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1. Zusammenfassung

1.1. Altersabhéangige Modulation der Endotoxin-induzierten
Schadigung der Rattenleber durch Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF)

Sepsis ist ein hdufiges Krankheitsbild und trotz aller Fortschritte der modernen
Medizin noch immer mit hoher Morbiditit und Mortalitit behaftet. Die klinische
Beobachtung, dass Sepsis-assoziierte Morbiditit und Mortalitit mit dem Alter deutlich
zunimmt, gewinnt aufgrund der sich wandelnden Alterszusammensetzung unserer
Gesellschaft zusdtzlich an Bedeutung.

Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, bekannt geworden als hdmatopoetischer
Wachstumsfaktor, ist zu Beginn der 90er Jahre als immunmodulierendes Agens erkannt
worden und wird mittlerweile adjuvant zur Therapie der Sepsis eingesetzt. Auch
tierexperimentell konnte bei systemischer Endotoxindmie eine Protektion durch G-CSF
beobachtet werden. Unklar ist jedoch, inwieweit eine derartige Immunmodulation auch im
Alter von Erfolg ist.

Unter Verwendung eines altersgestaffelten Tiermodells mit Ratten von 3, 12 und 24
Monaten galt es daher zu kldren, inwieweit G-CSF in Abhidngigkeit zum Alter bei
systemischer Endotoxindmie protektiv ist. Dies untersuchten wir anhand der systemischen
Zytokin-Freisetzung und der lokalen mikrovaskuliren Schiddigung der Leber, die
intravitalmikroskopisch erfasst wurde.

Tiere aller Altersgruppen erhielten Endotoxin (10mg/kg i.v.) und randomisiert 1 h vor
Endotoxin-Gabe entweder G-CSF (200pg/kg 1i.v.) oder Trédgerlosung. Die intravital-
mikroskopische Untersuchung und die Gewinnung der Blutproben erfolgte 6 Stunden nach
Endotoxinexposition.

Da im Gegensatz zu anderen Organsystemen der normale Alterungsprozess der Leber
nur unzureichend bekannt ist, haben wir in einer gesonderten Studie intravitalmikroskopische
Untersuchungen an Lebern von Ratten der Altersgruppen 1 Monat, 3, 12 und 24 Monate
durchgefiihrt.

In den Untersuchungen zur altersabhéngigen Physiologie der Rattenleber zeigte sich,
daBl die Leber bereits bei 1 Monat alten Versuchstiere ihre volle GroBBe im Verhéltnis zum
Korpergewicht und Funktion besal3. Die Leberarchitektur unterlag im Alter von 1 Monat bis
zu 24 Monaten einem fortschreitenden Wachstum der Lobuli und der postsinusoidalen
Venolen mit einer proportionalen Zunahme der Linge, des Durchmessers und des
intervaskuldren Abstandes. Im Gegensatz zu der 3,5 fachen Zunahme der lobuldren Einheit

nahm die sinusoidale Dichte mit zunehmendem Alter nur auf 87% des Wertes bei 1 Monat
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alten Tieren ab, was eine Rekrutierung oder Neubildung von Sinusoiden mit zunehmendem
Alter impliziert. Die sinusoidale Perfusionsrate lag bei allen Altersgruppen iiber 98%. Die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen unterschieden sich nicht zwischen den Altersgruppen
und lagen im Bereich physiologisch bekannter Werte; auch unterschied sich weder die zonale
Verteilung der Kupfferzellen in den Altersgruppen noch die Kinetik der Latexpartikel-
Phagozytose als Marker fiir die Kupfferzellaktivitidt. Die mit den hepatischen Sternzellen
assoziierte Fliche der Vitamin A-Autofluoreszenz korrelierte signifikant mit der alters-
abhéngigen Zunahme des Vitamin A-Gehaltes der Leber. Biochemische Parameter als Marker
fiir die hepatozelluldre Integritdt unterschieden sich nicht zwischen den Altersgruppen.

Nach alleiniger Endotoxin-Exposition war eine altersabhingige Zunahme der
systemisch-inflammatorischen Antwort auffillig, deutlich erkennbar an dem Anstieg von
Interleukin-18 und Tumor-Nekrose-Faktor-o bei 12 und 24 Monate alten Tieren. Dariiber-
hinaus war die intrahepatische Leukozytenakkumulation, als sinusoidale Leukozyten-Stase
angegeben, mit zunehmendem Alter verstirkt. Auch das nutritive Perfusionsversagen der
Leber war bei 12 und 24 Monate alten Tieren wesentlich stirker als bei 3 Monate alten Tieren

ausgepragt.

Wihrend sich die Kupfferzell-Aktivitit bei alleiniger Endotoxin-Exposition zwischen
den Altersstufen nicht unterschied, fithrte G-CSF zu einer signifikanten Dédmpfung der
Endotoxin-induzierten Kupfferzellaktivierung bei 3 und 12 Monate alten Tieren, nicht jedoch
bei den 24 Monate alten Tieren. Auch die Endotoxin-assoziierte sinusoidale Leukozytenstase
wurde durch G-CSF nur bei jlingeren, nicht aber alten Tieren vermindert.

Einhergehend mit der signifikanten Dampfung der Kupfferzell-Aktivitdt bei den 3-
und 12-Monate alten Tieren war die Plasmakonzentration von Interleukin-18 durch
Vorbehandlung mit G-CSF bei diesen Tieren deutlich reduziert. Vergleichbar konnte dies
auch fiir Tumor-Nekrose-Faktor-a beobachtet werden. Alte Tiere zeigten hingegen - nach G-
CSF Vorbehandlung und Endotoxin-Exposition - keine entsprechende Reduktion der
systemischen Zytokinantwort.

In vergleichbarer Weise fithrte G-CSF zu einer signifikanten Reduktion der Plasma-
konzentrationen von Interleukin-6 bei 3 und 12 Monate alten Tieren. Bei 24 Monate alten
Endotoxin-exponierten Tieren konnte hingegen nach G-CSF sogar eine leichte Zunahme von
Interleukin-6 beobachtet werden. Obgleich Interferon-y nach alleiniger Endotoxin-Exposition
mit dem Alter abnahm, fiihrte die Vorbehandlung mit G-CSF wiederum zur Abnahme der
Konzentrationen bei jungen, hingegen zur Zunahme der Konzentrationen bei alten Tieren.

Als Folge dieser eingeschrinkten systemisch-inflammatorischen Antwort konnten wir
bei den jungen Versuchtstieren eine Reduktion der lokalen Schidigung der Leber beobachten.
So war nach G-CSF das nutritive Perfusionsversagen der septischen Leber und die
Freisetzung von Transaminasen bei 3 und 12 Monate alten Tieren signifikant geringer
ausgepragt, wihrend G-CSF bei 24 Monate alten Tieren keine Protektion zeigte.
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Endotoxindmie im Alter ist durch eine erhohte Zytokin-Freisetzung charakterisiert,
wohl mit der Konsequenz einer stirkeren Beeintrdchtigung der Mikrozirkulation und
Parenchymintegritit der Leber. Vorbehandlung durch G-CSF ist in der Lage, bei jungen und
ausgewachsenen, nicht aber bei alten Tieren die systemisch-inflammatorische Antwort auf
Endotoxin und damit die Hepatotoxizitdt wirksam zu reduzieren. Bei alten Patienten sollte
somit die Indikation zur Gabe von G-CSF zur adjuvanten Therapie der Sepsis kritisch
diskutiert werden.
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2. Abstract

2.1. Age-associated differences in endotoxemic rat liver injury
and its modulation by granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF)

Sepsis is a frequent clinical picture and despite of all progress in modern medicine is
still afflicted with high morbidity and mortality. The clinical observation that sepsis-related
morbidity and mortality increases with age clearly gains importance because of the changing
age composition of our society.

Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), known as a hematopoetic growth
factor, has been recognized at the beginning of the 90s as an immuno-modulating agent and is
used meanwhile adjuvant in the therapy of sepsis. Although protection could be observed by
G-CSF in animal studies with endotoxemia, it is still unclear, if immuno-modulation with G-
CSF is also effective in aged animals.

Hence it has to be clarified, if G-CSF is protective in dependence to age with systemic
endotoxemia. We examined this with the use of an age-graded animal model with rats of 3, 12
and 24 months on the basis of systemic cytokine production and hepatic microvascular injury.

Animals of all age groups received endotoxin (10 mg / kg i.v.) and, randomised 1 h
before endotoxin, either G-CSF (200 pg / kg i.v.) or inert fluid. Intravital fluorescence
microscopic analysis and sampling of blood was performed 6 hours after exposure to
endotoxin.

In contrast to other organ systems the normal aging process of the liver is known only
insufficiently. Therefore, we have investigated in a separate study physiological changes in
livers of rats of different age (1 month, 3, 12 and 24 months) using high resolution
multifluorescence in vivo microscopy.

It seemed that already at 1 month of age the liver attained its full size and functional
capacity, as assessed by relative organ weight and hepatic bile flow. Survey of liver
architecture revealed a progressive growth of lobular area with postsinusoidal venules
exhibiting a proportional increase in length, diameter and intervascular distance till the age of
12 to 24 months. With respect to the 3.5- to 4-fold increase of lobular units, the minor
reduction of sinusoidal density to 87% during ageing strongly implies the recruitment and
formation of new sinusoidal microvessels as contributing mechanism to meet oxygen demand
due to overall tissue enlargement. Sinusoidal perfusion rate remained above 98% over the
whole lifespan. Leukocytic interaction with the hepatic microvascular endothelium was found
within the physiological range in all age groups. Moreover, kinetics of clearance of latex

particles as well as lobular distribution of Kupffer cells did not differ between animals of
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different age. Hepatic stellate cell-associated area of ultraviolet vitamin A-autofluorescence
increased with age and significantly correlated with increasing tissue concentrations of
vitamin A metabolites. Biochemical parameters serving as measures of tissue integrity did not
indicate age-associated tissue alterations.

An increase of the systemic inflammatory action after endotoxin exposure was
remarkable dependent on age of the animals. This was clearly indicated by the increase of
interleukin-18 and tumor necrosis factor-a in 12 and 24 months old rats. Beyond this, the
hepatic leukocyte accumulation, shown as sinusoidal leukocyte stasis, was strengthened with
increasing age. Also, hepatic nutritive perfusion failure was substantially stronger in 12 and
24 months old animals than in young animals.

While the activity of Kupffer cells did not differ after endotoxin exposure between
different age groups, G-CSF led to a significant dampening of endotoxin-induced Kupffer cell
phagocytic activity in 3 and 12 months old animals, but not in 24 months old animals. Also,
endotoxin-related sinusoidal leukocyte stasis was decreased by G-CSF only in younger, but
not in old animals.

With the significant dampening of the Kupffer cell activity in 3 and 12 months old
animals, the plasma concentration of interleukin-18 was clearly reduced by pretreatment with
G-CSF in these animals. Comparably this could be observed also for tumor necrosis factor-a.
However, old animals showed no reduction of endotoxin-induced cytokine response after G-
CSF pretreatment.

In parallel, G-CSF led to a significant reduction of the plasma concentrations of
interleukin-6 in 3 and 12 months old animals. In contrast, in old endotoxemic animals even a
slight increase of interleukin-6 could be observed after G-CSF. Although interferon-y
decreased after endotoxin exposure with age, the pretreatment with G-CSF again led to a
decrease of concentration in young, but to an increase of concentration in old animals.

As a result of the restricted systemic inflammatory response in young animals, we
could observe a reduction of the local hepatic damage. Thus, nutritive hepatic perfusion
failure and the release of transaminases were reduced after G-CSF in 3 and 12 months old
endotoxemic animals, while G-CSF showed no protection in 24 months old animals.

Endotoxemia in age is characterized by a raised cytokine release, probably with the
consequence of a stronger impairment of hepatic microcirculation and hepatocellular
integrity. Pretreatment with G-CSF is able to reduce the systemic inflammatory response to
endotoxin and with this the hepatotoxicity efficiently in 3 and 12 months old, but not in 24
months old animals. Therefore in old patients the indication for G-CSF as an adjuvant therapy

of sepsis should be discussed with caution.
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3. Einleitung

3.1. Alter und Morbiditat

Der Anteil der iiber 65 Jdhrigen in unserer Gesellschaft steigt in den nichsten
Jahrzehnten weiterhin deutlich an (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2002). Fortschritte
sowohl in der chirurgischen wie auch in der anidsthesiologischen Behandlung alterer
Menschen erhéhen zudem die Anzahl dlterer Patienten auf Intensivstationen. Obwohl nicht
bei jedem Individuum Alter einen Effekt auf alle Parameter des Immunsystems hat,
unterscheiden sich doch die meisten Immunfunktionen élterer im Vergleich zu jiingeren
Individuen (THOMAN et al, 1989). So steigt mit zunehmenden Alter sowohl die Morbiditit
als auch die Mortalitdt, wie in zahlreichen Studien sowohl klinisch als auch experimentell
gezeigt werden konnte, an (BERK et al, 1983; DJAIANI et al, 1997; FINKELSTEIN et al,
1983; MILLER, 1989; SALTZMAN et al, 1987; TURNBULL et al, 2003).

Altersaufbau: 1950 Altersaufbau: 2006 Altersaufbau: 2050
Deutschland Deutschland Dreutschland

100 100

90

*0 00 80 200 0 s0o
Tausend Tseod taussend

Abbildung 1: Bevélkerungsentwicklung in Deutschland 1950, 2006 und geschéatzt 2050. Darstellung als
Alterspyramide. Quelle: (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2002).

Eine altersabhdngige Storung der endogenen Zytokinproduktion mit erhohten
Plasmakonzentrationen von Tumornekrosefaktor alpha (TNF-o) und Stickstoffmonoxid (NO)
als Antwort auf Stimulation mit Lipopolysaccharid konnte tierexperimentell gezeigt werden
(CHORINCHATH et al, 1996). Auch die Eigenschaften der Kupffer-Zellen, sessiler

Makrophagen in der Leber, scheinen sich mit zunehmendem Alter zu verdndern und dadurch
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zumindest teilweise fiir eine gestorte Immunfunktion und eine erhdhte Sensitivitdt fiir Toxine
verantwortlich zu sein (KNOOK et al, 1989; YAMANO et al, 1998). Weiterhin nimmt mit
zunehmendem Alter die Fahigkeit des Organismus ab, addquat auf Umweltbelastungen zu
reagieren, wie sich in der Abnahme der Induktion von Hitze-Schock-Protein-70 in alten
Hepatozyten (GUTSMANN-CONRAD et al, 1999) zeigt. Der exakte physiologische bzw.
pathophysiologische Mechanismus, der fiir die beeintrdchtigte Immunfunktion und erhohte

Anfilligkeit gegeniiber Infektionen im Alter verantwortlich ist, bleibt jedoch weiterhin unklar.

3.2. Sepsis und Endotoxinamie

3.2.1. Sepsis

Sepsis ist ein klinisches Syndrom, das in den vergangenen Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen hat. So betrdgt die Inzidenz in den USA 400.000 Erkrankungen pro
Jahr und die 28 Tage-Mortalitét liegt in der Sepsis bei 34 bis 52 % (WOLTMANN et al,
1998). Eine Liste diagnostischer Kriterien der Sepsis ist in Abbildung 2 dargestellt und zeigt
das Ergebnis der ,,International Sepsis Definitions Conference* von 2002 (LEVY et al, 2003).
Auch beschrieben als ,horror autotoxicus®, findet in der Sepsis eine sich selbst erhaltende
Immunreaktion mit konsekutiver Schidgung des eigenen Organismus statt (HOTCHKISS et
al, 2003; RENSING et al, 2001). Beteiligt sind sowohl zelluldre e.g. Kupfferzellen als auch
humorale Bestandteile e.g. Chemokine, Zytokine und Sauerstoffradikale (CHAUDRY, 1999;
HEIDECKE et al, 2000; KRAGSBJERG et al, 1996). Wichtiges Abgrenzungsmerkmal zu
dem verwandten Syndrom ,,systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) ist bei der

Sepsis der Nachweis von Mikroorganismen (LEVY et al, 2003).
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Diagnostic criteria for
sepsis

4 Defined as a pathological pro-
cess induced by a micro-organ-
ism

b Values above 70% are normal
in children (normally 75-80%)
and should therefore not be
used as a sign of sepsis in new-

Infection®
Documented or suspected and some of the following®:

General parameters

Fever (core temperature >38.3°C)

Hypothermia (core temperature <36°C

Heart rate =90 bpm or =2 SD above the normal value for age

Tachypnea: >30 bpm

Altered mental status

Significant edema or positive fluid balance (>20 ml/kg over 24 h)

Hyperglycemia (plasma glucose >110 mg/dl or 7.7 mM/1) in the absence of diabetes

Inflammatory parameters

Leukocytosis (white blood cell count >12,000/ul)
Leukopenia (white blood cell count <4.000/ul)

Normal white blood cell count with >10% immature forms
Plasma C reactive protein >2 SD above the normal value
Plasma procalcitonin >2 SD above the normal value

Hemodynamic parameters

borns or children

¢ Values of 3.5-5.5 are normal
in children and should there-
fore not be used as a sign of
sepsis in newborns or children
dDiagnostic criteria for sepsis
in the pediatric population is
signs and symptoms of inflam-
mation plus infection with hy-
per- or hypothermia (rectal
temperature >38.5°C or
<35°C), tachycardia (may be
absent in hypothermic patients)
and at least one of the follow-
ing indications of altered organ
function: altered mental status,
hypoxemia, elevated serum lac-
tate level, and bounding pulses

Arterial hypotension® (systolic blood pressure <90 mmHg, mean arterial pressure <70,
or a systolic blood pressure decrease >40 mmHg in adults or <2 SD below normal for age)

Mixed venous oxygen saturation >70%?"

Cardiac index >3.5 | min~! m2ed

Organ dysfunction parameters

Arterial hypoxemia (PaO,FIO2 <300)

Acute oliguria (urine output <0.5 ml kg—! h~1 or 45 mM/1 for at least 2 h)

Creatinine increase =0.5 mg/dl

Coagulation abnormalities (international normalized ratio >1.5 or activated partial
thromboplastin time >60 s)

Ileus (absent bowel sounds)

Thrombocytopenia (platelet count <100,000/ul)

Hyperbilirubinemia (plasma total bilirubin >4 mg/dl or 70 mmol/1)

Tissue perfusion parameters

Hyperlactatemia (>3 mmol/l}
Decreased capillary refill or mottling

Abbildung 2: Ubersichstabelle der diagnostischen Sepsiskriterien der Konsensuskonferenz von 2002 nach Levy
et al..

3.2.2. Endotoxinamie

Endotoxindmie bezeichnet das Vorhandensein von Endotoxin im Blut. Endotoxin,
chemisch ein Lipopolysaccharid (LPS), ist eine Komponente der dufleren Zellwand gram-
negativer Bakterien, der auch beim Zerfall dieser Bakterien als Folge einer Immunreaktion
freigesetzt wird. Gram-negative Bakterien sind in fast 50% der Fille fiir das Entstehen einer
Sepsis verantwortlich (HEINE et al, 2001; HOLST et al, 1996; RIETSCHEL et al, 1996;
WOLTMANN et al, 1998). Das freigesetzte Endotoxin ist ein Hauptausloser der Sepsis
(COHEN et al, 1991; HIRATA et al, 1980; WOLTMANN et al, 1998). Auch bei alleiniger
im Tierversuch ein

intravendser Applikation von Endotoxin entsteht

Krankheitsbild (CHORINCHATH et al, 1996; REMICK et al, 2005).

sepsisartiges
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Polysaccharide 1 lPhosﬁl;?glyca-l

ReFl’Jen‘?itmg | L outer Core HY inner Core

0-Specific Chain Il Core - Lipid A -

O Glycosyl Residue: @ Hexopyranose; L-Glycero-D-manno-heptose;
@ Kdo, 3-Deoxy-D-manno-octulosonic acid; . Hexosamine; O Phosphate;

~ 2-Aminoethanol; ~~~~~ 3-(R)-Hydroxy fatty acid; ~~~== 3-(R)-Acyloxyacy! group

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Lipopolysaccharid-Molekiils

Endotoxin besteht aus 3 Untereinheiten, der O-spezifischen Kette, der Core-Region
und der Lipid-A-Komponente. Die O-spezifische Kette ist ein Heteropolymer von sich
wiederholenden Oligosacchariden. Diese Komponente ist Serotyp spezifisch, weist jedoch
zwischen unterschiedlichen Serotypen eine hohe Variabilitit auf. Der Core-Teil ist weniger
variabel und besteht aus 2 Segmenten. Dieser Teil ist unter den bioaktiven Formen des LPS
weitgehend einheitlich. Die Lipid A-Komponenten unterscheiden sich haupsichlich durch die
Anzahl, Lokalisation und Lénge ihrer Fettketten. Lipid A bedingt die endotoxische Wirkung
von Endotoxin und bewirkt die gleichen Effekte, wie LPS. Durch die amphiphile Struktur von
LPS aggregieren einzelne LPS-Molekiile in Losung zu Supramolekiile. In dieser drei-
dimensionalen Struktur ist LPS biologisch unwirksam (HEINE et al, 2001; HOLST et al,
1996; RIETSCHEL et al, 1996; WOLTMANN et al, 1998). Biologisch aktiv ist nur das LPS-
Monomer, wobei der Prozess der Monomerisation durch das korpereigene LPS-bindende

Protein (LBP) vermittelt wird. LBP ist jedoch auch fiir die Katalyse von LPS zu HDL, also
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dessen biologischen Abbau und Inaktivierung veratwortlich (FLETCHER et al, 1993; HEINE
et al, 2001; HOLST et al, 1996; RIETSCHEL et al, 1996).

Die Effekte von Endotoxin sind die Ergebnisse der Interaktion korpereigener Zellen
mit Endotoxin und der daraus folgenden Leukozyten-Aktivierung und der Produktion und
Freisetzung endogener Mediatoren (GALANOS et al, 1993; KOPYDLOWSKI et al, 1999;
MAYER et al, 1991; WAAGE et al, 1989). Endotoxin interagiert mit Makrophagen und
Monozyten, aber auch mit Endothelzellen, glatten Muskelzellen und neutrophilen
Leukozyten. Bereits in niedrigen Konzentrationen bindet Endotoxin an CD14, wobei mCD14
(in der Zellmembran myeloider Zellen) und sCDI14 (,,soluble” im Plasma) unterschieden
werden (SCHUMANN et al, 1994). In héheren Konzentrationen bindet LPS auch an einen auf
der Zellmembran der Leukozyten exponierten Komplex aus CD11c und CD18 (WINDSOR et
al, 1993).

Uber beide Bindungen kommt es zu einer Aktivierung der Zellen mit der Folge, dass
unterschiedliche immunmodulierende Substanzen gebildet und freigesetzt werden. Diese sind
in 3 Gruppen einteilbar: Lipide (e.g. Prostaglandin E2), Sauerstoffradikale und Proteine (e.g.
Tumor Nekrose Faktor-a) (HEINE et al, 2001).

Interessant ist die These, daB3 LPS fiir die korpereigene Immunantwort unabdingbar
sei. So werden niedrige Plasmakonzentrationen gerade im Bereich des Intestinaltraktes fiir
eine ausreichende und addquate Immunantwort verantwortlich gemacht, die eine iiberméfige
Translokation von Bakterien aus dem Darm verhindert. Eine Blockade dieser basalen LPS
Stimulation fiihrt zu einer hoheren Infektionsrate durch Translokation von Bakterien aus dem
Darm (ALEXANDER et al, 2001; GEBBERS et al, 2004; HOLST et al, 1996; RIETSCHEL
et al, 1996, WOLTMANN et al, 1998).

