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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Sepsis und Acute respiratory distress syndrome (ARDS)

Die bakterielle Sepsis mit systemischer Entztindung, Makrophagenaktivierung sowie
Monokin- und Lymphokinproduktion kann zu septischem Schock fihren,
charakterisiert durch eine ausgepragte systemische Hypotension und haufig
verbunden mit Multiorganversagen, disseminierter vasaler Gerinnung und Todesfolge
(Weidemann et al., 1997). Der ublicherweise als Konsequenz gramnegativer
Infektionen (Endotoxinschock) angesehene septische Schock kann auch durch
grampositive Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten ausgeldst werden (Bone, 1994).
Die Haufigkeit des septischen Schocks hat in den letzten 15-20 Jahren deutlich
zugenommen und heute sind grampositive Bakterien die Ursache fur 30-50 % aller
Sepsisfalle (Bone, 1994; Brun-Buisson, 1996). Auf den Intensivstationen stellt der

septische Schock die haufigste Todesursache dar (Parillo, 1993).

Bei nahezu 43 % der Sepsispatienten wird durch eine Sepsis die Entwicklung des im
deutschsprachigen Raum auch als schweres akutes Lungenversagen bezeichneten
ARDS ausgelost (Hudson et al, 1995), mit einer Uberschiel3enden,
inflammatorischen Reaktion im Bereich des Lungenparenchyms, die zu
lebensbedrohlichen Stérungen der pulmonalen Vasomotion, der alveolaren
Ventilation und des Gasaustausches fihrt (Gunther et al., 2001). Eine erste
deskriptive Studie Uber ARDS-Patienten erfolgte durch Ashbough und Mitarbeiter
(Ashbough et al., 1967). ARDS wird immer noch als wichtiges Problem der
Intensivmedizin mit hoher Mortalitatsrate beschrieben. Von allen Patienten, die auf
der Intensivstation beatmet werden, sind 16-18 % von ARDS betroffen (Luhr et al.,
1999). Ansonsten wird ARDS mit einer Haufigkeit von 13,5 (Luhr et al., 1999) bis 75
(Ware und Matthay, 2000) Fallen pro 100 000 Personen pro Jahr beschrieben.
Mehrere Studien, welche die Mortalitat durch ARDS untersucht haben, identifizierten
das Sepsissyndrom und systemisches Multiorganversagen als die hauptséchlichen
Todesursachen. Obwohl viele therapeutische Interventionsstrategien entwickelt und
klinische Zufallsproben beurteilt wurden, hat keine Behandlungsmethode eine
deutliche Abnahme der Mortalitatsrate dieses Syndroms gezeigt. In einer aktuellen

Arbeit wurde die im Zeitraum von 1994 bis 2006 in reprasentativen Studien
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angegebene Mortalitdtsrate von Patienten mit ARDS verglichen (Zambon und
Vincent, 2008). Die Mortalitatsrate variierte in den Studien zwischen 15 und 72 % mit
einem ermittelten Durchschnittswert von 43 %. Eine Metaregressionsanalyse liel3
eine Abnahme der Mortalitatsrate um 1,1 % pro Jahr in dem untersuchten Zeitraum
vermuten. Auch einige Studien nehmen an, dass die Mortalitéatsrate sinkt (Milberg et
al., 1995; Morris et al., 1994; Rocco et al.,, 2001). In einer Studie der Universitat
Washington (Milberg et al., 1995) wird die verringerte Mortalitat bei dem durch ein
Trauma ausgelésten ARDS fur diese geringere Mortalitatsrate verantwortlich
gemacht. Im Gegensatz dazu gab es zwischen 1983 und 1993 keine Verédnderung
der Mortalitatsrate bei dem durch eine Sepsis ausgelosten ARDS. Die Mortalitatsrate
von bis zu 60 % bei Sepsis-induziertem ARDS liegt h6her als bei durch andere
Ursachen ausgelostem ARDS (Russel und Walley, 1999). Weitere
Hauptrisikofaktoren, die neben Sepsis zum ARDS fiihren kénnen, sind die Aspiration
oder Inhalation von schédlichen Substanzen wie Mageninhalt oder toxischen Gasen,
multiple Traumen und multiple Transfusionen sowie Lungenkontusion oder

Pneumonie.

Die pathologischen Veranderungen der Lunge im Rahmen des ARDS lassen sich in
drei Phasen aufteilen: die akute, exsudative Phase (bis zu 6 Tage), die proliferative
Phase (4-10 Tage) und die finale, fibrotische Phase (8 Tage und langer) (Russel und
Walley, 1999). Die erste Phase ist gekennzeichnet durch eine Zunahme der
kapillarendothelialen und/oder alveolarepithelialen Permeabilitat und der Ausbildung
eines interstitiellen und spater auch alveolaren Odems. Es kommt zu einer
Vasokonstriktion und Mikroembolisierung oder Mikrothrombosierung im vaskularen
Kompartiment und folglich zu einer erhdhten Resistenz der pulmonalen Gefalie mit
Fehlverteilung der pulmonalen Perfusion. Zusétzlich favorisiert eine Zunahme der
alveolaren Oberflachenspannung, ausgel6st durch schwerwiegende Verdnderungen
im pulmonalen Surfactant-System, die alveolare Instabilitat mit Atelektasebildung und
Inhomogenitat der Ventilation. Als Konsequenz entwickeln sich profunde Stérungen
im Verhaltnis der alveoléaren Ventilation zur Lungenperfusion mit einem ausgepragten
intrapulmonalen Shuntfluss und stark vermindertem Gasaustausch (Gunther et al.,
2001). Der erhohte intrapulmonale Rechts-Links-Shunt des Blutes, assoziiert mit
einem alveolaren Odem und dem Verlust der hypoxdmischen pulmonalen

Vasokonstriktion, stellt vor der Verteilungsstérung zwischen Ventilation und Perfusion
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die Hauptursache fur die mit dem ARDS verbundene Hypoxamie dar (Russel und
Walley, 1999).

1.2 Die isolierte Rattenlunge als ARDS-Modell

Die klinischen Charakteristika des ARDS &ahneln denen einer bei Versuchstieren
experimentell erzeugten Endotoxamie. Die intravendse Verabreichung von
Endotoxinen bei anadsthesierten und auch nicht anasthesierten (Esbenshade et al.,
1982) Tieren ist daher zu einer anerkannten Methode zur Erforschung der
pathophysiologischen und biochemischen Vorgange im Zusammenhang mit ARDS
geworden. Bei den Ganztiermodellen und isolierten Tierlungenmodellen wird
hauptséchlich mit Schafen (Esbenshade et al., 1982; Hanaoka et al., 2002; Smith et
al., 1981), Schweinen (Hoffmann et al., 1990; Modig und Borg, 1985; Ullrich et al.,
2001) und Ratten (Davidson et al., 2002; Simons et al., 1991) gearbeitet, aber auch
mit Kihen (Meyrick et al., 1989), Kaninchen (Hasan et al., 1984; Hayashi et al.,
2000), Meerschweinchen (Serfilippi et al., 1994) und Hunden (Weir et al., 1976).

Isoliert perfundierte Lungen werden seit langem genutzt, um die physiologischen,
metabolischen und biochemischen Aspekte dieses Organs zu erforschen (Fisher et
al., 1979; Moxley und Longmore, 1977). Auch fur das Studium der pathogenetischen
Vorgange wahrend der exsudativen Phase des ARDS wird diese Technik
angewendet (Glauser et al., 1978; Wolf und Seeger, 1982). Das Modell der isolierten,
blutfrei perfundierten und ventilierten Lunge des Kaninchens ist ein seit mehreren
Jahren in der Arbeitsgruppe Seeger und Mitarbeiter etabliertes und bewéhrtes
Organmodell (Seeger et al., 1984, 1985, 1987, 1994) ebenso wie das seit 1995 von
L. Ermert in dieser Arbeitsgruppe eingerichtete Modell der isolierten Rattenlunge
(Ermert et al., 1998a, 2000a, 2000c, 2002). Das Modell der isoliert perfundierten
Lunge ist mit der Einschrankung, dass es nicht exakt die gleichen physiologischen
Bedingungen wie in vivo reprasentieren kann, ein wichtiges und notwendiges Modell
zur Untersuchung der verschiedenen Lungenzelltypen im intakten Organverbund
ohne die Wechselwirkungen, die im Tierversuch mit den anderen Organen
zwangslaufig auftreten. Die Anwendung des isolierten Perfusionsmodells hat eine

Reihe von Vorteilen, aber auch Grenzen.
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Zu den Vorteilen zahlt die Mdglichkeit Studien an einem intakten Organ vornehmen
zu konnen, bei dem die lokalen physiologischen Regulationsmechanismen, wie z.B.
Vasoreaktivitdt und Anpassung von Ventilation und Perfusion, erhalten bleiben. Die
Hamodynamik kann kontrolliert werden und relevante physiologische Parameter, wie
der Gefal3- oder der Ventilationsdruck sowie die Membranpermeabilitat und der
Gasaustausch, konnen messtechnisch erfasst werden. Dartber hinaus konnen durch
die nachfolgende Analyse des verwendeten Perfusates die Mediatorfreisetzung und

die metabolischen Veranderungen gemessen werden.

Dem isoliert perfundierten Lungenmodell sind auch Grenzen gesetzt, wie z.B. die
fehlende Madoglichkeit, Langzeitstudien auf diese Weise durchzufiihren. Aul3erdem
kann aufgrund der Komplexitat des Lungengewebes keine eindeutige Zuordnung der
physiologischen und biochemischen Veranderungen zu den verschiedenen Zelltypen

des pulmonalen Parenchyms erfolgen.

Zu den erfassbaren physiologischen MessgréRen der isolierten Herz-Lungen-
Praparate gehoéren die kontinuierlich aufgezeichneten Driicke der Pulmonalarterie
und des linken Ventrikels. Veranderungen des ebenfalls kontinuierlich registrierten
Ventilationsdruckes spiegeln Anderungen des bronchialen Widerstandes und/oder
der Lungencompliance wider. Die kontinuierliche Registrierung des Lungengewichts
ermoglicht die standige Kontrolle der Lungenflissigkeitsbalance und die
Quantifizierung von Flissigkeitseinlagerungen. Die Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA)-gestutzte Analyse von Perfusatproben, die zu festgelegten
Zeitpunkten wahrend des Versuches entnommen werden, ermoglicht eine
Bestimmung biochemischer und metabolischer Vorgéange in der Lunge (Seeger et al.,
1994).

1.3 “Priming* der isolierten und blutfrei perfundierten Lunge durch

gramnegative Bakterienwandbestandteile

Die klinischen Symptome des ARDS gleichen denen, die bei experimenteller
Endotoxamie ausgelost werden. Tiermodelle, bei denen Lipopolysacharide

gramnegativer Bakterien eingesetzt werden, sind eine akzeptierte Methode, um die
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komplexen biochemischen und pathophysiologischen Vorgange aufzuklaren, die mit
ARDS verbunden sind (Brigham, 1986; Ghosh et al., 1993).

1.3.1 Lipopolysaccharid

Das auch als Endotoxin bezeichnete Lipopolysaccharid (LPS) ist eine Komponente
der &uReren Membran der Zellwand gramnegativer Bakterien und wird bei dem
Zerfall dieser Bakterien freigesetzt. LPS setzt sich zusammen aus einer Lipid
A-Region und einer Polysaccharidregion, die weiter unterteilt werden kann in die
O-spezifische Seitenkette und den Polysaccharidkern (Abb. 1). Die O-spezifische
Seitenkette bildet den distalen Teil des LPS-Molekils in Bezug auf die aul3ere
Bakterienmembran und bedingt die spezifische Immunantwort. Die Kette besteht aus
einem Polymer von bis zu 50 sich wiederholenden Oligosaccharideinheiten, die
jeweils aus drei bis acht Monosacchariden bestehen und als variabelster Teil des
LPS die serologische Spezifitat bedingen. Diese LPS-Komponente variiert von
Bakterienspezies zu Bakterienspezies, aber auch innerhalb eines Serotyps. Der
Polysaccharidkern besteht aus einem &uf3eren Kern, der mit der O-spezifischen
Seitenkette verbunden ist und aus einem inneren Kern, der mit dem Lipid A
verbunden ist. Die &uflere Kernregion besteht aus funf Hexosezuckern, die
Heterooligosaccharide bilden. Die innere Kernregion enthalt 2-Keto-3-desoxy-
octonséure (Kdo) und drei teils phosphorylierte Heptosen. Das Lipid A ist ein
Phosphoglycolipid, bestehend aus meist zwei Glucosaminen und einer variierenden
Anzahl an Phosphatgruppen und Fettsaureketten. Es verankert das LPS in der
Bakterienmembran und reprasentiert diejenige Komponente des LPS, welche die
biologischen Effekte bedingt. Studien haben gezeigt, dass isoliertes bakterielles Lipid
A und auch synthetisches Lipid A in vitro und in vivo die gleiche biologische Aktivitat
aufweisen wie komplettes LPS (Rietschel et al., 1991, 1992, 1993, 1994a, 1994b).
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O-spezifische Polysaccharidkern Lipid A
Seitenkette
AuRere Innere
Kernregion Kernregion
MO F
ORI | R C
DadDadl): $Dadba b))
®

m

n
Tn

{M> = Monosaccharid, {H > = Hexose, CHeB> = Heptose, = 2-Keto-3-desoxy-octonséure,

@ = Glucosamin, ® = Phosphat, ~.~~~F = Fettsdure

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur eines Lipopolysaccharidmolekiils (LPS).
LPS weist drei Teilkomponenten auf, die O-spezifische Seitenkette mit repetierenden
Monosaccharideinheiten, den Polysaccharidkern mit der auReren Kernregion aus verschiedenen
Hexosen und der inneren Kernregion aus 2-Keto-3-desoxy-octonsdure (Kdo) und Heptosen, sowie
das Lipid A bestehend aus Glucosaminen und einer variierenden Anzahl an Phosphatgruppen und
Fettsdureketten.

Die durch Endotoxine hervorgerufenen  Organschadigungen resultieren
dosisabhangig teils aus der direkten Schadigung durch das Endotoxin, teils aus der
LPS-induzierten Reaktion des Koérpers. Die humorale und zellulare Antwort des
Organismus auf Endotoxine kann zu unkontrollierter, tberschiel3ender Produktion
von zahlreichen Metaboliten wie Prostaglandinen, Thromboxanen, Leukotrienen und
Komplementfaktoren fuhren. Diese Metabolite sind in der Lage, den Beginn eines
Circulus vitiosus von inflammatorischen Antworten und Organschaden auszulésen
(Ghosh et al.,, 1993). Die durch LPS ausgeldsten Mikrozirkulationsstorungen,
Zell- und Organschaden werden durch die Aktivierung von Entziindungszellen wie
Monozyten, Makrophagen und die nachfolgende Produktion von endogenen
Mediatoren wie Zytokinen, z.B. Interleukin (IL)-1, IL-6 und Tumor Nekrose Faktor a
(TNF a) (Schletter et al.,, 1995; Olson et al.,, 1988; Sutherland, 1985) sowie
Eikosanoiden, hierbei vor allem Thromboxanen und Prostaglandinen (Ermert et al.,

2000c) hervorgerufen.
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Es wurde gezeigt, dass niedrige Dosen von LPS Entzindungszellen in vitro
stimulieren und eine verstarkte Antwort auf sekundare inflammatorische Stimuli, wie
spezielle als chemische Lockstoffe wirkende Peptide, Lipide und Kohlenhdydrate,
z.B. Arachidonsaure oder Zymom, bewirken (Aderem et al., 1986; Doerfler et al.,
1989; Forehand et al., 2003; O’Sullivan et al., 1992; Suttorp et al., 1987). Dieser
“Priming“-Effekt konnte auch bei blutfrei perfundierten Lungen festgestellt werden
(Ermert et al., 2000c; Salzer et al., 1990; Steudel et al., 1997; Walmrath et al., 1993,
1994a, 1994b). Beim alleinigen Zusatz von LPS zum rezirkulierenden Perfusat
isolierter Lungen konnten keine Veranderungen der funktionalen Variablen wie der
pulmonalen Vasomotion oder Ventilation festgestellt werden, aber es kam zu einer
gesteigerten Reaktion auf einen sekundaren Stimulus, wie z.B. den
plattchenaktivierenden Faktor (Salzer et al., 1990), Arachidonsaure (AA) (Steudel et
al., 1997) oder Exotoxine wie das Staphylococcus aureus-spezifische a-Toxin
(Walmrath et al., 1993) oder das Escherichia coli-spezifische Hamolysin (Walmrath et
al., 1994a, 1994b). Die Reaktion auR3erte sich in einer verstarkten Vasokonstriktion,
einer Odembildung und Bronchokonstriktion. Fiur dieses Phanomen wurde die
vermehrte Thromboxan A, (TXAgz)-Produktion, ausgelost durch die Hochregulation
der Zyklooxygenase (Cox)-2, verantwortlich gemacht (Ermert et al., 2000b, 2000c;
Liu et al., 1996; Schitte et al., 1997; Steudel et al., 1997; Walmrath et al., 1994a,
1996). Die mit der erhohten Thromboxanbildung zusammenh&ngende
Vasokonstriktion in mit LPS “geprimten” Lungen wurde auch mit den gleichzeitig
auftretenden schweren Ventilations-Perfusions-Stérungen in  Zusammenhang
gebracht (Seeger et al., 1989b; Walmrath et al., 1994b).

1.3.2 Lipopolysaccharid-Rezeptoren

Viele der durch LPS ausgelosten, zellularen Effekte scheinen von dem
Plasmaprotein LPS-bindendes Protein (LBP) und membranstandigem CD14
(mCD14) als Rezeptor abhéngig zu sein (Lamping et al., 1998; Le Roy et al., 1999;
Liu et al., 1994; Martin et al., 1992; Pugin et al., 1993; Tobias et al., 1995; Ulevitch,
1991; Wright et al., 1990b; Wurfel et al.,, 1997). Das im Serum vorhandene LBP
erkennt das LPS und verstarkt die Erkennung von LPS durch Makrophagen, indem
es mit LPS und CD14 einen LPS-bindenden Komplex bildet (Hailman et al., 1994;
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Wurfel et al., 1994) (Abb. 2). CD14 ist ein Rezeptor mit hoher Affinitat zu LPS, der
entweder Uber einen Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit der Zellmembran
von Makrophagen und Monozyten verbunden ist und als mCD14 bezeichnet wird
oder sich bei Fehlen von GPI in l6slicher Form im Serum befindet und als I6sliches
CD14 (sCD14) bezeichnet wird. Der losliche Rezeptor sCD14 kann sich mit dem
LPS/LBP-Komplex verbinden und die Aktivierung von CD14-negativen Zellen, denen
mCD14 fehlt (z.B. Endothel- und Epithelzellen), bewirken (Frey et al., 1998;
Pugin et al., 1993). Zuséatzlich zu diesem LBP-CD14-Weg wurde jedoch auch ein
Plasmakomponenten- und CD14-unabhangiger Signaltransduktionsweg flr
Endotoxine beschrieben (ElI Samalouti et al.,, 1999; Ingalls und Golenbock, 1995;
Lynn et al., 1993; Wright et al., 1990b). Die Struktur von CD14 zeigte, dass CD14
nicht direkt die =zellulare Aktivierung durch LPS bewirken kann, da eine
Transmembranregion fehlt (El Samalouti et al., 1999; Lee et al., 1993). Es wurde
nach einem Membranprotein gesucht, welches intrazellulare Signale Ubermitteln

kann.

Unabhangig davon wurde in Studien der angeborenen Immunitat von Drosophila der
Transmembranrezeptor Toll entdeckt, der die dorsoventrale Achsenformation in
Fruchtfliegenembryos kontrolliert (Anderson, 2000; Hashimoto et al., 1988) und bei
adulten Fruchtfliegen eine Rolle bei der Pilzabwehr spielt (Meng et al., 1999;
Rutschmann et al., 2000). Homologe des Tollrezeptors wurden fir S&ugetiere
identifiziert und als ,Toll-like receptor” (TLR) bezeichnet, der Immunantworten auf
verschiedene Mikrobenstimuli vermittelt (Rock et al., 1998). TLRs beinhalten eine
Familie von Typ | Transmembranrezeptoren, die charakterisiert sind durch eine
extrazellulare leucine rich repeat (LLR)-Domane und eine intrazellulare Doméne, die
zum menschlichen IL-1-Rezeptor homolog ist und daher als Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-
Domane bezeichnet wird (Hashimoto et al., 1988; Medzhitov et al., 1997; Rock et al.,
1998). Bis jetzt sind 13 verschiedene Rezeptoren fur S&dugetiere identifiziert worden,
die zu der TLR-Familie zu rechnen sind, 12 bei Mausen und 10 beim Menschen
(Beutler, 2004; Tabeta et al. 2004). Der TLR4 gilt mittlerweile als derjenige Rezeptor
innerhalb eines Rezeptorkomplexes fur LPS, der die intrazellulare Signaltransduktion
vermittelt (Beutler, 2000; Hirschfeld et al., 2000; Hoshino et al., 1999; Lien et al.,
2000; Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999; Underhill et al., 1999). Es gibt

Hinweise, dass TLR4 direkt mit LPS in Wechselwirkung treten kann
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(Lien et al., 2000; Poltorak et al., 2000), wobei diese Wechselwirkung eindeutig durch
CD14 und ein weiteres Protein, MD-2 genannt, unterstitzt wird (da Silva et al., 2001;
Jerala, 2007; Myiake, 2004). MD-2 ist ein kleines Cystein-reiches Glykoprotein, dem
eine Transmembranregion fehlt, und das sich auf der Zelloberflache von
Makrophagen zusammen mit der Ektodoméne von TLR4 darstellt (Shimazu et al.,
1999) (Abb. 2). Obwohl seine genaue Funktion nicht bekannt ist, wird MD-2 fir die
LPS-Erkennung durch TLR4 (Schromm et al., 2001) und fur die nachfolgende
Aktivierung des  durch  Mitogene  aktivierten  Proteinkinase  (MAPK)-
Signaltransduktionsweges (Yang et al., 2000) bendtigt. Es scheint ebenso wie TLR4
ein entscheidendes Molekll im LPS-Rezeptorkomplex zu sein, da Mause, denen
entweder TLR4 oder MD-2 fehlt, nicht auf LPS reagieren (Hoshino et al., 1999; Nagai
et al., 2003).

Die CD11/CD18p,-Integrine stellen eine weitere Gruppe von membranstdndigen
LPS-Rezeptoren dar, die in Zusammenhang mit der Vermittlung der LPS-Wirkung
eine Rolle spielen (Abb. 2). CD11/CD18p,-Integrine reprasentieren eine Familie
obligat heterodimerer Glykoproteine, die auf Makrophagen exprimiert werden, und
zwar in Form einer CD18pB,-Untereinheit, die nicht-kovalent mit einer der drei
a-Untereinheiten z.B. CD11a, CD11b oder CD11c verbunden ist (Todd et al., 1997).
Obwohl alle drei Typen der B,-Integrine auf Makrophagen zu finden sind, exprimieren
Makrophagen hauptsachlich CD11b/CD18p,-Heterodimere, die auch als CR3
bezeichnet werden. Die CD11b/CD18p,-Integrine wurden urspringlich in Studien,
welche die Bindung gramnegativer Bakterien und LPS-bedeckter Erythrozyten an
diese Rezeptoren von humanen Makrophagen demonstrierten, als LPS-Rezeptoren
identifiziert (Wright et al., 1986). Einen direkten Beweis fur die Ligandenbindungsrolle
von CD11/CD18p, bei der LPS-Signaltransduktion lieferten dann Ingalls et al. (1995,
1997). Sie fanden heraus, dass CD11/CD18p3, eine LPS-Antwort unabhéangig von
CD14 ermdglicht (Ingalls und Golenbock, 1995; Ingalls et al., 1997), auch wenn
CD11/CD18p, nicht essentiell fur die zellulare Antwort auf LPS ist (Wright et al.,
1990a), und CD14 sensibler und schneller auf LPS zu reagieren scheint (Ingalls und
Golenbock, 1995; Ingalls et al., 1997). Wie bei dem Rezeptor CD14 steigert das LBP
auch bei CD11/CD18p, die LPS-induzierte zellulare Aktivierung (Ingalls et al., 1998;
Wright et al., 1989). Des Weiteren wurde uber eine transiente Bindung von CD14 mit
CD11b/CD18p, bei der Antwort auf LPS in Neutrophilen berichtet (Zarewych et al.,
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1996) und nach Perera et al. (2001) wird fur die optimale Genexpression von Cox-2,
IL-12p35 und IL-12p40 als Antwort auf LPS oder Taxol die Beteiligung aller drei
Rezeptoren, CD11b/CD18f,, CD14 und TLR4, bendtigt, wobei die Autoren eine

Interaktion aller drei Rezeptoren in einem Rezeptorkomplex vermuten.

Ein weiterer LPS-Rezeptor wurde in CD55 gefunden, auch decay accelerating factor
(DAF) genannt. Es ist ein Regulatormolekil der Komplementkaskade und auf fast
allen Zellen vorhanden, die in Kontakt mit dem Blutstrom stehen (Kunsch et al., 1994;
Nishizuka, 1995). Obwohl CD55 &hnlich wie mCD14 uber einen GPI-Anker mit der
Zellmembran verbunden ist, wurde wiederholt seine Beteiligung an der
Signaltransduktion in T-Zellen und Monozyten gezeigt (Davidson et al., 2002; Simons
et al.,, 1991; Smith et al., 1981, Taylor et al., 1995). CD55 kann LPS und Lipid A bei
Vorhandensein von LBP und sCD14 binden (El-Samalouti et al., 1999). Eine von
Heine et al. (2001) durchgefuihrte Transfektion von LPS-hyporesponsiven Chinese
hamster ovary (CHO)-Zellen mit humanem CD55 resultierte in einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nukleérer Faktor kB (NFkB) als Antwort auf eine Stimulation mit
LPS oder Lipid A, was CD55 als ein Molekul darstellt, das in der Lage ist, eine
LPS-induzierte Aktivierung von Zellen zu bewirken und Teil eines multimeren

LPS-Rezeptorkomplexes sein kdnnte (Heine et al., 2001).

Unter den weiteren potentiellen Molekilen, die an der LPS-induzierten
Signaltransduktion mit nachfolgender Genexpression beteiligt sein kdnnten, werden
kleine G-Proteine (Schwartz et al., 1995), das Hitzeschockprotein 90 (Byrd et al.,
1999) und noch andere, mit der durch LPS ausgelésten Makrophagenaktivierung in

Verbindung gebrachte Proteine diskutiert.
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Makrophage

Abbildung 2: Darstellung der Bindungsmadglichkeiten von Lipopolysaccharid (LPS) an seine
Rezeptoren.

LPS kann alleine oder gebunden an LPS-bindendes Protein (LBP) an das membranstandige CD14
(mCD14) oder losliches CD14 (sCD14), den Toll-like receptor (TLR) 4/MD-2-Komplex, CD11/CD18,
oder CD55 ubertragen werden. Der Rezeptor CD14 kann zusammen mit CD55, CD11/CD18p3, oder
TLR4 im Komplex wirken. (Modifiziert nach Bendtzen, 2004).

1.3.3 Lipopolysaccharid-vermittelte intrazellulare Signaltransduktion

LPS I6st in Makrophagen die Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signaltransduktionskaskaden unter Einbeziehung von G-Proteinen, Tyrosinkinasen,
der Phospholipase C (PLC), Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) und der
Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) aus (Fujihara et al., 1994; Liu et al., 1994,
Shapira et al., 1994; Sweet und Hume, 1996).

