséure), (Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)
Ansatz: 4,76 g HEPES
100 ml Aqua bidest.
pH-Wert auf 7,4 einstellen, steril filtrieren
HUVEC-Medium (Medium fiir Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen)
Ansatz: MCDB-Medium (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
20 % FCS (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutsch-
land)
1 % RDGF (Retinaler Wachstumsfaktor aus Rinderaugen, Eigen-
herstellung)
100 U/ml Penicillin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
100 U/ml Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
1 mM Pyruvat (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
2 mM L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
2 pg/ml Amphotericin B (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
Magnesiumchlorid-Stock-Losung
Ansatz: 1,017 g MgCl, (Merck, Miinchen, Deutschland)
100 ml Aqua ad injectabilia, steril filtrieren
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
RPMI 1640-Medium (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland)
TNF-o (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
Trypsin-EDTA
Ansatz: 10 ml Trypsin 10-fach konzentriert (Gibco, Karlsruhe, Deutsch-
land)
10 ml 200 mM HEPES-L6sung (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
80 ml 0,9 % NaCl-Losung (Braun, Melsungen, Deutschland)
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3.2 QGerite und Verbrauchsmaterial fiir die Endothelzellisolie-
rung und —Kultivierung
CO,-Inkubator IR 1500 (Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim, Deutschland)

Einwegpipettenspitzen aus Polypropylen (10 ul, 100 pl, 500 pl, 1 ml, 10 ml) (Grei-
ner GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

Hettich-Zentrifuge Rotanta/AP (r = 154 mm) (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Kulturplatten fiir Endothelzellen, 12-Well und 24-Well (Costar Corporation, Cam-
bridge, MA, USA)

Steril-Filtereinheiten, 0,2 um Porengrée (Nalgene nunc, Neerijse, Belgien)

Sterile Werkbank mit Personenschutz (Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim,
Deutschland)

Vakuum-Sauger Medela piccolo (Medela, Baar, Schweiz)

Zentrifugenrohrchen 50 ml BLUE MAX aus Polypropylen (Falcon iiber Becton
Dickinson, Meylan, Cedex, Frankreich)

3.3 Materialien und Losungen fiir die PI-Response

Ammoniumformiat 25 %
Ansatz: 38 ml Ameisensiure 98 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)
800 ml Aqua bidest. (Braun, Melsungen, Deutschland)
ca 65 ml Ammoniaklosung (Merck, Darmstadt, Deutschland)
zur Einstellung des pH-Wertes auf 7,0
Arachidonsdure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Borax
Ansatz: 4,08 g Ameisensidure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
1,9 g Phosphoglycerolinositol (Sigma AG, Deisenhofen, Deutsch-
land) mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffiillen
Diethylether (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Dokosahexaensdure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Eikosapentaensidure (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
HH-Puffer
Ansatz: 6 g HEPES (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
100 ml HBS-L6sung (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) mit
900 ml Aqua bidest. mischen und mit NaOH (Merck, Miinchen,
Deutschland) auf pH-Wert von 7,4 einstellen
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Lithiumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Myo—3 (H)-Inositol (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)

Myo—3 (H)-Inositol (Amersham, Dreieich, Deutschland)
Natrium-Tetraborat (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)
Szintillatorfliissigkeit Rota-Szint (Braun, Melsungen, Deutschland)
Thrombin (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)

TNF-o (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Trichloressigsaure 20 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

3.4 Gerite und Verbrauchsmaterial fiir die PI-Response
Beta-Counter (Packard, Dreieich, Deutschland)

Eppendorf-Cups (Eppendorf, Eppendorf, Deutschland)
Microliter-Zentrifuge-Biofuge 13 (Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland)
Riittler-Wasserbad (Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland)

Zellscraper (Chromabond, Diiren, Deutschland)

3.5 Materialien und Gerite zur gaschromatographischen
Analyse
Aktivkohlefilter, Feuchtigkeitsfilter, Sauerstofffilter (Messer Griesheim, Krefeld,

Deutschland)

Azeton (Merck, Darmstadt, Deutschland)

BHT (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

CaCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Diazomethan-Generatoren fiir 15 ml Diazomethan (Chrompack, Frankfurt, Deutsch-
land)

Diethylether (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Essigsidure (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Authentische Standards als Fettsduremethylester (FAME) (Sigma AG, Deisenhofen,
Deutschland)

Gaschromatograph Chrompack CP 9000 (Chrompack, Frankfurt, Deutschland)

Glasfritte, Teflonfritte (Chrompack, Frankfurt, Deutschland)

Hexan (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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Kapillarsiule, Silikat (CP-Sil 88, 50 m x 0,25 mm), (Chrompack, Frankfurt,
Deutschland)

Linomat IV-Applikator (Camag, Muttenz, Schweiz)

Margarinsiure (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Phospholipase C (Bacillus cereus, Grad 1, Boehringer Mannheim GmbH, Mann-
heim, Deutschland)

Primulin (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)

Salzsdure (HCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

TLC-Scanner (Camag, Muttenz, Schweiz)

TLC silica 60 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

3.6 Materialien und Gerite fiir die RP-HPLC

Benzen (Merck, Darmstadt, Deutschland)

C-18 Sep-pack-Patronen (Waters Ass., Milford, MA, USA)

DABCO (1,4-diazobicyclo-(2,2,2)-octan) (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Diethylether (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Hexan (Merck, Darmstadt, Deutschland)

HPLC-Gradienten-Losung (Fluka KG, Heidelberg, Deutschland)

Leersédulen (0,25 um, 4,6 mm), (Shandon, Runcorn, England)

1-Naphthylisozyanat (Sigma AG, Deisenhofen, Deutschland)

Packungsmaterial fiir die Hauptsdulen (Octadecylsilyl-Hypersil-5 um-Partikel),
(Machery und Nagel, Diiren, Deutschland)

Packungsmaterial fiir die Vorsédulen (Silica-Gelpartikel 40 um, Vydac, SC- 201 RP),
(Vydac, Berlin, Deutschland)

e RP-HPLC-Séule (LiChrosorb 5 pum, 125x4,6 mm), (Merck, Darmstadt, Deutsch-
land)

¢ Vorsdulen (Merck, Darmstadt, Deutschland)

30



Methoden

4 Methoden

4.1 Isolierung von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

Die Isolierung von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen erfolgte nach der

Methode von Jaffe et al. 1973 .

Die Nabelschniire sollten mindestens 15 cm lang und intakt sein. Nach der Abnabelung

werden die Nabelschniire in sterile Becher verpackt und im Kiihlschrank aufbewahrt.

Mit einem sterilen Skalpell wird von jedem Nabelschnurende ungefihr 1 cm abge-
schnitten, eine Knopfkaniile mit Dreiwegehahn in die Nabelschnurvene eingefiihrt und
mit einem Nylonstrip befestigt. AnschlieBend werden die Nabelschniire mit 50 ml HE-
PES durchgespiilt, um die Blutkoagel zu entfernen. Nun wird die andere Seite der Na-
belschnur mit dem Nadeladapter, an dem ein Schlauch befestigt ist, versehen und der
Schlauch mit einer Klemme verschlossen. Es wird nun soviel 0,025 % Collagenaselo-

sung in die Vene gegeben, bis diese gut gefiillt, aber nicht {iberdehnt ist.

Es folgen 20 Minuten Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,. Nach vorsich-
tiger Massage der Nabelschnur wird die Collagenase-Losung in ein vorbereitetes Fal-
con-Rorchen gegeben, in dem sich 1 ml Fotales-Kilber-Serum (FCS) befindet. Das FCS
inhibiert die Collagenase, so dass der Ablose-Vorgang gestoppt wird. Um sicherzuge-
hen, dass moglichst viele Endothelzellen erhalten werden, wird die Naberschnur mit
30 ml HEPES nachgespiilt. AnschlieBend wird das Falcon-Rohrchen mit Endothelzellen
fiir 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Nun befinden sich alle Endothelzellen in einem
Pellet auf dem Boden des Falcon-Rohrchens, der Uberstand wird verworfen und das
Pellet wird in 5 ml HUVEC-Medium aufgenommen. Nachdem sichergestellt ist, dass
sich die Endothelzellen in Losung befinden, werden sie auf einer mit Gelatine beschich-

teten Kulturplatte ausgesit.

Nach drei Tagen Inkubationszeit im CO,-Schrank sind die Endothelzellen bei normalem
Wachstum so konfluent, dass sie mit Trypsin-Losung abgel6st und auf grofleren Scha-
len ausgesit werden konnen. Dabei werden die Endothelzellen dreimal mit 37°C war-
mem RPMI-Medium gewaschen, anschlieBend kommen 5 ml Trypsin-Losung in die

Kulturschale, die dann fiir drei Minuten in dem Brutschrank bleibt. Nach dieser Inkuba-
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tionszeit wird der Ablosevorgang gestoppt, indem die Endothelzell-Losung in ein Fal-

con-Rohrchen mit 1 ml FCS gegeben wird.

Dieses wird fiir 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert, anschlieBend in HUVEC-Medium
aufgenommen und auf die Kulturplatten ausgesit. Nach weiteren drei Tagen sind die

Endothelzellen so konfluent, dass sie fiir einen Versuch eingesetzt werden konnen.

4.2 Analyse der Phospholipidklassen in Endothelzellen mittels
Gaschromatographie

4.2.1 Inkubation der Endothelzellen mit den Fettsduren

Fiir diesen Versuch wurden Endothelzellen in der zweiten und dritten Passage verwen-
det, da jede Probe 12.000 Zellen enthalten sollte und die Zellzahl der ersten Passage
nicht ausreichend war. Insgesamt handelte es sich um sieben einzelne Proben, die eine
Leerkontrolle (Endothelzellen ohne Fettsduren und ohne TNF-), sowie je zwei Proben,
die entweder mit Arachidonsédure, Eikosapentaensidure oder Dokosahexaensdure inku-
biert wurden, beinhalteten. Nachdem die Endothelzellen dreimal mit 37°C warmem
RPMI-Medium gewaschen worden waren, erfolgte die Inkubation mit den Fettsduren
fiir sechs Stunden und einer Fettsdurekonzentration von 10 uM. Drei dieser mit Fettsiu-
ren inkubierten Proben wurden nach sechs Stunden zuséitzlich mit TNF-o stimuliert,
wobei eine TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml verwendet wurde. Der Zeitraum der
TNF-o-Stimulation betrug 16 Stunden, so dass sich die Gesamtzeit der Fettsduren-
Inkubation auf 22 Stunden belief. Wihrend der Inkubationszeit befanden sich die Endo-

thelzellen im Brutschrank bei 37°C Temperatur und einem CO,- Gehalt von 5 %.

AnschlieBend wurde das Medium verworfen, und die Endothelzellen konnten mittels
Trypsin-Losung abgelost werden. Dafiir wurden sie fiir zwei bis drei Minuten in den
Brutschrank gestellt. Um diese Reaktion zu stoppen, wurden sie in ein mit 1 ml FCS
befiilltes Falcon-Rohrchen gegeben. Nach fiinf Minuten Zentrifugation bei 154 rpm und
Verwerfen des Uberstandes wurden die Endothelzellen, die sich in einem Pellet auf dem
Boden des Falcon-Rohrchens befanden, in 2 ml RPMI-Medium aufgenommen. Sie

wurden bei —20°C in einem Gefrierschrank zur weiteren Aufbereitung aufbewahrt.
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4.2.2 Probenaufbereitung

Vor dem Auftragen auf die empfindlichen Kunstharzsdulen wurden folgende Arbeits-

schritte vorgeschaltet:
1. Lipidextraktion nach Bligh and Dyer

2. a) Methylierung der freien Fettsduren mit Diazomethan in Diethylether
b) Methylierung der Phospholipid-gebundenen Fettsduren mit Methylierungs-
reagenz (2N HCI in Methanol)

3. Diinnschichtchromatographische Reinigung der Fettsduremethylester von kontami-

nierenden Neutrallipiden und anderen unerwiinschten Substanzen

4.2.3 Lipidextraktion nach Bligh and Dyer

Die Lipidextraktion nach Bligh und Dyer gehort zu den klassischen Verfahren der
zweiphasigen Extraktionen fiir Phospholipide und Neutralfette und fand in der vorlie-
genden Arbeit zusdtzlich Anwendung in der Extraktion von freien Fettsduren aus Plas-

ma .

Die aufgetauten Proben wurden eine Minute lang Ultraschallwellen ausgesetzt (50 W,
50 % duty cycle), um eine komplette Zerstorung der Phospholipidmembran zu gewihr-

leisten. Die Extraktion erfolgte in Zentrifugenrohrchen aus Glas.

Das Probenvolumen muss genau 2 ml betragen, um ein exaktes Mischungsverhiltnis
und damit eine optimale Phasentrennung zu gewihrleisten. Nach Uberfiihrung der Pro-
ben in die Glasschliff-Rohrchen wurden zusitzlich 5 ml Methanol und 2,5 ml Chloro-
form zugegeben. Das Chloroform war mit 0,01 % butyliertem Hydroxytoluene versetzt,
das die freien Fettsduren vor der Oxidation schiitzen sollte. Die resultierende einphasige

Losung wurde innerhalb 30 Minuten mehrere Male kriftig geschiittelt.

Im zweiten Schritt der Extraktion erfolgte durch Zugabe von je 2,5 ml Chloroform und
0,9 %-iger NaCl-Losung und nach kriaftigem mehrminiitigen Schiitteln die Phasentren-
nung. Zur Ausbildung einer korrekten Phasengrenze wurde der Ansatz bei 2000 g
10 Minuten zentrifugiert. Die untere Phase, die Chloroformphase, wurde mit Pasteurpi-

petten separiert und im Stickstoffstrom getrocknet.

