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Zusammenfassung

Es gibt Hinweise darauf, dass die hepatozelluldre Apoptose nicht nur durch
zirkulierende Blutzellen, welche in der geschéadigten Leber adharieren, bedingt wird,
sondern gleichzeitig zur Aufrechterhaltung der entzindlichen Zell-Zell-Interaktion
beitragt.

Da in friheren Studien bereits die besondere Rolle des zelluldren ,Crosstalks” in der
Vermittlung des Leberschadens belegt werden konnte, untersuchten wir hier die
Bedeutung der Kolokalisation von aktivierten Kupfferzellen mit adharenten
Leukozyten und apoptotischen Hepatozyten.

Mittels der in vivo Fluoreszenzmikroskopie konten wir in Ratten 6h nach
intraperitonealer sowie 16h nach intravendser LPS-Exposition (10mg/kg) deutliche
Zeichen einer Leberschadigung, wie sinusoidales Perfusionsversagen,
Gewebehypoxie, Leukozytenakkumulation, Aktivierung von Kupfferzellen und
hepatozelluldre Apoptose, feststellen.

Die detaillierte raumliche Analyse zeigte eine vermehrte Kolokalisation von
aktivierten Kupfferzellen mit apoptotischen Hepatozyten (6h: 8,0 + 4,5%; 16h: 5,4 +
2,5%) unter der Annahme, dass die apoptotischen Hepatozyten deren Zell-Zell-
Kontakt vermitteln. Dagegen war hier das Ausmal der Kolokalisation deutlich
geringer (6h: 1,3%; 16h: 0,9%) unter der Annahme, dass die aktivierten Kupfferzellen
Vermittler der Zell-Zell-Kontakte sind. In der Kontrollgruppe traten keine
Kolokalisationen auf.

Die Bestédtigung dieser Interaktionen erfolgte histochemisch durch Farbung
apoptotischer Hepatozyten und Kupfferzellen mittels ApopTag/TUNEL Analyse bzw.
ED1-Makrophagenmarker.

Die Kolokalisation von Kupfferzellen und Leukozyten lag zwischen 4-5% und erhdhte
sich nicht nach LPS-Exposition.

Zusammenfassend lassen die gewonnenen Ergebnisse den Schluss zu, dass der
apoptotische Zelltod von Hepatozyten die Phagozytoseaktivitdt benachbarter
Kupfferzellen stimuliert. Die konsekutive Freisetzung von Todessignalen durch die
Kupfferzellen bewirkt vermutlich einen weiteren apoptotischen Zelluntergang, auch in

Entfernung des Ursprungsereignisses.



Ein besseres Verstandnis der Zell-Zell-Interaktionen im Rahmen apoptotischer
Vorgénge kdnnte eine gezielte Regulation des apoptotischen Zelltodes ermdglichen

und so neue Therapieoptionen eréffnen.



Abstract

There is strong evidence that hepatocellular apoptosis is not only initiated by
circulating blood cells which become adherent within the endotoxemic liver, but also
contributes to further sustain the inflammatory cell-cell response. Because previous
studies assume an important role of cellular crosstalk in mediating inflammatory liver
injury, we herein examined activation of Kupffer cells (KCs) and their spatial
coincidence with intrahepatic leukocyte adherence and hepatocellular apoptosis.
Using in vivo multifluorescence microscopy, liver injury at 6h after intraperitoneal and
16h after intravenous exposure of rats with lipopolysaccharide (10mg/kg) comprised
nutritive perfusion failure, tissue hypoxia, leukocyteaccumulation as well as KC
activation and parenchymal apoptotic cell death. Detailed spatial analysis revealed
frequent colocalization of activated KCs with apoptotic hepatocytes as denominator
for interaction 6h (8.0 + 4.5%) and 16h (5,4 + 2,5%) after exposure, while the extent
of colocalization indicating KCs as denominator for interaction was less than 1.3% 6h
and 0,9% 16h after exposure. Colocalization was absent in saline-treated controls.
Using histochemistry, colocalization was confirmed by ED1-positive KCs
neighbouring and engulfing TUNEL-positive hepatocytes. Colocalization of KCs with
leukocytes ranged between 4-5% and did not increase in endotoxemic animals.
Taken together, the present results indicate that apoptotic hepatocyte death may
stimulate phagocytosis by neighbouring KCs. The consecutive release of death
signals by KCs most probably may induce further apoptotic cell death even distant of
the initiating cellular event. With respect to the fundamental importance of cell
apoptosis, improved knowledge of these cell-cell-interactions might allow the

development of new therapeutic strategies through regulation of apoptotic cell death.
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Einleitung

1 Einleitung

Unter einer Sepsis versteht man die Kombination einer Infektion mit dem Syndrom
der systemischen entzindlichen Antwort (,systemic inflammatory response
syndrome®, SIRS). Diese Definition wurde 1991 von den Fachgesellschaften
American College of Chest Physicians und Society of Critical Care Medicine
aufgestellt (Bone et al., 1992). Bei dem Begriff Sepsis handelt es sich um einen sehr
alten medizinischen Terminus. Er wurde bereits von Hippokrates (ca. 460-370 v.
Chr.) eingefiihrt und leitet sich von dem Griechischen (,faul machen®) ab.

Sepsis kann durch eine Infektion mit gram-negativen Bakterien, Pilzen und Viren
bedingt werden. Sie kann auch in Abwesenheit einer erfassbaren bakteriellen
Invasion verursacht werden. In diesen Féllen sind mikrobielle Toxine, teilweise gram-
negative bakterielle Endotoxine und eine endogene Zytokinproduktion als Initiatoren
und Mediatoren beteiligt (Sands et al., 1997; Wheller und Bernard, 1999).

In Deutschland erkranken jéhrlich ca. 75.000 Einwohner an einer schweren Sepsis
bzw. einem septischem Schock und 79.000 an einer Sepsis. Die Sepsis ist die
siebthdufigste Diagnose unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen bei Entlassung
aus dem Krankenhaus. Mit ca. 60.000 Todesféllen stellen septische Erkrankungen
somit die dritthdufigste Todesursache nach dem akuten Myokardinfarkt, aber vor der
Herzinsuffizienz dar (Brunkhorst und Reinhart, 2006).

Eine Therapie dieser geflirchteten Komplikationen von bakteriellen Infektionen ist
schwierig und komplex (Tabelle 1), da sie durch korpereigene Mediatoren
unterhalten werden. Sepsis und septischer Schock (Chaudry et al., 1977; Townsend
et al., 1987) fihren zu einer verminderten Leberdurchblutung. Dies hat einen raschen
Abfall energiereicher Phosphate mit einer Hypoxie des Gewebes und einer
nachfolgenden Organdysfunktion zur Folge (Hasselgren, 1987). Eine zunehmende
Leberdysfunktion bewirkt eine erhéhte Mortalitdt bei multiplem Organversagen
(Marshall et al., 1988). Dementsprechend weisen eine Reihe von klinischen
Untersuchungen auf den Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der hepatischen
Insuffizienz durch Endotoxindmie/Sepsis und einer erhéhten Mortalitat hin (Eiseman,
1977; Polk und Shields, 1977; Cerra et al., 1979). Ischamie, Schock und Trauma
bewirken eine erhdhte Durchléssigkeit der Darmmukosa (Baker et al., 1988; Rush et
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Einleitung

al., 1988), welche zur Resorption von Bakterienbestandteilen, wie Endotoxin, fuhrt
und deren Ubertritt in die Blutstrombahn begiinstigt (Moyer et al., 1981; Border et al.,
1987; Redan et al., 1990). Die systemische Einschwemmung von Endotoxin bewirkt
eine inflammatorische Antwort, welche als wesentliche Ursache der Entstehung des
multiplen Organversagens angesehen wird (Siegel, 1991; Deitch, 1992). Die Leber,
als das dem Darm direkt nachgeschaltete Organ, mit Hauptaufgabe der Elimination
von Fremdmaterial (u.a. Bakterien, Endotoxin) durch ortsstdndige Makrophagen
(Kupfferzellen), ist das primére Zielorgan von Endotoxin nach Translokation aus dem
Darm.

Im Wesentlichen sind zwei Mechanismen zu unterscheiden, welche ein akutes
Leberversagen auslésen kénnen. Dies ist zum einen eine direkte Schadigung z.B.
durch Ischdmie/Reperfusion und zum anderen eine indirekte Schadigung z.B. infolge
einer Endotoxindmie im Rahmen eines Multiorganversagens, bei der die
Primarlasion nicht die Leber betrifft.

Fur die Genese des Endotoxin-induzierten Leberschadens wird ein komplexes
Zusammenspiel von Pathomechanismen diskutiert. Hierzu zahlen stimulierte
Leukozyten (Unger und Reilly, 1986; Grisham et al., 1988) und Kupfferzellen
(Arredondo und Kampschmidt, 1963) mit ihrer Freisetzung von Sauerstoffradikalen
(Bautista et al., 1990; Decker, 1990), Cytokinen (Weissmann et al., 1980) und
Arachidonsauremetaboliten (Keppler et al., 1985), welche das mikrovaskulare
Endothel (Pober, 1988) sowie weitere Leukozyten (Pohlman et al., 1986) aktivieren
und somit einen circulus vitiosus unterhalten. Dies fuhrt zu einer zunehmenden
Stérung der Mikrozirkulation mit Destruktion des Endothels und interstitieller
Odembildung und vermittelt somit die Hepatotoxizitét mit Gewebeschaden.

Ansatze der Therapie bei Endotoxinamie sollten auf der Erkenntnis der initialen
Triggerfunktion von Endotoxin bezuglich der Aktivierung verschiedener zellularer und
humoraler Systeme beruhen. Experimentelle Ansatze beinhalten die Applikation
monoklonaler Antikérper gegen Oberflachen-Adhdsionsmolekile, welche die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion  vermitteln, die Applikation spezifischer
Antikérper bzw. Synthese-Inhibitoren inflammatorischer Mediatoren, die Modulation
der Kupfferzellfunktion sowie die Elimination zirkulierenden Endotoxins.

Das Ziel dieser Arbeit ist es zur Erweiterung des Verstandnisses der zelluléren
Kommunikation im Prozess der LPS-induzierten hepatozelluldren Apoptose

beizutragen.
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Einleitung

Kausale Therapie

Antimikrobielle Therapie
- Antibiogramm
- Antibiotika
Fokussanierung
- Drainage von Abszessen
- Wunderé6ffnung und
Nekrektomie
- Amputation und Fasziotomie
- Operative Behandlung von
Peritonitis

Supportive Therapie

Kreislauftherapie
Erndhrungstherapie
Sedierung und Analgesie
Insulintherapie

Apparative Infusionstherapie
Akutdialyse

Klnstliche Beatmung
Thromboseprophylaxe

Adjunktive Therapie

Glukokortikosteroide
Rekombinantes aktiviertes Protein C
Antithrombin
Immunglobuline
- intravends verabreichtes
Immunglobulin G
- intravends verabreichtes IgM
angereichertes Immunglobulin
Selen
Ibuprofen
Wachstumshormone
andere adjunktive Therapieansatze
- Prostaglandine
- Pentoxifyllin,
- hochdosiertes N-Acetylcystein
- Granulocyte-colony stimulating
factor
- Plasmapherese
- Hamofiltrationsverfahren

Pflegerische MaBnahmen

febrile Infektion bei Risikopatienten
- Blutdruck
- Herzfrequenz und —rhythmus
- Atemfrequenz ggf.
Blutgasanalyse
- Kérpertemperatur
- Urinproduktion
- Laktat
- Leber- und Nierenwerte
- Elektrolyte
- Gerinnung
zusatzlich bei Sepsismanifestation
- zentraler Venendruck
- regelmaRige Blutgasanalyse,
Pulsoxymetrie
- Saure-Base-Haushalt
- Blasenverweilkatheter
zusatzlich bei septischem Schock
- Pulmonalarterienkatheter
- intraarterielle
Blutdruckmessung

Tabelle 1: Therapieformen und MaBnahmen bei der Sepsis, vereinfachte Darstellung nach

Empfehlungen der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V.

(http:.//www.sepsis-gesellschaft.de/DSG/Deutsch/Leitlinien/Sepsis-
Leitlinien?sid=8CbQVo2SyjBqHJwFaALzO0&iid=1)
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Infektion, Bakteriamie, Systemisches Inflammationssyndrom,

Kompensatorisches Antiinflammationssyndrom und Sepsis

Die Infektion ist definiert als pathologischer Prozess, hervorgerufen durch die
Besiedlung normalerweise steriler Gewebe, Flissigkeiten oder Kérperhdhlen durch
pathogene oder potentiell pathogene Mikroorganismen. Als Bakteridmie bezeichnet
man das zeitweise Vorhandensein von Bakterien im Blut.

Das Kompensatorische  Antiinflammationssyndrom  (CARS) ist die
Uberkompensierte Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren bei einer Infektion
oder einem Trauma mit resultierender Immunsuppression, welche das Risiko einer
Sekundar- bzw. Superinfektion erhéht.

Das Systemische Inflammationssyndrom (SIRS) wird diagnostiziert, wenn
Patienten mehr als eines der folgenden klinischen Zeichen zeigen:
Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C, Herzfrequenz > 90 min™', Hyperventilation
verursacht durch Atemfrequenz > 20 min” oder paCO, < 32 mmHg, und Zahl der
weillen Blutzellen > 12.000 Zellen/ul, < 4.000 Zellen/ul oder > 10% unreifer Formen.
Die Sepsis ist definiert als ein klinisches Syndrom, charakterisiert durch die
Anwesenheit einer Infektion mit einer systemisch entziindlichen Antwort. Die
klinische Manifestation beinhaltet 2 oder mehr der folgenden Bedingungen als
Ergebnis der ablaufenden Infektion: Kérpertemperatur > 38°C oder < 36°C,
Herzfrequenz > 90 min™, Hyperventilation verursacht durch Atemfrequenz >20 min”
oder p,CO; < 32 mmHg, und Zahl der wei3en Blutzellen > 12.000 Zellen/pl, < 4.000
Zellen/pul, oder > 10% unreifer Formen (Bone et al., 1992).

Treten bei der Sepsis zusatzlich Organdysfunktionen auf, wird von einer
.Schweren Sepsis® gesprochen. Ein Septischer Schock liegt bei zusatzlicher
Hypotonie (systolisch < 90 mmHg, oder 40 mmHg niedriger als der Ausgangswert)
trotz Fllssigkeitszufuhr in Verbindung mit Perfusionsstérungen vor (Cohen und
Glauser, 1991).

Die Sepsis wird von Schuster und Werdan als die Gesamtheit der
lebensbedrohlichen  klinischen Krankheitserscheinungen (Abbildung 1) und

pathophysiologischen Verdnderungen als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime
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Theoretischer Hintergrund

und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die
grolden biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren sowie
die Bildung und Freisetzung humoraler und zelluldrer Mediatoren auslésen, definiert
(Schuster und Miller-Werdan, 2005).

SIRS + Infektion

|
Sepsis — > schwere Sepsis \

|
Uberleben septischer Schock

mittels intensivmedizinischer
Malnahmen

|
CARS
'

“Immunparalyse*
+

Sekundar-fSuperinfektion

Uberleben Tod

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Ablaufe im septischen Geschehen

2.2 Erreger der Sepsis

Eine Sepsis kann durch Bakterien, Viren oder Pilze ausgelést werden. Unter den in
Blutkulturen nachgewiesenen Erregern dominieren in Mitteleuropa die Bakterien.
Dabei sind gram-negative und gram-positive Erreger zu etwa gleichen Teilen
vertreten. Etwa 10% der Bakteridmien sind polymikrobiell. Candida Spezies. finden
sich in etwa 3% der Falle. Die haufigsten Erreger sind Escherichia coli,
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  pneumoniae, Koagulase-negative
Staphylokokken, Enterokokken, Klebsiellen und Pseudomonas Spezies (Brun-
Buisson et al., 1995; Geerdes et al., 1992).
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Theoretischer Hintergrund

Bakterien setzen eine Vielzahl von Toxinen frei. Man unterscheidet Exotoxine,
welche aktiv von den Erregern sezerniert werden, von Endotoxinen. Letztere werden
besonders nach Destruktion der Bakterien frei und fihren durch Immunstimulation
und Zytokinfreisetzung zur Entstehung einer Sepsis bzw. Septischen Schock. Zu den
Endotoxinen gehéren Peptidoglykan und Lipoteichonsdure aus der gram-positiven
Zellwand (Kessler et al., 1991; Kengatharan, 1998) sowie das Endotoxin oder
Lipopolysaccharid (LPS), welches ein Hauptbestandteil der Zellwand gram-negativer
Bakterien ist und als auslésendes Agens der gram-negativen Sepsis identifiziert
wurde (Rietschel et al., 1994). Bei Treponema pallidum and Borrelia burgdorferi

wurden dhnliche Faktoren nachgewiesen (Randolf et al., 1995).

2.3 Das Lipopolysaccharid

LPS ist ein Hauptbestandteil der dulleren Zellwand gram-negativer Bakterien. Das
Aufbauprinzip ist bei verschiedenen Bakterienspezies identisch. Das klassische LPS
besteht aus einem O-Antigen, einem Kernpolysaccharid (Core Region) und dem
Lipid A (Raetz, 1990; Rietschel et al., 1994) (Abbildung 2).

O-spezifische Core Region Lipid A

Abbildung 2: Allgemeiner Aufbau von LPS

Das auflen liegende O-Antigen ist ein Polymer aus sich wiederholenden
Oligosacchariden. Es besitzt antigenen Charakter, ist bei jeder Bakterienspezies
verschieden und kann somit der Differenzierung verschiedener Serotypen dienen
(Popoff et al., 1998). Das O-Antigen kann jedoch vollstandig fehlen. Diese LPS-Art
wird ,rough-LPS" (R-LPS) genannt. Bei Anwesenheit eines O-Antigens spricht man
von ,smooth-Antigen® (S-LPS) (Raetz, 1990).

16



Theoretischer Hintergrund

Das Kernpolysaccharid ist bei vielen gram-negativen Bakterien identisch
aufgebaut. Es liegt proximal des O-Antigens und wird in einen duf3eren und einen
inneren Kern unterteilt. Im inneren Kern des Kernpolysaccharides befindet sich
immer Ketodesoxyoktonat. Es ist fUir die Funktion der &uferen Zellmembran
unerlaf3lich und sein Verlust ist mit dem Leben gram-negativer Bakterien nicht
vereinbar (Raetz, 1990).

