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1 Abkirzungsverzeichnis

AdoHcy S-Adenosylhomocystein

AdoMet S-Adenosylmethionin

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
ATP Adenosintriphosphat

c3Ado 3-Deazaadenosin

c3AdoHcy 3-Deazaadenosylhomocystein

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CD11b Cluster of Differentiation 11b

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
DNA Desoxyribonucleid Acid

eNOS endotheliale NO-Synthase

FACS Fluorescense Aktivated Cell Scanner
Fab antigenbindende Fragmente

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Hcy Homocystein

IL-1b Interleukin-1 beta

ICAM Intercellular Adhesion Molecule

INOS induzierbare NO-Synthase

L.p. intraperitoneal

LPS Lipopolysaccharid (Endotoxin)

MDS Myocardial Depressant Substance
Met Methionin

MODS Multiorgan-Dysfunktions-Syndrom
MRNA messenger Ribonucleic Acid

NBT Nitroblue Tetrazolium

NF-kB Nuclear Factor kappa B

NO Stickstoffmonoxid

nNNOS neuronale NO-Synthase

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



2 Einleitung

2.1 Sepsis und das Systemic Inflammatory Response Syman (SIRS)

2.1.1 Epidemiologie

In einer von Angus 2001 veréffentlichten Studie eam die Inzidenz, die Kosten und das
Outcome der Patienten mit schwerer Sepsis mittelsngrtung der Krankenhausdatenbank
des Jahres 1995 in sieben Bundesstaaten der US#edrm

Die Inzidenz lag bei drei Erkrankungen pro 1000 wkihner. Die mittleren Fallkosten
betrugen 22100 $ pro Patient bei einem durchsdich#gh Krankenhausaufenthalt von 19,6
Tagen. Das mittlere Alter der Patienten lag beB@&hren und zeigt, dass das Krankheitsbild
der schweren Sepsis vor allem den alteren Patidretiiift. Die Gesamtmortalitétsrate lag bei
28,6 % (5).

Martin et al. werteten fur ihre epidemiologischemtéisuchungen zur Sepsis Daten aus
Entlassungsakten aus, die zwischen den Jahren a8@92000 erhoben worden waren.
In dem beobachteten Zeitraum zeigte sich ein Agstex Inzidenz der Sepsis von 0,8 auf 2,4
Falle pro 1000 Einwohner. Die Gesamtmortalitat yedoch Gber den beobachteten Zeitraum
abfallend. Bis zum Jahr 1984 konnten noch gramnegaBakterien als dominierende
Organismen nachgewiesen werden, in den nachfolgeddkren waren dies grampositive
Bakterien. Die Daten fur das Jahr 2000 zeigtenefodip Verteilung der nachgewiesenen
Mikrooganismen: 52,1 % grampositive Bakterien, 3%6gramnegative Bakterien, 4,7 %
Mischinfektionen, 1 % Anaerobier und 4,6 % Pilz6)(8

Fur Deutschland werden jahrlich circa 44000 bisG@bBalle von schwerer Sepsis geschatzt
(91). In einer von Moerer an drei deutschen Intestationen durchgefiihrten retrospektiven
Studie war der durchschnittliche Aufenthalt 16,&&adie durchschnittlichen Kosten lagen
bei ca. 23000 € pro Patient und die Mortalitat®atienten mit schwerer Sepsis betrug

42,6 %.

Der Zeitpunkt der Diagnosestellung und der frihgeitBeginn der Therapie waren

entscheidende Faktoren fir die Prognose (91).



2.1.2 Allgemeine therapeutische Ansatze

Man unterscheidet bei der Therapie der Sepsis hefs&ausalen Mal3hahmen auf der einen
Seite und supportiven Maflinahmen auf der ander¢e. Sei

Kausale MalRBhahmen wie antimikrobielle Therapie anhilurgische Intervention dienen der
Herdsanierung.

Supportive MalRnahmen umfassen z.B. die Beatmungsd HKreislauftherapie mit
Volumenersatz, Transfusionstherapie und Katecholemsatz. Durch eine frihe Therapie
der gestdorten Hamodynamik soll vor allem ein Orgasagen verhindert werden. Ziel der
supportiven Malnahmen ist die Sicherstellung einadaquaten Volumenstatus,
Sauerstoffangebots und Perfusionsdrucks.

Gerade bei der kausalen Therapie ist ein mdglistishelles Eingreifen tberaus wichtig, da
jede Verspatung die Prognose des Patienten vechtbie Sie stellt den wichtigsten
therapeutischen Ansatz dar.

Eine weitere Option sind adjunktive oder adjuvarterapiemal3nahmen.

Darunter werden MalRnahmen zur Toxinneutralisatiwh-telimination, zur Immunregulation
und Hemmung der Entzindungsreaktion zusammengef&st 132). Im Blickpunkt
immunmodulatorischer Therapieansatze der Sepsidersteu.a. TNF--Antikorper,

IL-1-Rezeptorantagonisten, Glucokorticoide, Immuigiline und Radikalfanger.

2.2 Definition der Sepsis

In einer Konsensuskonferenz wurde 1991 von zwei Bgno amerikanischen
Fachgesellschaften, dem American College of ChkgsiBlans (ACCP) und der Society of
Critical Care Medicine (SCCM), die Sepsis als disteamische Reaktion auf eine Infektion
definiert. Schwere Sepsis ist assoziiert mit Orgafuhktion, von einem septischen Schock
spricht man bei Hypotonie trotz adaquater Volumésstution.
Der Begriff SIRS wurde als eine eigenstandige, esygch inflammatorische Reaktion auf
verschiedenartige infektiose und nichtinfektiosem8ti definiert. Nichtinfektiose Stimuli
kdnnen beispielsweise Verbrennungen, Traumen oderRankreatitis sein.
FUr die Diagnose Sepsis muss eine Infektion diadirs des SIRS sein.
Ein SIRS liegt vor, wenn mindestens zwei der fotfgnKriterien erfillt werden (16):

- Korpertemperatur >38 ° C oder <36 ° C
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- Herzfrequenz > 90/min
- Atemfrequenz > 20/min oder arterieller Kohlendigadtialdruck (RCO,) < 32
mmHg
- Leukozytenzahl > 12.000f oder < 4000 bzw. > 10 % unreife Neutrophile im
Differentialblutbild
Diese Kiriterien sind seitdem besonders in klinisch8tudien als Grundlage fur
Einschlusskriterien verwendet worden und haben giaBe Verbreitung.
Im Jahr 2001 wurde in der ,International Sepsisiiiébns Conference* von mehreren
nordamerikanischen und europaischen Fachgesellsohafersucht, die Starken und
Schwachen der aktuellen Definitionen aufzuzeigem Merbesserungsmadglichkeiten zu
erarbeiten (82). Es zeigten sich einige Kritikp@nMKEin prazises Staging des Patienten und
Prognoseaussagen sind nicht mdglich. AuRerdemdiendKriterien zwar sehr sensitiv, aber
nicht spezifisch. Insgesamt kam man zu dem Entsshidass die derzeitigen Konzepte der
Sepsis, der schweren Sepsis und des septischerkSchiv Klinik und Forschung weiter
nitzlich sind, in Zukunft aber biochemische und mmologische Marker zu einer Anderung
der Sepsisdefinition filhren konnten. Um auf dieSenndlage Anderungen durchfiihren zu
kdnnen, muss das Verstdndnis der immunologischeh hiochemischen Charakteristika

jedoch weiter verbessert werden.

2.3 Pathophysiologie des SIRS unter besonderer Berucksitigung der
septischen Kardiomyopathie

Im derzeitigen Konzept des SIRS fuhren infektiosieronicht infektiose Stimuli zu einer
Aktivierung des unspezifischen Abwehrsystems undend eine mediatorvermittelte
Abwehrkaskade aus. Beteiligt sind sowohl das hulaorAbwehrsystem mit dem
Komplement- und Gerinnungs-/Fibrinolysesystemaailsh das zellulare Abwehrsystem.
Mediatorzellen beim zellularen Abwehrsystem sindkdierende oder gewebsstandige
Abwehrzellen wie Monozyten/Makrophagen und polynmdgrnige Neutrophile. Aber auch
Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle. Die &agon und Koordination einer
Immunantwort durch Zytokine oder andere Mediatognfir den Koérper zwar essentiell,
eine Uberschiel3ende Freisetzung fuhrt jedoch zl4 detl Organschaden. Es resultiert ein
mediatorinduziertes Multiorgandysfunktionsyndrom@mS). Bei den primaren Mediatoren

handelt es sich um proinflammatorische Zytokine Wienornekrosefaktor; Interleukin-1
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und Interleukin-6. Durch die primaren Mediatorenrdem sekundére Mediatoren freigesetzt,
zu denen auch Sauerstoffradikale und Stickstoffirmhgehoren.

Stimulus einer solchen Aktivierung von Mediatoreall konnen alle Klassen von
Mikroorganismen, aber auch isolierte bakterielleifie wie Lipopolysaccharid (LPS) sein.
Lipopolysaccharid, sogenanntes Endotoxin, ist Bek&al der &uflleren Membran
gramnegativer Bakterien. Es wird nach bakteriell@erfall freigesetzt, gelangt in die
Zirkulation und entwickelt so seine Toxizitat. Dien dieser Arbeit angewandte
intraperitoneale Applikation von LPS ist ein etaktes Sepsis-Modell (33, 41, 44).
Bestandteil des MODS bei Sepsis ist eine Dysfunktites Herzens, die als septische
Kardiomyopathie bezeichnet wird. Analog dazu wiidee Myokardschadigung bei nicht
infektioser Ursache als SIRS-Kardiomyopathie bdwreet (94). Ursache der myokardialen
Dysfunktion und Kardiodepression ist die am Endeeeimediatorvermittelten Kaskade
stehende Kontraktilitatsstérung der Kardiomyozytedie durch eine Stbérung der
Calciumfreisetzung und Desensibilisierung der Mwmfiente gegendber Calcium
hervorgerufen wird (94).

Die Auspragung der Myokarddepression im Rahmeraketen septischen Kardiomyopathie
ist mitbestimmend fir die Progenose. Etwa 10% dhepsis-Todesfalle sind allein auf die
Folgen einer nicht kontrollierbaren, schwersten taku septischen Kardiomyopathie
zurtckzufihren (106).

Aus der Myokardschadigung bei der akuten septisdfendiomyopathie resultiert eine im
Verhaltnis zum systemischen GefaRwiderstand vereniadPumpfunktion (15).

Das Herzzeitvolumen ist beim septischen Patienterstrmormal oder sogar leicht erhéht
(127). Da die Sepsis mit Tachykardie einhergehtyigz des erhdhten Herzzeitvolumens das
Schlagvolumen normal oder eher niedrig. Der zurréehterhaltung eines ausreichenden
Mitteldrucks erforderliche Anstieg des Herzzeitvakns bei zunehmender sepsisbedingter
Vasodilatation kann zwar von einem gesunden Heerbracht werden, im Rahmen einer
Sepsis werden die notwendigen HerzzeitvoluminamREegel jedoch nicht erreicht (95).