3.3. Leukozyten und Entzindungsreaktion

Leukozyten als Triager spezifischer und unspezifischer Abwehrfunktionen des
Organismus besitzen die Fahigkeit, zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen zu
unterscheiden. Dies ermoglicht ihnen eine effektive Abwehr gegen individualfremde

Antigene wie Bakterien, Viren, Protozoen, Wiirmer oder Pilze, gegen Allotransplantate und
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Tumorzellen (WARNATZ, 1994). Leukozyten als zelluldre Elemente des Immunsystems
dienen daher der Wahrung der Identitdt und Integritdt des Individuums (MEDAWAR, 1957).
Neben den zum Schutz des Organismus sinnvollen Abwehrfunktionen konnen Leukozyten
aber auch durch fehlgeleitete und/oder iiberschieBende Reaktionen eine Schiddigung des
Gewebes verursachen. Solche immunpathologischen Prozesse haben eine wesentliche
Bedeutung in der Entstehung des akuten Lungenversagens (BRIGHAM et al, 1984;
HOLMAN et al, 1988; SCHMELING et al, 1989), der Atherosklerose (JORIS et al, 1983),
AbstoBung von Transplantaten (MARZI et al, 1992; POST et al, 1993), Schock (VEDDER et
al, 1989), Trauma und Multiorganversagen (GORIS et al, 1985; NUYTINCK et al, 1988)
sowie ischdmischen Insulten des Gehirns (DEL ZOPPO et al, 1991), Ischamie/Reperfusion
von glatter und quergestreifter Muskulatur (BAGGE et al, 1980; CARDEN et al, 1990;
GRISHAM et al, 1986; MENGER et al, 1992b; MENGER et al, 1992a), Ischamie der Haut
(BARKER et al, 1988), bei Myokardinfarkt (LEHR et al, 1993) oder Ischdmie und
Reperfusion der Leber (JAESCHKE et al, 1990; VOLLMAR et al, 1994b). Ebenfalls ist in
der Sepsis eine iiberschieBende Immunreaktion mit einer Aktivierung der Leukozyten zu
beobachten (GLAUSER et al, 1991; JAESCHKE et al, 1997, PENBERTHY et al, 1997;
VOLLMAR et al, 1993; VOLLMAR et al, 1996a; VOLLMAR et al, 1994b; VOLLMAR et
al, 1995; WANNER et al, 1996; ZIVOT et al, 1995). Als Folge einer Leukozytenaktivierung
kommt es zu einer Produktion und Freisetzung von Mediatorstoffen (DEVRIES et al, 1999;
GALE et al, 1999; GIROIR, 1993; HYDE et al, 1992; KOPYDLOWSKI et al, 1999;
ROILIDES et al, 1992; WAAGE et al, 1989). Als Zeichen der Leukozytenaktivierung treten
auBlerdem Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen auf (BAUER et al, 1994; BRIGHAM et al,
1984; CARDEN et al, 1990; JAESCHKE et al, 1997, PENBERTHY et al, 1997, VOLLMAR
et al, 1993), die auch in vivo gezeigt werden konnten. Beschrieben wurden auch
unterschiedliche Qualititen der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion am Beispiel des
Endothels der hepatischen postsinusoidalen Venole (MENGER et al, 1996; VOLLMAR et al,
1996a). Weiter ist bekannt, dafl es zu einer vermehrten Phagozytoseaktivitit von Kupffer-

Zellen, den sessilen Makrophagen in der Leber, kommt (VOLLMAR et al, 1996b).
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3.4. Systemische Zytokinfreisetzung in Endotoxindmie und

Sepsis

Der komplexe Prozess der Immunantwort auf eindringende Pathogene beinhaltet auch
die Produktion wund Freisetzung proinflammatorischer, antiinflammatorischer und
immunmodulierender Zytokine wie z.B. Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), Interleukin-1f3
(IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) und Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)
(BELARDELLLI, 1995; DAMAS et al, 1997; KRAGSBJERG et al, 1996; KUHNS et al, 1995;
REMICK et al, 1990; ROILIDES et al, 1992; THIJS et al, 1995; WAAGE et al, 1989). Ein
besonderes Interesse galt in den vergangenen Jahren auch einer speziellen Untergruppe der
Zytokine, den Chemokinen, die chemotaktisch Leukozyten stimulieren (GALE et al, 1999).
Auch diese Chemokine, die definiert sind als Zytokine, die chemotaktisch wirksam, 7-14 kDa
gro3 und Heparin-bindend sind, werden vermehrt in Endotoxindmie und Sepsis freigesetzt

(KOPYDLOWSKI et al, 1999).

Eine moderate Synthese proinflammatorischer Zytokine scheint fiir eine effektive
Abwehrreaktion des Immunsystems jedoch notwendig zu sein. So scheiterten auch klinische
Studien mit sogenannten ,,Anti-Zytokin-Strategien“ ohne Verbesserung der Uberlebensrate, in
denen Zytokine bei Endotoxindmie oder Sepsis selektiv blockiert wurden (DINARELLO,
2001; MINNICH et al, 2004; VAN DER et al, 1999).

3.5. Hepatische Mikrozirkulation

Die Leber ist ein Organ mit hoher Stoffwechselaktivitit und starker Durchblutung, die
einige morphologische Besonderheiten beziiglich der Mikroangioarchitektur aufweist. Die
Kapillaren der Leber, die sogenannten Sinusoide, sind im Mittel weniger als 300um lang und
mit 6-15pm im Vergleich zum kapilldren Strombett anderer Organe besonders weit. Sie
besitzen ein fenestriertes Endothel ohne Basalmembran, was dem intensiven Stoffaustausch
zwischen sinusoidalem Blut und Parenchym dient (MCCUSKEY, 1983). Zwischen
Endothelzellen und Leberepithelien liegt der perisinusoidale Disse’sche Raum, in den die
Mikrovilli der Hepatozyten hineinragen. Als strukturelle und funktionelle Baueinheit der

Leber gilt der Azinus, der eine Unterteilung des klassischen hexagonalen Leberldppchens
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darstellt (RAPPAPORT et al, 1954). Entsprechend einem Gradienten, der die unterschiedliche
Stoffwechsel-, Speicher- und Syntheseleistung sowie Enzymausstattung und Entgiftungs-
funktion entlang der Lebersinusoide betrifft, 146t sich der Azinus in die Zonen periportal,
midzonal und periportal einteilen (EILERS et al, 1993; RAPPAPORT, 1973; RAPPAPORT,
1976). Im periportalen Segment zeigen die Sinusoide einen geringeren Durchmesser und
stiarkere Tortuositdt als in den folgenden Segmenten. AuBBerdem zeigt sich von periportal nach
perizentral ein ZusammenflieBen von Sinusoiden. Dadurch nimmt die Gesamtzahl
sinusoidaler Segmente entlang der zonalen Unterteilung des Azinus ab, der Blutfluss und die

Stromungsgeschwindigkeit in den einzelnen Sinusoiden jedoch zu (KOMATSU et al, 1990).

Storungen der hepatischen Mikrozirkulation ergeben sich bei Trauma (NUNES et al,
1970), Schock (CHUN et al, 1994; VOLLMAR et al, 1994a; VOLLMAR, 1995) und
Multiorganversagen (RENSING et al, 2001) sowie Sepsis (VOLLMAR et al, 1993;
VOLLMAR et al, 1997).

Von besonderem Interesse ist, dass die Physiologie und Pathophysiologie der
hepatischen Mikrozirkulation tierexperimentell mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenz-
Mikroskopie untersucht werden kann (VOLLMAR et al, 1998b; VOLLMAR et al, 1998a).
Sowohl Perfusionsstorungen als Zeichen einer Schiadigung (VOLLMAR et al, 1996a) als auch
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen als mdglicher  Ausléoser der beobachteten
Mikrozirkulationsstorungen (MENGER et al, 1996; VOLLMAR et al, 1994b) lassen sich

qualitativ und quantitativ erfassen.

Wenig bekannt ist jedoch iiber Verdnderungen der hepatischen Mikrozirkulation
sowohl im Bereich der Sinusoide als auch der postkapilliren Venolen in Abhdngigkeit zum

Alter — insbesondere nicht bei Endotoxindmie und Sepsis.

3.6. Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)

Kolonie-stimulierende Faktoren wurden als hdmatopoetische Wachstumstaktoren
identifiziert. Das primére FEinsatzgebiet dieser Faktoren war eine Stimulation von
hidmatopoetischen Stammzellen bei einer pathologisch verminderten Zellzahl einer

hidmatopoetischen Zellreihe (MOORE, 1991). Klinisch treten solche pathologisch erniedrigten
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Zellzahlen im hdmatologischen System oft im Rahmen von Radio- und/oder Chemotherapie
auf und werden auch heute noch mit Kolonie-stimulierenden Wachstumsfaktoren behandelt

(LONG et al, 1995; MOORE, 1991; NACHBAUR et al, 1997; RIEPL et al, 1997).

Ein weiterer Effekt der Kolonie-stimulierenden Faktoren ist eine Aktivierung bzw.
Modulation des zelluliren Immunsystems (ALLEN et al, 1997; HAKANSSON et al, 1997;
PRICE et al, 1996). Auch konnte ein protektiver Effekt einer Behandlung mit G-CSF bzw.
GM-CSF bei Entziindungsreaktionen, wie z.B. Wundinfektionen (GAMELLI et al, 1995),
Pneumonie (SMITH et al, 1995), neonatalen Infektionen (CARR et al, 2003), HIV (MILES,
1991), Peritonitis (BARSIG et al, 1996) und Sepsis (BUSCH et al, 2004; GORGEN et al,
1992; GROSS-WEEGE et al, 1997; LUNDBLAD et al, 1996; MIURA et al, 2001), gezeigt

werden.

G-CSF ist ein endogenes glycosyliertes Polypeptid, das fiir seine wichtige Rolle bei
der Hamatopoese, besonders bei der Ausbildung der neutrophilen Zellreihe, bekannt ist
(GABRILOVE, 1989; NICOLA, 1990, WELTE et al, 1988). G-CSF stimuliert die
Proliferation, Differenzierung und Reifung neutrophiler Granulozyten im Knochenmark
(NICOLA, 1990; WELTE et al, 1988). Weiterhin bewirkt es eine gesteigerte antibakterielle
Funktion der neutrophilen Granulozyten mit vermehrter Adhdsion, Migration, Phagozytose,
Superoxid-Produktion und Antikérper-vermittelter Zytotoxizitit (BONEBERG et al, 2002b;
ROBERTS, 2005; WEISS et al, 1996). G-CSF moduliert aulerdem die Zytokinantwort in der
Entziindungsreaktion mit einer verminderten Freisetzung von IL-18 und TNF-a

(BONEBERG et al, 2002a).

In der Zwischenzeit konnte in einer Vielzahl an tierexperimentellen Untersuchungen
gezeigt werden, dass das Outcome im Sepsismodell durch G-CSF Gabe verbessert wird.
(BARSIG et al, 1996; BUSCH et al, 2004; EICHACKER et al, 1994; FINK et al, 1993;
HABERSTROH et al, 1995; VOLLMAR et al, 1997). Weiterhin deutet auch der klinische
Einsatz auf die antiinflammatorische Wirkung und die supportive Rolle von G-CSF in der
Immunantwort des nicht neutropenischen Patienten auf der chirurgischen Intensivstation hin.

(AZOULAY et al, 2004; GROSS-WEEGE et al, 1997; GRUSON et al, 2000).

Vermittelt wird eine direkte G-CSF-Wirkung {iiber einen transmembranstindigen
Rezeptor (G-CSFR) (WEISS et al, 1999). Dieser Rezeptor befindet sich auf neutrophilen
Granulozyten, auf deren Vorlduferzellen im Knochenmark und Monozyten, aber auch auf

Thrombozyten, Endothelzellen und in der Placenta, jedoch nicht auf Lymphozyten und
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eosinophilen Granulozyten (BONEBERG et al, 2000; BONEBERG et al, 2002b). Die
Expression des G-CSF Rezeptors wird durch G-CSF verstérkt, durch TNF-alpha und LPS
vermindert (BONEBERG et al, 2000; BONEBERG et al, 2002b).

3.7. Alter — G-CSF — Sepsis

Der exakte physiologische bzw. pathophysiologische Mechanismus, der fiir die
beeintrachtigte Immunfunktion und erhéhte Anfilligkeit gegeniiber Infektionen im Alter
verantwortlich ist, bleibt unklar. Bekannt ist jedoch eine erhdhte Morbiditdt und Mortalitét

alterer Individuen in der Sepsis.

Alter > G_CSF

N/

Sepsis

\

Mikrozirkulation
in der Leber

Abbildung 4: Unklarer Zusammenhang zwischen Alter, G-CSF, Sepsis und hepatischer Mikrozirkulation

Auch ist der Stellenwert der adjuvanten G-CSF-Therapie in der Endotoxindmie und
Sepsis in der Klinik noch nicht eindeutig geklart. Zwar scheint bei Kindern G-CSF in der
Sepsis ein verbessertes Outcome zu bewirken (CARR et al, 2003), jedoch konnte ein
eindeutiger positiver klinischer Effekt bei erwachsenen Patienten in der Sepsis noch nicht
nachgewiesen werden (AZOULAY et al, 2004; WIEDERMANN et al, 2001). Bei der

heterogenen Alterszusammensetzung der Patienten im Erwachsenenalter wire eine mogliche
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Erklarung fiir dieses Phdnomen eine mit zunehmendem Alter abgeschwéchte oder verdnderte

Reaktion des Immunsystems auf das immunmodulierende Agens G-CSF.

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in einem altersgestaffelten tierexperimentellen
Sepsismodell bietet die Moglichkeit, eine Vielzahl physiologischer Parameter der hepatischen
Mikrozirkulation zu erfassen (VOLLMAR et al, 1998a). So kann nicht nur eine
Organschddigung durch entweder Alter oder Endotoxindmie in der Leber quantifiziert,
sondern auch der Mechanismus dieser Schddigung durch eine Analyse der

Leukozytenaktivitét analysiert werden.

Da jedoch auch iiber die hepatische Mikrozirkulation und deren Verdnderungen im
Alter wenig bekannt ist, miissen in vorausgehenden Experimenten altersabhingige
Verdnderungen der Funktionseinheit Leber vor allem im Bereich der Leberfunktion,

Lebergeometrie und der hepatischen Mikrozirkulation analysiert werden.
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4. Ziel der Studie

4.1. Fragestellungen

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde in einem altersgestaffelten Tiermodell

der Einflu von Alter und G-CSF in einer durch LPS induzierten Sepsis auf die hepatische

Mikrozirkulation und der dort zu beobachtenden Leukozyten-Endothelzell-Interaktion sowie

die systemische Zytokinfreisetzung detailliert analysiert. Da keine Daten flr die von uns

erhobenen Parameter in alleiniger Abhangigkeit von zunehmendem Alter vorlagen, wurden

diese von uns in einer priméaren Untersuchung erhoben.

VVon besonderem Interesse waren dabei folgende Fragen:

Gibt es im Tiermodell physiologische altersabhangige Unterschiede der Leber-
syntheseleistung, der Lebermorphologie oder der Lebermikrozirkulation?

Gibt es im Tiermodell physiologische altersabhdngige Unterschiede in der Phagozytose-
aktivitat sessiler Makrophagen oder der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der

Leber?

Wie werden diese physiologischen altersabhangigen Verdanderungen der Leber durch

Endotoxindmie modifiziert?
Ist die Zytokinantwort nach Endotoxindmie in den Altersgruppen vergleichbar?

Wirkt die Vorbehandlung mit G-CSF vor Endotoxinexposition in allen Altersgruppen

protektiv auf die hepatische Mikrozirkulation?

Wie verdndert sich die Lebersyntheseleistung und die Phagozytoseaktivitdt sessiler

Makrophagen in der Leber nach VVorbehandlung mit G-CSF und Endotoxindmie?

Wie verdndert sich die Zytokinantwort nach Endotoxindmie unter G-CSF-Vor-

behandlung?
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5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten insgesamt 78 maénnliche Sprague-Dawley-Ratten
(Charles River, Wiga, Sulzfeld) im Alter von 1 Monat bis 24 Monaten. Das Korpergewicht
der Tiere betrug 56g (1-Monatstier) - 948g (12-Monatstier). Die Tiere wurden bis zum
Versuchsbeginn unter klimatisierten Bedingungen (Lufttemperatur: 22-24°C, relative
Luftfeuchtigkeit: ca. 70%) in der Versuchstierhaltung der Abteilung fiir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes in Homburg/Saar (Tierschutz-
beauftragte Frau Dr. med. vet. M. Cybik) gehalten. Wihrend ihrer Haltung bekamen die
Versuchstiere Standardlaborfutter (Altromin, Gesellschaft flir Tiererndhrung mbH, Lage) und
Wasser ad libitum. 12 Stunden vor Versuchsbeginn wurde den Tieren das Futter entzogen,

wihrend das Trinkwasser bis zu Versuchsbeginn frei zugédnglich blieb.

5.2. Modell

5.2.1. Vorbehandlung und Anasthesie

In leichter Athernarkose (Ather fiir Narkose, Hoechst, Frankfurt/Main) erfolgte, nach
Wiegen des Versuchstieres, die intravendse Injektion von G-CSF (200pug/kg KG; Filgrastim,
Neupogen, Amgen, Thousand Oaks, CA, USA) bzw. NaCl 0,9% iiber die Vena dorsalis penis
mittels einer 1ml-Spritze und einer Kaniile der GroBe 17GA. 1 Stunde spéter erfolgte
wiederum in leichter Athernarkose die intravendse Injektion von Escherichia coli
Lipopolysaccharid (LPS; 10mg/kg KG; Serotyp 0128:B12). Jeweils nach Erwachen aus der
Athernarkose wurde das Versuchstier bis zur Weiterbehandlung oder Induktion der fiir die
chirurgische Prédparation notwendigen Narkose wieder im Kifig mit freiem Zugang zu

Trinkwasser belassen.
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5.2.2. Anasthesie und chirurgische Praparation

Die intraperitoneale Applikation von Narcoren™ (Pentobarbital; 50mg/kg KG) erfolgte
ebenfalls in leichter Athernarkose. Nach der Rasur von Hals- und Bauchregion (Electra GH
204; Aesculap, Tuttlingen) wurden die Tiere in Riickenlage mittels Pflasterstreifen auf einem
Operationstisch mit integrierter Heizplatte (Effenberger, Pfaffing/Attel) fixiert, welche durch
Riicksteuerung mit einer rektalen Temperatursonde erlaubte, die Korpertemperatur der
Versuchstiere zwischen 36° und 37°C konstant zu halten (Abb. 5). Die anschlielend
durchgefiihrte Tracheotomie diente zur FErleichterung der unter der Andsthesie mit
Pentobarbital noch erhaltenen Spontanatmung. Nach Darstellung der Arteria carotis
communis sinistra und Anschlingen des Gefilles mit Fiden der Stirke 6.0 konnte iiber eine
Inzision der Arterienwand ein spitz angeschragter Polyethylenkatheter (PE-50, 800/110/200,
Innendurchmesser: 0,58mm, AuBendurchmesser: 0,96mm; Portex Ltd., Hythe, England) in
das Gefaflumen eingefiihrt und mit den vorgelegten Faden fixiert werden. Der arterielle
Katheter wurde tliber Dreiwegehdhne an ein Druckspiilsystem (Injectomat S; Fresenius,
Schweinfurt) angeschlossen. Die kontinuierliche Spililung mit 0,9% Kochsalzlosung
(2ml/kg/h; Clintec Salvia, Homburg/Saar) verhinderte die Okklusion des Katheters durch
Thrombenbildung. Der Katheter diente der kontinuierlichen Kontrolle von Herzfrequenz und
arteriellem Blutdruck. AuBlerdem erfolgten iiber diesen Zugang auch Blutabnahmen fiir

Blutbild und arterielle Blutgasanalyse.

Entsprechend wurde die V. jugularis externa dextra in der rechten Fossa
supraclavicularis aufgesucht und nach Technik der Venae sectio katheterisiert. Der vendse
Zugang erlaubte die Injektion der zur Intravitalmikroskopie notwendigen Fluoreszenz-

farbstoffe und Narcoren® zur weiteren kontinuierlichen Anisthesie.

Nach querer Laparotomie erfolgte die Resektion des Omentum minus sowie der
Haltebédnder der Leber (Ligg. falciforme hepatis, teres hepatis, triangularia dextra und sinistra)

zur besseren Mobilisierung die Leber.

Nach Darstellung der V. portae, der A. hepatica und des Ductus choledochus im
Ligamentum hepatoduodenale wurde der Ductus choledochus mit Fidden der Stirke 6-0
angeschlungen, und es konnte {iber eine Inzision der Ductuswand ein spitz angeschrigter
Polyethylenkatheter (PE-50, 800/110/200, Innendurchmesser: 0,58mm, AuBlendurchmesser:
0,96mm; Portex Ltd., Hythe, England) in das Ductuslumen eingefiihrt und mit den
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vorgelegten Fiden fixiert werden. Uber diesen Katheter konnte die hepatische Produktion von

Galle quantitativ erfallit werden.

Perfusor

Heizplatte

Druck-
aufnehmer

Monitor
(HF,
Druck)

Heiz-
einheit

Abbildung 5: Schematischer Versuchsaufbau wihrend der Phase der Prdparation mit 1=Versuchstier in

Riickenlage, 2=rektale Temperatursonde, 3=Trachealkaniile, 4=arterieller Katheter in der A. carotis sinistra,

S5=venoéser Katheter in der V. jugularis dextra, 6=Schnittfiilhung der Laparotomie.

Das gesamte Intestinum wurde mit einer kleinen angefeuchteten Mullkompresse

abgedeckt und regelmiflig mit warmer Kochsalzlosung gespiilt, um eine Austrocknung und

Abkiihlung der Baucheingeweide zu vermeiden.

5.2.3. Mikrozirkulationsuntersuchung der Leber

Zur Vorbereitung der Intravitalmikroskopie wurde der Operationstisch mit dem

Versuchstier um 30° in der Horizontalen nach links gekippt. Der linke Leberlappen wurde

unter Zuhilfenahme angefeuchteter Wattestdbchen an seinem Gefaf3stiel in Uhrzeigerrichtung
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rotiert, mit der Oberseite auf einem genau der Grée und Wolbung der Leberoberfldche
angepassten Plastilinbett in einer Metallschale eines Metallstativs gelagert, mit 37° C
angewdrmter physiologischer Kochsalzlosung (Clintec Salvia, Homburg/Saar) befeuchtet und
mit einem Deckglas (24x32 mm) versehen. Das in drei Ebenen verstellbare Magnetstativ
erlaubte die plane Oberfliche des linken Leberlappens weitgehend unabhédngig von den
Atemexkursionen des Versuchstieres parallel zur Fokusebene des Mikroskops zu
positionieren (VOLLMAR et al, 1994a). Durch diese Auslagerung des linken Leberlappens
konnte wihrend der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie eine Fliche von etwa 2cm x 3cm

visualisiert werden, welche morphologisch ungefahr 2000 Leberazini entspricht.

00:00:00 7G
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzes zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Das
Versuchstier liegt auf dem 30° geneigten Operationstisch, in den eine Heizplatte integriert ist. Der linke
Leberlappen (LL) ist auf eine, an einem Magnetstativ (MS) befestigte Metallschale ausgelagert und mit einem
Deckglaschen (24x32 mm) versehen. Das verstellbare Stativ erlaubt, die plane Oberflache des linken
Leberlappens nahezu frei von Atemexkursionen parallel zur Fokusebene des Mikroskops zu positionieren. RL =
rechter Leberlappen, MIC = Mikroskop, CCD = CCD-Videokamera, F = Filterblocke, ZG = Video-Zeit-
generator; MON = Bildschirm; VR = S-VHS-Videorecorder.
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5.2.4. Probenasservierung fir Vollblut- , Serum- und

Plasmaanalysen

Intraoperativ wurde in regelméBigen Intervallen iiber den in der A. carotis communis

dextra liegenden Katheter Vollblut fiir Blutgasuntersuchungen und Blutbild entnommen.

Zum Versuchsende nach Abschluf3 der intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurde
die Aorta des Versuchstieres mit einer Nadel GroBe 17GA punktiert und dem Tier ca 3-4 ml
Vollblut entnommen (1ml ohne EDTA, 3 ml mit EDTA). Das Blut wurde hierfiir in einer
Kiihlzentrifuge (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen) fiir 10 Minuten bei 4°C und 3600
U/min zentrifugiert, das Serum bzw. Plasma abpipettiert und bis zur Weiterverarbeitung bei

-70°C gelagert.

5.2.5. Probenasservierung zur Vitamin A-Bestimmung im

Leberparenchym

Nach aortaler Blutentnahme wurde die Leber nach Durchtrennung der V. porta, der A.
hepatica, des Ductus choledochus und der Vv. hepaticae in toto entnommen und nach
Gewichtsbestimmung teils in fliissigem Stickstoff (Normalsiedepunkt : — 196°C) gefrostet
und anschlieBend bei - 70°C gelagert oder zur histologischen Aufbereitung in Formalin 4%

fixiert.

Durch den hieraus resultierenden Blutverlust bzw. die hierdurch verursachte
Luftembolie verstarben die Versuchstiere in tiefer Pentobarbital Narkose innerhalb kiirzester

Zeit (< 1 Minute).
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5.3. Untersuchungstechniken

5.3.1. Makrohamodynamik

Der arterielle Zugang war iiber einen Druckaufnehmer (Statem Typ P23 ID; Gould
Inc., Oxnard, California, USA) mit einem analogen MeBgerdt (Servomed, Hellige,
Freiburg/Breisgau) und einem Flachbrettschreiber (Linear Corder Mark VII, Watanabe,
Herrsching/Ammersee) verbunden. Neben der kontinuierlichen Registrierung des mittleren
arteriellen  Blutdrucks (Schreibergeschwindigkeit 5 mm/min) erfolgte zusétzlich
intermittierend die Ermittlung der Herzfrequenz anhand des Abstandes der

Blutdruckamplituden (Schreibergeschwindigkeit 500 mm/min).

5.3.2. Mikrozirkulation

5.3.2.1. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie und Farbstoffe

6 Stunden nach LPS-Injektion erfolgte die Intravitalmikroskopie zur Untersuchung der
hepatischen Mikrozirkulation. Hierzu diente ein modifiziertes Zeiss-Axiotech-Mikroskop
(Zeiss, Oberkochen) mit einer 100 Watt HBO-Quecksilberdampf-Lampe. Unterschiedliche
Filterblocke entsprechend der Fluoreszenz der gewidhlten Farbstoffe bzw. der zu
beobachtenden Autofluoreszenz konnten in den Strahlengang eingebracht werden und zwar
fiir  Natrium-Fluoreszein  (Filterblock  Nr.09, Erregungswellenldnge:  450-490nm,
Emissionswellenldnge: >515nm; Leitz, Wetzlar), fiir die Autofluoreszenz der hepatischen
Sternzellen (Filterblock Nr.02, Excitationswellenldnge: 330-390nm, Emissionswellenldange:
>430nm;  Zeiss, Oberkochen) und fiir Rhodamin-6G  (Filterblock  Nr.15,
Erregungswellenldnge: 530-560nm, Emissionswellenldnge: >580nm; Leitz, Wetzlar). Die
mikroskopischen Bilder wurden von einer hochempfindlichen CCD (charge coupled device)-
Videokamera (FK 6990; Lichtempfindlichkeit 10-2 lux; Prospective Measurements, San
Diego, California, USA) aufgenommen und iiber einen Bildschirm (33 cm
Bildschirmdiagonale; PVM-1444 QM, Sony, Miinchen) an einen S-VHS-Videorecorder mit
einer Aufzeichnungsrate von 50 Bildern pro Sekunde (AG-7350, Panasonic, Ratingen)

weitergeleitet. Ein zwischen Videokamera und Bildschirm geschalteter Video-Zeitgenerator
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(VTG 33, FOR-A Company Ltd., Tokyo, Japan) diente zur gleichzeitigen Einblendung und
Aufnahme der Zeit in Minuten, Sekunden und Hundertstel-Sekunden (Abb. 6).