Der kovalent gebundene Lipidanteil des LPS, das amphiphile Lipid A
(Abbildung 3), dient als Membrananker und ist fur die meisten pathophysiologischen
Wirkungen des LPS verantwortlich (Loppnow et al., 1986; Rietschel et al., 1994). Es
dient der Interaktion zwischen LPS und dem Lipopolysaccharid-bindenden Protein
(LBP) und der Interaktion mit Lipoproteinen sowie der Aktivierung des
Komplementsystems (Schumann et al., 1994; Freudenberg et al., 1991; Ihara et al.,
1982). Bei der Vermehrung und dem Sterben gram-negativer Bakterien wird LPS und
somit Lipid A frei (Freudenberg et al., 1991). Dieses stimuliert nun mit Hilfe
bestimmter Plasmafaktoren unter anderem Granulozyten, Endothelzellen,
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen zur Produktion von Mediatoren. Diese
induzieren die typischen  Endotoxineffekte = wie  Akute-Phase—Reaktion,
Blutdruckabfall, Verbrauchskoagulopathie sowie Schock und k&énnen somit eine

Sepsis bewirken.

Abbildung 3: Struktur der Lipid A-Untereinheit aus LPS von Enterobacteriaceae
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24 Pathophysiologie der bakteriellen Sepsis

Das klinische Bild der Sepsis resultiert aus der Uberschie3enden systemischen
Entzindungsantwort des Korpers auf eine Infektion. Kann der anfénglich lokal
begrenzte entziindliche Fokus nicht kontrolliert werden, so flihrt dies letztlich in der
Sepsis zu einem Zustand unkontrollierter, sich selbst unterhaltender intravaskularer
Inflammation, einem  Verlust der Homdbostase zwischen pro- und
antiinflammatorischen Signalwegen. Als initiale Stimuli agieren unter anderem
bakterielle  Zellwandbestandteile und  Exotoxine. An den  komplexen
pathophysiologischen Vorgangen, die schlieBlich zur Entwicklung des septischen
Krankheitsprozesses flihren, sind eine Vielzahl an Komponenten der zellularen und
humoralen kérpereigenen Abwehr, zahlreiche Signalkaskaden und Mediatorsysteme
beteiligt. Hierzu z&hlen immunkompetente Zellen wie Monozyten/Makrophagen,
polymorphkernige neutrophile Granulozyten und Lymphozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen, die Kaskaden des Gerinnungssystems und der Fibrinolyse,
Komplementfaktoren sowie multiple Zytokine und Mediatoren. Im zeitlichen Verlauf
der Sepsis kommt es zu einem Wechsel vom Zustand massiver Aktivierung
proinflammatorischer Kaskaden hin zu einem Uberwiegen antiinflammatorischer
Signalwege (Hotchkiss und Karl, 2002).

Von besonderer Bedeutung sind die hdamodynamischen Verdnderungen, die
sich im Verlauf des Krankheitsprozesses manifestieren. Die Makrozirkulation ist bei
der Sepsis zu Krankheitsbeginn durch einen hyperdynamen Kreislaufzustand
charakterisiert, wobei trotz gesteigerten Herzzeitvolumens bei einem reduzierten
peripheren GeféalRwiderstand eine arterielle Hypotension resultiert. Mit zunehmender
Einschrankung der kardialen Leistungsfahigkeit entwickelt sich im weiteren Verlauf
schliel3lich ein hypodynamer Kreislaufschock (Titheradge, 1999), der durch ein
reduziertes Herzzeitvolumen bei erhéhtem peripherem Widerstand gekennzeichnet
ist.

Eine nicht beherrschbare arterielle Hypotension ist bei etwa 50% der an einer
Sepsis versterbenden Patienten die Ursache des letalen Ausgangs.

Mikrozirkulatorische Veranderungen, bedingt durch eine Beeintréachtigung der
Tonuskontrolle groer und kleiner GefalRe (Buwalda und Ince, 2002), der

rheologischen Eigenschaften des Blutes (Piagnerelli et al., 2003), der Verteilung des

18



Theoretischer Hintergrund

Blutflusses (Ince und Sinaasappel, 1999; Ellis et al., 2002) sowie der mitochondrialen
Funktion mit Stérung der Sauerstoffutilisation (Brealey et al., 2002; Fink, 2002)
stellen neben einer erhéhten Zell-Zell-Interaktion im Besonderen von Leukozyten und
Thrombozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel (Eipel et al., 2004) eine
wesentliche Determinante in der Manifestation der Organdysfunktion bis hin zum
Organversagen bei Sepsis dar.

Die Persistenz mikrovaskulérer Funktionsausfélle ist nachweislich mit einem
schlechten ,,Outcome” septischer Patienten vergesellschaftet (De Backer, 2002; Sakr
et al., 2004).

241 Veranderungen der Hamorheologie

Die Hamorheologie ist die Wissenschaft der Fliel3eigenschaften des Blutes. Sowohl
Plasmaviskositat als auch Veranderungen der Deformabilitédt von Erythrozyten und
Leukozyten im Sinne einer erhéhten Rigiditat fihren zu einer Behinderung der
kapillaren Passage (Piagnerelli et al., 2003; Yodice et al., 2007). Scherrate,
Plasmaviskositat und Hamatokrit sowie Deformabilitdt und Aggregation von
Erythrozyten sind Determinanten der Blut-Viskositat. Diese steigt unter Bedingungen
geringer Scherraten, wie sie in postkapillaren Venolen zu finden sind, exponentiell
an. Die bei Sepsis in hoher Dichte vorliegenden Makromolekile und
Akutphaseproteine beeinflussen einerseits die elektrostatische Abstoflung der
Erythrozyten, andererseits foérdern sie die Zellaggregation mit Ausbildung
mikrovaskulérer Thromben. Somit nimmt die Blutviskositdt im Sinne eines Circulus
vitiosus weiter zu (Mahondas und Chasis, 1993).

Insgesamt sind die reduzierte Deformabilitdt sowie eine erhdhte Aggregation
und Adhasivitét die Ursachen der Organsequestration der Zellen mit einer Verlegung

der Mikrostrombahn und Reduktion der nutritiven Perfusion.
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242 Dysfunktion der Vasomotorik

Stérungen der nutritiven Perfusion sind vor allem auf die Induktion stress-
induzierbarer vasoaktiver Mediatoren wie Stickstoffmonoxid, Kohlenmonoxid und
Endothelin  zurlckzufihren. Hierbei fihrt eine exzessive Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) in Endothel- und Muskelzellen (Gocan et al., 2000; Wu et al.,
2001) durch die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase zur arteriolaren Dysfunktion
und eingeschrankter mikrovaskuldrer Reaktivitdt (Gocan et al., 2003). Die
Uberproduktion von NO kann als ein kausaler Faktor fiir die refraktdre Hypotension
und die ausgepragte Verminderung des peripheren Gefal3widerstandes bei Sepsis
angesehen werden (Booke et al., 1999; Meyer et al., 1994).

Gleichzeitig gibt es jedoch aus zahlreichen experimentellen Arbeiten Hinweise
dafur, dass eine NO-Zufuhr einer Sepsis-bedingten Zunahme der Vasopressor-
Aktivitdt entgegenwirkt (Wanecek et al., 2000; Figueras et al., 2003) und somit
Stérungen z. B. der hepatischen Mikrozirkulation reduziert werden kénnen (Clemens
et al., 1999; Gundersen et al., 1998). Insgesamt flhrt die Dysbalance vasoaktiver
Mediatoren Uber eine inaddquate Regulation des nutritiven Blutflusses bei einem
Missverhéltnis zwischen Sauerstoff-Angebot und -Bedarf zu einer lokalen

Gewebehypoxie.

243 Endothelzellaktivierung und -dysfunktion

Das mikrovaskuldre Endothel hat vielféltige Aufgaben zu erfillen. Diese sind sehr
spezifisch und nach Ort und Zeit differenziell reguliert. Man spricht von ,vascular
diversity“. Es dient der Aufrechterhaltung der Blutfluiditdt, der Regulation des
Vasotonus, der Kontrolle der Passage von Zellen und Nahrstoffen, der lokalen
Balance von pro- und antiinflammatorischen Mediatoren und dem Gleichgewicht von
Pro- und Antikoagulation (Vines et al., 1998).

Unter den Bedingungen der Sepsis wird ein Wandel des endothelialen
Phanotyps vollzogen. Urséachlich hierfir sind die direkte Infektion durch Pathogene
oder die Aktivierung durch Pathogenbestandteile und proinflammatorische

Mediatoren wie z. B. Komplementspaltprodukte, Cytokine, Chemokine, Proteasen

20



Theoretischer Hintergrund

und Fibrin (Aird, 2003). Strukturelle Anderungen wie nukledre Vakuolisierung,
zytoplasmatische Schwellung und Fragmentation sowie Denudierung und Ablésung
(Vallet und Wiel, 2001) gehen mit einem Verlust der Barrierefunktion, einer Zunahme
der Koagulativitat, Adhasivitdt und Apoptose einher (Aird, 2003; Gross und Aird,
2000; Rosenberg und Aird, 1999). Aus einer Erhéhung der Endothelzellpermeabilitat
folgt ein extrazellularer Flussigkeitsverlust mit Hypovolamie, Hdmokonzentration und
letztlich Stase. Monozyten, Thrombozyten und Neutrophile werden durch das
aktivierte Endothel angezogen und initiieren/amplifizieren ihrerseits die Koagulation
(Aird, 2003). Diese wird im Rahmen der Endothelzellapoptose durch einen Verlust
antikoagulativer Membrankomponenten sowie eine erhéhte Konzentration von

membranstdndigem Phosphatidylserin verstarkt (Bombeli et al., 1997).

244 Zell-Zell-Interaktionen

Durch Endotoxin als potentes Stimulans fir zelluldre Blutbestandteile erfolgt eine
erhdhte Interaktion zwischen Leukozyten und Thrombozyten mit dem Endothel.
Diese spielt eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung septischer Organschaden
(Cohen, 2002; Schaefer et al., 2003). Aktivierte Leukozyten sind auf Grund erhdhter
Expression der spezifischen Oberflachenadhasionsmolekile P-Selektin, E-Selektin,
ICAM und VCAM (Lopez et al., 1999) befahigt, auf dem mikrovaskularen Endothel zu
akkumulieren und einem chemotaktischen Gradienten folgend, das Gewebe zu
infiltrieren (Mclntyre et al., 2003; Ebnet et al., 1996) (Abbildung 4). Hierbei setzen sie
Proteasen und andere aggressive Mediatoren frei und haben somit einen
wesentlichen Anteil an der Schadigung des Gewebes (Jaeschke und Smith, 1997;
Jaeschke et al., 1998; Slotta et al., 2005).

21



Theoretischer Hintergrund
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Abbildung 4: Ablauf der Rezeptor-gesteuerten Leukozytenadhdsion am Endothel und der

Leukozytenmigration unter Entziindungsbedingungen.

Neben der Fahigkeit, Sauerstoffradikale (Leo et al., 1997) und eine Vielzahl
proinfammatorischer Mediatoren wie Thromboxane, Leukotriene, Serotonin,
Plattchenfaktor 4 und PDGF freizusetzen (Weyrich et al., 1996), kénnen aktivierte
Thrombozyten die Funktion von Leukozyten modulieren (Faint, 1992; Vincent et al.,
2002). Uber einen P-Selektin-abhdngigen Mechanismus induzieren aktivierte
Thrombozyten die Superoxidanion-Produktion durch Monozyten und Neutrophile
(Nagata et al., 1993) sowie die intravaskulare Leukozyten-Akkumulation mit
nachfolgender Fibrin-Deposition (Palabrica et al., 1992). Durch P-Selektin-abhangige
Adhéasion von Thrombozyten an Neutrophile werden deren méglicher Zelltod inhibiert
(Andonegui et al.,, 1997) und somit durch eine Erhéhung der Lebenszeit von
Leukozyten deren gewebsschadigende Funktionen verldngert (Andonegui et al.,
1997). Der aus dem Synergismus von aktivierten Leukozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen entstehende Circulus vitiosus ist durch nekrotischen und
apoptotischen Zelluntergang charakterisiert (Schaefer et al., 2003), wobei
apoptotische Parenchymzellen ihrerseits durch Chemotaxis die inflammatorische
Zell-Zell-Interaktion aufrechterhalten (Eipel et al., 2004).
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2.5 Die durch gram-negative Bakterien ausgeloste Sepsis und die

Rolle der Monozyten und Makrophagen

LPS I16st schon in kleinsten Mengen die Synthese und Ausschittung hoher
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine in Abwehrzellen aus. Bedeutend flr
diese Reaktion sind die Gewebsmakrophagen mit einem grof3en Einfluss auf den
systemischen Zytokinspiegel (Nathan, 1987; Schumann et al., 1994).

Die von Makrophagen und deren Vorldufern, den Monozyten, bei Stimulation
mit LPS synthetisierten und sezernierten Stoffe sind vielfaltig. Es werden
Sauerstoffradikale bis hin zu Makromolekilen gebildet (Nathan, 1987). Fir den
Inflammationsprozess von besonderer Bedeutung sind die Zytokine IL-1b, IL-6 und
TNF-a, welche eine Vielzahl anderer Zellen wie z. B. Endothelzellen, Lymphozyten
und Hepatozyten aktivieren. Endothelzellen erméglichen auf Grund dieses Stimulus
die Adhésion und Diapedese von Granulozyten und initialisieren somit die
inflammatorische Reaktion (Casale und Carolan, 1990). Die Leukozytenaktivierung
fuhrt zur verstarkten Abwehr, und die Hepatozyten synthetisieren spezielle, fur die
Abwehr bedeutsame, sogenannte Akute-Phase-Proteine (Green et al., 1998;
Baumann und Gauldie, 1994). Die beginnende Reaktionskaskade dient einerseits
der Erregerabwehr, kann aber auch andererseits Uberschie3en und so zu Sepsis und
septischem Schock fuhren (Parrillo, 1993; Michie et al., 1988; Strassburg, 2003).
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2.6 Rolle der Leber bei bakterieller Sepsis

Die Leber hat eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese der Sepsis. Sie wird von
mehr als 25% des Herzminutenvolumens durchstrémt. Es stammt hauptséachlich aus
dem viszero-mesenterialen GefalRbett, welches bei Sepsis besonders von
Vasokonstriktion und bakterieller Translokation betroffen ist. Primdr TNF-a-
vermittelte Interaktionen zwischen Hepatozyten, Kupfferzellen und sinusoidalen
Endothelzellen fihren zu einer inflammatorischen Antwort und sind zentrale Ursache
der ,Schockleber” (Strassburg, 2003; Dhainaut et al., 2001). Die Leber wird
einerseits durch das Schockgeschehen geschadigt, kann andererseits aber zum
Systemischen Inflammationssyndrom beitragen (Strassburg, 2003). Die Hepatozyten
erfahren eine signifikante Verdnderung ihrer Syntheseleistung, des Galletransports,
des Galleflusses und des Glucosemetabolismus. Kupfferzellen bewirken ein
chemotaktisches Einwandern neutrophiler Granulozyten in die Leber und aktivieren
diese. Neutrophile erhéhen die Anzahl ihre Oberflachenadhasionsmolekile und
binden an sinusoidale Zellen. Die Erhéhung der Integrinzahl auf Endothelzellen
fordert die Neutrophilen-Migration und mikrovaskulare Thrombenbildung. Nach
Migration in das Parenchym bilden die Neutrophilen Sauerstoffradikale und
Proteasen, die zu einer weiteren Schéadigung der Hepatozyten flihren. Diese
Kaskade fuhrt zur mikrozirkulatorischen Stérung, Fibrin-Ablagerung, Fortschreiten
des inflammatorischen Prozesses und zum Multiorganversagen (Dhainaut et al.,
2001). Zu einer zusatzlichen Schadigung von Endothelzellen und Parenchymzellen
kommt es durch Mediatoren, die im Rahmen der Reperfusion gebildet und freigesetzt
werden (Doi et al., 1993).
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2.7 Hepatozelluldare Apoptose und Nekrose

Als Apoptose bezeichnet man den genetisch programmierten Zelltod. Er wird
induziert durch die Aktivierung von Proteasen, welche die Zellkerndegeneration und
-kondensation sowie Kern-DNA-Degradation und Phagozytose von Zellbestandteilen
bewirken (Abbildung 5). Diese Vorgédnge fihren zum Abbau der Zelle (Haslett und
Savill, 2001) und wurden zum ersten Mal 1972 durch Kerr et al. als eigenstandiger,

aktiver Prozess beschrieben.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der morphologischen Verdnderungen wéhrend der
Apoptose. Ausgehend von einer normalen Zelle () zeigt die Abbildung die
verschiedenen Stadien, die eine apoptotische Zelle durchléuft. Zunéchst zieht sich die
Zellmembran unter Verlust von Wasser zusammen und bildet dabei Ausstlilpungen
aus, was als ‘"membrane blebbing" bezeichnet wird. (ll)  Kleine,
membranumschlossene Abschnliirungen treten auf, die so genannten apoptotischen
Kérperchen. (lll) Gleichzeitig zerféllt der Kern, wobei allerdings die Bruchstiicke
weiterhin von einer intakten Kernmembran umgeben bleiben. Schlussendlich werden

die Zerfallsprodukte der apoptotischen Zellen von Makrophagen phagozytiert (1V).

Es gibt Belege daflr, dass der apoptotische Zelltod, besonders der Lymphozyten und
gastrointestinalen Epithelzellen ein Bestandteil der Pathogenese und der
Entwicklung des septischen Geschehens ist (Hotchkiss et al., 1999; Hotchkiss et al.,
2001; Oberholzer et al., 2001). Die endogene Freisetzung von Glucocorticosteroiden
scheint an dem apoptotischen Zelltod von Lymphozyten beteiligt zu sein (Fukuzuka
et al.,, 2000). Eine erhbéhte Apoptoserate tragt tber einen Verlust an B-, T-

Lymphozyten und Naturlichen Killerzellen zu einer Immunsuppression bei. Diese
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erhdht signifikant das Risiko einer sekundéren opportunistischen Infektion und das
Risiko der Entwicklung von Komplikationen bei Sepsis, wie z.B. MODS und
Multiorganversagen (Oberholzer et al., 2001; Voll et al., 1997).

Im Gegensatz zur Apoptose stellt die Nekrose den pathologischen Untergang
einzelner oder mehrerer Zellen nach irreversiblem Ausfall der Zellfunktionen dar
(Tabelle 2).

Apoptose Nekrose

* organisierter Suizid der Zelle
* genetische Regulation
» Schrumpfen der Zelle

* unorganisierter Zelltod
» metabolische Regulation
» Schwellen der Zelle

* Ruptur der Zytoplasmamembran
» Zytoplasmamembran bildet Ausstulpungen aus
(“membrane blebbing®)

* Platzen der Zelle

* Freisetzung des Zytoplasmas

» Aktivierung unspezifischer, lysosomaler
Proteine

* Zerstdrung der Zellkomponenten ohne
Fragmentierung des Nukleus

* Bildung und Freisetzung von ,apoptotischen
Partikeln®

* Aktivierung von spezifischen Proteinen der
Apoptose-Maschinerie

* Fragmentierung des Nukleus

« Kondensation des Chromatins
* Fragmentierung der DNA
* keine Inflammation

» Abwesenheit von DNA-Fragmentierung
* lokale Inflammationsreaktion

Tabelle 2: Charakteristika von Apoptose und Nekrose

Apoptose und Nekrose stellen 2 Extreme des Zellunterganges dar (Formigli et al.,
2000). Es konnten Zwischenstufen und Ubergénge zwischen Apoptose und Nekrose
nachgewiesen werden. Diese wurden unter dem Begriff der ,necrapoptosis”
(Aponekrose) zusammengefasst (Lemasters, 1999).