Es zeigt sich eine Verminderung der links- und teatntrikularen Auswurffraktion bei
gleichzeitiger Dilatation beider Ventrikel, das drastolische Volumen ist erhoht (104, 107).
Die Dilatation des linken Ventrikels geht ohne eimatsprechende Erhdéhung des
enddiastolischen Druckes einher, was auf eine ¢éehtilentrikelcompliance schlieRen lasst
(94). In Studien konnte gezeigt werden, dass ddsé&ken einer linksventrikularen Dilatation
mit einer besseren Prognose und verminderten Miéttainhergeht, was zu der Hypothese

gefuhrt hat, dass die beobachtete Dilatation alsnpensationsmechanismus gegen die
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myokardiale Dysfunktion entsprechend des FrankhiStaMechanismus zu verstehen ist. Der
linke Ventrikel kann dabei Uber die vermehrte dihsthe Fillung ein groRReres
Schlagvolumen aufrecht erhalten (98, 103). KomnitreRahmen der Sepsis zu einem ARDS
(Adult Respiratory Distress Syndrom), bewirkt deeltsventrikulare Dysfunktion infolge der
pulmonalen Hypertonie Uber die Abnahme des Filldngks eine zusatzliche
linksventrikulare Verschlechterung (46, 75, 76)pibgherweise tritt die kardiale Dysfunktion
beim septischen Schock innnerhalb der ersten 2ddstuauf und ist bei den Uberlebenden
innerhalb von 7 bis 10 Tagen reversibel (38, 103)1

2.4 Adhasionsmolekiile

Die endothelial gesteuerte Adhasion und Transmagraton Neutrophilen aus der Blutbahn
in das Gewebe ist ein zentraler Mechanismus depekéigenen Abwehr gegen eine
bakterielle Infektion. Durch Bakterien und proimfienatorische Mediatoren wie TNFund
IL-1 kommt es zu einer gesteigerten Expression Adhasionsmolekilen und Liganden auf
den Endothelzellen und den polymorphkernigen Netiiten (21, 137).

Viele der proinflammatorischen Mediatoren, die zer dgesteigerten Expression von
Adhasionsmolekulen fuhren, sind bei Patienten refis oder septischen Schock erhdht (32,
85).

Die Transmigration von Neutrophilen erfolgt in di&chritten, bei denen unterschiedliche
Familien von Zelloberflaichen-Rezeptoren beteiliginds Selektine, Integrine und
Immunglobuline.

Das Rollen (roling) stellt den ersten Schritt d&@ie in der Blutbahn zirkulierenden
Neutrophilen gehen dabei eine reversible Bindung dar Gefallwand ein. Diese Bindung
wird Uber die Gruppe der Selektine vermittelt. Higje sind L-Selektin, das auf den
Neutrophilen exprimiert wird, sowie P-Selektin uBeSelektin auf der endothelialen Seite.
L-Selektin wird auf den Leukozyten konstitutiv expiert, P-Selektin wird vorgebildet und in
den -Granula von Blutplattchen oder den Weibel-Paladepérchen von Endothelzellen
gespeichert. E-Selektin wird ausschlie3lich von dhdlzellen nach Aktivierung durch
Zytokine wie TNF- oder IL-1 gebildet (11, 48).

Die durch die Selektine vermittelte Bindung an dasdothel ist locker, so dass die
Neutrophilen durch die Scherkrafte des Blutflussettang des Endothels ,rollen®.



Im né&chsten Schritt kommt es zu einer Hochreguiatiod Aktivierung der 32-Integrine
(CD11a/18, CD11b/18 und CD11c/18) auf den NeutdephiDurch Bindung der aktivierten
Integrine an die Rezeptoren ICAM-1 und ICAM-2 auafr éindothelialen Seite kommt es zu
einer festen Adhasion der Neutrophilen an der Ged#ild. ICAM-1 und ICAM-2 gehoren zu
der Familie der Immunglobuline. ICAM-2 wird konstitv exprimiert, wahrend ICAM-1
neben einer geringen konstitutiven Expression ziisktdurch Mediatorstimulation induziert
und hochreguliert wird (36). Auch das vaskulare @&slobnsmolekil-1 (VCAM-1) ist im
Zusammenspiel mit ICAM-1 an der Bindung von Neulritgn beteiligt (70). VCAM-1 ist
wie ICAM-1 induzierbar und gehdrt ebenfalls der lmmglobulin-Superfamilie an (28).
VCAM-1 ist sowohl an der primaren lockeren Adhas(ooling) als auch der finalen Phase
der Adhasion mit fester Bindung beteiligt (4). Weil der Aktivierung und Transmigration
konnen die extrazellularen Doméanen von L-, P- ur8elektin sowie ICAM-1 als I6sliche
Formen im Blut erscheinen (12).

Der festen Bindung der Neutrophilen an die Gefawéolgt als dritter Schritt die
Transmigration. Dabei wandern die Neutrophilen elsttinterzellularer Bindung durch die
Endotheloberflache in die extrazellulare Matrix.eBer letzte Schritt der Migration wird
durch PECAM (platelet endothelial adhesion molegulgR3 und IAP (integrin associated
protein) vermittelt, die alle sowohl auf den Nepinden als auch auf der endothelialen Seite
exprimiert werden.

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

Farbungen gegen CD11b dienten zur Darstellung vktivierten Granulozyten und
Makrophagen, fur die Monozyten-Makrophagen-Linierdes ED1 als spezifischer Marker

verwendet.

2.5 Nuklear Faktor B (Nf- B)

Die Synthese von Messenger-RNA aus der DNA im 2eflkwird als Transkription
bezeichnet. Die Transkription wird von Proteinemtkolliert, die als Tanskriptionsfaktoren
bezeichnet werden. NfB als Transkriptionsfaktor wurde erstmals als Ratul bei der
Expression von kappa-Leichtketten in B-Lymphozytésentifiziert (115). Zu den
Entzindungsmediatoren, die von NB-reguliert werden, gehdren unter anderem TNid

IL-1. Aber auch Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und XK-1 und die Genexpression von
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INOS werden Uber NfB reguliert (26, 134). Nf-B besteht aus den zwei Untereinheiten p50
und p65, die entweder homozygot (p50/p50) oderbeygot (p65/p50) vorliegen kdnnen. In
der nicht-stimulierten Zelle liegt NfB durch die Bindung an das InhibitorproteiB (I B)
inaktiv im Zytoplasma vor. B maskiert die nukleare Translokationssequenz vén By
wodurch Nf- B im Zytoplasma verbleibt. Bei Stimulation der Zekommt es durch die B
Kinase (IKK) zur Phosphorylierung vonB, was Uber eine Degradation zur Demaskierung
der Translokationssequenz von NB-fiihrt. Dies erlaubt nun NfB vom Zytoplasma in den
Zellkern zu gelangen und ermdglicht die Transkoipti des entsprechenden Gens.
Proinflammatorische Faktoren wie TNFRand IL-1, die Uber Nf-B reguliert werden, flihren
ihrerseits wieder zu einer Aktivierung von NB. Somit spielt Nf-B eine Schlisselrolle in

der Regulation von Entziindungsreaktionen.

2.6 Tumornekrosefaktor- und Interleukin-1

TNF- und IL-1 werden vorwiegend von aktivierten Makrophagen uvidnozyten
sezerniert. Da Makrophagen ubiquitar vorkommeneiseé TNF- und IL-1 Produktion in
nahezu allen Organen mdoglich. Endotoxin ist eines wnehreren Kklinisch relevanten
Stimulantien, die zu einer TNFund IL-1 Produktion fihren. Meng et al. konnten zeigen,
dass es bei LPS- behandelten Ratten nach einede&Sineinem Anstieg des zirkulierenden
und myokardialen TNF- kam. Nach 4 Stunden konnte eine Verschlechteruag d
myokardialen Kontraktilitit nachgewiesen werden. rdbu Behandlung mit TNF-
inhibierenden oder neutralisierenden Substanzemtkodie Kontraktilitdt erhalten bleiben
(90). TNF- wirkt sowohl in vitro an isolierten Kardiomyozyteals auch in vivo
kardiodepressiv (69, 96, 99). Chain et al. konrgelgen, dass TNF- und IL-1 getrennt
voneinander humane Myokardzellen schadigen, abeh aynergistisch wirken (22).
TNF- und IL-1 besitzen Uber mehrere Signaltransduktionswege timegaotrope

Wirkmechanismen.

2.7 Stickstoffmonoxid

Schon 1980 konnten Furchgott und Zawadzki zeigenbgdeutungsvoll Endothelzellen bzw.
die von ihnen ausgeschitteten Substanzen fir disoddatation an der glatten

GefalBmuskulatur sind (45). Furchgott bezeichneesediSubstanz als endothelium-derived
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relaxing factor (EDRF). 1987 kamen Furchgott undalgo unabhangig zu der Erkenntnis,
dass EDRF und NO identisch sind (65). NO entsteitder Umsetzung von L-Arginin in
L-Citrullin durch die Stickstoffsynthasen (NOS).
Man unterscheidet drei Isoformen der NO-Synthasen:

- neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS )

- induzierbare NO-Synthase (iINOS, NOS II)

- endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS III)
Man unterteilt die NO-Synthasen in konstitutive NOBIOS und eNOS) und induzierbare
NOS (iNOS). NO besitzt im Gegensatz zu anderen ghigplekilen keinen spezifischen
Oberflachenrezeptor, sondern diffundiert durch Hielogischen Membranen. Uber eine
Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) dvirdie Umsetzung von
Guanosintriphosphat (GPT) zu zyklischem Guanosiropbasphat (cGMP) katalysiert.
Der Anstieg von cGMP Dbewirkt in der glatten GefaBkeizelle Uber
Phosphorylierungsreaktionen eine Verringerung deszellularen Cd-Gehalts, was zur
Relaxation fihrt. Die Produktion Kkleiner NO-Mengemlje regulative Effekte auf
Vasodilatation, Plattchenaggregation und myokaediantraktion zu haben scheinen (8, 62),
erfolgt Uber die Calzium/Calmodulin-abhéngige Aldiving der konstitutiven NOS. Diese
Aktivierung kann sehr schnell erfolgen, da keinai®yathese der NOS notwendig ist. Frihe
LPS induzierte und NO vermittelte kardiovaskularerdhderungen sind somit auf eine
Aktivierung der eNOS zurlckzufuhren (108). Fur didivierung der Calzium/Calmodulin-
unabhangigen induzierbaren NOS, die in Makrophageautrophilen und Mastzellen
vorkommen, ist eine Proteinneusynthese erforderlgib mehrere Stunden in Anspruch
nimmt. Nach der Neusynthese kdnnen jedoch grol3egbteistickstoffmonoxids produziert
werden, die z.B. zur Immunabwehr notwendig sind, @®, 50). Eine anhaltende massive
Ausschittung von NO fihrt jedoch zu verstarkter dddstation mit Pooling im vendsen
Kapazitatsgefal3system, Blutdruckabfall und inadéeju&ewebsperfusion (92, 125) sowie
Schadigung auf zellularer Ebene (39, 102). Dastayische Potential findet sich somit in der
induzierbaren Form der NOS (iNOS), die eine wiadhtiBolle in der Entwicklung des
zirkulatorischen Versagens bei Sepsis und septisSohock spielt.
Die NO vermittelte Zytotoxizitat im Rahmen der uaesgischen Immunantwort gegen
Bakterien beruht auf einer Hemmung des Elektroaesports der Atmungskette. Uber eine
reversible Hemmung des Komplex IV durch NO kommiesiner gesteigerten Produktion
von Superoxid. NO kann mit Superoxid zu dem RadRatoxynitrit (ONOO reagieren.