Fiir Ubersichtsaufnahmen wurde ein 10* Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar 10%*/0.30,
Zeiss, Oberkochen), fiir alle weiteren Aufnahmen zur quantitativen Analyse der hepatischen
Mikrozirkulation ein 20* Wasser-Immersionsobjektiv (Zeiss Achroplan 20*W /0.50, Zeiss,
Oberkochen) eingesetzt. Mit den verwendeten Objektiven konnte eine 360fache bzw.

730fache Gesamtvergroflerung auf dem Bildschirm der Aufnahmeeinheit erzielt werden (Abb.

6).

Zur besseren Kontrastierung wurde zu Beginn der intravitalmikroskopischen
Untersuchungen Natrium-Fluoreszein (2 umol/kg Korpergewicht i.v.; MG 376; Merck,
Darmstadt) injiziert. Bei blauer Auflichtmikroskopie (Filterblock Nr. 09) konnte so die
sinusoidale Perfusion untersucht werden. Nach dem Wechsel des Filters auf den Filterblock
Nummer 02 mit einer Emissionswellenlinge von > 430nm konnten dann in dem schon
fokussierten Gesichtsfeld die Anzahl, die Verteilung und die Fluoreszenzdauer der
hepatischen Sternzellen bestimmt werden. Mit Hilfe eines Filtersystems fiir griines Licht
(Filterblock Nr 15) konnte nach in vivo-Markierung der Leukozyten mit Rhodamin-6G (0,1
umol/kg Korpergewicht i.v.; MG 302; Merck, Darmstadt) das LeukozytenflieBverhalten und

die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion erfasst werden.

Es wurden randomisiert insgesamt 10 Gesichtsfelder ausgewihlt und fiir jeweils 20 bis
30 Sekunden in jedem der drei Filter mikroskopiert und aufgezeichnet. Die Gesichtsfelder
wurden fokussiert und so eingestellt, dass die den Azinus bildenden Sinusoide auf ihrer

gesamten Lénge gut visualisierbar waren.

Anschliefend wurden je 10 postsinusoidale Venolen fiir 30 Sekunden sowohl mit dem

Filterblock Nr. 09 als auch mit dem Filterblock Nr. 15 mikroskopiert und aufgezeichnet.

Zur abschlieBenden Bestimmung der Phagozytoseaktivitit der Kupfferzellen wurden
fluoreszierende Latex-Partikel (1,1um Durchmesser; Polysciences Inc., Warrington, PA) tliber
den in der A. carotis communis liegenden Katheter intraarteriell als Bolus verabreicht (3 x
10%kg in 1ml isotonischer Kochsalzlosung). Sowohl ihre Anflutung im Azinus als auch ihre
Stagnation in den Lebergefdlen wurden aufgenommen (POST et al, 1992; VOLLMAR et al,
1994b). Zu diesem Zweck wurde iiber eine Gesamtdauer von ca. 5-7 Minuten alle 10

Sekunden ein anderes Gesichtsfeld ausgewéhlt und aufgezeichnet. Dabei wurde das unter dem
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Deckglas sichtbare Leberparenchym meanderférmig mikroskopiert. Ein Durchmesser von
1.1pum wurde bewusst ausgewdhlt, da sich gezeigt hat, dass Partikel mit einem Durchmesser
von groBer 0.8um bevorzugt von Kupfferzellen phagozytiert werden (DAN et al, 1985). Im
Anschluf3 daran wurden nochmals 10 Azini ausgewihlt und fiir 5 Sekunden aufgezeichnet, um
das intraazindre Verteilungsschema der durch Phagozytose mit den Latex-Partikel markierten

Kupfferzellen zu bestimmen.

5.3.2.2. Auswerteeinheit

Die off-line Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen erfolgte unter
Zuhilfenahme computergestiitzter Bildverarbeitung. Die FEinheit setzte sich aus einem
Standard-PC (Intel 386/33, 4MB DRAM, IMB Graphikkarte, DOS-Betriebssystem) mit
Video/Overlay-Karte (Matrox, IP8-AT/2MC, Moores/NY, USA), einem 15-Zoll-Monitor und
einem hochauflosenden Farbmonitor (PVM 1371-QM; Sony Corp., Tokio, Japan) zur
Bildanalyse zusammen. Als Bearbeitungssoftware kam das Bildanalysesystem Caplmage
(Version 5.03, Zeintl Software Engineering, Heidelberg) zur Anwendung (KLYSCZ et al,
1997; ZEINTL et al, 1986).

5.3.3. Mikrozirkulatorische Parameter

Die Analyse der mikrozirkulatorischen Untersuchungsparameter erfolgte anhand des
wiahrend des Versuches aufgenommenen Videobandmaterials. Pro Versuchstier kamen fiir

jeden Parameter jeweils 10 - 15 verschiedene Bildausschnitte zur Auswertung.

In allen Tiergruppen erfolgte die Auswertung der Lebergeometrie, der hepatischen
Mikrozirkulation und des leukozytiren FlieBverhaltens off-line, d.h. nach Versuchsende

anhand der Videoaufnahmen mittels Bild-zu-Bild-Analyse.

Um innerhalb der einzelnen Aufnahmen vergleichbare Auswertebedingungen zu

schaffen, mussten aus den auf dem Bildschirm sichtbaren Gesichtsfeldern jeweils
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vergleichbare Regionen der hepatischen Mikrozirkulation ausgewédhlt werden. Dies erfolgte
fiir die azindre Analyse, indem durch eine auf die Bildschirmoberfldche gelegte Schablone ein

Areal auszuwertender Sinusoide festgelegt wurde (Abb. 7).

Abbildung 7: Prinzip der off-line-Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Dargestellt ist die
Videoaufnahme eines Azinus auf dem Bildschirm, iber den eine elliptische Schablone gelegt wurde (gestrichelte
Linien; zur Verdeutlichung der zonalen Unterteilung wurden die Bezeichnungen pp = periportal, mz = midzonal
und pz = perizentral in dieser Abbildung zusatzlich eingetragen). Oben rechts im Bild das eingeblendete Signal

des Video-Zeitgebers.

Da die Sinusoide innerhalb der verschiedenen Gesichtsfelder verschiedene Léngen
aufwiesen und eine wichtige Auswertebedingung die Erfassung eines Sinusoids iiber seine
gesamte Linge war, kamen verschieden grofle Schablonen zur Anwendung. Diese besallen
alle eine elliptische Struktur, da das exakte hexagonale Muster des klassischen
Zentralvenenldppchens in Wirklichkeit eher selten anzutreffen ist, und eine ovale Form dem
durchschnittlichen architektonischen Aufbau der Azini am néchsten kommt (RAPPAPORT,
1958) (Abb.7). Die Erhebung der einzelnen Parameter erfolgte entsprechend der subazindren
Unterteilung in periportale, midzonale und perizentrale Segmente (RAPPAPORT, 1973).

Diese topographische Einteilung in drei Zonen gleicher Lénge geht auf eine Unterscheidung
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der Hepatozyten hinsichtlich der unterschiedlichen Enzymausstattung, Stoffwechselaktivitit
und Organellen-verteilung entlang des Verlaufs der Sinusoide zuriick JUNGERMANN et al,
1989).

5.3.3.1. Lebergeometrie

Die Bestimmung der einfachen azindren Flache, der komplexen azindren Fliche, des
venulo-vendsen Abstandes, der venuldren Fliche, der venuldren Lange und des sinusoidalen
Durchmessers als Mall fiir die Lebergeometrie erfolgte in nicht vorbehandleten
Versuchsgruppen. Off-line wurden an der PC-gestiitzten Auswerteeinheit Strecken durch
Festlegen der beiden Endpunkte und Flichen durch Umfahren der der Strukturen markiert und

mit Hilfe der Analysesoftware CapImage berechnet.

Die Bestimmung des venulo-venuldren Abstandes und der Gréfe der komplexen
Azini, der einer Zusammensetzung aus 6 einfachen Azini entspricht, die um ein zufiihrendes
GefiB angeordnet sind (RAPPAPORT, 1973), erfolgte in Ubersichtsaufnahmen mit einem
10* Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar 10%/0.30, Zeiss, Oberkochen) und einem daraus
resultierenden VergoBerungsfaktor von 360 (Kontrastierung mit Natrium-Fluoreszein zur
Kontrastverstirkung (siche 5.3.2.1) und Nutzung des Filterblockes Nr. 09, (Erregung 450-
490nm; Emission >515nm)). Die Auswertung erfolgte off-line wie bereits beschrieben und ist

schematisch in Abbildung 8 zu sehen.

Die Bestimmung der einfachen azindren Grof3e und des sinusoidalen Durchmessers
erfolgte dementsprechend in vergleichbaren Aufnahmen, die jedoch mit einem 20* Objektiv

und einer daraus resultierenden 730fachen VergéBerung aufgenommen wurden (Abb. 9).
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Abbildung 8: Prinzip der off-line-Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Dargestellt ist die
Videoaufnahme einer Ubersichtsaufnahme nach Kontrastverstarkung mit Natrium-Fluoreszein, der Nutzung
eines 10x Objektives und des Filterblocks Nr. 09. Eingezeichnet und markiert mit 1 die Auswertung des venulo-

venul&ren Abstandes und mit 2 ein komplexer Azinus.

In Aufnahmen der postsinusoidalen Venolen wurde vergleichbar die venuldre Lénge
und die sichtbare Fliche der entsprechenden postsinusoidalen Venole markiert und per
Computeranalyse berechnet. Als Anfangspunkt der Markierung der postsinusoidalen Venole
wurde der Punkt markiert, an dem 3 oder mehr Sinusoide konvergierten; an der Stelle, an dem
die Venole in die Tiefe des Lebergewebes verschwand, wurde der Endpunkt der Venole

markiert.
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Abbildung 9: Prinzip der off-line-Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Dargestellt ist die
Videoaufnahme einer Ubersichtsaufnahme nach Kontrastverstarkung mit Natrium-Fluoreszein, der Nutzung
eines 20x Objektives und des Filterblocks Nr. 09. Eingezeichnet und markiert mit 1 die Auswertung der Flache

eines einfachen Azinus und mit 2 eines sinusoidalen Durchmessers.

5.3.3.2. Sinusoidale Dichte und Perfusionsrate

Die sinosoidale Dichte und die sinusoidale Perfusionsrate wurde nach Negativ-
kontrastierung mit Natrium-Fluoreszein bestimmt. Wie oben beschrieben wurde durch eine
auf die Bildschirmoberfliche gelegte Schablone ein Areal auszuwertender Sinusoide
festgelegt, entsprechend einem einfachen Azinus (RAPPAPORT, 1958), wobei wiederum die
Unterteilung des azindren Segments in periportale, midzonale und perizentrale Regionen
erfolgte. Midzonal wurde eine 200 pm grofe Strecke, die orthogonal zur Léngsachse der
Ellipse steht, markiert. Definiert wurde die sinusoidale Dichte als die Anzahl der diese

Strecke tiberschreitenden Sinusoide (Anzahl der Sinusoide /200um).
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Alle Sinusoide tGber 200pum midzonal

Sinusoidale Dichte (N/200um) = :
200um midzonal

Weiterhin wurden von diesen Sinusoiden alle perfundierten Sinusoide gezdhlt und im
Verhiltnis zur Gesamtzahl angegeben. Dabei galten Sinusoide als perfundiert, wenn diese von
Erythrozyten oder Leukozyten im Beobachtungszeitraum durchflossen wurden. Das
Verhiltnis der perfundierten Sinusoide zur Gesamtzahl der Sinusoide midzonal iiber 200 um

wurde als Prozentzahl angegeben und als sinusoidale Perfusionrate bezeichnet.

| Perfundi . — 5 . |
Perfusionsrate (%) = erfundierte Sinusoide tber 200um midzona % 100

Alle Sinusoide Gber 200pm midzonal

5.3.3.3. Blutzellgeschwindigkeit und volumetrischer Blutfluss

Einen weiteren wichtigen Parameter mit Aussage iiber die Mikrohdmodynamik im
Bereich der Leberperfusion stellt die Blutzellgeschwindigkeit in den Sinusoiden (Viinusoidal)
dar. Diese wurde midzonal (um / Sekunde) bestimmt. Nachdem die Durchmesser (DS) der
entsprechenden Sinusoide bestimmt worden waren (siche 5.3.3.2), wurde flinf mal pro
Gesichtsfeld die iiber einen gemessenen Beobachtungszeitraum zuriickgelegte Strecke der
sichtbaren korpuskuldren Blutbestandteile erfasst und so die sinusoidale Blutzell-

geschwindigkeit mit Hilfe der Formel

bestimmt.
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Weiterhin wurde aus den erhobenen Daten der volumetrische Blutfluss (VQ) [pl /
Sekunde] unter Anwendung der Gleichung von Gross and Aroesty (GROSS et al, 1972)

errechnet:

2

VQ = Vsinusoidal * T * (DTS)

Mit © x (DS/2)* wird der mikrovaskulire Querschnitt bestimmt. Es muss jedoch
beachtet werden, dass fiir diese mathematische Berechnung eine zylindrische Form der
Sinusoide vorausgesetzt wird, die anatomisch wahrscheinlich nicht immer gegeben ist. Daher
entspricht der berechnete Blutfluss nur ndhrungsweise dem tatsdchlichen Blutfluss. Da diese
Néherung bei allen bestimmten Werten des sinusoidalen Blutflusses jedoch vergleichbar zum
Tragen kommt, sind die Vergleiche der errechneten Werte untereinander dennoch

aussagekriftig.

5.3.3.4. Analyse der hepatischen Sternzellen

Die Bestimmung der Fliche der Vitamin A-assoziierten Autofluoreszenz der
hepatischen Sternzellen und deren Anzahl erfolgte anhand der Nativaufnahmen mit UV-Filter
(Filterblock Nr. 02) und 360-facher VergroBBerung. Die Vitamin A-abhidngige Autofluoreszenz
der hepatischen Sternzellen (SUEMATSU et al, 1993) im UV-Licht erlaubte eine
Quantifizierung der Zellzahl respektive des Vitamin A-Gehaltes mittels computergestiitzter
off-line Analyse. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde zu Beginn der Aufnahme nach
Identifizierung des Azinus und Zuordnung der Zonen periportal, midzonal und perizentral die
sichtbaren Fluoreszenzen zonengetrennt ausgezihlt. Nach GroBenbestimmung der
unterschiedlichen Zonen im Azinus konnten die ausgezihlten Zellen in Zellen pro mm’
angegeben werden. Bei der Bestimmung der Flidche der Vitamin A-assoziierten
Autofluoreszenz der hepatischen Sternzellen wurde iiber eine Grauwertskala die Helligkeit
der fluoreszierenden Bereiche zu Beginn der UV-Bestrahlung bestimmt und deren Fldche
nach Implementierung einer addquaten Grauwertschwelle in Prozent des Gesamtgesichts-

feldes berechnet (Abb. 10).
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Abbildung 10: (A) Intravitalmikroskopische Aufnahme der Vitamin A-assoziierten Autofluoreszenz der Ito-

Zellen einer gesunden Leber. (B) Darstellung der Methode zur Quantifizierung der Vitamin A-assoziierten
Autofluoreszenz. Mittels computergestiitzter off-line-Analyse wurde tber eine Grauwertskala die Helligkeit der
fluoreszierenden Bereiche zu Beginn der UV-Bestrahlung bestimmt und die entsprechende Flache rot markiert.

Errechnet wurde dann der Anteil der markierten Fléche in Prozent des Gesamtgesichtsfeldes.

Das Abbleichen der hepatischen Sternzellen (Photobleaching) erfolgte unter
kontinuierlicher Bestrahlung mit UV-Licht (Filterblock Nr.02). Dabei nimmt die Vitamin A-
abhingige Autofluoreszenz der hepatischen Sternzellen bestindig ab. In normalem
Lebergewebe ist bereits nach einer Zeit von ca. 20 Sekunden keine Autofluoreszenz mehr in
Ito-Zellen nachweisbar (SUEMATSU et al, 1993). In Nativaufnhahmen mit UV-Filter und
360-facher Vergroferung ermittelten wir unter konstanter UV-Lichteinwirkung die Dauer der
Helligkeitsabnahme bis hin zum kompletten Fluoreszenzverlust anhand des eingeblendeten
Zeitgebers (Abb.11). Die Angabe erfolgte in Sekunden, wobei der Beobachtungszeitraum

maximal 60 Sekunden betrug.
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Abbildung 11: Abbleichen der Vitamin A-assoziierten Autofluoreszenz der hepatischen Sternzellen einer

gesunden Leber unter kontinuierlicher Bestrahlung mit UV-Licht. (A) Intravitalmikroskopische Aufnahmen zum
Zeitpunkt des Beginns der Mikroskopie mit dem UV-Filter. Bereits nach 3 Sekunden ist eine deutliche Abnahme
der Autofluoreszenz zu verzeichnen (B), welche nach 7 Sekunden nicht mehr nachweisbar ist (C). Anhand des
eingeblendeten Zeitgebers wurde die Zeit der Helligkeitsabnahme vom Beginn der UV-Bestrahlung bis hin zum
kompletten Fluoreszenzverlust der Ito-Zellen ermittelt.

5.3.3.5. Sinusoidales Leukozytenfliel3verhalten

Die Bestimmung des FlieBverhaltens der Leukozyen in den Sinusoiden der Leber
beinhaltete die Bestimmung der Anzahl der flieBenden, der temporér stagnierenden und der
dauerhaft stagnierenden Leukozyten pro Zeiteinheit. Diese Analyse wurde off-line in
Aufnahmen der Mikroskopie ausgewertet, in denen die Leukozyten mittels Rhodamin-6G

intravital angefdrbt worden waren (Filterblock Nr. 15).

Die Beurteilung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion umfasste erstens diejenigen
Leukozyten, die sich wahrend der Beobachtungszeit von 20 Sekunden bewegten, d.h. einen
Sinusoid durchflossen. Die Auswertung unter Beriicksichtigung der periportalen, midzonalen
und perizentralen Region bedingte, dass ein flieBender Leukozyt in jedem der drei Segmente
einzeln gezahlt wurde. Aus diesen Griinden entsprechen die Werte der ermittelten flieBenden
Leukozyten nicht der tatsdchlichen Leukozytenzahl, da ein beliebiger den Sinusoid
passierender Leukozyt aufgrund der zonalen Unterteilung mehrfach registriert wurde. Die
Einteilung der flieBenden Leukozyten erfolgte in frei-flieBende Leukozyten (ohne zeitlich

messbaren Kontakt zum sinusoidalen Endothel), Leukozyten mit einem Endothel-Kontakt von
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kurzer Dauer (unter 1 Sekunde) und solche mit langerdauerndem Endothel-Kontakt (zwischen

1 und 20 Sekunden).

Neben den flieBenden Leukozyten wurden die dauerhaft stagnierenden Leukozyten
erfasst. Diese wurden definiert als intrasinusoidal gelegene und durch Rhodamin-6G
angefarbte Zellen ohne Bewegung wihrend des Beobachtungszeitraumes von 20 Sekunden.

Auch dieser Parameter wurde periportal, midzonal und perizentral getrennt erhoben.

5.3.3.6. Venulare Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Nach Kontrastierung mit Rhodamin-6G konnte analog zur Auswertung des
LeukozytenflieBverhaltens in Sinusoiden die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in

postsinusoidalen Venolen bestimmt werden.

Bestimmt wurden die Anzahl der freiflieBenden, der rollenden und der dauerhaft
adhirenten Leukozyten. Als freiflieBend wurden die Leukozyten definiert, die iber den in der
Mitte der postsinuoidalen Venole gelegten Durchmesser ohne Kontakt mit dem Endothel und
Verlangsamung ihrer FlieBgeschwindigkeit flossen. Die Anzahl der freiflieBenden
Leukozyten wurde jeweils iiber 20 Sekunden erfasst. Die Anzahl der rollenden Leukozyten,
d.h. Leukozyten mit einer Geschwindigkeit von kleiner gleich 2/5 der
LeukozytenflieBgeschwindigkeit in der Mittellinie der Venole, wurde auf der gesamten
Léinge der Venole pro 20 Sekunden erfasst (angegeben in % der gesamten sich bewegenden
Leukozyten pro 20 Sekunden). Die Anzahl der dauerhaft adhirenten Leukozyten, d.h. {iber
den 20-sekiindigen Beobachtungszeitraum sich nicht bewegenden Leukozyten, wurden im
Verhiltnis zur Mantelfliche der Venole angegeben (Leukozyten pro mm?). Die Mantelfliche
der Venolenwand wurde unter der Annahme, dass die Venole einem Zylinder entspricht, aus

Lange und Durchmesser mit folgender Formel berechnet:
FliCheVenolenwand = DurChmesserVenole o Lénge\/enole

Die Liange des zu untersuchenden GefaBabschnittes wurde unter Zuhilfenahme einer
200um-Schablone manuell am Monitor bestimmt (VOLLMAR et al, 1994c). Der Gefal3-

durchmesser wurde computergestiitzt ermittelt.
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5.3.3.7. Kupfferzellaktivitat und -verteilung

Die Quantifizierung der Aktivitdt der Kupfferzellen erfolgte an Aufnahmen in 730-

facher Vergroferung und unter Auflicht-Illumination mit blauem Licht (Filterset Nr. 09).

Nach Injektion der Latex-Partikel (3 x 10%kg in 1ml isotoner Kochsalzlssung) wurde
iiber 5 Minuten die Leberoberfliche mikroskopiert, wobei alle 10 Sekunden das fokussierte
Gesichtsfeld meanderformig verschoben wurde. Die jeweils im eingestellten Gesichtsfeld
flieBenden und stagnierenden Latex-Partikel wurden off-line gezéhlt, wobei stagnierende
Latex-Partikel als phagozytiert gewertet wurden (POST et al, 1992; VOLLMAR et al, 1994b).
Freiflielende Latex-Partikel wurden zur Gesamtzahl der Latex-Partikel, also sowohl der
freiflieBenden als auch der stagnierenden, ins Verhéltnis gesetzt. Berechnet wurde die relative

Anzahl der freiflieBenden Latex-Partikel:

Relative Anzahl frei flieBender Latex-Partikel [%]

= (freiflieBende Latex-Partikel / alle Latex-Partikel) x 100

Der so entstandene Zahlenwert zeigt in Abhdngigkeit zur Zeit einen asymptotischen
Verlauf mit 0% als Asymptote. Je frither sich die Kurve der Asymptote anndherte, desto

grofer war die Kupfferzellaktivitit.

Nach Abschluss dieser Sequenz wurden dann die stagnierenden Latex-Partikel in
nochmals 10 fokussierten azindren Gesichtsfeldern ausgezéhlt und sowohl als Absolutzahl im
Bezug auf die azindre Region (periportal, midzonal und perizentral) als auch als relative

Anzahl pro mm? in der entsprechenden Region angegeben.
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5.3.4. Vollblut-, Serum- und Plasmaanalytik

5.3.4.1. Arterielle Blutgasanalyse, systemischer Hamatokrit

und systemische Leukozytenzahl

Zur Bestimmung der arteriellen Blutgase, des systemischen Hamatokritwertes und der
systemischen Leukozytenzahl wurde den Versuchstieren jeweils nach Einlegen der Katheter
vor Beginn der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung und zu deren Ende ca. 1ml
Vollblut entnommen und durch Vollelektrolytlosung ersetzt. Die arterielle Blutgasanalyse
(BGA) mittels eines Acid Base Analyzer (ABL 300; Radiometer, Copenhagen, Dianemark)
umfasste pH-Wert, Kohlendioxidpartialdruck (PaCQO,), Sauerstoff-partialdruck (PaO,), die
Werte von Standardbikarbonat (HCO>) und Sauerstoffsittigung sowie den Baseniiberschuss
(base excess, BE). Die Analyse des systemischen Héamatokrits erfolgte nach der
Zentrifugation von Kapillarrohrchen (Micro-Haematocrit Centrifuge; Gelman Hawksley Ltd.,
London, England) unter Verwendung eines Ableselineals (Micro-Haematocrit Reader;
Gelman Hawksley Ltd., London, England). Die Erfassung der systemischen Leukozytenzahl
wurde automatisiert mit Hilfe eines Durchflusszytometers (CC 780; Sysmex, Kobe, Japan)

durchgefiihrt.

5.3.4.2. Laborchemische Untersuchung der Aktivitat

leberspezifischer Enzyme

Zu Versuchsende entnommenes arterielles Vollblut diente zur Bestimmung der
Serumkonzentrationen der Leberenzyme Aspartat-Amino-Transferase (AST), Alanin-Amino-
Transferase (ALT), Glutamatdehydrogenase (GLDH) und Alkalische Phosphatase (ALP). Das
Blut wurde hierfiir in einer Kiihlzentrifuge (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen) fiir 10
Minuten bei 4° C und 3600 U/min zentrifugiert, das Serum abpipettiert und bis zur
Weiterverarbeitung bei -70° C gelagert. Die Bestimmungen der Enzyme erfolgte mit einem

Automatic Analyzer Hitachi 717 (Boehringer, Ingelheim).
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5.3.4.3. Zytokinbestimmung

Die Bestimmung der Zytokine und Chemokine erfolgte aus am Versuchsende
gewonnenem Blutplasma, das bei -70°C gelagert wurde. Bestimmt wurden die Zytokine
Interleukin-18 (IL-1B8), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y),
Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a) und Interleukin-4 (IL-4), sowie die Chemokine Rantes und
Makrophagen inflammatorisches Protein-2 (MIP-2).