Die PKA, auch cAMP-abhéngige Proteinkinase genannt, tragt diesen Namen, da sie
in ihrer Aktivierung von dem sekundaren Messengermolekil zyklisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) abhéangig ist. Das Enzym ist ein Heterotetramer
bestehend aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Einheiten. Es sind bisher
vier regulatorische Untereinheiten (Rla, RIB, Rlla, RIIg) und drei katalytische
Untereinheiten (Ca, Cg, Cy,) mit SpleiBvarianten (Ca,, CB,) bekannt (Scott, 1991,
Tasken et al., 1993).
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Im inaktiven Zustand blockieren die regulatorischen Untereinheiten die katalytischen
Zentren. Erfolgt in der Zelle aufgrund eines externen Stimulus tUber einen G-Protein-
abhéngigen  Prozess eine  Aktivierung der  Adenylatzyklase, welche
Adenosintriphosphat (ATP) in cAMP umwandelt, so steigt die cCAMP-Konzentration in
der Zelle an und durch die kooperative Bindung von zwei Molekilen cAMP an je eine
R-Untereinheit dissoziiert das Enzym in ein Dimer aus regulatorischen und
katalytischen Untereinheiten. Die freien katalytischen Untereinheiten sind damit aktiv
und kdnnen Substrate im Zytosol und Zellkern phosphorylieren (Abb. 3).

In einigen Studien wird beschrieben, dass die Behandlung von Makrophagen mit
LPS eine Aktivierung der PKA bewirken kann (Fujihara et al., 1993; Fournier et al.,
1995; Muroi und Suzuki 1993).

Auch die Proteinkinase C Serin/Threoninkinase scheint bei der LPS-
Signalweiterleitung und Regulation der nachfolgenden Cox-2-Expression eine
wichtige Rolle einzunehmen. Die PKC-Familie besteht aus 12 verschiedenen
Isoformen, die basierend auf ihrer Primarstruktur und ihren
Aktivierungsvoraussetzungen in drei Gruppen eingeteilt werden, die Gruppe der
konventionellen, der neuen und der atypischen PKCs (Dekker und Parker, 1994; Hug
und Sarre, 1993).

Die konventionellen PKCs, welche die Isoformen a, BI, BIl und y einschliel3en,
bendtigen Ca®* und Diacylglycerin (DAG) fiir die Aktivierung und Phosphatidylserin
(PS) als Kofaktor. Die Gruppe der neuen PKCs wird gebildet von den Isoformen
5, €, N, B und y, die DAG und PS fiir die Aktivierung brauchen, jedoch kein Ca?*. Die
atypischen PKCs, zu denen die Isoformen ¢, 1 und A gehéren, kénnen nicht durch
DAG oder Ca®" aktiviert werden, sondern benétigen Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
triphosphat (PIP3), Zeramid und PS (Akimoto et al., 1996; Lozano et al., 1994;
Nakanishi et al., 1993).

Die PKC besitzt eine katalytische und eine regulatorische Domane. Die
regulatorische Einheit der klassischen PKCs beinhaltet zwei konservierte Regionen.
Die C1-Region, die DAG, PS und Phorbolester bindet und die C2-Region, die Ca**
bindet. Die neuen und die atypischen PKCs besitzen lediglich die C1-Region und
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sind daher bei ihrer Aktivierung nicht von Ca** abhangig. Die atypischen PKCs sind
zusatzlich nicht von DAG abhangig.

Die katalytische Einheit der PKC setzt sich aus der hochkonservierten C3- und
C4-Region zusammen. Die C3-Region beinhaltet eine Ubereinstimmungssequenz fur
die ATP-Bindung, wahrend die C4-Region verantwortlich ist fur die Proteinsubstrat-

Bindung.

Das inaktive Enzym befindet sich vorwiegend im Zytosol. In diesem Zustand wirken
die Pseudosubstratsequenz der regulatorischen Einheit der PKC und die katalytische
Einheit aufeinander ein und verhindern so den Zugang des Substrats zur
regulatorischen  Einheit. Die Bindung eines Effektormolekils an den
Membranrezeptor bewirkt Uber ein G-Protein-abhéngiges Phanomen eine Aktivierung
der Phospholipase A, (PLA;) oder PLC. Die aktivierte PLC hydrolysiert
Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphat (PIP,), um DAG und Inositol-(1,4,5)-triphosphat
(IP3) zu bilden. IP; bewirkt die Freisetzung von endogenem Ca**, welches an die
zytosolische PKC bindet und die Phospholipidbindungsseite freilegt. Die Bindung von
Ca?* fulhrt zur Translokation der PKC zur Membran, wo sie mit DAG interagiert und in
ein aktives Enzym transformiert wird (Abb. 3). Auch die durch PLA, freigesetzte
Arachidonsaure (AA) aktiviert die zytosolische PKC (Basu, 1993; Black, 2000; Blobe
et al., 1994; Cooper et al., 1991; Gopalakrishna et al., 1992; Gopalakrishna und
Jaken, 2000; Hanks und Hunter, 1995; Musashi et al., 2000; Newton, 1995;
Nishizuka, 1995; Rasmussen et al., 1995; Taylor et al.,, 1995; Walaas und
Greengard, 1991; Wright et al., 1990b; Yamamoto et al., 1998).
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Abbildung 3: Ubersicht zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und der konventionellen
Proteinkinase C (PKC).

Die Bindung eines Liganden an den Membranrezeptor bewirkt Uber ein G-Protein-abhangiges
Phanomen eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Die aktivierte PLC hydrolysiert
Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphat (PIP,) um Diacylglycerin (DAG) und Inositol-(1,4,5)-triphosphat
(IP3) zu bilden. IP; bewirkt die Freisetzung von endogenem Ca®*, welches an die zytosolische PKC
bindet und zur Translokation der PKC zur Membran fihrt, wo sie mit DAG interagiert und in ein aktives
Enzym transformiert wird. Die Bindung eines Liganden an den Membranrezeptor veranlasst G-Protein-
abhéngig eine Aktivierung der Adenylatzyklase, welche aus Adenosintriphosphat (ATP) zyklisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) bildet und intrazelluldares cAMP ansteigen lasst. Die Bindung von
CAMP an die Proteinkinase A fuihrt zur ihrer Aktivierung.

In zahlreichen Studien ist die Beteiligung einzelner PKC-lsoenzyme an der
Signalweiterleitung in mit LPS stimulierten Zellen untersucht worden, wobei ihnen in
der Signalkaskade haufig eine der MAPK-Aktivierung vorgeschaltete Rolle

zugeschrieben wird.

In mehreren Studien (Castrillo et al., 2003; Mestre et al., 2001; Monick et al., 1999,
2000) wird dabei der PKCC eine zentrale Rolle in der Aktivierung der
MAPK-Signaltransduktion zugewiesen.
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Auch die Aktivierung von PKCe wird in einer Reihe von Studien als ein
entscheidender Schritt in der Signalantwort von Makrophagen (Castrillo et al., 2001;
Comalada et al., 2003; Lin et al., 1996; Shapira et al., 1997; Valledor et al., 2000),
Dendritenzellen (Aksoy et al., 2002, 2004) und Kardiomyozyten (Li et al., 2000) auf
LPS bezeichnet. Untersuchungen mit PKCe-defizienten Méausen zeigten, dass bei
ihnen die LPS-induzierte Translokation von NFkB ernsthaft gestort ist, und dass sie
nach intravengser Verabreichung von grampositiven und gramnegativen Bakterien

eine stark reduzierte Uberlebenszeit haben (Castrillo et al., 2001).

Bei der LPS-Signalweiterleitung in Makrophagen soll auch PKCp eine wichtige Rolle
spielen (Fujihara et al., 1994; Shinji et al., 1994).

Ebenso wird der PKCa in einigen Studien eine regulierende Funktion bei der
Modulation der Makrophagen durch LPS Dbestéatigt. In verschiedenen
Untersuchungen mit Makrophagen konnte ihre Aktivierung durch LPS und ihre
Beteiligung an der durch LPS ausgeldsten Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxydsynthase iINOS und Cox-2 (Chen et al.,, 1998; Chano und
Descoteaux, 2002; Giroux und Descoteaux, 2000; St-Denis et al., 1998)

nachgewiesen werden.

Bei der durch LPS ausgelosten Signaltransduktion werden nachfolgend
verschiedene MAPK-Kaskaden aktiviert (Carter et al., 1999; Geppert et al., 1994;
Hambleton et al., 1996; Reimann et al., 1994; Weinstein et al., 1992) (Abb. 5).

Die MAPK sind eine Familie von evolutionér konservierten Enzymen, welche die
Zelloberflachenrezeptoren mit den regulatorischen Einheiten verbinden, die sowohl
zytoplasmatische als auch nukledre Proteine einschlie3en. Die drei Haupt-MAPK-
Familien sind bei der LPS-Signaltranduktion beteiligt (Carter et al., 1999; Mancuso
et al., 2002; Matsuguchi et al., 2001). Im Einzelnen sind dies die Extrazellular
signalregulierte Kinase (ERK) 1 und 2 (Reimann et al., 1994; Weinstein et al., 1992),
auch als p42/44-MAPK bezeichnet, die c-Jun aminoterminale Proteinkinase (JNK) 1,
2 und 3 (Kyriakis und Avruch, 2001), die auch als Stress-aktivierte Proteinkinase
(SAPK) und die p38-MAPK q, 3, y und d bekannt ist (Sanghera et al., 1996).
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Nach einer Studie von Mestre et al. (2001) mit von Makrophagen und Monozyten
abstammenden Zellen induziert LPS Uber verschiedene MAPK- und
PKC-Signaltransduktionswege eine Steigerung der nachfolgend erlauterten
Cox-2-Genexpression. Dabei spielt die Bindung der Transkriptionsfaktoren Nuklearer
Faktor kB (NFkB), Nukledrer Faktor Interleukin-6 (NF-IL6) und des
cyclic adenosinmonophosphate responsive element (CRE) an ihre spezifischen
Promotorsequenzen eine entscheidende Rolle. LPS kann demnach (ber
verschiedene MAPK-Wege die Transkription des Cox-2-Gens bewirken. Zum einen
durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB Uber den ERK2-, p38-MAPK- und
JNK-Weg, zum anderen durch NF-IL6 Uber den p38-MAPK-Weg und zuletzt durch
CRE Uber den ERK2- und JNK-Weg. Daruberhinaus scheint LPS tber PKCC durch
die Aktivierung aller drei genannten Transkriptionsfaktoren die Induktion der

Cox-2-Genexpression zu vermitteln.

Ein wichtiger Transkriptionsfaktor bei der durch LPS induzierten zytokinen
Genexpression ist der bereits oben erwahnte NFkB (Collart et al., 1990; Matsusaka
1993; Zhang et al., 1993), der an Zytokin-spezifische Promotorsequenzen bindet
(Goldfeld et al., 1991; Kunsch et al., 1994; Shakhov et al., 1990). In neueren Studien
konnte bei Mausen eine LPS-induzierte, NFkB-abhangige vermehrte Expression des
TLR2 der Lunge nachgewiesen werden (Matsuda et al., 2008). Eine Arbeit von
Moine et al. (2000) zeigt, dass Patienten mit ARDS eine gesteigerte Aktivierung von
NFkB in Alveolarmakrophagen aufweisen, was zu der gesteigerten Expression
immunoregulatorischer Zytokine und proinflammatorischer Mediatoren beitragen

kdnnte, die das ARDS charakterisieren.

1.34 Zellspezifische Effektorsysteme des “gramnegativen Primings*

Zu den zellspezifischen Effektorsystemen des “gramnegativen Primings” ist die
Zyklooxygenase (Cox) zu rechnen, von der seit Langerem zwei Isoformen bekannt
sind, die Cox-1 und Cox-2, welche beide die Umwandlung von Arachidonsaure (AA)
in verschiedene Eikosanoide katalysieren (Steudel et al., 1997; Uhlig et al., 1997).
Dazu gehdren die Eikosanoide Thromboxan A, (TXAy), Prostaglandin E, (PGE;) und
Prostazyklin (PGl,) (Abb. 4). Die aus AA entstehenden, aktiven Metabolite werden fur
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die messbaren Reaktionen in der Lunge, wie Anderungen des pulmonalvaskularen
Druckes und des Ventilationsdruckes, verantwortlich gemacht (Seeger et al., 1986;
Grimminger et al., 1995; Walmrath et al., 1994b).

Kirzlich wurde in caninem Zellgewebe ein weiteres Cox-Isoenzym beschrieben und
als Cox-3 bezeichnet (Chandrasekharan et al.,, 2002). Da es sich dabei jedoch
lediglich um eine Variante der Cox-1 handelt, bei der das Intron-1 aus der
messenger-RNA nicht entfernt wurde, lehnen andere Arbeitsgruppen diese
Bezeichnung ab und bevorzugen die Bezeichung Cox-1b (Davies et al., 2004; Snipes
et al., 2005) oder Zyklooxygenase-1-Variante (Cox-1v) (Dou et al., 2004).

Daneben konnten weitere Splei3-Varianten der Cox-1 identifiziert werden, die
kleineren, partiellen Cox (pCox) pCox-la und pCox-1b in caninem Zellgewebe
(Chandrasekharan et al., 2002) und die sogenannte Cox-1b;, Cox-1b, und Cox-1bs

in humanem Zellgewebe (Qin et al., 2005).

Die Zyklooxygenase katalysiert die Umwandlung von Arachidonsdure zu
Prostaglandinendoperoxiden, welche die Vorlaufer einer Reihe biologisch aktiver
Komponenten sind. Die Zyklooxygenaseaktivitat des Enzyms fihrt zur Bindung von
zwei Sauerstoffmolekilen an die Arachidonsdure, um Prostaglandin G, (PGG;) zu
bilden. Die Peroxidaseaktivitdit des Enzyms schlie3lich reduziert PGG, zu seinem
15-Hydroxy-Analog Prostaglandin H, (PGHy) (Abb. 4).

PGH; wird hauptsachlich durch eine Thromboxansynthase (TX-Synthase) zu TXA;
umgewandelt (Holtzmann, 1991) (Abb. 4). In immunohistologischen Studien, konnte
gezeigt werden, dass wahrend des “LPS-Primings® gleichzeitig mit der
Hochregulation der Cox-2 auch eine Hochregulation der TX-Synthase erfolgte und
zwar vor allem in den vaskularen und bronchialen glatten Muskelzellen (Ermert et al.,
2000a, 2000b). Das von der TX-Synthase gebildete TXA; ist ein potenter Konstriktor
von GefaBen und glatter  Muskulatur der Atemwege, der die
Thrombozytenaggregation fordert. TXA, wird in Verbindung gebracht mit der
Pathogenese von Lungenkrankheiten, wie pulmonaler Hypertension, Asthma und
ARDS (Ogletree, 1987; Shore et al., 1989). In vielen Tiermodellen wird bei

experimentell erzeugter Endotoxamie die pulmonale Hypertension hauptséchlich
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durch die TXA,-Synthese ausgel6st (NlUsing und Ullrich, 1990; Seeger et al., 1989b).
Fur TXA, ist eine Beteiligung an der pulmonalen Hypertension bei Kaninchen
(Seeger et al., 1989a) und einer Hyperreaktivitat der Atemwege bei Hunden (O’Byrne
et al., 1985) nachgewiesen worden. TXA; hydrolysiert spontan zu Thromboxan B;
(TXB,), welches im Gegensatz zu der instabilen Ursprungsverbindung nicht in der
Lage ist, die Kontraktion glatter Muskelzellen und die Thrombozytenaggregation zu

veranlassen.

Dariiberhinaus wird PGH, in vaskularen Endothelzellen sowie vaskularen und
nichtvaskularen glatten Muskelzellen durch die Prostazyklinsynthase (PGI-Synthase)
in  Prostazyklin  (PGIl;) umgewandelt, einen Enolather, der spontan zu
6-keto-Prostaglandin Fi4 (6-keto-PGFi4) hydrolysiert (Abb. 4). PGI; ist verantwortlich
fur die Arachidonsaure-induzierte Vasodilatation (Holtzmann, 1991; Ogletree, 1982)

und fur den antiaggregatorischen Einfluss auf Thrombozyten (Holtzmann, 1991).

Im Kaninchenmodell tbersteigt die vasokonstriktorische Potenz von TXA; deutlich
den vasodilatatorischen Effekt von PGIl, bei durch verschiedene Agenzien
ausgeloster  gleichzeitiger  Freisetzung vergleichbarer TXA,- und PGl,-
Konzentrationen in das Gefal3- und Alveolarkompartiment (Seeger et al., 1987,
1989a).

Durch die Prostaglandinsynthase (PGE-Synthase) wird PGH, in verschiedenen
Zelltypen, wie z.B. Makrophagen, zu Prostaglandin E, (PGE,) isomerisiert (Abb. 4).
PGE:; ist unter anderem dazu in der Lage, Pulmonalgefal3e zu kontrahieren (Janssen
und Tazzeo, 2002; Ogletree 1982). Die Wirkungen von PGE, werden uber
verschiedene Prostaglandin E;-Rezeptoren (EP) 1-4 vermittelt (Narumiya und
FitzGerald, 2001). In der Lunge wirkt PGE, Uber EP3 als Vasokonstriktor der
Pulmonalarterien (Norel et al., 2004) und Uber EP1 der Pulmonalvenen (Walch et al.,
2001). Die glatte Muskulatur der Atemwege wird durch den Rezeptor EP2 vermittelt
relaxiert (Norel et al., 1999). Die durch PGE, bewirkte bronchiale Muskelrelaxation
wird durch einen direkten Effekt und durch die Hemmung von Acetylcholin erreicht
(Walters et al., 1984). PGE, hemmt auf3erdem die Adharenz der Neutrophilen und
die durch Neutrophile vermittelte Endothelzellschadigung (Holtzmann, 1991).
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Arachidonsaure

l Zyklooxygenase

Zyklooxygenase

l Peroxidase

TXA; PGE, PGl,
TXB, 6-keto-PGF 4

Abbildung 4: Bildung der Eikosanoide Thromboxan A, (TXA,), Prostaglandin E, (PGE,) und
Prostazyklin (PGl,) aus Arachidonsaure.

Arachidonséure wird durch eine Zyklooxygenase katalysiert in Prostaglandin G, (PGG,) und weiter in
Prostaglandin H, (PGH,) umgewandelt. Aus PGH, wird unter anderem (ber eine
Thromboxansynthase (TX-Synthase) TXA, gebildet, das spontan zu Thromboxan B, (TXB))
hydrolysiert; durch eine Prostazyklinsynthase (PGI-Synthase) entsteht PGI,, welches zu 6-keto-PGF,
hydrolisiert und eine Prostaglandinsynthase (PGE-Synthase) katalysiert die Umwandlung zu PGE..

Bisher nahm man an, dass Cox-2 nur unter Entziindungsbedingungen exprimiert

wird, wahrend Cox-1 konstitutiv vorhanden ist (Feng et al., 1993; Lee et al., 1992).

Ermert et al. (1998b) zeigten, dass in Rattenlungen Cox-2 ebenfalls konstitutiv
exprimiert wird und zwar in verschiedenen pulmonalen Zelltypen einschlief3lich der
Bronchialepithelzellen, Zellen der glatten Muskulatur der Bronchien, Makrophagen
und mastzellahnlichen Zellen in der Nahe des Bronchialepithels und in dem
perivaskularen Bindegewebe sowie in glatten Muskelzellen der grofRen Hilumvenen
und der partiell muskularen Gefal3e, die als GefalRe des pulmonalen Widerstandes
wirken (Meyrick et al., 1978).

Cox-1 dagegen findet sich hauptsachlich in Bronchialepithelzellen, glatten
Muskelzellen der groBen Hilumvenen wund in geringerem Ausmall in

Alveolarmakrophagen und Endothelzellen der Pulmonalarterie.
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Ubereinstimmend mit diesen morphologischen Daten konnte auch gezeigt werden,
dass die durch Arachidonsaure in unstimulierten Lungen ausgeldste
vasokonstriktorische Reaktion groftenteils tUber die Cox-2- und nicht die Cox-1-
Aktivitat vermittelt wird (Ermert et al., 1998a). Auch in mit LPS “geprimten” Lungen
konnte festgestellt werden, dass die Antwort auf einen sekundaren Stimulus mit
gesteigerter  Vasokonstriktion, Odembildung und Bronchokonstriktion fast
ausschlief3lich durch die hochregulierte Aktivitat der Cox-2 ausgelost wird, wahrend
die Aktivitat der Cox-1 unverandert bleibt (Ermert et al., 2000b, 2000c).

Neben der TX-Synthase und Cox-2 wird auch die induzierbare
Stickstoffmonoxydsynthase (iINOS) als Reaktion auf LPS in Rattenlungen vermehrt
exprimiert (Ermert et al., 2002; Shen et al., 2007) (Abb. 5). Der endogene
Vasodilatator Stickstoffmonoxyd (NO) wird von drei verschiedenen Isoformen der
Stickstoffmonoxydsynthase (NOS) gebildet; zwei davon werden konstitutiv gebildet,
namlich die endotheliale Isoform eNOS und die neuronale Isoform nNOS, wéahrend
die dritte Isoform in ihrer Expression durch Endotoxin oder Zytokine (Kristof et al.,
1998; Moncada und Higgs, 1993) induziert und als iINOS bezeichnet wird. Alle drei
Isoformen werden in normalem Lungengewebe produziert (Ermert et al., 2002). Es
gibt zahlreiche Hinweise, dass eine gesteigerte NO-Bildung durch die INOS zu
Zirkulationsstérungen durch Vasodilatation und mdoglicherweise zu den bei
Endotoxamie auftretenden Organschéaden fihrt (Cho et al., 2003; Ermert et al., 2002;
Mehanna et al., 2007; Ullrich et al., 2001; Wray et al., 1998).
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Cox-2 TX-Synthase  iNOS

Abbildung 5: Gesamtubersicht zu einer durch LPS ausgelosten potentiellen
Signaltransduktionskaskade.

LPS kann alleine oder von dem LPS-bindenden Protein (LBP) gebunden Uber seine Rezeptoren Toll-
like receptor (TLR) 4, CD14, CD11/18 und CD55 intrazellulare Enzyme aktivieren, wie die
Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) und die Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
Extrazellular signalregulierte Kinase (ERK) 1 und 2, c-Jun aminoterminale Proteinkinase (JNK) und
p38-MAPK. Die nachfolgende Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nukledrer Faktor kB (NFkB) fuhrt
zu einer vermehrten Expression zellspezifischer Effektorsysteme wie der Zyklooxygenase (Cox)-2,
Thromboxansynthase (TX-Synthase) und der induzierbaren Stickstoffmonoxydsynthase (iNOS).

1.35 Physiologisch messbare Reaktionen in der isolierten und blutfrei

perfundierten Rattenlunge bei “gramnegativem Priming*

Die durch gramnegative Bakterienwandbestandteile ausgeldste “Priming“-Reaktion
spiegelt sich bei dem Modell der isolierten Rattenlunge in den aufgezeichneten
Messwerten und ELISA-Analysen wider. Erfolgt nach der Verabreichung von LPS ein
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ungehinderter Ablauf der Signaltransduktion, so entstehen schlie3lich erhdhte
Mengen an Eikosanoiden, die durch eine ELISA-gestiitzte Methode im zirkulierenden
Perfusionsmedium der Rattenlunge nachgewiesen werden. Diese Eikosanoide
bewirken Veranderungen der physiologischen Messwerte, wobei vor allem die
vasokonstriktorischen Wirkungen von TXA, und PGE; in den Vordergrund treten, da
sie den gleichzeitig auftretenden vasodilatatorischen Effekt von PGI, deutlich
ubertreffen. Die durch TXA, ausgeldste Vasokonstriktion bewirkt eine Steigerung des
kontinuierlich aufgezeichneten Druckes der Pulmonalarterie und des linken
Ventrikels. Die ebenfalls durch TXA; bewirkte vermehrte Bronchokonstriktion und die
Veranderungen der Lungencompliance erhéhen den registrierten Ventilationsdruck.
Die auf die Wirkung der Eikosanoide zurtickzufihrende Bildung eines Lungenédems,
bedingt durch eine erhdhte kapillarendotheliale und alveolarepitheliale Permeabilitat
mit Flussigkeitsansammlungen in den Alveolen, den Bronchioli und dem Interstitium,

wird als eine VergroRerung des Lungengewichts registriert.

Die Auswirkungen der, nach Stimulation der isolierten Rattenlunge durch LPS, in
verschiedenen Versuchen verabreichten Inhibitoren auf die beschriebenen
Messwerte sowie die ELISA-Analysen lassen Ruckschlisse zu, ob das durch den
Inhibitor gehemmte Enzym beziehungsweise Isoenzym an der durch gramnegative

Bakterienwandbestandteile ausgeltsten intrazellularen Signaltransduktion beteiligt

ist.

1.4 “Priming* der isolierten und blutfrei perfundierten Lunge durch
grampositive Bakterienwandbestandteile

141 Lipoteichonsaure und Peptidoglycan

Grampositive Bakterien enthalten kein Endotoxin, trotzdem kdnnen sie septischen
Schock und Multiorganversagen auslosen (Natanson et al., 1989; Wakabayashi
et al., 1991). Verantwortlich daftr sind die Zellwandkomponenten Lipoteichonsaure

(LTA) und Peptidoglycan (PepG) grampositiver Bakterien.
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PepG bildet ungefahr die Halfte der Zellwandmasse grampositiver Bakterien
(Schleifer und Kandler, 1972). Auch gramnegative Bakterien enthalten PepG in ihrer
Zellwand, allerdings nur als dinne Schicht unter 10 nm Dicke, z.B. 1-3 nm bei
Escherichia coli (Vollmer und Hdéltje, 2004), wéhrend bei grampositiven Bakterien ein
PepG-Gerust aus mehreren Schichten mit 20-40 nm Gesamtstarke (Giesbrecht et al.,
1998) die Zellwandhauptstrukturkomponente bildet. Es ist ein Peptidoglycan
bestehend aus zwei linearen Polysaccharidketten, alternierend aus
N-Acetylmuraminsaure und N-Acetylglucosamin zusammengesetzt, die durch kurze
Peptide quervernetzt sind (Abb. 6). Zwischen den verschiedenen Bakterienspezies
bestehen Unterschiede in den Peptiduntereinheiten, wahrend die Zuckerketten
hochkonserviert sind. Die Peptide bestehen aus vier bis funf alternierend
angeordneten D- und L-Aminoséuren inklusive meso-Diaminopimelinsaure, Ornithin
oder Lanthionin und sind unter anderem haufig tUber die enzymatische Knupfung
einer Peptidbindung zwischen der freien Aminogruppe einer basischen Aminosaure,
wie L-Lysin oder meso-Diaminopimelinsaure eines Muraminsaurepeptids, und der
freien Carboxylgruppe einer terminalen Aminoséaure, meist D-Alanin, eines anderen
Muraminsaurepeptids durch eine Glycopeptidtranspeptidase verbunden (Schleifer
und Kandler, 1972). Daneben kann die Quervernetzung der Peptidketten auch tber
ein Polyglycinbriickenpeptid stattfinden, wie z.B. bei Staphylococcus aureus (Navarre
und Schneewind, 1999).

Der andere Hauptbestandteil der Zellwand grampositiver Bakterien setzt sich
zusammen aus den kovalent an das PepG-Netz der Zellwand gebundenen
Teichonsauren und Teichuronsauren, sowie zu einem geringeren Anteil aus
Lipoteichonsauren. LTA besteht aus hydrophilen Glycerophosphat-Einheiten
verschiedener Lange mit Zucker-, Aminosaure- und Fettsdure-Substitutionen, die
Uber Glycolipide hydrophob in der Zellmembran verankert sind und durch das PepG-
Netz hindurch bis an die Oberflache reichen (Fischer, 1988; Fischer et al., 1997).
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Lipoteichonséure

Peptidoglycan

Zytoplasmamembran

@ = N-Acetylglucosamin, @ = N-Acetylmuraminséaure, O = Aminosaure

Abbildung 6: Position von Peptidoglycan und Lipoteichonséure in der Zellwand grampositiver
Bakterien, sowie Aufbau des Peptidoglycangeristes.