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



Peroxynitrit wirken zusatzlich verstarkend auf dignthese von TNF- und IL-1, was
maoglicherweise auf Transkriptionsebene lber Induktion Nf- B erfolgt (37, 78, 84).

Den Zusammenhang zwischen NO und seiner kardiosiEpen Wirkung beschreibt Miller-
Werdan mit der ,Endotoxin-TNF-NO-cGMP-Kaskade* (9®@abei stimuliert zirkulierendes
Endotoxin die Monozyten/Makrophagen zur Freisetzowmpn TNF- und IL-1 . Uber
Stimulation der induzierbaren Stickoxid-Synthetéd#)S) bewirken diese die Bildung von
NO, welches wiederum die l6sliche Guanylatzyklase Kardiomyozyten stimuliert. Der
Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)mt den C&2Einstrom in die
Zelle und desensibilisiert die Myofilamente gegesibCa2, was letztendlich zur

Kardiodepression fuhrt.

2.8 Reaktive Sauerstoffradikale und NADPH-Oxidase

Reaktive Sauerstoffderivate (ROS) sind Molekuileg thei schrittweiser Reduktion von
molekularem Sauerstoff entstehen. Zu den wichtigst®olekilen zahlen das
Superoxidradikal (&), Wasserstoffperoxid (0,) und das Hydroxylradikal (HO ). Neben
der mitochondrialen Atmungskette scheinen vor all@ytochrom P450 abhéngige
Reaktionen, NADH/NADPH-Oxidasen oder auch NO-Sysé#ma als potente Quellen fur
Superoxid in Frage zu kommen (51, 133).

Eine potente enzymatische Quelle stellen vor allentrophile Granulozyten dar, die das
Superoxid nutzen, um pathogene Erreger abzutotea.erproduktion der reaktiven
Sauerstoffderivate aus diesen Zellen kann aberexveBsschaden fuhren (130).
NADPH-Oxidasen sind eine Gruppe von plasmamembsazésrten Enzymen, die unter
Verwendung von NADPH als Elektronenspender die 8ktidn von Superoxid (©) nach

der Formel 2 @+ NADPH 2 O, + NADP' + H' katalysieren.

Die NADPH-Oxidase in Neutrophilen besteht aus 5ddginheiten: p40phox, p47phox,
p67phox, p22phox, gp91phox. In der nicht-aktivierZelle liegen p40phox, p47phox und
p67phox als Komplex im Zytosol vor, wahrend p22phax gp91phox in Vesikeln in der
Zellmembran lokalisiert sind. p22phox und gp91phogammen werden auch als Cytochrom
b558 bezeichnet. Bei der Aktivierung durch einam8lus wird die Komponente p47phox
phosphoryliert und wandert in die Membran, wo sié snit dem Cytochrom b558—Komplex
zur aktivierten Oxidase verbindet. An der Aktiviegusind ebenfalls zwei niedermolekulare
Guanin-Nukleotid-bindende Proteine beteiligt (Rac2 Rap1A). Neben der NADPH-
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Oxidase in neutrophilen Granulozyten findet marhandEndothelzellen und glatten
GefalRmuskelzellen NADPH-Oxidasen. Diese untersemesich jedoch deutlich von denen
der Neutrophilen. Ihre Kapazitat betragt schatzwegse nur etwa ein Drittel (52) und die
Superoxid-Produktion hat eine wesentlich gering@netik im Rahmen von Minuten bis
Stunden. Ebenfalls scheint es bei der vaskulareBRA-Oxidase eine konstitutive Aktivitat
zu geben, die man in Phagozyten nicht findet (18ayerstoffradikale scheinen auch in die
Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 undARKEG-1 involviert zu sein (24, 87).
Die UberschieRende Produktion und Freisetzung vaneiStoffradikalen wéhrend der
unspezifischen zellularen Abwehr bei Entzindunddre@aen wird als ,oxidative burst®
bezeichnet. Die Sauerstoffradikale schadigen dabei einen direkt Zellmembranen und
—organellen. Aber auch indirekt, als Substrat faroRynitrit, das aus der Verbindung von
Superoxidradikalen mit Stickoxid entsteht, sind &atoffradikale an Zell- und
Gewebsschadigung beteiligt (10, 111, 121). So stlike gesteigerte Generation von ROS
im Myokard die Kontraktilitat der Kardiomyozyten aerschlechtern und zur kardialen
Dysfunktion bei Sepsis beizutragen (72).

Aufgrund der auf3erst kurzen Halbwertszeit von Ssta#fradikalen ist eine direkte Messung
nur sehr schwierig durchzufiihren. Aus diesem Groedient man sich meistens indirekter
Methoden, um den Nachweis einer vermehrten Freiegtzu fihren. In dieser Arbeit wurde
Nitrobluetetrazolium (NBT) als indirekter Markerrfégine ROS-Produktion verwendet. NBT

reagiert mit ROS zu einem stabilen violetten Fanfibst

2.9 3-Deazaadenosin

Transmethylierungsprozesse, d.h. der Ubergang eidethylgruppe auf ein
Akzeptormolekil, sind wichtige Reaktionsschritta.lei Genexpression, Zellwachstum und
Zelldifferenzierung.

Seitdem Mann und Mudd 1963 zeigen konnten, dassl&wésylhomocystein (AdoHcy) ein
starker kompetitiver Inhibitor der Tyramin N-Methignsferase ist (83) und in der Folge auch
fur weitere Methyltransferasen gezeigt werden kenmtass sie durch AdoHcy gehemmt
werden koénnen, wurde nach einem synthetischen Apalofir AdoHcy gesucht. Die
synthetischen Analoga zeigten in den meisten Faisioch nicht die Effektivitat der
naturlichen Zusammensetzung. Aus diesem Grunde ewalsl nachster Schritt nach einem

Inhibitor der S-Adenosylhomocysteinhydrolase gesuam Uber die Enzyminhibition eine
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Akkumulation des intrazellularen S-Adenosylhomoeystizu erreichen. Chiang et al. konnten
zeigen, dass c3Ado ein potenter Inhibitor der Ssdglhomocysteinhydrolase ist (23).
3-Deazaadenosin ist Substrat der S-Adenosylhomeioysidrolase. Es reagiert mit
Homocystein zu 3-Deazaadenosylhomocystein. Die élyse von S-Adenosylhomocystein
in Adenosin und Homocystein als eigentliche Funktio der
S-Adenosylhomocysteinhydrolase wird so inhibiert.ebsn der Akkumulation von
S-Adenosylhomocystein - kommt es dadurch auch zu rein®nhaufung von
3-Deazaadenosylhomocystein. Dies unterscheidet @3&dn anderen Inhibitoren der
Methyltransferase, die an die S-Adenosylhomocykiglrolase binden, aber nicht als
Substrat dienen. Ein Beispiel hierfur ist NeplanocB-Deazaadenosin ist somit sowohl
Inhibitor als auch Substrat (55, 110). Transmeényigsreaktionen werden Uber diesen
Mechanismus potent gehemmt. Somit hat c3Ado u.afluss auf die Methylierung von
Phospholipiden, mRNA, DNA und Proteinen (35).

Abbildung 1 zeigt einen vereinfachten Ausschnitt ieansmethylierungsreaktion.

Fur c3Ado konnte in vitro eine antivirale Aktivit§egen das Herpes simplex Virus, das Ebola
Virus und das humane Immundefizienz-Virus nachgseneverden (64, 88, 93). c3Ado ist in
der Lage, die Apoptose in humanen Leukdmiezellemduzieren (74), das chemotaktische
Potential von polymorphkernigen Neutrophilen zuvggthen (3, 47, 109), die Phagozytose
von Makrophagen zu hemmen (120) und die LPS-indigzReroduktion von TNF-und IL-1

zu verhindern (67, 113). Des Weiteren inhibiert d8Ain vitro (68) und in vivo die
Expression endothelialer Adhasionsmolekile. Walkeral. konnten am Mausmodell die
durch atherogene Diat induzierte Expression vonNEAund VCAM-1 durch Zugabe von
c3Ado in das Futter inhibieren (129). Auch die Riktcbn von Superoxid wird durch c3Ado
gehemmt (109, 135). Jeong et al. konnten zeigess ddAdo die Transkriptionsaktivitat von
Nf B inhibiert (66).

Die Inhibition der S-Adenosylhomocysteinhydrolasarath c3Ado bewirkt nicht nur eine
Anhaufung von Adenosinhomocystein, sondern auch ¥@rminderung von Homocystein.
Ein Effekt, der c3Ado auch in dieser Hinsicht znegiinteressanten Substanz macht.

Die Hyperhomocysteindmie als ein unabhangiger Biaktor fur thrombovaskulare
Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit und Athideysse rickt in den letzten Jahren
immer mehr ins Blickfeld (42). Fur c3Ado konnte gt werden, dass atherosklerotische
Plaques in apoE-defizienten Mausen signifikant zestttwerden konnten. Der Homocystein-

Spiegel im Serum war in der mit c3Ado behandeltemp@e deutlich reduziert (79).
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Die Wirkung von c3Ado auf die Produktion von Homs®in ist auch Gegenstand
neurobiologischer Untersuchungen, da man einen iégstvon Homocystein bei
Folsduremangel beobachten kann. c3Ado kann in vieorodegenerative Veranderungen

verhindern, die u.a. auch beim Morbus Alzheimebeabachten sind (61).

methylierter Akzeptor Akzeptor

c3AdoHcy
AdoHcy < > AdoMet
A A
> >
o o
2 s
c3Ado S ks!
o @
QO .
& § ATP
o)
v v
" /_\
HCy Methyltetra-
hydrofolat Tetrahydro-

folat

Abb. 1: Ausschnitt aus der zellularen Transmethyhgsreaktion.
AdoHcy = S-Adenosylhomocystein, Hcy = Homocystéifet = Methionin, AdoMet = S-Adenosylmethionin,
ATP = Adenosintriphosphat, c3Ado = c3Ado, c3AdoHc8-Deazaadenosylhomocystein
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2.10Zielsetzung

Trotz der Fortschritte in der Intensivmedizin bleibt die Mosaliton Patienten mit Sepsis
hoch. In den letzten Jahren konnten neue Erkenntnisse der pathophysiologisthde bei
Sepsis und septischer Kardiomyopathie gewonnen werden, die neue Thei@peaopt
eroffnen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf immunmodulatorische Selnsgeizgt.
3-Deazaadenosin ist als ein Inhibitor zellularer Methylierprapesse bereits Gegenstand
diverser Untersuchungen auf unterschiedlichen Forschungsgebieten gewssadeBeseine
immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Eigenschaften machen @@Admer
interessanten Substanz im Hinblick auf die Beeinflussung der Entzukdskgde bei Sepsis
und SIRS.

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

Unter Zuhilfenahme der Intravitalmikroskopie konnte im Bereich postkapillareemierialer
Venolen ein deutlicher Einfluss von c3Ado auf die endotheliale Adharenz der Leukozyten
gezeigt werden. Die vermehrte lokale Adhé&renz und Diapedese von Leukozyt&Sbei
behandelten Ratten konnte durch Zugabe von c3Ado signifikant gesenkt werden (18).
Mit dieser Arbeit sollten die Mechanismen der protektiven Wirkung c3Ado bei der
septischen Kardiomyopathie am Rattenmodell untersucht werden.

Folgende Fragestellungen standen dabei im Vordergrund:

Lasst sich durch c3Ado die Expression von Adhasionsmolekilen an Venolen des
Myokards im Sepsismodell hemmen?

