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1. Einleitung

Die Bedeutung der Perikardflissigkeit in der Pathogenese von kardialen
Erkrankungen ist bis heute weitgehend unerforscht. Auch sonst gibt es keine
Fliissigkeit des menschlichen Korpers, tiber die so wenig bekannt ist. Dies ist wohl
zu allererst durch die Risiken bedingt, die mit dem Gewinnen der Perikard-
fliissigkeit verbunden sind. Dadurch scheidet die Perikardfliissigkeit als
Diagnosemittel der klinischen Routine aus. Im Rahmen von Operationen am
offenen Herzen kann aber die Perikardfliissigkeit ohne zusitzliches Risiko fiir den
Patienten entnommen und untersucht werden. Dadurch steht den Kardiologen
zusdtzliches Material zur Verfiigung, das von diagnostischem Nutzen sein kann
und gegebenenfalls sogar neue Moglichkeiten zur therapeutischen Interventionen
eroffnet.

Damit diese neue Mdoglichkeit, einen Einblick in die Geschehnisse des menschlichen
Korpers zu gewinnen, in Zukunft genutzt werden kann, muss die Perikard-
flissigkeit umfassend untersucht, die Substanzen, die sie enthélt analysiert und die
gewonnene Informationen nach bestimmten Kriterien, die noch festgesetzt werden

miissen, klassifiziert werden.

In dieser Arbeit soll erstens untersucht werden, ob die Perikardfliissigkeit per se
einen direkten Effekt auf Kardiomyozyten ausiibt und zweitens, ob sie ein Indikator
fir die diversen Geschehnisse im Myokard bei Herzerkrankungen verschiedener
Genese ist.

Der erste Teil dieser Arbeit befalt sich mit interindividuellen Schwankungen der
Zusammensetzung der Zytokine in der Perikardfliissigkeit und Ergiissen von
einzelnen Patienten. Dazu wurde intraoperativ Perikardfliissigkeit von 27
Patienten entnommen. Die so gewonnen Perikardergiisse werden nach den
Grunderkrankungen der Patienten in die vier Erkrankungsgruppen ,Herz-
insuffizienz“, ,koronare Herzkrankheit®, ,Niereninsuffizienz“ und ,Klappenfehler®
unterteilt.

Verschiedene Gruppen von Substanzen, darunter Enzyme wie Keratinin-
kinase (CK) und Laktatdehydrogenase (LDH), Wachstumsfaktoren wie basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF) oder Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
und Nukleoside wie Adenison oder Inosin sind in der Perikardfliissigkeit
vorhanden. In dieser Arbeit sollen nun Substanzen aus der Familie der Zytokine

untersucht werden.

Fiir bestimmte Zytokine wurde in anderen Arbeiten gezeigt, dass sie bei

Herzkreislauferkrankungen eine Rolle spielen. Fiir manche wurden in
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Zusammenhang mit bestimmten Erkrankungsursachen erhohte Werte im Serum
beobachtet.

Diese Arbeit untersucht fiir weitere Zytokine, ob sie in der Perikardfliissigkeit
nachweisbar sind und ob gruppenspezifische Unterschiede in der Zytokin-
zusammensetzung der Perikardfliissigkeit dieser Patientengruppen vorliegen.

Da es keine Kontrollgruppe mit Perikardergiissen von gesunden Patienten gibt,
erhebt diese Arbeit nicht den Anspruch, absolute Aussagen iiber die
Konzentrationen der Stoffe in der Perikardfliissigkeit zu machen, sondern
beschrinkt sich auf krankheitsspezifische Unterschiede und diskutiert die mogliche
pathophysiologische Bedeutung der einzelnen Zytokine fiir die Pathogenese am
Herzen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Perikardfliissigkeit verschiedener
Patienten ungeachtet der Ursache ihres Herzleidens gepoolt und mittels
Salzpréazipitation und HPLC in verschiedene Fraktionen unterteilt. Es wurde
untersucht, ob diese Fraktionen eine Wirkung auf die Entwicklung von kultivierten
neonatalen Myokardzellen ausiiben und ob man diese Wirkung differenzieren kann.

1.1. Fragestellung

Zusammenfassend kann man die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung in
die funf unten angefiihrten Fragen unterteilen:

* Hat Perikardfliissigkeit per se eine Wirkung auf Myozyten?
* Lasst sich diese Wirkung differenzieren?
* Welche Zytokine sind in der Perikardfliissigkeit vorhanden?

* Beeinflusst die zugrundliegende Erkrankung die spezifische Zusammensetzung
der Zytokine in der Perikardfliissigkeit?

* Kann die Perikardfliissigkeit Krankheitsgeschehnisse zuverlissig reflektieren?
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2. Material und Methoden

2.1. Gruppenspezifische Perikardergiisse

2.1.1. Aufteilung der Perikardfliissigkeit in Patientengruppen

Die Perikardfliissigkeit von 27 Patienten, die sich einer Operation zur Korrektur

von Klappendefekten oder dem Anlegen von Bypéssen zur Behandlung der KHK

unterzogen, wurden in dieser Arbeit untersucht. Sieben Patienten hatten eine

KHK, sieben eine Herzinsuffizienz, weitere sieben waren Klappenersatzpatienten

und sechs gehorten zu einer der oben genannten Gruppen und hatten zuséitzlich

eine Niereninsuffizienz.

Die Aufteilung in Gruppen erfolgte wie folgt:

KHK-Gruppe
Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die an mindestens zwei Gefédl3en

operationsbediirftig waren, deren Ejektionsfraktion aber jeweils tiber 70% lag:

Patienten-{ Alterin Gewicht | Grofie
Nr. Jahren |Geschlecht| inkg | incm | | V-EF |Diagnose
703 69 w 56 152 0.B. |KHK, 2GE, NYHA Il
745 75 m 100 172 0.B. |KHK, 3GE, NYHA lll, 40% HSS
754 75 m 82 173 0,8 [KHK, 2GE, NYHA Ill, Z.n. VWI
762 58 m 76 180 0.B. |KHK, 3GE, NYHA I, 50% HSS
941 71 w 93 172 0,7 [|KHK, 2GE, NYHA lll, HSS
978 73 m 100 190 0.B. |KHK, 3GE,VHF
980 54 m 90 179 0.B. |KHK, 3GE

HI-Gruppe

Patienten mit KHK oder Kardiomyopathie, deren Ejektionsfraktion unter 50% lag:

Patienten-| Alter in Gewicht|Grofie

Nr. Jahren |Geschlecht| in kg | incm || V-EF|Diagnose
755 62 m 100 175 | 0,20 [KHK, 1GE, NYHA III, 2 x HWI
761 64 m 90 180 | 0,45 |KHK, 3GE, NYHA II, 2 x HWI
789 61 m 83 184 | 0,15 [DCM, NYHA lll, Indikation zur HTX
809 68 m 72 171 | 0,45 |KHK, 3GE, NYHA II, Z.n. Infarkt, mittelgr. HSS
825 72 w 85 169 | 0,40 [KHK, 2GE, NYHA III, 2 x HWI
952 61 m 90 173 | 0,45 |KHK, Z.n. Anterolateralinfarkt, HSS
982 59 m 68 172 | 0,40 [KHK, 3GE, VWI
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VP-Gruppe
Patienten mit einem Klappenvitium:
Patienten-| Alter in Gewicht | Grofie
Nr. Jahren | Geschlecht| inkg [ incm | LV-EF [Diagnose
703 69 w 56 152 0.B. |KHK, 2GE, NYHA llI
745 75 m 100 172 0.B. |KHK, 3GE, NYHA llI
754 75 m 82 173 0,7 |KHK, 2GE, NYHA Ill, Z.n. VWI
762 58 m 76 180 0.B. |KHK, 3GE, NYHA |
941 67 w 93 172 0,7 |KHK, 2GE, NYHA Il
978 63 m 100 190 0.B. |KHK, 3GE,VHF
980 54 m 90 179 0.B. |KHK, 3GE
NI-Gruppe
Patienten, die zusitzlich zu ihrer Herzerkrankung an einer Niereninsuffizienz
leiden:
Patienten- | Alter in Gewicht| Groflke
Nr. Jahren | Geschlecht| inkg | incm |LV-EF[Diagnose
712 61 m 83 170 | o.B. |hochgr. subakute Al bei Endokarditis, NYHA IV
716 73 m 76 176 0.B. [KHK, 3GE, NYHA |
741 64 m 81 183 | 0.57 |KHK, 3GE, NYHA llI
766 78 m 87 186 | 0.55 |KHK, 3GE, NYHA IIl, Z.n. VWI
794 62 w 0.16 |KHK, 3GE, HWI (verstorben)
844 84 m 70 168 0.B. |[KHK, 2GE, NYHA Ill, Mitralinsuff. mit Prolaps

2.1.2. Entnahme der Perikardfliissigkeit

Die Perikardfliissigkeiten wurden den Patienten widhrend einer Operation am

offenen Herzen entnommen. Dies geschah direkt nach dem Eroéffnen des

Herzbeutels mittels einer Einwegspritze. Die Patienten waren zu diesem Zeitpunkt

der Operation heparinisiert. Die Aufbewahrung der Perikardfliissigkeiten erfolgte
bei -70 °C bis zu 12 Monaten.

Da bei dieser Methode die Perikardfliissigkeit mit Blut verunreinigt werden kann,

wurden Ergiisse mit verschiedenem Farbcharakter gewonnen. Diese wurden in drei

verschiedenen Kategorien eingeteilt:
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hell: keine Beimengung von Blut
mittel: etwas Beimengung von Blut erkennbar, Verfiarbung eher zartrosa
dunkel: eindeutige Blutbeimengung, Farbe orange bis rot

Es werden in dieser Arbeit nur Ergiisse der Farbkategorien ,hell“ und ,mittel”

verwendet.

2.1.3. Versuche mit gruppenspezifischer Perikardfliissigkeit

2.1.3.1.Versuch 1: Messung der LDH-Aktivitéit in der Perikardfliissigkeit

Laktatdehydrogenase katalysiert die Interkonversion von Laktat und Pyruvat.
Diese Reaktion ist ein Teilschritt der anaeroben Glykolyse und lduft bei
Sauerstoffmangel ab. Das Enzym ist ein tetrameres Protein und besitzt fiinf
Isoforme. Das Herz, die Niere, das Gehirn und Erythrozyten haben die hochsten
Anteile an LDH-1 und LDH-2. In der Leber und in der Skelettmuskulatur befinden
sich hingegen die hochsten Konzentrationen an LDH-5. Bei einem Myokardinfarkt
ist die Konzentration an LDH signifikant erhoht, wobei das Konzentrations-
maximum etwa 48 Stunden nach Schmerzeintritt erreicht wird und ca. 10 Tage
anhélt.

Eine Erhoéhung der LDH-Konzentration kann jedoch auch andere Ursachen haben,

wie zum Beispiel Lebererkrankungen oder eine perniziése Andmie.

Testprinzip:

Die LDH-Aktivitdt innerhalb der verschiedenen Perikardergiisse wurde mittels
eines Testsets der Firma Sigma Diagnostics gemessen.

Dem Testprinzip liegt die folgende Reaktion zugrunde:

LDH
Pyruvat + NADH + H* < Laktat + NAD*

Bei der Reduktion von Pyruvat durch LDH wird eine equimolare Menge an NADH
zu NAD" ionisiert. Diese Oxidation bewirkt eine Abnahme der Absorption bei
340 nm, fiir die NADH verantwortlich ist. Daher ist die Abnahme der Absorption
bei 340 nm direkt proportional zur LDH-Aktivitét in den Proben.
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Der Versuchsablauf wird hier nicht nochmals aufgefiihrt, da der Versuch genau
nach der Anleitung der Firma Sigma durchgefithrt wurde und die Prozedur in der
Versuchsanleitung zum Testset nachgelesen werden kann.

Messungen der Zytokinkonzentrationen mit Hilfe der ELISA

2.1.3.2.Versuch 2: Interleukin 4 (IL-4)

Zur Messung der Menge an freiem IL-4 in der PCF der verschiedenen Patienten,
wurde das ,,CYTELISA human IL-4 ELISA-Kit“ der Firma Cytimmune verwendet.

Sensitivitat 0,87 pg/ml

Detektionsspanne: 8 pg/ml bis 500 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitdt innerhalb eines Assays: 7,9%

Variabilitédt unter verschiedenen Assays: 11,4%

Prinzip:

Die Proben werden in Wells gegeben, die mit monoklonalen Anti-human-IL-4-
Antikorpern von der Maus tiberzogen sind. An diesen Antikorpern haftet das freie
menschliche IL-4. Weiterhin werden IL-4-spezifische polyklonale Ratten-anti-
human-Antikorper hinzugefiigt, die menschliches IL-4 in Losung binden. Durch das
Hinzugeben von Ziegen-anti-Ratten-alkalische-Phosphatase, die an den poly-
klonalen Ratten-anti-human-Antikoérper bindet und die weitere Zugabe einer
Farbreagenzlosung, kann die Menge an Zytokin in der Probelésung ermittelt
werden. Dazu wird eine Standardkurve erstellt, die den direkten Zusammenhang
zwischen optischer Dichte und Zytokinkonzentration angibt.

Die Farbreagenzlosung ist ein Zweiphasensystem. In diesem System dephospho-
rylisiert die alkalische Phosphatase das Substrat NADPH zu NADH. Das NADH
wirkt dann als Kofaktor, der die Redoxreaktion zwischen Alkoholdehydrogenase
und Diaphorase aktiviert. Diese Redoxreaktion erzeugt Formazan, einen tiefroten
Stoff , der Licht der Wellenlédnge 492 nm absorbiert.

Die Standardlosung wird zur Kontrolle jeweils in zweifacher Ausfithrung
aufgetragen, die Perikardfliissigkeitsproben der jeweiligen Patienten in dreifacher
Ausfiihrung. Weiterhin wird auch die gepoolte Perikardfliissigkeit in dreifacher
Ausfithrung getestet.
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Kitmaterial:

o

Vorgehensweise:

NSOk N

Waschpuffer:

Assay Losungsmittel:

IL-4 Standard:
poliklonaler IL.-4 -Antikérper:
Farbreagenz A:
Farbreagenz B:

Ziegen-anti-Ratten-alkalische-
Phosphatase:

Stoplosung

eine mit Anti-human-IL-4 bezogene
Mikrotitrierplatte mit 96 Wells

10. zwei Verschlussfolien

Vorbereitung:

20 fach konzentriert (50 ml-Flasche)
eine gebrauchsfertige Flasche (50 ml)
in lyophilisierter Form

in lyophilisierter Form

12 ml-Flasche

12 ml-Flasche

in lyophilisierter Form

10 ml 0,5 molare schweflige Sdure

Herstellung der Standardverdiinnungsreihe:

Der lyophylisierte Standard wird in 1000 ul Assaylosungsmittel aufgelost. Es wird

eine Verdinnungsreihe erstellt, wobei der Standard weiterhin in Assay-

losungsmittel verdiinnt wird. Der Standard #5 enthédlt dann nur noch Assay-

l6sungsmittel (siehe Tabelle):

lyophili-
Standard # sierter #1 #2 #3 #4 #5
Standard
davon davon davon davon
50 ul 250 ul | 250 ul 250 ul
in #1 in #2 in #3 in #4
Anfangsvolumen (ul)
an 1000 950 750 750 750 750
Assaylosungsmittel
Konzentration 10.000 500 125 | 3125 | 781 0,0
(pg/ml):

polyklonale Ratten-anti-human-IL-4-Antikorper:

Die lyophilisierten polyklonalen Ratten-anti-human-IL-4-Antikérper werden in

3,5 ml Assaylosungsmittel aufgelost.

Waschpuffer:
Der Waschpuffer wird in 1,0 1 aqua dest. aufgelost.
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Ziegen-anti-Ratten-alkalische-Phosphatase:
Die lyophilisierte Ziegen-anti-Ratten-alkalische-Phosphatase wird in 6,0 ml
Assaylosungsmittel aufgelost.

Versuchsablauf:

Die Standards #1-5 werden in doppelter Ausfithrung in die dafiir vorgesehenen
Wells gegeben. Weiterhin werden jeweils 50 ul der verschiedenen
Perikardfliissigkeitsproben in je ein Well gegeben. Jede dieser Proben wird dreifach
aufgetragen.

In alle bearbeiteten Wells werden 25 ul Ratten anti-polyklonale Human-IL-4-Ak
gegeben. Die Platte wird abgedeckt und fiir drei Stunden bei Raumtemperatur
stehengelassen.

AnschlieBend wird die Platte fiinfmal mit je 250 ul Waschpufferlésung pro Well
gewaschen, wobei die Waschlosung jeweils 10 min einwirken muss, bevor sie
sorgfiltig abgesaugt werden kann. Je sorgfiltiger gewaschen wird, desto weniger

artifizielle Verfarbungen sind zu erwarten.

Nun wird 50 ul Ziegen-anti-Ratten-alkalische-Phosphatase in jedes Well gegeben
und 45 min bei Raumtemperatur abgedeckt und stehengelassen.

Wieder wird die Platte fiinfmal wie oben beschrieben gewaschen.

Die Farbreagenzien A und B wurden kurz vor ihrem Gebrauch vermischt, wobei es
wichtig ist, dass sie zu diesem Zeitpunkt von Kiihlschranktemperatur auf
Raumtemperatur aufgewdrmt sind. 200 ul der Mischung werden in jedes Well
gegeben.

Nach 10 min werden die Extinktionen mittels eines Photometers (Filter 492 nm,
Referenzfilter 620 nm) gemessen.

2.1.3.3.Versuch 3: Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor
(GM-CSF)

Zur Messung der Menge an freiem GM-CSF in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,CYTELISA human GM-CSF ELISA-Kit“ der

Firma Cytimmune verwendet.
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Sensitivitét: 0,80 pg/ml

Detektionsspanne: 8 pg/ml bis 500 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitdt innerhalb eines Assays: 7,7%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 10,5%

In allen weiteren Punkten entspricht dieser Kit dem unter IL-4 beschriebenen Kit.

2.1.3.4.Versuch 4: Interleukin 6 (IL-6)

Zur Messung der Menge an freiem IL-6 in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,,CYTELISA human IL-6 ELISA-Kit“ der Firma

Cytimmune verwendet.

Sensitivitat: 3,4 pg/ml

Detektionsspanne: 8 pg/ml bis 500 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitédt innerhalb eines Assays: 8,1%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 10,4%

In allen weiteren Punkten entsprach dieser Kit dem unter IL-4 beschriebenen Kit.

2.1.3.5.Versuch 5: Interleukin 1 alpha (IL-1 o)

Zur Messung der Menge an freiem IL-la in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,CYTELISA human IL-1a ELISA-Kit“ der Firma

Cytimmune verwendet.

Sensitivitat: 0,8 pg/ml

Detektionsspanne: 8 pg/ml bis 500 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitdt innerhalb eines Assays: 8,3%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 11,2%

In allen weiteren Punkten entspricht dieser Kit dem unter IL-4 beschriebenen Kit.

2.1.3.6.Versuch 6: Interleukin 10 (IL-10)

Zur Messung der Menge an freiem IL-10 in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,CYTELISA human IL-10 ELISA-Kit“ der Firma

Cytimmune verwendet.
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Sensitivitat: 1,6 pg/ml

Detektionsspanne: 8 pg/ml bis 500 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitédt innerhalb eines Assays: 8,4%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 10,2%

In allen weiteren Punkten entspricht dieser Kit dem unter IL-4 beschriebenen Kit.

2.1.3.7.Versuch 7: Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a)

Zur Messung der Menge an freiem TNF-a in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,CYTELISA human TNF-a ELISA-Kit“ der

Firma Cytimmune verwendet.

Sensitivitat: 4,8 pg/ml

Detektionsspanne: 15,6 pg/ml bis 1000 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitdt innerhalb eines Assays: 8,3%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 10,8%

Auller der Standardverdiinnungsreihe des TNF-a-Kits unterscheidet sich dieser Kit
weder in den sonstigen Materialien noch in der Vorgehensweise vom I1L-4-Kit.

