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1. VORWORT

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit vom Oktober 1993 bis September 1995 am
Zentrum fir Innere Medizin der Justus-Liebig-Universitdt GieBen im Laborbereich von Herrn
Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Friedrich Grimminger unter der Betreuung von Herrn Dr. med.
Konstantin Mayer. Die im Rahmen einer Pilotstudie an septischen Patienten durchgefiihrten
Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) (SFB 547
»Kardiopulmonales Gefdflsystem”, Projekt B4) gefordert und widmeten sich dem
immunmodulatorischen Einfluss parenteral verabreichter Fettemulsionen in septischen
Patienten. Zu diesem Zeitpunkt lagen der Klinischen Forschergruppe des Instituts
umfangreiche Erfahrungen beziiglich der Beeinflussung des Lipidmetabolismus mittels
verabreichter ®-3- versus -6-Fettsduren auf zellphysiologischer Ebene, in isolierten
Organmodellen sowie im Falle von Patienten mit Psoriasis und mit Colitis ulcerosa vor. Zur
Weiterfiihrung dieser Beobachtungen erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie erstmals
die Untersuchung an beatmeten und parenteral erndhrten Sepsispatienten. Aus der
umfassenden Studie gibt diese Dissertationsschrift einen Ausschnitt wieder. Uber das Thema
dieser Dissertation hinaus erfolgten die Aufarbeitung des Fettsdureprofils der Membranlipide
aus den isolierten Blutzellen und dem Blutplasma, zusdtzlich ex vivo LPS-
Stimulationsexperimente an isolierten mononukledren Zellen und Monozyten der
Studienpatienten, nachdem mir die Isolation von Monozyten aus septischen Patienten

gelungen war.
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2. EINLEITUNG

2.1. Sepsis und septischer Schock als ungesteuerte inflammatorische
Antwort des menschlichen Organismus auf die Konfrontation mit

Keimen und Toxinen — Definition und Pathophysiologie

Trotz der Fortschritte in der Intensivmedizin sind Sepsis und septischer Schock weiterhin mit
einer hohen Mortalitdt von 30 bis 60 % vergesellschaftet (1, 2, 3) bei einer seit 1930 stetig
zunehmenden Inzidenz (4). Bislang existiert keine weltweite Statistik beziiglich der
Morbiditit, aber allein in den USA kam es in dem Beobachtungszeitraum von 1979 bis 2000
zu einem Anstieg von 164000 Fillen (das entspricht 82.7 Sepsiskranken von 100000
Einwohnern) auf nahezu 660000 Félle (entsprechend 240.4 Kranken von 100000
Einwohnern) jdhrlich, dies bedeutet eine jdhrliche Steigerung der Inzidenz um 8.7 % (5).
Sepsis  repriasentiert die héufigste Todesursache auf den nichtkardiologischen
Intensivstationen (6, 7). Die ansteigende Sepsisinzidenz erkldrt sich unter anderem iiber die
Keimeinschwemmung durch invasivere diagnostische und therapeutische MaBBnahmen, durch
die steigende Zahl der chronisch kranken Patienten und durch den zunehmenden Einsatz
immunsuppressiver Behandlungsformen.

Anfang der 90er Jahre wurde eine Standardisierung der Terminologie vorgenommen,
nachdem bis zu diesem Zeitpunkt aufgrund der mangelnden Ubereinstimmung der Sepsis-
Diagnose die Patientenpopulationen zahlreicher Sepsisstudien variierten und so ein direkter
Vergleich der Ergebnisse nicht moglich war (8). Einen Uberblick iiber Terminologie und
deren Definitionen - in Anlehnung an die ACCP/SCCM Consensus Conference von 1991 -
soll Tabelle 1 geben (9).

Nach der ,International Sepsis Definitions Conference 2001“ wird Sepsis iiber das
Vorhandensein folgender Kriterien der systemischen Inflammation als Anwort auf ein
auslosendes infektioses Agens definiert: allgemeine Verdnderungen (Fieber, Hypothermie,
Tachykardie, Tachypnoe, Bewusstseinsinderung, signifikantes Odem/Volumenretention,
Hyperglykdmie), Zeichen der Inflammation (Leukozytose oder Leukopenie, > 10 % unreife
Zellformen, erhohtes CRP, erhohtes Procalcitonin), Probleme der Himodynamik (arterielle
Hypotension, Cardiac Index > 3.5 I/(min x m?)), Organdysfunktion (artericlle Hypoximie,
akute  Oligurie, Kreatininanstieg, = Gerinnungsstéorungen, Ileus, = Thrombopenie,

Bilirubinanstieg) und gestorte Gewebeperfusion (Laktatanstieg, verminderte kapilldre
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Wiederfiillung, Marmorierung) (10). Mit dem Beginn eines infektionsortfernen
Organversagens wird von schwerer Sepsis gesprochen, das Vorliegen einer Hypotension oder
die Notwendigkeit des Einsatzes von vasopressorischen Agenzien kennzeichnet den Beginn
des septischen Schocks. Wéhrend der septische Schock die Haupttodesursache in der
Frithphase der Sepsis darstellt und in 20 - 50 % der Sepsisfille auftritt, steht im Spatstadium
die Letalitdt auf dem Boden der Entwicklung eines MODS/MOF (MODS = multiple organ
dysfunction syndrome; MOF = multiple organ failure) im Vordergrund (11, 12).

Tabelle 1: Definitionen in Anlehnung an .,ACCP/SCCM consensus conference”, 1991 (9)

Infektion Ein mikrobielles Phdnomen, charakterisiert durch eine
inflammatorische Antwort auf die Prisenz von Mikroorganismen oder
die Invasion von normalerweise sterilem Gewebe durch diese
Organismen.

Bakteriimie Der Nachweis von lebensfahigen Bakterien im Blut (Beschreibung des
Nachweises anderer Organismen in gleicher Weise, z. B., Fungimie,
Virdmie etc.).

SIRS Die systemische inflammatorische Antwort auf eine Vielzahl von
schweren Ereignissen, einschlieBlich Infektion, Pankreatitis, Ischdmie,
Multitrauma und Gewebsverletzung, himorrhagischer Schock,
immunologische Stimulation und exogene Verabreichung von
inflammatorischen Mediatoren wie TNF-a oder anderen Zytokinen.

Sepsis Die systemische Antwort auf Infektion. Diese Antwort ist mit SIRS
identisch, auBer dass sie durch eine Infektion bedingt ist.

Schwere Sepsis Sepsis, die mit Organdysfunktion, Perfusionsabnormalitéten oder
Hypotension assoziiert ist.

Septischer Schock  Sepsis mit Hypotension trotz addquater Fliissigkeitssubstitution, in
Verbindung mit Perfusionsabnormalititen.

MODS Verinderte Organfunktion in einem akut kranken Patienten, so dass
Homoostase nicht ohne Intervention aufrechterhalten werden kann.
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In zahlreichen experimentellen Modellen sowie unter klinischen Bedingungen konnte eine
unkontrollierte Freisetzung einer Fiille von proinflammatorischen und potentiell
autotoxischen Mediatoren gefunden werden (13, 14, 15). Der Tatsache, dass eine solche
systemische inflammatorische Antwort nicht allein durch eine mikrobielle Invasion bedingt
ist, sondern vielmehr eine Antwort auf verschiedene Arten der Gewebsverletzung darstellt,
wird Rechnung getragen durch den Begriff ,,systemic inflammatory response syndrome”
(SIRS). So ist die Entstehung einer systemischen inflammatorischen Reaktion auch im
Rahmen eines groBen operativen Eingriffs, nach Polytrauma sowie nach Verbrennungen
beschrieben (16, 17). Einen Uberblick iiber die Ausldser von SIRS und Sepsis und den
Zusammenhang beider gibt Abbildung 1.
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Abbildung 1: Die Beziehung zwischen SIRS, Sepsis und Infektion

Im Vordergrund der Initiierung einer Sepsis steht die Bakteridmie. Trauma, Verbrennungen,
operative Eingriffe und andere schwere Gewebsverletzungen sind ebenfalls in der Lage, in
eine ausgeprdgte sytemische inflammatorische Reaktion - das SIRS (systemic inflammatory
response syndrome) - zu miinden [Abb. verdndert aus Bone, R. C., et al.. Chest 1992. (9)].

In den vergangenen Jahren erlangte das Procalcitonin — das Propeptid des Calcitonin - als
laborchemischer Parameter neben dem C-reaktiven Protein eine zunehmende klinische
Bedeutung, erlaubt es bei SIRS sowie ARDS eine Differenzierung zwischen infektidser und
nicht-infektioser Genese. Wéhrend das Maximum des CRP erst nach 48 Stunden erreicht
wird, bietet das Procalcitonin dieses bereits nach 24 Stunden und dient damit als ,,schneller

Marker*.
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Im Gesunden ist eine komplexe und streng regulierte Kaskade immunologischer Faktoren -
sowohl zelluldrer als auch humoraler Herkunft - fiir die Abwehr von invasiven Organismen
verantwortlich.

Die pathophysiologische Sequenz der Sepsis ldsst sich vereinfachend in 3 Stadien

zusammenfassen:
1. Einschwemmung von Keimen und Toxinen
2. Zytokinfreisetzung
3. Aktivierung sekundédrer Mediatorsysteme und damit verbundene

Mikrozirkulationsstorungen und Zellschadigung.

Monozyten spielen eine zentrale Rolle wéahrend der Sepsis, konnen sie auf die Stimulation
durch frei werdende Bakterienprodukte wie Endotoxin, Exotoxine, Superantigene oder
Lipoteichonsdure normalerweise protektive inflammatorische Mediatoren in einem solchen
Umfang freisetzen, dass sie damit letztendlich Hyperinflammation und Schéidigung des
Wirtsorganismus initiieren (18).

In die inflammatorische Antwort sind polymorphkernige Neutrophile in doppeltem Sinne eng
eingebunden: Sie reprédsentieren die erste Linie der Verteidigung gegen eine mikrobielle
Invasion und besitzen gleichzeitig das Potential, schwerste Gewebsdestruktionen herbeifiihren

zu konnen (14, 19).

Endotoxin Exotoxin
iy {

Monozyten Lymphozyten
L 4 3
Zytokinfreisetzung

L 10 1

Sekundére Polymorphkernige
Mediatoren:  mit Bildung von Lipidmediato
Sauerstoffradikalen etc.
Komplement-,
Gerinnungsfaktoren etc.

Abbildung 2: Ubersicht der pathophysiologischen Sequenz der Sepsis

[Abb. verdndert aus Grimminger, F., Mayer, K., und Seeger, W.. 1997. Gibt es eine
gesicherte Immuntherapie bei der Sepsis? Internist 38:541-552.]
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In zahlreichen Arbeiten konnte dokumentiert werden, dass parallel zur inflammatorischen
Antwort auf ein auslésendes Ereignis eine antiinflammatorische Reaktion initiiert wird, die
von Bone et al. unter dem Begriff ,,compensatory anti-inflammatory response syndrome”
(CARS) subsumiert wird (20). Die Hochregulation der antiinflammatorischen Zytokine, die
Beeintrachtigung der Neutrophilenfunktionen und die Inaktivierung der Monozyten fithren zu
einer verminderten Abwehr des Organismus und einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber
Sekundérinfektionen (21-26). Fiir den Ubergang von der iiberschieBenden Hyperinflammation
der Sepsis in das Stadium der Immunparalyse gibt es klinische Zeichen: So kommt es im
Verlauf der Sepsis zu Pilzinfektionen, die ein immunkompetenter Organismus ohne
Schwierigkeiten eliminieren konnte. Es treten rezidivierende und persistierende bakterielle
Infektionen auf, die den Verlauf der Erkrankung protrahieren. Des Weiteren werden eine
Tuberkulinanergie bei vorbestehender positiver Tuberkulinreaktion sowie eine verminderte
kutane zelluldre Immunreaktion gefunden. Als Hinweis auf eine gestorte Immunkompetenz
kann auch gewertet werden, dass es bei Patienten, die Transplantattriger sind, trotz
Unterbrechung der medikamentésen Immunsuppression in der Regel =zu keiner

AbstoBungsreaktion kommt.

Das Verstindnis der Sepsis wird insbesondere dadurch erschwert, dass es sich bei dieser
systemischen Hyperinflammation nicht um ein uniformes Geschehen handelt. Die zahlreichen
beteiligten zelluliren und humoralen Effektoren stehen zwar in vielfachen
Wechselwirkungen, jedoch kommt es keinesfalls zu einer immer gleichformigen Aktivierung.
Vielmehr stehen je nach Erreger, Eintrittspforte und Grunderkrankung des Organismus
unterschiedliche Mediatoren im Vordergrund. Hier sei das Beispiel der Granulozyten und
ithrer Rolle im Rahmen der Auslosung pulmonalvaskulédrer Lésionen genannt: Thr ,,Sticking”
in der Endstrombahn der Lunge zihlt zu den frilhsten Phidnomenen, die dem
Intensivmediziner im Rahmen der Sepsis begegnen und das Bild eines ARDS (adult
respiratory distress syndrome) begleiten. Andererseits wird das Vollbild der ,,septischen
Lunge” auch im Rahmen schwerer Infektionen bei Patienten mit Agranulozytose gefunden.
Ebenso konnte in experimentellen Untersuchungen am Beispiel der Lunge gezeigt werden,
dass das Vollbild eines septischen Organversagens durch bakterielle Toxine selbst unter

Umgehung der zirkulierenden koérpereigenen Mediatoren ausgeldst werden kann (27).
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An dieser Stelle mochte ich zwei Komplikationen im Vollbild der Sepsis vorstellen, die den

Verlauf und die Mortalitit entscheidend bestimmen:

Septischer Schock

Der septische Schock ist durch eine eintretende arterielle Hypotonie gekennzeichnet. Dieser
Kreislaufstorung liegen zahlreiche, in der Sepsis gebildete Mediatoren zugrunde. Eine
besondere Rolle spielen die synthetisierten Kinine und das Stickstoffmonoxid (NO), letzteres
stellt moglicherweise den Hauptmediator der Endotoxin-mediierten Hypotension dar.
Wihrend die Expression der cNOS, einer NO-Synthase, die der Mikrozirkulationssteuerung
und Aggregationshemmung dient, konstitutiv erfolgt, ist die Expression von iNOS
induzierbar: Auf die Stimulation mit Endotoxin und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) erfolgt
eine gesteigerte Expression dieser Synthase und damit eine verstirkte Vasodilatation und
gesteigerte Gefdpermeabilitdt. Daraus resultiert ein Mismatch mit Perfusionsfehlverteilung
und Shuntperfusion (28). Diese duBlert sich in der Lunge als ,Perfusions-Ventilations-
Verteilungsstorung® mit schwerwiegenden Folgen fiir den Gasaustausch. In zahlreichen
peripheren Organen fiihrt die Fehlverteilung der Perfusion zu einer vermehrten Durchblutung
einzelner Kapillarstrecken bei Minderdurchblutung anderer Kapillaren und damit zu einer
Fehlversorgung der Peripherie. Die Verdnderung der Vasomotion &ufBlert sich in der
pulmonalen Strombahn als prd- und postkapillire Widerstandserhohung mit Anstieg des
pulmonalvaskuldaren Widerstands und Erhohung des mikrovaskuldren Filtrationsdrucks. In
den Endstrombahngebieten der anderen Organe kann der Gesamtwiderstand sowohl ansteigen
als auch abfallen. Bei bevorzugter postkapillarer Vasokonstriktion resultiert ein ,,Pooling® des
Bluts in der Peripherie: Eine vermehrte Odembildung aufgrund einer Erhohung des

mikrovaskuldren Drucks im vorgeschalteten Kapillarbett ist die Folge.

Organversagen im Rahmen einer gestorten Mikrozirkulation

Eine systemische inflammatorische Reaktion des Organismus induziert eine Vielzahl von
pathophysiologischen Antworten in verschiedenen Geweben und Organsystemen. In der
Entwicklung des Organversagens spielen zirkulatorische Dysfunktion, Leukozyten-induzierte
Gewebsverletzung und Aktivierung der Koagulation mit der moglichen Entstehung einer
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC = disseminated intravascular coagulation) eine
entscheidende Rolle.

Der Schock, gleichgiiltig welcher Genese, fiihrt letztendlich immer zu einer Stérung der

Mikrozirkulation, welche die verschiedenen Organe gleichzeitig betrifft (29). Aufgrund der
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inadidquaten Durchblutung der Kapillaren werden dem Gewebe nur unzureichend Sauerstoff
und Substrate angeboten und anfallende Metabolite nur unvollkommen abtransportiert. So
kommt es zur Hypoxie mit metabolischer Azidose und Laktatanstieg sowie zum Abfall der
Sauerstoffaufnahme des Gesamtorganismus. Folge ist eine schwere Funktionsstérung der
betroffenen = Organe  mit  Ausbildung von  Zellnekrosen. Diese  schweren
Organfunktionsstorungen konnen letztendlich in ein MOF miinden, das in 30 % der

Sepsisfille eintritt (3).

Demnach stellt das Bild der Sepsis ein sehr komplexes systemisches Krankheitsgeschehen
dar, in das neben einem infektiosen Agens zahlreiche humorale und zelluldre Systeme der

korpereigenen Abwehr und nahezu alle Organsysteme involviert sein konnen.

2.2. Wirkung bakterieller Toxine und anderer bakterieller Produkte

Die Einschwemmung von Keimen und Toxinen — wie bereits beschrieben - steht am Beginn
der Sepsis. Im Gegensatz zu Bakterien initiieren Viren, Pilze und Parasiten deutlich seltener
eine Sepsis. Wihrend dem Endotoxin der gramnegativen Bakterien als hdufigster Ausloser
von Bakteridmien besonderes Interesse galt, zeigte sich in den vergangenen Jahren eine
zunehmende Inzidenz grampositiver Bakteridmien sowie Fungidmien (30, 31). Der Anstieg
der Sepsisrate auf dem Boden einer Pilzinfektion wird in den USA fiir den Zeitraum von 1979
bis 2000 auf 207 % beziffert. Eine retrospektive Studie in den USA hob eine Zunahme der
grampositiven Infektionen seit 1987 hervor (5). Eine Studie von Bone et al. dokumentierte
einen letalen Ausgang in 67 % der grampositiven, in 46 % der gramnegativen Septikdmien.
Ein Schockereignis trat in 33 % der grampositiven, in 21 % der gramnegativen Sepsisfille auf
(32, 33).

Da grampositive Erreger kein Endotoxin in ihrer Zellwand aufweisen, jedoch das typische
Bild der Sepsis hervorrufen konnen, ist von einer dem Endotoxin dhnlichen Wirkung der

Exotoxine und weiterer bakterieller Produkte, wie der Lipoteichonsdure, auszugehen.

Infektion ist dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien die endo-epithelialen Schranken des
Wirtsorganismus {iberwinden. Die Entwicklung und das AusmaBl der resultierenden
Erkrankung ist von der Immunkompetenz und Abwehrbereitschaft des infizierten

Makroorganismus sowie der Vermehrungsfihigkeit und Virulenz des eingedrungenen
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Mikroorganismus abhédngig. Eine entscheidende Rolle spielen die sog. Virulenzfaktoren, die
in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: Die zellwandstindigen Oberflichenmolekiile,
welche die Adhédsion des Bakteriums, dessen Kolonisation und dessen Resistenz ermoglichen,
und die toxischen Sekretionsprodukte, die zur Schiadigung des Wirtsgewebes oder zur
Irritation der zelluliren Komponenten des Immunsystems fiithren. Letztere konnen iiber den
primiren Infektionsherd hinaus in andere Zirkulationsbereiche gestreut werden und dort auch
noch nach Ausschaltung der Mikrobe Symptome verursachen.

Der eukaryonte Wirtsorganismus hat an immunkompetenten Zellen Rezeptorstrukturen
ausgebildet, mit deren Hilfe er die prokaryonte Invasion friihzeitig erfassen und mit einer
Immunaktivierung beantworten kann. Damit wirkt das Bakterium einerseits iiber eine
unmittelbare Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle und setzt durch die Bildung von
Stoffwechsel- und Zerfallsprodukten eine protektive Entziindungsreaktion in Gang.
Andererseits kann die Sekretion destruktiver Faktoren zur Schidigung des Wirtsorganismus
fithren.

Es werden unterschiedliche  Substanzklassen der inflammatorisch  relevanten
Bakterienprodukte unterschieden. Formylpeptide, zu welchen fmlp (N-Formyl-Methionyl-
Leucyl-Phenylalanin) gerechnet wird, entstehen im Rahmen der Synthese und dem Zerfall
von Zellwandkomponenten der Bakterien (35). Sie sind chemotaktisch wirksam und fiihren
am  Ort ihrer  Freisetzung zu  einer raschen  Granulozytenansammlung.
Degranulierungsreaktion, Sauerstoffradikalen-Bildung und Synthese von Lipidmediatoren
sind die Folge. Die gebildeten Mediatoren kdnnen eine Perpetuierung der inflammatorischen
Entziindungsreaktion induzieren (36). Nach Bindung an den entsprechenden Rezeptor auf den
Granulozyten und Makrophagen 16sen die Formylpeptide iiber die G-Protein-vermittelte
Aktivierung einer membranstindigen Phospholipase C dieser Zellen eine Signaltransduktion
aus (37).

Exotoxine sind ein weiterer elementarer Faktor der bakteriellen Pathogenitét (9). Zu ihnen
zéhlen die porenbildenden Exotoxine (Streptolysin O, Staphylokokkus a-Toxin, Zytotoxin
von Pseudomonas aeruginosa, Himolysin von Escherichia coli) (39, 40). Durch die ausgeldste
Porenbildung kommt es zu einer gestdrten Membranintegritidt mit Permeabilititserhohung und
einem anschlieBenden ungesteuerten Kalziumeinstrom in die Zelle, wodurch {iber eine
Aktivierung intrazelluldrer Transduktionsmechanismen die Zellantwort inititert wird. Das
Hdamolysin von Escherichia coli bettet sich bei Auftreffen auf die Zielzelle - PMN und
Endothelzellen sind bevorzugte Angriffsziele - in deren Lipiddoppelschicht ein und

verursacht so eine Membranpermeabilisierung (41). Zu erwdhnen sind die erst seit einigen
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Jahren identifizierten Superantigene, die von invasiven Staphylokokken, den
Hauptverursachern der grampositiven Sepsis, sezerniert werden (42). Sie vermitteln eine
bakteriell-lymphozytére Interaktion und schlieen das Kontrollsystem der Lymphozyten kurz,
indem sie die HLA-Klasse II-Molekiile der Antigen-prisentierenden Monozyten mit dem
Antigen-Rezeptor der T-Lymphozyten iiberbriicken. Hierdurch kommt es zu einer
Aktivierung von nahezu 25 % aller Lymphozyten und einer Uberschwemmung der
Zirkulation mit immunregulatorischen Zytokinen. Ein konventionelles Antigen aktiviert im
Vergleich dazu nur etwa 0,01 % der T-Lymphozyten.

Eine entscheidende Rolle in der gramnegativen Bakteridmie wie auch in der experimentellen
Forschung spielt das Endotoxin, auch Lipopolysaccharid (LPS) genannt, das aus
Zellwandbestandteilen gramnegativer Bakterien bei deren Zellteilung und Zerfall hervorgeht.
Endotoxin wurde erstmals 1892 von Richard Pfeiffer als hitzestabiler Bestandteil von Vibrio
cholerae beschrieben (43). Es besteht aus einem variablen Polysaccharidteil und einer
Lipidkomponente, dem Lipid A, der eigentlich biologisch aktiven Komponente des
Endotoxins. Das Lipid A 16st bereits in geringer Menge eine Vielzahl relevanter Symptome
aus: Fieber, Hypotension, Tachykardie, Tachypnoe, disseminierte intravasale Koagulation
und Multiorganversagen (44). Die Antwort des Wirtsorganismus auf das LPS wird unter
anderem von Zytokinen und Lipidmediatoren vermittelt, die von Granulozyten,
Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen und T-Zellen auf Stimulation freigesetzt werden
(45-51).

LPS reagiert iiber den membrangebundenen, Phosphoinositol-verankerten CD14-Rezeptor,
der von Zellen der myeloiden Zellreihe exprimiert wird (52). Nach der Bindung von LPS an
CD14 erfolgt die durch den Toll-like-Receptor (TLR) mediierte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor «B) und damit die Transkription
inflammatorischer Mediatoren (53). Die Wirkung des LPS wird durch das LPS-bindende
Protein (LBP) und die 16sliche Form des CD14-Rezeptors (sCD14) modifiziert. LBP steigert
die Bindung an den CD14-Rezeptor (54), sCD14 besitzt eine Endotoxin neutralisierende
Funktion, seine Anwesenheit ermoglicht aber auch die Stimulation von CD14-negativen
Zellen (z. B. Endothelzellen) (55). LPS wird eine Induktion der TNF (Tumor-Nekrose-
Faktor)- und IL (Interleukin)-1-Expression und Expression weiterer Mediatoren durch

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zugeschrieben (53).
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2.3. Zirkulierende humorale Effektoren der Imnmunantwort in der Sepsis

2.3.1. Das Komplement-System

Unter inflammatorischen Bedingungen spielen einzelne Komplementfaktoren eine bedeutende
Rolle. Das aktivierte C5a agiert als granulozytires Chemotaxin und als Induktor der
Neutrophilenadhésion, der Sauerstoffradikalen-Bildung und der Lysozymfreisetzung (56). Es
konnte ein Zusammenhang zwischen einem Anstieg der Plasmakonzentration des C5-C9-
Komplexes - einem stabilen Endprodukt der Komplementaktivierung - und der Entwicklung
eines ARDS in Sepsispatienten aufgezeigt werden (57, 58).

In zahlreichen inflammatorischen Geweben finden sich Ablagerungen des C5b-C9-
Komplexes, der durch die Synthese von extrazelluldrer Matrix und Aktivierung von
Kollagenasen in die Bildung von Narbengewebe und in Gewebsdestruktion involviert ist.
C5b-C9-Mangelzustinde miinden in eine reduzierte inflammatorische Antwort oder in einen
abgewandelten Zeitablauf der Inflammation (59). Es konnte gezeigt werden, dass C5b-C9 ein
Mediator der Zytokinkaskade ist (60-62) und, ebenso wie C5b-C8, die Eicosanoidfreisetzung
aus einer Vielzahl von Zellen triggert (63). Der Mechanismus ist bislang nicht vollstindig
geklart. Nachgewiesen werden konnte eine Initiierung des Phospholipid-Umsatzes, ein
Anstieg des intrazelluliren Kalziums (64), eine Aktivierung von Proteinkinase C und G-
Proteinen (65), eine Synthese von Sauerstoffradikalen (60) und Kollagen IV sowie
Kollagenase (66, 67), eine gesteigerte Expression der Komplement-Regulatorproteine DAF
(decay-accelerating factor) und C8bp (C8 binding protein) im Sinne einer negativen
Riickkopplung durch Limitierung der weiteren Komplement-gesteuerten Zellstimulation (60,
64-70). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Komplementkomplexe potente Stimulatoren
zahlreicher Zellfunktionen sind, dass der C5b-C9-Komplex an der Induktion -einer
inflammtorischen Antwort sowie an ihrer Perpetuierung und Progression zu einem

chronischen Geschehen beteiligt ist.

2.3.2. Die Gerinnungskaskade

Einen wichtigen Schutzmechanismus bei Gewebsverletzung oder bei Schidigung eines

Blutgefales stellt die Balance zwischen Koagulase- und Fibrinolyse-System dar. Wahrend

einer Infektion kdnnen inflammatorische Mediatoren der Mikroben und des Wirtsorganismus
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zu einer Modulation und damit zu einem Ungleichgewicht beider Systeme fiithren, was

letztendlich in eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) miinden kann (71, 72).

Die Antwort auf eine Endotoxindmie besteht in einer Hyperkoagulabilitit und wird durch den
extrinsischen Pfad der Koagulation verursacht, wéhrend das intrinsische System zwar durch
das Kontaktsystem aktiviert wird, sich jedoch nicht an einer Steigerung der Koagulation
beteiligt, sondern vielmehr durch Bildung der Kinine, insbesondere des Bradykinins, zur
irreversiblen und letalen Hypotension in der Sepsis fiihrt (73). Kinine sind potente Induktoren
von Fieber, Schmerz und Hypotension (74, 75), ihnen werden auch inflammatorische
Funktionen zugeschrieben (76). Bakterien triggern die Freisetzung dieser reaktiven
Gewebshormone und besitzen damit eine Strategie, die ihnen eine Penetration und ein Streuen
im Gewebe ermdglicht. Die Rolle des Kontaktsystems in der himodynamischen Entgleisung
wiahrend der Sepsis wird anhand von Tierexperimenten bestitigt, die zeigen, dass eine
Blockierung dieses Weges die Tiere vor der Ausbildung einer irreversiblen Hypotension

schiitzt und ihr Uberleben verlingert (77).

In Tierexperimenten konnte dokumentiert werden, dass Infusionen mit Endotoxin oder
lebenden Bakterien nicht nur die inflammatorischen Kaskaden, sondern auch die
Koagulationsmechanismen aktivieren kénnen (73, 78). Endotoxin und TNF-a koénnen die
Synthese des Tissue-Faktors (TF), einem entscheidenden Initiator der Aktivierung des
extrinsischen Weges der Gerinnung, durch polymorphkernige Neutrophile (PMN) und
Monozyten steigern (79-81). Auf dem Boden einer Bildung und Aktivierung von
Koagulationsfaktoren =~ werden zahlreiche inflammatorische Reaktionen ausgelost:
Leukozyten-Rekrutierung, Zytokin- und Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung, Bildung von
reaktiven Sauerstoffmetaboliten (82, 83). Thrombin wird neben seiner prokoagulatorischen
Eigenschaft durch Bildung von Fibrin und Plittchenaggregaten eine proinflammatorische
Funktion zugeschrieben: Es ist der Hauptmediator der Endothelzell- und Leukozyten-
Aktivierung, bedingt durch eine gesteigerte Zytokinsynthese (84). Durch eine {iberschieBende
Bildung dieses Faktors kommt es neben einer Hyperkoagulabilitit zu gesteigerter

Leukozytenadhésion und vaskuldrer Dysfunktion.

Entscheidend fiir einen geordneten Ablauf der Gerinnung und ihre Begrenzung auf den Ort
der Schidigung ist ein ausgeglichenes Verhéltnis zwischen prokoagulatorischen Enzymen und

ihren Inhibitoren, die gleichzeitig aktiviert werden. Bei Storung dieses Gleichgewichts -
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entweder durch eine unkontrollierte Koagulation oder durch eine gestorte Fibrinolyse — ist
eine effiziente Wundheilung aufgrund der Unfdhigkeit der Fibrinbildung behindert oder eine
Organischdmie mit anschlieBendem Organversagen aufgrund einer {iberschieBenden

Fibrindeposition in den GefdBlen die Folge.

Eine positive Riickkopplung zwischen Gerinnungssystem und prokoagulatorischen Zytokinen
sowie ein Mangel der im Plasma vorkommenden Koagulationsinhibitoren sind
moglicherweise fiir die Entwicklung einer disseminierten intravasalen Koagulation wihrend
der Sepsis verantwortlich. Diese Gerinnungskomplikation ist gekennzeichnet durch eine weit
verbreitete Deposition von Fibrin in den GefaBBsystemen (85). Folge sind thrombotische
Verschliisse kleiner und mittlerer BlutgefiBe sowie die mogliche Entwicklung eines
Multiorganversagens. Parallel dazu flihrt der Verbrauch und anschlieBende Mangel an
Thrombozyten und Koagulationsproteinen zu schweren Blutungskomplikationen, dem
dominierenden Symptom der Patienten mit DIC. Aufgrund des Nebeneinanders von
Gerinnungsvorgingen und Blutungen ist die Wahl des therapeutischen Ansatzes erschwert.

Bakterielle Infektionen, insbesondere die Sepsis, stellen die hdufigste Ursache der DIC dar. In
30-50 % der Sepsisfille kommt es zu einem Auftreten dieser Komplikation (86). Eine Arbeit
von Levi et al. konnte zeigen, dass die systemische Freisetzung von Zytokinen eine wichtige
Rolle in der Entwicklung der DIC spielt (73). Abbauprodukte des Fibrinogens triggern die
Freisetzung von Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-6) und Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor (PAI-1) aus Monozyten und Makrophagen. Wéhrend IL-1 und IL-6 einen additiven
Gefilendothelschaden induzieren, inhibiert das entstehende PAI-1 die fibrinolytische
Aktivitét, die durch die Freisetzung von Plasminogen-Aktivatoren aus Endothelzellen bedingt

ist. Dies hat eine verstirkte Thrombusbildung zur Folge (87-89).