Kann c3Ado die Extravasation und Akkumulation aktivierter Leukozyten im Myoka
und eine uberschiel3ende lokale Freisetzung von NO und ROS verhindern?

Hat c3Ado einen Effekt auf die NFB Bindungsaktivitat?
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3 Methoden und Materialien

3.1 Tiere

Fur alle Experimente wurden mannliche Wistar Ratten (Ch&idesr Deutschland GmbH,
Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 250 g und 300 g verwendet.

3.2 Allgemeiner Versuchsaufbau

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

Gruppe 2: 3-Deazaadenosin (c3Ado)

Gruppe 3: Lipopolysaccharid (LPS)

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

LPS (Lipopolysaccharid from Escherichia coli Serotype 0111:B4, Ga&Aldrich Chemie,
Steinheim, Deutschland) wurde in einer Dosis von 1mg/kg Koérpergevgelost in 0,9 %
NaCl (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland), intraperitoneal appliziert.
3-Deazaadenosin (Fa. Southern Research Institute, Birmingham, $4) Wurde in einer
Dosis von je 10 mg/kg Korpergewicht 30 Minuten vor und 4 Stunden nach LBS Gelost
in 0,9 % NaCl, intraperitoneal verabreicht. Die Vorbehandlung wuededllt, um einen
ausreichenden Wirkspiegel im Sinne eines Pretreatment-ModeltevdiPS-Applikation zu
erreichen. Zuséatzlich sollte eine mdgliche Interaktion zwisch@Adae und LPS bei
gleichzeitiger Injektion verhindert werden.

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

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten lediglich die entspreceeG@samtmenge 0,9 %
NaCl. Acht Stunden nach LPS-Gabe wurden die Herzen fur die ameit@nalysen
entnommen. Wahrend des gesamten Versuchs bestand keine Futter- sderr&gaiktion

fur die Tiere.
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3.3 Immunhistochemische Untersuchungen

3.3.1 Préaparation

Die Tiere wurden durch Isofluran-Inhalation getdtet. Von einer abdsi®n Inzision
ausgehend wurde mittels bilateraler Thorakotomie das Herz nach EroffnungidasiBeind
Mobilisation des Thymusgewebes unter Durchtrennung der grol3en Gefal3e entnommen.
Die Herzen wurden anschliel3end in drei Teile geschnitten:

1. Basis (Vorhofe und Basis der Ventrikel)

2. Mitte (Mittelteil der Ventrikel)

3. Apex (Ventrikelapex)

Der Mittelteil wurde zur weiteren Aufarbeitung in Tissue Tek (O.C.T. CompoundlURA,
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und in 2-Methylbutan (Isopentan, FIGhiéAika,
Buchs, CH) schockgefroren um Gefrierartefakte mdglichst zu vermeiden.
2-Methylbutan wurde dazu in flissigem Stickstoff bis kurz vor deni€&ptinkt abgekuhlt.
Die Aufbewahrung des Gewebes erfolgte anschlie3end bei —80 ° C.

3.3.2 Aufarbeitung

Aus dem Mittelteil des Ventrikels wurden mittels Kryostate([CA CM 1900, Leica
Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) 6 um dicke Schnitte angfefaut Objekttrager

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

3.3.3 Alkalische Phosphatase Anti-alkalische Phosphataseechnik (APAAP)

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

Die APAAP-Methode ist eine non-kovalent gebundene alkalische Phospiiaahnik, die

in der Immunhistochemie eine breite Anwendung hat.

Bei dieser Farbemethode hydrolysiert das Enzym Naphtolphosphat dasaS#sser zu
Phenolkomponenten und Phosphaten. Die Phenole kuppeln mit farblosen Diazoniumsalzen
(Chromogene) und bilden unlésliche Azofarbstoffe. Das verwendete Neufuafsrt ein

rotes Reaktionsprodukt.
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Eine endogene alkalische Phosphatase-Aktivitat, die man beispsdswei einigen
Leukozyten findet, wird dabei durch Zusatz von Levamisol zur Substratldsung unterdric

Bei der APAAP-Farbung wird ein Enzym-Immunkomplex, bestehend audisalier
Phosphatase und entsprechenden Antikérpern, benutzt. APPAP-Komplexe bauauossich
zwei Molekulen alkalischer Phosphatase und einem dagegen gerichteigarpent auf.

Der Antigennachweis erfolgt bei der APPAP-Methode indirekt.

Im ersten Schritt bindet ein unkonjugierter Primarantikérper an das Antigen.

Nachfolgend bindet ein ebenfalls unkonjugierter Sekundarantikérper an den RtikGéper.

Der Sekundarantikorper, der auch als Brickenantikdrper bezeichnetmuiss, dabei im
Uberschuss vorliegen, so dass einer der beigieArfe an den Priméarantikdrper bindet, der
andere EkyrArm hingegen zur Anlage des Antikdrpers aus dem Enzym-Immunkomplex
verfugbar ist. Nach der Anlage des Enzym-Immunkomplexes folgt die Substratldsung

Das Endprodukt ist leuchtend rot.

Enzym-Immunkomplex-Methoden gehéren zu den empfindlichsten immmunhistochemische
Techniken. Die hohe Sensitivitat ist vor allem auf eine gré3atd von Enzymmolekilen,

die pro Gewebsantigen zur Verfiigung stehen, zurtickzufuhren.

3.3.4 Immunhistochemische Farbung

Die Schnittpraparate wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, 10 Mimueiskaltem Aceton
fixiert und anschlie3end luftgetrocknet.

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

Anschlie3end folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikéfiped5 Minuten in

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

Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper fur 10 Minuten.

Fur die monoklonalen Primarantikdrper ICAM-1, CD11b, ED1 und gp91phox wurde ein
rabbit anti-mouse IgG Sekundarantikérper, fur INOS und P-Selektin eusananti-rabbit

IgG Sekundarantikorper und fur VCAM-1 ein mouse anti-goat Sekundarantikdrper

folgenden Verdinnungen verwendet:

Primérantikdrper Verdinnung des Sekundarantikorpers
ICAM-1 1:350
CD11b 1:100
ED1 1:50
gp91phox 1:400
INOS 1:500
P-Selektin 1:600
VCAM-1 1:400

Fur die polyklonalen Primarantikérper VCAM-1, P-Selektin und iINOS emarzuséatzlicher
Verbindungsantikdrper notwendig. Diese Schnitte wurden mit einem ralbbiimouse
Verbindungsantikorper in einer Verdinnung von 1:350 fur weitere 10 Minuten inkubiert.
Die Inkubation mit dem APAAP-Komplex erfolgte fir 30 Minuten in eilerdinnung von
1:50. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden die Schnitte fur 5 Mimate TRIS-Puffer
gespdlt. Alle angegebenen Verdinnungen erfolgten mit RPMI als Medium.

Zur Auslésung der Farbereaktion wurden die Schnitte anschliel3end fuind®eMin der

Neufuchsin-Lésung auf einem Schittler entwickelt.
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Nach Spilung mit Leitungswasser erfolgte die Gegenfarbung émtathun fir ca. eine

Minute und die Eindeckung mit 45 ° C warmer Glyceringelantine.

3.3.5 Auswertung der immunhistochemischen Schnitte

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch (LEICA DMRB, Leiddikroskopie und
Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland).

Zur Quantifizierung der Expression von ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektinde pro Herz
an 100 Venolen des Myokards der Farbegrad anhand einer Skala von 1 bis 4 beurteilt.
Dazu wurde folgende Gradeinteilung verwendet:

1 = keine Farbung, 2 = schwach positiv, 3 = mafiig positiv, 4 = stark positiv.

Die Quantifizierung der CD11b-, ED1-, gp91phox- oder iINOS-positiven Leugnayitolgte
durch Auszahlung von 9 randomisierten Gesichtsfeldern bei einer 400fdehgmd3erung.
Dies entspricht ungefahr einer Flache von 1°mm

Alle Auswertungen erfolgten geblindet.

3.3.6 Verwendete Antikorper

3.3.6.1 Primarantikorper

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

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

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

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

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

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

3.3.6.3 Verbindungsantikorper

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

3.3.6.4 APAAP

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

3.3.7 Sonstige Reagenzien und Materialien

Aceton (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

RPMI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Rattenserum (Fa. Dianova, Hamburg, Deutschland)

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

3.4.1 Préaparation und Aufarbeitung des Gewebes

Pro Gruppe wurden vier Ratten durch Halothan-Inhalation getétetHBiiswurde mittels
bilateraler Thorakotomie entnommen und sofort in eisgekihlte Krebs+Ritgang
gegeben. Aus den Herzen wurden 2 je ca. 05gnf3e Gewebsstiicke entnommen und in
Agarose (Agarose Low Melt Preparative, Bio-Rad Laboratories,) b8i 37 ° C eingebettet.
Nach Erstarrung der Agarose durch Abkihlung auf 4 °© C wurden snitidratom (VT
1000S, Leica, Bensheim, Deutschland) 100 um dicke Gewebsschnitte agigefsat mit
dem Stickstoffindikator 4,5-Diaminofluorescein-2 Diacetat (DAF-2DAexés Biochemicals,
San Diego, CA, USA) in einer Verdiinnung von 1:1000 in RPMI Medium (GIBRQ-Life
Technologies, Karlsruhe, Deutschland) fur eine Stunde unter Normoxie bei 37 ° C inkubiert.
NO reagiert mit DAF-2DA zu seinem fluoreszierenden Triazethiat DAF-2T, wodurch die
intrazellulare NO-Produktion gemessen werden kann.

Die Schnitte wurden mit gepufferten 4 % Paraformaldehyd fir 10 Minutent fixieeimal je

5 Minuten in PBS gespiilt und mit gepufferten Glycerol eingedeckt.

3.4.2 Messung der Fluoreszenzintensitat

Die Messung erfolgte mit einem konfokalen Lasermikroskop (confoasériscanning
microscopy, Zeiss, Jena, Deutschland) bei einer Wellenlange von 48®ienDAF-2T
Fluoreszenzintensitat wurde im Konfokal-Modus (pinhole = 30, 2 Sekunden Sitan-Ze
20fach Objektiv, zweier Zoom) Uber 4 Bereichen pro Herz gemesseBell@eche enthielten
ausschlief3lich Kardiomyozyten und Kapillaren. Die Fluoreszenzintemsitédle anhand einer

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

3.5.1 Préaparation und Aufarbeitung des Gewebes

Die Probenentnahme, Einbettung und Anfertigung der Gewebsschnittgteerfaie im
vorherigen Abschnitt zur Stickstoffbestimmung beschrieben. Die 100 gkerdiSchnitte
wurden mit NBT (nitrobluetetrazolium, Fa. Biomol FeinchemikalienbBimHamburg) in
einer 1:5 Verdinnung mit RPMI Medium fur eine Stunde unter Normoxie3be® C
inkubiert. AnschlielBend wurden die Schnitte mit gepufferten 4 % Raraldehyd fur 10

Minuten fixiert, 10 Minuten in PBS gesplilt und mit gepufferten Glycerol eingedeckt

3.5.2 Analyse

Die Analyse erfolgte durch lichtmikroskopische Auszahlung NBT reatéd Leukozyten in 9
randomisierten Gesichtfeldern pro Herz bei 100facher Vergrof3ewsas,ungefahr einer

Flache von 16 mm?2 entspricht.

3.6 FACS-Analyse

3.6.1 Vorbereitung der Proben

Pro Gruppe wurden funf Tieren nach Eroffnung des Abdomens Vollblut audet@ cava
inferior entnommen.