33



Methoden

4.2.4 Herstellung des Diazomethan in Diethylether

Diazomethan-Generatoren zu Generierung von etwa 15 ml Diazomethan in Diethylether
wurden von der Firma Chrompack bezogen. Im inneren Glaskolben wurden 2,5 g des
getrockneten Guanidinderivates N-Methyl-N-Nitroso-N"-Nitroguanidin, im &uf3eren
15 ml wasserfreier Diethylether vorgelegt. Durch die Kaniile, die in den inneren Kolben
fiihrt, wurden vorsichtig ca. 2 ml SN NaOH tropfenweise zum N-Methyl-N-Nitroso-N-
Nitroguanidin hinzugefiigt. Das entstandene Diazomethan entwich aus dem inneren
Kolben durch eine Offnung in den duBeren Kolben, wo es sich im Diethylether 16ste.
Wegen der stark exothermen Reaktion fand die Generierung im Eis-Wasser-Salz-

Gemisch statt. Das Diazomethan wurde stets frisch eingesetzt.

4.2.5 Methylierung der freien Fettsduren mit Diazomethan

Die freien Fettsdauren unterscheiden sich nur durch geringe Ladungsunterschiede, her-
vorgerufen durch unterschiedliche Anzahl und Lage der Doppelbindungen, voneinan-
der. Diese Ladungsunterschiede werden {iiberlagert von den stirker polaren Carbo-
xylgruppen.

Die Methylierung der freien Fettsduren wurde durchgefiihrt, um die Polaritit, die durch
die Carboxyl-Gruppe bedingt ist, zu verringern. Erst dadurch wurde es moglich, die
Fettsduren nach Anzahl und Sitz ihrer Doppelbindungen zu diskriminieren. Diese gerin-
gen Unterschiede in der Ladungsverteilung wiirden sonst von dem stark polaren Carbo-
xylrest tiberlagert. Diese Art der Methylierung unterscheidet sich von der im Anschluss
beschriebenen Transmethylierung unter anderem dadurch, dass selektiv nur die freien

Fettsduren zur Reaktion kommen.

Die getrockneten Proben wurden in 100 pul Methanol aufgenommen und etwa 30 Se-
kunden lang geschiittelt. Die Methylierung der freien Fettsduren wurde mit frisch herge-
stelltem Diazomethan (in Diethylether) durchgefiihrt. Dazu wurden 200 pul Diazomethan
zur Probe gegeben. Die Probe ist unter mehrmaligem Schiitteln 20 Minuten im Dunkeln
inkubiert worden. AnschlieBend wurde das Methylierungsmittel unter Stickstoff abge-
blasen. Die Probe wurde fiir die anschlieBende Diinnschicht-Chromatographie in 100 ul

Chloroform gelost.
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4.2.6 Herstellung des Methylierungsreagenzes (2N HCI in Methanol)

200 ml Methanol (HPLC-Grade, wasserfrei) wurden in eine Gaswaschflasche mit Glas-
interfritte gefiillt und das Gefidl gewogen. Eine Flasche mit Chlorwasserstoffgas (Rein-
heitsgrad 5.0) wurde mit einem Edelstahlventil ausgestattet. Zwischen HCI- und Gas-
waschflasche wurde eine weitere Gaswaschflasche installiert, um Riickschlagen des
Methanols in die HCl-Flasche zu verhindern. Die Gefid3e wurden mit sidurestabilen Sili-
konschlduchen verbunden. Das Einleiten des Gases fand unter einem Abzug und Eis-
kiihlung statt. Der Fluss des eingeleiteten Gases musste bestidndig kontrolliert werden.
Zu starker Fluss fiihrte zum Verdampfen des Methanols und {ibermifBligem Verlust von
Chlorwasserstoff, zu geringer Gasfluss bewirkte ein Zuriicklaufen in die vorgeschaltete
Gasflasche. Nach ca. 45 Minuten wurde der Vorgang unterbrochen und die Gaswasch-
flasche gewogen. AnschlieBend wurde mit MeOH auf eine HCI-Konzentration von 2N

verdinnt.

4.2.7 Transmethylierung der Phospholipid-gebundenen Fettsiuren mit
2N HCl in Methanol

Bei der Fettsdureanalytik der Gesamtlipide wurde der Lipidextrakt direkt in gasdichte
GlasgefdaBe tberfithrt und mit 1 ml Methylierungsreagenz (2N HCIl in Methanol)
12 Stunden bei 100°C verkocht. Nach Zugabe von 1 ml Hexan und kréiftigem Schiitteln
erfolgte eine Extraktion mit Hilfe von Pasteurpipetten. AnschlieBend wurde die Hexan-
phase im Stickstoffstrom getrocknet und die Fettsduremethylester (FAME) in 10 pl
Chloroform aufgenommen und von kontaminierenden Neutrallipiden mittels einer

Diinnschichtchromatographie separiert.

4.2.8 Diinnschichtchromatographische Auftrennung der Phospholipidklassen

Die Trennung der Phospholipide von den Neutrallipiden erfolgte mittels Diinn-
schichtchromatographie. Hierzu wurden Kieselgel-Platten der Korngrofie 60 verwendet
mit einem Hexan/Aceton-Gemisch von 4:1 als mobiler Phase. Die den Phospholipiden
korrespondierenden Gelabschnitte wurden von der Platte entfernt und in 3 ml-
Glassédulen mit Teflonfritten iiberfiihrt. Nach Zugabe von 10 pg eines internen Marga-
rinsaure-Standards (C 17:0) wurden die Phospholipide mittels 10 ml eines Chloro-
form/Methanol-Gemisches eluiert, mit Stickstoff trockengeblasen und in 10 ug Chloro-

form aufgenommen.
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AnschlieBend wurden die Proben sowie 10 pug eines Phospholipid-Standards auf eine
Diinnschichtplatte (TLC silica 60, 20x20 cm) aufgetragen und bei 4°C mit einem Ge-
misch aus Chloroform/Methanol/Essigsdure/H,O im Verhiltnis von 50/37,5/3,5/2 als
mobiler Phase entwickelt. Nach 45 Minuten wurde die Platte mit kalter Luft getrocknet
und die Phospholipid-Standards, sowie die Proben durch Besprithen mit Primulin-
Losung bei 254 nm detektiert. Im Ganzen konnten acht verschiedene Phospholipid-
Klassen unterschieden werden: Lysophosphatidylcholin (LPC), Sphingomyelin (SPH),
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol (PI), Phosphati-
dylethanolamin (PE), Phosphatidinsidure (PA) und Cardiolipin (CL). Die zu den Stan-
dards von Phosphatidylcholin, -serin, -inositol und -ethanolamin korrespondierenden
Gelabschnitte wurden von der Diinnschicht-Platte entfernt und in 3 ml-Glassédulen, be-
stiickt mit Teflonfritten, mit 10 x 1 ml Chloroform extrahiert. Den Proben wurden 10 pg
eines C 17:0 (Margarinsiure)-Standards als interner Standard hinzugegeben. Die Proben
wurden im Stickstoffstrom eingeengt, in 1,1 ml Glasvials iiberfiihrt, im Stickstoffstrom

getrocknet und in 100 pl Chloroform geldst.

4.3 Gaschromatographische Auftrennung der Fettsduren

4.3.1 Prinzip der Gaschromatographie

Die Grundvoraussetzung fiir die gaschromatographische Analytik ist die Verdampfbar-
keit des zu untersuchenden Probengemisches unter den jeweiligen Analysebedingungen.
AuBerdem muf3 gewdhrleistet sein, dass das Gemisch sich vor Erreichen des Detektors
nicht zersetzt. Die Separierung der zu analysierenden Komponenten beruht auf Wech-
selwirkungen der einzelnen Molekiile mit einer mobilen Phase (inertes Gas, z. B. Was-
serstoff) und einer stationidren Phase (fest oder fliissig). Intermolekulare Wechselwir-
kungen zwischen Substanzen gleicher chemischer Struktur (z. B. Fettsdauremethylester)
und dem Trigermaterial der Sdule nehmen proportional der Molekiilmasse zu. Daraus
folgt fiir Substanzen mit groerer Molekiilmasse eine niedrigere Wanderungsgeschwin-
digkeit und somit ein spiteres Erreichen des Detektors, also eine lingere Retentionszeit

als bei kleinerer Molekiilmasse.

Die Detektion der eluierten Komponenten erfolgte iiber einen 220°C heilen Flammen-
ionisationsdetektor (FID). Bei einem FID wird die zu analysierende Substanz in einer
Wasserstoffflamme verbrannt und einem elektrischen Potential ausgesetzt, wodurch

Ladungstriger entstehen. Durch ein elektrisches Feld an einer Sammelelektrode (Kol-
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lektor) wird die Zunahme der Ionisation iiber einen Verstirker gemessen. Die Zunahme

des Ionisationsstromes ist somit ein MaB fiir die zugefiihrte Substanzmenge.

4.3.2 Apparativer Aufbau

Die Analysen wurden mit einem Gaschromatographen der Firma Chrompack (Modell
CP 9000) durchgefiihrt. Als Tragergas wurde Wasserstoff benutzt. Der Gaschroma-
tograph war mit einer Kapillarsdule (CP-Sil 88, 50 m x 0,25 mm Innendurchmesser)
ausgestattet. Eine 2,5 m lange, desaktivierte Vorsdule wurde installiert. Der Tréigerfluss
betrug 100 ml/min, die Detektorgase hatten einen Fluss von 250 ml/min (synthetische
Luft) bzw 30 ml/min (Wasserstoff). Die beiden Detektorgase wurden mit Aktivkohlefil-
tern, das Tragergas mit je einem Feuchtigkeits- und Sauerstofffilter gereinigt. Der Injek-
tor wurde auf 250°C aufgeheizt, die Proben im Split-Modus aufgetragen (GC-Split
1:15). Um die geringen Mengen an zu identifizierendem Gas, die aus der Kapillare tre-
ten, ohne Verlust dem FID zuzufiihren, wurde Stickstoff als Spiilgas (make-up-Gas)

benutzt.

Die Trennung wurde mit folgendem Temperaturgradienten durchgefiihrt:

Tabelle 4.1 Temperaturprogramm GC

Start-Temperatur [°C] End-Temparatur [°C] AT [°C/min]

120 220 3

Die Trennfahigkeit des Systems wurde tdglich mit Hilfe eines FAME-Mixes, bestehend

aus 25 Fettsduremethylestern, tiberpriift.

Das Probenauftragevolumen war im Fall der Gesamtfettsduren aus Phospholipiden im-
mer 1 pl aus 100 pul Gesamtvolumen und im Fall der freien Fettsduren 1 pl aus 50 ul
Gesamtvolumen. Das Detektionslimit betrug bei einem Trigersplit von 1:15 etwa

500 pg FAME/ul Probe.
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4.3.3 Auswertung und Validierung

Die Auswertung der Fettsdureprofile wurde mit Microsoft EXCEL vorgenommen. Da
im Zuge der Probenvorbereitung, insbesondere durch die beteiligten Solventien und
Verunreinigungen des Diinnschichtmaterials, geringe Mengen an Fettsduren einge-
schleppt werden konnen, wurde auf jeder DC-Platte eine Leerkontrolle durchgefiihrt.
Die Integratorflache des internen Standards der Proben wurde mit der der Kontrollen
korreliert und etwaige in den Kontrollen auftretende FAME-Peaks von denen der Pro-
ben subtrahiert. Diese korrigierten Fettsduremethylester-Flachen wurden mit fiir jede
Fettsdaure separat ermittelte Responsefaktoren multipliziert. Die errechneten absoluten
Flichen (Area units) wurden zur Ergebnisauswertung in Prozentanteile der Gesamt-

Phospholipide sowie der Subklassen umgerechnet.
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Tabelle 4.2 Komposition des FAME-Mixes, Retentionszeiten und FID-Response der individu-
ellen Fettsiiuremethylester
FAME Abkiirzung Retentionszeit | Response
aus [min] [AreaUnits/
ng FAME]
Laurinsiure 12:0 5,00 919,83
Myristinsdure 14:0 7,55 969,77
Palmitinsdure 16:0 10,89 999,54
Palmitoleinsdure 16:1 11,98 989,37
Stearinsdure 18:0 14,68 974,38
Olsiure 18:1 15,63 1006,33
Linolsdure 18:2 17,28 1010,33
v-Linolenséure v-18:3 18,49 800,18
Arachidinsdure 20:0 18,60 1100,40
Linolenséure 18:3 19,24 926,02
cis-11-Eicosensiure 20:1 19,50 1056,08
cis-11,14-Eicosadiensidure 20:2 21,12 827,50
cis-5,8,11-Eicosatriensiure 20:3(9) 21,53 932,88
cis-8,11,14-Eicosatriensiure 20:3(6) 22,25 876,94
Behensdure 22:0 22,45 1073,75
Cis-11,14,17-Eicosatriensdure 20:3(3) 23,00 820,72
Arachidonsédure 20:4 23,12 1094,78
Erucinséure (cis-13) 22:1 23,29 1067,46
Eicosapentaensiure 20:5 25,01 972,92
Lignocerinsdure 24:0 26,14 1013,82
cis-13,16,19-Docosatriensiure 22:3 26,62 993,21
Nervonsédure/ 24:1/22:4 26,93 1898,95
cis-7,10,13,16-Docosatetraensiaure
cis-4,7,10,13,16,19- 22:6 29,60 1000,28
Docosahexaensdure
Margarinsiure 17:0 12,80 893,33
(interner Standard)

Die Trennung erfolgte mit Wasserstoff als Trigergas und einem Séulensplit von 1:15. Der FAME-Mix
bestand aus 24 FAME + internem Standard. Die Injektionsmenge betrug 50 ng/FAME. Die Response
wurde iiber mehrere Konzentrationsstufen ermittelt.
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4.4  Analytik der Inositolphosphate, ,,PI-Response*

4.4.1 Prinzip der Mefimethode

Die Quantifizierung der Inositolphosphate erfolgte nach der Methode von Berridge et
al. . Dabei werden die durch Phospholipase C entstandenen Inositol-Phosphate be-
stimmt, indem sie aus [3H]—Inositol—vormarkierten Membran-Inositiden der menschli-
chen umbilikal-venosen Endothelzellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells,
HUVEQC) isoliert werden. IP; wird hierbei stufenweise bis zum Inositol dephosphory-
liert. Das letzte Enzym in dieser Kette wird mittels Lithium-Ionen gehemmt, um eine
Akkumulation der freigesetzten Inositolphosphate und damit die Moglichkeit, deren
Quantifizierung in der Zelle zu erreichen. Vorraussetzung fiir die Detektierbarkeit der
Inositolphosphate ist der Einbau des mit Tritium markierten Inositols, um dessen Meta-
bolite nach Stimulation der Zellen nachzuweisen. Mit Hilfe der Anionenaustausch-
Chromatographie konnten auch die isomeren Metabolite des intrazellulédr freigesetzten

Second Messengers IP5 dargestellt werden.