Die Inhibition der Caspase 3, ein bedeutendes Enzym der DNA-Degradation bei
Apoptose, bewirkt in Abhangigkeit der =zellularen ATP-Konzentration eine
Verschiebung der ablaufenden Apoptose / Aponekrose hin zur Nekrose (Formigli et
al., 2000). Die unter physiologischen Bedingungen ablaufende Apoptose fuhrt unter
pathophysiologischen Bedingungen haufig durch sekundar induzierte Nekrose mit
Zytokin-

(Jaeschke und Lemasters, 2003).

Stimulation der und Chemokinproduktion zur Entziindungsreaktion
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Ein Ubergang von Apoptose zur Nekrose mit Zwischenformen ist aufgrund
gemeinsamer Stoffwechselwege mdglich (Formigli et al., 2000; Jaeschke und
Lemasters, 2003; Lemasters, 1999; Papucci et al., 2004).

2.8 Die Kupfferzelle

Kupfferzellen, die ortsstdndigen Makrophagen der Leber, sind nach dem Pathologen
C. von Kupffer, dem Erstbeschreiber dieser nichtparenchymalen Zellen, benannt
(Wake, 1980). Innerhalb des Lumens der Lebersinusoide liegend sind sie die erste
Makrophagenpopulation des Organismus, die mit Bakterien, bakteriellen
Endotoxinen und mikrobiellen Bestandteilen aus dem Gastrointestinaltrakt, via
Portalvene in Kontakt treten (Fox et al., 1987). Neben Naturlichen Killerzellen,
dendritischen Zellen und I6slichen Blutbestandteilen wie Komplementfaktoren und
Akute Phase Proteinen reprasentieren Kupfferzellen einen bedeutsamen Teil des
angeborenen Immunsystems (Parker und Picut, 2005). Die Tatsache, dass sie in der
Leber lokalisiert sind und 80-90% der Gewebsmakrophagen des Korpers bilden,
l&sst eine zentrale Rolle der Leber bei lokaler und systemischer Abwehr erwarten.

Kupfferzellen scheinen sich von den zirkulierenden Monozyten abzuleiten.
Diese entstammen dem mononukledr-phagozytierenden System im Knochenmark
gebildeter Monozyten, die Uber das Blut in verschiedene Gewebe migrieren und dort
zu Gewebsmakrophagen transformieren (van Furth, 1992). Weiterhin unterliegen
Kupfferzellen einer limitierten Selbsterneuerung (Naito et al., 1997) und haben eine
Lebenserwartung bis zu einem Jahr beim Menschen (Steinhoff et al., 1989).

Kupfferzellen sind allerorts in der Leber angesiedelt. Die Populationsdichte,
zytologischen Charakteristika und physiologischen Funktionen unterliegen zonalen
Unterschieden der Leberazini. Grol3e Kupfferzellen sind Uberwiegend in der
periportalen Region des Leberazinus lokalisiert, dem Ort des Erstkontakts mit
pathogenen Blutbestandteilen. Entsprechend haben periportale Kupfferzellen eine
hdhere lysosomale Enzymaktivitdt und Phagozytosekapazitat gegentber den kleinen
Kupfferzellen in der midzonalen und perizentralen Region (Sleyster und Knook,
1982).
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Im Gegensatz zu einer hohen Syntheseleistung an TNF-a, PGE; und IL-1 der
groRen Kupfferzellen bilden kleine Kupfferzellen eine groRe Menge NO
(Hoedemarkers et al., 1995).

Reife Gewebsmakrophagen exprimieren eine Vielzahl an Rezeptoren, wie
M130, p155 und CD 163 (Fabriek et al., 1995). Sie gehéren zur Familie der
cysteinreichen Scavengerrezeptoren. Bei Ratten wird CD68 als ED1 Antigen
beschrieben und dient als Ziel der Detektion ED1-positiver Kupfferzellen mit dem
monoklonalen anti-ED1 Antikdrper. Das Ausmal} der CD68 Expression unterliegt
zahlreichen Faktoren. So kdénnen Glucocorticoide und andere antiinflammatorische
Mediatoren die Expression steigern und proinflammatorische Mediatoren wie LPS,
IFN-y und TNF-a erniedrigen (Buechler et al., 2000). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass auch von Monozyten abgeleitete dendritische Zellen in geringem
Umfang CD68 exprimieren (Dijkstra et al., 1985).

2.9 Experimentelle Infektions- und Sepsismodelle

Infektions- und Sepsismodelle werden nach Deitch (Deitch, 1998) in
Infektionsmodelle, Modelle mit intravaskularer Bakterieninfusion und

Endotoxinmodelle eingeteilt.

Bei der Anwendung von Infektions- und Sepsismodellen sind drei Punkte zu

bericksichtigen:

1. aufgrund der Heterogenitat der Erkrankungen des Menschen kann kein einzelnes
Modell der intraabdominalen Infektion den endgiltigen Beweis der Wirksamkeit
eines therapeutischen Agens liefern.

2. aufgrund des einzigartigen Modellaufbaus hat jedes Modell spezifische Vor- und
Nachteile, die je nach Aufbau und Art des Modells von unterschiedlicher
Bedeutung sind.

3. um bei jungen gesunden Nagetieren einen reproduzierbaren Infektionsstatus zu
etablieren, ist die Inokulation einer gro3en Bakterienanzahl erforderlich. Diese

Anzahl ist erforderlich, um die kdérpereigene Abwehr des Tieres zu Uberwinden,
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gleichzeitig bewirkt sie aber einen aullerordentlich raschen und fulminanten

klinischen Verlauf, der den Infektionsverlauf beim Menschen nicht wiederspiegelt.

Man unterscheidet 4 Gruppen von intraabdominalen Sepsismodellen (siehe Tabelle
3).

intraperitoneale Injektion eines Bakterienbestandteils (z.B. LPS)

- intraperitoneale Platzierung von Faeces mit/ohne Aduvant (das Adjuvant
verzdgert die Keimeliminierung durch das Peritoneum)

- intraperitoneale Platzierung einer definierten Menge eines einzelnen
Bakterienstammes oder einer gemischten Bakterienflora mit/ohne Adjuvant

- Bildung einer endogenen fakalen Kontaminationsquelle durch Eréffnung des
Intestinums (Bsp. Coecal ligation and puncture (CLP) oder Colon-Ascendens-
Stent-Peritonitis (CASP))

Tabelle 3: Arten der intraabdominalen Sepsismodelle

Die Endotoxinmodelle beinhalten die Applikation einer subletalen LPS-Dosis,

als kontinuierliche LPS-Infusion oder einer einmaligen LPS-Injektion.
Das LPS-Modell basiert auf der Annahme, dass die Immunantwort des Wirtes und
nicht das pathogene Agens selbst zum Organversagen und zum Tode fihrt. So sind
der septische Schock und das Multiorganversagen (MODS) Folge der Induktion
und/oder  Aktivierung der  zelluldren und humoralen immunlogischen
Entzindungsantwort, welche durch Bakterienbestandteile wie Endotoxin getriggert
wird. Basierend auf dieser Annahme wird Endotoxin als grundlegender
Bakterienbestandteil angesehen, der den Vorteil der einfachen Anwendung hat und
reproduzierbare Effekte liefert (Deitch, 1998).

Das Faeces Modell wurde in den 1960-iger und 70-iger Jahren zur
Erforschung der Faktoren, welche zur Ausbildung einer Peritonitis gegeniber eines
lokalen Abszesses beitragen, entwickelt. In diesem Modell wird Faeces zusammen
mit einem Adjuvant als Pellet in einer Gelatinekapsel oder in einem Fibrinklumpen in
den Bauchraum eingebracht (Weinstein et al., 1974; Bartlett et al., 1978; Nichols et
al., 1978). Das Adjuvant dient der Verzégerung der Elimination der fakalen Bakterien

und verlangert den Krankheitsverlauf.
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Weiterentwicklungen des Faeces-Modells stellen Modelle dar, in denen eine
definierte Bakterienkultur in definierter Menge in das Peritoneum eingebracht wird
(Hansson et al., 1985; Bosscha et al., 2000; Mathiak et al., 2000).

Die CLP ist der Prototyp des endogenen fdkalen Kontaminationsmodells.
Hierbei wird das Caecum ligiert und mittels einer Nadel punktiert (Wichtermann et al.,
1980). Der Krankheitsverlauf kann durch die Nadelgrofle bzw. die Anzahl der
Punktionen gesteuert werden. Eine Alternative stellt das CASP Modell dar, welches
erstmalig 1998 (Zantl et al., 1998) beschrieben wurde. In diesem Modell wird ein
Stent in die Wand des Colon ascendens implantiert und ermdglicht somit den
Ubertritt von Faeces aus dem Darmlumen in die Bauchhéle. Der Stent verhindert
einerseits den Verschluss der Lumenéffnung, andererseits lasst sich mittels der
Stentgrofe der Krankheitsverlauf steuern. Je gréRer der Stent, desto gréfRRer ist die
Mortalitat (Zantl et al., 1998).

Jedes der genannten Modelle hat spezifische Vor- und Nachteile, die bei der

Auswahl des angewandten Modells zu bertcksichtigen sind.
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3 Ziel der Studie

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, mit Hilfe des etablierten
Modells der intravitalen Epifluoreszenzmikroskopie der Rattenleber die durch
Endotoxininjektion hervorgerufenen mikrozirkulatorischen Stérungen und Zell-
Interaktionen der Leber zu untersuchen. Von besonderem Interesse war die
Aktivierung von Leukozyten, Endothelien, apoptotischen Hepatozyten und

Kupfferzellen sowie deren Zell-Zell-Interaktion nach Endotoxindmie.
Auf folgende Fragen wurde naher eingegangen:

1) Bewirkt die induzierte Endotoxindmie eine inflammatorische Antwort mit
Mikrozirkulationsstérung, vermehrter intrahepatischer Leukozyten-
akkumulation und hepatischem Parenchymzellschaden?

2) Kommt es in Folge der inflammatorischen Antwort zu einer vermehrten Zell-
Zell-Interaktion von Leukozyten, Endothelien, apoptotischen Hepatozyten und

Kupfferzellen nach Endotoxindmie?

3) Welchen Einfluss hat die Aktivierung von Makrophagen auf die Vermittlung

der hepatozelluldren Apoptose?
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

In die Studie wurden 25 mannliche Sprague Dawley Ratten (Charles River Wiga;
Sulzfeld, Deutschland) mit einem Koérpergewicht zwischen 250-350g aufgenommen.
Sie wurden vor Beginn der experimentellen Untersuchungen fir mindestens 4-5
Tage in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Instituts fir Experimentelle
Chirurgie, Universitat Rostock (Tierschutzbeauftragter Dr. rer. nat. H. Stein),
artgerecht nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes in Gruppen von
zwei bis drei Tieren in einem Laborkafig bei 12 stindigem Tag-/Nachtzyklus unter

Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum gehalten.

4.2 Experimentelles Modell

Die experimentelle Endotoxindmie wurde durch eine einmalige Applikation von LPS
(Serotyp 0128:B12; Sigma, Taufkirchen, Germany) intraperitoneal oder Uber die
Schwanzvene induziert. Das tierexperimentelle Modell wurde bereits in den 60-iger
Jahren von Lillehei beschrieben (Lillehei et al., 1963). LPS wurde unmittelbar vor
Applikation in physiologischer NaCl-Lésung gel6st. Unter kurzzeitiger Ethernarkose
wurde das LPS in einer Dosierung von 10 mg/kg KG injiziert. Tiere der
Kontrollgruppe erhielten aquivalente Volumina physiologischer NaCl-Lésung.

Neben der Kontrollgruppe (n = 9) ergab sich somit eine Gruppe (n = 10), die 6
Stunden nach i.p. LPS-Applikation und eine weitere (n = 6), die 16 Stunden nach i.v.

LPS-Applikation untersucht wurde.

32



Material und Methoden

4.3 Anasthesie und chirurgische Technik

Die Anasthesie der Tiere wurde mit Pentobarbital (50 mg/kg KG) eingeleitet. Die
Applikation erfolgte intraperitoneal. Anschliefend wurde den Tieren Hals und
Abdomen rasiert und sie wurden in Rickenlage auf einer Warmplatte positioniert. Mit
Hilfe einer rektal platzierten Sonde wurde die Korpertemperatur wahrend des
Eingriffs berwacht und durch Rickkopplung zur Heizplatte konstant bei 36 - 37°C
gehalten.

Der chirurgische Eingriff am Hals wurde mit einem medialen Hautschnitt
begonnen. Nach stumpfer Dissektion des subkutanen Fettgewebes wurde die
Trachea freigelegt und zur nachfolgenden Positionierung eines Katheters
tracheotomiert. Dies erleichterte die Spontanatmung der Tiere. Es schloss sich die
Darstellung der Halsgefal’e zur Insertion der Katheter an. Zuerst wurde die Vena
jugularis externa infolge einer queren Inzision der GefalRwand kandiliert (Abbildung
6). Der so platzierte Katheter ermdglichte die Applikation des Andasthetikums
Pentobarbital, um die Narkose wahrend des gesamten Eingriffs aufrecht zu halten
sowie die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe. Zur Messung der Vitalparameter
und zur Applikation von fluoreszierenden Latexpartikeln wurde die Arteria carotis
communis kanuliert. Es wurden die Herzfrequenz und der mittlere arterielle Druck
(MAP) ermittelt. Der mittlere arterielle Druck wurde Uber einen druckstabilen PE5S0
Katheter auf einen Druckwandler Gibertragen und auf einem Uberwachungsmonitor
kontinuierlich angezeigt. Die Herzfrequenz der Versuchstiere wurde anhand der
arteriellen Blutdruckamplituden fortlaufend aufgezeichnet und durch Auszahlen der
Amplitude an einem Standbild quantifiziert. Es wurde Blut fir nachfolgende
Untersuchungen entnommen. Diese umfassten die Blutgasanalyse und die

Bestimmung des Differentialblutbildes.
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Abbildung 6: Darstellung der Halsregion nach
Tracheotomie (*) mit Katheterisierung  zur
Erleichterung der Spontanatmung und Insertion von
Kathetern in die Vena jugularis externa (A)
(Applikation des Ané&sthetikums und der Farbstoffe)
und Arteria carotis communis (<) (Uberwachung
der Vitalparameter sowie  Applikation  der

Latexpartikel).

Anschlielend wurde eine mediane Laparotomie durchgefihrt, um die Leber
auszulagern. Der kraniale Wundrand wurde mit Hilfe von auf der Warmplatte
magnetisch haftenden Wundhaken fixiert. Nach Durchtrennung des Ligamentum
gastrosplenicum wurden der Magen und der Darm mit Hilfe feuchter Wattetupfer
nach kaudal mobilisiert und dort unter einem feuchten Bauchtuch fixiert. Die
Durchtrennung der Halteb&nder der Leber ermdglichte, unter Zuhilfenahme zweier
Wattestédbchen, eine Mobilisierung des linken Leberlappens auf einen beweglichen
I6ffelfdrmigen Untersuchungstisch aus Knetmasse (Abbildung 7). So wurden eine
sichere Positionierung des Leberlappens und die Schaffung einer planen
Untersuchungsflache erzielt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Leberlappen
und im Besonderen die Untersuchungsflache mdglichst nicht berihrt wird, um
Gewebealterationen durch chirurgische Manipulationen und Traumatisierungen zu

minimieren.
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Wundhaken

linker Leberlappen

beweglicher
Untersuchungstisch
Bauchtuch mit darunter-
liegendem Darm und Magen

Heizplatte

Abbildung 7: Situs der Baucheingeweide der ménnlichen Ratte. Der Magen und Darm wurden nach
kaudal mobilisiert und mittels eines feuchten Bauchtuchs abgedeckt. Es ist die plane
Unterseite des linken Leberlappens nach Mobilisation auf den beweglichen

Untersuchungstisch einzusehen.

Die Auslagerung des Leberlappens erfolgte daher ausschliel3lich unter
Verwendung feuchter Wattestdbe. Um Austrocknen und Interferenzen des Gewebes
mit der Umgebungsluft zu verhindern, wurde auf die Leberoberflache ein
Deckglaschen gelegt. AnschlieBend wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie

des Leberlappens vorgenommen.
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4.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem modifizierten
Epifluoreszenzmikroskop von Nikon durchgefihrt (Eclipse E600-FN, Nikon, Tokio,
Japan). Fur die Analyse der Mikrozirkulation wurde der linke Leberlappen auf einen
mobilen Beobachtungstisch ausgelagert. Nach Lagerung des Tieres unter dem
Mikroskop wurde der Beobachtungstisch ausgerichtet, um eine horizontale Lage und
eine Fokussierung des gesamten Beobachtungsareals zu realisieren. Fir die
Auflichttechnik wurde eine Quecksilber (100W) Lichtquelle benutzt. Die verwendeten
Filterblocke erlaubten eine Anregung mit Licht der Wellenldnge 330-380 nm, 450-490
nm bzw. 530-560 nm und eine Filterung des emittierten Lichts unterhalb 415 nm, 520
nm bzw. 580 nm. Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden mittels einer charge-
coupled device (CCD)-Videokamera (FK 6990-1Q, Pieper, Berlin, Deutschland) mit
einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde auf den Monitor Ubertragen
und auf Videoband (Panasonic, AG-7350-E, Matsushita, Tokio, Japan) gespeichert,
um anschlieRend an einem computer-gestutzten Bildverarbeitungsprogramm
(Caplmage, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) analysiert werden zu k&énnen.
Datum und Uhrzeit wurden Uber einen in das Videosignal -eingefligten
Videozeitgenerator (VTG 33, FOR-A-Company, Tokio, Japan) aufgezeichnet.

Die quantitative Darstellung der hepatischen Mikrozirkulation erfolgte unter
Nutzung eines 20x Wasser-Immersionsobjektives (Achroplan, Zeiss, 0,5 NA). Der
Einsatz des 40x Wasser-Immersionsobjektives (Achroplan, Zeiss, 0,8 NA) diente der
Darstellung apoptotischer Hepatozyten, adharenter Leukozyten und von
Makrophagen sowie deren Interaktionen in den untersuchten Leberlappchen. Mithilfe
dieser Objektive konnten auf dem 19“ Monitor (Ikegami Electronics, Neuss,

Deutschland) Vergrdfierungen von x332 bis zu x583 erzielt werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes, bestehend
aus Mikroskop (M), den Filterblécken (F), der 100W-Lampe (Hg-L) und der CCD-
Kamera (K), von der die Bilder (iber einen Zeitgenerator (Z) an einen Monitor (M)
weitergeleitet werden, der an einen Videorekorder (V) angeschlossen ist. Der
Leberlappen ist fir die in vivo Analysen auf einen mobilen Beobachtungstisch
ausgelagert. Auf dem Monitor ist eine postsinusoidale Venole nach
Kontrastverstdrkung durch intravenése Applikation von Natrium-Fluoreszein

dargestellt.