Jeweils 45m Vollblut wurden mit 5m des 1:100 verdinnten CD11b-Primarantikérpers
(monoclonal mouse anti-rat antibody OX-42, BMA, Schweiz) versetzt und fiitirdten bei
einer Temperatur von 4 ° C inkubiert. Danach wurden die Proben mit @9f% NaCl
aufgefullt und bei einer Geschwindigkeit von 200 xg fur 5 Minuten zentrifugiert.

Nach Abziehen des Uberstandes wurde das Pellet resuspendiert. Awuhleurden jeweils

5 m des FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-konjugierten Sekundarantikofgeas anti mouse
IgG FITC-Conjugate, CALTAG Laboratories, Burlingame, CA, USA) Rmsuspension
gegeben und fir 30 Minuten bei 4 ° C inkubiert. Durch Zugabe vonnB@@stillierten

Wassers wurde die Probe hamolysiert. AnschlieRend wurden die Pnitkieml 0,9 % NaCl
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aufgefillt. Nach erneuter finfminutiger Zentrifugation bei 200 xgdeuder Uberstand
abpipettiert. Dieser Reinigungschritt wurde zweimal wiederholt.

Die Fixation erfolgte durch Zugabe von 5000 1 % PFA (Paraformaldehyd, Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) in PBS. Die Proben wurden bis zur Messung tenkel® C

aufbewabhrt.

3.6.2 Messung

Die FACS-Analyse (FACS-Calibur, Becton Dickinson, Heidelbergftvare: Cell Quest)

erfolgte durch Anregung mit Argon—Laser bei 488 nm, die Messung dereSkenz bei 520
nm.

Abbildung 2 zeigt die charakteristische Aufteilung der Leukozytenpapualder Proben. Der
markierte Bereich stellt die Granulozytenpopulation dar. Die MgsdenCD11b Expression
erfolgte in diesem Bereich. Die Messung wurde fiir 2 %XZdllen pro Probe durchgefiihrt.

Pro Tier wurden 3 Proben gemessen und der Mittelwert der Mel3ergebnisse gebildet.

SSC-H
100 150 200 250
I
|
|

50

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

Zur Messung der NkB Bindungsaktivitdt wurden Kernextrakte des Herzgewebes von vier
Tieren pro Versuchsgruppe mittels EMSA untersucht.

Das Herzgewebe wurde in Stickstoff zerkleinert und homogenisiart.Hérstellung des
Kernextraktionspuffers wurden kurz vor der Probenaufbereitung zingeneMilliliter der

Hauptlosung folgende Substanzen in der angegebenen Menge frisch hinzugegeben:

Substanz Dosis
0,025 mM PMSF 5 pul
1 % Leupeptin 5 ul
1 % Aprotinin 5 ul
DTT 10 pl

Jede Gewebeproben wurden mit 120 ul Kernextraktionspuffer fir 10 MirauérEis
inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze mit je 30 pl NP 40 vergetzffur weitere 5
Minuten inkubiert. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 200 xg und 4 ° C wurde de
Proteiniberstand abpipettiert und bis zur weiteren Analyse bei -80 ° C aufbewahrt.

Aus dem Proteintberstand wurde der Proteingehalt bestimmt. Oligotidklevurden mit T4

Kinase und ¢-32P]JATP markiert. Die benutzte Oligonukleotid-Sequenz lautete: BIR5 -
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3", 3-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCH).

10 pg des Kernextrakts wurden mit 2 pl Gel Shift Binding 5x BURROMEGA, Madison,

WI, USA) versetzt, mit KO auf 9 ul aufgefillt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieend wurden je 1,75 pmol des markierten Oligonukleotids rzu de
Ansatzen hinzugegeben. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wueden di

Ansatze auf einem nicht-denaturierenden 4 % Polyacrylamidgel bei 15 V/@nrget
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3.8 Rezepturen der eingesetzten Losungen

3.8.1.1 Immunhistochemie

3.8.1.1.1 Neufuchsin-Entwicklerldsung (Ansatz fir 60 ml)

Ansatz A:
44 ml Entwicklungs-Tris-Puffer:
499 Tris-Base
1,59 Tris-HCI
8,7g NacCl
11 Aqua bidest.
mit 1 M HCI auf pH 8,7 einstellen

15,5 ml AMPD-Levamisol-Lésung:
25mg Levamisol
15,5 ml 0,2 M 2- Amino-2-methyl-1,3,proprandiol

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

Ansatz C:
320 ul 4 %-ige Na-nitritldsung:
12,8 mg Na-nitrit
320 pl Aqua bidest.
125 pl 5%-ige Neufuchsin-Stammldsung:
5 g Neufuchsin
100 ml 2 M HCI

Der Ansatz A wird mit Ansatz C gemischt, anschlieRend wird Ansatz B hinzugegeteler

pH auf 8,7 eingestellt. Nach 2 Minuten wird die Losung filtriert.
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3.8.1.1.2 RPMI- Verdiinnungsmedium

50 ml RPMI

450 ml Aqua bidest.

50 ml inaktiviertes Rinderserum
0,5g Natriumazid

pH auf 7,4 bis 7,6 einstellen

3.8.1.1.3 TRIS- Puffer

9,0g Tris-Base
68,59 Tris-HCI
87,59 NaCl

101 Aqua bidest.

3.8.1.2 Quantifikation von Stickstoff (NO)

3.8.1.2.1 Gepuffertes Glycerol

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

Zwei Teile des Glycerols mit einem Teil Puffer mischen.

3.8.1.2.2 Fixationslésung

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

Ansatz: 40 g Paraformaldehyd ad 500 ml Aqua dest. langsam auf 70 ° C erhitzen.
Einige Tropfen 2 M NaOH zugeben bis die Lésung klar wird. Erkalten lassen,
500 ml 0,2 PP zugeben. Anschliel3end den pH auf 7,2-7,4 einstellen,
membranfiltrieren (3 um) und bei 20 ° C lagern.
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3.8.1.2.3 Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

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

ad 5000 ml

3.8.1.3 EMSA

3.8.1.3.1 Hauptlésung des Kernextraktionspuffers

200 ul 1 M Hepes (pH 7-8)

900 ul 5 M NacCl

4 ul 0,5M EDTA

100 pl 1 M NaMO,

2,5ml 25 % Glycerin

Mit Aqua dest. auf 10 ml auffullen.

3.8.1.3.2 Markierung des NFB Oligonukleotid

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

1ul  T-PNK 10fach Puffer

1ul  [g32P]ATP

5ul HO0

1 ul  T4- Polynukleotidkinase

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

Die Angabe der Daten erfolgte als MittelwettS8EM (Standartfehler des Mittelwertes).
Gruppenmittelwerte wurde mit Hilfe einer Varianzanalyse (wag-ANOVA) auf
signifikante Unterschiede Uberprtift.

Die statistische Auswertung der Stickstoffproduktion erfolgte unter \fedureg des
Statistikprogrammes SPSS 9.0 mit Angabe des Median, 25% und 75% lIintdmaanal-
und Maximalwert. Die Gruppen wurden mit den nicht-parametrischets hesh Kruskal-
Wallis und Mann-Whitney miteinander verglichen.

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

5.1 Expression der endothelialen Adhasionsmolekiile

Die Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin am Endothel der
postkapillaren Venolen wurde anhand des im Methodenteil beschriebenen Scores
quantifiziert.

In der Kontrollgruppe zeigten sich eine geringe konstitutive Expression vad{CA

(1,4+ 0,1) und VCAM-1 (1,1 0,1).

P-Selektin wurde in der Kontrollgruppe nicht exprimiert @ ©,0).

Die alleinige Gabe von c3Ado hatte im Vergleich zur Kontrollgrugemen signifikanten
Effekt auf die Expression von ICAM-1 (14 0,1), VCAM-1 (1,2% 0,1) und P-Selektin
(1,0 0,0).

Die LPS-Applikation bewirkte eine signifikante Steigerung deprégsion von ICAM-1
(2,5+ 0,1), VCAM-1 (3,4+ 0,2) und P-Selektin (2:20,2).

Die zusatzliche Gabe von c3Ado konnte diese Hochregulation bei ICANBX(0,1) und
VCAM-1 (1,8 = 0,1) verhindern. Die Expression von P-Selektin blieb unter Behandlung mit
c3Ado unverandert (24 0,1).
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Abb. 3: Expression von ICAM-1, * signifikanter Unsehied (p < 0,05).

Abb. 4: Exemplarische immunhistochemische GewelmstieHCAM-1, 400fache VergréRerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado

31




4,0

3,5 T

3,0

2,5

2,0

Farbegrad VCAM-1

15

1,0 -
Kontrolle c3Ado LPS LPS+c3Ado

Abb. 5: Expression von VCAM-1, * signifikanter Unsehied (p < 0,05).
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Abb. 6: Exemplarische immunhistochemische GeweldgsehVCAM-1, 400fache VergréZerung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 7: Expression von P-Selektin, * signifikantémterschied (p < 0,05).

Abb. 8: Exemplarische immunhistochemische GeweldggelP-Selektin, 400fache Vergrofl3erung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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5.2 Myokardiale Leukozytenakkumulation

Zur Beurteilung der Leukozytenakkumulation wurden immunhistochemiscligurigen
gegen die Leukozyten-Antigene ED1 und CD11b durchgefuhrt.

EDL1 ist ein spezifischer Marker fir Gewebsmakrophagen, CD11b ist ekeMar aktivierte
polymorphkernige Neutrophile und Makrophagen.

Fir ED1 zeigte die c3Ado-Gruppe (1P 8 positive Zellen/mm?) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (24t 7 positive Zellen/mm?) keine Zunahme der Infiltration.

In der LPS-Gruppe kam es zu einer Verdopplung der ED1 positiveenZdi8+ 8 positive
Zellen/'/mm?2). Die Behandlung mit c¢3Ado konnte diese Akkumulation von
Gewebsmakrophagen verhindern {8 positive Zellen/mm?).

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich fur die CD11b-Féarbung:

Die LPS Gabe fiihrte im Vergleich zur Kontrollgruppex2 positive Zellen/mm?) zu einer
deutlichen Akkumulation CD11b-positiver Zellen (267 positive Zellen/mm?), die durch
c3Ado-Behandlung verhindert werden konnte: (8 positive Zellen/mmg2).

3-Deazaadenosin allein zeigte keinen Effekt @positive Zellen/mm?).

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

Neutrophilen und Monozyten/Makrophagen signifikant verhindern kann.
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Abb. 9: Anzahl ED1 positiver Zellen , * signifikear Unterschied (p < 0,05).

Abb. 10: Exemplarische immunhistochemische Gewdirétie ED1, 400fache Vergré3erung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 11: Anzahl CD11b positiver Zellen, * signifikter Unterschied (p < 0,05).
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Abb. 12: Exemplarische immunhistochemische Gewdirstie CD11b, 400fache VergroRerung;
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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5.3 Leukozytdre NO- und ROS-Produktion

Bei der myokardialen Dysfunktion bei Sepsis spielen Stickstoffmon®i@) und reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) eine wichtige Rolle.