4.4.2 Versuchsablauf und Extraktion der Inositolphosphate

Die Endothelzellen wurden 24 Stunden mit [°H]-Inositol (5 uCi in 500 ul MCDB-
Medium) und je 10 uM Fettsduren vorinkubiert. Die Inkubation erfolgte im CO, -
Inkubator bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5 %. Danach wurden die Zellen
dreimal mit HH-Puffer mit Calcium und Magnesium gewaschen. Zusétzlich wurde jeder

Probe 10 mM Lithiumchlorid zugefiigt.

Die Stimulation der Endothelzellen mit Thrombin (0,2 U/ml) erfolgte im Wasserbad bei
37°C in HH-Puffer mit Calcium und Magnesium iiber eine Zeitreihe (5, 10 und 15 min).
Die Versuchsreihe mit TNF-a und Thrombin wurde unter 15-miniitiger Stimulation der
Endothelzellen mit Thrombin und vorheriger Inkubation mit TNF-a fiir 16 Stunden

durchgefiihrt.

Die Inkubation wurde durch Zugabe von je 1 ml eiskalter Trichloressigsidure (15 %) auf
Eis gestoppt. Nach 15 Minuten wurden die Endothelzellen mittels eines Zellscrapers
vollstiandig abgelost und in der Zellsuspension in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Mittels
Zentrifugation wurde der Uberstand von den Zellresten getrennt und in ein Falcon-
Rohrchen iiberfiihrt. Die sich darin befindende Lipidfraktion wurde durch viermaliges

Ausschiitteln mit wassergesittigtem Diethylether separiert und die zuriickbleibende
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wiBrige Phase vor der Aufarbeitung iiber die Anionenaustausch-Sdulen mit Na'-

Tetraborat neutralisiert.

4.4.3 Anionenaustausch-Chromatographie

Zur Konditionierung der mit Dowex-lonenaustauscherharz gepackten Sdulen wurden
diese vor Gebrauch jeweils mit 5 ml 1,0 M NH4-Formiat/0,1 M Ameisensdure, pH 4,58
und 5 ml Aqua Bidest gewaschen, um °[H]-Inositolreste von der Matrix zu entfernen.
Zur Sittigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Sdaulen mit 3 ml 5 mM Inosi-
tol-Losung gewaschen, bevor der eigentliche Zellextrakt in einem Volumen von ca.
2 ml wissriger Phase appliziert wurde. Nach Zugabe von 4 ml 60 mM Ameisensiu-
re/5mM Na*-Tetraborat zur Elution von Glycerophospho-"[H]-Inositol erfolgte die Elu-
ierung der gesamten Phosphoinositide mit 2 ml 1,0 M NH4-Formiat/0,1 M Ameisensiu-
re (Bruttoelution). Die Eluate wurden im Verhiltnis 1:10 mit Szintillator-Fliissigkeit
gemischt und im B-Counter gemessen. Die Trennleistung der Sdulen wurde jeweils pa-

rallel zu den Versuchen mit authentischen Standards iiberpriift.

4.4.4 Statistik

Die Darstellung der Fettsdure-Messwerte erfolgte als Mittelwert +/- Standardabwei-
chung (N = 6), die der PI-Response-Messwerte als Mittelwert +/- Standardfehler der
Mittelwerte (N = 5 Thrombin-Messreihe, N = 8 Thrombin und TNF-Messreihe). Die
Ergebnisse wurden einer Varianzanalyse mit post-hoc-Test unterzogen, wobei p < 0,05

als Signifikanzniveau festgelegt wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 Ubersicht

Im Folgenden ist die Abfolge der durchgefiihrten Experimente wiedergegeben, woraus

sich die Gliederung des Ergebnisteils ergibt.

Zunichst stellte sich die Frage, ob es im Verlauf einer schweren entziindlichen Reakti-
on, wie beispielsweise der Sepsis, zu einer Anderung des Phospholipid-Pools in den
Endothelzellen kommt, was moglicherweise nicht ohne Einfluss auf die Signaltransduk-
tion in diesen Zellen bliebe. Davon abgeleitet ergab sich die zweite Frage, ob und in
welchem Ausmall die zusitzliche Gabe von ®-6-Fettsduren im Vergleich zu den ®-3-

Fettsduren einen Einfluf auf die Zusammensetzung der Phospholipidmenbranen hat.

Um die Signaltransduktion in den Endothelzellen zu untersuchen, wurde das Phosphati-
dylinositol-System ausgewihlt, da es als sehr aktives second-messenger-System be-
kannt ist. Anhand dieses Systems konnte festgestellt werden, ob die Inkubation mit ®-6-

und ®-3-Fettsduren einen Einfluf} auf die Signaltransduktion hat.

5.2 Gliederung der Ergebnisse

Einleitend stellt ein kurzer Abschnitt die Kinetik der Aufnahme von freien Fettsduren
bei Endothelzellen vor, welche die Basis der nachfolgenden Versuche darstellt. Dann
wird die Fettsdure-Zusammensetzung der Gesamtphospholipide prasentiert. Im
Anschluf} daran sind die einzelnen Phospholipid-Subklassen aufgefichert. Dabei wer-
den die MeBergebnisse in Form einer Tabelle gezeigt, im weiteren Verlauf wird fiir je-
des einzelne Phospholipid der prozentuale Anteil von Eikosatriensidure (®-9), Arachi-
donsédure (AA), Eikosapentaensidure (EPA) und Dokosahexaensidure (DHA) in den Ver-
suchsanordnungen in Form einer Grafik nebeneinander dargestellt. Weiter werden das
Verhiltnis von Eikosatriensidure (0-9) zu Arachidonsiure sowie die Relation von Eiko-
sapentaensidure + Dokosahexaensdure zu Arachidonsdure in einer graphischen Darstel-
lung besonders hervorgehoben. Die HUVECS sind entweder als Kontrolle unstimuliert
oder mit TNF-o0 (+TNF-o0) inkubiert. Mit den einzelnen Fettsduren sind die HUVECs
stimuliert, wie im Versuchsprotokoll (+AA/+TNF-a; +EPA/+TNF-o; +DHA/+TNF-ou)

vorgegeben.
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5.3 Kinetik der Aufnahme von freien Fettsduren bei
Endothelzellen

Zuerst muflte festgestellt werden, in welchem Zeitrahmen sich der Einbau von freien
Fettsduren in die Endothelzellen bewegt, um eine optimale Inkubationsdauer festzule-
gen. Zu diesem Zweck wurden HUVEC mit Arachidonsédure, Eikosapentaensidure oder
Dokosahexaensdure inkubiert. Diesen Fettsduren sind leicht messbare radioaktiv mar-
kierte Molekiile hinzugefiigt worden. Es konnten anhand einer Zeitreihe folgende Er-
gebnisse ausgewertet werden: Nach zwei Stunden Inkubationszeit waren 50 — 60 % der
Fettsduren eingebaut und nach sechs Stunden fanden sich 80 — 90 % der zugegebenen
Fettsdauren in den Endothelzellen wieder. Bei den folgenden Versuchen wurde eine In-
kubationszeit von zweiundzwanzig Stunden eingehalten. Die einzelnen Phospholipide

wurden anschlieBend gaschromatographisch aufgetrennt und ausgewertet.

Wichtig zu erwéhnen ist, dass die hier eingesetzten Konzentrationen der Fettsduren so-
wie die der Stimulantien TNF-ot und Thrombin nicht toxisch fiir die Endothelzellen
waren. Dies wurde durch LDH-Freisetzung sowie mittels Trypanblau-Testung nachge-

wiesen.

5.4 Gesamtphospholipide, prozentuale Verteilung der
Phospholipide

Bei der Betrachtung der Gesamtphospholipide wird deutlich, dass sich die Verhiltnisse

der einzelnen Subklassen untereinander nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Es

sind in den einzelnen Versuchsanordnungen keine nennenswerten Differenzen zwischen

dem Gehalt von beispielsweise Phosphatidylcholin (PC) oder Phosphatidylethanolamin

(PE) zu sehen.

Das Phosphatidylcholin stellt in allen Versuchsansidtzen mit knapp 40 % den groBten
Anteil der Phospholipide, gefolgt von Phosphatidylethanolamin mit etwa 30 %. Als
néchstes folgt Phosphatidylserin mit ca 12 %, und Sphingomyelin mit ungefihr 9 %.
Phosphatidylinositol mit ca 5 % und Cardiolipin mit etwa 4 % spielen, was die Quanti-
tdt im Gesamtphospholipid-Pool angeht, eine eher untergeordnete Rolle (Tabelle S.1).
Es existieren auch andere, zum Phospholipid-Pool gehorende Strukturen, wie das Lyso-
Phosphatidylcholin und die Phosphatidsédure, aber bei der hier verwendeten, sehr sensi-

tiven MeBmethode befanden sie sich unter dem Detektionslimit.
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Tabelle 5.1 Das Profil der Phospholipidklassen

PC[%] PE [%] PS [%] SPH [%] PI[%] CL [%]

Kontrolle 40,1+2,3 30,4£0,4 13,0£0,9 8,0+0,9 3,740,1 4,6£0,6

+ TNF-o 42,5%1,3 28,210,9 11,5£0,6 8,310,2 4,910,2 4,6£0,2

+ AA + TNF-a 42,9%1,8 27,8%1,1 12,4£1,1 9,2+1,1 5,00,7 2,710,2
+ EPA + TNF-o | 40,3%0,7 30,310,3 12,1£0,3 9,510,3 4,910,0 2,910,3
+DHA + TNF-a |  40,8%1,0 29,911,1 12,4£0,7 8,710,5 4,910,5 3,3+0,1

Der prozentuale Anteil jeder Phospholipidklasse ist dargestellt als Mittelwert +/- Standardabweichung (N
= 6).) Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS), Sphingomyelin
(SPH), Phosphatidylinositol (PI), Cardiolipin (CL), Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a), Arachidonséure
(AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosatetraensidure (DHA).

5.4.1 Das Profil der Fettsiiuren in den Gesamt-Phospholipiden

Das Fettsaure-Profil der Gesamt-Phospholipide unter Kontrollbedingungen sowie unter
Inkubation mit den einzelnen Stimuli ist in Tabelle 5.2 dargestellt. Bei den Kontrollver-
suchen fillt auf, dass die w-6-Fettsidure Arachidonsdure mit 9,17 % iiber dem Anteil der
Eikosapentaensdure mit 1,23 % und der der Dokosahexaensdure mit 4,79 % liegt. Die
grofiten Anteile werden von Olsdure (24,38 %), Palmitinsdure (23,20 %) und Stearin-

sdure 17,99 %) bestritten.

Die Vorinkubation der Endothelzellen mit TNF-o verursacht erhebliche Anderungen im
Fettsaureprofil der Gesamtphospholipide (Abb. 5.A1). Der Gehalt der essentiellen Fett-
sdauren ist im Vergleich zu dem der Kontrollgruppe gesunken (Arachidonsdure auf
6,85 %, Eikosapentaensdure auf 0,91 % und Dokosahexaensdure auf 3,73 %). Im Ge-
gensatz dazu stieg der Gehalt der Eikosatriensdure (®-9) an von 0,8 % (ohne TNF-
Inkubation) auf 1,48 % (mit TNF-Inkubation). Die Konsequenz des erhohten Eiko-
satriensiure (®-9)-Gehalts bestand in einer Anderung des 20:4 (Arachidonsiure) / 20:3

(®-9)-Verhiltnis von 11,4:1 (Kontrolle) auf 3,0:1 (+TNF) (Abb. 5.E1).

Bei Betrachtung des Arachidonsidure-Gehaltes in den einzelnen Versuchsgruppen (Abb.
5.B1) ist ein deutlicher Riickgang unter Stimulation von TNF-a zu sehen. Bei Vorinku-
bation mit Arachidonsidure ist ein Anstieg derselben trotz TNF-a-Applikation deutlich
sichtbar. Der Schluf} liegt nahe, dass somit bei Vorinkubation ein ausreichendes Ange-
bot von Arachidonsiure vorhanden und die Bildung von Eikosatriensidure (®-9) deutlich

reduziert ist. Dies ist in Abb. 5.E1 ersichtlich. Die Dokosatetraensiure (22:4 (®-6)), ein
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Produkt der Arachidonsdure-Kettenverldngerung, stieg nach Inkubation mit Arachidon-

sdure von 1,62 % auf 4,62 % an.

