Einleitung

Die inflammatorische  Reaktion ist ein  wesentlicher, allgemeiner
Abwehrmechanismus des vaskularisierten Gewebes.

Inflammatorische Reaktionen kdnnen durch unterschiedliche Stimuli, wie z.B.
Infektionen, Traumata und Reperfusion nach Ischdmie ausgeldst werden. Die
Inflammation ist notwendig zur Einddmmung des entstandenen Gewebsschadens.
Inflammatorische Reaktionen konnen jedoch auch Uberproportional und
Uberschief?end sein. Dies wird durch ein Verstéarkungssystem, das zusétzliche
Komponenten des Abwehrsystems rekrutiert, erreicht. In diesem System kann es
zum Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren
kommen. Damit kann der primére Abwehrmechanismus potentiell zu ener
Schadigung fuhren [37,38,39]. Bei einigen Einwirkungen treten Schadigungen an
Organen und Geweben erst durch die Uberschief3ende inflammatorischen Reaktion
auf das Primérereignis ein, welches isoliert nicht zu Schadigungen solchen
Ausmal3es gefuhrt hatte.

Stimuli  for die Auddsung enes systemischen inflammatorischen Reaktiors
Syndroms  (SIRS) sind unter anderem chirurgische  Traumata,
Fremdoberflachenkontakt und Ischamie-Reperfusionsvorgénge [100, 101, 102].

Es i sat Jahrzehnten bekannt, dass eine Unterbrechung der Blutversorgung von
Geweben (Ischamie) zu schweren zelluldaren Dysfunktionen und abhéngig von der
Dauer der Ischamie letztendlich zum Zelltod fuhrt. Durch Ischdmien ausgeldste
Krankheiten tragen weltweit entscheiderden Anteil an Morbiditdt und Mortalitat.
Das érztliche therapeutische Handeln zielt zun&chst direkt auf die Wiederherstellung
des Blutflusses ab. Jedoch ist in den letzten 15 Jahren immer offensichtlicher
geworden, dass die Wiederherstellung des Blutflusses in das ischdamische Gewebe
(Reperfusion) diesen Aredlen weiteren Schaden zufligt [2,65-68,70,71]. Diese Art
der Schadigung wird daher auch Ischamie-Reperfusion Schadigung genannt.

Diese hat nicht nur pathologische Konsequenzen fiir das betroffene Gewebe, sondern
in unterschiedlichem Ausmal3 auch fir den gesamten Organismus.

Dabei ist das Ausmald der lokalen und systemischen Inflammation sehr
unterschiedlich, von vielen Begleitumstanden abhangig und letztendlich individuell
nicht vorhersehbar.



In den letzten Jahren wurde das Komplementsystem als ein Haupteffektor des
Reperfusionsschadens erkannt [103,105,107]. Die gemeinsame Endstrecke der
pathophysiologischen Veranderungen bei einem SIRS ist die Stérung der
Mikrozirkulation. Dazu tragen verschiedene Mediatorsysteme und Zellkomponenten
in eéinem Netzwerk von pro- und anti- inflammatorischen M echanismen bel.

Die mikrovaskuldre Schadigung zeigt sich in ener erhdhten vaskuldren
Permeabilitét, in einer Schadigung der vaskularen Endothelzelle und in einer
mikrovaskularen Hamorrhagie. Dadurch kommt es zu einer Funktionsstérung des
Gewebes bzw. Organs. Abb. 1 zeigt einen von mehreren denkbaren Mechanismen
der Aktivierung von Leukozyten und Endothel, die zu Schadigung der
Mikrozirkulation und schliefdich zum SIRS fihren kann.
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Abb.1 Pathophysiologische Veranderungen beim SIRS durch | schamie/Reperfusionsschadigung

Die Grundlagen dieser morphologischen und funktionellen Veréanderungen bilden

Interaktionen zwischen aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten



(PMN, Neutrophile) und aktivierten Endothelzellen sowie die programmierte
Expression von Adhédsionsmolekilen als Grundlage einer Sequenz molekularer
Interaktionen, die zur Margination, Adhasion und transendotheliadlen Migration
zirkulierender Leukozyten ins Gewebe fuhren B6]. Diese Sequenz ist in Abb.2

schematisch dargestellt und wird im Folgenden genauer beschrieben.
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Abb.2 Interaktion von Endothelzellen und Neutrophilen: Expression von Adhasionsmolekiilen nach
Aktivierung [83].