Verdiinnungsreihe
lyophili-
Standard # sierter #1 #2 #3 #4 #5
Standard

davon davon davon davon
30 ul 250 ul 250 ul 250 ul
H in #2 in #3 in #4

Anfangsvolumen (ul)

an 1000 920 750 750 750 750
Assaylosungsmittel
KOI};egI}gf)‘fmn 12500 | 1000 | 250 62,5 15,6 0,0

2.1.3.8.Versuch 8: Interleukin 13 (IL-13)

Zur Messung der Menge an freiem IL-13 in der Perikardfliissigkeit der
verschiedenen Patienten wird der ,CYTELISA human IL-13 ELISA-Kit“ der Firma

Cytimmune verwendet.
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Sensitivitat: 7,6 pg/ml

Detektionsspanne: 15,6 pg/ml bis 1000 pg/ml
Kreuzreaktionen: <0,5% gegen Zytokinstandards
Variabilitédt innerhalb eines Assays: 8,4%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 11,9%

Der IL-13-Kit unterscheidet sich weder in den verwendeten Materialien noch in der
Vorgehensweise vom IL-4-Kit. Nur die Standardverdiinnungsreihen dieser zwei
Kits unterscheiden sich.

Verdiinnungsreihe
lyophili-
Standard # sierter #1 #2 #3 #4 #5
Standard

davon davon davon davon
250 ul 250 ul 250 ul

100 1 in #2 in #3 in #4
Anfangsvolumen (ul)
an . 1000 900 750 750 750 750
Assaylosungsmittel
Konzentration
(pg/ml): 10.000 1000 250 62,5 15,6 0,0

2.1.3.9.Versuch 9: Transforming Growth Factor - beta 1 (TGF-81)

Zur Messung von TGF-B1 steht uns ein ,Biotrak cellular communication assay" der
Firma Amersham Pharmacia Biotech zur Verfiigung.

TGF-B1 wird von den Zellen als latenter Komplex sezerniert. Damit es an den
Maus-anti-TGF-B1-Antikorper des ELISA -Kits binden kann, muss es aktiviert
werden, das bedeutet, aus diesem Komplex gelost werden. In vitro erreichen wir

diese Aktivierung durch eine Sdurebehandlung.

Ansonsten wird strikt nach der Anleitung des Kits verfahren, was hier nicht mehr
detailliert aufgefiihrt wird, da das Prinzip sich nicht wesentlich von der unter IL-4
angefiihrten Methode und Vorgehensweise unterscheidet.

Sensitivitat: 4 pg/ml

Detektionsspanne: 15,6 pg/ml bis 1000 pg/ml
Kreuzreaktionen: <1% in Abwesenheit von TGF-A1
Variabilitdt innerhalb eines Assays: 3,3 -3,9%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: 7,7 -13,4%
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2.1.3.10. Versuch 10: Endothelin-1 (ET-1)

Die Messung wurde mittels eines ,Biotrak cellular communication assays“ der
Firma Amersham Pharmacia Biotech durchgefithrt. Er wurde sich strikt an die
Prozedur, die der Anleitung zum Kit entnommen werden kann und daher hier nicht

nochmals aufgefithrt wird gehalten.

Sensitivitat: 12,46 pg/ml
Detektionsspanne: 24,8 pg/ml bis 797,4 pg/ml
Kreuzreaktionen: 5,9% in Abwesenheit von ET-1
Variabilitdt innerhalb eines Assays: <6,6%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: <20,3%

2.1.3.11. Versuch 11: Interleukin 1 - beta (IL-18)

Die Messung wird mittels eines ,Biotrak cellular communication assays“ der Firma
Amersham Pharmacia Biotech durchgefiihrt.

Sensitivitat: <1 pg/ml
Detektionsspanne: 10 pg/ml bis 400 pg/ml
Kreuzreaktionen: keine bekannt
Variabilitédt innerhalb eines Assays: <10%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: <10%

In allen weiteren Punkten entspricht dieser Kit dem bei Versuch 10 verwendeten
Kit.
2.1.3.12. Versuch 12: Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)

Die Messung wird mittels eines ,Biotrak cellular communication assays“ der Firma
Amersham Pharmacia Biotech durchgefiihrt.

Sensitivitat: <10 pg/ml
Detektionsspanne: 51 pg/ml bis 2000 pg/ml
Kreuzreaktionen: keine bekannt
Variabilitédt innerhalb eines Assays: <10%

Variabilitdt unter verschiedenen Assays: <10%

In allen weiteren Punkten entspricht dieser Kit dem bei Versuch 10 verwendeten
Kit.
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2.1.4. Auswertung der ELISAs

Die MeBergebnisse werden anhand von Mittelwert + Standardfehler beschrieben.
Zum Vergleich der Patientengruppen wird die einfaktorielle Varianzanalyse mit
nachfolgenden multiplen Vergleichen nach Bonferroni benutzt. Bei nicht gegebenen
Voraussetzungen (Normalverteilung, homogene Varianzen) wird alternativ der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBenden multiplen Vergleichen nach Dunn
eingesetzt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (p < 0,05) wird als
statistisch signifikant angesehen.

Verwendete Computersoftware: SigmaStat fiir Windows bzw. GraphPad Prism fiir
Macintosh.

2.2. Gepoolte Perikardfliissigkeit

2.2.1. Perikardfliissigkeitspool

Um festzustellen, ob die Perikardfliissigkeit eine direkte Wirkung auf Myozyten
ausiibt, werden Ergiisse der Kategorien ,hell“ und ,mittel“ von 30 Patienten
ungeachtet der jeweils spezifischen Erkrankung gepoolt, mittels verschiedener
unten angefiihrter Methoden aufgetrennt und die Wirkung der einzelnen
Fraktionen auf neonatale Myozyten getestet.

2.2.2. High Salt Precipitation

Material:

Medium 199 der Firma c.c.pro (mit Earle’s Salzen, 25 mM HEPES, ohne Phenolrot
& L-Glutamin)

Methode:

Mit der Methode der Salzprédzipitation konnen die Proteine in der
Perikardfliissigkeit grob aufgeteilt werden. Salz in einer Losung verringert das
Losungsvermogen des Wassers fiir Proteine, denn durch Interaktion der
Wassermolekiile mit den Salzionen werden diese von den Proteinoberfldchen
abgezogen. Abhidngig vom Grad der Hydrophobie der Proteinoberfldche, z. B. durch
ein gehduftes Auftreten der Aminoséduren Leucin, Valin, Phenylalanin, verbinden
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sich die hydrophoben Anteile schneller und fallen jeweils bei einer bestimmten
Salzkonzentration aus. So fallen die hydrophoberen Proteine schon bei einer
niedrigen Salzkonzentration aus, wdhrend die hydrophilen erst bei héheren
Konzentrationen aggregieren. Auch spielt die Grofle der Proteine eine Rolle.
Groflere Proteine fallen schneller aus als kleine mit ansonsten &dhnlichem
Loslichkeitsverhalten.

Ammoniumsulfat wird fiir die Aussalzungsversuche verwendet, da es eine hohe
Loslichkeit und eine geringe Dichte besitzt. Weiterhin hat es die Eigenschaft, dass
es bei der Auflosung kaum Hydratationswidrme freisetzt, was in Bezug auf die
hitzeempfindlichen Proteine sehr vorteilhaft ist.

2.2.3. SDS-Seite (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel)

Prinzip:

Die SDS-Gelelektrophorese ist eine Methode, um Proteine in Losung aufzutrennen,
zu charakterisieren, zu vergleichen und zu quantifizieren. Dazu werden die Proben
auf das Gel aufgetragen. An das Gel wird eine Spannung angelegt. Die Aufteilung
erfolgt hauptsidchlich aufgrund des Molekulargewichts der Proteine. Je kleiner das
Protein, desto schneller durchlduft es das Gel, desto weiter unten ist die Bande, die
es nach der Farbung auf dem Gel bildet. Die Dicke der Banden ist ein Maf fiir die
semiquantitatives Menge der Proteine in der Losung.

Der Acrylamidgehalt der Gele besagt, wie stabil die Gele sind und in welcher
Bandbreite die Proteine aufgeteilt werden. Es werden zehnprozentige Gele
verwendet, da sie so reififest sind, dass man sie gut handhaben kann. Man geht
davon aus, dass die Proteine, die man sucht, ein Molekulargewicht zwischen 8
und 40 kDa haben und auch als Polymere in der Losung vorhanden sein konnen.
Daher wird das zehnprozentige Acrylamidgel bei einer Laufzeit von 1,5 Stunden
gewidhlt. Die angelegte Spannung betrdagt 300 V.

Die Proteine werden vor dem Auftragen auf das Gel denaturiert.

Uber das ,seperating gel", in dem sich die Proteine spéter verfangen und aufteilen,
wird das ,stacking gel" gegossen, in dem sich die gréf3eren Proteine verfangen. In
diesem ,stacking gel“ befinden sich Mulden, in die die Proben aufgetragen werden.
Durch das Durchlaufen des ,stacking gels® wird die Probe sozusagen gereinigt,
bevor sie in das eigentliche ,separating gel“ gelangt.
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Materialien:

separating gel (10%): Acrylamid (40%)

stacking gel (5%):

GLB:

TrisHCI (1 molar, pH 8,8)
Aqua dest.
SDS (10%)

Ammonium persulfat (1,5%)
TEMED

Acrylamid (40%)

TrisHCI (1 molar, pH 6,8)
Aqua dest.

SDS (10%)

Ammonium persulfat (1,5%)
TEMED

Laemmlipuffer
Merkaptoethanol

5 ml
7,5 ml
6,9 ml
0,2 ml
0,34 ml
45 ul

1,25 ml
1,25 ml
7,0 ml
0,1 ml
0,36 ml
15 ul

950 ul
50 ul

,BenchMark Protein Ladder® und ,BenchMark Prestained Protein Ladder® der

Firma GIBCO BRL

Vorgehensweise:

Die Proben werden bei 95 °C denaturiert und im Verhéltnis von 1:9 mit GLB
angefiarbt. Pro Well werden 20 ul der angefidrbten Probel6sungen zugegeben. Die
Elektrophorese wird mittels des ,Protean II xi 2-D Cell“-Geréites der Firma Bio-Rad

und der dazugehorigen Kiihlung nach deren Anweisung durchgefiihrt.

2.24. Silberfirbung der Polyakrylamidgele

Material:

Fixative Enhancer Losung:

Fixative enhancer Konzentrat der Firma Biorad

Methanol
Essigsaure
Aqua dest.

Staining-Losung:

destiliertes Wasser

Silver Complexlosung der Firma Biorad
Redcution Moderatorlosung der Firma Biorad
Image Developmentlésung der Firma Biorad
Development Acceleratorlosung

80 ml
400 ml
80 ml
240 ml

70 ml
5ml
5ml
5ml

50 ml
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Bei der Herstellung der Staining Losung ist es von groBer Wichtigkeit, dass die
Reihenfolge, in der die verschiedenen Stoffe hinzugegeben werden, eingehalten
wird. Die Losung mufl unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt werden und darf
nicht stehengelassen werden. Weiterhin mulfl die Temperatur der Losung der

Raumtemperatur entsprechen.

Versuchsablauf:

1. Fixation:

Nach der Gelelektrophorese wird das Gel vorsichtig in die Fixative Enhancer
Losung gegeben und unter sanfter Bewegung 20 min lang fixiert.

2. Auswaschen:

Die Fixierlosung wird abgegossen und das Gel unter sanfter Bewegung fiir 10 min
in 800 ml destilliertem Wasser ausgewaschen. Dieser Schritt wird noch zweimal
wiederholt.

3. Entwickeln:

Das Gel wird unter stdndiger Bewegung ca. 20 min lang in die Staining-Losung
gegeben, bis die gewiinschte Farbintensitéit erreicht ist.

4. Stopreaktion:

Ungefdhr 15 min lang wird das Gel unter fortwdhrender Bewegung in eine
Stoplosung bestehend aus fiinfprozentiger Essigsdure gegeben. Danach kann das
Gel mit destilliertem Wasser ausgewaschen und fotografiert werden.

2.2.5. Isolation der neonatalen Myozyten

Material:

Neonatale Rattenmyozyten:

Es wurden Ratten im Alter von zwei bis drei Tagen verwendet, da in diesem Alter
die Myozyten noch neonatalen Teilungscharakter haben. Sie reagieren schneller auf
Reize, sind nicht ausdifferenziert und sind widerstandsfidhig gegen mechanische
Belastungen, so dass sie den Zerkleinerungsprozess des Ventrikelgewebes relativ

gut tiberstehen.
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Brutschrank: 37,0°C
94% Luftfeuchtigkeit
4,9% CO,-Gehalt

NBS 1% der Firma Gibco mit Medium 199 verdiinnt
FCS 1% der Firma Gibco mit Medium 199 verdiinnt

ADS-Puffer: 6,80 g/l NaCl
1,50 g/l NaH,PO,
0,40 g/1 KC1
4,76 g/l HEPES
1,00 g/l Dextrose
0,10 g/1 MgSO,

Kollagenaselosung: 10 ml Kollagenase
50 ml ADS-Puffer

Fibronektinlosung: 100 ul Fibronektin auf 10 ml Medium 199
fir die 6-Well-Platte: 750 ul/well
fir die 12-Well-Platte: 300 ul/well
fir die 24-Well-Platte: 150 ul/well

Die Losungen werden vor Anwendung steril gefiltert.

Methode:

Im folgenden Teil beziehen sich die Mengenangaben auf ca. 20 Tiere. Alle Arbeiten

an Zellkulturen miissen unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden.

Entnahme und Freipriparation der Herzen:

Die Ratten werden dekapitiert, wobei die Kopfe in fliissigen Stickstoff fallen, dann

werden die Herzen herausprépariert.

Die groflen Gefidlle werden sorgfiltig entfernt und die Ventrikel in einen Behélter
mit ca. 3 ml ADS-Puffer gegeben. Mit Hilfe einer Schere werden die Ventrikel nun
so weit zerkleinert, dass eine homogene dickfliissige Losung entsteht.

Reinigung der Myozytenlosung:

Um die Myozytenlésung von anderen Zellen zu reinigen, wird diese Myozytenlosung
mit 10 ml der Kollagenaselésung in einen verschlieBbaren 100 ml-Erlenmeyer-
kolben gegeben, gut vermischt und 20 min unter Schiitteln im Brutschrank
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aufbewahrt. Danach wird der Uberstand, indem sich vermehrt Fibroblasten und
Endothelzellen befinden, entfernt und erneut 10 ml Kollagenasel6sung
hinzugegeben. Diese Losung steht nun fiir weitere 45 min unter Schiitteln im
Brutschrank.

Der Uberstand wird danach fiinf Minuten lang mit 400 Umdrehungen/min
zentrifugiert, wiahrend die verbleibende Losung wieder mit 10 ml Kollagenase-
l6sung versetzt und weitere 45 min im Brutschrank geschiittelt wird.

Der Uberstand der zentrifugierten Losung wird nun verworfen, das Prézipitat mit
10 ml einprozentigem NBS-Medium aufgefiillt, in einer Triangelflasche ver-

schlossen und ohne Schiitteln in den Brutschrank gestellt.

Die letzten drei Schritte werden nun 3-4 mal wiederholt, bis sich in der
Triangelflasche 30-40 ml Myozytenmedium ansammelt.

Das Myozytenmedium wird nun auf zwei grofle Kulturschalen verteilt und fir
weitere zwei Stunden im Brutschrank stehengelassen. Dadurch wird das Medium
nochmals gereinigt, da die Nichtmyozyten am Plastik anhaften.

Dann wird das Myozytenmedium aus den Kulturschalen entnommen. Die Schalen
werden mit einprozentiger NBS-Losung gespiilt und die Spiillosung wird auch zu
den Myozyten gegeben. Dadurch werden die Myozyten herausgespiilt und kénnen
weiterverwertet werden, wihrend die Fibroblasten an der Plastikschale
haftenbleiben.

Die Myozytenlésung wurde nochmals fiinf Minuten bei 400 Umdrehungen/min
zentrifugiert, der Uberstand entsorgt und das Prazipitat mit einprozentiger FCS-
Losung versetzt . Es wird 1 ml FCS-Losung pro neonatale Ratte verwendet.

Vorbereitung der Wellplatten:

Die Wellplatten werden in der Zwischenzeit mit der entsprechenden Menge
Fibronektin bearbeitet, sodass der ganze Wellboden mit der Losung bedeckt ist. Sie
werden daraufhin 30 min bei 37 °C stehengelassen. Danach wird das Fibronektin
mit Medium 199 3-4 mal herausgewaschen und die Platte wird bei 37 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt.

Ermitteln der richtigen Myozytenkonzentration mittels Neubauer-Ziahlkammer:

50 ul Myozytenmedium wird mit 10 ul 4,0% Tryptophanblau gefdrbt. In vier
Quadranten mit je 16 Kammern werden die angefiarbten Myozyten ausgezihlt. Die
vier Werte werden gemittelt. Dieser Mittelwert multipliziert mit einer Konstante
(1,25 * 10*) ergibt die Konzentration der Myozyten pro ml.
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Die optimale Zelldichte, die empirisch ermittelt wurde, betrigt 1,5%10° Zellen/ml.
Das Myozytenmedium wird also entsprechend mit einprozentiger FCS-Losung

verdinnt.

Auftragen der Myozyten auf die Wellplatten:

Die Spiillosung wird aus den Wells abgesaugt und die entsprechende Menge
Myozytenlosung in die Wells gegeben. Die Wells werden vorsichtig in zwei
Richtungen geschiittelt, damit sich die Myozyten auf dem gesamten Wellboden

verteilen.

Die Platten werden vor der Beimpfung 24 h stehengelassen. Dann wird die Losung
aus den Wells abgesaugt. Die lebenden Myozyten bleiben am Fibronektin kleben,
wéhrend die toten auf diese Weise entfernt werden. Damit die Zellen nicht
austrocknen, werden jeweils nur vier Wells gleichzeitig abgesaugt und dann
schnellstmoglich mit ,Medium 199 gefiillt. Dieser Vorgang wird 3-4 mal
wiederholt. Nun sind die Zellen vorbereitet beimpft zu werden.

2.2.6. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie ist eine Auftrennungsmethode fiir
Molekiile, basierend auf der Interaktion einer mobilen (fliissigen) Phase mit einer
soliden stationédren Phase. Die mobile Phase, die die zu untersuchende Probe
enthélt, flieBt an der stationdren Phase vorbei. Dabei bleiben durch molekulare
Interaktionen die Probesubstanzen an spezifischen Positionen der stationéren
Phase hdngen. Diese konnen dann wihrend des Waschvorgangs nach und nach
herausgelost und detektiert werden.

Der UV-Detektor registriert optisch, wann eine Substanzbande aus der Saule
eluiert wird. Er stellt also die Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase
entsprechend der verschiedenen Absorptionen des ultravioletten Lichtes fest.

Diese Zusammenhidnge werden graphisch festgehalten. Dabei sind die gemessenen
Absorptionswerte relativ zueinander. Das heifit man kann von einem Wert nicht
auf einen Stoff schlieflen, sondern nur Vergleiche innerhalb eines Laufes anstellen.

Fir die Versuche wurde das HPLC-Geriét der Firma PerSeptive ,,Biosystems Modell
BioCAD 700E“ verwendet.

Mobile Phase:
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Dem Gerit stehen zwei Losungen mit verschiedenen pH-Werten zur Verfiigung.
Aus diesen mischt sich die Maschine die mobile Phase mit dem benétigten pH-Wert.

Die erste Losung hat einen pH-Wert von 4,5. Sie besteht aus den folgenden
Substanzen, gelost in einem Liter destilliertem Wasser:

33,3mM  MES (entspricht 7,20 g)

33,3mM  HEPES (entspricht 7,94 g)

33,3mM  Natriumazetat (entspricht 4,53 g)

Die zweite Losung unterscheidet sich von der ersten durch den pH-Wert. Er betrigt
7,5.

Stationdre Phase:

Fir die folgenden Versuche wurden drei verschiedene stationdre Phasen

verwendet:

e POROS Heparinsdule“ der Firma Perceptive Biosystems (Ldnge: 100 mm,
Durchmesser: 4,6 mm, Packvolumen: 1,66 ml = 1 CV, Partikelgrof3e 20)

e POROS HS starker Kationenaustauscher” der Firma Perceptive Biosystems
(Lédnge: 100 mm, Durchmesser: 4,6 mm, Packvolumen: 1,66 ml =1 CV,
Partikelgrof3e 20)

e POROS QS starker Anionenaustauscher® der Firma Perceptive Biosystems
(Lédnge: 100 mm, Durchmesser: 4,6 mm, Packvolumen: 1,66 ml =1 CV,
Partikelgrof3e 20)

2.2.7. Versuche mit gepoolter PCF

2.2.7.1.Versuch 1: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe der High
Salt Precipitation

Jeweils 0,5 ml Perikardfliissigkeit werden zu je 0,5 ml 20%, 40%, 60% und 80%
Ammoniumsulfatlosung gegeben. Die vier Losungen wurden ca. 30 min lang
geschiittelt und bei 4 °C eine Stunde lang bei 1000 Umdrehungen pro Minute

zentrifugiert.