Die Anhebung des Tieres im Kopfbereich ermdglicht die plane Flache des
Leberlappens nahezu frei von Atembewegungen parallel zur Fokusebene des
Mikroskops zu positionieren.

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erlaubte die quantitative Analyse
folgender mikrohdmodynamischer Parameter:
Unter Verwendung des 20x Wasser-Immersionsobjektives wurde (1.) das sinusoidale
Perfusionsversagen als Mal fur die nutritive Perfusion der Leber analysiert. Des

weiteren wurde (2.) die parenchymale NADH-Autofluoreszenz als Indikator des
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mitochondrialen Redoxstatus und somit der hepatischen Gewebeoxygenierung
bestimmt. Ebenso wurde das Fliel3verhalten der Leukozyten in der mikrovaskularen
Strombahn der Leber anhand der Erfassung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
(38.) in den Sinusoiden und (4.) in den postsinusoidalenen Venolen analysiert.
Weiterhin wurde (5.) und (6.) die Phagozytose von Latexpartikeln in den Sinusoiden
bzw. den Venolen erfasst.

Mit Hilfe des 40x Wasser-Immersionsobjektives wurde (7.) die Kolokalisation von
apoptotischen Hepatozyten und Makrophagen sowie (8.) die Kolokalisation von

Makrophagen und Leukozyten analysiert.

441 Sinusoidales Perfusionsversagen

Die quantitative Analyse des sinusoidalen Perfusionsversagens erfolgte anhand der
Erfassung der Zahl nicht perfundierter Sinusoide. Dieser Parameter erfasst die
Anzahl aller nicht perfundierten Sinusoide in Prozent in Bezug auf alle sichtbaren
Sinusoide, die eine 200 ym lange in das Beobachtungsfeld gelegte Linie midzonal
kreuzten (Abbildung 9a, 9b).

010mm *

0,10mm T

a b

Abbildung 9: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische = Aufnahme (a) reguldr  perfundierter
Lebersinusoide und (b) irrequlér perfundierter Lebersinusoide, die durch eine
unterbrochene Gefédl3zeichnung (Beispiel —) gekennzeichnet sind sowie Darstellung
von Latexpartikeln (Beispiel *). Kontrastverstdrkung mittels Natrium-Fluoreszein.

(Intravitale Fluoreszenzmikroskopie; 100um).
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Die Visualisierung der Sinusoide wurde nach intravendser Applikation von 0,1% Na-
Fluoreszein (2 ymol/kg KG, MW 376 Da, Blaufilter: Anregung/Emission 450-490
nm/>520 nm) (Abbildung 10) ermdglicht (Vollmar et al.,, 1994). Na-Fluoreszein
diffundiert als kleines Molekil rasch aus den sinusoidalen GefalRen Uber den
Disse’schen Raum und wird von den Hepatozyten aufgenommen. Dadurch kommt es
zur Anfarbung des Parenchyms und durch sogenannte Negativkontrastierung der

Gefalle zur Darstellung des mikrovaskuldren Gefal3bettes der Leber.

Abbildung 10: Darstellung der Struktur von Na-Fluoreszein

Pro Versuch wurden in randomisierter Abfolge 10 Gesichtsfelder des linken
Leberlappens bei 20-facher Vergrélierung aufgenommen. Jedes dieser Felder wurde
tber 10 Sekunden beobachtet und aufgezeichnet, um ein reprasentatives Bild der

Perfusion darzustellen.

442 Parenchymatdse NADH-Autofluoreszenz

Die Erfassung der NADH-Autofluoreszenz (Abbildung 11, 12) (UV-Filter:
Anregung/Emission 330-380 nm/>415 nm), die als Indikator fur den mitochondrialen
Redoxstatus und die hepatische Gewebeoxygenierung dient, erfolgte durch
Anregung der parenchymatésen Autofluoreszenz mit Hilfe der Lichtquelle. Die
Visualisierung von NADH erfolgte nach vollstdndigem Erléschen der Vitamin A

Autofluoreszenz von Ito-Zellen durch UV-Licht. NADH akkumuliert im Rahmen der
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oxidativen Phosphorylierung bei mangelnder Sauerstoff-Versorgung der Zelle. Die
emittierte Lichtmenge entspricht dem Gewebegehalt an NADH, welcher negativ mit
der Gewebeoxygenierung korreliert.

Pro Versuch wurden in randomisierter Abfolge 10 Gesichtsfelder bei 20-facher
Vergroflerung Gber 10 Sekunden lang beobachtet und aufgezeichnet. Pro
Gesichtsfeld wurden 5 randomisierte Parenchymareale densitometrisch vermessen

und als Graustufenwert erfasst (Vollmar et al., 1997).

°=T_° OH OH NH,
CH, N
N
] )
CH, :o: N>\
OH OH

Abbildung 11: Darstellung der Struktur von NAD"

Abbildung 12: Darstellung der Uberfiihrung von NAD" in NADH, durch Aufnahme von 2 Protonen
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443 Sinusoidale Leukozytenkinetik

Die Quantifizierung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion als Indikator der

inflammatorischen Antwort erfolgte nach intravendser Injektion von 0,5% Rhodamin-
6G (1 umol/kg KG, Grianfilter: Anregung/Emission 530-560 nm/>580 nm). Dieser
Fluoreszenzfarbstoff ermdglicht die selektive Anfarbung von Leukozyten, indem er in
die Mitochondrien und Zellkerne interkaliert (Baatz et al., 1995; Horobin und Rashid,

1990) (Abbildung 13).

Abbildung 13: Auflicht-Fluoreszenzmikros-
kopische Aufnahme. Visualisierung von Leukozyten
nach Anférbung mit Rhodamin-6G (Beispiel —).
Visualisierung im Grinfilter. (Intravitale

Fluoreszenzmikroskopie; 100um).

Die Beobachtung der Interaktion der Leukozyten mit dem mikrovaskuléren
Endothel erfolgte in den Sinusoiden der Leberldppchen. Stagnierende Leukozyten
("Sticker’) wurden erfasst, frei und verlangsamt flieRende Leukozyten blieben
unberticksichtigt. Jedes Gesichtsfeld wurde Uber einen Zeitraum von mindestens 20
Sekunden aufgenommen.

Als adharent wurden Zellen definiert, die Uber einen Zeitraum von 20
Sekunden stationdr an der Endotheloberflache hafteten. Die Anzahl fest am Endothel
adhérenter Leukozyten wurde pro untersuchtem Gesichtsfeld durch manuelles

Auszahlen ermittelt und als Anzahl pro Leberoberflache (n/mm?) angegeben.
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444 Venulare Leukozytenkinetik

Die Visualisierung der Qualitdt und Quantitat der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
erfolgte ebenfalls durch die in 4.4.3 beschriebene Rhodamin-6G-Injektion.

Die Beobachtung der Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskuléren
Endothel erfolgte nun in postsinusoidalen Venolen der Leber (Abbildung 14a, 14b).
Die Manteloberflache (Ay) des untersuchten GefafRabschnitts wurde mittels der
Gleichung: Ay=I*(d4+dz+...+dn)/n bestimmt. Hierbei ist die Lange () eine imaginare in
den GefalRverlauf gelegte Linie und der Durchmesser (d,) eine definierte Anzahl zu |
senkrecht verlaufender Linien, die das GefalRlumen Uberspannen. Neben der
Erfassung adhérenter Leukozyten erfolgte gleichzeitig die Differenzierung der Anzahl
frei flieRender und am Endothel entlang rollender Leukozyten. Jeder GeféaRabschnitt
wurde Uber eine Zeitdauer von 20 Sekunden aufgenommen (Abbildung 15a, 15b).
Wahrend frei flieBende Leukozyten bei der Gefdl3passage keine Interaktion mit der
GefalRwand haben, wurden die Zellen als rollend definiert, die eine imaginar durch
das Gefald gelegte Linie mit <2/5 der Geschwindigkeit der Leukozyten, die mit
Zentralstromgeschwindigkeit flossen, passierten (Eipel et al., 2004; Eipel et al.,
2005a). Die Anzahl rollender Leukozyten wurde als prozentualer Anteil der

Gesamtzahl flielRender Leukozyten pro untersuchtem Gefal3segment angegeben.

0,170mm

a b

Abbildung 14: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer postsinusoidalen Venole (V) (a)
und schematische Darstellung (b) mit eingezeichneter Gerade fir den
GefdBdurchmesser (d,) und die untersuchte Geféal8ldnge (I). Visualisierung der
zuftihrenden Lebersinusoide nach Anfédrbung mit Natrium-Fluoreszein (Intravitale

100 um).

Fluoreszenzmikroskopie;
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Abbildung 15: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische =~ Momentaufnahme (a) und schematische

Darstellung  (b) einer postsinusoidalen  Venole.  Visualisierung einzelner
Lebersinusoide mit Leukozyten (Beispiel *) nach Negativkontrastierung der Gefél3e mit
Na-Fluoreszein und Anfdrbung der Leukozyten mit Rhodamin-6G (Intravitale

Fluoreszenzmikroskopie; 100 um).
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4.4.5 Sinusoidale Makrophagen

Die Quantifizierung sinusoidal lokalisierter aktivierter Kupfferzellen und deren zonale
Verteilung im Leberazinus als Indikator der inflammatorischen Antwort erfolgte
indirekt nach intraarterieller Injektion und  Adhéarenz/Phagozytose von
fluoreszierenden Latexpartikeln (Fluoresbrite YG 1.0; 6x10%kg KG in 0,5 ml
isotonischer NaCl-Lésung, 1,0 um, Blaufilter: Anregung/Emission 450-490 nm/>520
nm) (Abbildung 16).

Abbildung 16: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der hepatischen Mikrozirkulation nach
intraarterieller Injektion und Adhédrenz von fluoreszenzmarkierten Latexpartikeln. In
wenigen Féllen verléuft die zufiihrende Portalvenole parallel zur Leberoberflache und
kann (wie in diesem Beispiel) visualisiert werden. Der unter physiologischen
Bedingungen herrschende Gradient adhérenter Latexpartikel von periportal (ber
midzonal nach perizentral von 4:3:2 wird aufgrund der Visualisierung der periportalen
Region deutlich (Kontrastverstérkung mittels Natrium-Fluoreszein; Intravitale

100 um).

Fluoreszenzmikroskopie;

Die Beobachtung der Latexpartikel erfolgte nach 10 Minuten Rezirkulation in
den Sinusoiden der Leberldppchen. Jedes Beobachtungsareal wurde Uber einen
Zeitraum von mindestens 5 Minuten aufgenommen. Die Erfassung phagozytierter
Latexpartikel durch aktivierte Kupfferzellen und deren zonale Verteilung erfolgte in
den Sinusoiden der Leberazini. Als phagozytiert wurden Beads definiert, die ihre
Position innerhalb des Beobachtungsfeldes und wéhrend des

Beobachtungszeitraums nicht &nderten. Die Anzahl aktivierter Kupfferzellen (d.h.
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Zelle, die einen Bead phagozytierten) wurde pro untersuchtem Beobachtungsareal
durch manuelles Auszahlen ermittelt und als Anzahl pro mm? Leberoberflache
angegeben.

Die Sinusoide eines jeden Azinus wurden in 3 Abschnitte gleicher Lénge
unterteilt. Somit konnte eine periportale, midzonale und perizentrale Zone
unterschieden werden (Abbildung 17). Es erfolgte die Erfassung der phagozytierten
Latexpartikel durch aktivierte Kupfferzellen in jeder dieser Zonen. Die Anzahl
aktivierter Kupfferzellen wurde pro untersuchter Zone durch manuelles Auszahlen
ermittelt und als Prozent aller im Azinus sichtbaren Partikel angegeben (Vollmar et
al., 1996).
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Feriportalfeld mit
Glisson-Trias

Zentralvene

| periportale Zone
l midzonale Zone

Ml perizentral Zone
——————— Fortales Lappchen

——-— AzZinus

—p Galleflul
Klassisches Lappchen aletu

—>» Blutflui

Abbildung 17: Schematische mikrostrukturelle Darstellung und Gliederung des Lebergewebes. Die
Glisson-Trias beinhaltet V. interlobularis, A. interlobularis und Gallengang. Das
klassische Leberldppchen besteht aus 3 bis 6 Periportalfeldern. Im klassischen
Leberldppchen bildet die Zentralvene den Mittelpunkt, der Blutfluss ist aus der
Glisson-Trias zur Zentralvene hin gerichtet. Né&hrstoffreiches, sauerstoffarmes Blut
flieBt via Vena portae — V. interlobularis — Zentralvene; sauerstoffreiches,
néhrstoffarmes Blut via Arteria hepatica — A. interlobularis — Zentralvene. Das

Portale bzw. Periportale Leberldppchen stellt den Driisencharakter in den

Vordergrund. Die in den Hepatozyten gebildete Galle flie3t durch die Gallenkapillaren
in den Gallengang der Glisson-Trias. Beim Leberazinus flie8t das Blut aus zwei
periportalen Feldern in Richtung der Zentralvene. Hier gibt es drei Zonen, durch die
das Blut gelangt. Die Zonen I, I, Ill nehmen hierbei unterschiedliche

Stoffwechselvorgénge wabhr.
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4.4.6 Venuldre Phagozytose

Desweiteren wurde als Mal fur die Aktivierung von Makrophagen/Kupfferzellen in
den postsinusoidalen Venolen die Anzahl adharenter Latexpartikel bestimmt.

Jeder Gefaldabschnitt wurde Uber einen Zeitraum von mindestens 20
Sekunden aufgenommen. Als phagozytiert wurden Partikel definiert, die Uber einen
Zeitraum von 20 Sekunden ihre Position beibehielten.

Die Anzahl statischer Latexpartikel/Kupfferzellen pro untersuchtem
Venolenabschnitt wurde durch manuelles Auszahlen ermittelt und als Anzahl pro
mm? angegeben. Die Endotheloberflaiche wurde aus GefalRdurchmesser und —lange
des untersuchten Segments berechnet, wobei eine zylindrische Geometrie

angenommen wurde.

4.4.7 Apoptotische Hepatozyten und Kolokalisation mit aktivierten

Kupfferzellen

Als Mal fir die Schadigung der Leber infolge LPS-Exposition diente die quantitative
Erfassung der apoptotischen Hepatozyten. Die Visualisierung apoptotischer Zellen
erfolgte nach intravendéser Injektion von Bisbenzimid (10 pmol/kg KG, UV-Filter:
Anregung/Emission 330-380 nm/>425 nm). Dieser Farbstoff interkaliert in Adenin-
und Thymin-reiche Regionen der DNA und farbt so die Zellkerne von Zellen an (Eipel
et al., 2004).

Apoptotische Zellen sind durch eine Kondensation, Fragmentation und
halbmondférmige Formation des Chromatins charakterisiert (Abbildung 18). Dies
fuhrt zu einer unterschiedlichen Anfarbung der Zellkerne. Nach Injektion des
Fluoreszenzfarbstoffes Bisbenzimid kann somit aufgrund dieser
Kontrastunterschiede und kernmorphologischen Differenzen zwischen apoptotischen

und gesunden Zellen unterschieden werden.
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Abbildung 18: Auflicht-Fluoreszenzmikros-
kopische Aufnahme apoptotischer Hepatozyten
nach intravendser Injektion von Bisbenzimid.
Visualisierung der Kondensation und
halbmondférmigen Formation des Chromatins
(Beispiel —); Intravitale Fluoreszenzmikroskopie;
- 100 um).

Die Darstellung aktivierter Kupfferzellen erfolgt wie in 4.4.5 dargestellt mittels
Latexpartikel.

Um die Anzahl apoptotischer Zellen zu quantifizieren, wurden pro Versuch in
randomisierter Abfolge 10 Gesichtsfelder einerseits zur Visualisierung der
apoptotischen Zellen mit dem UV-Filter, andererseits zur Darstellung aktivierter
Kupfferzellen mit dem Blaufilter unmittelbar nacheinander mit dem 40x Wasser-
Immersionsobjektiv aufgenommen. Die Anzahl apoptotischer Hepatozyten bzw.
aktivierter Kupfferzellen wurde pro mm? errechnet. Die Analyse kolokalisierter Zellen
erfolgte im Bild zu Bild Vergleich (Abbildung 19), wobei eine unmittelbare rdumliche
Beziehung von apoptotischen Hepatozyten und Kupfferzellen als Kolokalisation
definiert wurde. Die Anzahl der Kolokalisation wird als Prozent aller apoptotischen

Hepatozyten angegeben.
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Abbildung 19: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme apoptotischer Hepatozyten (a) nach
Farbung mit Bisbenzimid und aktivierter Kupfferzellen (b) nach Visualisierung mittels
fluoreszierender Latexpartikel nach LPS-Applikation. Die Abbildungen zeigen das
gleiche Beobachtungsareal, in dem eine Kolokalisation eines apototischen
Hepatozyten und einer Kupfferzelle beobachtet werden kann (—) (Intravitale

Fluoreszenzmikroskopie; 100 um).

4.4.8 Kolokalisation von aktivierten Kupfferzellen mit Leukozyten

Als Indikator fUr die Immunreaktionen innerhalb der Leber infolge LPS-Exposition
diente die quantitative Erfassung der aktivierten Kupfferzellen und stagnierenden
Leukozyten. Die Darstellung aktivierter Kupfferzellen erfolgte wie in 4.4.5 dargestellt
mittels fluoreszierender Latexpartikel und die Visualisierung von Leukozyten wie in
4.4.3 beschrieben mittels Rhodamin-6G.

Um die Anzahl der Kolokalisationen von Kupfferzellen und Leukozyten zu
quantifizieren, wurden pro Versuch in randomisierter Abfolge 10 Gesichtsfelder
einerseits zur Visualisierung der Leukozyten mit dem Grunfilter, andererseits zur
Darstellung aktivierter Kupfferzellen mit dem Blaufilter unmittelbar nacheinander mit
dem 40x Wasser-Immersionsobjektiv aufgenommen. Die Anzahl stagnierender
Leukozyten bzw. aktivierter Kupfferzellen wurde pro mm? errechnet. Die Analyse
kolokalisierter Zellen erfolgte im Bild zu Bild Vergleich (Abbildung 20), wobei eine
unmittelbare raumliche Beziehung von Leukozyten und Kupfferzellen als

Kolokalisation definiert wurde.
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Abbildung 20: Auflicht-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme stagnierender Leukozyten (a) nach
Farbung mit Rhodamin-6G und aktivierter Kupfferzellen (b) nach Visualisierung mittels
fluoreszierender Latexpartikel nach LPS-Applikation. Die Abbildungen zeigen das

gleiche Beobachtungsareal, in dem eine Kolokalisation eines Leukozyten und einer

Kupfferzelle beobachtet werden kann (—) (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie;
100 um).
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4.5 Vollblut- und Serumanalytik

451 Hamatologische Parameter, arterielle Blutgase

Vor Beginn und nach Abschluss der intravitalfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung wurde dem Tier Blut aus dem arteriellen Katheter entnommen. Fur die
Analyse der Blutgase wurde eine heparinisierte Glaskapillare mit ca. 90 ul geftllt und
anschlielfend mit einem Blutgasanalysegerat (Rapid Lab 348, Bayer Diagnostics,
Fernwald, Deutschland) die arteriellen Partialdricke von Sauerstoff und
Kohlendioxid, der pH, die Kalium- und Calciumkonzentrationen, der Hamatokrit, der
Bicarbonatwert sowie der Baseniberschuss bestimmt.