Das Rollen der PMN

Fur den initialen Kontakt zwischen PMN und Endothelzelle ist eine spezielle Gruppe
von Adhéasionsmolekilen, die sogenannten Selektine, verantwortlich. Diese Selektine
bauen Bindungen zwischen PMN im stromenden Blut und Endothel auf. Drel
verschiedene Selektine, konstitutiv auf Leukozyten exprimiertes L-Selektin (CD62L)
sowie das auf aktiviertem Endothel vorkommende P-Selektin (CD62-P) und E-
Selektin (CD62-E), tbernehmen diese Aufgabe.

L-Selektin, das nach Aktivierung der Leukozyten enzymatisch abgespalten wird
(Selektin shedding), bewirkt die initiale Bindung der PMN an das Endothel [30-33].
Diese initiale Bindung fuhrt unmittelbar zu einer rollenden Bewegung der PMN um
die eigene Achse entlang der Endothelbarriere. Das Rollen kommt durch eine
Vielzahl von transienten, repetitiven Bindungen von Selektinen und deren Liganden

zustande, wobei der L-Selektin-Expression besondere Bedeutung zuféllt. Durch diese



Interaktionen, die letzterdlich zum Rollen der PMN fihren, werden die Leukozyten
»eingefangen®” und aus dem Blutstrom abgebremst [54].

Jung et a konnten in Versuchen mit E-und P-Selektin-defizienten Mausen
nachweisen, dass L-Selektin unabhéngig von den anderen Selektinen das Rollen von
Leukozyten sowie die nachfolgende Adhasion induzieren und vermitteln kann [49].
Auch Tedder et ad konnten in Versuchen mit L-Selektin-defizienten Mausen die
prominente Rolle von L-Selektin bel der Rekrutierung von Leukozyten in das
entziindete Gewebe aufzeigen[17].

Die Interaktion von P-Selektin und E-Selektin mit den Liganden auf den PMN
reduziert die Rollgeschwindigkeit und trégt weiter zum Abbremsen der rollenden
Bewegung bei. Die endothelialen Selektine sind induzierbar und weisen
unterschiedliche Kinetiken auf. P-Selektin, welches in Weibel-Pallade-K 6rperchen
in den Endothelzellen préformiert gespeichert ist, wird Minuten nach
Endothel stimulation externalisiert. Die P-Selektin Expression ist jedoch transient und
hat daher ihre Bedeutung vor allem in der Frihphase der Leukozytenmigration [34].
Die Expression von E Selektin erreicht erst nach entsprechender Synthetisierung vier
bis sechs Stunden nach Stimulation maximale Werte, die daraufhin wieder abnehmen
[34,35].

Wahrend des Rollens sind die Granulozyten vermehrt aktivierenden Stimuli
ausgesetzt, insbesondere durch von den Endothel zellen sezernierte Chemokine.
Zusdtzlich vermittelt die direkte Bindung zwischen den Adhésionsmolekilen
aktivierende intrazelluldre Signale (,,outside-in signalling®), die unter anderem auch
zu ener erhdhten Expresson vom [%-Integrin Mac-1 fihren [55]. Die
Hochregulation dieser Integrine auf der Oberflache der Neutrophilen ist fur die
weitere und festere Adhasion der Leukozyten am Endothel von Bedeutung.
Unterbindung des L-Selektin-abhangigen Rollens der Leukozyten [17,28] hemmt die
Migration der PMN in das Gewebe, so dass das Selektin-vermittelte Rollen der
Leukozyten as essentieller Schritt in der frihen Phase der Extravasation der
Neutrophilen am Ort des entztindlichen Geschehens betrachtet werden muf3.