Peptidoglycan bildet die Hauptzellwandkomponente grampositiver Bakterien, zusammengesetzt aus
zwei linearen Polysaccharidketten, alternierend aus N-Acetylmuraminsédure und N-Acetylglucosamin
zusammengesetzt, die durch Peptide aus vier bis finf Aminosauren querverbunden sind.
Lipoteichonsdure ist Uber ein Glycolipid mit der Zellmembran verankert und reicht durch das
Peptidoglycangerist hindurch bis an die Zelloberflache.

In der Literatur ist beschrieben, dass LTA und PepG die Uberschie3ende Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NFKB und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie
TNF a, IL-1, IL-6 und IL-10, sowie die Aktivierung anderer inflammatorischer
Mediatoren des zellularen Immunsystems (z.B. von Makrophagen) stimulieren, was
schlieBlich zum Sepsissyndrom fuhrt (Cleveland et al., 1996; Gupta et al., 1996;
Hattor et al., 1997; Hauf et al., 1997; Hermann et al., 2002; Timmerman et al., 1993).
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1.4.2 Lipoteichonsadure- und Peptidoglycan-vermittelte intrazellulare

Signaltransduktion und ihre Effektorsysteme

Bei der durch grampositive Zellwandbestandteile ausgelosten intrazellularen
Signaltransduktion scheinen - @hnlich wie bei LPS - das LBP, der CD14-Rezeptor,
die TLR-Familie sowie verschiedene MAPKs und die PKC beteiligt zu sein, die zur
Freisetzung verschiedener Zytokine, darunter TNF a und zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB fiihren.

Die Zellaktivierung durch LTA ist nach Schroder et al. (2000, 2001), parallel zur
zellularen Wirkung von LPS, abhéngig von LBP. In Untersuchungen mit
Makrophagen in Anwesenheit und Abwesenheit von LBP konnte durch
Immunoblotting eine LBP-abhangige MAPK-Aktivierung durch LTA festgestellt

werden.

Gupta et al. (1996) fanden heraus, dass anti-CD14 monoklonale Antikdrper die
Aktivierung von CD14-positiven Monozyten durch LPS und PepG hemmten, wodurch
man zu der Vermutung gelangte, CD14 sei ein Rezeptor sowohl fir LPS als auch fir
PepG. In der Folge wurde gezeigt, dass sowohl die Bindung von PepG (Cheon et al.,
2008; Dziarski et al., 1998; Weidemann et al., 1997) als auch von LTA (Cleveland et
al., 1996; Hattor et al., 1997; Hermann et al., 2002) an CD14 zur CD14-abhangigen

Zellaktivierung fuhrt.

Wahrend TLR4 das gramnegative Endotoxin LPS erkennt, soll TLR2 die
grampositiven Zellwandbestandteile PepG und LTA erkennen (Lien et al., 1996; Paik
et al., 2006; Schwandner et al., 1999; Seo et al., 2008; Takeuchi et al., 1999, 2000;
Underhill et al., 1999; Wang et al., 2001; Yoshimura et al., 1999). Dartber hinaus
scheint TLR2 mit mindestens zwei weiteren TLRs zu kooperieren, TLR1 und TLR6
(Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et al., 2000, Triantafilou et al., 2006). In einigen
Studien konnte auch eine Stimulation von Zellen durch LTA via TLR4 festgestellt
werden (Schroder et al., 2000, 2001; Yang et al., 2001a). Neuere in Vvivo
Untersuchungen bei Mausen und Ratten deuten daraufhin, dass die LTA-induzierten
Entztdungsreaktionen der Lunge hauptsachlich durch den Rezeptor TLR2 vermittelt
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werden mit einer zusatzlichen, untergeordneten Beteiligung von TLR4 (Dessing
et al., 2008; Knapp et al., 2008).

PepG wird aul3erdem Uber zytoplasmatische Proteine, die eine Nukleotid-bindende
Oligomerisierungsdomane (NOD, nucleotide-binding oligomerisation domain)
besitzen, erkannt. NOD2 bindet Muramyldipeptid (MDP, N-Acetylmuramyl-L-Alanin-
D-Isoglutamin), das als bioaktiver, struktureller Bestandteil von PepG bekannt ist und
im PepG grampositiver und gramnegativer Bakterien enthalten ist (Girardin et al.,
2003Db; Inohara et al., 2003). NOD1 erkennt meso-Diaminopimelinsdure (meso-DAP),
eine ebenfalls bioaktive Komponente von PepG die hauptsachlich im PepG
gramnegativer Bakterien zu finden ist (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al.,
2003a). Es wird eine Kooperation von NOD und TLR vermutet (Takada und Uehara
2006).

Ein mdglicher Signaltransduktionsweg von LTA in menschlichen Lungenepithelzellen
soll nach Lin et al. (2001, 2002) die Aktivierung der PKC und nachfolgend der MAPK
ERK1/2 und p38-MAPK einschliel3en, welche wiederum NFkB aktivieren, was
schlie3lich zur Cox-2-Expression und Freisetzung von PGE; fuhren soll. Auch Card
et al. (1994) berichten Uber eine Freisetzung von PGE; durch LTA. Schroder et al.
(2001) zeigten, dass LTA von Treponema-Spezies, dhnlich wie LPS, in der Lage ist,
in isolierten Zellen die MAPK ERK1/2, JNK und p38-MAPK zu aktivieren. PepG
dagegen aktiviert nach Dziarski et al. (1996) stark die ERK1/2, moderat die JNK,
aber nur schwach die p38-MAPK.

Es konnte eine synergistische Wirkung von LTA und PepG bei der Freisetzung von
Zytokinen, wie TNF a und Interferon-y, zur Aktivierung der NO-Synthase und zur
Auslosung von Schock und Multiorganversagen bei Ratten festgestellt werden
(De Kimpe et al., 1995).

Kengatharan et al. (1998) vermuteten, dass MDP diejenige Komponente des PepG-
Polymers darstellt, welche im Zusammenwirken mit LTA dafir verantwortlich ist
Schock und Multiorganversagen bei Ratten auszulésen. Auch bei menschlichen
Monozyten konnte ein synergistischer Effekt von MDP und LTA bei der

Zytokininduktion nachgewiesen werden (Yang et al., 2001a).
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1.4.3 Physiologisch messbare Reaktionen in der isolierten und blutfrei

perfundierten Rattenlunge bei “grampositivem Priming*

Wie auch bei dem “Priming“ durch gramnegative Bakterienwandbestandteile im
Modell der isolierten Rattenlunge, wird in dieser Arbeit gezeigt, dass auch
grampositive Bakterienwandbestandteile in intakten Lungen eine “Priming“-Reaktion
ausléosen konnen. Die durch Verabreichung diverser Inhibitoren bewirkten
Veranderungen der registrierten Messwerte und analysierten Eikosanoidmengen im
Perfusat geben Hinweise auf mogliche Signaltransduktionswege, tber die LTA und
PepG eine Stimulation in isolierten Lungen bewirken kdonnten. Im Gegensatz zum
“LPS-Priming* ist hinsichtlich der Bedeutung des “grampositiven Primings® derzeit

noch vieles unerforscht.
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2. ZIELE DER ARBEIT

Die bakterielle Mischinfektion mit grampositiven und gramnegativen Bakterien kann
eine uberschiel3ende inflammatorische Reaktion des Kdrpers ausldsen, die haufig zu
einem septischen Multiorganversagen und ARDS fluhrt, mit oftmals letalem Ausgang.
Vor diesem Hintergrund ist die Identifizierung der Wirkmechanismen bakterieller
Pathogenitatsfaktoren in der Lunge, wie z.B. der Wandbestandteile grampositiver
und gramnegativer Bakterien, von Bedeutung fir die Entwicklung therapeutischer
Interventionsstrategien mit Blockierung beteiligter pulmonaler Proteine der

Signaltransduktion und der zellularen Effektorsysteme.

Die Ziele dieser Arbeit waren es, am anerkannten Modell der isolierten Rattenlunge
insbesondere folgenden Fragestellungen nachzugehen:

1. Ist die Proteinkinase A an der intrazellularen Signaltransduktion des
“gramnegativen Primings* durch den Bakterienwandbestandteil
Lipopolysaccharid beteiligt?

2. Welche Rolle spielen die verschiedenen Proteinkinase C-lsoenzyme bei
“gramnegativem Priming“?

3. Kodnnen die grampositiven Bakterienwandbestandteile Lipoteichonsaure und
Peptidoglycan eine dem “Endotoxin-Priming“ vergleichbare Reaktion
auslosen?

4. Welche Bedeutung haben die verschiedenen PKC-Isoenzyme fur die
Signaltransduktionskaskade bei “Priming“ durch Lipoteichonsdure und
Peptidoglycan?

5. Sind die MAPK ERK1/2 und p38-MAPK ein Teil der intrazellularen
Signalweiterleitung des “grampositiven Primings“?

6. Wird die Zyklooxygenase-2/Thromboxansynthase als Effektorsystem des
“Primings” durch grampositive Zellwandbestandteile induziert?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden isoliert ventilierte und perfundierte
Rattenlungen einer Stimulation durch grampositive oder gramnegative
Bakterienwandbestandteile unterzogen und entsprechende spezifische Inhibitoren
der oben genannten Enzyme eingesetzt. Die Reaktionen der Lungen auf die

Stimulantien und Inhibitoren wurden durch permanente Messung des
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Ventilationsdruckes, der Driicke von Pulmonalarterie und linkem Ventrikel, sowie des
Lungengewichtes registriert und zusammen mit den durch ELISA-Technik
gemessenen Konzentrationen der Arachidonsduremetabolite Thromboxan B, (TXB>),
6-keto-Prostaglandin  Fiq (PGFiq) und Prostaglandin E, (PGEz) in den
Perfusatproben zur quantitativen Bestimmung der Freisetzung der jeweiligen

Metabolite ausgewertet.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialliste
3.1.1 Chemikalien
Aqua ad injectabilia
Arachidonsaure (AA)
Bisindolylmaleimid |

DUP-697

Elektrolytldsung 1/3

ELISA-Kit 6-keto-Prostaglandin

Fia

ELISA-Kit Prostaglandin E»
ELISA-Kit Thromboxan B,
G0 6976

GO 6983

H-89

Heparin-Natrium

Lidocainhydrochloridlésung

Lipopolysacharid (LPS)

Lipoteichonsaure (LTA)

Myristoylierter PKCBc2-4 -

Inhibitor

Natriumchloridlésung 0,9%

Natriumhydrogencarbonat 8,4%

NS-398
Pentobarbitalnatrium

Peptidoglycan (PepG)

Pharmacia, D-Erlangen

Paesel und Lorei GmbH&Co, D-Frankfurt
Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
DuPont Merck Pharmaceutical Co.,
USA-Wilmington

I/3 Serag-Wiessner, D-Naila

R&D Systems Inc., USA-Minneapolis

R&D Systems Inc., USA-Minneapolis

R&D Systems Inc., USA-Minneapolis
Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
Liquemin®, Hoffmann-La Roche, D-Grenzach-
Wyhlen

Xylocain® 2 %, Astra Zeneca GmbH, D-Wedel
LPS von Salmonella enterica Serovar Abortusequi
(S-Form), Cytogen, D-Bodenheim

LTA von Staphylococcus aureus, SIGMA-
ALDRICH®, D-Deisenhofen

Biomol, D-Hamburg

Pharmacia, D-Erlangen

Serag-Wiessner, D-Naila

Biomol, D-Hamburg

Narcoren®, Merial, D-Halbergmoos

PepG von Staphylococcus aureus, FLUKA Uber
SIGMA-ALDRICH®, D-Deisenhofen
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Perfusat

Povidonjodlésung

1000 ml einer Elektrolytldsung 1/3 wurden mit

25 ml Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 8.4 %
versetzt. Die so erhaltene Perfusionslésung setzte
sich zusammen aus 2,4 mmol Calciumchlorid-
Dihydrat, 1.3 mmol Magnesiumchlorid-
Hexahydrat, 4.3 mmol Kaliumchlorid, 1.1 mmol
Kaliumhydrogenphosphat, 125 mmol
Natriumchlorid, 13.32 mmol Glucose und 25 mmol
Natriumhydrogencarbonat.

Braunoderm®, B. Braun, D-Melsungen

Ro0-31-8425 Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
R0-32-0432 Biomol, D-Hamburg

SB-203580 Biomol, D-Hamburg

SC-236 Searle, USA-St. Louis

UO126 Calbiochem-Novabiochem GmbH, D-Schwalbach
3.1.2 Geréte und Verbrauchsmaterialien

Beatmungsgerat fur Kleintiere

Blutgasanalysator

Blutdruckmonitor

Dreikanalschreiber

Druckaufnehmer

Easy-Load-Pumpenkopf

Farbtintenstrahldrucker
GlasgefalRe

Glasspirale

Small Animal Ventilator KTR-4, Hugo Sachs
Elektronik, D-March

ABL330, Radiometer, SWE-Kopenhagen
Modell 23603702, Marquette Hellige,
D-Neudrossenfeld

Modell R-OX, Rikadenki Electronics GmbH,
D-Freiburg

Combitrans Monitoring Set Med. Il for arterial
blood pressure measurement, B. Braun,
D-Melsungen

Modell 7518-10, Cole Parmer Instrument Co.,
USA-Chicago

Deskjet 500, Hewlett-Packard, D-Boblingen
Glasblaserei Justus-Liebig-Universitat, D-Giel3en

Glasblaserei Justus-Liebig-Universitat, D-Giel3en
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Glaswarmekammer

Heizgerat

Kuhlgerat
Hoch-Temperatur-Polysulfon-
Kafige

Labortiereinstreu aus
Hobelspanen

Messverstarker

Mikrotiterplattenlesegerat

Nagetierfutter

Pulmonaliskatheter aus Metall
Rollerpumpe

Schlauchmaterial

Trachealkanile aus Metall

Ventrikelkatheter aus Metall

Glasblaserei Justus-Liebig-Universitat, D-Giel3en
Thermomix®, Modell 1442, B. Braun,
D-Melsungen

Frigomix®, Modell 1495, B. Braun, D-Melsungen
1500 U Eurostandard Typ IV S, Tecniplast,
D-Hohenpeil3enberg

Abedd, Lab & Vet Service GmbH, A-Wien

KWS 3073, Hottinger Baldwin Messtechnik,
D-Darmstadt

Infinite M 200, Tecan Deutschland GmbH,
D-Crailsheim

Harlan Teclad 2018 Global Rodent Diet, Harlan
Teklad, Shaw's Farm, GB-Blackthorn

Hugo Sachs Elektronik, D-March
Masterflex®, Cole Parmer Instrument Co.,
USA-Chicago

Masterflex®, Cole Parmer Instrument Co.,
USA-Chicago

Hugo Sachs Elektronik, D-March

Hugo Sachs Elektronik, D-March

Wagezelle Modell U1-G, Hottinger Baldwin Messtechnik,
D-Darmstadt

3.2 Angaben zu den verwendeten Inhibitoren

3.21 Proteinkinase A (PKA)-Inhibitor

Der PKA-Inhibitor H-89 ist ein zellpermeabler, selektiver und potenter Inhibitor der
PKA (Ki = 48 nM). Andere Kinasen werden erst ab hoéheren Konzentrationen
gehemmt (Ki = 28.3-38.3 uM) (Chijiwa et al., 1990; Combest et al., 1988; Davies
et al., 2000; de Rooij et al., 1998; Findik et al., 1995; Geilen et al., 1992; Kawasaki
et al., 1998; Leemhuis et al., 2002).
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3.2.2 Proteinkinase C (PKC)-Inhibitoren

Es kamen sechs verschiedene PKC-Inhibitoren zum Einsatz, die im Folgenden naher
beschrieben werden.

Go 6976 hemmt selektiv die Ca®'-abhangigen Isoenzyme PKCa und PKCB
(ICso = 2.3-6.2 nM), beeinflusst nicht die Kinaseaktivitat der Ca2'-unabhangigen
PKC®-, & und C-lsoenzyme, hemmt zusatzlich PKCu in hoherer Dosierung
(ICs0 > 2.3 nM) (Gschwendt et al., 1996; Martiny-Baron et al., 1993; Qatsha et al.,
1993; Wenzel-Seifert et al., 1994).

Der Myristoylierte PKCBc».4 -Inhibitor hemmt die Aktivierung der PKC-Isoenzyme mit
C2-Doméne (ICso = 8-20 uM), das heil3t PKCa, B, Bn und vy, aber nicht PKCd und ¢
(Eichholtz et al., 1993; Ron et al., 1995; Souroujon und Mochly-Rosen, 1998; Ward
und O'Brian, 1993; Yedovitzky et al., 1997).

R0-31-8425 ist ein potenter und selektiver Inhibitor der Proteinkinase C. Er zeigt
Isoenzymspezifitat fir PKC a, By, B, Y und € (ICso = 8-50 nM flr Rattenhirn-PKC). Er
hat eine gering hohere Selektivitit fir die konventionellen Ca®*"-abhangigen
Isoenzyme PKCa, B und y gegeniiber dem Ca?"-unabhangigen Isoenzym PKCe
(Merritt et al., 1997; Wilkinson et al., 1993).

R0-32-0432 ist ein selektiver PKC-Inhibitor. Er zeigt eine zehnfach hdhere
Selektivitat fur PKCa und eine vierfach hohere Selektivitat fur PKC, als fur PKCe
(Radallah et al., 1999; Wilkinson et al., 1993). Es wurde nachgewiesen, dass eine
Vorbehandlung mit 1-10 uM Ro0-32-0432 verschiedene PKC-abhangige Aktivitaten in
intakten Zellen blockiert (Laping et al., 1997; Wu und Nambi, 1998). Er ist auch in
vivo aktiv (100 mg/kg intraperitoneal bei Ratten) (Bandla et al., 1999; Birchall et al.,
1994).

Bisindolylmaleimid | (G6 6850) ist ein hochselektiver zellpermeabler PKC-Inhibitor. Er

wirkt als kompetitiver Inhibitor der ATP-Bindungsseite von PKC. Er zeigt hohe
Selektivitat fur die Isoenzyme PKCa, By, Bu, Y, 0, und € (Ki = 10 nM) und zusatzlich
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wird in héheren Konzentrationen (Ki > 2 uM) die Proteinkinase A gehemmt (Gekeler
et al., 1996; Kiss et al., 1995; Ku et al., 1997; Toullec et al., 1991).

GO 6983 ist ein potenter Inhibitor der PKC, bei dem gezeigt wurde, dass er selektiv
mehrere PKC-Isoenzyme hemmt, namlich PKCa, B, y, d und ¢ (ICso = 6-60 nM) und
weniger effektiv auch die PKCpu (ICso = 20 uM) (Gschwendt et al., 1996; Stempka
et al., 1997; Wang et al., 1998).

Proteinkinase C-Isoenzyme
Proteinkinase C-Inhibitoren Konventionelle Neue Atypische
Ca?"-abhangige Ca?"-unabhéangige Ca?"-unabhéangige
a B, Bu \ 0 € n M e 4 I A
GO 6976 + + @) O + O
Myristoylierter PKCBc,.4 + + + + @) (o)
Ro0-31-8425 + + + + +
R0-32-0432 + + +
Bisindolylmaleimid | + + + + + +
GO 6983 + + + + + + +
+ Selektive Hemmung
0] Keine Hemmung

Tabelle 1: Ubersicht zur Selektivitat der verwendeten PKC-Inhibitoren.

3.2.3 Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Inhibitoren

Der ERK1/2-Inhibitor UO126 ist ein spezifischer Inhibitor der Mitogen aktivierten
Proteinkinase Kinase (MEK)1 und 2. UO126 hemmt die Aktivierung der MAPK
ERK1/2 durch Hemmung der MEK1/2-Aktivitat (Duncia et al., 1998; Favata et al.,
1998).

Der p38-MAPK-Inhibitor SB-203580 ist ein selektiver Inhibitor, der kompetitiv zu ATP
diese Kinase hemmt (Cuenda et al., 1995; Young et al., 1997). Er hemmt die
p38-MAPK-Stimulation der Mitogen aktivierte Proteinkinase aktivierte Proteinkinase-2
(MAPKAPK?2) (ICs0 = 70 nM) (Clerk und Sugden, 1998).
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3.24 Zyklooxygenase (Cox)-2-Inhibitoren

Es wird eine selektive Hemmung der Cox-2 durch die eingesetzten Inhibitoren
DUP-697 (Kargman et al., 1996; Seibert et al., 1996), SC-236 (Masferrer et al., 1999;
Petersen et al., 2000) und NS-398 (Barnett et al., 1994; Futaki et al., 1994) erzielt.

3.3 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden mannliche CD-Ratten (Sprague Dawley) der Firma
Charles River (D-Sulzfeld) mit einem Gewicht von 350-400 g verwendet. Die Haltung
der Tiere und alle experimentellen Verfahren wurden in Ubereinstimmung mit dem
Deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Es handelte sich um anzeigepflichtige
Experimente, die beim Regierungsprasidium GiefRen angezeigt und genehmigt
worden waren. Die Ratten wurden in Gruppen von maximal funf Tieren in Hoch-
Temperatur-Polysulfon-Kafigen mit  einer Nutzfliche von 1500 cm? auf
Labortiereinstreu aus Hobelspanen gehalten. Die Raumtemperatur betrug 22-24 °C
bei einer Luftfeuchtigkeit von 55-60 %. Die Hell-Dunkel-Periode lag bei jeweils

12 Stunden. Leitungswasser und Nagetierfutter standen ad libidum zur Verfligung.

3.4 Tierpraparation mit Lungenisolation, Ventilation und Perfusion

Nach tiefer Anéasthesie der Ratten durch eine intraperitoneale Injektion von
100 mg/kg Koérpergewicht Pentobarbitalnatrium wurden diese in Rickenlage auf dem
Praparationstisch  fixiert und das Praparationsgebiet mit Povidonjodiésung
desinfiziert. AnschlieRend erfolgte eine Lokalanasthesie durch subcutane Injektion
von 1.5 ml einer Lidocainhydrochloridlésung (Xylocain® 2 %) im ventralen cranialen
Drittel des Halses der Versuchstiere. An dieser Stelle erfolgte eine mediane Inzision
und Freipraparation der Trachea. Es wurde eine Tracheotomie durchgefuhrt und
unmittelbar darauf eine Trachealkanile mit 2.5 mm Durchmesser eingebunden, die
sogleich mit einem Beatmungssystem verbunden wurde. Gleichzeitig mit der
Intubation beginnend wurden die Ratten bis zum Ende des Versuches mit einem

Beatmungsgerat fur Kleintiere kontrolliert beatmet. Die Beatmungsluft bestand aus
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mit CO, angereichter Raumluft, final zusammengesetzt aus ca. 4 % CO,, 17 % O,
und 79 % N,. Das Beatmungsvolumen betrug 4 ml, bei einer Beatmungsfrequenz
von 65 Atemhiuben/min. Es folgte eine Laparotomie in der Medianen mit Erweiterung
nach lateral entlang der Rippenbdgen und anschlieRender antikoagulativer
Behandlung der Ratten durch Injektion von 1 000 I.E./kg Kérpergewicht Heparin-
Natrium in die Arteria renalis sinistra. Das Diaphragma wurde nach der Laparatomie
von caudal, in der Nahe des Xyphoides, inzisiert und nach ventrolateral entlang der
Rippenbbgen abgetrennt. Ab diesem Zeitpunkt wurde Uber den gesamten
Versuchsablauf mit einem konstanten, positiven endexpiratorischen Druck (PEEP)
von 3 cm Wassersaule beatmet, um einer Atelektasebildung entgegenzuwirken.
Nach einer midsternalen Thorakotomie bis zur Intubationsinzision wurden Pericard
und Thymus zur besseren Darstellung von Aorta ascendens und Arteria pulmonalis
reseziert. Der rechte Ventrikel wurde cranial eréffnet und der an ein Schlauchsystem
angeschlossene Pulmonaliskatheter mit 2.5 mm Durchmesser in die Arteria
pulmonalis eingebunden. Hierbei wurde gleichzeitig die Aorta ascendens ligiert und
es folgte eine rasche Abtrennung der Herzspitze, um den pulmonal-vendsen Abfluss
weiterhin zu gewahrleisten. Die pulsatile Perfusion mit Elektrolytlosung als
Perfusionsmedium erfolgte bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 4 mil/min Uber
eine Masterflex®-Rollerpumpe mit Easy-Load-Pumpenkopf. Die Lunge wurde
vorsichtig von cranial nach caudal entlang der Wirbelsaule, unter Durchtrennung der
Trachea cranial der Intubationsstelle, der Vena cava, der Aorta, des Osophagus und
anhéngender Pleuraanteile herausprapariert und in aufrechter Position tber das
Ventilations- und Perfusionsschlauchsystem an einer Wiegevorrichtung aufgehangt.
Uber die eroffnete Herzspitze wurde anschlieRend ein Ventrikelkatheter mit 2.5 mm
Durchmesser fur den Abfluss von Perfusatflissigkeit tber den linken Ventrikel in das
Atrium vorgeschoben und in den linken Ventrikel eingebunden. Das Ende des
Katheters wurde mit dem Schlauchsystem verbunden, Gber welches das Perfusat,
nach Zirkulation durch Herz und LungengefalRe, wieder abflielen konnte. Die Lunge
wurde sodann von einer feuchten Warmekammer umgeben. Die Warmekammer
bestand aus einer mit feuchten Tuchern ausgelegten und von Perfusatflissigkeit
durchstromten, doppelwandigen Glaskammer, die mit einer Plastikabdeckung
verschlossen war. Die Durchflussgeschwindigkeit des Perfusates durch das
explantierte Herz-Lungen-Praparat im offenen Zirkulationssystem wurde nach der

Praparation kontinuierlich von 4 ml/min auf 13 ml/min gesteigert. Zeitgleich erfolgte
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eine Anhebung der Perfusattemperatur von 4 °C auf 37 °C. Entsprechend herrschte
final eine Temperatur von 37 °C in der Warmekammer. Nach ca. 20 min dieser
andauernden Durchspilung des Lungengefal3bettes mit kontinuierlich erneuerter
Perfusionsflissigkeit zur Auswaschung von Blutbestandteilen wurde der
Perfusionskreislauf geschlossen und die rezirkulierende Perfusion begann. Um
vorhandene atelektatische Bereiche in der Lunge zu eréffnen, wurde die Lunge zu
Beginn der 30-minutigen Vorlaufphase durch manuellen Verschluss des Schlauches,
welcher die Ausatmungsluft abfihrt, zweimal fur jeweils zwei durch das
Beatmungsgerat zugefiuihrte Atemhibe geblaht. Im weiteren Verlauf der Versuche
wurde die Lunge nach jeweils 30 min durch jeweils einmaligen Verschluss des

Schlauches fur zwei zugefiuhrte Atemhibe geblaht.