Nun miissen die Proben wieder entsalzt werden, damit ihre Wirkung auf neonatale
Myozyten getestet werden kann, ohne dass diese wegen des erhohten osmotischen
Gradienten platzen.
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Acht Ultrafilter mit einem Trennungsvermaogen von je 15 kDa, jeweils ein Filter pro
Uberstand und einer pro Prizipitat, werden mit je 2 ml Aqua dest. zum Waschen

zentrifugiert.

Der Uberstand der Losungen wird jeweils in ein Ultrafilter gegeben und mit
sMedium 199 auf 2 ml aufgefiillt. Das Préazipitat wird in je 2 ml ,Medium 199
gelost und in ein Ultrafilter gegeben.

Die Proben werden insgesamt vier Stunden zentrifugiert, dabei wird immer wieder
sMedium 199“ zum Spiilen wie folgt hinzugegeben:

¢ 1 h bei 1500 Umdrehungen/min
Gabe von 2 ml ,Medium 199“ pro Probe

¢ 1 h bei 1500 Umdrehungen/min
Gabe von 1ml ,Medium 199“ pro Probe

¢ 1 h bei 1500 Umdrehungen/min
Gabe von 1ml ,Medium 199“ pro Probe

¢ 1 h bei 1500 Umdrehungen/min

Dies ergab acht verschiedene Proben:  20% SN 20%PR
40% SN 40%PR
60% SN 60%PR
80% SN 80%PR

Um die Proben zu sterilisieren, werden sie in kleine ,,SPIN-X zentrifuge tube filters“
gegeben und mit ,Medium 199 auf 0,5 ml Endvolumen aufgefiillt. Diese werden
30 min bei Raumtemperatur mit 1000 Umdrehungen/min zentrifugiert.

2.2.7.1.1. Versuch 1.1: Auftrennung der acht Fraktionen mit Hilfe einer

SDS-Seite

Nun werden jeweils 10 ul der Proben fiir die SDS-Seite vorbereitet und in folgender
Weise auf die Seite aufgetragen:
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Die SDS-Seite wird dann mit Hilfe der Silberfarbung geférbt.
2.2.7.1.2. Versuch 1.2: Die Wirkung der Fraktionen auf Myozyten

Die Proben werden zur Uberpriifung ihrer Wirkung auf neonatale Myozyten in
folgender Weise auf eine 24-Well-Mikrotiterplatte gegeben:

Well: 1 2 3 4 5 6 7 8
con. con. PCF PCF _[20% SN|20% SN|20% PR|20% PR
Well: 9 10 11 12 13 14 15 16
40% SN|40% SN|40% PR|40% PR[60% SN[60% SN[60% PR|60% PR
Well: 17 18 19 20 21 22 23 24
80% SN|80% SN|[80% PR|[80% PR| con. con. con. con.

Die Proben sind jeweils fiinfprozentig und werden mit ,full medium® verdiinnt. Die

Kontrolle (con.) enthilt nur ,full medium®.

Die Entwicklung der Zellen wurde jeweils nach 22 h, 46 h, 70 h fotografisch
festgehalten.

2.2.72.Versuch 2: Auftrennung der Perikardfliissigkeit tiiber eine
Heparinsiule der HPLC

300 ml der gepoolten Perikardfliissigkeit werden auf das ,BioCad 700E“ geladen
und durchlaufen die Heparinsdule mit einer FluBirate von 10,00 ml/min.

Der UV-Detektor wird auf eine Wellenldnge von 280 nm gesetzt. Die Proteine
werden von der Sdule mit einem Gradienten von 20 mM bis 600 mM in 20 CV
gelost. Die Auftrennung dauerte 20 min. Es werden 13 verschiedene Fraktionen mit

einen Volumen von ca. 700 ul ermittelt.
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Sie sollten auf ca. 50 ul konzentriert und anschlieend sterilisiert werden. Dazu
werden sie in Ultrafilter mit einem Trennungsvermdégen von 15 kDa gegeben und
fiir eine Stunde bei 1500 Umdrehungen/min zentrifugiert.

Um die Proben zu sterilisieren, werden sie in kleine ,,SPIN-X zentrifuge tube filter”
gegeben. Diese werden 40 min bei Raumtemperatur mit 1000 Umdrehungen/min

zentrifugiert.

2.2.7.2.1. Versuch 2.1: Auftrennung der 13 Fraktionen mit Hilfe einer
SDS-Seite

Nun werden jeweils 2 ul der konzentrierten Proben fiir die SDS-Seite vorbereitet
und in folgender Weise auf die Seite aufgetragen:

slots: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Die SDS-Seite wird mit Hilfe der Silberfiarbung gefirbt.

2.2.7.2.2. Versuch 2.2: Untersuchung der Wirkung der Fraktionen auf

neonatale Myozyten

Die 13 Fraktionen werden auf eine mit ,Medium 199“ vorbehandelte 48-Well-Platte
mit neonatalen Myozyten aufgetragen. Dabei wird jede der Fraktionen einmal in
einer niedrigen (1 ul Probe mit 250 ml Medium) und einmal in einer hoheren
Konzentration (3 ul Probe mit 250 ml Medium) getestet. Von den drei Kontrollen
(con.) enthielt die Negativkontrolle nur ,full medium®, die anderen 1 bzw. 3 ul
gepoolte Perikardfliissigkeit.

Die Entwicklung der Zellen wird 70 Stunden danach fotografisch festgehalten.
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2.2.7.3.Versuch 3: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe eines
Kationen-Anionen-Austauschers der HPLC bei verschiedenen
pH-Werten der mobilen Phase

Die Fraktion Nummer 13 des Versuches 2, die einen starken wachstums- und
kontraktionsfordernden Effekt auf die kultivierten Myozyten ausiibt, wird nun
wieder mittels HPLC fraktioniert, diesmal mittels eines Kationen-Anionen-
Austauschers. Dazu werden die Kationen- und Anionenséulen in Reihe geschaltet.

Es werden 30 ul dieser Fraktion auf das ,BioCad 700E“ geladen. Die FluBirate
betrédgt 3 ml/min.

Der UV-Detektor wird auf eine Wellenldnge von 280 nm eingestellt. Die Proteine
werden von beiden Sdulen mit einem Gradienten von 0 - 1500 mM in 10 CV gelost.
Die Auftrennung vollzieht sich innerhalb von 30 min. Ansonsten entspricht die
Vorgehensweise der unter Versuch 2 beschriebenen.

2.2.7.3.1. Versuch 3.1: Untersuchung der Wirkung der bei pH 5,5
aufgetrennten Fraktionen auf neonatale Myozyten

Der pH-Wert der mobilen Phase wurde auf 5,5 eingestellt. Dabei entstehen fiinf
verschiedene Fraktionen.

Jede Fraktion wird einmal in einer niedrigen (2 ul Probe mit 250 ml Medium) und
einmal in einer hoheren Konzentration (4 ul Probe mit 250 ml Medium) getestet.
Ansonsten entspricht die Vorgehensweise der unter Versuch 2.2 beschriebenen.

2.2.7.3.2. Versuch 3.2: Untersuchung der Wirkung der bei pH 6,5
aufgetrennten Fraktionen auf neonatale Myozyten

Der pH-Wert der mobilen Phase wurde auf 6,5 festgelegt. Dabei entstehen sechs
verschiedene Fraktionen. Ansonsten entspricht die Vorgehensweise der unter
Versuch 3.1 beschriebenen.

2.2.7.3.3. Versuch 3.3: Auftrennung der 11 Fraktionen mit Hilfe einer
SDS-Seite

Die Fraktionen aus Versuch 3.1 und 3.2 wurden gemeinsam auf eine SDS-Seite
aufgetragen. Es werden jeweils 2 ul der konzentrierten Proben fiir die SDS-Seite
vorbereitet und in folgender Weise aufgetragen:
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11 12 13 14 15 16 17 18 19

10

12,5yl silver stain marker

2 ul Fraktion V3.2#6+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.2#5+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.2#4+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.2#3+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.2#2+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.2#1+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.1#5+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.1#4+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.1#3+ 18 ul GLB
2 ul Fraktion V3.1#2+ 18 ul GLB

2 ul Fraktion V3.1#1+ 18 ul GLB

7,5yl silver stain marker

1 yl Perikardflissigkeit + 18 pl GLB

slots:

Loésung:

Die SDS-Seite wird mit Hilfe der Silberfarbung gefirbt.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Versuche mit gruppenspezifischen
Perikardergiissen

3.1.1. Versuch 1: Messung der LDH-Aktivitéit in der Perikardfliissigkeit

In allen Proben ist LDH-Aktivitdt nachweisbar. Zwischen der Enzymaktivitdt in
den Perikardergiissen der Patienten der verschiedenen Gruppen besteht kein
signifikanter Unterschied (s. Abb.1).

Die LDH-AKktivitét der gepoolten Perikardfliissigkeit betréagt 57,147 U/.

70

[un
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40 -

30 -

20 +

10 -

HI KHK

Abb. 1:  Die Aktivitit des Enzyms LDH in U/l

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb einer
Erkrankungsgruppe und es kann kein signifikanter gruppenspezifischer Unterschied
zwischen diesen beobachtet werden.

3.1.2. Versuch 2: Interleukin 4 (IL-4)

In keiner der Proben befindet sich eine nachweisbare Konzentration an I1.-4.
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3.1.3. Versuch 3: Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor
(GM-CSF)

GM-CSF kann nur im Ergull eines Patienten aus der Gruppe der Nieren-
insuffizienten nachgewiesen werden. Die Konzentration betrug 2,97 pg/ml.

3.1.4. Versuch 4: Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 ist in allen Proben, auller der einer herzinsuffizienten Patientin nachweisbar.
Zwischen den Konzentrationen von IL-6 in den Perikardergiissen der verschiedenen
Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied (s. Abb.2).

Die IL-6-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betrdgt 54,72 pg/ml.

60
[pg/ml]

50

40 -

30 -

20 -

10 -

HI VP
Abb. 2: Die Konzentration des Zytokins IL-6 [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen
Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Gruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 5 und 62 pg/ml gemessen. Es kann kein
signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den Erkrankungsgruppen
beobachtet werden.
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3.1.5. Versuch 5: Interleukin 1 alpha (IL-1a)

IL-1a ist in allen Proben nachweisbar. Zwischen den Konzentrationen in den
Perikardergiissen der verschiedenen Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied (s. Abb.3).

Die IL-1a -Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betragt 2,09 pg/ml.
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Abb. 3: Die Konzentration des Zytokins IL-1a [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Gruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 1 und 3,5 pg/ml gemessen. Es kann
kein signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den
Erkankungsgruppen beobachtet werden.
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3.1.6. Versuch 6: Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 ist in allen Proben nachweisbar. Zwischen den Konzentrationen von IL-10 in
den Perikardergiissen der verschiedenen Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied (s. Abb.4).

Die IL-10-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betrdgt 10,88 pg/ml.

HI KHK NI VP

Abb. 4: Die Konzentration des Zytokins IL-10 [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Gruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 2 und 9,5 pg/ml gemessen. Es kann
kein signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den Erkrankungs-
gruppen beobachtet werden.
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3.1.7. Versuch 7: Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a)

TNF-a ist in allen Proben nachweisbar. Zwischen den Konzentrationen von TNF-a

in den Perikardergiissen der verschiedenen Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied (s. Abb.5).

Die TNF-a-Konzentration der gepoolten Perikardflissigkeit betridgt 45,89 pg/ml.
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Abb. 5: Die Konzentration des Zytokins TNF-a [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Gruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 5 und 30 pg/ml gemessen. Es kann kein
signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den Erkrankungsgruppen
beobachtet werden.

3.1.8. Versuch 8: Interleukin 13 (IL-13)

In keiner Probe befindet sich eine nachweisbare Konzentrationen an IL-13.
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3.1.9. Versuch 9: Transforming Growth Factor - beta 1 (TGF-81)

TGF-B1 ist in allen Proben nachweisbar. Zwischen den Konzentrationen von
TGF-B1 in den Perikardergiissen der Patienten der verschiedenen Gruppen besteht
kein signifikanter Unterschied (s. Abb.6).

Die TGF-B1-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betriagt 261,28 pg/ml.

6000

[pg/ml]
5000 -

4000 A

3000 -

2000 A

1000 -

HI KHK NI VP

Abb. 6: Die Konzentration des Zytokins TGF-, [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Gruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 500 und 5500 pg/ml gemessen. Es wird

kein signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den Erkrankungs-
gruppen beobachtet.
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3.1.10. Versuch 10: Endothelin-1 (ET-1)

Endothelin-1 ist in allen Proben nachweisbar. Die ET-1-Konzentration der
Herzklappenpatienten unterscheidet sich signifikant mit p<0,001 von der
herzinsuffizienter Patienten und mit p<0,01 von der niereninsuffizienter und KHK-
Patienten. Die Werte der Gruppe herzinsuffizienter Patienten variieren zwischen
0,08 und 0,25 fmol/ml, die der koronar Herzkranken zwischen 0,04 und
21,76 fmol/ml, die niereninsuffizienter Patienten zwischen 4,49 und 12,85 fmol/ml
und die der Herzklappenpatienten zwischen 16,97 und 21,31 fmol/ml. Die
Perikardfliissigkeit der Patientengruppe mit koronarer Herzerkrankung zeigt die
grofite Variation (s. Abb.7).

Die Endothelin-1-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betrédgt
16,97 fmol/ml.
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Abb. 7:  Die Konzentration des Zytokins Endothelin-1 [fmol/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Die Endothelin-1-Konzentration der Herzklappenpatienten unterscheidet sich
signifikant mit p<0,001 von der herzinsuffizienter Patienten und mit p<0,01 von der
niereninsuffizienter und KHK-Patienten.
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3.1.11. Versuch 11: Interleukin 1 - beta (IL-18)

IL-18 ist in allen Proben, auller in vier Proben von herzinsuffizienten Patienten
vorhanden. Die Gruppe der herzinsuffizienten Patienten unterscheidet sich
signifikant sowohl von der Gruppe der Nieren-, als auch der Herzklappenpatienten
mit p<0,05. Zur KHK-Gruppe besteht hingegen kein signifikanter Unterschied.
Auch gibt es keine weiteren Unterschiede innerhalb der anderen Gruppen. Die
Werte der Gruppe der herzinsuffizienten Patienten variieren zwischen 0 und
0,25 pg/ml, die der koronar Herzkranken zwischen 3,45 und 88,79 pg/ml, die der
niereninsuffizienten Patienten zwischen 11,13 und 51,39 pg/ml und die der
Herzklappenpatienten zwischen 9,73 und 50,87 pg/ml. Die Erkrankungsgruppe der
koronar Herzkranken zeigte, wie schon bei der Endothelin-1-Messung, die grofite
Variation (s. Abb.8).

Die I1-1B-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betrdagt 10,62 pg/ml.
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Abb. 8: Die Konzentration des Zytokins IL-15 [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Die IL-1pB-Konzentration der herzinsuffizienten Patienten unterscheidet sich jeweils
signifikant mit p<0,05 von der niereninsuffizienter Patienten und der
Herzklappenfehlerpatienten. Die Gruppe der koronaren Herzkranken hat keine
statistisch signifikante Beziehung zu den anderen Erkrankungsgruppen.
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3.1.12. Versuch 12: Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)

MCP-1 ist in allen Proben enthalten. Zwischen den Konzentrationen von MCP-1 in
den Perikardergiissen der Patienten der verschiedenen Erkrankungsgruppen
besteht kein signifikanter Unterschied (s. Abb.9).

Die MCP-1-Konzentration der gepoolten Perikardfliissigkeit betrdgt 3,31 ng/ml.
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Abb. 9: Die Konzentration des Zytokins MCP-1 [pg/ml] bezogen auf die
verschiedenen Patientengruppen

Es gibt eine hohe Variationsbreite unter den gemessenen Werten innerhalb der
Erkrankungsgruppen. Insgesamt werden Werte zwischen 300 und 8000 pg/ml
gemessen. Es kann kein signifikanter gruppenspezifischer Unterschied zwischen den
Patientengruppen beobachtet werden.
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3.2. Ergebnisse der Versuche mit gepoolter Perikardfliissigkeit

3.2.1. Versuch 1: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe der High
Salt Precipitation

Die grobe visuelle Kontrolle der verschiedenen Fraktionen ergab:

20%: PR nicht erkennbar SN gelblich
40%: PR deutlich erkennbar, Farbe: gelb-weif3; SN gelblich
60%: PR deutlich erkennbar, Farbe: gelb; SN gelblich

80%: PR deutlich erkennbar, Farbe: orange; SN klar

3.2.1.1.Versuch 1.1: Auftrennung der acht Fraktionen mit Hilfe einer

SDS-Seite

20% 40%  60% 80%
M PCF s PS PS P S P

B v I

-
=
—

Abb. 10: Das SDS-Gel nach Auftrennung der verschiedenen durch die
Salzprazipitationen gewonnenen Fraktionen aus der Perikardfliissigkeit.

M: Marker, PCF: unaufgetrennte Perikardfliissigkeit als positive Kontrolle, S:
Uberstand, P: Prizipitat, S und P beziehen sich jeweils auf die dariiberstehende
Prozentzahl.

Wahrend P 20% und S 80% kaum Proteine enthalten, spiegeln S 20% und P 80% fast
das gesamte Spektrum der positiven Kontrolle wider. In den Fraktionen von 40%
und 60% sind die Proteine jeweils auf Uberstand und Prdzipitat verteilt.

.
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3.2.1.2.Versuch 1.2: Wirkung der Fraktionen auf die Myozyten

Abb. 11:
oben: die neonatalen Myozyten zu Beginn des Versuches. Es sind lebende Myozyten
ohne Zellkontakte zu den Nachbarzellen. Die Zellen kontrahieren nicht.

unten: negative Kontrolle: Zellen nach drei Tagen, ohne Zusatz von Nihrstoffen oder
Wachstumsfaktoren. Es sind kaum noch lebendige Zellen vorhanden.
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Ergebnis nach: 22 Stunden 46 Stunden 70 Stunden
Zellauslaufer werden .
Kontrolle diinner & z.T. unter- kaum noch lebendige tote Zellen
Zellen
brochen
Zellen hypertrophieren | Zellen hypertrophieren | Zellen stark hyper-
PCF 5% stark, bilden stark, bilden weitere trophiert; flichenhafte
Zellkontakte Zellkontakte Kontraktionen
. Zellen hypertrophieren,
. Zellen hypertrophieren, |
20% SN Zellen hypertrophieren bilden Zellkontakte bilden Zellkontakte, ver-
einzelte Kontraktionen
20% PR Zellbild dhnelt der Zellbild dhnelt der Zellbild dhnelt der
o Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Zellen hypertrophieren, B Wachstum vorhanden,
40% SN aber geringer als bei kaum Anderung aber Ausldufer werden
20% SN diinner
. Zellauslaufer werden
40% PR Zellbild dhnelt der diinner & z.T. unter- kaum noch lebende
Kontrolle Zellen
brochen
Zellen werden noch
60% SN Wachstum vorhanden Zellen werden dicker dicker, Auslidufer bilden
sich zuriick
Zellen bilden Auslaufer
60% PR Wachstum vorhanden Zellen werden lidnger dhnlich den
Nervenzellen
80% SN Zellbild dhnelt der Zellbild dhnelt der Zellbild dhnelt der
o Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Zellen hypertrophieren | Zellen stark hyper-
80% PR Zellen hypertrophieren | stark, bilden Zell- trophiert; flichenhafte
kontakte Kontraktionen
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Abb. 12:

oben: Zellen, die mit 60% PR behandelt wurden, fotographiert nach 70 Stunden: Die
Myozyten haben lange diinne Auslaufer gebildet, die den Ausldufern von
Nervenzellen dahneln. Die Zellen sind vorrangig in die Linge gewachsen.

unten: Zellen, die mit 60% SN behandelt wurden, fotographiert nach 70 Stunden:
Die Myozyten wachsen bevorzugt perinukleidr in die Breite, zuvor gebildete
Zellauslaufer bilden sich zuriick.