Die Adhasion der Granulozyten

Die néchsten Schritte, das feste Anheften der aktivierten PMN an der Endothelzelle
und die Diapedese, werden von leukozytaren (%-Integrinen (CD11b/CD18) und
endothelialen Adhasionsmolekilen der Immunglobulinklasse (ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1, PECAM-1) vermittelt. Aktivierende Stimuli, unter anderem
Komplementfaktoren und Interleukin 6, fuhren auf Leukozyten zu einer Ehéhung
von funktionellem, d.h. bindungsfdhigem CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) mit
entsprechend hoherer Affinitdt und Aviditét. Auf Endothelzellen fuhren diese
aktivierenden  Stimuli  zu einer erhdohten Expresson von vaskuldren
Adhasionsmolekilen wie z.B. dem ICAM-1, welches als endothelialer Ligand fir
leukozytdres CD11b/CD18 fungiert. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass
die Bindung zwischen L-Selektin und seinen endothelialen Liganden, wie sie beim
Rollen der Leukozyten auftreten, zu einer L-Selektin abhangigen Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten sowie zur verstérkten Expresson von CD11b/CD18
(Mac-1) fihrt [29].

Alle diese phénotypischen Verénderungen gehen einher mit einer Verringerung der
Rollgeschwindigkeit sowie dem Ubertritt der PMN in die feste Adh&sion Parallel
wird im Zuge des Rollens der PMN L-Selektin von der Zellmembran enzymatisch
abgespalten (L-Selektin-shedding) [47,48].

Die CD11b/CD18 — ICAM-1 Bindung ist deutlich stérker als die Bindungen
zwischen den Selektinen und deren Liganden und fuhrt zur festen Adhasion der
PMN an das Endothel. Diese adhdsive Bindung ist durch eine hohe Resistenz
gegeniber den im stromenden Blut auftretenden Scherkraften gekennzeichnet und
Voraussetzung fur die mit hoher Wahrscheinlichkeit nachfolgende transendotheliale

Migration der Granulozyten.

Transendotheliale Migration

Nach der festen Adhdsion beginnen die Granulozyten bel entsprechender
Aktivierung von Endothel und Leukozyt mit einem Haptotaxis genannten Prozess
[8]. Im Verlaufe dieses von Chemokinen (insbesondere endothelial sezerniertes IL-8)
sowie Adhasionsmolekilen (insbesondere PECAM-1, CD11b/CD18) gesteuerten



Vorgangs kommt es zum transzelluldren wie auch parazelluldren Durchtritt der
Neutrophilen durch die Endothelbarriere und damit zur Extravasation von PMN. Die
Aggregation und Sequestration von aktivierten PMNs in der Mikrozirkulation
diverser Organgewebe gilt as Schlusselereignis in der Pathogenese des
Multiorgansversagens (MOF) [20].

Interleukin 6

Neben den aktivierten Granulozyten und den Adhdsionsmolekilen spielen bei der
Vermittlung der mikrovaskuldren Veranderungen weitere Mediatorsysteme eine
Rolle.

Zu den wichtigsten gehéren das Zytokin und das Komplementsystem.

Das Zytokinsystem umfald eine Gruppe von Polypeptidhormonen mit para- und
autokriner Wirkung, die von Leukozyten, Endothelzellen und anderen
immunologisch kompetenten Zellen synthetisiert und sezerniert werden.

Die Zytokine besitzen verschiedene, z.T. antagonistische Effekte auf ihre Zielzellen
und haben sowohl pro- as auch anti-inflammatorische Wirkungen. TNFa, IL-1 und
IL-6 sind die wesentlichen Zytokine, die eine Immunstimulation bis hin zur
Uberschief3enden Inflammation bewirken kénnen. Dagegen wirken IL-10 und IL-13
immunsuppressiv.