3.5 Extrakorporales Zirkulationssystem

Das fir die Perfusion verwendete extrakorporale Zirkulationssystem (Abb. 7) bestand
aus zwei doppelwandigen Glasgefal3en mit jeweils 150 ml Fassungsvermégen, einer
doppelwandigen Glasspirale und einer doppelwandigen Glaswarmekammer, die
untereinander verbunden waren und Uber eine Einheit aus einem Kuhlgerat und
Heizgerat kontinuierlich mit Temperierflissigkeit durchstromt wurden. Dieses
ermoglichte  die  Temperaturkontrolle der  Perfusionsflissigkeit und der
Warmekammer, in der sich die Lunge befand. Das Vorhandensein zweier
GlasgefalRe ermdglichte den Wechsel zwischen zwei unabhangig voneinander
bestehenden Zirkulationssystemen und somit den wiederholten Wechsel von
Perfusionsfliissigkeit ohne Unterbrechung des Kreislaufes. Beide Gefalie waren mit
einem Schlauchsystem bestehend aus Masterflex-Pumpenschlauchen mit
Innendurchmessern von: 1.6 mm, 3.1 mm, 48 mm und 6.4 mm sowie
Silikonschlauchen mit Innendurchmessern von: 3 mm beziehungsweise 4 mm
verbunden, welches die Perfusatfliissigkeit aus dem Glasbehalter, durch eine Pumpe
angetrieben, nach Passage der Glasspirale und einer zur Vermeidung von arteriellen
Embolien prapulmonal interponierten Blasenfalle, Gber den Pulmonaliskatheter der
Arteria pulmonalis zufiihrte. Nach Passage der Lungenstrombahn gelangte das
Perfusat in den linken Ventrikel und tber den linksventrikularen Katheter und das

Schlauchsystem zurtick zum Glasgefal3. Bei dieser Zirkulation befanden sich immer



Material und Methoden 38

70 ml Perfusat im Glasgefa und 30 ml im Schlauchsystem. Aufgrund der
Verwendung sterilisierter Schlauch- und Glasbestandteile sowie Endotoxin-freier
Perfusatlosung war eine Endotoxinkontamination des Perfusionssystems

ausgeschlossen.

3.6 Kontrolle von pH-Wert und Beatmungsluft

Die Beatmung erfolgte mit unbefeuchteter Raumluft, mit der Mdoglichkeit Uber
COg.-Insufflation zur Beatmungsluft den pH-Wert des Perfusionsmediums konstant
bei 7.35 bis 7.4 zu halten. Eine Kontrolle des pH-Wertes erfolgte regelméafig durch
Abnahme von Perfusatproben und deren Messung mit einem Blutgasanalysator. Die
angestrebten Gasdriicke der Beatmungsluft lagen bei einem pO, von 150 mmHg und
einem pCO, von 20-35 mmHg.

3.7 Perfusionsdruck-, Beatmungsdruck- und Gewichtsmonitoring

Das Gewicht (W) der Organpraparation wurde fortlaufend mit Hilfe einer
elektronischen Wagezelle (Messbereich 0-500 g, Messgenauigkeit £0.01 g) mit
Messverstarker registriert und tber einen Dreikanalschreiber aufgezeichnet (Abb. 7).

Zu Beginn eines jeden Versuches wurde eine Eichung durchgefihrt.

Zur kontinuierlichen Bestimmung des Ventilationsdruckes (VP), des pulmonalen
arteriellen Druckes (PAP) und des linksventrikularen Druckes (LVP), befanden sich
luftblasenfreie Polyethylen-Innenkatheter mit 0.5 mm Durchmesser in dem mit
Perfusatflissigkeit geflllten Schlauchsystem (Abb. 7). Die Katheter wurden in der
N&he der Messstellen, das heil3t vor Tracheal-, Pulmonalis- und Ventrikel-Kanule
platziert und an Druckaufnehmer angeschlossen, die mit einem Blutdruckmonitor zur
kontinuierlichen Registrierung verbunden waren. Vor Versuchsbeginn wurde der
Druck gegen den atmospharischen Druck auf 0 mmHg geeicht, wobei der Nullpunkt
der Druckaufnehmer auf HO6he des Lungenhilus eingestellt wurde. Der
linksventrikulare Druck wurde auf 2 mmHg gesetzt, um Zone-llI-Bedingungen bei der

Endexpirationsphase in allen Lungenbereichen zu garantieren, das heifl3t, um zu



Material und Methoden 39

gewahrleisten, dass alle Lungenkapillaren getffnet und alle Areale der Lunge
perfundiert sind.

Alle genannten Parameter wurden kontinuierlich online registriert und abgespeichert
(Abb. 7).

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der isoliert ventilierten und
blutfrei perfundierten Rattenlunge.

aS arterielles Schlauchsystem; B Blasenfalle; Bg Beatmungsgerdt; Bs Beatmungsschlauch;
CO, angeschlossene Gasflasche zur CO,-Zufuhr; LA linkes Atrium; LVP Linksventrikularer Druck;
M Messverstarker; P1,P2 Perfusatgefae; PA Pulmonalarterie; PAP Pulmonaler arterieller Druck;
R Registrierung und Speicherung der Messdaten; Rp Rollerpumpe; VP Ventilationsdruck; vS vendses
Schlauchsystem; W Gewicht; Wk Warmekammer; WZ Wagezelle.

Die Pfeile zeigen die Richtung des Perfusatflusses an.
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Es wurden nur solche Lungen fur die Studie ausgewdhlt, die den folgenden

Anforderungen entsprachen:

1.

3.8

Die sichtbaren, subpleural gelegenen Parenchymanteile waren homogen
weiR, ohne Anzeichen von Odembildung oder von hamorrhagischen
beziehungsweise nicht perfundierten Kapillarbezirken.

Der pulmonale arterielle Druck lag im Bereich von 5-7 mmHg und der
Ventilationsdruck im Bereich von 4-5 mmHg.

Das Gewicht hat sich tUber die 30-minutige Vorlaufphase nicht verandert.

Versuchsprotokoll

Alle Versuche wurden unter standardisierten Bedingungen durchgefihrt. Die

folgenden Protokollpunkte gelten fur alle durchgefiihrten Versuche:

1. Die kontinuierliche Datenaufzeichnung von W, VP, PAP und LVP begann

bei jedem Versuch zum Zeitpunkt -30 min mit der 30-mindtigen
Vorlaufphase (Abb. 8).

Die erste Perfusatprobenentnahme aus dem  extrakorporalen
Zirkulationssystem erfolgte vor der Verabreichung des als Stimulus
verwendeten  Bakterienwandbestandteiles, das heilst je nach
Versuchsprotokoll zum Zeitpunkt -5 min oder O min. Die nachsten Proben
wurden zum Zeitpunkt 120 min und 125 min aus der Perfusatflissigkeit
genommen. Es wurden jeweils Proben von 1 ml Volumen zur
Perfusatanalyse und pH-Wertkontrolle entnommen (Abb. 8). Fir eine
spatere Perfusatanalyse mittels ELISA-Technik wurden die Proben sofort
nach der Entnahme in flussigen Stickstoff (-196 °C) verbracht und
anschlieBend bei -20 °C gelagert.

Zu den Zeitpunkten 0 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120 min wurden die
Lungen jeweils einmalig, zum Zeitpunkt -30 min zweimalig, fir zwei
Atemhibe durch manuellen Verschluss des Schlauches geblaht, welcher
die Ausatmungsluft abflhrt, um eventuell entstandene atelektatische
Bereiche wieder zu 6ffnen (Abb. 8).

Zum Zeitpunkt 120 min wurde dem Perfusat freie Arachidonsaure in einer

Konzentration von 10 pmol/l als Stimulus zugesetzt (Abb. 8).
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5. Beendet wurden die Aufzeichnungen zum Zeitpunkt 130 min (Abb. 8).

AA
10 pmol/I
Lungenbléahung
\\ \ \ \ \ \ ,
I I I I I I I I
-30 -5/0 30 60 90 120 125 130 min
Vorlaufphase Versuchsende

T T T Perfusatproben

Abbildung 8: Zeitplan zum allgemeinen Ablauf aller Versuche mit isoliert perfundierten
Rattenlungen.

Die Datenaufzeichnung begann mit einer 30-minltigen Vorlaufphase und endete nach 130 min. Die
Lungen wurden zu den Zeitpunkten -30, 0, 30, 60, 90 und 120 min geblaht. Es wurden Perfusatproben
zu den Zeitpunkten -5 (bei Versuchen mit Inhibitor) oder O (bei Versuchen ohne Inhibitor) sowie
120 und 125 min entnommen. Nach 120 min wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefugt.

3.8.1 Kontrollversuche

Bei den Kontrollversuchen (n = 5) wurden die Lungen nach der 30-mintigen
Vorlaufphase fur zwei Stunden rezirkulierend perfundiert und zum Zeitpunkt 120 min
wurde Arachidonsdure in einer Endkonzentration von 10 pmol/l im Perfusat der

Perfusionsflissigkeit zugefligt, um als Stimulans zu wirken (Abb. 8).

3.8.2 “Priming“-Versuche

3.8.2.1  Untersuchungen zum *“gramnegativen Priming*

Bei den “gramnegativen Priming“-Versuchen (n = 5) ohne Inhibitorzugabe wurde der
Perfusionsfliissigkeit nach Beendigung der Vorlaufphase, zum Zeitpunkt O min, LPS

in einer Endkonzentration im Perfusat von 10 pg/ml beigegeben und die Rattenlunge

somit durch das im rezirkulierenden Perfusat bis zum Versuchsende vorhandene
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LPS stimuliert. Zum Zeitpunkt 120 min erfolgte die Beifligung von Arachidonsaure zur
Perfusionsfliissigkeit in einer Endkonzentration von 10 pmol/l im Perfusat
(Abb. 10).

3.8.2.2 Untersuchungen zum “gramnegativen Priming“ mit Einsatz von

verschiedenen Proteinkinase (PK)-Inhibitoren

Bei den Versuchen mit verschiedenen PK-Inhibitoren wurde die Rattenlunge ab dem
Zeitpunkt -5 min durch Zugabe von LPS in einer Endkonzentration im Perfusat von
10 pg/ml stimuliert und Arachidonsédure wurde zum Zeitpunkt 120 min in einer
Endkonzentration von 10 pmol/l im Perfusat der Perfusionsflissigkeit beigeflgt
(Abb. 9).

Der Zeitpunkt der Verabreichung und die Konzentration der PK-Inhibitoren wurden
nach Durchflihrung von Testversuchen und in Anlehnung an die in Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen verwendeten Dosierungen festgelegt (Bandla et al., 1999;
Birchall et al., 1994; Chijiwa et al., 1990; Combest et al., 1988; Davies et al., 2000; de
Rooij et al., 1998; Eichholtz et al., 1993; Félétou et al.,, 2001; Findik et al., 1995;
Geilen et al., 1992; Gekeler et al., 1996; Ghosh et al., 2001; Gschwendt et al., 1996;
Kanke et al., 2001; Kawasaki et al., 1998; Keffel et al., 1999; Kiss et al., 1995; Ku et
al., 1997; Laping et al., 1997; Martiny-Baron et al., 1993; Merritt et al., 1997; Qatsha
et al., 1993; Radallah et al., 1999; Rogalski et al., 2000; Ron et al., 1995; Sauvage et
al., 2000; Souroujon und Mochly-Rosen, 1998; Stempka et al., 1997; Togashi et al.,
1998; Toullec et al., 1991; Wang et al., 1998; Ward und O'Brian, 1993; Wenzel-
Seifert et al., 1994; Wilkinson et al., 1993; Wu und Nambi, 1998; Yang et al., 2001b;
Yedovitzky et al., 1997; Zheng et al., 2000).

Zum Zeitpunkt 0 min wurden die PKC-Inhibitoren zuséatzlich zu LPS dem bis zum
Versuchsende rezirkulierenden Perfusat zugefugt (Abb. 9). Alle Inhibitoren wurden in
den nachfolgend angegebenen Endkonzentrationen im Perfusat eingesetzt, die tUber
den ICso-Werten (Dosis der 50%igen Inhibitionskapazitat) fir die Hemmung der
entsprechenden PKC-Isoenzyme lagen. Der Inhibitor Bisindolylmaleimid | wurde in

einer Konzentration von 50 nM (n = 5) dem Perfusat zugesetzt. G6 6983 kam mit
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20 uM (n = 5) und G6 6976 mit 50 nM (n = 5) Endkonzentration zum Einsatz. Der
Myristoylierter PKCBc2-4-Inhibitor wurde in einer Konzentration von 10 uM (n = 5)
dem Perfusat beigegeben. R0-31-8425 wurde in einer Konzentration von 50 nM
(n =5) und R0-32-0432 in einer Konzentration von 10 uM (n = 5) angewendet.

Der PKA-Inhibitor H-89 wurde dem Perfusat in einer Perfusatendkonzentration von
100 nM zugefugt. Er wurde zum Zeitpunkt O min (n = 5) sowie in parallel
durchgefuhrten Versuchen zum Zeitpunkt 60 min (n = 5) verabreicht (Abb. 9).

Bisindolylmaleimid I (50 nmol/l)

G0 6976 (50 nmol/l)

G0 6983 (20 pmol/l)

Myristoylierter PKCBc,.4 -Inhibitor (10 pmol/l)
R0-31-8425 (50 nmol/l)

AA
Ro0-32-0432 (10 umol/l) 10 umol/l
10 ug/ml LPS H-89 (100 nmol/I) H-89 (100 nmol/l)
A 4 A 4
I [ I I I [
-30 50 30 60 90 120  min
Vorlaufphase Versuchsende

Abbildung 9: Zeitplan zum Ablauf der Inhibitionsversuche mit “gramnegativem Priming*.

Die isoliert perfundierten Rattenlungen wurden ab dem Zeitpunkt -5 min durch die Zugabe von
10 pg/ml LPS zum Perfusat stimuliert und nach 120 min wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugeflgt.
Die Verabreichung der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid | (50 nmol/l), G6 6976 (50 nmol/l), G6 6983
(20 pumol/l), Myristoylierter PKCBc,.4-Inhibitor (10 umol/l), Ro-31-8425 (50 nmol/l) oder Ro-32-0432
(10 pmol/l) erfolgte jeweils zum Zeitpunkt O min. Der PKA-Inhibitor H-89 wurde entweder zum
Zeitpunkt O min oder 60 min dem Perfusat zugesetzt.

3.8.2.3  Untersuchungen zum “grampositiven Priming*

Die “grampositiven Priming“-Versuche lassen sich durch Unterschiede in Art und
Menge des zum Zeitpunkt O min verabreichten Bakterienwandbestandteiles in sechs
Untergruppen unterteilen (Abb. 10). Zum einen erfolgte eine alleinige Gabe von LTA
und PepG. Dabei wurde LTA mit einer Endkonzentration im rezirkulierenden Perfusat

von 10 pg/ml (n = 5) und 20 pg/ml (n = 5) angewendet. PepG wurde bei alleiniger
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Gabe in den Konzentrationen 20 pg/ml (n = 5) und 50 pg/ml (n = 5) eingesetzt. Zum
anderen wurde eine kombinierte Gabe von LTA und PepG in den Konzentrationen
von jeweils 10 pg/ml (n = 5) und jeweils 20 pg/ml (n = 5) durchgefuhrt. Bei allen
Versuchsgruppen wurde Arachidonséaure in einer Endkonzentration von 10 pmol/l im
Perfusat zum Zeitpunkt 120 min der Perfusionsfliissigkeit hinzugegeben (Abb. 10).

gramnegativ grampositiv
10 pg/ml LPS 10 pg/ml LTA AA "
20 pg/ml LTA 10 umo
20 pg/ml PepG
50 pg/ml PepG
10 pg/ml LTA+10 pg/ml PepG
20 pg/ml LTA+20 pg/ml PepG
| | | | | [
-30 0 30 60 90 120  min
Vorlaufphase Versuchsende

Abbildung 10: Zeitplan zum Ablauf der Versuche mit “gramnegativem oder grampositivem
Priming*“.

Die isoliert perfundierten Rattenlungen wurden ab dem Zeitpunkt 0 min entweder durch die Zugabe
von 10 pg/ml LPS oder von 10 bzw. 20 pug/ml LTA, 20 bzw. 50 ug/ml PepG, sowie 10 pg/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG bzw. 20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pg/ml zum Perfusat stimuliert und
nach 120 min wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefigt.

3.8.2.4 Untersuchungen zum “grampositiven Priming“ mit Einsatz von
verschiedenen Inhibitoren der intrazellularen Signaltransduktion

sowie Zyklooxygenase (Cox)-2-Inhibitoren

Bei den Versuchen zum “grampositiven Priming“ unter Verwendung verschiedener
Inhibitoren wurde die Lunge zum Zeitpunkt -5 min durch Zugabe von LTA zusammen
mit PepG zur rezirkulierenden Perfusionsflissigkeit in einer Endkonzentration im
Perfusat von jeweils 20 pg/ml stimuliert (Abb. 11). Die Verwendung einer
Kombination von LTA mit PepG in entsprechender Dosis wurde durch die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten und den Inhibitionsversuchen vorangegangenen
Untersuchungen zum “grampositiven Priming“ ermittelt. Der Perfusionsflissigkeit
wurde zum Zeitpunkt 120 min Arachidonsaure in einer Endkonzentration von

10 pumol/l im Perfusat zugeflgt (Abb. 11). Die Verabreichung der Inhibitoren in den
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jeweiligen Versuchsgruppen erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten in

unterschiedlichen nachfolgend beschriebenen Endkonzentrationen im Perfusat.

Der jeweilige Zeitpunkt des Inhibitoreinsatzes und die Konzentration des Inhibitors
wurden bei den Versuchen mit PKC-Inhibitoren in Anlehnung an die in dieser Arbeit
durchgefiihrten, vorangegangenen Versuche mit diesen Inhibitoren bei
“‘gramnegativem Priming® durch LPS gewdahlt. Zum Zeitpunkt O min wurde das
Perfusat mit den PKC-Inhibitoren versehen (Abb. 11). Die PKC-Inhibitoren
Bisindolylmaleimid | (n = 5) und G6 6976 (n = 5) wurden in einer Endkonzentration im
Perfusat von jeweils 50 nM, der Inhibitor G6 6983 in einer Konzentration von 20 uM
(n = 5) eingesetzt. Die Inhibitorkonzentrationen lagen somit tber den ICso-Werten fur
die Hemmung der entsprechenden PKC-Isoenzyme.

Bei den MAPK-Inhibitoren richteten sich Konzentration und Zeitpunkt der
Verabreichung nach Testreihen und Angaben aus der Literatur (Borsch-Haubold
et al., 1998; Clerk und Sugden, 1998; Cuenda et al., 1995; DeSilva et al., 1998;
Duncia et al., 1998; Favata et al., 1998; Young et al., 1997). Der ERK1/2-Inhibitor
UO126 wurde zum Zeitpunkt 60 min in einer Endkonzentration von 20 pM (n = 5) in
das Perfusat gegeben (Abb. 11). Zum Zeitpunkt 60 min erfolgte die Beifligung des
p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 in einer Konzentration von 10 pM (n = 5) zum
Perfusat (Abb. 11).

Bei den Cox-2-Hemmstoffen wurde, zur besseren Vergleichbarkeit der Daten, Dosis
und Zeitpunkt der Gabe wie in den Vorstudien mit “gramnegativem Priming“ (Ermert
et al., 2000c) gewahlt. Zum Zeitpunkt 110 min wurde der jeweilige Cox-2-Inhibitor
verabreicht. NS-398 (n = 5) und DUP-697 (n = 5) wurden in einer Endkonzentration
im Perfusat von 25 pM, SC-236 (n = 5) in einer Konzentration von 10 uM verwendet
(Abb. 11).
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Bisindolylmaleimid I (50 nmol/l) NS-398 (25 pumol/l)
G6 6976 (50 nmol/l) SC-236 (10 pumol/l)
G6 6983 (20 umoll) DUP-697 (25 pmol/l)
U0126 (20 pumol/1)
SB-203580 (10 pumol/l) o0 AA y
20 pg/ml LTA + Hmo
20 pg/ml PepG
v v v
I [ I I I [T
-30 50 30 60 90 110 120 min
Vorlaufphase Versuchsende

Abbildung 11: Zeitplan zum Versuchsablauf der Inhibitionsversuche mit “grampositivem
Priming*“.

Die isoliert perfundierten Rattenlungen wurden ab dem Zeitpunkt -5 min durch die Zugabe von
20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pg/ml PepG zum Perfusat stimuliert und nach 120 min wurde AA
(10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Verabreichung der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid |
(50 nmol/l), G6 6976 (50 nmol/l) oder G6 6983 (20 umo/l) zum Perfusat erfolgte jeweils zum Zeitpunkt
0 min, des ERK1/2-Inhibitors UO126 oder des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 zum Zeitpunkt 60 min
und der Cox-2-Inhibitoren NS-398 (25 umol/l), SC-236 (10 pmol/l) oder DUP-697 (25 pmol/l) zum
Zeitpunkt 120 min.

3.9 Perfusatprobenanalyse durch Bestimmung von Thromboxan B,

6-keto-Prostaglandin F14 und Prostaglandin E;

Der Arachidonsauremetabolit Thromboxan A, (TXA;) hat unter physiologischen
Bedingungen eine Halbwertszeit von 37 sec (Smith, 1989), daher wird die Produktion
von TXA; in vivo typischerweise durch die Messung seines stabilen
Hydrolyseproduktes Thromboxan B, (TXB;) Uberprift (Mitchell et al., 1978; Viinikka
und Ylikorkala, 1980).

Da der Arachidonsaduremetabolit Prostazyklin (PGI,) eine Halbwertszeit von 60 min in
Plasma und nur 2-3 min in Pufferlosung hat, wird die Produktion von PGlI;
typischerweise durch die Messung seines stabilen Hydrolyseproduktes
6-keto-Prostaglandin Fi4 (6-keto-PGF14) Uberprift (Ylikorkala und Makila, 1985).

Zur quantitativen Bestimmung der in der Rattenlunge wahrend der Versuche
gebildeten und in den wahrend der Versuche entnommenen Perfusatproben
enthaltenen  Arachidonsduremetabolite, wurden TXB;, 6-keto-PGF;; und
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Prostaglandin E, (PGE;) durch kompetitive Enzyme-linked immunosorbent assays

(ELISA) gemessen.

Das Prinzip der verwendeten Assays basiert auf der kompetitiven Bindungstechnik,
wobei das in der Probe vorhandene TXB,, 6-keto-PGF;, oder PGE, mit einer nach
Herstellerangaben festgelegten Menge von mit alkalischer Phosphatase markiertem
TXB,, 6-keto-PGFi, oder PGE, um die Bindungsstellen an einem Antikérper
konkurriert. Wahrend der Inkubationszeit wird dieser Antikorper an die Mikroplatte
gebunden, die mit einem Anti-Antikbrper bedeckt ist. Im Anschluss an das
Auswaschen von Uberschissigem Konjugat und ungebundener Probe wird
p-Nitrophenylphosphat (pNPP) in gepufferter Losung als chromogenes Substrat in
die Mikroplattenlocher gegeben und von der alkalischen Phosphatase durch
Abspaltung eines Phosphatrestes vom farblosen Nitrophenylphosphat in
p-Nitrophenol umgewandelt, welches eine gelbliche Farbe hat. Die optische Dichte
wird bei 405 nm Wellenlange in einem Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Je hdoher
die Konzentration von TXB,, 6-keto-PGF;4 oder PGE; in der Probe ist, desto weniger
markiertes TXB,, 6-keto-PGF,4 oder PGE; bindet demzufolge an den Antikdrper und
wird Uber den Anti-Antikrper an die Mikroplatte gebunden. Die Intensitat der
Enzymreaktion und damit der Farbentwicklung ist dementsprechend umgekehrt
proportional zur Konzentration von TXB,, 6-keto-PGF;4 oder PGE; in der jeweiligen
Probe. Anhand einer Standardkurve wird die TXB,-, 6-keto-PGFi,- oder

PGE,-Konzentration ermittelt.

Die Probenvorbereitung und Messungen der unterschiedlichen ELISA wurden nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

3.10 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der registrierten Versuchsdaten und der aus den
Perfusatproben ermittelten Mengen an Arachidonsauremetaboliten erfolgte mit dem
Statistikprogramm Graph Pad Prism 2.01 (Graph Pad Software Inc., USA-San
Diego).
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Der Student’s t-test fur unverbundene Daten wurde bei allen Versuchen eingesetzt,
um die Varianzen innerhalb und zwischen verschiedenen Versuchsgruppen zu

vergleichen.

Alle in Text, Tabelle und Graphik verwendeten Daten sind berechnete Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Der Stichprobenumfang n bezeichnet die
Anzahl der unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuche innerhalb einer

Gruppe.

Verwendete Bezeichnungen und Zusammenfassungen fur die p-Werte:

p-Wert Bezeichnung Zusammenfassung
> 0.05 nicht signifikant

<0.05 signifikant *

<0.01 sehr signifikant *

<0.001 hochsignifikant ok
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4. ERGEBNISSE

4.1 Kontrollversuche

Bei den Lungen der Kontrollversuche konnte wahrend der gesamten zweistindigen,
rezirkulierenden Perfusion keine nennenswerte Erhdéhung des pulmonalarteriellen
Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) oder Lungengewichtes (AW) festgestellt
werden (Tab. 2a Anhang). Die Gabe von 10 pmol/l freier AA in Abwesenheit eines
vorangehenden bakteriellen Stimulus als “Priming” induzierte in den im Folgenden
als Kontrolllungen bezeichneten Lungen signifikante Veranderungen. Es ergab sich
ein geringer Anstieg des APAP um 3.88 £ 0.15 mmHg innerhalb von 5 min
(Abb. 12A, Tab. 2a Anhang). Parallel dazu kam es zu einer geringen Erhéhung des
AW, wahrend der AVP als Antwort auf die AA-Gabe fast unveréndert blieb
(Abb. 12B-C, Tab. 2a Anhang).

Perfusatanalyse: Nach 120 min rezirkulierender Perfusion der unstimulierten Lungen
waren mit durchschnittlich 60.4 + 21.9 pg/ml TXB,, 234.0 £ 71.2 pg/ml PGE; und
1910.0 £ 111.8 pg/ml 6-keto-PGF14 nur sehr geringe Mengen an AA-Metaboliten in

dem Perfusat messbar (Tab. 2c Anhang).

Nach der AA-Verabreichung kam es zu einem deutlichen Anstieg der Metabolite
(Abb. 13A-C, Tab. 2e Anhang). Der TXB,-Gehalt stieg innerhalb von 5 min nach
AA-Gabe auf 2220.0 £ 543.1 pg/ml, die im Perfusat vorhandene Menge an PGE, und
6-keto-PGFi4 erreichte Werte von 871.0 £ 209.8 und 22020.0 £ 6154.0 pg/ml.

4.2 “Priming“-Versuche

42.1 Untersuchungen zum “gramnegativen Priming*

Die APAP- (Tab. 2b Anhang), AVP- und AW-Werte lagen wahrend der zweistiindigen
rezirkulierenden Perfusion mit 10 pg/ml LPS innerhalb des Normbereichs. Bei der
nachfolgenden Applikation von AA war im Vergleich zu den unstimulierten

Kontrolllungen nach AA-Gabe eine deutlich gesteigerte, signifikante Reaktion von
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APAP, AVP und AW zu verzeichnen (Abb. 12A-C, Tab. 2d Anhang). Der APAP war
mit 10.82 £ 0.22 mmHg beinahe dreimal so gro3 wie bei den Kontrolllungen 5 min
nach AA-Verabreichung, und auch die AVP-Zunahme von 1.48 + 0.24 mmHg und der
AW-Anstieg von 4.78 + 1.07 waren knapp elf- und siebenmal héher als bei den

Kontrolllungen. Dies zeigt sehr deutlich die verstarkte Reaktion der Lungen auf freie

AA bei vorheriger Verabreichung von LPS.
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Abbildung 12A,B,C: Einfluss des “Primings* durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW)
nach AA-Applikation.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pug/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pug/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pug/ml LTA zusammen mit 20 pug/ml PepG perfundiert. Nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

Perfusatanalyse: Zum Zeitpunkt 120 min wurden bei den mit LPS “geprimten®

Lungen nur geringe Konzentrationen an TXB,, PGE, und 6-keto-PGF;, gemessen,

die geringgradig héher lagen als bei den Kontrolllungen (Tab. 2¢c Anhang).