In experimentellen Modellen konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der maximalen
Stimulation des Koagulationssystems das fibrinolytische System nahezu ausgeschaltet ist.
Ein entscheidendes Ziel zur Verbesserung der Prognose in der Sepsis ist die Inhibition der

Entwicklung einer DIC.
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2.4. Zirkulierende zellulire Komponenten der Immunantwort und ihre

Mediatoren in der Sepsis

Den zelluldren Komponenten der inflammatorischen Antwort zuzuordnen sind in erster Linie
Monozyten/Makrophagen, polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sowie
Lymphozyten, aber auch ortsstindige Zellen wie Endothelzellen. Durch ihre Aktivierung im
Rahmen einer systemischen inflammatorischen Reaktion werden sie in unterschiedlicher
Intensitdt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten stimuliert. Diese Zellen konnen sich, je nach
Art des stimulierenden Agens und ,Primings” (das Induzieren eines voraktivierten
Zustandes), durch eine Vielzahl von Mediatoren variierend in das inflammatorische
Geschehen einbringen. Aufgrund ihrer Fahigkeit, vasoaktive Mediatoren zu bilden, sind
ebenfalls Thrombozyten in diesem Zusammenhang zu nennen.

Nach dem Friihstadium, gekennzeichnet durch die systemische Freisetzung von Endotoxin
oder Exotoxin durch invasive Mikroorganismen und die dadurch bedingte Storung der
Immunantwort im Wirtsorganismus, kann die Sepsis in ein protrahiertes Stadium - das
chronische Sepsissyndrom - miinden, in dem ein definitiver Erregernachweis meist nicht mehr
gelingt. Vielmehr diktieren nun sekundédre Faktoren das Geschehen. Eine Schliisselrolle wird

hier den Zytokinen zugeschrieben.

2.4.1. Mononukleire Zellen

In dieser Gruppe werden Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten sowie Vorlduferzellen
zusammengefasst, welche die wichtigste Quelle fiir ein breites Spektrum an Zytokinen sind:
Interleukine, Interferon (IFN)-a, IFN-B, IFN-y, TNF-a, TNF-p, Wachstumsfaktoren, Kolonie-
stimulierende Faktoren (CSF = colony stimulating factor, wie G-CSF, GM-CSF etc.) und
Chemokine.

Zytokine werden ebenso in einer Reihe weiterer Zellen synthetisiert: in Neutrophilen,

Fibroblasten, Endothelzellen u. a..

Zytokine sind niedermolekulare Glykoproteine, die als interzelluldre Botenstoffe (messenger)
agieren und im Rahmen ihrer pleiotropen Wirkung (auto-, para- und endokrin) der Regulation
des zelluldren und humoralen Zusammenspiels dienen. Nach Rezeptorokkupation durch das

Zytokin wird eine Signaltransduktion in der Effektorzelle mit Bildung von intrazelluldren
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Botenstoffen, sog. ,,Second messenger”, induziert. Die Sensitivitit einer Effektorzelle
gegeniiber einem bestimmten Zytokin hingt unter anderem von der Anzahl der zur Verfiigung
stehenden Zytokinrezeptoren ab (90).

Anhand ihrer Wirkungen werden proinflammatorische von antiinflammatorischen Zytokinen
unterschieden. Erkennt der Organismus, dass aufgrund eines infektidsen oder traumatischen
Ereignisses eine Immunantwort notwendig ist, leitet er die Bildung proinflammatorischer
Mediatoren ein, die zelluldre Antwortmechanismen anstoBen. Wiahrend lediglich geringe
Konzentrationen erforderlich sind, um pathogene Organismen zu bekdmpfen und einen
Heilungsprozess zu fordern, kommt es in der Sepsis zu einer iiberschieBenden Produktion
inflammatorischer Zytokine. Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a) und Interleukin 1 beta
(IL-1B) werden den priméren, die inflammatorische Kaskade initiierenden Zytokinen
zugeordnet (91). Im weiteren Verlauf schlieft sich die Bildung antiinflammatorischer
Zytokine an, zu denen Interleukin 10, TGF-f (tissue growth factor beta), Interleukin 4 und

Interleukin 13 gehoren.

2.4.1.1. Proinflammatorische Zytokine

INF-a

In experimentellen Modellen kann durch die Gabe von TNF-a ein sepsisdhnliches Bild
induziert werden und durch den Einsatz bei gesunden Probanden waren der Sepsis dhnliche
Anderungen in Himodynamik und Gerinnung zu dokumentieren (92-94). Ist die
Konzentration von TNF-a und der von ihm induzierten proinflammatorischen Zytokine grof3
genug, konnen sie in der Zirkulation gefunden werden, wo sie die Aktivierung von Zellen -
wie Lymphozyten und Monozyten - auslosen. Diese lassen letztendlich durch die Bildung
weiterer Mediatoren das Geschehen zu einer systemischen Reaktion anwachsen. Die Hohe
des TNF-Plasmaspiegels zeigte in der Studie von Cannon et al. eine deutliche Korrelation mit
der Schwere der Erkrankung (95).

Eine generalisierte Wirkung von TNF-a beruht auf der Hemmung der Lipoproteinlipase-
Aktivitdt, was iiber einen ldngeren Zeitraum zur Kachexie fiihrt, daher das verwendete
Synonym ,,Cachectin”. TNF-a aktiviert die Synthese weiterer proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1, IL-6 und IL-8 und die Expression von Oberflichen- und Adésionsmolekiilen (96).
Es steigert die Adhédsion der PMN auf Endothelzellen und trigt damit zum entscheidenden
Schritt einer generalisierten endothelialen Inflammation in der Sepsis bei, die in eine

zunehmende vaskuldre Hyperpermeabilitit und in einen Schaden von Organsystemen miindet
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(97). TNF-o erhoht die prokoagulatorische Aktivitit des Endothels und induziert die
Entstehung weiterer inflammatorischer Mediatoren, die das Inflammationsgeschehen
perpetuieren: Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene, Plittchen-aktivierender Faktor,
Stickstoffmonoxid und reaktive Sauerstoffspezies (98-100). Die Wirkung von TNF-a bleibt
nicht nur auf die Zellen des Abwehr- und Gefillsystems begrenzt, denn es werden in

zahlreichen Organen TNF-a-Effekte gefunden (101-103).

Interleukin 1

IL-1B hat ein dem TNF-a sehr dhnliches Wirkungsspektrum, des Weiteren induziert es die
Freisetzung von Zytokinen wie TNF-a, IL-6 und IL-8.

IL-13 und TNF-a stimulieren die Synthese der FEicosanoide {iber eine gesteigerte
Transkription der sekretorischen Form der Phospholipase A, (sPLA;) sowie iiber eine
Hochregulation der Cyclooxygenase (COX)-Expression. Ebenso bewirken sie die Freisetzung
von Arachidonsdure (AA) aus dem Phospholipidpool. Durch eine Gabe von TNF-a im
experimentellen Ansatz wird eine Potenzierung der IL-1B-Effekte erzielt (104-106).

Interleukin 6

IL-6 spielt im septischen Krankheitsgeschehen ebenfalls eine entscheidende Rolle. Von
Fibroblasten, Monozyten, Endothelzellen, T- und B-Lymphozyten auf die Stimulation mit
LPS, TNF-o0, IL-1B und Interferon y gebildet (107, 108) fiihrt es in Hepatozyten zur
Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen. Zusitzlich beeinflusst es die Zellproliferation und
die Differenzierung zytotoxischer T-Zellen und induziert die negative Riickkopplung auf die

TNF-0- und IL-1-Freisetzung (109).

Interleukin 8 und Interferon y (IFN-y) werden ebenfalls wichtige inflammatorische
Eigenschaften zugeschrieben: IL-8 gehort zur Familie der Chemokine und fiihrt zu einer
Steigerung der Chemotaxis, Degranulierung und Sauerstoffradikalen-Bildung in neutrophilen
Granulozyten sowie zur Hochregulation endothelialer Adhdsionsmolekiile und damit der
transendothelialen Migration (110). IFN-y ist in die Regulation der Makrophagen-
Differenzierung und das Priming humaner Monozyten, die in Folge ein gesteigertes

Antwortverhalten auf eine LPS-Stimulation zeigen, involviert (111, 112).
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Um das AusmalBl der Entziindungsreaktion quantitativ und zeitlich zu begrenzen und
regenerative Prozesse zu ermoglichen, kommt es im Anschluss an die hyperinflammatorische
Primédrphase zu einer kompensatorischen hypoinflammatorischen Spétphase, die im
Krankheitsgeschehen der Sepsis durch eine ausgepriagte Hyporeaktivitit des Immunsystems -
die Immunparalyse - gekennzeichnet ist und in welche die antiinflammatorischen Zytokine
eng eingebunden sind (Abbildung 3). Nach Bone et al. wird dieser Zustand als CARS
bezeichnet (13).

TNF-0 IL-2 IL-12 IL-8 TGF-p IL-10
IL-1  IFN-y IL-6 IL-4 1IL-13

Immunstimulation
Immunsuppression

Hyper-
Inflammation

'Kontroll'-Bereich

Y

Immun-
paralyse

Abbildung 3: Postulierter biphasischer Verlauf des inflammatorischen Sepsisgeschehens

Unter der zeitlich versetzten Synthese pro- und antiinflammatorischer Zytokine kommt es als
Folge einer infektiosen Stimulation zu einem biphasischen Sepsisverlauf: Die initiale
hyperinflammatorische Immunantwort wird durch eine Immunparalyse mit ausgeprdgter
Hyporeaktivitit der Abwehrmechanismen des Organismus abgelost [Abbildung verdndert aus
Grimminger, F., Mayer, K., und Seeger, W.. Internist 1997].
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2.4.1.2. Antiinflammatorische Zytokine

Die zwei wichtigsten antiinflammatorisch wirksamen Zytokine sind Interleukin 10 (IL-10)
und Interleukin 13 (IL-13). Weitere antiinflammatorische Mediatoren auf Zytokinebene sind
in Zytokinrezeptor-Antagonisten (z. B. IL-1ra) und loslichen Zytokinrezeptoren (z. B.
sTNFR) vertreten.

IL-10 hemmt die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine aus Monozyten und
Makrophagen, reguliert den loslichen IL-1-Rezeptor-Antagonisten hoch und hemmt die
Bildung der induzierbaren NO-Synthetase (iNOS) und damit in Folge die NO-Produktion
(113). Vergleichbares gilt fiir IL-13 (114-116).

2.4.2. Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten, auch polymorphkernige Neutrophile (PMN) genannt, machen
etwa 55-65 % der zirkulierenden Leukozyten aus.

Neutrophile sind sehr stoffwechselaktiv und sowohl zur aeroben als auch zur anaeroben
Glykolyse befdhigt. Ihre Energiegewinnung erfolgt hauptséchlich durch anaerobe Glykolyse.
Damit besitzen sie die Fahigkeit, auch in anaerober Umgebung, wie zum Beispiel in
nekrotischem Gewebe, zu iiberleben, um dort an der Abwehr von Bakterien teilzunehmen.
Neutrophile Granulozyten stehen als mobile Effektorzellen in vorderster Linie der
unspezifischen Immunabwehr und dienen im Besonderen der primdren Abwehr von in den
Organismus eingedrungenen Mikroorganismen. Als antimikrobielle granulozytire
Mechanismen sind vor allem Phagozytose der Mikroben mit Phagosomenbildung und die
anschlielende intrazellulire Abtdtung zu nennen. Hierbei wirken sauerstoffabhingige und
sauerstoffunabhingige Mechanismen synergistisch (117). Entscheidend ist eine zuvor erfolgte
Aktivierung der Granulozyten durch die unterschiedlichsten Stimuli sowie ein Erreichen des
Ortes der Inflammation durch Transmigration und Chemotaxis. Fiir das ,,Spreading”, eine
Verformung der Granulozyten bei Adhédsion, die Transmigration, die Chemotaxis und die

Phagozytose sind die kontraktilen Strukturen des Zytoskeletts der Zelle von Bedeutung.

Die durch einen Stimulus ausgeldste Kaskade granulozytirer Reaktionen ist einerseits
essentiell fiir die Abwehr pathogener Mikroorganismen, andererseits kann eine inaddquate

Form der Neutrophilenaktivierung zur Gewebsschiadigung des Organismus fiihren (118).
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2.4.2.1. Chemotaxis und Transmigration

Im Rahmen des inflammatorischen Prozesses erfolgt durch Mediatorenbildung oder durch die
direkte Einwirkung eines mikrobiellen Stimulus (Exo- oder Endotoxin) die Aktivierung der
Granulozyten, die zunidchst am Endothel des betroffenen Kapillarbettes adhirent werden. In
zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der PMN-Endothelzellen-Adhésion ein sog.
»Rolling” der PMN auf den Endothelzellen (EC) vorausgeht. Dabei handelt es sich um einen
intermittierenden adhisiven Kontakt der Neutrophilen mit der endothelialen Oberfldche.
Hierbei spielen Adhdsionsmolekiile aus der Gruppe der Selektine eine entscheidende Rolle
(119). Das ,Rolling” der PMN wird durch Interaktion zwischen P-Selektin, das auf
aktivierten Endothelzellen exprimiert wird, und dem PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-
1), dem entsprechenden Gegenspieler auf der granulozytiren Zelloberfldche, moglich (120,
121). E-Selektin wird auf der Membran aktivierter Endothelzellen exprimiert und reguliert die
Adhision zwischen Blutzellen und dem Endothel (122).

Um eine vollstdndige Adhésion und anschlieBende Transmigration der PMN zu erreichen, ist
eine zweite Gruppe von Adhésionsmolekiilen notwendig. In den Granulozyten iibernimmt die
Familie der B,-Integrine diese Rolle (123). Diese Integrine sind auf der Membran der
neutrophilen Granula verankert und bilden die Liganden des interzelluldren
Adhisionsmolekiils 1 (ICAM-1), lokalisiert auf der endothelialen Zelloberflache (124).

Durch eine Aktivierung der Neutrophilen kommt es zur Fusion der Granulamembran mit der
Zelloberfliache, so dass eine zunehmende Expression der P,-Integrine auf der Zelloberfliche
resultiert. Parallel kommt es zu einer Aktivierung der Integrine, die nun mit einer hohen
Affinitdt an ICAM-1 binden konnen (125). Die Expression der Adhédsionsmolekiile ist durch
Zytokine wie Interleukin 1, TNF-o und Interleukin 8 modulierbar (126).

Aufgrund der sich ausbildenden reversiblen interendothelialen Liicken konnen die
Granulozyten den Intravasalraum verlassen (Transmigration) und entlang eines
Konzentrationsgradienten chemotaktisch aktiver Substanzen, die am Inflammationsort
gebildet werden, in Form gerichteter Bewegungen aktiv zum Infektionsherd wandern. Dieser
Vorgang wird als Chemotaxis bezeichnet (127). Chemotaktisch wirkende Metabolite sind
C5a, eine aktivierte Komponente des Komplement-Systems, und LTB4, die beide im Rahmen
der Antwort des Organismus auf Inflammation entstehen. Am Ende der Reaktionssequenz, die

in Abbildung 4 zusammengefasst ist, steht die Ingestion der infektidsen Partikel.
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Abbildung 4: Modell der leukozytiren Transmigration in inflammatorisches Gewebe

Dieses angenommene Modell basiert auf mindestens drei molekularen Interaktionen: Selektin,
Chemokinrezeptor und Integrin-CAM. Die im Blut und der Lymphfliissigkeit zirkulierenden
Leukozyten inspizieren die umgebende Endothelbarriere beziiglich spezifischer Signale, die
auf einen inflammatorischen Fokus hinweisen (Schritt 1). Ist ein solcher Fokus identifiziert,
bedarf es einer Reihe von Signalen, um ein Ubertritt der Leukozyten in das extravaskuliire
Gewebe zu ermdoglichen. Mit der Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren, wie
Interleukin 1, TNF, LPS, Thrombin oder Histamin, werden verschiedene Selektin-Liganden
rasch zur Plasmamembran der aktivierten Endothelzellbarriere verschoben. Selektine
mediieren das , Rolling” der aktivierten Leukozyten auf der Blutgefifswand, ihre
Geschwindigkeit verlangsamend (Schritt 2). Durch die Interaktion mit proadhdsiven Signalen
(Schritt 3), wie Proteoglycan- oder extrazelluldr gebundenen Chemokinen, werden die
Integrin-Molekiile auf der Leukozytenoberfliche von einem inaktiven in ein hochaktives
Stadium  gebracht, welches die Bindung der Leukozyten an  verschiedene
Zelladhdsionsmolekiile, die auf der Oberfliche der inflammatorischen Endothelzellen
exprimiert werden (wie ICAM-1, VCAM-1 u. a.), ermoglicht (Schritt 4). Zu diesem Zeitpunkt
wird das Leukozyten-Rolling unterbrochen — die stabile Adhdsion beginnt. Die adhdrenten
Leukozyten verteilen sich auf der aktivierten Endothelfliche und migrieren mit Hilfe von
Metalloproteasen und zahlreichen weiteren Agentien in das extravaskuldire Gewebe (Schritt
5). Die sich nun anschlieflende gerichtete Migration der Leukozyten vom Ort der niedrigeren
Chemokin-Konzentration —zum  Ort der  Chemokin-Bildung wird von  einem
Konzentrationsgradienten der l6slichen sowie Matrix-gebundenen Chemokine initiiert (Schritt
6) [Abbildung verdindert aus Taub, D. D.. 1996. Chemokine-Leukocyte interactions. In:
Cytokine & Growth Factor Reviews. Vol.7, No. 4, pp. 335-376].
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2.4.2.2. Phagozytose

Die Ingestion von Mikroorganismen bzw. deren Bestandteilen wird als Phagozytose
bezeichnet. Sie wird durch eine Opsonierung der bakteriellen Oberfliche mittels spezifischer
Immunglobuline oder Komplementfaktoren erleichtert.

Solange die Granulozyten im Blut zirkulieren, sind sie rund. Bei Kontakt mit einem Partikel
oder einer Oberfliche verdndern sie ihre Form: Sie beginnen sich auszubreiten
(sog. ,,Spreading”) und Zytoplasmafortsitze (Pseudopodien) in verschiedene Richtungen
auszubilden. Die Pseudopodien umgeben dann den Fremdkorper und verschmelzen
miteinander. Die entstandene Vakuole, auch Phagosom genannt, enthdlt den Fremdkorper.
Sobald das Phagosom in das Zellinnere gewandert ist, treten in der Zelle enthaltene
abgeschlossene sekretorische Kompartimente, sog. Granula, heran: Die Membranen der
Kompartimente verschmelzen miteinander und ihr Inhalt vermischt sich. Die Abtétung und
Verdauung der Mikrobe durch hydrolytische und bakterizide Substanzen sowie toxische
Sauerstoffspezies sind die Folge. Dabei bleibt stets eine Membran gegeniiber dem
umgebenden Zytoplasma erhalten, das auf diese Weise vor den degradierenden Enzymen der

Granula geschiitzt bleibt (128, 129).

2.4.2.3. Degranulierung

Proteolytische Enzyme der unterschiedlichsten Funktionen sind in den Granula der
Granulozyten enthalten. Die Freisetzung der Enzyme erfolgt entweder wihrend der
Phagozytose und Mikrobenabwehr durch Fusion der Granulamembran mit dem Phagosom
oder durch Fusion mit der Zellmembran, woraus eine Enzymfreisetzung in das umgebende
Gewebe resultiert. Dies kann im Rahmen einer gesteuerten Chemotaxis von Bedeutung sein,
aber auch bei mangelnder Kontrolle zu einer konsekutiven Degeneration von extrazellulérer
Matrix und zur Ausbildung einer Nekrose fithren, wie es in {iiberschiefenden
inflammatorischen Prozessen beobachtet wird (130-132).

Wihrend der Granulopoese bilden sich die fiir diese Zellen typischen Granula aus. Basierend
auf der Abfolge ihres Erscheinens wihrend der Zellreifung und auf den biochemischen

Unterschieden ihrer Substanzen wird zwischen drei Klassen von Granula differenziert:

Primdre oder azurophile Granula entstehen bereits im Promyelozytenstadium, ihre Zahl
nimmt mit jeder folgenden Zellteilung ab. Sie enthalten in erster Linie neutrale Proteasen

(Elastase, Cathepsin G, Proteinase, Cathepsin D), Myeloperoxidase, saure Hydrolasen (saure
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Phosphatase, o-Mannosidase, p-Glucuronidase, N-Acetyl-B-Glucosaminidase) sowie
verschiedene bakterizide kationische Proteine (wie das bactericidal/permeability-increasing
protein = BPI), die Endotoxin neutralisieren und gramnegative Bakterien abtdten. Die
Inhaltsstoffe der primédren Granula dienen insbesondere der Inaktivierung von phagozytierten
Mikroorganismen, werden jedoch auch mit der Pathogenese von Gewebeschidden und der
Degeneration extrazelluldrer Matrix im Rahmen iiberschieBender inflammatorischer Prozesse

in Zusammenhang gebracht (133-136).

Sekunddre oder spezifische Granula, welche zu einem spateren Zeitpunkt der Granulopoese
im Myelozyten entstehen, beinhalten Stoffe, die bevorzugt in den Extrazellularraum
freigesetzt werden und damit einen Beitrag zur extrazelluldren Bakterizidie gegeniiber nicht
phagozytierbaren Keimen leisten (132). Neben Lysozym enthalten sie Kollagenase, der im
Rahmen der gerichteten Bewegung des Granulozyten zum Infektionsort eine wichtige
Bedeutung zukommt. Durch eine gerichtete Degranulation am Vorderpol der Zelle kommt es
aufgrund der gewebedegradierenden Funktion der Kollagenase zur Auflockerung der
Bindegewebsfasern, welche die interstitielle Mobilitdt aktivierter PMN behindern. Des
Weiteren speichern diese Granula Lactoferrin und Vitamin B;-bindendes Protein und kénnen
damit Mikroorganismen einen Teil der essentiellen Nahrstoffe entziehen (137). In der Wand
der Granula sind Rezeptor- und Oberflichenmolekiile (fmlp-Rezeptor, Fibrinogen-Rezeptor,
Adhisionsmolekiile) lokalisiert, die nach addquater Stimulation durch Membranfusion der
Granula an die Zelloberfliche transloziert werden und damit entsprechenden Liganden zur

Verfiigung stehen (137, 138).

Tertiire Granula erscheinen gegen Ende der Zellreifung im Zytosol und sind bislang nur
unvollstindig charakterisiert. Ein spezifischer Bestandteil ist die Gelatinase, die eine der

Kollagenase sehr dhnliche, Matrix-degradierende enzymatische Funktion besitzt (139, 140).
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2.4.2.4. Produktion reaktiver Sauerstoffspezies - ,,respiratorischer Burst*
Eine Zunahme des granulozytdren Sauerstoffverbrauchs bis zu einem Faktor von 50-100 des
Basalwertes nach Stimulation der Granulozyten konnte bereits in Arbeiten von Baldrige et al.
1933 dokumentiert werden (141). Dieser ,respiratorische Burst“ miindet in die Bildung
reaktiver Sauerstoffmetabolite (ROS = reactive oxygen species), die der Abtdtung ingestierter
Mikroben dienen (142).
Die Synthese dieser Substanzen beruht auf einer Aktivierung der an die Zellmembran
gebundenen NADPH-Oxidase. Hierbei handelt es sich um einen auf mehreren Ebenen
regulierbaren Multienzymkomplex, welcher einerseits aus einer Cytochrom b-abhidngigen
membranstindigen Komponente (gp91P", p22°"* rapla), die als Elektronenakzeptor
fungiert, andererseits aus mehreren zytosolischen Proteinen (p47 P, p67 P und p2lrs)
besteht (143). Wéhrend diese einzelnen Komponenten in unstimulierten Granulozyten
dissoziiert und damit inaktiv vorliegen, findet nach addquater Stimulation der Zelle eine
Translokation der zytosolischen Proteine an die Plasmamembran und eine Assoziation mit der
membranstindigen Komponente statt. Hierbei werden kontraktile Elemente des Zytoskeletts
sowie die Proteinkinase C-abhéngige Phosphorylierung einbezogen. Folge ist die Aktivierung
der NADPH-Oxidase (144), die den Transfer eines Elektrons zum Sauerstoff katalysiert,
wodurch unter Verwendung von im Pentosephosphatweg gebildetem NADPH
Superoxidanionen (O;") entstehen:
NADPH+H"+20, - NADP'+2H"+20;
Diese primdren Produkte des ,respiratorischen Burst“ besitzen selbst nur sehr geringe
mikrobizide Eigenschaften und dienen als Vorstufe wesentlich reaktiverer Sauerstoffspezies.
So findet im weiteren Verlauf die spontante Dismutation zu Hydrogenperoxid (H,O,) statt:
20, +2H - 0;+H;0,
Das Hydrogenperoxid weist ebenfalls nur eine geringe antimikrobielle Potenz auf und stellt
die molekulare Vorstufe des hochtoxischen Hydroxylradikals (OHe) dar, das in Gegenwart
von Fe’"-haltigem Lactoferrin, einem Inhaltsstoff der sekundiren Granula, generiert wird.
Ebenso erfolgt in Gegenwart von Hydrogenperoxid und mit Myeloperoxidase als Katalysator
die Oxidation von Chlorid und damit die Bildung von Hypochlorsdure (HOCI):
H,0,+CI'+H" -  HOCI+H,0
Hypochlorsdure ist ein starkes Oxidationsmittel, das mit Ammonium oder Aminen reagieren
kann und damit zur Entstehung von reaktionsfahigen Chloraminen fiihrt.
Die Bildung von HOCI ist nur durch die gleichzeitige Anwesenheit von Sauerstoffradikalen —

entstanden durch den ,respiratorischen Burst“ — und Granulaenzymen — im Rahmen der
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Degranulation freigesetzt — moglich, was die synergistische Wirkung beider Systeme
veranschaulicht.

Die iiber diesen Reaktionsweg entstandenen reaktiven Komponenten zeigen ihre destruktiven
Potentiale auf unterschiedliche Weise: Einerseits reagieren sie direkt mit den Proteinen,
Nukleinsduren  oder  Membranlipiden;  andererseits  inaktivieren sie  endogene
Proteaseinhibitoren wie o;-Antitrypsin und ermdglichen damit die maximale Wirkung
granulozytérer Proteasen.

Den reaktiven Sauerstoffspezies und den granulozytiren Proteasen wird eine Schliisselrolle in
der Pathogenese von Gewebsdestruktionen bei entgleisten Entziindungsreaktionen

zugeschrieben (145).

Um die Reaktionen der Granulozyten nach Aktivierung in einer koordinierten zeitlichen und
rdumlichen Sequenz ablaufen zu lassen, sind regulierende Mechanismen, systemisch und
lokal wirkend, erforderlich. Der Granulozyt trigt auf seiner Oberfliche ein je nach
Aktivierungszustand variierendes Sortiment von Rezeptorstrukturen. Bei addquater
Stimulation durch Mediatoren wird das spezifische Reaktionsmuster der Granulozyten initiiert
(141, 146). Solche inflammatorische Mediatoren sind Produkte der Prokaryonten
(Formylpeptide, Endo-, Exotoxine), Plasmabestandteile (Komplement-System, Produkte der
Gerinnungskaskade) sowie von stimuliertem Wirtsgewebe und Leukozyten synthetisierte
Substanzen (Zytokine, Lipidmediatoren). Die Entziindungsmediatoren fithren iiber eine
Okkupation des entsprechenden Rezeptors zur Induktion der Signaltransduktion in der
Zielzelle mit Entstehung der sekundiren Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) und
Inositoltriphosphat (IP3).

Eine besondere Stellung nehmen Zytokine und Lipidmediatoren ein, welche die
inflammatorische Granulozytenantwort auch durch autokrine und parakrine Mechanismen

regulieren (147).

2.4.2.5. Lipidmediatoren

Eine zentrale Rolle in der auto- und parakrinen Regulation des inflammatorischen
Granulozytenverhaltens spielen biologisch aktive Lipide: die Lipidmediatoren. Zu ihnen
zdhlen in erster Linie die Oxygenierungsprodukte der Arachidonsdure (Eicosanoide =
Lipoxygenase-, Cytochrom P4so- und Cyclooxygenase-Metabolite) sowie acetylierte Derivate

des Membranphospholipids Phosphatidylcholin, wie Plattchen-aktivierender Faktor (PAF).
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Voraussetzung fiir die Generation von Lipidmediatoren ist der Prikursor Arachidonsdure
(AA), eine vierfach ungesittigte w-6-Fettsdure mit 20 Kohlenstoffatomen, deren letzte
Doppelbindung sechs Kohlenstoffatome vom Methyl-Ende entfernt ist (C20:4w-6). Sie liegt
in den Membranphosphoglyzeriden an der sn-2-Position in veresterter Form vor (148). Fiir die
Synthese der Oxygenationsprodukte ist die Freisetzung der AA aus dem
Membrankompartiment notwendig, die durch kalziumabhédngige Aktivierung einer oder
mehrerer Phospholipasen erfolgt (149-151).

Freie Arachidonséure kann iiber verschiedene Oxygenasen sowie einen Cytochrom Pyso-
abhingigen Metabolismus zu bioaktiven Metaboliten verstoffwechselt werden: Nach dem
Enzym, das die erste Oxygenation der AA einleitet, unterscheiden sich die Cyclooxygenase-,
die Lipoxygenase- und die Cytochrom Psso-Produkte. Die Gruppe der Cyclooxygenase-
Metabolite wird nachfolgend im Zusammenhang mit der thrombozytiren Komponente der

Immunantwort beschrieben.

2.4.2.5.1. Oxygenierungsprodukte der Arachidonsiure - Lipoxygenase-Metabolite

Zu Beginn dieses Metabolismus erfolgt der durch Lipoxygenase (LO) katalysierte Einbau
eines Sauerstoffmolekiils in die Arachidonsédure. Es werden, je nachdem an welchem C-Atom
die O,-Addition erfolgt, 5-, 12- und 15-Lipoxygenase sowie weitere Enzymformen
unterschieden. Die verschiedenen Zelltypen zeigen eine differente Ausstattung mit diesen
Enzymen: So besitzen Leukozyten und Makrophagen hauptsidchlich 5- und 15-LO,
Thrombozyten, Mast- und Epidermiszellen insbesondere 12-LO.

Von besonderem Interesse sind die Metabolite des 5-Lipoxygenase-Weges: die biologisch
aktiven Leukotriene (LT) und Hydroxyeicosatetraensduren (HETE). Dieser Metabolismus
wird in Abbildung 5 zusammengefasst.

5-Lipoxygenase-Metabolismus

Den initialen Schritt der Synthese der 5-Lipoxygenase-Metabolite bildet die enzymatisch
katalysierte Dioxygenierung der freien Arachidonsdure am 5. Kohlenstoffatom. Die hierfiir
benotigte 5-LO ist ein ATP-stimuliertes Enzym, dessen Aktivitdt durch einen Anstieg des
intrazelluliren Ca®" getriggert wird und an die Translokation des Enzyms vom Zytosol zur
Membran gebunden ist (152-154). In diese Ca*"-abhingige 5-LO-Membranassoziation ist das
»Five-Lipoxygenase-Activating-Protein” (FLAP) involviert. Experimentelle Untersuchungen
konnten zeigen, dass dieses Protein fiir die Eicosanoidsynthese aus endogener AA, nicht

jedoch aus exogener AA, notwendig ist (155).
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Phospholipide
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6-trans-LTB,
6-trans-epi-LTB4

5,6-DIHETE

Abbildung 5: Schematische Darstellung des 5-Lipoxygenase-Metabolismus der AA

Dargestellt ist die Synthese des LTB,und der Cysteinylleukotriene LTCy, LTD4, LTE; aus dem
instabilen Intermediaten LTA4, Der mit der enzymatischen Umsetzung konkurrierende
Spontanzerfall des LTA4 zu den diastereomeren Paaren des 5,6-DiHETE und des 6-trans-
LTBy ist in der Bildmitte skizziert. Die initialen Metabolismuswege dieser biologisch aktiven
Eicosanoide sind ebenfalls angedeutet. Das Schliisselenzym dieses AA-Metabolismus — die
5-Lipoxygenase — wird bei Zellaktivierung vom Zytosol zur Zellmembran transloziert und
kann hier mit der aus den Phospholipiden freigesetzten AA interagieren.

Die verantwortlichen Enzyme fiir die Umwandlung von LTCy in LTDy und LTE, sind
Peptidasen, fiir die w-Oxidation von LTBy ist ein NADPH-abhdngiges Cytochrom Psp-Enzym
(Cyto Pysy) zustindig.

Angedeutet sind die Stoffwechselwege der 12-Lipoxygenase in Thrombozyten sowie der
15-Lipoxygenase. Zellen, die sowohl 5-LO wie auch 15-LO enthalten, konnen AA in das
Doppel-Lipoxygenase-Produkt 5,15-DiHETE umwandeln.

(HPETE = Hydroperoxyeicosatetraensdure, HETE = Hydroxyeicosatetraensdure)
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Als Folge der 5-LO-Aktivierung entsteht das instabile Hydroperoxid 5-HPETE, das einerseits
durch eine Peroxidase in die Monohydroxyfettsdure 5S-HETE umgewandelt werden kann;
andererseits mit Hilfe einer Dehydratase zum instabilen Epoxid Leukotrien A4 (LTA4)
metabolisiert wird (156). 5S-HETE besitzt durch die Mdoglichkeit seines Einbaus in die freie
Position eines Membranlipids eine membranmodifizierende Eigenschaft (157). Weiterhin
weist diese Monohydroxyfettsdure auch direkte biologische Effekte auf, wie eine
chemotaktische Wirkung auf humane Granulozyten und eine dramatische Amplifikation der

PAF-induzierten Leukozytendegranulation (158, 159).