Interleukin 6 (IL-6) kann von einer Vielzahl von Zellen produziert werden, unter
anderem von Neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen [16]. Es ist einer der
Hauptmediatoren ener systemischen inflammatorischen Reaktion [2]. Die
Ausschittung von IL-6 wird unter anderem durch IL-1 und TNFa stimuliert [57],
aber auch durch Ischdmie- Reperfusionschadigungen [22,40,42]. Die Sekretion von
IL-6 aus Monozyten kann auch durch aktivierten Komplementfaktor C5a induziert
werden [23]. Selbst geringste Mengen Endotoxin stimulieren signifikante IL-6
Ausschittungen [36]. Erhohte IL-6 Konzentrationen wurden im Rahmen einer Sepsis
[18] sowie nach Trauma [19,21] beobachtet. Interleukin 6 aktiviert PMNSs, stimuliert
die endotheliale Expression von ICAM-1 und steigert die endotheliale Permeabilitét
[41, 43]. Des weiteren induziert IL-6 Expression von Cbha-Rezeptoren in diversen
Organen [104] sowie die hepatische Produktion von Akute Phase Proteinen und gilt
als einer der Hauptmediatoren einer systemischen inflammatorischen Reaktion
(SIRS) [41].
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Komplementsystem

Das Komplementsystem spielt eine SchlUsselrolle in der Entstehung und
Unterhaltung einer systemischen Inflammation. Es besteht aus einem komplizierten
Netzwerk aus Plasma und MembranProteinen und &hnelt damit anderen
Kaskadensystemen, wie z.B. dem Gerinnungssystem, dem Kallikreinsystem oder
dem Fibrinolysesystem. Das Netzwerk und die Komponenten des
Komplementsystems sind schematisch in Abb. 3 dargestellt.

Das Komplementsystem hat die Funktion, Inflammation zu initiieren, Pathogene zu
zerstoren, Immun-Komplexe zu eliminieren sowie Zellmembranen fremdartiger oder
infizierter Zellen zu zerstéren.

Die Aktivierung des Komplementsystem kann auf dem klassischen Weg durch
Interaktion mit gebundenen Immunglobulinen, auf dem alternativen Weg durch
Kontakt mit Oberflachen von Mikroorganismen (z.B. Lipopolysacchariden) sowie
auf dem LektinWeg durch Bindung von mannanosehaltigen Proteinen oder
Kohlenhydraten auf Mikroorganismen an im Serum befindliches mannanbindendes
Lektin erfolgen. Zusétzlich kann Komplement aber auch durch sog. ,, akute Phase"
Proteine (z.B. C- reaktives Protein, Fibrinogen etc.), aktivierten Faktor XII (FXI1a),
Fremdoberflachenkontakt, aber auch im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion
aktiviert werden. Baldwin et al konnten zeigen, dass die Komplementkaskade durch
die pathophysiologischen Ablaufe wahrend Ischdmie und Reperfusion sowohl Uber
den klassischen als auch den alternativen Weg aktiviert wird [69]. Vakevg, A. und
Meri, S. wiesen nach, dass anoxisch geschadigtes Endothel im Gegensatz zu
gesundem Endothel Komplement aktiviert [58]. Invivo und in-vitro Studien deuten
darauf hin, dass das Komplementsystem eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Gewebsschadigung  nach  Ischamie/Reperfusion  spielt  [3-5,84,95]. Allen
Aktivierungswegen gemeinsam ist die Entstehung von Anaphylatoxinen (z.B. C3a,
C5a) und eines terminalen Komplexes (C5b-9), der direkt Membranen von Zielzellen
zerstéren kann. Anaphylatoxine vermitteln verschiedene Entziindungsreaktionen wie
Veranderung der Gefal3permeabilitét, Kontraktion der glatten Muskelzellen,
Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten Degranulation von Phagozyten sowie
Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten [1,109]. Das Anaphylatoxin C5a
wie auch der C5b-9-Komplex besitzen die Fahigkeit, PMNSs zu aktivieren und deren
Produktion und Sekretion von reaktiven Sauerstoff-Spezies, proteolytischen
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Enzymen sowie pro-inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-6) [23] zu stimulieren
[6,7].