Fazit:

Es gibt verschiedene Wachstumsfaktoren fiir Ldngen- und Dickenwachstum, die
sich bei 60% Salzkonzentration trennen lassen. Dabei ist der Faktor fiir das
Dickenenwachstum eher klein und hydrophil (da in 60% SN) und der fiir das
Liangenwachstum eher grof3 und lipophil (da in 60% PR).
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3.2.2. Versuch 2: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe einer
Heparinsiule der HPLC

Es entstehen bei dieser Auftrennung 13 verschiedene Fraktionen (s. Abb. 13).

Fraktion #: 1 2 3456 7 8 91011 12 13
2.5 25
2.0 2.0
o 15 5
8 8
0 0
n n
m m
1.01 1.0
0.5 0.5
W\\N
S~/ AN
0.0 : : R : 00
110 115 , 120 125 '
Min

Abb. 13: Graph der Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe einer
Heparinsiule der HPLC: Auf der x-Achse ist die Zeit, in der die verschiedenen
Proteine wieder von der Heparinsaule gelost werden, aufgetragen, wahrend die
y-Achse mit der Extinktion ein Maf fiir die zu der Zeit von der Sdaule gelioste
Stoffmenge darstellt. Je frither die Proteine wieder von der Heparinsiule gelost
werden, desto geringer ist ihre Affinitit zu Heparin. Die gewonnenen Proteine
werden in 13 Fraktionen aufgetrennt. Die Fraktionen 2-11 beinhalten fast die
Gesamtheit der heparinbindenden Proteine der Perikardfliissigkeit. Nur die
Fraktion 13 enthdlt nochmals eine geringe Menge an besonders stark
heparinbindenden Proteinen.
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3.2.2.1.Versuch 2.1: Auftrennung der dreizehn Fraktionen mit Hilfe einer
SDS-Seite

PCF M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

FT R

o

—
.4 60 kDa

# 50 kDa

»~ 40 kDa
~~ 30kDa
W 25kDa

#» 20 kDa

w15 kDa

Abb. 14: Das SDS-Gel nach der Auftrennung der verschiedenen durch die
Heparinsaule der HPCL gewonnenen Fraktionen aus der Perikardfliissigkeit.

M: Marker, PCF: unaufgetrennte Perikardfliissigkeit als positive Kontrolle. Die
Zahlen 1 bis 13 stehen fiir die 13 Fraktionen, in die die Proteine aufgetrennt wurden.
Es ist zu erkennen, dass in der Perikardfliissigkeit Proteine mit unterschiedlichem
Molekulargewicht vorhanden sind. Das Spektrum reicht von unter 10 kDa bis iiber
100 kDa. Der Hauptanteil der Proteine befindet sich im Bereich um 50 - 80 kDa. Die
Hauptwirkung auf das Wachstum der Myozyten geht aber von der Fraktion #13 aus.
Diese enthalt hauptsachlich Proteine mit einem Molekulargewicht um 25 kDa sowie
Proteine mit einem Molekulargewicht iiber 50 kDa.
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3.2.2.2.Versuch 2.2: Untersuchung der Wirkung der Fraktionen auf
neonatale Myozyten

Abb. 15: Zellen nach drei Tagen, die mit der Fraktion 13 behandelt wurden (oben: es
wurde 1 ul der Fraktion 13 hinzugegeben; unten: es wurden 3 ul hinzugegeben). Die
Myozyten sind stark hypertrophiert, haben Zellauslaufer gebildet und Zellkontakte
zu anderen Zellen hergestellt. Die Zellen kontrahieren sich synchron flachenhafft.

Die Kontrollzellen iiberleben durchschnittlich ungefidhr 24 Stunden. Die Zellen, die
mit Perikardflussigkeit behandelt wurden, uberleben vier bis fiinf Tage. Der
Hohepunkt ihrer Entfaltung liegt am dritten Tag. Zu diesem Zeitpunkt sind sie
stark hypertrophiert, haben Zellausldufer gebildet, die Kontakte zu anderen Zellen
herstellen (siehe Abbildung) und kontrahieren sich synchron flachenhaft.
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Die Zellen, die mit der Fraktion #13 dieser Auftrennungsreihe behandelt wurden,
zeigen am dritten Tag die gleichen Eigenschaften wie die positiven Kontrollzellen,
die mit der Perikardfliissigkeit selbst behandelt wurden. Die Zellen, die mit den
restlichen Fraktionen behandelt wurden, gleichen hingegen am dritten Tag der
negativen Kontrolle.

Da die Fraktion #13 die letzte Frankion ist, die sich von der Heparinsidule lost,
enthilt sie diejenigen Proteine mit der hochsten Affinitdt zu Heparin. Verglichen
mit zu den iibrigen Fraktionen enthélt diese Fraktion weniger Proteine.

3.2.3. Versuch 3: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe eines
Kationen-Anionen-Austauschers der HPLC bei verschiedenen
pH-Werten der mobilen Phase

Diese stark heparinbindenden Proteine werden nun im Siduregradienten weiter

aufgetrennt.

3.2.3.1.Versuch 3.1: Untersuchung der Wirkung der bei pH 5,5 aufge-
trennten Fraktionen auf neonatale Myozyten

Bei dieser Auftrennung entstanden fiinf verschiedene Fraktionen (s. Abb. 16).

Die Kontrollzellen iiberleben auch in diesem Versuch durchschnittlich 24 Stunden.
Die Zellen, die mit Perikardfliissigkeit behandelt wurden, iiberleben vier bis fiinf
Tage. Die Zellen der positiven Kontrolle, die mit Perikardflissigkeit behandelt
wurden, verhielten sich wie unter Versuch 2.2 beschrieben.

Die Zellen, die mit der Fraktion #5 dieser Auftrennungsreihe behandelt wurden,
zeigen am dritten Tag dhnliche Eigenschaften wie die positiven Kontrollzellen, die
mit der Perikardfliissigkeit selbst behandelt wurden (s. Abb.17). Sie
hypertrophierten zwar nicht im gleichen Ausmal} wie die Zellen der positiven
Kontrolle, doch sie iiberlebten den dritten Tag und kontrahierten sich vereinzelt,
wéhrend die Zellen, die mit den restlichen Fraktionen behandelt wurden, nach drei
Tagen der negativen Kontrolle glichen.
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Abb. 16: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mittels HPLC iiber einen Anionen-
Kationen-Austauscher bei einem pH-Wert von 5,5:

Auf der x-Achse ist die Zeit, zu der die verschiedenen Proteine wieder von den Sdulen
gelost werden, aufgetragen, wihrend die y-Achse mit der Extinktion ein Maf fiir die
von der Sdaule gelosten Stoffmenge darstellt. Die gewonnenen Proteine werden in fiinf
Fraktionen aufgetrennt. Aufgrund der Versuchsanordnung werden beim Abwaschen
der Proteine von den Sdulen zuerst die Proteine vom Anionenaustauscher
abgewaschen. Diese befinden sich grofitenteils in Fraktion #3. Die folgenden
Proteine, die am Kationenaustauscher gebunden waren, befinden sich grofitenteils in
Fraktion #5.

Abb. 17: Die Myozyten, die
mit der Fraktion #5 dieses
Versuches behandelt wur-
den nach drei Tagen:

Sie zeigen dhnliche Eigen-
schaften, wie die positiven
Kontrollzellen, die mit der
Perikardfliissigkeit selbst
behandelt wurden. Verein-
zelt kontrahieren sich die
Myozyten.
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3.2.3.2. Versuch 3.2: Untersuchung der Wirkung der bei pH 6,5 aufge-
trennten Fraktionen auf neonatale Myozyten

Fraktion #: 1 2 3 4 5 6
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Abb. 18: Auftrennung der Perikardfliissigkeit mittels HPLC iiber einen Anionen-
Kationen-Austauscher bei einem pH-Wert von 6,5:

Auf der x-Achse ist die Zeit, zu der die verschiedenen Proteine wieder von den Saulen
gelost werden, aufgetragen, wiahrend die y-Achse mit der Extinktion ein Maf fiir die
von der Saule geloste Stoffmenge darstellt. Die gewonnenen Proteine werden in sechs
Fraktionen aufgetrennt. Aufgrund der Versuchsanordnung werden beim Abwaschen
der Proteine von den Sdulen zuerst die Proteine vom Anionenaustauscher
abgewaschen. Diese befinden sich grofitenteils in Fraktion #3. Die folgenden
Proteine, die am Kationenaustauscher gebunden waren, befinden sich grofitenteils in
den Fraktionen #5 und #6.

Bei dieser Auftrennung entstanden sechs verschiedene Fraktionen (s. Abb. 18). Das
Ergebnis dieses Versuches unterscheidet sich von dem Ergebnis des Versuches 3.1
darin, dass es zwei verschiedene Fraktionen gab, die das Uberleben der Myozyten
verldngern konnten. Die Zellen, die mit der Fraktion #3 beziehungsweise mit der
Fraktion #6 dieses Versuches behandelt wurden, hypertrophierten, iiberlebten den
dritten Tag und kontrahierten vereinzelt (s. Abb. 19 und 20). Die Zellen jedoch, die
mit den restlichen Fraktionen behandelt wurden, glichen am dritten Tag der
negativen Kontrolle. Es gibt also mehrere Substanzen in dieser Probe, die einen
wachstumsfordernden Effekt auf die Myozyten ausiiben.
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Abb. 19: Die Myozyten, die mit der Fraktion #3 (Anionenaustauscher) behandelt
wurden nach drei Tagen: Die Zellen hypertrophierten, iiberlebten den dritten Tag
und kontrahierten vereinzelt.

Abb. 20: Die Myozyten, die mit der Fraktion #6 dieses Versuches (Kationen-
austauscher) behandelt wurden nach drei Tagen: Die Zellen hypertrophierten,
itberlebten den dritten Tag und kontrahierten vereinzelt.
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3.2.3.3.Versuch 3.3: Auftrennung der elf Fraktionen aus den Versuchen 3.1
und 3.2 mit Hilfe einer SDS-Seite

M PCF a b ¢c d e A B C D E F
: ATy ' & |

»
.

50 kDa
40 kDa

30 kDa

25 kDa

20 kDa

15kDa

10 kDa i

Abb. 21: Das SDS-Gel der Auftrennung der verschiedenen durch den Anionen-
Kationen-Austauscher per HPLC gewonnene Fraktionen aus der Perikardfliissigkeit.
Die Buchstaben a-e entsprechen den Fraktionen #1-5 aus Versuch 3.1 bei pH 5,5, die
Buchstaben A-F den Fraktionen #1-6 aus Versuch 3.2 bei pH 6,5. M: Marker, PCF:
unaufgetrennte Perikardfliissigkeit als positive Kontrolle.

Die Auftrennung der Proben des Versuchs 3.1 mit Hilfe der SDS-Seite (s. Abb. 21)
zeigt, dass in diesem Versuch die Fraktion #5, die als einzige Fraktion einen
hypertrophischen Einflufl auf die Myozyten ausiibte, auch diejenige ist, die die
meisten Proteine enthédlt. Der Hauptanteil der Proteine dieser hat ein
Molekulargewicht um und oberhalb 25 kDa.

Die Auftrennung der Proben des Versuchs 3.2 zeigt, dass der Hauptanteil der
Proteine, die mittels des Anionen-Kationen-Austauscher bei pH 6,5 aufgetrennt
wurden, sich in den drei Fraktionen #3, #5 und #6 befinden. Davon zeigen aber nur
zwei Fraktionen, ndmlich Fraktion #3 und #6 wachstumsférdernde Wirkung auf
Kardiomyozyten. Auch in diesem Versuch befindet sich der Hauptanteil des
Molekulargewichts dieser zwei Fraktionen um und oberhalb 25 kDa.
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4. Diskussion

Die Perikardfliissigkeit gehort zu den am wenigsten untersuchten Fliissigkeiten des
menschlichen Korpers. In den heute géngigen Lehrbiichern der Pathologie tritt der
Begriff nur am Rande auf und man findet sehr wenig Information dariiber. Die
Perikardfliussigkeit wird lediglich als Gleitmittel fiir das Herz im Herzbeutel
beschrieben. Thr Volumen betrdgt durchschnittlich 30 ml. Von einem
Perikarderguss (Hydroperikard) spricht man ab einem Volumen von 150 ml. Er
kann als Transsudat im Zusammenhang mit allgemeinen Odemen, die zum Beispiel
durch Rechtsherzinsuffizienz, Niereninsuffizienz oder Hypalbumindmie entstehen,
auftreten. Es gibt jedoch keine Einteilungskriterien, wie es sie z.B. fiir den
Pleuraerguss gibt, die die genaue Unterscheidung zwischen Transsudat und
Exsudat erlauben '?.

Klinische Bedeutung gewinnt die Perikardfliissigkeit nur im Zusammenhang mit
akut auftretenden Herzbeuteltamponaden *°.

Das Gewinnen von Perikarderguss iiber eine Punktion (mit langer Kaniile, im
Winkel zwischen Prozessus Xyphoideus und dem linken Rippenansatz) ist mit
Risiken verbunden, die diesen Eingriff am Menschen ohne therapeutischen Nutzen
nicht rechtfertigen. Erst seit Operationen am offenen Herzen mdoglich sind und
auch routineméflig durchgefiihrt werden, ist es moglich geworden, Perikard-
fliissigkeit ohne zusétzliches Risiko fiir den Patienten zu entnehmen. Dadurch sind
die Voraussetzungen fiir Analysen humaner Perikardflissigkeit gegeben. Bis heute
sind jedoch sehr wenige Daten iiber Versuche an menschlichen Perikardergiissen
vorhanden, auch wenn das wissentschaftliche Interesse zuzunehmen scheint. Da es
aber nach wie vor ethisch unvertretbar ist, Perikardflissigkeit gesunder
Testpersonen zur Bildung einer Kontrollgruppe zu entnehmen, bleiben die
Untersuchungsergebnisse der Perikardfliissigkeit immer begrenzt aussagekriftig
und konnen nur im Vergleich mit anderen Korperfliissigkeiten oder vergleichend
innerhalb von Patientengruppen beurteilt werden.

Maurer et al. waren 1940 die erste Gruppe, die sich intensiv mit dem
Perikarderguss auseinandersetzte. Diese Autoren beschrieben die Variationsbreite
der Volumina und des Proteingehalts von Ergiissen von verschiedenen Tieren,
sowie von 12 posthum entnommenen menschlichen Perikardergiissen von Patienten
mit letal verlaufenden Krankheiten. Sie stellten fest, dass der gemessene
Verteilungsquotient fiir Chlorid, dem, unter der Voraussetzung, dass
Perikardflissigkeit ein passives Ultrafiltrat von Plasma sei, errechneten sehr nahe
kam ’. Geinitz und Hobitz untersuchten 1958 mittels Papierelektrophorese die

Eiweillzusammensetzung menschlicher Perikardfliissigkeit und verglichen sie mit
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Serum. Sie zeigten, dass die EiweiBifraktionen der Perikardfliissigkeit denen des
Serums qualitativ nicht gleichen, sondern dass in der Perikardfliissigkeit die
niedermolekularen Anteile der entsprechenden Serumeiweillfraktion wesentlich
iiberwiegen. Dabei besteht kein Unterschied zwischen den Ergebnissen bei
Patienten mit ungestortem Eiweilhaushalt und solchen mit pathologischen
BluteiweiBbefunden ®. Hutchin et al. untersuchten die Elektrolyt- und pH-
Verhéltnisse der Perikardfliissigkeit. Sie fanden in der Perikardflissigkeit einen
niedrigeren CO,-Druck, einen hoheren Bikarbonatspiegel und hohere pH-Werte,
verglichen mit den Werten des Serums, und schlossen daraus, dass die
Perikardflissigkeit, im Gegensatz zu Blut, ein eigenes Kohlendioxid-
Bikarbonatpuffersystem aufweist, das respiratorischen und metabolischen
Schwankungen unterliegt °.

1977 haben Gibso und Segal '° die Perikardfliissigkeiten verschiedener Tiere
untersucht und gezeigt, dass Perikardfliissigkeit in Bezug auf ihre
Ionenverhéltnisse und die Grofe der Proteine ein passives Plasmaultrafiltrat
darstellt unabhéngig von der Spezies.

Heute weill man jedoch, dass dieses Plasmaultrafiltrat noch mit verschiedenen
Substanzen wie Atrial Natriuretic Factor, Prostaglandinen und Wachstumsfaktoren
angereichert ist '''?. Die Zusammensetzung und Menge dieser Substanzen in der
Perikardfliissigkeit ist unter anderem abhédngig von der Erkrankung des Patienten.
Zum Beispiel konnte fiir bFGF gezeigt werden, dass seine Konzentration in
Ergilissen von Patienten mit ischdmischen Herzleiden hoher ist als bei Patienten
ohne Ischdmie .

Die Sekretion dieser Substanzen geht vom Endokard und vom Endothel der
Herzkranzgefifle '*'°, aber auch von mesothelialen Perikardzellen '® aus, die so

EinfluB auf die Gestalt, Kontraktilitit und Wachstum des Myokards nehmen *".

Zu diesen Stoffen zdhlen zum Beispiel Endothelin-1 und Stickstoffmonoxid aber
auch andere, noch unerforschte Mediatoren.

Es ist also offensichtlich, dass die Perikardflissigkeit viel mehr ist als nur ein
Transsudat. Sie konnte, wenn man sie richtig zu deuten vermag, ein Spiegel fiir die
Geschehnisse im Myokard sein sowie neue Diagnosemdglichkeiten ersoffnen, vor
allem aber auch Therapiemoglichkeiten bieten, die, da sie direkt lokal ansetzen, bei
schnellerem Wirkeintritt weniger systemische Nebenwirkungen haben koénnten.
Dickson et al.'® haben aus diesen Griinden begonnen, eine Datenbank fiir
Perikardergiisse anzulegen. In ihren Messungen gehen sie jedoch nicht auf die
Rolle der Interleukine in diesen Prozessen ein.
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In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Perikardfliissigkeit
Krankheitsgeschehnisse zuverléssig reflektieren kann. Das heil}t, ob die spezifische
Zusammensetzung von Faktoren in der Perikardflussigkeit von den
unterschiedlichen Krankheitsbildern der Patienten eindeutig beeinflullit ist.
Weiterhin soll gekldrt werden, ob diese Faktoren einen direkten Einflufl auf die
Kardiomyozyten haben und wenn ja, welchen.

Fir die Untersuchungen wurden Myozyten von neonatalen Ratten verwendet, da
diese noch nicht ausdifferenziert sind und im Vergleich zu adulten schneller auf
Reize reagieren. Zudem sind sie anspruchsloser und damit einfacher im Umgang.
Es wird davon ausgegangen, dass Faktoren, die keine Wirkung auf neonatale
Myozyten haben, auch nicht auf adulte wirken. Ob diese Aussage auch umgekehrt
gilt, muss fiir die einzelnen Faktoren gesondert gepriift werden.

Daher wurde die Wirkung der gepoolten Perikardfliissigkeit sowie die Wirkung der
einzelnen Fraktionen der Perikardfliissigkeit nach deren Auftrennung mit Hilfe
verschiedener Methoden auf die Myozyten gepriift.

Die neonatalen Myozyten, die ohne Perikardfliissigkeitszusatz nach 70 Stunden tot
waren, begannen nach Zusatz von Perikardfliissigkeit zu hypertrophieren, bildeten
Zellkontakte aus, kontrahierten flichenhaft und iiberlebten ldnger. Unter den
Auftrennungsmethoden brachte die einfachste die eindeutigsten Ergebnisse hervor.
Die Salzpréazipitation zeigte, dass innerhalb der Perikardfliissigkeit Faktoren
vorhanden sind, die das Lidngen- und andere, die das Dickenwachstum der Zellen
bewirken. Diese lassen sich bei 60% Salzgehalt auftrennen, widhrend die
Kontraktion eher durch das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren bewirkt
wird, da sie nur bei Zusatz der gepoolten Perikardfliissigkeit oder bei Zusatz von
Fraktionen, die einen weitaus iiberwiegenden Teil der Perikardfliissigkeit
enthielten (20% SN, 80% PR), auftrat.