LTA, ist ein extrem instabiles Epoxid mit einer Halbwertszeit von 2-5 sec und kann je nach

zellspezifischer Enzymausstattung iiber zwei Stoffwechselwege metabolisiert werden:

¢ Makrophagen und Granulozyten verfiigen iiber die hohe Aktivitét einer zytoplasmatischen
LTA4-Hydrolase, die die Epoxidspaltung zum biologisch hochaktiven LTB, katalysiert
(160, 161). Dieser Lipidmediator spielt eine entscheidende Rolle in einer Reihe von
zellularen und molekularen Antworten, die inflammatorische Abldufe koordinieren und
amplifizieren. LTB4 besitzt im Vergleich zu 5-, 12- und 15-HETE den stérksten
chemotaktischen Effekt auf neutrophile Zellen. Es aktiviert die PMN-Chemotaxis bereits
in Konzentrationen im picomolaren Bereich (162). Ebenso induziert es eine gesteigerte
PMN-Adhédsion an Endothelzellen (163, 164). Im Rahmen der PMN-Aktivierung wird
diesem Metaboliten eine Steuerung der Degranulation und der Bildung von toxischen
Sauerstoffradikalen zugeschrieben. So konnte in zahlreichen Versuchen gezeigt werden,
dass Granulozytenaktivatoren, wie A23187 und fmlp, ihre Effekte auf Granulozyten
indirekt iber endogen gebildetes LTB4 ausiiben (165-168). Hinzu kommt eine direkte
immunmodulatorische Eigenschaft dieses Leukotriens: Es stimuliert in vitro die
monozytire Zytokinsynthese und wirkt proliferativ auf T-Lymphozyten (169-172). Der
Abbau von LTBy erfolgt intrazelluldr iiber eine Cytochrom P4so-abhiingige ®-Oxidation.
Es entstehen die inaktiven Metabolite ®-Hydroxy- und o-Carboxy-LTB4 (173).

¢ In Eosinophilen, Mastzellen und Endothelzellen iiberwiegt dagegen eine fiir LTA4
spezifische Glutathion-S-Transferase-Aktivitit, die die Bildung der Cysteinylleukotriene
LTC4, LTD4 und LTE4 bewirkt (174). Wahrend sdamtliche Schritte der LTB4- und LTCy4-
Synthese zytoplasmatisch ablaufen, ist die Synthese von LTD4 und LTE4 funktionell mit
der Zellmembran und den Sekretgranula assoziiert (175). Cysteinylleukotriene, deren
biologische Aktivitit als ,,slow reacting substance of anaphylaxis™ charakterisiert wurde,

entfalten ithre Wirkung vor allem an glatten Muskelzellen und besitzen schon in niedriger
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Konzentration eine ausgeprigte vaso- und bronchokonstriktive Aktivitdt. Durch eine
postkapillaire Betonung der Vasokonstriktion kommt es zu Plasmaexsudation und
Odembildung. Dariiber hinaus kénnen die Cysteinylleukotriene in einigen
Mikrozirkulationsgebieten direkt eine Erhohung der endothelialen Permeabilitét
induzieren (176, 177). Die Elimination der Cysteinylleukotriene erfolgt vor allem biliér
iiber ein spezifisches Transportsystem nach vorausgegangener N-Acetylierung und o-

Oxidation zu den inaktiven Sulfoxiden (178).
Erfolgt kein LTA4-Metabolismus iiber einen dieser beiden Wege, wird LTA4 {iber eine

nichtenzymatische Hydrolyse zu den biologisch inaktiven diastereomeren Paaren des 6-trans-

LTB4 und des 5,6-diHETE metabolisiert (179).

Wesentliche Funktionen der Leukotriene in der Inflammation sind in der Tabelle 2

zusammengefasst:
Lipidmediator Biologische Funktion
5-HETE - PMN-Aktivierung
Aktivierung der cPLA; (zytosolische PLA;)
- Chemotaxis
12-HETE - Chemotaxis
Cyclooxygenase-Inhibition
- Mukussekretion
15-HETE - Inhibition der 5-, 12-LO sowie der Cyclooxygenase
Mukussekretion
Leuktotrien A4 - instabiler Intermediat der Synthese des LTB, und
der Cysteinylleukotriene
Leukotrien By - PMN-Aktivierung als autokriner Mechanismus
Aktivierung der cPLA; und der PAF-Synthese
Chemotaxis
Steuerung der Degranulation und des respir. Burst
Stimulation der monozytiren Zytokinsynthese
Stimulation der T-Lymphozyten-Proliferation
Cysteinylleukotriene - Mukussekretion
LTC4, Dy, E4 - Vasokonstriktion
Bronchospasmus
Plasmaexsudation
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2.4.2.5.2. Plittchen-aktivierender Faktor

Anfang der 70er Jahre wurde eine Substanz beschrieben, die nach ihrer Freisetzung aus
Leukozyten, welche mit einem spezifischen Antigen stimuliert wurden, dazu in der Lage war,
eine Thrombozytenaggregation auszulosen (180). Die chemische Struktur des Pléttchen-
aktivierenden Faktors (PAF) wurde 1979 erstmals der Lipidklasse 1-0-alkyl-2-acetyl-sn-
glycero-3-phosphocholin zugeordnet (181). Der iiber eine Etherbindung mit der C;-Position
des Glyceringrundgeriists verbundene Alkylrest ist prinzipiell variabel, am héufigsten ist
jedoch eine Kohlenstoftkette von 16 oder 18 C-Atomen vertreten. Weiterhin charakteristisch
ist das Vorhandensein einer Acetylgruppe in C,-Position.

Die Struktur des PAF-Molekiils ist in Abbildung 6 skizziert.

CH3;-O
16 : 0 oder 18:0
CH3;-C-O-CH
I(I)
CH, - — Cholin

Abbildung 6: Struktur des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF)

Die vereinfachte Strukturformel hebt die im Text angesprochenen Charakteristika von PAF
hervor, wobei die Zick-Zack-Linie in Position I des Glyceringrundgeriists den aliphatischen
Alkylrest mit variabler Kettenldnge von 16 oder 18 C-Atomen darstellt. @—Cholin
symbolisiert die iiber eine Phosphorsdurediesterbriicke mit dem Glycerin verbundene

Phosphorylcholin-Gruppe.
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Plattchen-aktivierender Faktor ist ein potenter Phospholipidmediator der Inflammation und
wird von stimulierten Leukozyten, Plattchen sowie Makrophagen intrazelluldr gebildet (182-
184).

Das Ausgangssubstrat der PAF-Synthese stellt das Membranphospholipid 1-0-alkyl-2-acyl-
glycerol-3-phosphocholin dar. Die Einleitung der PAF-Synthese erfolgt {iber die
kalziumabhangige Aktivierung der zytosolischen Phospholipase A, (cPLA;), indem die
Esterbindung in der C,-Position des PAF-Prikursors hydrolysiert wird. Neben dem
entstehenden instabilen Zwischenprodukt Lyso-PAF wird zu einem gewissen Prozentsatz
Arachidonséure frei, die nun als Prakursor der Eicosanoidsynthese zur Verfiigung steht. Unter
der Katalyse der membrangebundenen Acetyltransferase wird Lyso-PAF an der C,-Position
acetyliert, wobei Acetyl-CoA als Essigsduredonator fungiert. Die Acetyltransferase stellt das
Schliisselenzym der PAF-Synthese dar und unterliegt der Regulation durch Proteinkinase C
(PKC). Im phosphorylierten Zustand besitzt sie die maximale Aktivitat.

Die Inaktivierung von PAF erfolgt durch enzymatische Rekonversion zu seinem Prikursor.
Die dabei beteiligten Enzyme Acetylhydrolase und Acyltransferase zeigen, im Gegensatz zu
den kalziumabhéngigen Enzymen der PAF-Synthese, eine antiproportionale Beziechung zum
zytoplasmatischen Kalziumspiegel. Dieser gegenliufige Effekt des Ca®" auf Synthese und
Abbau bewirkt, dass im Falle der Zellaktivierung der Metabolismus in Richtung der PAF-
Synthese lauft (182). Das bizyklische System des PAF-Metabolismus ist in Abbildung 7

wiedergegeben.

PAF besitzt eine Vielzahl von biologischen Wirkungen. Seine proinflammatorischen
Eigenschaften bestehen insbesondere in Leukozytenaktivierung, Chemotaxis sowie Induktion
von Degranulierung, Sauerstoffradikalen-Bildung und Aktivierung der Eicosanoidsynthese in
Granulozyten (185-188). Der Plittchen-aktivierende Faktor spielt eine Schliisselrolle in der
Aktivierung der Leukozytenadhdsion und der darauf folgenden Diapedese durch das
Gefidllendothel (189). Hinzu kommt die Induktion der Plattchenaggregation und die Funktion
als Vasodilatator und potenter Bronchokonstriktor (190, 191). Neben den Thrombozyten
exprimieren auch andere Zelltypen (Monozyten, Makrophagen, Granulozyten) PAF-

Rezeptoren und besitzen damit die Fahigkeit, auf exogenes PAF zu reagieren.
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Aktivierung : Inaktivierung
Alkyl-Acyl-GPC
H,O Lyso-PC
+ i
PLA, Ca2+ Acyltransferase
AA Lyso - PAF | PC
Acetyl-CoA i Acetat
+
2+
Acetyl- < Ca Acetylhydrolase
transferase \
i H,0
CoA SH PAF |

Abbildung 7: Deacylierungs-Reacylierungs-Zyklus des PAF-Metabolismus

In der linken Bildhdlfte ist die stimulusinduzierte Sequenz der PAF-Synthese dargestellt. Ein
Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels fiihrt iiber die Aktivierung der Phospholipase A; zur
Freisetzung von Arachidonsdure aus dem Membranphospholipid 1-alkyl-2-acyl-GPC. Der dabei
entstehende Intermediat Lyso-PAF wird iiber den Einbau einer Acetylgruppe zum Lipidmediator
PAF. In der rechten Bildhidlfte ist die Inaktivierung iiber die enzymatische Rekonversion zu Lyso-
PC gezeigt.

(AA = Arachidonsdure; CoA = Coenzym A; GPC = Glycerophosphorylcholin; PAF = Pldttchen-
aktivierender Faktor; PC = Phosphorylcholin; PLA; = Phospholipase A5)
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2.4.2.6. Zellaktivierung und ,,second messenger-generation”:
Bildung von Inositolphosphaten

Kalziumionen sind wesentliche Faktoren der sekretorischen Reaktion aktivierter
Granulozyten in der Inflammation. Sie sind eingebunden in eine Sequenz von
Transduktionsmechanismen — so konnte gezeigt werden, dass die alleinige Anhebung der
intrazelluliren Ca*"-Konzentration fiir die Ausldsung bestimmter Verhaltensmuster nicht
ausreichend ist (192). Vielmehr ist die exakte Koordination des Ca”*"-Effektes mit anderen
Faktoren des Inositolphosphat-Syntheseweges eine wichtige Voraussetzung fiir die effiziente
Aktivierung des Granulozyten. Es wird ein synergistisches Prinzip zwischen
zytoplasmatischen Ca’’-Verschiebungen, Aktivitit der Proteinkinase C und zytoskelettalen

Elementen angenommen (146).

G-Proteine

Durch Bindung von Entziindungsmediatoren an entsprechende Rezeptoren kommt es zu deren
Konformationsédnderung, was eine Sequenz von Transduktionsmechanismen induziert. Ziel ist
nicht nur die Weiterleitung des Signals an spezifische intrazelluldre Effektorsysteme, sondern
auch die Signalverstiarkung, was dadurch gewihrleistet ist, dass aktivierte Rezeptoren mehrere
verschiedene Transduktionskomponenten stimulieren konnen.

Im Falle einer Stimulation des Granulozyten durch Bindung von fmlp, PAF, LTB4 und C5a an
den spezifischen Rezeptor erfolgt die Aktivierung eines zwischengeschalteten Proteins, des
sog. G-Proteins, das zur Familie der GTP-bindenden Proteine zdhlt (146, 192). Dieses Protein
besitzt eine hochaffine Bindungsstelle fiir GTP, an der nach Rezeptorokkupation GDP durch
GTP ersetzt wird, was eine Aktivierung des zelluldren Effektors Phospholipase C (PLC) zur
Folge hat (193). Durch eine endogene GTPase wird iiber Hydrolyse GTP zu GDP

umgewandelt, wodurch die Interaktion mit dem Effektor terminiert ist (194).

., Second messenger-generation”’

Die iiber den geschilderten Mechanismus aktivierte PLC ist fiir die Bildung der ,,second
messenger” aus den inositolhaltigen Phospholipiden der Zellmembran notwendig. In der als
»Pl-response” bezeichneten Reaktion entstehen mit Hilfe spezifischer Phospholipasen C aus
Inositiden korrespondierende Inositolphosphate unter Bildung von Diacylglycerol (DAG). Es
wird die Ubertragung des Reizsignals vom aktivierten Rezeptor auf die Phospholipase C

durch ein G-Protein vermutet (195).
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Im Mittelpunkt des Signaltransduktionsmechanismus der ,,PI-response” steht die durch
Phospholipase C katalysierte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP,) zu
DAG und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). Weitere Substrate stellen die Inositide
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP;), Phosphatidylinositol-4-monophosphat (PIP)
und verzogert Phosphatidylinositol (PI) dar. Es wird die Katalyse der Inositide durch PLC
unterschiedlicher Spezifitit angenommen. Resultat ist die Bildung der korrespondierenden
Inositolphosphate und DAG.

Bislang konnte nur fiir Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;s) und DAG eine Funktion als
zytoplasmatische ,,second messenger” nachgewiesen werden. Inositide machen quantitativ
ungefdhr 5-6 % der granulozytiren Membranlipide aus, wovon Phosphatidylinositol (PI)
95 % représentiert und Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP,) als zentrales Signallipid
einen Anteil von 1,5 % stellt (196).

Die Inaktivierung der beiden ,,second messenger” DAG und IP; erfolgt iiber jeweils zwei
Alternativwege: DAG kann einerseits durch DAG-Kinase zu Phosphatidsdaure phosphoryliert
werden, wodurch die Resynthese des Membraninositids eingeleitet wird. Andererseits wird
DAG durch DAG-Lipase zu Monoacylglycerol hydrolysiert, wodurch es zur Freisetzung des
Eicosanoidprikursors Arachidonsidure kommt, welche in iiber 70 % der Inositollipide in der
sn-2-Position enthalten ist (197, 198). Damit kénnen durch diese Hydrolyse Substrate fiir
verschiedene Mediatorsysteme entstehen.

IP; kann durch das Kinase C-aktivierbare Schliisselenzym seiner Inaktivierung, die IPs-
Phosphatase, zu IP, umgewandelt und in weiteren Phosphatasereaktionen sequentiell bis zu
Inositol dephosphoryliert werden (199). Das letzte Enzym dieser Sequenz, die IP;-
Phosphatase, ist durch Lithiumionen hemmbar, was zu einer Akkumulation der freigesetzten
Inositolphosphate in der Zelle fiihrt - eine Tatsache, die in dieser Arbeit zum quantitativen
Nachweis einer abgelaufenen ,,PI-response” verwendet wird (200). Alternativ kann IP; iiber
eine IPs;-Kinasereaktion, aktivierbar durch erhohte zytoplasmatische Ca’’-Spiegel, zu IP,
metabolisiert werden (201). Dieses Molekiil ist das Substrat fiir eine [P,—Phosphatase, die die
Bildung von Inositol-1,3,4-trisphosphat, einer strukturisomeren Form des IP;, katalysiert
(202). Dieser Metabolit besitzt gegeniiber dem primdren IP;-Isomeren eine verldngerte
Halbwertszeit und einen protrahierten Effekt auf die zellulire Ca*"-Homdostase in einer
zweiten Phase der Zellantwort (192, 203).

Diese beschriebene Sequenz der Signaltransduktion ist in Abbildung 8 zusammengefasst.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Signaltransduktion durch die Zellmembran nach
Rezeptorokkupation durch einen Agonisten

Durch Anlagerung eines Agonisten an den spezifischen Rezeptor in der Membran der Zielzelle
erfolgt die Aktivierung einer Phospholipase C (PLC) unter Vermittlung eines GTP-bindenden
Proteins. Eine konsekutive Hydrolyse des Membranphospholipids PtdIns 4,5-P, mit Bildung der
beiden intrazelluldren ,,second messenger” DAG und IP; ist die Folge. Diese Reaktion stellt die
sogenannte ,, Pl-response” dar. DAG leitet iiber die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), IP;
iiber die Induktion eines initialen zytoplasmatischen Ca’*-Anstiegs die Zellreaktionen ein.

Ins 1,4,5-Ps3-Metabolite, fiir welche ein zum Teil protrahierter Effekt auf die zellulire
Kalziumhomoostase angenommen wird, sind das Ins 1,3,4,5-P, und das Ins 1,3,4-P;.

Uber eine vielstufige Reaktionssequenz wird das Membranlipid aus Hydrolyseprodukten
regeneriert. Die Moglichkeit der Bildung von DAG und Inositolphosphaten aus hoher oder
niedriger phosphorylierten Inositiden ist ebenfalls angedeutet. Lithiumionen sind experimentell in
der Lage, in der angedeuteten Weise die Signaltransduktion zu beeintriachtigen.

(AA = Arachidonsdure; CDP = Cytosindiphosphat; DAG = Diacylglycerol; Ins = Inositol-; MAG
= Monoacylglycerol;, P = Phosphat;, PA = Phosphatidsdure; PKC = Proteinkinase C; PLC =
Phospholipase C; Ptd = Phosphatidyl-)
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Folge der Synthese von DAG und IP; auf dem beschriebenen Weg der ,,PI-response” ist eine
Modulation des intrazelluldren Ca**-Spiegels sowie der PKC-Aktivitit. Bedingt durch eine
IP;-vermittelte Mobilisation aus intrazelluldren Speichern kommt es nach Rezeptorstimulation
zu einem initialen schnellen Ca*"-Anstieg, dem eine protrahierte Anhebung des Ca*"-Spiegels
folgt (204). DAG fiihrt zur Aktivierung der Proteinkinase C und einer anschliefenden
konsekutiven Phosphorylierung von Serin- und Thyreoninresten vieler zelluldrer
Targetproteine. Phosphatidylserin und Ca®" dienen als Kofaktoren der PKC-Aktivierung,
indem sie die Affinitdt des Enzyms gegeniiber dem DAG-Molekiil erhéhen (205). Die PKC-
Aktivierung, reguliert durch Ca**-Ionen, fiihrt zu einer Translokation des Enzyms aus dem
zytoplasmatischen Pool an die Zellmembran (206). Die Dauer und Konzentration des initialen
Ca*"-Signals bestimmt das Ausmaf der PKC-Rekrutierung in der Membran und damit den in
der protrahierten zweiten Ca®’-Phase auslosbaren PKC-Gesamteffekt. Targetproteine der
aktivierten Proteinkinase C sind die membranstindige NADPH-Oxidase, deren
Phosphorylierung die Produktion von Sauerstoffspezies initiiert, sowie verschiedene Actin-
bindende Proteine, die in die Zellmorphologie und —motilitit involviert sind. Ebenfalls ist die
Beteiligung wihrend der Phagozytose sowie Genexpression beschrieben (146, 205, 207).
Wiéhrend der DAG-Kinase C-Signalweg in ldngerfristige Modulationen der Zellaktivierung
involviert zu sein scheint (Chemotaxis, Genexpression, Zellproliferation) ist der IPs-Ca*'-
Weg auf das akute Reiz-Antwort-Verhalten ausgerichtet, wie z. B. der Mediatorbildung und
der Degranulation (130). Es besteht eine teils synergistische, teils antagonistische
Verkniipfung zwischen beiden Systemen.

Uber die DAG-Kinase C-abhingige Phosphorylierung des G-Proteins wird die
Signaltransduktion in der stimulierten Zelle terminiert, iiber die PKC-vermittelte Aktivierung
der IP;-Phosphatase erfolgt die rasche hydrolytische Neutralisation des IP;. Parallel dazu
stimuliert PKC die membranstindigen Ca*-Pumpen und antagonisiert damit den IP;-

induzierten Ca®"-Anstieg (208).

2.4.3. Thrombozytire Reaktion und die Auswirkung der Cyclooxygenase-Produkte auf

die Mikrozirkulation in der Sepsis

Bereits Anfang der 30er Jahre beschrieben Kurzrok, Lieb, Goldblatt und von Euler
Substanzen des Prostatagewebes, die eine Kontraktion der glatten Muskulatur auslosten (209-

211). Von Euler gab diesen Faktoren den Namen ,,Prostaglandine”. Ungefdhr dreiflig Jahre
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spater wiesen Bergstrom et al. und van Drop et al. einen Arachidonsdure-abhingigen
Metabolismus der Prostaglandine nach (212-214).

Die Stimulation der Cyclooxygenase erfolgt durch verschiedene Agenzien, zu welchen unter
anderem Zytokine, Wachstumsfaktoren, Endotoxin, freie Sauerstoffradikale, Antigen-
Antikorper-Komplexe, Bradykinin, Kollagen und Thrombin zdhlen (215). Die
Cyclooxygenase (COX), ein an die Membran des Zellkerns und des endoplasmatischen
Retikulums gebundenes Enzym, katalysiert eine Bis-Dioxygenierungsreaktion des Substrates
AA fber den Intermediaten PGG; zu dem Endoperoxid PGH, (216). Dieses Produkt nimmt
eine zentrale Stellung in der Prostaglandin (PG)- und Thromboxan (Tx)-Synthese ein, indem
es als gemeinsamer Priakursor verschiedener Isomerasen, Reduktasen und Synthetasen dient.
Die Verteilung dieser Enzyme weist organ- und zellspezifische Muster auf. So findet sich
z. B. PGE;, als dominierendes Produkt im Nierenmark, TxA, als Hauptmetabolit der
Thrombozyten und Makrophagen, wéhrend die PGIL-Synthese in stimulierten
Gefallendothelien iiberwiegt (217). Der COX-Metabolismus ist in Abbildung 9 dargestellt.
Das Wirkprofil der verschiedenen Prostanoide ist breit und zum Teil antagonistisch. So
weisen PGE; und PGI, vasodilatierende Eigenschaften in zahlreichen Gefdfigebieten auf,
wiahrend PGF,, als vasokonstriktiver Effektor gilt. Thromboxan A, ist neben Endothelin der
potenteste bekannte Vasokonstriktor der pulmonalen Gefdl3strombahn (218).

Beziiglich der glatten Muskulatur des Bronchialsystems zeigen ebenfalls verschiedene
Prostanoide antagonistische Effekte: PGE, und PGI, fithren zu einer Relaxation der
bronchialen und trachealen Muskulatur, wiahrend PGF,, und TxA, eine Bronchokonstriktion
induzieren. Eine weitere und in der Sepsis ebenfalls sehr entscheidende Wirkung zeigt sich in
der Antagonisierung der Thrombozytenfunktion: TxA, wirkt aggregationsférdernd, PGI, und
PGE; inhibieren hingegen die Plittchenaggregation (217). PGE; und PGI, supprimieren die
LPS-stimulierte TNF-o-Produktion in humanen Monozyten. Dieser Funktion liegt eine
zunehmende intrazelluldre cAMP-Bildung mit direkter transkriptionaler Kontrolle der TNF-a-
Genexpression zugrunde (219). Einen Uberblick iiber die Funktionen der Prostanoide soll
Tabelle 3 geben.

Prostazyklin (PGIl;) und Thromboxan werden innerhalb weniger Minuten spontan
hydrolysiert, wiahrend der Abbau der anderen Prostanoide iiber 2 Stufen erfolgt: Zu Beginn
entstehen unter Katalyse der PG-spezifischen Enzyme PG-15-OH-Dehydrogenase und
PG-13-Reduktase Metabolite mit nur noch geringer biologischer Aktivitit. Im Weiteren
werden diese durch a-, B-Oxidation sowie durch die Cytochrom P4sp-abhéngige aliphatische

Hydroxylierung am 20. Kohlenstoffatom — die ®-Oxidation - verstoffwechselt (220).
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Phospholipide

PGH,
Synthetasen
Reduktasen
Isomerasen 12-HHT/MDA
PGl, TxA2
PGE; PGF2q
PGD,
6-keto-PGF 4 TxB:

Abbildung 9: Schematische Ubersicht des Cyclooxygenase-Metabolismus der AA

Dargestellt ist die Entstehung der Thromboxane (Tx) und Prostaglandine (PG) iiber die
instabilen Endoperoxide PGG; und PGH,. Die meisten Stoffwechselschritte werden
enzymatisch katalysiert. Lediglich die Umwandlung von PGH; in 12-L-Hydroxy-5,8,10-
heptadecatrienoic acid (12-HHT) und Malondialdehyd (MDA), von PGI, in 6-keto-PGF ;4
sowie von TxA; in TxB; findet nichtenzymatisch, d. h., spontan, statt.

Im ersten Schritt agiert Cyclooxygenase (COX) mit einer Dioxygenase-Funktion, was die
PGG,-Synthese zur Folge hat. Im zweiten Schritt besitzt COX eine Hydroperoxidase-
Aktivitit — PGH, entsteht.

(Prostanoide = Prostaglandine und Thromboxane)
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Lipidmediator Biologische Funktion

Thromboxan A; (TxA») - Vasokontriktion

PMN- und Thrombozyten-Aktivierung
Bronchokonstriktion

Mukussekretion

Prostaglandin D, (PGD>) - Vasokonstriktion
PMN-Inaktivierung
Bronchokonstriktion

Prostaglandin Fyq (PGF2q) - Vasokonstriktion
Bronchokonstriktion

Prostaglandin E, (PGE,) - Vasodilatation

PMN-und Thrombozyten-Inhibition
Bronchorelaxation
antiproliferativer Effekt
Suppression der TNF-a-Synthese

Prostacyclin (PGlI,) - Vasodilatation

PMN- und Thrombozyten-Inhibition
Bronchorelaxation

Zunahme der Gefdlpermeabilitét
Suppression der TNF-a-Synthese

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Funktionen wichtiger Cyclooxygenase-Produkte der AA

2.5. Ortsstindige zellulire Komponenten der Immunantwort in der Sepsis

Als ortsstindige Zellen, die in das systemische inflammatorische Geschehen der Sepsis
involviert sind, sind insbesondere Makrophagen und Endothelzellen sowie in zweiter Linie

Mastzellen und organspezifische Zellen, so z. B. Pneumozyten Typ II der Lunge, zu nennen.

2.5.1. Die Rolle der Endothelzellen

Der Fiahigkeit von Endothelzellen (EC), auf Stimulation durch einen invasiven
Mikroorganismus oder durch die gebildeten inflammatorischen Mediatoren ihr
Antwortverhalten zu verdndern, ist ebenfalls die Moglichkeit einer kooperativen
Eicosanoidsynthese zuzuordnen. So konnten in verschiedenen in vitro-Modellen Hinweise fiir

eine kooperative Leukotriensynthese mit interzellulirem Austausch des instabilen LTA4,
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Vorlaufermolekiil der Leukotriene, erbracht werden und deren biologische Relevanz in situ
anhand von Voruntersuchungen an der intakten Lunge konstatiert werden (221-224). Eine
Schliisselrolle spielt in diesem Zusammenhang der auf dem Endothel adhédrente Granulozyt,
der nicht nur das LTB4, sondern dariiber hinaus auch LTA; (HWZ 1-3 sec) in den
Extrazellularraum bzw. in den interzelluldren Spalt sezerniert. Die benachbarte Endothelzelle
(Akzeptor), die keine 5-Lipoxygenase und damit keine Féahigkeit zur LTA4-Synthese besitzt,
ist aufgrund einer entsprechenden enzymatischen Ausstattung nun in der Lage, diesen
Intermediaten zum vasoaktiven LTC4 umzusetzen. Zu dieser Syntheseleistung sind isoliert
weder Granulozyten noch Endothelzellen im Stande (225). In der PMN-EC-Kooperation der
Leukotriensynthese spielt auler dem ,,LTA4-Shift” von den PMN zu den Endothelzellen auch
die Freisetzung von Arachidonsdure aus aktivierten Endothelzellen und die Aufnahme dieses
Prakursors durch benachbarte PMN eine Rolle (226). Hierdurch wird ebenfalls eine

Amplifikation der inflammatorischen Antwort erzielt.

2.5.2. Die Rolle der Makrophagen

Makrophagen entstehen aus peripheren Blutmonozyten und spielen eine zentrale Rolle in der
Eliminierung infektioser und toxischer Agenzien. So stellen Alveolarmakrophagen die erste
Abwehr gegeniiber inhalierten Partikeln dar und antworten mit Ingestion und Abtétung,
Antigen-Prisentation  gegenliber = Lymphozyten  und/oder  durch  Rekrutierung
inflammatorischer Zellen in der Lunge, wobei ihre Fahigkeit, proinflammatorische und
chemotaktische Mediatoren zu bilden, zum Einsatz kommt (227). Auch fiir sie konnte eine
transzelluldre Synthese inflammatorischer Metabolite nachgewiesen werden, die eine wichtige

Verstiarkung der Leukotrienbildung im Rahmen eines ARDS und eines MOF darstellt (228).

Einen Uberblick iiber die bislang beschriebenen pathophysiologischen Grundlagen und
Zusammenhdnge der Sepsis bis hin zur Entwicklung des Multiorganversagens gibt

Abbildung 10.
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Abbildung 10: Die Entwicklung des Multiorganversagens (MOF) als systemische
inflammatorische Antwort auf das Endotoxin LPS

(a) Endotoxinschock und (b) Gefifischaden, bedingt durch die Aktivierung des
Koagulasesystems, miinden (c) in eine Hypoperfusion des Gewebes und anschlieffend (d) in
die Entwicklung von Gewebeschiden. Als Folge eines Leukozyten-induzierten
Gefafsschadens mit nachfolgender Leukozytentransmigration durch die Gefdfiwand werden
gewebeschddigende Proteasen und reaktive Sauerstoffspezies aus den Leukozyten freigesetzt
[Abbildung verdndert aus Karima et al.. 1999. The molecular pathogenesis of endotoxic
shock and organ failure. Mol. Med. Today].
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2.6. ®-6- und ®w-3-Fettsiuren und ihre Beeinflussung der

inflammatorischen Antwort

2.6.1. Ubersicht

Die westliche Erndhrung sowie das gegenwértige Erndhrungsregime der Intensivstationen
enthalten vor allem mehrfach ungesittigte Fettsduren der Familie der w-6-Fettsduren (w-6-
FS), einschlieBlich Arachidonsdure. Untersuchungen haben gezeigt, dass sich in den
vergangenen Jahrzehnten die westliche Erndhrung zunehmend zu einem ®-6:m-3-Verhiltnis
von 20-30:1 anstelle der traditionellen 1-2:1 entwickelt hat. Die Ursachen sind insbesondere
in dem gesteigerten Konsum von vegetarischen Olen, im abnehmenden Fischkonsum sowie in
der Zunahme des -6-FS-Anteils kommerzieller Futtermittel zu finden (229).
Untersuchungen an unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen zeigen, dass ein vermehrter -6-
FS-Konsum das Gleichgewicht zwischen Pro- und Antikoagulation zur prothrombotischen
und proaggregatorischen  Seite  verschiebt mit Zunahme der Inzidenz von

Herzkreislauferkrankungen (230).

Im Gegensatz dazu machen -3-Fettsduren (w-3-FS), deren letzte Doppelbindung vom
Methylende aus gesehen zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom lokalisiert ist,
einen Grofiteil der Lipide des Kaltwasserfischs und der marinen Organismen aus. So fiihren
zahlreiche Meerespflanzen Kettenelongationen und weitere Desaturierungen von -
Linolensdure durch, um Eicosapentaensiure (EPA; C20:50-3) und Docosahexaensiure
(DHA; C22:6w-3) zu erhalten. Diese Syntheseleistung der Meeresalgen und der Transfer
dieser durch die Nahrungskette zum Fisch fiihrt zu reichem Vorkommen der o-3-Fettsduren
im Fisch (231).