Zur Erstellung des Differentialblutbildes wurde arterielles Blut in einem 200 pl
EDTA-R6hrchen gesammelt und anschlieBend wurde mit Hilfe eines
Blutanalysegerates (KX-21, Sysmex, Norderstedt, Deutschland) die systemische
Lymphozyten-, Thrombozyten- und Leukozytenkonzentration sowie der systemische

Hamatokrit bestimmit.

4.5.2 Bestimmung leberspezifischer Enzyme im Serum

Zum Nachweis leberspezifischer Enzyme erfolgte die Asservierung von arteriellem
Vollblut. Durch Zentrifugation (4000 x g; 10 min; Raumtemperatur) wurde Serum flr
die Bestimmung der Aktivitdt von Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-
Aminotransferase (ASAT) bei -20°C asserviert. Die Messung der Serum-
Enzymaktivitat erfolgte in einem Serumanalysegerat (Automatic Analyzer 704,

Hitachi, Boehringer, Mannheim, Deutschland).
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4.6 Histologie und Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten als Semi-Dinnschnitt-
Praparationen. Lebergewebe der Lappen, die nicht mikroskopiert werden, wurde
nach der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie entnommen und in 4% Phosphat-
gepuffertem Formalin innerhalb von 2-3 Tagen fixiert und nachfolgend in Paraffin

eingebettet.

4.6.1 TUNEL-Analyse zum Nachweis der hepatozelluldaren Apoptose
und ED1 als Makrophagenmarker

Die in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeschnitte wurden entparaffiniert und mit
Proteinase K destruiert. Anschlieend wurde eine immunhistochemische Farbung
gegen DNA-Strang-Briiche durchgefihrt. Dabei wurde das ApopTag in Situ
Apoptose Detektions-Kit (ApopTag, Chemicon International, Inc., Temecula, CA,
USA) verwendet. Die Visualisierung lysosomaler Antigene erfolgte indirekt durch die
Markierung mit dem primaren monoklonalen Maus Anti-Ratten ED1 Antikérper (ED1
Serotec MCA 341R, Serotec, Raleigh, NC, USA) und dem sekund&ren monoklonalen
Ziegen Anti-Maus/Ratten  Antikdrper (DAKO, Hamburg, Deutschland) und
anschlie3ender Visualisierung mittels Fuchsin als Chromogen (Fuchsin Substrat

Chromogen, DAKO, Hamburg, Deutschland). Nach Farbung mit Hamalaun nach

Meyer wurden die Schnitte eingebettet.

Abbildung 21: Lichtmikroskopische Abbildung
einer Simultanfarbung des Lebergewebes mit
I dem in Situ Apoptose Detektions-Kit (TUNEL)
3 (Beispiel —) und dem monoklonalen Maus
Anti-Ratten ED1 Antikérper (Beispiel *). Die
Abbildung zeigt apoptotische Hepatozyten (—)
und Kupfferzellen (*).
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4.6.2 Auswertung der Schnittpraparate

Die Auswertung der immunhistochemischen Schnitte erfolgte an einem Zeiss
Mikroskop (Axioskop 40, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines
40x Objektives (Achroplan, 0,65NA).

Die gefarbten Semi-Dinnschnitt-Praparationen wurden einzeln ausgewertet.
Von jedem Schnitt wurden 30 Gesichtsfelder (HPF) ausgezahit und die Anzahl ED1-
und ApopTag-positiv gefarbter Zellen pro HPF bestimmt. Gleichzeitig wurde die
Anzahl von Kolokalisationen apoptotischer Hepatozyten und aktivierter Kupfferzellen

erfasst.

4.7 Experimentelles Protokoll

Ziel der Untersuchung war es, mikrozirkulatorische Schéden der Leber, die Folge
einer durch LPS induzierten Sepsis sind, ndher zu charakterisieren und zu
analysieren. Ferner war die Leukozytenkinetik und die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion, welche Ausdruck der Abwehrreaktion sind, sowie eine Interaktion von
aktivierten Kupfferzellen bzw. Leukozyten und apoptotischen Hepatozyten quantitativ

zu erfassen.

4.71 Versuchsgruppen

Es erfolgte bei insgesamt 16 Tieren eine Applikation von LPS in einer Konzentration
von 10 mg/kg KG. Hierbei wurde bei 10 Tieren LPS intraperitoneal appliziert. 6
Stunden nach LPS-Exposition erfolgte der chirurgische Eingriff, wie unter 4.3
ausfuhrlich beschrieben. Des weiteren wurden 6 Tiere 16 Stunden nach intravendser
LPS-Injektion préapariert und untersucht.

Kontrolltiere erhielten eine intravendse bzw. intraperitoneale Injektion
aquivalenter Volumina physiologischer NaCl-Lésung. Die Anzahl der mit NaCl-

L&sung behandelten Tiere betrug 4 fir die intraperitoneale und 5 fiir die intravendse

53



Material und Methoden

Injektion. Die chirurgische Praparation der Kontrolltiere erfolgte nach dem

identischen Protokoll.

4.7.2 Versuchsablauf

Wahrend der chirurgischen Praparation, die detailliert in 4.3 dargestellt wurde,
erfolgte eine kontinuierliche Aufzeichnung der systemischen H&modynamik
(Herzfrequenz, arterieller Blutdruck). Basale Messungen, wie die Bestimmung der
Blutgase und der Vollblutparameter erfolgten unmittelbar nach der Praparation der
Halsgefalle sowie vor und nach der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Die
intravitalfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zur Analyse der hepatischen

Mikrozirkulation umfassten folgende Parameter:

1) sinusoidales Perfusionsversagen (siehe 4.4.1)

2) parenchymale NADH-Autofluoreszenz (siehe 4.4.2)

3) Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (siehe 4.4.3 und 4.4.4)

4) sinusoidal und venular lokalisierte Makrophagen (siehe 4.4.5 und 4.4.6)

5) apoptotische Hepatozyten sowie aktivierte Kupfferzellen und deren
Kolokalisation (siehe 4.4.7)

6) aktivierte Kupfferzellen sowie Leukozyten und deren Kolokalisation
(siehe 4.4.8)

Nach den intravitalfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen erfolgte die
Bestimmung der systemischen Hamodynamik sowie die Entnahme arterieller
Blutproben fir die Bestimmung der Blutgase, Elektrolyte, des Blutbildes und
leberspezifischer Enzyme (ASAT, ALAT). Zum Ende des chirurgischen Eingriffs

wurde die Leber enthommen.

Fur histologische und immunhistochemische Untersuchungen wurden von Tieren

jeder Gruppe Gewebepraparate angefertigt.
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4.7.3 Statistik

Samtliche Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM)
angegeben. Die Mittelwerte der einzelnen Parameter setzen sich aus den
individuellen Werten der Versuchstiere zusammen. Die Werte der Kontrolltiere
(intraperitoneale sowie intravendse Injektion von physiologischer Kochsalzlésung)
wurden zu einer Gruppe zusammengefasst. Dies gilt fir die grafische Darstellung als
auch fur die statistische Evaluation.

Die statistische Evaluation erfolgte mittels des Softwarepaketes SigmaStat
(Jandel Cooperation St. Rafael, CA, USA). Nach Bestétigung der Normalverteilung
der Werte erfolgte der Paarvergleich (Holm-Sidak Methode, Kruskal Wallis
Varianzanalyse, Mann-Whitney Ranksummentest bzw. t-Test) zwischen den

einzelnen Gruppen. Unterschiede wurden bei p<0,05 als signifikant angesehen.
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5.1

5.1.1

Ergebnisse

Mikrozirkulation in der Leber

Ergebnisse

Sinusoidales Perfusionsversagen

Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes Na-Fluoreszein konnte mit Hilfe der

Intravitalfluoreszenzmikroskopie die Perfusion in den einzelnen Lobuli untersucht

werden. Bereits nach 6-stiindiger Endotoxindmie (i.p. Injektion) konnte bei Tieren der

LPS-Gruppe ein signifikanter Anstieg nicht-perfundierter Sinusoide auf 17,5 + 3,4%

im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe (0,8 + 0,26%) beobachtet werden. Nach

16-stlindiger Endotoxinadmie (i.v. Injektion) verschlechterte sich die nutritive Perfusion

bei Tieren der LPS-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe noch weiter und betrug
20,5 £ 3,4%.

30

25 +

20 +

15 +

10 -

nicht-perfundierte Sinusoide [%)]

Abbildung 22: Anzahl nicht-perfundierter
Sinusoide (relativ zur Gesamtzahl aller
sichtbaren Sinusoide, die eine virtuelle Linie
kreuzen) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n =
6) nach i.v. Exposition von E. coli LPS (10
mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl
behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n =
9). Mittelwert + SEM. Kruskal Wallis

Varianzanalyse: * p<0,05 vs NaCl.
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5.1.2 Gewebeoxygenierung (parenchymatése NADH-Autofluoreszenz)

Die zellulare Sauerstoffversorgung als Folge der nutritiven Perfusion korreliert
negativ. mit dem zelluldaren NADH-Gehalt. Die parenchymatése NADH-
Autofluoreszenz wird zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen im UV-
Filter noch vor Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe erfasst. Sowohl 6 h (103,5 + 9,8
r.E.) als auch 16 h (90,7 + 9,8 r.E.) nach LPS-Exposition war im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe (83,5 £ 6,1 r.E.) eine leichte, jedoch nicht signifikante Zunahme der

NADH-Autofluoreszenz im Sinne einer Gewebehypoxie zu verzeichnen.

— 120
i Abbildung 23: Parenchymatése NADH-
% 100 4 Autofluoreszenz (Indikator der
§ T Gewebeoxygenierung) in relativen Einheiten
é 80 ftir 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n = 6) nach
§ i.v. Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG
:ID': 60 in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl behandelte
<Z’: Tiere dienten als Kontrolle (n = 9). Mittelwert
2 40- + SEM.
©
S
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5.2 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der Leber

5.21 Venulare Leukozytenkinetik

Mittels i.v.-Applikation von Rhodamin-6G zur in vivo Farbung von Leukozyten wurde
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in postsinusoidalen Venolen untersucht.
Jeder GefalRabschnitt wurde Uber eine Zeitdauer von 20 Sekunden aufgenommen.
Wahrend frei flieBende Leukozyten bei der Gefal3passage keine Interaktion mit der
GefalRwand haben, wurden die Zelle als rollend definiert, die eine imaginar durch das
Gefal® gelegte Linie mit <2/5 der Geschwindigkeit der Leukozyten, die mit
Zentralstromgeschwindigkeit flossen, passierten. Leukozyten, die sich nicht
fortbewegten, wurden als adhérent definiert.

Sowohl nach 6- als auch nach 16-stiindiger LPS-Exposition konnte eine Zunahme
der Zell-Zell-Interaktionen beobachtet werden, wobei die Fraktion rollender
Leukozyten 6 h (23,7 + 3,5%) und 16 h (20,0 £ 1,8%) nach LPS-Exposition
gegeniber der Kontrollgruppe (9,4 + 2,3%) signifikant erhéht waren (Abbildung 24a).
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Abbildung 24: Prozentualer Anteil (a) langsam am Endothel postsinusoidaler Venolen entlang
rollender Leukozyten (relativ zur Gesamtzahl aller bewegten Leukozyten) und (b)
Anzahl adhérenter Leukozyten am mikrovaskuldren Endothel postsinusoidaler
Venolen (angegeben als Zellen pro mm?) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n = 6) nach
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i.v. Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl
behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n = 9). Mittelwert + SEM. Holm-Sidak Test: *
p<0,05 vs NaCl.

Weiterhin kam es zu einem Anstieg der venularen Leukozytenadhdrenz mit einer
signifikanten Erhéhung der Leukozytenzahl 6h nach Induktion der Endotoxindmie
(267,7 + 53,5mm?) und einer weniger starken Zunahme nach 16-stiindiger
Endotoxinamie (164,6 + 52,5mm™) gegenlber der Kontrollgruppe (86,9 + 21,8mm™)
(Abbildung 24b).

5.2.2 Sinusoidale Leukozytenkinetik

Die Analyse der sinusoidalen Leukozytenadharenz zeigte 6 Stunden nach LPS-
Applikation (61,0 + 12,3mm™) eine signifikante Erhohung gegentiber der
Kontrollgruppe (37,0 + 8,6mm™) und der Gruppe mit 16-stiindiger Endotoxinamie.
Nach 16-stiindiger Endotoxinamie (27,5 + 3,8mm™) zeigte sich im Vergleich zur
Kontrolle eine Abnahme der Leukozytenadhérenz, die jedoch nicht signifikant war
(Abbildung 25).

Abbildung 25: Sinusoidale Leukozyten-
80 - Hi Stase (angegeben als Zellen pro mm?) 6 h (n

*%

= 10) nach ip. und 16 h (n = 6) nach i.v.
Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG in
0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl behandelte
Tiere dienten als Kontrolle (n = 9;). Mittelwert
+ SEM. Holm-Sidak Methode: ** p<0,05 vs
NaCl. Holm-Sidak Test: ## p<0,05 vs LPS
(16h iv).
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5.3 Hepatozellulare Apoptose

5.3.1 Apoptotische Parenchymschaden in der Leber

Die intravitalmikroskopische Untersuchung der hepatozelluldren Apoptose zeigt
sowohl 6 (3,5 + 0,8mm™) als auch 16 Stunden (3,4 + 0,6mm™) nach LPS-Applikation
ein vermehrtes Auftreten von apoptotischen Hepatozyten im Vergleich zur
Kontrollgruppe (2,0 0,8mm‘2). Eine Zunahme der Apoptoserate von der 6- zur 16-

stindigen Endotoxindmie war nicht zu beobachten.

5

Abbildung 26: Hepatozelluldre Apoptose
g (angegeben als Zellen pro mm? 6 h (n = 10)
E 47 nach i.p. und 16 h (n = 6) nach i.v. Exposition
C
o von E. coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger
% 3~ NaCl-Lésung). NaCl behandelte Tiere dienten
o
& —‘7 als Kontrolle (n = 9). Mittelwert + SEM.
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5.3.2 Nachweis von apoptotischen Hepatozyten mit der TUNEL-

Analyse

Mittels immunochemischer Farbung mit der TUNEL-Analyse wurde die
hepatozelluldre Apoptose quantifiziert.

Die Analyse der hepatozellularen Apoptose ergab nach 6-stiindiger Endotoxinamie
(10,5 + 1,1mm™) einen signifikanten Anstieg und nach 16 Stunden (6,9 + 0,8mm™?)
eine leichte Erhéhung der hepatozellularen Apoptose gegeniber der Kontrollgruppe
(4,2 + 0,7mm).
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14 Abbildung ~ 27:  Mittels  TUNEL-Analyse

12 - o nachgewiesene hepatozellulére Apoptose
(angegeben als Zellen pro mm? 6 h (n = 10) nach

10 i.p. und 16 h (n = 6) nach i.v. Exposition von E. coli
LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl

81 behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n = 9;).

6 - Mittelwert + SEM. T-Test und Mann-Whitney

T Ranksummentest: ** p<0,05 vs NaCl.

4 -

2 -

0

0

54 Kupfferzellen

5.4.1 Phagozytoseleistung der Kupfferzellen und die zonale

Verteilung in den Sinusoiden

Zur Untersuchung der Phagozytoseaktivitat leberstadndiger Makrophagen wurden
wahrend der intravitalmikroskopischen  Aufnahmen  Fluoreszein-markierte
Latexpartikel (Latexbeads) intraarteriell injiziert. Als phagozytiert wurden Beads
definiert, die ihre Position innerhalb des Beobachtungsfeldes und wahrend des
Beobachtungszeitraums (mindestens 5 Minuten) nicht &nderten. Die Zahl der
phagozytierten Latexpartikel ging als Prozentzahl aller im jeweiligen Gesichtsfeld

sichtbaren Partikel in die Analyse ein.

Die Auswertung der Aufnahmen ergab eine deutliche Erhéhung der Anzahl
adharenter Latexpartikel 6 Stunden nach LPS-Injektion und im Gegensatz dazu eine
Erniedrigung adharenter Latexpartikel 16 Stunden nach Injektion gegenlber der
Kontrolle. Die Veranderungen nach 6-stindiger Endotoxindmie waren gegeniber der

Kontrollgruppe signifikant (Abbildung 28a).
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Abbildung 28: (a) Sinusoidal adhédrente Latexpartikel (angegeben als Zellen pro mm? und
(b) deren zonale Verteilung in den Sinusoiden (angegeben als prozentualer
Anteil an der Gesamtzahl adhé&renter Partikel) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h
(n=6) nach i.v. Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-
Lésung). NaCl behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n = 9). Mittelwert +
SEM. Holm-Sidak Test * p<0,05 vs NaCl, ** p<0,01 vs NaCl, # p<0,05 vs LPS

(6 h ip).

Anhand der Analyse konnte eine Veranderung der zonalen Verteilung phagozytierter
Latexpartikel erfasst werden. So kam es sowohl nach 6- als auch 16-stindiger
Endotoxindmie zu einer Verschiebung der Phagozytose von Latexpartikeln in die
peripheren Sinusoidabschnitte. 6 Stunden nach LPS-Injektion konnte gegeniber der
Kontrolle eine signifikante Zunahme phagozytierter Partikel in der midzonalen Zone
beobachtet werden. Diese war durch eine Umverteilung der Phagozytoseleistung von
periportal nach midzonal gekennzeichnet und fiel 6 Stunden nach LPS-Injektion
gegenuber der Kontrolle signifikant aus. 16 Stunden nach induzierter Endotoxinamie
konnte gegenlber der Kontrolle eine leichte Abnahme der periportalen
Phagozytoseleistung und resultierend eine geringfligige Zunahme phagozytierter
Latexpartikel midzonal und perizentral bei insgesamt  verringerter

Phagozytoseleistung beobachtet werden (Abbildung 28b).
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5.4.2 Nachweis von Kupfferzellen mit der ED1-Farbung

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Kupfferzell-Zahl erfolgte der Nachweis
mittels ED1-Antikdrper. Nach 6-stindiger Endotoxindmie (14,1 + 1,1mm'2) konnte
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl ED1-positiver Zellen im Vergleich zur
Kontrolle (13,5 + 1,7mm™) festgestellt werden. Die Anzahl ED1-positiver Zellen war
16 Stunden (21,5 + 1,8mm™) nach LPS-Injektion deutlich, jedoch nicht signifikant
erhéht (Abbildung 29).