Ahnliche Resultate wie bei der Arachidonsiure konnten bei den ®-3-Fettsiuren Eikosa-
pentaensidure und Dokosahexaensdure verzeichnet werden: Der Gehalt der jeweiligen
Fettsdure stieg nach Inkubation iiber den des Kontrollwertes an (Abb. 5.C1 und 5.D1).
Eikosapentaensdure erreichte nach Inkubation einen Wert, der dem vierfachen seines
Kontrollwertes entspricht (von 1,23 % auf 4,91 %), bei Dokosahexaensiure erhohte sich
der Prozentsatz etwa auf das Zweifache des Ausgangswertes (von 4,79 % auf 10,86 %).
Wie in Abb. 5.F1 ersichtlich, kam es bei dem Verhiltnis zwischen Arachidonsiure und
den ®-3-Fettsduren zu einer ®-3-Dominanz in den mit letzteren inkubierten Versuchs-

ansitzen.

Bei den mit Eikosapentaensdure inkubierten Endothelzellen konnte ein Elongase-
Metabolit von Eikosapentaensdure vermehrt festgestellt werden, die Dokosahexaensiure
(22:5 (®-3)). Ihr Gehalt betrug 3,2 % bei TNF-a-Stimulation, bei Zusatz von Eikosa-

pentaensiure stieg der Wert auf 10,6 % an.
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Tabelle 5.2 Fettsidureprofile der Gesamtphospholipide
Fettsidure Kontrolle + TNF-a + AA + EPA + DHA
+ TNF-a + TNF-a + TNF-a
14:0 Myristinsdure 1,4240,35 | 2,1240,49 2,0340,35 1,60+0,54 1,94+0,70
16:0 Palmitinsiure 23,2044.90 | 24,08+1.11 | 23,8242.15 | 23,50+0.68 | 23,58+0,20
16:1 Palmitolensiure 2,1340.67 | 2,98+0.76 | 2.44+0.14 1,5740.77 | 2,1620,57
18:0 Stearinséure 17,9942.11 | 18,92£1,12 | 17,46+1,01 | 17,5610,76 | 17,47+0,48
18:1(@-9) Olsiure 24,38+0,99 | 23,1243,52 | 22,64+143 | 22,11%1,15 | 22,33+0,45
18:2(w-6) Linolsiure 2,36x1,16 | 1,83+1,03 1,5040,35 | 2,050,57 1,6540,31
20:1(-9) Eikosensiiure 0,44+0,09 | 0,8510,49 | 0,33+0,22 | 0,1440,13 | 0,20+0,13
20:3(®-9) Eikosatriensdure | 0,80£0,45 | 2,2840,91 0,89+0,72 | 0,82+0,70 | 0,88+0,71
20:3(0-6) Eikosatriensdure | 2,16+0,14 | 1,1440,38 1,7140,47 1,6340.35 1,65+0,29
20:4(0-6) Arachidonsdure | 9,17+1,73 | 6,85+0,86 " | 10,48+1,61° | 5,9440,43 5,75+0,54
é?ii‘;ﬁltaensﬁure (EpA) | 123019 | 0912033 “ 10524016 | 491£1.09¢ | 2,35+1,05
22:0 Beheninséure 0,46+0,21 | 0,80+0,35 | 0,7740,23 | 0,73#0,24 | 0,56+0,42
22:1(0-9) Erucinsiure 0,1340,13 | 0,55+0,30 | 0494029 | 0,14+0,09 | 0,210,14
e 1,6240,53 | 2.80£2,02 | 4,621,390 | 2294139 | 1,59£0,91
éﬁié‘;:;émaensﬁure 3,8610,25 | 3,18+0,23 | 3,00+0,50 | 10,60+2,13 | 3,74%1,20
2oy (DHA) | #7096 | 373:076° | 3342061 | 286:0.18 | 1086373
24:0 Lignocerinsiure 1,7610,49 | 2,2440,44 1,9610,42 1,8140,44 1,8340,44
24:1 Nervonséure 1,3840,61 | 0,8010,62 1,0840,94 1,2040,79 0,9840,65

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben, bezogen auf alle Fettsiuren, die in
der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden (Mittelwert +/- Standard-
abweichung, N = 6). Signifikanzen fiir den Vergleich mit der Kontrollgruppe: * p < 0,01. Signifikanzen
fiir den Vergleich mit der TNF-a-Gruppe: € p < 0,05, ¢ p < 0,01.
Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-o).
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ETA (0 -9) [% von Ges.Fs.]

(N}
1

i

[S—
1

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA

+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.A1: Der Anteil von Eikosatriensdure (®-9) in Prozent der Gesamtphospholipide bei den ver-
schiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA), Eikosapentaensdure (EPA), Dokosahexaen-
sdure (DHA).

AA [% von Ges.Fs.]

s

g

p <0,05

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.B1: Der Anteil von Arachidonsdure in Prozent der Gesamtphospholipide bei den verschiedenen

Versuchsansitzen (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der TNF-
Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanz der Arachi-
donsédure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensdaure (EPA), Dokosahexaensdure
(DHA).
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EPA [% von Ges.Fs]

9- p <0,05

p <0,01

Ktrl. + TNF + AA +EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.C1: Der Anteil von Eikosapentaenséure in Prozent der Gesamtphospholipide bei den

DHA [% von Ges.Fs]

6_ p <0,05

verschiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifi-
kanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifi-
kanz der Eikosapentaensiure bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaen-
saure (DHA).

p<0,01

Ktrl. + TNF + AA +EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.D1: Der Anteil von Dokosahexaensdure in Prozent der Gesamtphospholipide bei den verschie-

denen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanz der
Dokosahexaensdure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaen-
saure (DHA).
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0.6- p < 0,001
b

0,57

0,47

0,37 .
' p <0,05

0,21

ETA (0 -9) / AA

0,17

0.0 Ktrl. + TNF + AA +EPA + DHA

+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.E1: Dargestellt ist das Verhéltnis Arachidonsiure zu Eikosatriensidure (0-9) in den verschiede-
nen Versuchsansétzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanz der
Arachidonsédure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Eikosatriensidure
(ETA), Dokosahexaensdure (DHA).

p<0,05

3,0
2,5-
20,
1,5-

1,07

(EPA + DHA) / AA

0,57

0.0° Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA

+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.F1: Dargestellt ist das Verhéltnis Eikosapentaensédure +Dokosahexaensidure zu Arachidonséure
in den verschiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die
Signifikanzen der essentiellen-Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der
TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensédure
(EPA), Dokosahexaensdure (DHA).
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5.4.2 Das Profil der Fettsduren in Phosphatidylcholin

Wie in Tabelle 5.3 ersichtlich, sind die im Phosphatidylcholin-Pool vorherrschenden
Fettsduren Palmitinsdure, Olsdure und Stearinsidure, wobei Palmitinsdure in allen Ver-
suchsanordnungen einen Anteil von etwa 40 % besitzt. Die Olsiure stellt etwa 30 % des
Phosphatidylcholins, wihrend Stearinsdure durchschnittlich 7 % des Gesamtanteils be-

stimmt.

Bei Betrachtung der essentiellen Fettsduren fillt auf, dass Arachidonsdure, die in der
Kontrollgruppe einen Anteil von 3,60 % hat, nach Inkubation mit Arachidonséiure auf
4,97 % steigt. Dieser geringe Anstieg kann begriindet sein in der schnellen Metabolisie-
rung dieser Fettsidure. Die 22:4 (®w-6) Dokosatetraensidure, ein Elongase-Metabolit von
Arachidonsdure, erfuhr ebenfalls einen bescheidenen Anstieg im Vergleich zu der mit

TNF-o inkubierten Kontrollgruppe um 0,39 %.

Eikosapentaensiure ist mit nur 0,66 % in der Kontrollgruppe vertreten, nach Inkubation
mit dieser Fettsdure stieg ihr Anteil auf 4,33 %, ebenso wie der Anteil von 22:5 (®-3)
Dokosapentaensédure angestiegen ist. Ebenfalls war ein leichter Anstieg von Eikosapen-
taensidure bei den mit Dokosahexaensdure inkubierten Proben sichtbar. Eine Erkldrung
fiir diese Feststellung liefert die Interkonversionstheorie, die besagt, dass sowohl Eiko-
sapentaensidure zu Dokosahexaensdure umgewandelt werden kann als auch Dokosahe-

xaensdure zu Eikosapentaensiure.

Dokosahexaensiure hat einen 0,13 %-Anteil in der Kontrollgruppe, der auch nach Inku-
bation mit dieser Fettsdure zwar auf den hochsten Wert von allen Versuchsanordnungen

stieg, aber mit 0,17 % immer noch einen recht geringen Anteil darstellt.

Der auch bei den Gesamtphospholipiden dargestellte Trend der einzelnen Fettsduren
kann ebenfalls in den Abbildungen 5.A2 bis 5.F2 beobachtet werden. Der Zusatz der
einzelnen Fettsduren zu den HUVECs liel den Fettsdauregehalt der jeweils applizierten
Fettsdaure ansteigen. (Abb. 5.A2-5.D2). In der Abbildung S.E2 ist das Verhiltnis zwi-
schen Arachidonsiure und Eikosatriensdure (®-9) in den einzelnen Versuchsgruppen
dargestellt. In der mit TNF-o stimulierten Anordnung ist ein hoherer Anteil von Eiko-
satriensdure (®-9) gemessen worden, wohingegen ein ausreichender Gehalt von essen-
tiellen Fettsduren in den vorinkubierten Anordnungen einen Anstieg der Eikosatriensidu-

re (®-9) verhindert hat. Die Abbildung 5.F2 zeigt das Verhiltnis der ®-3-Fettsduren zur
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Arachidonsdure, wobei das Verhiltnis am geringsten unter Arachidonsédure-Inkubation
und am hochsten unter m-3-Fettsdure-Vorbehandlung ist.

Tabelle 5.3 Fettsiureprofile von Phosphatidylcholin

i} +AA +EPA +DHA
Fett .
clisaure Kontrolle |~ +TNF-&. |, INF.q | +TNF-0 | +TNF-a
&Z‘:O. - 3364082 | 4574063 | 4.6240.63 | 397078 | 4.6140.27
yristinsaure
160 37.6941.91 | 40,68+2.02 | 39314147 | 36831053 | 39414208
Palmitinsidure
ot = 3684133 | 5334079 | 4754031 | 3200091 | 4.50+0.36
Palmitolensiure
18:0

- 9019156 | 7.93+1.14 | 658+1.54 | 5814191 | 6714143
Stearinsdure
18:1(-9) 30.1742.90 | 31454095 | 29.08+143 | 26484369 | 30014143
Olsaure
18:2(>-6) 2044154 | 1614009 | 1984033 | 2744073 | 2.13+0.38
Linolsdure
20:1(-9) 0.6040.09 | 076£024 | 0432021 | 0384024 | 0404024
Eikosensdure
20:3(-9)

) o 0,4440,15 1,15£0,13°% | 0,4240,33¢ | 0,3440,21¢ | 0,33+0,24¢
Eikosatriensdure (®-9)

20:3(0-6) 1.6040.32 | 0.69+0.18° | 1.53+0.28¢ | 1.29+029¢ | 1.1240.15
Eikosatriensdure (®-6)
20:4(-6) 3.60+1.10 | 1.954030° | 4.974049° | 2.631028° | 2.12+0.06
Arachidonsaure
20:5(w-3) " . a + + e T d
Bilonaentaensiure (EPA) | 0661009 | 0340.07° | 0342007 | 4334132° | 167068
22:0

0214003 | 0154002 | 0142003 | 0.16+0.03 | 0.0740.05
Beheninsiure
22:1(-9) 0874049 | 0474009 | 1.944023 | 093+023° | 0.37+0.11
Erucinsiure
22:4(@6) 1924071 | 1.114020 | 1.5020.14° | 8.46+2.88° | 1.824029°
Dokosatetraensiure
22:5(@3) 1684047 | 09320.15* | 1.1140,19 | 1204025 | 3.4621.03°
Dokosapentaensiure
22:6(-3)

0,1320,03 0,10+0,03° 0,1240,03 0,08%0,05 0,1720,09

Dokosahexaensidure (DHA)

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben, bezogen auf alle Fettsduren, die in
der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden (Mittelwert +/- Standard-
abweichung, N = 6).

Signifikanzen fiir den Vergleich mit der Kontrollgruppe: * p < 0,01 und ° p < 0,001. Signifikanzen fiir den
Vergleich mit der TNF-a-Gruppe: © p < 0,05, ¢ p < 0,01 und € p < 0,001.

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-ov).
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1,97 p < 0,001

1,07

* £

p<0,0l p<0,0I

0,54

ETA (o -9) [% von PC]

0,0-

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.A2: Der Anteil von Eikosatriensdure (®-9) in Prozent des Phosphatidylcholins in den verschie-
denen Versuchsansitzen. . (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz
der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanzen
der essentiellen-Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe.
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosa-
hexaensdure (DHA).

61 p<0,001

AA [%von PC]

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.B2: Der Anteil von Arachidonsdure in Prozent des Phosphatidylcholins in den verschiedenen
Versuchsansitzen. . (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der TNF-
Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanz der Arachi-
donséure- und Eikosapentaensédure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-
Gruppe. Tumor Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsiure (AA), Eikosapentaensiure (EPA),
Dokosahexaensédure
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p < 0,001

EPA [% von PC]

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.C2: Der Anteil von Eikosapentaensiure in Prozent des Phosphatidylcholins in den verschiede-
nen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanzen der
essentiellen Fettsduren-Gruppen bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tu-
mor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensdure (EPA), Dokosahe-
xaensdure (DHA).