Zum Zeitpunkt 125 min konnte in den mit LPS stimulierten Lungen im Vergleich zu
den Kontrolllungen ohne “LPS-Priming”, parallel zu der gesteigerten AA-induzierten
Reaktion der physiologischen MessgroRen APAP, AVP und AW, eine erhdhte
Anhaufung von AA-Metaboliten im Perfusat gemessen werden. Der deutliche Anstieg
der TXB;-, PGE,- und 6-keto-PGF;,-Konzentration innerhalb von 5 min nach
AA-Applikation war knapp drei- bis funfmal so hoch wie bei den Kontrolllungen
(Abb. 13A-C, Tab. 2e Anhang).
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Abbildung 13A,B,C: Einfluss des “Primings” durch Bakterienwandbestandteile auf die
AA-Metabolite TXB,, PGE, und 6-keto-PGF,, nach AA-Applikation.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pg/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pg/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pug/ml PepG perfundiert. Nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte = SEM des
Metabolitengehaltes zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 Probenanalysen von jeweils unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

In der vorliegenden Arbeit bewirkte das zweistindige “Priming“ von isolierten
Rattenlungen durch rezirkulierende Perfusion mit Endotoxin (LPS) keine
Veranderung der physiologischen Messwerte PAP, VP und W. Erst die nachfolgende
Verabreichung von AA flhrte zu einer, gegeniber den Kontrolllungen deutlich
verstarkten, signifikanten Zunahme der Messwerte APAP, AVP und AW, bei

gleichzeitiger Zunahme des ermittelten Gehaltes an TXB,, PGE, und 6-keto-PGF4
im Perfusat.
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4.2.2 Untersuchungen zum “gramnegativen Priming“ mit Einsatz von

verschiedenen Proteinkinase (PK)-Inhibitoren

Proteinkinase A-Inhibitor

Die Verabreichung des PKA-Inhibitors H-89 (100 nM) bei mit LPS (10 pg/ml)
“geprimten” Lungen fuhrte zu keiner signifikant abgeschwéachten Reaktion der
Messwerte APAP, AVP und AW auf die AA-Gabe (Abb. 14A-C, Tab. 3a Anhang). Die
Zugabe des Inhibitors zum Perfusat 5 min nach Beginn der LPS-Perfusion (Zeitpunkt
0 min) verminderte geringfugig, jedoch nicht signifikant den Anstieg von APAP und
AVP, aber nicht den von AW. Wurde der Inhibitor in gleicher Dosierung 60 min nach
LPS gegeben, lag der APAP-Wert ahnlich hoch wie bei der Gabe zum Zeitpunkt
0 min, der AVP wurde im Vergleich zu den Lungen ohne Inhibitor auf die Halfte
reduziert, allerdings nicht signifikant und AW stieg nur geringfligig weniger an als bei

den ohne Inhibitor mit LPS behandelten Lungen.
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Abbildung 14A,B,C: Wirkung des “LPS-Primings* auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit eines PKA-Inhibitors.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des PKA-Inhibitors H-89 erfolgte zum Zeitpunkt 0 bzw. 60 min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min
nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgeflihrte Versuche in jeder

Versuchsgruppe.
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Perfusatanalyse: Auch bei der Messung der AA-Metabolite im Perfusat zum
Zeitpunkt 125 min bei erfolgter Beimischung des PKA-Inhibitors H-89 (100 nM) zum
Perfusat 60 min nach der LPS-Gabe zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu den
ohne Inhibitor mit LPS perfundierten Lungen (Abb. 15A-C, Tab. 3b Anhang).

Lediglich die TXB,-Konzentration lag unter dem bei diesen Lungen ermittelten Wert,
allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 15A,B,C: Einfluss des “LPS-Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und 6-keto-
PGF14 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit eines PKA-Inhibitors.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des PKA-Inhibitors H-89 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in
pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 Probenanalysen von jeweils unabh&ngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe.

H-89 war in der angewendeten Konzentration (100 nM) nicht in der Lage, die durch
Arachidonsaure ausgeloste Vasokonstriktion, Bronchokonstriktion und
Gewichtseinlagerung in der durch zweistiindige Perfusion mit Endotoxin stimulierten
isolierten Rattenlunge zu verhindern. Die in der Lunge gebildeten und im Perfusat
gemessenen Mengen an TXB,, PGE,; und 6-keto-PGF;, waren nicht geringer als
nach der AA-Verabreichung an die Rattenlungen, die ohne Inhibitor mit LPS

“geprimt” wurden.

Proteinkinase C-Inhibitoren

Der Einsatz verschiedener Proteinkinase C-Inhibitoren zum Zeitpunkt O min bei
Lungen, die durch zweistindige, rezirkulierende Perfusion mit LPS stimuliert wurden,
zeigte eine unterschiedlich ausgepragte Hemmwirkung auf die durch
AA-Verabreichung ausgeldste Reaktion der isolierten Rattenlunge (Abb. 16A-C,
Tab. 4a Anhang). Die aufgezeichneten Messwerterhbhungen innerhalb von 5 min
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nach dem Zufugen von freier AA zum Perfusat wurden durch die PKC-Inhibitoren
Go6 6976 (50 nM, Hemmung von PKCa, B;, M), Myristoylierter PKCRc;-4-Inhibitor
(10 uM, Hemmung von PKCa, B, Bi, Y), Ro-31-8425 (50 nM, Hemmung von PKCa,
Bi, Bu, Y, €), Ro-32-0432 (10 pM, Hemmung von PKC q, B, €), Bisindolylmaleimid |
(50 nM, Hemmung von PKC a, By, Bi, Y, 0, €) und G6 6983 (20 uM, Hemmung von
PKCa, Bi, B, ¥, 0, 4, Q) in dieser Reihenfolge in zunehmendem Mal3e inhibiert. Der
Anstieg des APAP wurde durch G6 6976 im Vergleich zu den ohne Inhibitor mit LPS
perfundierten Lungen nur gering und durch den Myristoylierten PKCR¢;-4-Inhibitor
etwas mehr gehemmt. Die restlichen eingesetzten PKC-Inhibitoren konnten den
APAP auf durchschnittlich ein Drittel des bei den Lungen ohne Inhibitorzusatz
ermittelten Wertes von 10.82 + 0.22 mmHg reduzieren und er entsprach damit
ungefahr dem in isolierten Rattenlungen ohne “LPS-Priming® nach AA-Zugabe zum
Perfusat erreichten Wert von 3.88 + 0.15 mmHg. Demnach konnte der durch LPS
induzierte APAP-Anstieg vollstandig unterdriickt werden. Die Inhibitoren
Bisindolylmaleimid | und G6 6983 verringerten den AVP auf einen Mittelwert von
0.29 £ 0.13 und 0.32 £ 0.04, die anderen Inhibitoren erreichten einen Mittelwert von
0,77 bis 0,87 mmHg, wahrend der AVP der Lungen mit “LPS-Priming“ ohne
PKC-Inhibitor bei 1.48 + 0.24 mmHg lag. Der AW betrug bei den verschiedenen
Inhibitoren die Halfte bis ein Funftel der ermittelten Gewichtszunahme der mit LPS

stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden.
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Abbildung 16A,B,C: Wirkung des “LPS-Primings® auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.
Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren GO 6976, Myristoylierter PKCR¢,.4-Inhibitor,
R0-31-8425, Ro0-32-0432, Bisindolylmaleimid | und GO 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min
nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LPS stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor
perfundiert wurden: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Perfusatanalyse: Die Produktion der AA-Metabolite TXB,, PGE; und 6-keto-PGFi4
bei der Anwendung von PKC-Inhibitoren zeigte kaum Unterschiede zu den ohne
PKC-Inhibitor mit LPS stimulierten Lungen (Abb. 17A-C, Tab. 4b Anhang).
Gegenuber einem TXB,-Gehalt von 7010.0 + 1094.0 pg/ml bei den ohne Inhibitor

perfundierten Lungen, wurde die TXB,-Produktion lediglich durch den Inhibitor
GO 6976 signifikant auf einen Wert von 4649.0 £ 449.0 pg/ml reduziert. Bei den
Inhibitoren Myristoylierter PKCRcz.4-Inhibitor und Bisindolylmaleimid | waren die
Werte nicht signifikant erniedrigt und bei den anderen Inhibitoren lagen die
TXB,-Mengen knapp Uber den bei den Lungen ohne Inhibitorgabe ermittelten
Werten. Die PGE,-Produktion konnte durch die Inhibitoren G6 6976, Ro-32-0432 und
Bisindolylmaleimid | nicht signifikant geringfigig gehemmt werden im Vergleich zu
den durch LPS stimulierten Lungen ohne Inhibitorverabreichung. Die anderen
PKC-Inhibitoren konnten keine Hemmung der PGE;-Bildung erzielen. Die
6-keto-PGF14-Konzentrationen lagen bei der Verwendung der Inhibitoren G6 6976
und Ro-32-0432, im Vergleich zu der ermittelten Konzentration von 60870.0 + 6860.0
pg/ml bei den ohne Inhibitor mit LPS behandelten Lungen, geringflgig niedriger,
jedoch lediglich bei G6 6976 war der Unterschied signifikant. Bei den Versuchen mit
den Inhibitoren Myristoylierter PKCI3¢2-4-Inhibitor, Bisindolylmaleimid I, G6 6983 und
Ro0-31-8425 wurden hdéhere Konzentrationen an 6-keto-PGF14 gemessen als bei den
Vergleichslungen. Die ermittelten Mengen an 6-keto-PGF;, waren bei dem
Myristoylierten PKCIR3¢2.4-Inhibitor und bei Bisindolylmaleimid I mit 62990.0 + 10820.0
und 69210.0 + 14640.0 pg/ml 6-keto-PGFi4 leicht erhéht und bei G6 6983 und
R0-31-8425 mit 85490.0 + 18590.0 und 90520.0 + 19220.0 pg/ml 6-keto-PGFq4

deutlich, jedoch nicht signifikant erhoht.
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Abbildung 17A,B,C: Einfluss des “LPS-Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und 6-keto-
PGF14 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren G6 6976, Myristoylierter PKCR¢; 4-Inhibitor,
R0-31-8425, R0-32-0432, Bisindolylmaleimid | und G6 6983 erfolgte zum Zeitpunkt 0 min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in
pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 Probenanalysen von jeweils unabh&ngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LPS
stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05.

Die Anwendung verschiedener Proteinkinase C-Inhibitoren bei mit LPS “geprimten”
Rattenlungen zeigte eine Hemmwirkung auf die durch die Verabreichung des zweiten
inflammatorischen Stimulus AA ausgelésten, messbaren Reaktionen der Lungen:
Gewichtszunahme, Erh6hung des pulmonalarteriellen Druckes und
Ventilationsdruckes. Die Liberation der im Perfusat gemessenen AA-Metabolite
dagegen war teilweise tendenziell reduziert, teilweise nicht signifikant erhdht, im

Prinzip unverandert.

4.2.3 Untersuchungen zum *“grampositiven Priming*

Ohne Zugabe von Arachidonsdure in das Perfusat lag der APAP-Wert nach der
zweistiindigen rezirkulierenden Perfusion mit Applikation von 10 beziehungsweise
20 pg/ml LTA zum Zeitpunkt O min nicht hoher als bei den Kontrolllungen. Bei der

alleinigen Gabe von PepG und der kombinierten Gabe von LTA und PepG stieg der
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fortlaufend registrierte PAP dagegen zwischen den Zeitpunkten O und 120 min
signifikant an (Tab. 2b Anhang). Bei der Gabe von 20 und 50 pg/ml PepG und je
10 pg/ml LTA zusammen mit 10 pg/ml PepG lagen die Werte des APAP nach
120 min deutlich héher als die bei den Kontrolllungen aufgezeichneten Werte. Bei
der Stimulation der Lungen durch je 20 pg/ml LTA und PepG war mit 2.34 + 0.24

mmHg der gro3te APAP zwischen 0 und 120 min festzustellen.

In den Untersuchungen mit Applikation von AA nach 120 min war in Abhangigkeit
von der verwendeten Konzentration der Zellwandkomponenten LTA und PepG
grampositiver Bakterien sowie ihrer alleinigen oder kombinierten Verabreichung, eine
gesteigerte Reaktion von APAP, AVP und AW im Vergleich zu den Kontrolllungen zu
verzeichnen (Abb. 12A-C, Tab. 2d Anhang).

Bei der Verabreichung von 10 pg/ml LTA war der APAP mit 4.43 + 0.53 mmHg kaum
hoher als bei den Kontrolllungen 5 min nach AA-Applikation. Eine
Konzentrationserhbhung auf 20 pg/ml LTA verdoppelte die APAP-Differenz
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der AVP lag in der Versuchsgruppe mit
10 pg/ml LTA nicht signifikant 2.4-mal so hoch wie bei den Lungen ohne Stimulation
und die Gabe der doppelten Dosis LTA erbrachte eine signifikante Erhéhung der
Messparameterreaktion um etwa das 5fache im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch
die Reaktion der Lunge mit Gewichtszunahme fiel bei der Verabreichung von
20 pg/ml LTA, mit einem 7.6-mal hoheren Wert als bei den Kontrolllungen deutlich

starker aus als die nur geringe AW-Zunahme nach der Gabe von 10 pug/ml LTA.

Bei der Stimulation der Rattenlungen durch PepG war eine Konzentration von
20 pg/ml noétig, um nach der AA-Gabe signifikante Unterschiede von APAP, AVP und
AW gegenuber der Kontrolle zu erreichen. Durch eine Erhéhung der Konzentration
auf 50 ug/ml Pep G im Perfusat wurde nur bei AVP eine leichte weitere Steigerung
der Messwerte erreicht, jedoch konnten beide PepG-Konzentrationen nicht so grol3e
Messwerterhdhungen verzeichnen wie 20 pg/ml LTA mit anschliel3ender
AA-Applikation.

Erst die Verabreichung von LTA und PepG in Kombination bewirkte einen besonders

deutlich verstarkten Anstieg von APAP, AVP und AW im Vergleich zu den
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Kontrolllungen, die ohne vorherigen bakteriellen Stimulus mit AA behandelt wurden.
Die Gabe von jeweils 10 pg/ml LTA und PepG erhéhte den APAP im Vergleich zu
den Kontrolllungen um ungefahr das 2.5fache und bei einer Konzentration von je
20 pg/ml wurde eine Steigerung des APAP um das 3.4fache erreicht. Parallel dazu
bewirkte die Kombination von LTA und PepG in der Konzentration von je 10 pug/ml
eine 6.7-mal grofRere Steigerung des AVP und bei je 20 pg/ml den 13fachen Wert der
Kontrollversuche. Hier zeigte sich also eine deutlich gesteigerte Reaktion der Lungen
auf freie AA. Die kombinierte Gabe von LTA und PepG bewirkte auch bei dem AW
die deutlichste Veranderung unter den Versuchsgruppen mit grampositiver
Stimulation, mit einer Gewichtseinlagerung von 6.03 £ 2.13 g bei je 10 pg/ml LTA
und PepG und 11.77 £ 0.80 g bei je 20 pg/ml, gegeniber 0.63 + 0.17 g bei den
Lungen ohne Stimulation. Die Stimulation der isolierten Rattenlunge durch die
kombinierte Gabe von je 20 pug/ml LTA und PepG ergab also eine eindeutige und
hochsignifikante Erhéhung der aufgezeichneten Messwerte 5 min nach AA-Gabe im
Vergleich zu den Kontrolllungen und l6ste eine starkere Reaktion der isolierten
Rattenlunge aus als bei der alleinigen Gabe von LTA oder PepG.

Perfusatanalyse: Nach 120 min rezirkulierender Perfusion der mit grampositiven

Bakterienwandsbestandteilen stimulierten Lungen waren geringe Mengen der
AA-Metabolite TXB,, PGE, und 6-keto-PGF;4 in dem Perfusat messbar (Tab. 2c
Anhang). Vor allem bei den Versuchgruppen mit alleiniger Verabreichung von PepG
sowie kombinierter Verabreichung von LTA und PepG wurden parallel zu den
vergleichsweise héheren APAP-Werten auch gréRere Eikosanoidmengen als bei den

Kontrolllungen gemessen (Tab. 2¢c Anhang).

Die Beifigung von AA zum Perfusat der mit LTA und PepG alleine oder in
Kombination stimulierten Lungen bewirkte im Vergleich zu den ohne vorherigen
bakteriellen Stimulus mit AA behandelten Kontrolllungen eine gesteigerte Produktion
von AA-Metaboliten in der Lunge (Abb. 13A-C, Tab. 2e Anhang). Der TXB,-Gehalt
lag um das zwei- bis dreifache hoher als bei den Kontrolllungen, wobei die
Versuchsgruppe, in der 50 ug/ml PepG verabreicht wurde geringflgig, aber nicht
signifikant hohere Werte erzielte als die kombinierte Gabe von LTA und PepG,

gefolgt von den anderen Versuchsgruppen. Die ermittelten PGE,-Konzentrationen
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ergaben ein &ahnliches Bild, mit einem signifikanten, ungefahr vierfach héheren
Konzentrationsanstieg im Vergleich zu den Kontrolllungen nach der Verabreichung
von 50 pg/ml PepG und in der Versuchsgruppe der kombinierten LTA- und PepG-
Gabe, gegeniber einem nur ungefahr zwei- bis dreifach erhdhten PGE»-Gehalt in
den restlichen Versuchsgruppen. Auch die im Perfusat vorhandene Menge an
6-keto-PGF4 stieg innerhalb von 5 min nach AA-Applikation wesentlich deutlicher an
als bei den Kontrolllungen. Der hochste Gehalt an 6-keto-PGFy, konnte in der
Versuchsgruppe mit jeweils 20 pg/ml LTA und PepG gemessen werden, der
hochsignifikant 4.2-mal hoher lag als bei den Kontrolllungen. In den anderen
Versuchsgruppen wurden 1.6- bis 2.3-mal héhere Konzentrationen an 6-keto-PGF4
festgestellt. Die grampositive Stimulation konnte, &hnlich der Stimulation durch
gramnegatives LPS, eine Konzentrationszunahme der AA-Metabolite im Perfusat in
unterschiedlichem Ausmal3 bei den verschiedenen Versuchgruppen auslésen.
Signifikante Erh6hungen zeigten sich hauptsachlich in der Gruppe der kombinierten
Verabreichung von LTA und PepG, sowie bei alleiniger Verabreichung von PepG und

LTA in héherer Dosierung.

Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich, dass die Wandbestandteile grampositiver
Bakterien, ahnlich wie die gramnegativer Bakterien, in der Lage sind, eine erhdhte
pulmonale Reaktivitat in isolierten Rattenlungen auszuldsen. Wahrend die alleinige
Gabe von PepG eine malig gesteigerte und die alleinige Gabe von LTA eine etwas
starker erhohte vaskulare und bronchiale Reaktivitdt der Rattenlunge auf den
sekundaren Stimulus AA verursachte, bewirkte die kombinierte Gabe der
grampositiven Bakterienwandbestandteile LTA und PepG eine deutliche “Priming“-
Reaktion, mit ausgepragtem Anstieg des pulmonalen und vaskularen Druckes und
sehr starker Lungengewichtszunahme. Gleichzeitig kam es zu einer Zunahme der
Bildung von AA-Metaboliten. Die kombinierte Verabreichung von LTA zusammen mit
PepG hatte eine starkere pulmonale Reaktion zur Folge als die alleinige
Verabreichung von LTA und PepG, ebenso eine Erhdhung der Dosis auf das

zweifache bei alleiniger Verabreichung von LTA beziehungsweise PepG.
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4.2.4 Untersuchungen zum “grampositiven Priming“ mit Einsatz von
verschiedenen Inhibitoren der intrazellularen Signaltransduktion

sowie Zyklooxygenase (Cox)-2-Inhibitoren

Proteinkinase C-Inhibitoren

Der Einsatz der Proteinkinase C-Inhibitoren Bisindolylmaleimid | (50 nM), GO 6976
(50 nM) und GO 6983 (20 uM) zum Zeitpunkt O min zeigte bei den mit jeweils
20 pg/ml LTA und PepG stimulierten Lungen eine deutliche Hemmung der 5 min
nach Applikation freier AA auftretenden Messwertveranderungen (Abb. 18A-C,
Tab. 5a Anhang). Bei allen drei Messparametern APAP, AVP und AW zeigte der
Inhibitor G6 6983 die groRte Hemmwirkung auf die AA-induzierte Reaktion der
Lungen, gefolgt von dem Inhibitor G6 6976 und Bisindolylmaleimid |. Der APAP
wurde ausgehend von den ermittelten 13.26 + 0.70 mmHg bei den mit LTA und
PepG sowie nach 120 min mit AA stimulierten Lungen ohne Inhibitorzugabe bei
Bisindolylmaleimid I mit einem Wert von 5.88 + 0.96 mmHg auf ungeféhr die Halfte,
bei G6 6976 mit 4.78 + 0.79 mmHg auf ein Drittel und bei G6 6983 mit 1.95 + 0.89
mmHg auf ein Siebtel abgesenkt. Der PKC-Inhibitor G6 6983 unterdriickte den APAP
damit auch signifikant unter den bei den Kontrolllungen gemessenen Wert von
3.88 = 0.15 mmHg nach AA-Verabreichung ohne vorheriges “LTA und PepG-
Priming®“. Die Hemmwirkung auf den AVP zeigte sich in gleicher Verteilung und
ahnlichem Ausmal3 mit Werten von 1.82 + 0.33 mmHg zum Zeitpunkt 125 min bei
den mit LTA und PepG stimulierten Lungen ohne Inhbitorverabreichung im Vergleich
zu 0.73 + 0.25 mmHg bei Verwendung von Bisindolylmaleimid I, 0.60 = 0.09 mmHg
bei Einsatz von GO 6976 und 0.43 + 0.13 mmHg bei G6 6983-Anwendung. Die
Gewichtszunahme der Lungen innerhalb von 5 min nach AA-Applikation wurde durch
alle drei Inhibitoren fast vollstandig verhindert mit einem AW von 1.34 = 0.49 g bei
Bisindolylmaleimid I, 1.06 £ 0.30 g bei G6 6976 und 0.29 + 0.07 g bei G6 6983
gegenuber 11.77 + 0.80 g bei den ohne Inhibitor mit LTA und PepG “geprimten”
Lungen (Abb. 18A-C, Tab. 5a Anhang).
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Abbildung 18A,B,C: Wirkung des “LTA und PepG-Primings“ auf den AA-induzierten Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW)
in Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I,
G6 6976 und GO 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5
unabhé&ngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
zu den mit mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001.

Perfusatanalyse: Der durch freie AA induzierte Anstieg der AA-Metabolite konnte bei

den durch LTA und PepG stimulierten Lungen von den PKC-Inhibitoren entweder gar
nicht oder nicht so stark gehemmt werden wie der Anstieg der physiologischen
Messwerte (Abb. 19A-C, Tab. 5b Anhang). Bei den Messungen des TXB,-Gehaltes
ergaben sich minimal reduzierte Werte bei Bisindolylmaleimid I, wahrend fir G6 6976
leicht und fir G6 6983 sogar signifikant erhéhte TXB,-Konzentrationen im Vergleich
zu den ohne Inhibitoren mit LTA und PepG stimulierten Lungen ermittelt wurden. Die
gemessenen PGE,-Konzentrationen lagen in der Versuchsgruppe mit
Bisindolylmaleimid | und G6 6976 in dem Bereich der ohne Inhibitor stimulierten
Lungen, wahrend bei G6 6983 fast doppelt so hohe Werte wie bei den Lungen ohne
Inhibitorzugabe festgestellt wurden. Lediglich die im Perfusat gemessene Menge an
6-keto-PGF14 lag bei den Inhibitoren Bisindolylmaleimid | und Go6 6976 ungefahr um
die Halfte niedriger als bei den ohne PKC-Inhibitor mit LTA und PepG stimulierten
Lungen. Der Inhibitor G6 6983 zeigte keine Hemmung der 6-keto-PGF,-Bildung; es
ergaben sich ahnliche Messwerte wie bei den Versuchen ohne Inhibitor. Bei den drei
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bestimmten AA-Metaboliten wurde bei der Verabreichung des Inhibitors G6 6983

jeweils eine hohere Konzentration gemessen als bei G6 6976, gefolgt von
Bisindolylmaleimid I.
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Abbildung 19A,B,C: Einfluss des “LTA und PepG-Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE,
und 6-keto-PGF,, nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.
Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I,
G0 6976 und GO 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, *** p<0.001.

Die drei eingesetzten PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I, G6 6976 und GO 6983
waren in der Lage, die durch LTA und PepG ausgeltste “Priming“-Reaktion in der
isolierten Rattenlunge, gekennzeichnet durch gesteigerte Reaktion von APAP, AVP
und AW nach AA-Verabreichung, deutlich zu hemmen. Die in den Perfusatanalysen
gemessenen Mengen der Eikosanoidmetabolite TXB,, PGE, und 6-keto-PGF4 lagen
bei dem Einsatz der PKC-Inhibitoren partiell unter den Werten der ohne

PKC-Inhibitor mit LTA und PepG stimulierten Lungen, partiell dartber.

Mitogen aktivierte Proteinkinase-Inhibitoren

In isoliert perfundierten Rattenlungen, die der Stimulation durch LTA und PepG

(20 pg/ml + 20 pg/ml) fur 2 h unterzogen wurden, beeinflusste die Verabreichung des
p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 (10 uM) und des ERK1/2-Inhibitors UO126 (20 uM)
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jeweils 60 min nach Stimulantiengabe die durch freie AA induzierte und sich in den
Messwerten APAP, AVP und AW widerspiegelnde Reaktion der Lunge sehr deutlich
(Abb. 20A-C, Tab. 6a Anhang). Der p38-MAPK-Inhibitor SB-203580 war in der Lage
den Anstieg der APAP-, AVP- und AW-Werte nach AA-Applikation fast vollstandig zu
verhindern. Unter dem Einsatz von SB-203580 ergab sich ein APAP von 0.55 + 0.25
mmHg der damit sowohl signifikant niedriger lag als der bei den mit LTA und PepG
“geprimten” und ohne Inhibitoranwendung nach 120 min mit AA stimulierten Lungen
ermittelte Wert von 13.26 £ 0.7 mmHg als auch signifikant erniedrigt war gegenuber
dem bei den lediglich mit AA stimulierten Kontrolllungen gemessenen APAP von
3.88 = 0.15 mmHg. Bei den Lungen, die zusatzlich zu den Stimulantien LTA und
PepG mit dem ERK1/2-Inhibitor UO126 perfundiert wurden, betrug der APAP 5 min
nach AA-Gabe weniger als ein Drittel des APAP der ohne Inhibitorzugabe
perfundierten Lungen. Entsprechend dem APAP wurde der Anstieg von AVP und AW
durch UO126 nahezu komplett gehemmt. Beide MAPK-Inhibitoren erzielten eine
deutliche, signifikante Hemmung der durch grampositive Stimulation induzierten

vaskularen und bronchialen Drucksteigerungen sowie der Gewichtserhéhung.
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Abbildung 20A,B,C: Wirkung des “LTA und PepG-Primings“ auf den AA-induzierten Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW)
in Abwesenheit und Anwesenheit von MAPK-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 und des
ERK1/2-Inhibitors UO126 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte *
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5
unabhé&ngig voneinander durchgefiihnrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: ** p<0.01,

*** p<0.001.
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Perfusatanalyse: Die Menge der messbaren AA-Metabolite 5 min nach

AA-Verabreichung war bei den Lungen, die nach Stimulation durch LTA und PepG
mit dem p38-MAPK-Inhibitor SB-203580 perfundiert wurden, deutlich vermindert
gegenuber den Lungen, denen kein Inhibitor verabreicht wurde (Abb. 21A-C, Tab. 6b
Anhang). Bei der Verwendung des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 ergab sich mit
einem Wert von 424.0 + 195.4 pg/ml ein deutlich geringerer Anstieg des
TXB,-Gehaltes im Perfusat nach AA-Gabe als bei den grampositiv stimulierten
Lungen ohne Inhibitorverwendung mit 4431.0 = 742.0 pg/ml TXB, und auch ein
signifikant verminderter Anstieg gegenuber den Kontrolllungen, die ohne
vorhergehendes bakterielles “Priming” mit AA behandelt wurden und eine TXB,-
Konzentration von 2220.0 = 543 pg/ml aufwiesen (Tab. 2e Anhang, Tab. 6b Anhang).
Der Gehalt an PGE; und 6-keto-PGF;4 im Perfusat betrug ungefahr 30 % der Werte
bei den Vergleichslungen ohne Inhibitor.