25 Abbildung 29: ED1-positive Zellen (angegeben
als Zellen pro mm? 6 h (n = 10) nach i.p. und
c'E' 20 16 h (n=6) nach i.v. Exposition von E. coli LPS
£ (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl
c
= 15 4 behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n = 9).
[}
E} 1 Mittelwert + SEM.
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5.5 Kolokalisation von apoptotischen Hepatozyten und

Kupfferzellen

Die Analyse der Kolokalisation apoptotischer Hepatozyten und aktivierter
Kupfferzellen erfolgte zum einen mit der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie und
zum anderen mittels der immunhistochemischen Farbung mit ED1-Antikérpern zum
Nachweis von Kupfferzellen und TUNEL-Markierung zur Visualisierung apoptotischer

Hepatozyten.
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Mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie konnte keine Kolokalisation
von aktivierten Kupfferzellen mit apoptotischen Hepatozyten in der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu fihrte die 6- und 16-stindige
Endotoxindmie zu einer Kolokalisation beider Zelltypen. Die Kolokalisation von
Kupfferzellen mit apoptotischen Hepatozyten betrug nach 6 Stunden 8,0 + 4,5% bei
allen im Beobachtungsfeld sichtbaren apoptotischen Hepatozyten (Abb 30a). Im
Gegensatz hierzu waren lediglich 1,3 £ 0,6% aller sichtbaren aktivierten Kupfferzellen
in direkter Nachbarschaft mit apoptotischen Hepatozyten zu sehen (Abbildung 30b).
16 Stunden nach LPS-Injektion war die Zahl der Kolokalisationen weniger stark
ausgepragt und durch eine direkte Nachbarschaft von 5,4 + 2,5% aller sichtbaren
apoptotischen Hepatozyten sowie 0,9 £ 0,4% aller im Beobachtungsfeld lokalisierter

Kupfferzellen gekennzeichnet (Abbildung 30b).
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Abbildung 30: Kolokalisation aktivierter Kupfferzellen mit apoptotischen Hepatozyten ausgehend von
(a) apoptotischen Hepatozyten und (b) aktivierten Kupfferzellen (angegeben als
prozentualer Anteil) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n=6) nach i.v. Exposition von E.
coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-L6ésung). NaCl behandelte Tiere dienten als
Kontrolle (n = 9). Mittelwert + SEM.
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Oben genannte Beobachtung des vermehrten Auftretens von Kolokalisationen von
Kupfferzellen und apoptotischen Hepatozyten konnte auch durch die
immunhistochemische Farbung mit ED1-Antikérper und gleichzeitige TUNEL-
Analyse bestéatigt werden. Weiterhin lie3 sich die direkte Nachbarschaft von
Kupfferzellen und apoptotischen Hepatozyten, die Phagozytose apoptotischer
Hepatozyten durch Kupfferzellen und die Endozytose mit resultierender
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Zellvergrofierung von Kupfferzellen visualisieren (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Lichtmikroskopische Bilder einer Simultanfarbung des Lebergewebes mit dem In situ
apoptosis detection kit assay (TUNEL) und dem monoklonalen Maus anti-Ratte ED1
Antik6rper. Dargestellt sind verschiedene Stadien der Zell-Zell-Interaktion. Es sind die
Aufnahme und Einverleibung von apoptotischen Hepatozyten durch Kupfferzellen(—)
(a) und die Endozytose von apoptotischen Hepatozyten mit Gré8enzunahme der
Kupfferzellen (*) (b) abgebildet (x100 Ol-immersionsobjektiv).

Die quantitative Analyse der Kolokalisationen von Kupfferzellen und apoptotischen
Hepatozyten unter Kontrollbedingungen zeigte nur eine geringe Anzahl in direkter
Nachbarschaft liegender ED1-positiver Zellen und TUNEL-positiver Hepatozyten
(Abbildung 32). Sowohl 6 als auch 16 Stunden nach LPS-Exposition kam es zu

einem deutlichen Anstieg um das 5- bis 10-fache der Zell-Zell-Interaktionen.
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Abbildung 32: Kolokalisation ED1-positiver Zellen (aktivierte Kupfferzellen) mit apoptotischen
Hepatozyten ausgehend von (a) apoptotischen Hepatozyten und (b) ED1-positiven
Zellen (angegeben als prozentualer Anteil) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n=6) nach
i.v. Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-L6ésung). NaCl
behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n = 9). Mittelwert + SEM. t-Test * p<0,05 vs
NaCl.

5.6 Kolokalisation von aktivierten Kupfferzellen und Leukozyten

Mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erfolgte die Analyse der
Kolokalisation von aktivierten Kupfferzellen und Leukozyten.

Unter Kontrollbedingungen lagen 5,8 £ 3,8% aller sichtbaren adharenten Leukozyten
in direkter Nachbarschaft zu aktivierten Kupfferzellen und 6,6 = 5,0% aller
visualisierten adharenten Leukozyten in Beziehung zu aktivierten Kupfferzellen.

Weder 6- noch 16-stiindige LPS-Exposition beeinflul3te die Zell-Zell-Interaktionen.
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Abbildung 33: Kolokalisation aktivierter Kupfferzellen mit adhdrenten Leukozyten ausgehend von (a)
adhérenten Leukozyten und (b) aktivierten Kupfferzellen (angegeben als prozentualer
Anteil) 6 h (n = 10) nach i.p. und 16 h (n=6) nach i.v. Exposition von E. coli LPS (10
mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n
= 9). Mittelwert + SEM.

5.7 Spezifische Enzyme im Serum

Zur Durchfiihrung der laborchemischen Untersuchung des Serums auf die Aktivitaten
der Transaminasen (ASAT, ALAT) wurden die nach Versuchsende asservierten
Serumproben aufgetaut und die Serum-Aktivitdten spektrophotometrisch bestimmt
(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Aktivitadt der (a) Alanin-Aminotransferase (ALAT) bzw. (b) Aspartat-Aminotransferase
(ASAT) im Serum (angegeben in U/l) als Parameter zur Beurteilung der
hepatozelluléren Integritdt 6 h (n = 10) nach ip. und 16 h (n = 6) nach i.v. LPS-
Exposition von E. coli LPS (10 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Lésung). NaCl behandelte
Tiere dienten als Kontrolle (n = 9). Mittelwert £ SEM. Mann-Whitney Ranksummentest:
* p<0,05 vs NaCl.

Die Analyse der Serum-Aktivitdten zeigte nach 6- und 16-stiindiger Endotoxindmie
eine deutliche Erhéhung auf das 2- bis 3-fache der Aktivitdten im Vergleich zur
Kontrolle, wobei die Zunahme nach 6 Stunden grél3er als nach 16 Stunden war. Der
Anstieg der ASAT-Aktivitdt 6 Stunden nach LPS-Injektion war im Vergleich zur

Kontrolle signifikant erhéht.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methoden

6.1.1 Diskussion des Modells

Die vorliegende Untersuchung zur Analyse der mikrovaskularen und zelluléren
Veranderungen der Leber nach Induktion einer Endotoxindmie wurde an spontan
atmenden, laparotomierten Ratten mit intraperitonealer Narkose durchgefihrt.

Zum Studium der Pathogenese der Schadigung der Leber oder einzelner
Zellpopulationen der Leber durch Endotoxin sind verschiedene Modelle etabliert. Ein
wesentliches Auswahlkriterium fir das Modell ist die der Studie zugrunde liegende
Fragestellung, das heil’t es erfolgt eine problembezogene Auswahl des Modells
(Wortha und Adams, 1992). Isolierte und kultivierte Zellen ermdéglichen die
Beobachtung direkter Auswirkungen von Endotoxin auf die entsprechenden
Zellpopulationen sowie die Analyse von Pathomechanismen Endotoxin-bedingter
Zellschadigung (Mavier et al., 1988). Isoliert perfundierte Organe zeigen die
Auswirkung von Endotoxin auf das gesamte Organ, unter Einbeziehung
verschiedener Zellpopulationen innerhalb des Organs (Nolan und O’Connel, 1965).
Nachteile der genannten in vitro- und ex vivo-Methoden mit Betrachtung isolierter
Zellpopulationen oder Organe sind die fehlenden komplexen Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Zellpopulationen eines Organs beziehungsweise zwischen
verschiedenen Organen sowie die Nichterfassung systemischer Veranderungen im
Rahmen der Endotoxindmie (McCuskey, 1986). Im Gegensatz hierzu bietet die
Untersuchung am intakten Organismus den Vorteil, dass aul’er der Schadigung der
Leber vor dem Hintergrund der Endotoxin-bedingten Veranderungen des gesamten
Organismus auch die Beeinflussung der Leber durch andere Organsysteme erfasst
werden (Vollmar et al., 1993). Das in dieser Studie gewahlte in vivo-Modell
ermoglicht sowohl die Betrachtung des Endotoxin-vermittelten Leberschadens als
auch die Erfassung interferierender lokaler und systemischer Effekte (Menger und
Lehr, 1993).

Der Nachteil der angewendeten Intravitalfluoreszenzmikroskopie besteht in
der vorausgehenden chirurgischen Manipulation des Versuchstieres, die eine

Narkose des Tieres zwingend erforderlich macht. Das in diesen Versuchen
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verwendete Anasthetikum Pentobarbital wird nach intraperitonealer Applikation und
folgender Resorption in der Leber metabolisiert. Trotz einer bekannten Induktion von
leberspezifischen Enzymen und Einflissen auf das kardiovaskulare und
respiratorische System wurde Pentobarbital vorzugsweise als Narkotikum verwendet,
da es neben einer schnellen Narkoseeinleitung auch den Vorteil der Unterdriickung
nozizeptiver Reflexe bietet. Das Wissen um die Enzyminduktion sollte bei der
Beurteilung der laborchemischen Analyse der Transaminasen bertcksichtigt werden.
An der Niere und am Herz ist eine Interaktion der Barbiturate auf Ebene der Nikotin-
Amid-Dinukleotid-reduzierenden =~ Dehydrogenase mit der  mitochondrialen
Atmungskette gezeigt worden (Chance et al., 1962; Renault et al., 1987). Bei der
Verwendung von Pentobarbital flihrt eine Erhéhung der verwendeten Dosis Uber 50
mg/kg KG zu Effekten wie Blutdruckabfall, myokardiale Insuffizienz und
Atemdepression (Longneker und Seyde, 1986). In dem verwendeten
Versuchsaufbau wurde die Narkose mit Hilfe der Vitalparameter (Blutdruck,
Herzfrequenz, Atemfrequenz, Reaktion auf Schmerzreize) gesteuert und damit

Nebenwirkungen aufgrund Uberdosierung verhindert.

Die Intravitalfluoreszenzmikroskopie der Leber erfordert, die Tiere zu laparotomieren
und den linken Leberlappen auszulagern. Diese Manipulationen fiihren
gegebenenfalls zu einer Perfusionsveranderung der Leber (Gelman, 1976; Bohrer et
al., 1981; Gelman et al., 1987). Gelman bezeichnet das chirurgische Trauma sogar
als Hauptursache fir eine gestdrte Leberdurchblutung bei abdominellen Eingriffen.
Messungen der Leberdurchblutung mit Hilfe radioaktiv markierter Mikrospharen an
Ratten ergaben jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen laparotomierten

und nicht-laparotomierten Tieren (Kerner, 1993).

Die Auslagerung des linken Leberlappens zur intravitalmikroskopischen
Untersuchung erfolgte in Links-Seitenlage bei 45° Rotation des Leberlappens entlang
der Langsachse des in Rickenlage fixierten Tieres. Der Leberlappen wurde zur
Verminderung der Atemexkursion auf ein Stativ ausgelagert, zur Erreichung einer
planen Untersuchungsflache rotiert und die offenliegende Flache mit NaCl-Lésung
superfundiert sowie mit einem Deckglas abgedeckt. Bei diesem Mandéver besteht
prinzipiell die Mdglichkeit der Beeinflussung der Leberperfusion. Vergleichende

Messungen koénnen methodenimmanent am wachen Tier (Laparotomie und
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Auslagerung linker Leberlappen) nicht durchgefihrt werden. Durch die Rotation des
Tieres und die Auslagerung der Leber auf ein Stativ konnte eine Beeintrachtigung

der Leberperfusion weitestgehend vermieden werden.

Die Endotoxinamie wurde durch eine einmalige intraperitoneale beziehungsweise
intravendse Injektion von Lipopolysaccharid von E.coli, Serotyp O128:B12, induziert.
Das LPS wurde vor Applikation in steriler 0,9%-iger NaCl-L6ésung in einer
Konzentration von 2 mg/ml gel6ést und den Versuchstieren unter Etherkurznarkose in
einer Dosis von 5 mg/kg KG appliziert. Die intravitalmikroskopische Untersuchung
der Leber erfolgte 6 Stunden (Vollmar et al., 2002) beziehungsweise 16 Stunden
(Schaefer et al., 2003) nach der Endotoxin-Applikation Gber einen Zeitraum von circa
45 Minuten. In der Literatur finden sich verschiedene Ansatze zur Induktion einer
Sepsis. So wird neben der Coecumligatur mit anschlieBender Punktion (CLP) zur
Induktion einer polymikrobiellen Sepsis (Chaundry et al., 1979) die Colon-
Ascendens-Stent-Peritonitis (CASP) (Weighardt et al., 2000) beschrieben. Diese
Modelle dienen der Simulation einer Peritonitis und Sepsis, wie sie typischerweise
nach abdominalchirurgischen Eingriffen auftreten. Hierbei bildet eine Mischflora aus
Darmbakterien das Erregerspektrum. Im Gegensatz hierzu wird bei der intravenésen
und intraperitonealen Injektion von LPS (Vollmar et al., 1995), Lipoteichonsaure
(Kajikawa et al., 1998) oder Peptidoglykan (Vijtiuk et al., 1993) ein Bestandteil der
duleren Zellmembran gram-negativer oder -positiver Bakterien appliziert. Diese
Methoden dienen weniger der Simulation eines bestimmten Krankheitsbildes,
sondern der Induktion einer Endotoxindmie zur Aufklarung der Wirkung einzelner
Toxine auf den Organismus und spezifischer Reaktionen auf zelluldrer und
molekularer Ebene (Jirillo et al., 2002). Die letztgenannten Modelle sind jedoch zu
bevorzugen, da sie im Gegensatz zur Sepsis bei CLP bei einer geringeren
Schwankungsbreite eine standardisierte Antwort bewirken.

Mehrere Studien zeigten in der Anwendung der verschiedenen Modelle zur
Untersuchung der Pathophysiologie der Sepsis und des septischen Schocks
widerspruchliche Ergebnisse (Papova et al., 1971; Lundsgaard-Hansen et al., 1972;
Postel et al., 1975). Diese Widerspruche warfen Zweifel an der klinischen Bedeutung
der Endotoxin-Injektion zum Studium der Pathogenese der Sepsis auf. In der

Literatur finden sich auch widersprichliche Aussagen zu Art und Dauer (Bolus
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Injektion versus langsame Infusion) der LPS-Applikation (Petrucco et al., 1972;
Postel et al., 1975).

Grund des in dieser Studie benutzten Modells mit intraperitonealer bzw. intravendser
Bolus-Injektion von LPS ist die Standardisierbarkeit, die einfache Durchfiihrung unter
Etherkurznarkose und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Studien (Li et
al., 2004; Eipel et al., 2004).

6.1.2 Diskussion der Untersuchungsmethoden

Als Untersuchungstechnik wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie gewahlt, die
im Gegensatz zu zahlreichen anderen Untersuchungstechniken wie Laser-Doppler
Flowmetrie (Arvidsson et al., 1988) oder der Mikrospharen-Technik (Vollmar et al.,
1992) den Vorteil der direkten Visualisierung und Analyse der oberflachlichen
Mikrozirkulation bietet. Mit ihrer Hilfe kénnen die Durchblutung von Arteriolen,
Kapillaren und Venolen dargestellt und dynamische Veranderungen innerhalb der
Mikrostrombahn beobachtet werden (Menger et al., 1991). Hierin ist die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie den oben genannten indirekten Verfahren als direkte
Methode Uberlegen.

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Leber ist seit der Erstbeschreibung
durch Knisely (Knisely, 1936; Knisely, 1939) eine etablierte Untersuchungsmethode,
die bislang an verschiedenen Tiermodellen wie Mausen (Rappaport, 1977),
Hamstern und Ratten (Menger et al., 1991) sowie Kaninchen (McCuskey, 1966) und
Groftieren, wie Hunden und Affen (Bloch, 1955) angewandt wurde.

Neben der Epi-lllumination steht noch die Technik der Trans-lllumination zur
Verfligung, welche jedoch sehr dinne Gewebedicken erfordert, was die
Untersuchung der Leber auf die &ullersten 0,5-1 mm des Leberlappenrandes
beschrankt. Hierdurch wirde zum einen die Zahl untersuchbarer Azini limitiert, zum
anderen ist die Untersuchung des Leberrandes durch mégliche Gewebealterationen
im Rahmen mechanischer Manipulationen der Auslagerung und durch moégliche
Austrocknung wahrend der Mikroskopie in ihrer Aussagekraft eingeschrankt.
Weiterhin ist - physiologisch bedingt - die Perfusion der Sinusoide in den
Randbereichen der Leber reduziert (Eguchi et al., 1991).
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Nur die Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen und die Durchfihrung der Epi-
llluminationstechnik erlaubt die intravitalmikroskopische Untersuchung gréRerer
Leberareale mit gleichzeitiger quantitativer Analyse sowohl mikrozirkulatorischer
Parameter als auch zelluldrer Mechanismen. Ein relevanter Parameter der nutritiven
Perfusion ist die Bestimmung der sinusoidalen Perfusionsrate nach Kontrastfarbung
des Parenchyms mittels Na-Fluoreszein. Nach Mikroskopie mehrerer Lobuli und
Aufnahme auf Videoband erfolgte die off-line Analyse. Die Auswertung der
hepatischen Mikrozirkulation erfolgte mit Hilfe standardisierter Schablonen, die auf
den Monitor aufgelegt wurden und definierte Lobulus-Segmente markierten. Mittels
der Schablone, die eine zonale Unterteilung der Lobuli nach Rappaport (Rappaport,
1973) ermdglichte, erfolgte eine Auswertung verschiedener Parameter innerhalb der
drei Zonen (periportal, midzonal, perizentral). In der vorliegenden Studie wurde in der
midzonalen Zone der prozentuale Anteil nicht-perfundierter Sinusoide betrachtet.
Hierzu wurde bei der off-line Auswertung midzonal eine virtuelle Linie senkrecht zur
Blutflussrichtung gezogen. Die Anzahl der perfundierten und nicht-perfundierten
diese Linie senkrecht kreuzenden Sinusoide wurde bestimmt und zueinander in
Relation gesetzt. Diese Methode der quantitativen Erfassung der Mikrozirkulation
wurde bereits im Rahmen verschiedener Untersuchungen wie Endotoxindmie
(Vollmar et al., 1993; Vollmar et al., 2002), Ischadmie/Reperfusion (Vollmar et al.,

1994) und Lebertransplantation (Post et al., 1992) wiederholt angewandt.