*

5 p<0,001
3)
A 4
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L 9
< o] .
T 2 p < 0,001
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" Kirl. +TNE +AA +EPA +DHA

+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.D2: Der Anteil von Dokosahexaensdure in Prozent des Phosphatidylcholins in den verschiede-
nen Versuchsansétzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanz der
Dokosahexaensdure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaen-
saure (DHA).
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0.7 p < 0,001
)

* *

p<0,001 p<0,001

ETA (o -9)/AA
o
%

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.E2: Dargestellt ist das Verhéltnis Eikosatriensdure (®-9) zu Arachidonséure in Prozent des
Phosphatidylcholins in den verschiedenen Versuchsansétzen. (Mittelwert +/- Standardab-
weichung, N = 6). Die Signifikanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der
Kontrollgruppe, die Signifikanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den
Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA), Ei-
kosapentaensdure (EPA), Dokosahexaensdure (DHA).

(EPA + DHA) / AA

0,0-

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.F2: Dargestellt ist das Verhiltnis Eikosapentaensdure + Dokosahexaensdure zu Arachidonsiure
bei den verschiedenen Versuchsansédtzen im Phosphatidylinositol. (Mittelwert +/- Standard-
abweichung, N = 6). Die Signifikanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppe beziehen sich auf
den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonséure (AA),
Eikosapentaensiure (EPA), Dokosahexaensdure (DHA).
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5.4.3 Das Profil der Fettsduren in Phosphatidylethanolamin

Das Phosphatidylethanolamin in der Kontrolle beinhaltet gro3ere Mengen an langketti-
gen essentiellen Fettsduren. So ist die Arachidonsdure mit 17,01 % vertreten, Eikosa-
pentaensidure mit 3,07 % und Dokosahexaensidure hat einen Anteil von 11,47 % am
Phosphatidylethanolamin (Tabelle 5.4). Genau wie im Phosphatidylcholin-Pool fiihrte
die Vorinkubation mit TNF-a zu einer auffélligen Reduktion der polyunsaturierten Fett-
sdauren in der Phosphatidylethanolamin-Fraktion (18:2: -31,53 %; 20:3 (®-6): -35,81 %;
20:4: -19,45 %; 20:5: -26,05 %: 22:4 (0-6): -24,43 %; 22:5 (®-3): -16,70 %; 22:6 (®>-3):
17,87 %). Nach der Inkubation mit TNF-a konnte ein Anstieg der Eikosatriensdure
(20:3 (®-9) von 0,81 % auf 3,79 % festgestellt werden.

Auch hier besitzen die einzelnen Fettsduren den jeweils hochsten Anteil nach Inkubati-
on mit ihnen (Abb. 5.B3-5.D3). Die erhohte Produktion von Eikosatriensdure (®-9)
unter Stimulation mit TNF-a konnte ebenfalls durch Vorinkubation mit den essentiellen
Fettsduren abgeschwicht werden (Abb. 5.A3). So betrug der Anteil von Eikosatriensiu-
re (0-9) unter TNF-o-Inkubation 3,79 %, wihrend er bei der Vorinkubation mit Fett-
sduren nicht iiber 1,05 % bei der Arachidonsidure-Gruppe stieg (Abb. 5.A3-5.F3). Die
Abbildung E3 zeigt anschaulich, wie der Gehalt an Eikosatriensdure (®-9) unter allei-
niger TNF-a-Vorbehandlung ansteigt und unter ausreichender Fettsidure-
Supplementierung fast nicht vorhanden ist. Die Grafik in Abbildung 5.F3 demonstriert
das Verhiltnis von ®-3- zu ®-6-Fettsiduren in den einzelnen Versuchsanordnungen, dass
in der Kontrollgruppe sowie unter TNF-o-Stimulation gleich ist. Im Arachidonsiure-
Versuchsansatz ist das Verhiltnis mit 0,5 % sehr klein, da die Arachidonsdure iiber-

wiegt. Umgekehrt ist es unter Vorinkubation mit Dokosahexaensaure.
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Tabelle 5.4 Fettsiureprofile im Phosphatidylethanolamin
Fettsiure Kontrolle + TNF-a +AA + EPA + DHA
+ TNF-a + TNF-a + TNF-a
14:0 0,38+0,04 0,49+0,80 0,42+0,08 0,52+0,02 0,57+0,01
16:0 7,31£1,06 8,82+1,10 9,5040,61 9,1840,91 9,3440,50
16:1 1,14+0,56 1,93+0,34 1,24+0,23 1,64+0,01 1,22+0,23
18:0 21,21+1,38 21,98+2,15 23,38+2,80 22,52+0,47 22,57+0,97
18:1(w-9) 19,3612,44 22,61%2,45 21,40%2,11 20,37£0,38 20,21+0,12
18:2(w-6) 1,30+0,61 0,89+0,26 0,96+0,33 1,41£0,21 1,25+0,04
20:1(0-9) 0,4410,05 0,87+0,44 0,44+0,26 0,75+0,01 0,75+0,05
20:3(0-9) 0,81+0,51 3,79+1,11° 1,05+0,53¢ 0,19+0,04 ° 0,29+0,09°
20:3(0-6) 2,15+0,18 1,38+0,22* 1,79+0,36 1,93+0,35 1,68+0,02
20:4(w-6) 17,01+£2,21 13,70£1,39* 17,23£1,17°¢ 8,91+0,23 ¢ 7,8440,15 ¢
20:5(w-3) 3,07+0,43 2,27+0,70 1,19£0,20° 7,91£0,99° 4,48+0,10¢
22:1(0-9) 0,79+0,09 0,78+0,18 0,34+0,07 0,05+0,02¢ 0,1140,07¢
22:4(w-6) 3,56%1,37 2,6910,47 5,2610,24° 2,4710,37 1,2940,21¢
22:5(0-3) 8,62+0,72 7,18+0,82 5,80%0,57 16,00£1,29° 5,41+0,71
22:6(®-3) 11,47+0,80 9,42%1,41 7,1240,64 ¢ 5,18+0,64 ¢ 21,13£1,02°
24:0 0,43+0,19 0,48+0,10 0,32+0,04 0,41+0,03 0,39+0,11

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben, bezogen auf alle Fettsduren, die in
der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden (Mittelwert +/- Standard-

abweichung, N = 6).

Signifikanzen fiir den Vergleich mit der Kontrollgruppe: * p < 0,01 und ° p < 0,001. Signifikanzen fiir den
Vergleich mit der TNF-a-Gruppe: © p < 0,05, p < 0,01 und € p < 0,001.
Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-o).
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Abb. 5.A3: Der Anteil von Eikosatriensdure (0-9) in Prozent des Phosphatidylethanolamins bei den
verschiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifi-
kanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifi-
kanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-
Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensdure (EPA),
Dokosahexaensiaure (DHA).

20_ p< 0,05

AA [% von PE]

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.B3: Der Anteil von Arachidonsdure in Prozent des Phosphatidylethanolamins bei den verschie-
denen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifikanzen der
essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tu-
mor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensiure (EPA), Dokosahe-
xaensdure (DHA).
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p < 0,001
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Abb. 5.C3: Der Anteil von Eikosapentaenséure in Prozent des Phosphatidylethanolamins bei den ver-
schiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifi-
kanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-
Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA), Eikosapentaensidure (EPA),
Dokosahexaensidure (DHA).
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Abb. 5.D3: Der Anteil von Dokosahexaensdure in Prozent des Phosphatidylethanolamins bei den ver-
schiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifi-
kanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-
Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensdure (EPA),
Dokosahexaensiaure (DHA).
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p<0,001

ETA (o -9) / AA

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.E3: Dargestellt ist das Verhiltnis Eikosatriensdure (®»-9) zu Arachidonséure bei den verschie-
denen Versuchsansitzen im Phosphatidylethanolamin. (Mittelwert +/- Standardabwei-
chung, N = 6). Die Signifikanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der
Kontrollgruppe, die Signifikanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den
Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA), Ei-
kosapentaensidure (EPA), Dokosahexaensdure (DHA).

p <0,01

(EPA + DHA) / AA

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.F3: Dargestellt ist das Verhiltnis Eikosapentaensidure + Dokosahexaensédure zu Arachidonsidure
bei den verschiedenen Versuchsansétzen im Phosphatidylethanolamin. (Mittelwert +/-
Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppe beziehen
sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsiu-
re (AA), Eikosapentaensédure (EPA), Dokosahexaensdure (DHA).
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5.4.4 Das Profil der Fettsduren in Phosphatidylinositol

Den grofBiten Anteil der Fettsduren in der Phosphatidylinositol-Fraktion der Kontroll-
gruppe besitzt Stearinsiure (41,71 %), gefolgt von Arachidonsiure (26,08 %). Olsiure
stellt einen Anteil von 9,75 % (Tabelle 5.5). Die Vorbehandlung mit TNF-« fiihrt eben-
falls zu dem in den anderen Phospholipid-Pools beschriebenen Verlust der essentiellen
Fettsauren. Die Eikosatriensdaure (20:3 (®-9) steigt von 3,74 % in der Kontrolle auf
11,06 % in dem mit TNF-a-stimulierten Versuch. Bei Vorbehandlung mit den einzelnen
Fettsduren sind die Ergebnisse mit denen der Phosphatidylcholin und Phosphatidyletha-
nolamin-Fraktion vergleichbar (Abbildungen 5.A4-5.F4). Auffallend ist die in Abbil-
dung 5.B4 gezeigte Verteilung der Arachidonsédure, die in den beiden Ansidtzen mit
Eikosapentaensdure (EPA) und Dokosahexaensidure (DHA) noch einen - verglichen mit
Phosphatidylcholin und -ethanolamin - recht hohen Anteil besitzt. Diese Anteile iiber-
treffen den in der mit TNF-o stimulierten Gruppe, letzerer weist mit 17,86 % den
niedrigsten Gehalt auf. Eine Erkldarung wire, dass die Arachidonsiure als second mes-

senger bereits verbraucht worden ist.

Die Abbildung 5.E4 zeigt wie in den vorangegangenen Phospholipid-Fraktionen das
Verhiltnis von Eikosatriensdure (0-9) zu Arachidonsiure, auch hier ist ein Uberwiegen
von ersterer nur unter alleiniger TNF-Stimulation zu sehen. Auch in der Abbildung
5.F4 zeigt sich unter ®-3-Fettsdure-Inkubation eine Verschiebung des Verhiltnisses

®-3/®-6 zugunsten der ®-3-Fettsduren.
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Tabelle 5.5:  Fettsiureprofile im Phosphatidylinositol
Fettsdure Kontrolle + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF
14:0 0,2140,09 0,3440,25 0,48+0,10 0,46+0,28 0,3440,03
16:0 3,1120,40 4,20+0,47 4,3740,59 4,3340,66 4,3440,81
16:1 0,45+0,19 0,80+0,16 0,47+0,21 0,52+0,42 0,36+0,24
18:0 41,71%1,14 39,81+0,97 39,57+1,71 38,8240,77 44,47+0,60
18:1(@-9) 9,75+2,72 13,41%1,36 11,62+0,82 11,19+0,79 11,46+0,86
18:2(w-6) 0,6740,25 0,60+0,14 0,59+0,11 0,9240,12 0,7240,11
20:2(0-6) 0,4140,27 1,04+0,47 0,160,10 0,09+0,06¢ 0,0140,01¢
20:3(@-9) 3,7440,55 11,064,06° 2,82+1,63 ¢ 2,52+1,78 3,62+1,98¢
20:3(0-6) 5,05+1,79 3,38+1,17 2,67+0,53 2,5440,40¢ 3,60%0,80
20:4(0-6) 26,08+3,17 17,86+2,88* | 27,09+5,12° 20,58+2,99 18,7242,47
20:5(w-3) 0,54+0,41 0,3740,04 0,14+0,08 ¢ 6,1612,28 ¢ 1,95+1,02¢
22:4(0-6) 1,86+0,07 1,5240,22 3,2140,25°¢ 1,2240,15 0,9410,40
22:5(w-3) 3,4840,51 2,6610,64 3,6340,74 8,0642,59 ¢ 2,9440,20
22:6(0-3) 2,3140,79 1,69+0,58 2,5240,37 1,4240,18 5,96%1,06°

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben, bezogen auf alle Fettsduren, die in
der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden (Mittelwert +/- Standard-

abweichung,, N = 6).

Signifikanzen fiir den Vergleich mit der Kontrollgruppe: * p < 0,01 und ° p < 0,001. Signifikanzen fiir den

Vergleich mit der TNF-a-Gruppe: © p < 0,05, ¢ p < 0,01 und € p < 0,001.
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-ov).
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p < 0,001

ETA (0 -9) [% von PI]

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.A4: Der Anteil von Eikosatriensdure (®-9) in Prozent des Phosphatidylinositols bei den ver-
schiedenen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifi-
kanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe, die Signifi-
kanzen der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-
Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA), Eikosapentaensidure (EPA),
Dokosahexaensidure (DHA).