Die Analyse erfolgte mittels handelsiiblicher ,,enzyme-linked immuno sorbent assays*

(ELISAs) fiir Ratten der Firma Biosource (Ratingen, Deutschland).

5.3.5. Bestimmung der Vitamin A-Konzentration im Leber-

gewebe

Die Bestimmung der Vitamin A-Konzentration und der Konzentrationen verschiedener
Retinoidmetaboliten im Lebergewebe erfolgte mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC). Die nach Entnahme unverziiglich in fliissigem Stickstoff gefrorenen
Lebergewebeproben wurden bis zum Tage der Verarbeitung in 50ml Falcon-Tubes (Greiner,

Frickenhausen) bei -80°C gelagert.

Zur Aufbereitung der Proben fiir die HPLC-Analyse wurde exakt 1 Gramm
Lebergewebe pro Versuchstier abgewogen und nach Zugabe von Hank’s Balanced Salt
Solution homogenisiert. Die Deproteinisierung der Gewebeproben erfolgte durch Zugabe von
Methanol (v/v; Rothisolv®; Roth, Karlsruhe), welchem Retinylacetat (all trans-Retinol
Acetate; Sigma Chemical Co, St.Louis/Mo, USA) in einer Konzentration von 50ug/ml als
interner Standard hinzugefiigt wurde. Die Extraktion der fettloslichen Vitamine gelang durch
Zugabe von n-Hexan (1:2.5 v/v; Lichrosolv®; Merck, Darmstadt) und Zentrifugation bei
18.000g iiber 2min. Hierdurch wurde eine Auftrennung von zelluldrer Phase und organischer
Phase erreicht. Der Uberstand (organische Phase mit dem Extrakt fettlslicher Vitamine)
wurde in einem Zentrifugalverdampfer (Univapo 100H; Axon, Kaiserslautern) getrocknet und

zur endgiiltigen Messung mit Methanol resuspendiert.
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Der Gehalt an Retinol und Retinylestern wurde in jeweils 20ul der aufbereiteten
Proben bestimmt. Zur Anwendung kam ein HPLC-Analysesystem (Merck, Darmstadt) mit
Rheodyne®-Injektor (Cotati/CA, USA), einer L-6200 A Merck-Hitachi-Pumpe und einer
LiChroCart-Analysesiule (LiChrospher 250x3mm, RP select B, Partikelgrosse Sum; Merck,
Darmstadt), welcher eine LiChrospher 100 RP-18 Wéchter-Siule vorgeschaltet war. Die
Analysen erfolgten unter Verwendung isochratischer Elution mit einer mobilen Phase aus
Methanol und Wasser (95:1 v/v) und einer Flussrate von 0.8ml/min. Die Absorption von
Vitamin A und seinen Metaboliten wurde bei 325nm mittels eines Merck-Hitachi-Detektors
Typ L-4000 bestimmt. Um die Absorptionsmaxima den verschiedenen Vitamin A-
Metaboliten zuordnen zu konnen, wurden die Retentionszeiten von kommerziellen Reti-
noiden (Retinol, Retinyloleat, Retinylpalmitat, Retinylstearat; Sigma Chemical Co,
St.Louis/Mo, USA) bestimmt. Desweiteren wurden Stammldsungen dieser Retinoide in einer
Konzentration von 10mg/ml in Ethanol (Lichrosolv®; Sigma Chemical Co, St.Louis/Mo,
USA) vorbereitet und in Dunkelheit bei -20°C gelagert. Aus diesen konnten dann
Arbeitslosungen verschiedener Konzentrationen (10-100pg/ml) durch Verdiinnung mit
Methanol angefertigt werden. Diese dienten als externer Standard zur Berechnung der
Retinoidkonzentrationen in den Leberproben. Die Datenkalkulation erfolgte mit der Software
der HPLC-Datenstation (D-7000; Merck, Darmstadt). Die Verwendung von Retinylacetat als
interner Standard erlaubte die Korrektur von Metaboliten-Verlusten wihrend des Prozesses.
Die Angabe der Messwerte erfolgte unter Annahme der Leberdichte von 1g/ml in pg/g

Lebergewebe.

Bei allen Schritten der Aufbereitung wie auch bei der Lagerung der Proben wurde auf
eine zligige Arbeitsweise und eine konstant niedrige Raumtemperatur Wert gelegt, um der

Licht- und Temperaturempfindlichkeit der Retinoide Rechnung zu tragen.

5.3.6. Erfassung des Galleflusses

Die Katheterisierung des Ductus choledochus mit einem spitz angeschrigten
Polyethylenkatheter und das Sammeln der Gallefliissigkeit in eine 1ml-Spritze erlaubte eine
kontinuierliche Kontrolle und Quantifizierung des Galleflusses als Parameter der hepato-

zelluldren Exkretionsfunktion. Hierzu wurde das Gallensekret 20, 40 und 60min nach Beginn
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der intravitalmikroskopischen Untersuchungen gewogen (analytical Plus®, d=0.1mg; Otlews,
Giessen) und unter der Annahme eines spezifischen Gewichtes von 1g/ml Gallensekret in

Mikrolitern pro Minute und Gramm Lebergewicht standardisiert (SUMIMOTO et al, 1988).
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5.4. Experimentelles Protokoll

5.4.1. Altersabhangige Unterschiede der Physiologie und

Anatomie der Rattenleber (Altersstudie)

Ziel in diesem Teil der Untersuchung war es, sowohl anatomische Unterschiede
zwischen den verschiedenen Altersgruppen als auch physiologische Altersunterschiede mit

Hilfe von Vitalparametern, Laborparametern und Intravitalmikroskopie zu erfassen.

Die Versuche umfassten insgesamt 24 Versuchstiere unterschiedlicher Altersgruppen, und
zwar je 6 Tiere in einem Alter von 1 Monat, 3, 12 und 24 Monaten. Die Zuordnung innerhalb

der altersgestaffelten Versuchsgruppen erfolgte randomisiert.

Bei allen Tieren erfolgte die Anidsthesie und chirurgische Priparation wie unter 5.2.2.
beschrieben und jedes Versuchtstier wurde, wie unter 5.2.3. dargestellt, fir die
Intravitalmikroskopie vorbereitet. Wahrend des Versuches wurde der mittlere arterielle
Blutdruck kontinuierlich aufgezeichnet und zusdtzlich wurden intermittierend Herzfrequenz,
arterielle Blutgase, systemischer Hamatokritwert und systemische Leukozytenzahl ermittelt
(5.3.1. und 5.3.4.1.) Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden wie unter 5.3.3.

beschrieben durchgefiihrt und auf Videoband aufgezeichnet.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte off-line und computergestiitzt (5.3.3.).
Folgende mikrozirkulatorische Parameter wurden erfasst: Lebergeometrie (azindre Grofe,
sinusoidaler Durchmesser, venulo-venuldrer Abstand, venuldre Fliche, venuldre Lénge),
sinusoidale Dichte und Perfusionsrate, sinusoidaler Blutfluss, Fldche der Vitamin A-
assoziierten Autofluoreszenz, Verteilung und Abbleich-Zeit der hepatischen Sternzellen,
sinusoidales  LeukozytenflieBverhalten, venulire Leukozyten-Endothelzell-Interaktion,

Kupfferzellaktivitit und -verteilung (5.3.3.1. — 5.3.3.7.).

Am Ende der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde den Versuchstieren
durch Punktion der Aorta ca. 4ml Vollblut zur Analyse leberspezifischer Enzyme entnommen
(5.3.4.2.). Ebenso erfolgte die Asservierung des Lebergewebes zur Bestimmung des Vitamin
A-Gehaltes (5.3.5.). Die wihrend des Versuches kontinuierlich gesammelte Gallenfliissigkeit

wurde, wie unter 5.3.6. beschrieben, weiterverarbeitet.
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5.4.2. Altersabhangige Modulation der LPS-induzierten Immun-
antwort durch G-CSF (Sepsisstudie)

Die Versuche umfaiten insgesamt 54 Versuchstiere unterschiedlicher Altersgruppen,
und zwar je 18 Tiere in einem Alter von 3, 12 und 24 Monaten. Die Tiere wurden je nach

Alter folgenden Gruppen zugeordnet:
3 Monate: 6 Tiere ohne Vorbehandlung

6 Tiere mit Sepsisinduktion durch LPS

6 Tiere mit Vorbehandlung durch G-CSF und Sepsisinduktion durch LPS
12 Monate: 6 Tiere ohne Vorbehandlung

6 Tiere mit Sepsisinduktion durch LPS

6 Tiere mit Vorbehandlung durch G-CSF und Sepsisinduktion durch LPS
24 Monate: 6 Tiere ohne Vorbehandlung

6 Tiere mit Sepsisinduktion durch LPS

6 Tiere mit Vorbehandlung durch G-CSF und Sepsisinduktion durch LPS
Die Zuordnung innerhalb der altersgestaffelten Versuchsgruppen erfolgte randomisiert.

Bei allen Tieren erfolgte eine Vorbehandlung wie unter 5.2.1. beschrieben.
Insbesondere erhielten alle Tiere, die kein G-CSF bzw. LPS erhielten, eine NaCl (0,9%)
Injektion (Vehikel) zum entsprechenden Zeitpunkt, ebenfalls in Athernarkose. Die Anisthesie
und chirurgische Préparation erfolgte wie unter 5.2.2. beschrieben und jedes Versuchtstier
wurde, wie unter 5.2.3. dargestellt, fir die Intravitalmikroskopie vorbereitet (Abb. 12).
Wihrend des Versuches wurde der mittlere arterielle Blutdruck kontinuierlich aufgezeichnet
und zusidtzlich wurden intermittierend Herzfrequenz, arterielle Blutgase, systemischer
Héamatokritwert und systemische Leukozytenzahl ermittelt (5.3.1. und 5.3.4.1.) Die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden wie unter 5.3.3. beschrieben durchgefiihrt

und auf Videoband aufgezeichnet.
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Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte off-line und computergestiitzt (5.3.3.).
Folgende mikrozirkulatorische Parameter wurden erfasst: Sinusoidale Dichte und
Perfusionsrate, Verteilung und Abbleich-Zeit der hepatischen Sternzellen, sinusoidales
LeukozytenflieBverhalten, venuldire Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, Kupfferzell-

aktivitdt und -verteilung. (5.3.3.1. — 5.3.3.7.).

Am Ende der intravitalmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 12) wurde den
Versuchstieren durch Punktion der Aorta ca. 4ml Vollblut zur Analyse leberspezifischer
Enzyme sowie systemischer Zytokine und Chemokine entnommen und aufbereitet (5.3.4.2.
und 5.3.4.3.). Ebenso erfolgte die Asservierung des Lebergewebes zur Bestimmung des
Vitamin A-Gehaltes (5.3.5.). Die wihrend des Versuchs kontinuierlich gesammelte

Gallenfliissigkeit wurde, wie unter 5.3.6. beschrieben, weiterverarbeitet.
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Abbildung 12: Zeitlicher Versuchsablauf in Stunden (h)
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5.5. Statistik

5.5.1. Datenerfassung und statistische Auswertung

Die primire Datenerfassung erfolgte wéihrend der Auswertung der Videobdnder auf
Erhebungsbogen. Die so gewonnenen Daten wurden in einem zweiten Schritt in ein
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel; Microsoft Corporation, UnterschleiBheim) zur
elektronischen Datenverarbeitung eingegeben. Fiir die statistische Auswertung und graphische
Darstellung kamen die Programme SigmaStat Version 2 und SigmaPlot Version 4 (Jandel

Corporation, San Rafael/CA, USA) zur Anwendung.

Aus den pro Untersuchungsparameter ausgewerteten 10 Gesichtsfeldern eines jeden
Versuchstieres wurde der Mittelwert (MW) berechnet. Die Mittelwerte der einzelnen
Versuchstiere wurden dann zur Berechnung eines Gruppenmittelwertes herangezogen. Auf
die gleiche Weise errechnete sich der Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Alle Ergebnisse
wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

Nach Priifung auf Normalverteilung und Gleichheit der Varianz erfolgte der Test auf
statistische Signifikanz bei normalverteilten Daten mittels einer Varianzanalyse (ANOVA).
Bei nicht parametrischer Verteilung wurde die "Kruskal-Wallis ANOVA on ranks"
durchgefiihrt. Weiterhin erfolgte ein Einzelpaarvergleich mittels Student-Newman-Keuls-Test

(bei normalverteilten Daten) oder Dunn's-Test (bei nicht normalverteilten Daten).

Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant

betrachtet.



Ergebnisse 44

6. Ergebnisse der Altersstudie

6.1. Gewicht der Versuchstiere und Lebergewicht

Das mittlere Korpergewicht betrug fur die 1 Monat, 3, 12 und 24 Monate alten
\ersuchstiere 128 + 23¢g, 322 + 17¢g, 630 + 679 und 512 + 17 g und zeigte damit einen Anstieg
auf das 4- bis 5-fache vom 1 Monat alten Tier bis zum 24 Monate alten Tier (Abb. 12a). Das
maximale Gewicht erreichten die hier untersuchten Altersgruppen mit 12 Monaten (630 +
67g) mit einer leichten Gewichtsreduktion im Alter von 24 Monaten (512 £ 17 g).

Das absolute Lebergewicht nahm von 5,0g bei 1 Monat alten Tieren auf 14,59 bei 24
Monate alten Tieren zu (Abb. 12b). Das relative Lebergewicht im Bezug zum Kdorpergewicht
der Versuchstiere war bei 1 Monatstieren mit 3,8% signifikant hoher als bei 3 bis 24 Monate
alten Tieren mit 2,4% bis 2,9% (Abb. 12c).
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Abbildung 12a, b, c: Tiergewicht, absolutes Lebergewicht und relatives Lebergewicht der Tiere mit 1 Monat
(M), 3, 12 und 24 Monaten (n=6). Mittelwerte + SEM, * p<0,01 vs. 1M.
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6.2. Makrohamodynamik

Vergleichbar zum menschlichen Organismus anderten sich auch die systemischen
hamodynamischen Parameter in Abh&ngigkeit vom Alter der Versuchstiere. Die Herzfrequenz
war mit 423 Schldagen/min bei den 1 Monat jungen Tieren am hochsten und nahm bei 3, 12
und 24 Monate alten Tieren mit 340, 328 und 234 Schlagen/min ab (Abb. 13).
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Abbildung 13a, b: Herzfrequenz und mittlerer arterieller Druck der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24
Monaten (n=6). Mittelwerte + SEM.

6.3. Lebermorphologie und hepatische Mikrozirkulation

Die Morphologie der Leber zeigte zwischen den Altersgruppen keine Unterschiede.
Die Struktur der Azini mit ihrem hexagonalen Netzwerk an Sinusoiden, die in eine
postsinusoidale Zentralvene minden, konnte in allen untersuchten Altersstufen beobachtet
werden. Ebenfalls konnte bei allen Tiergruppen die periportale Region mit ihrem
sternformigen Ursprung der periportalen Sinusoide identifiziert werden. Zufuhrende GeféaRRe
(terminale hepatische Arteriolen der A. hepatica propria oder terminale Venolen der V. porta)
konnten in allen Tiergruppen nur selten aufgefunden werden, zur Leberoberflache parallel
laufende postsinusoidale VVenolen wurden hingegen regelhaft gesehen. Die klassische lobulare
Architektur, bei der die postsinusoidale Venole von einer hexagonalen Parenchymstruktur
umgeben ist, die an den Ecken von portalen Feldern begrenzt wird, konnte in allen
Altersstufen regelhaft beobachtet werden (Abb. 14).
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Abbildung 14: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der Leber eines 1 Monate (A und C) und 24
Monate alten (B und D) Versuchtstieres. Bildaufzeichnung mittels Epi-lllumination mit blauem Licht und einer
VegroRerung von 100fach (A und B) bzw. 200fach (C und D). Die in den Bildern eingezeichneten kleinen Sterne
markieren jeweils die periportale Region, die eingezeichneten groBBen Sterne die perizentrale Region mit der
Zentralvene.

6.3.1. Azinare Grol3e

In der quantitativen planimetrischen Auswertung der lobuldren Struktur der Leber
zeigte sich eine GrolRenprogredienz der einfachen azinédren Flache (simple acinar area) von
0,047 mm? bei Tieren im Alter von 1 Monat auf 0,089 mm? bei Tieren im Alter von 12
Monaten bzw. 0,079 mm? bei Tieren im Alter von 24 Monaten (Abb. 15a). Vergleichbar
konnte auch bei dem Parameter der komplexen azindren Flache (complex acinar area) eine
GréRenzunahme von 0,19 mm? bei einem 1 Monatstier auf 0,66 mm? bei einem 24 Monatstier
festgestellt werden (Abb. 15b).
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Abbildung 15a, b: ,,simple acinar area* und ,,complex acinar area* in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3,
12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte = SEM.* p<0,05 vs 1M, * p<0,05 vs 3M.

6.3.2. Venulo-venularer Abstand

Der mittlere Abstand zwischen zwei bei der Auflichtmikroskopie erkennbaren
benachbarten Venolen wurde mit zunehmendem Alter grésser und erreichte bei 12 Monate
alten Tieren das Maximum (1M: 469%26,2um; 3M: 560+27,2um; 12M: 766x25,2um; 24M:
758+25,7um) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Venulo-venularer Abstand in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je
n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M, * p<0,05 vs 3M.
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6.3.3. Geometrie der postsinusoidalen Venolen

Die bei der Auflichtmikroskopie sichtbare Flache der zentralen Venolen wird
altersabhangig kontinuierlich groRer, von 0,005mm? bei 3 Monate alten Tieren bis zu
0,023mm? bei 24 Monate alten Tieren (Abb. 17a).
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Abbildung 17a, b, c: Flache (a), Lange (b) und Durchmesser (c) postsinusoidaler Venolen bei Auflich-
tmikroskopie der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM. * p<0,05
vs 1M, # p<0,05 vs 3M, %p<0,05 vs 12M.

Auch konnte mit zunehmendem Alter der Versuchstiere eine kontinuierliche
signifikante GroRenprogredienz sowohl der sichtbaren L&nge (Abb. 17b) als auch des
Durchmessers der postsinusoidalen VVenole (Abb. 17c) beobachtet werden.
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6.3.4. Sinusoidales Verteilungsmuster im Azinus

Die Verteilung der Sinusoide im Azinus wurde sowohl midzonal als auch im Bereich
der Mundung in die postsinusoidale Venole erfasst. Die Anzahl der midzonal (ber einen
Querschnitt von 200um gezahlten Sinusoide war in den Altersgruppen 3, 12 und 24 Monate
alten Tieren signifikant niedriger als bei 1 Monat alten Tieren, unterschied sich jedoch
innerhalb der alteren Altersgruppen nicht (1M: 8,6/200um; 3M: 7,9/200pum; 12M: 7,8/200um;
24M: 7,5/200um). Die Anzahl der von diesen midzonalen Sinusoiden auch perfundierten
Sinusoiden unterschied sich nicht zwischen den Altersgruppen und betrug zwischen 98% und
100% (Abb. 18a und Abb. 18b).
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Abbildung 18a, b, c: Anzahl der Sinusoide midzonal Uber einen Querschnitt von 200um (a), relative Anzahl der
perfundierten Sinusoide midzonal in der Leber (b) und Anzahl der Sinusoideinmindungen in die Zentralvenole
tber eine L&nge von 100pum (c) der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte £ SEM.
* p<0,05 vs 1M.
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Die Anzahl der pro 100um in eine Venole miindenden Sinusoide nahm von den jiingsten zu
den altesten Tieren stetig ab, wobei nur der Wert der 24 Monatstiere sich signifikant von den

jungsten Tieren unterschied (Abb. 18c).

6.3.5. ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in den Sinusoiden und

sinusoidaler Blutfluss

Der sinusoidale Blutfluss unterschied sich mit Werten zwischen 6,8 und 9,2 pl/s kaum
zwischen den Altersgruppen, jedoch war bei 1 Monat alten Tieren im Vergleich zu den
alteren eine schnellere ErythrozytenflieRgeschwindigkeit bei niedrigeren sinusoidalen

Durchmessern fur den vergleichbaren sinusoidalen Blutfluss entscheidend (Tab. 1).

1 Monat 3 Monate 12 Monate 24 Monate

Sinusoidaler
[um] | 56 + 02|67 £ 02 |67 £ 02|67 = 0,1

Durchmesser

Sinusoidale
Erythrozyten- [um/s] | 315 = 8,8 261 = 230|222 + 23,719 + 219

flieRgeschwindigkeit

Sinusoidaler Blutfluss [pl/s] | 7,7 + 05|92 + 07 |77 £ 08 |68 + 0,7

Tabelle 1: Sinusoidaler Durchmesser in pm, sinusoidale ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in pum/s und
sinusoidaler Blutfluss in pl/s in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6).
Mittelwerte + SEM.
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6.3.6. Sinusoidale und postsinusoidale Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion

Die Anzahl der Leukozyten, die die Lebersinusoide und postsinusoidalen Venolen
durchflieRen, erreichte bei den 3 und 12 Monate alten Tieren das Maximum. Der sinusoidale
Leukozytenfluss war 2,5 bis 3 mal hoher, als bei 1 Monatstieren (in 20 Sekunden 1M: 16+4,4;
3M: 4315,5; 12M: 33£2,2) und der Leukozytenfluss in postsinusoidalen VVenolen war 3,5 bis
5 mal hoher als bei 1 Monatstieren (in 20 Sekunden: 1M: 8+1,8; 3M:4145,8; 12M:30£1,6).
Im Alter von 24 Monaten war diese Anzahl wieder niedriger und erreichte bei den die
Sinusoide durchflieRenden Leukozyten wieder Werte, die mit denen der 1 Monatstiere
vergleichbar waren (in 20 Sekunden 1M: 16+4,4; 24 M: 19+1,6).
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Abbildung 19a, b: Anzahl der im Geféalsystem freiflieRenden Leukozyten Uber einen Zeitraum von 20 Sekunden
in azindren Sinusoiden (a) bzw. in postsinusoidalen Venolen (b) in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12
und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M, p<0,05 vs 3M, ® p<0,05 vs 12M.

Die Anzahl der kirzer als eine Sekunde stagnierenden Leukozyten in den Sinusoiden
war bei den 3 Monatstieren signifikant hoher als in den Ubrigen Altersgruppen. Ein solcher
Unterschied konnte bei der Anzahl der langerfristig aber nicht dauerhaft stagnierenden
Leukozyten (1 bis 20 Sekunden) nicht beobachtet werden. Die Anzahl der stagnierenden
Leukoyzten pro Azinus war bei den Tieren im Alter von 3 Monaten hoher, als bei den tbrigen
Altersgruppen, jedoch statistisch nur signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den 24

Monate alten Tieren. Weiterhin war die Anzahl der stagnierenden Leukoyzten pro Azinus in



Ergebnisse 52

allen Tiergruppen kleiner als 20 / Azinus, so dass von physiologischen Verhaltnissen

ausgegangen werden kann (Abb. 20a-c).
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Abbildung 20a, b, c: Anzahl der temporar stagnierenden Leukozyten im Azinus klrzer 1 Sekunde (a), zwischen 1
und 20 Sekunden (b) und der dauerhaft (langer als 20 Sekunden) stagnierenden Leukozyten (c) in den
Sinusoidaen der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05
vs 1M, p<0,05 vs 3M.

Die Analyse der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in postsinusoidalen Venolen
zeigte keinen Unterschied bei der relativen Anzahl der rollenden Leukozyten an den
Endothelzellen der Venolenwand zwischen den Altersgruppen. Die Anzahl der adhdrenten
Leukozyten pro mm? Venolenwand zeigte einen Maximalwert bei 3 Monate alten Tieren im

Vergleich zu den Ubrigen Altersgruppen (Abb. 21a,b).
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Abbildung 21a, b: Anzahl der rollenden Leukozyten in % der gesamtflieRenden (a) und Anzahl der adharenten
Leukozyten (b) an der Wand postsinusoidaler Venolen in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24
Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M, & p<0,05 vs 3M.

6.3.7. Phagozytose-Aktivitat der Kupfferzellen und deren

Verteilung im Azinus

Die Kupfferzell-Aktivitat, erfasst mit Hilfe der Phagozytoserate von intraarteriell
injizierten Latexpartikeln Uber die Zeit, zeigte in allen Altersgruppen eine vergleichbare
Kinetik (Abb. 22a-d und Abb. 23), auch wenn tendenziell mit zunehmendem Alter eine

Abnahme der negativen Kurvensteigung zu beobachten war (Abb. 22a-d).

Die absolute Anzahl Phagozytose-aktiver Kupfferzellen war in allen Gruppen
periportal groRer als midzonal und midzonal wiederum groRer als perizentral (Abb. 24a).
Innerhalb der zonalen Verteilung war jeweils die absolute Anzahl der Phagozytose-aktiven
Kupfferzellen pro mm? bei den 1 Monat alten Tieren hoher als bei den 3 ubrigen

Altersgruppen, die eine weitgehend homogene Verteilung zeigten (Abb. 24a).

Die relative zonale Verteilung der Phagozytose-aktiven Kupfferzellen im Azinus
bezogen auf alle im Azinus erfassten Phagozytose-aktiven Kupfferzellen zeigte innerhalb
jeder Zone eine gleichférmige Verteilung zwischen den einzelnen Altersgruppen (Abb. 24b).