Linolsdure (LA; C18:2w-6), eine zweifach ungeséttigte Fettsdure, deren erste Doppelbindung
vom Methylende aus gesehen am 6. Kohlenstoffatom lokalisiert ist, und o-Linolenséure
(ALA; CI18:3w-3), eine dreifach ungesittigte Fettsdure mit erster Doppelbindung am 3.
Kohlenstoffatom, und die langkettigen Derivate beider sind wichtige Bestandteile der
Séugetier- und Pflanzenzellmembran. LA ist der Prékursor der -6-Lipide, ALA der
Prakursor von m-3-Fetten. Sdugetiere sind nicht dazu in der Lage, LA und ALA mittels
de novo-Synthese herzustellen und daher auf eine exogene Zufuhr angewiesen (215). Durch

Prozesse der Elongation und Desaturierung konnen beide essentiellen Fettsduren in die
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biologisch aktiveren Verbindungen der langerkettigen PUFA (polyunsaturated fatty acid)

umgewandelt werden. Die Metabolisierung der PUFA ist in Abbildung 11 zusammengefasst.

o-Linolensdure A" Linolsiure Al Olsiure A Stearinsiure
18:3w-3 18:2w-6 18:1w-9 18:0
A A 1
_ ) Weitere
y-Linolenséure Desaturierung und

18:40-3 18:30-6 Verlingerung
Elongase Elongase

20:4w-3 Dihomo-y-Linolensdure

20:3w-6
A A
Eicosapentaensiure Arachidonsdure

20:5w-3 20:4w-6
Elongase Elongase

22:5w-3 22:4w0-6
Elongase Elongase

24:5w-3 24:4w-6
A A

24:6w-3 24:5w-6
B-Oxidation B-Oxidation

Docosahexaensdure
22:6m0-3 22:5w-6
Abbildung 11: Metabolismus der mehrfach ungesiittigten Fettsiiuren (PUFA)

Sdugetiere und Pflanzen sind dazu in der Lage, aus der gesdttigten Stearinsdure die einfach
ungesittigte Olsdure zu synthetisieren, ein Vorgang, bei welchem unter Katalyse des Enzyms
A’-Desaturase eine Doppelbindung zwischen dem 9. und 10. Kohlenstoffatom eingebaut wird.
Lediglich Pflanzen besitzen die Fihigkeit, durch das Einfiigen weiterer Doppelbindungen
Linolsdure und a-Linolensdure herzustellen. Sdugetiere sind auf die Zufuhr mittels Nahrung
angewiesen, konnen dann in weiterer Folge durch Desaturierung, FElongation und
P-Oxidation eine Reihe weiterer PUFA metabolisieren. Eine metabolische Interkonvertierung
von w-3-, w-6- und w-9-PUFA ist bei Sciugetieren nicht moglich. A° A°, A und A" stehen
fiir Desaturasen.
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Studien von Dyerberg und Bang Mitte der 70er Jahren an der gronlédndischen Bevolkerung
dokumentierten, dass die Prdvalenz der Atherosklerose und des Myokardinfarkts in dieser
Bevolkerung deutlich erniedrigt war, und die Gronldnder ein etwa 10fach niedrigeres
kardiovaskuléres Risiko im Vergleich zur Bevolkerung Dénemarks und Nordamerikas boten
(232, 233). Hieraus schlossen sie auf eine Assoziation bestimmter pathophysiologischer
Prozesse und der Zusammensetzung der Nahrungslipide und sahen darin eine neue
Perspektive zur Krankheitspravention (215, 234, 235). Zahlreiche Arbeiten heben die
antiinflammatorischen, antithrombotischen, antiarrhythmischen, hypolipiddmischen und
vasodilatatorischen Fahigkeiten dieser Lipidgruppe hervor.

Die w-3-Fettsduren greifen in zahlreiche pathophysiologische Vorgénge ein und fiihren zu
einem modifizierten inflammatorischen Antwortverhalten.

Eine -3-reiche Erndhrung induziert nach einigen Wochen eine Suppression der
Zytokinkaskade durch Verminderung der leukozytiren Synthese proinflammatorischer
Zytokine, inbesondere von TNF-a, IL-1 und IL-6 (236-238). Wiahrend anfangs eine direkte
Regulation der Genexpression durch die exogen angebotene FS angenommen wurde, wird
derzeit von einer Beeinflussung auf der Ebene des Transkriptionsfaktors NF-kB ausgegangen:
EPA inhibiert PKC, welche die Aktivierung von NF-«kB katalysiert (239), ®-6-FS hingegen
aktiviert PKC und damit die Genexpression (240).

Die Emigration von Leukozyten aus dem intravaskuldren Kompartiment in das entziindete
Gewebe ist ein fundamentaler Prozess in vielen akuten wund chronischen
Entziindungsvorgingen, einschlieBlich ARDS und Sepsis. Sie ist sowohl fiir die Heilung als
auch fiir die Perpetuierung eines chronischen Zustandes ursdchlich. In diesen Prozess der
Transmigration sind zahlreiche Adhédsionsmolekiile involviert, wie bereits zuvor beschrieben.
Die Expression dieser Oberflaichenmolekiile wird durch Zytokine wie TNF-o und IL-1,
welche vermehrt im Entziindungsgewebe gebildet werden, gesteigert (241). ®-3-FS
reduzieren die TNF-a-induzierte Expression von Adhdsionsmolekiilen auf dem Endothel, was
zu einer verminderten Adhésion von Leukozyten auf den Geféf3zellen fiihrt. Folge ist die
Abnahme der Transmigration in das entziindete Gewebe. Diesbeziiglich konnte gezeigt
werden, dass mit zunehmender Zahl der ungesittigten Bindungen bei gleicher C-Kettenldnge
der verwendeten FS deren Inhibition der endothelialen Aktivierung ansteigt. Die Position der
Doppelbindung spielt dabei keine Rolle (242).

Lymphozyten sind extrem sensitiv in ihrer Reaktion auf freie PUFA. So konnte das Angebot

von freier PUFA in vitro eine Verminderung der IL-2-Produktion, der Antigen-Prédsentation,
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der Lymphozyten-Proliferation und der NK-Zell (natural killer cell)-Aktivitit hervorrufen
(231).

Die in der Sepsis eine wichtige Rolle spielenden Eicosanoide werden, wie bereits im Vorfeld
beschrieben, von Arachidonsdure iiber zahlreiche metabolische Mechanismen synthetisiert
und sind sowohl in pro- als auch antiinflammatorische Prozesse der Sepsis involviert (243,
244). EPA dient als alternativer Lipidprakursor des Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-
Metabolismus und moglicherweise des Cytochrom Pgso-Stoffwechsels: Es resultiert die
Bildung von Leukotrienen der Ser-Serie anstelle der 4er-Serie sowie von 3er-Prostanoiden
anstelle der von der AA abstammenden 2er-Serie (231). Hierliber gibt Abbildung 12 einen
Uberblick.

In Experimenten mit simultanem Angebot von freier AA und freier EPA konnte gezeigt
werden, dass EPA das bevorzugte Substrat des LO-Metabolismus im Vergleich zu AA
darstellt und dass es zu einer gesteigerten Bildung der von EPA abstammenden Produkte auf
Kosten der AA-Metabolite kommt (245).

Viele der von der m-3-Fettsdure abgeleiteten Metabolite, einschlielich LTBs, TxA3 und die
Ser-Serie der Cysteinyl-LT, besitzen eine deutlich geringere inflammatorische und
vasomotorische Wirkung im Vergleich zu den Lipidmediatoren der AA. So ist LTBs ca.
10fach weniger chemotaktisch wirksam als LTB4 (246). Weiterhin kénnen die LT der Ser-
Serie die Wirkung von LT der 4er-Serie inhibieren (247). In Thrombozyten kommt es zu
einer kompetitiven Inhibition der TxA,-Synthese unter EPA-Gabe und zu einer verzdgerten
Metabolisierung von EPA zu TxA; im Vergleich zu AA (248). Das gebildete PGI; besitzt die
gleiche antiaggregatorische Aktivitit wie das PGI,. Eine ®-3-FS-reiche Erndhrung fiihrt zu
einem verminderten aggregatorischen Verhalten der Blutplidttchen bzw. es wird eine hohere
Stimuluskonzentration benétigt, um die Thrombozytenaggregation auszuldosen (249). Fiir
DHA, die in ungefdhr gleicher Menge wie EPA in Fischol enthalten ist, konnte keine
nennenswerte Metabolisierung liber den 5-LO- und COX-Weg dokumentiert werden. Jedoch
kann DHA zu EPA rekonvertiert werden und trigt so zur Amplifizierung des EPA-
Metabolismus bei (250). Ebenfalls zeigen die Leukozyten von mit Fischdl vorbehandelten
Probanden eine reduzierte Chemotaxis auf eine Vielzahl von chemotaktisch aktiven Stoffen
(251). Ein Verlust der Phagozytosefdhigkeit und damit verbundene Reduktion der
Bakterieninternalisation konnte fiir EPA und DHA nicht gezeigt werden (252). Mit EPA
vorbehandelte Zellen besitzen eine signifikant verringerte Fahigkeit, Superoxidanionen zu

bilden (250).
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Abbildungen 12: Metabolisierung der Eicosapentaensiure auf dem Cyclooxygenase-
(oben) und Lipoxygenase-Weg (unten)

Diese fiinffach ungesdittigte w-3-FS kann ebenfalls durch die Enzyme des Eicosanoidstoff-

wechsels umgesetzt werden. Die Metabolisierung der EPA auf dem COX-Weg fiihrt zur

Bildung der 3er-Prostaglandine und des antiaggregatorischen Thromboxan A;. Auf dem

5-LO-Weg entstehen aus EPA die Leukotriene der Ser-Reihe.
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In Phosphatidylcholin, Prakursor der PAF-Synthese, kann das AA-Molekiil in der sn-2-
Position durch EPA ersetzt werden, woraus eine verminderte PAF-Synthese resultiert. Des
Weiteren ist die Aktivitét der PLA,, das den ersten Schritt des PAF-Metabolismus katalysiert,
durch 5-LO-Metabolite beeinflusst und durch EPA direkt herunterreguliert (250).

Fettsduren beeinflussen ebenfalls die Ebene der intrazelluldren ,,second messenger”-Systeme.
Phosphatidylinositol, das vor allem 1-stearoyl-2-arachidonoyl-Spezies enthdlt, ist in die
Struktur biologischer Membranen und die Regulation der Aktivitdt von membrangebundenen
Enzymen involviert. Anstelle von AA kann EPA in das Phosphatidylinositol eingebaut
werden. Das durch Rezeptorstimulation gebildete 1Py ist durch die Fettsdurezusammensetzung
in der Weise beeinflusst, dass ein zunehmender Anteil an ®-3-FS im PI-Pool zu einer
reduzierten IPy- und DAG-Bildung fiihrt und damit eine Abnahme des leukozytiren
Antwortverhaltens auf einen inflammatorischen Stimulus zur Folge hat (251). Die DAG-
abhingige Aktivierung der PKC ist ebenfalls von der FS-Komposition bestimmt: Trigt DAG
in der sn-2-Position eine ®-3-FS, so ist es in der PKC-Aktivierung weniger effektiv als DAG
mit einer ®-6-FS. Zur vollstdndigen Aktivierung wird PKC vom Zytosol an die Membran
transloziert und bindet hier an das Phospholipid Phosphatidylserin (PS). Dieser Prozess wird
durch die Fettsdurezusammensetzung des PS bestimmt und zwar in dem MaB, dass ein
hoherer Gehalt an ®-3-Fetten die Bindungsfahigkeit von PKC und damit dessen Aktivierung
verringert (253, 254). Folge der Summe der Effekte von w-3-FS auf die ,,second messenger’-

Systeme ist eine Reduktion des Stimulus-Antwort-Verhaltens.

Alle diese genannten Mechanismen bewirken eine supprimierte inflammatorische
Zellaktivierung und damit den immunmodulatorischen Effekt der -3-Fettséuren,

insbesondere von EPA und DHA.

2.6.2. Freisetzung von Fettsauren

Freie Fettsduren im Plasma stammen entweder aus einer Freisetzung aus dem
Membranphospholipidpool der Korperzellen oder aus der Zufuhr iiber eine parenterale
Erndhrung mit Lipiden. Entscheidend fiir die Synthese der Lipidmediatoren und die
Beeinflussung zahlreicher immunologischer und inflammatorischer Prozesse ist die freie

Fettsdaure im Plasma.
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2.6.2.1. Freisetzung aus Membranfettsduren

Essentielle Fettsduren sind im Plasma sowie in den Geweben vorwiegend in Phospholipiden

verestert und bilden insbesondere Bausteine der Lipoproteine und Zellmembranen.

Zugefiihrte essentielle Fettsduren werden durch Desaturasen in Folgeprodukte umgewandelt,

die wiederum als Prikursoren der Eicosanoidsynthese in die Phosphatide der Zellmembranen

eingebaut und bei Bedarf durch Phospholipasen mobilisiert werden:

* im Rahmen der ,,Pl-response” Freisetzung aus dem Membranlipid Phosphatidylinositol-
1,4,5-Triphosphat nach agonistischer Rezeptorokkupation (sequentielle Reaktion der
Phosphatidylinositol-1,4,5-Triphosphat-spezifischen Phospholipase C und einer DAG-
spezifischen Phospholipase A»)

e direkt aus dem Prikursorlipid der PAF-Biosynthese unter Bildung von Lyso-PAF im
Rahmen einer Ca” -vermittelten Zellstimulation (PAF-Precursor-spezifische PLA,)

* aus den Membranlipiden Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin (PLA,-
Aktivititen unterschiedlicher Spezifitit).

2.6.2.2. Freisetzung aus Infusionen

Im Gegensatz zur enteralen Verabreichung fiihrt die parenterale Gabe von synthetischen
Lipidaggregaten zu einer Aktivierung der endothelialen Lipoproteinlipase mittels
Translokation des Enzyms von seiner zelluliren Bindung in das GefiaBkompartiment mit
einem daraus resultierenden sofortigen Anstieg der plasmatischen freien FS aufgrund der

Hemmung sowie Uberlastung von lokalen zelluliren Aufnahmemechanismen (255, 256).

2.6.3. Rolle der extrazelluliren freien Fettsduren

Freie Fettsduren spielen in den pathophysiologischen Abldufen der Inflammation eine
entscheidende Rolle, konnte doch in Zellexperimenten gezeigt werden, dass die Aktivierung
von Granulozyten durch natiirlich vorkommende und pathophysiologisch relevante
rezeptorabhingige Stimuli in vitro zu keiner nennenswerten Bildung von AA-Metaboliten
fiihrt, sondern dies erst durch die gleichzeitige Gabe von AA der Fall ist. Hier zeigt sich eine
Abhingigkeit der granulozytdren 5-LO von exogener AA-Zufuhr — ein pathophysiologisch

sinnvolles Prinzip zur Synchronisation aktivierter Granulozyten und Zielgewebe.
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2.6.4. Grundlagen einer immunmodulatorischen Therapie mit »-3-Lipiden

Die Tatsache der Abhingigkeit der granulozytiren 5-LO von exogener AA sowie die
nachgewiesene Beeinflussung des Zytokinprofils sowie der Zytokin-mediierten
pathophysiologischen Sequenzen eroffnet die Mdoglichkeit einer pharmakologischen
Intervention durch die parenterale Einschleusung einer AA-antagonisierenden Fettsdure in die
Synthesewege der Lipidmediatoren. Vor dem Hintergrund der Modulation von
inflammatorischen und immunologischen Antworten sowie der von Dyerberg und Bang
dokumentierten Beobachtungen war die Verwendung von Erndhrungen mit spezifischen
Fettzusammensetzungen, insbesondere mit den ®-3-FS EPA und DHA, schon seit ldngerem

von groBBem Interesse. Es entstand der Begriff der "Immunnutrition".

Die anstelle von AA intravaskulér verabreichte EPA erzeugte in einem Modell des septischen
Lungenversagens ein verringertes Lungenddem sowie einen geringeren pulmonalarteriellen
Druck (257-259). Ebenso konnte anhand der enteralen Gabe von EPA eine Verbesserung der
Symptomatik von ARDS-Patienten erzielt werden (260). Da in dem verwendeten enteralen
Erndhrungsregime jedoch ebenfalls andere immunmodulatorische Komponenten, wie v-
Linolensdure und Antioxidantien, enthalten waren, ldsst sich letztendlich keine Aussage

dariiber machen, ob die Kombination oder eine einzelne Komponente daraus wirksam war.

Vor dem geschilderten Hintergrund der Beeinflussung zahlreicher inflammatorischer
Reaktionen des Organismus durch -3-Fettsduren und der unkontrollierten systemischen
Ausschiittung einer Vielfalt (hyper-)inflammatorischer Mediatoren in der Sepsis mit
Einbindung zahlreicher Organsysteme bis hin zum Multiorganversagen stellt sich die Frage
nach der Moglichkeit einer Intervention durch die parenterale Anwendung von -3-
Lipidemulsionen. Derzeit liegen noch keine Arbeiten beziiglich einer parenteralen Gabe

wihrend der Sepsis vor.
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2.7. Fragestellung

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Zusammenhinge wurden folgende Fragen anhand

einer Studie an Sepsispatienten bearbeitet:

1.

Unterscheiden sich Profil sowie Plasmaspiegel freier Fettsduren von septischen Patienten

vor Beginn einer parenteralen Substitutionstherapie von denen gesunder Probanden?

Welchen Einfluss hat die exogene Zufuhr von ®-6- und o—3-Lipidemulsionen auf das
Fettsdureprofil im Plasma? Lassen sich mittels ®-6- und w—3-Fettinfusionen quantitative

und qualitative Verdnderungen der freien Plasmafettsduren erzielen?

Ist eine ®w—3-Lipidzufuhr dazu in der Lage, den granulozytiren und thrombozytiren
Entziindungsmetabolismus in der Sepsis zu modifizieren? Wird unter o—3-Infusionen

EPA anstelle von AA in den LO- und COX-Metabolismus eingeschleust?

Welchen Einfluss iibt die Art der parenteralen Lipidzufuhr auf den klinischen Verlauf

septischer Patienten aus?

Worin besteht der Unterschied zwischen einer enteralen und einer parenteralen
Darreichungsform der ®-6- und -3-Erndhrungen vor dem Hintergrund der

Studienergebnisse?

Werden inflammatorische Parameter und zelluldre Funktionen in der Sepsis durch ©—3-
Lipide in der Weise verédndert, dass ein kiinftiger therapeutischer Ansatz in der Gabe von

-3-Lipidemulsionen bestehen kénnte?
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3. METHODIK

3.1. Studienprotokoll

In die Pilotstudie wurden 10 Patienten eingeschlossen, welche die Kriterien der Sepsis und
des septischen Schocks erfiillten und eine enterale Erndhrung nicht tolerierten. Alle Patienten
wurden auf der internistischen Intensivstation der Medizinischen Klinik II der Justus-Liebig-
Universitit Gielen betreut.

Die Genehmigung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission des Fachbereichs
Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit Gielen. Sie entsprach den Richtlinien der
Deklaration von Helsinki. Vor Eintritt in die Studie wurde nach vorherigem ausfiihrlichen
Aufklirungsgesprich iiber das Studienvorhaben von jedem Patienten bzw. dessen nichsten
Angehorigen oder gesetzlichem Betreuer eine schriftliche Einverstdndniserkldrung
unterzeichnet.

Die Studie wurde als offene, randomisierte Untersuchung durchgefiihrt. Die Patienten, die die
Einschlusskriterien erfiillten und keine Ausschlusskriterien aufwiesen, wurden nach dem
Zufallsprinzip den zwei Gruppen zugeordnet, welche sich im Rahmen ihrer parenteralen

Erndhrung lediglich durch die verabreichte Lipidemulsion unterschieden.

3.1.1. Patientenpopulation

Sepsis und septischer Schock wurden nach den von Bone et al. entwickelten Kriterien

definiert (9).

3.1.1.1.  Einschlusskriterien

Die an der Studie teilnehmenden Patienten erfiillten folgende Kriterien:

A. Klinischer Verdacht einer Infektion und Einleitung oder Wechsel einer systemischen
antimikrobiellen Therapie innerhalb der vorausgegangenen 72 Stunden.

und

B. Systemische inflammatorische Antwort, basierend auf zwei oder mehreren der
folgenden Reaktionen (jede innerhalb einer 24-stiindigen Periode dokumentiert):

1. Fieber oder Hypothermie (Kdrperkerntemperatur = 38.0 °C oder < 36.0 °C).
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2. Tachykardie (Herzfrequenz von = 90 Schldgen/min).

3. Tachypnoe (Atemfrequenz von = 20/min) oder PaCO, < 32 mmHg (4.3 kPa)
unter Spontanventilation oder unter Notwendigkeit einer maschinellen
Beatmung.

4. Leukozytenzahl > 12 x 10°/1 oder < 4 x 10°/1 oder 10 % Vorlduferzellen.

und

C. Akuter Beginn einer Organdysfunktion, die einen oder mehrere der folgenden Aspekte
erfiillt, unabhéingig vom primédren Fokus des septischen Geschehens und einer
eventuell bestehenden chronischen Begleiterkrankung:

l. Akute Deterioration des mentalen Status des Patienten, nicht bedingt durch
Sedation oder eine zugrunde liegende Primérerkrankung des zentralen
Nervensystems.

2. Hypoxdmie, definiert durch PaO,/Fi0, <300 mmHg (40 kPa), bei Fehlen einer
zugrunde liegenden primdren Lungenerkrankung.

3. Oligurie, definiert durch eine renale Ausfuhr von < 0.5 ml/(kg x h) fiir
mindestens zwei aufeinanderfolgende Stunden oder ein Anstieg des Serum-
kreatininwertes auf = 2.0 mg/dl (177 umol/l) innerhalb der vorausgegangenen
48 Stunden, bei Fehlen einer renalen Erkrankung.

4. Thrombozytopenie, definiert durch eine Blutplittchenzahl von < 75 x 10°/1
oder einen akuten Abfall um = 50 % innerhalb der vorausgegangenen
24 Stunden, bei Fehlen einer priméren Erkrankung des Knochenmarks.

5. Akute hepatische Dysfunktion, definiert durch mindestens zwei der folgenden

laborchemischen Parameter, bei Fehlen einer zugrunde liegenden hepatischen

Erkrankung:
1) eine Bilirubinkonzentration im Serum von > 2.5 mg/dl (43 pumol/l),
i1) eine Alaninaminotransferase (ALT)-Konzentration im Serum von mehr

als das Doppelte des Normalwertes,

iii) INR < 1.5 oder PT > 1.5fache des Kontrollwertes oder PT > 1.5fache
des Mittelwertes des Referenzbereichs, in Abwesenheit einer
systemischen Antikoagulation.

6. Disseminierte intravasale Gerinnung (DIC), definiert durch mindestens zwei

der folgenden Faktoren:
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iii)

Plittchenzahl < 75 x 10°/1 oder ein akuter Abfall um = 50 % innerhalb
der vorausgegangenen 24 Stunden, bei Fehlen einer primédren
Erkrankung des Knochenmarks.

INR < 1.5 oder PT > 1.5fache des Kontrollwertes oder PT > 1.5fache
des Mittelwertes des Referenzbereiches, in Abwesenheit einer
systemischen Antikoagulation.

D-Dimer-Titer von > 0,5 pg/ml oder Fibrin-Spaltprodukte von
> 10 pg/ml.

Fin Plasmalaktat von > obere Grenze des Normalbereiches oder ein

Basendefizit von > 5 mmol/l, nicht bedingt durch eine vom schweren

septischen Geschehen abweichende metabolische Entgleisung, wie z. B. durch

ein akutes Nierenversagen.

Septischer Schock wurde definiert als ein Syndrom der schweren Sepsis, assoziiert mit einem

der beiden folgenden Punkte:

e ein MAP < 70 mmHg fiir mindestens 30 aufeinander folgende Minuten trotz

Volumensubstitution,

* die Notwendigkeit der Gabe von Vasokonstriktoren mit einer konstanten Dosis von

entweder Adrenalin > 0.05 pg/(kg x min) und/oder Noradrenalin > 0.05 pg/(kg x min)

und/oder Dopamin > 5.0 pg/(kg x min) oder die &dquivalente Dosis eines anderen

Vasokonstriktors iiber mindestens 30 zusammenhingende Minuten, um einen MAP von

tiber 90 mmHg aufrechtzuerhalten.

3.1.1.2.

Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten im Alter von unter 18 Jahren oder mit einer bestehenden

oder vermuteten Schwangerschaft. Weitere Ausschlussfaktoren waren:

eine Behandlung mit Kortikosteroiden (in einem Aquivalent von = 1mg Prednison/kg

Korpergewicht) innerhalb der vorausgegangenen 48 Stunden

eine Behandlung mit Immunsuppressiva

eine bestehende HIV-Infektion

eine Neutropenie anderer Genese

Teilnahme an einer laufenden klinischen Studie

eine bestehende irreversible Begleiterkrankung, bei welcher ein moglicherweise letaler

Verlauf abzusehen war.
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Physiologische Variable hoch abnormale Werte tief abnormale Werte

+4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4 s || Score

yert

Temperatur, rektal [ °C] >41 39-40.9 38.5-389 | 36-38.4 34-359 32-33.9 30-31.9 <299
Arterieller Mitteldruck (mmHg) >160 130-159 110-129 70-109 50-69 <49
Herzfrequenz, ventrikulir (/min) >180 | 140-179 | 110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Atemfrequenz, beatmet/spontan >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
(/min)
Oxygenierung AaDO,/Pa0O, >500 350-499 | 200-349 <200
a) Fi0, > 0.5 — AaDO, (mmHg)
b) FiO, < 0.5 — PaO, (mmHg) >70 61-70 55-60 <55
pH, arteriell >7.7 7.6-7.69 7.5-7.59 | 7.33-7.49 7.25-7.32 | 7.15-7.24 <7.15
Natrium im Serum (mmol/l) > 180 160-179 | 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 | 111-119 | <110
Kalium im Serum (mmol/I) >17 6-6.9 5.5-5.9 3.5-54 3-34 2.5-2.9 <25
Kreatinin (mg/dl) >3.5 2-3.4 1.5-1.9 0.6-1.4 <0.6
verdoppelter Wert fiir akutes Nierenversagen
Héamatokrit (%) > 60 50-59.9 | 46-49.9 | 30-45.9 20-29.9 <20
Leukozyten (*1000/mm”) > 40 20-39.9 | 15-19.9 | 3-149 1-2.9 <1
Glasgow Coma Scale (GCS)
Wert =15 - GCS
Acute Physiology Score
Summe der einzelnen Werte
HCO; im Serum (VGI’I()S, mmol/]) >52 41-51.9 32-40.9 22-31.9 18-21.9 15-17.9 <15

nur bei keinen arteriellen Blutgasen

Tabelle 4:

Acute Physiology Score als Teil des APACHE II-Score

Nach diesem Muster wurden fiir die an jedem Studientag erhobenen klinischen und laborchemischen Parameter Punkte vergeben, die in der Summe
mit den Punkten fiir Alter und fiir eine vorliegende chronische Erkrankung den totalen APACHE II-Score bildeten.
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3.1.2. Dokumentation des klinischen Verlaufs

Zur Beurteilung des klinischen Zustandes fand der APACHE II-Score Verwendung (261). Die
erforderlichen klinischen sowie laborchemischen Parameter wurden an jedem Studientag
erhoben und dokumentiert, nach der vorliegenden Tabelle 4 wurden den einzelnen Parametern
Punkte vergeben. Der auf den ,,Glasgow Coma Scale” (GCS) bezogene Wert, der sich nach
der Gleichung: Wert = 15 — GCS ermittelt, wurde hinzugefiigt.

Entsprechend dem vorliegenden Alter wurden folgende Punkte zugeordnet:

Alter (Jahre) Punkte
<44 0
45-54 2
55-64 3
65-74 5
>75 6

Zusétzlich erfolgte die Zuteilung sogenannter ,,Chronic Health-Punkte” bei Vorliegen einer
chronischen Erkrankung im Sinne einer schweren Organinsuffizienz oder einer
Immunschwiche nach folgender Differenzierung:

nicht-operierter Patient oder Patient nach einer Notfalloperation 5 Punkte

Patient nach elektivem operativen Eingriff 2 Punkte.
Eine schwere Organinsuffizienz bzw. Immunsuppression lag vor, wenn einer oder mehrere
der folgenden Gesichtspunkte erfiillt waren:
Leber:

mittels Biopsie gesicherte Leberzirrhose

dokumentierte portale Hypertension

Episoden einer oberen gastrointestinalen Blutung, verursacht durch portale Hypertension

Episoden von Leberversagen, Enzephalopathie, Leberkoma.

Kardiovaskuldres System: NYHA IV.

Respiratorische Einschriankung:

chronisch restriktive, obstruktive oder vaskulidre Erkrankung mit schwerer Einschrankung
der Leistungsfahigkeit

dokumentierte chronische Hypoxie, Hyperkapnie

sekundére Polyzythdmie

schwere pulmonale Hypertension (PAPmean > 40 mmHg)

beatmungspflichtiger Patient.
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Niere: chronisch dialysepflichtiger Patient.

Immunsuppression:

Behandlung mit Immunsuppressiva

Chemotherapie

Bestrahlung

kiirzliche oder Langzeit-Steroidtherapie (hochdosiert)

bestehende Diagnose einer HIV-Infektion, einer Leukdmie oder eines Lymphoms.

Es wurde die Summe aus den 12 einzelnen Werten des ,,Acute Physiology Score” gebildet
und dann mit den Alterspunkten sowie den ,,Chronic Health-Punkten” summiert. Die Summe
wird als totaler APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) II-Score
bezeichnet.

Der APACHE II-Score wurde aus den Daten vor Behandlungsbeginn sowie im weiteren
Verlauf aus den aktuellen Daten der Studientage ermittelt. Der Wert des im APACHE II-
Score beinhalteten ,,Glasgow Coma Scale” wurde bei sedierten Patienten mittels der
klinischen Ausgangssituation vor Initiierung der Sedation bestimmit.

Die Definition von Blutkulturen als positiv erfolgte durch die Identifizierung von Bakterien-

oder Pilzwachstum in normalerweise sterilen Korperfliissigkeiten bzw. Korpergeweben.

3.1.3. Studienmedikation

Die vollstindige parenterale Erndhrung der Studienpatienten beinhaltete entweder die
standardisierte ®-6-Lipidinfusion (Lipoven”™; Firma Fresenius, Bad Homburg, Deutschland)
oder alternativ die ®-3-Lipidinfusion, basierend auf Fischol (Omegaven®; Firma Fresenius,
Bad Homburg, Deutschland). Die verwendeten Glucose-, Aminosdure- und
Elektrolytlosungen waren in beiden Gruppen gleich. Die Lipidemulsionen waren steril in
Glasflaschen verpackt und wurden bei 4-8 °C aufbewahrt. Die Fettsdurezusammensetzung
dieser Lipidemulsionen ist in Tabelle 5 angegeben.

Uber einen zentralvendsen Katheter wurden an jedem Studientag 400 ml der 10 %igen ©-6-
oder w-3-Lipidemulsion mit Hilfe eines Injektomaten infundiert, verteilt auf drei Gaben:

200 ml wurden von 8.00 bis 12.00 Uhr, 100 ml von 16.00 bis 20.00 Uhr und 100 ml von
Mitternacht bis 4.00 Uhr verabreicht. Dieses Infusionsregime wurde iiber insgesamt 10 Tage

verfolgt. Keiner der Patienten hatte vor Studienbeginn eine Fettemulsion erhalten.
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Fettséure Omega-6-Emulsion Omega-3-Emulsion
(Lipoven®) (Omegaven®)

(€0)) (€4))
C14:0 - 4.9
C16:0 12.4 10.7
Cl6:1o-7 - 8.2
C18:0 5.0 2.4
Cl18:10-9 24.1 12.3
C18:2m-6 52.2 3.7
C18:3w-3 8.2 1.3
C20:40-6 - 2.6
C20:5m-3 - 18.8
C22:5mw-3 - 2.8
C22:60-3 - 16.5
Andere - 15.1

Tabelle S:  Fettsiurezusammensetzung der verwendeten m—6- und ®—3-Lipidemulsionen

Angegeben sind die Einzelkomponenten in g/1.

Die @—6 (Lipoven®)- und die o3 (Omegaven®)-Lipidemulsionen wurden mit identischen
Techniken und Zusdtzen von Firma Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland, hergestellt.
Wiederholte gaschromatographische Kontrollen beider Emulsionen zeigten < 0.3 % freie AA
oder EPA in Relation zur jeweiligen veresterten Fettsdure.

3.1.4. Blutentnahme

Das untersuchte Blut wurde mittels Venenpunktion am Tag 1, um 8.00 Uhr vor Beginn der
Infusionstherapie und an den Tagen 3, 7 und 10, um 8.00 Uhr nach einem 4-stiindigen

lipidinfusionsfreien Intervall gewonnen.

3.1.5. Kontrollgruppe

8 gesunde Erwachsene im Alter zwischen 23 und 66 Jahren, davon 4 Frauen und 4 Minner,
standen als Kontrollgruppe zur Verfiigung. Alle Teilnehmer boten eine unauffillige
medizinische = Vorgeschichte sowie regelrechte korperliche und laborchemische

Untersuchungsbefunde, sie nahmen keine Medikamente ein, insbesondere keine
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nonsteroidalen antiinflammatorischen Priparate. Der Blutentnahme ging kein fieberhaftes
Ereignis voraus. Nach einer 8-stiindigen Nahrungskarenz wurde die Blutentnahme um

8.00 Uhr mittels antecubitaler Venenpunktion vorgenommen.

3.2. Isolation der Blutzellen und Gewinnung von Plasma

3.2.1. Granulozyten

Die Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten wurde nach einer Modifikation der
Methode von Hjorth durch Zentrifugation iiber einen Zwei-Stufen—Perco11®-Dichtegradienten
vorgenommen (262). Die Zellisolation fand unter standardisierten Bedingungen bei
Raumtemperatur (20-25 °C) statt.