Die Cl-Komponente des Komplementsystems gehort zum klassischen Weg der
Komplementaktivierung. Die Kaskade wird durch Interaktion von C1 mit
Immunglobulinen ausgelost, die ihrerseits auf Zelloberflachen oder in
Immunkomplexen gebunden sind. C1 kann aber auch antikdrperunabhéngig unter
anderem durch C-reaktives Protein aktiviert werden [9,10], wodurch die
Phagozytenrekrutierung in das Gewebe verstarkt wird. Weiterhin kann C1 auch
direkt durch geschadigtes Gewebe oder Membran-Proteine antikorperunabhangig
aktiviert werden [11]. C1 besteht strukturell und funktionell aus zwei Bausteinen,
dem C1g-Protein und einem Tetramer aus je zwei C1r und Cls-Molekilen. Uber die
Bindung eines Immunglobulins an die Clg-Untereinheit kommt es zu einer
Konfigurationsanderung des Cl-Komplexes und nachfolgend zur katalytischen
Aktivitst von Cls und Clr, die den weiteren Reaktionsweg der

Komplementaktivierung tber den klassischen Weg einleitet.

KOMPLEMENTSYSTEM

Classical pathway

| Anaphylatoxin 3a— C 3a

Cl1q,C1r,C1s C 3c
Anaphylatoxin 5a- Cba
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Abb.3 Komponenten und Aktivierungswege des Komplementsystems (von Bengtsson/Heidemann).
Die schraffierten Pfeile charakterisieren die Bildung nachfolgender Komponenten, wahrend die
schmalen Pfeile den Zerfall einer Komponente in Spaltprodukte verdeutlichen. SC 5b-9 ist der
l6sliche terminale Komplex der Komplementkaskade, der nach Bindung an Zielzellen als
membrangebundener Komplex C 5b-9(m) diese direkt durch Zellyse zerstéren kann.
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Inhibition des Komplementsystems

Die Komplementaktivierung stellt einen wichtigen Abwehrmechanismus des
Organismus gegen Mikroorganismen dar. Die exzessive Stimulation kann jedoch zu
schweren Schaden fihren. Aus diesem Grunde wurden Wege gesucht, die
Komplementaktivierung abzuschwéchen bzw. zu steuern. Einen maoglichen
Ansatzpunkt dafur bildet der Einsatz von C1-Esterase-1nhibitoren.

Die C1-Untereinheiten C1r und C1s werden durch den Serinproteinaseinhibitor, C1-
Esterase-Inhibitor (C1-INH), gebunden und inaktiviert. Dieses Glykoprotein wird in
Hepatozyten, Endothel zellen, Monozyten und Makrophagen synthetisiert [12].
C1-INH ist der starkste Inhibitor des klassischen Weges der Komplementaktivierung
und der einzige Inaktivator von Cls und C1r [1]. In klrzlich verdffentlichten
Publikationen konnte gezeigt werden, dass C1-INH zusétzlich sowohl den Lektin
Weg [110] als auch den dternativen Weg [106] der Komplementaktivierung
inhibieren kann.

Dariiber hinaus beeinflusst C1-INH neben dem Komplementsystem weitere
Kaskadensysteme, vor allem das Gerinnungssystem, das Kallikrein/Kinin-System
sowie die Fibrinolyse. Dies spiegelt sich in der hemmenden bzw. inaktivierenden
Wirkung von CI1-INH auf Faktor XII und Faktor XI, Kallikrein sowie die
Plasminsynthese wieder [13]. Diese Wirkungen von C1-INH sind schematisch in
Abb. 4 zusammengefalit.
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Abb.4 Beeinflussung des Komplementsystems, des Gerinnungs- und fibrinolytischen Systems durch
C1-INH (modifiziert nach Zeerleder et al [13] ).