Die Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe der HPLC iber eine
Heparinsidule erlaubt zwar keine Aussage iiber die Faktoren fiir Dicken- und
Liangenwachstum, zeigt aber, dass eine sehr stark heparinbindende (lipophile)
Fraktion der Perikardfliissigkeit den gleichen Effekt wie die Perikardflissigkeit
selbst auf die Myozyten hat. Eine solche Beobachtung ist in der Literatur bisher
nicht beschrieben.

Die Aufteilung dieser aktiven heparinbindenden Fraktion mit Hilfe der HPLC tiber
eine Anionen-Kationenaustauschersiule bei verschiedenen pH-Werten zeigte, dass
diese Fraktion in zwei aktive Fraktionen aufzuteilen war. Diese wurden bei pH 6,5
getrennt, einmal an der Anode und einmal an der Kathode gebunden, wihrend sie
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bei pH 5,5 noch gemeinsam an der Kathode gebunden waren. Kontraktion fand bei
beiden Versuchen nicht statt.

Aus diesen vorldufigen Versuchen 146t sich also deutlich schlieBen, dass die
Perikardfliissigkeit aktive Faktoren enthilt, welche direkten EinfluBl auf die
Myozyten ausiiben. Weiterhin kann dieser Einfluf} differenziert werden. Im Fall der
hypertrophischen Wirkung z.B. in Léngen- und Dickenwachstum.

Diese Differenzierungsmoglichkeit konnte im Rahmen der kompensatorischen
Herzhypertrophie in Zusammenhang mit Herzinsuffizienz eine Rolle spielen. Eine
Volumenbelastung, wie sie beispielsweise bei Klappeninsuffizienzen auftritt, fithrt
zu einer exzentrischen Hypertrophie des Herzens. Das heilit, es findet eine
Hypertrophie mit Dilatation statt. Hierbei iiberwiegen wohl die Faktoren, die das
Langenwachstum der Myozyten bewirken. Die Faktoren, die das Dickenwachstum
der Myozyten bewirken, tiberwiegen eher bei der konzentrischen Hypertrophie.
Diese Hypertrophieform entsteht unter Druckbelastung des Herzens z.B. durch
Klappenstenosen oder Hypertonie. Es ist eine Hypertrophie ohne Dilatation.

Auch Corda et al. zeigten, dass die Perikardfliissigkeit von Patienten mit
verschiedenen Herzerkrankungen einen groBeren trophischen Effekt auf
Kardiomyozyten hat als Serum. Weiterhin fanden sie heraus, dass dieser Effekt von
weiteren Faktoren als nur von bFGF (basic fibroblast growth factor) verursacht

wurde, wobei sie diese nicht weiter spezifizierten 2.

Es stellt sich demnach die Frage, welche Faktoren dafiir in Frage kommen. Fir
einige Zytokine, vor allem TNF-a, wurde gezeigt, dass ihr biologischer Effekt in
hohen Konzentrationen mit vielen pathologischen Umwandlungsprozessen im
Rahmen von kongestivem Herzversagen, wie linksventrikuldre Dysfunktion und
Remodelling, Kardiomyopathie, Abnormitédten im myokardialen Metabolismus,
iibereinstimmt und diese damit erklidrt werden kénnten **°. Weiterhin gibt es
einige Studien, die nahelegen, dass der Grad der Zytokinkonzentration im Serum
mit dem Schweregrad des Krankheitsprozesses in direktem Zusammenhang
steht ?!"?*, Fiir TNF-a konnte sogar eine direkte Korrelation mit der
Schweregradeinteilung der Herzinsuffizienz nach der NYHA gezeigt werden *.

Anhand des Endothelin-1 haben Horkey et al. gezeigt, dass die Konzentrationen der
Faktoren in der Perikardfliissigkeit nicht denen des Interstitiums der

6

Myokardzellen entsprechen ?°. Sie scheinen eigenen Regelmechanismen zu

unterliegen.

Zur Zeit ist der Mechanismus, mit dem vom Myokard gebildete physiologisch aktive

Substanzen freigesetzt werden, unklar. Diese Substanzen, die ins Interstitium
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ausgeschieden werden, konnten durch das Kapillarnetzwerk in den Sinus
coronarius flieBen oder aber iiber die Lymphwege in das Spatium Pericardii
gelangen ?"*®*, Wenn also eine Hauptquelle zur Sezernierung dieser Substanzen das
Myokard selbst ist, wirken sie wohl auch auto- und parakrin auf lokaler Ebene,
sodass es nicht ausreicht, aufgrund der Werte im Kreislauf Aussagen zu machen.
Es liegt nahe zu priifen, ob und in welchen Mengen Zytokine und verwandte
Substanzen in der Perikardfliissigkeit vorhanden sind und ob sie einen Effekt auf
die Myozyten ausiiben.

Der Begriff Zytokine umfafit eine kleine Gruppe von kleinen niedermolekularen
Proteinen und Polypeptiden, die als Antwort auf bestimmte Reize von Zellen
abgesondert werden. Wahrend man lange Zeit davon ausging, dass besonders die
proinflammatorischen Zytokine Mediatoren und Produkte des Immunsystems sind,
weill man heute, dass alle kernhaltigen Zellen Zytokine produzieren kénnen *. Das
bedeutet, dass Zytokine im Perikardergull von lokalen Myokardzellen wie
Myozyten, Endothelzellen, Fibroblasten etc., als Reaktion auf Strel}, wie zum
Beispiel Ischdmie oder Ventrikeldruckanstieg, produziert werden koénnen, ohne
jegliche Beteiligung des Immunsystems.

Die Beziehung von antiinflammatorischen Zytokinen zu Herzleiden ist in der
Literatur wenig beschrieben.

4.1. Endothelin-1

Endothelin wurde 1988 erstmals beschrieben *. Gegenwirtig sind drei strukturell
und pharmakologisch verschiedene Isopeptide (Endothelin-1, Endothelin-2,
Endothelin-3) bekannt, die jeweils auf anderen Chromosomen kodiert sind. Dabei
spielt Endothelin-1 die gréBte Rolle fiir das menschliche Herzkreislaufsystem "%,

Es ist ein Polypeptid, bestehend aus 21 Aminosduren (AS). Es entsteht durch
Spaltung von Preproendothelin-1 (212 AS), in Grof3-Endothelin-1, bestehend aus 38
AS, welches wiederum durch Endothelin-Converting-Enzyme (ECE) in das

d 33,34

eigentliche Endothelin-1 gespalten wir

Endothelin-1 wird hauptséchlich in den Endothelzellen des Menschen synthetisiert,
wo es auch in sekretorischen Vesikeln gespeichert werden kann *°. Weiterhin ist es

in Kardiomyozyten vorhanden und zwar sowohl in gesunden als auch in

36

erkrankten Es ist ein potenter Vasokonstriktor, dessen Synthese

beziehungsweise Ausschiittung von folgenden Faktoren eingeleitet wird:

39,40

Angiotensin II *’, Katecholaminen, Entziindungsmediatoren **, Hypoxie und

Stress *', sowie Thrombin, Transforming Growth Factor und Interleukin-1 **. Sein
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Antagonist ist Stickstoffmonoxid (NO), das auch in Endothelzellen synthetisiert

wird %,

Bei Probanden wurden in aufrechter Koérperhaltung hohere Endothelinwerte im
Plasma gemessen als in liegender Position ***. Whitson et al. *® zeigten, dass diese
Beobachtung auch fir die Werte im Sputum gilt. Orthostatischer Stress hat
demnach einen Effekt auf die Endothelinsekretion.

Zur Zeit sind drei Rezeptorsubtypen bekannt: ET,, ET; und ET.. Fir unsere
Untersuchungen an Myozyten spielen die ET,-Rezeptoren eine Rolle, da sie
hauptsédchlich auf der Oberfliche der Kardiomyozyten und den glatten
Muskelzellen der GefidBe vorkommen *’. Diese kéonnen nochmals abhingig von
ihrem Bindungsvermdégen an den Antagonisten BQ123 in ET,; und ET,, unterteilt
werden *®. Die ETy sind vorzugsweise auf den Endothelzellen und auch auf den
glatten Muskelzellen der GefidBe vorhanden *°. Sie sind unter anderem fiir die
Beseitigung von Endothelin und damit fiir die interzellulare Konzentrations-
senkung verantwortlich *. Auch sie kénnen nochmals unterschieden werden in
ETj,, das eine Vasodilatation durch das Freisetzen von NO bewirkt und ETy,, das
vasokonstriktorisch wirkt 8. Uber die Existenz und Funktion eines dritten
geklonten ET-Rezeptors wird noch diskutiert *.

Die Rezeptordichte kann durch Endothelin-1 selbst gesenkt werden °*, wihrend
Ischdmie oder Herzversagen diese erhéht ****. Es konnte sogar gezeigt werden, dass
die ECE mRNA im Vorhofgewebe von Patienten nach einem Myokardinfarkt hoher

ist als zuvor °° .

An Kardiomyozyten wirkt Endothelin-1 vor allem iiber den ET,-Rezeptor positiv
inotrop * und bewirkt eine Hypertrophie sowie die Produktion von Typ IV Kollagen
durch Fibroblasten. Auf Kardiomyozyten in Kultur hat es einen zytotoxischen
Effekt °®. Es wird angenommen, dass Endothelin-1 in der Lage ist, das genetische
Profil der Myokardzellen zu verdndern und die Expression eines groBeren

Phénotyps mit einer verinderten Anordnung der Myofibrillen zu induzieren .

Plasmakonzentrationen von Endothelin-1 werden durch eine wirksame

medikamentése Therapie der chronischen Herzinsuffizienz erniedrigt *°.

Endothelin wird, wie der Name schon sagt, vor allem durch Endothelzellen gebildet.
Seine parakrine Wirkung auf Myozyten spricht fiir eine ,Endothel-regulierte
Hypertrophie®“. Aber auch eine autokrine Bildung durch Kardiomyozyten selbst ist

1. ® ist es unklar, ob die bei myokardgeschidigten

beschrieben. Laut Fujita et a
Personen erhohten Endothelinspiegel systemisch von Endothelzellen oder vom

geschidigten Myokard selbst gebildet werden. Aufgrund der hier vorliegenden
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Resultate ist es wahrscheinlich, dass beide Zelltypen Endothelin produzieren
konnen. Direkte Untersuchungen unter Verwendung von spezifischen Antikorpern
sind notig, um diese Frage endgiiltig zu kldren.

Die vasokonstriktorische Wirkung des Endothelin ist in Bezug auf das erhohte
Bediirfnis der hypertrophierten Kardiomyozyten an Sauerstoff ungiinstig. Es
kénnte aber durch die pro-angiogene Wirkung des Endothelin ® aber auch des
MCP-1 (s. unten), das in hohen Konzentrationen in der Perikardfliissigkeit
nachgewiesen werden konnte, kompensiert werden. In dieser Hinsicht unterstiitzen
sich Endothelin und MCP-1.

Intrapericardial appliziertes Endothelin bewirkte bei Hunden zwar eine
subepikardiale Ischdmie, bedingt durch den vasokonstriktorischen Effekt, jedoch
wird parallel auch kardioprotektive Mechanismen in den epimyokardialen
Schichten in Gang gesetzt, deren Effekte letztendlich iiberwiegen °.

In der Perikardfliissigkeit wurden aber auch wirksamere angiogene Faktoren wie
sbasic fibroblast growth factor” (bFGF), ,acidic fibroblast growth factor® (aFGF) und
y,vascular endothelial growth factor (VEGF) in hoheren Konzentrationen

gemessen %% die sicherlich in diesem Zusammenhang mitwirken.

Horkay et al. ?*® zeigten als erste das Vorhandensein von Endothelin-1 in der
Perikardfliissigkeit. Sie verglichen es mit anderen Korperfliissigkeiten und fanden
heraus, dass in der Perikardfliissigkeit die bei weitem hochsten Konzentrationen

gefunden werden konnen.

Die Messungen der Endothelin-1-Konzentration in der Perikardflissigkeit bezogen
auf die verschiedenen Gruppen haben gezeigt, dass die Konzentration bei Patienten
mit einem Herzklappenfehler, deren Herzen noch nicht dekompensiert sind,
besonders hoch ist, wiahrend sie bei herzinsuffizienten Patienten um ein Vielfaches
niedriger ist. Dies hat wahrscheinlich mit der hypertrophischen Wirkung des
Endothelin-1 zu tun.

Verschiedene Ursachen und Grunderkrankungen konnen letztendlich zu einer
chronischen Herzinsuffizienz fithren. Diese schédlichen Einfliisse lassen sich in
zwei Arten der Mehrbelastung des Herzens einteilen: erstens in eine Volumen-
belastung, die z.B. durch Klappeninsuffizienzen bewirkt wird und zweitens eine
Druckbelastung, die bei Klappenstenosen oder Hypertonie auftreten kann. Die
Volumenbelastung fiithrt kompensatorisch zu einer exzentrischen Hypertrophie,
wiahrend die Druckbelastung zur konzentrischen Hypertrophie des Herzens fiihrt.
Uberschreitet nun diese kompensatorische Myokardhypertrophie das kritische
Herzgewicht von ca. 500 g, so kommt es zu einer Verschlechterung der
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Herzleistung. Es entwickelt sich eine relative Koronarinsuffizienz mit Abnahme der
Leistungsfdhigkeit des Herzens und es kommt zu einer Gefiigedilatation des

Herzens.

Versagen nun die physiologischen oder auch therapeutischen
Kompensationsmoglichkeiten zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden

Pumpleistung des Herzens, spricht man von dekompensierter Herzinsuffizienz.

Die Herzinsuffizienz wurde in dieser Arbeit nach der Ejektionsfraktion klassifiziert
und nicht nach den NYHA-Kriterien, die sich vor allem auf die klinischen
Symptome beziehen.

Das Herz der Patienten mit Klappenfehlern, deren Ejektionsfraktion tiber 50%
liegt, befindet sich noch in der Phase der kompensatorischen Hypertrophie. Diese
Kompensationsprozesse sind beim herzinsuffizienten Patienten schon abgelaufen
und haben versagt. Daher ist die Konzentration des Endothelin-1 in der
Perikardfliissigkeit dieser Patienten gering.

Man kann also das Endothelin-1 in der Perikardfliissigkeit als ein Mal fiir das
Kompensationsverhalten des Herzens ansehen.

Es liegen andererseits verschiedene Studien vor, die stark erhohte Endothelin-1-
Werte in Herzen von herzinsuffizienten Ratten ®* oder erhéhte Plasma- und

30,65,66

Sputumwerte in Patienten mit Herzinsuffizienz gemessen haben. Dies scheint

auf den ersten Blick der obigen Aussage zu widersprechen.

Sakai et al.® ligierten die linke Koronararterie, herzinsuffiziente Ratten zu
erhalten. Die erhéhten Endothelinwerte wurden drei Wochen nach der Operation
gemessen. Man kann nach diesem Modell die erhéhten Werte so erkldren, dass die
Rattenherzen sich in den ersten Wochen noch im Kompensationsstadium befinden.
Das heifit, der Organismus versucht noch aktiv, durch neuroendokrine Aktivierung
und Myokardhypertrophie die hdmodynamische Situation wieder zu stabilisieren.
In dieser Zeit werden auch vermehrt hypertrophieinduzierende Mediatoren
gebildet. Sind diese Vorgédnge jedoch abgelaufen und haben sie versagt, dann ist die
Produktion dieser Mediatoren auch wieder riickldufig. Es wire daher interessant
und wichtig, den weiteren Verlauf der Endothelinwerte bei diesen Ratten zu

kennen.

Denver et al. ® haben die Messung der Endothelinkonzentrationen mittels ELISA
vergleichend im Sputum und Serum an chronisch herzinsuffizienten Patienten
durchgefiihrt. Die Konzentrationen im Sputum waren hoher als im Plasma,
wahrscheinlich durch die zum gro3ten Teil abluminale Sekretion der
Gefidllendothelzellen in Richtung GefdBBmuskelzellen und Interstitium. Die Werte
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im Sputum waren unabhingig von der Pharmakotherapie und erhshten sich in
Korrelation mit der NYHA-Einteilung der Herzinsuffizienz. Diese Einteilung erfolgt
primar nach klinischen Gesichtspunkten und nicht nur anhand der
Ejektionsfraktion. Diese Korrelation war nicht mehr signifikant, wenn die Gruppe
der Kontrollpatienten aus der Wertung ausgeschlossen wurde. Es wurde aber eine
negative nicht signifikante Korrelation mit der linksventrikuldren Ejektions-
fraktion der Patienten mit chronischem Herzversagen gemessen. Dies palit wohl zu
unseren niedrigen Werten der herzinsuffizieneten Gruppe, eingeteilt nach ihrer
Ejektionsfraktion.

Da Denver et al. keine Korrelation des Endothelin-1-Spiegels und der Kreatinin-
konzentration gemessen haben, schlossen sie, dass die Endothelinspiegel
unabhingig von der realen Funktion seien ®. Doch in unseren Versuchen gab es
einen signifikanten Unterschied zwischen den vier Erkrankungsgruppen, von

denen eine Gruppe die Patienten mit Niereninsuffizienz bildeten.

4.2 Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)

MCP-1 ist ein spezifisches Zytokin zur chemotaktischen Attraktion und Aktivierung
von Monozyten ®. Sein Molekulargewicht variiert wegen posttranslatorischen
Modifikationen zwischen 10 und 15 kDa ®’. Die Chemotaktik wird durch die
Aktivierung der Expression von Adhédsionsmolekiillen auf Monozyten bewirkt, die
Stimulation der Monozyten zur Sekretion von I1-6 und IL-18, sowie des Ca*'-
Einstroms in Monozyten %, Weiterhin leitet MCP-1 die transendotheliale
Migration von bestimmten T-Lymphozyten (CD45R0" memory) ein, was nahe legt,
dass MCP-1 eine Rolle bei der Verteilung der T-Lymphozyten unter patho-
physiologischen Bedingungen spielt ”. Es bewirkt die Adhésion von Leukozyten am
Endothel durch die Expression von Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) "™,
Zwar reagieren frisch isolierte natiirliche Killerzellen nicht auf MCP-1, aber auch
diese Zellen zeigen nach Inkubation mit IL-2 eine starke Reaktion auf MCP-1 . An
Mastzellen wirkt MCP-1 als Histamine Releasing Factor ™.

Anders als es der Name vermuten ldsst, wirkt MCP-1 nicht nur auf Monozyten,

sondern es ist ein Regulator der Extravasation von Immunzellen.

In vitro Versuche zeigten, dass Kardiomyozyten von neonatalen Ratten unter
Einflu} von IL-1a, Lipopolysacchariden oder Hypoxie MCP-1 produzieren ™.

Seine Herstellung wird durch Ischdmie induziert. Es verhindert den
hypoxieinduzierten Zelltod von kultivierten Kardiomyozyten . Eine weitere Rolle
spielt MCP-1 bei der Stimulation der Angiogenese .
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Diese Funktionen konnten ein Grund fir die besonders hohen Konzentrationen (in
der gepoolten Perikardfliissigkeit mehr als 3 ng/ml) sein, die in der
Perikardfliissigkeit gemessen wurden. Das kompensierende hypertrophierte Herz
hat einen hoheren Bedarf an Sauerstoff und damit auch an einsprossenden
Kapillaren und Arteriolen.

Die Synthese von MCP-1 wurde mittels seiner mRNA in Endomyokardbiopsien von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie nachgewiesen ”. Lehmann et al. zeigten
weiterhin, dass die Menge an MCP-1 mit der Schwere der ventrikuldren
Dysfunktion zunimmt. Je kleiner die Ejektionsfraktion ist, desto hoher ist die
Infiltration mit inflammatorischen Zellen. Es konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen der MCP-1 mRNA Konzentration in den Myozyten und den
verschiedenen Ursachen der dilatativen Kardiomyopathie (z. B. ischdmisch oder
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valvuldr) nachgewiesen werden. Der Myozytenschaden konnte durch

infiltrierende aktivierte Monozyten erklirt werden.