Es wurden 50 ml heparinisiertes vendses Blut verwendet. Hierzu wurde Heparin in einer
Polyethyleneinmalspritze vorgelegt und das Blut anschlieBend mit Hilfe dieser Spritze
aspiriert, so dass eine Konzentration von 50 IE Heparin/ml Blut vorlag.

Fir den zweistufigen Dichtegradienten wurden 4 ml einer 55 %igen Percoll®-Losung
(hergestellt aus einer Mischung von 55 ml Percoll®, 10 ml einer 1.5 molaren NaCl-Lésung,
35 ml Aqua destillata) in 15 ml Polystyrolrohrchen pipettiert und mit 4 ml einer 69 %igen
Percoll®-Losung (69 ml Percoll®, 10 ml der 1.5 molaren Kochsalzlosung, 21 ml Aqua
destillata) unterschichtet. AnschlieBend wurden ca. 5 ml heparinisiertes Blut vorsichtig auf
das 55 %ige Percoll® aufgetragen. Die Zentrifugation erfolgte unmittelbar nach dem
Aufschichten bei Raumtemperatur mit 350 g fiir 20 Minuten. Nach Absaugen der
Thrombozyten- und Plasma-Banden wurde die Bande der gewiinschten Zellpopulation,
welche zwischen den beiden Percoll®-Schichten zum Liegen gekommen war, mit Hilfe einer
Kaniile und einer 1 ml-Polyethylenspritze abgetragen und in einem 50 ml-Greiner-Réhrchen
fiir die anschliefenden Waschschritte mit Hanks/Hepes +/- Puffer suspendiert. Dieser Puffer
beinhaltete eine verminderte Ca*'-Konzentration (0.5 mM), um das spontane
Aggregationsverhalten der Granulozyten zu inhibieren. Die Zellen, jeweils in frischem Puffer
resuspendiert, wurden mit zwei identischen Zentrifugationsschritten (5 Minuten, 500 g,
Raumtemperatur) von Percoll®-Riickstinden gereinigt.

Bei starker Erythrozytenkontamination des Zellpellets wurde eine hypotone Héadmolyse

zwischengeschaltet: Dazu wurden die Zellen in 18 ml Aqua bidestillata resuspendiert und
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nach einer Zeit von 20 Sekunden wurde die Lyse durch Zusatz von 2 ml 10fachem Hanks-
Konzentrat (HBSS) beendet.

Vor Versuchsbeginn erfolgte eine Zwischenkultur fiir 30-60 min bei 37 °C und 100 %
Luftfeuchtigkeit unter einer Begasung mit 95 % Raumluft und 5 % CO,, nachdem die Zellen
zuvor im Nihrmedium RPMI 1640 mit 10 % fetalem Kélberserum aufgenommen worden
waren.

Die Reinheit der PMN-Fraktion — in regelméfBigen Abstinden iiber Differentialblutbilder
kontrolliert - lag im Mittel bei 97 %. Die restlichen Zellen wurden als mononukledre
Leukozyten und eosinophile Granulozyten identifiziert. Die Zellvitalitit wurde nach der
Isolation mit Hilfe der Trypan-Blau-Ausschlussmethode und der LDH-Freisetzung {iberpriift.
Nach erster Methode waren ca. 96 % der isolierten Zellen vital. Die spontane
Laktatdehydrogenase-Freisetzung der PMN, bezogen auf die durch das Bienengift Mellitin

hervorgerufene absolute Enzymfreisetzung, lag in allen Testungen unter 3 %.

3.2.2. Thrombozyten

Das zur Thrombozytenisolation benétigte Blut wurde in 3 ml-Polyethylenr6hrchen aspiriert,
die 700 pl einer 7.5 %igen EDTA-Ldsung enthielten. Nach einer Zentrifugation mit 200 g fiir
10 min wurde das Blutplittchen-reiche Plasma dekantiert und mit 1500 g fiir 10 min
zentrifugiert. Das Thrombozytenpellet wurde in isotonischem PBS-Puffer (pH 7.4)
resuspendiert, gewaschen und anschlieend in Tris-Puffer (20 mM; pH 7.4; 132.8 mM NacCl,
4.3 mM KCI, 1.1 mM KH;POy4, 2.4 mM CaCl, und 1.3 mM MgPOy; 240 mg/100 ml Glucose)
aufgenommen, sodaB 1 x 10° Thrombozyten/ml vorlagen. Fiir die in vitro-Stimulation wurden

1000 pl-Aliquots verwendet.

3.2.3. Plasma

Zur Analytik freier Fettsduren im Plasma wurden den Patienten und den Teilnehmern der
Kontrollgruppe 5 ml Blut in ein mit 0.5 ml 3.13 %iger Citratlosung beschicktes Polyethylen-
rohrchen entnommen und dieses unmittelbar bei einer Zentrifugentemperatur von 4 °C und
2000 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Das Plasma wurde dekantiert und auf Eis gekiihlt der

weiteren Analytik zugefiihrt.
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3.3. Granulozytire Funktionsparameter

3.3.1. Versuchsprotokolle

Kurz vor Stimulusapplikation wurden die Granulozyten zweimal gewaschen, in einer
lichtmikroskopischen Zdhlung mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer bei 400facher
Vergroflerung quantifiziert und in Hanks/Hepes +/+ Puffer aufgenommen, so dass
10x 10°PMN/ml  vorlagen.  AnschlieBend  wurden sie  den  verschiedenen

Stimulationsprotokollen zugefiihrt.

3.3.2. Degranulierung

Hat eine Degranulierungsreaktion stattgefunden, so ldsst sich dies in einem Auftreten von
Inhaltsstoffen der verschiedenen sekretorischen Kompartimente des Granulozyten
nachweisen. Die Enzyme Elastase und N-Acetyl-B-Glucosaminidase dienen als Marker der
primdren Granula und das Vitamin Bj,-bindende Protein als Indikator einer Degranulation
sekundédrer Vesikel. So kann bei entsprechender Wahl der untersuchten Parameter der
Einzelanteil der primiren, sekundédren und tertidren Granula an der Degranulierung gemessen
werden. Wir quantifizierten das Ausmall der Degranulierungsreaktion der isolierten PMN
anhand der Freisetzung des proteolytischen Enzyms Elastase im Zelliiberstand nach
Modifikation der Methode von Kramps (263). Die Enzymaktivitit wurde kinetisch {iber die
Entstehung eines photometrisch detektierbaren Reaktionsprodukts ermittelt.

Nach Zusatz des chromogenen Substrates L-Pyroglutamyl-L-Propyl-L-Valin-p-Nitroanilidin
wurde die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme bei 405 nm als MaB fiir die Elastase-

Aktivitdt genommen.

Durchfiihrung:

Zu Beginn wurden 200 ul Messpuffer und 100 pl Verdinnungspuffer, deren
Zusammensetzung der Materialienliste zu entnehmen ist, in der Kiivette vorgelegt und
anschlieBend 100 pl Granulozyteniiberstand hinzugefiigt. Durch die Zugabe von 200 pl
Substratlosung wurde die Reaktion gestartet und die Extinktionszunahme bei 405 nm im
Uvikon-Photometer fortlaufend iiber 4 Minuten gemessen. Die Messung erfolgte

standardmifBig bei 37 °C. Die aus der Extinktionszunahme errechnete Aktivitit wurde in
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Relation zum zelluliren Elastasegesamtgehalt gesetzt — ausgeschiittet durch die
Ultrabeschallung (50 Watt fiir 3 x 15 sec) eines unstimulierten Parallelansatzes mit

korrespondierender Zellzahl.

3.3.3. Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen - ,,respiratorischer Burst”

Die Aktivierung des respiratorischen Burst in stimulierten Granulozyten wurde anhand einer
Quantifizierung des primiren Reaktionsproduktes der granulozytiren NADPH-Oxidase — des
Sauerstoffsuperoxids (O%) - beurteilt. Hierzu wurde die Methode von Cohen verwendet (264),
deren Prinzip die photometrisch ermittelte Reduktion von Cytochrom C durch das von den
stimulierten PMN freigesetzte Sauerstoffsuperoxid ist.

Vor Stimulation wurde das Cytochrom C den Versuchsansidtzen zugesetzt, wihrend
Parallelansitze zusitzlich Superoxiddismutase (SOD) enthielten, ein Enzym, das die rasche
Disproportionierung des O*” zu den weniger reaktiven Produkten O, und H,O, katalysiert und
damit selektiv die O”-abhingige Cytochrom-Reduktion inhibiert. Erst der aus der Differenz
beider Ansétze erhaltene, SOD-hemmbare Anteil der Cytochrom C-Reduktion ldsst einen

Riickschluss auf die Menge des gebildeten O zu.

Durchfiihrung:

Es wurden paarweise Proben mit 5 x 10° PMN/ml angesetzt, die jeweils 75 uM Cytochrom C
enthielten. Einem der beiden Ansdtze wurde 10 pg/ml SOD zugesetzt. Aufgrund der
Instabilitdit der reaktiven Sauerstoffspezies muss das Cytochrom C bereits im
Stimulationsansatz enthalten sein, um sofort mit dem gebildeten O reagieren zu konnen. Die
Stimulation der Zellansétze mit 1 pmol/l fmlp erfolgte bei 37 °C im Schiittelwasserbad und
wurde durch Kiihlung der Probengefiaf3e in Eis und anschlieBende Zentrifugation bei 4 °C mit
1200 g fiir 5 min gestoppt. Die abpipettierten Zelliiberstinde wurden bei 546 nm, dem
Absorptionsspektrum des reduzierten Cytochrom C, photometrisch analysiert, wobei jeweils
die Extinktion gegen den Parallelansatz, der das SOD enthielt, gemessen wurde. Unter
Annahme eines Extinktionskoeffizienten von 21 mM™ e¢m™ wurde mittels 1:1-Stochiometrie

der Reaktion die granulozytire O*-Bildung errechnet.
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3.3.4. Phosphatidylinositol-Metabolismus

Nach der von Berridge beschriebenen Methode wurde zur Beurteilung der Aktivierung
inflammatorischer ~ Signaltransduktionsmechanismen die Phospholipase C-vermittelte
Entstehung von Inositolphosphaten aus mit [*H]Inositol vormarkierten Membraninositiden

bestimmt (265).

Durchfiihrung:

Zunichst wurden die PMN in Medium 199 (ohne Glutamin und Inositol-arm) mit 2 % fetalem
Kilberserum, 40 mM Hepes-Puffer (pH 7.4) resuspendiert, so dass 1 x 10’ Zellen/ml
vorlagen. Nachdem myo-[’H]Inositol (50 pCi/ml) zugesetzt worden war, fand die
zweistlindige Markierungsperiode bei 37 °C in einem Schwenkwasserbad statt. Durch das
Schwenken wurde einer Verklumpung der Granulozyten vorgebeugt. Vor dem
experimentellen Einsatz der markierten Zellen erfolgte ein zweimaliges Waschen mit Hanks-
Losung, welche 20 mM Hepes und 10 mM Lithiumchlorid enthielt. Der Zusatz von LiCl
diente der Inhibition der zelluldren IP;-Phosphatase. Zu unterschiedlichen Zeiten nach der
Stimulation mit 1 pmol/l fmlp wurden die Reaktionen durch die Zugabe von eisgekiihlter
15 %iger Trichloressigsdure in einem Verhéltnis von 1:1 (v/v) zum Probenvolumen beendet
und die Probengefal3e fiir 15 min auf Eis gestellt. Die Lipidfraktion wurde anschlieBend durch
viermaliges Ausschiitteln mit wassergesittigtem Diethylether (4 ml pro ml Probenvolumen)
und Abpipettieren extrahiert und die zuriickbleibende wissrige Phase mit Na'-Tetraborat auf
pH 8 neutralisiert.

Im néchsten Schritt erfolgte die Separation der Inositolphosphate mittels Anionenaustausch-
Chromatographie. Hierzu wurden die mit Dowex-Ionenaustauscherharz selbst gepackten
Sdulen vor Gebrauch jeweils mit 5 ml 1.0 M NHs-Formiat/0.1 M Ameisensdure (pH 4.58)
und 5 ml Aqua bidestillata konditioniert, um [*H]Inositol-Reste von der Matrix zu entfernen.
Nun wurde mit 3 ml 5 mM Inositollosung die Sattigung unspezifischer Bindungsstellen
bewirkt, bevor die mit Diethylether extrahierte wéssrige Phase der Proben (2 ml/ml
Probenvolumen) aufgetragen werden konnte. Nach dem Aufpipettieren von 4 ml 60 mM
Ameisensdure/5 mM Na -Tetraborat zur Elution von Glycerophospho-[*H]Inositol wurden
die gesamten Phosphoinositide mit 2 ml 1.0 M NH4-Formiat/0.1 M Ameisensédure eluiert.

Zur Differentialeluierung von IP;, IP; und IP; war die sequentielle Sdulenspiilung mit Phasen
ansteigender lonenstirke notwendig. IP; wurde mit 5 ml 0.1 M Ameisensdure/0.2 M NHy-

Formiat (pH 3.81) eluiert, IP, mit 5 ml 0.1 M Ameisensdure/0.4 M NHj-Formiat (pH 4.12)
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und IP; mit 5 ml 0.1 M Ameisensdure/1.0 M NHy-Formiat (pH 4.9). Alle Inositolphosphate
wurden als IPx zusammengefasst.

Die separat aufgefangenen Eluatfraktionen wurden in einem Verhéltnis von 1:10 mit
Szintillatorfliissigkeit versetzt und anschlieBend im B-Counter gemessen. Parallel zu den
Proben wurden authentische Standards zur Uberpriifung der Trennleistung der einzelnen

Saulen verwendet.

3.3.5. Analytik der Lipoxygenase-Produkte von AA und EPA

Um die von der Arachidonsdure und Eicosapentaensiure abgeleiteten Metabolite der
Lipoxygenase zu reinigen, aufzutrennen, zu identifizieren und zu quantifizieren, kam eine
Sequenz aus Festphasen-Extraktion, Reversed-Phase-HPLC mit zusitzlicher UV-
Spektrenanalyse und Straight-Phase-HPLC der derivatisierten Komponenten zum Einsatz.

Die nach der Stimulation mit 1 pmol/l A23187 gewonnenen Zelliiberstinde wurden
unmittelbar nach der Abnahme auf Eis gestellt und ohne Unterbrechung der Kiihlung

innerhalb der darauffolgenden Stunde der weiteren Analytik zugefiihrt.

3.3.5.1. Festphasen-Extraktion

Dieses Verfahren dient der Reinigung und Anreicherung der granulozytiren AA- und EPA-
Metabolite. Eingesetzt wurden hierzu 1 cm’ Vorsdulen (Bond Elut) mit einer Silica-Gel-
Matrix von 40 um PartikelgroBe, die kovalent mit gesittigten C18-Alkylresten verbunden
war. Diese Matrix war durch eine hohe Affinitdt zu unpolaren Verbindungen gekennzeichnet,
wodurch die Extraktion der Lipoxygenase-Metabolite aus dem wissrigen Zelliiberstand und
deren anschlieBende Eluierung durch Zugabe des unpolaren Losungsmittels Methanol
moglich wurde. Es wurden ausschlieBlich eisgekiihlte Losungen in diesem Verfahren
verwendet. Weiterhin kam eine an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossene Vakuumkammer
zum Einsatz, um eine raschere Elution der eingesetzten Losungen zu erreichen.

Zunichst wurde die Konditionierung der Vorsdulen mittels Zugabe von jeweils zweimal 1 ml
Methanol und Aqua tridest. vorgenommen. Im Anschluss daran wurden die eisgekiihlten
Zelliiberstinde aufpipettiert und langsam durch die Matrix gesaugt. Um retinierte polare
Metabolite von der Sdule zu spiilen, wurde die Sdule zweimal mit Aqua tridest. gewaschen
und die wissrige Phase durch rasches Durchsaugen von 100 pl Chloroform vollstindig von

der Sdulenmatrix entfernt. Es schloss sich die Methanol-Elution der angereicherten unpolaren
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Verbindungen an. Hierfiir erfolgte das Aufgeben von 250 ul Methanol, das schrittweise nach
einer Einwirkzeit in untergestellte 1.5 ml-Eppendorfgefile gesaugt wurde. Die so
gewonnenen Proben wurden bis zum vollstindigen Eindampfen des Losungsmittels einem
kontinuierlichen Stickstoffstrom ausgesetzt und in dieser Form bis zur weiteren HPLC-
Analytik bei —20 °C gelagert.

Die mit dem beschriebenen Verfahren erreichte Recovery der einzelnen Metabolite wurde in
acht separat durchgefiihrten Experimenten kontrolliert und wird in der nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst:

Recovery der AA-Derivate [%] Recovery der EPA-Derivate [%]
®-COOH-LTB, 78.6 £2.5 ®-COOH-LTBs 73.5+1.9
®-OH-LTB4 82.3+2.0 ®-OH-LTB;s 79.4+2.3
LTB4 753+ 1.5 LTBs 76.8 + 1.8
6-trans-LTB4 804+14 6-trans-LTB; 76.4+1.9
6-trans-epi-LTB4 73.0+1.9 6-trans-epi-LTBs 70.6 £2.3
5, 6-DIHETE 67.2+4.1 5, 6-DiHEPE 649+34
5, 6-epi-DiHETE 64.4+3.1 5, 6-epi-DIHEPE 67.4+3.6
5s, 12s-DiHETE 66.0+1.3
LTC4 45.7+£2.8 LTCs 39.8+3.5
LTDy4 589+2.5 LTDs 56.9+2.7
LTE4 548+1.9 LTEs 59.4+2.0
5-HETE 60.8+2.4 5-HEPE 64.6+3.4
12-HETE 63.2+3.0 12-HEPE 66.8 +2.4
15-HETE 65.8+1.7 15-HEPE 69.7+2.3
3.3.5.2. HPLC-Analytik

Herstellung und Konditionierung der HPLC-Séulen

Die verwendeten HPLC-Sdulen wurden mit Hilfe einer Sdulenpackvorrichtung hergestellt.
Die Leersdulen waren 25 cm lange Edelstahlsdulen mit einem Innendurchmesser von 0.46 cm,
die fiir die Reversed-Phase-HPLC mit Octadecylsilyl-Hypersil (5 pum Partikel), fiir die
Straight-Phase-HPLC mit Silica-Gel (PartikelgroBBe von 5 um) als Packungsmaterial bestiickt

wurden. Zuvor wurden 3.8 g der Trockensubstanz in 35 ml Isopropanol durch Schiitteln in
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einem geschlossenen Glasbehilter suspendiert und nach der 5-miniitigen Ultraschallbad-
behandlung in den Vorratsbehilter des Sdulenpackungsgerites eingefiillt. Dieses beschickte
nun unter einem Druck von 440 bar und einem Methanolstrom die einseitig verschlossene
Edelstahlsdule. Die so fertiggestellte Sédule wurde verschlossen und an einer Seite mit einer
3.3 cm langen, mit 40 um Silica-Gel handgepackten Vorsdule zum Schutz der Hauptsiule vor
groberen polaren Verunreinigungen verbunden. Die Konditionierung der Sdule wurde mittels
einer Losung von Na,EDTA (0,5 %ig) in Methanol/H,O (Verhiltnis 1:9) zur Reduktion des
unspezifischen Bindungsverhalten der Cysteinylleukotriene in Gegenwart von Schwermetall-

ionen vorgenommen (266).

Herstellung der mobilen Phase

Die verwendeten Losungsmittelkomponenten lagen alle in hochreiner HPLC-Qualitét vor.

Die mobile Phase der Reversed-Phase-HPLC bestand aus Methanol/H,O/Acetat in einem
Verhéltnis von 72:18:0.16, der pH der Losung wurde mit 10 %igem NH4OH auf 4.9
eingestellt. Die mobile Phase der Straight-Phase-HPLC setzte sich aus Hexan und
Isopropanol im Verhéltnis 82:18 (v/v) zusammen. Zur Reinigung von partikuléren Anteilen
erfolgte jeweils die Filtration durch eine Teflonmembran mit Hilfe eines Ganzglas-
Filtersystems (Firma Schott) und 700 mbar Unterdruck. Unverziiglich schloss sich eine

Entgasung im Ultraschallbad an.

Reversed-Phase-HPLC-Analytik

Prinzip dieses Verfahrens der chromatographischen Auftrennung auf der Reversed-Phase-
HPLC-Sédule sind einerseits die apolaren Wechselwirkungen der Eicosanoid-
Kohlenstoffketten mit den apolaren Kohlenstoffketten der stationdren Phase (Packungs-
material der Sdule), andererseits die polaren Wechselwirkungen funktioneller Gruppen mit
der polaren Fliissigphase. Die differenten Retentionszeiten der Substanzen sind durch deren
unterschiedliche Polaritit bedingt, die wiederum von der Anzahl dissoziierbarer Carboxyl-,
Hydroxyl- und Aminogruppen abhédngt. Durch Veresterung wird die molekulare Polaritdt
reduziert und damit die Affinitdt gegeniiber der apolaren stationdren Phase gesteigert, was zu
einer definierten Verldngerung der Retentionszeiten auf der HPLC-Sdule fiihrt. Die
verschiedenen Eicosanoide konnten durch Koelution mit authentischen Standards identifiziert
werden.

Fiir dieses Trennverfahren kam eine modifizierte Form des von Mathews et al. beschriebenen

Verfahrens zum Einsatz (267).
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Die fiir diese Methode verwendete Anlage setzte sich wie folgt zusammen:
Gynkothek M600 Pumpe (Gynkothek; Miinchen, Deutschland)
Rheodyne-Probenaufgabeventil Modell 7125 (Rheodyne iiber Latek;
Eppelheim, Deutschland), syringe loading sample injector
Reversed-Phase-HPLC-Saule
Spektroflow 773 Detektor fiir eine variable Wellenldnge
Integrator C-R6A (Shimadzu liber Gynkothek; Miinchen, Deutschland)
Photodiode Array Detector Model 990 (Waters; Eschborn, Deutschland).

Die im Anschluss der Festphasenextraktion eingedampften und gekiihlten Proben wurden in
50 pl Methanol aufgenommen und griindlich gemischt, um an der GefiBwand haftende
Probenbestandteile zu resuspendieren. Nach einer Zentrifugation bei 1000 g fiir 2 min wurden
20 pl des Probenvolumens mit Hilfe einer Hamilton-Spritze tiber das Probenaufgabeventil auf
die HPLC-Séaule gegeben. Die Elution der Eicosanoide von der Séule erfolgte isokratisch bei
einer konstanten Durchflurate von 1.3 ml mobiler Phase/min und einem Druck von ungetéhr
160 bar.

Dieses Verfahren eignete sich zur Darstellung sowohl der verschiedenen HET(P)E, der
Cysteinylleukotriene der 4er- und Ser-Serie als auch der Trennung der 6-trans-diastereomeren
Paare von LTBy/s und der 5,6-DiIHET(P)E. Eine Trennung der polaren w-Oxidationsprodukte
OH-LTB4;s und COOH-LTBy4s, Abbauprodukte von LTBy4ss, war mit dieser Methode nicht
moglich, da diese Substanzen zusammen mit der Losungsmittelfront und den polaren
Verunreinigungen von der Sdule eluiert wurden.

Fiir die Detektion der Leukotriene wurde der Spektroflowdetektor auf eine Wellenldnge von
270 nm fiir 20 min eingestellt, fiir die der HET(P)E anschlieBend auf 237 nm. Die sich in
ihren Retentionszeiten unterscheidenden eluierten Eicosanoide wurden mittels Vergleich mit
den Retentionszeiten isolierter Standards identifiziert. Eine Quantifizierung der einzelnen
Verbindungen erfolgte anhand der mit Hilfe des Shimadzu-Integrators integrierten
Peakflachen der aufgezeichneten Chromatogramme und anhand einer Standardeichkurve. In

die Berechnung einbezogen wurde die Recovery der Festphasen-Extraktion.

Diazomethan-Methylierung
Um die Polaritéit der zu trennenden Komponenten fiir das nachfolgend beschriebene HPLC-

Verfahren zu dndern, war eine Methylierung mit Diazomethan erforderlich.
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Herstellung des Methylierungsreagenz Diazomethan

Das Diazomethan wurde aus dem Vorldufermolekiil N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin
gewonnen. Hierzu wurden 2.5 g des getrockneten Guanidinderivats in den inneren Behélter,
15 ml Diethylether in den &uBeren Behilter des kommerziell von der Firma Chrompack
erhdltlichen Minigenerators vorgelegt. Das geschlossene Reaktionsgefd3 befand sich wihrend
des gesamten Herstellungsvorgangs in einem Eisbad. Schrittweise und sehr vorsichtig wurden
maximal 1.5-2 ml 5 N NaOH auf die Festsubstanz getraufelt. Das entstehende gasformige
Diazomethan entwich aus dem inneren Behélter und loste sich in dem Diethylether des
duBeren Behdlters. Die Herstellung erfolgte in bedarfsgerechten Mengen, die in eisgekiihltem

Zustand verwendet wurden.

Straight-Phase-HPLC der methylierten Komponenten

Hier fand das von Nadeau publizierte Verfahren in modifizierter Form Anwendung (268).
Prinzip dieses Verfahrens ist das Verwenden einer polaren Straight-Phase-Sédule und einer
apolaren mobilen Phase. Damit entsteht ein chromatographisches System mit gednderten
Retentionszeiten der zu trennenden Komponenten, die zusitzlich als Methylester vorliegen.
Das zur Methylierung eingesetzte Reagenz war Diazomethan. 800 pl des generierten
Diazomethans in Ether, 200 ul Methanol und 60 pl der zu methylierenden Probe reagierten
20 Minuten unter stindigem Riitteln im Dunkeln zu Methylestern. Die Etherphase wurde
abpipettiert, in ein Spitzboden-Chromacol-Vial gegeben und unter einem kontinuierlichen
Stickstoffstrom getrocknet, anschlieBend in 50 pl Hexan/Isopropanol (80:20, v/v)
aufgenommen, mit Argon iiberschichtet und bei —20 °C gelagert.

Eine Anlage aus einer Gynkothek Pumpe M300, einem Rheodyne Probenaufgabeventil 7125
(syringe loading sample injector), einem Gynkothek UV-Detektor SP6 und einem Shimadzu
Integrator C-R6A fand hier Verwendung. Die Herstellung der Sdule und der mobilen Phase
Hexan/Isopropanol (82:18, v/v) erfolgte wie oben beschrieben. Die Komponenten eluierten
mit einem konstanten Fluss von 1.0 ml/min. Die Detektion der Leukotriene und HET(P)E
wurde bei einer Wellenldnge von 270 bzw. 237 nm vorgenommen.

Hier gelang insbesondere die Auftrennung der w-Oxidationsprodukte des LTBy4/s und seiner
6-trans-Isomeren und der Diastereomerenpaare. Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls anhand
der integrierten Peakflichen der aufgezeichneten Chromatogramme mit Hilfe -einer
Standardeichkurve. In den Berechnungsfaktor wurde die Recovery der Vorsdulenextraktion

einbezogen.
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UV-Spektrenanalyse

Durch einen der HPLC-Anlage nachgeschalteten Photodiodenarray-Detektor war eine
zusitzliche Identifizierung und Charakterisierung der einzelnen Lipoxygenase-Metabolite
nach HPLC-Trennung mittels spektraler Analyse aller Peaks in einem Wellenlédngenbereich
zwischen 190 und 330 nm mdglich. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten unspezifische
Verunreinigungen innerhalb der Leukotrienfraktionen sensitiv erfasst werden. Im Folgenden
sind die Haupt- und Nebenmaxima der untersuchten Mediatoren einschlieBlich der

korrespondierenden Absorptionskoeffizienten zusammengefasst (269):

Verbindung UV-Maximum [nm]
(Absorptionskoeffizient)

LTB4 260 270 (51000) 281

LTC4 270 280 (40000) 292

LTD4 270 280 (40000) 292

LTE4 270 280 (40000) 290

5-HETE 235 (30500)

15-HETE 237 (30500)

Da die Spektren der Eicosapentaensduremetabolite mit den korrespondierenden Spektren der
Arachidonsédurederivate iibereinstimmten, wurden zur photometrischen Quantifizierung die

Werte der entsprechenden 4er-Metabolite als molare Absorptionskoeffizienten angenommen.

3.3.6. Plittchen-aktivierender Faktor

Die Quantifizierung der granulozytiren PAF-Synthese erfolgte nach einer radioaktiven
Markierung mittels [*H]Acetat, einer Auftrennung mittels Straight-Phase-HPLC und durch
die sich daran anschlieende Radioaktivitdtsbestimmung im Granulozytenextrakt. Hier kam
die von Tessner et al. beschriebene Methode (270) zum Einsatz.

Die einzelnen Schritte dieser Analytik werden im nun Folgenden beschrieben.

Lipidextraktion
Die Extraktion der Lipide aus den PMN-Proben wurde modifiziert nach der von Bligh und

Dyer beschriebenen Methode durchgefiihrt, wobei sowohl Granulozyten als auch
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Zelliiberstinde in einem Schritt aufgearbeitet wurden. Damit erfolgte die Bestimmung der
Gesamtproduktion von PAF ohne Differenzierung in zellstindige und freigesetzte PAF-
Molekiile (271).

1 x 10" PMN wurden in der Anwesenheit von 50 uCi [*H]Acetat mit 1 umol/l A23187
stimuliert, ein Gesamtvolumen von 1 ml erhaltend. Nach Beendigung der Inkubation in
Hanks-Puffer mit 20 mM Hepes und 0.25 % BSA wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 ml
eisgekiihlter 50 mM Essigsédure in Methanol und von 500 pl eisgekiihltem Methanol gestoppt.
Diese zellhaltige Losung wurde daraufhin in ein 15 ml-Polyethylenr6hrchen der Firma Falcon
gegeben und unter Zugabe von zweimal 750 ul Chloroform aufgeschiittelt. Die Trennung in
eine wissrige und eine lipophile Phase wurde durch das Hinzufiigen von 750 pl 0.1 mM
Natriumacetat erreicht. Nach einer Zentrifugation bei 350 g fiir 3 min wurde der wéssrige
Uberstand abpipettiert und verworfen. Es folgten drei Waschschritte mittels Zugabe von
jeweils 1 ml eines Gemischs aus Methanol/0.1 M Natriumacetat in einem Verhiltnis von
10:9, letzteres wurde nach griindlichem Aufriitteln wieder entfernt. Die untere, lipidhaltige
Chloroformphase wurde abpipettiert, in ein Eppendorfgefdl gegeben und konnte so bei
-20 °C bis zur weiteren Analytik mittels Chromatographie gelagert werden. Kurz vor Einsatz
in der HPLC-Analytik erfolgte die Evaporation des Chloroforms unter einem kontinuierlichen

Stickstoffstrom und die erneute Dissolution in 60 pl mobiler Phase.

Straight-Phase-HPLC-Analytik
Die zur Auftrennung der Phospholipidklassen verwendeten Geréte waren
HPLC M600 Pumpe (Gynkothek; Miinchen, Deutschland)
Szintillatorzahler und Monitor der Firma Raytest, Modell Ramona 5LS
Rheodyne-Probenaufgabeventil Modell 7125 (syringe loading sample injector)
HPLC-Integrator Modell C-R6A (Gynkothek; Miinchen, Deutschland).
Wie bereits beschrieben, wurde die Sdule der Straight-Phase-HPLC-Methode mit Silica-Gel
bestiickt. Die Elution erfolgte isokratisch mittels Acetonitril/Methanol/Phosphorsaure
(Verhiltnis 95.5:3.5:1) bei einem konstanten Durchflu3 von 1.8 ml/min und einem Druck von
ca. 80 bar.
Diese Radioaktivitditschromatographie eignete sich zur Darstellung der einzelnen
Hauptklassen der zelluldren Phospholipide: Es fand eine Separation von Phosphatidyl-
Inositol, Phosphatidyl-Serin, Phosphatidyl-Ethanolamin, Phosphatidyl-Cholin, Sphingomyelin
sowie von PAF und Lyso-PAF statt. Diacylglycerol und Phosphatidséure koeluierten mit der

Chromatogrammfront und konnten daher nicht getrennt werden.
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Bis zu 0.6 % des exogen angebotenen [*H]Acetat wurde innerhalb der 15-miniitigen

Inkubationsmethode in die zelluldre Lipidfraktion inkorporiert.

3.4. Thrombozytire Funktionsparameter:

Analytik der Cyclooxygenase-Produkte von AA und EPA

Die Prostanoide der 2er- und 3er-Serie, vorliegend im Zelliiberstand der isolierten und
stimulierten Blutpldttchen, konnten durch Festphasen-Extraktion gewonnen werden. Es
schloss sich die Auftrennung durch ein Reversed-Phase-HPLC-Verfahren an sowie eine
Quantifizierung der Substanzen durch einen Post-HPLC-ELISA. Hier war es erforderlich, mit
Ionenpaar-Reagenzien, Antioxidanzien und hoher Pufferkonzentration zu arbeiten, um den
chemischen Umbau und Zerfall der Komponenten zu verhindern. Zum Einsatz kam die von

Kriamer et al. beschriebene Analytik (272).