Als Marker fur die lokale NO-Produktion im Myokard wurde die Expi@s der
induzierbaren Stickstoffsynthase (iINOS) in den Leukozyten immunhistochemrgesidit.
NO entsteht bei der Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin durch Sliekstoffsynthasen
(NOS). Bei der Sepsis kommt es im Rahmen der unspezifischen Iroyweimazu einer
gesteigerten Expression der induzierbaren Stickstoffsynthase inropeilen und
Makrophagen. Dadurch konnen grol3e Mengen von NO freigesetzt werden. Die
Immunhistochemie gegen die INOS der Leukozyten ist reprasentatididiitokale NO
Bildung, da die Aktivitat des Enzyms Uber dessen Proteinspiegel reguliert wird.

In der Kontrollgruppe (G O positive Zellen/mm?) und der c3Ado-GruppeH{® positive
Zellen/mm?2) waren keine iNOS positiven Zellen nachweisbar.

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

Die mit LPS und c3Ado behandelte Gruppe zeigte dagegen einelsghiferingere Zahl

(6,4+ 2,5 positive Zellen/mmg2).

Um eine Aussage bezuglich der Produktion von reaktiven Sauerstkdileditreffen zu
kénnen, wurde zunadchst gegen die Subeinheit gp91phox der leukozytaren NADPBeOxida
gefarbt. Diese findet sich als extramitochondriale ROS-Quelieeutrophilen Granulozyten.
Es zeigte sich, dass die Gabe von LPS zu einem deutlichen ANABE®H positiver
Leukozyten im Myokard fuhrte (50;:86,0 positive Zellen/mm2).

Die Behandlung mit c3Ado konnte diese Akkumulation signifikant verhindern %®
positive Zellen/mm?2).

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

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

Um zu untersuchen, ob die Zahl ROS produzierender Zellen durch die BehamdtieBédo

beeinflusst wird, wurden Gewebsschnitte mit Nitroblue Tetrazolium (NBT) iekubi
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Durch Superoxidradikale kommt es zur Reduktion von NBT. Dies fuhrt zdumy von
Diformazan, einem blaulich/gelblichen Prazipitat.

Die Quantifikation ROS produzierender Zellen kann anschliel3end unter idbtmikroskop
erfolgen.

In der LPS-Gruppe (34,8 8 positive Zellen/16mm?) zeigte sich eine zur Kontrollgruppe
(3,7 2 positive Zellen/16mm?2) signifikant erh6hte Zahl ROS produzierender Zellen.

Die zusatzlich mit c3Ado behandelte Gruppe zeigte eine signifikeedrigere Zahl ROS
produzierender Zellen, die annahernd auf Niveau der Kontrollgruppe lag: &,positive
Zellen/16mm2).

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

Abb. 14: Exemplarische immunhistochemische Gewdlrgde iINOS, 400fache Vergrol3erung;
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 15: Anzahl gp91phox positiver Zellen, * sigkénter Unterschied (p < 0,05).

Abb. 16: Exemplarische immunhistochemische Gewdirstie gp91phox, 400fache Vergrof3erung.
A= Kontrolle, B= LPS, C= c3Ado, D= LPS+c3Ado
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Abb. 17: Anzahl NBT positiver Zellen, * signifikagit Unterschied (p < 0,05).

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

Die Messung der endothelialen Stickstoffproduktion erfolgte mitté&snfokalen
Lasermikroskops.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 und Tabelle 1 dargestellt.

Zwischen den einzelnen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied felitgesten.

Die kapillare NO Produktion wurde durch die Behandlung mit c3Ado nicht beeintrachtigt.

Abbildung 20 zeigt exemplarische Gewebsschnitte.
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Abb. 19: Quantifikation der DAF-Fluoreszenz, datg#it sind Median, 25%- und 75%-Perzentile und die
minimalen und maximalen Werte
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Kontrolle c3Ado LPS LPS + c3Ado
Minimum 32,00 31,00 52,00 50,00
25% Perzentile 40,25 39,50 59,50 63,50
Median 57,00 63,50 67,00 75,00
75% Perzentile 92,75 77,75 74,00 85,25
Maximum 131,00 105,00 84,00 106,00

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

LPS LPS+c3Ado

Abb. 20: Exemplarische Gewebsschnitte fir die émel@le NO-Produktion, * markiert einen Kardiomyeoey,

markiert das Kapillarendothel.

43



5.5 Expression von CD11b auf der leukozytaren Seite

Am ,Fluorescense Aktivated Cell Scanner” (FACS) wurde die lysea mit CD11b als
Marker fur in der Blutbahn zirkulierende aktivierte Granulozyten durchgefuhrt.

Die Messung wurde auf den typischen Bereich der Granulozytenpopulation begrenzt
Die Kontrollgruppe (42,7+ 12,6 Fluoreszenzeinheiten) und die mit c3Ado (39,3,8
Fluoreszenzeinheiten) behandelte Gruppe zeigten eine geringe Grundakaivi@D11b.
Durch Stimulation mit LPS nahm die CD11b Expression deutlich zu (160/89,8
Fluoreszenzeinheiten).

Die Behandlung mit c3Ado konnte die LPS induzierte Zunahme der CDldred$Sion nicht
verhindern. Es kam sogar zu einer Zunahme der CD11lb Expression 298156,6
Fluoreszenzeinheiten), wobei eine grof3e Streuweite der absoluemseidebnisse zu

beobachten watr.
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Abb. 21: CD11b-Expression der Granulozytenpoputatfcsignifikanter Unterschied (p < 0,05).
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Abb. 22: FACS-Analyse der Expression von CD11b gesee fiir die Granulozytenpopulation.
Dunkel unterlegt sind die Farbungen mit dem Primgiikarper und dem FITC-konjugierten Sekundarantledy

hell unterlegt ist die Kontrollfarbung mit dem FIT@njugierten Sekundarantikérper allein.
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5.6 NF-kB Aktivierung

Mittels EMSA wurden Kernextrakte des Herzgewebes auf MiFekB Bindungsaktivitat
untersucht. Diese Methode hat breite Anwendung in der Untersuchunghasggmfischer
DNA bindender Proteine wie Transkriptionsfaktoren gefunden.

Wie in Abbildung 23 exemplarisch dargestellt kam es durch LPSu&iion innerhalb von
30 Minuten zu einer deutlich erhéhten IKB-Bindungsaktivitat.

Die Behandlung mit c3Ado konnte diese Aktivierung verhindern.

Die alleinige Gabe von c3Ado flhrte zu einer leichtenkBFAktivierung.

Kontrolle
c3Ada

LPS
LPS+c3Adc

Abb. 23: Exemplarischer EMSA zur Darstellung derkB-Bindungsaktivitat.
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6 Diskussion

Um die pathophysiologischen Mechanismen zu erklaren, die zur kar@gkfanktion bei
Sepsis fuhren, sind verschiedene Hypothesen und Modelle entwickelt worden.

Zuerst wurde eine globale myokardiale Ischamie als Ursaaimeutet. Es konnte jedoch in
klinischen Studien gezeigt werden, dass der koronare Blutfluss tentea im septischen
Schock nicht vermindert und die myokardiale Laktatproduktion nicht erhéht sind (30, 34).
Diese Ergebnisse sprechen gegen eine globale myokardiale lschfamursache fur die
kardiale Depression im septischen Schock (107). Eine regionale rdiakaischamie kann
jedoch durchaus bei Patienten mit coexistenter koronarer Herzkrankheit von Bedsirtiung
Lefer und Rovetto postulierten 1970 als Erste die Existenz eirkedierenden ,Myocardial
Depressant Substance* (MDS) im septischen Schock (81). Wahrendnfaagsanoch von
einer alleinigen Substanz ausging, geht man heute von einem sysehngisti Effekt
verschiedener Zytokine aus. Dabei scheinen TNid IL-1 eine Hauptrolle zu spielen,
insbesondere Uber die Induktion anderer Mediatoren wie Stickstoffmonoxideaktve
Sauerstoffradikale (77, 89). Die myokardiale Dysfunktion bei Sepbkirgcsomit tber eine
Uberschie3ende Produktion von Entziindungsmediatoren im Rahmen des SIR®i¢Syste

Inflamatory Response Syndrome) vermittelt zu werden.

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

Die Adhasion von polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) am Endothel ist a@eer
initialen Schritte im Verlauf der akuten Entziindungsreaktion. Daheresafir uns von
besonderem Interesse, ob c3Ado die Invasion von PMN und Monozyten Uber diaustgmm
der Expression von Adhasionsmolekilen verringern und so eine Uberschiel3ende
Entziindungsreaktion verhindern kann.

Die Regulation der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel erfoigtapriber
guantitative Veranderungen der Expression von Adhasionsmolekilen anlidbe#kiche.
Interaktionen zwischen CD11/CD18 auf der leukozytaren Seite und ICAMf1der
endothelialen Seite sind hauptverantwortlich fur die feste AdhasiorLelgkozyten am

Endothel und ermdglichen somit erst die Extravasation (116, 124). Argknbtial. konnten

a7



zeigen, dass die Leukozyten-Endothel-Adh&sion durch Antikérper gegen COLE Adle 1
verhindert werden kann (7).

ICAM-1 und in einem geringeren MalRe auch VCAM-1 werden konstitutiZradothelzellen
exprimiert (59, 97), was sich auch in unseren Versuchen zeigte. TNFL oder LPS fihren
sowohl in vitro (59, 97) als auch in vivo zu einer gesteigerten ExpregsiohCAM-1 und
VCAM-1 (58). Henninger et al. zeigten in Versuchen an Mausen, dasschsintravendser
Gabe von TNF- nach 2 bis 5 Stunden zu einem deutlichen Anstieg von ICAM-1 und
VCAM-1 im Herzen kam. Der Maximalwert lag zwischen 5 bist@n8en (58). In unserem
Versuchsaufbau wurde ein Zeitraum von 8 Stunden nach LPS Gabe funtdahie der
Herzen gewahlt. 3-Deazaadenosin konnte die LPS induzierte gesteiggtession von
ICAM-1 und VCAM-1 signifikant hemmen.

Durch die immunhistochemische Farbung gegen ED1 als Marker flelisevakrophagen
und CD11b als Marker fur aktivierte PMN und Makrophagen konnten wir zeigss, (tber

die Hemmung der Adhasionsmolekllexpression die Einwanderung von Entziindlengsze
ins Myokard gehemmt werden kann. Folge ist eine reduzierte lok&setaung von
Entzindungsmediatoren und Zytokinen wie TNF-IL-1 , Stickstoffmonoxid und
Sauerstoffradikalen durch PMN und Makrophagen.

TNF- und IL-1 , die Uberwiegend von Monozyten/Makrophagen sezerniert werden, stellen
mit ihrer kardiodepressiven Wirkung in der Pathogenese der kardjsfunktion zwei
zentrale Zytokine dar. Tierexperimentell konnte mit TNRAntikdrpern die Verschlechterung
der Kontraktilitat verhindert werden (60). Im klinischen Einsatz #@ikie Gabe von TNF-
Antikdrpern bei Patienten im septischen Schock zu einer Verbess#guigksventrikuléaren
Funktion (128).

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

Auch an unserem Modell konnte in weitergehenden Untersuchungen demd®&&erte
Anstieg der plasmatischen TNFKonzentration durch die Behandlung mit c3Ado signifikant
verringert werden (18).