Wie bei der absoluten Anzahl Phagozytose-aktiver Kupfferzellen (Abb. 24a) ist auch bei der



Ergebnisse

54

relativen Anzahl Phagozytose-aktiver Kupfferzellen eine kontinuierliche Abnahme in allen

Altersgruppen von periportal tber midzonal nach perizentral erkennbar (Abb. 24b).
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Abbildung 22a, b, c, d: Relativer Anteil der frei flieBenden Latex-Partikel zu allen im Gesichtsfeld sichtbaren

Latex-Partikel aufgetragen Uber die Zeit in Sekunden. Angenahrt wurde die jeweilige Punktewolke mit einer

Kurve 3. Ordnung (Exponentieller Abfall).
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Abbildung 23: Relativer Anteil der frei flieBenden Latex-Partikel zu allen im Gesichtsfeld sichtbaren Latex-

Partikel zu den Zeitpunkten 1, 3 und 5 Minuten nach Injektion in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und
24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 24a, b: Absolute Anzahl pro mm? (a) und relative Anzahl in % (b) der durch Latex-Partikel
markierten Kupfferzellen in zonaler Verteilung des Azinus in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24
Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM. * p<0,05 vs 1M.

6.3.8. Hepatische Sternzellen

Die Anzahl der hepatischen Sternzellen (Ito-Zellen) pro Azinus nahm mit
zunehmendem Alter ab (Abb. 25a). Diese Reduktion der Anzahl der hepatischen Sternzellen
war in allen Bereichen des Azinus (periportal, midzonal und perizentral) gleichermalien zu
erkennen. Auch gab es eine deutliche zonale Verteilung der hepatischen Sternzellen, die in
allen Altergruppen periportal und midzonal mehr hepatische Sternzellen pro mm? aufwies als
perizentral (Abb. 25b und Tab. 2).
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Abbildung 25a, b: Anzahl der Ito-Zellen pro mm? in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten
(je n=6). Mittelwerte £ SEM.* p<0,05 vs 1M.
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1 Monat 3 Monate 12 Monate 24 Monate
[N/mm?] [N/mm?] [N/mm?] [N/mm?]
MW + SEM MW + SEM MW + SEM MW + SEM
periportal 1169 + 83,3 993 + 85,8 990 + 50,5* 955 + 62,8*
midzonal 1260 =+ 27,8* 982 + 66,8 906 + 79,7 851 + 45
perizentral 989 + 81,3 871 + 84,7 746 + 34,6 707 £ 549

Tabelle 2: Anzahl der hepatischen Sternzellen pro mm? in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24
Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs perizentral.
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Abbildung 26a, b: Relativer Anteil der planimetrisch bestimmten Flache der Autofluoreszenz der hepatischen
Sternzellen an der Gesamtflache des gemessenen Gesichtsfeldes in Prozent (a) und Zeit des Ausbleichens der
Autofluoreszenz der hepatischen Sternzellen in Sekunden (b) in der Leber der Tiere mtl 1 Monat (M), 3, 12 und
24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M, * p<0,05 vs 3M, %p<0,05 vs 12M.
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Trotz Abnahme der absoluten Zahl der hepatischen Sternzellen pro Azinus in
Abhangigkeit zum Alter, nahm der relative Anteil der planimetrisch bestimmten Flache der
durch die in den hepatischen Sternzellen gespeicherten Vitamin A Metabolite bedingten
Autofluoreszenz pro Gesichtsfeld mit zunehmendem Alter zu (Abb. 26a). Weiterhin war auch
die Dauer der Autoflureszenz der hepatischen Sternzellen bis zum maximalen Ausbleichen
mit zunehmendem Alter signifikant verlangert (Abb. 26b und Abb. 27a-c).

Abbildung 27a, b, c: Représentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der Leber eines 3-monatigen

Versuchtstieres. Bildaufzeichnung bei Epi-lllumination mit griinem Licht und einer 5fachen Vegréfierung. Zu
sehen ist die Autofluoreszenz der hepatischen Sternzellen mit maximaler Autofluoreszenz (a) zu Beginn der

Mikroskopie dieses Gesichtsfeldes bis hin zum kompletten Ausbleichen der hepatischen Sternzellen (c).

6.4. Vollblut- und Serumanalytik

6.4.1. Arterielle Blutgasanalyse, Hamatokrit und systemische

Leukozytenzahl

Bei den in der Blutgasanalyse ermittelten Parametern pH, pCO,, sO, und pO; ergaben
sich keine Unterschiede zwischen den Altersgruppen (Tab. 3). Auch der systemische
Héamatokrit war in den Gruppen statistisch nicht unterschiedlich, obwohl er altersabhéngig
tendenziell anstieg (Tab. 4).
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pPO2 [mMmHg] sO2 [%] pCO, [mmHg] pH
1M | 79 + 50 | 93 + 17 | 48 + 27 |729 + 0,02
3M | 95 + 27 | 97 + 02 |46 + 18 |735 + 0,02
12M | 87 + 54 |95 + 08 |54 * 93 734 + 002
24M | 95 + 43 | 97 + 04 |48 + 21 |737 + 002

Tabelle 3: Parameter der arteriellen BGA der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6).
Mittelwerte + SEM.

HKkt [%]
16 1
1M 44 + 1,0 gl“' *
0,512- T &
£ 10 * &
3M | 47 = 19 2 g . .
12M | 48 + 15 CR
2-
0 T T T T
24M 48 + 11 1M 3M 12 M 24 M

Tabelle 4: Hamatokrit der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.

Abbildung 28: Systemische Leukozytenzahl der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6).
Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M, %p<0,05 vs 3M..
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Die systemische Leukozytenzahl pro pl Vollblut war bei 3 Monate alten Tieren
signifikant hoher als bei den tbrigen Altersgruppen und erreichte bei 24 Monate alten Tieren

wieder Werte, die vergleichbar mit denen von 1 Monat alten Tieren waren (Abb. 28).

6.4.2. Aktivitat der leberspezifischen Enzyme im Serum

Die Werte der Leberenyzme Aspartat-Amino-Transferase, Alanin-Amino-Transferase
und Glutamatdehydrogenase unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Altersgruppen
und befanden sich alle im Bereich physiologischer Werte als Zeichen der intakten

hepatozelluldren Integritét (Abb. 29a-c).

Die alkalische Phosphatase als ein Marker der Osteogenese war tendenziell bei den 3
Monate alten Tieren und signifikant bei den 1 Monat alten Tieren gegenlber den dlteren

Altersgruppen erhoht (Abb. 29d).
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Abbildung 29 a, b, c, d: Serumenzymbestimmungen aus arteriellen Blutproben der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12

und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.* p<0,05 vs 1M.
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6.5. Gallefluss

Der Gallefluss als ein Mal? fiir die exkretorische Funktion des Lebergewebes nahm mit
zunehmendem Alter ab und betrug bei 12 und 24 Monate alten Tieren nur noch ca. 50% des
Wertes 1 Monat alter Tiere. Ein statistischer Unterschied lag nur zwischen den Gruppen der 1
Monat alten Tiere und der 12 Monate alten Tiere vor (Abb. 30).
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Abbildung 30: Gallefluss der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte £ SEM.*
p<0,05 vs 1M.

6.6. Vitamin A-Bestimmung im Leberparenchym

Der Gehalt an Vitamin A (Retinol) bzw. dessen Metaboliten (Retinyl Oleat, Retinyl
Palmitat, Retinyl Stearat) nahm mit zunehmendem Alter kontinuierlich zu und zwar Retinol
um das ca 2-fache, Retinyl Stearat um das ca. 32-fache, Retinyl Palmitat um das ca. 53-fache
und Retinyl Oleat um das ca. 66-fache (Abb. 31a-d). Weiterhin war erkennbar, dass Vitamin
A in der Rattenleber bei jungen Tieren (1 Monat) in der Mehrheit als Retinol und Retinyl
Palmitat vorliegt. Dieses Verhéltnis andert sich innerhalb der Lebensspanne der Ratte, so dass
bei den 24 Monate alten Tieren Vitamin A hauptséchlich als Retinyl Stearat und Retinyl
Palmitat vorliegt (Abb. 31a-d).
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Abbildung 31a, b, ¢, d: Der Gehalt an Retinol (a) bzw dessen Metaboliten Retinyl Oleat (b), Retinyl Stearat (c)
und Retinyl Palmitat (d) in der Leber der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte +
SEM. * p<0,05 vs 1M, * p<0,05 vs 3M, %p<0,05 vs 12M.

Zwischen den gemessenen Vitamin A Konzentrationen im Lebergewebe und den
intravitalmikroskopisch bestimmten Flachen der Vitamin A Autofluoreszenz (Abschnitt 6.3.8)

konnte eine signifkante lineare Korrelation gefunden werden (Abb. 32a-d).
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Abbildung 32a, b, c, d: Regressionsanalyse der Konzentration [g/g] an Retinol (a) bzw. dessen Metaboliten
Retinyl Oleat (b), Retinyl Stearat (c) und Retinyl Palmitat (d) im Lebergewebe im Verhaltnis zu der
intravitalmikroskopisch gemessenen Flache der Vitamin A Autofluoreszenz (relativ zur beobachteten
Gesamtflache) [%] der Tiere mit 1 Monat (M), 3, 12 und 24 Monaten (je n=6). Mittelwerte + SEM.
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6.7. Zusammenfassung der Ergebnisse

6.7.1. Makrohamodynamik, Gewicht der Versuchstiere und

Lebergewicht, Gallefluss, Vollblut- und Serumanalytik

Ubertragen auf den menschlichen Alterungsprozess markieren die ausgewéhlten
Altersstufen unserer Versuchstiere Eckpunkte in deren Lebensspanne. Dabei gelten die 1
Monat alten Tiere als ,,Kinder”, die 3 Monate alten Tiere als ,,Jugendliche”, die 12 Monate
alten Tiere als ,,Erwachsene” und die 24 Monate alten Tiere als ,,Greise”. Im Rahmen dieses
Reifungs- und Alterunsprozesses konnten wir in der Makrohamodynamik eine mit dem Alter

abnehmende Herzfrequenz und einen zunehmenden mittleren arteriellen Druck beobachten.

Bis zum 12. Lebensmonat kam es zu einer Gewichtszunahme der Tiere, die bis zum
24. Lebensmonat stagnierte. Auch das absolute Lebergewicht stieg mit zunehmendem Alter
an, jedoch war das relative Lebergewicht im Bezug auf das Gesamtkdrpergewicht bei den 1
Monat alten Tieren am hochsten und nahm auf einen niedrigeren Wert flr die 0brigen
Altersgruppen ab.

Auch der Gallefluss pro Zeit im Verhéltnis zum Lebergewicht nahm mit

zunehmendem Alter ab.

In der arteriellen Blutgasanalyse der Tiere unterschiedlicher Altersgruppen zeigte sich
sowohl bei den Blutgasen (pO,, pCO,) als auch bei sO, und pH kein Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen. Ein moderater, aber statistisch nicht signifikanter Anstieg des

Hamatokrits konnte ab einem Alter von 1 Monat bis zu 24 Monate beobachtet werden.

Die Konzentration an Leukozyten im peripheren Blut erreichte ihr Maximum bei den

3 Monate alten Tieren und nahm mit zunehmendem Alter wieder ab.

Es existierte kein Unterschied fir die Aktivitdt an leberspezifischen Enzymen als
Zeichen einer hepatozellularen Schadigung zwischen den Altersgruppen. Als Zeichen eines
noch im Wachstum befindlichen Tieres wurde jedoch bei den 1 Monat alten Tieren eine
erhohte Konzentration an alkalischer Phosphatase, einem Indikator der Osteogenese,
festgestellt.
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6.7.2. Lebermorphologie und Vitamin A-Konzentration im

Lebergewebe

Die azindre Grofe nahm im Alter von 1 bis zu 12 Monaten signifikant zu, veradnderte
sich jedoch bis zum Alter von 24 Monaten nicht mehr. Vergleichbare Ergebnisse erbrachte
auch die Distanzmessung der postsinusoidalen Venolen. Auch hier kam es zu einer Zunahme

bis zum 12. Lebensmonat, danach stagnierte jedoch der Wert.

Die altersabhéngige Entwicklung der postsinusoidalen Venolen war von einer
deutlichen GréRenzunahme der intravitalmikroskopisch erfassbaren Flache gekennzeichnet,
die sowohl auf eine Zunahme der gemessenen Venolenlange als auch auf einer Zunahme des

Venolendurchmessers beruhte.

Das sinusoidale Verteilungsmuster im Azinus war von einer moderaten Abnahme der
Sinusoidanzahl pro Langeneinheit gekennzeichnet, sowohl ber den 200um midzonalen
Querschnitt  im  Azinus als auch (ber den 100um perizentral gelegenen
Einmindungsquerschnitt in die postsinusoidale Venole. Ein Perfusionsausfall konnte bei
keiner der Tiergruppen beobachtet werden.

Der sinusoidale Blutfluss &nderte sich zwischen den Altersgruppen nicht signifikant,
jedoch beruhte dieser aus sinusoidalem Durchmesser und ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
errechnete Wert auf unterschiedlichen Basiswerten: Bei den 1 Monat alten Tieren war der
Durchmesser der Sinusoide kleiner die ErythrozytenflieBgeschwindigkeit jedoch hoher als bei
den Ubrigen 3 Altersgruppen.

Die Anzahl der hepatischen Sternzellen nahm mit zunehmendem Alter ab. Weiterhin
war eine in allen Altersgruppen gleichbleibende zonale Aufteilung der hepatischen
Sternzellen im Azinus zu beobachten mit einer von periportal nach perizentral stetig
abnehmendem Anzahl. Die durch die Vitamin A-Speicherung in den hepatischen Sternzellen
entstehende Autofluoreszenz nahm jedoch signifikant zu, ersichtlich zum einen durch die
altersabhéngig langere Zeit bis zum Ausbleichen der Autofluoreszenz unter Belichtung als
auch durch die GréRenzunahme der planimetrisch bestimmten Flache der Autofluoreszenz.
Weiterhin waren auch die Konzentrationen von Vitamin A (Retinol) und dessen Metabolite
(Retinyl Oleat, Retinyl Palmitat, Retinyl Stearat) signifikant altersabhangig gesteigert. Es
konnte aulBerdem eine lineare Korrelation dieser Parameter in Bezug zur

intravitalmikroskopisch bestimmten Flache der Autofluoreszenz festgestellt werden.
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6.7.3. Sinusoidale und postsinusoidale Leukozyten-

Endothelzell-Interaktionen

Sowohl der sinusoidale als auch der venuldre Leukozytenfluss war bei den 3-
Monatstieren 2- bis 3-fach hoher, als bei den 1-Monatstieren, nahm jedoch im Alter von 12
und 24 Monaten wieder ab. Diese Daten sind evtl. durch die gleichférmig verénderten
systemischen Leukozytenzahl dieser Altersgruppen erklérbar (siehe 6.7.1). Auch die Anzahl
an in Sinusoiden stagnierenden Leukozyten war bei den 3-Monatstieren erhoht, vergleichbar
mit der absoluten Leukozytenzahl im Blut und mit dem sinusoidalen Leukozytenfluss. Fir die
Anzahl der rollenden Leukozyten in Venolen bestand kein Unterschied zwischen den
Altersgruppen. Bei der Anzahl der an der Venolenwand adhérenten Leukozyten ergab sich
wiederum ein Maximum bei den 3 Monatstieren. Sowohl die Zahlen fiir in den Sinusoiden
stagnierenden als auch fur die in den Venolen rollenden oder adhérenten Leukozyten

befanden sich im Bereich physiologischer Homoostase.

6.7.4. Kupfferzellverteilung und -phagozytoseaktivitat

Die Zahl an Phagozytose-aktiven Kupfferzellen in der Leber war bei den 1 Monat
alten Tieren in allen Zonen des Azinus signifikant hoher als bei den 3, 12 und 24 Monate
alten Tieren. Die relative zonale Verteilung der Phagozytose-aktiven Kupfferzellen zeigte in
allen Altersklassen im Azinus ein Verteilungsverhéltnis von 5:3:2 flr periportal zu midzonal

zu perizentral.

Die Kinetik der Latexpartikel-Phagozytose als Parameter fur die Aktivitat der
Kupfferzellen war nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen. Bei der
Darstellung der Einzeldaten als Punktewolke zeigte sich lediglich, dass die Streubreite der

Einzelwerte um eine Bestkurve mit zunehmendem Alter leicht zunahm.
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7. Ergebnisse der Sepsisstudie

7.1 Gewicht der Versuchstiere und Lebergewicht

Das mittlere Gewicht der Versuchstiere erreichte ein Maximum nach 12 Monaten und

nahm bis zu einem Alter von 24 Monaten wieder moderat ab (Abb. 33a).

Das absolute Lebergewicht stieg von den 3 Monate alten Tieren zu den 12 Monate
alten Tieren signifikant an und &nderte sich mit weiter zunehmendem Alter nicht mehr (Abb.

33b).

Innerhalb der Vorbehandlungsgruppen gleichen Alters gab es bei Tier- und Leber-

gewicht keine Unterschiede.

b
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Abbildung 33a, b: Gewicht der Versuchstiere (a) und absolutes Lebergewicht (b) der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten mit jeweils den Gruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, * p<0,05
vs. 3M.

7.2 Makrohdmodynamik

Mit zunehmendem Alter der Versuchstiere kam es unabhédngig von der Vorbehandlung
zu einer Abnahme der Herzfrequenz mit signifikanten Unterschieden bei den 24 Monate alten

Tieren (Abb. 34a).
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Abbildung 34a, b: Herzfrequenz (a) und mittlerer arterieller Druck (MAP) (b) der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten mit jeweils den Gruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, * p<0,05
vs. 3M, &p<0,05 vs. 12M.

Der mittlere arterielle Druck (MAP) unterschied sich nicht zwischen Tieren

unterschiedlichen Alters oder unterschiedlicher Vorbehandlung (Abb. 34b).

7.3 Mikrozirkulation

7.3.1. Sinusoidale Perfusionsrate

Die relative Anzahl der perfundierten Sinusoide unterschied sich nicht zwischen den
Kontrollen unterschiedlichen Alters (3M: 98+1,5%; 12M: 100+£0,3%; 24M: 98+0,5%). Im
Vergleich innerhalb der Altersgruppen nahm die relative Anzahl der perfundierten Sinusoide
in der Gruppe Vehikel/LPS jeweils signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe ab. Bei den 3
und 12 Monate alten Tieren war der Wert in den G-CSF/LPS Gruppen wieder signifikant
hoher als bei den Vehikel/LPS Gruppen, blieb jedoch bei den 12 Monate alten Tieren deutlich
unter dem Niveau der Kontrollgruppe (Abb. 35a).
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Abbildung 35a, b: Relative Anzahl der perfundierten Sinusoide im Azinus mit Angabe der Signifikanzen
innerhalb einer Altersgruppe (a) und innerhalb einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM,
" p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe,® p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs.
3M mit gleicher Vorbehandlung,  p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.

Der direkte Vergleich der Behandlungsgruppen zeigte, dass der Perfusionsausfall nach
alleiniger LPS-Applikation in den Altersgruppen der 12 und 24 Monate alten Tiere signifikant
starker ausgeprigt war als bei den 3-Monatstieren. In der Gruppe 24M G-CSF/LPS waren
signifikant weniger Sinusoide perfundiert als bei den vergleichbaren Behandlungsgruppen der

3 und 12 Monate alten Tieren (Abb. 35b).

7.3.2. Sinusoidale Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

7.3.2.1. FreiflieBende Leukozyten

Die Anzahl der frei flieBenden Leukozyten nahm in den Kontrollgruppen mit
zunehmendem Alter ab. In den Gruppen mit alleiniger Sepsisinduktion durch LPS ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den Kontrollgruppen des jeweiligen Alters.
Eine Vorbehandlung mit G-CSF vor Sepsisinduktion bewirkte sowohl bei 3 als auch bei 12
Monate alten Tieren einen Anstieg der Anzahl an frei flieBenden Leukozyten gegeniiber

alleiniger Sepsisinduktion in den gleichen Altersgruppen. Bei den 24 Monate alten Tieren
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verdnderte sich hingegen die Anzahl an frei fleiBenden Leukozyten unabhédngig von der

Behandlungsgruppe nicht (Abb. 36a,b).
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Abbildung 36a, b: Anzahl an frei fliefenden Leukozyten im Azinus mit Angabe der Signifikanzen innerhalb einer
Altersgruppe (a) und innerhalb einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den
Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, * p<0,05 vs. Kontrolle
in gleicher Altersgruppe, ° p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher
Vorbehandlung, * p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.

7.3.2.2. Temporar stagnierende Leukozyten

Die Anzahl der temporir stagnierenden Leukozyten im Azinus, sowohl kurzfristig ( <
1 Sekunde) als auch ldngerfristig ( > 1 Sekunde und < 20 Sekunden), nahm bei den
Kontrollgruppen altersabhingig ab. Eine LPS-Stimulation bewirkte bei keiner Altersgruppe
einen signifikanten Anstieg der kurzfristig adhdrenten Leukozyten. G-CSF Vorbehandlung
bewirkte bei den 3 und 12 Monate alten Tieren eine moderate bzw. signifikante Zunahme der
kurzfristig adhdrenten Leukozytenzahlen. Bei den 24 Monate alten Tieren kam es jedoch zu

einer Reduktion unter das Niveau der Kontrollgruppe (Abb. 37a).
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Abbildung 37a, b: Anzahl an kurzfristig ( < 1 Sekunde) stagnierenden Leukozyten (a) oder lingerfristig ( > 1
Sekunde und < 20 Sekunden) stagnierenden Leukozyten (b) im Azinus der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und
den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, = p<0,05 vs.
Kontrolle in gleicher Altersgruppe, ¥ p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit
gleicher Vorbehandlung, © p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.

Eine alleinige LPS Gabe verursachte einen signifikanten Anstieg der ladngerfristig
adhdrenten Leukozyten in allen Altersgruppen. Im Vergleich zwischen den Altersgruppen
zeigte sich nach LPS Expostiton mit zunehmendem Alter eine kontinuierliche Abnahme der
Anzahl an langerfristig stagnierenden Leukozyten mit signifikanten Unterschieden bei den 24
Monate alten Tieren. Die Vorbehandlung mit G-CSF bewirkte bei allen Altersgruppen eine
Reduktion der ldngerfristig stagnierenden Leukozyten im Azinus im Vergleich zu alleiniger
LPS Stimulation, wobei die Werte jeweils signifikant {iber denen der Kontrollgruppen lagen

(Abb. 37b).

7.3.2.3. Dauerhaft stagnierende Leukozyten

In den Kontrollgruppen nahm die Zahl der dauerhaft stagnierenden Leukozyten im
Azinus mit zunehmendem Alter ab, jedoch ohne dass die Unterschiede signifikant wurden
(Abb. 38a, b). Nach alleiniger Stimulation mit LPS kam es in allen Altersgruppen zu einem

signifikanten ~ Anstieg der dauerhaft stagnierenden Leukozyten gegeniiber den
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Kontrollgruppen (Abb. 38a, b). Altersabhingig existierte hier auch eine stetige, aber zwischen

den Altersgruppen nicht signifikante Zunahme.

Nach G-CSF-Vorbehandlung kam es im Vergleich zu alleiniger LPS-Gabe bei den 3
Monate alten Tieren zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl an dauerhaft stagnierenden
Leukozyten mit vergleichbaren Werten zur Kontrollgruppe. Bei den 12 Monate alten Tieren
kam es bei der Gruppe G-CSF / LPS ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der dauerhaft
stagnierenden Leukozyten im Vergleich zur Vehikel / LPS Gruppe, jedoch lagen die Werte
noch immer signifikant {iber denen der Kontrollgruppe. Bei den 24 Monate alten Tieren
hingegen kam es in der Gruppe G-CSF / LPS im Vergleich zu alleiniger LPS-Exposition zu
einer signifikanten Zunahme der dauerhaft stagnierenden Leukozyten. Dieser Wert lag auch
signifikant tiber dem Wert der {ibrigen Altersgruppen mit gleicher Vorbehandlung
(Abb. 38a, b).
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Abbildung 38a, b: Anzahl dauerhaft ( > 20 Sekunden) stagnierender Leukozyten im Azinus mit Angabe der
Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe (a) und innerhalb einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12
und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte +
SEM, © p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, S p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe,
# p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung,  p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.
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7.3.3. Venulare Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

7.3.3.1. FreiflieBRende Leukozyten

Die Anzahl der frei flieBenden Leukozyten in der Venole nahm tendenziell in den
Kontrollguppen mit zunehmendem Alter ab. 6 Stunden nach LPS-Exposition war bei den 3
und 12 Monate alten Tieren keine signifikante Anderung dieser Anzahl zu finden. Nach
zusitzlicher G-CSF-Vorbehandlung konnte bei beiden Altersgruppen ein nicht signifikanter
Anstieg der Anzahl an frei flieBenden beobachtet werden. Bei den 24 Monate alten Tieren
war die Anzahl der frei flieBenden Leukozyten sowohl in der Vehikel / LPS als auch in der G-
CSF / LPS Gruppe in der Venole gegeniiber den tibrigen Altersgruppen signifikant vermindert
(Abb. 39).
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Abbildung 39: Anzahl frei flieffender Leukozyten in postsinusoidalen Venolen der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM,
* p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung, “ p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.
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7.3.3.2. Rollende Leukozyten

In den Kontrollgruppen kam es altersabhidngig zu einem moderaten Anstieg der
rollenden Leukozyten in der postsinusoidalen Venole. LPS-Expostition bewirkte eine
deutliche, jedoch nur bei den 24 Monate alten Tieren signifikante Zunahme gegeniiber der
Kontrollgruppe des gleichen Alters. Nach G-CSF-Vorbehandlung kam es zu keinen
Unterschieden gegeniiber alleiniger LPS-Exposition (Abb. 40a, b).
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Abbildung 40a, b: Anzahl rollender Leukozyten in postsinusoidalen Venolen mit Angabe der Signifikanzen
innerhalb einer Altersgruppe (a) und innerhalb einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM,
" p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung, © p<0,05 vs. 12M
mit gleicher Vorbehandlung.