3.4.1. Standardprotokoll der Thrombozytenstimulation

Die in Tris-Puffer in einer Zahl von 1 x 10%ml vorliegenden Thrombozyten wurden mit
5 U Thrombin/ml PBS-Puffer bei einer Temperatur von 37 °C stimuliert und nach einer
Inkubationszeit von 15 min wurde die Reaktion durch die Zugabe von 500 pl
1 M Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat (TBA; pH 7.0) und 4 ml eisgekiihltem Tris-
Puffer abgestoppt. Nach Zentrifugation bei 1500 g fiir 10 min wurden TxA, und TxAj; aus
dem Zelliiberstand anhand ihrer stabileren Hydrolyseprodukte TxB, und TxB; gemessen. Sie

wurden mittels Festphasen-Extraktion aus dem Zelliiberstand gewonnen.

3.4.2. Festphasen-Extraktion

Sowohl die gewonnenen und stimulierten Proben als auch Leerwertkontrollen und Kontrollen
mit einem definierten Thromboxan-Zusatz wurden mit 1 ml des lonenpaar-Reagenz TBA
versetzt und zur Festphasen-Extraktion auf die mit 25 ml Aceton/Acetonitril (1:1, v/v) und
25 ml Aqua dest. vorkonditionierten C18-Sédulen in einem Volumen von 10 ml aufgetragen.

Die Elution erfolgte unter leichtem Sog einer Wasserstrahlpumpe mit 2 x 500 pl einer
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Aceton/Acetonitril-Losung (50:50; v/v) in 2 ml-EppendorfgefiBle. Nach Zugabe von 20 ul
eines 10fach konzentrierten PBS (pH 7.4) und 100 pl einer 1 %igen a-Tocopherol-Lésung in
Acetonitril wurde das Eluat in fliissigem Stickstoff schockgefroren und darauf in einer
Vakuumzentrifuge gefriergetrocknet. Vor der HPLC-Analytik wurden die Proben bei —20 °C
aufbewabhrt.

3.4.3. Reversed-Phase-HPLC-Analytik

Die hierzu verwendete Anlage bestand aus zwei gekoppelten 0.46 x 15 cm HPLC-
Edelstahlsdulen, die ODS-Hypersil-Partikel, wie oben beschrieben, als stationdre Phase
enthielten, aus einer Gynkothek Pumpe M300, einem Rheodyne-Probenaufgabeventil und
einem UV-Detektor UV 160 (Gynkothek; Miinchen, Deutschland). Eine Mischung aus
Acetonitril/Aqua destillata in einem Verhéltnis von 28:72 (v/v), mit einem Zusatz von 0.5
mM TBA und mit 10 %iger Ammoniak-Losung auf pH 7.3 eingestellt, diente in diesem
Verfahren als mobile Phase. Die Flussrate betrug 1 ml/min.

Dieses Verfahren ermoglichte eine Basislinientrennung folgender Prostanoide innerhalb von
14 min: 6-keto-PGF,,, PGF;s,, PGEs;, TxB,, PGF,, und PGE,. Lediglich TxB; und
6-keto-PGF;, koeluierten.

Die gefriergetrockneten Thrombozytenextrakte wurden durch zweimaliges Aufnehmen in
20 pl Acetonitril und Beschallung mit Ultraschall gelost, anschlieend zentrifugiert und der
gesamte Uberstand auf die HPLC-Siule aufgetragen. Zwischen Minute 4 und 14 nach der
Probeninjektion, in Korrespondenz zu den bekannten Retentionzeiten der Einzelsubstanzen,
schloss sich eine Sammlung der mobilen Phase mit dem Eluat der Saule in 300 pl-Portionen
an. Zuvor waren bereits 20 pl einer 1 %igen a-Tocopherol-Losung, in Acetonitril vorliegend,
und 20 pl 10fach konzentriertes PBS (pH 7.0) in die Sammelgefille vorgelegt worden. Die
fraktionierten Post-HPLC-Proben wurden erneut schockgefroren, gefriergetrocknet, dann in

300 pl Aqua destillata aufgenommen und so dem ELISA-Verfahren zugefiihrt.

3.4.4. Post-HPLC-ELISA

Hier fand der Ansatz von Dray et al. Verwendung (273).

Zur Beschichtung der 96-Well-ELISA-Platten dienten 200 ul Kupplungspuffer aus 46 mM
Na,CO3/NaHCOs (pH 9.6), in welchem die Aliquots der nach der Methode von Dray et al.
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hergestellten Konjugate ebenfalls aufgelost waren. Es schloss sich eine Inkubationsphase bei
4 °C tiber Nacht an.

Anschliefend wurden die Platten dreimal mit PBS/0.1 %igem Tween 20 gewaschen und mit
PBS/1 %igem BSA beladen, um die unspezifische Absorption zu reduzieren. Nach einer
zweistlindigen Zwischenphase bei 20 °C wurden die Platten erneut dreimal gewaschen und
dann jedes Probenwell mit 100 pl Probe sowie 100 pl der Antikorper-Losung (monoklonaler
Mausantikorper gegen TxB, mit einer Kreuzreaktivitit von 90 % gegeniiber TxB3) in
PBS/2 %igem BSA bestlickt. Nach einer Reaktion iiber Nacht bei 4 °C und erneutem
dreimaligen Waschen mit der Tween-Losung wurde jedes Plattenwell mit je 200 ul
biotinyliertem anti-Maus-Antikdrper, 1:1000 verdiinnt in PBS/1 %igem BSA, beladen und fiir
zwel Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfernen des ungebundenen
Antikorpers folgte die Inkubation mit 200 pl Avidin-Biotin-Meerrettich-Peroxidase iiber zwei
Stunden bei 20 °C, gefolgt von einem weiteren Waschschritt.

Am Ende stand die enzymatische Farbkonversion. Dafiir wurde eine Inkubation mit 200 pl
2,2"-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat(6)]-Losung (ABTS-Losung; 20 mg ABTS in
30 ml Puffer, gemischt mit 10 pl 30 %iger H,O,) bei 4 °C iiber Nacht durchgefiihrt. Mittels
Detektor wurden die Platten anschlieBend bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen.

Im Hinblick auf die gemessenen Prostanoide sind in der nachfolgenden Tabelle die
Gesamtwiederfindungsraten liber mehrere Konzentrationsbereiche aufgelistet (hierbei handelt

es sich jeweils um den Mittelwert aus 6 unabhéngigen Experimenten):

Prostanoid Recovery
6-keto-PGF 90 %
6-keto-PGFy, 87 %
TxB, 90 %
TxB; 68 %

Unter Beriicksichtigung dieser Recoverydaten erfolgte anhand einer Standardeichkurve die

Quantifizierung der Prostanoide aus dem Thrombozyteniiberstand.
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3.5. Charakterisierung von freien Fettsiuren im Plasma

Die nicht-veresterten, d. h., freien Plasmafettsduren wurden in einem einstufigen Extraktions-
Methylierungs-Verfahren und anschlieBender gaschromatographischer Analytik quantifiziert.

Hier kam das von Pace-Asciak beschriebene Verfahren zum Einsatz (274).

3.5.1. Extraktion und Methylierung

200 pl des gewonnenen Plasmas wurden in ein 1.5 ml-Glasvial (Firma Zinsser) mit
Teflonschraubverschluss pipettiert und mit 16 pg der als internen Standard verwendeten
Margarinenséure (C 17:0), vorliegend in einem Volumen von 4 pl, und 200 pl Methanol unter
kraftigem Aufriitteln vermischt.

Die Methylierung der freien Fettsduren erfolgte mittels Zugabe von 1 ml etherischem
Diazomethan als Methylierungsreagenz, dessen Herstellung bereits beschrieben wurde.

Nach Starten der Veresterungsreaktion und ausfiihrlichem Vortexen folgte eine 10-miniitige
Inkubation abgedunkelt bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 800 pl der oberen
Diethylether-Phase mit Hilfe von Glaspasteurpipetten abgenommen, in ein Spitzbodenvial
(Firma Chromacol) gegeben und unter einem kontinuierlichen Stickstoffstrom abgedampft.
Die Proben wurden unter Stickstoffstrom verschlossen, so dass ein Stickstoffkissen auf den
getrockneten Substanzen zu liegen kam, und bei —20 °C bis zur gaschromatographischen
Analytik aufbewahrt.

Die Wiederfindungsrate wurde anhand des in jeder Probe mitgefiihrten internen Standards der

Margarinenséure ermittelt und in der Berechnung berticksichtigt.

3.5.2. Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC)-Anlage setzte sich, wie folgt, zusammen:
Gaschromatograph CP 9000 (Fa. Chrompack AG; Frankfurt, Deutschland)
Sampler (Fa. Chrompack AG; Frankfurt, Deutschland)
Kapillarsdule CP-Sil 80 (Fa. Chrompack AG; Frankfurt, Deutschland)
Software der Fa. Chrompack.
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Als Chromatographiesidule wurde eine mit Silicagel beschichtete Kapillarsdule der Fa.
Chrompack (50 m x 0.25 mm) verwendet. Thr war eine Vorsédule (fused silica retention gap
der Fa. Chrompack, 2,5 m x 0,25 mm) zum Schutz vor Verunreinigungen vorgeschaltet. Um
eine schnelle und optimale Trennung der Methylester zu erreichen, wurde Wasserstoff als
Tragergas eingesetzt.

Zur gaschromatographischen Analyse der entstandenen Methylester wurden die getrockneten
Proben unmittelbar zuvor in 50 pl Chloroform aufgenommen und kréftig aufgertittelt. Mittels
einer 1 pl-Hamilton-Spritze wurde 1 pl des Probenvolumens in den Inlet-Splitter injiziert.
Dieser arbeitete mit einem Split von 1:50, d. h., der fiinfzigste Teil des Aufgabevolumens
wurde auf die Siule geleitet. So wurde einer Uberladung der Siule sowie einer Verminderung
der Trennleistung vorgebeugt. Bei einem Sdulendurchfluss von 1 ml/min und einem Druck
von 100 kPa wurde mittels folgendem Programm eine optimale Separation der
Fettsduremethylester erzielt:

Die initiale Ofentemperatur betrug 160 °C fiir 2 min. Eine Steigerung auf eine Endtemperatur
von 220 °C wurde mit einer Anstiegrate von 4 °C/min vorgenommen und dann fiir 3 min
gehalten. Der Injektor arbeitete mit einer Temperatur von kontinuierlich 250 °C, der Detektor
mit 300 °C. Der eingesetzte Flammen-Ionisations-Detektor (FID) wurde wéhrend der
Chromatographiezeit mit konstanten Flussraten folgender Gase beschickt: synthetische Luft

(Flussrate 250 ml/min), Stickstoff (30 ml/min) und Wasserstoff (30 ml/min).

Diese Methode ermoglichte eine Basislinientrennung fiir ein Spektrum von 24 physiologisch
relevanten veresterten Fettsduren (C12:0 bis C22:6). Die Retentionszeiten der einzelnen
Fettsdurenmethylester wird von deren Affinitdtsverhalten zur stationdren Phase bestimmt. Mit
Zunahme der Kettenldnge und der Anzahl der Doppelbindungen verzogert sich die Elution
der Substanzen von der Siule. Uber einen Vergleich der Retentionszeiten mit authentischen
Standards war eine Quantifizierung der in den Proben enthaltenen Methylester moglich. Diese
Standards wurden tiglich zu Beginn der Messreihe aufgetragen, auch wenn das
chromatographische Verhalten der FAME (fatty acid methylester) {iber alle Messungen eine
hohe Reproduzierbarkeit bot. Eine Quantifizierung der einzelnen Verbindungen wurde mit
Hilfe der Standardeichkurve und anhand der integrierten Fliche unter der Peakkurve der

aufgezeichneten Chromatogramme durchgefiihrt.
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3.6. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Da die
Studie als Pilotstudie geplant war, wurde eine explorative Datenanalyse durchgefiihrt. Die
statistischen Analysen wurden mit dem Paket SigmaStat™ berechnet.

Im Fall von LTB,, Elastase, I[Py und PAF wurde der hochste Wert in jeder Patientengruppe
mit dem Wert der Kontrollgruppe mittels Varianzanalyse und dem Student-Newman-Keul
post-hoc-Test verglichen.

Im Fall des TxB3/TxB,-Verhiltnisses, freier AA und freier EPA wurde die gleiche Methode
fiir den niedrigsten Wert angewendet.

Um einen Einfluss der Behandlung zu testen, fithrten wir eine Analyse fiir repeated-measures
mit dem Student-Newman-Keul post-hoc Test durch.

Um die Hypothese zu testen, dass sich Vasopressoren und Beatmungstage zwischen den
Behandlungsgruppen unterschieden, wurde ein Cochran-Armitage Trendtest durchgefiihrt.

Ein Niveau von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant bezeichnet.
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4.

4.1.

MATERIAL

Inkubationsmedien und Agenzien der Zellisolation

e BSA (bovines Serumalbumin), Fettsdure-frei (Paesel & Lorei; Hanau,
Deutschland)

e Calciumdichlorid (CaCl, x 2 H,O pro analysi), MW 147.02 (Merck; Darmstadt,
Deutschland)

* EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatrium-Dihydrat Titriplex),
Calciumchelator; MG 372.24 (Merck; Darmstadt, Deutschland)

* FCS (fetales Kélberserum) (Gibco; Karlsruhe, Deutschland)

* Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (10 x), ohne Phenolrot (Gibco; Karlsruhe,
Deutschland)

e HBSS, Ca*"-, Mg*"- und Phenolrot frei (10 x) (Gibco; Karlsruhe, Deutschland)

¢ Hanks/HEPES +/+ (cum Ca®"/Mg”"), 1 Liter -Pufferlsung:
100 ml HBSS (10 x)
+ 6 g HEPES (= 25 mM)
+ 1 nNaOH ad pH 7.4
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

* Hanks/HEPES +/- mit reduziertem Calciumgehalt, 1 Liter-Pufferlosung:
100 ml HBSS (10 x), Ca*"-, Mg”"- und Phenolrot frei
+ 6 g HEPES (= 25 mM)
+ 0.5 mM CaC12 x 2 H,O
+1nNaOH ad pH 7.4
mit Aqua tridest. auf 1000 ml auffiillen

 HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid), MW 238.3;
pKa 7.5 bei 25° C (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)
* LDH-Kit zur Lactatdehydrogenase-Messung (Boehringer; Mannheim, Deutschl.)
* Liquemin 5.000 IE/0.5 ml (Heparin-Natrium) (Hoffmann La Roche AG;
Grenzach-Whylen, Deutschland)
e Mellitin (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)
* PBS (phosphate buffered saline) (Merck; Darmstadt, Deutschland)
* Percoll: mit kolloidalem Polyvinylpyridin ummanteltes Kieselgel,
Dichte 1.130/ml, pH 8.8 +/- 0.3, Osmolalitit 16 mOs/kg H,O
(Pharmacia Fine Chemicals; Uppsala, Schweden)
e RPMI-Medium 1640 ohne L-Glutamin (Gibco; Karlsruhe, Deutschland)
e Tris [tris-(Hydroxymethyl)-aminomethane] (Calbiochem; La Jolla, USA)
* Trypan-Blau (Boehringer; Mannheim, Deutschland)
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4.2.

4.3.

4.4.

Experimentelle Agenzien und Pharmaka

A 23187 (Calcium-lonophor) (Calbiochem; La Jolla, USA)

Cytochrom C (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

Diethylether, destilliert in Glas, pro analysi (Fluka AG; Bern, Schweiz)

Fmlp (Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin), chemotaktischer Rezeptorligand
(Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin (Fluka AG; Bern, Schweiz)

PAF (1-O-Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin), chemotaktischer
Rezeptorligand (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

Superoxiddismutase (SOD) (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

WEB 2086, PAF-Rezeptorantagonist (Boehringer; Mannheim, Deutschland)

Elastase-Messung

Messpuffer zur Elastase-Messung:
100 mmol/l Tris-HCI, 960 mmol/l NaCl, pH 8.3
Ansatz: 60 ml Aqua dest.
+1.21 g Tris
+5.62 g NaCl
+1 M HCl ad pH 8.3
mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

Substratlosung zur Elastase-Messung:
chromogenes Substrat S-2484 (L-Pyroglutamyl-L-Valin-p-Nitroanilidin)
(KabiVitrum; Stockholm, Schweden)

Ansatz: 25 mg Trockensubstanz
+ 7 ml DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck; Darmstadt, Deutschland)

Tween 20 (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

Verdiinnungspuffer zur Elastase-Messung:

0.1 M Na-Acetatpuffer pH 5.5 mit 0.1 % Tween 20
Ansatz: 60 ml Aqua dest.

+ 1.2 ml Essigséure 98 %

+1 M NaOH ad pH 5.5

+ 1 g Tween 20

Materialien zur Analytik der Inositolphosphate

Ameisensdure, MG 68.01 (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

0.1 Ameisensdure/1.0 M Ammoniumformiat
38 ml Ameisensdure mit Aqua bidest. auf 800 ml auffiillen
mit 25 %iger Ammoniakldsung auf pH 7.0 einstellen
+ 3,8 ml Ameisensédure (0.1 M), mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen
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4.5.

0.1 Ameisensdure/0.4 M Ammoniumformiat
15.2 ml Ameisenséure + 800 ml Aqua bidest.
mit Ammoniakldsung auf pH 7.0 einstellen
+ 3.8 ml Ameisensdure
mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen

0.1 M Ameisensdure/0.2 M Ammoniumformiat
7.6 ml Ameisensédure + 800 ml Aqua bidest.
mit Ammoniakldsung auf pH 7.0 einstellen
+ 3.8 ml Ameisensiure
mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen

myo-[2-"H]Inositol: MG 180 (unlabeled), spez. Aktivitit 614 GBg/mmol
(Amersham; Dreieich, Deutschland)

Dowex (Ionenaustauscherharz), Korngrofle 100-200 um, Gegenion: Chlorid
(Serva; Heidelberg, Deutschland)

Lithiumchlorid, MG 42.39 (Merck; Darmstadt, Deutschland)

Medium 199, Inositol-arm, ohne Glutamin (Gibco; Karlsruhe, Deutschland)
Myo-Inositol, MG 180.2 D (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)
Szintillatorfliissigkeit Quicksafe A (Zinsser Analytik; Frankfurt, Deutschland)

Trichloressigsdure (Merck; Darmstadt, Deutschland)

HPLC-Materialien

Losungsmittel:

Ammoniakalische Losung pro analysi, 25 %ig, zur pH-Einstellung (Merck;

Darmstadt, Deutschland)
Daraus wird mit hochreinem Aqua tridestillata 10 %ige Ammoniakldsung hergestellt.

Chloroform reinst (Merck; Darmstadt, Deutschland)

Essigsdure 100 % pro analysi (Merck; Darmstadt, Deutschland)
Hexan, destilliert in Glas, pro analysi (Fluka AG; Buchs, Schweiz)
Isopropanol pro analysi (Fluka AG; Bern, Schweiz)

Methanol reinst (Fluka AG; Bern, Schweiz)

Sdaulenmaterial:

Edelstahlsdulen, Liange 25 cm, Innendurchmesser 0.46 c¢cm (Shandon; Runcorn,
England)

Packungsmaterial Octadecysilyl-Hypersil, PartikelgroBe 5 um (Machery Nagel;
Diiren, Deutschland)

Packungsmaterial Octadecysilyl-Hypersil, PartikelgréBe 3 um (Shandon GmbH;
Frankfurt, Deutschland)

Silica-Gel ODS Hypersil, Partikelgrofe 3 um (Hypersil; Exmoor, England)
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4.6.

4.7.

4.8.

Agenzien zur PAF-Analytik

[*H]Acetat (41000 Ci/mmol) (NEN™ Life-Science Products; Boston, USA)
Acetonitril, destilliert in Glas, pro analysi (Fluka AG; Bern, Schweiz)
Phosphorsédure (Merck; Darmstadt, Deutschland)

Agenzien zur Analyse der Cyclooxygenase-Metabolite

Avidin-Biotin-Horseradisch-Peroxidase =~ (AB-Komplex) (Dakopatts GmbH;
Hamburg, Deutschland)

2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat(6)] (ABTS) (Boehringer GmbH;
Mannheim, Deutschland)

Biotinylierter ~ Schaf-anti-Maus-Antikdrper ~ (Amersham  Buchler ~GmbH;
Braunschweig, Deutschland)

Thrombin, humanes (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)
Tetrabutylammonium-dihydrogen-phosphat (TBA) (Aldrich Chemie; Steinheim,
Deutschland)

a-Tocopherol (Sigma Chemie; Miinchen, Deutschland)

Gaschromatographie-Materialien

GC-Gase von Messer Griesheim GmbH (Krefeld; Deutschland)

Wasserstoff-Gas
Synthetische Luft (20.5 O, in N)
Stickstoff 5.0
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4.9. Authentische Standards
4.9.1. Lipoxygenase-Produkte
* Omega-COOH-LTB4, 10 pg in 0.5 ml Methanol (Paesel AG; Frankfurt,
Deutschland)
*  Omega-OH-LTBy, 10 pg in 0.5 ml Methanol (Paesel AG; Frankfurt, Deutschland)
e LTBy4, 50 pg in 1 ml Methanol (Paesel AG; Frankfurt, Deutschland)
* 5-HETE, 10 pg in 0.5 ml Methanol (Paesel AG; Frankfurt, Deutschland)
e 6-trans-LTBy4, 0.2 mg in 0.1 ml Hexan (Merck Frosst; Toronto, Kanada)
e O-trans-epi-LTBy4, 0.2 mg in 0.1 ml Hexan (Merck Frosst; Toronto, Kanada)
e 5,6-DIHETE, 0.2 mg in 0.1 ml Hexan (Merck Frosst; Toronto, Kanada)
* 5,6-epi-DiHETE, 0.2 mg in 0.1 ml Hexan (Merck Frosst; Toronto, Kanada)
Alle Substanzen wurden vor ihrem Einsatz UV-spektrometrisch auf Reinheit
iiberpriift. Mittels des spezifischen Absorptionskoeffizienten erfolgte die
Quantifizierung. Bei erfassbaren Verunreinigungen diente ein préparativer

Chromatographieschritt der Aufreinigung der getesteten Substanz.

4.9.2. Cyclooxygenase-Produkte

* TxB; (Sigma; Deisenhofen, Deutschland)

* TxBj (Geschenk von C. O. Meese, Margarete Fischer-Bosch Institut fiir klinische
Pharmakologie; Stuttgart, Deutschland)

4.9.3. Fettsiduren und Fettsiuremethylester
Diese Substanzen lagen in GC-Qualitit vor (Reinheitsgrad ca. 99 %); alle

wurden von Firma Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

Fettséuren:

- Palmitinséure (C16:0) - Linolensdure (C18:3)
- Margarinensédure (C17:0) - Arachidonséure (C20:4)
- Stearinsdure (C18:0) - Docosahexaenséure (C22:6)

- Olsdure (C18:1)
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Fettsciuremethylester (ME):
- Laurinsdure-ME (C12:0) - Eicosadiensidure-ME (C20:2)
- Myristinsdure-ME (C14:0) - Eicosatriensdure-ME (C20:3m-6)
- Palmitinsédure-ME (C16:0) - Eicosatriensidure-ME (C20:3m-3)
- Palmitolensidure-ME (C16:1) - Arachidonséure-ME (C20:40-6)
- Margarinensidure-ME (C17:0) - Eicosapentaensdure-ME  (C20:5w-3)
- Stearinsédure-ME (C18:0) - Docosansdure-ME (C22:0)
- Olsiure-ME (C18:1) - Docosensdure-ME (C22:1)
- Linolsédure-ME (C18:2) - Docosatriensdure-ME (C22:3)
- Linolensdure-ME (C18:3) - Docosatetraensdaure-ME ~ (C22:4)
- a-Linolensdure-ME (C18:3w-3) - Docosahexaensdure-ME  (C22:6m-3)
- y-Linolensdure-ME (C18:3w-6) - Lignocerin-ME (C24:0)
- Arachidinsdure-ME (C20:0) - Nervonsaure-ME (C24:1)
- Eicosensdure-ME (C20:1)
4.10. Gerite

Biofuge A (Heraeus; Hanau, Deutschland)

CO;,-Inkubator IR 1500 (Flow Laboratories; Meckenheim, Deutschland)
Hamilton Préizisionsspritze (Hamilton; Darmstadt, Deutschland)
Liquidszintillationscounter (Philips; Hamburg, Deutschland)

Milli Q Wasseraufbereitungsanlage zur Aqua dest.-, Aqua bidest.-, Aqua tridest.-
Herstellung (Millipore; Eschborn, Deutschland)

Photometer Uvikon 860 (Kontron Instruments; Deutschland)
Saulenpackvorrichtung (Gynkothek; Miinchen, Deutschland)
Ultraschallbad (Bandelin electronic; Berlin, Deutschland)
Vakuumzentrifuge (Heraeus; Hanau, Deutschland)

Wigezelle (Hottinger Baldwin Messtechnick; Langen, Deutschland)
Zentrifuge RPC Rotanta (Hettich; Tuttlingen, Deutschland)
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5. ERGEBNISSE

Die Bearbeitung der Fragestellung erfolgte anhand einer offenen, randomisierten Pilotstudie
mit Patienten im septischen Schock. Nach Kontrolle beziiglich des Vorliegens von Ein- und
Ausschlusskriterien wurden 10 Patienten, die eine parenterale Erndhrung bendtigten, nach
dem Zufallsprinzip den zwei Gruppen zugeordnet, welche sich lediglich iiber eine 10-tigige
Periode durch die Art der verabreichten Lipidemulsion unterschieden.

Die 10 Studienteilnehmer befanden sich in einem Alter zwischen 27 und 71 Jahren. Die
Lipoven®-Gruppe zeigte eine Geschlechterverteilung von 2:3 (m:f), die Omegaven®-Gruppe
von 3:2. In der ersten Gruppe wurden als der Sepsis zugrunde liegende Diagnose dreimal
ARDS, einmal Pneumonie und einmal peripheres Gangrén erfasst, zwei Patienten boten das
Vollbild eines Multiorganversagens (MOF). Dem standen in der -3-Population drei
Patienten mit Pneumonie, ein Patient mit ARDS und ein Patient mit infiziertem Ulcus cruris
gegeniiber, drei Patienten entwickelten ein MOF. In beiden Infusionsgruppen gelang in
jeweils zwei Fillen kein Erregernachweis. Eine Zusammenfassung ist in Tabelle 6 dargestellt.
Die beiden Patientengruppen wurden mit einer Kontrollgruppe von 8 gesunden Probanden im

Alter zwischen 23 und 66 Jahren verglichen.

Alle Patienten bendtigten eine vasopressorische Therapie bei Studienbeginn, entsprechend
den Kiriterien des septischen Schocks, und boten deutlich erhdhte Leukozytenzahlen, C-
reaktives Protein (CRP)- und Plasmalaktat-Konzentrationen. Beide Infusionsgruppen
unterschieden sich bei Studienstart nicht signifikant in Alter, Geschlecht, APACHE II-Score,
CRP, Laktat, Leukozytenzahl und Ko&rperkerntemperatur. Eine Ubersicht ist in
Tabelle 6 und 7 gegeben.

An den Anfang der Ergebnisse stelle ich die freien Plasmafettsduren und ihre Beeinflussung
durch die verabreichten Fettemulsionen, da nur die nicht-veresterten Fettsduren einer
Inkorporation in zellulire Membranen zur Verfiigung stehen. Dieser Einbau in
Membranphospholipide beinhaltet den entscheidenden Schritt fiir nachfolgende molekulare
Mechanismen akuter inflammatorischer Prozesse, auf deren Modifikation ich in den zwei
darauf folgenden Abschnitten eingehen werde. Die Auswirkung der nachgewiesenen
inflammatorischen Mediatoren auf den klinischen Verlauf der Sepsis ist im abschlieBenden

Abschnitt dieses Kapitels aufgezeigt.
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Patient | Geschlecht | Alter Lipid- zugrunde liegende | Sekundirdiagnose verursachender |APACHE II| Outcome
Infusion Diagnose Erreger Score (Tag 28)

WL m 59 -6 Pneumonie, MOF Diabetes unbekannt 23 Uberleben

FB f 71 -6 Gangrian D V linker | Diabetes, Streptokokken der 9 Uberleben
Ful} art. Hypertonie Gruppe A

SK f 50 -6 ARDS nach Akut- arterielle Hypertonie |unbekannt 14 Uberleben
CABG

WT f 62 -6 ARDS nach CABG | arterielle Hypertonie | Pseudomonas 10 Versterben

aeruginosa
HK m 40 -6 ARDS, MOF Streptococcus 19 Uberleben
viridans
KW m 71 -3 Pneumonie, MOF COPD, chronische Candida albicans 34 Uberleben
Niereninsuffizienz

WK m 57 -3 ARDS nach CABG |COPD Serratia species 14 Uberleben

NR f 31 -3 Pneumonie, MOF unbekannt 21 Uberleben

HB m 59 -3 infiziertes Ulcus Diabetes, chronische | Staphylococcus 24 Versterben
cruris, MOF Niereninsuffizienz aureus

MA f 27 -3 Pneumonie unbekannt 12 Uberleben

Tabelle 6:  Demographische Daten beider Patientenkollektive der Studie

Demographische Charakteristiken der Sepsispatienten, welche nach dem Zufallsprinzip auf die beiden Infusionsgruppen verteilt wurden, die sich
lediglich in der Art ihrer Fettsdurezusammensetzung unterschieden. Der angegebene APACHE II-Score beschreibt den klinischen Zustand des

einzelnen Patienten bei Studienantritt.
(APACHE = Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; ARDS = adult respiratory distress syndrome; CABG = coronary artery bypass
grafting; CRF = chronic renal failure; MOF = multiorgan failure)
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Tag Leukozyten CRP Laktat Temperatur | APACHE II
[G/] [mg/1] [mmol/l] [°C]
-6 ®-3 -6 ®-3 -6 ®-3 -6 -3 -6 ®-3

1 21800 |25000 |196.0 |168.2 |3.4 2.6 38.7 38.9 16.3 23.3

+4300| £8300] +£42.0] £36.0] +14| +£07] £05] +£0.1 +3.0] 42

3 |22400 |12600 205.0(89.0 1.8 1.5 37.7 384 14.8 16.5

+4500| £3600] £53.0] £20.0] +0.6] =+05] +04] =+04] =+£35] +£5.1

7 |15700 |14500 [124.4 |85.0 1.1 1.3 37.7 38.1 11.6 12.8

+2700| £3000] +£38.0] +£18.8] 02| =£0.5 £02] +£06] +£20| =£32

10 11600 {9300 135.0 (1124 |13 1.2 38.0 37.9 11.0 13.3

+1200| +1500] +£20.8] +38.8 +0.2| +04] +£0.3 +0.4 +2.8 +2.3

Tabelle 7: Klinische und laborchemische Daten

Vergleich der laborchemischen und klinischen Daten der beiden Behandlungsgruppen unter
der Infusionstherapie. Beide Gruppen unterschieden sich zu Beginn der Infusionstherapie
nicht in ihrem APACHE II-Score, ihrer Korperkerntemperatur (Temperatur,
angegeben in °C), ihrer Leukozytenzahl (Leukozyten, angegeben in G/l), im C-reaktiven
Protein (CRP, angegeben in mg/l) und ihrem Laktatspiegel (Laktat, angegeben in mmol/l).
Alle Parameter werden in Mittelwert = SEM angegeben.

(APACHE = Acute Physiology and Chronic Health FEvaluation;, -6 = ®-6-Lipid-
infusionsgruppe; w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; SEM = Standardfehler des Mittelwertes)

5.1. Einfluss der Lipidinfusionstherapie auf das Profil und die

Plasmaspiegel freier Fettsduren in septischen Patienten

Die Blutproben wurden am Tag 1, 3, 7 und 10 vor Beginn der tdglichen Infusionen gewonnen.
Die freien Fettsduren im Plasma wurden in dem bereits beschriebenen Einschritt-Verfahren

methyliert, extrahiert und anschlieBend gaschromatographisch analysiert und quantifiziert.
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5.1.1. Summe der freien Fettsiduren im Plasma

Bereits vor Beginn der geplanten Lipidinfusionstherapie, d. h., an Studientag 1, konnte im
Plasma beider Patientengruppen ein mehrfacher Anstieg der freien Fettsduren dokumentiert
werden. Die Gesamtsumme der freien Fettsduren aus dem Plasma der Sepsispatienten am
Tag 1 tibertrifft die der Kontrollgruppe um das mehr als 4fache. In den drei Kollektiven zeigt
sich dabei eine Dominanz der Palmitinsdure (C16:0): in der ®-6-Gruppe 36 % der
Gesamtfettsduren, in der ®-3-Gruppe 35 % und in der Kontrollgruppe 27 %. Des Weiteren
findet sich ein hoher Anteil an Ol- (C18:1) und Linolsiure (C18:2) in allen drei Gruppen, der
sich auf 19 - 26 % belduft. Bei allen drei Fettsduren handelt es sich um essentielle Fettsduren.