Der klinische Einsatz von C1-INH beschrankte sich bisher auf die Therapie des
hereditdren Angioddems bei angeborerem C1-1NH-Mangd [14,86,87]. In den letzten
Jahren wurden einige Studien durchgefihrt, die den Einsatiz von C1-INH bel
inflammatorischen Reaktionen verschiedener Ursachen und im Rahmen von
| schémie-Reperfusions-Vorgéngen untersuchten[89,108].

Murohara, T. et a konnten am Rattenherz im Ischamie-Reperfusionsmodell durch
den Einsatz von C1-INH eine Abnahme der Myokardnekrose sowie eine geringere
Neutrophilenakkumulation nachweisen [15]. Sie wiesen darauf hin, dass durch die
selektive Hemmung des klassischen Wegs der Komplementaktivierung ein besserer
Myokardschutz zu erzielen ist, als durch die Hemmung des alternativen Wegs der
K omplementaktivierung.
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Buerke, M. et al wiesen bel Katzen ebenfalls einen Schutz des Myokards vor
Reperfusionsschéden durch den Einsatz von C1-INH nach [24]. Sie fuhrten diesen
Effekt auf eine Blockade des klassischen Wegs der Komplementaktivierung und auf
eine Hemmung der Interaktion zwischen polymorphkernigen Leukozyten und dem
Endothel zurtick. In einer weiterfihrenden Untersuchung zeigten Buerke, M. et &,
dass durch den Einsatiz von CI1-INH die Expression von endothelialen
Adhasionsmolekilen (P-Selektin  und [ICAM-1) reduziert wird [25]. Durch
intrakoronare Anwendung von C1-INH im Schweinemodell senkten Horstick, G. et
al die Infarktgrofe um 33% [26]. Hack, C.E. et a konnten durch die Gabe von C1-
INH bei Patienten mit septischem Schock die Komplement- und Kontaktaktivierung
vermindern [27].

Die meisten bisherigen Untersuchungen zu den Auswirkungen einer selektiven
Hemmung des Komplementsystems durch C1-INH bezogen sich auf Einflisse, die
direkt das geschadigte Organ oder Gewebe betreffen. Wenig ist jedoch Uber die
Auswirkungen einer Hemmung des Komplementsystems bei einer systemischen

Inflammation bekannt.
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Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die Auswirkungen eines chirurgischen
Traumas sowie einer Ischdmie/Reperfusionsschadigung auf die systemische
inflammatorische Reaktion und die Mikrozirkulation auf3erhalb des ischamischen
Areals sowie die Beeinflussung dieser Prozesse durch C1-INH zu untersuchen.
Hierzu wurde ein Tiermodell an der Ratte konzipiert. Das chirurgische Trauma
wurde durch die Préparation bzw. offene Katheterisierung der grof3en Halsgefalle
und Trachiotomie und Intubation sowie Préparation und chirurgische Freilegung des
M.cremaster ausgel6st. Die |schamie/Reperfusionsschadigung erfolgte durch eine
Tourniquet-1schdmie der hinteren Extremitéten Uber drei Stunden mit nachfolgender
dreistiindiger Reperfusion.

Zur Beantwortung der Frage, ob durch das chirurgische Trauma und die
Ischamie/Reperfusionsschadigung eine systemische Inflammation ausgel6st wird,
wurde Interleukin 6 im Plasma mittels ELISA gemessen. Als Zeichen der
Leukozytenaktivierung wurden die Leukozytenaktivierungsmarker L-Selektin
(CD62L) sowie CD11b/CD18 (CR3) mittels FACS-Anayse bestimmt. Zur
Einschdtzung und Quantifizierung der Auswirkungen obiger Einflusse auf die
Mikrozirkulation wurde das Leukozytenverhalten mittels Intravitalmikroskopie in
postkapilléren Venolen untersucht und arterielle bzw. venose
Blutstromungsgeschwindigkeiten sowie entsprechende Gefal3durchmesser gemessen.
Die Beeinflussung dieser Parameter durch friihe Hemmung des klassischen Weges
der Komplementaktivierung wurde durch systemische Applikation von C1-INH

untersucht.