AA [% von PI]

Ktrl. + TNF + AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF

Abb. 5.B4: Der Anteil von Arachidonsdure in Prozent des Phosphatidylinositols bei den verschiedenen
Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der TNF-
Gruppen bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe. Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensdure (EPA), Dokosahexaensidure (DHA).
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Abb. 5.C4: Der Anteil von Eikosapentaenséure in Prozent des Phosphatidylinositols bei den verschie-
denen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanzen
der essentiellen Fettsdure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe.
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosa-
hexaensdure (DHA).
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Abb. 5.D4: Der Anteil von Dokosahexaensdure in Prozent des Phosphatidylinositols bei den verschie-
denen Versuchsansitzen. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N = 6). Die Signifikanz der
Dokosahexaensdure-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaen-
saure (DHA).
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Abb. 5.E4: Dargestellt ist das Verhiltnis Eikosatriensdure (®-9) zu Arachidonséure bei den verschie-
denen Versuchsansitzen im Phosphatidylinositol. (Mittelwert +/- Standardabweichung, N =
6). Die Signifikanz der TNF-Gruppe bezieht sich auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe,
die Signifikanzen der essentiellen Fettsdaure-Gruppen beziehen sich auf den Vergleich mit
der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsidure (AA), Eikosapentaensiu-
re (EPA), Dokosahexaensidure (DHA).
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Abb. 5.F4: Dargestellt ist das Verhiltnis Eikosapentaensidure + Dokosahexaensdure zu Arachidonsidure
bei den verschiedenen Versuchsansitzen im Phosphatidylinositol. (Mittelwert +/- Standard-
abweichung, N = 6). Die Signifikanzen der essentiellen Fettsidure-Gruppe beziehen sich auf
den Vergleich mit der TNF-Gruppe. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Arachidonsédure (AA),
Eikosapentaensdure (EPA), Dokosahexaensidure (DHA).
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5.4.5 Das Profil der Fettsduren in Phosphatidylserin

Das Phosphatidylserin der Kontrollgruppe beinhaltet hauptsidchlich Stearinsdure mit
36,39 % und Olssure (21,22 %). Lignocerinsiure hat einen Anteil von 8,75 %, Palmi-
tinsdure ist mit 5,61 % vertreten (Tabelle 5.6). Wieder verursachte die Inkubation mit
TNF-o eine Reduktion der essentiellen Fettsduren und einen Anstieg von Eikosatrien-
sdure (@-9). Nur geringe Mengen an Arachidonsdure und Dokosahexaensdure konnten
in der Phosphatidylserin-Fraktion der Kontrollgruppe gefunden werden; Eikosapentaen-
saure befand sich sogar nahe am Detektionslimit. Alle drei Fettsduren fielen unter dem
Einflul von TNF-a weiter ab. Die Ergidnzung mit jeder dieser Fettsduren in den Ver-

suchsanordnungen fiihrte dagegen zu einer Erhohung ihrer jeweiligen Anteile.

65



Ergebnisse

Tabelle 5.6: Fettsiureprofile des Phosphatidylserin

Fettsiure Kontrolle + TNF +AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF
14:0 0,29+0,07 0,57+0,03° 0,82+0,45 0,78+0,42 0,86+0,16
16:0 5,61+1,66 8,9610,75° 11,66%3,21 9,8315,44 10,4210,57
16:1 0,91£0,44 1,481+0,35 0,960,64 0,73+0,37 0,62+0,44
18:0 36,39+1,10 35,18%1,15 34,42+2 .37 33,14£1,36 34,03£1,43
18:1(-9) 21,2244,13 22,08+1,17 20,02+2,74 19,6610,37 22,17+1,56
18:2(®-6) 1,1440,53 0,9310,28 1,08+0,29 1,10+0,53 0,83+0,26
20:0 0,67+0,94 0,62+0,03 0,40£0,19 0,5510,27 0,4210,28
20:1(-9) 0,4710,19 0,37+0,03 0,20+0,13 0,20+0,10 0,1740,10
20:3(0-9) 0,14+0,11 0,19+0,04 0,18+0,09 0,18+0,06 0,18+0,10
20:3(0-6) 2,95+0,26 2,9240,94 1,9910,49 1,9410,45 2,6210,16
20:4(0-6) 2,09+1,15 1,06+0,16 1,99+0,42° 1,16+0,28 1,47+0,26
20:5(0-3) 0,07+0,05 0,11+0,02 0,06+0,03 0,70+0,48 0,08+0,05
22:0 2,67+0,61 2,34+0,41 2,48+0,58 2,4240,78 3,0310,17
22:1(0-9) 0,79+0,16 0,53+0,09 0,59+0,21 0,48+0,36 0,4910,10
22:4(0>-6) 8,20%1,70 7,62+1,12 9,16+1,59 7,71+£2,93 7,13+2,70
22:5(0-3) 3,67+1,09 3,4840,69 2,0240,26 8,6712,40° 2,61+0,93
22:6(®-3) 3,81%1,27 1,98%1,15 1,9210,28 2,71%1,18 2,4110,34
24:0 8,75%1,53 9,37+1,41 9,98+0,67 8,00+0,23 9,15£2,02

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben, bezogen auf alle Fettsduren, die in
der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden (Mittelwert +/- Standard-

abweichung,, N = 6).

Signifikanzen fiir den Vergleich mit der Kontrollgruppe: * p < 0,01. Signifikanzen fiir den Vergleich mit
der TNF-a-Gruppe: ¢ p < 0,05 und € p < 0,001.

Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-o).
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5.4.6 Das Profil der Fettsiuren in Sphingomyelin

Sphingomyelin von unbehandelten HUVECs enthielt hauptsédchlich Palmitinsdure

(41,87 %), Lignocerinsdure (18,14 %), Nervonsdure (26,30 %) und Stearinsdure

(4,87 %). Beheninsdure ist mit 5,66 % vertreten (Tabelle 5.7). Es konnten nur geséttigte

und monoenoische Fettsduren in diesem Phospholipid-Pool gefunden werden. Die In-

kubation mit TNF-o verursachte nur eine geringe Veridnderung der Fettsdure-Profile.

Desweiteren konnten keine Anteile von essentiellen Fettsduren unter einer Fettsdure-

Vorinkubation nachgewiesen werden.

Tabelle 5.7:  Fettsiureprofile im Sphingomyelin
Fettsiure Kontrolle + TNF +AA + EPA + DHA
+ TNF + TNF + TNF
14:0 1,50+0,85 1,95+1,11 1,9210,80 2,1510,61 1,31£0,14
16:0 41,87+2,89 40,87£3,48 42,1414,33 43,2244,17 45,4414,12
18:0 4,87%1,62 7,01£2,94 5,81%2,59 5,07£1,04 5,28+1,55
18:1(0-9) 0,41+0,25 0,78+0,52 1,25+0,80 1,03+0,73 0,56+0,25
20:0 0,65+0,33 0,85+0,57 0,86+0,42 0,77+0,50 0,59+0,36
22:0 5,66+1,08 6,29+1,67 6,21+1,08 5,62+1,19 5,63+0,87
24:0 18,14£2,08 16,35+2,61 16,01£2,67 15,3410,61 17,33£1,92
24:1 26,30+3,52 25,00+4,07 25,1343,15 26,25%3,63 23,41£3,31

Der relative Gehalt jeder einzelnen Fettsdure ist in Prozent angegeben bezogen auf alle Fettsauren, die in

der Phospholipidfraktion des zelluldren Lipidextraktes nachgewiesen wurden

(Mittelwert +/- Standardabweichung,, N = 6).
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5.5 PI-Response

Nach der Analyse der einzelnen Phospholipid-Klassen in Bezug auf ihre Fettsdurezu-
sammensetzung stellte sich die Frage, ob und inwieweit die Signaltransduktion der En-
dothelzellen beeinfluB3t wird, wenn die Membranlipide unterschiedliche Konzentratio-
nen der Fettsduren aufweisen. Deshalb wurde eine Untersuchungsreihe mit humanen
Endothelzellen durchgefiihrt, die fiir die Dauer von 24 Stunden mit je einer Fettsdure
(Arachidonsiure, Eikosapentaensdure oder Dokosahexaensdure) inkubiert wurden. An-
schlieBend wurde die Signaltransduktion dieser Zellen gemessen. Dies geschah mittels
Quantifizierung eines Produktes dieses second-messenger-Systems sowie dessen Ab-
bauprodukten. Gemessen wurden Phosphatidylinositol-tri,- di,- und -monophosphat.
Neben unstimulierten Kontrollgruppen wurden parallel auch mit Thrombin stimulierte
Versuchsreihen durchgefiihrt. Thrombin ist bekannt als ideales Stimulans fiir die PI-
Response in Endothelzellen. Da TNF-a als einer der ersten und potentesten Mediatoren
im septischen Geschehen gilt, wurde eine weitere Versuchsreihe unter vorheriger Inku-

bation der Endothelzellen mit TNF-o durchgefiihrt.

Als Vorversuche wurden Zeitreihen durchgefiihrt, um die optimale Wirkungszeit von
Thrombin auf die Endothelzellen zu ermitteln. Die Inkubationszeiten von Thrombin
betrugen eins, zwei, fiinf, zehn, fiinfzehn und dreiig Minuten. Dabei wurden immer
nicht-stimulierte Endothelzellen als Kontrolle mituntersucht. Es zeigte sich, dass bei
einer Zeitspanne von zehn und fiinfzehn Minuten die Unterschiede zwischen den unsti-
mulierten und den stimulierten Endothelzellen am deutlichsten zu sehen waren. In wei-
teren Versuchen wurden die HUVECs mit je einer der Fettsduren (Arachidonsiure, Ei-
kosapentaensdure oder Dokosahexaensdure) inkubiert und zehn bzw. fiinfzehn Minuten
lang mit Thrombin stimuliert. Bei den unten gezeigten Ergebnissen sind jeweils fiinf
Versuche zusammengefal3t worden, die Anzahl der mit TNF-o und Thrombin stimulier-
ten Versuche betrdgt acht. Die Phosphatidylinositolextraktion und -bestimmung erfolgte

wie im Methodikabschnitt beschrieben.

In den Abbildungen 5.A5 und 5.B5 sind die Resultate nach zehn- bzw. fiinfzehnminii-
tiger Inkubation mit Thrombin dargestellt. Die Kontrollgruppe ist gleich 100 % gesetzt,
die mit Fettsduren versetzten Gruppen sind relativ zu diesem Wert zu sehen. Bei der
Inkubation mit Thrombin fiir zehn Minuten ist die Bildung der Inositolphosphate unter

-3-Fettsduren-Vorbehandlung noch geringer als in der Kontrollgruppe, wihrend die
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Generierung der Inositolphosphate nach Vorinkubation mit der ®-6-Fettsdure Arachi-
donsédure einen deutlichen Anstieg verzeichnet. So liegt die PI-Response der mit Ara-
chidonsiure vorinkubierten HUVEC bereits bei 128 %, wihrend sie unter Vorbehand-
lung mit Eikosapentaensdure mit ca 80 % und DHA mit 70 % einen geringeren Anteil

aufweist.

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der Thrombin-Stimulation fiir fiinfzehn Minuten be-
reits ein merklicher Anstieg der PI-Response auch in der w-3-Fettsduren-Gruppe, aller-
dings war die Generierung der Inositolphosphate unter Arachidonsédure deutlich hoher.
So liegt die PI-Response unter Arachidonsiure bereits bei 148 % im Vergleich zu der
auf 100 % normierten Kontrolle, die der Eikosapentaensdure bei 125 %, wihrend die
der Dokosahexaensdure den moderatesten Anstieg mit 115 % aufweist. Dies zeigt, dass
es unter einem ausreichenden Angebot der essentiellen Fettsduren auch nach TNF-o-
Applikation zu einer vermehrten Bildung der Inositolphosphate kommt, aber die Ara-

chidonsdure hier den deutlichsten Anstieg auslost.

Die Abbildung 5.CS zeigt die Bildung der Inositolphosphate unter Stimulation mit
Thrombin und vorheriger Inkubation mit TNF-a. Die Kontrollgruppe ist mit TNF-o
inkubiert, nicht aber mit Thrombin. Die Stimulationszeit fiir Thrombin betrug fiinfzehn
Minuten. Hier sind die Resultate vergleichbar mit der alleinigen Stimulation mit
Thrombin fiir fiinfzehn Minuten. Die mit Arachidonsdure vorbehandelten Endothelzel-
len zeigen einen Anstieg der PI-Response von 140 % gegeniiber der Kontrollgruppe,
wihrend die der Eikosapentaensdure bei 112 % liegt. Die Dokosahexaensidure hat wie-
der die geringste Bildung der Inositolphosphate zu verzeichnen, diese liegt mit 107 %

knapp iiber der Kontrollgruppe.
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Abb. 5.A5: Dargestellt ist die Bildung der Inositolphosphate (IPx, der Summe aus IP,+IP,+1P3)

nach Stimulation mit Thrombin nach zehnminiitiger Inkubationszeit. Der Kontrollwert
ist gleich 100 % gesetzt. Die beiden m-3-Fettsduren unterscheiden sich signifikant von
der Arachidonsdure (p < 0,05). Arachidonsédure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Do-
kosahexaensidure (DHA).
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Abb. 5.B5: Dargestellt ist die Bildung der Inositolphosphate (IPx, der Summe aus IP,+IP,+IP3)

nach Stimulation mit Thrombin nach fiinfzehnminiitiger Inkubationszeit. Der Kontroll-
wert ist gleich 100 % gesetzt. Die beiden ®-3-Fettsduren unterscheiden sich signifikant
von der Arachidonsiure (p < 0,05). Arachidonsdure (AA), Eikosapentaensiure (EPA),
Dokosahexaensdure (DHA).
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Abb. 5.C5: Dargestellt ist die Bildung der Inositolphosphate (IPx, der Summe aus IP,+IP,+1P3)

nach Inkubation mit TNF-a fiir sechzehn Stunden und Stimulation mit Thrombin fiir
fiinfzehn Minuten. Der Kontrollwert ist gleich 100 % gesetzt. Die beiden ®-3-
Fettsdauren unterscheiden sich signifikant von der Arachidonséure (p < 0,05). Arachi-
donsidure (AA), Eikosapentaensidure (EPA), Dokosahexaensidure (DHA).
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Ergebnisse

6.1.1 Die Phospholipid-Zusammensetzung der Endothelzellen

Bei den vorliegenden Versuchen zu der Frage, ob sich die Phospholipid-
Zusammensetzung unter inflammatorischen Bedingungen in vitro veridndert, zeigte
schon die Inkubation der Endothelzellen mit TNF-« fiir 16 Stunden aufféllige Verinde-
rungen in der Fettsdure-Zusammensetzung der Gesamt-Phospholipide. Diese wurden
deutlich durch den Abfall des Gehalts der langkettigen Fettsduren wie 18:2, 20:3 (®-6),
20:4, 20:5, 22:5 (®»-3) und 22:6 (®-3), wihrend der Prozentsatz von Eikosatriensdure
(®-9) einen Anstieg zu verzeichnen hatte, der mehr als dem Doppelten des Ausgangs-
wertes entspricht. Korrespondierende Anderungen wurden in den Pools von Phosphati-
dylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol festge-
stellt, nicht aber in der Sphingomyelin-Fraktion. Der Zusatz der einzelnen Fettsduren
Arachidonsdure, Eikosapentaensidure und Dokosahexaensidure zu den HUVECs lief den
Fettsduregehalt der jeweils gegebenen Fettsdure in den verschiedenen Phospholipid-
Pools ansteigen, mit einer entsprechenden Anderung im ®-3/®-6-Verhiltnis und einer

Unterdriickung des Anstiegs der Eikosatriensdure (®-9).