In der Perikardfliissigkeit konnte man bei allen Proben hohe Konzentrationen von
MCP-1 nachweisen. Aber auch hier, iibereinstimmend mit den Ergebnissen der
Gruppe Lehmann et al., die MCP-1 mRNA direkt in den Myozyten maflen, konnte
kein krankheitsspezifischer signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Sollte aber in weiteren Versuchen nachgewiesen werden, dass die Werte in der
Perikardfliissigkeit mit den Ergebnissen der mRNA-Messung korrelieren, dann
bietet die Perikardfliissigkeit eine einfache Alternative zu der zelluldren Messung.

Aukrust et al. ” fanden bei Patienten mit chronischem Herzversagen unabhéingig
von der Ursache der Insuffizienz dysfunktionale Myozyten. Ihre Sekretion von IL-6
und TNF-o war erhoht, wdhrend ihre Sekretion von antiinflammatorischen
Mediatoren wie IL-10 und TGF-81 gleich geblieben oder gar erniedrigt war. Es ist
noch zu priifen, ob diese Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung auf
proinflammatorische Faktoren, das im gesamten Entwicklungsprozess des
chronischen Herzversagens und nicht nur an den Monozyten zu beobachten ist (s.
Zusammenfassung), an diesen durch MCP-1 bewirkt wird.

4.3. Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating-Factor
(GM-CSF)

GM-CSF wurde 1977 erstmals durch Burgess et al. aus Méusen isoliert *°. Es
handelt sich um ein Glykoprotein bestehend aus 127 Aminosduren, dessen
Molekulargewicht in der Literatur mit Werten zwischen 14-35 kDa angegeben wird,
abhingig vom Ausmal} der Glykosylierung.
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Der Zuckeranteil ist fiir das volle Spektrum an biologischer Aktivitdt nicht
notwendig. Nicht glykosyliertes GM-CSF ist in vitro und in vivo aktiv, vollstidndig
glykosyliertes Protein ist allerdings in vivo biologisch aktiver.

GM-CSF stimuliert hdmatopoetische Progenitorzellen zur Vermehrung und
irreversiblen Differenzierung zu reifen Granulozyten und Makrophagen *'*?. Es
stimuliert aber auch Megakaryozyten *?, erythroide Kolonien ®* und B- und T-
Lymphozyten ***. T-Lymphozyten und Monozyten bilden GM-CSF nach
Aktivierung durch Antigene und Mitogene, wédhrend in Endothelzellen,
Fibroblasten und glatten Muskelzellen die Synthese von GM-CSF durch TNF-a und

IL-1 induziert wird 7%,

GM-CSF wirkt tber einen transmembranen Rezeptorkomplex, der in mehreren
hundert bis tausend Kopien auf der Zelloberfliche myeloider Zellen exprimiert ist,
aber auch auf nicht-hdmatopoetischen Zellen wie Endothelzellen und kleinzelligen
Lungenkarzinomzellen gefunden wird. In den rezeptorpositiven Zellen nimmt die
Rezeptordichte mit dem Grad der Ausdifferenzierung ab **°'.

GM-CSF wirkt dariiber hinaus vielfiltig auf reife Makrophagen und Lymphozyten
bei der Immunaktivierung und Proliferation ***. Es wirkt als Schliisselmediator

der Entziindungsreaktion und Immunantwort **’.

Wegen seiner proliferativen Wirkung auf hdmatopoetische Zellen wird es zur Zeit
im Rahmen von Studien in Zusammenhang mit Chemotherapie, Knochenmarks-
transplantation, Leukdmie, Myelodysplasien und anderen Knochenmarks-
erkrankungen eingesetzt. Auch die Einsatzmoglichkeit zur Linderung der
myelodepressiven Nebenwirkungen der AIDS-Therapie wird gepriift *.

Am Herzen ist GM-CSF in sofern von Bedeutung, als es bei der Pathogenese der
Arteriosklerose eine wichtig Rolle zu spielen scheint. Erstens wurde gezeigt, dass es

99100 7wweitens wurde es im

in der Lage ist, den Plasmacholesterinspiegel zu senken
Zytoplasma von gesunden und ateriosklerotischen Subpopulationen glatter
Muskelzellen von KoronargefiBlen nachgewiesen, wobei letztere eine hohere
Konzentration aufwiesen '*'. Die Lokalisation von GM-CSF im Zytoplasma dieser
Zellen, und nicht in sekretorischen Organellen wie bei anderen Zelltypen '**, weist
darauf hin, dass es bei Reizen wie struktureller Zerstérung der Gefaflwand austritt

und nicht wie bei anderen Zellen durch Exozytose.

GM-CSF konnte nur im Ergul} eines Patienten aus der Gruppe der Nieren-
insuffizienten nachgewiesen werden. Es scheint also bei der Pathogenese von
Myokarderkrankungen keine parakrine oder exokrine Rolle zu spielen.
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4.4, Interleukine

Zur Zeit sind achtzehn verschiedene Interleukine bekannt. Sie sind
definitionsgemédll von Leukozyten sezernierte Kommunikationsproteine der
Immunregulation, die in Bezug auf Entziindungen als Agonisten oder Antagonisten
wirken konnen. Es gab urspriinglich fiir die verschiedenen Interleukine zum Teil
mehrere Namen, die die Peptide z.B. nach der Eigenschaft benannte, durch die sie
entdeckt wurden oder nach ihrem Syntheseort und oft war lange Zeit nicht
bekannt, dass es sich dabei um ein und das selbe Lymphokin handelte. Die
Bezeichnung ,Interleukin“ wurde 1979 auf dem ,Zweiten Internationalen
Lymphokinarbeitskreis“ in Ermatingen in der Schweiz eingefiihrt '®.

Je mehr tber die Interleukine bekannt wird, desto schwerer wird die
definitionsgeméfe Abgrenzung zu weiteren Zytokinen. Zytokine sind definiert als
Substanzen, die als interzelluldre Mediatoren zur Aktivierung von Zellen beitragen
und von einer Vielzahl von Zellarten gebildet und sezerniert werden. Dagegen
werden Interleukine definitionsgemédll nur von Leukozyten gebildet. Fiir viele
Interleukine hat sich in spédteren Beobachtungen herausgestellt, dass sie auch von
weiteren Zellen wie Fibroblasten oder Endothelzellen gebildet werden.

Eine wichtige Rolle spielen die Interleukine bei Entziindungsreaktionen. Die
Entziindung wird traditionell durch die vier lateinischen Begriffe calor, dolor, rubor
und tumor (Warme, Schmerz, Rétung und Schwellung) beschrieben. All dies beruht
auf der Wirkung der Zytokine auf die Blutgefédfle. Die Erweiterung und die erhéhte
Durchliassigkeit der Blutgefdle wédhrend einer Entziindung fiihrt zu einem
verstdrkten Blutflul und zu einem Austreten von Fliissigkeit, wodurch es zur
Erwarmung, Rotung und Schwellung kommt. Zytokine haben auch wichtige
Auswirkungen auf die Adhédsionskraft des Gefdaflendothels, so dass zirkulierende
Leukozyten an dessen Zellen haften bleiben und durch die BlutgefiBwand zum
Entziindungsherd wandern. Angelockt werden sie dabei von weiteren Zytokinen.
Die Migration von Zellen in das Gewebe und ihre Aktivitdt vor Ort verursachen die

Schmerzen .

Innerhalb des Entziindungsprozesses sind die Interleukine vor allem fiir die
Vermittlung zwischen Immun- und Entziindungszellen verantwortlich. Die
Interleukine, die die Entziindungsreaktion deutlich vorantreiben, werden
proinflammatorische Interleukine genannt. Zu diesen zdhlen unter anderem IL-1
und IL-6 '°°. Antiinflammatorische Interleukine, zu denen IL-4, IL-10 und IL-13
zdhlen, fungieren als modulierende Elemente, die potentiellen Schaden, der durch
eine iibermiBige inflammatorische Reaktion ausgeht, begrenzen '°°. Fiir den
physiologischen Ablauf einer Entziindungsreaktion ist das Gleichgewicht zwischen
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diesen Gegenspielern wichtig. Verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung der
proinflammatorischen Zytokine, so fiihrt dies zu ungeniigender Kontrolle iiber die
Entziindungsausbreitung und zu Zellschidden. Eine Konzentrationsverschiebung in
Richtung der antiinflammatorischen Zytokine hingegen, fithrt zu Uber-
kompensation der Immunantwort und birgt das Risiko systemischer Ausbreitung

von Infektionen °%1%,

Solche Einteilungen miissen aber als Orientierungshilfen und nicht als feste Regeln
angesehen werden, denn in Abhéingigkeit von den jeweiligen biologischen Prozessen
konnen Zytokine differentialisierte teilantagonistische Wirkungen hervorrufen.
Weiterhin hédngt der Effekt eines jeden Zytokins im Zusammenspiel mit den
anderen von vielen verschiedenen Faktoren ab. Dazu zidhlt der Zeitpunkt, zu dem
es sezerniert wurde, das lokale Milieu in dem es wirkt, die Anwesenheit von
weiteren Synergisten und Antagonisten, die Rezeptordichte und die Reaktion des
Gewebes auf die Zytokine '*.

Entziindungsreaktionen spielen bei der Pathogenese der dilatativen

10113 eine entscheidende Rolle. Daher ist

Kardiomyopathie und der Herzinsuffizienz
es interessant, die Zusammensetzung der Interleukine als Entziindungsmediatoren
in der Perikardfliissigkeit zu messen und zu priifen, ob diese auf die

zugrundeliegende Erkrankung schlieBen 146t.

Nach bestem Wissen der Autorin sind bis heute keine Arbeiten bekannt, die ihren
Schwerpunkt auf die Interleukinzusammensetzung der Perikardfliissigkeit gelegt
haben. Nur Fujita et al. ® maBen in der Perikardfliissigkeit die Werte fiir IL-6 und
IL-8 sowie einiger Adhisionsmolekiile, um sich einen grob orientierenden Uberblick
iiber die inflammatorische Aktivitdt innerhalb der Perikardfliissigkeit zu
verschaffen.

4.4.1. Interleukin 1 (IL-1)

Es gibt drei Isoformen fiir IL-1: IL-1a, IL-18 und IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1Ra).
Diese Proteine zeigen nur 20-30% Sequnzhomologien und binden dennoch an
denselben hochaffinen Rezeptor **.

Wihrend IL-1a und IL-18 eine Reihe von Zelltypen zu verschiedenen Funktionen
anregen und somit als Agonisten fungieren, wirkt der dritte Vertreter als
Antagonist, indem er an denselben Rezeptor binden kann, aber keine
Signaltransduktion einleitet, sondern die Bindung der homologen Interleukine
verhindert '*°. Er ist ein Inhibitor der Funktion von IL-1o und IL-18. Im weiteren
wird daher auf die Funktion der Agonisten eingegangen.
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IL-1-Agonisten werden hauptsédchlich von Makrophagen, Monozyten, T- und B-
Zellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Astrozyten und Endothelzellen gebildet.
Kardiale Fibroblasten sind in der Lage, als Antwort auf Endotoxine wie
Lipopolysaccharid oder nach Hypoxie-Reperfusionsversuchen IL-1 zu

synthetisieren .

IL-1 hat eine Reihe von Zielzellen, unter anderem auch Kardiomyozyten,
Fibroblasten und glatte GefidBmuskelzellen ''’. Die Hauptmenge des von
stimulierten Makrophagen gebildeten Interleukins ist IL-18.

Ungewohnlicherweise besitzt die Vorlduferform keinerlei erkennbare hydrophobe
sekretorische Signalfrequenz. Das reife IL-1 kann im Zellinneren nicht
nachgewiesen werden und wird wahrscheinlich an der Membran oder extrazelluldr

produziert °.

IL-1 wirkt tiber drei Rezeptortypen: IL-1RI, IL-1R-ACP und IL-1RII. Steigt die
Expression von IL-1RI, so steigt auch die biologische Aktivitdt von IL-1, wiahrend
die Steigerung von IL-1RII die Aktivitédt eher senkt. IL-1RII fungiert als Inhibitor
der IL-1 Wirkung. IL-1R-ACP verstiarkt und ergéinzt die IL-1 Wirkung am Typ I
Rezeptor .

IL-1RI wird hauptsédchlich auf Endothelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten, glatten
Muskelzellen und T-Lymphozyten exprimiert ''°, IL-1RII hingegen hauptséchlich
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auf B-Lymphozyten und hdmatopoetischen Zelle

Als proinflammatorisches Zytokin reguliert IL-1 Entziindungsprozesse, die Akute-
Phase-Antwort auf Infektionen und die Einleitung von Fieber '*"'*?, An
menschlichen glatten Muskelzellen bewirkt es die Bildung von IL-6 '**. Auch fiir die
Synthese von Endothelin ist IL-1 ein Stimulus *.

Es beeinflult das Wachstum von Fibroblasten, die ICAM-1-Expression und das
Wachstum und die Ausdifferenzierung von B- und T-Zellen ''", hat aber entgegen
fritherer Annahmen keine chemotaktische Funktion '*.

An Rattenherzen konnte gezeigt werden, dass IL-la bei den
Umwandlungsprozessen in der Embryogenese des Herzens vor allem durch die
Modifikation der extrazelluldiren Matrix ein entscheidender Faktor der

Morphogenese des Herzens ist ',

Mit IL-la behandelte Rattenherzen zeigten einen verbesserten systolischen
ventrikuldren Druck und eine Uberexpression von Manganous Superoxid
Dismutase (Mn* SOD), was einen reduzierten Ischdmie-Reperfussionsschaden zur
Folge hatte '*, d.h. kardioprotektiv wirkt.
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IL-18 wird lokal am Herzen in den Koronararterien und vom Myokard selbst
gebildet '*’. An Kardiomyozyten bewirkt IL-18 die Expression des NO-Synthasegens

vom Makrophagentyp, was zu einer de novo Synthese von NO am Herzen fiihrt '*,

IL-18 hat eine negativ inotrope Wirkung und inhibiert die Pulsation von
kultivierten Kardiomyozyten %,
* in athero-

7

In chronisch ischdmischem Myokard mit fokalen Nekrosen '?
sklerotischer Kaninchenaorta '*°, bei Patienten mit Kardiomyopathie '*” und bei
Patienten mit Herzinsuffizienz '** wurden erhéhte IL-18-mRNA-Spiegel als Zeichen
fiir die Rolle dieses Zytokins in Entziindungsprozessen am Myokard nachgewiesen.
Wihrend kein Unterschied des mRNA-Spiegels zwischen kompensierten und
dekompensierten Herzen nachgewiesen werden konnte '*’, wurde eine positive
Korrelation zwischen der Menge an radioaktiv markiertem IL-18 und dem
Quotienten aus der Masse des linken Ventrikels und dem Korpergewicht

beobachtet, 3¢,

IL-18 bewirkt die Hypertrophie von neonatalen Kardiomyozyten in vitro und leitet
ihre DNA-Synthese ein, widhrend es auf kardiale Fibroblasten einen starken

antiproliferativen Effekt ausiibt '*.

Es scheint, als sei IL-18 ein Teil der Zytokinkaskade, die zum Schutz des Herzens
vor zerstorerischen Faktoren aktiviert wird. Es wird als Antwort auf pathogene
Stressfaktoren gebildet und bewirkt direkt das Wachstum der verbliebenen
Myozyten und ddmmt gleichzeitig die Fibroblastenproliferation ein, die sonst
iiberméafige Narbenbildung bewirken konnte.

In den untersuchten Perikardergiissen konnte in jeder Probe IL-la gemessen
werden. Es wurde jedoch kein signifikanter spezifischer Unterschied zwischen den
Patientengruppen festgestellt. IL-1o spielt wohl als proinflammatorisches
Interleukin im Wechselspiel zwischen den verschiedenen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen am Herzen, dem ein latenter Entziindungsprozel3
zugrunde liegt, eine Rolle. Daher kann seine Bedeutung nur in Zusammenhang mit
den anderen gemessenen Werten verstanden und besprochen werden. Auf diese
Zusammenhédnge wird deshalb im Anschluss an die Besprechung der einzelnen
Zytokine eingegangen.

Dies gilt auch fiir IL-18. Jedoch wurden fiir dieses Interleukin in dieser Arbeit
signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der herzinsuffizienten zu der
Gruppe der Klappenfehler- und der niereninsuffizienten Patienten beobachtet. Die
Werte in der Gruppe der Patienten mit koronarer Herzkrankheit unterlagen
grofleren Schwankungen und wiesen keine einheitlichen Werte auf.



-64 - 4. Diskussion

Betrachtet man die negativ inotrope und die antikontraktile Wirkung des IL-18 auf
Myozyten, so sind die geringen Konzentrationen, die in der Perikardfliissigkeit der
herzinsuffizienten Patienten gemessen wurden, als ein Vorteil anzusehen. Die
geringen Spiegel in der Perikardfliissigkeit stimmen jedoch nicht mit den mRNA-
Spiegeln oder den Serumwerten iiberein, die andere Arbeitsgruppen gemessen
haben. Wie weiter oben beschrieben, sind in der Literatur bei Herzinsuffizienz
erhohte IL-18 mRNA und Serumspiegel beschrieben worden, wobei kein
Unterschied zwischen kompensiertem und dekompensiertem Herzversagen
festgestellt wurde.

Die Beobachtungen werfen die Frage auf, ob es fiir die Perikardfliissigkeit lokal
funktionierende Kompensationsmechanismen gibt, die den iiberhohten IL-18-Spiel
lokal senken konnen. So konnte mit relativ geringem Aufwand die hdmodynamisch
schiddigende Wirkung dieses Interleukins direkt am Herz selbst geddmmt werden,
auch wenn die Werte im Kreislauf nicht reguliert werden. Es kann also sein, dass
die Umstellung in der Expression, die beim Ubergang von kompensiertem zu
dekompensiertem Herzversagen sinnvoll wéire, aber nicht im Serum nachweisbar
ist, durch lokale Prozesse in der Perikardfliissigkeit, wenn auch nicht ganz ersetzt,

immerhin wohl teilweise vollzogen wird.

4.4.2., Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 ist ein sekretorisches Einzelstrangprotein mit einem Molekulargewicht von
28 kDa und gehort zu den proinflammatorisch pluripotenten Zytokinen. Es wird
von einer Reihe von Zellen, unter anderem Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten
und Endothelzellen hergestellt ''"'*°. Menschliche glatte GefdBmuskelzellen
sezernieren IL-6 wihrend der Proliferation oder nach Stimulation mit IL-1 '**. Auch
TNF-o induziert die IL-6 Genexpression und Proteinsynthese in einigen Zellen '*.
Tatsédchlich wird eine signifikante Korrelation zwischen erhohten Werten von
TNF-o0 und IL-6 beschrieben. ?"?***, Diese Beobachtung warf die Frage der
sZytokinkaskade“ auf, die davon ausgeht, das die Ausschiittung von Zytokinen
interdependent und gegenseitig induziert ist und folglich auch auf verschiedenen

Ebenen reguliert werden kann.

An Ratten mit einer genetisch bedingten Hyperlipiddmie konnte eine IL-6-
Expression an glatten Gefdllmuskelzellen in atherosklerotischen Lésionen nach-
gewiesen werden '*'. Kardiomyozyten sezernieren unter Sauerstoffmangel IL-6. Es
tragt wahrscheinlich zur ventrikuldren Dysfunktion nach myokardialer Ischédmie
und Reperfusion bei *2.



4. Diskussion -65 -

IL-6 hat vielfidltige biologische Funktionen, unter anderem fithrt es zu B-Zell-
Differenzierung oder es bewirkt als proinflammatorisches Zytokin die akute-Phase-
Reaktion **'*, Auf kultivierten glatten GefiBmuskelzellen wirkt es proliferativ '*°.

Die Serumwerte von Patienten mit akutem Myokardinfarkt sind erhoht, was darauf
schlieflen 1468t, dass IL-6 einen Einflufl auf die Progression und den Heilungsproze3
dieser Krankheit hat, zumal es bevorzugt in ischdmisch-reperfundiertem Myokard
und in den Myozyten, die direkt an nekrotische Infarktareale grenzen, gebildet

wird "°.

Aber auch Patienten mit geringfiigiger Herzinsuffizienz, sowie Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie weisen signifikant erhéhte Serumkonzentrationen
auf . Diese konnen, wie auch die Ejektionsfraktion, als unabhingige Vorhersage-
werte fiir die Mortalitdt der Patienten mit Herzinsuffizienz NYHA I bis IV

dienen .