Wihrend die Gesamtmenge der freien Fettsduren und das Fettsdureprofil im weiteren
Studienverlauf in der ®-6-Gruppe zum grofiten Teil durch die Lipidinfusionen unbeeinflusst
blieben, konnte in der Gruppe, die die Fischol-basierte Infusion erhielt, ein diskreter Anstieg
der Gesamtmenge der FFA, allerdings ohne Signifikanz, sowie ein deutlicher Anstieg der
o-3-Fettsduren verzeichnet werden. Die dokumentierte Menge von Linolsdure und
Linolensdure in beiden Infusionskollektiven zeigte einen stabilen Verlauf und einen
vergleichbaren Anteil an den Gesamtfettsduren iiber die Studienperiode trotz hdherer
Konzentration beider in der Lipoven®-Infusion. Das Profil und der Verlauf der plasmatischen

freien Fettsduren der drei Kollektive ist in Tabelle 8 zusammengefasst.

Ein Vergleich der Fettsdurezusammensetzung der ®-6- und o-3-Lipidemulsion zeigt in der
Lipoven®-Infusion ein Uberwiegen der Olsdure (24.1 g/1) und der Linolsdure (52.2 g/l), die
den Prikursor der AA-Synthese darstellt. Dem steht eine Olsiure-Konzentration von 12.3 g/l
und eine Linolensdure-Konzentration von 3.7 g/l sowie eine - in der ersten Infusionsgruppe
fehlende - AA-Konzentration von 2.6 g/l in der Omegaven®-Infusion gegeniiber. Beide
Lipidemulsionen haben nahezu den gleichen Anteil an gesittigten Fettsduren, jedoch in einer
unterschiedlichen Zusammensetzung. Der Gesamtmenge der in der Fischdl-basierten Infusion
enthaltenen w-3-Fettsduren von 39.4 g/l steht eine a-Linolensédure-Menge von 8.2 g/l in der
Lipoven®-Gruppe gegeniiber. Das o—3/w-6-Verhiltnis betrigt in der Lipoven®-Infusion 0.16,
in der Omegaven®-Infusion 6.25. Einen Uberblick ermdglicht Tabelle 5.
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Studien- Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 10
tag Kontroll-
FFA -6 -3 -6 ®-3 -6 ®-3 -6 ®-3 gruppe
pmol/l
C14:0 56+1.6 8.6+3.1 48+1.9 19.3+9.0 52+2.8 20.7+6.5 6.5+3.6 13.6+3.3 0.3+0.1
C16:0 3799+ 753 | 575.4+191.1 | 368.8+49.2 | 842.4+323.7 ] 5552+ 148.8 | 966.5+390.2 | 451.6 + 105.5 | 985.6 + 285.9 66.5+6.7
C16:10-7 | 97£20 229+97 77+13 41.0+16.5 72+0.7 342+98 9.1+38 28.5+9.9 0.6+0.2
C18:0 1153+£22.0| 175.5+45.7 137.1+11.0 | 277.6£89.7 | 225.4+82.0 | 358.0+128.8 | 175.5+40.5 | 372.0+ 105.3 38.5+3.9
C18:1m-6 | 2254 +553 | 341.7+113.4 | 188.5+20.2 | 492.0+149.0 | 261.6+72.8 | 466.9+ 1599 | 173.4+54.8 | 469.5+ 1235l 47.7+49
C18:2m-6 | 238.1+£99.5 | 312.5+96.1 | 2003+22.7 | 366.6+ 127.6 | 401.7+167.5 | 332.7+ 1304 | 260.3+77.1 | 466.8+119.8 Il 64.7+6.7
C18:30-3 | 17.1£129 | 13.6+53 6.6+2.6 12.8 4.6 14.6 £5.0 8.0+2.7 6.5+1.6 13.1+5.7 0.0 0.0
C20:30-6 | 10723 221+7.6 11.1£20 | 351+167 | 17.1+52 | 359=141 | 15732 | 30.9£99 6.4+ 1.0
C20:4m-6 |42.79.7(*) | 111.8 £37.7(*) 462+ 1.7 1504 £51.2 76.7 +£35.6 170.1 £ 64.5 | 66.4+19.8(§) | 173.2+62.9 10.9+1.2
C20:5m-3 | 26 £12 | 56=1.50% 27+1.0 80.9+31.5 6161 | 1215+432 | 35+35§) | 1219310 I 1.3+03
C22:60-3 2355400 74.9+323(%) | 26.1£39 | 1387504 | 37.9+124 | 2032692 [36.6+10.0(§) | 2022603 I 93+18
Summe [1070.5 1664.3 999.9 2456.6 1606.6 2717.6 1205.0 2853.0 247.3
+280.8 +527.9 +104.4 + 855.1 + 530.3 +1005.2 +300.9 +775.7 +21.0
Tabelle 8: Plasmaspiegel der freien Fettsiuren (FFA) in den beiden Infusionsgruppen sowie der Kontrollgruppe

Alle plasmatischen freien Fettsduren werden in umol/l (Mittelwert + SEM) angegeben. Die Konzentrationen von AA, EPA und DHA werden vor
Beginn der Lipidinfusionstherapie in jeder Gruppe mit den Konzentrationen in der Kontrollgruppe verglichen (* = p < 0.05). Ebenso werden die
gleichen Fettsduren beider Studiengruppen vor und nach Beendigung des Infusionszeitraums einander gegeniibergestellt (§ = p < 0.05).

(w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe,; w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe,; Kontrollgruppe = Gruppe der gesunden Probanden; SEM = Standardfehler des

Mittelwertes))

C17:0 diente als interner Standard. Folgende Fettsduren wurden nicht nachgewiesen: C12:0, yC18:3, C20:0, C20:1, C20:3:3, C20:3:9, C22:0, C22:1,
C22:2, C22:3, C22:4, C22:5, C24:0, C24:1, C24:1, C24:2, C24:3 und C24:4.
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5.1.2. Verhalten der freien Arachidonsiure im Plasma

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen war die Konzentration von Arachidonsdure im
Plasma zu Studienbeginn in beiden Infusionsgruppen merklich erhoht, eine Signifikanz
erreichend (* = p < 0.05): in der w-6-Gruppe 42.7 + 9.7, in der w-3-Gruppe 111.8 + 37.7, in
der Kontrollgruppe 10.9 + 1.2 umol/l. Sie stellte in allen drei Gruppen den nahezu gleichen
Anteil an der Gesamtsumme der FFA (4-7 %). In der o-3-Gruppe bot sich im Verlauf ein
angedeuteter, jedoch nicht signifikanter AA-Anstieg von 111.8 + 37.7 umol/l (Studientag 1)
auf 173.2 £ 62.9 umol/l (Studientag 10) (Abbildung 13).

5.1.3. Verhalten der freien Eicosapentaensiure/Docosahexaensiure im Plasma

Beide Infusionsgruppen boten zu Studienbeginn (Studientag 1) eine gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant erhéhte DHA-Konzentration, in der w—3-Population fand sich
zusitzlich eine gegeniiber der Kontrollgruppe signifikante Erh6hung der EPA-Konzentration
(*=p <0.05).

In der Gruppe, die die Fischol-basierte Lipidinfusion erhielt, wurde ein deutlicher Anstieg der
-3-Fettsduren EPA und DHA verzeichnet: EPA bot iiber die Infusionsperiode einen Anstieg
von 5.6 £ 1.5 umol/l auf 121.9 + 31.0 umol/l, d. h., auf das ca. 22fache des Basiswertes von
Tag 1. Dem steht eine nahezu gleichbleibende EPA-Konzentration zwischen 2.6 = 1.2 umol/l
und 6.1 = 6.1 umol/l in der ®-6-Gruppe sowie von 1.3 £ 0.3 umol/l in der Kontrollgruppe
gegeniiber. Der Anstieg der EPA-Konzentration zeigte eine Signifikanz sowohl gegeniiber der
Kontrollgruppe als auch gegeniiber der 0-6-Gruppe (§ = p < 0.05) (Abbildung 13). Wihrend
DHA in der Fischol-Gruppe von 74.9 + 32.3 pumol/l auf 202.2 + 60.3 pmol/l anstieg, eine
Signifikanz gegeniiber der Lipoven®-Gruppe erreichend (§ = p < 0.05), zeigte die
Patientenvergleichsgruppe eine Konstanz ihrer DHA-Menge.

Beide ®-3-FS (EPA und DHA) erreichten ein Plateau am 7. Studientag und iibertrafen in ihrer

Summe die AA-Konzentration nahezu 2fach.



Ergebnisse 87

—#— -6-Lipidinfusion
—4— w-3-Lipidinfusion T T

200

/

I
/J\

Kontrollgruppe

N

o

o
1

AA [umol/l]

a
L PR ST R T R Y
—

50—

4 o *
0 =
r T T T T T T T T T 1
1 3 10
Zeit [die]
] = wé-Lipidinfusion
| —% w-3-Lipidinfusion T
150
1 §
3100 4
=
< 1
o
Lu J;
50
Kontrollgruppe
] -
0 - - -+ = 9
I T T T T T T T T T 1
1 3 10
Zeit [die]

Abbildung 13: Plasmaspiegel freier Arachidonsiiure (oben) und Eicosapentaensiiure
(unten) als Antwort auf die parenterale w-6- und w-3-Lipidinfusions-
therapie

Die Konzentrationen der Fettsduren werden in umol/l und Mittelwert £ SEM angegeben.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe entwickeln beide Gruppen septischer Patienten einen
dramatischen Anstieg der Konzentration von freier AA (* = p < 0.05). Der EPA-Spiegel der
w-3-Gruppe unterschied sich an Studientag 1 signifikant von dem der Kontrollgruppe

(* = p < 0.05) und an Studientag 10 von dem beider Vergleichsgruppen (s = p < 0.05).

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe; SEM = Standardfehler
des Mittelwertes)
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5.2. Einfluss der Infusionstherapie auf den granulozytiren Entziindungs-

metabolismus

5.2.1. Leukotriene

Die PMN der Patientengruppen wurden an Tag 1, 3, 7 und 10 der Studienphase nach oben
beschriebener Methode isoliert und anschlieend mit A23187 stimuliert. Nach Aufarbeitung
des Zelliibberstands mittels Festphasen-Extraktion wurden die Lipidmediatoren der
Lipoxygenase einer Identifikation und Quantifizierung im HPLC-Verfahren zugefiihrt und

anschlieend den Messungen aus der Kontrollgruppe gegeniibergestellt.

Die Ionophor-induzierte LTB4-Sekretion der isolierten Granulozyten beider Infusionsgruppen
war im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen signifikant reduziert (§ = p < 0.05) und
lag bei ca. 50 % der Vergleichsgruppe, erreichte jedoch zu keinem Zeitpunkt des
Untersuchungszeitraums  eine  Signifikanz ~ zwischen beiden = Behandlungsgruppen

(Abbildung 14).

Zu Beginn der Infusionsbehandlung war LTBs in keiner der drei Gruppen nachweisbar, bot
jedoch in der ®-3-Gruppe nach Infusionsbeginn einen ziigigen Anstieg bis zum Studientag 10
(19.6 £ 3.2 pmol/ml) und erreichte zu diesem Zeitpunkt eine Signifikanz gegeniiber den
beiden Vergleichsgruppen (* = p < 0.05) (Abbildung 14).

In der Omegaven®-Gruppe konnte ein LTBs/LTB4-Verhiltnis von nahezu 20 % am Ende der

10-tédgigen Periode dokumentiert werden.
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Abbildung 14: Verlauf der Leukotrien B s-Freisetzung

Es wird die Synthese von LTB4 (oben) der Freisetzung von LTB;s (unten) gegeniibergestellt im
Vergleich zwischen den beiden Patientenkollektiven und der Kontrollgruppe. Zu beachten ist
die differierende Skala von LTB, und LTBs. Angegeben ist der Mittelwert £+ SEM aus n = 5
Mitgliedern einer Studiengruppe sowie n = 8 Probanden der Kontrollgruppe.

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe;, SEM = Standardfehler
des Mittelwertes)
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5.2.2. ROS

Die Sauerstoffradikal (ROS = reactive oxygen species)-Bildung von 5 x 10° PMN auf die
Stimulation mit fmlp wurde an den Studientagen 1, 3, 7 und 10 quantifiziert und als Mal3 des

abgelaufenen ,,respiratorischen Burst” gesehen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die fmlp-induzierte O”-Freisetzung in beiden

Patientengruppen reduziert (Abbildung 15).

Wihrend auf die fmlp-Stimulation in der ®-3-Gruppe eine weitere leichte Zunahme der
Superoxid-Bildung im Beobachtungszeitraum zu verzeichnen war, konnte in der m-6-Gruppe
eine Reduktion dokumentiert werden, am Tag 7 einen statistisch signifikanten Unterschied

erreichend (* = p < 0.05) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Freisetzung granulozytirer Superoxide

Verlauf der durch finlp induzierten Superoxid (O )-Freisetzung in beiden Infusionsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe, angegeben in Mittelwert = SEM, bei n = 5 Teilnehmern in
Jjeder Patientengruppe und n = 8 Teilnehmern der Kontrollgruppe.

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe;, SEM = Standardfehler
des Mittelwertes, * = p < 0.05, wenn w-3- mit w-6-Gruppe verglichen wird)
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5.2.3. Elastase

Eine Degranulierungsreaktion der 1 x 10’ PMN, initiiert durch die Stimulation mit fmlp
(1 umol/l), wurde anhand der Elastasefreisetzung aus den priméren neutrophilen Granula an

den Studientagen 1, 3, 7 und 10 in beiden Infusionsgruppen bestimmt und in Relation zu den

Kontrollwerten gesetzt.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe boten die PMN der septischen Patienten auf fmlp eine
signifikante Suppression der Elastasesekretion (§ = p < 0.05 fiir alle Zeitpunkte), welche in
der w-6-Infusiongruppe am Tag 7 gegeniiber der ®-3-Gruppe ein signifikant niedrigeres

Niveau erreichte (* = p < 0.05). Die Fischol-basierte Infusionsgruppe lieB vielmehr einen

leichten Anstieg

der Elastasefreisetzung erkennen (Abbildung 16).
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Abbildung 16:

Angegeben sind die Mittelwerte + SEM aus n = 5 Mitgliedern in jeder Patientengruppe und

Elastasefreisetzung auf fmlp-Stimulation als Maf} der

Degranulierungsreaktion von neutrophilen Granulozyten

n = 8 in der Kontrollgruppe.

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe; SEM = Standardfehler

des Mittelwertes)
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5.2.4. Phosphatidylinositol

Die Bildung von Inositolphosphaten (IP) der mit fmlp stimulierten neutrophilen Granulozyten
wurde in beiden Infusionsgruppen sowie der Kontrollgruppe quantifiziert und vergleichend
diskutiert. Sie galt als MaB fiir den Signaltransduktionsweg der ,,PI-response”.

Vor Beginn der Infusionstherapie (Tag 1) und an Tag 7 wurden 1 x 10’ PMN, nach
Markierung mit [*H]Inositol, einer Stimulation mit 1 pg fmlp/I unterzogen. Die extrahierten
Inositolphosphate wurden anschlieBend mit der bereits beschriebenen Anionenaustausch-

Chromatographie aufgetrennt. IP3, IP, und IP; werden als [Py zusammengefasst.

In Relation zu den Kontrollen zeigten die septischen Patienten beider Gruppen zu jedem
Zeitpunkt eine signifikant reduzierte [Py-Synthese (§ = p < 0.05). Wéhrend am Tag 7 ein
weiterer Abfall der IPs-Bildung im w-6-Kollektiv zu verzeichnen war, konnte in der Fischol-
Gruppe ein signifikanter Anstieg dokumentiert werden (1.38 = 0.11 versus 1.79 + 0.09;
*=p <0.05), der innerhalb der ®-3-Gruppe eine Signifikanz zwischen Tag 1 und Tag 7
zeigte ($ = p < 0.05) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: IP-Synthese in den radioaktiv markierten und mit fmlp stimulierten
Neutrophilen der drei Untersuchungsgruppen

IP;, IP; und IP; werden unter IP, subsumiert. Der Spitzenwert von cpm wird durch die
Aktivitdt der mitgefiihrten Kontrollprobe dividiert. Angegeben ist der Mittelwert £ SEM von
n =5 Mitgliedern in jeder Patientengruppe, n = 8 in der Kontrollgruppe.

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe, SEM =Standardfehler
des Mittelwertes; * = p < 0.05 im Vergleich beider Infusionsgruppen; § =p < 0.05 im
Vergleich beider Infusionsgruppen mit der Kontrollgruppe; $ = p < 0.05 im Vergleich
innerhalb der w-3-Gruppe)
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5.2.5. PAF

Die granulozytire PAF-Bildung wurde an den Studientagen 1, 3, 7, und 10 gemessen. 1 x 10’
PMN wurden nach einer Inkorporation von [*H]Acetat mit A23187 stimuliert, die
Radioaktivitdt des Lipidextraktes mittels Straight-Phase-HPLC quantifiziert und anschlieend

die Menge des synthetisierten PAF nach dem bereits beschriebenen Verfahren errechnet.

Zu allen Zeitpunkten unterschieden sich die Kontrollprobanden statistisch signifikant von den
Messungen in den Infusionsgruppen (§), indem sie eine deutlich erniedrigte PAF-Bildung
zeigten. An Studientag 7 wurde im -3-Kollektiv im Vergleich zur ®-6-Gruppe eine
statistisch signifikant hohere PAF-Synthese dokumentiert (*). In der Fischol-Gruppe stieg die
Freisetzung bis Tag 7 kontinuierlich an, um dann zum Tag 10 wieder abzufallen, in der
zweiten Gruppe zeigte sich iiber den 10-tigigen Beobachtungszeitraum keine wesentliche

Veranderung der PAF-Sekretion auf den verabreichten Stimulus (Abbildung 18).
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Abbildung 18: PAF-Synthese der mit A23187 stimulierten Neutrophilen

Die PAF-Menge wird in cpm und Mittelwert £ SEM aus n = 5 Teilnehmern in jeder
Patientengruppe und n = 8 in der Kontrollgruppe angegeben. Zu beachten ist die
differierende Darstellung der Konzentration in der Kontrollgruppe.

(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe; w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe; SEM = Standardfehler
des Mittelwertes; * = p < 0.05 im Vergleich beider Infusionsgruppen; § = p < 0.05 im
Vergleich beider Infusionsgruppen mit der Kontrollgruppe)
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5.3. Verinderungen des Thromboxanmetabolismus der Plittchen unter

der Lipidinfusion

Die Thromboxan (Tx) Ajs-Synthese von isolierten Thrombozyten auf die Thrombin-
Stimulation wurde anhand ihrer stabilen Zerfallsprodukte — TxB, und TxB; — nach der

Festphasen-Extraktion mittels Post-HPLC-ELISA, wie bereits beschrieben, gemessen.

In der Kontrollgruppe sowie der Gruppe der Patienten, welche die ®-6-Lipidemulsionen
erhielt, lag das Verhiltnis von TxA3/TxA, kontinuierlich unter 1 %. In der ®-3-
Infusionsgruppe hingegen wurde in zunehmenden Mall TxA3; nachgewiesen, sodass am Ende
der Infusionsperiode (Studientag 10) ein TxAs/TxA,-Verhéltnis von 17.8 £ 7.4 dokumentiert
wurde, jedoch keine Signifikanz gegeniiber den anderen beiden Gruppen erreichend

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Thrombozytirer Thromboxanmetabolismus im Verlauf

Es wurde die Thromboxansynthese der 2er- und 3er-Serie von isolierten und mit Thrombin
stimulierten Thrombozyten in allen Gruppen gemessen. Dargestellt ist das TxA3/TxA;-
Verhdltnis jeder Gruppe in Mittelwert £ SEM (n = 5 in jeder Patientengruppe, n = § in der
Kontrollgruppe).
(w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe, w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe; SEM = Standardfehler
des Mittelwertes)
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5.4. Einfluss der parenteralen Lipidtherapie auf den Verlauf ausge-

wihlter klinischer Parameter der beobachteten Sepsispatienten

Der kontinuierlich iiber den Studienzeitraum kontrollierte und dokumentierte klinische
Verlauf der Mitglieder beider Lipidemulsionsgruppen wurde in den APACHE II-Score-
Werten der einzelnen Studientage zusammengefasst, in Tabelle 7 jedoch zusitzlich anhand

der laborchemischen und klinischen Daten weiter aufgeschliisselt.

5.4.1. Beatmung

Zu Studienbeginn waren in beiden Kollektiven 4 von 5 Patienten auf eine maschinelle
Unterstiitzung ihrer Atmung angewiesen. Wihrend in der Omegaven®-Gruppe bereits an
Tag 3 lediglich noch ein, an Tag 7 kein Patient mehr beatmungspflichtig war, erreichte die
Lipoven®-Gruppe dieses Ergebnis erst an Tag 10 und lieB damit den Trend zu einer lingeren

Beatmungszeit erkennen. Einen Uberblick soll Tabelle 9 geben.

5.4.2. Katecholamine

Alle Studienpatienten benétigten bei Einschluss in die Studie eine vasopressorische
Behandlung aufgrund des Vorliegens eines septischen Schocks. Wéhrend bereits an Tag 7 und
10 mehr als die Halfte der Patienten aus der w-6-Infusionsgruppe nicht mehr auf diese
therapeutische Unterstlitzung angewiesen war, erreichte dies das w-3-Kollektiv erst an
Studientag 10. Zu diesem Zeitpunkt erhielten zwei der Patienten aus jeder Gruppe eine

vasopressorische Therapie. Eine Zusammenfassung gibt Tabelle 9.
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Abhingigkeit vom Vasopressoren-Gabe
Respirator
Tag -6 ®-3 -6 -3
1 4(5) 4(5) 5(5) 5(5)
4 (5) 1(5) 4 (5) 3(5)
7 2(5) 0(5) 2 (5) 3(5)
10 0(5) 0(5) 2 (5) 2 (5)
Tabelle 9: Notwendigkeit einer vasopressorischen und ventilatorischen Behandlung

Vergleich der Anzahl von Patienten, welche eine maschinell unterstiitzte Ventilations- und
eine Vasopressoren-Therapie bendtigten. Vasopressoren wurden iiber die Notwendigkeit
einer Katecholamin-Behandlung definiert, eine Dopamin-Gabe von < 5.0 ug/(kg x min)
ausgenommen. Es wird die Zahl der Patienten angegeben, in Klammern die Gesamt-
patientenzahl jeder Studiengruppe.

(w-6 = w-6-Lipidinfusionsgruppe; w-3 = w-3-Lipidinfusionsgruppe)

5.4.3. APACHE 11

An Tag 3 des Lipidinfusionsregimes stieg das CRP in der w-6-Lipidinfusionsgruppe (205.0 +
53.0 mg/l), wihrend es in der -3-Gruppe abfiel (89.0 = 20.0 mg/l) — jedoch erreichte die
Differenz zwischen beiden Kollektiven keine Signifikanz (p = 0.077). Parallel dazu nahm die
Leukozytenzellzahl in der Fischol-Gruppe ab (12600 + 3600 G/1) und in der ®-6-Gruppe zu
(22400 = 4500 G/1) (p = 0.086). In beiden Behandlungsgruppen wurde wihrend der 10-
tagigen Lipidinfusionsphase ein Abfall von Kd&rpertemperatur, Laktat, CRP, Leukozytenzahl
und APACHE II-Score dokumentiert.

Der ermittelte APACHE II-Score fiel in der Lipoven®-Gruppe im Studienverlauf um 32 %, in
der Omegaven®-Gruppe um 42 %, allerdings ohne eine Signifikanz zu erreichen. Alle
Patienten iiberlebten den 10-tdgigen Beobachtungszeitraum.

Die Daten sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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6. DISKUSSION

6.1. Anstieg des freien Priakursors ,,Fettsiure” im Plasma

Wie bereits andere Arbeiten in Bezug auf septische Patienten zeigten (275, 276), konnte in
dieser Studie vor Beginn der geplanten Lipidinfusionen fiir alle Sepsispatienten ein deutlicher
Anstieg der Gesamtmenge freier Fettsduren im Plasma dokumentiert werden. Diese
Veridnderungen des Metabolismus unter einem akuten inflammatorischen Geschehen —
angezeigt durch eine Erhohung der Konzentration aller einzelnen Fettsduren auf das
> 2-10fache — konnte Ausdruck der Schwere der Erkrankung sein, in allen Féllen ein-

miindend in den septischen Schock.

Folgende Faktoren konnten dieser verdnderten metabolischen Antwort zugrunde liegen:
Anstieg der freien Plasmafettsduren als Teil der systemischen metabolischen Antwort auf
Stress aufgrund des gednderten Metabolismus von Leber und anderen Organen (277).
Gesteigerte Lipolyse durch Adipozyten und gesteigerte de novo Lipogenese in der Sepsis
(278-281).

Reduzierte muskulére Fettsdureoxidation (282).

Erhohung der sekretorischen Phospholipase A, wihrend der Sepsis (283).

Die in allen Patientenfédllen eingesetzte vasopressorische Medikation mit Epinephrin oder
Norepinephrin erhoht bevorzugt die Plasmaspiegel der mehrfach ungesittigten freien
Fettsduren iiber eine Aktivierung der Lipoproteinlipase sowie der hormonsensitiven
Lipoproteinlipase des Fettgewebes (284, 285).

Das bei jedem Patienten in geringer Menge eingesetzte Heparin stellt einen weiteren

Aktivator der Lipoproteinlipase dar (286).

Diese metabolischen Verdanderungen des Organismus in der Sepsis miinden in den imposanten
Anstieg der Plasmakonzentration des Eicosanoid-Prikursors AA auf Werte zwischen 43 und
> 100 pmol/l, dem eine Konzentration von ca. 11 umol/l in der Kontrollgruppe sowie die
Tatsache gegeniibersteht, dass Messungen von freier extrazellulirer AA innerhalb eines

inflammatorischen Fokus Spiegel zwischen 20 und 50 umol/l erbrachten (287-289).
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Nach Beginn der Fischol-basierten Lipidgabe war ein rascher Anstieg der freien EPA- und
DHA-Spiegel bis zu einem Maximum im Mittel von 120 bzw. 200 pmol/l zu verzeichnen, ein
EPA+DHA/AA-Verhiltnis von nahezu 2:1 erreichend. Das umgehende Erscheinen von freien
o-3-Fettsduren nach Infusionsbeginn deutet auf eine zligige Hydrolyse von EPA- und DHA-
enthaltenden Triglyzeriden in septischen Patienten hin. Dies steht mit der Vorstellung im
Einklang, dass synthetische Lipidaggregate die endotheliale Lipoproteinlipase aktivieren,
woraus ein Anstieg der FFA im Plasma resultiert (255, 256). Die Kinetik und das Mal} der
Erhohung der plasmatischen FFA geht {iber die entsprechenden Verdnderungen als Antwort
auf eine konventionelle enterale Fischolgabe hinaus (290, 291). Interessanterweise wurden in
der w-3-Lipidinfusionsgruppe parallel ein Anstieg der Arachidonsdure dokumentiert, auch
wenn dieser weniger beeindruckend war als die Plasmaspiegelzunahme von EPA und DHA.
Derzeit ist noch nicht eindeutig geklért, ob der Anstieg freier AA durch eine Freisetzung aus
der ®-3-Emulsion bedingt ist (Anteil an AA ca. 2.6 %) oder durch die Substitution von EPA
und/oder DHA mediierte sekundire Freisetzung aus endogenen, AA enthaltenden Lipidpools.
Dieser Anstieg plasmatischer AA in der w-3-Infusionsgruppe kann im Zusammenhang der
Spétphase der Sepsis, des sog. CARS, diskutiert werden. AA konnte hier als Prékursor
proinflammatorischer Mediatoren dem Entstehen einer Immunparalyse entgegenwirken und

zur Abwehr sekundér eindringender Mikroorganismen beitragen.

Interessant wire eine Untersuchung des FFA-Profils unter dem gleichen Infusionsregime in
einem Patientenkollektiv, dessen Erndhrung sich beziiglich seiner Fettzusammensetzung vor
Auftreten der Sepsis vor allem aus ®-3-ungesittigten Fetten zusammensetzt, um bereits vor
der Infusionstherapie den Anteil an ®-3-Fetten gegeniiber den ®-6-Fetten zu erhohen. So
wurde bereits 1994 von Lorgeril et al. eine Anwendung vegetarischer Ole, wie Oliven- und
Rapsol, in einer breiten Bevolkerung diskutiert, um den Effekt von therapeutischen
Strategien, die eine Suppression der -6-Eicosanoidproduktion zum Ziel haben, zu
verbessern, wenn zuvor ein groflerer Anteil an ®-3-Fettsduren bereitgestellt wurde (292). Vor
diesem Hintergrund wird erndhrungspolitisch die Produktion einer genetisch modifizierten
Olsaaternte erwogen, um ein vegetarisches Ol mit modifizierten Fetten, fiir die ein
gesundheitsfordernder Effekt erwiesen ist, bereitzustellen, ohne dass der Konsument einen

wesentlichen Nahrungswechsel vornehmen muss (293).
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6.2. Immunmodulatorische Therapie der Sepsis durch ®w-3-Lipide infolge
einer verbesserten Immunantwort durch Reduktion der hyperin-

flammatorischen Antwort der Leukozyten?

Parallel zu dem Anstieg freier EPA und DHA im Plasma der w-3-Patienten wurde eine
betrachtliche LTBs-Ausschiittung aus Neutrophilen beobachtet, die nach Isolation ex vivo mit
Calciumionophor stimuliert wurden. In diesen Experimenten wurde in der Omegaven®-
Gruppe ein LTBs/LTB4-Verhéltnis von > 20 % erreicht. Es ist zu beriicksichtigen, dass die
PMN-Stimulation in Abwesenheit von Plasma erfolgte. Dies deutet darauf hin, dass in den
Membranphospholipidpools, welche die Prikursor-FFA fir den granulozytiren
5-Lipoxygenase-Stoffwechsel bereitstellen, ein Austausch von AA gegen freie EPA aus dem
Plasma stattgefunden hat. Des Weiteren ist zu bedenken, dass der Leukotrienmetabolismus
der Neutrophilen im physiologischen ,Mikroenvironment” dem strengen Einfluss der
exogenen freien Prikursor-FFA unterworfen ist (294, 295). Da freie EPA gegeniiber freier
AA das bevorzugte Substrat der 5-LO darstellt, kann eine deutliche Wirkung dieser im ®-3-
Kollektiv demonstriert werden. Werden die sehr hohen Konzentrationen freier EPA und freier
DHA im Plasma der Patienten, die die w-3-Fettemulsionen erhielten, beriicksichtigt, ist bei
einer Stimulation der PMN durch Exo-, Endotoxine und inflammatorische Mediatoren in vivo
ein wesentlich hoherer Prozentsatz an LTB5 zu erwarten. Diese Tatsache konnte ebenfalls fur
den thrombozytiren Thromboxan-Metabolismus gelten: Das auf die ex vivo-Stimulation
gewaschener Thrombozyten dokumentierte TxAs/TxA,-Verhdltnis von ca. 18 % wird
moglicherweise in vivo tibertroffen, wenn die thrombozytire Aktivierung in einer Umgebung
stattfindet, in der die Plasmakonzentration von freier EPA und freier DHA zur freien AA

hinzukommt.

Vor diesem Hintergrund ist zu beriicksichtigen, dass Mediatoren eine unterschiedliche
Reaktion initiieren, je nachdem in welcher Konzentration sie vorliegen. So konnten Endres
et al. dokumentieren, dass eine Reduktion der PGE;-Bildung den Immunstatus verbessert,
eine vollstandige Blockierung jedoch eine Verschlechterung der Immunabwehr bewirkt (296).
Des Weiteren induziert PGE, in niedriger Konzentration die Lymphozytendifferenzierung,
wihrend es in hoher Konzentration die MNL- und B-Zell-Proliferation inhibiert und die NK-
Zellaktivitit reduziert. Da Monozyten und Makrophagen in der Sepsis hohe Konzentrationen

der 2er-Eicosanoide freisetzen, sind eine gesteigerte Inflammation und eine Schwéchung der
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Immunantwort die Folge — EPA hingegen veridndert die Bildung von PGE,, welches ein

wichtiger Modulator der Makrophagen- und Lymphozyten-Funktion ist (297).

Unter inflammatorischen Bedingungen, wie sie z. B. in der Sepsis vorliegen, wurden sowohl
eine steigende als auch eine supprimierte granulozytire Superoxid-Bildung als Antwort auf
verschiedene Protokolle einer ex vivo-Stimulation beschrieben.

Es hiufen sich allerdings die Beweise, nach welchen eine Beeintrachtigung der
granulozytiren Funktionen, einschlieBlich des respiratorischen Burst, immer offensichtlicher
wird, je schwerer und linger die Sepsis verlduft. In einer Reihe von Studien in Bezug auf
isolierte Neutrophile septischer Patienten konnten Solomkin et al. bereits eine supprimierte
fmlp-induzierte Superoxid-Freisetzung nachweisen, obwohl die fmlp-Rezeptordichte und die
zelluldre Internalisation unbeeinflusst waren (298, 299). Ebenso berichteten Vespasiano et al.
(300) sowie Pascual et al. (301) von einer reduzierten O*-Ausschiittung aus Neutrophilen
septischer Patienten, unabhéngig von dem zur ex vivo-Stimulation verwendeten Agens.