In den hier durchgefiihrten Versuchsreihen konnte der hochste Anteil der Arachidonsiu-
re in dem kleinen, metabolisch aber sehr aktiven PI-Pool der Kontrollgruppe detektiert
werden. In dieser Phospholipidfraktion betrug die ®-3/®-6- (Eikosapentaensdure und
Dokosahexaensiure)/Arachidonsidure-Ratio 1:10 und interessanterweise wurden in den
PC-, PE- und PS-Pools deutlich hohere Prozentsitze von m-3-Fettsduren gefunden. Bei
Betrachtung der Gesamtphospholipide findet sich ein Verhiltnis von ®-3- zu ®-6-
Fettsduren von 1:1,5. Das deckt sich mit der Feststellung von Takayama et al., die in
humanen Endothelzellen ebenfalls einen hohen Umsatz in dem Phosphatidylinositol-

Pool fanden .

Am beeindruckendsten aber war, dass eine Inkubationszeit mit TNF-o fiir 16 Stunden
geniigte, um eine deutliche Anderung in der Fettsiurezusammensetzung der untersuch-

ten endothelialen Phospholipid-Pools zu bewirken. Ein durchgehender Abfall der lang-
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kettigen mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFAs) wurde festgestellt, was bei den
Fettsduren 18:2, 20:3 (®-6), 20:4, 20:5, 22:5 (®-3) und 22:6 (®-3) sichtbar wurde.

Auffallend bei der Sphingomyelin-Fraktion ist, dass sie sich sowohl in der Kontroll-
gruppe als auch bei Stimulation mit TNF-o sehr von allen anderen hier untersuchten
Phospholipid-Pools unterscheidet. Nur gesittigte und monoenoische Fettsduren wurden
im Sphingomyelin-Pool detektiert, die Antwort auf TNF-o0 war charakterisiert durch
einen drastischen Anstieg von Nervonsdure auf Kosten von Palmitin- und Beheninsiure.
Ein moglicher EinfluB dieser Anderungen auf die Sphingomyelin-abhingige

Signaltransduktion bleibt offen.

Im Gegenteil zu Messungen in Leukozyten existiert nur eine begrenzte Anzahl von Da-
ten iiber die Fettsdure-Komposition in den verschiedenen Phospholipid-Pools in HU-
VECs ® 7° 7! 50 dass zur Zeit nur Ergebnisse mit HepG,-Zellen (Hepatozyten als Kar-
zinomzellen) zum Vergleich herangezogen werden konnen. Bei diesen Versuchen war
eine Kultivierung iiber mehr als zehn Tage in Fettsdure-depletiertem Medium notwen-

dig, um dhnliche Veridnderungen zu ergeben 1

6.1.2 Verdnderungen des Fettsiure-Pools unter Fettsiure-Supplementierung

Wenn TNF-a-aktivierten Endothelzellen zusétzlich vorher exogene Arachidonsiure
angeboten wurde, konnte ein merklicher Anstieg dieser Fettsidure in den verschiedenen
PL-Pools verzeichnet werden, anders als in den nicht vorgefiitterten Endothelzellen. Bei
Betrachtung der Gesamt-Phospholipide konnte eine Normalisierung des Arachidonsiu-
re-Gehaltes vergleichbar mit dem der Kontrollgruppe erreicht werden. Dies ging einher
mit einer Suppression des Anstiegs der Eikosatriensdure (®-9). Zusitzlich signalisierte
ein begleitender Anstieg von 22:4 (®-6) die Konversion von exogener Arachidonsiure
zu dieser ®-6-Dokosatetraensdure in dem mit Arachidonsdure und TNF-o inkubierten

Ansatz.

Die Versuchsansitze, in denen HUVECs mit Eikosapentaensidure oder Dokosahexaen-
saure vorinkubiert und mit TNF-a stimuliert wurden sind, zeigten dhnlich wie bei Ara-
chidonsédure-Zugabe einen merklichen Anstieg der jeweiligen Fettsdure in den Phospho-

lipid-Pools im Vergleich zu ihren Kontrollwerten.

Bei dem Vergleich der Phospholipidklassen in den verschiedenen Versuchsansitzen

sind die Anteile von Eikosapentaensidure und Dokosahexaensidure in den TNF-o/EPA-
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und TNF-o/DHA-Gruppen jeweils sogar zweifach hoher als in der Kontrollgruppe.
Durch den vermehrten Einbau der Fettsduren verindert sich auch das Verhiltnis von
®-3-/®-6-PUFAs in allen Phospholipid-Pools. In der Kontrollgruppe betrdgt es 1:9,4

wihrend es in den einzelnen PL-Pools zwischen 1:2,8 und 1:2,4 liegt.

Solch ein beeindruckender Wechsel des ®-3/m-6-Verhiltnisses hin zu den alternativen
Préikursoren konnte bisher nur in Leukozyten bei Langzeiterndhrung mit Fischolkapseln
festgestellt werden "%, Der Anstieg der Eikosatriensiure (®-9) als Indikatorfettsiure fiir
EFAD wurde gleichzeitig mit der Gabe von ®-3-Fettsduren unterdriickt, ebenso wie es

bei zusitzlicher Arachidonsdure-Gabe der Fall war.

6.1.3 PI-Response

Auch die Signaltransduktion am Beispiel der PI-Response war unter zehn- und fiinf-
zehnminiitiger Inkubation mit den ®-3-Fettsduren verringert. ®-3-Fettsduren sind auf-
grund ihrer Molekiilstruktur als Substrate fiir die Eikosanoid-Produktion weniger geeig-
net als die Arachidonsiure. Infolge dessen konnte in den mit ®-3-Fettsduren inkubierten
und Thrombin stimulierten Versuchen eine verminderte PI-Produktion und somit
Signaltransduktion festgestellt werden. Im Gegensatz dazu kam es nach Inkubation mit
Arachidonsdure zu einem Anstieg der PI-Response. So betrugen nach zehn Minuten
Stimulationszeit mit Thrombin die PI-Response unter Arachidonsédure 128 % des Kon-
trollwertes, wihrend die der Eikosapentaensiure bei nur 80 % und Dokosahexaensiure
bei ca. 70 % der Kontrollgruppe lagen. Allerdings zeigte sich bei der Thrombin-
Stimulation fiir fiinfzehn Minuten bereits ein merklicher Anstieg der PI-Response auch
in der w-3-Fettsduren-Gruppe. Dies zeigt, dass es unter einem ausreichenden Angebot
der essentiellen Fettsduren zu einer vermehrten Bildung des second messengers IPx
kommt, aber die Arachidonsédure das beste Substrat fiir die PI-Response zu sein scheint,
da hier der Anstieg am deutlichsten war. So wire es nicht iiberraschend, wenn es unter
®-3-Supplementierung zu einer Verzogerung der PI-Response kommen wiirde. Eben-
falls unter vorheriger Inkubation mit TNF-oo und anschlieBender Thrombin-Gabe fiir
fiinfzehn Minuten war ein deutlicher Anstieg der PI-Response in der Arachidonsiure-
Gruppe zu sehen. Die ®-3-Fettsduren zeigten eine - im Vergleich zur Kontrollgruppe -
erhohte PI-Response, die aber weit unter der von Arachidonsiure liegt. Die Ergebnisse

sind dhnlich wie unter alleiniger Thrombin-Stimulation.
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6.1.4 EFAD und Eikosatriensdure

Eikosatriensdure (®-9) ist normalerweise in geringen Mengen in tierischem Gewebe
vorhanden. Sie ist diejenige Fettsidure, die in komplett endogener Synthese durch Elon-
gation und Desaturation aus 18:1 (0-9)-Olsiure hergestellt wird. Thre Bildung wird for-
ciert durch den Mangel an essentiellen Fettsduren. Eikosatriensdure (®-9) ist kein idea-
les Substrat zur Elongation und Desaturation und aufgrund des Fehlens einer ®-6-
Doppelbindung auch nicht geeignet als Ausgangssubstrat fiir die Prostanoid- und Lipo-

xygenase-Produktion. Auch der Einbau in die Phospholipidmembranen ist erschwert.

In Kongruenz mit der aufgestellten These, dass sich unter septischen Bedingungen die
Phospholipidzusammensetzung der Endothelzellen verindert, ist ein Anstieg von Eiko-
satriensdure (®-9), der Indikatorfettsdure von EFAD, unter TNF-a-Inkubation zu ver-
zeichnen. Dies ist sowohl bei Analyse der gesamten Phospholipide, als auch bei Unter-
suchung der einzelnen Subklassen wie Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin,

Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol deutlich geworden.

Am deutlichsten aber zeigte sich die Inkorporation der Eikosatriensdure (®-9) in den PI-
Pool, dort ist der 20:3(®-9)-Prozentsatz am beeindruckendsten angestiegen. In der Kon-
trollgruppe ist Eikosatriensidure (®-9) zu 4 % im PI-Pool enthalten, in den mit TNF-a

inkubierten Versuchen besitzt sie einen Anteil von 11 % der PI-Fraktion.

Ein weiterer wichtiger Wert ist das Arachidonsédure/Eikosatriensdure (®-9)-Verhiltnis
(20:4/20:3 (®-9)), das iiblicherweise verwendet wird als Parameter zur Quantifizierung
der Schwere des EFAD-Syndromes. Dieses Verhiltnis fiel von 11:1 auf 3:1 im Gesamt-
Phospholipidpool. Bei Phosphatidylethanolamin sank es von 21:1 auf 3,6:1 und in der
Phosphatidylcholinfraktion belief sich die Verdnderung auf 9:1 respektive 1,7:1 unter
TNF-o.. Ahnlich sah es in der Phosphatidylinositol-Fraktion aus, hier betrug das Ver-

haltnis unstimuliert 7:1 wihrend es unter TNF-o-Stimulation auf 1,6:1 fiel.

6.1.5 Mogliche Ursachen des EFAD-Syndroms unter TNF-«

Mehrere Mechanismen konnen den Mangel an PUFAs und den damit verbundenen
kompensatorischen Anstieg der Eikosatriensdure (®-9) in den TNF-o ausgesetzten En-

dothelzellen unterstreichen:
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Moglicherweise waren die Fettsduren in zu geringen Mengen im Medium vorhanden.
Eine Studie zeigt, dass in vitro-Wachstum von Leberzellen und HUVEC:s in fettfreiem
Medium in der Lage war, EFAD nachzuahmen mit Hochregulierung von Eikosatrien-

sdure (®-9) in nur zehn Tagen 1,

Bei den in der hier vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuchsansidtzen wurden die
HUVECs in FCS-angereichertem Medium mit normalem Fettgehalt geziichtet und die
Kontrollzellen, die unter den gleichen Bedingungen kultiviert wurden, entwickelten
normale PUFA-Konzentrationen mit normalen Eikosatriensdure (®-9)/Arachidonsaure-

Verhiltnissen. Insofern ist ein Mangel an essentiellen Fettsduren auszuschlieen.

Einen anderen Ansatz bietet die Hypothese, dass es zu einem verstdarkten Abfall der
essentiellen Fettsdauren kommt. Das konnte z. B. vor sich gehen via Angriff von O;-
Radikalen auf die sensitive ungesittigte Domine der PUFAs, die entweder noch memb-
rangebunden sind oder durch die verstirkte phospholipolytische Aktivitit freigesetzt
wurden. Bis heute wurde die quantitative Relevanz dieser Mechanismen in Endothelzel-
len unter Abwesenheit von Neutrophilen-Einflufl nicht ndher untersucht. Es sind jedoch
reduzierte intrazelluldre Glutathion-Levels festgestellt worden bei Endothelzellen, die
mit TNF-o stimuliert wurden, was als zusitzlicher Hinweis auf deren Apoptose zu deu-

4 737475
ten 1st .

Eine weitere Erkldrung der Ergebnisse konnte die gesteigerte Freisetzung von PUFAs
unter Stimulation von TNF-a sein. Die Aktivierung von unterschiedlichen phospholipo-
lytischen Aktivititen wurden beschrieben fiir die TNF-o-Inkubation von verschiedenen
Zelltypen. Dabei wurde vorwiegend die Freisetzung von PUFAs, speziell Arachidon-
siure, festgestellt *°. Wire dies der Fall, wiirde zusitzlich zur verstirkten Phospholipo-
lyse eine reduzierte Wiederaufnahme der Fettsdauren erwartet werden, was zu einer deut-

lich gestorten PUFA-Balance der verschiedenen Phospholipid-Pools fithren wiirde.