IL-6 fiithrt zu ventrikuldrer Hypertrophie durch Stimulation von Glykoprotein-

rezeptoruntereinheiten (gp130) auf Kardiomyozyten ***°°,

Nicht in allen Perikardergiissen war IL-6 nachweisbar. Die Messwerte der
verschiedenen Perikardfliissigkeiten unterlagen grolen Schwankungen. Anders als
es fiir die Serumkonzentrationen beobachtet wurde, zeigen die in dieser Arbeit
ermittelten Konzentrationen in der Perikardflissigkeit keinen Zusammenhang zu
etwaigen Krankheitsursachen, denn in den untersuchten Gruppen konnten keine
signifikanten gruppenspezifische Unterschiede beobachtet werden. Auch ein
Zusammenhang mit der Mortalitdt wurde nicht beobachtet. Die IL-6-Konzentra-
tionen in der Perikardfliissigkeit der einen Patientin aus der niereninsuffizienten
Gruppe, die nach der Operation wegen Herzversagens starb, lag weder im oberen
noch im unteren Extrembereich der gemessenen Werte. Es ist auch kein
Zusammenhang mit den Mef3werten fiir IL-1 ersichtlich.

Wenn also die IL-6-Konzentration im Serum gewisse Vorhersagen erlaubt, aber die
Konzentration in der Perikardfliissigkeit nicht die selben Verhéltnisse wider-
spiegelt, dann bedeutet dies, dass die Messung des Serumspiegels die Messung der
Konzentrationen in der Perikardfliissigkeit erstens nicht ersetzt und zweitens die
Perikardfliissigkeitskonzentrationen nicht auf die selbe Weise wie die Serumwerte
als ein Spiegel fiir die Geschehnisse im Myokard angesehen werden konnen.

Da IL-6 als proinflammatorisches Zytokin zumindest ein modifizierender Faktor in
der Regulation der Geschehnisse am Myokard ist, welcher auch in der
Perikardfliussigkeit auf die Myozyten wirkt, muss weiterhin untersucht werden,
wovon die Sekretion dieses Interleukins in die Perikardfliissigkeit abhéngt.
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4.4.3. Interleukin 10 (IL-10)

Humanes IL-10 ist ein aus 160 Aminosduren bestehendes losliches Protein mit
einem Molekulargewicht von 18,5 kDa. Es befindet sich in der Extra-
zellularfliissigkeit als ein nicht kovalent gebundenes Homodimer '*'. Es wird durch
eine Reihe von Zellen wie Makrophagen, T- und B-Zellen, Monozyten und

t 152

Neutrophile gebilde

Menschliche IL-10-Rezeptoren wurden hauptsdchlich auf den Zellen des
hidmatopoetischen Systems gefunden '*. Thre extrazelluldre Doméne bildet ein
gykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 35-45 kDa, das zwei IL-10
Molekiile, die sich zu einem Dimer verbunden haben, bindet ***.

IL-10 wirkt antiinflammatorisch, indem es die Synthese einer Reihe von Zytokinen
wie zum Beispiel IL-1a und -8B, IL-6, TNF-a. und GM-CSF unterdriickt '**'*® und B-
Zellen aktiviert '*.

In der Kardiologie ist IL-10 in Zusammenhang mit Arteriosklerose von Interesse,
wéhrend die Wirkung in Bezug auf ,Remodelling“ und Herzinsuffizienz noch
weitgehend unerforscht ist.

In atherosklerotischen Plaques wird IL-10 sowohl in der frithen als auch in der
fortgeschrittenen Phase exprimiert. Es unterdriickt deren Fortschreiten, Ruptur
oder Thrombose *"'*®, Es hat eine protektive Wirkung bei der Entstehung von

atherosklerotischen Plaques %',

Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie wurden erhéhte Wert im Serum

gemessen %,

In den untersuchten Perikardergiissen war es als einziges der untersuchten
antiinflammatorischen Interleukine in allen Proben enthalten. Es konnten aber
keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Patientengruppen
festgestellt werden. Da die Wirkung dieses Interleukins stark mit der Bildung
proinflammatorischer Zytokine verbunden ist, kann seine Funktion nur in
Zusammenhang mit den weiteren die Entziindung beeinflussenden Zytokinen

gesehen werden und wird daher weiter unten in diesem Kontext besprochen.

4.4.4. Interleukin 4 (IL-4)

IL-4 ist ein 20 kDa schweres Protein, bestehend aus einer Kette von 129

Aminosauren .
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Die biologische Wirkung von IL-4 wird durch spezifische Rezeptoren vermittelt, die
in zwei Formen vorkommen, von denen eine sezerniert wird. Die sezernierte
Rezeptorform kann die Wirkung von IL-4 blockieren und spielt daher als
physiologischer Regulator eine Rolle. Der zellgebundene Rezeptor kommt in einer
eher geringen Anzahl (100-5000 Kopien pro Zelle) auf zahlreichen Zellen vor, unter
ihnen T- und B - Zellen, Monozyten, Granulozyten, Fibroblasten, Epi- und
Endothelzellen '®.

IL-4 regelt das Thrombomodulinantikoagulationssystem herunter und wirkt damit
dem Effekt von IL-6 und TNF-o bei der Antikoagulation entgegen '**.

Weiterhin hemmt IL-4 die Féhigkeit der Monozyten, IL-18 und TNF-a zu bilden
und wird zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gerechnet. Es wirkt proliferativ
und aktivierend auf die Zellen des Immunsystems und regt ihre Differenzierung an.
Auf Fibroblasten wirkt es chemotaktisch und regt die Sekretion von extrazelluldren
Matrixproteinen wie Kollagen Typ I und III oder Fibronektin an. Die Zellen
produzieren G-CSF und M-CSF '**, Kapilldre Endothelzellen werden durch IL-4 zur
Proliferation angeregt. Die Adhésion von T-Zellen, Eosinophilen und Basophilen
steigt '%°.

Wihrend der akuten Phase der Herzdekompensation werden erhohte Werte von
IL-4 zusammen mit anderen Zytokinen wie IL-6 gemessen, die bei Riickgang der
Symptome auch riickldufig waren '*.

Marriott et al. '®" untersuchten die IL-4 Spiegel im Serum bezogen auf drei
Gruppen: Patienten mit ischdmischem Herzversagen, mit dilatativer Kardio-
myopathie und asymptomatische Verwandte mit LinksherzvergrofBerung. Sie
stellten bei keiner der Gruppen erhohte Werte fest. Auch in der Perikardfliissigkeit
in Ubereinstimmung mit den Messwerten aus dem Serum konnte in dieser Arbeit
kein IL-4 nachgewiesen werden. Daraus kann aber nicht geschlossen werden, dass
IL-4 an den Prozessen am Herzen keinen Einflull nimmt, denn tiber die akute
Phase, in der Sato et al. erhohte IL-4 Werte beobachteten, konnen die in dieser

Arbeit verwendeten Proben keine Auskunft geben.

4.4.5. Interleukin 13 (IL-13)

IL-13 ist ein antiinflammatorisches Zytokin mit einem Molekulargewicht von
10 kDa und wurde erstmals von Minty et al. 1993 " beschrieben. Von den in dieser
Arbeit beschriebenen Zytokinen ist IL-13 dasjenige, dessen Wirkung und Funktion

aullerhalb der Zellen des Immunsystems am wenigsten untersucht wurden.
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Es ist ein mit IL-4 verwandtes Interleukin mit Uberschneidungen in der
biologischen Wirkung. Beide hemmen die Bildung von proinflammatorischen

Zytokinen und Chemokinen durch Monozyten '*"'%,

Auch die Rezeptoren von IL-4 und IL-13 sind sehr &dhnlich. Diese beiden
Interleukine teilen sich bestimmte Rezeptoruntereinheiten auf nicht hdmato-
poetischen Zellen '™, Die nicht hdmatopoetischen Zellen, auf denen bis jetzt ein
Interleukin-13-Rezeptor entdeckt wurde, beschrinken sich auf Hautfibroblasten '™

und einige maligne Zellen ™",

IL-13 wird hauptsédchlich von T-Zellen gebildet und wirkt auf Monozyten und B-
Zellen, aber nicht auf T-Zellen selbst '™.

Wie IL-4 war auch IL-13 nicht in der Perikardfliissigkeit nachweisbar. Dies stimmt

176

auch mit den Daten von Masson et al. iiberein *°, die IL-13 im Plasma von

herzinsuffizienten Patienten untersuchten und nicht fanden.

Diese Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass IL-13 keine Rolle in der
chronischen Phase von Herzleiden verschiedener Genese spielt. In weiteren
Versuchen miisste noch gepriift werden, ob IL-13 wie IL-4 in der akuten Phase

nachweisbar ist.

4.5. Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a)

TNF-a ist ein multipotentes proinflammatorisches Zytokin mit einem Molekular-
gewicht von 17 kDa, das hauptsidchlich von aktivierten Makrophagen gebildet
wird ', Seine biologische Aktivitit am Herzen iibt es durch hochaffine Rezeptoren
auf der Oberfldche von Kardiomyozyten aus '"*'®, die grundlegende Verinderungen
des Zellmetabolismus und der Transkription am Zellkern einleiten kénnen '*'. Es
existieren aber auch losliche ca. 30 kDa schwere Rezeptoren, die als Tumor
Necrosis Binding Protein I und II bezeichnet werden und als biologische
Inaktivatoren der TNF-Wirkung fungieren. Sie gelten als zuverlédssige Marker der
Aktivitidt des TNF-Systems '**'%, Auch ihre Konzentrationen steigen bei Patienten

23184186 wahrscheinlich im

mit Herzinsuffizienz oder kongestivem Herzversagen
Sinne der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Agonisten und

Antagonisten.

Bei Entziindungsprozessen steigert TNF-a die Adhésion von Leukozyten sowohl am
187,188

GefdaBlendothel als auch an Kardiomyozyten

In Myozyten gesunder Personen wird keine Expression von TNF-o-mRNA oder
-protein nachgewiesen, sondern dieses wird als Antwort auf Streflstimuli
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gebildet ¥, Ist die Biosynthese im Gang und setzt der auslésende StreBstimulus
aus, kehren die mRNA-Spiegel schnell auf ihre Ausgangswerte zuriick '*°. Als
solche Stimuli gelten Myokardischdmie und Infarkt %>, Als ischdmieinduziertes
Zytokin trédgt es wahrscheinlich zur Verdnderung des molekularen Phédnotyps des
postischdmischen Myokards bei.

TNF-a zeigte einen schiitzenden Effekt gegen Ischdmie- und Reperfussionsschidden

3

bei vorbehandelten Rattenherzen '*® und regt neonatalen kultivierten Kardio-

myozyten zur Hypertrpohie an '*+'%,

Hohe TNF-a-Dosen (10.000 units/ml) bewirken weiterhin an kultivierten Myozyten
Arrhythmien, eine Inhibition der Kontraktion bis zum kompletten Stillstand der
spontanen Aktion, begleitet von einem massiven Verlust der Inotropie '*. Es wirkt
auch am gesunden Herz durch Beeinflussung der Kalziumhomeostase negativ
inotrop '°. Dieser Effekt ist vollstdndig reversibel **'**, Murrey und Freeman '
beschrieben eine biphasische Wirkung am Herzen durch Versuche an Hunden.
Rekombinantes menschliches TNF-a steigerte in den ersten Minuten nach Injektion
die ventrikuldre Kontraktion, wiahrend in den folgenden Stunden ein allméhlicher
Riickgang der systolischen ventrikuldren Funktion beobachtet wurde. Bozkurt et
al. '® zeigten, dass kontinuierliche, pathophysiologisch relevante Konzentrationen
allein geniigen, um schédliche Verdnderungen der ventrikuldren Struktur und

Funktion zu bewirken.

Zusammen mit der Beobachtung, dass bei Patienten mit fortgeschrittenem
Herzversagen regelméfig erhohte Serumspiegel von TNF-o gemessen wurden und
eine direkte Korrelation zwischen der Konzentration und Schweregradeinteilung
der Herzinsuffizienz nach der NYHA-Klassifikation gezeigt werden konnte %,
zeigt dies, dass die Uberexpression von TNF-a, wenn auch nicht als einziger Faktor,

einen entscheidenden Beitrag zur Progression der Herzinsuffizienz leistet.

Vor diesem Hintergrund ist die therapeutische Anwendung von l6slichen TNF-a-
Rezeptoren (Enbrel, Etanercept) als Antagonisten der TNF-a-Wirkung, sowie

200201 - Versuche an Ratten

Infliximab, einem TNF-a-Antikérper, in Erprobung
konnten eine Besserung der linksventrikuldren Funktion an Ratten mit

kongestivem Herzversagen durch die Behandlung mit Enbrel belegen .

Dagegen haben Studien schon gezeigt, dass der Antikorper Infliximab eine
Verschlechterung der Herzinsuffizienz bewirkt und daher bei schwerer
Herzinsuffizienz kontraindiziet ist. Er wird vor allem in Zusammenahng mit

Autoimmunerkrankungen therapeutisch eingesetzt. Auch in diesem Zusammen-
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hang sind Todesfille durch schweres Herzversagen und Infektionsexzerberationen

aufgetreten, weswegen die Indikation sehr eng zu stellen ist *°*2%.

Bis jetzt konnte in randomisierten klinischen Studien auch kein Benefit der
Therapie mit TNF-a-Rezeptorantagonisten belegt werden *°. Weitere Studien sind
notig, um eine abschliessende Beurteilung dieser Therapieoption vornehmen zu

kénnen.

In den untersuchten Perikardergiissen wurde regelméflig TNF-a gefunden, jedoch
konnte kein spezifischer Zusammenhang mit der Krankheitsursache festgestellt
werden. Auch wenn in der herzinsuffizienten Gruppe die Patienten mit der
geringsten Ejektionsfraktion zusammengefasst sind, hatten diese keine signifikant
hoheren TNF-a-Werte in der Perikardfliissigkeit.

Auch TNF-a ist eines der Entziindungsmediatoren, die aufgrund der latenten

BLU35im Perikard-

Entzindungsreaktion, die am geschéddigten Myokard ablduft
ergull nachweisbar sind. Seine proinflammatorische Wirkung muf3 daher in
Zusammenhang mit der Interaktion mit den weiteren Zytokinen in der

Perikardfliissigkeit gesehen und besprochen werden.

4.6. Transforming Growth Factor- beta 1 (TGF-81)

TGF-B1 ist ein homodimeres Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 25 kDa,
das in Blutpldttchen und den meisten Organen, einschliellich dem Herzen

207-209

gefunden wurde . Die zelluldre Herkunft dieses antiinflammatorischen

Zytokins am Herzen ist umstritten, Thompson et al. fanden TGF-81 mRNA und

209

Protein in Kardiomyozyten von infarziertem Gewebe “”, wohingegen Eghbali nur in

der Nichtmyozytenfraktion des Herzgewebes mRNA Expression nachwies >,

Chronische myokardiale Ischdmie resultiert in einer vermehrten Expression von
TGF-B81 mRNA **. Wobei es aber hauptsichlich in Myozyten, die nahe fibrotischem
Gewebe lokalisiert sind, vorkommt und nicht in entziindlich infiltriertem **’. Das
konnte aber auch damit begriindet werden, dass TGF-B} in seiner Herkunftszelle die
proinflammatorischen Mediatoren so stark unterdriicken kann, dass dort keine
Entziindungsreaktion nachgewiesen werden kann. Lefer et al. zeigten, dass TGF-
direkt den schédlichen Einfliissen der inflammatorischen Zytokine am Myokard
entgegenwirkt ?'°. Es scheint die Ausschiittung von TNF-a in den Kreislauf nach
myokardialer Ischdmie zu verhindern und wirkt wohl synergetisch zum
supprimierenden Effekt des IL-10 "',
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Die Purkinjezellen des Reizleitungssystems konnten regelmiflig mit TGF-B1-
Antikorpern markiert werden, was andeutet, dass TGF-31 den Differenzierungs-

grad dieser Zellen beeinflussen kann '***7,

TGF-B1 ist ein Inhibitor der Endothelzellproliferation. Uber chemotaktische
Wirkung auf Monozyten konnte jedoch eine indirekte angiogene Wirkung in
Wundheilungsexperimenten nachgewiesen werden *'***®*, Uber die Expression des
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) wirkt es am Herzen profibrotisch *'°. An
transgenen Méusen, die TGF-8 tiberexprimieren, konnte ein fibrotischer Umbau
mit dem Resultat einer Herzinsuffizienz beobachtet werden *'7. Doch im Regelfall
filhrt die TGF-B Expression nicht zum fibrosierten Herzen, denn sie setzt nach
Verletzungen kontrolliert und zeitlich begrenzt im Rahmen von Wundheilungs-
prozessen ein und wird nicht ohne Riickkopplung unbegrenzt gebildet.

TGF-B schiitzt das Myokard vor ischdmischen Schiden *'®, die durch den Verlust
der Aktivitdt von myokardialer Kreatininkinase und erhohtem TNF-a-Spiegel

auftreten 2%,

Die Kontraktilitit von kultivierten Kardiomyozyten wird durch TGF-61

unterhalten 2%,

Am geschidigten Myokard iibt TGF-8 protektive Funktionen aus. Es fordert die
Angiogenese, wodurch die Sauerstoffversorgung des Myokards verbessert und das
Myokard vor ischdmischen Schidden bewahrt wird. Durch seine prokontraktile
Wirkung steigert es die Inotropie und unterstiitzt damit die hdmodynamischen
Verhiltnisse. Es wirkt profibrotisch und hilft dadurch eventuell entstandene
Myokardschidden zu ddmmen. Seine antiinflammatorische Wirkung hilft,
zuséatzliche Schéden, die durch tiberschieBende Entziindungsreaktionen auftreten
konnten, zu verhindern. All diese Funktionen stehen jedoch in Zusammenhang mit
den Effekten zahlreicher anderer Mediatoren, die als Teil eines Mediatorensystems
auf die unterschiedlichen Zusténde des Herzens reagieren.

TGF-B konnte in allen untersuchten Perikardergullproben nachgewiesen werden
und scheint daher seine Wirkung, unabhédngig von der Ursache des Herzschadens,

auszuiiben.

Zusammengefallit kann man also TGF-8 wegen seiner vielfdltigen Wirkungen als
kardioprotektiven Faktor bezeichnen.
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4.7. Laktatdehydrogenase (LDH)

Im Vergleich zu den iibrigen Substanzen, die in dieser Arbeit untersucht wurden,
ist die Laktatdehydrogenase eine bekannte und umfassend erforschte Substanz. Sie
ist ein Enzym des Glykolysestoffwechsels, das die Reaktion:

Pyruvat + NADH + H" < Laktat + NAD*

katalysiert. Die Reaktion lduft unter Sauerstoffmangel in Richtung Laktat ab.
Diese Laktatbildung ist ein ,totes Gleis“, denn Laktat mull in Pyruvat zuriick
verwandelt werden, damit es metabolisiert werden kann. Der Zweck der Reduktion
von Pyruvat zu Laktat ist die Regenerierung von NAD*, damit die Glykolyse
fortschreiten kann.

Bei ausreichendem Sauerstoffangebot wird das Pyruvat mit Hilfe der
Pyruvatdehydrogenase iiber Acetyl-CoA im Zitratzyklus oxidiert.

Die Laktatdehydrogenase ist ein Tetramer aus zwei verschiedenen 35-kDa-
Untereinheiten: dem H-Typ und dem M-Typ. Der erste dominiert im Herzmuskel,
der zweite im Skelettmuskel und in der Leber. Diese Untereinheiten schlieflen sich
zu fiunf verschiedenen Isoenzymen zusammen: H,, H;M,, H.M,, H,M,, M,. Das H,-
Isoenzym besitzt eine hohere Affinitdt zu den Substraten als das Isoenzym vom M,-
Typ. Eine hohe Pyruvatkozentration kann das H,-Isoenzym allosterisch hemmen,
wiahrend der M,-Typ im Unterschied dazu nicht allosterisch gehemmt wird. Speziell
das H,-Isoenzym oxidiert Pyruvat, welches dann vom Herzmuskel als Brennstoff
verwendet werden kann. Der aerobe Stoffwechsel des Herzmuskels erlaubt, dass
das Pyruvat in den Zitratzyklus eingeschleust wird. Das M,-Isoenzym wandelt
hingegen Pyruvat in Laktat um und sorgt so dafiir, dass die Glykolyse auch unter
anaeroben Bedingungen weiterlaufen kann. Die Eigenschaften der anderen
Isoenzyme liegen je nach dem Verhiltnis der beiden Kettentypen zwischen diesen

Extremen 2%,

Die Messung des LDH im Serum ist ein Indikator fiir die Zeit, in der die Myozyten

108,221

unter Sauerstoffmangel standen . Es spiegelt somit ischdmische Perioden

zuverlidssig wider.