Der ERK1/2-Inhibitor UO126 hemmte den Anstieg der Metabolite TXB, und PGE; um
ein Drittel und ein Viertel der bei den ohne Inhibitor mit LTA und PepG “geprimten®
Lungen ermittelten Werte. Er erzielte keine Hemmung der 6-keto-PGF14-Produktion
(Abb. 21A-C, Tab. 6b Anhang).
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Abbildung 21A,B,C: Einfluss des *“grampositiven Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE,
und 6-keto-PGF;, nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von MAPK-
Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefligt. Die Gabe des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 und des
ERKZ1/2-Inhibitors UO126 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, *** p<0.001.
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Die Verabreichung des ERK1/2-Inhibitors UO126 und vor allem des p38-MAPK-
Inhibitors SB-203580 unterdriickte in den isoliert perfundierten Rattenlungen, die der
Stimulation durch LTA und PepG unterzogen wurden, die durch freie AA induzierte
und sich in den Messwerten APAP, AVP und AW sowie in der Menge der

produzierten Eikosanoide widerspiegelnde Reaktion der Lunge sehr deutlich.

Zyklooxygenase-2-Inhibitoren

Die Verabreichung der selektiven Cox-2-Inhibitoren NS-398 (25 umol/l), SC-236
(20 pmol/l) und DUP-697 (25 pmol/l) 10 min vor der AA-Gabe unterdrtickte den durch
die AA bewirkten Anstieg der drei Parameter APAP, AVP und AW bei mit LTA und
PepG (20 pg/ml + 20 pg/ml) stimulierten Lungen deutlich und hochsignifikant
(Abb. 22A-C, Tab. 7a Anhang). Bei jedem der Inhibitoren wurde der Anstieg der drei
Messparameter fast vollstandig gehemmt, wobei der Inhibitor DUP-697 jeweils die
starkste Wirkung aufwies. Im Vergleich zu einem APAP von 13.26 + 0.7 mmHg 5 min
nach AA-Zugabe zum Perfusat bei den zuvor mit LTA und PepG “geprimten” Lungen
lag der APAP mit einem Wert von 2.76 = 0.57 mmHg bei Verwendung des Inhibitors
NS-398 und einem Wert von 1.50 + 0.25 mmHg beziehungsweise 0.02 + 0.02 mmHg
bei Anwendung der Inhibitoren SC-236 beziehungsweise DUP-697 hochsignifikant
niedriger, wobei die letzteren beiden auch hochsignifikant geringere Werte erzielten
als der bei den Kontrolllungen gemessene APAP von 3.88 = 0.15 mmHg. Der
AA-induzierte Anstieg des AVP konnte durch den Einsatz der Inhibitoren NS-398,
SC-236 und DUP-697 signifikant unterdriickt werden auf Werte von 0.70 = 0.18
mmHg, 0.36 + 0.06 mmHg und 0.02 = 0.02 mmHg gegentber einem Wert von
1.82 + 0.33 mmHg bei den Lungen mit “LTA und PepG-Priming“ ohne
Inhibitorzugabe. Die nach AA-Applikation auftretende Gewichtseinlagerung der mit
LTA und PepG perfundierten Rattenlungen wurde durch die eingesetzten
Cox-2-Inhibitoren fast vollstandig gehemmt mit einem AW von 0.37 + 0.12 g bei
NS-398, 0.23 £ 0.06 g bei SC-236 und 0.10 £ 0.03 g bei DUP-697 im Gegensatz zu

einem Wert von 11.77 + 0.80 g bei der Lungenstimulation ohne Inhibitor.
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Abbildung 22A,B,C: Wirkung des “LTA und PepG-Primings®“ auf den AA-induzierten Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW)
in Abwesenheit und Anwesenheit von Cox-2-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefugt. Die Gabe der Cox-2-Inhibitoren NS-398, SC-236 und
DUP-697 erfolgte zum Zeitpunkt 110 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit
LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

Perfusatanalyse: Parallel zu dem durch die Cox-2-Inhibitoren gehemmten Anstieg
der Messwerte APAP, AVP und AW nach AA-Stimulation wurde der

Konzentrationsanstieg an AA-Metaboliten im Perfusat deutlich gehemmt
(Abb. 23A-C, Tab. 7b Anhang). Wahrend der TXB,-Gehalt bei den mit LTA und PepG
stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden, 4431.0 + 742.0 pg/ml
betrug, wurde bei der Verwendung von NS-398 ein erniedrigter Wert von
2317.0 + 398.8 pg/ml ermittelt. In den Versuchsgruppen mit SC-236 und DUP-697
lagen die TXB,-Konzentrationen bei 424.0 + 677.0 pg/ml und 208.4 + 18.0 pg/ml und
damit deutlich unter den Werten der Vergleichslungen, denen LTA und PepG ohne
Inhibitor verabreicht wurde, als auch unter den bei Kontrolllungen, die lediglich AA
erhielten, gemessenen 2220.0 £ 543.1 pg/ml TXB, (Tab. 2e Anhang, Tab. 7b
Anhang). Parallel dazu war die in dem Perfusat enthaltene Menge an PGE; bei
Verabreichung der Inhibitoren NS-398 und SC-236 auf ungefédhr ein Drittel, bei
DUP-697 auf ungefahr ein Achtel des bei den Vergleichslungen ohne Inhibitor
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ermittelten Wertes reduziert. Bei den Versuchen mit dem Cox-2-Inhibitor DUP-697
wurden auch deutlich niedrigere PGE,-Konzentrationen als bei den ohne vorherigen
grampositiven Stimulus mit AA versehenen Lungen festgestellt (Tab. 2e Anhang,
Tab. 7b Anhang). Der 6-keto-PGF,-Gehalt war ebenfalls erniedrigt, bei NS-398 und
SC-236 auf ungefahr die Halfte der 6-keto-PGF14-Menge, die bei den mit LTA und
PepG ohne Inhibitor “geprimten“ Lungen gebildet wurde, bei DUP-697 auf ungefahr
20 % der bei den Vergleichslungen und 80 % der bei den Kontrolllungen bestimmten
Werte (Tab. 2e Anhang, Tab. 7b Anhang).
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Abbildung 23A,B,C: Einfluss des “grampositiven Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE,
und 6-keto-PGF;, nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von Cox-2-
Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefugt. Die Gabe der Cox-2-Inhibitoren NS-398, SC-236 und
DUP-697 erfolgte zum Zeitpunkt 110 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des
Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefuhrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: ** p<0.01, *** p<0.001.

Die drei in dieser Arbeit verwendeten Cox-2-Inhibitoren NS-398, SC-236 und
DUP-697 hemmten signifikant sowohl die durch AA ausgel6sten bronchialen und
vaskuldren Veranderungen in den mit grampositiven Bakterienwandbestandteilen
stimulierten Rattenlungen als auch die im Perfusat gemessene Produktion an

Eikosanoiden.
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5. DISKUSSION

51 Kontrollversuche

Das Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten Lunge des Kaninchens
ist ein seit langem in der Arbeitsgruppe Seeger (1984, 1985, 1987, 1994) etabliertes
und bewahrtes Organmodell fur die Erforschung der Lungenphysiologie und
-pathophysiologie, ebenso wie das seit 1995 von L. Ermert in dieser Arbeitsgruppe
eingerichtete Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge (Ermert et al., 1998a;
2000c, 2002). Zu den Charakteristika dieses Modells gehéren ein konstanter
pulmonalarterieller Druck und Ventilationsdruck innerhalb des physiologischen
Messbereiches, ohne Anzeichen einer Odembildung mit Gewichtserh6hung in der
extrakorporal perfundierten und ventilierten Rattenlunge tber die gesamte Dauer der
stimulantienfreien Perfusion (Ermert et al., 1998b, 2000b), was auch bei den fur
diese Arbeit angefertigten Kontrollversuchen festgestellt werden konnte. Dabei zeigt
die Lunge keine Veranderungen ihrer normalen histologischen Erscheinung. Wie
bereits mehrfach beschrieben (Ermert et al., 1998a; Steudel et al., 1997), provoziert
erst die Zugabe von freier AA in das Perfusionssystem eine Erhohung der
kontinuierlich registrierten Messwerte APAP, AVP und AW, bei gleichzeitig durch
ELISA-gestiutzte Methoden ermittelter, vermehrter Freisetzung der AA-Metabolite
TXB,, PGE; und 6-keto-PGFy4 in das Perfusionsmedium. Es ist schon lange bekannt,
dass dem intakten pulmonalen Gefal3system verabreichte freie AA zu einer Reihe
von Eikosanoiden metabolisiert wird, allen voran TXA, und PGI, (Kramer et al., 1993;
Seeger et al., 1982; Spannhake et al., 1978). Ermert et al. (1998a) zeigten, dass die
durch AA in nicht stimulierten, nicht entzindeten Lungen durch die
Thromboxanfreisetzung ausgeldste vasokonstriktorische Reaktion grof3tenteils tber
die Cox-2-Aktivitat vermittelt wird, wobei die vasokonstriktorische Potenz von TXA;
deutlich die gleichzeitig auftretende vasodilatatorische Wirkung von PGl, Ubertrifft.
Parallel dazu konnte auch in morphologischen Studien die kontinuierliche Bildung
von Cox-2 in Rattenlungen, die keine Anzeichen von Entzindung aufwiesen,
festgestellt werden (Ermert et al., 1998b). Die typischerweise in dem Organmodell
nach AA-Stimulation durch TXA; in der Rattenlunge ausgeltste Vasokonstriktion
bewirkt eine Steigerung des kontinuierlich aufgezeichneten Druckes des

pulmonalarteriellen (APAP) und venésen (ALVP) Schenkels. Unter der Wirkung der
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Eikosanoide kommt es zu einer passageren Permeabilitdtserh6hung der Lunge, was
sich durch eine Erhéhung des registrierten Lungengewichts AW zeigt. Diese in
vorherigen Studien beobachteten Veranderungen in der Rattenlunge nach AA-Gabe
(Ermert et al.,, 1998b, 2000b) zeigten sich auch bei den hier durchgeflhrten

Kontrollversuchen.

5.2 “Priming“-Versuche

5.2.1 Untersuchungen zum “gramnegativen Priming*

Die ermittelten Ergebnisse zum “gramnegativem Priming“ stimmen dberein mit
vorherigen Studien (Delong et al., 1999; Schitte et al., 1997; Steudel et al., 1997;
Walmrath et al., 1994a) an mit LPS perfundierten Kaninchen- und Rattenlungen, bei
denen ebenfalls bis zu dem Zeitpunkt der AA-Verabreichung keine Anderung der
physiologischen Messwerte und nur eine geringe Produktion an Eikosanoiden
festgestellt werden konnte. Die der AA-Applikation folgende, verstarkte vaso- und
bronchokonstriktorische Reaktion der durch LPS *“geprimten® Lungen mit
Gewichtszunahme wird der erhéhten TXA,-Synthese zugeschrieben, die wiederum
zuruckgefuhrt werden kann auf die durch LPS induzierte, gleichzeitige
Hochregulation der Cox-2 und der TX-Synthase wahrend des LPS-“Primings” (Ermert
et al., 1998a, 2000a, 2000b, 2000c).

5.2.2 Untersuchungen zum “gramnegativen Priming“ mit Einsatz von
verschiedenen Proteinkinase (PK)-Inhibitoren

Proteinkinase A-Inhibitor

Der Proteinkinase A-Inhibitor H-89 ist ein selektiver und potenter Inhibitor der PKA

(Ki = 48 nM), der andere Kinasen erst ab hoheren Konzentrationen (Ki = 28.3-
38.3 uM) hemmt (de Rooij et al., 1998; Findik et al., 1995; Kawasaki et al., 1998).
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Aufgrund der Versuchsergebnisse dieser Arbeit ist davon auszugehen, dass die
Proteinkinase A an der durch LPS ausgeldsten Signaltransduktionskaskade mit
vermehrter Eikosanoidbildung, nach Hochregulation der Cox-2, in der isolierten
Rattenlunge nicht beteiligt ist.

In einer Studie von Caivano et al. (2000) dagegen konnte in leukdmischen
Mausemakrophagen der Zelllinie RAW 264.7, die zuvor mit LPS stimuliert wurden,
durch die Verabreichung von H-89 die durch Immunoblotting kontrollierte
Transkription der Cox-2-Gene und die Induktion des Cox-2-Proteins verhindert
werden. Hierbei wurde H-89 allerdings in Konzentrationen (10-50 pM) angewendet,
bei welchen eine Spezifitat alleinig fur eine PKA-Interaktion nicht mehr gewahrleistet
war und nicht ausgeschlossen werden kann, dass durch die Hemmung anderer
Proteinkinasen eine Verhinderung der Cox-2-Transkription bewirkt wurde. Zudem
konnte bei den Makrophagen die Aktivierung des an der Transkription von Cox-2
beteiligten Transkripionsfaktors NFkB nicht durch H-89 gehemmt werden
(Caivano et al.,, 2000). In einer anderen Arbeit (Muroi und Suzuki, 1993) jedoch
konnte der PKA-Inhibitor H-89 die Aktivierung von NFkB in mit LPS behandelten
Mausemakrophagen der Zelllinie J774 hemmen. Auch in einer Studie von Chen et al.
(1999b) konnte die durch LPS induzierbare NFkB-Aktivierung durch den
PKA-Inhibitor H-8 in RAW 264.7 Mausemakrophagen gehemmt werden. Daneben
konnte H-8 und ein weiterer PKA-Inhibitor (KT-5720) die Expression der iNOS und
die Bildung von NO in dieser Zelllinie reduzieren. Diese in vitro Untersuchungen
deuten im Gegensatz zu den Ergebnissen der eigenen Arbeit mit isolierten
Rattenlungen auf eine Beteiligung der PKA an der durch LPS induzierten
Signalweiterleitung hin.

Proteinkinase C-Inhibitoren

Die Aktivierung der PKC durch LPS konnte bereits in verschiedenen Studien an
Makrophagen, Monozyten und Epithelzellen der Lunge nachgewiesen werden
(Fujihara et al., 1994; He und Kogut, 2003; Lee et al., 2003; Lin et al., 1999; Liu et
al., 1994; Serikov et al., 2004; Shapira et al., 1994).
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Bisher ist jedoch noch nicht genau definiert worden, welche der 12 bekannten

PKC-Isoenzyme an der durch LPS ausgeltdsten Signaltransduktion beteiligt sind.

Zur genaueren Untersuchung wurden daher in dieser Arbeit unterschiedliche
PKC-Inhibitoren verwendet, die verschiedene Isoenzyme der PKC selektiv hemmen
(Tab. 1). Dabei zeigten die eingesetzten PKC-Inhibitoren G6 6976 (Hemmung von
PKCa, By, p), Myristoylierter PKCBc2-4-Inhibitor (Hemmung von PKCa, Bi, Bu, Y),
Ro0-31-8425 (Hemmung von PKCa, By, Bu, VY, €), R0-32-0432 (Hemmung von
PKCa, B, €), Bisindolylmaleimid | (Hemmung von PKCa, B, By, v, 0, €) und G6 6983
(Hemmung von PKCa, B, Bu, V¥, 0, M, Q) in der aufgelisteten Reihenfolge eine
signifikante, zunehmende Reduktion der durch “LPS-Priming“ induzierten, erhdhten
bronchialen und vasalen physiologischen Messwerte im Vergleich mit durch LPS

stimulierten Rattenlungen.

Dagegen konnte insgesamt keine signifikante Hemmwirkung auf die Produktion der
AA-Metabolite bei “LPS-geprimten® Rattenlungen unter dem Einsatz der
PKC-Inhibitoren festgestellt werden. Die mit Ausnahme des Inhibitors G6 6976 nicht
signifikant, tendenziell vermindert, tendenziell vermehrt produzierten verschiedenen
Eikosanoidmengen, die in der Rattenlunge nach Stimulation durch LPS unter dem
Einsatz der einzelnen PKC-Inhibitoren in der vorliegenden Arbeit gemessen wurden,
fuhren zu der Annahme, dass die Wirkung der PKC-Inhibitoren bei “gramnegativem
Priming” eventuell nicht stringent tber die Hemmung einer Aktivierung der MAPK
ERK1/2 und p38-MAPK und somit der nachfolgenden Cox-2-Expression und
Eikosanoidproduktion erfolgt, sondern dass auch andere metabolische Wege und
vasoaktive Substanzen beeinflusst werden. Darunter z.B. der von der NOS gebildete
endogene Vasodilatator NO. Neben einer Studie von Han et al. (2003) mit
vaskularen glatten Muskelzellen bei denen unter Einsatz der PKC-Inhibitoren H7 und
Chelerythrin eine Beteiligung der PKC an der durch LPS bewirkten NO-Bildung
nachgewiesen werden konnte, belegen zahlreiche weitere Studien eine Beteiligung
der PKC an der durch LPS ausgelésten Aktivierung der induzierbaren
Stickstoffmonoxydsynthase iINOS (Chano und Descoteaux, 2002; Chen et al., 1998;
Fujihara et al., 1994; Giroux und Descoteaux, 2000; St-Denis et al., 1998). Auch bei
der durch LPS stimulierten Produktion von Endothelin, einem potenten

Vasokonstriktor, soll die Proteinkinase C eine Rolle spielen, was die Ergebnisse einer
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Studie mit Alveolarmakrophagen unter Einsatz der PKC-Inhibitoren Stauroporin und
H7 belegen (Salh et al., 1998). Weiterhin konnten zusatzlich verschiedene
PKC-Isoenzyme mdglicherweise unterschiedliche “downstream“-Enzyme, wie die
TX-Synthase, PGI-Synthase und PGE-Synthase steuern. Eine selektive Hemmung
einzelner Synthesewege kann so zu unterschiedlich hoher Metabolitliberation fuhren.
Eine Abnahme bestimmter Eikosanoide erklart sich Uber eine Hemmung eines oder
mehrerer PKC-lsoenzyme, die entsprechende “downstream“-Enzyme des
AA-Metabolismus steuern. So konnen die eingesetzten PKC-Inhibitoren, die
verschiedene PKC-lsoenzyme hemmen, eine Abnahme unterschiedlicher
AA-Metabolite auslosen. Gleichzeitig ist eine Zunahme bestimmter Eikosanoide
maoglich, z.B. durch einen Wechsel der AA-Zwischenprodukte hin zu einem parallelen
Abbauweg, wenn ein “downstream“-Enzym Uber eine Ubergeordnete PKC-Hemmung
runterreguliert wurde obwohl mehr zu metabolisierende AA zur Verfigung stand.
Diese vermehrt in der Zelle zur Verfigung stehende AA kann dann Uber andere
Abbauwege weiter metabolisiert werden und es erfolgt eine Zunahme bestimmter
anderer Metabolite. Sowohl die Ab- als auch die Zunahme bestimmter Eikosanoide
sind abhangig davon welche Isoenzyme der PKC und welche AA-“downstream*-
Enzyme wie z.B. die TX-Synthase, PGE-Synthase und PGI-Synthase in den fur die
pathophysiologisch messbaren Parameter verantwortlichen Zielzellen vorhanden
sind. Ermert et al. (1998a, 2000a, 2000b) konnten z.B. in immunhistologischen
Studien eine &hnliche Lokalisation und eine Hochregulation durch “LPS-Priming* fur
die Cox-2 und TX-Synthase in der Rattenlunge nachweisen. Bei einzelnen
Inhibitoren kommt es zu einer verminderten Freisetzung des Vasokonstriktors TXB,,
lediglich bei GO 6976 signifikant, bei Myristoyliertem PKC/¢2.4-Inhibitor und
Bisindolylmaleimid | tendenziell, aber nicht signifikant, was den erniedrigten PAP
bewirken kann. Auch die nicht signifikant tendenziell reduzierte Produktion des
Vasokonstriktors PGE, unter dem Einsatz der Inhibitoren Bisindolylmaleimid I,
G6 6976 und Ro0-32-0432 kann zu niedrigeren PAP-Werten fuhren. Die bei der
Anwendung der Inhibitoren Myristoylierter PKCR¢2-4-Inhibitor und Bisindolylmaleimid |
leicht und bei GO 6983 und Ro0-31-8425 deutlich erhdhten Mengen des
Vasodilatators 6-keto-PGF14 kdnnen ebenfalls einen verringerten PAP verursachen.
Demnach kann bei G6 6983 und Ro0-31-8425 die gesteigerte 6-keto-PGFiq-
Konzentration und bei Ro-32-0432 die gesenkte PGE,-Konzentration verantwortlich

fur den tiefer liegenden PAP sein. Bei dem Myristoylierten PKCR¢2-4-Inhibitor kann
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die erniedrigte TXB,-Konzentration zusammen mit der erhohten
6-keto-PGF14-Konzentration, bei GO 6976 die verminderte TXB,- und PGE;-
Konzentration, bei Bisindolylmaleimid | die vermehrte 6-keto-PGF;4-Konzentration
gemeinsam mit der verringerten TXB,- und PGE,-Konzentration den niedrigeren PAP

herbeifthren.

Da die in dieser Arbeit angewendeten PKC-Inhibitoren keine signifikanten
Anderungen der Eikosanoidproduktion nach AA-Verabreichung bei den mit LPS
perfundierten Rattenlungen erzielen konnten, jedoch eine signifikante Hemmung der
physiologischen Messparameter APAP, AVP und AW bewirkten, ist davon
auszugehen, dass die PKC im “gramnegativen Priming“ der isolierten Rattenlunge
involviert ist, die Signaltransduktion hier jedoch nicht stringent Uber die

Cox-2-Schiene verlauft.

Die signifikante Hemmung der Pathophysiologie schlie3t nicht die Beteiligung
bestimmter Isoenzyme aus, sondern legt die Vermutung nahe, dass mehrere der
durch die verwendeten Inhibitoren gehemmten PKC-Isoenzyme am “gramnegativen
Priming“ beteiligt sein kdnnten. Die These wird unterstitzt durch die Studien
verschiedener anderer Arbeitsgruppen, die sich mit der Aktivierung der PKC und
einzelner Isoenzyme bei der Stimulierung von Zellkulturen mit LPS beschaftigt

haben.

So lassen mehrere Arbeiten eine Beteiligung der PKCa an der durch LPS induzierten
Signaltransduktionskaskade vermuten (Chano und Descoteaux, 2002; Chen et al.,
1998; Giroux und Descoteaux, 2000; Lin et al., 1996; Nakajima et al., 2003; St-Denis
et al.,, 1998). In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass in RAW 264.7
Makrophagen die Uberexpression einer dominant-negativen Mutante der PKCa die
LPS-induzierte IL-1a-, INOS- und Cox-2-Expression mit nachfolgender
PGE,-Sekretion sowie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-IL6 hemmt
(Chano und Descoteaux, 2002; Giroux und Descoteaux, 2000; St-Denis et al., 1998).
Das spricht fur eine regulierende Funktion der PKCa bei den durch LPS ausgeltsten
Makrophagenfunktionen im Rahmen einer Entzindungsreaktion. In einer weiteren
Studie konnte durch Westernblot die Translokation von PKCa und auch PKCe in

Makrophagen, die durch LPS stimuliert wurden, nachgewiesen werden, was eine
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Beteiligung dieser Isoenzyme an der durch LPS vermittelten Modulation der
Makrophagen nahe legt (Lin et al., 1996). Bei der zur TNF a-Produktion fihrenden
Signalkaskade in mit LPS stimulierten Mikrogliazellen ist PKCa durch den Einsatz
des Inhibitors Go6 6976, als an der Signaltransduktion beteiligte PKC-Isoform von
Nakajima et al. (2003) ermittelt worden. In einer Studie von Chen et al. (1998)
unterdrtickte die Anwendung des gleichen Inhibitors G6 6976 die durch Stimulation
mit LPS bewirkte Expression von iINOS und Freisetzung von NO in RAW 264.7
Makrophagen uber eine Hemmung der PKCa und PKCB. Asehnoune et al. (2005)
arbeiteten ebenfalls mit dem Inhibitor G6 6976 und kamen aufgrund ihrer
Versuchsergebnisse zu der Annahme, dass PKCa und PKCPB die durch LPS
ausgeloste NFkB-abhéngige Transkription in Neutrophilen regulieren. Somit wird
auch der PKCB in verschiedenen Studien eine Beteiligung an der
LPS-Signaltransduktion zugesprochen. Die unter Verwendung von
immunhistochemischen  Verfahren nachgewiesene, durch LPS induzierte
Translokation der PKCB in Mausemakrophagen bestatigt die Vermutung, dass die
PKCPB bei der LPS-Signalweiterleitung in Makrophagen eine entscheidende Rolle
spielt (Shinji et al., 1994). Darlber hinaus haben Fujihara et al. (1994) in einer
Untersuchung an J774 Mausemakrophagen dargestellt, dass die PKC bei dem durch
LPS getriggerten Signaltransduktionsweg, der zur Aktivierung der iINOS und
NO-Produktion fiihrt, eine wichtige Rolle spielt, wobei vor allem die PKCB, involviert
sein soll, wahrend die Beteiligung weiterer Isoenzyme nicht ausgeschlossen werden
kann. In Untersuchungen von Chen et al. (1998) mit RAW 264.7 Makrophagen zeigte
die Behandlung mit blockierenden Oligonukleotiden, dass die PKC-Isoenzyme a, {3
und auch 9, nicht aber n an der Regulation der durch LPS ausgeltsten Aktivierung
von NFkB, Expression von iINOS und Freisetzung von NO beteiligt sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen ebenfalls eine Beteiligung der
Isoenzyme PKCa, B; und B, an der durch LPS ausgelosten Signalweiterleitung
vermuten. In den mit isolierten Rattenlungen durchgefuihrten Versuchen haben alle
eingesetzten PKC-Inhibitoren die nach AA-Verabreichung auftretenden physikalisch
messbaren vasalen und bronchialen Reaktionen der durch LPS stimulierten Lungen
reduziert. Die Isoenzyme PKCa und B, wurden neben anderen Isoenzymen durch
alle verwendeten PKC-Inhibitoren, das hei3t durch G6 6976, Myristoylierter
PKCPBc2-4-Inhibitor, Ro0-31-8425, R0-32-0432, Bisindolylmaleimid | und GO 6983
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gehemmt. Durch die Inhibitoren Myristoylierter PKCBc2-s-Inhibitor, Ro0-31-8425,

Bisindolylmaleimid | und G6 6983 wurde auch das Isoenzym PKCp; gehemmt.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I und
Go6 6983 hemmen neben PKCa und 8 unter anderem auch das Isoenzym PKCSH, fur
welches neben der oben erwdhnten Studie von Chen et al. (1998) auch von Kontny
et al. (2000) eine Beteiligung an der durch LPS ausgeldosten Signalkaskade
nachgewiesen werden konnte. Kontny et al. (2000) stellten fest, dass LPS in
humanen Monozyten eine Translokation von PKCa und & vom Zytosol zur Membran
auslost. Die Anwendung des diese Isoenzyme hemmenden PKC-Inhibitors Rottlerin
konnte diese Translokationen und die nachfolgende Produktion der untersuchten
Zytokine TNF a und IL-1p verhindern (Kontny et al., 2000). Somit scheint diesem
Isoenzym, wie auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, eine Rolle bei

der Signalweiterleitung von LPS zuzukommen.