Eine andere Erkldarung wire eine eingeschrinkte metabolische Kapazitit der Endothel-
zellen. Tatsache ist, dass Endothelzellen nur iiber eine geringe Rate an basal vorhande-
nen Enzymen wie Elongase und Desaturase verfiigen und somit nur begrenzte Moglich-

. . . . . . . s s 76 77
keiten haben, Arachidonsdure aus ihrem Préikursor Linolsédure zu synthetisieren .

Wichtig zu erwihnen ist, dass die auffilligen Verdnderungen der Phospholipid-

Fettsdaure-Komposition in den Endothelzellen als Antwort auf die hier eingesetzte TNF-
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o-Konzentration nicht durch Zellschdden verursacht wurden. Dies konnte nachgewiesen

werden durch gemessene LDH-Freisetzung sowie mittels des Trypanblau-Testes.

Der EinfluB3 und die GroBe der oben dargestellten Parameter wie O,-Radikale und Syn-
theseleistung der Endothelzellen in Kombination mit TNF-a wéren Fragestellungen,

denen in Zukunft nachzugehen sicherlich interessant wire.

6.1.6 Die unterschiedlichen Affinititen der @ 3-Fettsduren und ihre Auswir-
kung auf die endothelial-leukozytire Adhdsion

Die ®-3-Fettsduren Eikosapentaensidure und Dokosahexaensdure zeichnen sich auch
durch unterschiedliche Wirkungen aus. Bei dem Einbau in die Membranphospholipide
und im weiteren Metabolismus durch die Cyclo- und die Lipoxygenase konkurrieren sie
sowohl untereinander als auch mit der Arachidonsidure. Mehrere Forschungsarbeiten
bestdtigen, dass Eikosapentaensédure eine hohere Affinitdt zu der Lipoxygenase hat, sie
ist ihr bevorzugtes Substrat '® " **. DHA besitzt eine hohere Potenz in Bezug auf die
Hemmung proinflammatorischer Ereignisse als Eikosapentaensdure. So kam De Cateri-
na et al. zu dem Schluf, dass die Anzahl der Doppelbindungen einer essentiellen Fett-
sdaure mit der Fihigkeit zusammenhingt, Endothelzellaktivierung bei Inflammation und
Atherogenese zu inhibieren ®'. Ahnliche antiinflammatorische Eigenschaften der @-3-
Fettsduren stellten Kalfoun et al. fest, als sie nach Inkubation mit den drei Fettsduren
Arachidonsdure, Eikosapentaensdure und Dokosahexaensdure eine geringere Adhisi-

onsrate der Lymphozyten an HUVECs bei den o-3-Fettsiuren gemessen haben %,

In Kongruenz mit den oben genannten Veroffentlichungen konnte von Sperling et al.
ebenfalls eine stark verdnderte Adhidsion der Neutrophilen an die Endothelzellen von
Probanden nach lédgerfristiger Einnahme von Fischélkapseln (drei und zehn Wochen)

festgestellt werden 8,

Diese Ergebnisse wurden wiederum durch eine Veroffentlichung von Mayer et al. besta-
tigt, in der nach ®-3-Fettsduren-Inkubation von HUVECs die Produktion von PAF
(Plattchen Aktivierender Faktor) signifikant gesenkt wurde. Unter dem Einfluss von
o-3-Fettsdure konnte eine verminderte Adhédsion von Monozyten auf HUVECs nach-
gewiesen werden **. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den in dieser Arbeit be-
schriebenen Resultaten zur PI-Response, die unter ®-3-Fettsduren-Inkubation verringert

ist.
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6.2 Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit wird zum ersten Mal beschrieben, dass die Kurzzeitinkubation
von HUVECs mit TNF-a in nichttoxischen Dosierungen in der Lage ist, die Bedingun-
gen fiir EFAD zu reproduzieren, zum Beispiel den Verlust von PUFAs in verschiedenen
PL-Pools und die Hochregulierung von Eikosatriensdure (®-9) als Indikator fiir EFAD.
Die Zugabe von Arachidonsiure, Eikosapentaensidure oder Dokosahexaensdure unter
diesen Bedingungen, resultierte in einem schnellen Einbau in die verschiedenen PL-
Pools. Dadurch konnte der Anstieg von Eikosatriensidure (®-9) wieder riickgingig ge-
macht werden. Gleichzeitig hat das ®-3/®-6-Verhiltnis in den Endothelzellen entweder
zu einer Dominanz von m-6 (bei Arachidonsiure-Inkubation) oder zu beinahe dquimola-
ren Anteilen von ®-6 und ®-3 (bei Eikosapentaensidure/Dokosahexaensédure-Inkubation)

gefiihrt.

Auch die Signaltransduktion blieb nicht unbeeinfluflt. Dienten ®-3-Fettsduren als Sub-
strate fiir die PI-Response, resultierte dies in einer verminderten Bildung der second
messenger (IPx), wihrend es bei Zugabe der w-6-Fettsdure Arachidonsidure zu einem

Anstieg der Generierung von Signaltransduktionsmolekiilen kam.

Obwohl eine Einschitzung iiber die funktionellen Konsequenzen dieser hier deutlich
gemachten Anderungen der Fettsiurekomposition in den verschiedenen Fettsiure-
Phospholipid-Pools, sowie die der Signaltransduktion nicht leicht zu treffen ist, ist ein
spiirbarer Einflul auf metabolische Ereignisse zu erwarten. Das Auftreten von Eiko-
satriensdure (®-9), die ein ungeeignetes Substrat fiir viele metabolische Wege darstellt,
gemeinsam mit den verringerten Anteilen der PUFAs, impliziert Abnormalitdten bei der
Prostanoidbildung und der weiteren intra- und interzelluldren Signaltransduktion im
EFAD-Syndrom. Besonders im Hinblick auf Patienten mit Sepsis oder SIRS kann die
parenterale Supplementierung mit Lipidemulsionen als ,,Immunonutrition‘ relevant sein
fiir die endothelialen Veridnderungen und Antworten, die Auswirkungen auf den weite-
ren Krankheitsverlauf haben kénnen. Mayer et al. zeigten bereits in einer Studie mit
septischen Patienten einen deutlichen Einflufl der essentiellen Fettsduren auf die Eiko-
sanoid-Bildung. So konnte er eine Reduktion der essentiellen Fettsduren in den Memb-
ranen der Monozyten in der Sepsis selbst unter Therapie mit intravendser Gabe von ®-
3- oder m-6-Fettsiuren nachweisen . Dass die enterale Ernihrung mit o-3-Fettsiuren

im ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) eine Reduktion der Mortalitit und
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eine Verbesserung des Outcomes bewirkt, zeigten Gadek et al. in einer Doppelblindstu-
die 1990 *. Ebenfalls konnte in einer 2006 verdffentlichten Doppelblindstudie von Pon-
tes-Arruda et al. ein deutlicher Benefit durch die enterale Gabe von ®-3-Fettsduren bei
septischen Patienten festgestellt werden. Dieser wurde belegt durch eine kiirzere Beat-

mungszeit, kiirzere Verweildauer auf der Intensivstation und Reduktion der Mortalitit
86

Der Nutzen einer solchen parenteralen Sepsis-Therapie liegt aufgrund der dargestellten
Studien auf der Hand, so dass die parenterale Erndhrung bei septischen Patienten als

optimale Therapieunterstiitzung wirken kann.
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7 Zusammenfassung

Die essentiellen Fettsduren unserer westlichen Erndhrung bestehen zum iiberwiegenden
Teil aus ®-6-Fettsduren. Die Arachidonsdure ist die wichtigste Vertreterin, die in die
Lipidmediatorsynthese eingeht. Die alternativen -3-Fettsduren Eikosapentaensidure
und Dokosahexaensidure kommen in Kaltwasserfischen vor. Eikosatriensdure (®-9) ist
eine ungesittigte Fettsdure, die komplett endogen synthetisiert werden kann. Bedingt
durch ihre Struktur kann sie nicht als Ersatz fiir die Arachidonsédure zur Lipidmediator-
Synthese dienen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einbau von Arachidonsdure in
die Membranphospholipide von humanen Endothelzellen (HUVEC) im Vergleich zum
Einbau der ®-3-Fettsduren Eikosapentaensdure und Dokosahexaensidure unter inflam-
matorischen Bedingungen untersucht. Da aus diesen Phospholipiden unter anderem se-
cond messenger fiir die Signaltransduktion generiert werden, wurde weiterhin die
Phosphatidylinositol-Kaskade als bedeutendes System der Signaltransduktion unter-

sucht.

Unter Simulation inflammatorischer Bedingungen mittels TNF-a verdnderte sich der
relative Anteil der Phospholipidklassen in den humanen Endothelzellen nicht. Der An-
teil der essentiellen ®-6- und ®-3-Fettsduren in den einzelnen Subklassen sank nach
Inkubation mit TNF-o erheblich. Der Anteil an Eikosatriensdure (®-9) hingegen stieg
nach Stimulation mit TNF-o, da sie als Ersatzsubstrat fiir die reduzierten essentiellen
Fettsduren vermehrt gebildet wurde. Unter der gleichzeitigen Inkubation mit Arachidon-
sdure, Eikosapentaensdure oder Dokosahexaensdure und TNF-o konnte der Anstieg der
Eikosatriensédure (®-9) nicht nachgewiesen werden. Die essentiellen Fettsduren waren in
ausreichendem Mafe vorhanden. Unter Behandlung mit den ®-3-Fettsduren konnte

gleichzeitig das ®-3/m-6-Verhiltnis rasch moduliert werden.

Die Signaltransduktion am Beispiel der PI-Response verédnderte sich unter der Fettsdu-
ren-Inkubation. Es zeigte sich eine Reduktion der Thrombin-induzierten Bildung von
Inositolphosphaten nach Vorbehandlung mit Eikosapentaensdure und Dokosahexaen-
saure im Vergleich zur Arachidonsdure. Auch unter inflammatorischen Bedingungen

war diese Reduktion nachweisbar.
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Zusammenfassung

Es konnte somit der Nachweis erbracht werden, dass die ®-3-Fettsduren unter inflam-
matorischen Bedingungen einen Einflu3 auf die Phospholipid-Zusammensetzung der

Endothelzellmembranen und auf die Signaltransduktion in Endothelzellen haben.
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Summary

The essential fatty acids of our common western diet are consisting mostly of ®-6 fatty
acids. Their most important representative is the arachidonic acid serving as substrate

for the lipid mediator synthesis.

The ®-3 fatty acids eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid can be found in
high amounts in cold water fish. Eicosatrienoic acid is one of the main unsaturated fatty
acids which may be completely endogenously synthesized. Due to its structure it can’t
substitute arachidonic acid in terms of lipid mediator synthesis. In this study the incor-
poration of the w-6 fatty acid arachidonic acid compared to the ®-3 fatty acids ei-
cosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid into the human endothelial cell mem-
branes under inflammatory conditions was examined. Because the phospholipids of the
membrane serve as source of second messengers for the signal transduction, the PI-

cascade as one major representative was also examined.

While simulating inflammatory conditions with TNF-o the relative proportion of the
phospholipid subclasses did not change. The proportion of the essential fatty acids in
every subclass decreased after the incubation with TNF- a. The fraction of eicosatrie-
noic acid increased in the control group because it was taken as a substitute instead of
the three essential fatty acids. After simultaneous incubation with arachidonic acid, ei-
cosapentaenoic acid or docosahexaenoic acid and TNF- a no increase in the fraction of
eicosatrienoic acid could be determined. The fraction of essential fatty acids remained

stable. By application of ®-3 fatty acids, the ®-3/®-6 ratio could be rapidly modulated.

Signal transduction in terms of PI-response was modulated by incubation with essential
fatty acids. After pre-treatment of HUVEC with arachidonic acid, eicosapentaenoic acid
or docosahexaenoic acid, a reduction of the thrombin-induced generation of inositol-
phosphates under w-3 fatty acids in comparison to arachidonic acid was revealed. Un-
der inflammatory conditions simulated by stimulation with TNF-o a similar reduction in

generation of inositolphosphates after application of ®-3 fatty acids was determined.

We could show that ®-3 fatty acids have a provable influence of the phospholipid com-
position of the endothelial cell membranes and also on the signal transduction even un-

der inflammatoric conditions.
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8 Anhang

8.1 Liste verwendeter Abkiirzungen

AA Arachidonsédure

COX Cyclooxygenase

DAG Diacylglycerol

DHA Dokosahexaensiure

EET Eikosatetraensiure

EFAD Essential Fatty Acid Deficiency
EPA Eikosapentaensiure

HDL High Density Lipoprotein
HETE Hydroxyeicosatetraensiure
HPETE Hydroperoxyeicosatetraenséure
ICAM Intracellular Adhesion Molekule
IL Interleukine

IP (123 Inositolphosphat (; 23

LO Lipoxygenase

LPS Lipopolysaccharid

LT Leukotrien

PAF Plittchen-aktivierender Faktor
PAR Proteinase-aktivierter Rezeptor
PC Phosphatidylcholin

PDGF Platelet Derived Growth Factor
PE Phosphatidylethanolamin

PG (AE,LLF) Prostaglandin (A, E, I, F)

PI Phosphatidylinositol
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Liste verwendeter Abkiirzungen

PI-PLC

PKC

PS

SIRS

TNF-o

X

VCAM

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C
Proteinkinase C

Phosphatidylserin

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Tumor Nekrose Faktor-o

Thromboxan

Vascular Adhesion Molecule
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