7.3.3.3. Adharente Leukozyten

Die Anzahl an dauerhaft adhdrenten Leukozyten in postsinusoidalen Venolen nahm
von den 3 bis zu den 24 Monate alten Tieren ab. LPS-Exposition steigerte diese Anzahl in
allen Altersgruppen signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe. Auch war die Anzahl an
dauerhaft adhdrenten Leukozyten nach LPS-Gabe bei den 12 Monate und 24 Monate alten
Tieren signifikant hoher als bei den 3 Monate alten Tieren. G-CSF Vorbehandlung bewirkte
in allen Altersgruppen eine Reduktion der Anzahl adérenter Leukozyten (Abb. 41a, b):



Ergebnisse 74

o Bei den 3 Monate alten Tieren nahm die Anzahl adhirenter Leukozyten wieder auf das

Niveau der Kontrollguppe ab.

. Bei den 12 Monate alten Tieren kam es ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme
gegeniiber alleiniger LPS-Stimulation, jedoch lagen die Werte noch signifikant {iber den

Werten der Kontrollgruppe.

. Bei den 24 Monate alten Tieren zeigte sich nur ein nicht signifikanter Riickgang der
Anzahl an adhdrenten Leukozyten gegeniiber der Vehikel/LPS-Gruppe und auch hier

waren die Werte noch signifikant hoher als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 4la, b: Anzahl dauerhaft adhdrenter Leukozyten in postsinusoidalen Venolen mit Angabe der
Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe (a) und innerhalb einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12
und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte +
SEM, * p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, $ p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, *
p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung, € p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.

7.3.3.4. Kupfferzellaktivitat

Die nach einer definierten Zeit nach Injektion noch frei flieBenden Latexpartikel

waren ein Marker fiir die Kupfferzellaktivierung.

Eine Minute nach Injektion der Latexpartikel sah man, dass LPS-Exposition die

relative Anzahl an frei flieBenden Latexpartikeln in allen Altersgruppen steigerte. Bei G-CSF-
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Vorbehandlung vor LPS-Exposition war bei den 3 und 12 Monate alten Tieren diese Zahl

weiter erhoht, bei den 24 Monate alten Tieren nahm sie eher ab (Abb. 42a).

5 Minuten nach Injektion erkannte man eine Zunahme der relativen Anzahl an noch
frei flieBenden Latexpartikeln in der Vehikel/LPS Gruppe im Vergleich zu Kontrolltieren. Bei
den 3 und 12 Monate alten Tieren konnte bei den G-CSF/LPS Guppen eine jeweils
signifikante Steigerung im Vergleich zu alleiniger LPS Exposition beobachtet werden. Bei
den 24 Moante alten Tieren kam es nach G-CSF Vorbehandlung zu keinem Unterschied der
relativen Anzahl an noch frei flieBenden Latxpartikeln im Vergleich zu den Kontroll- oder

Vehikel/LPS-Tieren (Abb. 42b).
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Abbildung 42a, b: Relative Anzahl der frei flieffenden Latexpartikel im Verhdltnis zu allen sichtbaren
Latexpartikeln in einem Gesichtsfeld zu den Zeitpunkten 1 Minute (a) und 5 Minuten (b) nach Injektion der
Latexpartikel der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-
CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM,~ p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe,* p<0,05 vs. Vehikel/LPS in
gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung, < p<0,05 vs. 12M mit gleicher
Vorbehandlung.
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7.4 Vollblut-, Blutserum- und Blutplasmaanalytik

7.4.1. Arterielle Blutgasanalyse, Hamatokrit und

systemische Leukozytenzahl

Die in der Blutgasanalyse der arteriellen Blutproben erhobenen Parameter unter-

schieden sich unabhéngig von Alter oder Vorbehandlung nicht (Tab. 5).

pO2  [mmHg] sO.,  [%] pCO, [mmHg] pH
3M Kontrolle 95 + 2,7 97 + 0,2 46 + 1,8 7,35 + 0,016
Vehikel /
113 + 45 97 + 04 42 + 1,7 7,35 + 0,015
LPS
G-CSF/LPS 112 + 3,7 98 + 0,3 43 + 27 7,32 + 0,008
12M  Kontrolle 87 + 54 95 + 0,8 54 + 93 7,34 + 0,016
Vehikel /
103 + 3,8 96 + 0,8 40 + 3,9 7,35 + 0,016
LPS
G-CSF/LPS 103 + 71 95 + 14 44 + 21 7,33 + 0,009
24 M  Kontrolle 95 + 43 97 + 04 48 + 21 7,37 + 0,016
Vehikel /
109 + 51 98 + 0,2 47 + 25 7,34 + 0,017
LPS
G-CSF/LPS 127 + 7,0 99 + 0,2 37 + 34 7,39 + 0,024

Tabelle 5: Ergebnisse der Blutgasanalyse aus arteriellen Blutproben der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und

den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM.
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Auch der systemische Hamatokrit unterschied sich nicht zwischen den Altersgruppen (Tab.
6). Der Hiamatokrit nahm in den Gruppen Vehikel/LPS und G-CSF/LPS im Vergleich zu den
Kontrollgruppen eher ab, jedoch waren diese Unterschiede nicht signifikant (Tab. 6).

Hkt [%]
3M Kontrolle 47 + 19
Vehikel / LPS 42 =+ 16
G-CSF/LPS 40 + 13
12M Kontrolle 48 =+ 15
Vehikel / LPS 45 + 24
G-CSF/LPS 44 = 2,0
24 M Kontrolle 48 + 1.1
Vehikel / LPS 41 + 1.8
G-CSF/LPS 40 =+ 1.2

Tabelle 6: Himatokrit der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS
und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte £ SEM.

Die systemische Leukozytenzahl nahm in den Kontrollguppen mit zunehmendem
Alter stetig ab und war im Alter von 24 Monaten signifikant niedriger als bei 3 Monate alten

Kontrolltieren (Abb. 43a, b).
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Abbildung 43a, b: Systemische Leukozytenzahl mit Angabe der Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe (a)
und einer Behandlungsgruppe (b) der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle,
Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, * p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, *

p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung,  p<0,05 vs.
12M mit gleicher Vorbehandlung.

Im Vergleich innerhalb der Altersgruppen kam es nach alleiniger LPS-Exposition bei
den 3 Monate alten Tieren zu einer signifikanten Abnahme der systemischen Leukozytenzahl,
ebenso auch bei den 24 Monate alten Tieren. Im Alter von 12 Monaten énderte sich nach
LPS-Gabe die Leukozytenzahl nicht im Vergleich zu Kontrolltieren. In den G-CSF/LPS-
Gruppen konnte sowohl bei den 3 als auch bei den 12 Monate alten Tieren eine signifikante
Zunahme der Leukozytenzahl im Vergleich zu den Vehikel/LPS Gruppen beobachtet werden,
nicht jedoch bei den 24 Monate alten Tieren (Abb. 43a).

Im Vergleich zwischen den Altersgruppen zeigte sich in der Gruppe der 24 Monate
alten Tiere mit G-CSF- und LPS-Vorbehandlung ein signifikant niedrigerer Wert als bei den 3
und 12 Monate alten Tieren (Abb. 43b).
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7.4.2. Aktivitat der leberspezifischen Enzyme im Serum

In der Enzymdiagnostik als Marker fiir einen Organschaden der Leber zeigte sich in
allen Altersgruppen nach alleiniger LPS-Exposition eine signifikante Zunahme aller
gemessenen Enzyme (ALT, AST, GLDH und y-GT) gegeniiber den Kontrolltieren (Abb. 44a-
d). In den Gruppen G-CSF/LPS konnte eine signifikante Organprotektion, ersichtlich an den

im Verhéltnis zu den LPS-Gruppen deutlich niedrigeren Enzymkonzentrationen, beobachtet

werden.
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Abbildung 44a, b, ¢, d: ALT (a), AST (b), GLDH (c) und y-GT (d) in den Blutseren der Tiere mit 3, 12 und 24
Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, "
p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs.
3M mit gleicher Vorbehandlung, < p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.
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Bei den Werten von AST, GLDH und y-GT wurden bei den 3-Monatstieren nach
G-CSF-Vorbehandlung vergleichbare oder nur wenig erhdhe Werte gegeniiber der
Kontrollgruppe gemessen. Bei den 12 und 24 Monate alten Tieren hingegen waren bei diesen
Parametern durch eine G-CSF-Vorbehandlung zwar eine Reduktion der Konzentrationen
gegeniiber der LPS-Gruppe erkennbar, jedoch lagen die Werte noch signifikant iiber denen
der Kontrollgruppen und iiber denen der 3 Monatstiere mit gleicher Vorbehandlung

(Abb. 44a-d).

7.4.3. Systemische Zytokine und Chemokine

Die Analyse der im Blut gemessenen Zytokin-Konzentrationen ergab nach LPS-
Exposition in allen Altergruppen einen signifikanten Anstieg der Zytokine IL-1p, IL-6, IL-10
und TNF-a gegeniiber den unbehandelten Kontrolltieren. Zwar war auch bei den Zytokinen
IL-4 und IFN-y eine Zunahme in diesem Vergleich zu erkennen, jedoch war dieser nicht

signifikant (Abb. 45).

Nach G-CSF-Vorbehandlung und LPS-Exposition zeigte sich bei den 3 Monate alten
Tieren in allen gemessenen Zytokinen eine Konzentrationsabnahme gegeniiber alleiniger
LPS-Gabe, jedoch waren die Unterschiede nur bei IL-1 B, IL-6 und IL-10 signifikant. Auch
bei den 12 Monate alten Tieren konnte durch G-CSF-Vobehandlung eine Reduktion der
Zytokin-Konzentrationen beobachtet werden. Bei den 24 Monate alten Tieren hingegen
bewirkte die zusitzliche G-CSF-Vorbehandlung keine Konzentrationsabnahme der Zytokine

(Ausnahme: IL-4), sondern eher eine Zunahme, vor allem von IL-6 (Abb. 45).

Lediglich Interleukin-4 zeigte in allen Altersklassen eine gleichformige Antwort auf
LPS-Stimulation bzw. G-CSF- und LPS-Vorbehandlung mit einem Riickgang der
Konzentration nach G-CSF auch bei 24 Monate alten Tieren. Diese Unterschiede waren

jedoch nicht siginfikant (Abb. 45f).
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Abbildung 45a, b, ¢, d, e, f: Analyse der im Blutplasma gemessenen Zytokine IL-1 (a), IL-6 (b), IL-10 (c), IFN-
v (d), TNF-« (e) und IL-4 (f) der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle,

Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6). Mittelwerte + SEM, " p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe,
$ p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung, < p<0,05 vs.

12M mit gleicher Vorbehandlung.
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Abbildung 46a, b: Analyse der im Blutplasma gemessenen Chemokine Rantes (a) und MIP-2 (b) im Blutplasma
der Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS
(n=6). Mittelwerte + SEM, " p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, ¥ p<0,05 vs. Vehikel/LPS in gleicher
Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher Vorbehandlung,  p<0,05 vs. 12M mit gleicher Vorbehandlung.

Bei Analyse der Chemokine konnte flir Rantes eine wie bei den Zytokinen bereits
beobachtete Verteilung erkannt werden (Abb. 46a). Die Kontrollgruppen unterschiedlichen
Alters unterschieden sich nicht, jedoch konnte nach LPS-Gabe eine altersabhingige
signifikante Zunahme der Rantes-Konzentration gesehen werden. Bei zusétzlicher G-CSF
Vorbehandlung waren die Plasmakonzentrationen bei den 3 Monate alten Tieren wieder mit
denen der Kontrolltiere vergleichbar und signifikant niedriger als nach alleiniger LPS-
Stimulation. Bei den 12 Monate alten Tieren kam es zwar im Vergleich zu alleiniger LPS-
Stimulation zu einer Abnahme der Rantes-Konzentration, jedoch lagen die Werte immer noch
signifikant {iber denen der Kontrolltiere. Im Alter von 24 Monaten zeigte sich nach G-CSF-
Priakonditionierung eher eine Zunahme der Rantes Konzentration gegeniiber alleiniger LPS-

Gabe.

Zwar zeigte sich auch beim Chemokin MIP-2 bei vergleichbaren Werten in den
Kontrollgruppen eine signifikante altersabhingige Zunahme der Konzentrationen nach
alleiniger LPS-Stimulation, jedoch waren die Werte in den entsprechenden G-CSF/LPS-
Gruppen altersunabhingig gleichformig wieder auf das Niveau der Kontrolltiere reduziert

(Abb. 46b).
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7.5 Gallefluss

Der Gallefluss als Parameter der exkretorischen Leberfunktion zeigte nach LPS-
Exposition in allen Altersgruppen eine signifikante Abnahme im Vergleich zu den
Kontrollgruppen des entsprechenden Alters. Nach zusétzlicher G-CSF-Prikonditionierung
kam es bei den 3 und 12 Monate alten Tieren wieder zu einer Verbesserung des Galleflusses
mit Werten, die zwar noch niedriger aber nicht signifikant unterschiedlich zu den

altersentsprechenden Kontrolltieren waren (Abb. 47).
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Abbildung 47: Galleproduktion im Verhdltnis zum Gewicht der Tierleber und in Abhdngigkeit von der Zeit der
Tiere mit 3, 12 und 24 Monaten und den Behandlungsgruppen Kontrolle, Vehikel/LPS und G-CSF/LPS (n=6).
Mittelwerte + SEM, * p<0,05 vs. Kontrolle in gleicher Altersgruppe, * p<0,05 vs. 3M mit gleicher
Vorbehandlung.

Bei den 24 Monate alten Tieren konnte nach G-CSF Vorbehandlung im Vergleich zu
alleiniger LPS-Stimulation jedoch eine weitere Abnahme des Gallesflusses gesehen werden,
der sich sowohl signifikant von den 24 Monate alten Kontrolltieren als auch von den 3

Monate alten Tieren nach G-CSF / LPS Vorbehandlung unterschied.
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7.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

7.6.1 Systemische Parameter

Das Tiergewicht, die Herzfrequenz und der mittlere arterielle Druck unterschieden
sich altersabhédngig, jedoch nicht zwischen den Behandlungsgruppen einer Altersstufe. Das
Tiergewicht erreichte bei den 12 Monate alten Tieren das Maximum und nahm bis ins Alter
von 24 Monaten wieder leicht, jedoch nicht signifikant ab. Die Herzfrequenz und der mittlere
arterielle Druck (MAP) verdnderten sich, wie auch beim Menschen bekannt. Die
Herzfrequenz nahm mit zunehmendem Ater ab und erreichte mit 24 Monaten sigifikant
niedrigere Werte im Vergleich zu 3 Monate alten Tieren, der MAP blieb in diesen
Altersklassen, die als heranwachsend (3 Monate), erwachsen (12 Monate) und alt (24 Monate)

eingeordnet waren, unverdndert.

Sowohl die Parameter der Blutgasanalye (pO,, sO,, pCO,, pH) als auch der Hb-Gehalt
des Blutes und der H&amatokrit unterschieden sich nicht zwischen den Alters- oder

Behandlungsgruppen.

7.6.2 Hepatische Mikrozirkulation

Die relative Anzahl der perfundierten hepatischen Sinusoide nahm bei LPS-Exposition
in allen Altersgruppen im Vergleich zu den Kontrolltieren ab. Nach G-CSF-
Prakonditionierung erreichte die Zahl an perfundierten Sinusoiden bei 3 und 12 Monate alten
Tieren wieder Werte, die mit denen der entsprechenden Kontrolltiere vergleichbar waren, bei

24 Monate alten Tieren kam es hingegen zu einer weiteren Abnahme.

Die Anzahl der frei flieBenden Leukozyten im Azinus war bei den 24 Monate alten
Tieren in allen Behandlungsgruppen niedriger als bei den iibrigen Altersstufen. Auch konnte
bei den 24 Monate alten Tieren kein Unterschied zwischen den 3 Behandlungsgruppen
gesehen werden. Bei den 3 und 12 Monate alten Tieren nahm hingegen die Zahl an frei
flieBenden Leukozyten nach G-CSF-Prikonditionierung gegeniiber den {brigen

Behandlungsgruppen leicht zu.
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Dementsprechend war auch die systemische Leukozytenzahl im Blut bei den 24
Monate alten Tieren behandlungsunabhéngig niedriger als bei den iibrigen Altersgruppen.
Auch hier war die Anzahl der Leukozyten nach G-CSF-Vorbehandlung bei den 3 und 12
Monate alten Tieren hoher als bei den vergleichbaren Gruppen Kontrolle und Vehikel/LPS.

Die Anzahl an kiirzer als 1 Sekunde stagnierenden Leukozyten im Azinus zeigte keine
signifikanten Verdnderungen zwischen den Behandlungs- und Altersgruppen. Die Anzahl an
Leukozyten, die 1 bis 20 Sekunden im Azinus stagnierte, verdnderte sich in allen
Altersgruppen gleichformig mit einer signifikanten Zunahme nach alleiniger LPS-Stimulation
und einer durch G-CSF-Prikonditionierung wieder leicht abnehmenden Anzahl, die jedoch

immer noch signifikant iiber denen der Kontrolltiere lag.

Vergleichbar mit der Anzahl an frei flieBenden Leukozyten im Azinus verdnderte sich
auch die Zahl an frei flieBenden Leukozyten in der postsinusoidalen Venole. Die Anzahl der
frei flieBenden Leukozyten in der postsinusoidalen Venole war bei den 24 Monate alten
Tieren in allen Behandlungsgruppen niedriger als in den iibrigen Altersstufen. Auch konnte
bei den 24 Monate alten Tieren kein Unterschied zwischen den 3 Behandlungsgruppen
gesehen werden. Bei den 3 und 12 Monate alten Tieren nahm die Zahl an frei flieBenden
Leukozyten im Azinus nach G-CSF-Prikonditionierung gegeniiber den {ibrigen

Behandlungsgruppen eher zu.

Die Zahl der in postsinusoidalen Venolen rollenden Leukozyten nahm
altersunabhéngig nach LPS-Exposition im Vergleich zu den Kontrolltieren zu. Eine

zusitzliche Prikonditionierung mit G-CSF verinderte diese Werte nicht.

Die dauerhaft an der Venolenwand postsinusoidaler Venolen adhdrenten Leukozyten
nahmen nach LPS-Exposition in allen Altersgruppen signifikant gegeniiber den Kontrolltieren
zu. In den G-CSF/LPS-Gruppen war deren Anzahl bei den 3 Monatstieren wieder mit den
Werten der Kontrolltiere vergleichbar. Bei den 12 Monate alten Tieren war diese Anzahl zwar
noch hoher als bei den entsprechenden Kontrolltieren, jedoch signifikant niedriger als bei
alleiniger LPS-Exposition und bei den 24 Monate alten Tieren nur leicht gegeniiber der

Vehikel/LPS Gruppe vermindert.



Ergebnisse 86

7.6.3 Kupfferzellen

Die Anzahl an frei flieBenden im Verhédltnis zu schon von den Kupfferzellen
phagozytierten Latexpartikeln 5 Minuten nach Injektion war bei den lediglich mit LPS-
exponierten Tieren gegeniiber den Kontrolltieren altersunabhédngig leicht erhoht. In den
G-CSF/LPS-Gruppen kam es bei den 3 und 12 Monate alten Tieren zu einer signifikanten
Verschiebung dieser Relation zugunsten der frei flieBenden Partikel, bei den 24 Monate alten
Tieren konnte in der G-CSF/LPS-Gruppe kein Unterschied zur Vehikel/LPS Gruppe gesehen

werden.

7.6.4 Aktiviat der leberspezifischen Enzyme

Die Aktividt der leberspezifischen Enzyme im Serum zeigte in allen mit LPS
behandelten Gruppen einen deutlichen, meist auch statistisch signifikanten Anstieg gegeniiber
den Kontrolltieren der entsprechenden Altersgruppen. Eine altersabhidngige Zunahme nach
alleiniger LPS-Stimulation konnte bei der Aktivitit der y-GT gesehen werden. Nach
Prakonditionierung mit G-CSF vor LPS-Exposition waren die Werte der ALT-Aktivitit in
allen Altersgruppen wieder auf den Wert der Kontrolltiere reduziert. In Bezug auf AST,
GLDH und y-GT wurden nach Pidkonditionierung mit G-CSF bei den 3 Monate alten Tieren
wieder vergleichbare Aktivititen wie bei den Kontrolltieren erreicht. Bei den 12 und 24
Monate alten Tieren kam es zwar im direkten Verglecih mit den Gruppen Vehikel/LPS der
entsprechenden Altersgruppe zu einer Abnahme der Aktivititen von AST, GLDH und y-GT,

jedoch lagen diese Werte immer noch signifikant iiber denen der Kontrollgruppen.
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7.6.5 Zytokine und Chemokine

Nach LPS-Exposition konnte bei Tieren aller Altersgruppen eine Zunahme der
gemessenen Zytokinkonzentrationen von IL-1B, IL-6, IL-10, IFN-y und TNF-o beobachtet
werden, die auBer bei IFN-y auch statistisch signifikant war. Bei einer zusitzlichen
Priakonditionierung mit G-CSF nahm die Zytokinkonzentration der oben genannten Zytokine
bei jungen Tieren im Vergleich zu alleiniger LPS-Behandlung wieder ab. Diese Reduktion
war signifikant mit Ausnahme von TNF-o und IFN-y. Bei alten Tieren sah man nach G-CSF-
Prikonditionierung keine Reduktion der durch LPS erhohten Plasmakonzentrationen, bei
TNF-a sogar eine Zunahme. IL-4 zeigte in allen Altersgruppen einen gleichformigen Verlauf
der Zytokinkonzentrationen mit einer nach LPS erhohten Konzentration und nach G-CSF
Vorbehandlung wieder einer leichten Abnahmen. Alle Werte waren jedoch statistisch nicht

signifikant unterschiedlich.

Die Chemokine Rantes und MIP-2a zeigten bei vergleichbaren Konzentrationen bei
allen Kontrolltieren einen altersabhidngigen signifikanten Anstieg nach LPS Stimulation im
Plasma. Die Plasmakonzentration von MIP-2 nahm in allen Altersgruppen vergleichbar nach
G-CSF-Vorbehandlung wieder ab mit Werten die denen der Kontrolltiere entsprach. Rantes
fand sich bei den 3 Monate alten Tieren durch G-CSF-Prékonditionierung signifikant
gegeniiber der Gruppe Vehikel/LPS vermindert mit vergleichbaren Werten zur
Kontrollgruppe. Bei 12 Monate alten Tieren kam es zwar nach G-CSF-Prikonditionierung
noch zu einer Reduktion der Konzentration von Rantes im Vergleich zur Vehikel/LPS
Gruppe, aber die Werte lagen noch deutlich {iber denen der Kontrollgruppe, und bei den 24

Monate alten Tieren kam es sogar zu einer Zunahme der Plasmakonzentration.
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8. Diskussion

8.1. Diskussion des Modells

Die vorliegende Studie diente (i) der detaillierten Analyse der intravitalen
physiologischen Verdnderungen der hepatischen Morphologie, Mikrozirkulation und
Funktion mit zunehmendem Alter und (ii) der Analyse der durch LPS induzierten Sepsis in
einem altersgestaffelten Tiermodell anhand der hepatischen Mikrozirkulation und der

systemischen Zytokinantwort sowie deren Modulierbarkeit durch G-CSF.

Die Experimente wurden an spontanatmenden, andsthesierten und laparotomierten

Ratten durchgefiihrt.

Untersuchungen pathophysiologischer Mechanismen innerhalb der hepatischen
Mikrozirkulation konnen grundsétzlich anhand isolierter Zellen bzw. Zellkulturen (BADGER,
1986, KNITTEL et al, 1996; SENOO et al, 1990; SHIRATORI et al, 1987), an isoliert
perfundierten Organen (GRIFFEN, Jr. et al, 1970; KONNO et al, 1992; VARIN et al, 1985)
oder an intakten Organismen (BAUER et al, 1994; MENGER et al, 1992; SEIFERT et al,
1995; VOLLMAR et al, 1994b; VOLLMAR et al, 1996b; VOLLMAR et al, 1997;
VOLLMAR et al, 1998b; VOLLMAR et al, 1995) vorgenommen werden. Dabei sollte die
Wahl des Modells problembezogen, das heiit abhdngig von den der Studie
zugrundeliegenden Fragestellungen und Hypothesen, erfolgen. Studien zur Aufklérung
spezifischer zelluldrer Mechanismen (KNITTEL et al, 1996; RENSING et al, 2004; SENOO
et al, 1990; SHIRATORI et al, 1987) oder Zell-Zell-Interaktionen (SHIRATORI et al, 1986;
XU et al, 1996) erlauben durch die Reduktion des Modells auf isolierte Zellen, Zellverbande,
Gewebe oder Organe eher eine Analyse kausaler Wirkungs-Beziehungen. Der Nachteil dieser
Modelle liegt jedoch in der mangelhaften Beriicksichtigung der innerhalb eines Organismus
typischen Interaktionen zwischen den einzelnen Organsystemen, welche durch makro- und
mikrozirkulatorische Regelkreise, neuronale Steuerungsmechanismen, metabolische Faktoren
sowie humorale Kaskadensysteme vermittelt werden (MCCUSKEY, 1983). In vivo Modelle,
wie das in der vorliegenden Arbeit gewdhlte, beriicksichtigen demgegeniiber die
interferierenden lokalen und systemischen, positiven sowie negativen

Riickkopplungsmechanismen in der Regulation und Kontrolle komplexer physiologischer
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oder pathophysiologischer Prozesse (BUSCH et al, 2004; VOLLMAR et al, 1996b;
VOLLMAR et al, 1997).