Auch die Aktivierung von PKCe wird in einer Reihe von Studien (Castrillo et al., 2001;
Comalada et al., 2003; Lin et al., 1996; Shapira et al., 1997; Valledor et al., 2000) als
ein entscheidender Schritt in der Signalantwort von Makrophagen auf LPS
bezeichnet. Lin et al. (1996) und Valedor et al. (2000) haben bei ihren
Untersuchungen eine durch LPS ausgeloste Aktivierung und Translokation des
Isoenzyms PKCe vom Zytosol zur Membran nachweisen kdnnen, was ebenso fir
eine Beteiligung dieser Isoform spricht, wie die Aufhebung der durch LPS-Stimulation
in Makrophagen bewirkten erhéhten PKC-Aktivitat durch Verwendung eines
isoformspezifisch gegen PKCe gerichteten Antikorpers (Shapira et al.,, 1997).
Dartber hinaus wurde in Knochenmarksmakrophagen die durch LPS induzierte,
vorubergehende Expression der MAPK-Phosphatase-1 durch den Einsatz eines zur
PKCe-spezifischen mRNA gegensinnigen Oligonukleotids gehemmt (Valledor et al.,
2000). Bei dieser Studie erzielte auch nur der Inhibitor Bisindolylmaleimid I, der
neben den konventionellen PKCs auch die PKCe hemmt, eine Verdnderung der
MAPK-Phosphatase-1 Induktion, nicht jedoch der lediglich die Isoenzyme PKCa und
B hemmende Inhibitor GO 6976 (Valledor et al., 2000). In einer weiteren Studie
konnte die Beteiligung der PKCe an der durch LPS ausgelOsten Signalantwort bei
Méausen und fur deren isolierte Makrophagen gezeigt werden (Castrillo et al., 2001).

Fur PKCe-defiziente Mause ergab sich nach intravendser Verabreichung von
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grampositiven und gramnegativen Bakterien eine stark reduzierte Uberlebenszeit.
Die Makrophagen von PKCe-defizienten Mausen zeigten eine abgeschwachte
Antwort auf LPS, charakterisiert durch deutliche Reduktion der Bildung von NO,
TNF a und IL-13. Die durch LPS induzierte Translokation von NFkB und Induktion
der NOS-2 war dabei ernsthaft gestort. Auch die Aktivierung der ERK und p38-MAPK
erfolgte in einem geringeren Ausmalf3, was eine entscheidende Rolle der PKCe
“upstream” der Phosphorylierungen, die diese Kinasen aktivieren, vermuten lasst. In
Ubereinstimmung mit dieser These konnte auch in Kardiomyozyten von Kaninchen
die PKCe-vermittelte Aktivierung des MAPK-Weges, welche zur zelluléaren
Translokation von NFkB flhrte, gezeigt werden (Li et al., 2000). Unter Verwendung
von spezifischen Inhibitoren und PKCe-defizienten Mausen konnte fir PKCe auch
eine Beteiligung an der Aktivierung der MAPK JNK nachgewiesen werden, welche
uber TNF a-Sekretion die durch LPS verursachte Apoptose von Makrophagen
vermittelt (Comalada et al., 2003). In anderen Studien (Aksoy et al., 2002, 2004)
wurde festgestellt, dass eine PKC-Hemmung durch Bisindolylmaleimid | (Hemmung
von PKCa, B, Bu, VY, 0, €) die durch LPS hervorgerufene NFkB-Aktivierung in
humanen dendritischen Zellen verhindern kann und die Produktion von IL-12
verringert. Darliber hinaus konnten Pseudosubstrate fir PKCeg, nicht aber solche fir
PKCa oder PKCB die Produktion von IL-12 und TNF a in diesen Zellen nach
LPS-Stimulation vermindern. Diese Daten unterstiutzen die These, dass PKCe eine
Schlusselrolle in der Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen als

Antwort auf LPS spielt.

Auf eine Beteiligung des Isoenzyms PKCe bei der durch LPS ausgelosten
Signaltransduktionskaskade weisen auch die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen hin. Der Einsatz der neben anderen Isoenzymen auch das
Isoenzym PKCe hemmenden Inhibitoren Ro0-31-8425, Ro0-32-0432 und
Bisindolylmaleimid | bewirkte eine deutliche Hemmung der durch LPS in isolierten
Rattenlungen hervorgerufenen Erhohungen von pulmonalarteriellem Druck,

Ventilationsdruck und Lungengewicht.

Bei anderen Untersuchungen wird der PKC-Isoform ( eine entscheidende Rolle bei
der durch LPS ausgeldsten Signaltransduktionskaskade zugewiesen (Castrillo et al.,
2003; Mestre et al.,, 2001; Monick et al., 1999, 2000). LPS aktiviert in RAW 264.7
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Makrophagen voriibergehend die PKCC und JNK, nachgewiesen durch Westernblot
(Castrillo et al., 2003). Bei mit Endotoxin behandelten Makrophagen vermittelt laut
Mestre et al. (2001) neben den MAPK auch die PKC{ durch Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NFkB, NF-IL6 und CRE eine Hochregulation der
Cox-2-Expression. Nach Monick et al. (1999, 2000) ist die Aktivierung der PKCZ mit
nachfolgender Aktivierung der ERK beteiligt an der durch LPS hervorgerufenen und
als entscheidender Schritt bei der Entstehung von ARDS bezeichneten
Zytokinfreisetzung humaner Alveolarmakrophagen. Cuschieri et al. (2004) kamen
durch ihre Untersuchungen, unter Verwendung des PKC-Inhibitors G6 6983, zu der
Schlussfolgerung, dass die PKCC essentiell fir die LPS-induzierte

Makrophagenaktivierung ist.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die Anwendung des Inhibitors G6 6983 eine
deutliche Reduktion der durch LPS ausgeldsten pulmonalen Reaktivitat in Versuchen
mit isolierten Rattenlungen erzielen. Der Inhibitor G6 6983 hemmt neben der PKC(
auch die Isoenzyme PKCa, B, Bi, v, 0 und y. Somit ist aufgrund der eigenen
Ergebnisse eine Beteiligung der PKC{ an der durch LPS induzierten
Signaltransduktionskaskade anzunehmen, zusétzlich besteht jedoch die Mdglichkeit,
dass auch die anderen durch diesen Inhibitor gehemmten Isoenzyme eine Rolle

spielen.

Wie der Inhibitor G6 6983 hemmt auch der Inhibitor G6 6976 in der bei der
vorliegenden Studie angewendeten Konzentration neben weiteren Isoenzymen
zusatzlich die PKCp. Da beide Inhibitoren in der Lage waren, die durch LPS
bewirkten pulmonalen Veranderungen in der Rattenlunge zu reduzieren, ist auch
eine Beteiligung dieses Isoenzyms bei der durch LPS ausgeldsten

Signaltransduktion mdglich.

Die in der vorliegenden Untersuchung eingesetzten Inhibitoren Myristoylierter
PKCRc2-4-Inhibitor, Ro-31-8425, Bisindolylmaleimid | und G6 6983 hemmen neben
anderen Isoenzymen auch die PKCy. Die von diesen Inhibitoren erzielte Hemmung
der “Priming“-Reaktion geben damit einen Hinweis auf die mogliche Beteiligung auch
des Isoenzyms PKCy an der intrazellularen Signalweiterleitung des Endotoxins LPS.
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Alle genannten Isoenzyme kénnten demnach an der LPS-
Signaltransduktionskaskade in isolierten Rattenlungen beteiligt sein. Insgesamt
lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die Thesen anderer
Arbeitsgruppen vermuten, dass verschiedene Isoenzyme der PKC an der durch LPS
ausgelosten Signalkaskade mit Auslosung von Entzindung in der Lunge, welche zu
ARDS fuhren kann, beteiligt sind. Dies unterstitzt die Ansicht, dass die Hemmung
der PKC ein interessantes Ziel zur therapeutischen Intervention darstellt, um die
LPS-induzierten Veranderungen der Vaso- und Bronchoreaktivitat wéhrend
septischer Lungenkrankheiten zu blockieren, wobei noch néher untersucht werden

muss, ob einzelne Isoenzyme eine grolRere Rolle spielen als andere.

5.2.3 Untersuchungen zum “grampositiven Priming*

Das vorliegende Ergebnis der Untersuchung mit alleiniger und kombinierter
Verabreichung von LTA und PepG geht konform mit einer Studie von De Kimpe et al.
(1995), wonach ebenfalls fur LTA und PepG eine synergistische Wirkung bei der
Freisetzung von Zytokinen wie TNF a und Interferon-y zur Aktivierung der iNOS und
zur Auslésung von Schock und Multiorganversagen bei Ratten festgestellt werden
konnte. In dieser Studie konnten PepG und LTA bei alleiniger Gabe nicht die
gleichen Effekte auslosen wie bei einer kombinierten Gabe, selbst bei einer dreifach
héheren Dosierung von LTA. Unterstitzt wird dieses Ergebnis durch in vitro Studien
dieser Arbeitsgruppe (De Kimpe et al.,, 1995), bei denen PepG alleine nicht die
Freisetzung von NO durch iINOS in Makrophagen bewirken konnte, aber die durch
LTA ausgelOste Freisetzung potenzierte. Kengatharan et al. (1998) nehmen an, dass
ein spezifisches Fragment von PepG, MDP, offenbar verantwortlich ist fur die
Interaktion des PepG-Polymers mit LTA bei der Ausldsung eines Schocks und des
nachfolgenden Multiorganversagens bei der Ratte. Die Autoren postulierten, dass die
Struktur von LTA die Pathogenitat eines speziellen Bakteriums bestimmt, wahrend
PepG dafur verantwortlich ist, die durch LTA ausgelésten Reaktionen zu verstarken.
Auch bei Untersuchungen am Schwein in vivo (Middelveld, 2000) ergab sich eine
synergistische Wirkung von PepG und LTA bei der Auslosung respiratorischen
Versagens und septischen Schocks, mit wiederum geringerer Wirkung von PepG als

von LTA bei ihrer alleinigen Gabe und deutlich verstarkter Wirkung bei kombinierter
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Gabe. Card et al. (1994) vermuten, dass LTA und LPS é&hnliche
Aktionsmechanismen bei der Zellaktivierung haben, da eine Crosstoleranz zwischen
LPS und LTA bei Makrophagen nachgewiesen werden konnte und LTA, ahnlich wie
LPS, die Freisetzung von PGE; bei Makrophagen auslésen konnte.

Neuere Studien konnten auch eine synergistische Wirkung beziehungsweise eine
gegenseitiges “Priming“ fur LPS und PepG in vitro und in vivo nachweisen (Hadley
et al., 2005; Matsuda et al., 2008; Murch et al., 2007; Ruud et al., 2007). Bei
Untersuchungen mit mannlichen Ratten wurde eine deutliche Zunahme der
Lungenschadigung, Zytokinfreisetzung und Organdysfunktion bei gleichzeitiger oder
24 Stunden zeitversetzter intravendser Injektion von LPS und MDP, dem kleinsten
pathogenen Bestandteil von PepG, gegenuber alleiniger LPS-Verabreichung
nachgewiesen werden (Murch et al., 2007).

Zusammenfassend kann gesagt  werden, dass die grampositiven
Bakterienwandbestandteile LTA und PepG bei kombinierter Gabe in der Lage sind,
eine &hnliche “Priming“-Reaktion in der Rattenlunge auszulésen wie der
gramnegative Bakterienwandbestandteil LPS bei ahnlichen Wirkmechanismen. Die
kombinierte Verabreichung von LTA und PepG in der extrakorporal ventilierten und
perfundierten Rattenlunge ist ein geeignetes Versuchsmodell, um die moéglichen
intrazellularen Signaltransduktionswege und zellularen Effektorsysteme, etwa nach
Infektion mit grampositiven Bakterien, durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren

naher zu betrachten.

5.24 Untersuchungen zum “grampositiven Priming“ mit Einsatz von
verschiedenen Inhibitoren der intrazellularen Signaltransduktion

sowie Zyklooxygenase (Cox)-2-Inhibitoren

Proteinkinase C-Inhibitoren

Lin et al. (2001, 2002) konnten zeigen, dass bei der Stimulation der menschlichen

Lungenepithelzellen A549 mit LTA die Proteinkinase C aktiviert wird und dass dies
notig ist fur die weitere Signaltransduktion Gber die MAPK ERK1/2 und p38-MAPK,
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welche eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB bewirkten, was schlief3lich
zur gesteigerten Cox-2-Expression und Freisetzung von PGE, fihrte. Die
Verwendung des PKC-Inhibitors G6 6976 bewirkte eine reduzierte Bildung von PKC,
ERK1/2, p38-MAPK, NFkB und Cox-2.

Auch in Untersuchungen mit RAW 264.7 Mausemakrophagen konnte fir LTA eine
Aktivierung der Proteinkinase C und von NFkB nachgewiesen werden, was zur
Cox-2-Expression (Chiang et al, 2003) sowie zur iINOS-Expression und
NO-Freisetzung (Kuo et al., 2003) bei diesen Zellen fiihrte. Der Einsatz des
PKC-Inhibitors G6 6976 (Chiang et al.,, 2003; Kuo et al.,, 2003) schwéchte die
festgestellten Reaktionen in den Zellen deutlich und bestéatigt daher fir die
Proteinkinase C auch in diesen Zellen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion
nach LTA-Stimulation.

Die Ergebnisse dieser Studien (Chiang et al., 2003; Kuo et al., 2003; Lin et al., 2001,
2002) stimmen mit den eigenen Untersuchungen Uberein, die auf eine Beteiligung
der PKC an der durch “grampositives Priming“ ausgeldsten intrazellularen
Signaltransduktion schliel3en lassen, da die messbaren physiologischen vasalen und
bronchialen Veradnderungen in den mit LTA und PepG stimulierten isolierten
Rattenlungen unter dem Einsatz von Bisindolylmaleimid I, G6 6976 und G6 6983

signifikant gehemmt wurden.

Die dabei ermittelten, teilweise erniedrigten, teilweise erhéhten Konzentrationen an
TXBz, PGE, und 6-keto-PGFi, im Perfusat fuhren zu der Annahme, dass
verschiedene PKC-Isoenzyme mdoglicherweise unterschiedliche “downstream®-
Enzyme steuern und in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation in den Lungenzellen Uber
eine Hemmung einzelner Synthesewege zu unterschiedlich hoher Metabolitliberation
fuhren konnen, wie bereits beim Einsatz von PKC-Inhibitoren bei “gramnegativem
Priming“ diskutiert. Daruber hinaus kann die Wirkung der PKC-Inhibitoren bei
“grampositivem Priming“ mdglicherweise auch nicht stringent Uber die Hemmung
einer Aktivierung der MAPK ERK1/2 und p38-MAPK und somit der nachfolgenden
Cox-2-Expression und Eikosanoidproduktion erfolgen. Vielmehr scheinen die
PKC-Isoenzyme im Wesentlichen anderen konkurrierenden vasoaktiven Systemen

vorgeschaltet zu sein, wie der Produktion von Vasokonstriktoren, z.B. Endothelin
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oder auch der INOS mit nachfolgender Produktion des Vasodilatators NO, was auch
von Kuo et al. (2003) bei Mausemakrophagen festgestellt werden konnte. Die
gemessenen Eikosanoidspiegel konnten dabei als Ausdruck vielfaltiger

Gegenregulationsmechanismen aufgefasst werden.

Zur naheren Differenzierung, welche der 12 PKC-lIsoenzyme an der “grampositiven
Priming“-Reaktion beteiligt sind, wurden in der vorliegenden Arbeit drei verschiedene
Inhibitoren verwendet, Bisindolylmaleimid I, GO 6976 und G6 6983. Da alle drei
eingesetzten Inhibitoren in den hier durchgefiihrten Versuchen eine Hemmwirkung
auf die pulmonale Reaktivitdit der mit LTA und PepG stimulierten Rattenlunge
zeigten, ist die Beteiligung aller von diesen Inhibitoren gehemmten Isoenzyme
maoglich, ohne eines der Isoenzyme ausschlieBen zu kdonnen. Da die Inhibitoren
GO 6976 und GO 6983 starker die UberschieRende Reaktion der Lunge auf die
AA-Gabe hemmten als Bisindolylmaleimid I, kdnnte vor allem der PKCu eine wichtige
Rolle zukommen. Ebenso konnte die Isoform PKCC entscheidend beteiligt sein, da
diese nur von dem Inhibitor G6 6983 gehemmt wird, bei dessen Einsatz die durch
“Priming* ausgeldsten bronchialen und vasalen Reaktionen in der Lunge am
starksten gehemmt wurden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gehen konform
mit den beschriebenen Resultaten der genannten in vitro Studien (Chiang et al.,
2003; Kuo et al., 2003; Lin et al., 2001, 2002), bei denen ebenfalls der Inhibitor
GO 6976 erfolgreich eingesetzt wurde und lassen die Schlussfolgerung zu, dass die
Kontrolle der Aktivitit von PKC-lsoenzymen eine effiziente Strategie zur
Verhinderung oder Therapie von inflammatorischen Veranderungen in der durch
grampositive Bakterien belasteten Lunge, darstellen konnte. Zur né&heren
Bestimmung, welche Isoenzyme der PKC bei dem “grampositiven Priming* der

Lunge beteiligt sind, werden jedoch noch weitere Untersuchungen nétig sein.

Mitogen aktivierte Proteinkinase-Inhibitoren

Der ERKZ1/2-Inhibitor UO126 ist ein nichtkompetitiver Inhibitor fiur die beiden
Substrate ATP und ERK der Mitogen aktivierten Proteinkinasekinase (MEK) 1 und 2
(DeSilva et al., 1998; Duncia et al., 1998; Favata et al., 1998). SB-203580 hemmt
kompetitiv zu ATP (Young et al., 1997) die p38-MAPK. Vorherige Studien haben die



Diskussion 94

Spezifitat des Inhibitors bewiesen (Cuenda et al., 1995; Kumar et al., 1999; Lee et
al., 2000).

Die MAPK ERK1/2, die auch als p42/44-MAPK bezeichnet wird, und die p38-MAPK
gehoren mit der JNK zu der Gruppe der drei Haupt-MAPK-Familien, fur die bereits
eine Beteiligung an der durch LPS ausgel6sten Signaltransduktion nachgewiesen
werden konnte (Carter et al., 1999; Chen und Lin, 2001; Mancuso et al.,, 2002;
Matsuguchi et al., 2001; Shen et al., 2007). Die Aktivierung der p38-MAPK ist der
letzte Schritt in einer Kaskade von intrazellularen Signaltransduktionsenzymen, die
maoglicherweise bei der Regulierung und Bildung zahlreicher proinflammatorischer
Mediatoren wie TNF, IL-1 und IL-6 (Laporte et al.,, 2000; Ono und Han, 2000) und
induzierbarer Enzyme wie der Cox-2 oder iNOS (Chen et al., 1999a; Ermert et al.,
2002; Guan et al., 1998; Newton et al., 2000; Shen et al., 2007) beteiligt ist, was eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese inflammatorischer Lungenkrankheiten wie ARDS

spielt.

In einer Studie von Ermert et al. (2003) unterdriickte der Inhibitor SB-203580 in mit
LPS perfundierten isolierten Rattenlungen die durch AA Uber die Cox-2/TX-Synthase-
Schiene ausgelodste Vasokonstriktion, Bronchokonstriktion und Lungendédembildung.
Parallel dazu konnten verminderte TXB,-, nicht aber PGIl,-Mengen im Perfusat
nachgewiesen werden (Ermert et al., 2003). Mit immunhistochemischen Techniken in
Kombination mit quantitativer Mikrodensitometrie konnten Ermert et al. (2003) die
p38-MAPK in nahezu allen Zelltypen von Kontrolllungen ermitteln, wahrend die
aktivierte Form der p38-MAPK nur in speziellen Zelltypen, wie den bronchialen
Epithelzellen, Endothelzellen, Alveolarmakrophagen und vaskularen glatten
Muskelzellen kleiner Gefal3e vorlag. Durch Endotoxin-Stimulation wurde die
Expression der aktiven p38-MAPK-Form in den meisten Zellen, darunter auch denen
der kleinen Gefal3e gesteigert und zusatzlich in Septumzellen, bronchialen glatten
Muskelzellen und vaskuldren glatten Muskelzellen groRRerer pulmonaler Gefal3e
beobachtet. Die festgestellte Immunlokalisation der p38-MAPK-Aktivitat in mit LPS
stimulierten Lungen und die durch Einsatz von SB-203580 erreichte
pharmakologische Intervention lassen eine entscheidende Rolle der p38-MAPK bei
der Hochregulation der LPS-vermittelten Signalkaskade mit Auslosung einer

Cox-2- und TX-Synthase-abhéngigen gesteigerten bronchialen und vaskuléren
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Reaktion mit Odembildung der Lunge vermuten. Diese These geht konform mit
Studien an Zelllinien von Makrophagen, die bereits eine entscheidende Rolle der
p38-MAPK (Chen et al., 1999a; Hwang et al., 1997) und auch der ERK1/2 (Hwang et
al., 1997) bei der Cox-2-Expression nach LPS-Verabreichung vermuten liel3en.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bei Verabreichung der Inhibitoren SB-203580
oder UO126 lassen auch hier die Vermutung zu, dass die p38-MAPK und ERK1/2 an
der, auf einer Hochregulation der Cox-2 und TX-Synthase basierenden “Priming*“-
Reaktion, entscheidend beteiligt sind. Die Hemmung der p38-MAPK wie auch der
ERK1/2 fihrte zu einer verminderten pulmonalarteriellen und bronchialen Reaktion
sowie verringerter Odembildung der Lunge nach Stimulation durch die grampositiven
Bakterientoxine LTA und PepG.

Diese Ansicht stimmt Uberein mit einer Studie von Lin et al. (2002), in der durch
Einsatz des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 und verschiedener ERK1/2-Inhibitoren
eine Abschwachung der durch LTA induzierten Steigerung der Cox-Aktivitdt und
Cox-2-Expression in humanen Lungenepithelzellen A549 nachgewiesen werden
konnte. SB-203580 und diverse ERK1/2-Inhibitoren hemmten auch die Bildung eines
NFkB-spezifischen DNA-Proteinkomplexes, was die Schlussfolgerung zulasst, dass
in A549-Zellen die Aktivierung der p38-MAPK durch LTA in der Stimulierung einer
NFkB-spezifischen DNA-Proteinbindung mit nachfolgender Cox-2-Expression
resultiert. Darlber hinaus lassen Untersuchungen mit Einsatz des Inhibitors
SB-203580 bei Mausemakrophagen RAW 264.7 eine Beteiligung der p38-MAPK an
der durch LTA ausgeltsten NFkB-Aktivierung mit nachfolgender iNOs-Expression
und NO-Freisetzung vermuten (Kao et al., 2005). Auch Schroder et al. (2001)
zeigten, dass LTA von Treponema-Spezies, ahnlich wie LPS, in der Lage ist, in
isolierten Zellen die MAPK ERK1/2, JNK und p38-MAPK zu aktivieren. Parallel dazu
aktivierte der grampositive Bakterienwandbestandteil PepG in einer Studie von
Dziarski et al. (1996) bei Mausemakrophagen RAW 264.7 stark die ERK1/2 und
schwach die p38-MAPK, was auf ahnliche Wege der Signaltransduktion von LPS und
PepG schlielRen lasst; ebenso wie die durch den Einsatz von Inhibitoren der ERK1/2
und p38-MAPK erzielte abgeschwéachte PepG-induzierte IL-8-Expression bei
menschlichen Lungenepithelzellen A549 (Cheon et al., 2008).
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Diese Ergebnisse gehen konform mit der vorliegenden Arbeit, worin durch den
Einsatz der Inhibitoren UO126 und SB-203580 die Vaso- und Bronchokonstriktion
sowie Lungenddembildung infolge des “LTA und PepG-Primings” verhindert werden
konnte. Insgesamt scheint bei der “Priming“-Reaktion der isolierten Rattenlunge auch
durch die grampositiven Bakterienwandbestandteile LTA und PepG eine
entscheidende Beteiligung der MAPK ERK1/2 und p38-MAPK an der Hochregulation
der Cox-2 und TX-Synthase vorzuliegen. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen,
dass die Hemmung der MAPK ERK1/2 und p38-MAPK eine interessante neue
therapeutische Strategie darstellt, um die durch grampositive Bakterien induzierten
Veranderungen der bronchialen und vasalen Reaktivitat wahrend septischer

Lungenkrankheiten zu unterdriicken.

Zyklooxygenase-2-Inhibitoren

Die verschiedenen verwendeten Cox-2-Inhibitoren gehdren zu einer Gruppe
nichtsteroidaler Antiphlogistika (NSAID), die via Cox-2 unter anderem eine Hemmung
der Prostaglandinsynthese als therapeutischen Effekt erzielen, wobei in den
verwendeten Dosierungen die Cox-2 selektiv inhibiert wird ohne die Cox-1 zu
beeinflussen (Copeland et al., 1994; Futaki et al., 1994; Masferrer et al., 1994).

Die Beteiligung der Cox-2 an der “Priming“-Reaktion durch den gramnegativen
Bakterienwandbestandteil LPS konnte bereits in verschiedenen Studien
nachgewiesen werden (Ermert et al., 1998a, 2000b, 2000c). Dabei ist auch die
Lokalisation der verschiedenen Cox und der TX-Synthase von Bedeutung. Wéahrend
die Cox-1 sich hauptsachlich in bronchialen Epithelzellen und alveolaren
Makrophagen befindet, konnte die Cox-2 in immunhistologischen Studien
uberwiegend in den vaskularen glatten Muskelzellen der partiell muskularen Gefal3e
und in Makrophagen-ahnlichen Zellen im peribronchialen und perivaskularen
Bindegewebe nachgewiesen werden (Ermert et al., 1998b). Korrespondierend dazu
konnte gezeigt werden, dass sich auch die TX-Synthase hauptsachlich in den
vaskularen und bronchialen glatten Muskelzellen der normalen Rattenlunge (Ermert
et al., 2000a) befindet. In mit LPS “geprimten” Lungen konnte immunhistologisch eine

Hochregulation beider Enzyme, der Cox-2 und der TX-Synthase, festgestellt werden,
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wahrend die Cox-1-Aktivitdt unverandert blieb (Ermert et al., 2000b, 2000c). Der
Einsatz dieser auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Cox-2-Inhibitoren,
erzielte bei mit LPS “geprimten” und im Folgenden ebenfalls mit AA stimulierten
Rattenlungen eine deutliche Hemmung der sonst gesteigerten Vasokonstriktion,
Bronchokonstriktion und Odembildung in der Rattenlunge als Reaktion auf den
sekundaren Stimulus AA (Ermert et al., 2000c).

Den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnissen zufolge scheint auch bei den
durch grampositive Bakterienwandbestandteile stimulierten Rattenlungen die
gemeinsame Induktion der Cox-2 und der TX-Synthase das entscheidende Ereignis
zu sein, welches fir die gesteigerte pulmonale Bereitschaft auf einen sekundaren

Stimulus wie AA zu reagieren verantwortlich ist.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen stellten Lin et al. (2001, 2002) fur
menschliche Lungenepithelzellen eine Beteiligung der Cox-2 an dem
Signaltransduktionsweg von LTA fest. Dartber hinaus lassen Untersuchungen bei
Méausemakrophagen RAW 264.7 mit Einsatz des Inhibitors NS-398 vermuten, dass
die Cox-2 an der durch LTA ausgelésten Aktivierung des NFkB sowie der
INOs-Expression und NO-Bildung (Chang et al., 2006) ebenso beteiligt ist wie an der
durch PepG induzierten NFkB-Aktivierung und IL-6-Produktion (Chen et al., 2006).