Die in dieser Arbeit mittels immunhistochemischer Nachweiaheein dargestellte
Hemmung der Adh&sion und Invasion von Leukozyten konnte auch durch Untersuchungen an
mesenterialen Venolen mittels Intravitalmikrosopie unterstricherden: c3Ado war in der

Lage die LPS induzierte vermehrte Adhasion von Leukozyten signifikant zu vermindern (18)
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Die dargestellten Effekte von c3Ado auf die initialen Schritte El@ztindungsreaktion mit
Hemmmung der Adhasion, Transmigration und lokalen Freisetzung von
Entziindungsmediatoren im Myokard kdnnten einen Mechanismus der protektiiamyVir

auf die septische Kardiomyopathie darstellen.

6.2 Die Expression von P-Selektin wird durch c3Ado nichbeeinflusst

Die LPS-induzierte gesteigerte Expression von P-Selektin konnte ditBakdo nicht
verhindert werden. Sowohl P-Selektin als auch L-Selektin sind am midingeukozyten am
Endothel des Gefal3es beteiligt, obwohl nur P-Selektin fir die Adhanreden ersten 2
Stunden nach LPS Gabe notwendig ist (31). P-Selektin kann nach Stomurteterhalb von
Minuten an der Zelloberflache nachgewiesen werden (56). Zizzal.etkonnten am
Mausmodell mittels Ischamie und Reperfusion der Niere zeigen, di@assP-Selektin
Expression bereits nach 20 Minuten einen Hochstwert erreicht. Biurilen wurde ein
Plateau gehalten, nach 10 Stunden fiel die P-Selektin-Expressiorr aie(E38). Die extrem
schnelle Expression ist mdglich, weil P-Selektin nicht de novo sysigrétwerden muss,
sondern bereits vorgeformt in den Weibel-Palade-Kdrperchen im Endebhiedgt und
schnell an die Zelloberflache mobilisiert werden kann. Die fehleledeovo-Synthese in der
frihen Entzindungsreaktion ist eine mdogliche Erklarung, warum die $£Sipne von
P-Selektin nicht durch c3Ado gehemmt werden konnte.

6.3 Untersuchung zur leukozytaren Seite der Leukozyteri=ndothel-
Interaktion bei Sepsis

Neben der Expression von Adhasionsmolekilen auf dem Endothel wurde rRAES-
Analyse auch die leukozytare Seite untersucht. Dazu wurde wied&ddrhb als Marker fur
aktivierte Granulozyten im Blut verwendet. Nach LPS-Gabe konnte rstiey der CD11b-
Expression auf den zirkulierenden Neutrophilen gezeigt werden. Im nE&age zur
endothelialen Seite konnte dieser Anstieg durch c3Ado nicht verhindedenveEs zeigte
sich sogar ein weiterer Anstieg in der mit LPS und c3Ado beh@amd@ruppe. Dieser Effekt

ist nicht eindeutig zu kléaren. Er ist sicherlich nicht allein aifen méglichen negativen
Einfluss von c3Ado zurickzufihren, da die CD11b-Expression der nur mit c3Ado
behandelten Gruppe nicht erhdht war.
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Goddard et al. konnten zeigen, dass die Adhasion von PMN vor allem UbeieAktg des
Endothels und nicht tber die Aktivierung der Leukozyten vermittelt wirch i&oliert
perfundierten Kaninchenherzen wurde die Retention von Leukozyten an Korohar&api
untersucht. Getrennt voneinander wurde einerseits das perfundierendenBarerseits das
zu perfundierende Herz mit Endotoxin stimuliert. Wéahrend fur akte/ietMN keine
gesteigerte Retention am nicht aktivierten Endothel nachgewiesglenvkonnte, zeigte sich
bei aktiviertem Endothel sowohl flir aktivierte als auch nicht akte/iEMN eine signifikant
erhohte Retention (49).

3-Deazaadenosin stellt somit durch die Hemmung der Adhasionsmolekifleder
endothelialen Seite ein potentes Mittel zur Hemmung einer Invasion PN und
Monozyten nach LPS-Stimulation dar, obwohl es keinen inhibitorischen Efigktder

leukozytaren Seite zeigt.

6.4 Einfluss von c3Ado auf iINOS und eNOS

Unter physiologischen Bedingungen hat die kontinuierliche Freisgtzon NO durch die
endotheliale NO-Synthetase (eNOS), die konstitutiv in koronarvaskulareangio#ardialen
Endothelzellen sowie Kardiomyozyten exprimiert wird (71), eine wgeht
Regulationsfunktion fur Gefal3tonus, Blutdruck und Organperfusion sowie Throtabezy
und Leukozytenadhasion (25, 92).

Erst nach Stimulation durch Bakterien oder Endotoxin kommt es, vetmiifitsdr
Entzindungsmediatoren wie TNF-oder IL-1, zur Aktivierung der induzierbaren NO-
Synthetase (INOS) in Leukozyten, was die Freisetzung groRegevieNO zur Folge hat.
Versuche am Tiermodell haben gezeigt, dass NO die Kontrakidilierter Kardiomyozyten
und isoliert perfundierter Herzen herabsetzt (8, 17, 53). Stein et atsuchten den direkten
Effekt von LPS, IL-1 und TNF- auf die Kontraktilitit und INOS-Expression von
Kardiomyozyten am Schweinmodel und konnten zeigen, dass INOS fur die Kutmtra
myokardiale Dysfunktion mitverantwortlich zu sein scheint (117). Rieauch in klinischer
Hinsicht interessant, da bei Sepsispatienten eine signifikante ErhdbdangiNOS-
Proteinexpression im Myokard und erhohte Nitrit/Nitrat-Spiegel Bfot nachgewiesen
werden konnten (118, 123). Die erhdhten Nitrit/Nitrat-Spiegel als stileitenprodukte von
NO zeigen eine gesteigerte Produktion von NO bei Sepsis an, ddiareninsuffizienz und
Organdysfunktion einhergeht (54). Weiterhin kann dber die Hemmung deiS-iNO
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Proteinexpression die vaskulare Hyporeaktivitdt gegeniiber Kateahelamdie zur
Entwicklung der Hypotension im septischen Schock beitragen kann, verhindeteny
Hoque et al. konnten dies mittels Antisense-Oligonukleotid gegen iNOS zeigen (62).

Wir konnten in dieser Studie nachweisen, dass es nach StimulatiobP®itzu einem
deutlichen Anstieg der INOS positiven Leukozyten und somit der iINO&iRexpression im
Herzgewebe kommt. Dies lasst auf eine gesteigerte lokal@fd@uktion schlieRen. Eine
Behandlung mit c3Ado konnte einen Anstieg iINOS positiver Leukozyten i&eymif
verhindern.

Untersuchungen mittels Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop zur dime{tsualisation und
Quantifikation von NO in den Kapillaren des Myokards zeigten hingegen keinen sigtafika
Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.

Wie in Abbildung 20 exemplarisch dargestellt, beeintrachtigt c3Adbt e konstitutive
NO-Produktion der eNOS.

FUr nicht-selektive NOS-Inhibitoren wie L-Arginin und N-Nitro-L-ginin (L-NAME), die
neben einem geringen Effekt auf INOS vor allem die eNOS hemmeigien sich
unerwiunschte Effekte wie vermehrte Endotheladhdsion von Thrombozyten und negrrophil
Granulozyten, die auf die Hemmung der eNOS-Aktivitat zurtickzufihrerenwg/3, 80).
Auch Sundrani et al. konnten dies an LPS behandelten Ratten demongiri¥enDurch
Infusion von N-methyl-L-Arginin (L-NMMA), einem Uberwiegenden Inhdsiler INOS mit
nur geringem Einfluss auf die eNOS, konnte hingegen die endotoxininduzierte
Verschlechterung der kardialen Funktion mit Hypotension und vaskulangoréktivitat
verhindert werden (122). In Untersuchungen am isoliert perfundierteretd&onnten auch
wir fir c3Ado einen protektiven Effekt auf die myokardiale Funktion riaB-Exposition
demonstrieren (18), der eine Folge der verminderten iINOS-Expredaich c3Ado sein

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

Durch Aktivierung von Leukozyten werden neben NO auch verschiedene &wumstnzen
wie Proteasen, Prostaglandinmetabolite, Leukotriene und in erheblidb&m auch reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) freigesetzt.

Sauerstoffradikale tragen wesentlich zur bakteriziden Funktion deutropéilen
Polymorphkernigen bei. Sind Entztindungszellen nicht in der Lage, Safradikafie zu
produzieren, wie z.B. bei der septischen Granulomatose, fuhrt digsezisehweren Stérung
der immunologischen Abwehr.

Bei der Sepsis und dem septischen Schock kommt es jedoch durch eirzhiéBersle
Freisetzung von Sauerstoffradikalen direkt und indirekt zu Zell- und eGesehaden.
Besonders mehrfach gesattigte Fettsauren, die z.B. als Phosphivlipoleer Konzentration
in Zellmembranen vorkommen, reagieren direkt mit Sauerstoffradik8lgiche sogenannten
Lipidperoxidationen schadigen dabei nicht nur die Zellmembran, sondern aech di
intrazellularen Organellen.

Zu den Enzymen, die fir die Bildung von ROS verantwortlich sind, geh6bamranderen
die Xanthin-Oxidase und die NADPH-Oxidase.

NADPH-Oxidasen sind am Herzen sowohl in glatten Muskelzelleawdh in Myozyten zu
finden. Die kardiovaskularen NADPH-Oxidasen sind, von den biochemischerk@hnistéka
her gesehen, langsam arbeitende Enzyme mit einer niedrigetukifonskapazitat von
reaktiven Sauerstoffradikalen. Damit unterscheiden sie sich deutditiNADPH-Oxidasen
in neutrophilen Granulozyten, die eine wesentlich hdhere Kapazitardresitvahrend die
Produktion von ROS in glatten Muskelzellen Minuten bis Stunden dauert, konnennROS
Neutrophilen unmittelbar freigesetzt werden.

Kennzeichnend ist ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung reaktwedativer
Sauerstoffradikale und der antioxidativen Abwehr der Zellen in Forroxaativer Enzyme,
wie z.B. der Superoxiddismutase (SOD). Dieses Ungleichgewichtauch als ,oxidative
stress” bezeichnet.

1990 beschrieben Beckman et al. (9), dass die Anwesenheit von NO?umd ®eroxynitrit
(ONOQ) fuhrt. Eine spezielle enzymatische Quelle fir die Produktion We@Q ist bisher
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noch nicht beschrieben worden. Es wird angenommen, dass die schné&lierReaischen
O* und NO entscheidend ist.

Peroxynitrit hat zytotoxische Eigenschaften unter anderem uber i€afor von Lipiden,
Inhibition der mitochondrialen Atmungskette, DNA-Strangbruch und Induktion von Apoptose
(10, 111, 121). Zytokinvermittelt kommt es zur kardialen Dysfunktion (40). Khaekoal.
konnten am Rattenmodel zeigen, dass es nach Injektion von LPS zu etsgeayten
Bildung von Superoxid und NO im Myokard kommt, welche die Ausgangsstédtia
Peroxynitrit darstellen. Neben gesteigerter INOS Expreskmmten in diesem Modell
erhohte Lipidhydroperoxid-Spiegel nachgewiesen werden, was auf exidative
Stressreaktion schliel3en lasst. Diese Veranderungen fuhrtesokent iperfundierten Herzen
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer verminderten Kontraktilitéat und Effaktiyi2).