Das in dieser Studie praktizierte chirurgische Modell beeinhaltete nach Induktion einer
Narkose iiber ein intraperitoneal appliziertes Barbiturat die Laparotomie der Versuchstiere,
die Priparation der Leber sowie die Auslagerung des linken Leberlappens zur
intravitalmikroskopischen Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation. Hierbei besteht
die Moglichkeit einer gravierenden Beeintrachtigung der Leberdurchblutung infolge des
unabdingbaren chirurgischen Traumas (GELMAN, 1987; GELMAN et al, 1987; NAGANO
et al, 1990) mit der Folge einer iatrogenen parenchymatdsen Schiadigung. Untersuchungen zur
Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie sind allerdings am nicht andsthesierten, nicht
laparotomierten Tier aus methodischer Sicht nicht durchfiihrbar. Die in dieser Studie
vorgenommenen Bestimmungen der Leberenzyme ergaben jedoch, ebenso wie die
Beurteilung der lichtmikroskopischen Priparate, keinen Hinweis auf einen funktionellen oder
strukturellen Leberschaden innerhalb der Kontrollgruppe. Dariiber hinaus betrug die
sinusoidale Perfusionsrate unter Kontrollbedingungen fast 100%, was ebenfalls

physiologischen Verhiltnissen nahekommen diirfte (MENGER et al, 1991; POST et al, 1993).

Aus diesen Griinden wurde besonders auf eine schonende chirurgische Préparation
und Auslagerung des zu mikroskopierenden Leberlappens geachtet. Die Tiere wurden zur
Intravitalmikroskopie um 45° in der Sagittalebene nach links geneigt, so dass der linke
Leberlappen lediglich um weitere 45° rotiert werden musste, um sich einem der
Leberoberfliche entsprechenden Plastilinbett anzupassen. Eine Beeintriachtigung der
Perfusion durch iiberméBigen Zug oder Torsion am Gefdlstiel konnte somit vermieden
werden. Bei der Auslagerung kam der linke Leberlappen, mit der Unterseite nach oben, exakt
horizontal in Herzhohe des Versuchstieres zu liegen. Hierdurch wurde ein hydrostatischer
Effekt, der die hepatische Mikrozirkulation und den vendsen Riickstroms zum Herzen

beeinflusste, ausgeschlossen und eine minimale Atemverschieblichkeit der Leber garantiert.

Die Prikonditionierung bzw. Vorbehandlung der Versuchstiere erfolgte in einer
kurzdauernden Atherdampfnarkose. Da der hierfiir verwendete Diethylether eine Reizung von
Schleimhiuten im Respirationstrakt mit stark vermehrter Bronchialsekretion verursacht
(BUDNIEWSKI, 1975), wurde bei der Narkoseinduktion zur chirurgischen Préparation
hierauf verzichtet. Die Substanzen der Vorbehandlung (Vehikel, G-CSF und LPS) wurden

beim mit Ather narkotisierten Tier iiber die Schwanzvene injiziert, und nach einer kurzen
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Aufwachphase wurde das Tier fiir die Dauer des Vorbehandlungszeitraumes wieder in den

Kiéfig verbracht.

Es existieren verschiedene Moglichkeiten zur Induktion einer Sepsis bzw.
Endotoxindmie. Eine Moglicheit ist das tierexperimentelle ,,Cecal Ligation and Puncture®-
Modell, bei dem durch einen tatsichlichen Ubertritt von Mikroorganismen in das Blut eine
Sepsis induziert wird (HYDE et al, 1990; HYDE et al, 1992; REMICK et al, 2000), aber auch
die Induktion der Sepsis durch intravendse Injektion von Lipopolysaccharid gram- negativer
Bakterien (ESMON, 2004; MAYER et al, 1991; REMICK et al, 2005). Eine weitere
Moglichkeit besteht auch in der Injektion von Peptidoglycanen gram-positiver Bakterien zur
Sepsisinduktion (RIETSCHEL et al, 1998; WANG et al, 2004) bzw. die Kombination von
Lipopolysaccharid gram-negativer Bakterien und Peptidoglycan gram-positiver Bakterien
(DUGO et al, 2005). Alle Verfahren haben sicherlich gemeinsam, dass die Ergebnisse im
Tiermodell nicht unmittelbar auf den Mensch iibertragen werden konnen (ESMON, 2004). So
zeigten vielversprechende Anti-Zytokin-Strategien, die im Tiermodell ein verbessertes
Outcome bewirkten, beim Menschen wenig Erfolg (MINNICH et al, 2004; VAN DER et al,
1999).

Fiir unsere Studie wihlten wir die technisch verhiltnismiBig einfach durchzufiihrende
Injektion von Lipopolysaccharid in ein peripheres Gefdl (Schwanzvene). Die
gewichtsadaptierte Dosierung von 10mg/kg Korpergewicht entspricht der in der Literatur
gingigen Dosierung (IIMURO et al, 1994; RUTTINGER et al, 1998; VOLLMAR et al,
1996b; WRAY et al, 2001). Der gewihlte Zeitraum von 6 Stunden zwischen Induktion der
Endotoximdmie und Intravitalmikroskopie der hepatischen Mikrozirkulation basiert auf
Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dass 6 Stunden nach LPS-Injektion der
lokale hepatische Schaden mit Stérung der Mikrozirkulation, Leukozytenaktivierung und

exkretorischer Leberfunktionseinschrankung deutlich ausgepragt ist (THIJS et al, 1995).

Der in unserer Studie gewihlte zeitliche Abstand von 1 Stunde zwischen G-CSF-
Prikonditionierung und Sepsisinduktion durch LPS resultiert aus Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe, in denen bereits eine Protektion der hepatischen Mikrozirkulation bei 3
Monate alten septischen Ratten beobachtet werden konnte (VOLLMAR et al, 1997). Die
Dosis des intravends applizierten G-CSF (200pug/kg Korpergewicht) richtete sich nach
Dosisfindungsuntersuchungen aus der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Wendel an
septischen Nagetieren. Dort konnte gezeigt werden, dass die Mortalitit nach Vorbehandlung

mit 250ug/kg Korpergewicht G-CSF und anschlieender Sepsisinduktion signifikant reduziert
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war (GORGEN et al, 1992; VOLLMAR et al, 1997). Diese tierexperimentell genutzte G-CSF
Dosis liegt jedoch weit iiber den beim Menschen gerduchlichen Dosierungen. So wird bei
durch Chemotherapie induzierter Neutropenie eine Dosierung von 5Spg/kg/d Korpergewicht
und zur adjuvanten Therapie der Sepsis eine Dosierung von lpg/kg/d Korpergewicht
empfohlen (LUFTNER et al, 2005; WEISS et al, 1999; WEISS et al, 2003). Unterschiedlich
ist jedoch auch das Einsatzspektrum, denn beim Menschen wird G-CSF zur Therapie genutzt,
in den von uns vorgestellten Ergebnissen zur Vorbehandlung. Insofern sind die Dosierungen

auf einen anderen Effekt ausgelegt und miissen daher auch nicht unbedingt vergleichbar sein.
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8.2. Diskussion der Untersuchungstechniken

Als Untersuchungsmethode der hepatischen Morphologie und Mikrozirkulation diente
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Geschichtlich lésst sich der Einsatz von Mikroskopen
zur Erforschung mikrozirkulatorischer Phdnomene bis in die Zeit Marcello Malpighis, der
1661 das Kapillarbett als Verbindung des arteriellen und vendsen GefdBBsystems entdeckte,
und Antony van Leuwenhooks zuriickverfolgen, der bereits 1674 die kapilldre
FlieBgeschwindigkeit von Erythrozyten studierte (SLAAF, 1986). Seit dieser Zeit dienen
mikroskopische in vivo Studien der Untersuchung von Struktur und Funktion des
mikrovaskuldren Gefallbetts sowie des Parenchyms zahlreicher Organe, wobei die
Intravitalmikroskopie als sogenannte direkte Technik die Mdglichkeit bietet, dynamische
Phidnomene iiber einen ldngeren Zeitraum detailliert qualitativ und quantitativ zu analysieren
(MENGER et al, 1991; VOLLMAR et al, 1998a; ZEINTL et al, 1986). Auf dieser
Eigenschaft basieren auch die Vorteile und die prinzipielle Uberlegenheit der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie in der Betrachtung der Mikrozirkulation im Vergleich mit indirekten
Verfahren, wie z.B. der Laser-Doppler-Flowmetrie, der Radiogoldpartikel-Clearance-
Technik, der 99mTc-Szintigraphie, der 125I-Albumin-Szintigraphie, der histologischen

Analyse von injizierten Kohlenstoffpartikeln oder der Elektronenmikroskopie.

Prinzipiell ist die Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation mittels Epi-
[Nlumination (Auflicht) oder Trans-Illumination (Durchlicht) moglich (MCCUSKEY, 1986;
SLAAF et al, 1986). Friihe intravitalmikroskopische Untersuchungen nutzen dabei
vornehmlich die Trans-Illuminations-Technik (BLOCH, 1955; HANZON, 1952; KNISELY,
1939). Im Falle der Leber kann mit dieser Methode jedoch nur der duflere Rand eines
Leberlappens beurteilt werden, so dass die Analyse groBerer Areale mit zahlreichen Azini
nicht mdglich ist und die innerhalb eines Experiments zu erhebenden Daten daher limitiert
sind. Dartiber hinaus berichten Untersuchungen mittels Trans-Illuminations-Technik
(EGUCHI et al, 1991) unter physiologischen Bedingungen von einer niedrigeren sinusoidalen
Perfusionsrate als Studien, welche sich der Epi-Illuminations-Technik bedienen (POST et al,
1993; VOLLMAR et al, 1993). Die im Rahmen der Trans-Illumination unabdingbare
Untersuchung des dufleren Leberrandes beinhaltet das Risiko einer pridparationsbedingten,
mechanischen Alteration des Organs. Aullerdem besteht eine erhohte Gefahr der
Austrocknung des diinnen &uBlersten Leberrandes wihrend der Mikroskopie. Aus diesen
Griinden verwendeten wir in der vorliegenden Studie die Epi-Illuminations-Technik, welche

die Visualisierung der Mikrozirkulation an der Oberflache solider Organe ermdglicht. Dabei
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konnte davon ausgegangen werden, dass an der Leberoberfliche zu beobachtende
pathophysiologische Prozesse sich nicht von den im Inneren des Organs ablaufenden

Prozessen unterscheiden (RAPPAPORT, 1958).

Die nur geringe Autofluoreszenz der Leber (HANZON, 1952) erforderte die
Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen zur Kontrastverstarkung (VOLLMAR et al, 1994c;
VOLLMAR et al, 1996a). Zur Darstellung der Perfusionsverhiltnisse diente der Farbstoff
Natrium-Fluoreszein, der zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen i.v. appliziert
wurde. In der geeigneten Dosis (2umol/kg Korpergewicht) wurde damit eine optimale
Kontrastverstirkung der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen erzielt, d.h. die
Sinusoide blieben iiber ihren gesamten Verlauf innerhalb des Azinus von periportal bis
perizentral gut visualisierbar. Die Markierung der Leukozyten erfolgte mittels Rhodamin-6G,
welches in adidquater Dosierung (0.01 umol/100g Korpergewicht i.v.) eine ausreichende
Detektion der flieBenden und stagnierenden Leukozyten ermoglichte (BAATZ et al, 1995).
Eine wiederholte Gabe des Farbstoffes, wie sie bei anderen Leukozyten-Markern (z.B.
Acridin-Orange) unerldsslich ist, war im Falle von Rhodamin-6G nicht notwendig. Mithilfe
der Injektion von 1,1pm durchmessenden Latex-Partikel, die von den sessilen Makrophagen
der Leber (Kupfferzellen) phagozytiert werden, konnte sowohl eine statische Auswertung der
Anzahl und Verteilung der sessilen Makrophagen in der Leber erfolgen, wie auch die
Dynamik der Phagozytosegeschwindigkeit dieser Partikel durch die Kupfferzellen erfasst
werden (DAN et al, 1985; VOLLMAR et al, 1994b; VOLLMAR et al, 1996b; VOLLMAR et
al, 1997).

Durch die Anwendung von diversen Fluoreszenzfarbstoffen stellt die Intravital-
mikroskopie eine einzigartige Methode dar, welche die Visualisierung unterschiedlicher
physiologischer und pathophysiologischer Aspekte erlaubt. Potenziell ist die Beeinflussung
der Untersuchungsergebnisse durch die Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen wie
Rhodamin-6G denkbar (BEREITER-HAHN et al, 1983; DIETZMANN et al, 1987; HIGUTI
et al, 1980). In der gewéhlten Dosis sind jedoch pharmakologisch-toxische Eigenschaften des
Farbstoffes, z.B. eine Stérung der Atmungskette, unwahrscheinlich (EGUCHI et al, 1991).
Des weiteren kann eine lidngere Lichtexposition des Gewebes wihrend der
Intravitalmikroskopie intrazelluldre photodynamische Prozesse induzieren. Deshalb wurde die
Belichtung eines Gesichtsfeldes auf maximal 60 Sekunden und die Gesamtdauer der
Mikroskopie auf das notwendige Minimum beschrankt (MENGER et al, 1991). Bei der

Auswahl der Gesichtsfelder wurde insbesondere darauf geachtet, nicht in unmittelbarer Nihe
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eines bereits belichteten Areals zu mikroskopieren, was sich aufgrund der zur Verfiigung

stehenden Leberoberfliche von ungefihr 7 cm? ausgezeichnet realisieren lieS.

Die Vielzahl und Komplexitit der intravitalmikroskopisch erfassbaren Phdnomene
macht eine "on-line"-, d.h. Echtzeit-Analyse der Lebermorphologie und -mikrozirkulation
unmoglich, so dass eine Dokumentation der mikroskopischen Bilder mit Hilfe einer
hochauflosenden CCD-Kamera (HIRAOKA et al, 1987) und einer Videoaufzeichnungs-
einheit (ELLIS, 1986; ELLIS et al, 1992; MCCUSKEY, 1986) unerldsslich war. Die
Quantifizierung der einzelnen Parameter konnte somit nach Beendigung der Experimente
durch wiederholte Analyse der einzelnen, auf Videoband gespeicherten, Bildsequenzen
erfolgen. Dabei konnten mittels Zeitlupe, Bild-zu-Bild-Analyse oder Standbilder auch
komplexe, rasch ablaufende Vorginge im Detail erfasst werden (ELLIS, 1986; MENGER et
al, 1991).

Die "off-line"-Auswertung der Videosequenzen kann sowohl manuell mittels Bild-zu-
Bild-Analyse, als auch computergestiitzt erfolgen (ELLIS, 1986; INTAGLIETTA et al, 1975).
Eine digitalisierte Analyse mittels Computer-Video-System bietet vor allem den Vorteil einer
wesentlich rationelleren Quantifizierung der Parameter, wodurch in kurzer Zeit eine sehr
grole Datenmenge verarbeitet werden kann (ELLIS, 1986). Die prinzipiellen Probleme der
computergestiitzten Video-Analyse bestehen in der Notwendigkeit einer konsequent hohen
Bildauflosung der zu untersuchenden Objekte sowie in der Beeinflussung der Auswertung
durch Bewegungsartefakte (ZEINTL et al, 1986). Obwohl automatisierte Verfahren zur
Analyse der hepatischen Mikrozirkulation in den vergangenen Jahren bereits Verwendung
fanden (SHERMAN et al, 1990; SHERMAN et al, 1986), ergeben sich jedoch gerade im
Falle der Intravitalmikroskopie der Leber Schwierigkeiten aufgrund der Atemexkursionen,
welchen das Organ indirekt iiber das Zwerchfell ausgesetzt ist. Da wir in dem von uns
gewdhlten Modell aus Griinden der Komplexitdt der zu untersuchenden Parameter und des
enormen Umfangs der erhobenen Daten eine computergestiitzte Analyse der
Lebermorphologie und -mikrozirkulation anstrebten, war eine sorgfiltige chirurgische
Priparation zur Vermeidung jeglicher Bewegungsartefakte notwendig. Eine Minimierung der
Ubertragung von Atembewegungen und Herzaktionen auf die Leber wurde durch sorgfiltige
Mobilisation und Auslagerung des linken Leberlappens auf eine mittels Plastillinmasse der
Leberoberfldche genau angepassten Metallschale erreicht. Dies gewihrleistete eine suffiziente

Ruhigstellung der Leber zur computergestiitzten Analyse.
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Zur quantitativen ,,off-line“-Auswertung der einzelnen Videosequenzen wurde jeweils
ein elliptisches Overlay als Schablone auf den Bildschirm gelegt, welches in Gro3e und Form
einen Azinus - als kleinste strukturelle und funktionelle Baueinheit der Leber (RAPPAPORT
et al, 1954) - reprisentierte. Sechs solcher Azini, zirkuldr um die drainierende Zentralvenole
angeordnet, entsprechen dem Baumuster des ,,klassischen* hexagonalen Leberldppchens oder
sogenannten ,,complex acinus“ (RAPPAPORT, 1958). Somit wird die Umrechnung der
anhand eines Overlays gewonnenen Daten auf die Flidche eines Leberlédppchens ermoglicht.
Des weiteren erlaubt die Verwendung elliptischer Overlays eine Unterteilung des Azinus in
drei Segmente gleicher Linge (RAPPAPORT, 1973), wodurch alle analysierten Parameter
getrennt flir die subazinidren Regionen periportal, midzonal und perizentral zu erheben sind.
Diese Vorgehensweise erlaubt eine detaillierte, quantitative und hinsichtlich der Lokalisation
aller beobachteten Phdnomene differenzierte Analyse der hepatischen Mikrozirkulation,
welche bereits in vergleichbaren Studien etabliert wurde (MENGER et al, 1991; POST et al,
1993; VOLLMAR et al, 1993; VOLLMAR et al, 1994c).

Zur Evaluation der Anzahl, Verteilung und Aktivitdt von hepatischen Sternzellen
bestimmten wir die Zell-Dichte im Lebergewebe der Versuchstiere indirekt durch quantitative
Analyse der Vitamin A-assoziierten Autofluoreszenz. Diese ist in ihrer Intensitit von der Zahl
der vorhandenen Ito-Zellen sowie von deren Vitamin A-Gehalt abhingig (SUEMATSU et al,
1993; VOLLMAR et al, 1998b). Des weiteren wurde die Abbleichzeit der Vitamin A-
assoziierten Autofluoreszenz in Ito-Zellen als Indikator fiir Verdnderungen des Vitamin A-
Gehaltes bestimmt. Diese korreliert nur mit dem Vitamin A-Gehalt der Ito-Zellen
(SUEMATSU et al, 1993). Weiterhin analysierten wir intravital mikrozirkulatorische
Verdnderungen sowohl im Rahmen der physiologischen Altersentwicklung der Versuchstiere
wie die Grofenidnderung anatomischer Strukturen e.g. der azindren Grole (BLECHMAN et
al, 1999; DRUGAS et al, 1993), als auch altersabhidngig in der Modulation der Sepsis e.g. die
sinusoidalen Perfusionsausfille im Azinus (VOLLMAR et al, 1994a; VOLLMAR et al,
1996a). Einen weiteren Schwerpunkt legten wir auf die Erfassung der Modulation der
Entziindungsreaktion durch Induktion einer Sepsis mit oder ohne zusétzliche G-CSF-
Prakonditionierung. Hierzu analysierten wir neben der Gesamtzahl der Leukozyten auch ihr
FlieBverhalten nach Anfiarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-6G (VOLLMAR et
al, 1994c). Die Intravitalmikroskopie erlaubte auferdem eine Untersuchung der Rolle der
Kupfferzellen im Rahmen der Sepsis (VOLLMAR et al, 1997; VOLLMAR et al, 1996b).

Hierzu wurde, nach Injektion von Latex-Partikeln, die Phagozytose-Aktivitit der
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Kupfferzellen, welche von der Zahl der vorhandenen Kupfferzellen und von ihrem

Aktivierungszustand abhdngig ist, und deren Gesamtzahl pro Azinus bestimmit.

Es erfolgte dariiber hinaus die Bestimmung des Vitamin A-Gehaltes im Lebergewebe
mittels HPLC, einer in der Literatur {iber die Jahre hinweg immer wieder verwendeten und
gut evaluierten Methode zur Quantifizierung 16slicher Substanzen (HENDRIKS et al, 1985;
HENDRIKS et al, 1987; SHINTAKU et al, 1998; YAMANE et al, 1993). Im Zuge dieser
Analysen konnten weitere wertvolle Informationen {iber die Anteile der wichtigsten Vitamin
A-Speicherformen am Gesamt-Vitamin A-Gehalt der Leber gewonnen werden (HENDRIKS
et al, 1985; HENDRIKS et al, 1987).

Als MalB} der durch Sepsisinduktion verursachten Leberschddigung wurde auch die
Aktivitdt leberspezifischer Transaminasen im Serum bestimmt. Eine vermehrte Freisetzung
dieser Enzyme mit messbarer Aktivitdtserhohung im Serum erfolgt im Rahmen
pathophysiologischer Prozesse, welche mit einer Beeintrichtigung der hepatozelluldren
Integritét einhergehen (SCHMIDT et al, 1987). Insbesondere zeigen sich mit der Schwere der
Leberschddigung korrelierende Serumaktivititen von Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und
Alanin-Aminotransferase (ALAT) (SCHMIDT et al, 1987; VOLLMAR et al, 1996b).
Zytosolische Enzyme (z.B. ALAT) und Ekto-Enzyme der Plasmamembran wie y-Glutamyl-
Transferase (y-GT) oder Alkalische Phosphatase (AP) gelangen bereits bei leichteren
Zellschiden in den extrazelluliren Raum mit Zunahme der entsprechenden Aktivitit im
Serum (SCHMIDT et al, 1987). Ein Anstieg der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), welche
innerhalb der Mitochondrienmatrix lokalisiert ist, kann als schwere, die Mitochondrien
einbezichende Zellschidigung aufgefasst werden (SCHMIDT et al, 1987). Dariiber hinaus
kann aus der Anderung des Enzymmusters von ASAT und ALAT auf die Schwere der
Leberschiadigung zuriickgeschlossen werden. Wiahrend die ALAT ein ausschlieBlich
zytoplasmatisches Enzym darstellt, ist die ASAT sowohl im Zytoplasma als auch in den
Mitochondrien lokalisiert (KAMIIKE et al, 1982). Leichtere Zellschdden verursachen somit
die Freisetzung von ALAT und der zytoplasmatischen ASAT; erst bei ausgeprigter
Schiadigung wird auch die Aktivitit der mitochondrialen ASAT ansteigen, wodurch sich das
Verhéltnis ASAT/ALAT hin zu groBeren Werten verschiebt (KAMIIKE et al, 1982;
NISHIMURA et al, 1986).

Als Parameter der hepatozelluldren Exkretionsfunktion, welche ausschlieBlich in vivo
direkt erfasst werden kann, wurde der Gallefluss wihrend eines Zeitraums von max. 60

Minuten quantifiziert. Hierzu wurde die Galle iiber einen in den Ductus choledochus
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eingebrachten Polyethylenkatheter drainiert, in einer Einwegspritze gesammelt und
anschliefend gewogen (RUTTINGER et al, 1996). Da die Menge der Gallenfliissigkeit
sowohl von der Zeit, iiber welche sie gesammelt wurde, als auch von der individuell
verschiedenen Masse des Lebergewebes abhingig ist, wurde eine Standardisierung der
Gallenexkretion vorgenommen. Diese erfolgte nach SUMIMOTO et al. (SUMIMOTO et al,
1988)) unter der Annahme eines spezifischen Gewichtes von 1g/ml Gallensekret in

Mikrolitern pro Minute und Gramm Lebergewicht (pul x min-1 x g-1).

Zur Beurteilung der in der Sepsis ablaufenden Entziindungskaskade wurden sowohl
proinflammatorische, als auch antiinflammatorische Zyto- und Chemokine mittels ELISA-
Technik aus dem Blutplasma der Versuchstiere bestimmt. Die entsprechenden Blutproben
wurden zum Versuchsende, ca. 7 Stunden nach LPS-Injektion, abgenommen. Nach dieser
Zeitspanne ist die initiale Freisetzung der Zytokine bereits abgeschlossen (THIJS et al, 1995).
Bei  Verschiebung des  Gleichgewichtes  zwischen  proinflammtorischen  und
antiinflammatorischen Zytokinkonzentrationen zugunsten der Proinflammation ist auch von
einer stirkeren proinflammatorischen Zellantwort des Immunsystems auszugehen (GIROIR,
1993; REMICK et al, 1990; ROILIDES et al, 1992). Da der vorhandene Schaden des
Gesamtorganismus in der Sepsis zu einem groBen Teil durch das eigene Immunsytem
verursacht wird (CAVAILLON et al, 2003; GIROIR, 1993; ROUX P., 2004), ist somit auch
von einer stirkeren Schddigung auszugehen, die durch die oben bereits beschriebenen

intravitalmikroskopischen und laborchemischen Paramter erfasst werden kann.
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8.3. Diskussion der physiologischen Altersunterschiede

in der Rattenleber

Es gab 3 entscheidende Griinde fiir die Wahl dieses Tiermodells:

1. In der Vergangenheit wurden viele Erkenntnisse iiber die physiologische und
phathophysiologische Mikrozirkulation anhand der Intravitalmikroskopie der
Rattenleber gewonnen. Altersabhingige Verdnderungen wurden allerdings

nicht untersucht.

2. Fiir einen groflen Anteil der gerontologischen Untersuchungen werden Ratten

als Versuchstiere genutzt.