Diese Erkenntnisse kénnen hilfreich sein fur die weitere Medikamentenentwicklung
zur Verhinderung uberschieBender inflammatorischer Reaktionen bei septischen

Lungenkrankheiten mit grampositiver Beteiligung.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die durch gramnegative und in den letzten Jahren geh&auft auch durch grampositive
Bakterien verursachte Sepsis fuhrt haufig zur Auslésung des lebensbedrohlichen
Krankheitsbildes ARDS. Beim ARDS kommt es durch eine uberschie3ende
inflammatorische Reaktion der Lunge zu schweren Stdérungen der pulmonalen
Vasomotion und Ventilation sowie Schadigung der alveolokapillaren Schranke mit
Permeabilitdtsstorung des Kapillarendothels und Ausbildung eines interstitiellen bzw.
intraalveolaren Lungenddems mit haufig letalen Folgen. Die genauen Mechanismen,

die diese Schadigung der Lunge auslésen, sind noch nicht ganz aufgeklart.

Um diese komplexen, pathogenetischen Vorgange wahrend der exsudativen Phase
des ARDS naher zu untersuchen, werden von Forschern seit Langem isoliert
perfundierte Lungen als Modellsysteme genutzt. Das in dieser Arbeit angewandte
Modell der isolierten, blutfrei perfundierten und ventilierten Rattenlunge bietet die
Mdglichkeit der Versuchsdurchfiihrung an einem intakten Organ mit funktionierenden
physiologischen Regulationsmechanismen, die unmittelbar messtechnisch erfasst

und ausgewertet werden kdnnen.

Der gramnegative Bakterienwandbestandteil Lipopolysaccharid 16st in isolierten
Lungen nach Verabreichung eines zweiten inflammatorischen Stimulus, wie
Arachidonsaure, eine als “Priming“-Effekt bezeichnete gesteigerte vasale und
bronchiale Reaktivitat mit erhdéhter kapillarer und alveolarer Permeabilitat der Lunge
aus, die den pathophysiologischen Vorgangen und klinischen Symptomen des ARDS
ahnelt. Es ist bekannt, dass dieser “Priming“-Reaktion eine durch LPS induzierte
Signaltransduktionskaskade zugrunde liegt mit Beteiligung der MAPK p38-MAPK und
ERK1/2, welche beide Uuber die Aktivierung des NFkB-Komplexes eine
Hochregulation der Cox-2 ausldosen. Gleichzeitig kommt es zu einer gesteigerten
Expression der TX-Synthase in den glatten vaskularen und bronchialen Muskelzellen

und in der Folge zu einer vermehrten Bildung von Eikosanoiden.

Inwieweit dabei die Proteinkinase A und Proteinkinase C-lsoenzyme bei der
intrazellularen Signaltransduktion des “gramnegativen Primings” beteiligt sind, wurde

in dieser Arbeit unter Anwendung der Zellwandkomponente LPS von Salmonella



Zusammenfassung 99

enterica Serovar Abortusequi, des PKA-Inhibitors H-89 und der PKC-Inhibitoren
G6 6976, Myristoylierter  PKCRc2.4-Inhibitor,  Ro0-31-8425, R0-32-0432,
Bisindolylmaleimid | und G6 6983 untersucht.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Prifung der Hypothese, dass die grampositiven
Bakterienwandbestandteile Lipoteichonsaure und Peptidoglycan eine dem
“Endotoxin-Priming* vergleichbare Reaktion auszulésen vermégen, durch Aktivierung
ahnlicher Signaltransduktionskaskaden und zellspezifischer Effektorsysteme wie
LPS. Dazu wurde die Stimulation der Rattenlungen durch LTA und PepG von
Staphylococcus aureus untersucht und die Inhibitoren der PKC Bisindolylmaleimid I,
G0 6976 und GO 6983, die Inhibitoren der MAPK ERK1/2 und p38-MAPK UO126 und
SB-203580 sowie die Inhibitoren der Cox-2 NS-398, SC-236 und DUP-697

eingesetzt, um die pulmonale Reaktivitdt zu hemmen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass die PKA nicht an der durch LPS
ausgelosten Signaltransduktion beteiligt ist, da der Inhibitor H-89 nicht in der Lage
war, die durch Verabreichung von AA ausgeldste inflammatorische Reaktion der mit

LPS stimulierten Rattenlungen zu verhindern.

Dagegen deutet die durch verschiedene PKC-Inhibitoren erzielte Hemmung der
erhohten vasalen und bronchialen Konstriktion sowie Odembildung der durch
zweistiindige Perfusion mit LPS stimulierten Rattenlunge auf eine Beteiligung
mehrerer PKC-Isoenzyme hin, darunter die konventionellen PKC-lIsoenzyme, die
Isoenzyme aus der Gruppe der neuen PKC-Isoenzyme als auch eines der atypischen
PKC-Isoenzyme.

Die Versuche mit isolierter und kombinierter Verabreichung von LTA und PepG
zeigten, dass diese grampositiven Bakterienwandbestandteile insbesondere bei
kombinierter Anwendung eine dem “gramnegativen Priming® &ahnliche “Priming“-
Reaktion mit erhohter vaskularer und bronchialer Reaktivitat in der Rattenlunge

verursachen.

Der Einsatz verschiedener PKC-Inhibitoren erzielte eine verminderte pulmonale

Reaktivitat der mit LTA und PepG stimulierten Rattenlungen auf die Verabreichung



Zusammenfassung 100

von AA und lasst somit, ahnlich wie bei den Versuchen der PKC-Inhibitoren bei
“gramnegativem Priming“, die Beteiligung verschiedener Isoenzyme aus den
Gruppen der konventionellen PKC-lsoenzyme sowie zusatzlich der neuen
PKC-Isoenzyme und der atypischen PKC-Isoformen an der “grampositiven Priming*“-

Reaktion vermuten.

Weitere in dieser Arbeit durchgefiihrte Versuche bestatigten die Hypothese, dass die
MAPK ERK1/2 und p38-MAPK, &hnlich wie bei der “Priming“-Reaktion durch
gramnegatives LPS, auch an der durch LTA und PepG grampositiver Bakterien

ausgelosten intrazellularen Signaltransduktion beteiligt sind.

Die Hochregulation der Cox-2-Expression scheint als ein wichtiges, fur die Vaso- und
Bronchoreaktivitat verantwortliches Effektorsystem zu fungieren. Die in den
Untersuchungen eingesetzten spezifischen Inhibitoren der entsprechenden Enzyme
konnten erfolgreich die durch AA provozierte Reaktion der Lunge nach grampositiver
Stimulation, gekennzeichnet durch verstarkte Broncho- und Vasokonstriktion sowie
Odembildung, verhindern.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in der isolierten Rattenlunge sowohl die
Verabreichung des gramnegativen Bakterienwandbestandteiles LPS als auch der
grampositiven Bakterienwandbestandteile LTA und PepG in Kombination eine
“Priming“-Reaktion auslésen konnen, die in ihrer Erscheinung den Kklinischen
Symptomen des ARDS é&hnelt. Die durch vermehrte Eikosanoidproduktion in der
Lunge bewirkte vasale und bronchiale Konstriktion mit Permeabilitatserhdhung nach
Stimulation durch die grampositiven und gramnegativen Bakterienwandbestandteile
wird Uber eine Signaltransduktionskaskade vermittelt, an der mehrere Proteinkinase
C-lsoenzyme und die MAPK p38-MAPK und ERK1/2 beteiligt sind, mit nachfolgender
Hochregulation der Cox-2-Expression.

Diese Enzyme stellen somit ein interessantes Ziel fir die Entwicklung weiterer
therapeutischer Interventionsstrategien gegen die Entstehung des ARDS dar.
Insbesondere die Rolle der einzelnen PKC-lsoenzyme sollte in weiteren Studien

noch naher untersucht werden.
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7. SUMMARY

Sepsis caused by gram negative bacteria and frequently during the last few years
also by gram positive bacteria often leads to the life-threatening disease ARDS. As
for ARDS, an overwhelming inflammatory reaction of the lung causes profound
disturbances of the pulmonary vasomotion and ventilation as well as damage of the
alveolocapillary barrier with permeability disturbance of the capillary endothelium and
formation of an interstitial and/or intraalveolar pulmonary edema, often with fatal
consequences. The exact mechanisms causing this damage of the lung have not yet

been completely cleared.

In order to examine the complex pathogenetic procedures more precisly during the
exsudative phase of ARDS, isolated perfused lungs have been used as a model
system since a long time. The model of the isolated, blood-free perfused and
ventilated rat lung used in this study offers the possibility of performing studies in an
intact organ with functioning physiological regulation mechanisms that can be
instrumentally measured and directly analysed.

After administering a second inflammatory stimulus such as arachidonic acid, the
gram negative bacteria wall component lipopolysaccharide causes an increased
vascular and bronchial reaction with an increased capillary and alveolar permeability
in isolated lungs. This "Priming" effect is similar to the pathophysiological features
and clinical symptoms of ARDS. The basis for this "Priming" reaction is a signal
transduction cascade induced by LPS with participation of MAPK p38-MAPK and
ERK1/2. Both induce an upregulation of Cox-2 by activating the NFKB complex with
simultaneously increased expression of the TX synthase in the smooth vascular and

bronchial muscle cells and thus an increased formation of eicosanoids.

In this study we examined the exact involvement of protein kinase A and protein
kinase C isoenzymes in the intracellular signal transduction of the "gram negative
Priming" using cell wall component LPS of Salmonella enterica serovar Abortusequi,
PKA inhibitor H-89 and PKC inhibitors G6 6976, myristoylated PKCR¢,.4 inhibitor,
R0-31-8425, R0-32-0432, Bisindolylmaleimide | and G6 6983.
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A further objective of this study was to verify the assumption that gram positive
bacteria wall components lipoteichoic acid and peptidoglycan are able to induce a
reaction comparable to the "endotoxin Priming" by activating similar signal
transduction cascades and cell-specific effector systems such as LPS. For that
purpose, the stimulation of rat lungs by LTA and PepG of Staphylococcus aureus has
been examined. Inhibitors of PKC Bisindolylmaleimide |, G6 6976 and GO 6983,
inhibitors of MAPK ERK1/2 and p38-MAPK UO126 and SB-203580 as well as
inhibitors of Cox-2 NS-398, SC-236 and DUP-697 have been used to suppress

pulmonary reactivity.

The results of the tests show that PKA is not involved in signal transduction caused
by LPS, since inhibitor H-89 was not able to prevent the AA-induced inflammatory
reaction of the rat lungs stimulated with LPS.

On the other hand the inhibition of an increased vascular and bronchial constriction
as well as edema formation in rat lungs stimulated during a two-hour perfusion by
LPS obtained by different PKC inhibitors indicates an involvement of several PKC
isoenzymes, among them conventional PKC isoenzymes, isoenzymes from the group

of new PKC isoenzymes as well as one of the atypical PKC isoenzymes.

Tests with separate and combined medication of LTA and PepG show that these
gram positive bacteria wall components cause, in particular when combined, a
"Priming" reaction with increased vascular and bronchial reactivity of the rat lung

similar to "gram negative Priming".

The employment of different PKC inhibitors shows a decreased AA-induced
pulmonary reactivity of the rat lungs stimulated with LTA and PepG which gives rise
to the supposition that conventional PKC isoenzymes as well as the new PKC
isoenzymes and the atypical PKC isoforms are involved in "gram positive Priming"

reaction similar to the tests of PKC inhibitors with "gram negative Priming".

Further tests in this study confirmed the hypothesis that MAPK ERK1/2 and
p38-MAPK, similar to the "Priming" reaction caused by gram negative LPS, are also
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involved in intracellular signal transduction triggered by LTA and PepG of gram

positive bacteria.

Upregulation of Cox-2-expression seems to be an important effector system for vaso-
and bronchoreactivity. The specific inhibitors of the corresponding enzymes used
could successfully prevent the reaction of the lung provoked by AA after gram
positive stimulation, which is characterised by an increased broncho- and

vasoconstriction as well as edema formation.

In conclusion, it can be seen that an administering of both gram negative bacteria
wall component LPS as well as gram positive bacteria wall components LTA and
PepG in combination can induce a "Priming" reaction in the isolated rat lung
resembling the clinical symptoms of ARDS. The vascular and bronchial constriction
with increased permeability caused by augmented eicosanoid production in the lung
after stimulation by gram positive and gram negative bacteria wall components is
lead through a signal transduction cascade where several protein kinase C
isoenzymes, p38-MAPK and ERK1/2 are involved with corresponding upregulation of
Cox-2 expression. These enzymes therefore represent an interesting target for the
development of further therapeutical intervention strategies against the development
of ARDS. In particular, the role of the individual PKC isoenzymes should be

examined more detailed in further studies.
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9. ANHANG
9.1. Tabellen

APAP, mmHg AVP, mmHg AW, g
Kontrolle Zeitpunkt 0-120 |0.86 + 0.22 0.02 + 0.02 0.04 + 0.02
Kontrolle Zeitpunkt 125 3.88 £ 0.15+ 0.14 + 0.04+ 0.63+0.17*

Tabelle 2a: Wirkung der AA-Applikation zum Zeitpunkt 120 min auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) bis
zum Zeitpunkt 125 min.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle perfundiert. Nach
2 h wurde AA (10 pumol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die zwischen dem Zeitpunkt O und 120 min und die innerhalb von 5 min
nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefihrte Versuche. Signifikante
Unterschiede der Messwertveranderungen der Kontolllungen zwischen dem Zeitpunkt O und 120 zu
den Messwertverdnderungen zum Zeitpunkt 125 min: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

APAP 0-120 min, mmHg
Kontrolle 0.86 + 0.22
10 yg/ml LPS 0.46 £ 0.13
10 yg/ml LTA 0.43+0.17
20 yg/ml LTA 0.48 £0.12
20 ug/ml PepG 1.98 £ 0.24*
50 pg/ml PepG 1.74 +0.43
10 pug/ml LTA + PepG 1.43+0.18
20 pg/ml LTA + PepG 2.34 +£ 0.24*

Tabelle 2b: Einfluss des “Primings“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP) zwischen den Zeitpunkten 0 und 120 min.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pg/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pg/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pg/ml PepG perfundiert. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die zwischen dem
Zeitpunkt 0 und 120 min aufgetreten sind. n = 5 unabh&ngig voneinander durchgefiihrte Versuche in
jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten
Lungen zu den Kontrolllungen: ** p<0.01.
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TXB,, pg/ml PGE,, pg/ml 6-keto-PGFi4, pg/ml
Kontrolle 60.4 +21.9 2340+ 71.2 1910.0+ 111.8
10 yg/ml LPS 187.0 + 33.2¢ 462.8 £ 148.4 5410.0 £ 506.1***
10 yg/ml LTA 73.1+39.2 231.0+ 36.5 4967.0 £ 2112.0
20 yg/ml LTA 139.7 + 60.7 161.0+ 42.6 3540.0+ 787.8
20 pg/ml PepG 47.3+14.9 220.2+ 18.3 2736.0 + 299.4*
50 ug/ml PepG 197.9 + 47 .4~ 335.7+ 95.8 2405.0+ 701.6
10 ug/ml LTA + PepG |214.0+71.6 190.6 + 28.5 3107.0 + 422.6*
20 pg/ml LTA + PepG  |163.7 + 33.5* 318.6 + 27.5 6611.0 + 498.4*

Tabelle 2c: Einfluss des “Primings* durch Bakterienwandbestandteile auf die AA-Metabolite
TXB,, PGE, und 6-keto-PGF;4 bis zum Zeitpunkt 120 min.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pug/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pug/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pg/ml PepG perfundiert. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehaltes zum Zeitpunkt 120 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen
zu den Kontrolllungen: * p<0.05, *** p<0.001.

APAP, mmHg AVP, mmHg AW, ¢
Kontrolle 3.88+0.15 0.14 £ 0.04 0.63+0.17
10 pyg /ml LPS 10.82 + 0.22%+ 1.48 £ 0.24# 478 +1.07*
10 yg/ml LTA 4,43 + 0.53 0.34+0.10 0.90+£0.31
20 ug/ml LTA 8.36 + 1.76* 0.79 £ 0.15* 479+ 214
20 yg/ml PepG 6.28 + 0.59* 0.42 + 0.10* 2.40 + 0.45*
50 ug/ml PepG 5.20 + 0.49+ 0.52 +0.13* 1.37 £ 0.59
10 pg/ml LTA + PepG 9.68 + 1.61* 0.95 + 0.24+ 6.03 +2.13*
20 ug/ml LTA + PepG 13.26 + 0.70% 1.82 £ 0.33** 11.77 + 0.80*+

Tabelle 2d: Einfluss des “Primings“ durch Bakterienwandbestandteile auf den Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW)
nach AA-Applikation.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pug/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pug/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pug/ml LTA zusammen mit 20 pug/ml PepG perfundiert. Nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhangig
voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch
Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.
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TXB,, pg/ml PGE,, pg/ml 6-keto-PGF14, pg/mi
Kontrolle 2220.0 + 543.1 871.0+ 209.8 |22020.0+ 6154.0
10 yg/ml LPS 7010.0 £ 1094.0* |4048.0 £ 1282.0+ |[60870.0 + 6860.0*
10 yg/ml LTA 4287.0+ 851.3 [2030.0+ 713.9 |52150.0+ 6053.0*
20 pg/ml LTA 4830.0 + 684.8* [2494.0+ 333.1* |35140.0+ 7139.0
20 pg/ml PepG 3924.0+ 853.4 |1886.0+ 172.2* |50350.0 + 8409.0*

50 pg/ml PepG

6421.0 + 1013.0*

3949.0 + 1103.0*

43440.0 + 18040.0

10 pg/ml LTA + PepG

5699.0 + 722.8*

3693.0 + 245.2%

35880.0 + 9854.0

20 ug/ml LTA + PepG

4431.0 + 742.0*

3707.0 + 221.9%

93590.0 + 1988.0*

Tabelle 2e: Einfluss des “Primings* durch Bakterienwandbestandteile auf die AA-Metabolite
TXB,, PGE, und 6-keto-PGF;4 nach AA-Applikation.

Die Lungen wurden ohne Stimulation durch Bakterienwandbestandteile als Kontrolle und in
Anwesenheit von 10 pg/ml LPS, 10 und 20 pug/ml LTA, 20 und 50 pg/ml PepG, sowie 10 pug/ml LTA
zusammen mit 10 pg/ml PepG und 20 pg/ml LTA zusammen mit 20 pg/ml PepG perfundiert. Nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des
Metabolitengehaltes zum Zeitpunkt 125 min. n 5 Probenanalysen von jeweils unabhéangig
voneinander durchgefiihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede der durch

Bakterienwandbestandteile stimulierten Lungen zu den Kontrolllungen: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

APAP, mmHg AVP, mmHg AW, g
10 pg/ml LPS 10.82 £ 0.22 1.48 £0.24 4,78 £ 1.07
100 nM H-89 bei 0 min 8.20£1.04 1.35+0.29 6.07 £ 1.45
100 nM H-89 bei 60 min 8.01 £1.33 0.75+£0.25 447 £1.83

Tabelle 3a: Wirkung des “gramnegativen Primings®“ auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit eines PKA-Inhibitors.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des PKA-Inhibitors H-89 erfolgte zum Zeitpunkt 0 bzw. 60 min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min
nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéangig voneinander durchgefihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe.

TXB,, pg/mi PGE,, pg/ml 6-keto-PGF14, pg/ml

10 pg/ml LPS 7010.0 +£1094.0 | 4048.0 +£1282.0 | 60870.0 + 6860.0

100 nM H-89 bei 60 min | 5796.0 + 654.0 | 4285.0 + 561.9 | 65200.0 + 7496.0

Tabelle 3b: Einfluss des “gramnegativen Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und
6-keto-PGF, nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit eines PKA-Inhibitors.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des PKA-Inhibitors H-89 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in
pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n 5 Probenanalysen von jeweils unabhéangig voneinander
durchgefihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe.
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APAP, mmHg AVP, mmHg AW, g
10 pg/ml LPS 10.82 £ 0.22 1.48£0.24 4.78 +1.07
50 nM GO 6976 7.20+1.17+ 0.87+0.21 1.94 + 0.53*
10 pM PKCI3¢2.4-Inhibitor 5.62 + 1.22* 0.80 £ 0.27 1.22 £ 0.50*
50 nM Ro0-31-8425 3.94 + 1.05% 0.77 £0.16* 0.95 + 0.51*
10 pM Ro0-32-0432 3.98 £ 0.90*+* 0.78 £ 0.10* 0.64 £0.17*
50 nM Bisindolylmaleimid | 3.58 + 1.16%* 0.29 + 0.13* 1.00 + 0.35*
20 uM GO 6983 3.45 £ 0.17*+ 0.32 + 0.04* 0.88 £ 0.07~*

Tabelle 4a: Wirkung des “gramnegativen Primings®“ auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren GO 6976, Myristoylierter PKCR¢,.4-Inhibitor,
R0-31-8425, R0-32-0432, Bisindolylmaleimid | und G&6 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min
nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LPS stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor
perfundiert wurden: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

TXB,, pg/ml PGE,, pg/mi 6-keto-PGFi4, pg/ml
10 pg/ml LPS 7010.0 £ 1094.0 [4048.0 £1282.0 [60870.0 + 6860.0
50 nM G0 6976 4649.0 + 449.0% |3236.0 + 794.5 |43000.0 + 4661.0*
10 uM PKC3¢,.4-Inhibitor |5819.0 £+ 764.5 |4355.0 + 1460.0 [62990.0 + 10820.0
50 nM Ro0-31-8425 8056.0 + 1511.0 [6494.0 £ 1699.0 |90520.0 + 19220.0
10 uM R0-32-0432 7573.0+ 737.3 |2630.0+ 958.0 [48500.0+ 7182.0
50 nM 4105.0 + 808.1 |3853.0+ 670.0 [69210.0 + 14640.0
Bisindolylmaleimid |
20 uM GO 6983 7459.0 + 533.9 [4439.0+ 690.9 |85490.0 + 18590.0

Tabelle 4b: Einfluss des “gramnegativen Primings* auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und
6-keto-PGF;4 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS perfundiert und nach 2 h wurde AA (10 pmol/l)
dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren G6 6976, Myristoylierter PKCR3¢; 4-Inhibitor,
R0-31-8425, R0-32-0432, Bisindolylmaleimid | und G&6 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in
pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5 Probenanalysen von jeweils unabh&ngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LPS
stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05.
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APAP, mmHg AVP, mmHg AW, ¢
20 pg/ml LTA + PepG 13.26 + 0.7 1.82 +0.33 11.77 + 0.80
50 nM Bisindolylmaleimid | 5.88 £ 0.96*+ 0.73 £0.25* 1.34 £ 0.49*+
50 nM GO 6976 4.78 + 0.79* 0.60 * 0.09* 1.06 + 0.30*+
20 uM GO 6983 1.95 + 0.89* 0.43 £ 0.13* 0.29 £ 0.07*

Tabelle 5a: Wirkung des “grampositiven Primings® auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I,
G0 6976 und GO 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM
der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5
unabhé&ngig voneinander durchgefiinrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001.

TXB,, pg/ml PGE,, pg/mi 6-keto-PGF14, pg/ml
20 pg/ml LTA + PepG 4431.0+ 742.0 |3707.0+ 221.9 | 93590.0 + 1988.0
50 nM 3571.0 £ 1443.0 [3315.0 £ 1057.0 | 45330.0 = 8397.0*
Bisindolylmaleimid |
50 nM GO 6976 5731.0 £ 1220.0 |3691.0 + 465.1 | 51510.0 £ 5604.0***
20 pM GO 6983 10590.0 + 2294.0* | 6582.0 £ 2367.0 |100300.0 + 1622.0

Tabelle 5b: Einfluss des “grampositiven Primings” auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und
6-keto-PGF4 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von PKC-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe der PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid I,
G0 6976 und GO 6983 erfolgte zum Zeitpunkt O min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM
des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, *** p<0.001.
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APAP, mmHg AVP, mmHg AW, g
20 ug/ml LTA + PepG 13.26 + 0.7 1.82+0.33 11.77 £+ 0.80
10 uM SB-203580 0.55 + 0.25* 0.04 £ 0.02*+ 0.07 £ 0.02%+
20 uM UO126 3.96 + 0.53* 0.22 + 0.06* 0.68 + 0.19*

Tabelle 6a: Wirkung des “grampositiven Primings* auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit von MAPK-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefiigt. Die Gabe des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 und des
ERKZ1/2-Inhibitors UO126 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM der Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5
unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede
zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: ** p<0.01,
*** n<0.001.

TXB,, pg/mi PGE,, pg/ml 6-keto-PGFi4, pg/mi
20 pg/ml LTA + PepG |4431.0 + 742.0 |3707.0 £ 221.9 93590.0 + 1988.0
10 uM SB-203580 424.0 £ 195.4%* | 1076.0 £ 162.1** 33020.0 £+ 8330.0**
20 uM UO126 2925.0 + 325.5 |2813.0 + 313.3* 107700.0 + 16260.0

Tabelle 6b: Einfluss des “grampositiven Primings” auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und
6-keto-PGF,4 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von MAPK-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefligt. Die Gabe des p38-MAPK-Inhibitors SB-203580 und des
ERKZ1/2-Inhibitors UO126 erfolgte zum Zeitpunkt 60 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
SEM des Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, *** p<0.001.
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APAP, mmHg AVP, mmHg AW, g
20 ug/ml LTA + PepG 13.26 + 0.7 1.82+0.33 11.77 + 0.80
25 uM NS-398 2.76 £ 0.57+ 0.70 £ 0.18~ 0.37 £ 0.12%
10 uM SC-236 1.50 + 0.25*+ 0.36 = 0.06* 0.23 = 0.06**
25 uM DUP-697 0.02 = 0.02** 0.02 = 0.02** 0.10 £+ 0.03*+*

Tabelle 7a: Wirkung des “grampositiven Primings® auf den AA-induzierten Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP), Ventilationsdruckes (AVP) und Lungengewichtes (AW) in
Abwesenheit und Anwesenheit von Cox-2-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 pmol/l) dem Perfusat zugefugt. Die Gabe der Cox-2-Inhibitoren NS-398, SC-236 und
DUP-697 erfolgte zum Zeitpunkt 110 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM der
Messwertveranderungen, die innerhalb von 5 min nach AA-Gabe aufgetreten sind. n = 5 unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Versuche in jeder Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit
LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne Inhibitor perfundiert wurden: * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

TXB.,, pg/ml PGE,, pg/ml 6-keto-PGF14, pg/ml
20 ug/ml LTA + PepG  |4431.0+742.0 |[3707.0+221.9 93590.0 + 1988.0
25 uM NS-398 2317.0 £ 398.8* |1097.0 + 196.6** |46600.0 + 5893.0**
10 uM SC-236 424.0 £ 677.0=+| 999.4 + 203.6*+ |52450.0 + 11480.0**
25 uM DUP-697 208.4 + 18.0¢+| 443.4 +£129.5* |17520.0 + 2091.0***

Tabelle 7b: Einfluss des “grampositiven Primings“ auf die AA-Metabolite TXB,, PGE, und
6-keto-PGF;4 nach AA-Applikation in Abwesenheit und Anwesenheit von Cox-2-Inhibitoren.

Die Lungen wurden in Anwesenheit von 20 pg/ml LTA und 20 pg/ml PepG perfundiert und nach 2 h
wurde AA (10 umol/l) dem Perfusat zugefligt. Die Gabe der Cox-2-Inhibitoren NS-398, SC-236 und
DUP-697 erfolgte zum Zeitpunkt 110 min. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM des
Metabolitengehaltes im rezirkulierenden Perfusat in pg/ml zum Zeitpunkt 125 min. n = 5
Probenanalysen von jeweils unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen in jeder
Versuchsgruppe. Signifikante Unterschiede zu den mit LTA und PepG stimulierten Lungen, die ohne
Inhibitor perfundiert wurden: ** p<0.01, *** p<0.001.
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