Resultante der nutritiven Perfusion ist die Gewebeoxygenierung. Diese kann
mit Hilfe der intravitalmikroskopischen Analyse der Leberoberflaiche ohne vorherige
Anfarbung im UV-Licht beurteilt und quantifiziert werden (Burkhardt et al., 1998).
Grundlage dieses Verfahrens ist die Autofluoreszenz von NADH, welches bei der
Beleuchtung mit ultraviolettem Licht angeregt wird und unter Zerfall der
Doppelbindungen seinerseits Licht emittiert. NADH akkumuliert im Rahmen der
oxidativen Phosphorylierung bei mangelnder Sauerstoff-Versorgung der Zelle. Die
emittierte Lichtmenge entspricht dem Gewebegehalt an NADH, welcher negativ
proportional mit der Gewebeoxygenierung korreliert. Die Autofluoreszenz kann nach
Ausbleichen der ebenfalls unter UV-Beleuchtung fluoreszierenden Ito-Zellen
densitometrisch gemessen werden. Die Quantifizierung erfolgt in arbitraren Einheiten
(Vollmar et al., 1997).
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Zur Untersuchung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie kann der Farbstoff Rhodamin-6G zur in vivo-Farbung
genutzt werden. Nach intravitaler Applikation kumuliert Rhodamin-6G in Granula von
Leukozyten und Thrombozyten. Die lllumination der Leber mit Licht der Wellenlange
530-560 nm (Vollmar et al., 1994b; Vollmar et al., 2002; Eipel et al., 2004) im
Grinlicht-Filter erlaubt die selektive Beurteilung der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen. Die Leukozytenstase bzw. -adhd&renz wurde in den hepatischen
Sinusoiden und den postsinusoidalen Venulen quantitativ ausgewertet. Die direkte
Visualisierung der dynamischen Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen durch die
intravitale Fluoreszenzmikroskopie und deren Aufzeichnung auf Videokassette
erlaubt eine wiederholte off-line Analyse und Auswertung der intrahepatischen
Leukozytenrekrutierung. Die Differenzierung von Leukozyten und Thrombozyten
erfolgte anhand der Zellgrofle. Innerhalb der Sinusoide wurde die Leukostase
untersucht, wobei diejenigen Leukozyten als stagnierend definiert wurden, welche
sich wahrend des Beobachtungszeitraumes von 20 Sekunden nicht bewegten
(Vollmar et al., 1994c; Schaefer et al., 2003; Eipel et al., 2004). Dieselbe Definition
wurde zur Untersuchung der Leukozyten-Adhdsion in postsinusoidalen Venulen

angewandt (Eipel et al., 2004).

Zur Untersuchung des apoptotischen Zelltodes wurde den Untersuchungstieren
Bisbenzimid (Hoechst 33342) intravends appliziert. Dieser Farbstoff farbt in vivo die
Nuclei der Hepatozyten und ermdéglicht unter Verwendung eines UV-Filters die
Beurteilung der Kernmorphologie und der Chromatinkondensation (Hacker, 2000).
Damit wird eine Aussage Uber den apoptotischen Zelltod von Hepatozyten
ermdglicht. Die intravitalmikroskopische Untersuchung des apoptotischen Zelltodes
ist eine standardisierte Methode und sowohl in vitro (Boer, 2003), ex vivo (El-Gibaly
et al., 2004) als auch in vivo (Schaefer et al., 2003) anwendbar. Es ist gezeigt
worden, dass die hepatozelluldre Apoptose ein friiher und mdéglicherweise sogar
kausaler Faktor des entziindlichen Leberversagens (Leist et al., 1995) und des
Ischamie/Reperfusionsschadens (Rudiger et al.,, 2003) ist. Somit ist die
Untersuchung des apoptotischen Zelltodes von Bedeutung. Ebenfalls ist bekannt,
dass apoptotische Hepatozyten chemotaktisch auf Neutrophile wirken und somit die

Entziindungsreaktion im Rahmen einer Sepsis verstarken kénnen (Lawson et al.,
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1998). Die so rekrutierten Leukozyten emigrieren in das Leberparenchym und tragen

ihrerseits durch Freisetzung toxischer Mediatoren zum zelluldren Schaden bei.

Die Visualisierung der Kupfferzellen und deren Phagozytoseaktivitét erfolgte indirekt,
indem den Versuchstieren eine standardisierte Menge (6 x 108/kg KG) (Vollmar et al.,
1994a) fluoreszierender Latex-Partikel intraarteriell appliziert wurde. Diese Partikel
mit einem Durchmesser von 1.1 ym werden von den Kupfferzellen phagozytiert. Die
Geschwindigkeit der Elimination der Partikel aus dem Blut Iasst Rickschlisse auf die
Phagozytoseleistung der Kupfferzellen zu. Es ist bekannt, dass die Kupfferzell-
Phagozytoseaktivitat bei Ischamie/Reperfusion der Leber (Vollmar et al., 1994a)
unterdriickt wird und dass eine Blockade der Kupfferzellen durch Gadolinium-Chlorid
(GdCl3) die Leber gegen einen deletaren LPS-induzierten parenchymatdsen
Schaden schitzt (Vollmar et al., 1996).

Um die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie zu verifizieren, wurden aus dem nach
Versuchsende asservierten Gewebe histologische Praparate gefertigt und mit
ApopTag/TUNEL Analyse bzw. monoklonalem Maus Anti-Ratten ED1 Antikérper
visualisiert.

In der Literatur finden sich Beschreibungen verschiedener Methoden zum
Nachweis hepatozelluldrer Apoptose. So steht eine rein morphologische
Begutachtung der Zellkerne am HE-Schnitt (Jaeschke et al., 2001) verschiedenen
biochemischen Verfahren, wie z.B. immunhistochemischen Féarbungen von
Gewebeschnitten gegen Enzyme, die wahrend des apoptotischen Zelltodes aktiv
sind (Caspasen), sowie dem Nachweis von DNA-Strangbriichen (TUNEL-Analyse)
(Kohli et al., 1999) gegeniiber.

Makrophagen stellen eine heterogene Gruppe von Zellen unterschiedlicher
Morphologie, Biochemie, Funktion, sekretorischer Produktion und
Oberflachenphanotypen dar (Adams und Hamilton, 1984; Hirsch und Gordon, 1982;
Twomey et al., 1983; Unanue et al., 1984). Diese Charakteristika bedingen den
Gesamtphénotyp der Makrophagen, welcher sich je nach Lokalisation in
verschiedenen Organen unterscheidet. Die Expression der Marker, welche durch
monoklonale Antikérper identifiziert werden kénnen, ist aufgrund der Lokalisation der

Makrophagen in verschiedenen Geweben unterschiedlich (Dijkstra et al., 1985; Ishii
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et al., 1984; Robinson et al., 1986). Die Visualisierung der Lebermakrophagen
erfolgte mittels immunhistochemischer ED1-Farbung, da sie die Mehrheit sowohl der
Gewebs- als auch der freien Makrophagen erfasst (Dijkstra et al., 1985).

Als Apoptose bezeichnet man den genetisch programmierten Zelltod. In der
Literatur ist eine Vielzahl von Methoden zum Nachweis der Apoptose beschrieben
(Strange et al., 1995; Sgonc et al., 1994; Darzynkiewicz et al., 1994). Die Apoptose
ist unter anderem durch komplexe zelluldre Vorgange wie Zellschrumpfung,
Chromatinmargination, Membran-Blebbing, Kernkondensation und -segmentierung
sowie den Zerfall in Apoptosekérperchen, die phagozytiert werden kdnnen
(Darzynkiewicz et al., 1997; Kerr und Harmon, 1991; Majno und Joris 1995),
charakterisiert. Der DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellen folgen innerhalb
von Stunden der Zelltod und die Phagozytose der Restkdrperchen (Bursch et al.,
1990). Der Nachweis von DNA-Fragmentierung erfolgt in der vorliegenden Studie
Uber die Markierung freier 3’'-OH-Enden in DNA-Strangbriichen mittels modifizierter
Nukleotide unter Nutzung des ApopTag in Situ Apoptose Detektions-Kits (Gavrieli et
al., 1992). Hierbei werden sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbriiche detektiert
(Majno und Joris, 1995). Eine medikamenteninduzierte Schadigung der DNA, aulRer
wenn sie mit Apoptose einhergeht (Chapman et al., 1995), sowie normale bzw.
proliferierende Kerne werden nicht angezeigt. Noch bevor es zum Untergang des
Nucleus, dem Hauptmerkmal der Apoptose, kommt, kann der Nachweis von
Chromatinkondensation und DNA-Strangbrichen mittels ApopTag-Farbung zu einem
sehr frihen Zeitpunkt der Apoptose erfolgen (Anttanasio und Schiffer, 1995;
Chapman et al., 1995).

Als Nachweis der zelluldren Integritdt und des Ausmales des hepatozelluldren
Schadens wurden die Lebertransaminasen im Serum spektrophotometrisch
bestimmt. Eine Erhéhung der Transaminasenkonzentration weist auf eine gestorte
zelluldre Integritédt der Hepatozyten, die das Ubertreten der zytoplasmatischen
Enzyme in das Blut ermdéglicht und sich dort bei jeder zelluldren Schadigung findet,
hin. Ein fortgeschrittener Zellschaden, wie Zellnekrose, kann laborchemisch durch
eine Konzentrationserhéhung mitochondrialer Enzyme nachgewiesen werden. Es
wurde gezeigt, dass der Ubertritt zytoplasmatischer Enzyme in das Blut tiber eine
akute vaskulare Freisetzung stattfindet, welche jedoch nicht automatisch mit einem

Zelluntergang einhergeht (Nishimura et al.,, 1986). So ist eine Erhéhung der
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Konzentration zytosolischer Enzyme auch bei reversiblen Zellschadigungen
nachweisbar und somit auch zum Nachweis akuten oder temporéren Zellschadens

oder einer Stérung der Zellmembran-Integritat geeignet.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Auswertung der leberspezifischen Enzyme im Serum ergab zu beiden
untersuchten Zeitpunkten nach LPS-Exposition gegentber Tieren der Kontrollgruppe
erhdhte Enzymaktivitdten. Es ist bekannt, dass eine gesteigerte Serumaktivitat der
Transaminasen eine hepatozelluldre Funktionsschadigung bis hin zum Zelluntergang

anzeigen kann (Nishimura et al., 1986).

Die systemische Endotoxindmie fiihrte nach 6 und 16 Stunden zu einer massiven
Beeintrachtigung der sinusoidalen Perfusion mit Perfusionsausféllen von 17,5% bzw.
20,5%. Diese deutliche Beeintrachtigung der Mikrozirkulation spiegelt sich auch in
einer Erhéhung der NADH-Werte wider, welche als Indikator der aus der
Mikrozirkulationsstérung resultierenden Gewebshypoxie dienen.

Es ist bekannt, dass die Stérung der Mikrozirkulation signifikant zur Manifestation
des Organversagens beitragt (Vollmar et al., 1993). Als Ursache hierfir wird ein
Zusammenspiel von Obstruktion der Sinusoide durch Mikrothromben (Kuroe et al.,
1991) oder Leukozyten (Ferguson et al., 1993), Verlegung des sinusoidalen Lumens
durch Schwellung (Leaf, 1973) von Endothelzellen (Vollmar et al., 1994a),
Kupfferzellen (McCuskey et al., 1982; McCuskey et al., 1983) und Hepatozyten
(Clemens et al, 1985) sowie Widerstandserhbhung durch sinusoidale
Vasokonstriktion (Bauer et al., 1994b) diskutiert.

Begleitend zur Mikrozirkulationsstérung der Leber konnte eine ausgepragte
inflammatorische Antwort auf das injizierte Endotoxin beobachtet werden, welche
durch eine mikrovaskuldre Leukozytenrekrutierung charakterisiert wurde. Sowohl
nach 6- als auch 16-stindiger Endotoxindmie konnten zum Teil massive
Ansammlungen von Entzindungszellen entsprechend zahlreicher anderer Studien
beobachtet werden (Vollmar et al., 1993). In den postsinusoidalen Venolen kam es

zu einem signifikant vermehrten Auftreten rollender (,primare“ Interaktion mit dem
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Endothel) und adhérenter (,sekundéare” Interaktion) Leukozyten, deren Interaktion mit
dem Endothel als zwingende Voraussetzung der transendothelialen Migration und
Infiltration in das Gewebe gilt (von Adrian et al., 1991). Eine signifikante Erhéhung
der sinusoidalen Leukozyten-Stase, welche nach 6-stiindiger Endotoxindmie
beobachtet werden konnte, entspricht Ergebnissen anderer Studien unserer
Arbeitsgruppe (Eipel et al., 2004). Im Widerspruch hierzu steht die verminderte
sinusoidale Leukozyten-Stase 16 Stunden nach LPS-Exposition. Diese Beobachtung
legt die Vermutung nahe, dass die Applikationsart, intraperitoneal vs. intravends,
Einfluss auf die systemische bzw. lokale Stimulation der Entziindungsreaktion und
organspezifischen Leukozytenrekrutierung hat.

Im Gegensatz zur Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den postsinusoidalen
Venolen, sind in sinusoidalen Gefalabschnitten die Selektine ELAM-1 und CDG62
nicht an der ,primaren” Zell-Zell-Interaktion (,rolling’) beteiligt (Steinhoff et al., 1993).

Die intravitalmikroskopische Untersuchung der Phagozytoseaktivitdt der
Kupfferzellen ergab 6 Stunden nach LPS-Applikation eine signifikant erhéhte Anzahl
aktiver Kupfferzellen mit einer Verschiebung des zonalen Gradienten adhéarenter
Latexpartikel in midzonale Abschnitte der Sinusoide zu Ungunsten der Adhérenz in
periportalen Abschnitten. Die Verschiebung des Gradienten konnte auch in weniger
starker Auspragung nach 16-stindiger Endotoxindmie beobachtet werden.

Der zonale Gradient, d.h. die bevorzugte periportale Adh&renz von Latexpartikeln
entlang der Sinusoide der Leber unter physiologischen Bedingungen, resultiert aus
der raschen proximalen Adhédrenz bei der ersten Passage der Latexpartikel (first
pass effect’) und ist somit nicht beweisend fir eine héhere Phagozytoseaktivitat der
Kupfferzellen in der periportalen Zone gegeniber der midzonalen sowie
perizentralen Zone. An der isoliert perfundierten Leber konnte nachgewiesen
werden, dass die Phagozytose von Latexpartikeln periportal héher ist, wenn das
Verhéltnis adharenter zu zirkulierenden Partikeln betrachtet wird (Te Koppele und
Thurman, 1990). Die Verschiebung der Adhédrenz der Latexpartikel nach
,Sstromabwarts“, wie nach 6- und 16-stiindiger Endotoxindmie beobachtet werden
konnte, ist daher Indikator einer reduzierten Aktivitat von Kupfferzellen in proximalen
GefalRabschnitten mit erhéhter Rekrutierung midzonaler bzw. perizentraler

Kupfferzellen.
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Bei Verlangerung der Endotoxindmiedauer mit beobachteter Abnahme der

absoluten Anzahl adhérenter Latexpartikel kann eine Schadigung bzw.
Einschrénkung der Kupfferzellaktivitdt vermutet werden, ahnlich wie sie in Modellen
der Ischdmie und Reperfusion beschrieben wurde (Crafa et al., 1991).
Mdglicherweise ist auch eine LPS-bedingte Verringerung der hepatischen Clearance
und Beglnstigung einer Translokation von Bakterien des intestinalen Lumens in das
portale Venensystem (Deitch et al., 1987) mit resultierender Abséattigung der
Phagozyten mit Opsoninen (Saba, 1970) von Bedeutung.
Die immunhistochemische Untersuchung mittels ED1-Farbung ergab 16 Stunden
nach LPS-Applikation eine deutliche Erhéhung der Anzahl ED1-positiver Zellen
gegenuber der Kontrollgruppe und einer 6-stiindigen Endotoxinamie. Wird von einer
gleich groRen Anzahl ortssténdiger Makrophagen/Kupfferzellen in den 3
Untersuchungsgruppen ausgegangen, kann nach 16-stindiger Endotoxindmie eine
Zunahme der Anzahl eingewanderter Makrophagen angenommen werden, da der
ED1-Antikérper an Antigene ortsstéandiger als auch eingewanderter Makrophagen
bindet (Dijkstra et al., 1985). Als Ursache ist ein direkter Zusammenhang zwischen
endotoxamischer Stimulationsdauer und Makrophagenrekrutierung als Ausdruck der
korpereigenen Immunabwehr zu sehen. Die Makrophagenpopulation der Leber ist
bedeutend fur die Elimination des zirkulierenden LPS (Uchikura et al., 2004). Sie
antwortet auf diesen Stimulus mit einer Expression und Induktion inflammatorischer
Zytokine (z.B. TNF-a, IL-6) und einer Vielzahl von Mediatoren, wie reaktiven
Sauerstoffspezies, Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL) und FAS Liganden
(Uchikura et al., 2004; Jaeschke et al., 2002; Canbay et al., 2003; Gregory und Wing,
2002; Papathanassoglou et al., 2000).

Die Apoptose als Ausdruck des genetisch programmierten Zelltodes wurde anfangs
als nicht-inflammatorisches Ereignis, welches ohne weitere Konsequenzen fur das
umliegende Gewebe verlauft, charakterisiert. Unter pathophysiologischen
Bedingungen wurde deutlich, dass die hepatozellulare Apoptose chaotisch und nicht-
selektiv ablauft und wesentlich zur Entziindungsreaktion der Leber beitragen kann
(Canbay et al., 2003).

Der Endotoxin-bedingte parenchymatése Schaden, welcher durch

Zellkerndegeneration, -kondensation, Kern-DNA-Degradation und Phagozytose von
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Zellbestandteilen gekennzeichnet ist (Haslett und Savill, 2001), konnte
intravitalmikroskopisch  durch die Manifestation der Apoptose-spezifischen
kernmorphologischen Verédnderungen nachgewiesen werden und zeigte sich zu
beiden Zeitpunkten der Endotoxindmie in einer erhdéhten Anzahl apoptotischer
Hepatozyten. Dieses Ergebnis bestatigt die Daten anderer Studien der eigenen
Arbeitsgruppe (Eipel et al., 2004) und konnte zusétzlich durch die histochemische
Farbung mittels ApopTag-Antikdrper gefestigt werden. Nach 6- und 16-stiindiger
Endotoxindmie zeigte sich eine Zunahme TUNEL-positiver Hepatozyten. Die nicht-
signifikant erhdéhte Anzahl TUNEL-positiver Hepatozyten nach 16-stindiger
Endotoxindmie kann auf eine weit fortgeschrittene zelluldre Desintegration
hinweisen, welche eine Anfarbbarkeit mittels ApopTag/TUNEL-Analyse verhindert.
Die gesteigerte Makrophagenrekrutierung tréagt ihererseits zu einer raschen
Elimination apoptotischer Hepatozyten bei und kénnte somit die Reduktion der Zahl
an TUNEL-positiven Hepatozyten nach 16-stindiger Endotoxindmie mitverursacht
haben.