Es gibt verschiedene wissenschaftliche Arbeiten, die in der Perikardfliissigkeit post
mortem die Aktivitdt der Laktatdehydrogenase bezogen auf verschiedene Todes-
ursachen gemessen haben. Sie konnten vergleichend zeigen, dass die Gruppe der
Herztoten signifikant hohere Werte in der Perikardfliissigkeit aufwiesen, als
diejenigen, deren Todesursache keinen Zusammenhang mit dem Herzen hatte *>?%,
Aufgrund der LDH-Werte konnte jedoch keine Unterscheidung zwischen den

verschiedenen Herzerkrankungen getroffen werden. Nur beim Herzinfarkt konnte
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eine signifikante Erhohung der H,-Isoform gegeniiber der H;M,-Isoform beobachtet

werden %*,

Unabhéngig von der Todesursache nimmt die LDH-Konzentration mit der

Agoniezeit zu *°.

Die in dieser Arbeit gemessenen absoluten Werte erlauben keine eindeutige
Interpretation, da keine Kontrollwerte bekannt sind. Unter den vier verschiedenen
Patientengruppen konnte, in Ubereinstimmung mit den Literaturangaben, iiber die
post mortem entnommenen Perikarergiissen kein signifikanter Unterschied in der
LDH-Aktivitdt der Perikardfliissigkeit beobachtet werden. Da aber die Proben
innerhalb einer Operation entnommen wurden und zwei der Proben stark erhohte
Werte im Vergleich zu den anderen aufweisen, kann dies so gedeutet werden, dass
bei diesen widhrend der Operation, vielleicht aber auch schon zuvor, eine
ischdmische Episode aufgetreten war.

4.8. Zusammenfassende Interpretation der Befunde

Die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine in der Perikardfliissigkeit lassen sich in
vier Hauptkategorien einteilen:

¢ die Angiogenese einleitenden,

¢ die Hypertrophie einleitenden,

¢ die proinflammatorischen und

¢ die antiinflammatorischen Zytokine

Diese Einteilung gilt als Orientierungshilfe. Es ist zu beachten, dass die
verschiedenen Zytokine vielfdltige Funktionen innehaben. Somit gibt es Zytokine,

die mehreren Kategorien zugeordnet werden miissen.

Nur fiir zwei Zytokine (Endothelin-1 und IL-18) konnte ein Zusammenhang zur
Krankheitsursache nachgewiesen werden. Diese beiden Zytokine bewirken die
Hypertrophie der Myozyten. In der Gruppe der herzinsuffizienten Patienten wurde
fir beide Substanzen die niedrigsten Konzentrationen gemessen, wihrend die
hochsten Konzentrationen in der Gruppe der Klappenfehlerpatienten zu messen
war. Eine Erkldrung fir diese Beobachtung ist die im Kapitel ,Endothelin-1“ dieser
Arbeit erlduterten hypertrophieinduzierenden Kompensationsmechanismen des
Organismus, die das Dekompensieren des Herzkreislaufsystems verhindern sollen.
Zwei Prozesse werden im menschlichen Organismus als Mechanismus zur
Kompensation der Herzinsuffizienz parallel eingeleitet: die neuroendokrine
Aktivierung und die Induktion der Hypertrophie. Wahrend die verschiedenen
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Mechanismen des neuroendokrinen Prozesses wie zum Beispiel die
Sympathikusaktivierung, die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems, die Vasopressinaktivierung oder die Freisetzung des atrialen natri-
uretischen Peptids allgemein bekannt sind, sind die Ablédufe, die die Einleitung der
Myokardhypertrophie bewirken, weitgehend unerforscht.

Die parakrine Wirkung dieser Zytokine iiber das Verbreitungsmedium
Perikardfliissigkeit konnte eines der Mechanismen sein, mit denen der Organismus
die Myokardhypertrophie bewirkt.

Auch wenn, wie zuvor schon erwihnt, die absoluten Messwerte dieser Arbeit
mangels Kontrollgruppe nicht beurteilt werden koénnen, so kann man doch
feststellen, dass die Messwerte der Zytokine mit angiogener Eigenschaft in der
Perikardfliissigkeit hoch waren. Zu diesen Substanzen zdhlen vor allem MCP-1 und
TGF-B. Ihre Konzentrationen in der Perikardfliissigkeit befanden sich pro Milliliter
Perikardflissigkeit im Nanogrammbereich, wihrend die Konzentration der
anderen gemessenen Zytokine im Pikogramm-pro-Milliliter-Bereich lag. Dabei
zeigen die Messungen dieser Arbeit, dass die Angiogenese induzierenden Prozesse
unabhédngig von der Ursache des Herzschadens ablaufen, denn die Schwankungen
in den gemessenen Konzentrationen in der Perikardfliissigkeit lie3en sich nicht auf
die Erkrankungsursache beziehen.

Es gibt weitere Arbeiten, die die Konzentrationen von anderen angiogenen
Faktoren in der Perikardfliissigkeit untersuchten und auch relativ hohe Konzen-

trationen vorfanden %23,

Dies belegt die Vehikelfunktion der Perikardfliissigkeit bei der Induktion der
verschiedenen Signalvermittlungswege, die zur Gefdafineubildung im geschéidigten
Herzen fiihren.

Die oben angefithrten Kategorien drei und vier sind die pro- und
antiinflammatorischen Zytokine. Zu den untersuchten proinflammatorischen
Zytokinen zdhlen vor allem IL-1a und -8, IL-6 und TNF-a.

Diese proinflammatorischen Zytokine verdndern die Homeostase der
extrazelluldren Matrix und spielen eine Rolle bei der Verdnderung des Phéanotyps
der Kardiomyozyten, die als Antwort auf einen Schaden oder einen Herzinfarkt
erfolgt. Sie bieten einen therapeutischen Angriffspunkt, die myokardialen
Verédnderungen, die akut eintreten oder allméhlich zur Herzinsuffizienz fiihren,
giinstig zu beeinflussen **, was im Falle des TNF-a bereits konkret untersucht wird
(s. Kapitel TNF-a.).
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Zu den antiinflammatorischen Zytokinen zdhlen IL-4, IL-10, I1-13 und TGF-8,
wobei IL-4 und IL-13 hier nicht nachweisbar waren und in Bezug auf chronische
Herzleiden keine Rolle zu spielen scheinen. Sie regulieren die Ausbreitung der
Entziindungsreaktion und sorgen vor allem dafiir, dass sie keine schédlichen

Ausmalle annimmt.

In Bezug auf diese Zytokine ist vor allem deren Zusammenspiel und Gleichgewicht
von Bedeutung. Die meisten Studien richten ihren Blick nur auf ein Zytokin oder
eine Zytokinfamilie mit deren Wirkung auf Krankheitsprozesse am Herzen. Doch
vor allem die inflammatorische Wirkung von Zytokinen scheint durch ein
kompliziertes Netzwerk von Modulatoren mit Agonisten und Antagonisten

verbunden zu sein.

In gewissem Male versucht die ,Zytokinhypothese“ dem Rechnung zu tragen. Sie
besagt, dass das Fortschreiten der Herzinsuffizienz zum Teil durch Zytokin-
kaskaden, die durch Myokardverletzung ausgelost werden, aufrechterhalten wird.
Die Zytokine verursachen nicht per se eine Herzinsuffizienz, aber ihre
Uberexpression trdgt zur Progredienz bei ?*. Man stellt sich vor, dass der
Mechanismus der Zytokinaktivierung uber die Aktivierung von Blutplédttchen,
Leukozyten und dem Komplementsystem verlduft **’. In zahlreichen Studien wurde
aber auch gezeigt, dass Endothelzellen, Fibroblasten und die Myozyten selbst
Zytokine synthetisieren und in das Geschehen autokrin oder parakrin eingreifen.

Die Verdnderungen, die am insuffizienten Myokard durch das Zytokinsystem
ausgelost werden, fiihren zu Myokardhypertrophie, Fibrozytenproliferation und
Vasokonstriktion. Da Zytokine Entziindungsmediatoren sind, kénnen diese
Verdanderungen als Ausdruck eines mehr oder weniger aktiven Entziindungs-

prozesses angesehen werden.

Aukrust et al. ™ beschrieben die Vorgéinge innerhalb des Entziindungsprozesses
nidher. Sie zeigten, dass in diesem Prozess das Gleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Faktoren zugunsten der proinflammatorischen verschoben
wird, und zwar unabhéingig von der Ursache des Herzversagens. Diese
Verschiebung triagt wesentlich zur strukturellen Degeneration, die die Basis des
kongestiven Herzversagens ist, bei.

Mit Hilfe der in dieser Arbeit ermittelten Daten, kann mangels Kontrollgruppe, die
Frage nach der Verschiebung des Gleichgewichts in der Perikardfliissigkeit nicht
beantwortet werden, denn das physiologische Gleichgewicht der Zytokine in der
normalen Perikardfliissigkeit ist nicht bekannt. Da aber eine mittelgradige
t 111,113,

Entziindungsreaktion reaktiv bei Herzinsuffizienz beschrieben worden is ist
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anzunehmen, dass die in der Perikardfliissigkeit gemessenen Werte eine Ent-

ziindung reaktiv widerspiegeln.

Aukrust et al. ™ sprechen weiterhin von einer ,gemeinsamen Endstrecke“ dieser
Entwicklungsprozesse. Es gibt vielfiltige Prozesse, die zur Herzinsuffizienz fiihren.
Alle diese Prozesse unabhingig davon, ob sie z.B. durch Herzklappenfehler,
Bluthochdruck oder einem Herzinfarkt ausgelost werden, leiten vermutlich
letztendlich die selbe Zytokinkaskade ein, die zu einer latent persistierenden
Myokardentziindung fiihrt.

Diese gemeinsame Endstrecke konnte ein Grund dafiir sein, dass in dieser Arbeit
fiir die meisten gemessenen Zytokine in der Perikardfliissigkeit kein signifikanter
Unterschied in den Patientengruppen mit den verschiedenen Ursachen der
Herzleiden gefunden wurde.

Es muss aber noch andere Ursachen fiir die Modulation der Zusammensetzung der
inflammatorischen Zytokine in der Perikardfliissigkeit geben. Denn auch wenn
keine patientengruppenspezifischen Unterschiede in der Zusammensetzung der
Zytokine in der Perikardfliissigkeit gezeigt werden konnten, so konnten doch zum
Teil erhebliche Schwankungen in den Messwerten der verschiedenen Patienten
festgestellt werden. Die Perikardfliissigkeit spiegelt, genauso wie die intra-
zellulairen mRNA-Spiegel, nicht die krankheitsspezifische Ursache des
Herzversagens wider. Sie zeigt aber auch keine vergleichbare Zusammensetzung
bei den untersuchten Patienten. Dies wiirde man bei einer Widerspiegelung der
gemeinsamen Endstrecke, die innerhalb der Myozyten ablduft, erwarten.

Fujita et al. '»* zeigten in ihren Arbeiten, dass bei Patienten unter ischdmischen
Bedingungen vermehrt die angiogenen Faktoren basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in der Perikardfliissigkeit
gemessen werden konnten. Auch fiir acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF) konnte
dies gezeigt werden %.

Fiir die Patientengruppe mit Herzinsuffizienz konnten Faktoren wie Atrial
Natriuretic Peptide (ANP) und Brain Natriuretic Peptide (BNP) beschrieben
werden, die vom Myokard selbst gebildet werden und in der Perikardfliissigkeit

dieser Gruppe gegeniiber dem Serum signifikant erhéht waren .

Hieraus ist zu schlieflen, dass die Perikardfliissigkeit ein von der intrazelluldren
Zusammensetzung der Myozyten unabhédngiges Millieu darstellt, welches eigenen
Mechanismen unterliegt, die differenziert fiir die unterschiedlichen Faktoren
ablaufen.
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Diese Arbeit zeigt weiterhin, dass die Perikardfliissigkeit eine Wirkung auf
Myozyten ausiibt und innerhalb dieses Systems als Vehikel dient, das die
Modulatoren an ihren Wirkort bringt. Der Mechanismus der autokrinen und
parakrinen Sekretion des Myokards via Perikardfliissigkeit ist nicht nur auf eine
bestimmte Substanzgruppe beschrinkt, sondern wird vielfaltig genutzt.

Der Vorteil gegeniiber dem Transportsystem Blutkreislauf liegt in der Ortsnéihe
und darin, dass wegen des erheblich geringeren Volumens der Perikardfliissigkeit,
geringere Mengen an Zytokinen synthetisiert werden miissen, um vor Ort in

geeigneter Konzentration vorhanden zu sein.

Inflammatorische Zytokine wirken autokrin (auf die produzierende Zelle), parakrin
(auf die Nachbarzelle) und juxtakrin (auf die umliegenden Zellen). Ihre biologische
Aktivitdt wird nicht nur durch die spezifische Zielzelle bestimmt, sondern auch
durch das interzelluldre Milleau und den biologischen Kontext in dem sie
wirken ?*°. Die Substanzen, die autokrin, parakrin oder intrakrin an den Einsatzort
gelangen, konnen in Studien in der Blutzirkulation nicht nachgewiesen werden.
Daher bleibt die Perikardfliissigkeit ein interessantes Medium, um die Gescheh-
nisse am Myokard besser verstehen zu konnen, auch wenn sie letztendlich nicht
durch ihre Zusammensetzung einfach die Geschehnisse im Myokard widerspiegelt.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Perikardfliissigkeit eine Wirkung
auf Myozyten ausiibt. Dazu wurde Perikardfliissigkeit verschiedener Patienten
gepoolt und mittels Salzpriazipitation und HPLC aufgetrennt. Die hierdurch
entstandenen Fraktionen wurden auf kultivierte neonatale Rattenmyozyten
gegeben. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Perikardfliissigkeit Faktoren
enthilt, die die Hypertrophie, die Uberlebensdauer und die Kontraktilitidt der
Myozyten positiv beeintrichtigen.

Mit Hilfe der durch die Salzprézipitation entstandenen Fraktionen konnte gezeigt
werden, dass es in der Perikardflissigkeit verschiedene Faktoren fiir das Lidngen-
und Dickenwachstum der Myozyten gibt. Der Faktor fiir das Dickenwachstum ist
im Vergleich zu dem fiir das Lidngenwachtum eher klein und hydrophil, denn er
befindet sich im Uberstand der 60 %igen Salzlésung. Der Faktor fiir das
Langenwachstum hingegen befindet sich im Préazipitat der 60%igen Salzl6sung und
ist eher grof3 und lipophil.

Die Auftrennung der Perikardfliissigkeit mit Hilfe der HPLC erlaubte zwar keine
Aussage iiber die Faktoren fiir Dicken- und Lidngenwachstum, zeigte aber, dass eine
sehr stark heparinbindende (d.h. lipophile) Fraktion der Perikardfliussigkeit, die
mit Hilfe einer Herparinsdule ermittelt wurde, den gleichen Effekt, wie die
Perikardfliissigkeit selbst auf die Myozyten hat. Die Auftrennung dieser aktiven
heparinbindenden Fraktion mit Hilfe der HPLC {iiber eine Anionen-
Kationenaustauschersiule bei verschiedenen pH-Werten zeigte, dass diese Fraktion
in zwei aktive Unterfraktionen aufgeteilt werden kann, die bei pH 6,5 getrennt,
einmal an der Anode und einmal an der Kathode binden, widhrend sie bei pH 5,5
noch gemeinsam an der Kathode binden. Kontraktion fand bei beiden Versuchen
nicht statt.

Aus diesen vorldufigen Versuchen ldsst sich also deutlich schlieen, dass die
Perikardfliissigkeit aktive Faktoren enthélt, die eine direkte und differenzierte
Wirkung auf die Myozyten ausiiben.

Der zweite Versuchsansatz befasste sich speziell mit den Zytokinen in der
Perikardflissigkeit und deren spezifischer Zusammensetzung bei verschiedenen
Ursachen des Herzleidens.

Diese Arbeit zeigt, dass in der Perikardfliissigkeit die Zytokine IL-1a, IL-18, IL-6,
IL-10, TNF-a, MCP-1, TGF-81 und Endothelin-1 vorhanden sind, wihrend IL-4,
IL-13 und GM-CSF nicht nachweisbar sind.
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Fir die Hypertrophie induzierenden Zytokine Endothelin-1 und IL-18 konnte ein
Zusammenhang mit den zugrundeliegenden Krankheiten gezeigt werden. Ihre
Konzentrationen waren in der Gruppe der Herzinsuffizienten am geringsten und in
der Gruppe der Herzklappenpatienten am hochsten. Dies steht vermutlich in
Zusammenhang mit der kompensatorischen Hypertrophie und der Dekompensation
bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz.

Die untersuchten angiogeneseinduzierenden Faktoren waren in allen Proben im
Vergleich zu den anderen Zytokinen in einer bis zu tausendfach héheren
Konzentration vorhanden. Dies belegt die Bedeutung der Angiogenese bei allen
Herzleiden unabhingig von der Ursache der Erkrankung.

Die dritte Gruppe umfasst die pro- und antiinflammatorischen Zytokine. Zu den
untersuchten proinflammatorischen Zytokinen zdhlen vor allem IL-1a und -8, IL-6
und TNF-a. Die Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine umfasst IL-10 und
TGF-B1. Fir diese Zytokine konnte kein signifikanter Unterschied in den
Patientengruppen festgestellt werden. Dies stiitzt die Hypothese einer
gemeinsamen Endstrecke der inflammatorischen Geschehnisse am Myokard
unabhéngig von der Ursache des Herzleidens. Die Schwankungen in der
Zusammensetzung der Zytokine in der Perikardfliissigkeit miissen daher anderen
Ursachen als den auslésenden Erkrankungen unterliegen.

Wenn also die Perikardfliissigkeit auch nicht auf die Weise, wie wir es uns
vorgestellt haben, die Geschehnisse im Myokard krankheitsspezifisch
widerspiegelt, so hat sie doch eine direkte Wirkung auf die Kardiomyozyten und
liefert in Bezug auf Hypertrophie und Kompensation/Dekompensation wichtige
Hinweise fiir die Bewertung der momentanen Mpyokardsituation. Die
Herausforderung in folgenden Forschungsarbeiten wird sein, die weiteren
Zusammenhiénge, die zur spezifischen Zusammensetzung der Zytokine in der
Perikardfliissigkeit einzelner Patienten fiithren, zu klédren.
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2GE
3GE

Al

AK

CD
DCM
ET
ELISA
FCS
GM-CSF
o
HEPES
HCL
HI
HPLC
HSS
HTX
HWI

IL
KHK
LDH
LV-EF
MES
MCP
NAD
NBS
NI
NYHA
0.B.
PCF
PR
SDS-Seite
SN
TEMED
TGF-1
TNF-a
VHF
VP
VWI
Z.n.

Zwei-Gefallerkrankung
Drei-Gefiaflerkrankung
Aortenklappeninsuffizienz

Antikorper

Kardiale Dekompensation

dilatative Kardiomyopathie
Endothelin

enzyme-linked immuno sorbent assay
fetal calf serum

Granuloycte Macrophage-Colony Stimulating Factor
Proton
2-N-Hydroxyethylpiperazin-N2-Ethansulfonsidure
Salzsdure

Herzinsuffizienz

High Salt Precipitation
Hauptstammstenose
Herztransplantation
Hinterwandinfarkt

Interleukin

koronare Herzkrankheit
Laktatdehydrogenase
linksventrikulédre Ejektionsfraktion
2-N-morpholino ethane sulfonic acid
Monocyte Chemoattractant Protein
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

new born serum

Niereninsuffizienz

New York Heart Association

ohne pathologischen Befund
Perikardfliissigkeit

Prézipitat

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Uberstand
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine
Transforming Growth Factor - beta 1
Tumor Necrosis Factor- alpha
Vorhofflimmern

Herzklappenvitium
Vorderwandinfarkt

Zustand nach
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