In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde im Falle aller hier untersuchten
Studienpatienten bereits zu Studienbeginn eine reduzierte granulozytire Superoxid-
Produktion dokumentiert, welche im weiteren Verlauf in der Gruppe, die das o—6-
Infusionsregime erhielt, zunahm. Zudem konnte gezeigt werden, dass alle weiteren Merkmale
der Neutrophilenfunktion, die in dieser Arbeit beriicksichtigt wurden, in den von den
septischen Patienten isolierten PMN supprimiert waren: Hierzu zéhlten die Lipidmediatoren
einschiellich LTB4 und PAF, die Elastasefreisetzung und die Bildung von Inositolphosphaten
mittels ,,PI-response”. Letztere reprdsentiert einen entscheidenden granulozytiren
Signaltransduktionsweg und konnte einen grundlegenden Mechanismus der beobachteten
Beeintrachtigung von Neutrophilenfunktionen darstellen. In Bezug darauf konnte Burke et al.
einen abnehmenden Ca”*-Einstrom als Antwort auf die fmlp-Stimulation in isolierten PMN
septischer Patienten nachweisen (302).

Weitere detailierte Studien zur Kldrung der Signaltransduktion Neutrophiler, isoliert aus dem

Blut septischer Schockpatienten, sind unbedingt erforderlich.

Bereits in der Einleitung wurde die Beeinflussung der Entstehung und Wirkung
proinflammatorischer Zytokine als inflammatorische Antwort des Organismus durch
verabreichte ~ ®-3-Fettsduren  beschrieben. = Als  Initiatoren  eines  septischen

Krankheitsgeschehens sind neben Endotoxin (LPS) insbesondere IL-1 und TNF-a zu nennen,
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die mittels Rezeptorokkupation eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB mit
anschlieender Expression weiterer inflammatorischer Mediatoren zur Folge haben: IL-1,
TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, ICAM-1, E-Selektin, IL-2-Rezeptor.

Van Deventer et al. zeigten in einer Studie mit gesunden Probanden, dass die TNF-a-
Freisetzung ca. 30-45 min nach Endotoxin-Gabe erfolgt und iiber 180 min anhilt, der Peak
nach 90 min erreicht wird. Dagegen konnte kein IL-1-Anstieg dokumentiert werden. IL-6
stieg ca. 15 min nach TNF-o-Freisetzung an und erreichte seinen Peak nach 120-150 min
(303). Bereits 1987 beschrieben Waage et al., dass es nur in besonders schweren Verldufen
des septischen Schocks zu einem IL-1-Anstieg im Plasma kommt. Sie fanden einen
Zusammenhang zwischen der IL-6-Konzentration im Plasma und der Mortalitit (304).

Aus einer in 1994 abgeschlossenen Studie ldsst sich auf einen mdoglicherweise priadiktiven
Wert des IL-6-Plasmaspiegels beziiglich Bakteridmie und Letalitdt schlieen (305).

Phase III-Studien, die die therapeutische Strategie einer Antagonisierung dieser Initiatoren der
Sepsis zum Thema hatten, wurden ohne Erfolg durchgefiihrt. Hier sind insbesondere die
therapeutische Verwendung von TNF-Antagonisten und IL-1-Rezeptorantagonisten zu
nennen. Als Ursache hierfiir kommt einerseits der sehr frithe TNF-Anstieg in der Sepsis in
Frage, so dass das Maximum seiner Auswirkung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung einer
Sepsis bereits iiberschritten ist. Andererseits ist eine ,,Orchestration” der Ereignisse in der
Sepsis zu diskutieren, bedingt durch eine ausgeprigte Vielfalt an Mediatoren.

Aufgrund der oben geschilderten immunmodulatorischen Effekte der w-3-Lipide ist
hervorzuheben, dass diese in zahlreiche Abldufe der Inflammation beeinflussend eingreifen

und damit der Mediatorenvielfalt am ehesten gerecht werden.

Interessant ist die derzeitige Diskussion um den LPS-Rezeptor TLR, dessen Funktion bereits
oben beschrieben wurde. Durch diesen Rezeptor mediiert LPS die zelluldre Aktivierung der
Leukozyten und iiber eine erhohte NF-kB-Aktivierung die gesteigerte Expression
inflammatorischer Mediatoren (306). Hier bietet sich ein erneutes Potential der
Sepsistherapie, konnte doch in einem Mausmodell eine LPS-Resistenz durch TLR-4-
Mutationen dokumentiert werden (307). Ebenso konnte eine unterschiedliche Anzahl der TLR
die Empfindlichkeit von Immunzellen gegeniiber Infektionen wiederspiegeln — so ldsst sich
eine groe Variationsbreite der individuellen Antwort auf Infektion erkennen, weswegen ein
genetischer FEinfluss angenommen wird (308, 309). In Patienten mit systemischer
Meningokokken-Erkrankung konnte ein signifikantes Ausmall an TLR-4-Mutationen

nachgewiesen werden (310). Es fand sich ebenso ein Zusammenhang zwischen dem
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Vorliegen des TNF-o-Polymorphismus TNF2 und dem Entstehen einer Sepsis sowie deren
todlichen Ausgang (311). Beziiglich der Suppression der TNF-a-Bildung durch Fischdl fand

sich ebenfalls eine Abhéngigkeit von dem Vorliegen eines Genpolymorphismus (312).

Aus den verschiedenen tierexperimentellen Sepsis-Modellen liegen widerspriichliche
Resultate vor: Eine diitetische Vorbehandlung mit Fischol reduzierte das Uberleben in einem
Mausmodell (313), steigende Plasmaspiegel von TNF-a wurden von anderen Autoren in
einem Modell von mit Fischdl vorgefiitterten und anschlieBend LPS ausgesetzten Méusen
beschrieben (314). Keinen Einfluss einer diitetischen w-3-Lipidgabe auf die Uberlebensrate
von diabetischen Ratten mit intraperitonealer Sepsis fanden wiederum andere Arbeitsgruppen
bei erhoht gemessenen Konzentrationen inflammatorischer Zytokine in der w-3-FS-Gruppe
(315). Im gleichen Modell unter der Anwendung einer totalen parenteralen Erndhrung wurde
kein Unterschied der inflammatorischen Zytokine dokumentiert (316). Im Gegensatz dazu
fanden sich vorteilige Effekte der ®-3-FS auf ein bestehendes Lungenddem sowie den
Blutfluss im Splanchnikusgebiet (317). Diese differenten Ergebnisse erkldren sich
moglicherweise durch den Unterschied der verwendeten Bedingungen: verschiedene Spezies
und Modelle (z. B. chronische intraperitoneale Sepsis versus LPS-Bolus-Gabe) und
verschiedene didtetische Erndhrungsregime (enteral versus parenteral sowie differierende
Zusammensetzungen). Hinzu kommt, dass eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit folgenden
Punkt fokusierte: Das Aktivierungsstadium verdnderte den Effekt von ®-3-FS auf
Mausmakrophagen. Wihrend Fischol die inflammatorische Zytokinantwort in durch
Thioglycollat gewanderte Makrophagen erniedrigte, wurde die Antwort in ortsstindigen

Zellen gesteigert (318).

6.3. Das Konzept der parenteralen Immunnutrition — eine Perspektive

Bereits Anfang der 80er Jahre beschiftigten sich Kliniker mit dem moglicherweise
schidigenden Effekt einer parenteralen Erndhrung bei kritisch kranken Patienten, welche
hdufig mit einer kiinstlichen Erndhrung versorgt werden, obwohl die Auswirkung der
einzelnen Erndhrungskomponenten unklar und strittig ist. Die zur parenteralen Erndhrung am
weitesten verbreitete Infusionstherapie beinhaltet Lipidemulsionen, die auf ®-6-FFA beruhen,
wie z. B. Sojabohnendl. Diskutiert wird, ob die hohen Spiegel der w-6-Fette fiir die

beobachteten schiadigenden Effekte auf die Immunantwort in der Inflammation wihrend einer
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vollstindigen parenteralen Erndhrung verantwortlich sind (319, 320). Zahlreiche
Untersuchungen legen den Einsatz von alternativen Lipidsourcen nahe, wie Fisch-,

Kokosnuss-, Raps- und Olivendl (292, 321).

6.3.1. Vorteile einer parenteralen versus enteralen Darreichungsform von Lipiden

Obwohl die Langzeiterfahrungen mit ®-3-Fettsduren auf einer didtetischen Applikation
beruhen, ist die orale Therapie durch einige Nachteile versehen: Der therapeutische Effekt
zeigt einen verzogerten Beginn und ist aus diesem Grunde in akuten Erkrankungen ineffektiv.
Bei Verwendung von Fischolkapseln ist die Verfligbarkeit von bioaktiven Molekiilen dadurch
begrenzt, dass die Fettsduren die Zirkulation nach Durchwandern der Darm-Blut-Schranke in
Form von Triglyzeridvesikeln erreichen, zur Leber transportiert werden und hier ein
,»Remodeling” erfahren. Durch diese Vorginge kommt es zu einem Verlust von freier o-3-FS
sowie zu einer limitierten Bereitstellung freier FS fiir den inflammatorischen Metabolismus
sowohl der Leukozyten als auch der Endothelzellen.

Mehrere Arbeiten konnten zeigen, dass die enterale Zufuhr von w-3-Fetten, wie z. B. von
Fischol, mehrere Tage und Wochen benétigt, um die FS-Zusammensetzung der Membran-
phospholipide und damit das Lipidmediatoren- und das Zytokinprofil des Organismus
nachweislich zu verdndern (322-324) oder eine Verbesserung des Bildes hyperin-
flammatorischer Erkrankungen zu initiieren (244). Ungeachtet dieser Limitierung wurde unter
dem Einsatz einer mit ®-3-FS angereicherten Erndhrung iiber eine Magensonde im Falle
intensivpflichtiger Patienten eine signifikante Reduktion infektioser Komplikationen und der
Mortalititsrate im Vergleich zu einer isokalorischen Kontrollnahrung dokumentiert (325-
327). Da diese Nahrung weitere Zusitze enthielt (Glutamin und Arginin), ist unklar, welche
der Additiva der enteralen Erndhrung dieses Ergebnis verursachte.

Parallel zur Aktivierung der endothelialen Lipoproteinlipase durch synthetische Lipid-
aggregate im Plasma entgehen die in Fettemulsionen enthaltenen Triglyzeride durch eine
parenterale Gabe der Kinetik und den Problemen der Digestion und Resorption (328, 329).
Intravends angebotene, EPA enthaltende Triglyzeride werden rasch hydrolysiert, wodurch
EPA in der Plasmafraktion der freien Fettsduren (FFA) nachgewiesen werden kann (256), was
die hier vorliegenden Ergebnisse bestdtigen. Damit resultiert aus einer parenteralen
Fettemulsionsgabe ein rascher Anstieg der plasmatischen freien FS, insbesondere von AA,
EPA und DHA, die dann im Uberschuss als freie Prikursor dem Lipidmediatormetabolismus

zur Verfiigung stehen.
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Durch die intravendse Gabe einer Fischol-basierten Lipidemulsion im Falle chronischer
Darm- und Hauterkrankungen zeigte unsere Arbeitsgruppe bereits im Vorfeld eine rasche
Verdnderung der Fettsdurezusammensetzung von Zellmembranen und eine verdnderte
Lipidmediatorsynthese (330).

Patienten mit schwerer Sepsis, im septischen Schock oder mit ARDS bendtigen eine totale
parenterale Erndhrung, da ihr Darm nicht dazu in der Lage ist, didtetische Nahrung zu
transportieren oder aufzuschliisseln. Aufgrund der Entwicklung einer Hypotension im
Rahmen des septischen Schocks kommt es iiber eine hdmodynamische Dysfunktion mit
nachfolgender Stérung der Mikrozirkulation — potenziert {iber eine vorliegende disseminierte
intravasale Gerinnung — zu einer fokalen Ischdmie und im Weiteren zur Zerstérung der
Schleimhautbarriere. Im Falle des oberen Gastrointestinaltrakts ist die Entstehung einer
Nekrose und damit eines Ulkus die Folge, im unteren Gastrointestintaltrakt das Syndrom des
MSOF (multiple splanchnic organ failure), welches durch 6dematdse Diinndarmwénde und
verminderte Peristaltik, verbunden mit Schrankenstérungen, gekennzeichnet ist. Durch die
Entwicklung einer Schrankenstérung in diesem Organ wire die Gefahr von einem sekundiren
Keim- oder Toxineintritt denkbar — damit stellt der Darm eine mogliche ,,sekundére* oder
»endogene™ Sepsisquelle dar. Jedoch existieren bislang fiir diese Theorie keine
wissenschaftlichen Belege auBler die in Polytraumatisierten und Schockpatienten
durchgefiihrten Endotoxinmessungen (34).

Des Weiteren zu beriicksichtigen ist die Wirkung der Begleitmedikationen auf die Funktion
der glatten Muskelzellen: So bewirken Katecholamine und Anésthetika eine Paralyse der
glatten Muskulatur des Magen-Darm-Trakts. Hinzu kommt eine Beeinflussung durch weitere
vorliegende metabolische Stérungen: Bjornsson et al. hoben eine verringerte gastrointestinale
Motilitdt unter anderem auf dem Boden einer Hyperglykdmie bei kritisch Kranken hervor
(331).

Des Weiteren wird das Entstehen einer Fettleber auf dem Boden der Verbrennung von
Kohlenhydraten als alleiniger Energielieferant durch die parenterale Gabe von

Lipidemulsionen unterbunden.

6.3.2. Phasen der Sepsis

Die pathogenetischen Folgen der beeintrdchtigten Granulozytenfunktionen sowie der

Verianderung des Zytokinprofils in der Sepsis sind zur Zeit noch ungekliart. Das CARS-
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Konzept favorisiert eine initiale hyperinflammatorische Erkrankungsphase mit einer
iiberschieBenden leukozytiren Antwort und einer Freisetzung des gesamten destruktiven
Potentials der Leukozyten (SIRS), gefolgt von einer gegenregulatorischen Phase mit
Uberwiegen der antiinflammatorischen Mediatoren und mit Auswirkung auf die
Immunkompetenz der Zellen (CARS) (244, 332). Diese spéte Phase der Sepsis - die Phase der
Llmmunparalyse” - ist durch eine beeintrichtigte Neutrophilenfunktion und inaktive
Monozyten gekennzeichnet. Folge ist eine abgeschwichte Abwehr des Organismus und eine

zunehmende Empfénglichkeit gegeniiber Sekundérinfektionen (299, 333-336).

Ungeachtet vieler offener Fragen hebt die vorliegende Pilotstudie hervor, dass diese Folgen
durch die zur parenteralen Erndhrung septischer Patienten eingesetzten w-6- versus ®-3-
Lipidemulsionen unterschiedlich modifiziert werden. Wiahrend in der Patientengruppe,
welche die konventionelle Lipiderndhrung erhielt, die neutrophile Hyporeagibilitit entweder
fortbestand - nachvollziehbar anhand der PAF- und LTB4-Synthese - oder im weiteren
Verlauf zunahm - erkennbar an der PI-Hydrolyse und der Freisetzung von Superoxid
(lediglich die Elastasefreisetzung lieB3 einen diskreten Anstieg erkennen) — konnte die partielle
Wiederherstellung eines ,,normalen” granulozytiren Reaktionsverhaltens in der Omegaven"”-
Gruppe beobachtet werden. Dieser Unterschied in beiden Patientenkollektiven war an
Studientag 7 am deutlichsten zu erkennen. Hier konnte eine statistisch signifikante Differenz
zwischen den beiden Infusionsgruppen beziiglich der PI-Response, der Bildung von PAF
sowie der Superoxid- und Elastase-Freisetzung neben der direkt durch EPA bedingten LTBs-

und TxA3-Synthese dokumentiert werden.

Die erweiterten und immunmodulatorischen therapeutischen Ansétze in der Sepsis sind vor
dem Hintergrund der Ergénzung einer symptomatisch orientierten Sepsistherapie zu sehen. So
ist eine Kontrolle und Sanierung des Infektionsfokus sehr wichtig und umgehend einzuleiten,
konnte gezeigt werden, dass die Verzogerung einer addquaten Antibiotikatherapie zu einer
Steigerung der Mortalitdt um 10 — 15 % fiihrt (337).

Des Weiteren ist es aus pathophysiologischen Uberlegungen sinnvoll, bei Sepsispatienten —
insbesondere in der Phase der arteriellen Hypotension, Mikrozirkulationsstorung und
Laktatbildung, eine Optimierung des Sauerstofftransports anzustreben, um hieriiber eine
Steigerung der Sauerstoffaufnahme peripherer Organe und damit eine Reduktion der
Sauerstoffschuld zu erreichen. Hierzu zdhlen MaBBnahmen wie Volumenzufuhr, Optimierung

des Hamoglobingehalts, Verwendung positiv inotroper Pharmaka und Vasodilatatoren, wie
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z. B. PGE;, PGI; und NO. Induziert das in der Sepsis unter Wirkung der iNOS gebildete NO
eine Katecholamin-refraktire Hypotension (338), so konnte dokumentiert werden, dass
Inhibitoren der NO-Synthasen eine Erhohung des arteriellen Drucks und des systemischen
Widerstands in der Sepsis bewirken. Jedoch musste eine multizentrische Studie beziiglich des
therapeutischen Einsatzes unselektiver NO-Synthase-Inhibitoren aufgrund des gleichzeitig

auftretenden Abfalls des Cardiac Index abgebrochen werden (339, 340).

Eine 2001 veroffentliche Untersuchung beziiglich der Standardtherapie versus des frithen
Einsatzes einer zielgerichteten therapeutischen Behandlung der schweren Sepsis und des
septischen Schocks anhand des frilhen Einsatzes von Volumenersatz, Inotropika,
Vasopressoren sowie Transfusionen dokumentiert eine reduzierte Mortalitit in der Leitlinien-
orientierten Therapiegruppe gegeniiber der Standardtherapiegruppe (30.5 versus 46.5 %)
(341).

Gegenwirtig hat noch keine klinische Studie, zielend auf die Antagonisierung spezifischer
inflammatorischer Mediatoren der menschlichen Sepsis (anti-TNF-alpha, anti-IL-1, IL-1-ra,
anti-LPS), eine gesteigerte Uberlebensrate in der Sepsis erreicht. Der Einsatz solcher
Therapien ist vor dem Hintergrund des biphasischen Verlaufs der Sepsis zu diskutieren:
Damit konnte ein eingesetztes antiinflammatorisches Zytokin einen gilinstigen Einfluss in der
Frithphase der Sepsis besitzen, in der Spatphase jedoch zu einer zusitzlichen Schidigung
filhren. Bis heute existiert noch kein Routinelaborparameter, der eine Diskriminierung
zwischen hyper- und hypoinflammatorischer Phase der Sepsis zulief3e.

Allerdings liegen einzelne Erfolge vor: Volk et al. zeigten, dass durch eine in der
immunparalytischen Spétphase der Sepsis verabreichte Interferon-Gabe nicht nur die
HLA-DR-Expression der Monozyten, sondern auch deren Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen rekonstituierbar war (335).

Nicht zu vernachléssigen ist, dass zahlreiche Studien zur Kldrung der pathogenetischen
Grundlagen der Sepsis mit gesunden Testpersonen durchgefiihrt wurden und werden. Dies
wird nicht der Tatsache gerecht, dass Sepsispatienten zahlreiche vorbestehende
Funktionsstorungen aufweisen und die inflammatorischen Zellen durch proinflammatorische
Zytokine und Endo-/Exotoxine in einen voraktivierten Zustand versetzt werden (,,Priming”).
Des Weiteren ist die Interpretation von Serumspiegeln immunmodulierender Mediatoren —
gemessen mittels Immunoassays — dadurch erschwert, dass die Menge der an Zellen und

Rezeptoren gebundenen Mediatoren nicht erfasst werden kann. Ebenso wird angenommen,
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dass die Konzentration der Zytokine in betroffenen Gewebskompartimenten von ebenfalls
grofer klinischer und pathophysiologischer Bedeutung ist, hieriiber liegen jedoch derzeit

kaum Erfahrungen vor.

Bereits vor dem ersten FEinsatz von anti-TNF und anti-IL-1 wurden hochdosierte
Steroidmedikationen untersucht: In einer gro8en multizentrischen Studie konnte kein positiver
Einfluss auf das Uberleben im septischen Schock verzeichnet werden. Vielmehr zeigt sich ein
erhohtes Risiko einer GI-Blutung und eine Anfilligkeit gegeniiber opportunistischen
Infektionen (342, 343). Eine Untersuchung beziiglich des Einsatzes einer niedrigdosierten
Hydrokortison- und Fludrokortison-Therapie in der Sepsis konnte eine geringere
Therapiedauer mit Vasopressoren im Vergleich zur Placebogruppe hervorheben (344).
Aktuell lauft eine groBe multizentrische Studie (CORTICUS) beziiglich dieser

therapeutischen Strategie in der Sepsis.

NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs) wurden kiirzlich in einer multizentrischen
Sepsisstudie getestet: Auch hier zeigte sich keine verbesserte Uberlebensrate. Mit der Gabe
dieser Medikation war das vermehrte Risiko einer GI-Blutung, eines Nierenversagens und
einer Bronchokonstriktion vergesellschaftet (345).

Fiir aktiviertes Protein C kann eine Inhibition des ,,Rollings* der PMN auf dem Endothel, der
Wirkung des Tissue factor (TF) auf Endothelzellen und eine Reduktion der TF-Freisetzung
aus Monozyten sowie die Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren PAI-1, Faktor VIIla und Va
nachgewiesen werden. Demnach ist von antithrombotischen, antiinflammatorischen und
profibrinolytischen Wirkungen des rekombinanten humanen aktivierten Protein C (rhAPC)
Drotrecogin alfa auszugehen. Eine in 2001 von Bernard et al. veroffentlichte randomisierte,
doppelblinde multizentrische Phase III-Studie (PROWESS), die 1690 Sepsispatienten
einschloss, konnte eine signifikante Reduktion der Mortalitit in schwerer Sepsis

dokumentieren, jedoch mit einem gesteigerten Blutungsrisiko (346).

Der Einsatz weiterer Antagonisten der Mediatoren in der Sepsis blieben ohne signifikanten
Benefit: PAF-Antagonist BN 52021, Bradykinin-Antagonist CP-0127 (347, 348).

Pentoxifyllin und andere PDE-Inhibitoren induzieren die PGI,-Bildung in Endothelzellen,
was eine TNF-o-Inhibition und damit eine verminderte Adhérenz der PMN auf den
Endothelzellen zur Folge hat — ein wichtiger Faktor in dem durch PMN verursachten

Lungenschaden (349).
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6.3.3. Mogliche Intervention mit ®-3- versus ®-6-Lipidemulsionen

Im Gegensatz zur deutlichen Immunsuppression durch Verabreichung von Steroiden,
Methotrexat, Cyclosporin zeigen -3-Fettsduren eine mafvolle Immunmodulation in
verschiedenen Erkrankungen. So konnte ein klinischer Benefit bereits fiir den Einsatz von
intravendsem Fischol im Rahmen einer schweren Colitis ulcerosa und einer akuten und
ausgedehnten Psoriasis guttata herausgearbeitet werden (350, 351). Eine Studie an
Nierentransplantierten zeigte, dass die enterale Gabe von Fischdl zu einer hoheren
glomeruldren Filtrationsrate, das Mall der renalen Funktion, fiihrte als in der
Vergleichsgruppe  (352). In  zahlreichen  tierexperimentellen = Modellen  der
Organtransplantation wurde eine giinstige Beeinflussung des akuten Reperfusionsschadens

und der akuten AbstoBungsreaktion nachgewiesen.

Angesichts der Tatsache — wie bereits im Vorfeld ausfiihrlich diskutiert — dass der
Mechanismus der Herunterregulation von granulozytiren Funktionen und der Inaktivierung
von Monozyten im septischen Schock nicht eindeutig geklért ist, sind derzeit Spekulationen
tiber die Intervention mittels Verwendung von -3-Lipiden verfritht. Die wesentlichen
Kennzeichen der von EPA abgeleiteten Mediatoren und der deutliche, wenn auch nicht
signifikante Abfall des CRP innerhalb der Omegaven®-Gruppe konnten jedoch darauf
hindeuten, dass es in Gegenwart von hohen Plasmaspiegeln freier w-3-Fettsduren zu einer
Dampfung fortdauernder inflammatorischer Ereignisse kommt, bedingt durch Reduktion der
Konversion von AA in ihre inflammatorischen Mediatoren, durch Verringerung der Bildung
von Second messenger und inflammatorischen Zytokinen sowie durch Reduktion der
Hochregulation von Adhédsionsmolekiilen und damit Reduktion der Leukozytenextravasation.
Den Aspekt einer Suppression der Neutrophilenaktivierung in der Sepsis untermauernd,
berichteten Czermak und Mitarbeiter tiber einen niitzlichen Effekt der C5a-Blockade im

Rattenmodell (353).
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Durch die Ddmpfung der iiberschiefenden Immunantwort in der Frithphase der Sepsis wird
eine  Rekonstitution der Immunabwehr des Organismus gegeniiber invasiven
Mikroorganismen erreicht, ein Zusammenhang, der in Abbildung 20 veranschaulicht wird.
Galban et al. konnten durch die enterale Substitution von ®-3-FS eine Reduktion der

Mortalitét in der Sepsis dokumentieren (323).

Hyperreaktive Zytokinantwort in der Sepsis
Immundefizienz aufgrund von SIRS + CARS

Pro-
inflamma-
torische
Zytokine

Effektive
Antwort

R 2

Anti-
inflamma-
torische
Zytokine

w-3-Lipidinfusion

Abbildung 20: Beeinflussung des postulierten biphasischen Verlaufs der Sepsis

durch die parenterale Verabreichung von w-3-Lipidemulsionen

Zu Beginn der Sepsis sind die Leukozyten septischer Patienten hyperaktiv im Rahmen des
SIRS (systemic inflammatory response syndrome) und fiihren zur Entwicklung eines
sekunddiren Organschadens. Die nachfolgende Phase des CARS (compensatory anti-
inflammatory response syndrome) ist durch Leukozyten charakterisiert, die eine reduzierte
Fdhigkeit der Mikrobenabwehr besitzen, was letztendlich Sekunddrinfektionen zur Folge hat.
w-3-Lipidemulsionen ddmpfen sowohl die Hyperinflammation als auch die iiberschiefsende
hypoinflammatorische Antwort durch die Beeinflussung der inter- und intrazelluldren

Reaktionen auf Inflammation.
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Die Ausfiithrungen machen deutlich, dass gegenwirtig noch kein therapeutisches Vorgehen
einer Mediatorenblockade zur Behandlung der Sepsis empfohlen werden kann. Dies mag
enttduschen angesichts der gewaltigen Forschungsinvestitionen auf diesem Gebiet. Jedoch
haben diese den Kenntnisstand auf dem komplexen Sektor der Auseinandersetzung des
Organismus mit infektiosen Agenzien erheblich erweitert. Da die Behandlung von
Sepsispatienten ein permanentes Mitdenken in pathophysiologischen Konzepten erfordert, ist
ein solcher Erkenntnisgewinn bereits jetzt hilfreich. Die Komplexitit der Ereignisse
erkennend, zeigt sich, dass jedes Eingreifen auf dem Gebiet der Mediatoreninteraktion
vielfache Konsequenzen hat, die sowohl vor- als auch nachteilig sein konnen. Es wird keinen
»Anti-Alles-Cocktail” geben, da inflammatorische Mediatoren und inflammatorisch
kompetente Zellen zur Uberwindung eines infektidsen Geschehens einerseits notwendig sind,
andererseits bei tiberméfBiger Aktivierung destruierende Effekte besitzen. Die Vielfalt der an
der Initiierung und der Perpetuierung der Sepsis beteiligten Mediatoren legt den Einsatz von
Kombinationstherapien nahe, allerdings existieren hierzu keine ausreichenden Erfahrungen -

es sind weiterfuhrende klinische Studien erforderlich.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

In der hier vorgestellten randomisierten Studie wird eine in der parenteralen Erndhrung
septischer Patienten verwendete Fischol-basierte Fettemulsion der konventionellen, an ®-6-
Fettsduren reichen Lipidinfusion gegeniibergestellt.

In beiden Lipidinfusionsgruppen war die Plasmakonzentration von Arachidonsdure (AA) zu
Studienbeginn signifikant erhoht. Es konnte gezeigt werden, dass alle Merkmale der
Neutrophilenfunktion, die in dieser Arbeit beriicksichtigt wurden, in den von den septischen
Patienten beider Studiengruppen isolierten polymorphkernigen Neutrophilen (PMN)
supprimiert waren: Lipidmediatoren einschlieBlich LTB4 und PAF, granulozytire Superoxid-
Produktion, die Elastasefreisetzung und die Bildung von Inositolphosphaten. In der w—6-
Infusionsgruppe konnte an Tag 7 ein signifikanter Abfall der Superoxid-Freisetzung, der
Elastasesekretion und der Bildung von Inositolphosphaten als Zeichen einer fortdauernden
oder sogar zunehmenden Beeintriachtigung der Neutrophilenfunktion nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu fand sich in der Gruppe, die eine Fischdl-basierte parenterale Erndhrung
erhielt, ein rascher Wandel des Lipidmediatoren- und Prékursor-Profils im Plasma mit
Uberwiegen der o-3-Fettsiduren Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensiure (DHA)
sowie Auftreten der aus EPA gebildeten Mediatoren. Begleitend konnte eine partielle
Erholung ex vivo analysierter Granulozytenfunktionen dokumentiert werden, sich von der
®-6-Gruppe signifikant unterscheidend.

Aufgrund der erhobenen Daten ist davon auszugehen, dass die parenterale Gabe von
o-6-Fettemulsionen in der Sepsis das Entstehen einer Immunparalyse beschleunigt und
unterhilt, die Verabreichung von o—3-Fettsduren jedoch einerseits durch einen Wechsel der
gebildeten Mediatoren zu einer Reduktion des Destruktionspotentials hyperreaktiver
Leukozyten in der ersten Phase der Sepsis (SIRS) fiihrt. Andererseits wirkt die partielle
Erholung der immunkompetenten Blutzellen dem Eintreten einer Immunparalyse in der
zweiten Phase der Sepsis (CARS) entgegen.

Die vorliegende Studie ist aufgrund ihrer limitierten Anzahl an Sepsispatienten nicht in der
Lage, eine mdgliche Auswirkung von ®-3- versus m-6-Fettinfusionen auf den klinischen
Verlauf der Sepsis zu evaluieren. Jedoch steht auler Zweifel, dass die beiden Alternativen
einer lipidbasierten parenteralen Erndhrung einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Entstehung inflammatorischer Mediatoren und auf granulozytire Funktionen ausiiben, die eng

in die pathogenetischen Grundlagen der Sepsis eingebunden sind.
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7. SUMMARY

The presented randomized study compares the effects of a fish oil-based lipid infusion and a
conventional ®-6 fatty acid enriched lipid infusion for parenteral nutrition in patients with
septic shock.

At baseline in both groups concentrations of arachidonic acid (AA) in plasma were
significantly increased at baseline. Suppression of all examined neutrophil functions in
isolated polymorphonuclear granulocytes (PMN) was shown in both study groups: lipid
mediators including leukotriene B4 (LTB4) and platelet-activating factor (PAF), superoxide
generation, release of elastase, and phosphoinositide metabolism. Under w—6 lipid infusion
regimen a significant decrease of superoxide generation, elastase release and phosphoinositide
metabolism could be documented on day 7 as a sign of a persistent or even increasing
impairment of neutrophil function. In contrast, patients who received fish oil-based lipid
infusion for parenteral nutrition showed a rapid switch in plasma profile of lipid mediators
and precursors with predominance of the ®-3 acids eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic (DHA) acid and with appearance of w-3 fatty acid-derived mediators.
Additionally it could be documented that ex vivo analysed neutrophil functions were partially
restored in response to the ®w—3 lipid emulsion and differed significantly from the group that
received o—o6 lipid infusion.

These data show an accelerated development and maintaining of immune paralysis under ®v—6
lipid infusion during sepsis. In contrast, there is a decreased destructive potential in patients
infused with -3 lipid emulsions during the initial phase of the disease (SIRS) because of a
change in metabolized mediators. In addition, there is a partial restoration of a more “normal‘
responsiveness in this group during the late phase of sepsis (CARS), counteracting the
development of immune paralysis.

The presented study is — due to the limited number of septic shock patients - clearly
insufficient to evaluate possible impact of the ®w—3 versus the ®—6 lipid infusions on the
clinical course of the disease. However, the two alternative regimens of lipid-based parenteral
nutrition exert different influence on key variables of inflammatory mediator generation and

neutrophil function, both intimately involved in pathogenetic sequelae of sepsis.
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