3. Im Rahmen unseres Modellvorhabens wollte unsere Arbeitsgruppe
pathophysiologische Unterschiede in einem altersgestaffelten Tiermodell
untersuchen, ohne dass die Physiologie des Alterns im Organsystem Leber der

Ratte bekannt war.

Eine Ubertragung der hier vorgestellten Daten auf eine andere Spezies sollte jedoch
mit Vorsicht erfolgen, weil bereits innerhalb einer Spezies unterschiedliche Stidmme des

Versuchstieres Ratte andere Ergebnisse liefern (SCHOEFFNER et al, 1999).

Da iiberdies einige Paramter der alternden Leber wie z.B Lebergro3e zwischen Ratten
und Menschen differieren, ist ein Extrapolieren der hier vorgestellten Daten auf den
Menschen nicht moglich. Nichtsdestotrotz konnten die hier an Sprague-Dawley Ratten, einem
der am haufigsten genutzten Rattenstimme in der tierexperimentellen Forschung, erhobenen
Ergebnisse zum Verstdndnis des physiologischen Alterungsprozesses des Organsystems Leber

beitragen.

Da Vitmin A speichernde hepatische Sternzellen eine Schliisselfunktion in der
Entstehung der Leberfibrose innechaben (FRIEDMAN, 1999), ist die detaillierte in vivo
Analyse dieser Zellen in unterschiedlichen Altersklasse von zentalem Interesse fiir die Er-
forschung der Leber-Pathologie. In dieser Studie wurde eine in vivo Analyse der Vitamin A-
Autoflureszenz durchgefiihrt und dabei sowohl die Anzahl als auch die GroBe der
Fluoreszenzlokalisationen registriert. Mit zunehmendem Alter kam es zu einer Reduktion der

gezihlten fluoreszierenden Punkte pro Fldache, was auf eine Abnahme an hepatischen
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Sternzellen hindeutet. Im Gegensatz dazu war jedoch die autofluoreszierende Fliache der als
hepatische Sternzellen identifizierte Punkte mit zunehmdem Alter grofler und die Zeitdauer
des Ausbleichens ldnger, was als ein Zeichen fiir eine vermehrte Vitamin A-Speicherung in
den einzelnen Zellen gedeutet werden kann. Der vermehrte Vitamin A-Gehalt konnte auch im
direkten Nachweis von Vitamin A und dessen Metaboliten im Lebergewebe mittels HPLC
bestitigt werden und die Korrelation von Vitamin A und dessen Metaboliten mit den

planimetrisch bestimmten Flachen der Vitamin A-Autofluoreszenz war signifikant.

Sprague-Dawley Ratten unterschiedlichen Alters zeigten himodynamische
Unterschiede. Vergleichbar mit den altersabhingigen physiologischen Verdnderungen beim
Mensch war der mittlere arterielle Druck mit zunehmdem Alter der Versucchstiere erhoht und
die Herzfrequenz nahm ab. Auch bei den allgemeinen Tierdaten (Korpergewicht, absolutes
und relatives Lebergewicht) konnte eine Altersabhidngigkeit beobachtet werden, die auch in
Einklang mit bereits bekannten Daten von Ratten stehen (SCHOEFFNER et al, 1999). Die
Tendenz des Korpergewichtsverlustes bei 24 Monate alten Tieren im Vegleich zu 12 Monate
alten Tieren kann am ehesten als generalisierter Protein Katabolismus interpretiert werden,

der haufig in hohem Alter zu beobachten ist (BLECHMAN et al, 1999).

Die aktuellen Daten zeigen, dass weder wihrend des Heranwachsens noch wéhrend
des Alters signifikante Umbauprozesse der Leberarchitektur erfolgen. Das absolute Gewicht
der Leber nimmt vom 1 Monat bis zum 12 bzw. 24 Monate alten Tier zu, das relative Gewicht
der Leber im Vehiltnis zum Korpergewicht hat jedoch bei den 1 Monat alten Tieren sein
Maximum mit ca 3,8% und nimmt in den {ibrigen Altersgruppen signifikant demgegeniiber
mit Werten zwischen 2,4% und 2,9% ab. Parallel zur 2,9-fachen Gewichtszunahme der Leber
im Alter von 1 Monat zu 12 Monaten nahm die Grof3e der Azini durchschnittlich um das 3,5-
fache zu. Die hier vorgestellten Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen einer anderen Studie
tiberein, die gezeigt hat, dass der azindre Durchmesser bei ca. 300g schweren Ratten
(entsprechend einem Alter von ca. 3 Monat) im Vergleich zu 50-70g schweren Ratten
zunimmt (DRUGAS et al, 1993) und erweitern die Datenlage dahingehend, dass bis zu 12
Monaten eine Grolenzunahme stattfindet, die sich bis ins Alter von 24 Monaten nicht mehr
verandert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die altersabhingige Anpassung der
Lebermorphologie an das mit dem Alter vermehrte Lebergewebe nicht durch eine Zunahme
der absoluten Anzahl der Leberazini zustande kommt, sondern wahrscheinlich lediglich durch
eine GrofBenzunahme bereits bestehender morphologischer Einheiten. Weiterhin ist die

intrahepatische hexagonale Léappchenstruktur, in der das Blut von afferenten Gefdllen
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kommend die periportale, die midzonale und die perizentrale Region des Azinus bis in die
zentralen postsinusoidalen Venolen durchflieft, in allen Altersgruppen erhalten. Die
postsinusoidalen Venolen adaptieren sich an das GréBenwachstum der Leberldppchen mit
einem proportionalen Lingen- und Durchmesser- Wachstum, wie es gleichermallen fiir
intestinale (UNTHANK et al, 1987) und dermale (VOLLMAR et al, 2000) Arteriolen und
Venolen wihrend Wachstum und Altern beschrieben ist. Parallel dazu zeigen auch die
Sinusoide eine signifikante Zunahme des Durchmessers bei 3, 12 und 24 Monate alten Tiere
im Vergleich zu den 1 Monat alten Tieren. Die BlutflieBgeschwindigkeit nahm umgekehrt
proportional dazu mit zunehmdem Alter ab, wie auch von Drugas et al. (DRUGAS et al,
1993) gezeigt wurde.

Unter der Vorstellung, dass sich die Anzahl der Sinusoide wihrend der gesamten
Lebensdauer nicht dndert, wiirde man erwarten, dass mit zunehmendem Gro3enwachstum der
Leber sich der Abstand zwischen den Sinusoiden vergréfert. Somit miisste die sinusoidale
Dichte entsprechend um den Faktor 3,5 bis 4 bei 12 und 24 Monate alten Tieren im Vergleich
zu 1 Monat alten Tieren reduziert sein. Tatsdchlich ist die sinusoidale Dichte jedoch nur
moderat auf 87 Prozent im Vergleich zu den 1 Monat alten Tieren vermindert. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass es zu einer Rekrutierung und/oder Neubildung von Sinusoiden mit
zunehmendem Alter und Grofenwachstum der Leber kommt, um die adédquate
Sauerstoffversorgung des Gewebes aufrecht zu erhalten. Eine erhohte Enyzmaktivitit der
Leberenzyme konnte als mogliches hypoxisches Schidigunszeichen hier nicht im Vergleich

zwischen den Altersgruppen festgestellt werden.

Ein wichtiger Punkt der vorliegenden Untersuchung ist, dass sich die Fahigkeit zur
Phagozytose der Kupfferzellen nicht zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen
unterscheidet. So unterscheidet sich die Kinetik der Clearance der zirkulierenden Latex-
Partikel nicht zwischen den Altersgruppen. Daher miissen die Beobachtungen, dass éltere
Ratten anfilliger als junge Ratten fiir durch Endotoxin (DURHAM et al, 1990) oder Cadmium
(SANZ et al, 1999; YAMANO et al, 1998) induzierte Leberschdden sind, mit verdnderten
FEigenschaften und limitierten Moglichkeiten der Kupfferzellen erkldrt werden, auf
Stressfaktoren zu reagieren und eine addquate Stressantwort aufzubauen, und nicht durch eine
altersabhidngige Dysfunktion per se. In Einklang damit wurde postuliert, dass die mit
zunehmendem Alter beobachtete Abnahme von SMP-30 (senescent marker protein-30) eine
Dysregulation des Ca®’-Stoffwechsels bewirken kénnte mit der Folge einer Verinderung der

Signaltransduktion in &lteren Geweben mit dadurch bedingten verdnderten Reaktionen und
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groferer Anfilligkeit gegeniiber unterschiedlichen Noxen (FUJITA et al, 1999; FUIJITA,
1999; SANZ et al, 1999). Auch kénnte die mit zunehmdem Alter beschriebene Zunahme der
basalen Plasmakonzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-18 und die Reduktion
der basalen Plasmakonzentration des ambivalenten Zytokins IL-6 mit einer zunehmenden

Anfalligkeit gegeniiber schidlichen Reizen in Zusammenhang stehen.

In allen Altersgruppen waren die intrahepatischen Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen als MaB fiir einen hoheren proinflammatorische Ist-Zustand des Immunsystems
vergleichbar und im Bereich physiologischer Werte, was damit nicht die erhohte Anfalligkeit

im Alter gegeniiber Noxen widerspiegelt.



Diskussion 102

8.4. Diskussion der LPS-Exposition und G-CSF-Vor-

behandlung im altersgestaffelten Tiermodell

Das Verstindnis fiir die erhdhte Morbiditdt und Mortalitdt &dlterer Patienten durch
Sepsis und septischen Schock ist eine der groBten Herausforderungen der modernen
geriatrischen Medizin. Auch ist die Anzahl an alten Patienten am Gesamtpatientenkollektiv
durch die verdnderte Altersverteilung unserer Gesellschaft deutlich angestiegen. Somit ist der
»alte Patient™ oft kein Ausnahmefall, der auf den Fachbereich der eigentlichen Geriatrie
beschréankt ist, sondern zunehmend eine interdisziplindre Aufgabe. Eine erhohte Mortalitit
steht trotz aller Fortschritte der modernen Medizin zweifelsohne mit dem Alter von Patienten
in Verbindung (DJAIANI et al, 1997). Bekannt ist, dass mit zunehmdem Alter der Individuen
sowohl die Zahl an bakteriellen Infektionen steigt als auch die Mortaltitdt in Folge dieser
Infektionen zunimmt (GLADSTONE et al, 1976; YOSHIKAWA, 1983). Die physiologischen
und pathophysiologischen Mechanismen dieser Verdnderungen sind jedoch weitgehend

unklar.

Die hier vorgestellten Daten nach LPS-Exposition im altersgestaffelten Tiermodell mit
3 (heranwachsend), 12 (erwachsen) und 24 (alt) Monate alten Tieren zeigen, dass
ausgewachsene und insbesondere alte Tiere stirker als die heranwachsenden Tiere durch die
Auswirkungen der Sepsis beeintrachtigt waren. Das zeigte sich sowohl in der deutlich starker
geschiddigten hepatischen Mikrozirkulation als auch in der vermehrten systemischen

Zytokinfreisetzung.

Die vergleichbare Phagozytoseaktivitit der Kupfferzellen, die durch das Verhiltnis an
noch frei flieBenden und schon phagozytierten Latex-Partikeln angezeigt wird, weist darauf
hin, dass in den 3 Altersklassen eine vergleichbare Endotoxinclearance im Beobachtungs-
zeitraum zu erwarten ist (BIKHAZI et al, 2001; NAKATANI et al, 2001). Es ist daher von
vergleichbaren Endotoxin-Plasmakonzentrationen in den ersten Stunden nach Injektion
auszugehen. Bei alten und jungen Ratten konnte aullerdem ein vergleichbarer Kurvenverlauf
fiir die Abnahmerate der Endotoxinplasmakonzentration gezeigt werden, lediglich mit einer
leichten Verlidngerung der Halbwertszeit des Endotoxins wéhrend der Eliminationsphase bei
alten Tieren (KNOOK et al, 1989). Die Daten der vorliegenden Untersuchung einschlieBend
ist die erhohte Anfilligkeit alter Ratten gegeniiber Endotoxin wahrscheinlich nicht durch
Verdnderungen der Endotoxinkinetik bedingt, sondern wahrscheinlicher durch die erhdhte

Sensitivitdt der Zielorgane und —gewebe gegeniiber den direkten und indirekten Folgen
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vergleichbarer Endotoxinkonzentrationen (KNOOK et al, 1989). Die Vermutung, dass
ausgewachsene und alte Ratten einen gréferen Schaden des Organsystems Leber aufweisen,
wird durch die vorliegenden in vivo Beobachtungen unterstiitzt. Dieser Effekt ist
wahrscheinlich  durch die  LPS-induzierte deutlich vermehrte Produktion an
proinflammatorischen Zytokinen bei 12 und 24 Monate alten Ratten bedingt. TNF-a konnte
als das entscheidende Zytokin in der Induktion, dem Verlauf und der Ausbildung der gram-
negativen bakteriellen Sepsis identifiziert werden (GIROIR, 1993). Sowohl die Blockade
bzw. die Modulation der Kupfferzellen durch Gadolinum-Chlorid (VOLLMAR et al, 1996b)
und G-CSF (VOLLMAR et al, 1997) zur Limitation der TNF-o Produktion und Freisetzung
als auch der Einsatz von Medikamenten, die entweder die Produktion oder die Wirkung von
TNF-a modifizieren oder vermindern (WINDSOR et al, 1993), haben den entscheidenden
Stellenwert von TNF-a in der Vermittlung des Gewebeschadens bewiesen. Auch die in
unserer Studie gezeigten deutlich erhohten Plasmakonzentrationen von IL-18 und IL-6 nach
LPS-Exposition bei den ausgewachsenen und alten im Vergleich mit den jungen Tieren
konnen bei der Verursachung des endotoxischen Leberschadens mit TNF-a interagieren. In
diesem Zusammenhang ist besonders wichtig, dass bei Patienten im septischen Schock diese
Zytokine in erhohten Konzentrationen nachweisbar waren (WAAGE et al, 1989) und dass
nachweislich IL-18 synergistische Wirkungen mit TNF-a haben kann, was letztendlich auch
zum Tod als Folge der schweren Sepsis fithren kann (WAAGE et al, 1988). Es gibt eine
Evidenz dafiir, dass eine gestorte endogene humorale Kontrolle der Zytokinproduktion fiir die
exzessiven Zytokinkonzentrationen bei dlteren Versuchtstieren verantwortlich ist
(CHORINCHATH et al, 1996; HYDE et al, 1992). Interessanterweise konnte auch in vitro
eine erhohte Zytokinproduktion bei mit Mitogen stimulierten Monozyten von é&lteren
Spendern nachgewiesen werden, obwohl in dieser Versuchsanordnung regulatorische
Mechanismen e.g. Hypothalamus-Hypophyse-Nebenniere Achse ausgeschlossen waren
(FAGIOLO et al, 1993). Obwohl die zelluldren und molekularen Ursachen und Mechanismen
der gesteigerten Zytokinproduktion mit zunehmendem Alter noch unklar sind, gibt es keinen

Zweifel tiber den pathophysiologischen Stellenwert fiir dltere Individuen.

Das Ergebnis mit der wichtigsten klinischen Relevanz dieser Untersuchung ist, dass
G-CSF-Priakonditionierung bei alten Ratten keine Abschwichung der auf LPS-Injektion
folgenden Immunantwort bewirkte, wohingegen junge Ratten einen signifikanten Benefit
durch Vorbehandlung mit dieser immunmodulatorischen Substanz zeigten. G-CSF
Vorbehandlung bewirkte 1 Stunde vor LPS-Exposition bei jungen Ratten eine Protektion des

Organismus durch eine deutliche TNF-o abhédngige Modulation bzw. Dampfung der
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zelluldren Immunanwort in der Leber, was durch einen verminderten sinusoidalen
Perfusionsausfall und einen verminderten Leberschaden gezeigt weden konnte (VOLLMAR
et al, 1997). Die aktuelle Untersuchung erweitert diese Daten dahingehend, dass G-CSF-
Vorbehandlung bei 3 Monate und teilweise bei 12 Monate alten Tieren auch {iber einen
langeren Beobachtungszeitraum von 6 Stunden die durch LPS-induzierten Schiden der Leber
diampfen kann. Wahrscheinlich ist sowohl ein verdndertes Profil der Zytokinsekretion von
Makrophagen bzw. Monozyten (GAMELLI et al, 1995; HARTUNG et al, 1995; VOLLMAR
et al, 1997) als auch eine gedampfte Kupfferzellaktivitit (VOLLMAR et al, 1997) fiir den
protektiven Effekt von G-CSF bei 3 und 12 Monate alten endotoxdmischen Tieren
verantwortlich. Diese Vermutung wird durch die in unseren Daten gezeigten verminderten
Zytokinkonzentrationen bei 3 und 12 Monate alten endotoxdmischen Tieren nach G-CSF
Vorbehandlung unterstiitzt. Auch die Abnahme der Phagozytose von injizierten Latex-

Partikeln durch die Kupfferzellen scheint diese Annahme zu bekréftigen.

Bei den gemessenen Zytokinkonzentrationen konnte argumentiert werden, dass die
Konzentrationsunterschiede zu gering seien, um fiir den fehlenden protektiven Effekt von G-
CSF bei alten Tieren verantwortlich zu sein. Die geringen Unterschiede der Zytokin-
konzentrationen zwischen ausgewachsenen und alten Versuchtieren miissen jedoch am
ehesten in Zusammenhang mit dem Zeitpunkt der Blutprobenentnahme nach LPS-Stimulation
gesehen werden. So ist der Zeitpunkt 6 Stunden nach LPS-Expostition wahrscheinlich zu spit,
um die Unterschiede dieser ,,frithen® proinflammatorischen Zytokine zu sehen. Es wurde
bereits - was diesen Standpunkt unterstiitzt - gezeigt, dass LPS-Injektion eine rasche
Freisetzung von IL-10 bewirkt mit der maximalen Plasmakonzentration 90 Minuten nach
Injektion (MARCHANT et al, 1994) und einer Riickkehr auf normale Konzentrationen nach
24 Stunden (STANDIFORD et al, 1995). Vergleichbares gilt auch fiir IL-6, das ungefahr 180
Minuten nach LPS-Exposition den Peak der Plasmakonzentration erreicht (SADEGHI et al,
1999).

Ob die beobachtete reduzierte Leukozyten-Endothel-Interaktion bei den 3 und 12
Monate alten Tieren nach G-CSF-Prikonditionierung im Vergleich zu alleiniger LPS-
Vorbehandlung auf einem direkten antiadhdsiven Effekt des G-CSF beruht oder nur eine
Konsequenz der verminderten Zytokinkonzentrationen und verminderten chemotaktischen
Stimuli ist, kann nicht eindeutig beantwortet werden. Die reduzierte mRNA-Expression von
Stickstoffmonoxid-Synthase II (NOS II) und die verminderte zytokinabhdngige mRNA-

Expression von Adhésionsmolekiilen fiir neutrophile Granulozyten an nichtparenchymatdsen
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Leberzellen, wie es bereits fiir mit G-CSF vorbehandelte Versuchstiere gezeigt wurde
(WANNER et al, 1999), muB3 jedoch als Grund fiir die reduzierte Leukozytenadhidrenz und
somit fiir den abgeschwichten zellvermittelten Gewebeschaden mit in Betracht gezogen

werden.

Der fehlende protektive Effekt von G-CSF in alten endotoxdmischen Tieren kann
verschiedene Ursachen haben. Es gibt Hinweise dafiir, dass G-CSF vergleichbare Wirkungen
bei jungen und alten gesunden menschlichen Individuen entwickelt (PRICE et al, 1996), was
auch von tierexperimentellen Daten unterstiitzt wird, in denen eine vergleichbare Expression
des G-CSF-Oberflachenrezeptors auf neutrophilen Granulozyten bei jungen, ausgewachsenen
und alten Ratten gezeigt werden konnte (VOLLMAR et al, 2002). Weiterhin ist bekannt, dass
es keine Unterschiede bei der Produktion, Kinetik im Blut und Gewebsmigration von
neutrophilen Granulozyten zwischen freiwilligen jungen und élteren gesunden Probanden gibt

(PRICE et al, 1996).

Moglicherweise beruht der fehlende Effekt von G-CSF wihrend einer Infektion im
alten Individuum auf einer ,trans down“-Regulation des G-CSF-Rezeptors durch Zytokine
(HOLLENSTEIN et al, 2000). Es wurde berichtet, dass Endotoxin-Infusion bei gesunden
Freiwilligen eine sofort einsetzende und 6 Stunden anhaltenden Down-Regulation des G-
CSF-Rezeptors bewirkt (HOLLENSTEIN et al, 2000). Auch konnte tierexperimentell gezeigt
werden, dass es nach LPS-Exposition sowohl in vivo als auch in vitro zu einer deutlichen
Reduktion der G-CSF-Rezeptor-Expression auf der Oberfliche neutrophiler Granulozyten
kommt (VOLLMAR et al, 2002). Da die Wirkung von G-CSF durch Bindung an den G-CSF-
Rezeptor resultiert, konnte moglicherweise eine verminderte Expression des G-CSF-
Rezeptors auch eine reduzierte biologische Anwort zur Folge haben, wie das auch bei den 24
Monate alten Tieren beobachtet werden konnte. Da die Expression des G-CSF-Rezeptors
jedoch bei allen Altersgruppen gleichermalen durch LPS-Exposition reduziert wurde
(VOLLMAR et al, 2002), scheint dieser Pathomechanismus nicht fiir die hier beobachteten
Effekte verantwortlich zu sein. Eine Dysfunktion oder Defekt des G-CSF-Rezeptors bei alten
im Vergleich zu jungen Tieren oder eine Unterbrechung oder Modifizierung des folgenden
Signalweges bei 24 Monate alten Ratten ist jedoch denkbar und anhand der vorliegenden

Ergebnisse nicht auszuschlieen.

Mit zunehmendem Alter scheinen der Rezeptor fir G-CSF oder/und weitere
homdoostatische Regulationsmechanismen Verdnderungen zu unterliegen. Als Folge kommt es

zu einer gestorten Balance inflammatorischer Zytokine mit fehlender Regulation iiber G-CSF
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und somit auch zu einer Einschriankung der suffizienten Immunantwort beim élteren

Individuum.



Diskussion 107

8.5. Schluf3folgerung

Sepsis ist ein hiufiges Krankheitsbild und trotz aller Fortschritte der modernen
Medizin noch immer mit hoher Morbiditit und Mortalitit behaftet. Die klinische
Beobachtung, dass Sepsis-assoziierte Morbiditit und Mortalitdt mit dem Alter deutlich
zunehmen, gewinnt aufgrund der sich wandelnden Alterszusammensetzung unserer
Gesellschaft zusétzlich an Bedeutung. Granulozyten-koloniestimulierender Faktor, bekannt
geworden als hidmatopoetischer Wachstumsfaktor, ist zu Beginn der 90er Jahre als
immunmodulierendes Agens erkannt worden und wird mittlerweile unter Studienbedingungen
adjuvant zur Therapie der Sepsis eingesetzt. Auch tierexperimentell konnte bei systemischer
Endotoxindmie eine Protektion durch G-CSF beobachtet werden. Unklar war jedoch,

inwieweit eine derartige Immunmodulation auch im Alter von Erfolg ist.

In einem altersgestaffelten Tiermodell an der Ratte, die als Versuchstierspezies fiir
einen groffen Anteil der gerontologischen Untersuchungen genutzt wird, konnte gezeigt
werden, dass die Morphologie, Mikrozirkulation und Funktion der Leber sich kaum zwischen
den Tiergruppen 1, 3, 12 und 24 Monate unterscheidet. Wichtig war auch, dass kein per se

Defizit des Immunsystems unter unstimulierten Bedingungen zu beobachten war.

Endotoxindmie im Alter ist durch eine erhohte Zytokin-Freisetzung charakterisiert mit
der Konsequenz einer stirkeren Beeintrdchtigung der  Mikrozirkulation und
Parenchymintegritit der Leber. Vorbehandlung durch G-CSF ist in der Lage, bei jungen und
ausgewachsenen, nicht aber bei alten Tieren die systemisch-inflammatorische Antwort auf
Endotoxin und damit die Hepatotoxizitidt wirksam zu reduzieren. Bei alten Patienten sollte
somit die Indikation zur Gabe von G-CSF zur adjuvanten Therapie der Sepsis kritisch

diskutiert werden.
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9. Verzeichnis der AbklUrzungen

A. - Arteria

ALP - Alkalische Phosphatase

ALT - Alanin-Amino-Transferase

AST - Aspartat-Amino-Transferase

BGA - Blutgasanalyse

bzw. - beziehungsweise

ca. - circa

CCD Kamera - ,charge coupled device” Kamera

CD - cluster of differentation

d.h. - das heif3t

EDTA - Ethylendiamintetraessigsdure

e.g. - exempli gratia

GA - Gauge

G-CSF - Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
G-CSFR - G-CSF Rezeptor

GLDH - Glutamatdehydrogenase

GLDH - Glutamat-Dehydrogenase

HDL - high density lipoprotein

HPLC - high performance liquid chromatography
L.p. - intraperitoneal

V. - intravends

IFN-y - Interferon-y

IL-10 - Interleukin-10

IL-1PB - Interleukin-1f

IL-4 - Interleukin-4

IL-6 - Interleukin-6

IVM - Intravital-Mikroskopie

LBP - LPS bindendes Portein

LPS - Lipopolysaccharid

MAP - mittlerer arterieller Druck (,,mean arterial pressure®)

MIP-2 - Makrophagen inflammatorisches Protein-2
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MW
NaCl
sCD
SEM
SIRS
sog.

TNF-a

VS.

z.B.

Mittelwert

Kochsalz

soluble cluster of differentation

Standard Fehler des Mittelwertes

systemic inflammatory response syndrome
sogenannt

Tumor Nekrose Faktor-a

Vena

Versus

zum Beispiel
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