Simultan zu Abrdumvorgangen apoptotischer Hepatozyten durch Kupfferzellen
wird die Expression von Apoptose-induzierenden Liganden  stimuliert. Diese
,Todesrezeptoren’ bewirken ihrerseits eine Férderung der hepatozelluldren Apoptose

im Sinne eines circulus vitiosus (Canbay et al., 2003).

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass der hepatozellulare Zelltod
ein komplexes Zusammenspiel parenchymaler und nicht-parenchymaler Leberzellen
ist und haufig durch eine Kooperation der Zellen verursacht wird (Dini et al., 2002). In
dieser hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine signifikante Erhéhung der
Kolokalisation apoptotischer Hepatozyten mit aktivierten Kupfferzellen in LPS-
exponierten Tieren. Im Gegensatz hierzu zeigte die Anzahl der Kolokalisationen von
stagnierenden Leukozyten in den Sinusoiden und aktivierten Kupfferzellen nach
LPS-Exposition keinen wesentlichen Unterschied im Vergleich zur Kontrolle.

Jaeschke und Smith zeigten bereits die Bedeutung der direkten Adhdasion von
Leukozyten und Hepatozyten fur die Vermittlung des Parenchymzellschadens der
Leber. Genaue Mechanismen der Adhésion und Signalwege bleiben weiterhin jedoch
unklar (Jaeschke und Smith, 1997). An der isoliert perfundierten Rattenleber konnte
durch Sindram et al. gezeigt werden, dass Kupfferzellen an dem durch Leukozyten

und Plattchen vermittelten Leberschaden beteiligt sind (Sindram et al., 2001). Die
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Autoren schlussfolgerten, dass die Interaktion zwischen Kupfferzellen, Plattchen und
Leukozyten essentiell in der Vermittlung des Reperfusionsschadens ist. Dies erklart
moglicherweise, warum in vorangegangenen Studien, welche Modelle mit blutfreiem
Perfusat nutzten, die Kupfferzell-Depletion keinen Einfluss auf den
Ischamie/Reperfusions-Schaden hatte (Imamura et al., 1995; Reinders et al., 1997).
An LPS- und IL-1-behandelten M&usen konnte elektronenmikroskopisch eine
Translokation von Plattchen in hepatische Sinusoide und weiterfiihrend in den Disse-
Raum beobachtet werden. Von dort traten einige dieser Zellen in Kontakt mit
Hepatozyten. Diese Translokation konnte nicht an Kupferzell-depletierten Mausen
beobachtet werden (Nakamura et al., 1998). Weiterhin wurde berichtet, dass die
Adhasion zwischen aktivierten Kupfferzellen und Endothelzellen in den hepatischen
Sinusoiden essentiell fur den nekrotischen Gewebeuntergang der Leber ist (Arai et
al., 1993; Ando et al., 1994). Zusammenfassend zeigen diese Studien, dass sowohl
die Anwesenheit aktivierter Kupfferzellen, Leukozyten und Plattchen, als auch deren
Interaktion miteinander zur vollstandigen Aktivierung des Entziindungsprozesses
notwendig sind. Im Gegensatz zu diesem Antigen-vermittelten unspezifischen
Entzindungsprozess konnte fur die Antigen-spezifische, von zytotoxischen T-
Lymphozyten vermittelte Immunantwort der Leber gezeigt werden, dass die
hepatozelluldre Apoptose die Konsequenz der Aktivierung zytotoxischer T-
Lymphozyten und weniger die der Kupfferzellen ist (Ando et al., 1994).

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass es zu einer
Kolokalisation von apoptotischen Hepatozyten mit Leukozyten, nicht aber mit
Plattchen kommt (Eipel et al., 1994). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die
Endotoxindmie in einer Zunahme der Kolokalisation aktivierter Kupfferzellen mit
apoptotischen Hepatozyten, aber nicht mit stagnierenden Leukozyten resultiert. Dies
l&sst den Schlul® zu, dass fur die Vermittlung der hepatozelluldaren Apoptose durch
aktivierte Leukozyten kein direkter Zell-Zell-Kontakt mit Kupfferzellen erforderlich ist.
Die Bedeutung der Kupfferzellen wird auch daraus ersichtlich, dass es unter
Anwesenheit von Kupfferzellen durch LPS-Stimulation zur hepatozellularen Apoptose
kommt. Eine Inaktivierung von Kupfferzellen durch Gadoliniumchlorid verhinderte
dagegen neben der Aktivierung von Caspase-3 auch die hepatozelluldre Apoptose
(Hamada et al., 1999). Arii und Imamura zeigten im Modell der kalten Konservierung
und Reperfusion der Leber eine Abnahme der Leukozyten-Akkumulation auf

annéhernd das Niveau der Kontrollgruppe. Dies wurde nicht nur nach Vorbehandlung
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mit einem anti-ICAM-Antikérper, sondern auch nach Inhibierung der Kupfferzellen
mittels Gadoliniumchlorid beobachtet. Hieraus wird die Bedeutung der Kupfferzellen
fur die Initialisierung und Begunstigung des endotoxadmischen Leberschadens
ersichtlich (Arii und Imamura, 2000).

In der vorliegenden Arbeit flihrt die systemische Endotoxindmie nach 6 und 16
Stunden zu einer deutlichen Zunahme der direkten Nachbarschaft von apoptotischen
Hepatozyten mit aktivierten Kupfferzellen auf mehr als 8% beziehungsweise 5%. Im
Gegensatz hierzu fanden sich nur ca. 1 % aller stimulierten Kupfferzellen in direktem
Kontakt mit apoptotischen Leberzellen. Es ist daher anzunehmen, dass durch den
apoptotischen Zelltod die in Nachbarschaft gelegenen Makrophagen zur

Phagozytose der Apoptosekdrperchen angeregt werden.
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7 Zusammenfassung

Das multiple Organversagen nach Endotoxindmie/Sepsis steht mit seiner hohen
Mortalitat im Zentrum des Intresses von Forschungsprojekten, die sich mit der
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze zur Behandlung von Intensivpatienten

beschéftigen.

Gegenstand dieser Arbeit war die quantitative in vivo Analyse der hepatischen
Mikrozirkulation der Ratte unter besonderer Berucksichtigung der nutritiven
Perfusion, der Aktivierung und Zell-Zell-Interaktion von Leukozyten, Endothelien,

apoptotischen Hepatozyten und Kupfferzellen nach Endotoxinédmie.

Zur Analyse der mikrovaskularen und zelluldaren Antwort der Leber bei
Endotoxindmie erfolgte die Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation 6
Stunden und 16 Stunden nach einmaliger intraperitonealer bzw. intravendser LPS-

Applikation.

Als Untersuchungstechnik zur Analyse der hepatischen Mikrozirkulation wurde
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie verwendet, welche die direkte Visualisierung
individueller Segmente der hepatischen Mikrozirkulation erlaubte. So war eine
detaillierte quantitative Erfassung dynamischer Prozesse wie der sinusoidalen
Perfusion, der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, der Phagozytoseaktivitdt der
Kupfferzellen, der Anzahl apoptotischer Hepatozyten sowie der Kolokalisation von
Kupfferzellen, Leukozyten und apoptotischen Hepatozyten méglich. Zur Festigung
dieser Daten erfolgte die histochemische Farbung apoptotischer Hepatozyten und
Kupfferzellen mittels ApopTag/TUNEL Analyse und ED1 Makrophagenmarker mit

nachfolgender Auswertung der Schnittpraparate.

Der Endotoxin-induzierte Gewebeschaden der Leber ist durch das sinusoidale
Perfusionsversagen, die Beeintrachtigung der Gewebeoxygenierung sowie die
Aktivierung von Leukozyten und die Beeintrachtigung der hepatozellularen Integritat

mit nachfolgendem parenchymatésen und nicht-parenchymatésen Zellschaden
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gekennzeichnet. Das sinusoidale Perfusionsversagen fuhrt aufgrund einer Hypoxie
zum Gewebeschaden. Die primédre Aktivierung und Akkumulation von Leukozyten
geht dem spateren Leberschaden voraus und besitzt moglicherweise eine
Triggerfunktion in der Vermittlung der Hepatotoxizitdt durch Endotoxin. Die Zunahme
der Kommunikation/Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel,
als Ausdruck der inflammatorischen Antwort, fuhrt zu einer endothelialen
Desintegration, einem progredienten Perfusionsausfall und folgend zur
Parenchymzellschddigung. Von gro3er Bedeutung in der Vermittlung des
Leberschadens nach Endotoxingabe ist die Aktivierung von Kupfferzellen. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Endotoxindmie in einer Zunahme der
Kolokalisation aktivierter Kupfferzellen mit apoptotischen Hepatozyten, aber nicht mit
stagnierenden Leukozyten resultiert. Dies lasst den Schluss zu, dass fur die
Vermittlung der hepatozellularen Apoptose durch aktivierte Leukozyten kein direkter
Zell-Zell-Kontakt mit Kupfferzellen erforderlich ist.

In weiterfiihrenden Untersuchungen bleibt zu kladren, in welchem MalRe die
Freisetzung von Mediatoren durch Kupfferzellen an der Vermittlung des
apoptotischen Zelltodes beteiligt ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Einblick in die zelluldren und mikrovaskuléaren
Verédnderungen der Leber wahrend des septischen Geschehens und leisten somit

einen Beitrag zum Verstandnis dieses Krankheitsbildes.
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8 Perspektive

Die durch Endotoxinamie ausgel6ste Vielfalt zellularer und humoraler Antworten mit
der Konsequenz einer Organschédigung lasst sich nur bedingt durch kausal-
therapeutische Mallnahmen, welche frihzeitig in die komplexen Reaktionskaskaden
eingreifen, verhindern. Neben der Standardtherapie (Herdsanierung, Antibiotika) und
den konventionell adjuvanten Behandlungskonzepten (Wiederherstellung,
Stabilisierung der Vitalfunktionen) (Berger und Beger, 1991) wurden auch Strategien
entwickelt, die auf der Blockierung der Triggerfunktionen von Endotoxin und dessen
Aktivierung verschiedenster Mediatorkaskaden basieren (Berger und Beger, 1991;
Bone, 1991; Held und Trautman, 1991; Giroir, 1993; Neugebauer et al., 1995).

Der Neutralisierung von TNF-a, dem aus Kupfferzellen freigesetzten zentralen

Mediator der Sepsis (Ziegler et al., 1982; Lachmann et al., 1984), wird in der
Therapie der Endotoxindmie/Sepsis grof3e Bedeutung zugeschrieben. Es wurde
gezeigt, dass die systemische TNF-alpha Antikérper-Gabe die Situation septischer
Patienten nicht wesentlich verbessert, jedoch der Einsatz spezifischer
Absorptionstechniken (Bsp. Microspheres-Based Detoxification System) das
septische Geschehen positiv beeinflussen kann. Mit Hilfe von polyklonalen oder
monoklonalen anti-TNF-alpha Antikdrpern beschichteter Beads konnte TNF-alpha
spezifisch reduziert werden, mit der nachfolgenden pathophysiologischen
Konsequenz der signifikanten Reduktion der Monozytenadhasion (Schwarzer-Pfeiffer
et al., 2006). Ein ahnlicher Effekt kann durch den Einsatz von anti-TNF-alpha
wirksamer Medikamente wie Etanercept, Infliximab und Adalimumab erzielt werden
(Sharma und Sharma, 2007).
Anti-TNF-alpha Strategien sind nur mit partiellem Erfolg belegt, weshalb eine
bessere Charakterisierung der Patienten und die gleichzeitige Beeinflussung anderer
die Sepsis beeinflussender Mediatoren den therapeutischen Nutzen steigern kann
(Reinhart und Karzai, 2001).

Kaneider et al. beschrieb 2005 einen neuen therapeutischen Ansatz zur
Behandlung der Sepsis, in dem zellwandpenetrierende Lipopeptide, so genannte
Pepducine, die sowohl an individuelle als auch multiple Chemokin-Rezeptoren

binden, eingesetzt wurden (Kaneider et al., 2005).
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Von Marquez-Velasco et al. konnte gezeigt werden, dass prophylaktisch oral
verabreichtes LPS den Verlauf einer Sepsis bei CLP positiv beeinflusst. Als
zugrundeliegender Mechanismus wird die Modulation der proinflammatorischen
Antwort und die Erhdéhnung der Produktion von IgM und anti-LPS Antikdrpern
angenommen (Marquez-Velasco et al., 2007).

Die Blockade von Endotoxin war weitestgehend mit negativem Erfolg belegt, so dass
nun die spezifische Unterbrechung der ausgelésten Signalkaskade von Interesse ist
(Opal, 2007).

Von klinischer Bedeutung ist rekombinantes humanes aktiviertes Protein C
(rhAPC), welches unter anderem durch die Bindung an den endothelialen Protein C
Rezeptor eine Reduktion der inflammatorischen Antwort von Endothelzellen (Riewald
et al., 2003) und der endothelialen Leukozytenadh&sion bewirkt (Joyce et al., 2001,
Nick et al., 2004). rhAPC ist ein Induktor fur die Expression vielfaltiger anti-
apoptotisch wirkender Gene (Joyce et al., 2001). Die Gabe von rhAPC zusétzlich zur
Standardtherapie kann eingeschrankt empfohlen werden (Dellinger et al., 2004).

Von Meisel et al. konnte gezeigt werden, dass durch den Biomarker-
kontrollierten Einsatz von GM-CSF die Immunkompetenz von Monozyten verbessert
wird (Meisel et al., 2009).

Wie die bereits gewonnenen Erkenntnisse zeigen, sind noch weitere Studien
erforderlich, um das Verstandnis der komplexen Mechanismen und zelluldren
Wechselwirkungen im Rahmen der Endotoxindmie/Sepsis zu verbessern. Auch nach
dieser Studie bleibt zu kldren, ob und in welchem Male die Freisetzung einer
Kaskade von Todessignalen durch Kupfferzellen, anders als im direkten Zell-Zell-
Kontakt, an der Vermittlung des apoptotischen Zelltodes beteiligt ist.
Zusammenfassend soll die vorliegende Studie zur Erweiterung des Verstédndnisses
der zelluldren Kommunikation im Prozess der LPS-induzierten hepatozelluldren
Apoptose beitragen. In Hinsicht auf die groRe Bedeutung der zelluldaren Apoptose
kann ein besseres Verstdndnis dieser Zell-Zell-Interaktionen zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien mittels einer Regulation des apoptotischen Zelltodes beitragen.
Mogliche Therapiestrategien kénnen sowohl an der ,intrinsischen® als auch an der
Lextrinsischen” Signalkaskade der Vermittlung des apoptotischen Zelltodes ansetzen.
Mdgliche Ziele sind die Caspase-Kaskade (Caspase Inhibition / Protease Inhibition),

die Regulation anti- bzw. proapoptotischer Proteine (z.B. Bcl-2-Familie), die
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Beeinflussung der Todesrezeptoren Fas-FasL (mittels Fas receptor fusion protein)
und die Applikation von siRNA gegen zahlreiche pro-apoptotische Faktoren (Wesch-
Soldato et al., 2007).
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Thesen zur Dissertation

Thesen zur Dissertation

Bedeutung der Kupfferzellen fiir die Vermittlung des Leberschadens bei Sepsis

1. Trotz intensiver klinischer und experimenteller Anstrengungen, die der Sepsis
zugrunde liegenden Pathomechanismen zu verstehen und neue Therapien zu

entwickeln, ist die Mortalitat septischer Patienten unverandert hoch.

2. Die Leber gehért zu den entscheidenden Organen der Abwehrreaktion bei
Sepsis. Daher ist das Leberversagen bei Patienten mit Sepsis wegen dem
damit  einhergehenden Verlust der Synthese-, Exkretions- und
Entgiftungsfunktion von entscheidender Bedeutung fur den weiteren Verlauf

und die Prognose der Patienten.

3. Fur das akute septische Leberversagen sind bisher keine kausalen
Therapieverfahren etabliert. Daher ist die Analyse mit tiefergreifendem
Verstandnis der Pathophysiologie der Sepsis entscheidend, um die
Entwicklung sowohl kausaler als auch adjuvanter Therapiemdéglichkeiten fir

das akute Leberversagen voranzutreiben.

4. Zur Induktion einer Sepsis mit resultierendem akuten Leberschaden wurde in
diesem Forschungsvorhaben den Versuchstieren Lipopolysaccharid (LPS)
injiziert. Es ist sowohl die Betrachtung des Endotoxin-vermittelten
Leberschadens als auch die Erfassung interferierender lokaler und
systemischer Effekte mdglich. Daher ist dieses Modell ideal zur Untersuchung

der Vorgange in der Leber beim septischen Organversagen geeignet.

5. Die sinusoidale Perfusion und das Leukozytenflie3verhalten in Sinusoiden und
Venolen kann in vivo mit Hilfe der Intravitalmikroskopie untersucht werden.
Weiterhin wurden nach Entnahme von Blut- und Gewebeproben histologische,

immunhistochemische und plasmaanalytische Untersuchungen durchgefihrt.
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10.

11.

12.

Thesen zur Dissertation

Zur Beurteilung des apoptotischen Zelltodes wurde histochemisch die TUNEL-
Analyse an Leberschnitten durchgefuhrt. Die Injektion von LPS fuhrt zu einer

Erhdhung der Anzahl TUNEL-positiver Zellen im Vergleich zu Kontrolltieren.

Die immunhistochemische Untersuchung mittels ED1-Farbung zur
Visualisierung von Makrophagen/Kupfferzellen zeigt nach LPS-Applikation
eine deutliche Erhéhung der Anzahl ED1-positiver Zellen gegeniber der
Kontrollgruppe.

LPS-Exposition fuhrt zu einer Erhéhung der Kolokalisation apoptotischer
Hepatozyten mit aktivierten Kupfferzellen aber nicht mit stagnierenden

Leukozyten.

Durch den apoptotischen Zelltod werden die in Nachbarschaft gelegenen

Makrophagen zur Phagozytose der Apoptosekdrperchen angeregt.

LPS-Exposition beeinflusst nicht die Kolokalisation von aktivierten

Kupfferzellen und Leukozyten.

Fur die Vermittlung der hepatozellularen Apoptose durch aktivierte Leukozyten

ist kein direkter Zell-Zell-Kontakt mit Kupfferzellen erforderlich.
In weiterflhrenden Untersuchungen bleibt zu kléren, in welchem Malie die

Freisetzung von Mediatoren durch Kupfferzellen und Leukozyten an der

Vermittlung des apoptotischen Zelltodes beteiligt ist.
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