Die Endotoxin induzierte und Zytokin vermittelte Bildung von freien efstoffradikalen
kann somit ein weiterer Mechanismus der verschlechterten Inotropie bes Seipsi

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

In der LPS behandelten Gruppe kam es zu einem signifikantenegnstisitiv gefarbter
Leukozyten, die durch ihre NBT reduzierende Aktivitat die lokale Prooluktvon
Sauerstoffradikalen widerspiegelten. Durch Behandlung mit c3Ado koramtewhsion und
Akkumulation aktivierter Leukozyten verhindert werden, was den gunstigiktBfon

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

6.6 3-Deazaadenosin hemmt die NFB Bindungsaktivitat

Der Transskriptionsfaktor NfB reguliert proinflammatorische Molekile wie TNFund

IL-1 , Adhéasionsmolekile und Enzyme wie iINOS. NE-spielt somit eine zentrale Rolle in

der Regulation akuter Entziindungsreaktionen.

Bohrer et al. konnten an einem kleinen Kollektiv septischer Patienigenzelass ein Anstieg

der NF-B Bindungsaktivitat in peripheren Monozyten mit einer erhOhten Mortalita
einherging (13). Am Mausmodell konnte durch intravenésen Gentransfer des
Inhibitorproteins IB die NF- B Bindungsaktivitat vermindert und die Uberlebensrate
erhoht werden. Auch Giroir et al. konnten das therapeutische Potéetidhhibition von

NF- B zeigen. Durch Uberexpression vonBl konnte bei transgenen Mausen die

endotoxininduzierte myokardiale Dysfunktion verhindert werden (57).
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Jeong et al. konnten in vitro an Mausmakrophagen demonstrieren, dass o8Audlodiiktion
von TNF- und IL-1 hemmt. Die Untersuchungen wurden neben c3Ado auch mit den
Analoga 3-Deazaaristeromycin und 3-Deazaneplanomycin durchgefihai]edigpezifische
Inhibitoren der S-Adenosylhomocysteinhydrolase sind. Zwar konnte auathiefifnaloga
eine Inhibition von TNF- und IL-1 gezeigt werden, aber nur durch c3Ado wurde die TNF-
Messenger-RNA-Expression gehemmt. Somit wirkt c3Ado bei der TNHfeduktion auf
Transkriptionsebene, die Analoga dagegen auf Translationsebenei Ber bnduktion von
TNF- und IL-1 der Transkriptionsfaktor NfB eine wichtige Rolle spielt, wurde ein Effekt
von c3Ado auf Nf-B als zugrundeliegender Mechanismus vermutet (67). Diese Vermutung
konnte wenige Jahre spéater durch dieselbe Arbeitsgruppe bestatigt eumthitditorische
Wirkung von c3Ado auf Nf-B nachgewiesen werden. In den in vitro Versuchen an
Makrophagen fiuihrte die Gabe von c3Ado jedoch Uberraschend nicht zu einetuHgrder
LPS induzierten Bindungsaktivitdt von NB. Auch die Translokation in den Zellkern war
nicht reduziert. Es konnte dargestellt werden, dass c3Ado die Phosploiylider p65
Untereinheit von NF-B hemmt und so vermutlich die Transkriptionsaktivitat reduziert wird
(66). Wir konnten anhand unserer in vivo Versuchen mit Kernextrakten audgekard
jedoch zeigen, dass c3Ado auch die NB-Bindungsaktivitdit hemmt. Vermutlich scheint
c3Ado auf mehreren Ebenen die Aktivitat von NB-zu inhibieren. Unabhéangig des
zugrundeliegenden Mechanismus konnte auch in unseren Untersuchungen eig dastie
LPS induzierten plasmatischen TNHRonzentration verhindert werden (18).

Neben dieser direkten Wirkung von c3Ado auf N&-sind auch indirekte Effekte denkbar.
Durch Modulation der Expression vieler immunregulatorischer Mediat@eNk- B am
oxidativen Stress und der Freisetzung von ROS beteiligt (126).

Sauerstoffradikale wiederum scheinen eine wichtige Rolle beiNderB Aktivierung zu
spielen. Durch Behandlung mit Antioxidantien konnte eine solche Aktiviexangindert
werden (114). Die Behandlung mit 3-Deazaadenosin vermindert die IBkaiketzung von
ROS Uber die Hemmung der Extravasation von Neutrophilen in das Myokard.

Welch et al. konnten zeigen, dass Homocystein Uber die Aktivierung #erBNeu einer
gesteigerten Produktion von Stickstoffmonoxid durch iNOS fihrt (131). 3-Deéazesin
bewirkt Uber die Hemmung der S-Adenosylhomocysteinhydrolase neben Anhaufung
von S-Adenosylhomocystein und 3-Deazaadenosylhomocystein auch eine veemindert
Bildung von Homocystein. Somit zeigt sich, dass c3Ado auch indirektAditigerung von

NF- B verhindern kann.
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6.7 Kritische Betrachtung einer moglichen klinischen Réevanz von c3Ado

In klinischer Hinsicht ware die Substanz 3-Deazaadenosin mit sememnmodulatorischen
und antiinflammatorischen Eigenschaften in die Gruppe adjunktiver Themiginen
einzuordnen.

Viele tierexperimentelle Untersuchungen haben das pathophysiolegisetstandnis der
Sepsis stark erweitert und neue Therapieansétze er6ffnet, tber immueneodiel Strategien

in das inflammatorische Geschehen einzugreifen. Es muss jedoah ldagewiesen werden,
dass ein klinischer Nutzen einer solchen Strategie bis jetit mieht gesichert werden
konnte. Die vielversprechenden tierexperimentellen Versuche nhiit -Rxtikdrpern konnten
bis jetzt in klinischen Untersuchungen grof3tenteils keine signikafdrbesserung der
Letalitdt zeigen (1, 2). Die Hochdosistherapie mit KortikostEoi zeigt keinen Benefit
bezuglich der Letalitat der Patienten, ja sogar negativeekteff mit Anstieg der
Sekundarinfektionsrate wurden beobachtet. Eine Substitutionstherapie ydribkBirtison
kann empfohlen werden, da sich dadurch ein Uberlebensvorteil zé&pteDgrch die
Behandlung mit Hydrokortison war eine kurzere Therapie mit Vasspren moglich (14),
die Behandlungsdauer war niedriger und die Inzidenz von Organversagegeg€0). Als
Ursache des Effektes von Hydrokortison werden neben einer ralative
Nebenniereninsuffizienz auch antiinflammatorische Wirkmechanismen diskutier

Klinische Studien mit anderen immunmodulatorischen Substanzen wie IL-1-
Rezeptorantagonisten oder Antikbrpern gegen Endotoxin konnten bislang keirneutigard
Uberlebensvorteil zeigen (100, 136). Insgesamt haben die experimerifiEige die
Erwartungen und Hoffnungen im klinischen Einsatz nicht erfullt und veel¢udien zu den
pathophysiologischen Grundlagen der Sepsis mussen folgen. Auch musgim&agen, ob
die géangigen experimentellen Sepsismodelle die pathophysiologiscloegange bei
Patienten mit Sepsis/SIRS hinreichend abbilden. Im bisherigen &vdrss der
Pathophysiologie bleiben immunmodulatorische Substanzen wie c3Ado jedadtdr we
interessante Substanzen.

Unser Versuchsaufbau stellt bisher noch keinen therapeutischen Alasatda ein c3Ado
Wirkspiegel bereits vor der Applikation von LPS bestand. Hinweise & mdgliche
klinische Relevanz von c3Ado haben sich durch unsere Arbeit jedoch ergebeim, die

Untersuchungen weiter gepruft werden mussen.
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7 Zusammenfassung

Sepsis und septischer Schock gehen noch immer mit einer hohen tiiogaiher. Neben
einer generellen Organdysfunktion kommt es zu einer Verschlaolgteder kardialen
Funktion, die als septische Kardiomyopathie bezeichnet wird und zu der Muréaditat
beitragt. Ursachlich steht eine Uberschie3ende Entziindungsreaktion im Vordergrund.

Die Extravasation und Akkumulation von aktivierten Leukozyten im Gewelsdt gfabei
eine wichtige Rolle, da es dadurch zu einer exzessiven lokalesetZismg von
Entziindungsmediatoren im Herzgewebe kommt.

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

Ziel dieser Arbeit war es, diese Eigenschaften von c3Ado baeggischen Kardiomyopathie
zu untersuchen und Mechanismen der protektiven Wirkung von c3Ado auf die
Myokarddepression aufzuzeigen. Die Untersuchungen wurden am Rattenmadell m
Lipopolysaccharid (LPS) induzierter Sepsis durchgefihrt.

Durch Behandlung mit c3Ado konnte die LPS-induzierte Endothelzellaktigarenrmehrte
Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 verhindert werden.

Die Expression von P-Selektin, das bereits vorgeformt in den Wealtedl2Korperchen im
Endothel vorliegt, wurde nicht beeinflusst. Durch immunhistochemischieukgrgegen
CD11b, ED1 und gp91phox konnte eine Hemmung der Migration aktivierter Leukcayse
den postkapillaren Venolen in das Myokard nachgewiesen werden. Wige zu einer
verminderten Akkumulation INOS positiver polymorphkerniger Neutrophiler und
konsekutiver NO-Produktion sowie einer verminderten lokalen Sauerstofiifegig@izung.

Die Aktivitat der endothelialen Stickstoffsynthetase (eNOS) wudlirch c3Ado nicht
beeinflusst.

3-Deazaadenosin beeinflusst vor allem die endotheliale Seiteed&ozyten-Endothelzell-
Interaktion: Mittels FACS-Analyse war eine Hemmung der CDHE%pression auf den
zirkulierenden aktivierten Neutrophilen nicht nachweisbar.

Wir konnten im Myokard einen inhibitorischen Effekt von c3Ado auf die Bindaktgstat

des Transkriptionsfaktors NRB als einen zentralen Entziindungsmediator zeigen.
3-Deazaadenosin greift somit auf verschiedenen Ebenen in dignBotmgskaskade bei der
septischen Kardiomyopathie ein. Die kardioprotektive Wirkung macht c3Adeirzer

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

Mortality from severe sepsis and septic shock remains high. Iniaddo general organ
dysfunction, myocardial depression is a characteristic 'eattircardiocirculatory changes
during severe sepsis. The so called septic cardiomyopathy cosgriiouthe high mortality of
the syndrome. The leading process is an excessive inflammaspgnse to an infection. The
migration to extravascular sites and accumulation of activatgwdgtes in the myocardium
contributes to an excessive local release of NO and reactive oxygen sp&x$s (R
3-Deazaadenosine (c3Ado) is a strong inhibitor of the S-adenosylhstaimey hydrolase.
Immune-modulating and anti-inflammatory effects of c3Ado have been described.

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

The treatment with c3Ado prevented the LPS-induced upregulation afittesion molecules
ICAM-1 and VCAM-1. 3-Deazaadenosine was not able to prevent LPS-inéxpegssion of
P-selectin, which is already preformed in the Weibel-Palade bodies of thé&ndot
Immunohistochemical staining for CD11b, ED1 and gp9l1phox demonstrated #had c3
prevented local recruitment of monocytes and polymorph nuclear neutraphithe
myocardium. Accordingly, significantly fewer leukocytes produanigic oxide or reactive
oxygen species accumulated within the myocardium.

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

3-Deazaadenosine was able to prevent the activation ofB\Within the myocardium of
LPS-treated rats. NFB is one of the main mediators of inflammatory response.
3-Deazaadenosine interferes with different levels of the imflatary cascade leading to
septic cardiomyopathie. The cardioprotective effect makes c3Admtaresting potential

drug for the treatment of myocardial dysfunction in sepsis.
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